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1 Einleitung

1.1 Oxidativer Stress

Um oxidativen Stress genauer zu charakterisieren, sind vorab die Begriffe freie
Radikale und ,Reaktive Sauerstoffspezies” (ROS) zu klaren.

Freie Radikale sind aufgrund ihrer atomaren oder molekularen Struktur hochgradig
instabile Atome, Moleklle oder Verbindungen und daher sehr reaktiv. Um einen
stabilen Status zu erreichen, reagieren sie mit anderen Atomen oder Molekilen in
der Zelle [24].

Insbesondere Sauerstoff ist hdufig an der Produktion bestimmter freier Radikale,
welche ROS heil3en beteiligt.

In der mitochondrialen Atmungskette spielt Sauerstoff eine grof3e Rolle in der ATP-
Produktion, welche die Energie flur viele zellulare Reaktionen und Funktionen
bereitstellt.

Am Ende der Atmungskette wird das Elektron nach zahlreichen Elektrontransfers auf
das Sauerstoffmolekil Ubertragen, welches mit Protonen in Zellen reagiert, um
Wasser (H,O) zu generieren.

Waéhrend dieses Vorgangs wird der Sauerstoff (O;), der in der Atmungskette
verbraucht wird, jedoch zum Teil zu 2 bis 3 Prozent zu ROS reduziert [24].

Zu den wichtigsten ROS zéhlen radikale Sauerstoffverbindungen, wie das
Superoxidanion (O,"), Wasserstoffperoxid (H.0O,), Hxdroxylradikal (OH) und 'O, [24,
40], welche als Zwischenprodukte in der Atmungskette entstehen und sehr instabil
und reaktionsfreudig sind, aber trotzdem bevor sie Zellen verletzen kdénnen, zum
Grof3teil zu Wasser umgewandelt werden.

Die Atmungskette verbraucht 80% des vom Organismus aufgenommenen
Sauerstoffs und zahlt somit zu den Hauptentstehungsorten von ROS. Eine weitere
bedeutende endogene Quelle der ROS-Produktion sind die Zytochrom P450 Enzyme
in der Leber, die unter Verwendung von Sauerstoff Verbindungen, die mit der
Nahrung oder von aul3en aufgenommen werden, entgiften und kdrpereigene Stoffe

metabolisieren und dabei geringe Anteile an ROS herstellen.



ROS werden auch in zellfreien Systemen wie Xanthin/Xanthin Oxidase, Thiolen,
Ascorbinsaure, Chelatbildnern, Xenobiotica, Ubergangsmetallen wie Fe?*/Fe*" oder
Cu**/Cu®" und anderen produziert [40].

Auf der anderen Seite spielen ROS auch eine entscheidende Rolle bei der Abwehr
von Pathogenen, da sie in Zellen, die der Immunabwehr dienen, wie neutrophilen
Leukozyten und Makrophagen hergestellt werden.

Wenn diese Zellen aktiviert werden produzieren sie mit Hilfe ihres NADPH Oxidase
Komplexes Superoxidradikale und Wasserstoffperoxide.H,O; reagiert dann wiederum
mit Chloridionen in der Zelle, um Hypochlorite zu produzieren, welches daraufhin das
Pathogen zerstort [24].

AulRerdem dienen eosinophile Granulozyten, polymorphkernige Leukozyten (PMNSs),
MikrogefalRendothelzellen, Erythrozyten und Keratinozyten als Quelle fir die ROS-
Generierung [30]. Auf einige dieser Quellen wird im spateren Verlauf genauer
eingegangen. Neben dieser endogenen Herstellung von ROS bestehen auch
exogene Quellen fir ROS, denen der Mensch ausgesetzt ist, wie Tabakrauch, UV-
Strahlung, Schwermetalle, Nitrogenoxid, organische Losungsmittel, Pestizide,
Herbizide wie Paraquat und Chemotherapeutika [40].

Dadurch dass ROS sehr instabil und hochreaktiv sind, kénnen sie mit den meisten
zellularen Makromolekilen, einschlieRlich Proteinen, Lipiden und DNA reagieren,
indem sie von diesen ein Elektron Ubernehmen, was letztlich einen Zellschaden
induziert.

Die Lipidoxidation ist mit Gber 26000 Arbeiten sehr gut untersucht [23]. Zahlreiche
folgenschwere Konsequenzen werden durch diese Oxidationsprozesse ausgelost.
Durch die Oxidation von Proteinen kommt es zu Veranderungen in deren drei-
dimensionaler Struktur genauso wie zu deren Fragmentation, Aggregation und zu
Kreuzverbindungen dieser. AufRerdem werden fur die Zellfunktion notwendige
Enzyme geschadigt sowie Gen-Regulation und -Expression beeinflut und weitere
neue reaktive Spezies (Peroxide, DOPA) gebildet.

Im Fall der DNA-Moleklle werden durch die ROS Strangbriiche verursacht sowie
Nukleotide entfernt und zahlreiche Modifizierungen der organischen Basen der
Nukleotide verursacht.

Da Lipide Phospholipide enthalten, sind sie essentielle Bestandteile von Membranen,
die Zellen und zellulare Strukturen umgeben, und daher die Lipid Oxidation zur

Schéadigung dieser fuhrt und letztendlich zur eingeschrankten Lebensfahigkeit der



Zelle. Auf weitere Mechanismen der Lipid Oxidation wird spéter noch genauer
eingegangen.

All die geschilderten Reaktionen sind mafRgeblich an der Entwicklung chronischer
Erkrankungen beteiligt. Dazu zahlen unter anderem kardiovaskuléare Erkrankungen,
Lungenerkrankungen, Atherosklerosis, Krebserkrankungen, Diabetes,
neurodegenerative Krankheiten, Strahlenschaden, Vergiftungen mit Schwermetallen,
Vitaminmangel, chronische Entzindungen, Rauchen, Emphysem, M. Behcet,
Systemischer Lupus eythemathodes, rheumatoide Arthritis, M.Crohn, Colitis
ulcerosa, Dermatitis herpetiformis Duhring und Katarakt [24].

Um der ROS Produktion, die ein nattrlicher Prozess im Korper ist, entgegen zu
wirken und die Zellen somit zu schitzen, gibt es diverse enzymatische und nicht-
enzymatische Mechanismen in den Zellen.

ROS konnen also nur zu ernsthaften Schaden und chronischen Erkrankungen
fuhren, wenn die Anzahl dieser erhoht ist oder die Zahl oder Aktivitat der
Antioxidantien, also der Radikalfanger, vermindert ist.

Der dann resultierende Zustand, welcher charakterisiert ist durch eine gestortes
Gleichgewicht zwischen der einerseits erhdhten Produktion von ROS und der
Entfernung von ROS und der Reparatur geschadigter Moleklle auf der anderen
Seite, wird oxidativer Stress genannt [24, 62].

Zu den enzymatischen Antioxidantien, die der ROS Elimination dienen, z&hlen die
Superoxiddismutase (SOD), die Katalase und die Glutathionperoxidase.

Es gibt mehrere SODs, die sich durch ihren Wirkungsort in der Zelle und das fur ihre
Funktion notwendige Metallion unterscheiden. Die SOD katalysiert die Reaktion vom
Superoxidanion zu Wasserstoffperoxid und Sauerstoff > 20, + 2H" = H,0, + O..

Die Katalase ist ein Eisenhaltiges Enzym vor allem in den Peroxisomen lokalisiert,
das wiederum die Aufspaltung von Wasserstoffperoxid zu Wasser und Sauerstoff
katalysiert > 2H,0, = 2H,0 + Oa.

Das Gluthationperoxidase System, bestehend aus der Gluthationperoxidase,
Gluthationreduktase und den Kofaktoren Gluthation (GSH) und reduziertem NADPH,
kann ebenfalls effektiv H,O, beseitigen.

GSH ist eines der wichtigsten nicht-enzymatischen Antioxidantien in der Zelle neben
Vitamin E (a-Tocopherol), Vitamin C (Ascorbinsaure) und Vitamin A.



GSH besteht aus drei Aminoséuren und dient als Kofaktor der Gluthationtransferase,
welche fur die Eliminierung von Giften, Chemikalien und anderen reaktiven
Molekilen in der Zelle zusténdig ist und kann auch direkt ROS entgiften.

Um nun den oxidativen Stress messen zu kdnnen, wurden Methoden entwickelt, die
entweder die erh6hte Anzahl an ROS oder die verminderte Aktivitat oder Menge an
antioxidativen Mechanismen detektieren.

Zur Messung von ROS im venosen Blut und Serum werden wie bei lonescu et al.
Chemiluminescence Assays verwendet. Aber auch Antioxidantien wie die SOD,
Katalase, Gluthationperoxidase oder -reduktase werden mit Hilfe
spektrophotometrischer ~ Verfahren  detektiert  [53,99].  Nicht-enzymatische
Antioxidantien wie Vitamin A (Retinol) und a-Tocopherol kdénnen mittels High
performance liquid chromatographie (HPLC) gemessen werden [2].

Da ROS sehr instabil und hoch reaktiv sind, reagieren sie wie schon erwahnt mit
Protein-, DNA- und Lipidmolekilen, was zu deren Peroxidation fuhrt.

Im Falle der DNA entsteht in Folge spezifischer enzymatischer Spaltung nach 8-
Hydroxylation der Guanin-Base als Produkt 8-Hydroxy-2’-deoxyguanosine (8-
OHdG). Dieses bei oxidativer Schéadigung entstehende Produkt kann mittels
Enzymimmuno assay (ELISA) im Urin von Patienten als Marker fur oxidativen Stress
in vivo gemessen werden [78, 27, 51].

Im Rahmen dieser Arbeit soll jedoch die Lipidoxidation und deren Produkte als
Marker fur oxidativen Stress im Vordergrund stehen.

Zahlreiche Marker wie gerade dargestellt stehen der Messung vor allem in vitro zur
Verfigung doch mangelt es diesen an Spezifitdt und Sensitivitat und die
Messmethoden benétigen invasive Verfahren. In Bezug auf die Lipidperoxidation
wird am haufigsten ein Produkt dieser, Malondialdehyd (MDA), mittels eines
Thiobarbituric acid-reacting substances (TBARS) assay gemessen [3, 62].

Dieser Marker ist kein spezifisches Produkt der Lipidperoxidation und der Assay ist
nicht spezifisch fur MDA.

Neuerdings wurde die Messung der Fo-Isoprostane als verlasslichster Marker fir
oxidativen Stress in vivo etabliert.

Im nachsten Abschnitt wird dieser Marker genauer beschrieben.
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1.2 F,-Isoprostane

1990 wurde zum ersten Mal von Morrow et al. [70] uber Prostaglandin &ahnliche
Verbindungen berichtet, die in vivo unabhéngig von der Prostaglandin H Synthase
(PGHS), hauptsachlich durch die mittels freier Radikale und ROS, also nicht-
enzymatisch katalysierten Peroxidation der Arachidonsaure, hergestellt werden. Der
nicht PGHS-katalysierte Syntheseweg dieser Verbindungen ist dadurch bewiesen,
dass durch Gabe von Aspirin oder Indomethacin dieser nicht gehemmt werden kann
[26].

Wie schon im vorigen Kapitel erwahnt, kbnnen neben DNA und Proteinen, vor allem
auch Lipide als Angriffsflache fir ROS dienen. Die Lipidperoxidation ist ein sich
selbst ausdehnender Vorgang der durch antioxidative Mechanismen limitiert wird.
(Re= Freie Radikal Spezies, L=Lipid, A=Antioxidant)

Initiation: Re+ LH — RH + Le
Propagation: Le + O, — LOQe
LOOe + LH — LOOH + Le
Termination: Le + AH — LH + Ae
Ae + LOOe— LOO-A

Diese durch freie Radikale induzierte Peroxidation von Lipiden, die vor allem auch
Bestandteil von Membranen sind, kann sehr schadigenden Einfluss auf
Membraneigenschaften wie deren Flussigkeitsgehalt haben oder
membrangebundene Enzyme oder Rezeptoren inaktivieren, was die zellulare
Funktion beeintrachtigt und zum Zelltod fiihren kann.

Der Grof3teil der Arachidonsaure ist in Phospholipiden der Membran veresthert.
Daher werden die F,-Isoprostane anfangs an Phospholipide veresthert gebildet und
daraufhin durch Phospholipasen aus diesen freigesetzt [97].

Nach der geschilderten Peroxidation der Arachidonsaure, werden drei Arachidon-
Radikale produziert, die einer inneren Ringbildung unterzogen werden, um sodann
als Zwischenprodukte vier PGH, ahnliche bizyklische Endoperoxid-Regioisomere zu

bilden [62]. Denn diese werden dann zu vier F-Ring Regioisomeren reduziert, von
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denen jedes aus acht zu Trauben geformten Diastereoisomeren besteht. Da diese
Verbindungen eine Reihe von 64 Isomeren sind, die den Prostanring der
Prostaglandine enthalten, werden sie als F,-Isoprostane bezeichnet. Isoprostan-
Endoperoxide konnen in vivo umgelagert werden, um E- oder D-Ring und
Thromboxan-Ring Verbindungen zu bilden.

E.- und D,-lIsoprostane werden in vivo dehydriert, um reaktive Cyklopentone A,- und
Jo-Isoprostane herzustellen. Es kdnnen ebenfalls hoch reaktive y-Ketoaldehyde
(isolevuglandins) durch Umlagerung der Isoprostan-Endoperoxide entstehen.
Ebenso kdnnen vielfach ungesattigte Fettsduren von ROS angegriffen werden und
Isoprostane produzieren. Im Gegensatz zu den vier Klassen von F-Isoprostanen die
aus der Arachidonsdure entstehen, werden bei der Peroxidation der
Eicosapentaenonsdure sechs Klassen von Fs-Isoprostanen generiert, bei der a-
Linolensdure und y-Linolensdure zwei Klassen von E;- und Fi-Isoprostanen jeweils
und bei der Docosahexaenonsaure acht Klassen von Dgs-Isoprostanen und acht
Klassen von Es-lIsoprostanen. Die Produkte der Docosahexaenonsaure, welche eine
der am haufigst vorkommenden ungesattigten Fettsduren im zentralen Nervensystem
darstellt, werden deshalb auch Neuroprostane genannt und dienen als Marker fur
neuronalen oxidativen Stress. Diese unterliegen dem gleichen Weg wie dem der
oben geschilderten Isoprostane und kdnnen so auch noch A4 und Js-Isoprostane
(Neuroprostane) herstellen [41, 62]. Uber die Stoffwechselwege der Isoprostane ist
wenig bekannt auf3er bei dem 8-Isoprostaglandin F,, oder 15-F-Isoprostan (8-iso-
PGF,,). Der Hauptmetabolit dessen im Urin ist das 2,3-Dinor-5,6-dihydro-15-Fy-
Isoprostan beim Menschen.

Neben der nicht-enzymatischen durch freie Radikale katalysierten Produktion der
Isoprostane, ist auch eine enzymatische Synthese, beschrankt auf die 8-iso-PGF,q,
durch die PGHS-1 und PGHS-2 mdglich. Das Enzym PGHS enthalt Ham, welches
fur dessen zwei katalytische Aktivitdten bendtigt wird und zwar als eine
Cyclooxygenase und eine Peroxidase. Es gibt zwei PGHS Isoenzyme PGHS-1 und
PGHS-2, welche jedoch keineswegs in einer streng stereospezifischen Weise
agieren. Beide produzieren geringe Mengen an ausschlie3lich 8-iso-PGF,q
Aktivierte menschliche Plattchen, welche PGHS-1 enthalten, und Monozyten, die
PGHS-2 enthalten, produzieren einen geringen Gehalt von nur 0,005-0,1% an 8-iso-
PGF,q. Somit tragt die enzymatische Bildung von 8-iso-PGF,, nur zu einem geringen

Anteil zur gesamten Biosynthese der 8-iso-PGF,, bei. Daher kann der 8-iso-PGF2,4
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Gehalt unbedenklich als Index fur oxidativen Stress genommen werden [73,79]. Wie
schon in 1.1 geschildert gibt es mehrere Marker und Methoden zur Messung von
oxidativem Stress.

Fur die Messung der Lipidperoxidation, die zur Klarung der entscheidenden Rolle
von oxidativem Stress bei der Pathogenese von menschlichen Erkrankungen
beitragt, gab es bisher nur unbefriedigende Messmethoden und Marker.

Das liegt vor allem daran, dass die Assays nicht spezifisch fur das zu messende
Produkt der Lipidperoxidation sind, das Produkt wiederum kein spezifisches Produkt
der Lipidperoxidation ist, die Sensitivitat des Assays, um eine ausreichende Menge
des zu messenden Produktes, die in normalen Subjekten erwartet wird, zu
detektieren, zu mangelhatt ist, der Gehalt der Marker durch externe Faktoren wie den
Lipidgehalt einer Diat beeinflusst werden kann oder der Assay eine zu invasive
Vorgehensweise fordert.

Die F,-Isoprostane hingegen werden als die best verfigbaren Biomarker des
oxidativen Stress Status und der Lipidperoxidation in vivo angesehen. Dies rihrt
daher, dass sie auch im Gegensatz zu anderen Produkten des Isoprostanweges wie
D,- oder Ej-Isoprostane chemisch stabil sind. Auf3erdem sind sie spezifische
Produkte der Lipidperoxidation, werden in vivo gebildet, sind nicht beeinflussbar
durch den Lipidgehalt von Diaten, sind in jedem normalen Gewebe und allen
biologischen Flussigkeiten in einer messbaren Menge vorhanden und kénnen so als
sensitiver Parameter dienen, um die richtige Dosis bei einer Antioxidantiengabe zu
finden [97].

Um die endogene Produktion der Fp-Isoprostane zu messen, mussen die Messung
der verestherten Fo-Isoprostane in Biopsien und Plasma-Lipoproteinen, die Messung
von freien unverestherten F,-Isoprostanen in biologischen Flissigkeiten, wie Plasma
und Urin und die Messung des Hauptmetaboliten des 8-iso-PGF,, im Urin, das 2,3-
dinor-5,6-dihydro-15-F,-Isoprostan, welches eine exakte Bestimmung der totalen
endogenen Produktion der F,.isoprostane liefern kann, berticksichtigt werden .

Die Messung der Isoprostane im Urin ist der im Plasma h&ufig vorzuziehen, da keine
invasiven Verfahren, wie Blutentnahmen, bendétigt werden, keine Autooxidation der
im Plasma befindlichen Arachidonsaure stattfindet, welche eine artifizielle Herstellung
von Isoprostanen bewirkt und die Isoprostane sehr stabil sind im Urin.

Es besteht kaum eine signifikante tageszeitiche Schwankung der

Isoprostankonzentrationen im Urin, aber diese variieren unter Kklinischen und
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experimentellen Bedingungen, in welchen oxidativer Stress gemessen wird und
verlaufen parallel zum Schweregrad der Erkrankung [41].

Messungen von oxidativem Stress und Entzindung bei Patienten mit
Lungenerkrankungen erfolgten durch Detektion der F,-Isoprostane in ausgeatmetem
Atemgas, was eine sehr schonendes Verfahren ist, aber die F,-Isoprostane kdnnen
auch in der bronchoalveolaren Lavage (BALF) detektiert werden [62].

Als Messtechniken stehen die Gas chromatographie/Mass spectrometry (GC/MS)
und der ELISA zur Verfuigung. Fur die schon langer in Gebrauch stehende und als
Referenzmethode dienende GC/MS spricht eine hohe Spezifitat und Sensitivitat,
demgegenuber aber der hohe Kostenfaktor und ein grof3er Zeitaufwand stehen. Beim
ELISA besteht dahingehend der Vorteil einer kostenglnstigeren und einfacheren
Durchfiihrung mit neuerdings kommerziell erhaltlichen ELISA — Kits, wobei hier aber
auf eine so hohe Spezifitat wie bei der GC/MS verzichtet werden muss, da es
schwieriger ist nur ein Isomer also 8- epi-PGF,, zu messen, weil noch andere sehr
strukturédhnliche Isomere und zwar 8-iso-(15R)-PGF,, und 9B-PGF,, an die
Antikdrper binden. Die grof3e und stark variierende Zahl an Oxidationsprodukten und
deren Ahnlichkeit in der Struktur erschwert es beiden Methoden genau zu
differenzieren [87]

Isoprostane sind aber nicht nur Biomarker flr oxidativen Stress, sondern haben auch
zahlreiche biologische Effekte, die darauf hinweisen, dass sie auch als
pathophysiologische Mediatoren des oxidativen Stresses fungieren kénnen.

Diese Effekte sind limitiert auf 8-iso-PGF,,, welches ein potenter Vasokonstriktor ist.
In der Ratte sind 8-iso-PGF,, extrem potente Konstriktoren der afferenten renalen
Arteriole, was die glomerulare Filtrationsrate und den renalen Blutfluss um 40-45% in
den niedrig nanomolaren Bereich reduziert [101]. In Tierversuchen zeigte sich, dass
8-is0-PGF,4 auch in anderen Gefal3systemen als Konstriktoren fungieren und zwar in
der Artereia pulmonalis [43], in Koronararterien [47], Zerebralarterien [37], Gefal3en
der Retina [50] und der Portalvene der Leber [55]. Die Wirkungen von 8-iso-PGE,
und 8-iso-PGF,, sind beinahe gleich im Herzen des Meerschweinchens. Das ist
interessant, da die Prostaglandine PGE und PGF normalerweise entgegengesetzte
Wirkung als verwandte Liganden der PGE und PGF Rezeptoren an den glatten
Muskelzellen der GefalRe haben, denn PGE; ist dort ein Vasodilatator und PGF,, ist

ein Vasokonstriktor.
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Die erwahnten Effekte beider kdnnen beinahe komplett von Thromboxan A;
Rezeptorantagonisten aufgehoben werden, was darauf hinweist, dass Isoprostane
mittels eines gemeinsamen Thromboxanrezeptors ihre biologischen Effekte
vermitteln konnten. Um jedoch die durch den Thromboxan A, Rezeptor vermittelte
Plattchenaggregation in vivo hervorzurufen, sind, wie Bindungseigenschaften und
funktionelle Studien aufzeigen, die physiologischen Plasmakonzentrationen der 8-
iIS0-PGF,4 weit unter den mikromolaren Konzentrationen, die dafur erforderlich waren
[5]. Dennoch sind die Rezeptor vermittelten Reaktionen und die Art der Rezeptoren
der Isoprostane noch nicht ausreichend erklart, auch ob ein spezieller
Isoprostanrezeptor besteht.

