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 Einleitung 1 

1 Einleitung  

 

1.1 Die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies 
 

Vor etwa drei Milliarden Jahren ereignete sich auf der Erde die wohl größte 

Umweltkatastrophe aller Zeiten: In der bis dahin anaeroben Welt entwickelten 

gewisse Bakterien die Photosynthese, in deren Verlauf durch Wasserspaltung 

elementarer Sauerstoff entstand. Dieser Sauerstoff jedoch bedeutete für den 

Rest der Lebewesen eine tödliche Herausforderung, als extrem aggressive 

Substanz griff er in den Stoffwechsel und die Aufbausubstanzen aller übrigen 

Bakterien ein und rottete den größten Teil der damaligen Lebewesen aus 

[Halliwell 1994a]. Einige wenige schafften es, den Sauerstoff nicht nur zu 

tolerieren, sondern auch das ungeheure Potential zu nutzen, das der Sauerstoff 

in energetischer Sicht bot. Durch Oxidation der Nährstoffe konnte viel mehr 

Energie gewonnen werden, als durch die bisher praktizierten Gärungsformen.  

Die Bakterien sowie die später auftauchenden Eukaryonten lernten, mit dem 

Sauerstoff zu leben und ihn zu nutzen. Doch auch nach der drei Milliarden 

Jahre dauernden Evolution des aeroben Lebens gibt es nach wie vor Gefahren 

durch den Sauerstoff, insbesondere durch die so genannten reaktiven 

Sauerstoffspezies (ROS), die schon vor 60 Jahren als für aerobe Organismen 

schädlich erkannt wurden [Gerschman et al., 1954; Michaelis and Wollmann 

1950].  

Seither entwickelt sich großes Interesse in Biologie, Pathophysiologie und 

Medizin an den freien Radikalen und am oxidativen Stress, der als Störung des 

Gleichgewichts zwischen prooxidativen und antioxidativen Systemen im 

Organismus definiert wird [Sies and Cadenas 1985]. 

Tabelle 1-1 gibt einen Überblick über die wichtigsten reaktiven 

Sauerstoffspezies, die durch verschiedene Mechanismen erzeugt werden 

können. 
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Exogen durch: 

 ionisierende Strahlung, insbesondere durch UV-Licht [Tyrrell 1991]. 

 bestimmte Chemikalien (wie z. B. Ozon, Lösungsmittel etc.) [von 

Sonntag 1984]. 

Endogen durch: 

 die mitochondriale Atmungskette, bei der etwa 1 bis 3 % des 

verbrauchten Sauerstoffs in Superoxidradikale bzw. in 

Wasserstoffperoxid als Nebenprodukte umgewandelt werden [Halliwell 

1994b]. Diese Superoxidradikale werden ständig freigesetzt. Insgesamt 

werden so pro Tag immerhin ca. 380 mmol dieser reaktiven 

Sauerstoffspezies erzeugt [Gutteridge and Quinlan 1985]. 

 den Abbau von Purinen durch die Xanthinoxidase [Harrison 2002; Siems 

et al., 1986], die Hypoxanthin in Harnsäure umwandelt und dabei das 

Superoxidradikal produziert: 

•
−+ ++ →++ 222 4422 OHHarnsäureXODOOHnHypoxanthi  

 die Aktivität der neutrophilen Granulozyten, insbesondere beim so 

genannten „respiratory burst“. In der Membran dieser Zellen befindet sich 

eine NADPH-Oxidase, die direkt Superoxidanionen und andere reaktive 

Sauerstoffspezies erzeugt. Diese helfen dabei, Bakterien und andere 

Eindringlinge unschädlich zu machen. Die NADPH-Oxidase scheint auch 

bei vielen anderen aktivierten Zellen zur Produktion von O •
−
2  

beizutragen, so dass allgemein eine Entzündungsreaktion mit oxidativem 

Stress verbunden ist [Babior 1978; Chance et al., 1979; Siems 1998]. 

 den Metabolismus der Katecholamine, da beim Abbau des Adrenalins 

sowie des Noradrenalins sowohl über die Monoaminooxidase als auch 

über den Weg der Autooxidation freie Radikale entstehen [Misra and 

Fridovich 1972]. 
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 die Enzyme Cyclooxygenase und Lipoxygenase, die im Metabolismus 

der Arachidonsäure vorkommen [Kontos 1987]. 

 Autoxidation von Fe2+-haltigen Verbindungen, z. B. Hämoglobin zu 

Methämoglobin unter Bildung von O •
−
2  [Siems 1998]. 

 

Tabelle 1-1: Die wichtigsten reaktiven Spezies [Pryor 1986]. 

Hydroxylradikal OH •  

Superoxidanion O •
−
2  

Wasserstoffperoxid H 2 O 2  

Perhydroxylradikal HO •
2  

Alkoxylradikal LO •  

Peroxylradikal LOO •  

Lipidhydroperoxid LOOH 

Lipidradikal L •  

Hypochlorit − OCl 

Nitrosylradikal NO •  

Peroxynitritradikal ONOO •  
 

 

1.2 Schutzmechanismen gegen oxidativen Stress 
 

Die Evolution rüstete die Organismen gegen solche schädlichen Angriffe von 

Radikalen mit verschiedenen Schutzmechanismen aus, um die Entstehung der 

Sauerstoffspezies zu verhindern, ihre Zwischenprodukte abzubauen oder die 

angerichteten Schäden zu reparieren.  
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1.2.1 Enzymatische Antioxidantien  

 

Superoxiddismutase (SOD)  

Die Funktion der Superoxiddismutase, die die Dismutation des Superoxidanions 

zum Wasserstoffperoxid und Sauerstoff katalysiert, wurde zum ersten Mal 1969 

beschrieben [McCord and Fridovich 1969]. 

O •
−
2  + O •

−
2  + 2 H +   →SOD  H 2 O 2  + O 2  

Es gibt drei verschiedenen Isoformen von SOD: CuZnSOD im Cytosol der 

Eukaryonten, MnSOD in Mitochondrien der Eukaryonten sowie in Prokaryonten 

und FeSOD nur in Prokaryonten. 

 

Katalase  

Durch dieses Enzym wird das im Stoffwechsel oder durch die SOD entstandene 

toxische Wasserstoffperoxid zu Wasser und Sauerstoff abgebaut [Chance et 

al., 1979].  

2 H 2 O 2  →  2 H 2 O + O 2  

Das Enzym befindet sich mit der höchsten Aktivität in den Peroxisomen, ist aber 

auch im Cytosol als sehr aktives Enzym vorhanden. 

 

Glutathionperoxidase (GSH-Px) 

Glutathionperoxidase befindet sich im Cytoplasma und in den Mitochondrien 

aller Zellen. Es enthält ein Selenatom in Form von Selenocystein im 

katalytischen Zentrum. Das Enzym katalysiert die Reduktion von 

Lipidhydroperoxiden und Wasserstoffperoxid unter Verwendung von Glutathion 

(GSH) als Reduktionsmittel. 
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LOOH + 2 GSH  → −PxGSH  LOH + GSSG + H 2 O 

bzw. 

H 2 O 2  + 2GSH  → −PxGSH  GSSG + 2H 2 O 

 

Dabei wird das gebildete Glutathiondisulfid (GSSG) unter Verbrauch von 

Coenzym NADPH/H +  aus dem Pentosephosphatweg durch das Enzym 

Glutathionreduktase (GSSG-R) zu Glutathion regeneriert. 

GSSG + NADPH + H +   → −RGSSG  2 GSH + NADP +  

 

1.2.2 Nicht-enzymatische Antioxidantien 

 

Vitamin E (α-Tocopherol) 

Vitamin E ist eines der wichtigsten lipidlöslichen Antioxidantien, das vorwiegend 

in der Zellmembran wirkt und die durch Lipidperoxidation entstandenen Peroxyl- 

und Alkoxyl-Radikale abfängt. Dadurch trägt dieses Vitamin zum Abbruch 

radikalischer Kettenreaktionen bei. 

 

Vitamin C (Ascorbinsäure) 

Vitamin C gehört wie Vitamin E zu den wichtigsten Antioxidantien. Im 

Unterschied zu Vitamin E ist es wasserlöslich. Neben dem direkten Abfangen 

der Sauerstoffradikale ist eine seiner Hauptaufgaben die Regenerierung von 

anderen Antioxidantien wie Vitamin E oder Glutathion in ihre reduzierten, 

aktiven Formen [Kojo 2004]. Vitamin C wird dabei durch Enzyme 

(Semidehydroascorbatreduktase und Dehydroascorbatreduktase) wieder in 

seine reduzierte Form überführt. 
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Vitamin C spielt auch als Kofaktor für mehrere enzymatische Reaktionen eine 

große Rolle.  

 

Glutathion (GSH) 

Das Tripeptid Glutathion befindet sich in praktisch allen lebenden Zellen in 

Konzentrationen von 0,5 bis 10 mM, dabei in der Leber in der höchsten, im 

Muskel in der geringsten Konzentration [Jocelyn 1972]. Der größte Teil des 

intrazellulären Glutathion liegt in der reduzierten Form (GSH) vor und ist mit 

seiner reaktiven Sulfhydrylgruppe der Cysteinyl-Seitenkette eines der 

wichtigsten Antioxidantien im menschlichen Körper. Dabei übernimmt es 

einerseits als direktes Antioxidans, andererseits als Cosubstrat der GSH-

Peroxidase wichtige Funktionen bei verschiedenen Entgiftungsmechanismen.  

Die Biosynthese von Glutathion wurde 1953 zum ersten Mal beschrieben 

[Snoke et al., 1953]. Glutathion wird durch zwei Enzyme, γ-Glutamylcystein –

Synthetase und Glutathion-Synthetase, aus den drei Aminosäuren 

Glutaminsäure, Cystein und Glycin unter Verbrauch von ATP und mit 

Magnesium als Cofaktor synthetisiert.  

 

Glu + Cys + ATP  →
+++− MgGCSγ  γ-Glu-Cys + ADP + Pi 

γ-Glu-Cys + Gly + ATP  →
+++− MgSGSH  γ-Glu-Cys-Gly+ ADP + Pi 
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1.3 Pathophysiologische Wirkungen der Sauerstoff-
radikale im Organismus 

 

Bei einem Überwiegen der Bildung gegenüber dem Abbau von ROS kommt es 

zu oxidativem Stress, bei dem die reaktiven Sauerstoffspezies im Organismus 

verschiedene Angriffsmöglichkeiten haben. Am besten untersucht ist hierbei die 

Reaktion der Sauerstoffradikale mit den mehrfach ungesättigten Fettsäuren 

(PUFA), z. B. in den Membranlipiden oder in Lipoproteinen.  

Abb. 1-1 zeigt die durch Angriff eines initialen Radikals I• auf eine solche 

ungesättigte Fettsäure entstehende Kettenreaktion, in deren Verlauf eine Reihe 

weiterer Radikale, wie Alkyl- und Peroxyl-Radikale, auftreten. Der gesamte 

Prozess wird Lipidperoxidation genannt. Die Hydroperoxide von langkettigen 

Fettsäuren zerfallen in kleinere Moleküle, darunter hauptsächlich 

Malondialdehyd (MDA) und 4-Hydroxynonenal (HNE) [Esterbauer et al., 1991], 

die selbst wiederum viele schädliche Reaktionen in der Zelle ausführen [Draper 

et al., 1986]. Diese Moleküle werden häufig als Indikatoren für das Ausmaß an 

oxidativem Stress im Organismus gewertet. Allerdings kann MDA auch aus 

dem Arachidonsäure-Stoffwechsel durch Cyclooxygenase gebildet werden 

[Smith 1989]. 

Durch die Lipidperoxidation können große Membranbereiche erfasst und die 

Zellen dadurch nachhaltig geschädigt werden, da die Permeabilität der 

Membran erhöht, ihre Fluidität aber erniedrigt wird [Chance et al., 1979]. 

Lipidperoxidation findet sich aber auch bei den Low Density Lipoproteinen (LDL) 

im Plasma, wodurch diese modifiziert werden. Makrophagen nehmen das 

modifizierte bzw. oxidierte LDL ungebremst auf und entwickeln sich zu 

sogenannten Schaumzellen, die sich als ein wichtiger Bestandteil der 

arteriosklerotischen Plaque herausgestellt haben. Daher spielen die 

Oxidationsprodukte von LDL eine große Rolle bei der Pathogenese der 

Atherosklerose [Heinle 1999]. 
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Mehrfach ungesättigte 
Fettsäure

Lipid-Radikal

Konjugiertes Dien

Peroxyl-Radikal

Lipid-Hydroperoxid

  

Abb. 1-1: Schema der Lipidperoxidation. I· ist das die Radikalreaktion 
initiierende Radikal, LH ist eine weitere Fettsäure, die durch die 
Reaktion mit dem Peroxyl-Radikal selbst wieder zu einem Radikal 
(L·) wird, das die Kettenreaktion weiter antreibt [Peltola 1995]. 

 

Auch Proteine werden durch Sauerstoffradikale angegriffen und geschädigt. Die 

reaktiven Sauerstoffspezies können zur Oxidation der Seitenkette der 

Aminosäuren, zur intra- und intermolekularen Vernetzung der 

Aminosäureketten oder sogar durch Oxidation des Proteinrückgrats zur Protein-

Fragmentierung führen [Berlett and Stadtman 1997]. Die Funktionen von 
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Proteinen bzw. Enzymen können durch diese oxidativen Veränderungen 

beeinträchtigt werden, dies kann dazu führen, dass sich die solcherart 

geschädigten Proteine zu einem Aggregat zusammenballen. Diese 

Proteinaggregate sind meistens unlöslich und können sehr stark in den 

zellulären Stoffwechsel eingreifen, Entzündungen hervorrufen und schließlich 

zum Zelltod führen. Morbus Alzheimer, Morbus Parkinson, Morbus Huntington 

sowie Amyotrophe Lateralsklerose sind neurodegenerative Erkrankungen, die 

durch Kumulation von solchen oxidativ modifizierten Proteinen entstehen 

[Ullrich and Grune 2004]. 

Ebenfalls schwere Schädigungen können DNA-Moleküle durch freie Radikale, 

insbesondere durch Hydroxylradikale, erfahren. Es kommt zur Hydroxylierung 

der Basen und zur Oxidation der Desoxyribose, was zu Basenfehlpaarungen 

und DNA-Strangbrüchen führen kann. Wenn diese Schäden nicht durch DNA-

Reparaturenzyme beseitigt werden, kann es zu Mutationen kommen. Mehrere 

Studien konnten den Einfluss von oxidativem Stress auf das genetische 

Material und einen dadurch beschleunigten Alterungsprozess zeigen. Durch die 

Kumulation solcher DNA-Schädigungen kann auch die Entstehung von Krebs 

begünstigt werden [Ames and Saul 1986; Halliwell and Whiteman 2004]. 