Dahingegen rufen die genannten Isoprostane viel potenter eine Reaktion der glatten
Muskelzellen hervor als die Thromboxan A, Rezeptoragonisten. In Retina- und
HirngefalRen von Ferkeln wurde gezeigt, dass die Vasokonstriktion ausgel6st wird
durch die Induktion der Thromboxanbildung im Endothel [37, 50]. AulRerdem
verursachen  8-iso-PGF,, die  Kontraktion von  menschlicher  glatter
Bronchialmuskulatur in vitro [45] und induzieren die Behinderung des Atemflusses
und die Plasmaexsudation in Meerschweinchen in vivo [77, 45]. Auch der
Hauptmetabolit des 8-iso-PGF,, im Urin ist ein potentieller Vasokronstriktor von
Mikrogefalien der Retina und des Gehirns.

Weiterhin tragen die Wirkungen der Isoprostane in vitro entscheidend  zur
Pathophysiologie der Artheriosklerose bei. Denn 8-iso-PGF,,  beginstigt die
Plattchenaggregation [80] und induziert die Zellteilung in glatten Gefaldmuskelzellen
[101]. Daruber hinaus werden F,-Isoprostane in erhbhtem Mal3 gebildet wahrend der
LDL Oxidation in vitro [52] und sie tragen zu proadhesiven Effekten zu Neutrophilen
bei, welche durch minimal oxidativ verandertes LDL induziert werden [29].
Isoprostane stimulieren die Fibroblastenproliferation [49], sind Ursache fir die
Hypertrophie von neonatalen Ventrikelmonozyten von Ratten [48], und kdnnen die
Zellbiologie des Endothels verandern.

Nach der Darstellung der Synthesewege, der Messmethoden und Messmedien, der
biologischen Wirkungen und Funktionen und der klar dargestellten Vorteile der
Isoprostane als Marker flr oxidativen Stress, wird die entscheidende Bedeutung
dieser fur klinisch relevante Erkrankungen klar. Diverse Quellen fur die Produktion
der Isoprostane, wurden schon in Kapitel 1.1 unter den Systemen fur die Entstehung

freier Radikale und ROS ausfihrlich abgehandelt.
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Erhohte Isoprostanwerte wurden im Plasma, Urin, BALF und Exhaled breath
condensate (EBC) nach Vergiftungen und bei zahlreichen Syndromen und
Erkrankungen gemessen, die mit einer exzessiven Herstellung freier Radikale
assoziiert sind. Dazu zé&hlen kardiovaskulare, neurologische und pulmonale
Erkrankungen sowie Nierenerkrankungen, Lebererkrankungen, diverse
kardiologische Risikofaktoren und weitere, die alle in folgender Tabelle 1.2.1

aufgefuihrt werden [62].
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Tabelle 1.2.1 : Erkrankungen und pathophysiologische Bedingungen bei denen die

F.-Isoprostanwerte erhoht sind aufgrund oxidativem Stresses

Kardiovaskulare Erkrankungen Lungenerkrankungen

- Artheriosklerose [85] - Asthma 66, 26]

- Ischamie / Reperfusionsschaden [25, 88] | - Chronisch obstruktive

- Erkrankung der Koronararterien [104] Lungenerkrankung [e5, 81]

- Herzversagen [54, 76] - Zystische Fibrose [64, 14]

- Renovaskulére Erkrankung [57] - Interstitielle Lungenerkrankung [63]

- Akuter Lungenschaden / RDS [13]

Risikofaktoren fir kardiovaskulare | Nierenerkrankungen

Erkrankungen

- Rauchen [90, 69] - Hamodialyse [39]

- Hypercholesterinamie [20, 89 - Rhabdomyolyse durch Nierenschaden
- Diabetes [21] [36, 67]

Hyperhomocysteinamie [22]

Mannliches Geschlecht [3g] Lebererkrankungen

Adipositas [46] - Alkoholinduzierte Lebererkrankung [se,
84]

- Hepatorenales Syndrom [72]

- Primar biliare Zhirrose [1]

- Lebertransplantation [11]

Neurologische Erkrankungen Gemischte Erkrankungen
- Morbus Alzheimer [96, 61, 86, 58, 82, 60] - Sklerodermie [19, 100]

- Morbus Huntington [59] - Down Syndrom [83]

- Multiple Sklerose [31] - Morbus Crohn [18]

- Creutzfeld-Jakob Erkrankung [31] - Osteoporose [8]

Erhohte 8-iso-PGF,, lassen sich auch bei Vergiftungen mit Paraquat [10, 73] und
CCL,4 [68, 73] sowie bei Behandlung mit Halothan nachweisen [6, 73]. So ware
anzunehmen, dass auch erh6hte 8-Isoprostanwerte beim atopischen Ekzem oder der

allergischen Rhinitis zu erwarten waren.

17




Im Mittelpunkt dieser Studie jedoch steht das Interesse an Untersuchungen uber
erhohte 8-iso-PGF,, bei Asthma und anderen atopischen Erkrankungen, als
zuverlassiger Marker fur oxidativen Stress und Entziindung.

Die F,-Isoprostane wurden in BALF, sowie Urin und menschlichem Plasma
gemessen. Inshesondere 8-Epi-PGF,, konnte von Hazbun et al. [34] bei humanen
Probanden nach Ozon-Exposition in erhohter Konzentration in der BALF mittels
ELISA nachgewiesen werden.

Weiterhin konnten F-Isoprostane beim Asthma nach Allergenstimulation auch im
Urin gemessen werden [26].

Eine neue nicht—invasive Methode stellt die Messung der F,-Isoprostane im EBC von
Asthmatikern dar [66].

Um den Zusammenhang zwischen Asthma und oxidativem Stress besser zu
verstehen und die Bedeutung von 8-iso-PGF,; bei Asthma und eventuell weiteren
atopischen Erkrankungen zu verdeutlichen, wird in den néchsten Kapiteln speziell

auf die Krankheiten des atopischen Formenkreises eingegangen.
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1.3 Asthma bronchiale und oxidativer Stress

Asthma, woran in Deutschland 4 Mio. leiden, gehort sowie die allergische
Rhinokonjunktivitis mit einer Anzahl von 12 Mio. Erkrankten und wie das atopische
Ekzem zu den Erkrankungen des atopischen Formenkreises (SRU). An letzt
genanntem leiden etwa 1-3% der Erwachsenen und 5-20 % der Kinder in unserer
Bevdlkerung, und die Zahl ist in den letzten Jahrzehnten steigend.

Der Begriff Atopie wurde 1923 von dem Altphilologen Perry der Columbia Universitat
gepragt und zwar auf Wunsch von Coca und Cooke, die damit eine beim Menschen
beobachtete, familiar auftretende, ,abnormale* Form von Uberempfindlichkeit gegen
Umweltallergene ohne vorausgehende Sensibilisierung (z.B Heuschnupfen, Asthma)
von anderen Formen der Uberempfindlichkeit (wie z.B Anaphylaxie) abgrenzen
wollten [16]. Viele atopische Erkrankungen sind mit Allergien assoziiert. Allergien
sind zwar schon seit Jahrhunderten bekannt, stellen heute jedoch, aufgrund ihrer
dramatischen Zunahme in den letzten Jahrzehnten, eine noch grol3ere
Herausforderung fir die Gesellschaft dar. Die Grinde fur die weiterhin steigende
Tendenz der Allergien sind noch nicht geklart, wobei Hypothesen, wie die vermehrte
Exposition gegenuber Umweltnoxen, bestehen. Allergisch vorbelastet sind in
Deutschland schatzungsweise 24 bis 32 Mio. Menschen (SUR).

»LAsthma zeichnet sich aus durch eine verstarkte Reaktivitdt der Luftwege auf
verschiedenste Reize, mit Verlangsamung der forcierten Expiration, die in ihrer
Intensitat  entweder  spontan  oder unter medikamentdsem  Einfluss
schwankt.“(Definition des American College of Chest Physicians,1975).

Eine neuere Definition der Deutschen Atemwegsliga charakterisiert die Erkrankung
genauer: ,Asthma ist eine entztindliche Erkrankung der Atemwege mit bronchialer
Hyperreaktivitdt und variabler Atemwegsobstruktion. Typische Symptome sind
Husten und anfallsartige Atemnot, insbesondere nachts und am frihen Morgen,
Giemen und glasig—zé&hes Sputum.” [94].

Die Definition enthalt schon die entscheidenden Symptome des Asthmas.

In schweren Fallen kann auch eine Zyanose bestehen und bei erhdhter Pulsfrequenz
besteht haufig ein Pulsus paradoxus. Uberschreitet ein Asthmaanfall trotz Therapie
mit Betaadrenergika und Xanthinderivaten die Dauer von 24 Stunden spricht man
vom ,Status asthmaticus“. Weitere Symptome wie Beschwerden der oberen
Schleimhaute (z.B. behinderte Nasenatmung, Augenjucken oder Niesen) sowie
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gastrointestinale Beschwerden, vermehrte Diurese und Abgeschlagenheit sind nicht
selten mit dem Asthmaanfall einhergehend. Der Thoraxbefund ergibt nur bei
schweren Zustdnden das Bild eines vermehrten Luftgehalts mit ausgepragter
Inspirationsstellung des kndchernen Thorax. In der Lungenfunktionsprifung zeigt
sich eine obstruktive Ventilationsstorung mit Erhéhung des Atemwegswiderstands
und Erniedrigung der Einsekundenkapazitat (FEV1).

Es besteht eine etwas unscharfe Unterteilung und somit Definition von zwel
Asthmaformen, dem Intrinsic® und ,Extrinsic“-Asthma, welche gegentber der
Gliederung nach pathogenetischen Faktoren zu vernachlassigen ist. Zum ,Intrinsic*-
Asthma werden die pathogenetisch unklaren sowie die infektallergischen,
psychogenen und anstrengungsinduzierten Zustandsbilder gezahlt. Beim ,Extrinsic*-
Asthma spielen vor allem &ufRere Provokationsfaktoren wie Inhalations- und
Aeroallergene sowie Medikamente physikalisch-irritative, chemisch-toxische Noxen
oder Analgetika die entscheidende Rolle bei der Pathogenese. Weiterhin zeichnet
sich das Extrinsic-Asthma durch eine Erh6hung des Serum-IgE-Spiegels sowie durch
Nachweise spezifischer Sensibilisierungen im Hauttest oder Radio-Allergo-Sorbent-
Test (RAST) aus, typische Zeichen fur die Atopie, welche beim Intrinsic-Asthma
fehlen. Aul3erdem reagiert das Intrinsic-Asthma auch schlechter auf die Ubliche
medikamentodse Therapie.

Diagnostisch spielen auf3er der IgE-Spiegel-Messung und der Testung mittels
Hauttest und RAST, bronchiale Provokationstests mit vor allem Cholinergika eine
grol3e Rolle, wobei die Indikation hierzu streng gestellt werden muf3.
Pathophysiologisch entwickelt sich die reversible obstruktive Ventilationsstérung auf
der Grundlage eines hyperreagiblen Bronchialsystems. Dieses ist bedingt durch
entzindliche Veranderungen, die durch Epithelschadigung verschiedener Genese
oder durch andauernde Allergenbelastung verursacht werden. Hierbei kommt die
Rolle der Isoprostane als Mediatoren der pulmonalen Pathophysiologie ins Spiel.
Beim Asthma herrscht eine begunstigende biochemische Umgebung fir durch freie
Radikale vermittelte Reaktionen in den asthmatischen Luftwegen: denn die
Hauptentziindungszellen beim Asthma sind die Eosinophilen und Makrophagen,
welche ROS produzieren, wenn sie von unterschiedlichsten Reizen aktiviert werden
und noch dazu besitzen asthmatische Zellen eine erhdhte Fahigkeit freie Radikale zu

produzieren im Vergleich zu normalen Zellen [26].
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Oxidativer Stress kann Zellschaden verursachen wenn ROS die antioxidative Abwehr
der Zellen an Starke Ubertreffen. Das kann zu diversen Effekten auf das Atemsystem
fuhren, wie die Kontraktion der glatten Atemwegsmuskulatur, die Induktion der
Atemwegshyperreagibilitat, die Schleimhauthypersekretion, die Gefalexudation, die
Bronchokonstriktion und die  Veranderung der  Membraneigenschaften
(Atemwegstdem) , welche alle typische asthmatische Symptome hervorrufen.

Daher ist es notwendig die genaue Pathophysiologie, die schon im ersten Kapitel
ausfuhrlich dargestellt wurde, noch genauer im Bezug auf die asthmatischen
Atemwege darzustellen. Diverse Allergene, Drogen, Viren, Bakterien, Abgase und
Chemikalien induzieren eine Rekrutierung und Aktivierung von Entziindungszellen in
den asthmatischen Atemwegen, wozu Eosinophile, Mastzellen, Neutrophile,
Lymphozythen, Blutplattchen und Makrophagen z&ahlen. Zwei entscheidende Wege
fuhren zur Rekrutierung der Entztiindungszellen. Allergische Reaktionen , bei denen
das erworbene Immunsystem eine Rolle spielt, sind dadurch gekennzeichnet, dass
sie Interleukin IL-5 produzieren und als Folge daraus zu einer verstarkten Bildung,
Rekrutierung und Aktivierung von Eosinophilen fuhren, wohingegen Reizstoffe, die
mittels des angeborenen Immunsystems agieren, IL-8 herstellen und dies die
Rekrutierung und Aktivierung von Neutrophilen bewirkt. Ein so genannter
.-Respiratory burst” ist die Antwort der aktivierten Entziindungszellen, welcher eine
vermehrte Aufnahme von Sauerstoff in die umgebenden Zellen und eine daraus
folgende vermehrte Freisetzung von ROS in diese hervorruft. Ein vermindertes
Nikotinamid-Adenin-Dinucleotid phosphatabhéngiges Superoxid generierendes
System wird wahrend dieses ,respiratory burst* aktiviert und setzt O, - in die Zelle
frei. Daraufhin entsteht bei einer durch SOD katalysierten Reaktion H,O,, welches in
Gegenwart von Halogenionen (CI Br’) zu einer Bildung von Hypochlorithen fihrt. In
Neutrophilen wird diese Reaktion mittels der Myeloperoxidase und in den
Eosinophilen mittels der Eosinophilen Peroxidase (EPO) katalysiert. Weiterhin
kénnen diese Hypochlorithe noch mit Superoxidionen oder Eisen-2-lonen reagieren
und somit ein weiteres starkes Oxidanz produzieren, -OH. So hat auch O,.- noch
einen hoheren Zellschadigungseffekt wenn es nicht mit H,O, reagiert, sondern mit
anderen ROS wie Stickstoffoxid (-NO), was dann Peroxynitrit (ONOO)/
Peroxyinitrious acid (ONOOH) ergibt. Dies ist ein ein starkes willkiirliches Oxidanz

und Stickstoff spendendes Agenz.
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Erhohte Mengen an NO- und O wurden in den Atemwegen von Astmatikern
gefunden.

Somit zeigt sich, dass Entziindungszellen beim Asthmatiker eine erhdhte Fahigkeit
zur Erzeugung freier Radikale haben und auf3er ROS auch Reactive nitrogen species
(RNS) exzessiv produzieren, welche das antioxidative System nicht mehr
beherrschen kann.

So wurden beim Asthma bronchiale in mehreren Studien [26, 45, 77, 105, 417] die
Rolle der 8-1so-PGF,,, welche nicht enzymatisch Uber freie Radikale katalysiert
hergestellt werden, als Marker fir oxidativen Strel3 und als Mediator dargestellt.

All diese Erkenntnisse uber die Mechanismen und Wirkungen die zur Produktion von
freien Radikalen und deren Wirkung fihren, stellen die Frage ob ahnliche

Mechanismen auch bei anderen atopischen Erkrankungen eine Rolle spielen.

Dies liegt nahe, da die Allergenstimulation, die immunologische Reaktion und die
Entzindungszellen als Quelle fir ROS bei den atopischen Erkrankungen sehr
ahnlich sind.

So waére anzunehmen, dass auch erhéhte 8-Isoprostanwerte beim atopischen Ekzem
oder der allergischen Rhinitis zu erwarten waren.

Dies wurde jedenfalls schon beim atopischen Ekzem in Studien nachgewiesen
jedoch mit anderen Markern fur oxidativen Stress als dem 8-1s0-PGFy,.

Daher wird im néachsten Abschnitt gesondert auf die Rolle des oxidativen Stresses

beim atopischen Ekzem eingegangen.
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1.4 Atopisches Ekzem und oxidativer Stress

Das atopische Ekzem (auch atopische Dermatitis genannt) ist eine nicht infektitse,
chronisch rezidivierende, entziindliche Hautkrankheit welche von starkem Juckreiz
begleitet ist.

Zur Diagnostik des atopischen Ekzems bedient man sich gewisser Kriterien nach
Ring, die 1982 publiziert wurden und von denen vier von den sechs erfullt sein
muissen. Dazu gehoéren ekzematdose Hautverletzungen, Pruritus, typische
Lokalisation, Stigmata bei atopischer Konstitution, personlich oder familiar
bestehende Anamnese bezuglich atopischer Erkrankungen und IgE-vermittelte
allergische Sensibilisierung [93].

In der Bevolkerung der westlichen Industrienationen liegt die Erkrankungshaufigkeit
des atopischen Ekzems bei Kindern bei ungeféahr 10-20% und bei Erwachsenen bei
ungefahr 1-3%. Eine Erstmanifestation des atopischen Ekzems ist zu 60% im ersten
Lebensjahr (meist nach dem ersten Lebensmonat) zu beobachten und in 30% erst in
den vier folgenden Jahren. Am ausgepragtesten ist das atopische Ekzem meist in
der Kindheit, wobei ein drittel der Patienten eine Remission danach erleben und bei
den anderen zwei drittel kommt es entweder zu einem Rezidiv wahrend des
Erwachsenenalters oder es persistiert durchgehend.

Ursachen fur die klar erkenntliche Zunahme der Prevalenz des atopischen Ekzems
auf das zwei bis dreifache in den letzten Dekaden bleiben unklar, jedoch werden ein
grolReres Bewusstsein flur die Krankheit, geprifte diagnostische Mittel, eine erhéhte
genetische  Anfalligkeit, psychosoziale Einflisse, Allergenexposition, eine
verminderte Stimulation des Immunsystems, eine ansteigende Prevalenz einer
pradisponierenden Erkrankung, antiallergische Therapie und Umweltverschmutzung
als Hypothesen diskutiert [95].

In Zukunft wird eine erhdhte Anzahl an erwachsenen Patienten eine Behandlung des
atopischen Ekzems bendétigen, da das atopische Ekzem bald in immer mehr Fallen
bis ins Erwachsenenalter fortdauern wird.

Fiur verschiedene Altersgruppen sind bestimmte Aussagen zu Morphologie und
Lokalisationen der Lasionen des atopischen Ekzems typisch.

Bei Kleinkindern und Sauglingen sind hauptsachlich die konvexen Kdorperbereiche
(Stirn, Wangen, Kopfhaut und Extremitaten) befallen, wobei akut nassende,

erythematdse, mit Blaschen besetzte und teils verkrustete Hautldsionen
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vorherrschen. Dahingegen sind bei é&lteren Kleinkindern und Erwachsenen
vornehmlich die konkaven Kérperbereiche mit Betonung der grol3en Beugen der
Extremitaten und die Haut an Handen, Fif3en und dem Nacken betroffen. Bei alteren
Kleinkindern liegt morphologisch das Bild einer trockenen und lichenifizierten Haut
vor, die eine lederartige und verdickte Haut als Folge chronischen Kratzens aufweist.
Das vorherrschende Hautbild beim Erwachsenen sind oft exkoriierte Knoten, die
stark jucken und den Betroffenen zu starkem Kratzen veranlassen.

All diese Hauterscheinungen kann man als Folge des bei allen Altersgruppen
vorherrschenden Juckreizes sehen und des dadurch induzierten Kratzens [98].
AulBer den schon am Anfang genannten diagnostischen Kriterien wurden die ersten
1980 von Hanifin und Rajka verdffentlicht, die vier Hautkriterien beinhalten und viele
assoziierte Befunde. Diese sind Juckreiz, Gesichts- und Streckseiten-Ekzeme in der
Kindheit und Beugenekzeme im Erwachsenenalter, chronische oder rezidivierende
Dermatitis und eine positive Familienanamnese bezuglich Atopie. Weitere
diagnostische Kriterien sind die ,UK Refined Criteria“ und die ,Millennium Criteria“.
Zur Beurteilung des Schweregrades des atopischen Ekzems dient der SCORAD
Index (severity scoring of atopic dermatitis), welcher von der Task Force on Atopic
Dermatitis entwickelt wurde [28].

Diagnostisch wichtig sind vor allem der Intrakutantest und der Atopie Patch Test,
welcher ein zuverlassiges Mittel darstellt, um Allergene zu identifizieren, die bei
betroffenen Atopikern eine ekzematdse Hautlasion hervorrufen [92].

Jedoch ist einen Sensibilisierung auf ein Aeroallergen nicht immer von klinischer
Relevanz, so dass man diese mittels des Atopie Patch Testes zeigen kann.
AulRerdem finden sich erhohte gesamt IgE-Werte und erh6hte spezifische IgE-Werte
gegen vor allem Nahrungsmitteln bei Kindern und Hausstaub sowie Katzenhaare
(andere Tierhaare) und Pollen.

Diese IgE-Antikorper werden im Serum bestimmt. Zusatzlich zeigt der Atopie Patch
Test die Bedeutung von IgE und IgE-Rezeptoren auf Langerhans Zellen in der
Epidermis fur die Pathogenese des atopischen Ekzems.