 

1.4 Die Bedeutung von oxidativem Stress für 
Präeklampsie 

 

1.4.1 Allgemeine Beschreibung der Präeklampsie 

 

Präeklampsie ist eine der häufigsten schwerwiegenden Schwangerschafts-

Komplikationen, deren Pathogenese nach wie vor weitgehend unklar ist. Sie tritt 

weltweit auf, besonders dramatisch ist ihre Rolle in der dritten Welt: Dort stellt 

sie die dritthäufigste Ursache der mütterlichen Morbidität [Rosenfield and 
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Fatalla 1990]. Aber auch in Deutschland gehen ca. 5 % der Schwangerschaften 

mit Präeklampsie einher. 

Die Präeklampsie ist eine Multisystem-Erkrankung, die zu Funktionsstörungen 

mehrerer Organe führen kann und sich daher in vielfältigen Symptomen äußert. 

Das Krankheitsbild und der Verlauf dieser Krankheit sind sehr variabel. Die 

perinatale Morbidität liegt bei 20-25%, hervorgerufen durch eine erhöhte 

Frühgeburtenrate, eine vorzeitige Plazentaablösung sowie eine intrauterine 

Wachstumsretardierung [Ounsted 1988; Visser et al., 1986]. 

Präeklampsie ist im Rahmen der Schwangerschaftshypertonie zu sehen, die 

immerhin bei 20 bis 50 % aller Schwangerschaften zu finden ist [Grospietsch 

2000; Walker 2000]. Diese hypertensive Erkrankung kommt in verschiedenen 

Formen vor, ihre Differenzierung ist für die Diagnose der Krankheit natürlich 

sehr wichtig. Entscheidend dabei ist das Vorkommen weiterer Symptome, wie 

z. B. der Proteinurie [Heilmann and Rath 2002].  

Es werden unterschieden: 

 Präeklampsie (=Gestose, proteinurische Gestationshypertonie, 

preeclampsia): Hier liegt die Hypertonie zusammen mit einer Proteinurie 

vor (5-6 % aller Schwangerschaften). Definitionsgemäß darf die 

Hypertonie nicht vor der 20. SSW auftreten. Aus der Präeklampsie 

können sich zwei schwere Verlaufsformen entwickeln, zum einen die 

Eklampsie, bei der tonisch-klonische Krampfanfälle auftreten, die an 

epileptische Anfälle erinnern, außerdem Zyanose, Apnoe und 

Bewusstlosigkeit, zum anderen das sogenannte HELLP-Syndrom, bei 

dem Schädigungen der Erythrozyten und der Leber sowie eine 

Erniedrigung der Thrombozyten-Zahl auftreten.  

  (Einfache) schwangerschaftsinduzierte Hypertonie (SIH): In diesen 

Fällen ist die Hypertonie nicht mit einer Proteinurie kombiniert (6-7% aller 

Schwangerschaften). Für die Diagnose ist auch hier wichtig, dass die 
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Hypertonie nicht vor der 20. Schwangerschaftswoche (SSW) besteht und 

auch nicht länger als sechs Wochen nach der Geburt anhält.  

 Chronisch vorbestehende Hypertonie: Hier steht die Hypertonie nicht 

primär im Zusammenhang mit der Schwangerschaft, sondern besteht 

bereits vor dem Eintritt der Schwangerschaft, mindestens vor der 20. 

SSW, und dauert über die Schwangerschaft hinaus an (3-5 % aller 

Schwangerschaften).  

 Wenn zu einer chronischen Hypertonie noch eine Hypertonie durch 

Präeklampsie dazukommt, spricht man von einer Propfpräeklampsie (bei 

25 % aller Schwangerschaften mit chronischer Hypertonie). 

 Sonstige hypertensive Komplikationen: Durch andere Erkrankungen 

erzeugte Hypertonie wie z. B bei Hyperthyreose.  

Die Blutdruckwerte liegen bei den leichten Formen zwischen 140/90 mmHg 

und 160/110 mmHg, bei den schweren Formen über 160/110 mmHg. 

 

1.4.2 Oxidativer Stress in der Pathogenese der Präeklampsie 

 

Ursache und Entstehung der Präeklampsie sind bis heute immer noch nicht 

klar. Seit langer Zeit schon wurde vermutet, dass die Plazenta eine zentrale 

Schlüsselstellung für die Pathogenese und Pathophysiologie der Präeklampsie 

einnimmt [Brosens et al., 1972].  

Dabei haben die Trophoblasten eine wichtige Funktion, deren endovaskuläre 

Invasion in die Spiralarterien bei der Präeklampsie mangelhaft erfolgt. Diese 

Prozesse sind mit einer gesteigerten Produktion von vasokonstriktorischen 

Substanzen und Cytokinen durch die Trophoblastzellen verbunden. Die Folge 

ist einerseits eine Minderdurchblutung der Plazenta mit entsprechender 

Hypoxie, andererseits wird durch die Freisetzung von Cytokinen im mütterlichen 

Organismus eine Inflammationsreaktion induziert, die mit der Ausbildung von 
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oxidativem Stress verbunden ist [Benyo et al., 1997; Many et al., 2000; Wang 

and Walsh 1996]. 

Die durch den oxidativen Stress erzeugten freien Radikale können die 

Funktionen des vaskulären Endothels beeinträchtigen, die vor allem in der 

Regulation des arteriellen Blutdrucks und der lokalen Organdurchblutung 

bestehen. Reaktive Spezies können in diese Mechanismen durch Verstärkung 

der Vasokonstriktion eingreifen, indem sie einerseits den endothelialen 

Vasodilatator NO inaktivieren oder direkt die arterielle glatte Muskulatur 

stimulieren [Davidge 1998; Heinle 1999]. Die in der Präeklampsie beobachtete 

periphere Vasokonstriktion mit Anstieg des arteriellen Blutdrucks und die 

verschlechterte Perfusion der Plazenta und der mütterlichen Organe können 

daher zwanglos mit der Wirkung des oxidativen Stresses erklärt werden.  

Eine weitere Erklärungsmöglichkeit besteht darin, dass die durch die 

Sauerstoffradikale entstehenden Lipidperoxide ihrerseits die Cyclooxygenase 

zur Produktion von Prostacyclinen und Thromboxanen stimulieren [Walsh et al., 

1993], während andererseits die PGI2-Synthetase durch Lipidperoxide gehemmt 

wird [Warso and Lands 1983]. Dadurch wird insgesamt das Gleichgewicht 

zwischen PGI2 und TXA2 zu Gunsten des Vasokonstriktors TXA2 gestört, 

wodurch ebenso die maternale Hypertonie und die Zunahme der 

Thrombozytenaggregation erklärt werden können. Die erhöhte Aktivität der 

Cyclooxygenase führt selbst wieder zu vermehrter Produktion von freien 

Radikalen [Kukreja et al., 1986]. 

Ness & Roberts stellten 1996 ein Zwei-Stadien-Modell der Präeklampsie vor, 

das in Abb. 1-2 dargestellt wird. Hierbei wird für die Pathogenese der 

Präeklampsie einerseits von einer schlecht durchbluteten Plazenta 

ausgegangen, andererseits von verschiedenen mütterlichen Faktoren, die u. a. 

in genetischer Disposition, Ethnizität, Alter, Multigravidität, sozialen Umständen, 

Ernährung und Lebensweise bestehen. Die darin bedingten Konstellationen 

sollen zu oxidativem Stress führen, der dann in einem zweiten Stadium die 

Präeklampsie auslösen soll [Ness and Roberts 1996; Roberts and Hubel 

1999b]. 
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Abb. 1-2: Das Zwei-Stadien-Modell der Präeklampsie. Abbildung modifiziert 
nach Roberts [Roberts and Hubel 1999a]. 

 

Unabhängig davon, welches Modell zu Grunde gelegt wird, steht oxidativer 

Stress an zentraler Stelle in der Pathogenese der Präeklampsie. Seine 

Bedeutung für die Entstehung und den Verlauf dieser Erkrankung kann daher 

kaum überschätzt werden. In der vorliegenden Arbeit wird dies weiter bestätigt 

und unterstrichen. 
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1.5 Fragestellung 
 

In der vorliegenden Arbeit sollten weitere Untersuchungen zur Bedeutung von 

oxidativem Stress bei Präeklampsie durchgeführt werden. 

Dazu sollten zunächst unter Verwendung von Blutproben gesunder 

Probandinnen Indikatoren bzw. Marker charakterisiert werden, die geeignet 

sind, durch in-vitro-Inkubation mit Peroxiden erzeugten oxidativen Stress 

anzuzeigen.  

Als eine wichtige neue Methode sollte hier die Bestimmung der mittels 

Chemilumineszenz messbaren Radikalbildungsreaktion eingesetzt werden, an 

der verschiedene Parameter ausgewertet werden können. 

Zusätzlich sollte das Methodenspektrum aber auch durch die Bestimmungen 

des Thiol-Status, des Malondialdehydgehalts im Plasma und in der 

Erythrozytenmembran, des erythrozytären ATP-Gehalts, des Harnsäure- und 

Nitrit/Nitrat-Spiegels im Plasma sowie der Aktivierbarkeit von Blutleukozyten 

ergänzt werden, um Blutproben von gesunden und präeklamptischen 

Schwangeren zu untersuchen. 

Zuletzt sollte als möglicher Therapievorschlag untersucht werden, inwieweit 

eine Inkubation mit Vitamin C Einfluß auf diese Parameter hat. 
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2 Material  
 

2.1 Geräte 
 

Beckman Microfuge ETM, Beckman, Palo Alto, Californien 

Biolumat LB 9500 (1-Kanal), Berthold, Bad Wildbad 

Biolumat LB 9505 C (6-Kanal), Berthold, Bad Wildbad 

Digital PH-Meter Typ 643-1, Knick, Berlin 

Magnetrührer IKA-Werk, Janke & Kunkel, Staufen 

Metallblockthermostat DRI-Block ® DB-3D, Techne, England 

Rotilabo-Block-Heater H 250, Roth, Karlsruhe 

Spectrophotometer U 2000, Hitachi, Tokyo, Japan 

Ultraschallbad Sonorex 1RK100, Bandelin Electronic, Berlin 

Victor 1420 Multilabel Counter, Wallac, Turku, Finnland  

Vitatron, Refrigerated Centrifuge, Düsseldorf 

Vortex-Genie, Bender & Hobein, Zürich, Schweiz 

Zentrifuge Hettich EBA 3S, Hettich, Tuttlingen 

 

Verbrauchsmaterial: 

Biolumat-Meßröhrchen Typ 09777, Berthold, Wildbad 

ELISA-Test-Platte, 2x8-Strip, Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 

Küvetten, Sarstedt, Nümbrecht 

Monovetten zur Blutentnahme, Sarstedt, Nümbrecht 
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2.2 Chemikalien und Reagenzien 
 

AAPH (2,2’-Azobis(2-amidinopropan)-dihydrochlorid, Polysciences, Warrington, 

USA 

ATP Bioluminescence Assay Kit CLS II, Boehringer Mannheim, Roche 

Diagnostics, Mannheim 

n-Butanol, Merck, Darmstadt 

Calciumchlorid (CaCl2 x 2H2O), Roth, Karlsruhe 

Dimethylsulfoxid (DMSO), Merck, Darmstadt 

Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4 x 2H2O), Merck, Darmstadt 

DTNB (5.5’-Dithio-bis(2-nitrobenzoesäure), Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Glucose, Roth, Karlsruhe 

Glutathion reduziert, Sigma, Deisenhofen 

Hämoglobin Kit, Ecoline, DiaSys Diagnostic Systems GmbH, Holzheim 

HEPES (N-2-Hydroxyethylpiperazin-N´-2-ethansulfonsäure), Roth, Karlsruhe 

Kaliumborhydrid (KBH4), Merck, Darmstadt 

Kaliumchlorid (KCl), Roth, Karlsruhe 

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4), Merck, Darmstadt 

Kaliumhydrogencarbonat (KHCO3), Merck, Darmstadt 

Kaliumnitrat (KNO3), Fluka, Buchs, Schweiz 

Kaliumsuperoxid (KO2), Sigma, Deisenhofen 

Luminol (5-Amino-1,2,3,4-tetrahydrophthalazin-1,4-dion), Merck, Darmstadt 



 Material 17

Magnesiumsulfat (MgSO4 x 7 H2O), Roth, Karlsruhe 

Malondialdehyd, Sigma, Deisenhofen 

Natriumchlorid (NaCl), Merck, Darmstadt 

Natriumchloridtabletten 0,9 g (NaCl), Fresenius, Bad Homburg 

Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PO4 x H2O), Roth, Karlsruhe 

Natrium-Urat, Sigma, Deisenhofen 

Natriumhydroxid (NaOH), Merck, Darmstadt und Roth, Karlsruhe 

Nitrit/Nitrat, Farbtest, Roche, Mannheim 

Perchlorsäure (HClO4), Merck, Darmstadt 

o-Phosphorsäure (H3PO4) 85 %, Merck, Darmstadt 

Salzsäure (HCl) 25 %, Merck, Darmstadt 

2-Thiobarbitursäure, Sigma-Aldrich, Deisenhofen 

Trolox® (6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carbonsäure), Fluka, Buchs, 

Schweiz 

Vitamin C (Ascorbinsäure), Universitätsapotheke Tübingen 

Wasserstoffperoxid 30 % (H2O2), Sigma, Deisenhofen 

Xanthin (2,6-Dihydroxypurin), Sigma, Deisenhofen 

Xanthinoxidase, Sigma, Deisenhofen 
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2.3 Lösungen 

 

Puffer : 
 

Normal-Tyrode pH 7,4 für 1 Liter 

NaCl 6,896 g 118   mM 

KCl 0,373 g 5,0    mM 

MgSO4 x 7 H2O 0,293 g 1,19  mM 

NaH2PO4 x H2O 0,213 g 1,54  mM 

CaCl2 x 2 H2O 0,368 g 2,5    mM 

HEPES 2,383 g 10,0  mM 

Glucose 1,0     g   5,0  mM 

Die Lösung wurde mit NaOH auf pH 7,4 eingestellt. 

 

PBS-Puffer pH 7,4 für 1 Liter 

Na2HPO4 x 2 H2O 1,442 g 8,1    mM 

NaH2PO4 x H2O 0,102 g 0,74  mM 

NaCl 8,182 g 140   mM 

KCl 0,201 g 2,7    mM 

Die Lösung wurde mit HCl auf pH 7,4 eingestellt. 