Somit wurden hier schon wichtige spezifische Provokationsfaktoren des atopischen
Ekzems genannt, wobei auch unspezifische Triggerfaktoren wie emotionale
Belastungen, Stress, Irritantien, Infektionen (mit Bakterien, Mykosen oder Viren),
mikrobielle Besiedlung, Kontaktsensibilisierung und Intoleranzen das Hautbild

verschlechtern kénnen.
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Nach den bereits genannten Faktoren, die bei der Pathogenese des atopischen
Ekzems eine Rolle spielen, soll die Abbildung 1 noch einmal einen Uberblick tiber die

multifaktorielle Genese des atopischen Ekzems verschaffen.

Multifaktorelle Genese des atopischen Ekzems

Abbildung 1: Multifaktorielle Genese des atopischen Ekzems

Genetische Faktoren spielen eine entscheidende Rolle, wobei bei 60% der
Erkrankten eine positive Familienanamnese fur Atopie zu erheben ist.

Komplexe Interaktionen zwischen einer Vielzahl an Genen ist nétig, um einen Atopie
zu exprimieren. Es wurden Genloci identifiziert, die jedoch unabhé&ngig von

allergischen Mechanismen die Hautentziindung beeinflussen.

Aktivierte T-Zellen infiltrieren bei Patienten mit atopischem Ekzem die Haut und

induzieren den Zelltod der Keratinozyten, was zu einer Spongiose und einem
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interzellularen Odem der Epidermis fiihrt und zu einem fir die Krankheit typischen
histopathologischen Bild.

In der frithen Phase der entziindlichen Hautveranderung dominieren Th2 Zellen,
welche vermehrt IL-4 und IL-13 freisetzen, wobei sich bei chronischeren
Hautveranderungen eine Verlagerung zu Thl Zellen vollzieht und ein verandertes
Zytokinprofil vorherrscht, welches IL-5, IL-12, Interferon-y und Granulozyten-
Makrophagen-Colony stimulierenden Faktor (GMCSF) umfasst.

Somit bestehen diese zwei Hypothesen fur die Entwicklung des atopischen Ekzems
und letzlich noch eine dritte, die auf einen autoimmunen Pathomechanismus fir die
Fortdauer schwerer Falle hinweist, welche therapieresistent sind und bei denen eine
Allergenkarenz keine Wirkung zeigt.

Grundlegend ist jedoch der verminderte Gehalt der Haut an Oberflachenlipiden und
Ceramiden, sowie der transepidermale Wasserverlust, der auf einer gestorten
Barrierefunktion der unbefallenen, aber noch starker der ekzematdsen Haut basiert.
Dies fuhrt zu einem Circulus vitiosus, da die trockene Haut mit ihrer gestorten
Schutzbarriere anfalliger wird fir jegliche Allergene oder Irritantien und als Folge der
entstehenden Entziindung starken Juckreiz auslést. Dies fuhrt zu vermehrtem
Kratzen und daraus folgenden Hautlasionen, die die Haut wiederum vulnerabler fur
aulere Einflisse macht.

Daher ist ein effektives Therapiekonzept notwendig, um die Funktionsstérung der
Hautbarriere zu verbessern mittels antientzindlicher, antimikrobieller und
antiprurigindser topischer und eventuell systemischer Therapeutika und wenn sinvoll
mit Phototherapie [91].

Ahnlich wie beim Asthma werden also durch T-Zell-Aktivierung bestimmte Zytokine
freigesetzt, woraufhin Entztindungszellen wie Eosinophile, Makrophagen und PMNs
angelockt werden, welche wiederum zur Produktion von ROS und RHS
(Hypochlorithen/Reactive halogen species) befahigt sind. Insbesondere Eosinophile
kénnen aulRerdem in hoherem Mal3e Superoxidanione produzieren im Vergleich zu
PMNs. Wie auch beim Asthma haben diverse Stickstoffoxide zytotoxische Wirkung.
Ein zusatzlicher Effekt von ‘NO ist der suppresive Effekt auf die Thl Reaktion,
welche zu einer dominierenden Th2 Antwort fuhrt.

Keratinozyten spielen beim atopischen Ekzem natirlich eine grof3e Rolle als Quelle
fur die Produktion von ROS und RNS [30]. AuRerdem aktivieren sie

Adhéasionsmoleklle und chemotaktische Faktoren [78].
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Somit wurde in mehreren Studien gezeigt, dass bei entziindlichen Hauterkrankungen
die Produktion von ROS und freien Radikalen und eine im Vergleich dazu zu geringe
antioxidative Abwehr zu Zelltod, also oxidativem Stress fuhrt.

In der Studie von Antille et al. [4] wurde festgestellt, dass bei nicht ekzemattser Haut
von Patienten mit atopischem Ekzem, genauer gesagt im Stratum corneum, ein
verminderter oxidativer Stress und eine erhdhte antioxidative Abwehr ( Konzentration
von a-Tocopherol) vorherrschen. Dies, wird in der Studie vermutet, lasst sich auf eine
Adaption der Haut an eine chronische Belastung der Haut durch oxidativen Sterss
erklaren.

Jedoch gibt es Studien, die die mitunter systemische Auspragung des oxidativen
Stresses beim atopischen Ekzem mittels eines geeigneten Marker belegen.

Wie im ersten Kapitel ausfiuhrlich geschildert kdonnen freie Radikale diverse
Strukturen, wie Lipide, Proteine und DNA angreifen und zerstéren.

Hierbei entstehen Produkte, die als Marker fur den entstandenen Zellschaden
gesehen werden kénnen.

So wurde beim atopischen Ekzem gezeigt, dass 8-OhdG im Urin als Produkt und
relatives Mal3 fuir den gesamten DNA Schaden, welcher durch hoch reaktive
Wasserstoffradikale verursacht wurde, als zuverlassiger Marker fur oxidativen Stress
angesehen werden kann. Dieser Marker wurde in zwei &ahnlichen Studien bei
Patienten mit atopischem Ekzem im Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden in
erhohter Anzahl gemessen [103, 78].

Weiterhin zeigten die 8-OHdG-Werte im Urin eine positive Korrelation mit dem
SCORAD, sodass dieser Marker auch als Index fir den Schweregrad des
atopischen Ekzems gewertet werden kann [103]. In der Studie von Omata et al. [78]
konnte das bei den Kindern mit atopischem Ekzem nicht bestatigt werden.

Diese Studien zeigen somit, dass ein erhohter oxidativer Stress in Patienten mit
atopischem Ekzem nachgewiesen werden kann, so dass auch 8-iso-PGF,, als
Produkt der Lipidperoxidation ein geeigneter Marker fur das Ausmald des Hautbefalls

und des oxidativen Stresses in vivo bei dieser Erkrankung darstellen kann.
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1.5 Allergische Rhinitis und oxidativer Stress

Eine weitere atopische Erkrankung ist die allergische Rhinitis (AR). ,, Rhinitis ,, kann
als Begriff fur den klinischen Symptomenkomplex, der sich als Abwehrfunktion gegen
Irritanzien &ullert, gesehen werden. Zu diesem gehdren Sekretion, Niesen,
Obstruktion usw., welche unter bestimmten normalen Bedingungen beim Menschen
bestehen konnen, jedoch bei extremer Auspréagung Krankheitscharakter gewinnen
kénnen. Eine Entziindung ist jedoch hiermit nicht unbedingt nachweisbar, sodass der
Begriff ,, Rhinopathie* logischer ware. Sobald die Bindehaut des Auges ebenfalls
betroffen ist, spricht man von ,, Rhinokonjunktivitis®.

Die AR wird bei Pollen als Ausléser als Pollinosis (Heufieber, Heuasthma oder
Heuschnupfen) bezeichnet, welche die haufigste atopische Erkrankung ist.

Es leiden ca. 10-20% der Bevoélkerung in industrialisierten Landern an Pollinosis [94]
Die Rhinitis kann anhand von diagnostischen Schritten, die den Ursprung der
Symptome und die Beschaffenheit des Sekretes beurteilen koénnen, eingeteilt
werden. Ist das Sekret klar und wassrig, wird in ,allergische* und ,nicht allergische*
(=vasomotorische) Rhinitis unterteilt. Wobei bei einer zum Beispiel infektibsen
Rhinitis das Sekret oft hamorrhagisch ist und diese sehr schmerzhatt ist.

Weiterhin gibt es eine Untergliederung in ,saisonale* (=Heuschnupfen in den
Frihjahrs- und Sommermonaten) und ,perenniale” (=ganzjéhrige) Rhinitis.

Diese Definition und Unterscheidung ist immer noch von Bedeutung, obwohl die
WHO neuerdings in ,intermittierende* (Symptomdauer weniger als vier Wochen) und
.persistierende” (Symptomdauer langer als vier Wochen) Rhinitis einteilt.

AulRerdem hat man die AR je nach Schweregrad in ,mild*, ,mafRig“ und ,schwer®
eingeteilt und zu deren Beurteilung die Lebensqualitat mit gewissen Kriterien
beurteilt. Die saisonale AR kann durch Allergietestungen gut diagnostiziert werden,
wobei die perenniale AR einmal durch allergische Provokation mittels z.B.
Hausstaubmilben ausgelost und unterhalten wird, jedoch auch nicht allergische
Mechanismen eine Rolle spielen.

Die Hyperreaktivitat der Nasenschleimhaut findet sich bei all diesen Rhinitisformen.
Bei den nicht allergischen vasomotorischen Mechanismen und Rhinitiden werden
wiederum zwei Gruppen unterschieden [94]: eine entziindliche Form mit Vermehrung
der eosinophilen Granulozyten und eine nicht entzindliche Form. Die nicht
entzindliche Form spricht schlecht auf Medikamente wie Antihistaminika und
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Glukokortikoide an und ist sehr therapieresistent, wohingegen die entziindliche Form
mit ihrer Eosinophilie und ihrer Symptomatik mit stark geschwollenen Schleimhauten
und Polypenentwicklung, gut auf diese Medikamente anspricht.

Zu den Provokationsfaktoren die zur Ausloésung von Rhinitissymptomen fihren
konnen, gehoren Staub, Rauch, chemische Irritanzien, Temperaturwechsel
(besonders Kalte), Luftzug, Lagednderung, Austrocknung und hormonale Einflisse.
Weiterhin muss erwahnt werden, dass die AR auch eine systemische Entziindung ist
und somit gehen oft Erkrankungen wie Asthma und/oder Sinusitis (und Otitis media)
mit der AR einher.

Hierzu sollte vorerst der Pathomechanismus der AR dargestellt werden.

Die typischen Symptome der AR in der frihen Phase, wie Niesreiz, Juckreiz,
Sekretion und teilweise Schwellung (,Verstopfung®) die nach 30 min ihr Maximum
erreicht, entstehen, wenn die Degranulation von sensibilisierten Mastzellen in den
ersten Minuten nach Allergenkontakt ausgel6st wird, woraufhin schon vorhandene
und neu synthetisierte Mediatoren, wie Histamin, Proteasen, Cysteinyl Leukotriene
(CysLTs), Prostaglandine und Zytokine freigesetzt werden. Weiterhin kbnnen diese
Mediatoren aber auch die Infiltration der nasalen Mukosa mit Entzindungszellen, wie
Basophilen, Eosinophilen, Neutrophilen und neu synthetisierten Mastzellen und
mononuklearen Zellen hervorrufen. Diese Infiltration mit Entziindungszellen und die
daraus resultierende Freisetzung noch weiterer Mediatoren, wie CysLTs und
Histamin, unterhalt die Entziindungsreaktion und die andauernde Rekrutierung von
Entziindungszellen und fuohrt so zu den Symptomen der AR der spaten Phase,
welche vor allem durch die Schwellung (,Verstopfung®) der Nasenschleimhaut
charakterisiert ist.

Im Falle einer chronischen Allergenstimulation lassen die in der Mukosa
vorhandenen Mastzellen vermehrt Histamin frei, das einen Anstieg an IgE-
Rezeptoren und Oberflachen gebundenem IgE wiederspiegelt. All diese
Mastzellprozesse tragen zu dem sogenannten Phanomen des ,priming” bei, was
bedeutet dass immer weniger Allergen notwendig ist, um eine Mastzelldegranulation
zu induzieren.

AulRer der Interaktion mit Mastzellen fungiert das Allergen als Antigen und wird somit
wie jedes andere fremde Antigen von Antigen-prasentierenden Zellen
aufgeschlossen und Th-Lymphozyten prasentiert. Eine Aktivierung dieser Antigen-

prasentierenden Zellen, wozu mononukleare phagozytierende Zellen, B-
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Lymphozyten und inshesondere dentritische Zellen z&hlen, stellt eine wichtige Quelle
fur Zytokine, insbesondere flir die die mit dem angeborenen Immunsystem zu tun
haben, dar, welche IL-1, IL-6 und TNF sind. Die aktivierten Th2-Lymphozyten setzen
IL-4, IL-5, IL-9, IL-13 und GM-CSF frei. Diese Zytokine spielen eine grol3e Rolle bei
dem Entzindungsprozess der AR und fuhren zu der Rekrutierung, vermehrten
Herstellung und Aktivierung von Eosinophilen, Mastzellen und Basophilen.

Daher geht das Fortschreiten der Rhinitis immer mehr mit diesen Mediatoren einher ,
die die Infiltration mit Zellen, wie Eosinophile, Basophile, Neutrophile, mononukleare
Zellen und Th-Lymphozyten, sowie die ansteigende Anzahl an ,primed” Mastzellen,
fordern. Eine entscheidende Rolle vor allem bei der ganzjahrigen und chronischen
AR spielen die Eosinophilen, welche eine Reihe an Entziindungsmediatoren
freisetzen so wie Eosinophiles kationisches Protein (ECP), eosinophile Peroxidase,
.-major basic protein®, IL-3, IL-5, GM-CSF und Plattchen aktivierenden Faktor. Einen
besonders bedeutenden Mediator stellen CysLTs dar, welche in der friihen sowie
spaten Phase der AR erhtht nachzuweisen sind und mit der Anzahl an ECP
korrelieren sowie einige typische Symptome der AR hervorrufen. Weiterhin sind
CysLTS chemische Lockstoffe fur Eosinophile und zusatzlich férdern sie die
Anheftung der Eosinophilen durch Expression von Adhasionsmolekilen, wie
Komplement-Rezeptor 3. AuRerdem sind Patienten mit AR noch pradisponiert eine
erhohte Ansprechrate fir CysLTs zu haben [9].

Bei der AR besteht vor allem eine Infiltration des Gewebes mit Eosinophilen und T-
Lymphozyten. Eine Infiltration der nasalen Mukosa lasst sich eventuell durch lokale
chemotaktische Stoffe erklaren, die die Zellmigration von den BlutgeféaRen in die
Nasenschleimhaut steuern.

Hanazawa et al. [32] zeigt in seiner Studie, dass das Chemokin Eotaxin ein potenter
chemotaktischer Stoff ist welcher Eosinophile rekrutiert, die sich dann in der nasalen
Mukosa ansammeln und eine Isoform der Stickstoff-Synthase (NOS) freisetzen,
welche dann NO herstellt. NO ist wie schon beim Asthma besprochen ein ROS
welches zur Zellzerstérung und daher zum oxidativen Stress beitragt.

Bei der AR ist im Rahmen des Entziindungsprozesses in der Studie von Hanazawa
[32] NO signifikant erhoht. AuRer den Entziindungszellen gibt es auch noch weitere
Quellen fur die Isoforme der NOS, welche einmal die Endothelzellen sind, in denen
die NOS auch eine Vasoldilatation verursacht und andererseits die Epithelzellen und

auch Nervenzellen, wo die NOS NO als Mediator fir Bronchodilatation freisetzt.
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Weiterhin wurde in der Studie festgestellt, dass NO in den Zellen der Nasal-Lavage
hoher sind als in oral ausgeatmeter Luft ist. Jedoch wird vermutet, dass NO auch in
der nasalen Mukosa durch dort exprimierte NOS hergestellt wird.

Andere Marker oder Parameter fur oxidativen Stress wurden in Zusammenhang mit
der AR noch nicht etabliert, so dass es jedoch nach gerade geschilderter Erh6hung
von NO bei Patienten mit AR und daraus resultierenem Nachweis von oxidativen
Stress, nahe liegt zu vermuten, dass auch 8-Isoprostane als Marker fur oxidativen
Stress bei Patienten mit AR erh6éht nachzuweisen sind.

In dem Zusamenhang wéren auch die Untersuchungen im Urin und Blut sinvoll.

In der bestehenden Literatur wurde wie bei Hanazawa et al. [32] bisher nur NO als
Marker fur oxidativen Stress in der Nasenlavage oder aus der ausgeatmeten Luft
bestimmt.

Wie schon erwahnt ist die AR oft begleitet von anderen entztindlichen Erkrankungen
der Atemwege, wie dem Asthma und der Sinusitis. Dies rihrt daher, dass
Entzindungszellen sowohl aus dem nasalen lymphatischen Gewebe als auch aus
dem Knochenmark als Folge einer intranasalen Allergenprovokation in die
zirkulierende Blutbahn gelangen und empfangliche Gewebe, so wie die Nebenhohlen
oder die Lungen infiltrieren und dadurch eine Sinusitis und Asthma provozieren.
Voraussetzung dafir sind Individuen mit vorbekanntem Asthma, bei welchen schon
Adhesionsmolekiile und Chemokine existieren, da diese die Entztindungszellen
anlocken und fixieren kdénnen [9].

Weitere Griinde fir einen Mitbeteiligung der anderen Atemwege kann auch die
vermehrte Reizung der tieferen Atemwege durch kalte und schlechter bereitete Luft
sein bedingt durch die verstarkte Mundatmung bei ,Verstopfung“ der Nase.

Somit werden hier noch einmal die gemeinsamen pathogenetischen Mechanismen
der allergischen Atemwegserkrankungen, die letztlich zum oxidativen Stress flihren,

noch einmal verdeutlicht.
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2 Zielsetzung

Experimentelle und epidemiologische Studien weisen auf verwandte Kaskaden der
Entzindungsreaktion bei den Erkrankungen des atopischen Formenkreises hin,
welche letzlich gleiche Entziindungszellen wie zum Beispiel Eosinophile aufweisen,
welche freie Radikale produzieren und so oxidativen Stress verursachen. Hierbei ist
auch die systemische Auswirkung des oxidativen Stresses bei diesen Erkrankungen
von Bedeutung, was sich im Plasma und Urin besser als in der BALF bestimmen
lasst, welche bei den allergischen Atemwegserkrankungen haufig verwendet wird,
wobei Bestimmungen von 8-Isoprostanen bereits im Urin und Plasma erfolgt sind.
Von Interesse ist also in dieser Studie zu zeigen, ob 8-Isoprostane zuverlassige
Marker fur das Ausmal an systemischem oxidativen Stress sind und ob die Hohe
des Markers auch ein Anzeichen fir das Ausmal der Schwere der Erkrankung ist.
Dies sollte mittels Korrelation des SCORAD oder der Ige-Werte, welche ebenfalls
erhoht sind bei Atopikern, zu der Anzahl der zu bestimmenden 8-epi-PGF,, bei den
Patienten mit AE, erfolgen.

Zusatzlich sollte vor allem untersucht werden, ob 8-epi-PGF,, auch als zuverlassiger
Marker flr oxidativen Stress beim AE und der AR etabliert werden kann, da bei
diesen Erkrankungen bisher nur andere Marker verwendet wurden. Weiteres Ziel war
ein praktikables und gunstiges Verfahren zur Messung des oxidativen Status zu
finden.

Daher wurde oxidativer Stress hierzu bei Erkrankungen des atopischen
Formenkreises im Vergleich zu gesunden Kontrollen und in Korrelation zum
Krankheitsauf3smal3 gemessen, anhand von Bestimmung des Markers 8-epi-PGFyq
mittels ELISA im Urin und Plasma von Patienten mit AE, Asthma, saisonaler und

ganzjahriger AR im Vergleich zu gesunden Kontrollen.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Probanden und Einschlusskriterien sowie EinflussgréfRen

3.1.1.1 Patienten und Kontrollen

Es wurden 118 Probanden in die Studie einbezogen.

Darunter befanden sich 88 Patienten (67 weiblich und 21 mé&nnlich) mit atopischem
Ekzem, gesichert nach den Kriterien von Hanifin und Raika [33], und 30 gesunde
Kontrollpersonen (23 weiblich und 7 ménnlich).

Da Rauchen einen erwiesenen Einfluss auf die Hohe des zu messenden 8-
Isoprostanwertes hat, wurden die Patienten-, sowie die Kontrollgruppe in Raucher-
und Nichtrauchergruppen unterteilt, um diese gesondert miteinander vergleichen zu
konnen.

Zu den Patienten zahlten 60 Nichtraucher und 28 Raucher, zu den Kontrollen 21
Nichtraucher und 9 Raucher.

3.1.1.2 Einschlusskriterien

Es wurden Patienten mit gesichertem atopischem Ekzem und gesunde Kontrollen
mit negativer Atopieanamnese (s.3.2.1) jeglichen Alters in die Studie

eingeschlossen.

3.1.1.3 Einflussgr6i3en

Um Faktoren bertcksichtigen zu kdnnen, die eine Erhéhung des Isoprostanwertes zu
Folge haben konnten, wurde eine grundliche Atopieanamnese und Anamnese
folgender Einflussgroflen mit Hilfe eines speziellen Fragebogens (s. Appendix 1)

vorgenommen:

- Nikotinabusus
- Alter
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- Geschlecht

atopische Erkrankungen und Allergien

andere Erkrankungen

Alkoholkonsum

UV-Exposition der letzten 2 Wochen

Medikamente

Dermatologische Therapie der letzten 4 Wochen

3.1.2 Serum-, Plasma- und Urinproben von Patienten (s.3.1.1) und gesunden

Kontrollpersonen (s.3.1.1)

Zur Messung von 8-Epi-PGF,, wurden den Patienten sowie den Kontrollpersonen
jeweils zwei Rohrchen EDTA-Blut und zur Messung von Gesamt-IgE ein Réhrchen
Serum-Blut abgenommen.