 

Phosphat-Puffer pH 7,0 für 1 Liter 

KH2PO4  13,609 g 100   mM 

Die Lösung wurde mit KOH auf pH 7,0 eingestellt. 
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Phosphat-Puffer pH 7,0 für 1 Liter 

NaH2PO4 x H2O 13,799 g 100   mM 

Die Lösung wurde mit NaOH auf pH 7,0 eingestellt. 

 

Reagenzien: 
 

AAPH-Lösung: 

Mr (AAPH): 271,2; (1 M = 271,2 mg/ml) 

Eine 500 mM AAPH-Lösung wurde mit destilliertem Wasser hergestellt. Die 

Lösung wurde frisch vor jeder Messung hergestellt und anschließend im 

Dunkeln auf Eis aufbewahrt. 

 

ATP Bioluminescence Assay Kit CLS II: 

1) Luciferase/Luciferin-Reagenz, lyophilisiert: Das Enzym-Reagenz wurde mit 

10 ml bidest. H2O gelöst und im Kühlschrank im Dunkeln für 2-3 Stunden vor 

der Messung aufbewahrt. Zur Lagerung wurden Portionen zu 1 ml im Röhrchen 

bei -20 °C eingefroren. 

2) ATP Standard 10 mg, lyophilisiert (10 mg/ml entspricht einer 16.5 mM ATP-

Lösung): Der ATP-Flasche wurde bidestilliertes H2O zugesetzt, um eine 

Konzentration von 5 mg/ml zu erhalten. 

 

DTNB-Lösung (1,5 mM): 

Dem abgewogenen DTNB (5,95 mg/10 ml) wurde dest. H2O zugegeben und mit 

Hilfe des Ultraschallbades dispergiert, anschließend im heißen Wasserbad (ca. 

90°C) gelöst. 
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Hämoglobin Kit, Ecoline® (=Transformationslösung): 

K3[Fe(CN)6]  0,6  mM 

KCN   0,1  mM 

Phosphatpuffer pH 7,2 2,5  mM 

Detergens  

 

Harnsäure-Kit (UA Plus): 

1) Reagenzlösung: Phosphatpuffer (0,05 M, pH 7,8), TOOS (7 mM), 

Ascorbatoxidase ≥ 5 U/ml, Detergenz: 48 g/l 

2) Enzym/p-Aminophenazon (Startreagenz): Phosphatpuffer (0,1 M, pH 7,8), 

Kaliumhexacyanoferrat (II) 300 µM, 4-Aminophenazon: 5 mM, Peroxidase: 

≥ 1,0 U/ml, Uricase: ≥ 0,5 U/ml 

 

Luminol-Lösung (2 mg/ml): 

20 mg Luminol wurden in 10 ml DMSO im Dunkeln gelöst und in Aliquots von 

100 µl bei -20 °C aufbewahrt. 

 

Nitrit/Nitrat, Farbtest (Roche): 

Test-Kombination enthält: 

 1: 22 ml Lösung, zusammengesetzt aus Kaliumphosphat-Puffer pH 7,5 

und Stabilisatoren 

 2: Sieben Tabletten, jede enthält 0,5 mg NADPH und Stabilisatoren 

 3: mit je 4 U lyophilisierter Nitrat-Reduktase 
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 4: mit je 8 ml Farbreagenz I, zusammengesetzt aus Sulfanilamid und 

Stabilisatoren 

 5: mit je 8 ml Farbreagenz II, zusammengesetzt aus N-(1-Naphthyl)-

ethylendiamin-dihydrochlorid und Stabilisatoren 

Reaktionsgemisch 2: Eine Tablette aus Flasche 2 wurde in 3 ml 

Kaliumphosphatpuffer aus Flasche 1 gelöst. 

 

Opsonisiertes Zymosan: 

Die Aktivierung der Phagozyten erfolgte mit opsonisiertem Zymosan (OZ). 

Dabei wurden 200 mg Zymosan in 20 ml NaCl-Lösung (0,9 %) suspendiert und 

über Nacht gerührt. Die Suspension wurde 10 Minuten lang zentrifugiert, der 

Überstand entfernt. Zum Niederschlag wurden 5 ml frisches Citratplasma 

gegeben, das Gemisch wurde für 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Anschließend 

wurde die Suspension zentrifugiert, der Überstand verworfen. Der Niederschlag 

wurde mit NaCl-Lösung (0,9 %) dreimal gewaschen, danach in 4 ml NaCl-

Lösung (0,9 %) resuspendiert und homogenisiert. Die Suspension wurde in 

Aliquots zu 200 µl bei -20 °C aufbewahrt. 

 

Trolox ® -Stammlösungen: 

Eine 100 mM (25,8 mg/ml) Trolox-Lösung wurde mit Methanol als 

Lösungsmittel hergestellt. Für die weiteren Verdünnungen aus der Trolox-

Stammlösung wurde dest. Wasser verwendet. 

 

Xanthinlösung 2,4 mM: 

Es wurde 36,5 mg Xanthin in 1 ml 1 M-NaOH gelöst und anschließend mit dest. 

H2O 1:100 verdünnt. Die Lösung wurde im Dunkeln aufbewahrt. 
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2.4 Blutproben der Patientinnen 

 

Die Blutproben von gesunden und präeklamptischen Schwangeren wurden in 

der Universitäts-Frauenklinik Tübingen abgenommen und im Institut für 

Physiologie untersucht. Insgesamt wurden 86 Probandinnen für die Studie 

herangezogen, davon 49 mit normaler Schwangerschaft und 37 mit 

Präeklampsie.  

In der Gruppe der normalen Schwangeren hatten vier Patientinnen Asthma, 

eine Patientin Sneddon-Syndrom, eine Skoliose, eine Diabetes Mellitus und 

eine Adipositas, in der Gruppe der präeklamptischen Schwangeren hatten zwei 

Patientinnen Asthma, eine Patientin HELLP-Syndrom und zehn weitere 

Adipositas, die alle in die Studie eingeschlossen wurden. 11 Patientinnen mit 

Präeklampsie waren schon vor der stationären Aufnahme bzw. vor der 

Blutentnahme unter antihypertensiver Behandlung (drei dieser Patientinnen 

hatten Diabettes mellitus). Über 50 der Schwangeren (davon 32 gesunde und 

18 mit Präeklampsie) haben während ihrer Schwangerschaft Vitamine und 

Magnesium eingenommen. 

Die Untersuchungen mit humanem Material wurden durch die Ethik-

Kommission der Universität Tübingen mit der Projektnummer 301/99 

genehmigt. Die Blutproben der Schwangeren wurden zwischen 2002 und 2004 

abgenommen und untersucht.  

 

2.5 Statistik 

 
Für die statistische Auswertung wurden die folgenden Programme verwendet: 

 WinSTAT für Excel 

 GraphPad Software, InStat version 3, USA. 
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3 Methoden 

 

3.1 Gewinnung von Blut, Plasma, Erythrozyten und 
Hämolysat 

 

Venöses, mit Lithium-Heparin antikoaguliertes Vollblut von Schwangeren und 

gesunden Nichtschwangeren wurde bei 2000 rpm für 10 Minuten zentrifugiert. 

Dann wurde das Blutplasma von den Zellen getrennt.  

Frisches Plasma wurde nativ und nach Induktion von oxidativem Stress zur 

Messung der gesamten antioxidativen Kapazität und der Peakhöhe mittels 

AAPH-Reaktion und zur Bestimmung des Thiol-Status verwendet. Für die 

Bestimmung des Malondialdehyds, der Harnsäure und des Nitrit/Nitrats wurde 

das restliche Plasma eingefroren und bei -20 °C aufbewahrt. 

Die sedimentierten Zellen wurden geteilt: Ein Aliquot wurde mit dest. H2O 

hämolysiert (Verdünnungsfaktor 2,4), davon wurden 200 µl für die Hämoglobin-

Bestimmung bei -20 °C aufbewahrt. Der Rest des Hämolysats wurde für die 

Bestimmung des intrazellulären GSH- und ATP-Gehalts verwendet. Ein anderer 

Teil der Blutzellen wurde für die Untersuchung des Malondialdehyd-Gehalts in 

der Erythrozytenmembran bei -20 °C aufbewahrt. Der MDA-Gehalt wurde nach 

einer Lagerzeit von bis zu fünf Monaten im Plasma und von bis zu acht 

Monaten in der Erythrozytenmembran gemessen. Dabei wurden Proben von 

gesunden Probandinnen und Patientinnen nach vergleichbarer Lagerzeit 

analysiert. 

Die Bestimmung von intrazellulärem GSH und ATP wurde noch am Tag der 

Blutabnahme durchgeführt. Dem Hämolysat (500 µl) wurde 5%ige 

Perchlorsäure (250 µl) zur Proteindenaturierung zugegeben, gemischt, 

10 Minuten auf Eis inkubiert und anschließend zentrifugiert. Der Überstand 
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wurde mit gesättigter Kaliumhydrogenkarbonat-Lösung tropfenweise unter 

Kontrolle mit Indikatorpapier neutralisiert. Nach 10 Minuten auf Eis wurde bei 

4 °C zentrifugiert und der Überstand für die weiteren Analysen verwendet. 

Für die Untersuchung der Aktivierbarkeit der Leukozyten wurde EDTA-Blut 

verwendet. Diese Messung wurde nur bei Blutproben von gesunden und 

präeklamptischen Schwangeren durchgeführt. 

 

3.2 Induktion von oxidativem Stress in vitro  
 

3.2.1 Induktion mit H2O2 

 

Zur Simulation von oxidativem Stress im Plasma wurde eine H2O2-

Endkonzentration von 5 mM verwendet, da sich diese in Vorversuchen mit 

Kaninchensera als optimal herausgestellt hatte [Reimann 2003].  

Von einer 105 mM H2O2-Stammlösung wurden 40 µl zu 800 µl Plasma von 

gesunden, nichtschwangeren Probandinnen zugegeben und gemischt. Der 

Ansatz wurde bei Raumtemperatur für 30 Minuten inkubiert.  

 

3.2.2 Induktion mit KO2 

 

Eine KO2-Stammlösung mit einer Konzentration von 105 mM wurde mit dest. 

H2O hergestellt, davon wurden 40 µl zu 800 µl Plasma von gesunden, 

nichtschwangeren Probandinnen zugegeben (Endkonzentration 5 mM). Da sich 

KO2 sehr schnell zersetzt, wurde es unverzüglich nach dem Lösen zum Plasma 

pipettiert und für 30 Minuten bei RT inkubiert.  
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3.2.3 Induktion mit Xanthin/Xanthinoxidase  

 

Es wurde eine Xanthinlösung mit einer Konzentration von 2,4 mM hergestellt, 

wobei Xanthin zuerst mit NaOH gelöst und weiter mit dest. H2O verdünnt 

wurde. Die Lösung wurde im Dunkeln aufbewahrt.  

Die Xanthinoxidase-Stammlösung wurde mit einer Aktivität von 0,435 mU/µl 

hergestellt. Die Lösung wurde im Dunkeln auf Eis aufbewahrt. Zur Induktion des 

oxidativen Stresses wurden zu 750 µl Plasma 30 µl Enzym-Lösung und 30 µl 

Xanthinlösung pipettiert und bei 37 °C für 10 Minuten inkubiert. Zur Kontrolle 

dienten Ansätze, die ohne Enzym inkubiert wurden.  

 

3.2.4 Induktion mit t-Butylhydroperoxid  

 

Dabei wurden t-BHP-Stammlösungen mit Konzentrationen von 67,5 mM und 

100 mM in dest. H2O hergestellt. Davon wurden 40 µl der 67,5 mM-Lösung und 

89 µl bzw. 220 µl der 100 mM-Lösung zu 500 µl Plasma pipettiert und 

30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Endkonzentrationen der Ansätze 

waren dann 5, 15 bzw. 30 mM. 

 

3.2.5 Induktion von oxidativem Stress in Vollblut  

 

Speziell für die ATP-Bestimmung in Erythrozyten unter oxidativem Stress wurde 

frisch abgenommenes Heparinblut auf drei Röhrchen verteilt und mit H2O2 und 

t-BHP bzw. Tyrode bei 37 °C inkubiert (Endkonzentration der Oxidantien jeweils 

5 mM).  
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3.3 Bestimmung der gesamten antioxidativen Kapazität 
durch die AAPH-Reaktion  

 

3.3.1 Prinzip der AAPH-Reaktion 

 

Die Messung der gesamten antioxidativen Kapazität von Plasma wurde mittels 

Luminol-vermittelter Chemilumineszenz der AAPH-Reaktion durchgeführt [Lissi 

et al., 1992]. Dabei wurde der Azoradikalbildner 2,2’–Azobis (2–

amidinopropan)-dihydrochlorid verwendet, der spontan in zwei Radikale zerfällt, 

die mit Luminol (3-Aminophthalsäure-hydrazid) unter Photonenbildung 

reagieren. In Abb. 3-1 ist die Reaktion dargestellt.  
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Abb. 3-1: A) Zerfallsreaktion von AAPH in zwei kationische freie Radikale.  
B) Reaktion des Radikals mit Luminol unter Emission von Licht.  
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Abb. 3-2 zeigt den Verlauf der Chemilumineszenz der AAPH-Reaktion einer 

Plasma-Probe im Vergleich mit einer Trolox-Eichlösung. Zunächst wurde nur 

Puffer mit Luminol und AAPH gemessen, die Radikalbildung läuft langsam an. 

Ohne weiteren Zusatz erreichte die Lichtintensität nach etwa 15 Minuten einen 

Plateau-Wert, worauf 10 µl Eichlösung bzw. Plasma zupipettiert wurden. Nach 

Durchmischung wurde unverzüglich weiter gemessen. Sofort zeigte sich ein 

dramatischer Abfall der Lichtintensität, der die Wirkung der Radikalfänger der 

Eichlösung bzw. des Blutplasmas anzeigte. Erst nach Verbrauch der 

Antioxidantien stieg die Lichtintensität wieder an, wobei auch Werte über dem 

vorherigen Plateau erreicht werden konnten. Die Zeit vom Absinken bei 

Probenzugabe bis zum vorherigen Plateau-Wert wird Auslöschzeit genannt.  
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Abb. 3-2: Verlauf der Chemilumineszenz während einer AAPH-Reaktion. 
 

Während bei Trolox der anschließende Plateau-Wert erhalten blieb, stieg bei 

den Plasma-Proben die Chemilumineszenz weit über den initialen Plateau-Wert 
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an. Offensichtlich waren im Blutplasma Substanzen vorhanden, die nach der 

Radikalabfangreaktion prooxidativ wirkten und für die überschießende 

Chemilumineszenz verantwortlich waren. Nach Erreichen eines Maximalwerts 

(Peakhöhe) fiel die Radikalproduktion dann wieder stark ab. 