AulRerdem gaben alle Probanden eine Probe Spontanurin ab, welcher auch zur
Messung von 8-Epi-PGF,, verwendet wurde.

Aus diesen Proben wurden von jedem Proband ungeféahr 12 ml Plasma, ungeféhr 8
ml Urin und ungefahr 3 ml Serum gewonnen.

Alle Proben wurden mit Einverstandnis der Probanden entnommen.

3.1.3 Gerateliste

Zentrifugen Zentrifuge, Universal 16 R; Fa.Hettich
Zentrifuge, ZK 400; Fa.Hermle

Schattler Unitwist / Schuettler 3-D

Speed Vac Univapo150 H; Uniequip GmBH

Vortex Vortex-Genie 2; Scientific Industries, INC

Bohemia,N.Y.,11716 USA.
Vertikaler Drehmischer erwdrmbar M 6/1 Ingenieurblro CAT; M.Zipperer GmbH
pH-Meter
Pipetten Reference; Fa. Eppendorf, Hamburg
EMS-Reader

34



3.1.4 Chemikalien und Materialien

BHT

Ethanol

5mM EDTA

(Ethylendiamine(NA-Salz) Tetracetic
Acid)

10mM HTMP (4-Hydroxy-Tempo)

H.O

UltraPure water (deionisiertes Wasser)
1 M NaOH

Methanol 100%ig

KOH (Kaliumhydroxid Platzchen)

1 M KH,PO, (Kaliumhydrogenphosphat)
Eicosanoid Affinity Column Elution
Solution

Eicosanoid Affinity Column Buffer

8-Isoprostane Affinity Sorbent

8-lsoprostane EIA Kit

Sigma ED 2SS

Sigma H-8258

Merck

Merck

Cayman Chemical/Michigan/USA,;
Catalog No. 400230

Cayman Chemical/Michigan/USA;
Catalog No. 400220

Cayman Chemical/Michigan/USA;
Catalog No. 416359

Cayman Chemical/Michigan/USA;
Catalog No. 516351
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3.2 Methoden

3.2.1 Anamnese

Atopieanamnese

Zu Beginn der Studie wurde bei jedem Probanden anhand eines Fragebogens

(s. Appendix I) eine gruindliche Atopieanamnese erhoben.

Anamnese zur Erfassung maglicher Einflussfaktoren

AuRerdem wurde in der zweiten Halfte des Fragebogens (s. Appendix I) bei jedem
Probanden eine Anamnese beziglich Einflussgré3en, die den 8-Isoprostanwert

erhdéhen kdnnen, vorgenommen.

3.2.2 Hautbefunderhebung

Bei jedem Patienten wurde eine vollstandige dermatologische Untersuchung
durchgefuihrt und diese auf einem standardisierten Befundbogen (s. Appendix I)

dokumentiert.

3.2.3 SCORAD

Anhand des SCORAD (s.Appendix I), welcher von der ,European Task-Force on
Atopic Dermatitis entwickelt wurde, ist es moglich den Schweregrad des atopischen
Ekzems nach standardisierten Kriterien zu beurteilen. SCORAD bedeutet: , Scoring
of atopic dermatitis ,,.

Der SCORAD beinhaltet subjektive und objektive Parameter, welche Auskunft Gber

Ausmal3, Intensitat und subjektive Symptome geben.

Im Abschnitt A (Ausmal3) des Score wird mit Hilfe der ,Neuner-Regel* flr

Verbrennungen der prozentuale Anteil der betroffenen Hautareale berechnet.
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Die aktuelle Intensitait (Teil B) von Erythem, Odem/Papelbildung,
Nassen/Krustenbildung, Exkoriation, Lichenifikation und Trockenheit wird an einer
Ublicherweise typischen Stelle (z.B. Ellenbeuge) ermittelt.

Jede dieser Kriterien wird anhand einer kodierten Zahlenskala von 0-3 (O=keine,
1=leicht, 2=malig, 3=stark) bewertet und die Summe der Werte aller
Intensitatskriterien ergibt den Wert B.

Um den Punktwert C zu ermitteln werden von den Patienten die Symptome Juckreiz
und Schlaflosigkeit auf einer visuellen Analog-Skala mit den Endpunkten 0 (kein
Juckreiz, keine Schlaflosigkeit) und 10 (maximaler Juckreiz, maximale
Schlaflosigkeit) beurteilt. Diese Angaben beziehen sich durchschnittlich auf die
letzten drei Tage oder Nachte.

Die Summe von Juckreizwert und dem Wert fur Schlaflosigkeit ergeben C.

Der Gesamtwert des SCORAD errechnet sich folgendermalfien:

A/5+7B/2+C

3.2.4 Blut -und Urinproben

Blutproben

Unmittelbar nach der Blutenthahme wurden die Plasma- und Serumproben fur
wenige Minuten auf Eis gekuhlt bis sie gleich darauf 10 min lang bei einer
Temperatur von 4°C und 4000 Umdrehungen pro Minute (4000 U/min) zentrifugiert
wurden.

Daraufhin wurden die Proben zu je 1ml aliquotiert.

6 von den 8 aliquotierten Plasmaproben wurden jeweils mit 5 pl einer 1 %igen
Losung BHT versetzt, um eventuell einer weiteren Erh6hung der 8-Isoprostane durch
Autooxidation vorzubeugen.

Aus diesem Grund war es auch noétig die Plasmaproben so schnell wie moglich
(innerhalb von ca. 20 min) bei —70°C einzufrieren, Dies erfolgte gleich im Anschluf
an die Versetzung mit BHT.

Die Serumtubes wurden auch bei —70°C eingefroren und da sie zur Bestimmung
weiterer Parameter (IgE-Ak) dienten, war ein Versetzen der Proben mit BHT nicht

naotig.
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Urinproben

Gleichzeitig mit der Blutabnahme erfolgte die Abgabe einer Spontanurinprobe
(Mittelstrahl) von dem jeweiligen Probanden.

Die Lagerung, Zentrifugation und Aliquotierung der Urinproben erfolgte zeitgleich und
gemal den Blutproben.

Im Unterschied zu den Plasmaproben wurden je 1,5 ml abgefullt und kein BHT
zugefugt.

Dies war bei den Urinproben unndétig, da diese einen niedrigen Lipidgehalt besitzen

und somit der Isoprostangehalt kaum durch Autooxidation beinfluf3t wird.

3.2.5 Aufreinigung der Proben

3.2.5.1 Aufbereitung der Plasmaproben zur Bestimmung des gesamten (freien
und verestherten) 8-Isoprostangehalts

Verwendete Substanzen:

15 % wt/vol KOH 1,59 1 M KOH ad 10 ml Aqua bidest.
0,01 %ige BHT — Lésung 2 mg BHT ad 20 ml Ethanol
1 M KH,PO, 13,6 g 1 M KH,PO, ad 100 ml Aqua bidest.

Da die Isoprostane urspringlich in Phospholipiden veresthert sind, muf3 man diese
durch einen Hydrolyseprozel3 herauslosen, um aul3er dem freien Isoprostan auch
das verestherte bestimmen zu kénnen.

Hierfir wurden je 0,5 ml der urspringlich zu 1ml aliquotierten Plasmaproben
abgefullt.

Zu diesen Plasmaproben wurde dann die gleiche Menge einer 15 %igen KOH-
Ldsung hinzugeflgt.

Daraufhin wurden diese bei 40°C fir 60 min inkubiert.

Um zu vermeiden, dass sich préazipitierte Proteine anstelle der Isoprostane an die
Antikérper des Assays binden, wurden den Proben daraufhin eine 0,001%ige

ethanolische BHT-L6sung hinzugemischt und diese dann gut vermischt.
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Nach einer Inkubation von 5 min bei 4°C wurden die Tubes dann bei 10000 U/min fur
10 min zentrifugiert, um die prazipitierten Proteine zu beseitigen und daraufhin den
gereinigten Uberstand in neue Tubes abzupipettieren.

Die Uberstande wurden dann in der SpeedVac-Zentrifuge eingeengt bis sich die
ethanolische Losung verflichtigt hat.

Bis zur weiteren Aufreinigung der Proben wurden diese bei -40°C gelagert.

Durch Zugabe von 1 M KH,PO, (~1060ul) wurden die Proben dann auf einen pH
von 7,0-7,4 neutralisiert, um anschlie@end durch Deproteinieren oder durch
Benutzung des Affinity Sorbent aufgereinigt zu werden.

3.2.5.2 Deproteinieren der Zellen, Zell-Homogenate oder Zell-Uberstande

Sowohl die Plasma- als auch die Urinproben wurden in einem Testdurchlauf nach
dieser Methode (von Fr. Dr. Beck-Speyer) aufgereinigt, die eventuell stérende
Proteine aus den Proben entfernen soll.

Im Vergleich dazu wurden die gleichen Proben parallel mit der im Anschluss

beschriebenen Methode aufgereinigt (s. 3.2.5.3).

Verwendete Substanzen:

1. HTMP — L6sung ( 2-4 Wochen bei 4°C haltbar)
5 mM EDTA
10 mM HTMP
186,1 mg EDTA /100 ml
172,2 mg HTMP / 100 ml

Zuerst wurden gerade genannte Mengen von EDTA und HTMP abgewogen.
Daraufhin wurden 186,1 mg EDTA zuerst in 80 ml Aqua bidest. geldst und bei
70°C erhitzt.

Dazu wurden 172,2 mg HTMP gegeben und geldst.

Im Anschluss daran wurde der pH-Wert auf 7,4 mit 1 m NaOH eingestellt.

Zum Abschluss wurde dann das Volumen auf 100 ml mit Aqua bidest. aufgefulit.

P 100 ml Loésung (gelb) von 5 mM EDTA und 10 mM HTMP-L6sung, pH 7,4
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2. Losung zum Deproteinieren (immer frisch herstellen)

(2:10) 1 Teil HTMP-L6sung (10 ml) + 9 Teile MeOH (Methanol 100%ige,90 ml)
P ergibt 90 % MeOH mit 0,5 mM EDTA und 1 mM HTMP

Deproteinieren

(1:9) 8 Teile Deproteinisierungslosung + 1 Teil Plasma- oder Urinprobe, oder

hydrolisierte Plasmaprobe

Menge der eingesetzten Probe: Urin: 500 pl
Plasma: 500 pl
Hydrolysiertes Plasma: 1060 pl

Diese versetzten Probenldsungen wurden gut gemischt und bei —40°C aufbewabhrt.
Nach mindestens 24 Std. erfolgte jeweils die 1. Zentrifugation bei 5°C mit 20000
U/min in der Hermle ZK 400-Zentrifuge fur 30 min.

Die Proben wurden zur Zentrifugation in spezielle PolypropylengefafRe umgefulit.

Der entstandene Uberstand wurde wieder in die alten GefaRe umgefillt und bei
-40°C nochmals 24 Std. gelagert.

Nach mind. 24 Std. erfolgte analog der 1. auch die 2. Zentrifugation.

Der Uberstand der jeweiligen Proben wurde daraufhin in neue Roéhrchen gefullt und
bei —40°C aufbewabhrt.

3.2.5.3 Aufreinigung der Plasma- und Urinproben mit dem Affinity Sorbent

Der Affinity Sorbent wurde eingesetzt, um die in der Probe befindlichen 8-Isoprostane
von anderen storenden Verunreinigungen (Isomere/Proteine), die an die Antikorper

des ELISA binden kdnnten, zu isolieren.

1. Notwendige Substanzen

- Elution Solution (fertig hergestellt vorhanden/Cayman Chemicals)
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- Column Buffer ( 1:.5) 1 Teil Column Buffer (5 ml/fertiges Konzentrat/Cayman
Chemicals) und 4 Teile Ultrapure Water (20 ml) mischen
- Affinity Sorbent

2. Vorbereitung der Proben

Die Proben wurden bei 2000 U/min und 4°C fir 5 min zentrifugiert.

Der Uberstand der Proben wurde in neue GefalRe aliquotiert.

Die Plasmaproben mussen vor ihrer Weiterverarbeitung im Verhéltnis 1:5 mit Colum
Buffer vermischt werden (1 Teil Plasma + 4 Teile Colum Buffer).

Da die hydrolysierten Plasmaproben durch das Neutralisieren mit 1 M KH,PO,4 schon
1:2 verdinnt wurden, mussten die Proben (1060 ul) nur noch mit 1,4 ml aufgefullt

werden, um 2,5 ml zu ergeben (1:5 Verdinnung).

Menge der eingesetzten Proben:  Urin: 750 pl
Plasma: 500 ul
Hydrolisiertes Plasma: 500 pl

3. Aufreinigung

Der Affinity Sorbent wurde dann im Verhéltnis 1:6 in die vorher festgelegte Menge
der jeweiligen Probe pipettiert (1 Teil Affinity Sorbent + 5 Teile Probe).

Es wurde darauf geachtet, dass der Sorbent, sowie die Sorbent enthaltenden
Proben, vor jedem Pipettieren gut gemischt wurden.

Weiterhin wurden die Proben fur 30-60 min auf dem Schittler gemischt, damit die in
der Probe befindlichen 8-lIsoprostane sich ideal an den Sorbent binden kdénnen.
Anschliel3end erfolgte die 1. Zentrifugation der Proben mit 4000 U/min bei 20°C fir
10 min.

Der entstandene Uberstand wurde bis zum Pellet abpipettiert und verworfen, da die
8-Isoprostane an den Sorbent im Pellet gebunden sind.

Daher wurde darauf geachtet nichts von dem Pellet mit abzupipettieren.

Die Sorbentpellets wurden dann jeweils mit der Menge an Colum Buffer gewaschen,
die der zuvor eingesetzten Probenmenge entsprach und grindlich vermischt.

Im Anschluss daran erfolgte die 2. Zentrifugation mit 4000 U/min bei 20°C ftr 10 min.
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Der Uberstand wurde erneut verworfen.

Die Sorbentpellets wurden dann mit Elution Solution (Menge: Y2 der ursprlinglich
eingesetzten Probe) resuspendiert und gut gemischt, um die 8-Isoprostane aus dem
Pellet herauszulGsen.

Daraufhin erfolgte die 3. Zentrifugation mit 4000 U/min bei 20°C fur 10 min.

Der hierbei entstandene Uberstand, der jetzt die herausgeldsten 8-lsoprostane
enthalt, wurde in neue Gefal3e gefillt.

Wiederum wurden die Sorbentpellets mit Elution Solution in der vorher genannten
Menge resuspendiert, um die restlichen Isoprostane herauszuwaschen.

Nach grindlichem Mischen wurden die Proben wie bei den vorherigen Schritten
zentrifugiert und die Uberstande in die GefaRe mit den schon bestehenden
Uberstanden gefillt.

Die jetzt entstandenen ethanolischen Uberstande (Elution Solution) entsprechen dem
Volumen der Originalprobe, so dass der 8-Isoprostangehalt in der gleichen
Konzentration, vorliegt wie in der Originalprobe, jedoch ohne stdrende
Verunreinigungen.

Diese Uberstande wurden anschlieRend bei -80°C eingefroren.

Regeneration des Sorbent

Um den benutzten Sorbent wiederverwenden zu konnen, muss er nach einem
vorgegeben Schema des Herstellers (Cayman) regeneriert werden.

Dazu wurden die Affinity Sorbents jeder Probe mit der 5-fachen Menge an Ultrapure
Water gemischt.

Im Anschluss daran wurden die Sorbentldsungen all dieser Proben in einem 15 mi
Blue Cap vereint. Eventuelle Reste der Sorbentlésungen aus den einzelnen Tubes
wurden mit Ultrapure Water ausgespult und in das Blue Cap hinzugefugt.

Die vereinigten Sorbentlosungen wurden dann mit 3000 U/min flr 10 min zentrifugiert
und der Uberstand bis zum Pellet (Harz) abpipettiert und verworfen.

Danach erfolgte noch eine weitere Zentrifugation unter gleichen Bedingungen,
nachdem das Harz mit der 5-fachen Menge Colum Buffer versetzt wurde.

Nach Verwerfen des Uberstands wurde der Sorbent bis zur Wiederverwendung mit

2-fachem Volumen an Colum Buffer versetzt und bei 4°C gelagert.
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3.2.5.4 Einengen der Proben

Die Urin- und Plasmaproben wurden nach der Aufreinigung mit der SpeedVac
eingeengt (ausgetrocknet), um dann fir die ELISA-Messungen mit EIA-Buffer

aufgefullt zu werden.

Verwendete Mengen fir das Einengen:

Urin: Mit Sorbent aufgereinigt: 375 ul
Deproteiniert: 1,8 mi

Plasma: Hydrolysiert deproteiniert: 2ml
Deproteiniert: 1ml
Hydrolysiert und mit Sorbent gereinigt: 250 ul
Mit Sorbent gereinigt: 250 ul

3.2.6 Enzymimmunoassay (ELISA)

8-Isoprostane EIA Kit-Monoclonal
Cayman/Catalog No. 516351

Die Durchfihrung des Enzymimmunoassay erstreckt sich Gber zwei Arbeitstage.
Am ersten Tag findet die Plattenbeschichtung statt und am zweiten Tag die

Farbentwicklung und die Auswertung.

1. EIA-Buffer (auftauen)
Vial 4 + 90 ml UltraPure Water
Ein Gefal3 enthalt 10 ml Konzentrat. Vial 4 wurde in 100 ml Flasche mit
Schraubverschluss Uberfuhrt, mit Aliquots des 90 ml UltraPure Water mehrfach
ausgespult, restliches UltraPure Water dazugegeben und gerihrt bis alles gelost

ist (ca. 30 min).
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2. Wash-Buffer
Vorschrift: Vial 5 in 2 | UltraPure Water + 1 ml Tween 20 (Vial 5a)
Es wurden geringere Mengen hergestellt:
Es wurden 625 pl aus Vial 5 in 250 ml UltraPure Water gegeben + 125 pl Tween
20 (Vial 5a)
Anmerkung: Zum Pipettieren von Tween 20 wurde die blaue Pipettenspitze

abgeschnitten.

3. 8-Isoprostane-Standard
Mit einer in Ethanol equilibrierten Pipettenspitze wurden 50 pl aus Vial 3 in ein
sauberes Test Tube (Eppendorf) pipettiert, welches 450 ul UltraPure Water
enthielt. P 5 ng/ml (bei 4°C fir 6 Wochen stabil)

Dann wurden die 8-IP-Standard-L6sungen mit EIA-Buffer verdinnt.

Standard Nr. | EIA-Buffer | 8-IP-St. (5 ng/ml) | Mischen von Nr. | 8-1P [pg/ml]
S1 450 pl 50 ul mischen 500

S2 250 ul 250 plvon 1 250

S3 250 ul 250 pl von 2 125

S4 250 ul 250 pl von 3 62,5

S5 250 ul 250 pl von 4 31,5

S6 250 ul 250 ylvon 5 15,6

S7 250 ul 250 pl von 6 7,8

S8 250 ul 250 pl von 7 3,9

Beim Pipettieren wurde die Pipettenspitze fir jede Reagenz 3 x mit der

entsprechenden Standard-Lsg. equilibriert.

4. 8-lsoprostane Acetylcholinesterase Tracer
Vial 2 wurde mit 6 ml EIA-Buffer versetzt und gelost (im Glaschen) und zum
besseren Erkennen des Tracers beim Pipettieren auf den EIA-Kit mit einem
auswaschbaren Farbstoff (rot) 60 ul versetzt. Nach dem Lésen bei 4°C flr eine
Woche stabil.
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5. 8-Isoprostane Antiserum
Vial 1 wurde mit 6 ml EIA-Buffer versetzt und geldst (im Glaschen) und
wie beim Tracer mit 60pl Farbstoff (blau) versetzt. Nach dem Ldsen bei 4° C fur 4
Wochen stabil.

6. Platten-Protokoll erstellen

Jede Platte muss mindestens 2 Blanks (B), 2 Non-Specific Binding Wells (NSB)
und 2 Maximum Binding Wells (BO) und eine 8 Punkt Standardkurve mit
Doppelbestimmung enthalten.

Die Proben wurden mit A-Z und Aa-Mm (37 Proben) ins Protokoll eingetragen,
jeweils mit Doppelbestimmung. Wenn die ideale Verdinnung nicht bekannt ist,
muss eine Probe mit jeweils 2 Verdinnungen mit Doppelbestimmung getestet

werden.

Verdunnungen der verwendeten Proben

Vorerst wurden die eingeengten Proben mit EIA-Buffer aufgefullt:
Mit Sorbent gereinigte Proben: 375 pl EIA-Buffer
Deproteinierte Proben: 200 ul EIA-Buffer

Plasma:

Das mit Sorbent und das hydrolysiertre mit Sorbent aufgereinigte Plasma wurde
vor der Aufreinigung schon 1:5 verdinnt.

Nach dem Einengen wurden diese Proben mit 100 ul EIA-Buffer aufgefillt.

P 1.5 verdinnte Proben sind somit 2,5 fach konzentriert worden

P Proben sind somit in EIA-Buffer 1:2 verdinnt.

Das deproteinierte Plasma wurde durch das Deproteinieren 1:9 verdinnt.
Die Proben wurden nach dem Einengen in 111 pl EIA-Buffer gelost.
P 9-fache Konzentration der Proben, was dann wiederum der

Ausgangskonzentration der Originalprobe entspricht.
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Das hydrolysierte und deproteinierte Plasma wurde durch die Hydrolyse 1:2 und
durch das Enteiweil3en 1:9 verdinnt 1:18 Verdiunnung

Dadurch wurde die doppelte Menge wie ohne Hydrolyse eingeengt und in 111 pl
ElA-Buffer gelost.

P 18-fache Konzentration (entspricht der Ausgangskonzentration der

Originalproben)

Testplatte:

Urin:

Mit Sorbent aufgereinigte und enteiweilte Proben:
1:10 = 20 pl Probe + 180 pl Buffer

1:40 = 10 pl Probe + 390 pl Buffer

Plasma:

Mit Sorbent und hydrolysiert Sorbent aufgereinigte Proben:

1:5 (POriginalplasma 1:10 verdiinnt)= 22 pl Probe + 88 ul EIA-Buffer
1:1,5 (P Originalplasma 1:3 verdiinnt)= 74 pl Probe + 37 ul EIA-Buffer
Deproteinierte Proben und hydrolysiert deproteinierte Proben:

1:10=20 pl Probe + 180 pul EIA-Buffer

1:30=10 pl Probe + 290 ul EIA-Buffer

Entgiltige Platten:
Urin:
1:10= 20 ul Probe + 180 ul EIA-Buffer

Durchfuhrung der ELISA-Plattenbeschichtung

Prinzip des ACE™ Competitive Enzyme Immunoassay von Cayman Chemicals

Der Assay beruht auf der Konkurrenz von 8-Isoprostanen und einem 8-
Isoprostan-Acetylcholinesterase-Konjugat (AchE + 8-Isoprostan-Tracer) um eine
festgelegte Menge von 8-Isoprostan spezifischen Kaninchen-Antiserum
Bindungsstellen.
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Da die Konzentration des 8-Isoprostan-Tracer konstant gehalten wird, wahrend
die Konzentration der 8-Isoprostane variiert, ist die Menge an 8-Isoprostan-
Tracer, der an das Kaninchen-Antiserum binden kann, umgekehrt proportional zur
Konzentration der 8-Isoprostane im Well. Dieser Antiserum-8-Isoprostan (freies
oder Tracer) -Komplex bindet wiederum an den monoklonalen Maus-Antikérper,
der schon zuvor an das Well gebunden wurde.

Die Platte wird gewaschen, um jegliche ungebundene Reagenzien zu entfernen
und daraufthin  wird Ellman’s Reagent (welche das Substrat fir
Acetylcholinesterase enthalt) dem Well beigeflugt.

Das Produkt dieser enzymatischen Reaktion hat eine spezifisch gelbe Farbe und
absorbiert am besten bei einer Wellenlange von 412 nm.

Die Intensitat dieser Farbe, welche spektrophotometrisch gemessen wird, ist
proportional zur Menge des 8-Isoprostan-Tracers, welcher im Well gebunden ist
und umgekehrt proportional zur Menge der freien 8-lIsoprostane, die wahrend der
Inkubation im Well vorhanden sind:

Absorption p [Gebundener 8-lsoprostan-Tracer] 1 1/[8-Isoprostane]

Pipettierschema

Well Name EIA Proben/ 8-IP 8-IP

Nr. Buffer[ul] Stand.[pl] Tracer[pl] Antis.[ul]
Al B - - - -
Bl B - - - -
C1 NSB 100 - 50 -
D1 NSB 100 - 50 -
El Bo 50 - 50 50
F1 Bo 50 - 50 50
Gl S8 - 50S8 50 50
H1 S8 - 50S8 50 50
A2 S7 - 50S7 50 0
B2 S7 - 50S7 50 50

Platte mit Plastikfilm abdecken
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Inkubation bei Raumtemperatur fir 18 Stunden

1. Ellman’s Reagenz
Es wurden 2 Vial Nr.8 + 40 ml UltraPure Water in einem 50 ml Falcon-
Rohrchen geldst. Daraufhin wurde dies mit Alufolie umwickelt, da die Reagenz
sehr lichtempfindlich ist. Daher muss diese sofort verwendet werden.

2. Platte waschen
Die Wells wurden entleert durch Ausschutten und Trockenklopfen.
Die Platten wurden 5x mit Wash Buffer (250 pl) gespult und auf saugfahigem
Papier trockengeklopft.

3. Platte mit Ellman’s Reagenz bestiicken
Jedes Well wurde mit 200 ul Ellman’s Reagenz gefullt und Well 12 G+H

zusatzlich mit 5pl Tracer gefulit.

4. Farbentwicklung
Die Platte wurde fur 1,5 h im EMS-Reader geschiittelt.

Auswertung

Nach dem Schitteln wurde die Farbreaktion der entsprechende Platte

spektrophotometrisch im EMS Reader gemessen.

3.2.7 Kreatininbestimmung

Da die 8-lsoprostanwerte, die im Urin bestimmt wurden, auf Kreatinin bezogen
werden sollten, wurde der Kreatininwert im Urin bestimmt.

Dies erfolgte im Rahmen der routinemafligen Laboruntersuchung im Institut far
Klinische Chemie des Klinikums Rechts der Isar anhand eines enzymatischen
Testverfahrens.

Die Isoprostane werden mittels des ELISA in der Einheit pg/ml dargestellt und der
Kreatininwert in mg/dl angegeben.

Der 8-Isoprostanwert soll jedoch in Isoprostanwert in ng/mmol Kreatinin angegeben
werden.

Zur Berechnung dieses Isoprostanwertes dient folgende Formel:
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8-Isoprostanwert (pg/ml)/Kreatininwert (mg/dl) x 1000/88,4

=8-Isoprostanwert in ng

mmol Kreatinin

3.2.8 IgE-Bestimmung

Die IgE-Bestimmung erfolgte im Allergielabor der Klinik und Poliklinik fur
Dermatologie und Allergologie am Biederstein, Technische Universitat Minchen,
anhand des CAPRAST (Pharmacia, Uppsala/Schweden).

3.2.9 Dokumentation

Die im Rahmen der Studie gewonnenen Daten sind in Appendix Il (Datensammlung)
aufgeftihrt. Die Anamnese und der Hautbefund sind auf standardisierten Frage- und
Dokumentationsbogen festgehalten (s.Appendix I).

Der SCORAD wurde anhand eines vorgegebenen Dokumentationsbogens der
.,European Task-Force on Atopic Dermatitis® ermittelt, welcher in Appendix |

abgebildet ist.

3.2.10 Datenanalyse und Statistik

Zur Datenanalyse wurde Microsoft EXEL und das spezielle Statistikprogramm SPSS
verwendet.

Es wurden Korrelatioskoeffizienten (Pearson) verwendet. Mit Hilfe des t-Testes
wurde gezeigt, ob dieser Korrelatonskoeffiziet von Null signifikant verschieden war.
Ein Ergebnis wurde dann als signifikant bewertet, wenn die Irrtumswahrscheinlichkeit
p kleiner als 0,05 war.

3.2.11 Studienablauf

Zu Beginn der Studie wurden die Probanden innerhalb eines Zeitraums von einem
Jahr in den Ambulanzen und Stationen der Klinik (s.3.1.1) rekrutiert.
Den Probanden wurde nach einer ausfihrlichen Anamnese und Untersuchung Blut

und Urin entnommen und diese unmittelbar danach eingefroren. (s.3.2.1-3.2.4).
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Wahrend dieser Sammlung der Patienten erfolgten bereits erste Messungen von 6
Urin- sowie Plasmaproben, darunter je 3 Proben von Patienten mit AE, welche einen
besonders hohen SCORAD hatten und je 3 Proben von gesunden Kontrollen.

Dieser Testdurchlauf diente zur Etablierung der geeignetsten Aufreinigungsmethode
(s.3.2.5), sowie zur Beurteilung der Eignung von Urin oder Plasma als zuverlassigere
Substanz fur die ELISA-Messungen.

Dabei stellte sich heraus, dass die Aufreinigung mittels Affinity Sorbent die besten
Ergebnisse lieferte im Vergleich zu nicht purifizierten oder deproteinierten Proben
und dass die Isoprostanwerte im Urin besser mit der Hohe des SCORAD korrelierten,
als die im hydrolisierten (gesamten) oder freien Plasma bestimmten.

AuRerdem ergaben sich bei den Messungen im Urin auch deutlichere Unterschiede
zwischen Patientenwerten (die hoéher waren) und Werten von gesunden
Kontrollpersonen als im Plasma.

Daher erfolgten nach abgeschlossener Rekrutierung der Probanden die
Bestimmungen der Isoprostane nur im Urin mittels ELISA (s.3.2.6) nach vorheriger
Aufreinigung mit dem Sorbent.

Weitere notwendige Untersuchungen und Auswertungen wurden wie in 3.2.7-3.2.10

geschildert durchgefuhrt.
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4 Ergebnisse

4.1 Vergleich der verschiedenen Aufreinigungsmethoden der
Proben und Vergleich des unterschiedlichen Materials zur

Detektion der 8-Isoprostanwerte

Um maglichst exakt nur die F,-Isoprostane im Plasma und Urin zu messen, wurden
in Vorversuchen drei verschiedene Aufreinigungstechniken verglichen, die den F,-
Isoprostanen ahnliche Proteine herausfiltern sollten und somit falsche Bindungen mit
dem ELISA vermeiden sollten.

Weiterhin wurde getestet, ob die Isoprostanwerte im Urin oder im Plasma
aussagekréaftiger sind.

Als Entscheidungskriterium hierbei diente die Feststellung, wie schon in anderen
Studien [26, 41, 66, 105] gezeigt, dass bei an Asthma erkrankten Probanden héhere
Isoprostanwerte gemessen wurden als bei gesunden Kontrollprobanden.

Daher wurden bei den Vorversuchen ahnliche Werteverhaltnisse fir die Patienten mit
AE im Vergleich zu gesunden Probanden ohne atopische Erkrankungen erwartet.
AuBBerdem wurde auf eine Korrelation der ansteigenden Isoprostanwerte mit
ansteigendem Schweregradscore des Hautzustandes (gemessen mit dem SCORAD)
geachtet.

Somit wurden fir die Vorversuche 6 Probanden ausgewahlt, darunter 3 gesunde
Kontrollprobanden ohne atopische Erkrankungen oder andere Einflul3gréf3en in der
Anamnese und 3 Patienten mit AE und besonders hohem SCORAD-Wert (also
besonders schwerem Krankheitsverlauf), um so sicher wie mdglich Unterschiede zu
gesunden Probanden bestimmen zu kénnen.

Fur die Isoprostanbestimmungen im Plasma sowie im Urin wurden folgende Proben
ausgewahlt, welche den verschiedenen Reinigungsverfahren unterzogen wurden und
untereinander verglichen wurden: Bei den Patienten mit AE: P15, P25 und P78; bei
den gesunden Kontrollen: K24, K64 und K 73.

Bei den Plasmaproben wurden Bestimmungen des freien (nicht verestherten) und
des gesamten (verestherten und nicht verestherten) Isoprostan gemacht.

Das freie als auch das gesamte Isoprostan wurde in, mit Affinity Sorbent
aufgereinigten Proben, in deproteinierten Proben und in nicht aufgereinigtem puren

Plasma mittels ELISA bestimmt.
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Bei den Plasmamessungen wurden nur bei den deproteinierten und den
hydrolysierten mit Affinity Sorbent aufgereinigten Proben verwertbare Ergebnisse, die

jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen zeigten, erhoben.

Daraufhin wurden ebenfalls mittels ELISA die 8-lIsoprostanwerte in den Urinproben
der oben genannten Probanden gemessen.

Dies erfolgte in mit Affinity Sorbent aufgereinigten Proben, in deproteinierten Proben
und in nicht gereinigten puren Urinproben (s. Tabelle 9.2.2).

Die Abbildungen 4.1-1 bis 4.1-6 zeigen die Korrelation von den 8-Isoprostanwerten in
den jeweiligen Urinproben und dem SCORAD und den Vergleich der 8-
Isoprostanwerte zwischen Patienten und gesunden Kontrollen in den jeweiligen
Proben.
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10,0

8-Isoprostane/Kreatinin (ng/mmol)

5,0

0,0

Patienten mit AE gesunde Kontrollen

Abbildung 4.1-1: Vergleich der 8-Isoprostanwerte von den Patienten mit AE und

den gesunden Kontrollen bei mit Affinity Sorbent gereinigten Urinproben
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Abbildung 4.1-2: Korrelation von SCORAD und 8-Isoprostanwerten bei mit

Affinity Sorbent gereinigten Urinproben der Patienten
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Abbildung 4.1-3: Vergleich der 8-Isoprostanwerte von den Patienten mit AE und
den gesunden Kontrollen bei deproteinierten Urinproben.
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Abbildung 4.1-4: Korrelation von SCORAD und 8-Isoprostanwerten bei
deproteinierten Urinproben der Patienten
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Abbildung 4.1-5: Vergleich der 8-Isoprostanwerte von den Patienten mit AE und
den gesunden Kontrollen bei den nicht gereinigten Urinproben
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Abbildung 4.1-6: Korrelation von SCORAD und 8-lIsoprostanen bei den nicht
gereinigten Urinproben der Patienten

Der aussagekraftigste Unterschied zwischen den 8-Isoprostanwerten von den 3
Patienten und den 3 gesunden Kontrollen ergab sich fur die mit dem Affinity Sorbent
gereinigten Urinproben. Bei dieser Methode wurden im Gegensatz zu den anderen
beiden Purifikationsmethoden erhdhte Isoprostanwerte bei Patienten mit AE im
Vergleich zu gesunden Kontrollen gemessen.

Daher wurde diese Methode fiur die entgiltigen Messungen aller 118 Urinproben
ausgewahilt.

Bei den deproteinierten Proben und den unbehandelten Urinproben zeigten sich
keine signifikanten Unterschiede zwischen Patienten und Kontrollen. Dies mag daher
rihren, dass bei nicht gereinigten Proben stérende Isomere bestehen, welche beim
Aufreinigen vom Sorbent herausfiltriert wurden. Ursachen wie zum Beispiel
Storfaktoren konnten nicht fur die nicht gleichwertigen Ergebnisse beim
Deproteinieren gefunden werden.

Dahingegen ist bei diesen Proben eine tendenzielle Korrelation der ansteigenden

Isoprostanwerte mit der Schwere des Hautbefundes (gemessen am SCORAD)
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erkennbar, was bei den mit Affinity Sorbent gereinigten Proben nicht der Fall ist,

jedoch bei einer so kleinen Anzahl an Probanden nicht ausreichend beurteilbar ist.
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4.2 Auswertung der Messungen der Urinproben aller Probanden

unter Berlcksichtigung jeglicher Einflussfaktoren

Aufgrund der Ergebnisse der Vorversuche wurden daraufhin alle 118 Proben
(darunter 88 Patienten mit AE und 30 gesunde Kontrollen) der Aufreinigung mit dem
Affinity Sorbent unterzogen und mittels ELISA deren 8-Isoprostangehalt bestimmt.
Anhand eines Fragebogens (s. Appendix I) wurden die mdglichen Einflussfaktoren
dokumentiert und in einer gemeinsamen Tabelle (s. Appendix 1) mit den erhobenen
8-Isoprostanwerten und den SCORAD-Werten vereinigt und statistisch ausgewertet.
In den folgenden Abbildungen wird der Einfluss dieser StorgrofRen auf die 8-
Isoprostanwerte und die Korrelation des SCORAD zu den ermittelten 8-
Isoprostanwerten gezeigt.

In Appendix Il sind die Daten zu den folgenden Diagrammen dokumentiert.

Allgemeine Hinweise zu den gesamten folgenden Diagrammen:

Die Hohe der Balken zeigt das geometrische Mittel der Werte.

Fur die Bestimmung der Signifikanz (p) wurde der t-Test mit logarythmierten 8-
Isoprostanwerten verwendet.

In den Diagrammen wurden jedoch zur besseren Darstellung die absoluten, nicht
logarythmierten 8-1soprostanwerte/Kreatinin (ng/mmol) benutzt.

Der Fehlerindikator zeigt das 95% Konfidenzintervall.
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4.2.1 Naturliche Einflussfaktoren

Die Abbildung 4.2.1-1 zeigt den Einfluss des natirlichen Faktors Geschlecht auf die

Isoprostanwerte.
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Abbildung 4.2.1-1: Vergleich der 8-Isoprostanwerte von Frauen und Mannern

Das Diagramm zeigt alle Probanden (Atopiker und nicht Atopiker) und zeigt, dass der
geometrische Mittelwert der 8-lIsoprostanwerte (21,64+4,07 ng/mmol Kreatinin) bei
Frauen (n=90), korrigiert fur die anderen signifikanten Einflussgréf3en, signifikant
(p<0,02) hoher sind als der geometrische Mittelwert der 8-

Isoprostanwerte(16,65+6,73 ng/mmol Kreatinin) bei Mannern (n=28).

Der natlrliche Faktor Alter hat hingegen keinen signifikanten Einfluss.
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4.2.2 Externe Einflussfaktoren

Die Abbildung 4.2.2-1 zeigt den Einfluss des Tabakrauchens, dargestellt als die

Korrelation der 8-Isoprostanwerte mit der Anzahl der pro Tag gerauchten Zigaretten.
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Abbildung 4.2.2-1: Korrelation von 8-lsoprostanwerten und der Anzahl an

taglich gerauchten Zigaretten

Die Abbildung zeigt, dass mit ansteigendem Zigarettenkonsum die 8-Isoprostanwerte
signifikant (p<0,005) steigen.
Genussgifte wie Alkohol haben keinen signifikanten Einfluss auf die HOohe der 8-

Isoprostane.

Die Abbildungen 4.2.2-2 und 4.2.2-3 zeigen den Einfluss von Medikamenten, die
nicht der Therapie des atopischen Ekzems dienen.
In Abbildung 4.2.2-2 werden Probanden, die Antioxydantien einnahmen, Probanden,

die keine Antioxydantien einnahmen, gegentbergestellt.
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Abbildung 4.2.2-2: Vergleich der

8-isoprostanwerte der

Einnahme von Antioxydantien und ohne Einnahme von Antioxydantien

Das Diagramm zeigt, dass bei Einnahme von Antioxydantien (23,3+9,5 ng/mmol

Kreatinin) die Isoprostanwerte eher hoher sind als ohne Einnahme (19,7+3,7

ng/mmol Kreatinin) von diesen.

Dies ist signifikant mit p<0,042.
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In Abbildung 4.2.2-3 werden die 8-Isoprostanmittelwerte bei Frauen mit
Hormoneinnahme im Vergleich zu den Werten bei Frauen ohne Hormoneinnahme

dargestellt.
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Abbildung 4.2.2-3: Vergleich der 8-isoprostanwerte von Frauen mit

Hormoneinnahme und den Werten von Frauen ohne Hormoneinnahme

Bei den Frauen ist eine signifikante (p<0,003) Isoprostanerhohung unter
Hormoneinnahme (43,4+23,8 ng/mmol Kreatinin), unabhéngig vom Einfluss
Geschlecht, gegenuber fehlender Hormoneinnahme (21+4 ng/mmol Kreatinin)
festzustellen.

Andere von den Probanden eingenommene Medikamente und spezielle
Medikamente zur Therapie des atopischen Ekzems, dokumentiert in Appendix II,
haben keinen signifikanten Einfluss auf die Isoprostanwerte.
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4.2.3 Krankheiten als Einflussfaktoren

In den Abbildungen 4.2.3-1 bis 4.2.3-5 wird der Einfluss der Erkrankungen des
atopischen Formenkreises auf die Hohe der 8-Isoprostanwerte dargestellt.

Abbildung 4.2.3-1 zeigt den Vergleich von den 8-lIsoprostanwerten von Patienten mit

AE und ganzjahriger AR und ohne ganzjahrige AR

8-Isoprostane / Creatinin (ng/mmol)

AE mit ganzjahriger AR AE ohne ganzjahriger AR
(n=32) (n=56)

Abbildung 4.2.3-1: Vergleich der 8-lsoprostane von Patienten mit AE und
ganzjahriger AR und mit AE ohne ganzjahriger AR

Es finden sich signifikant (p<0,002) erhéhte 8-lIsoprostanwerte im Urin von Patienten
mit AE und zusatzlicher ganzjahriger AR (24,9+10,0 ng/mmol Kreatinin) im Vergleich

zu Patienten mit AE ohne ganzjadhrige AR (18,4+2,9 ng/mmol Kreatinin).
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Abbildung 4.2.3-2 zeigt den Unterschied des 8-Isoprostangehalts zwischen Patienten

mit AE und gesunden Kontrollpersonen

30,00

25.00 _ [

20,00

15,00

10,00 -

5,00 A

0,00 -

8-Isoprotane / Creatinin (ng/mmol)

AE Gesunde Kontrollen
(n=88) (n=30)

Abbildung 4.2.3-2: 8-Isoprostanwerte bei Patienten mit AE im Vergleich zu

gesunden Kontrollen

Es ist kein signifikanter Unterschied (p<0,9) zwischen Patienten mit AE (20,5+4,2

ng/mmol Kreatinin) und Gesunden (20,0+ 6,3 ng/mmol Kreatinin) festgestellt worden.
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Abbildung 4.2.3-3: zeigt den Zusammenhang zwischen der HO6he der 8-
Isoprostanwerte mit der Hohe der SCORAD-Werte.

160
c 140 . R2=0.029
£ p< 0.07
§ 120 korrlgiert flr Geschlecht und rauchen
S 5100
~ E .
o 80
S o >
= £ 60 S <
S .
g 40 s e & v’ . 1
o 20 1t~ " S % ;;‘3, ‘gv,o‘o i L g
q XS ¢ 3 0%, e *
0 | |
0 50 100 150
SCORAD

Abbildung 4.2.3-3: Korrelation der Hohe der 8-Isoprostanwerte mit der Hohe
der SCORAD-Werte.

Es besteht keine signifikanter Zusammenhang (p<0,07) zwischen dem Schweregrad
des atopischen Ekzems, gemessen mit dem SCORAD und der Hohe der 8-
Isoprostanwerte.

Aufgrund der Vermutung, dass eine Erh6hung der 8-Isoprostane,also des oxidativen
Stresses, vor allem durch chronisch entziindliche Prozesse verursacht wird, wurde
der Zusammenhang von speziellen Untereinheiten des SCORAD, die vor allem die
Entziindung klassifizieren, also Erythem, Papeln/Odem und Nassen und den 8-
Isoprostanwerten statistisch untersucht.