Die Dauer der Auslöschzeit liefert also Informationen über den Gehalt an 

Antioxidantien im Plasma und ist damit ein Maß für die gesamte antioxidative 

Kapazität des Plasmas, nach Wayner auch als ,,TRAP’’ (= Total peroxyl radical-

trapping capability of plasma) bezeichnet [Wayner et al., 1985]. Die Bedeutung 

der Peakhöhe wird später in dieser Arbeit erläutert (Abschnitt 5.2.2).  

 

3.3.2 Durchführung der Messungen 

 

Das emittierte Licht wird über einen Photomultiplier im 6-Kanal-Biolumat 

(Berthold) bei 37 °C gemessen. Die Messwerte werden in counts per minute 

(cpm) angegeben, sie sind ein Maß für die Bildung von Radikalen und können 

als aktuelle Intensität oder als Integral über die gesamte Messzeit 

aufgenommen werden. 

Die Daten der Lichtintensitäten wurden zusammen mit dem Kurvenverlauf 

ausgedruckt und zusätzlich in einem angeschlossenen PC gespeichert. Da die 

Empfindlichkeit der Meßkanäle des Biolumats unterschiedlich war, wurde eine 

Eichung des Gerätes mit gleichen Ansätzen für jeden Kanal durchgeführt.  
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Die Intensität des empfindlichsten Kanals wurde gleich Eins gesetzt und für die 

anderen Kanäle des Gerätes wurde ein entsprechender Korrekturfaktor 

ermittelt. Die Korrekturfaktoren des benutzten Biolumat-Geräts sind in Tabelle 

3-1 dargestellt.  

 

Tabelle 3-1: Korrekturfaktoren der Biolumatkanäle bei der AAPH-Reaktion für 
die Peakwerte (jeweils n = 5). 

 

 

In Tabelle 3-2 wird das Pipettierschema sowie die Konzentrationen der 

eingesetzten Lösungen für die AAPH-Meßmethode gezeigt (optimiert nach 

[Dalferth 2000]). 

 

Tabelle 3-2: Pipettierschema der AAPH-Reaktion 

Lösung Stammlösung Menge  Endkonzentration

PBS-Puffer  
pH 7,4 

 
 475 µl  

Luminol 
(2 mg / ml) 11,3 mM     5 µl 113 µM 

AAPH 500 mM   10 µl 10 mM 

Probe    10 µl  

 

 

 Kanal 1 Kanal 2 Kanal 4 Kanal 5 Kanal 6 

Mittelwert 1,4103 1,5042 1,2102 1,000 1,2988 

Standardabweichung 0,029 0,051 0,016 0,00 0,026 



 Methoden 30 

Die Bestimmung der antioxidativen Kapazität „TRAPProbe“ wurde mittels einer 

Kalibrierung mit dem Vitamin-E-analogen Trolox® durchgeführt, das in 

Konzentrationen von 2 bis 10 µM eingesetzt wurde. Die Auslöschzeit wurde 

gegen die Trolox-Konzentration aufgetragen, wobei sich ein linearer 

Zusammenhang ergab. Eine solche Trolox-Eichgerade ist in Abb. 3-3 

dargestellt, über die eine gemessene Auslöschzeit (min) in die entsprechende 

Troloxkonzentration (µM) umgerechnet werden konnte.  

Neben der Auslöschzeit wurde auch die Peakhöhe, also der maximale Wert der 

Chemilumineszenz, dem korrigierten Verlauf der Chemilumineszenz der AAPH-

Reaktion entnommen (Abb. 3-2). 
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Abb. 3-3: Trolox-Eichgerade für die AAPH-Reaktion. Dargestellt sind die 
Mittelwerte der Auslöschzeiten bei den einzelnen 
Konzentrationen ± S.D. (jeweils n = 5). 

 

 



 Methoden 31

3.4 Bestimmung von GSH in Erythrozyten und des 

Thiol-Status im Blutplasma  

 

3.4.1 Prinzip der Thiol-Bestimmung 

 

Die Thiol-Bestimmung erfolgte über die reduktive Spaltung von DTNB (5,5’-

Dithio-bis-(2-nitrobenzoesäure)), dem sogenannten Ellmann’s Reagenz, zur 

gelb gefärbten 2-Nitro-5-thiobenzoesäure, die photometrisch bei 405 nm 

bestimmt werden kann [Ellman 1959; Jocelyn 1972; Riener et al., 2002]. Abb. 

3-4 zeigt die chemische Reaktion zwischen DTNB und z. B. reduziertem GSH.  

 

S S NONO

S NS OSNO

22

HOOC COOH

HOOC

+

COOH

2

DTNB

2-Nitro-5-Thiobenzoesäure Disulfid

+  GSH

G2

 

Abb. 3-4: Reaktion von 5,5’-Dithio-bis-(2-nitrobenzoesäure) mit GSH. 
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3.4.2 GSH in Erythrozyten 

 

Die Messung des GSH in Erythrozyten erfolgte durch Zusatz von 50 µl des aus 

Hämolysat gewonnenen und neutralisierten Überstands (Abschnitt 3.1) zu 

750 µl Phosphatpuffer (pH 7) und 200 µl DTNB-Lösung (Endkonzentration 

0,3 mM), das Pipettierschema ist in Tabelle 3-3 zusammengefasst.  

 

Tabelle 3-3: Pipettierschema bei der GSH-Bestimmung in Erythrozyten. 

Lösungen Ansatz [µl] Referenz [µl] 

Na-Phosphatpuffer 
100 mM, pH 7,0 

750 750 

Probe 50 - 

dest. H2O - 50 

DTNB 1,5 mM 200 200 
 

 

Die Ansätze wurden in Elisa-Testplatten nach einer Inkubationszeit von 

10 Minuten bei Raumtemperatur im Victor 1420 Multilabel Counter bei einer 

Wellenlänge von 405 nm gegen den Leerwert photometrisch bestimmt.  

Für die Bestimmung der Thiolkonzentrationen wurde eine Glutathion-

Eichgerade erstellt (Abb. 3-5).  
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Abb. 3-5: Glutathion-Eichgerade. Dargestellt sind die Mittelwerte ± S.D. 
(jeweils n = 4). 

 

Als Stammlösung zur Erstellung einer Verdünnungsreihe wurde eine 10 mM 

Glutathion-Lösung verwendet. Die Stammlösung wurde weiter verdünnt, um 

Konzentrationen im Bereich 0,1 mM bis 1,5 mM zu erreichen. Diese 

Eichlösungen wurden dann wie die Proben behandelt und gemessen. 

 

3.4.3 Bestimmung des Thiol-Status in Plasma 

 

Zur Ermittlung des Thiol-Status im Blutplasma, der als Marker für oxidativen 

Stress dient, wurden die Konzentrationen von vier verschiedenen Spezies von 

Thiolen gemessen: 

A) die gesamten freien, also reduzierten, SH-Gruppen, d.h. sowohl die 

niedermolekularen als auch die an Proteine gebundenen; 
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B) die gesamten SH-Gruppen nach vollständiger Reduktion mit KBH4; 

C) die freien niedermolekularen SH-Gruppen nach Proteindenaturierung; 

D) die gesamten niedermolekularen SH-Gruppen, die nach Denaturierung 

im Überstand (von Spezies C) durch Reduktion mit KBH4 erfassbar 

waren. 

Die Vorbereitung der Probe für die Messung der einzelnen Thiol-Spezies: 

Spezies A: 

Hier wurden 50 µl Plasma ohne zusätzliche Behandlung zu 750 µl 

Phosphatpuffer und 200 µl DTNB pipettiert und 10 Minuten bei RT inkubiert. 

Dann erfolgte die Photometrie. 

 

Spezies B: 

Hier wurden 20 µl einer 0,22 M KBH4-Lösung zu 200 µl Plasma zugegeben. Der 

Ansatz wurde 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend mit 

1 M HCl neutralisiert [Bir et al., 1970]. 50 µl des Ansatzes wurden entsprechend 

weiter bearbeitet.  

 

Spezies C: 

400 µl Plasma wurden mit 400 µl Wasser verdünnt, dann wurde 10 µl 5%ige 

HClO4 dazu gegeben und gemischt. Der Ansatz wurde bei 100 °C für 

15 Minuten im Heizblock inkubiert, dann auf Eis abgekühlt. Nach der Abkühlung 

wurde die Probe mit einem Spatel gerührt und zentrifugiert. Danach wurde ein 

Aliquot des Überstandes für die Thiolbestimmung verwendet. 
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Spezies D: 

20 µl einer 0,22 M KBH4-Lösung wurden zu 200 µl vom Überstand aus der 

Spezies C zugesetzt und für 20 Minuten bei RT inkubiert, anschließend wurde 

mit 1 M HCl neutralisiert. Danach wurde der Ansatz wie bei den anderen 

Spezies behandelt. 

Zur Bestimmung der Thiolkonzentrationen wurde mit GSH eine Eichgerade 

erstellt, die jeweiligen Verdünnungen durch Denaturierung, Reduktion etc. 

wurden berücksichtigt. 

 

3.5 Bestimmung von Malondialdehyd in Blutplasma 
und Erythrozytenmembranen 

 

3.5.1 Prinzip der Messung 
 

TBARS sind die Peroxidationsprodukte von Lipiden, hauptsächlich von 

mehrfach ungesättigten Fettsäuren. Die Hauptkomponente dieser Substanzen 

stellt Malondialdehyd dar, das mit zwei Molekülen Thiobarbitursäure zu einem 

bei 535 nm photometrisch messbaren Polymethinfarbstoff reagiert [Esterbauer 

et al., 1991; Roth et al., 1997]. Die chemische Reaktion zwischen TBA und 

MDA ist in Abb. 3-6 dargestellt. 
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Abb. 3-6: Reaktion von Malondialdehyd (MDA) mit Thiobarbitursäure (TBA). 
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Zur Bestimmung der MDA-Konzentration wurde eine Eichgerade erstellt (Abb. 

3-7). Dazu wurde eine Stammlösung mit 20 mM MDA hergestellt, diese wurde 

weiter verdünnt, so dass Endkonzentrationen im Bereich von 0,2 bis 2 µM 

erreicht wurden. Für die Reaktionsansätze wurde jeweils 1 ml MDA-Lösung 

eingesetzt.  
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Abb. 3-7: Malondialdehyd-Eichgerade. Dargestellt sind die Mittelwerte ± S.D. 
(jeweils n = 29). 

 

3.5.2 Gehalt an mit Thiobarbitursäure reagierenden 

Substanzen (TBARS) im Plasma 
 

Für die MDA-Bestimmung wurden 100 µl Plasma mit Wasser auf 1 ml verdünnt 

und mit 1 ml einer 1%igen Phosphorsäure-Lösung und 200 µl einer 0,6%igen 

Thiobarbitursäure-Lösung versetzt. Tabelle 3-4 zeigt das Pipettierschema. Der 

Ansatz wurde für 60 Minuten bei 100 °C inkubiert und anschließend auf Eis 
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abgekühlt. Nachher wurde die abgekühlte Probe mit 800 µl Butanol versetzt und 

ausgeschüttelt. Die Probe wurde 5 Minuten lang zentrifugiert, dann wurde die 

organische Phase (rosafarbiger Überstand) von der wässrigen Phase getrennt. 

Die photometrische Messung erfolgte bei 535 nm im Victor 1420 Multilabel 

Counter.  

 

Tabelle 3-4: Pipettierschema bei der MDA-Bestimmung.  

Lösungen Eichlösung [µl] Ansatz [µl] 

Probe 1000 100 

dest. H2O - 900 

H3PO4 (1%ig) 1000 1000 

Thiobarbitursäure 

(0,6%ig) 

200 200 

 

 

3.5.3 Bestimmung des MDA-Gehalts in Erythrozyten-
membranen 

 

Jeweils 400 µl des aufgetauten Hämolysats wurden abzentrifugiert und das 

Membranpellet 6-mal mit 1 ml KPP gewaschen. Dann wurden die 

Erythrozytenmembranen mit Puffer auf 1 ml aufgefüllt und homogenisiert.  

Davon wurden 100 µl für die TBA-Bestimmung wie vorstehend beschrieben 

verwendet. Der MDA-Gehalt wurde auf den jeweiligen Hämoglobingehalt des 

Blutes bezogen. 
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3.6 Bestimmung von Nitrit/Nitrat 
 

Die Nitrit/Nitrat-Messungen wurden mit einem Kit der Firma Roche 

durchgeführt. Nitrat wird dabei mit NADPH durch das Enzym Nitrat-Reduktase 

zu Nitrit reduziert, das weiter mit Sulfanilamid und N-(1-Naphthyl)-

ethylendiamin-dihydrochlorid zu einem rot-violetten Diazo-Farbstoff reagiert.  

 

NO3
- + NADPH + H+  → ktaseNitratredu  NO2

- + NADP+ + H2O 

NO2
- + Sulfanilamid + N-(1-Naphthyl)-ethylendiamin →  Diazo-Farbstoff 

 

Das bei -20 °C eingefrorene Heparin-Plasma wurde bei RT aufgetaut. 500 µl 

Plasma wurde zu 500 µl bidest. H2O pipettiert und gemischt. Zur 

Proteindenaturierung wurden 40 µl 5%ige HClO4 zugegeben, für 10 Minuten auf 

Eis gelagert und zentrifugiert. Danach wurde der Überstand mit gesättigter 

KHCO3-Lösung auf pH 7 neutralisiert. Dann wurden die Proben noch einmal für 

10 min auf Eis gelagert und zentrifugiert. Zu 250 µl vom Überstand wurden 

250 µl bidest. H2O zupipettiert. Anschließend wurden zur Probe 250 µl 

Reaktionsgemisch 2 aus dem Kit (NADPH) und 20 µl Lösung 3 (Nitrat-

Reduktase) pipettiert und gemischt. Der Ansatz wurde für 30 Minuten bei RT 

inkubiert und die Extinktion E0 bei 540 nm im Hitachi-Photometer U 2000 

bestimmt. Danach wurden 250 µl Sulfanilamid-Lösung und 250 µl N-(1-

Naphthyl)-ethylendiamin-dihydrochlorid-Lösung in den Ansatz pipettiert und 

gemischt. Die Proben wurden nochmals 15 Minuten bei RT im Dunkeln 

inkubiert, danach wurde erneut ihre Extinktion Ex bestimmt. Zur Auswertung 

wurde ∆E = Ex - E0 berechnet. 
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Zur Bestimmung der Nitrat-Konzentration wurde eine Eichgerade erstellt. Als 

Stammlösung wurde eine Kaliumnitrat-Lösung mit einer Konzentration von 

8,061 mM verwendet, die mit bidest. H2O auf Konzentrationsbereiche zwischen 

0,05 mg/l und 5 mg/l verdünnt wurde (Abb. 3-8). 
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Abb. 3-8: Kaliumnitrat-Eichgerade. Dargestellt sind die Mittelwerte ± S.D. 
(jeweils n = 2). 