Hierbei wurde festgestellt, dass Erythem im Gegensatz zu Papeln und N&ssen noch
am ehesten einen Einfluss auf die Erh6hung der 8-Isoprostane hat, jedoch auch nicht
signifikant.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass die deutlichste Korrelation beim gesamten

SCORAD zu den Isoprostanwerten bei AE zu erkennen ist (p<0,07).
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In der Abbildung 4.2.3-4 werden die 8-Isoprostanwerte bei Patienten mit AE und

Asthma im Vergleich zu den Werten von Patienten mit AE ohne Asthma gezeigt
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Abbildung 4.2.3-4: Vergleich der 8-lsoprostanwerte von Patienten mit AE und

Asthma und von Patienten mit AE ohne Asthma

In der Grafik ist kein signifikanter Unterschied (p<0,6) zwischen Patienten mit AE und
Asthma (20,8+6,7 ng/mmol Kreatinin) und Patienten mit AE ohne zusatzliches

Asthma (20,4+5,5 ng/mmol Kreatinin) ersichtlich.
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Die Abbildung 4.2.3-5 zeigt den Vergleich der 8-lIsoprostanwerte zwischen Patienten

mit AE und saisonaler AR und Patienten mit AE ohne saisonaler Rhinitis.
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Abbildung 4.2.3-5: Vergleich der 8-lsoprostanwerte von Patienten mit AE und
saisonaler AR und von Patienten mit AE ohne saisonaler AR

Auch bei Patienten mit AE, die zusatzlich unter saisonaler allergischer Rhinitis leiden,
ist keine signifikante Erh6hung (p<0,4) der 8-isoprostanwerte (21,3+£5,4 ng/mmol
Kreatinin) festzustellen im Gegensatz zu Patienten mit AE ohne saisonaler AR

(19,6+6,7 ng/mmol Kreatinin).

Weitere in (Appendix Il) dokumentierte allergische Krankheiten wie Urtikaria,
Nahrungsmittelunvertraglichkeiten, Kontaktallergien sowie Triggerfaktoren des
atopischen Ekzems (Hausstaubmilbe, Katzenhaare, Graspollen, Birkenpollen,
Eiweil3, Sellerie, Weizenmehl) haben keinen signifikanten Einfluss auf die Hohe der

Isoprostanwerte.
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Ebenfalls eine positive Familienanamnese beziglich einer atopischen Erkrankung ist
nicht mit einer Erhéhung der Isoprostane assoziiert.

AuBBerdem sind in (Appendix IlI) eine Reihe weiterer chronisch entzindlicher
Erkrankungen aufgefiihrt und statistisch ausgewertet worden. Hierbei wurde kein
Einfluss dieser auf die 8-Isoprostanwerte festgestellt.
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4.3 Auswertungen der in den Blutproben aller Probanden

gemessenen IgE -Werte

Als ergéanzender Parameter wurde noch IgE herangezogen, der ebenfalls ein Mal3 fur
die Schwere der Erkrankung ist.

Es wurden die IgE - Werte in den Blutproben aller Probanden gemessen, da diese
bei Atopikern einen Hinweis auf das Ausmal3 der Erkrankung geben kénnen.

Die Hypothese war, dass bei Patienten mit AE und erhéhten IgE-Werten ebenfalls
die 8-Isoprostanwerte erhoht sind.

Daher wurde die Korrelation von 8-lIsoprostanwerten und IgE-Werten, sowie der
Zusammenhang von atopischen Erkrankungen oder dem SCORAD mit erhdhten IgE-
Werten in den folgenden Abbildungen 4.3-1 bis 4.3-7 dargestellt.

Auch fur diese Abbildungen gelten die allgemeinen Anmerkungen wie fir die
Abbildungen unter 4.2.
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Abbildung 4.3-1 zeigt den Zusammenhang von IgE - Werten und Erkrankung an AE

mit zusatzlichem Asthma oder ohne Asthma
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Abbildung 4.3-1. Vergleich der IgE — Werte von Patienten mit AE und Asthma

und ohne Asthma

Hochsignifikant (p=0) ist der IgE-Mittelwert der Patienten mit AE und
Asthma(14831U/1) héher als der bei Patienten mit AE ohne Asthma (258 1U/l).
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Abbildung 4.3-2 zeigt den Unterschied zwischen den IgE-Werten von Patienten mit

AE und saisonaler AR und Patienten mit AE ohne saisonaler AR
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Abbildung 4.3-2: Vergleich der IgE-Werte von Patienten mit AE und saisonaler

AR und ohne saisonaler AR

Die IgE- Werte der Patienten mit AE und saisonaler AR (1074 1U/l) sind signifikant
(p=0) hoher als diese bei Patienten mit AE ohne saisonaler AR (224 [U/l).
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In Abbildung 4.3-3 wird der Vergleich von den IgE-Werten von Patienten mit AE und
ganzjahriger AR und Patienten mit AE ohne ganzjahriger AR dargestellt
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Abbildung 4.3-3: Vergleich der IgE-Werte von Patienten mit AE und
ganzjahriger AR und ohne ganzjahrige AR

Der Unterschied zwischen den IgE-Werten der Patienten mit AE und ganzjahriger AR
(1068 1U/) und der Patienten mit AE ohne ganzjahriger AR (342 1U/l) ist signifikant
(p<0,14).
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Die Abbildung 4.3-4 zeigt den Einfluss von Antihistaminika auf die IgE-Werte
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Abbildung 4.3-4: Vergleich der IgE-Werte der Patienten unter Einnahme von

Antihistaminika und ohne Einnahme von Antihistaminika

Patienten mit AE, die keine Antihistaminika (456 IU/l) einnehmen, haben sigifikant
(p< 0,026) niedrigere IgE — Werte als Patienten mit AE, die Antihistaminika (556 1U/)

einnehmen.
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Die Abbildung 4.3-5 stellt den Zusammenhang von den 8-lIsoprostanwerten der

Patienten mit AE mit den IgE-Werten dieser dar.
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Abbildung 4.3-5: Korrelation der 8-lsoprostanwerte mit den IgE-Werten der
Patienten

Es besteht keine signifikante Korrelation zwischen den 8-Isoprostanwerten und den
IgE-Werten der Patienten mit AE.
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In Abbildung 4.3-6 wird gezeigt inwiefern der SCORAD mit den IgE-Werten

korrelierbar ist
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Abbildung 4.3-6: Korrelation des SCORAD des AE mit den IgE-Werten der

Patienten mit AE

Auch hier ist kein signifikanter (p<0,88) Zusammenhang zwischen SCORAD und

den IgE-Werten der Patienten mit AE zu erkennen.
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5 Diskussion

5.1 Einleitende Darstellung der wichtigsten Ergebnisse

Ziel der Arbeit war, die Rolle des oxidativen Stresses bei atopischen Erkrankungen
mit besonderer Berlcksichtigung des atopischen Ekzems zu untersuchen. Dazu
solite der schon etablierte Marker 8-epi-PGF,, zum Einsatz kommen und
insbesondere der Schweregrad der einzelnen Krankheitsbilder in Korrelation zur
Hohe des oxidativen Stresses untersucht werden.

AuBer den atopischen Erkrankungen wie Asthma, saisonaler und ganzjahriger
allergischer Rhinitis und dem atopischen Ekzem wurden auch ausfihrlich erhobene
Daten udber naturliche sowie externe EinfluRRfaktoren in die Untersuchung mit
einbezogen. Hierbei fiel vor allem die hoch signifikante Erhéhung der 8-
Isoprostanwerte und somit des oxidativen Stresses durch Zigarettenrauchen und das
weibliche Geschlecht auf. Weiterhin konnte unabh&ngig von der Tatsache des
weiblichen Geschlechts auch eine Erhéhung des oxidativen Stresses bei
Hormoneinnahme festgestellt werden.

Bei den Erkrankungen konnte nur bei den Patienten mit AE und perennialer AR im
Vergleich zu Patienten mit AE ohne perenniale AR eine signifikante Erh6hung der 8-
Isoprostane festgestellt werden. Dieser erhdhte oxidative Stress ist jedoch unter
vorheriger Korrektur und Beachtung der StorgréRen Rauchen und Geschlecht

festgestellt worden und ist mit p<0,002 hoch signifikant fir die perenniale AR.
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5.2 Vorversuche

Vor Beginn der eigentlichen Studien-relevanten Messungen wurden Vorversuche
durchgefiihrt. Hierzu wurden jeweils 3 Plasma- und Urinproben von gesunden
Probanden und Patienten mit AE verwendet. Diese Proben waren jeweils
unterschiedlich vorbereitet und aufgereinigt, um zu entscheiden, ob die Isoprostane
veresthert oder nicht veresthert im Plasma, im Urin, gereinigt oder nicht gereinigt
gemessen werden sollten. Dabei ergaben sich die signifikantesten Unterschiede
zwischen Patienten mit AE und gesunden Probanden bei gereinigten Urinproben.

Bereits bei Roberts et al. [97] wurde darauf hingewiesen, dass die Gewinnung von
Urin bei grol3en Fallzahlen praktikabler ist als die Gewinnung von Plasma und auch
die aufwendige schnellstmdgliche Lagerung des Plasmas bei —70° zur Vermeidung
der Autooxidation und falsch hohen Produktion von Isoprostanen somit enfallt.
Einziger Nachteil ist, dass bei der vorliegenden Arbeit keine Metabolite der F,-
Isoprostane gemessen wurden, sondern die 8-epi-PGF,,, welche teilweise die lokale
Produktion an Isprostanen in der Niere wiederspiegeln und somit nicht ideal den
systemischen Gehalt an Isoprostanen messen. Durch die Aufreinigung konnten bei
den Messungen Kreuzreaktionen der Isomere der 8-epi-PGF,, mit dem ELISA

vermieden werden, da diese vorher ausgewaschen wurden.

78



5.3 Naturliche EinfluR3faktoren

Im Bezug auf das Alter der Probanden unabhangig von Krankheit oder anderen
EinfluRfaktoren konnten keine signifikanten Unterschiede in der H6he des oxidativen
Stresses nachgewiesen werden. Es liegen nicht viele Studien vor, in denen speziell
auf die natarlichen Einflussfaktoren eingegangen wird. Jedoch zeigten Ho et al. [35]
die den oxidativen Stress anhand von antioxidativer Enzymaktivitat maf3en, dass bei
Rauchern eine Erhdhung des oxidativen Stresses mit dem Alter zunimmt, was bei
Gesunden nicht feststellbar war. Aul3erdem konnten sie feststellen, dass Frauen
geringeren oxidativen Stress hatten als Manner, was jedoch nicht signifikant
nachweisbar war. In der Arbeit von Morrow et al. [69] wurde kein Zusammenhang
zwischen den F,-Isoprostanspiegeln und dem Alter oder Geschlecht der Raucher
und Nicht-Raucher dieser Studie gefunden.

In der vorliegenden Arbeit konnten im Gegensatz dazu signifikant (p<0,02) hohere 8-
Isoprostanwerte bei Frauen als bei Mannern gemessen werden. Dies ist ein
kontroverses Ergebnis im Vergleich zur Studie von Ho et al. [35] und auch im
Vergleich zur Arbeit von Katalinic et al. [44], welche bei weiblichen Ratten eine
hohere antioxidative Abwehr im Gegensatz zu mannlichen Ratten feststellen
konnten. Ebenso stellten Ide et al. [38] fest, dass bei gesunden jungen Mannern im
Vergleich zu pramenopausalen Frauen erhohter oxidativer Stress vorlag.

Dieser erhohte oxidative Stress beim weiblichen Geschlecht ist wie alle Ergebnisse
unabhéngig von den anderen EinfluRgré3en zu sehen.

Aufgrund der fehlenden weiteren Untersuchungen dieses Ergebnisses auch in
anderen Studien ist noch keine eindeutige Ursache fur diesen Sachverhalt aufgezeigt

worden.
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5.4 Externe Einflussfaktoren

5.4.1 Zigarettenkonsum

Einer der aussagekraftigsten &uf3eren Einflussfaktoren stellt der Zigarettenkonsum
dar. Es zeigte sich eine signifikante (p<0.005) direkt korrelierende Erhéhung der 8-
Isoprostane zur ansteigenden Anzahl der pro Tag gerauchten Zigaretten. Das
bedeutet, umso héher der Zigarettenkonsum pro Tag desto hdher der oxidative
Stress bei den rauchenden Individuen. Der oxidative Stress war auch im Mittel hdher
bei Rauchern im Vergleich zu Nichtrauchern. Diese Werte wurden auch vorher in
Hinsicht auf andere, den oxidativen Stress beeinflussende Faktoren, Kkorrigiert.
Bereits Morrow et al. [69] konnten zeigen, dass Rauchen die oxidative Modulierung
und eventuelle Zerstérung von wichtigen biologischen Molekulen in vivo verursachen
kann. Ebenso Wu und Monthuschi [62] schilderten in Ihren Grundlagenstudien tber
oxidativen Stress, dass Tabakrauch als Quelle fir ROS fungiert und somit wie in
Kapitel 1.1 beschrieben Lipide oxidieren und die 8-Isoprostan-Produktion steigern

kann.

5.4.2 Einnahme von Antioxidantien

Ein von den Medien immer wieder propagierter Schutz gegen Hautalterung und
unterstitzendes Mittel fiur die Immunabwehr stellen die Antioxidantien dar, zu denen
Vitamin E, Vitamin C, NADPH, GSH und enzymatische Mechanismen der Zellen wie
SOD, Catalase und Gluthationperoxidase zahlen.

In der hier geschilderten Studie spielten vor allem Vitaminpraparate, welche die
gesunde Probanden und Patienten mit AE eingenommen hatten sowie
ernahrungsbedingte Vitaminzufuhr eine Rolle. Studienteilnehmer, die regelméafRig
Vitamine einnahmen, hatten Uberraschender Weise signifikant (p<0.042) hohere 8-
Isoprostanwerte als solche, die keine konsumierten. Diese Ergebnisse sind
unabhangig von atopischer Erkrankung und anderen Einflussfaktoren. Das bedeutet,
dass in dieser Arbeit die Einnahme von Antioxidantien eher den oxidativen Stress
erhodhte oder nicht senkte, im Vergleich zu fehlender Einnahme dieser. Die Wirkung
von Antoxidatien wird immer wieder kontrovers diskutiert, so wie bei der Studie von

Thompson et al [102] bei der eine Diat besonders reich an Gemuse und Obst
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signifikant die 8-Isoprostanwerte reduzierte und somit den oxidativen Stress
verminderte. In der Studie von Murr et al [74] hingegen zeigte sich eine
Unterdrickung der Produktion von Thl- Zytokin Interferon y durch die antioxidative
Wirkung von grinem Tee und Wein. Im Bezug auf die bestehende gegenseitig
bedingte Regulierung von Thl und Th2-Typ Immunreaktionen, konnte also die
Verminderung der Aktivitat der Thl-Immunantwort eine Uberproduktion der Th2-
Zytokine fordern. Somit kann durch eine Erndhrung reich an Antioxidatien und der
Unterdrickung von Interferon-y oder der fehlenden Stmulation der Thil-
Immunantwort ein andauerndes Ubergewicht der Th2-lmmunantwort bestehen und
eine erhohte Anfalligkeit fur die Entwicklung atopischer Erkrankungen. Eine andere
maogliche Erklarung ware, dass die Personen, die erhéhten oxidativen Stress haben
haufiger Antioxidantien einnehmen als Personen mit niedrigem oxidativen Stress.
Da bei der vorliegenden Arbeit jedoch nicht zwischen gesunden Probanden und
Atopikern unterschieden wurde kann die gerade gezeigte Theorie nicht als
Begriindung fir die gewonnenen Ergebnisse verwendet werden, sondern nur eine
maogliche Ursache aufzeigen. Abschlie3end ist zu sagen, dass hier noch sehr wenig
einheitliche Studien vorliegen.

5.4.3 Hormoneinnahme

Aulerdem wurde die signifikante (p<0.003) Erhdhung des oxidativen Stresses durch
Hormoneinnahme unabhangig vom Geschlecht, das heil3t unabhéangig davon, dass
Frauen allgemein in dieser Studie hohere 8-Isoprostanwerte aufweisen, gefunden.
Jedoch ist die Fallzahl mit sechs Probandinnen nicht sehr grof3 und weitere
Untersuchungen an einem groReren Kollektiv zur Befundbestatigung sind
erforderlich. Vergleichbare Studien sind kaum zu finden, jedoch ist ersichtlich, dass
zum Beispiel Antikonzeptiva auch Krebsarten induzieren kénnen, was wiederum ein

Zeichen fur Zelltod und erhdhten oxidativen Stress darstellt.
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5.5 Krankheiten als Einflussfaktoren

5.5.1 Zusammenhange zwischen ganzjdhriger allergischer Rhinithis

atopischem Ekzem, saisonaler Rhinitis, allergischem Asthma und F2-

Isoprostanen

Die bedeutendste und signifikanteste (p<0.002) Erh6hung der 8-Isoprostanwerte in
der vorliegenden Untersuchung war bei den Patienten mit atopischem Ekzem (AE)
und ganzjahriger allergischer Rhinithis (AR) im Vergleich zu den Patienten mit AE
ohne zusatzliche ganzjahrige AR festzustellen. In vergleichbaren Studien in denen
oxidativer Stress bei allergischer Rhinitis gemessen wurde, erfolgte dies mittels
Messung von eNO (exhaled nitric oxide) und Arbeiten zu Isoprostanen liegen nicht
vor. Im Gegensatz zur vorliegenden Studie zeigten Jouaville et al. [42] das vor allem
Atopie ausschlaggebend fur den erhthten oxidativen Stress ist. Dies ergaben die
Messungen von erhohtem eNO bei Asthmathikern mit Atopie im Vergleich zu
Asthmatikern ohne Atopie und die erhdhten eNO-Werte bei Probanden mit Rhinitis
und Atopie im Gegensatz zu denen ohne Atopie in der Gruppe der Nicht-Asthmatiker.
Weiterhin fanden Jouaville et al. [42] heraus, dass Kinder mit Asthma und Rhinithis
hoheren oxidativen Stress haben als solche mit Asthma ohne Rhinitis unabhéngig
vom atopischen Status. In der vorliegenden Studie hingegen sind die erhéhten
Isoprostan-Werte bei der ganzjahrigen allergischen Rhinitis nicht nur unabhangig
vom atopischen Ekzem und der saisonalen AR sondern auch vom Asthma, also
jeglicher zusatzlicher atopischer Erkrankug. Diese Feststellung wird aufRerdem
dadurch bestarkt, dass keine signifikant (p<0.9) hoheren Isoprostanwerte fur
Patienten mit AE im Vergleich zu voéllig gesunden nicht atopischen Probanden
gemessen wurden. In Vergleichsstudien wie bei Omata et al. [78] oder bei Tsuboi et
al. [103] jedoch konnte mittels 8-OhdG einem Produkt der DNA-Oxidation durch freie
Radikale ein erhohter oxidativer Stress bei Kindern mit AE im Vergleich zu Gesunden
determiniert werden.

Antille et al. [4] hingegen stellten fest, dass in nicht befallener Haut von Patienten mit
chronischem AE erhOhte Werte von Vitamin E im Stratum corneum bestehen und
erniedrigte Lipidperoxid-Werte. Dies wird als Ergebnis eines adaptiven Prozesses an
die chronische Entzindung gewertet. Angenommen der systemische Gehalt an
Lipidperoxiden ist daher ebenfalls vermindert, dann wirde dies die nicht signifikant

erhohten 8-Isoprostanwerte als Produkt der Lipidperoxidation in der vorliegenden
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Studie erklaren. Denn in dieser wurden im Gegensatz zu Omata et al. [78] Produkte
der Lipidperoxidation und nicht der DNA-Peroxidation im Urin gemessen. Naturlich
befanden sich die Patienten mit AE in einem akuten Krankheitsschub mit
unterschiedlicher Auspragung und es wurde somit nicht nur der oxidative Status an
gesunder atopischer Haut erfasst. Die Korrelation des oxidativen Stresses mit dem
Grad des Hautbefalls und der Schwere des Krankheitsbildes, welche zuverlassig mit
dem SCORAD ermittelt werden, war jedoch nur tendenziell signifikant (p<0.07) in
dieser Studie im Vergleich zu Tsuboi et al [103], der 8-OhdG als Marker verwendete,
was den erneuten Unterschied eventuell begriinden kann. Zusammenfassend sind
also eventuell die Lipidperoxide auch systemisch vermindert bei Patienten mit AE
aufgrund der Adaption und der erhohten antioxidativen Abwehr als Folge der
chronischen Entzindung.

Im Weiteren wurden in der vorliegenden Arbeit auch bei Asthmatikern mit AE (p<0.6)
im Vergleich zu Gesunden mit AE keine signifikant erhdhten 8-Isoprostanwerte
gemessen. Das gleiche gilt fur die 8-lsoprostanwerte bei Patienten mit AE und
saisonaler AR im Gegensatz zu den Werten bei Patienten mit AE ohne saisonale AR,
welche ebenfalls keine signifikante (p<0.4) Erh6hung zeigten.

Im Bezug auf die in dieser Studie geschilderten Ergebnisse beim Asthma, bestehen
viele kontrare Studien die eindeutig den erhéhten oxidativen Stress bei Asthmatikern
nachweisen. Dworski et al. [26] zeigten einen signifikanten Anstieg der 8-Isoprostane
2h nach gezielter Allergenstimulation im Urin von Patienten mit allergischem Asthma.
Diese Messung erfolgte mittels massenspektrometrischer Analyse nach Inhalation
des Allergens, wobei der Anstieg der 8-lIsoprostane nach 2h noch bis zu 8h
(Studiendauer) nachgewiesen werden konnte. Von Okazawa et al. [77] hingegen
wurden direkte Wirkmechanismen der 8-Isoprostane wie Atemwegsobstruktion und
Plasmaexsudation nachgewiesen. Ausfuhrlich wurde auf die Pathophysiologie und
die 8-Isoprostane als daher bedeutsame Marker bei Wood et al. [105] hingewiesen.
Hierbei wird noch mal die gemeinsame Pathophysiologie der allergischen
Atemwegserkrankungen dargestellt, welche im akuten Stadium auf der Rekrutierung
von Entzindungszellen wie Mastzellen, Eosinophilen, Neutrophilen, Lymphozyten
und Makrophagen beruht. Weiterhin wirkt das Allergen nicht nur Mastzellen
degranulierend, sondern wirkt selbst als Antigen, welches Antigen-prasentierende
Zellen aktiviert und diese wiederum wichtige Cytokine freisetzen. Die durch die

Antigen prasentierende Zellen wie zum Beispiel dentritische Zellen aktivierten Th-
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Lymphozyten wiederum aktivieren Cytokine, welche bedeutende Entziindungszellen
wie Makrophagen, Basophile und vor allem Eosinophile anlocken. Bei der
perennialen AR spielen vor allem Eosinophile die entscheidende Rolle, welche durch
CysLTs vermehrt angelockt werden und deren Adhé&sion durch CysLTs geférdert
wird. Vor allem durch das schon erwahnte ,Mastzell-priming” ist immer weniger
Allergen vor allem auferhalb einer Pollensaison notwendig, um eine Reaktion
auszulosen.

In der hier vorgestellten Studie lasst sich der fehlende oxidative Stress bei den
Asthmatikern so hingehend erklaren, dass nicht wie bei Dworski und vielen andren
Studien eine Messung des oxidativen Stresses kurz nach akuter Allergenprovokation
erfolgte, sondern in einem meist Beschwerde freien Intervall. Das gleiche gilt fur die
Probanden mit saisonaler AR, welche zum Zeitpunkt der Messung auch nicht
exponiert waren.

Bei den hochsignifikanten Messungen und Ergebnissen der ganzjahrigen AR spielen
die schon in der Einleitung ausfuhrlich dargestellten Pathomechanismen wie
mitunter die chronische Infiltration mit den, die Entzindung hauptséchlich
unterhaltenden Eosinophilen und das Mastzell-Priming eine entscheidende Rolle.

Die Tatsache, dass 8-Isoprostane bei der ganzjahrigen AR nicht nur in der nasalen
Mukosa, sondern in dieser Studie signifikant im Urin erhéht zu messen waren, zeigt
schon das die PAR eine systemische Manifestation aufweist.

AR ist vergesellschaftet mit systemisch zirkulierenden T-Lymphozyten und
mononuklear phagocytic cells. Diese Zellen setzen in Verbindung mit dem
erworbenen Immunsystem Cytokine frei, welche fir die akute Phase von
entzindlichen und Immunerkrankungen eine grof3e Rolle spielen. Diese akute
Phase-Reaktionen sind bei der AR verbunden mit diversen zentralnervbsen
Symptomen, wie Mudigkeit, Lethargie, Konzentrationsschwache usw.

AuBerdem ist natirlich die Verbindung der PAR mit Atemwegserkrankungen wie
Asthma durch &hnliche Pathomechanismen, die bereits geschildert wurden zu
nennen. Vielleicht rihren in unserer Studie die teilweise ebenfalls bestehenden
Asthmabeschwerden daher, dass durch die vermehrte systemische Rekrutierung von
Entziindungszellen auch in den tieferen Atemwegen, die bei Asthmatikern schon mit
Adhesionsmolekilen ausgestattet sind, ein akuter Entzindungsschub erleichtert

wird.
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5.6 Zusammenhdnge zwischen  8-lsoprostanen, Serum-IgE,
ganzjahriger und saisonaler allergischer Rhinitis,
allergischem Asthma und atopischem Ekzem sowie
Antihistaminikatherapie und SCORAD

Um das Ausmal} einer Entziindung abzuschatzen und daher die Potenz Eosinophile
zu rekrutieren, ist die Messung von IgE im Serum bei Atopikern schon langer
etabliert. So liegt die Frage nahe, ob IgE an sich auch als Marker fur oxidativen
Stress angesehen werden konnte. In der vorliegenden Studie waren die IgE-Werte
hochsignifikant (p=0) erhtht bei Patienten mit AE und Asthma im Vergleich zu
Patienten mit AE ohne zusatzliches Asthma. Genauso verhielt es sich bei den
Patienten mit AE und saisonaler AR im Vergleich zu denen ohne zusatzliche
saisonale AR.

Bei den Patienten mit AE und ganzjahriger AR jedoch war der Unterschied zu den
Patienten mit AE ohne zusatzliche ganzjahrige AR weniger stark ausgepragt, jedoch
immer noch signifikant (p<0,014).

Weiterhin stellte sich heraus, dass keine signifikante (p<0,88) Korrelation zwischen
der Hohe der IgE-Werte und der SCORAD-Werte als Grad fur die Schwere des
atopischen Ekzems, besteht.

Zusatzlich ergab sich auch keine signifikante (p<0,91) Korrelation zwischen der Héhe
der 8-Isoprostanwerte als Marker fur oxidativen Stress und der Hohe der IgE-Werte.
Zuletzt wurde noch gezeigt, dass bei Antihistaminikaeinnahme die IgE-Werte
signifikant (p<0,026) h6her waren als bei Patienten die keine Antihistaminika
einnahmen.

In der Studie von Cardinale et al. [12] wurde wie in der vorliegenden Arbeit versucht
den Zusammenhang zwischen oxidativem Stress (bei Cardinale mittels dem Marker
eNO) Gesamt-IgE im Serum und der Sensibilitat gegentber Allergenen aufzuzeigen.
Bei Cardinale [12] zeigte sich, dass beim Asthma und der AR erhdhte eNO-Werte
bestehen im Vergleich zum gesunden nicht atopischen Status. Weiterhin ergab sich
eine starkere Korrelation der eNO-Werte zu den IgE-Werten als zur Anzahl positiver
Haut-Prick-Tests. Die Korrelationen ergaben sich fir Asthma sowie AR, was
wiederum den gemeinsamen pathophysiologischen Entzindungsprozess der
Erkrankungen in verschiedenen teilen des Atemtrakts bestatigt. Im Vergleich dazu

wurden in dieser Studie erhdhte IgE-Werte bei allergischer saisonaler, ganzjahriger
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AR und beim allergischen Asthma im Vergleich zu den Kontrollgruppen mit AE ohne
die jeweils zusatzliche Erkrankung gefunden, wobei nur bei der Gruppe mit AE und
ganzjahriger AR auch erhdhte 8-Isoprostanwerte gemessen wurden. Weiterhin
bestand auch keine signifikante Korrelation zwischen den 8-Isoprostanwerten bei
Patieneten mit AE und deren IgE-Werten. Bei Cardinale [12] wurde festgestellt, dass
IgE-Werte  unabhangig von der  Stimulation durch  Allergene  bei
Entzindungsprozessen in den Atemwegen vorhanden sind eventuell durch das
veranderte Milieu mit vermehrt produzierten Mediatoren und Zytokinen. Die eNO-
Werte korrelieren daher besser mit den IgE- Werten da diese nicht abhangig von der
Allergenstimulation sind wie der Prick-Test.

Da aber vermutlich in dieser Studie die 8-Isoprostane eher abhangig sind von der
Allergenlast wie auch die eNO-Werte bei Cardinale [12] und sich hierzu bereits sehr
kontroverse Studienergebnisse ergaben, ist auch zu erklaren, dass hier keine
Korrelation der IgE-Werte mit den 8-Isoprostanwerten zu erkennen ist und dass die
Erhdhung der IgE-Werte bei AE und Asthma und AE und saisonaler Rhinitis gegen
die nicht atopische Kontrollgruppen wohl daher rihrt, dass hier eher das Auf3mal3 der
Sensibilisierung gegen Allergene als die akute Entziindung im Vordergrund steht.
Weiterhin konnte kein Zusammenhang zwischen dem Schweregrad des AE und den
IgE-Werten festgestellt werden, was sich auch in der fehlenden Korrelation der 8-
Isoprostanwerte und dem SCORAD wiederspiegelte. Somit lasst sich vermuten, dass
IgE-Werte sicher vermehrt und unabhangig von akuter Allergenstimulation eine
entscheidende Rolle beim Entzindungsprozess allergisch respiratorischer
Erkrankungen spielen, jedoch einen fraglichen pradiktiven Wert im Bezug auf
oxidativen Stress haben.

Vermutlich ist bei der ganzjahrigen AR die andauernde Allergenexposition im
Vergleich zu den Patienten mit allergischem Asthma und saisonaler AR, welche zu
dem Zeitpunkt der Messung keinen akuten Krankheitsschub hatten, der ursachliche
Faktor fur die 8-Isoprostanerh6hung.

Beim fehlenden Anstieg der 8-Isoprostanwerte bei Patienten mit AE ist eventuell eine
Bestimmung lokal in der Haut geeigneter oder ein Marker wie 8-OhdG, welcher nicht
aus der Lipidperoxidation entsteht.

Weiterhin konnte ein erhéhter oxidativer Stress bei Hormoneinnahme festgestellt

werden, sowie bei der Einnahme von Antioxidantien.
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Diese Erkentnisse kdnnen in therapeutischer Hinsicht zukunftweisend sein, da die
Einnahme von Antioxidantien immer wieder als kontrovers diskutiert wird und daher
nicht eindeutig immer nutzbringend zur Reduktion des oxidativen Stesses ist.

Das Gesamt-lgE im Serum konnte hingegen nicht als zuverlassiger Marker fir
oxidativen Stress etabliert werden, da keine Korrelation zum Schweregrad des AE
oder zur Hohe der 8-Isoprostane festzustellen war.

Somit kann abschlieRend gesagt werden, dass oxidativer Stress eine entscheidende
Rolle bei chronisch entziindlichen Erkrankungen wie der ganzjahrigen AR spielt und
8-epi-PGF,, ein zuverlassiger Marker fur diesen Aspekt der Erkrankung darstellt.
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6 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle von 8-epi-PGF,4 als Marker fiir oxidativen
Stress im Urin mittels ELISA bei Patienten mit AE und Patienten mit AE und
zusatzlich allergischem Asthma oder saisonaler oder ganzjahriger AR und gesunden
Probanden untersucht.

Weiterhin wurde als Marker fur Atopie das Gesamt IgE im Serum bestimmt.

Es konnte in Vorversuchen zur Methodenetablierung gezeigt werden, dass sich zur
Messung des systemischen oxidativen Stresses die Detektion der 8-epi-PGF,, im
Urin am besten eignet und dieser am besten mittels eines speziellen Sorbent vorher
aufgereinigt wird. Als Messmethode hat sich hierbei der ELISA als einfachste und
kostengunstigste Methode erwiesen.

Signifikante Erh6éhungen der 8-Isoprostanwerte und somit des oxidativen Stresses
ergaben sich bei Patienten mit AE und zusatzlicher ganzjahriger AR im Vergleich zu
Patienten mit AE ohne zusatzliche AR.

Zusatzlich stellten sich weibliches Geschlecht und Zigarettenkonsum als
entscheidende &aufiere Einflussfaktoren fur die Erhéhung des oxidativen Stresses
heraus.

Ein signifikanter Anstieg der 8-lIsoprostane bei Patienten mit AE im Vergleich zu
gesunden Probanden ergab sich nicht, genauso wenig eine Korrelation zwischen der
Hohe der 8-lsoprostanwerte und dem Schweregrad des AE, welcher mittels
SCORAD ermittelt wurde.

Auch Patienten mit AE und zusazlichem allergischem Asthma und AE und
zusatzlicher saisonaler AR hatten keine signifikanten 8-lsoprostanwerterhhungen
gegenuber Patienten mit AE ohne diese als zusatzlichen Faktor.

Abschliel3end zeigt sich, dass 8-epi-PGF,, ein guter Marker fur oxidativen Stress vor

allem bei chronisch entziindlichen Erkrankungen ist.
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9 Appendices

9.1 Appendix | — Dokumentationsbdgen

9.1.1 Anamnesebogen
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Nummer Datum:

Name:

Geschlecht

Geburtsdatum:

Poliklinik/Station

Besteht/Bestanden bei Ihnen folgende Krankheitserscheinungen?

- Atopisches Ekzem (Neurodermitis) nein O, ja O
- Heuschnupfen nein 0, ja 0 ->

seit wann besteht der Heuschnupfen? (Jahr), in welchen Monaten?:

- allergischer Dauerschnupfen nein 0, ja O -

seit wann besteht der Dauerschnupfen? (Jahr), in welchen Monaten?:
wodurch werden die Beschwerden verstarkt? durch Staub (Saugen, Wischen) 0,

Umgang mit Tieren 0, welche? , den Beruf O, beim Sport 0, anders 0

- allergisches Asthma bronchiale nein 0, ja 0 ->

seit wann besteht das Asthma? (Jahr), ganzjahrig 0, nur in bestimmten Monaten O:
wodurch werden die Beschwerden verstarkt? durch Staub (Saugen, Wischen) 0,

Umgang mit Tieren O,welche? , den Beruf 0, beim Sport 0, andere O

-Nesselsucht/Urtikaria. nein 0, ja 0 ->
Wann (Jahr), wodurch?

- Nahrungsmittelunvertraglichkeit nein 0, ja 0 ->
auf Zitrusfriichte? nein 0, ja0 --> Orangen 0, Zitronen 0, Grapefruit 0, Mandarine 0, Kiwi O,
Kirschen 0, Tomaten 0, alle sauren Sachen 0, Zitronensaure 0

auf andere Nahrungsmittel? welche?

-Triggerfaktoren flir das atopische Ekzem

wie Hausstaubmilbe? nein 0, ja 0->

Katzenhaare? nein 0, ja 0->
Graspollen? nein0, ja0->
Birkenpollen? nein 0, ja 0->

und Nahrungsmittel:

Eiweil3? nein 0, ja 0->
Sellerie? nein 0, ja 0->
Weizenmehl? nein 0, ja 0->

Sind in der Familie bekamt?

Heuschnupfen 0, allergisches Asthma 0, atopisches Ekzem O, andere Allergien 0
Kommt es nach Kontakt mit bestimmten Stoffen zum Auftreten von Kontaktallergien, d.h. zum Auftreten von
Hautjucken, Ekzemen, Rétungen, Quaddeln? nein 0, ja 0 ->

Um welche Stoffe handelt es sich?
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Ausschlusskriterien:
Sonstige Erkrankungen bekannt :
-Tumoren (z.B.

Krebs..):

-Cronisch entziindliche Erkrankungen (rheumatoide Arthritis, M Crohn, Colitis ulcerosa, usw.):

-Systemerkrankungen( betreffend alle Organe z.B. Niere, Leber, Magen-Darm- Trakt, Knochen, Lunge usw., system. Lupus
erythemathodes, Lyme borrelliose, Sklerodermie):

-UV-Exposition in den letzten 2 Wochen ? nein 0, ja 0->

Wie héufig und wie lange?

-RRA (Koronare Herzerkrankung, Arterioskierose, Hypertonie, Apoplex, andere GefalRerkrankungen oder
Durchblutungsstirungen):

-Alkoholkonsum? nein 0, ja 0-> wie viel?

Alkoholbedingte Erkrankungen / Schéden (Leberzhizirose usw.):

-Raucher ? nein 0, ja 0 -> wie viel und was (Zigaretten, Zigarren, Pfeiffenkonsum ect.) am

Tag?

-Erkrankungen wie (Diabetes ‘meliitus, Hypercholesterindmie, Fettstoffwechselstdrungen,
Stoffwechselstdrungen..)

-Sonstige Hauterkrankungen (Psoriasis, usw.):.

-Neurologische Erkrankungen (Alzheimer Demenz, M. Parkinson):

-Medikamenteneinnahme (Antioxidantien, Vitamine, ua.)

-Therapie in den letzten 4 Wochen:

Systemische Steroide: nein, 0, ja 0->welche? wie viel?
Topische Steroide (Cremes, ect.): nein 0, ja 0->welche? wie viel?
Oder topische Immunmodulanzien : nein 0, ja 0->.welche? wie viel?

Antihistaminika o. a. systemische Medikamente: nein 0, ja 0->welche?

wie viel?
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9.1.2 Hautbefundbogen
Hautbefund:

(Primér- und Sekundareffloreszenzen)

Nebenbefunde:

Atopie-Stigmata:

Unterschrift des Arztes

105




9.1.3 SCORAD-Bogen

SCORAD Europiiische Experten-Gruppe fiir Atopische Dermatitis

Patient: Name/Vorname Geburtsdatum Besuchsdatum
Eingesetztes topisches Steroid

) lg)
Wirkstoff (Handelsname, Konzentration) Menge/Monat Anzahl der Erytheme/Monat

,-'\
Ziffern in Klammern
fir Kinder unter 2 Jahren

A: Ausmafl
Bitte geben Sie die Summe der E
betroffenen Hautareale an.
B: Intensitiit [t
Bemessungswerte
Angaben zur Intensitdt (blicherweise typische Stellen) 0 = keine 1 = leicht 2 = maflig 3 = stark
Kriterien Intensitét  Kriterien : Intensitat
Erythem Exkoriation
Adem/Papelbildung Lichenifikation

~, A :

¢ Néssen/Krustenbildung Trockenheit

Die Hauttrockenheit wird an nicht befroffenen Stellen bewertet

C: Subjektive Symptome
Pruritus und Schlaflosigkeit | SCORAD A/5+7B/2+C ,

Visuelle Mulng-‘ikuiu (Durchschnitt Fir die letzien drei Tage oder Méchte)

o (AR R R AR AR AR TR AR EERNEC AN o
o MR AR AR LR AR PR FRNRC AN e

Schlaflosigkeit (0-10)

Pruritus (0-10]
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P99 1350,69] 114,3| 11,8] 133,7] 1,2 26,7 29,3] 0] 62| 1 2, 0 1l 1 0 0ol of 1] 40 o] 1f o] of o] of of of of of o] of of o] O
P100 52,23 32,2 1,6/ 18,3|0,2| 3691,0[ 54,2 0] 66] 1 2| 3| 2| 1| 11 26| o 1 26/ of 1] of o] 1 of 1] o Of O] Oof 1f O] 1f O
P101 75,85 31,4 2,41 27,3|0,2] 232,0 46,9] 0] 72| 1 3| 2| 1 1f o 0| Of O ol o] o of o] of o] of of of 0] of O] Of O] O
P111 310,24| 165,1 1,9] 21,3|0,2] 3012,0f 40,4] 0] 78] 1 1 2| of 1] 1| 24| 0| O ol o] o of o] of o] of of of of of o] Of O] O
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Patienten Teil 3.2
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1| 1] 0] 1] 0] O] 1] 1] 0] 0] 0] 0] 0] 0] 0] 0] O] 1) 0] 1] 1] 0] 0] 0] 0] O] 1] 0] O] O] 1] 1] 0] O] O] O] 1] O] O] O O] O] 1| O] Of 1
0] 1) 1) 1) 0] 0] 0] 0] O] Of O] 1| O] 1| O] Of O] Of O] O] O] O] of of of of of o of of of o] of of of of of of of of of of 1f of o] 1
1| 1] 1] 1] 1] o] 0] 1] 0] 0] 0] 0] 1] 0] 0] 0] 0] 0] 0] 0] 1] 1) 0] 0] 1] 0] 1] 1] 1] 0] O] 1] 0] O] O] O] O] O] O] Of Of Of 1] Of 1f 1
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0] 1) 1) 1) 0] 1] o] 0] O] Of 1] 1| O] 1| Oof 1| o] O] O] Of 1] O] of of 1f of of o] of of of o] of of of of of of of of of of 1f of 0] 1
0] 1) 1) 1) 1] 1] 1] 0oJ of Oof 1] 1| O] 1| 1] 1f o] O] O] Of 1} 1| of of 1f Of 1f o] of O] Of 1| of of of of of of of of of of 1f of 0] 1
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0] 1) 1) 0] 0] 0] 0] 0] O] O O] Of 1] O] O] Of O] Of O] O] O] Oof of of 1f of of o] of o] of o] of of of of of of of of of of 1f of 0] 1
0] 1) 1) 0] 0] 0] 0] O] O] O] O] O] O] O] O] Of O] O] O] O] O] O] Of Of of Of 1f O] of O of O] 1f of of of of of of of of of 1f of 0] 1
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1| 0 0] O] 1] 1] 1] 0] Of O] Of 1] O] 1] Of 1] O] O] O] Of O] Of 0] O] O] Of 1] O] O] O] Of O] 1| 0] O] O] O] O] O] O] O] Of O] Of O] 1
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9.2.2 Daten zu Abbildungen

8-Isoprostan-

Kreatinin-wert

8-Isos/Krea x

wert (pg/ml)  |(ma/di) 8-Isos/Krea  |1000/88,4 8-Isos/Krea x
(ng/mmol) 10 (ng/mg) SCORAD
K 64u 775 121,1 6,4 72,4 0,6 0,0
K 24u 870 93,2 9,3 105,6 0,9 0,0
K 73u 895 183,6 4,9 55,1 0,5 0,0
P 15u 78 17,7 4.4 49,9 0,4 69,5
P 25u 375 63,9 5,9 66,4 0,6 87,9
P 78u 700 91,6 7,6 86,4 0,8 92,6
K 64s 230 121,1 1,9 21,5 0,2 0,0
K 24s 194 93,2 2,1 23,5 0,2 0,0
K 73s 230 183,6 1,3 14,2 0,1 0,0
P 15s 94 17,7 5,3 60,1 0,5 69,5
P 25s 219 63,9 3,4 38,8 0,3 87,9
P 78s 305 91,6 3,3 37,7 0,3 92,6
K 64e 1630 121,1 13,5 152,3 1,3 0,0
K 24e 1710 93,2 18,3 207,6 1,8 0,0
K 73e 1425 183,6 7,8 87,8 0,8 0,0
P 15e 185 17,7 10,5 118,2 1,0 69,5
P 25e 965 63,9 15,1 170,8 1,5 87,9
P 78e 995 91,6 10,9 122,9 1,1 92,6

Daten zuAbbildung 4.1-1 bis 4.1-6
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Abbildung Female [Male

4.2.1-1 (n=90) [(n=28)