 

 

3.7 Bestimmung von Harnsäure (2,6,8-Trihydroxypurin) 
 

Für die Harnsäure-Bestimmung wurde der Kit UA Plus der Firma Roche 

benutzt. Harnsäure wird durch das Enzym Uricase in Allantoin umgewandelt, 

wobei das entstehende H2O2 mit 4-Aminophenazon und TOOS [=N-Ethyl-N-(2-

hydroxy-3-sulfopropyl)-3-methylanilin] unter katalytischer Wirkung der 

Peroxidase einen Chinondiimin-Farbstoff bildet. Die Intensität des Farbstoffs ist 
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proportional zur Konzentration der Harnsäure und kann photometrisch bestimmt 

werden. Die Reaktionen sind: 

Harnsäure + 2 H2O + O2  →Uricase  Allantoin + CO2 + H2O2 

H2O2 + 4-Aminophenazon + TOOS →Px  Chinondiimin-Farbstoff + 4 H2O 

 

Zur Bestimmung der Harnsäure wurde 40 µl Heparin-Plasma zu 1 ml 

Reagenzlösung aus dem Kit (Puffer und TOOS) in eine Küvette pipettiert, 

gemischt und nach 5 Minuten Inkubation wurde die Extinktion E0 bei 555 nm im 

Hitachi-Photometer U 2000 gemessen. Anschließend wurde in die Küvette 

200 µl vom Startreagenz (4-Aminophenazon, Peroxidase, Uricase) pipettiert, 

die Küvette wurde für 5 Minuten bei RT inkubiert und innerhalb von 15 Minuten 

wurde die Extinktion Ex gemessen. Zur Auswertung wurde ∆E = Ex - E0 

berechnet. 

Zur Bestimmung der Konzentration von Harnsäure wurde eine Harnsäure-

Eichgerade erstellt (Abb. 3-9). Dazu wurde eine Stammlösung von Natrium-Urat 

mit einer Konzentration von 0,4 mg/ml hergestellt. Die Stammlösung wurde 

weiter für die Konzentrationen im Bereich 0,01 bis 0,1 mg/ml mit dest. H2O 

verdünnt.  
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Abb. 3-9: Harnsäure-Eichgerade. Dargestellt sind die Mittelwerte ± S.D. (jeweils 
n = 3). 

 

 

3.8 Bestimmung des ATP-Gehaltes in Erythrozyten 
 

3.8.1 Prinzip der Lumineszenz-Reaktion 

 

Die Bestimmung des intrazellulären ATP-Gehaltes erfolgte mittels eines 

luminometrischen Verfahrens im 1-Kanal-Biolumat. Zum quantitativen Nachweis 

des ATPs wurde der „ATP Bioluminescence Assay Kit CLS II“ verwendet. 

Luciferin wird in Gegenwart von Sauerstoff und ATP durch das Enzym 

Luciferase oxidiert. Die Reaktion ist in Abb. 3-10 dargestellt. In Abhängigkeit 

von Gerät und Methode können Endkonzentrationen im Messansatz zwischen 

10-6 und 10-11 M erfasst werden [Wulff and Döppen 1985].  
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Abb. 3-10: Luciferin-Luciferase-Reaktion mit ATP unter Lichtemission. 

 

3.8.2 Durchführung der Messungen 

 

Zur ATP-Bestimmung wurden 10 µl des enteiweißten Hämolysats (Abschnitt 

3.1) zu 100 µl Kaliumphosphat in Biolumat-Meßröhrchen gegeben und dazu 

40 µl Luciferin/Luciferase-Reagenz pipettiert. Die Lumineszenz wurde nach 

einer Inkubationszeit von 60 Sekunden im 1-Kanal-Biolumat bei 37 °C für 10 

Sekunden gemessen. Zur Bestimmung der ATP-Konzentrationen wurde eine 

ATP-Eichgerade (Abb. 3-11) erstellt.  
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Abb. 3-11: ATP-Eichgerade. Dargestellt sind die Mittelwerte der Lumineszenz-
Messung (counts pro 10 sec) ± S.D. (jeweils n = 12). 

 

Dazu wurde eine ATP-Stammlösung mit einer Konzentration von 5 mg/ml 

(8,25 mM) hergestellt. Aus der Stammlösung wurde nach weiterer Verdünnung 

eine Lösung A mit der Konzentration 50 ng/ml erhalten. Die Lösung A wurde 

noch weiter verdünnt bis eine Konzentration von 0,5 ng/ml entstand, die als 

Lösung B bezeichnet wird. Kaliumdihydrogenphosphat (0,1 M) wurde zuerst in 

Biolumatröhrchen pipettiert und auf Eis aufbewahrt. Dann wurden von der 

Lösung A 100 µl, 50 µl, 10 µl und 5 µl sowie von der Lösung B entsprechend 

100 µl, 50 µl und 10 µl in die Biolumatröhrchen mit 100 µl KPP pipettiert. Die 

Biolumatröhrchen wurden mit bidest. H2O auf ein Endvolumen von 200 µl 

aufgefüllt. Direkt vor der Messung wurde in die einzelnen Biolumatröhrchen 

40 µl Luciferin/Luciferase-Reagenz pipettiert und gemischt. Das 

Pipettierschema ist in Tabelle 3-5 zusammengefasst.  
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Tabelle 3-5: Pipettierschema der ATP-Messung 

Lösungen Eichkurve [µl] Probe [µl] 

Kaliumphosphatpuffer pH 7,0 100 100 

Lösung A + bidest. H2O 
Lösung B + bidest. H2O 

100+0; 50+50; 10+90; 5+95 
100+0; 50+50; 10+90; 5+95

 
- 

Probe + bidest. H2O - 10+90 

Luciferin/Luciferase-Reagenz 40 40 

 

 

3.9 Leukozytenaktivierung 
 

Werden Leukozyten z. B. durch Zymosan zur Phagozytose stimuliert, so 

sezernieren sie reaktive Sauerstoffmetabolite, die mit Chemilumineszenz 

nachgewiesen werden können. Als Lumineszenzindikator wurde Luminol 

gewählt, die Reaktion wurde in einem 1-Kanal-Biolumat LB 9500 der Firma 

Berthold gemessen. 

Zur Durchführung wurden in ein Biolumatröhrchen 300 µl Normal-Tyrode und 

30 µl EDTA-Blut pipettiert und 25 Minuten bei 37 °C inkubiert. Nach Zugabe von 

5 µl Luminol wurde die Chemilumineszenz gemessen und die Counts über 

10 Minuten integriert (basale Chemilumineszenz CLB). Danach wurden 10 µl 

opsonisiertes Zymosan zugegeben und die Chemilumineszenz weitere 

10 Minuten lang gemessen und integriert (stimulierte Chemilumineszenz CLS). 

Nach Korrektur der erhaltenen Werte mit einer Referenz ohne Leukozyten 

wurden die Messwerte auf die Zahl der Leukozyten bezogen. Der 

Aktivierungsgrad der Leukozyten ergab sich als Quotient CLS/CLB. 
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3.10 Inkubationsversuche mit Vitamin C 
 

Unter dem Aspekt, dass Antioxidantien möglicherweise von therapeutischem 

Nutzen bei Präeklampsie sind, sollte als Vorversuch die Inkubation von 

normalen Blutproben in Gegenwart von Vitamin C durchgeführt und die Effekte 

auf die Parameter des oxidativen Stresses gemessen werden. 

Da der Vitamin-C-Spiegel im Plasma bei 2-14 mg/l (= 11-79 µmol/l) liegt, wurde 

frisch abgenommenes Heparinblut mit 113 bzw. 562 µM Vitamin-C-Lösung 

versetzt und über einen Zeitraum bis zu 6 Stunden bei 37 °C inkubiert. Zum 

Vergleich wurde eine Blutkontrolle ohne Vitamin C und zwei vergleichbare 

Vitamin-C-Konzentrationen in Tyrode-Lösung inkubiert. Analysiert wurden die 

gesamte antioxidative Kapazität und Peakhöhe mittels der AAPH-Reaktion, der 

MDA-Gehalt im Plasma und in der Erythrozytenmembran sowie der ATP-Gehalt 

in Erythrozyten. 

 

3.11 Hämoglobin-Bestimmung 
 

Bei der Vorbereitung der Proben (Abschnitt 3.1) für die GSH- und ATP-

Messung wurde immer ein Aliquot für die Hb-Bestimmung bei -20 °C 

aufbewahrt. Nach dem Auftauen des Hämolysats bei Raumtemperatur wurden 

10 µl des Lysats zu 2500 µl Transformationslösung aus dem Hämoglobin-Kit 

Ecoline® gegeben und gemischt. Die photometrische Bestimmung wurde nach 

einer Inkubationszeit von 5 Minuten bei Raumtemperatur im Hitachi-Photometer 

U 2000 bei einer Wellenlänge von 540 nm durchgeführt. Die Berechnung der 

Hb-Konzentration wurde mit dem Lambert-Beerschen Gesetz durchgeführt.  
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4 Ergebnisse 
 

4.1 Induktion von oxidativem Stress in Plasma von 
gesunden Probanden in vitro 

 

In diesen Untersuchungen ging es darum, geeignete biochemische bzw. 

klinisch-chemische Parameter für oxidativen Stress zu charakterisieren. Dazu 

wurde in vitro oxidativer Stress durch entsprechende Oxidantien 

(Wasserstoffperoxid, Kaliumsuperoxid, Xanthin/Xanthinoxidase, t-

Butylhydroperoxid) in Plasma induziert, das anschließend durch verschiedene 

Verfahren analysiert wurde.  

 

4.1.1 Wirkungen von H2O2  
 

4.1.1.1 Einfluss von H2O2 auf den Zeitverlauf der AAPH-Reaktion 
mit Plasma 

 

Bei diesen Versuchen wurden mittels der AAPH-Reaktion die Veränderungen 

der antioxidativen Eigenschaften des Plasmas nach Oxidation mit H2O2 

(Endkonzentration 5 mM) untersucht. Die Effekte der Oxidation auf den 

Zeitverlauf der Reaktion sind in Abb. 4-1 dargestellt. Als Kontrolle wurde 

unbehandeltes Plasma verwendet.  

Es zeigte sich einerseits eine Abnahme der Auslöschzeit bzw. der gesamten 

antioxidativen Kapazität (angegeben als TRAP) um etwa 11 %, wie in Abb. 4-2 

zu sehen ist. Diese Verminderung der Auslöschzeit erwies sich als signifikant 

(p < 0,01). 

 



 Ergebnisse 47

0,0E+00

2,0E+07

4,0E+07

6,0E+07

8,0E+07

1,0E+08

1,2E+08

0 10 20 30 40 50 60 70

Zeit [min]

C
he

m
ilu

m
in

es
ze

nz
 [c

pm
]

Kontrolle

Plasma + H2O2Plasma + H2O2

 

Abb. 4-1: Einfluss der H2O2-Inkubation von Plasma auf den Verlauf der AAPH-
Reaktion (Original-Messung). H2O2 mit Endkonzentration von 5 mM. 
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Abb. 4-2: Einfluss der H2O2-Inkubation (5 mM) auf die gesamte antioxidative 
Kapazität (TRAP) von Plasma. Mittelwerte ± S.D., n = 5, ** p < 0,01, 
verbundener t-Test. 
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Andererseits sieht man aber auch eine signifikante Abnahme der Peak-

Intensität, die in der AAPH-Reaktion nach der Phase der Radikalauslöschung 

auftritt. Der Vergleich mit unbehandeltem Plasma zeigt, dass der 

Lumineszenzwert für die Peakhöhe durch die Oxidation auf etwa 50 % reduziert 

wird (Abb. 4-3). Dies spricht dafür, dass die Peak-Intensität unter Einwirkung 

von oxidativem Stress einen empfindlicheren Parameter darstellt als die 

Auslöschzeit. 
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Abb. 4-3: Einfluss der H2O2-Inkubation von Plasma auf die Peakhöhe der 
AAPH-Reaktion. Mittelwerte ± S.D., n = 5, ** p < 0,01, verbundener 
t-Test. 
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4.1.1.2 Einfluss von H2O2 auf den Thiol-Status im Plasma 

 

Mit diesen Untersuchungen sollte die Auswirkung von oxidativem Stress auf 

den Thiol-Status im Plasma charakterisiert werden. Der gesamte Thiol-Gehalt 

(B), der nach Reduktion von unbehandeltem Plasma gemessen wurde, wurde 

zu 100 % gesetzt; darauf wurden alle anderen Thiol-Spezies bezogen.  

Abb. 4-4 zeigt den Thiol-Status von nativem Kontrollplasma: Knapp 40 % aller 

SH-Gruppen sind frei, d. h. nicht oxidiert (Spezies A). Von diesen freien SH-

Gruppen ist etwa die Hälfte niedermolekular, die andere Hälfte an Proteine 

gebunden (C). Von den im Plasma durch Reduktion messbaren Thiolgruppen 

liegt der größte Anteil in Form niedermolekularer Disulfid-Komponenten (D) vor, 

nur ca. 20 % stammen aus Protein-Disulfiden. 

Nach Einwirkung von H2O2 zeigt sich der Thiol-Status des Plasmas stark 

verändert (Abb. 4-5). Nur noch etwa 20 % aller SH-Gruppen sind frei, von 

diesen sind praktisch alle niedermolekular. Berechnet man speziell den Anteil 

der proteingebundenen Thiole (Quotient (A-C)/B), so erhält man die in Abb. 4-6 

dargestellten Werte. Man erkennt sehr deutlich die Abnahme dieser Thiol-

Spezies unter den gewählten Bedingungen des oxidativen Stresses. Das lässt 

darauf schließen, dass die Einwirkung der H2O2-Inkubation in erster Linie 

Auswirkungen auf die freien proteingebundenen SH-Gruppen hat, während sich 

der Anteil der freien niedermolekularen SH-Gruppen nur geringfügig verändert.  
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Abb. 4-4: Thiol-Status von Plasma (Kontrolle). Dargestellt sind die Mittelwerte 
der verschiedenen Thiol-Spezies ± S.D., n = 4. 
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Abb. 4-5: Thiol-Status von Plasma nach H2O2-Inkubation. Dargestellt sind die 
Mittelwerte der verschiedenen Thiol-Spezies ± S.D., n = 4. 
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Abb. 4-6: Thiol-Status von Plasma nach H2O2-Inkubation. Gezeigt wird der 
Anteil proteingebundener freier SH-Gruppen. Mittelwerte ± S.D., 
n = 4, ** p < 0,01, verbundener t-Test. 

 



    Ergebnisse 52 

4.1.1.3 Einfluss von H2O2 auf den Malondialdehyd-Gehalt im 
Plasma 

 

Um die Wirkung der gewählten Oxidationsbedingungen im Plasma weiter zu 

charakterisieren, wurde auch der Einfluss von H2O2 auf den Malondialdehyd-

Gehalt des inkubierten Plasmas untersucht. Das Ergebnis zeigt keinen 

signifikanten Unterschied zwischen dem mit H2O2 inkubierten Plasma und der 

Kontrolle (Abb. 4-7).  
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Abb. 4-7: Einfluss von H2O2 auf die Malondialdehyd-Konzentration im Plasma. 
Mittelwerte ± S.D., n = 3, verbundener t-Test, p = 0,2. 
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4.1.2 Wirkungen von KO2  

 

Hier wurde die Simulation des oxidativen Stresses im Plasma gesunder 

Probanden mit Kaliumsuperoxid durchgeführt. Zur Analyse wurden die AAPH-

Reaktion und die Bestimmung des Thiol-Status verwendet. 

 

4.1.2.1 Einfluss von KO2 auf den Zeitverlauf der AAPH-Reaktion 
mit Plasma 

 

Abb. 4-8 zeigt die Ergebnisse der Messung der gesamten antioxidativen 

Kapazität. Man erkennt eine nicht signifikante Tendenz zur Verringerung der 

Auslöschzeit.  

Die Auswirkung der Inkubation mit Kaliumsuperoxid auf die Peak-Intensität des 

Plasmas ist in Abb. 4-9 dargestellt. Das Ergebnis zeigte eine signifikante 

Abnahme der Peak-Intensität im Vergleich zur Kontrolle, d. h. dass auch bei 

KO2-Inkubation die Peak-Intensität den oxidativen Stress sensitiver anzeigt als 

die Auslöschzeit.  
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Abb. 4-8: Einfluss der KO2-Inkubation auf die gesamte antioxidative Kapazität 
von Plasma. Mittelwerte ± S.D., n = 3, p = 0,13, verbundener t-Test. 
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Abb. 4-9: Einfluss der KO2-Inkubation auf die Peak-Intensität der AAPH-
Reaktion. Mittelwerte ± S.D., n = 3, * p < 0,05, verbundener t-Test. 
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4.1.2.2  Einfluss von KO2 auf den Thiol-Status im Plasma 

 

Die Thiol-Untersuchungen verliefen analog zu den entsprechenden Versuchen 

mit H2O2. Nach Einwirkung des KO2 zeigte sich der Thiol-Status des Plasmas 

stark verändert (Abb. 4-10). Die Abb. 4-11 zeigt einen signifikant (p < 0,01) 

verminderten Anteil der freien proteingebundenen SH-Gruppen durch die 

Oxidation im Plasma. Das lässt darauf schließen, dass die Einwirkung der KO2-

Inkubation ebenso wie die der H2O2-Inkubation in erster Linie Auswirkungen auf 

die freien proteingebundenen SH-Gruppen hat, während sich der Anteil der 

freien niedermolekularen SH-Gruppen nur geringfügig verändert. 
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Abb. 4-10: Thiol-Status von Plasma ohne und mit KO2-Inkubation. 
Mittelwerte ± S.D., n = 3. 
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Abb. 4-11: Thiol-Status von Plasma nach KO2-Inkubation. Dargestellt ist der 
Anteil proteingebundener freier SH-Gruppen. Mittelwerte ± S.D., 
n = 3, ** p < 0,01, verbundener t-Test. 

 

4.1.3 Wirkungen von Xanthin/Xanthinoxidase  

 

Bei diesem Versuch wurde Xanthin/Xanthinoxidase als Superoxidradikal-

Erzeuger zur Induzierung des oxidativen Stresses im Plasma gesunder 

Probanden verwendet. Dabei wurde Plasma mit dem Enzymsystem für 

10 Minuten bei 37 °C inkubiert. Zur Kontrolle wurde Plasma nur mit Xanthin 

ohne Xanthinoxidase inkubiert. 

 



 Ergebnisse 57

4.1.3.1 Einfluss von Xanthin/Xanthinoxidase auf den Zeitverlauf 
der AAPH-Reaktion mit Plasma 

 

Der Effekt von Xanthin/Xanthinoxidase auf die gesamte antioxidative Kapazität 

des Plasmas ist in Abb. 4-12 dargestellt. Es ist deutlich zu sehen, dass Xanthin 

allein erwartungsgemäß keinerlei Veränderung in der gesamten antioxidativen 

Kapazität bewirkt. Mit der Xanthinoxidase jedoch erhöht sich diese Kapazität 

signifikant (p < 0,01). Dies ist auf den ersten Blick überraschend, doch könnte 

die Ursache für die Erhöhung auf der Bildung von Harnsäure durch die 

Xanthinoxidase beruhen.  

Der Einfluss von Xanthin/Xanthinoxidase auf die Peak-Intensität der AAPH-

Reaktion ist in Abb. 4-13 dargestellt. Im Vergleich zu den bisher beschriebenen 

Oxidationseffekten erkennt man eine schwächere, aber noch signifikante 

Abnahme der Peak-Intensität.  
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Abb. 4-12: Einfluss von Xanthin/Xanthinoxidase auf die gesamte antioxidative 

Kapazität des Plasmas. Mittelwerte ± S.D., n = 3, ** p < 0,01, 
ANOVA. 
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Abb. 4-13: Einfluss von Xanthin/Xanthinoxidase auf die Peak-Intensität der 
AAPH-Reaktion. Mittelwerte ± S.D., n = 3, ** p < 0,01, verbundener 
t-Test. 

 

4.1.3.2 Einfluss von Xanthin/Xanthinoxidase auf den Thiol-
Status im Plasma 

 

Die Bestimmungen des Thiol-Status liefen nach dem üblichen Verfahren. Nach 

Einwirkung von Xanthin/Xanthinoxidase erweist sich der Thiol-Status des 

Plasmas nur wenig verändert, (Abb. 4-14 und Abb. 4-15). Es zeigt sich in keiner 

der Thiol-Spezies ein signifikanter Unterschied.  
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Abb. 4-14: Thiol-Status von Plasma nach Xanthin- bzw. Xanthin/XOD-
Inkubation. Mittelwerte ± S.D., n = 3. Dargestellt sind die 
Mittelwerte der verschiedenen Thiol-Spezies. 
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Abb. 4-15: Thiol-Status von Plasma nach Xanthin- bzw. Xanthin/XOD-
Inkubation. Dargestellt ist der Anteil proteingebundener freier SH-
Gruppen. Mittelwerte ± S.D., n = 3.  
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4.1.4 Wirkungen von t-Butylhydroperoxid  

 

Als weiteres Modellsystem für Induktion von oxidativem Stress wurde bei 

diesem Versuch t-Butylhydroperoxid in verschiedenen Konzentrationen 

verwendet. Diese Messungen wurden mit Plasma von einer Probandin in 

Doppelbestimmung durchgeführt. 

 

4.1.4.1 Einfluss von t-Butylhydroperoxid auf den Zeitverlauf der 
AAPH-Reaktion mit Plasma 

 

Wie aus der Abb. 4-16 abgelesen werden kann, wurde eine Abnahme der 

gesamten oxidativen Kapazität bei allen Konzentrationen von t-BHP erzielt, 

wobei bei 30 mM t-BHP eine Abnahme um ca. 20 % erreicht wurde.  
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Abb. 4-16: Einfluss verschiedener Konzentrationen von t-BHP im Plasma auf 
die gesamte antioxidative Kapazität der AAPH-Reaktion. Mittelwerte 
von Doppelbestimmungen. 
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Bezüglich der Peak-Intensität wurde wie bei allen anderen Radikalbildnern eine 

Abnahme beobachtet (Abb. 4-17). Bei der höchsten Konzentration (30 mM) 

wurde eine Abnahme der Peakhöhe auf ca. 40 % gefunden. 
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Abb. 4-17: Einfluss verschiedener Konzentrationen von t-Butylhydroperoxid im 
Plasma auf die Peakhöhe der AAPH-Reaktion. Mittelwerte von 
Doppelbestimmungen. 

 

 



    Ergebnisse 62 

4.1.4.2 Einfluss von t-Butylhydroperoxid auf die 
Malondialdehyd-Konzentration im Plasma  

 

Auch die Wirkung von t-Butylhydroperoxid auf den Malondialdehyd-Gehalt des 

inkubierten Plasmas wurde untersucht. Das Ergebnis zeigt einen starken 

Anstieg der MDA-Konzentration schon ca. 15 Minuten nach Zugabe des 

Radikalbildners (Abb. 4-18).  
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Abb. 4-18: Einfluss verschiedener Konzentrationen von t-Butylhydroperoxid im 
Plasma auf den Malondialdehyd-Gehalt.  
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4.1.4.3 Einfluss von H2O2 und t-Butylhydroperoxid auf den ATP-
Gehalt von Erythrozyten 

 

Um den Einfluss von oxidativem Stress auf die ATP-Konzentration in 

Erythrozyten zu untersuchen, wurden Blutproben mit Wasserstoffperoxid und t-

Butylhydroperoxid eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Abb. 4-19 zeigt die 

Versuchsergebnisse: Während die Kontrolle und die Inkubation mit H2O2 nur 

eine geringe ATP-Abnahme der Erythrozyten aufweisen, findet man einen ATP-

Verlust von ca. 30 % bei Inkubation mit t-BHP. 
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Abb. 4-19: Einfluss von H2O2 bzw. t-BHP (5 mM) auf die ATP-Konzentration in 
Erythrozyten. Inkubationszeit 1 h, Einzelversuche.  
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4.2 Untersuchungen von Parametern des oxidativen 
Stresses bei normalen und präeklamptischen 
Schwangeren  

 

In diesem Teil sollen die Ergebnisse der Untersuchungen zum Zusammenhang 

zwischen Präeklampsie und oxidativem Stress dargestellt werden. Dazu wurden 

Blutproben von normalen Schwangeren und von Patientinnen mit Präeklampsie 

auf verschiedene Parameter des oxidativen Stresses hin untersucht. Insgesamt 

wurden 86 Probandinnen herangezogen, davon 49 mit normaler 

Schwangerschaft, 37 mit Präeklampsie. Die folgende Tabelle listet einige 

wichtige Eigenschaften der Probandinnen auf.  

 

Tabelle 4-1: Eigenschaften der untersuchten Probandinnen. Mittelwerte ± S. D., 

** p < 0,01, ns = nicht signifikant. 

 
gesunde  

Schwangere 

präeklamptische  

Schwangere 

Anzahl 49 37 

Alter (Jahre) 32,1±6,0 33,9±4,5 ns 

BMI (kg/m2) 27,04±4,1 34,3±5,8** 

Systolischer Blutdruck 

(mmHg) 
114,5±13,4 151,9±23,4** 

Diastolischer Blutdruck 

(mmHg) 
71,6±10,7 97,9±13,9** 

Entbunden in der SSW 36,4±4,2 35,9±3,9 
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4.2.1 Untersuchungen im Plasma 
 

4.2.1.1 Charakterisierung der antioxidativen Eigenschaften von 
Plasma durch die AAPH-Reaktion 

 

Die AAPH-Reaktion wurde verwendet, um Auslöschzeit und Peakhöhe von den 

Plasma-Proben aller 86 Probandinnen zu bestimmen. In Abb. 4-20 ist das 

Ergebnis der Bestimmung der gesamten antioxidativen Kapazität dargestellt, 

die bei den Patientinnen mit Präeklampsie signifikant erhöht ist (p < 0,01). 
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Abb. 4-20: Antioxidative Kapazität des Plasmas bei Präeklampsie. Gezeigt sind 
die Einzelwerte der Kontrollen (n = 49) und der Patientinnen mit 
Präeklampsie (n = 37). ** p < 0,01, unverbundener t-Test. 
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Neben der Auslöschzeit wurde auch die Peakhöhe bestimmt. Hier ergibt sich 

ein umgekehrtes Resultat: Die Peakhöhe der normalen Schwangeren erweist 

sich als signifikant (p < 0,01) erhöht gegenüber der der Patientinnen mit 

Präeklampsie (siehe Abb. 4-21). 
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Abb. 4-21: Peakhöhe der AAPH-Reaktion bei Präeklampsie. Gezeigt sind die 
Einzelwerte der Kontrollen (n = 49) und der Patientinnen mit 
Präeklampsie (n = 37). ** p < 0,01, unverbundener t-Test. 
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4.2.1.2 Bestimmung des Thiol-Status im Plasma 

 

Bei diesen Untersuchungen wurde der Thiol-Gehalt, wie in 3.4 beschrieben, im 

Plasma von 54 Schwangeren (davon n = 24 mit normaler Schwangerschaft, 

n = 30 mit Präeklampsie) bestimmt und der relative Anteil der freien, 

proteingebundenen Thiolgruppen berechnet. Die Ergebnisse sind in Abb. 4-22 

dargestellt und zeigen eine signifikante Erniedrigung bei den Patientinnen mit 

Präeklampsie (p < 0,05). 
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Abb. 4-22: Thiol-Status im Plasma bei Präeklampsie. Gezeigt sind die 
Einzelwerte des relativen Anteils der freien, proteingebundenen 
Thiole der Kontrollen (n = 24) und der Patientinnen mit 
Präeklampsie (n = 30).* p < 0,05, unverbundener t-Test. 
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4.2.1.3 Bestimmung der Konzentration des Malondialdehyds 
(TBARS) im Plasma 

 

Die Malondialdehyd-Konzentration als weiterer Marker des oxidativen Stresses 

wurde bei insgesamt 47 schwangeren Probandinnen untersucht. In Abb. 4-23 

ist das Ergebnis mit 21 normal Schwangeren und 26 Schwangeren mit 

Präeklampsie zu sehen. Die Probandinnen mit Präeklampsie zeigten einen 

höheren Malondialdehyd-Gehalt im Plasma als normale Probanden. Ein 

statistisch signifikanter Unterschied (p < 0,05) wurde zwischen den beiden 

Gruppen konstatiert, wobei allerdings eine große Standardabweichung auffällt. 
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Abb. 4-23: MDA-Gehalt im Plasma bei Präeklampsie. Gezeigt sind die 
Einzelwerte der Kontrollen (n = 21) und Patientinnen mit 
Präeklampsie (n = 26). * (p < 0,05), unverbundener t-Test. 
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4.2.1.4 Bestimmung der Nitrit/Nitrat-Konzentration im Plasma 