Geomittel 21,64 16,65

Stabw 19,70 18,16

Konfidenz 4,07 6,73

Umfang 90,00 28,00

Female 19,4 16,8] 17,3] 27,01 25,2 15,3] 18,1 17,5/ 13,3] 25,2 12,9 244

Male 14,1 16,8| 12,9| 11,7 96 14,6/ 22,0 16,1) 11,0f 159 21,4 11,2
18,7 15,3 44,3 103,3] 35,1 31,7] 115| 37,3 27,3] 19,4 20,3] 54,0
17,5 10,9 22,1 8,71 24,8 11,3 22,2 11,6| 107,8 18,0/ 18,3] 19,2
20,2 15,7( 11,1 38,4 13,4 64,0 20,8 18,8 21,1 14,1 256| 134
16,0 95 24,1] 32,3
17,8 16,3 20,7{ 15,8/ 19,7 18,8 27,5| 10,8 67,7 9,4 133,7] 12,2
19,3 119 249 19,71 21,3 176| 179| 176| 12,6/ 28,1 17,8/ 685
14,9 19,2 31,8/ 19,7] 30,0f 24,2 20,1 419 16,7 13,00 22,8/ 18,3
18,7 20,4 16,4 34,2 456| 13,7 26,5/ 16,3] 17,8/ 16,9 19,1 15,9
32,6 15,5/ 89,6] 15,1 9,3 13,2] 38,6

Abbildung 4.2.1-1: Vergleich der 8-Isoprostanwerte von Frauen und Mannern

Abbildung

4.2.2-1

8-Iso 12,2 22,1 87 248] 193 119 249 22,8 18,3| 18,7 107,8/ 204

Number of

daily smoked

cigarettes 16,1 54,00 159| 27,5 67,7] 133,7| 12,2 24,9 12,6/ 31,8 19,7f 30,0
18,0 16,4) 183 19,2] 34,2 16,0 9,5 456] 13,7f 26,5 16,3 17,8
18,3 18,7 107,8 20,4 18,0 18,3 19,2 95| 13,7[ 265/ 163 17,8
24,1 16,9] 19,1 159| 32,6 155/ 89,6/ 15,1 9,3] 132| 386 323
24,1 19,1 159 32,6/ 155| 89,6 38,6/ 32,3

Abbildung 4.2.2-1: Korrelation von 8-Isoprostanwerten und der Anzahl an

taglich gerauchten Zigaretten
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Abbildung c2aflc s
c e ll|g el
4.2.2-2 D<E|v<E
Mittelwert 23,35 19,71
Stabw 23,78 18,21
Kofidenz 9,51 3,68
Umfang 24,00 94,00
Einnahme 41,3 31,7 27,5 25,6 16,7 18,7 18,1 17,8] 107,8 12,6 28,1 24,8
Keine Einnahme 133,7 103,3| 67,7 64,00 54,0 38,4 37,3 351 27,3 27,0 25,2 252
15,9 15,7| 16,0] 456] 14,1 14,1] 129 129| 116/ 89,6| 386] 32,3
24,4 22,00 21,4 21,1 41,9 20,8 20,71 20,3] 20,2 19,7 13,0/ 194
19,4 22,8] 19,7 18,3] 18,8 11,3 21,3 18,8 22,2 18,7 17,6 17,9
17,5 12,2 20,4 17,6] 175 18,0| 22,1 16,4 17,3 16,8 16,8 8,7
16,3 18,3] 17,8] 16,1 19,2 15,8 34,2 15,3] 68,5 15,3 9,5| 14,6
13,4 13,4] 13,3|] 13,7 14,9 19,2 26,5 31,8 19,7 16,3] 30,0f 19,3
11,9 17,8 24,1 16,9 19,1 15,9 11,7 11,5 24,9 11,2 24,2 11,1
32,6 15,5] 11,0 9,3] 20,1 13,2 10,9 10,8 9,6 9,4

Abbildung 4.2.2-2: Vergleich der 8-isoprostanwerte der Probanden bei

Einnahme von Antioxydantien und ohne Einnahme von Antioxydantien
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Abbildung EEg|l2Cg
cOoll|g ol
4.2.2-3 DT E|xw >
Mittelwert 43,44 19,87
Stabw 24,33 18,82
Kofidenz 23,84 3,45
Umfang 4,00 114,00
Einnahme 67,7 16,8] 68,5 45,6
Keine Einnahme 133,7 103,3 64,01 54,0 41,3] 38,4 37,3] 351 31,7 27,5 27,3 27,0
25,6 252| 252| 24,4 22,0 21,4 21,1 41,9| 20,8 20,71 203 20,2
16,7 19,7| 13,0f 194 19,4 22,8 19,7] 18,3 188 11,3] 21,3 18,8
18,7 18,1 22,2 18,7 17,6 17,8 17,9 107,8 17,5 12,2 20,4 17,6
17,5 18,0 22,1 16,4 17,3] 12,6/ 16,8 8,7| 28,1 16,3] 18,3 17,8
16,1 19,2 24,8/ 15,9 15,8/ 15,7 34,2| 15,3] 153 16,0 9,5| 14,6
14,1 14,1| 13,4 13,4 13,3] 13,7 149| 19,2 26,5 31,8 19,7| 16,3
30,0 19,3| 119 17,8 129| 24,1 129| 16,9 19,1] 159 11,7] 115
24,9 11,2 24,2 11,1 32,6| 11,6/ 155| 89,6| 11,0 9,3 20,1 13,2
10,9 38,6/ 32,3] 10,8 9,6 9,4

Abbildung 4.2.2-3: Vergleich der 8-isoprostanwerte von Frauen mit

Hormoneinnahme und den Werten von Frauen ohne Hormoneinnahme

118




@ 04
L [s5<
=Y 55
: 2 Q= <c@
Abbildung 4.2.3- UBJ o ¢ E o R
1 <a<[cds
Geomittel 24,92 18,37
Stabw 28,87 11,27
Konfidenz 10,00 2,95
Umfang 32,00 56,00
without perennial
AR 27,3 19,4 20,3 11,00 20,2 15,7 11,1 38,4 13,4 64,0 214 20,8
with perennial
AR 16,1 54,00 159| 27,5 67,7 133,7( 12,2 24,9| 12,6/ 31,8/ 19,7[ 30,0
18,8 21,1 14,1| 256 134 11,2 17,8 17,5 16,3] 20,7 158 19,7
18,3 18,7| 107,8 20,4 18,0 18,3 19,2 95 13,71 26,5 16,3 17,8
18,8 10,8| 10,9 94| 221 87| 24,8 193] 119 19,7] 113 21,3
24,1 19,1 159 32,6/ 155| 89,6 38,6/ 32,3
22,2 176| 179 176 28,1 17,8 68,5] 149 19,2 242 116] 20,1
22,8 16,4 34,2 16,00 456| 16,9 9,3 13,2

Abbildung 4.2.3-1: Vergleich der 8-Isoprostane von Patienten mit AE und

ganzjahriger AR und mit AE ohne ganzjahriger AR
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Abbildung 4.2.3- 81558

2 2e|28¢e

Geomittel 20,52 20,04

Stabw 20,20 17,55

Konfidenz 4,22 6,28

Umfang 88,00 30,00

AE 22,8 19,7 18,3 27,3 11,31 21,3 19,41 20,3 16,11 22,2 18,7 17,6

Healthy

\Volonteers 19,4 16,8 17,3 27,0 25,2 15,3 18,1 17,5 13,3 25,2 12,9 24,4
54,0 17,91 107,8 11,0 12,2] 20,4 17,6] 20,2 18,01 22,1 16,4 15,7
18,7 15,3 41,3] 103,3 35,1 31,7 14,1 11,5 41,9 16,8 12,9 11,7
12,6 11,1 38,4 8,7 28,1 15,9 18,3 17,8 13,4] 19,2 24,8 64,0
9,6 16,7 37,3 13,0 14,6 22,0
21,4 20,8 34,2 18,8 68,5| 21,1 16,0 9,5 14,11 45,6 25,6 13,4
11,2 17,8 17,5 13,7 14,9 19,2 26,5 31,8 19,7 16,3] 30,0 19,3
11,9 17,8 16,3] 24,1 20,7 16,9 19,1 15,9 15,8 19,7 24,9 18,8
24,2 27,5 32,6 11,6 15,5] 89,6 10,8 9.3 20,1 13,2 67,7 38,6
32,3 10,9 9,4] 133,7

Abbildung 4.2.3-2: 8-Isoprostanwerte bei Patienten mit AE im Vergleich zu

gesunden Kontrollen
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Abbildung

4.2.1-1

8-Iso 22,8 19,7 18,3| 27,3 11,3] 21,3] 19,4 20,3] 16,1 22,2| 18,7 17,6
scorad 57,7 34,01 54,2 46,9 12,6] 40,4 44,9 8,0l 47,4 695 46,7 26,4
54,0 17,9( 107,8] 11,00 12,2 204 17,6 20,2 18,0 22,1] 16,4 157
13,9 4,5 54,8] 19,4 358 694 38,4 87,9 19,71 54,2] 19,9 29,9
12,6 11,1 384 8,7] 281 159| 183 17,8 13,4 19,2 24,8] 64,0
0,0 12,6 44,6] 55,3 37,0 255 57,0f 28,0 27,3 0,0l 27,5 65,2
21,4 20,8 34,2 18,8 68,5 21,1 16,0 9,5 14,1 456] 25,6 134
17,6 61,0/ 149| 84,5 68,1 47,1 16,7] 20,8 43,0 62,0 485| 52,2
11,2 17,8 17,5 13,7 149] 19,2 26,5 31,8 19,7 16,3] 30,0f 193
16,0 28,7| 83,9 9,4 27,00 451] 33,0 14,9| 46,5 39,4 63,6/ 39,4
11,9 17,8 16,3] 24,1 20,71 16,9] 19,2 159 158 19,7] 24,9 18,8
101,3 59,5/ 20,6/ 23,0 61,2 62,7f 57,6] 154 54,7] 92,6/ 509| 35,0
24,2 275 326| 11,6 155 89,6 10,8 93] 20,1 13,2] 67,7[ 38,6
77,1 455 76,2 59,6/ 482 90,2| 49,0/ 66,1 34,71 70,4 66,4 40,3

32,3 10,9 9,4| 133,7

45,4 18,3 42,91 29,3

Abbildung 4.2.3-3: Korrelation der H6he der 8-Isoprostanwerte mit der Hohe

der SCORAD-Werte.

=go|E¢
Abbildung 4.2.3-| E £ @15 < 3
4 L2c|22¢c
Mittelwert 20,76] 20,37
Stabw 20,31 20,32
Kofidenz 6,73 5,47
Umfang 35,00 53,00
AE mit Asthma 22.8] _ 18.3] 18,7] 107.8] 12.2] 204] 18,0] 22.1] 16,4] 8,7] 18.3] 192
AE ohne Asthma 19,7 273 11,3| 21,3| 194 203| 16,1 222| 176/ 540 179 11,0
248] 342] 16,0] 95| 456] 13,7 26,5 16,3] 193] 119 17.8] 24.1
17,6 20,2 15,7 12,6 11,1 38,4 28,1 15,9 17,8 13,4 64,0 21,4
16,9] 19,1] 159] 249 32,6] 155 89,6] 9,3] 13,2] 386] 32,3
20,8 18,8 68,5 21,1 14,1 25,6 13,4 11,2 17,8 17,5 14,9 19,2
31,8 19,7 30,0 16,3 20,7 158 19,7| 188| 242 275 116 108
20.1] 67,7 10,9] 94| 1337

Abbildung 4.2.3-4: Vergleich der 8-isoprostanwerte von Patienten mit AE und

Asthma und von Patienten mit AE ohne Asthma
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Abbildung EQS|°3¥
4.2.3°5 S < T
Mittelwert 21,33 19,64
Stabw 18,84 21,89
Kofidenz 5,39 6,70
Umfang 47,00 41,00
AE mit saisonaler
AR 22,8 19,71 18,3| 11,3| 21,3 22,2 18,7 17,6 17,9 107,8] 20,4 17,6
AE ohne
saisonaler AR 133,7 67,7| 64,00 54,0 384 275 27,3] 256 21,4 21,1 20,8 20,7
18,0 16,4 12,6] 28,1 18,3] 17,8 19,2| 34,2 685| 16,0 9,5 45,6
20,3 20,2 19,7 19,4 18,8 18,8 17,8 17,5 12,2 22,1 8,7 16,3
13,7 149| 19,2 265/ 31,8/ 19,7l 16,3] 30,0/ 17,8 24,1 16,9] 19,1
16,1 24,8 15,9| 15,8/ 15,7 14,1 13,4 13,4 19,3 11,9 249 11,2
15,9 242 32,6] 11,6| 155/ 89,6 9,3 20,1 13,2| 38,6/ 32,3
11,1 11,0/ 10,9 10,8 9,4

Abbildung 4.2.3-5: Vergleich der 8-isoprostanwerte von Patienten mit AE und

saisonaler AR und von Patienten mit AE ohne saisonaler AR
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Abbildung W= 5|w s
4.3-1 = E E IS
Mittelwert 1483,39| 258,26
Stabw 6075,56] 6315,00
Kofidenz 2012,80| 1700,14
Umfang 35,00 53,00
IgE Werte bei AE
mit Asthma 3603,0 3691,0 887,0| 35316,0] 2628,0] 2494,0 732,0 119,0 600,0 201,0f 2909,0 561,0
IgE Werte bei AE
ohne Asthma 26,7 1749,0 90,8 51,1 832,0 121,0 232,0f 3594,0| 2358,0 191,0 12,8| 1567,0
126,0 309,0] 3732,0] 6563,0] 4526,0 472,0 444,0 340,0] 2360,0f 6120,0f 1061,0| 3163,0
58,9 149,0 355,0] 1647,0f 6075,0 49,6 480,0f 3012,0 990,0] 1182,0 643,0 54,3
3004,0 1303,0| 11480,0 439,0] 2362,0] 4846,0] 3823,0 58,7] 7178,0] 1227,0] 3167,0
83,6 527,0 73,5 27,9 234,0 234,0 298,0| 2366,0 2727,0 1,0 152,0f 8350,0
6207,0 56,9 1,0/ 230,0/ 5000] 3250 5230 5840 1,0 47,8 981,0| 45268,0
49,0 90,5 165,0] 1747,0 34,8

Abbildung 4.3-1. Vergleich der IgE — Werte von Patienten mit AE und Asthma
und ohne Asthma
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Abbildung =ak|e o3
4.3-2 2EEPS < S
Mittelwert 1074,47| 224,08
Stabw 8240,83| 1525,30
Kofidenz 2355,97| 466,89
Umfang 47,00 41,00
IgE Werte bel AE
mit saisonaler AR 3603,0 6075,0| 3691,0] 480,0] 3012,0f 1182,0f 887,0] 643,0 83,6 35316,0| 2494,0 73,5
IgE Werte bei AE
ohne saisonaler AR 26,7 1749,0 90,8 51,1| 832,0] 121,0f 232,0] 3594,0| 2358,0] 191,0 12,8| 1567,0
732,0 600,0 27,9] 234,01 2909,0f 298,0] 561,0] 309,0f 8350,0] 3732,0] 6563,0| 4526,0
58,9 149,0| 355,0] 1647,0 49,6] 990,0 54,3 527,0] 2628,0] 119,0] 201,0f 234,0
230,0 500,0] 444,0f 3250/ 523,0] 340,0f 584,0] 1061,0 3163,0] 3004,0] 1303,0( 11480,0
126,0 2727,0 1,0 152,0] 6207,0 56,9 1,0| 2360,0f] 6120,0f 439,0 1,0 981,0
47,8 2362,0[ 45268,0] 4846,0] 3823,0 58,7 90,5| 7178,0f 1227,0] 3167,0
49,0 165,0f 1747,0 34,8

Abbildung 4.3-2: Vergleich der IgE-Werte von Patienten mit AE und saisonaler

AR und ohne saisonaler AR
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Abbildung 2 ™| c . 10
4.3-3 E<E)S < E
Mittelwert 1067,90f 342,20
Stabw 6329,40| 6218,21
Kofidenz 2192,99] 1628,62
Umfang 32,00 56,00
IgE Werte bei AE
mit ganzjahriger AR 26,7 1749,0 51,1] 121,0) 3691,0f 887,0|35316,0] 2628,0f 2494,0] 7320 27,9] 2909,0
IgE Werte bei AE
ohne ganzjahriger
AR 90,8 832,0] 232,0] 3594,0|] 2358,0] 191,0 12,8| 1567,0 58,9 149,01 355,0f 1647,0
2366,0 561,0)] 2727,0] 6563,0) 472,01 444,0f 3250] 5230 340,0f 584,00 1061,0f 3163,0
3603,0 6075,0 49,6 480,0( 3012,0 990,0f 1182,0 643,0 54,3 83,6 527,0 73,5
1303,0) 11480,0f 439,0] 2362,0] 4846,0f 3823,0] 1227,0] 3167,0
119,0 600,0] 201,0f 234,0] 234,0f 298,0] 126,0 1,0 152,0f 309,0] 8350,0f 3732,0
4526,0 6207,0 56,9 1,0 230,00 500,0] 2360,0] 6120,0] 3004,0 1,0 47,8 981,0
45268,0 49,0 58,7 90,5 7178,0) 165,0f 1747,0 34,8

Abbildung 4.3-3: Vergleich der IgE — Werte von Patienten mit AE und

ganzjadhriger AR und ohne ganzjahrige AR
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Abbildung = —b|cEo
wsifecel
4.3-4 DS Sru<c &
Mittelwert 556,3 456,23
Stabw 7628,87| 2208,06
Kofidenz 1998,09| 765,04
Umfang 56,00 32,00
IgE Werte bel
Einnahme von
Antihistaminika 1749,0 90,8 51,1 832,0f 121,0] 232,0] 3594,0] 2358,0 12,8| 1567,0) 355,0f 3603,0
IgE Werte bei keiner
Einnahme von
[Antihistaminika 26,7 191,0
49,6 480,0] 3012,0] 1182,0/ 887,00 83,6| 35316,0] 2494,0 73,5] 119,0] 600,0 27,9
58,9 149,0 1647,0 6075,0f 3691,0] 990,0
201,0 234,0[ 234,0] 2909,0] 298,0] 2366,0] 126,0 1,0] 8350,0] 3732,0] 6563,0] 4526,0
643,0 54,3 527,0] 2628,0 732,0 561,0f 2727,0] 152,0
472,0 230,0 500,0f 325,0] 5230 340,0f 584,0] 2360,0] 1061,0] 3163,0] 3004,0f 1303,0
309,0 6207,0 56,9 1,0 444,0[ 6120,0
11480,0 1,0 981,0] 2362,0| 45268,0 49,0 58,7| 3167,0
439,0 47,8] 4846,0| 3823,0 90,5| 7178,0| 165,0] 1227,0| 1747,0
34,8

Abbildung 4.3-4: Vergleich der IgE — Werte der Patienten

Antihistaminika und ohne Einnahme von Antihistaminika
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Abbildung
4.3-5

8-1sos/Krea x

1000/88,4 (ng/mmol) 133,7 64,0 54,0 38,4 27,5 27,3 25,6 21,1 20,8 20,7 20,3 20,2
Total IGE 26,7 90,8 51,1 832,0 121,0 232,0] 3594,0 191,0 12,8| 1567,0 58,9 149,0
19,7 19,4 22,8 19,7 18,3 18,8 21,3 18,8 18,7 17,6 17,8 17,9
355,0 1647,0] 3603,0] 6075,0] 3691,0 49,6| 3012,0 990,0 887,0 643,0 54,3 83,6
12,2 20,4 17,6 16,4 28,1 16,3 17,8 15,8 15,7 34,2 14,1 13,4
2628,0 2494,0 73,5 600,0 234,0 234,0 298,0 1,0 152,0 309,0|] 6207,0 56,9
13,4 13,7 14,9 19,2 26,5 31,8 19,7 16,3 30,0 19,3 11,9 17,8
1,0 472,0 230,0 500,0 444,0 325,0 523,0 340,0 584,0] 2360,0] 6120,0] 1061,0
16,9 19,1 15,9 24,9 24,2 11,1 32,6 15,5 89,6 9,3 20,1 13,2
3004,0 1303,0| 11480,0 439,0 47,8 981,0] 2362,0] 4846,0| 3823,0 58,7 90,5 7178,0
38,6 10,8 9,4
1227,0 1747,0 34,8
Abbildung 4.3-5: Korrelation der 8-Isoprostanwerte mit den IgE — Werten der
Patienten
Abbildung
4.3-6
SCORAD 29,3 65,2 13,9 44,6 45,5 46,9 48,5 47,1 61,0 61,2 8,0 87,9
Total-IgE 26,7 90,8 51,1 832,0 121,0 232,0] 3594,0 191,0 12,8] 1567,0 58,9 149,0
92,6 44,9 57,7 34,0 54,2 84,5 40,4 35,0 46,7 26,4 28,7 4,5
355,0 1647,0] 3603,0] 6075,0] 3691,0 49,6 3012,0 990,0 887,0 643,0 54,3 83,6
35,8 69,4 38,4 19,9 37,0 20,6 28,0 54,7 29,9 14,9 43,0 27,3
2628,0 2494,0 73,5 600,0 234,0 234,0 298,0 1,0 152,0 309,0|] 6207,0 56,9
52,2 9,4 27,0 45,1 33,0 14,9 46,5 39,4 63,6 39,4 101,3 59,5]
1,0 472,0 230,0 500,0 4440 325,0 523,0 340,0 584,0] 2360,0] 6120,0| 1061,0
62,7 57,6 15,4 50,9 77,1 12,6 76,2 48,2 90,2 66,1 34,7 70,4
3004,0 1303,0] 11480,0 439,0 47,8 981,0] 2362,0] 4846,0] 3823,0 58,7 90,5| 7178,0
40,3 49,0 42,9
1227,0 1747,0 34,8

Abbildung 4.3-6: Korrelation des SCORAD des AE mit den IgE — Werten der

Patienten mit AE
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