 

Die Konzentration von Nitrit und Nitrat im Plasma wurde bei 54 Schwangeren 

gemessen. Davon waren n = 35 mit normaler Schwangerschaft und n = 19 mit 

Präeklampsie. Wie in Abb. 4-24 zu erkennen ist, zeigt das Ergebnis der 

Untersuchungen eine erhöhte Nitrit/Nitrat-Konzentration bei Patientinnen mit 

Präeklampsie im Vergleich zu solchen mit normaler Schwangerschaft. Es 

konnte ein statistisch signifikanter Unterschied (p < 0,05) nachgewiesen 

werden. 
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Abb. 4-24: Nitrit/Nitrat-Gehalt im Plasma bei Präeklampsie. Gezeigt sind die 
Einzelwerte der Kontrollen (n = 35) und Patientinnen mit 
Präeklampsie (n = 19). * p < 0,05, unverbundener t-Test. 
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4.2.1.5 Bestimmung der Harnsäure im Plasma 

 

Untersucht wurden 78 Schwangere, n = 49 mit normaler Schwangerschaft und 

n = 29 mit Präeklampsie. Das Ergebnis ist in Abb. 4-25 dargestellt. Eine erhöhte 

Harnsäure-Konzentration wurde mit statistischer Signifikanz (p < 0,01) bei den 

Schwangeren mit Präeklampsie festgestellt. 
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Abb. 4-25: Harnsäuregehalt im Plasma bei Präeklampsie. Gezeigt sind die 
Einzelwerte der Kontrollen (n = 49) und Patientinnen mit 
Präeklampsie (n = 29). ** p < 0,01, unverbundener t-Test.  
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4.2.2 Untersuchungen an Erythrozyten 
 

4.2.2.1 Bestimmung des Thiol-Gehalts in Erythrozyten 

 

Hier wurde der erythrozytäre Gehalt an freien Thiolen von 51 Schwangeren 

(davon n = 20 mit normaler Schwangerschaft, n = 31 mit Präeklampsie) 

bestimmt. Das Ergebnis dieser Untersuchungen zeigt Abb. 4-26. Es wurde ein 

signifikant verminderter Glutathion-Gehalt in den Erythrozyten von 

Schwangeren mit Präeklampsie festgestellt (p < 0,05). 
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Abb. 4-26: Thiol-Gehalt in Erythrozyten bei Präeklampsie. Gezeigt sind die 
Einzelwerte der Kontrollen (n = 20) und der Patientinnen mit 
Präeklampsie (n = 31). * p < 0,05, unverbundener t-Test. 
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4.2.2.2 Bestimmung der Konzentration des Malondialdehyds in 
der Erythrozytenmembran 

 

Bei diesen Untersuchungen wurde der Malondialdehyd-Gehalt in der 

Erythrozytenmembran von 33 Schwangeren (davon n = 14 mit normaler 

Schwangerschaft, n = 19 mit Präeklampsie) bestimmt und auf den Hämoglobin-

Gehalt bezogen. Das Ergebnis dieser Untersuchungen zeigt Abb. 4-27. Es 

wurde ein signifikant erhöhter MDA-Gehalt bei Schwangeren mit Präeklampsie 

festgestellt (p < 0,05).  
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Abb. 4-27: MDA-Gehalt der Erythrozytenmembran bei Präeklampsie. Gezeigt 
sind die Einzelwerte der Kontrollen (n = 14) und der Patientinnen 
mit Präeklampsie (n = 19). * p < 0,05, unverbundener t-Test. 
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4.2.2.3 Bestimmung des ATP-Gehalts in Erythrozyten 

 

Es wurde die ATP-Konzentration in Erythrozyten von 51 Probandinnen (davon 

20 mit normaler Schwangerschaft und 31 mit Präeklampsie) untersucht. Das 

Ergebnis ist in Abb. 4-28 dargestellt. Es zeigt einen signifikant reduzierten 

Gehalt bei Patientinnen mit Präeklampsie (p < 0,05).  
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Abb. 4-28: ATP-Gehalt in Erythrozyten bei Präeklampsie. Gezeigt sind die 
Einzelwerte der Kontrollen (n = 20) und der Patientinnen mit 
Präeklampsie (n = 31). * p < 0,05, unverbundener t-Test. 
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4.2.3 Bestimmung der Radikalbildung von Leukozyten im 
Vollblut 

 

Bei diesem Versuch wurde die Radikalproduktion von Leukozyten in EDTA-Blut 

mittels Chemilumineszenz ermittelt. Dabei wird zum einen die basale, zum 

anderen die nach Zymosan-Stimulation auftretende Radikalproduktion 

gemessen. Werden die basalen Chemilumineszenz-Werte auf die Zellzahl 

normiert, so errechnet sich für die Kontrollen ein Wert von 16 cpm/103 Zellen, 

für die Präeklampsie-Patientinnen ein Wert von 9,2 cpm/103 Zellen. Wird 

allerdings der Aktivierungsgrad der Leukozyten durch die Stimulation mit 

Zymosan bestimmt, so zeigen Präeklampsie-Patientinnen einen signifikanten 

Anstieg (p < 0,05) auf fast das Doppelte (Abb. 4-29).  

 

0

20

40

60

80

100

120

140

160

180

A
kt

iv
ie

ru
ng

sg
ra

d 

25,1±24,2

56,6±43,8

Kontrolle Präeklampsie

*

 

Abb. 4-29: Aktivierung von Blutleukozyten durch Zymosan. Gezeigt sind die 
Einzelwerte der Kontrollen (n = 15) und der Patientinnen mit 
Präeklampsie (n = 11). * p < 0,05, unverbundener t-Test. 
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4.3 Untersuchungen der therapeutischen Wirkungen 
von Vitamin C auf verschiedene Parameter des 
oxidativen Stresses im Plasma von gesunden 
Probandinnen in vitro 

 

Unter dem Aspekt, dass Präeklampsie offensichtlich mit der Ausprägung von 

oxidativem Stress in der Schwangerschaft verbunden ist, sollte in einem dritten 

Abschnitt der Arbeit untersucht werden, ob möglicherweise Vitamin C als 

Therapeutikum in Frage kommt, d. h. es wurde untersucht, inwieweit Vitamin C 

die untersuchten Parameter bei in-vitro-Inkubation mit Vollblut von gesunden 

Probandinnen verändert. 

 

4.3.1 Einfluss von Vitamin C auf den Zeitverlauf der AAPH-
Reaktion mit Plasma  

 

Die TRAP-Messung wurde mit Inkubationszeiten von bis zu 6 Stunden und 

30 Minuten durchgeführt. Wie in Abb. 4-30 zu sehen ist, bewirkte der Zusatz 

von Vitamin C eine signifikante Erhöhung (p < 0,01) der Auslöschzeit in 

Abhängigkeit von der Konzentration, sie blieb aber im Verlauf der 

Inkubationszeit konstant. Vergleichbare Ergebnisse wurden auch bei Inkubation 

von Vitamin C in Tyrode gefunden (Werte nicht gezeigt).  
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Abb. 4-30: Einfluss von Vitamin C auf die gesamte antioxidative Kapazität 
(TRAP) von Plasma. Mittelwerte ± S.D, n = 4. Die Gruppen 
unterscheiden sich jeweils signifikant. p < 0,01, ANOVA. 

 

Parallel zur Bestimmung der TRAP wurde auch die Peakhöhe der AAPH-

Reaktion nach Vitamin C-Inkubation untersucht. Die Ergebnisse (Abb. 4-31) 

zeigen, dass die Peak-Intensität in allen drei Fällen nahezu parallel im Lauf der 

Zeit abnimmt. Dabei ist im Plasma die Peakhöhe geringer, je höher die Vitamin-

C-Konzentration ist, in der Tyrode ist es umgekehrt. Die Ergebnisse zeigen 

einen signifikanten Unterschied (ANOVA) zwischen der Kontrolle und der 

Gruppe mit 113 µM (p < 0,05) und zwischen der Kontrolle und der Gruppe mit 

562 µM (p < 0,01).  
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Abb. 4-31: Einfluss von Vitamin C auf die Peakhöhe der AAPH-Reaktion von 
Plasma. Mittelwerte ± S.D, n = 4. Es gab einen signifikanten 
Unterschied (ANOVA) zwischen Kontrolle und Gruppe mit 113 µM 
(p < 0,05) und zwischen Kontrolle und Gruppe mit 562 µM 
(p < 0,01). 

 

4.3.2 Einfluss von Vitamin C auf den Malondialdehyd-Gehalt im 
Plasma 

 

Auch der Malondialdehyd-Gehalt im Plasma nach Vitamin-C-Inkubation wurde 

untersucht. Abb. 4-32 zeigt, dass nach zwei Stunden bei allen Proben der MDA-

Gehalt im Plasma zugenommen hatte. Wurde die Kontrolle ohne Vitamin C 

initial zu 100 % gesetzt, so zeigte diese nach zwei Stunden eine Zunahme um 

26 %, die Probe mit 113 µM Vitamin C um 37 % und die mit 562 µM Vitamin C 

um 57 %. Nach sechs Stunden Inkubation stieg der MDA-Gehalt noch weiter an 

(Werte nicht gezeigt), bei der Probe ohne Vitamin C am geringsten (57 %), bei 

der Probe mit der höheren Vitamin C-Konzentration am stärksten (109 %). Die 

Unterschiede waren dabei jeweils signifikant (p < 0,01 bzw. p < 0,05, ANOVA). 
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Abb. 4-32: Einfluss der Vitamin-C-Inkubation (2h) auf die Malondialdehyd-
Konzentration im Plasma. Mittelwerte ± S.D., 100 % = MDA-
Konzentration ohne Inkubation, n = 6, ** p < 0,01, * p < 0,05, 
ns = nicht signifikant, ANOVA. 

 

4.3.3 Einfluss von Vitamin C auf den Malondialdehyd-Gehalt in 
der Erythrozytenmembran 

 

Auch der Einfluss der Vitamin-C-Inkubation auf den MDA-Gehalt in der 

Erythrozytenmembran wurde untersucht. Das Ergebnis ist in Abb. 4-33 zu 

sehen. Die Probe ohne Vitamin C vor der Inkubation wurde auf 100 % gesetzt 

und die anderen Proben darauf bezogen. 

Nach zwei Stunden war bei allen Proben der MDA-Gehalt in der 

Erythrozytenmembran erhöht, bei den Proben mit 113 µM Vitamin C um 100 %, 

bei den Proben mit 562 µM Vitamin C um 114 %, im Vergleich dazu war die 

Erhöhung bei den Proben ohne Vitamin C 64 %. Auch nach sechs Stunden war 
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der MDA-Gehalt der Proben mit Vitamin C noch deutlich höher als der ohne 

Vitamin C (Werte nicht abgebildet). 
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Abb. 4-33: Effekt von Vitamin C auf die Malondialdehyd-Konzentration in der 
Erythrozytenmembran von gesunden Probandinnen. 
Mittelwerte ± S.D., 100 % = MDA-Konzentration ohne Inkubation, 
n = 4, ** p < 0,01, ns = nicht signifikant, ANOVA.  

 

4.3.4 Einfluss von Vitamin C auf den ATP-Gehalt in 
Erythrozyten 

 

Untersucht wurde der Effekt der Inkubation mit Vitamin C auf die ATP-

Konzentration in Erythrozyten. Nach zwei bzw. sechs Stunden wurde der 

intrazelluläre Gehalt von ATP bestimmt. Dabei wurde die ATP-Konzentration 

ohne Vitamin C vor der Inkubation gleich 100 % gesetzt und die verbleibenden 
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Konzentrationen nach Einwirkung von Vitamin C darauf bezogen. Das Ergebnis 

nach zweistündiger Inkubation ist in Abb. 4-34 dargestellt.  

Nach zwei Stunden hatte der ATP-Gehalt in den Kontrollen und den Proben mit 

der Vitamin-C-Endkonzentration von 113 µM um ca. 10 % (n.s.) abgenommen, 

in den Proben mit 562 µM um 2% (p < 0,01). Nach sechs Stunden ging der 

Vitamin-C-Gehalt der Kontrolle auf 75% zurück, bei den Proben mit Vitamin C 

war die Abnahme deutlich geringer (113 µM: 20 %, 562 µM: 16 %, Werte nicht 

gezeigt). 
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Abb. 4-34: Effekt von Vitamin C auf die ATP-Konzentration in Erythrozyten von 
gesunden Probandinnen (n = 6) nach zweistündiger Inkubation. 
Mittelwerte ± S.D, 100 % = ATP ohne Inkubation, ** p < 0,01, 
ns = nicht signifikant; ANOVA.  
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5 Diskussion 
 

5.1 Bisherige Untersuchungen zur Bedeutung von 
oxidativem Stress bei Präeklampsie 

 

In der Tabelle 5-1 sind im Überblick die wichtigsten der bisherigen 

Untersuchungen zusammengestellt, die einen Zusammenhang zwischen 

oxidativem Stress und Präeklampsie belegen. Als häufig gemessene Parameter 

wurden die totale antioxidative Kapazität des Plasmas, der Thiol-Status in 

Plasma und Erythrozyten sowie die Produkte der Lipidperoxidation (z. B. 

Lipidperoxide, MDA und Isoprostane) bestimmt. 

Die Ergebnisse der Untersuchungen über die gesamte antioxidative Kapazität 

des Plasmas zeigen bis auf eine Ausnahme eine Erhöhung des Wertes bei 

Präeklampsie (siehe Tabelle 5-1), was mit dem erhöhten Harnsäurespiegel bei 

präeklamptischen Schwangeren in Zusammenhang gebracht wurde. Dieser 

könnte durch eingeschränkte Nierenfunktion oder durch Aktivierung von 

Xanthinoxidase, bedingt durch Plazentahypoxie, verursacht werden.  

Eine Vielzahl von Untersuchungen über den Thiol-Status im Plasma und über 

Glutathion in Erythrozyten konnte eine niedrigere Konzentration von Thiolen bei 

Patientinnen mit Präeklampsie belegen. Nicht nur die Konzentration von 

reduziertem GSH wurde als niedriger erkannt, auch die Gesamtkonzentration 

von GSH und seiner oxidierten Form GSSG erwies sich als erniedrigt im Fall 

der Präeklampsie. Die Gründe für diese Gesamterniedrigung sind nicht 

bekannt, und es wird auf vermehrten Verbrauch in Folge des oxidativen 

Stresses bzw. auf verminderte Synthese in den Zellen verwiesen. 



    Diskussion 82 

Tabelle 5-1: Ausgewählte Untersuchungen über den Zusammenhang von 
oxidativem Stress mit Präeklampsie. ↑  bedeutet eine Erhöhung, 
↓  eine Erniedrigung, ↔  keine Veränderung. 

 

Marker 

 für  

oxidativen Stress 

Im Vergleich 

zu gesunden 

Schwangeren

Referenzen 

TRAP im Plasma 

 

↑  

 
 

↓  

[Kharb 2000c]  

[Poranen et al., 1996] 

[Uotila et al., 1994] 

 

[Jendryczko and Tomala 

1995] 

Thiole im Plasma 

 

↓  

 
 

↔  

[Kharb 2000a] 

[Chen et al., 1994] 

[Wisdom et al., 1991] 

 

[Raijmakers et al., 2000] 

MDA im Plasma 

 

 

 

↑  

 

 

 

 
 

↔  

[Aydin et al., 2004] 

[Serdar et al., 2003] 

[Var et al., 2003] 

[Madazli et al., 2002] 

[Kharb 2000c] 

[Kumar and Das 2000] 

[Hubel et al., 1996] 

[Poranen et al., 1996] 

 

[Bowen et al., 2001] 

[Raijmakers et al., 2004] 

GSH in den Erythrozyten  [Madazli et al., 2002] 
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↓  

 

 

 
 

↔  

[Kharb 2000a] 

[Bayhan et al., 2000] 

[Knapen et al., 1998] 

[Chen et al., 1994] 

[Wisdom et al., 1991] 

[Kabi et al., 1994] 

 

[Raijmakers et al., 2001] 

MDA in der 

Erythrozytenmembran ↑  

[Basbug et al., 2003] 

[Carreiras et al., 2002] 

[Matteo et al., 1998]. 

[Teppa-Garran et al., 2004] 

Aktivierung von Leukozyten ↑  

[Redman and Sargent 2003] 

[Clark et al., 1998] 

[Sacks et al., 1998] 

[Holthe et al., 2004] 

[Tsukimori et al., 1993] 

[Barden et al., 1997] 

[Mellembakken et al., 2001] 

[Hayashi et al., 2004] 

[Greer et al., 1989] 

Antioxidative Vitamine 

 

 

↓  

 

 

 
 

↔  

[Serdar et al., 2003] 

[Kharb 2000c] 

[Jendryczko and Tomala 

1995] 

[Mikhail et al., 1994] 

[Wang et al., 1991] 

 

[Bowen et al., 2001] 
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Lipidperoxide in Plasma und 

Plazenta 

 

↑  

 
 

↔  

[Bayhan et al., 2000] 

[Staff et al., 1999b] 

[Wang et al., 1991] 

 

[Bowen et al., 2001] 

MDA in der Plazenta 

 

↑  

 
 

↔  

[Wang et al., 1992] 

[Serdar et al., 2003] 

[Poranen et al., 1996] 

 

[Bowen et al., 2001] 

Isoprostane in Plasma und 

Plazenta ↑  

[Staff et al., 1999a] 

[Barden et al., 1996]  

[Barden et al., 2001] 

 

 

In einigen Untersuchungen wurde das Hauptaugenmerk auf die 

Lipidperoxidation gelenkt, in deren Verlauf viele wesentliche Biomarker des 

oxidativen Stresses entstehen.  

In den meisten Studien wurde ein erhöhter Plasmaspiegel von Malondialdehyd 

bei Patientinnen mit Präeklampsie herausgefunden [Aydin et al., 2004; Kharb 

2000b; Kumar and Das 2000; Madazli et al., 2002; Poranen et al., 1996; Serdar 

et al., 2003; Var et al., 2003]. Nur zwei Publikationen geben unveränderte 

Plasmaspiegel an [Bowen et al., 2001; Raijmakers et al., 2004].  

Neben dem Plasmaspiegel wurde auch der Gehalt von MDA in der 

Erythrozytenmembran untersucht. Hierbei zeigte sich eine signifikante 

Erhöhung bei präeklamptischen Schwangeren [Carreiras et al., 2002; Matteo et 

al., 1998]. Bei den Isoprostanen und Lipidperoxiden wurden ebenfalls 

Erhöhungen des Spiegels im Blutplasma präeklamptischer Patientinnen 

gefunden (siehe Tabelle 5-1). Verschiedene Produkte der Peroxidation werden 
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als wichtige Ursachen für die Störung der arteriellen Endothelfunktion der 

Mutter [Hubel 1998] angesehen.  

Eine erhöhte Aktivierung der Leukozyten wurde generell in der 

Schwangerschaft beobachtet. Verschiedene Untersuchungen zeigten, dass die 

Expression der Entzündungsmediatoren bei Schwangeren mit Präeklampsie im 

Vergleich zu gesunden Schwangeren überschießend hoch ist. Man nimmt an, 

dass diese Aktivierung durch die von den Trophoblasten der Plazenta 

freigesetzten Cytokine verursacht wird. Verwiesen wird in der Literatur auf eine 

zusätzliche Schädigung des Endothels, die zu einer weiteren entsprechenden 

Verstärkung der Entzündungsreaktionen führt [Dekker and Sibai 1998; Taylor et 

al., 1998; Walker 1998].  

Die Konzentrationen von Vitamin C, Vitamin E und β-Carotin spielen eine 

wichtige Rolle als antioxidative Parameter. Die Ergebnisse der bisherigen 

Untersuchungen sind nicht völlig einheitlich. Die Mehrzahl der Studien zeigt 

jedoch eine Abnahme der Plasmaspiegel dieser Vitamine bei Präeklampsie 

[Jendryczko and Tomala 1995; Kharb 2000d; Mikhail et al., 1994; Serdar et al., 

2003; Wang et al., 1991]. Einige Autoren finden aber eine erhöhte Vitamin E-

Konzentration [Zusterzeel et al., 2002], was als Kompensationsmechanismus 

gegen den vorhandenen oxidativen Stress angesehen wird. Die Ergebnisse 

zweier Arbeitsgruppen zeigen dagegen eine Abnahme bei schweren Formen 

der Präeklampsie [Jendryczko and Tomala 1995; Wang et al., 1991]. 

Auch Untersuchungen mit der Plazenta von Patientinnen mit Präeklampsie 

wurden durchgeführt. In den Gewebeproben wurden statistisch signifikant 

erhöhte Konzentrationen von Lipidperoxiden, MDA und Isoprostanen gefunden.  

Die Literatur belegt, dass Präeklampsie mit oxidativem Stress verbunden ist, 

unklar bleibt, ob zuerst oxidativer Stress ausgelöst wird, der dann die 

Symptome der Präeklampsie hervorruft, oder ob z. B. durch plazentare Cytokin-

Freisetzung in der Mutter u. a. eine Inflammation mit sekundärem, aber 

krankheitverstärkendem oxidativem Stress verursacht wird. 
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5.2 Vergleich der eigenen Befunde mit den bisher 
publizierten Daten 

 

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Vielzahl von Parametern untersucht, von 

denen einige auch schon mehrmals durch andere Autoren beschrieben wurden. 

Als neuer sensitiver Marker für oxidativen Stress wurde in dieser Arbeit zum 

ersten Mal die Peakhöhe der Plasma-AAPH-Reaktion eingeführt, auch der 

Gehalt von ATP in den Erythrozyten wurde als ein solcher Marker, der indirekt 

eine Rolle bei oxidativem Stress spielt, gemessen.  

 

5.2.1 Die gesamte antioxidative Kapazität (TRAP) von Plasma 

 

Mit TRAP werden die wichtigen bekannten Antioxidantien wie Vitamin E, 

Vitamin C, Harnsäure, Thiolgruppen und auch noch nicht identifizierte 

Antioxidantien in ihrer Wirkung im Plasma gleichzeitig erfasst. In der 

vorliegenden Arbeit konnte eine signifikante Erhöhung der gesamten 

antioxidativen Kapazität um 52 % bei präeklamptischen Schwangeren (532 µM) 

im Vergleich zu normal Schwangeren (346 µM) gezeigt werden.  

Einige Autoren fanden ebenfalls eine erhöhte Konzentration von TRAP bei 

präeklamptischen Frauen im Vergleich zu einer Kontrollgruppe [Kharb 2000c; 

Poranen et al., 1996; Uotila et al., 1994]. Allerdings wurde TRAP in der Arbeit 

von Kharb nicht direkt bestimmt, sondern als Summe aus den gemessenen 

Konzentrationen von Harnsäure, Vitamin C, Vitamin E und Thiolgruppen unter 

Berücksichtigung der jeweiligen stöchiometrischen Faktoren im Plasma 

berechnet: 

 
GruppenSHEVitaCVitaHarnsäureCalc ccccTRAP −⋅+⋅+⋅+⋅= 2,00,27,13,1 minmin  
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Dabei ergab sich eine signifikante Erhöhung von etwa 25 %, d.h. von 612 µM 

bei gesunden Schwangeren auf 762 µM bei Patientinnen mit Präeklampsie.  

Im Widerspruch dazu fanden Jendryczko & Tomala (1995) bei 

Eklampsiepatientinnen einen verminderten TRAP-Wert von 856 µM gegenüber 

normalen Schwangeren mit 1085 µM. 

Es liegt nahe, die Erhöhung der antioxidativen Kapazität bei Patientinnen mit 

Präeklampsie durch einen erhöhten Harnsäurespiegel im Plasma zu erklären. 

Die anderen wichtigen Komponenten für TRAP wie Vitamin C und E scheinen 

dagegen in verringerter Konzentration im Plasma bei Präeklampsie vorzuliegen 

[Kharb 2000d]. Daher war es in der vorliegenden Arbeit von großem Interesse, 

die Harnsäure-Konzentration bei gesunden und präeklamptischen 

Schwangeren zu untersuchen und mit dem TRAP-Wert zu vergleichen. Das 

Ergebnis zeigt einerseits eine signifikante Erhöhung des Harnsäurespiegels um 

38 % bei Patienten mit Präeklampsie im Vergleich zu normalen Schwangeren, 

andererseits eine signifikante Korrelation zwischen dem Harnsäurespiegel und 

der gesamten antioxidativen Kapazität der einzelnen Blutproben (r = 0,89, Abb. 

5-1). 
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Abb. 5-1: Korrelation zwischen der gesamten antioxidativen Kapazität (TRAP) 
und der Harnsäure-Konzentration im Plasma von allen untersuchten 
Proben (n = 73).  Kontrollen, ○ Präeklampsie, p < 0,01, r = 0,89 
nach Pearson.  

 

Die Korrelationsgerade zeigt eine Steigung von 1,53. Diese Steigung entspricht 

etwa dem stöchiometrischen Koeffizienten für Harnsäure, der für die 

theoretische Berechnung des TRAP-Wertes herangezogen und von Wayner et 

al. (1987) mit 1,3 angegeben wird. Die Abweichung in unserem Fall ergibt sich 

vermutlich durch den Einfluss der übrigen Antioxidantien, die bei den einzelnen 

Patientinnen unterschiedlich sind.  

Mögliche Ursachen für den erhöhten Harnsäurespiegel bei den Präeklampsie-

Patientinnen können in der gestörten Nierenfunktion [Dunlop and Davison 1977; 

Redman et al., 1976; Redman and Bonnar 1978] oder in einer erhöhten 

Xanthinoxidase-Aktivität [Hubel 1999; Many et al., 1996; Nemeth et al., 2002] 

liegen. 
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5.2.2 Peakhöhe der AAPH-Reaktion von Plasma 

 

Während über die Auslöschzeit der AAPH-Reaktion bei präeklamptischen 

Patientinnen schon einige Untersuchungen durchgeführt wurden, ist über die 

Peakhöhe bzw. Peak-Intensität der AAPH-Reaktion in der Literatur noch nichts 

geschrieben worden. Bei einigen Antioxidantien wird nach der Auslöschzeit 

wieder die ursprüngliche Lichtintensität bzw. Radikalbildung erreicht, wie dies 

bei Trolox der Fall ist (vgl. die entsprechende Kurve in Abb. 5-2). 
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Abb. 5-2: AAPH-Reaktionskurven für verschiedene Antioxidantien. 

 

Dagegen unterscheidet sich der Verlauf bei anderen Antioxidantien, wie z. B. 

Vitamin C oder GSH: Nach Ende der Auslöschzeit wird nicht nur der 

ursprüngliche Wert wieder erreicht, sondern die Radikalbildungsrate steigt weit 

über den Plateauwert an. Blutplasma zeigt nun einen Intensitätsverlauf (Abb. 
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4-1), der dem Erscheinungsbild bei Glutathion ähnlich ist. Unsere 

Untersuchungen zur Simulation des oxidativen Stresses zeigen, dass Thiole im 

Plasma wesentlich zu diesem Phänomen beitragen und die Oxidation von 

proteingebundenen Thiolgruppen für die Veränderungen der Peakhöhen 

verantwortlich sind. 

Das in dieser Arbeit erhaltene Ergebnis (Abb. 4-21) zeigt eine Abnahme der 

Peakhöhe um 22,5 % bei den Patientinnen mit Präeklampsie (6,3 · 107 cpm) im 

Vergleich zu den gesunden Schwangeren (8,1 · 107 cpm). Die Abnahme der 

Peakhöhe bei präeklamptischen Frauen wird also nach dem oben Gesagten auf 

einem Mangel an Antioxidantien, in erster Linie an proteingebundenen 

Thiolgruppen, beruhen. Auf jeden Fall stellt die Abnahme der Peakhöhe einen 

empfindlichen Marker des oxidativen Stresses dar, wie in Abschnitt 5.3 bei der 

Diskussion der in-vitro-Versuche noch weiter erläutert wird.  

Setzt man die individuell erfassten Werte in Relation, so zeigen die beiden 

Parameter Auslöschzeit und Peakhöhe eine negative Korrelation. Die 

Auslöschzeit, die zu einem großen Teil auf die Harnsäure zurückgeführt werden 

kann, nimmt mit steigender Peakhöhe ab (Abb. 5-3). Damit könnte auch der 

Spiegel der Harnsäure, obwohl diese selbst ein Antioxidans darstellt, als Maß 

für oxidativen Stress angesehen werden. 

Ähnlich zeigt auch Abb. 5-4 eine negative Korrelation zwischen 

Harnsäurespiegel und Peakhöhe. Nimmt die Peakhöhe als Zeichen des 

oxidativen Stresses ab, so nimmt der Harnsäurespiegel zu. 

Andererseits konnte eine positive signifikante Korrelation (r = 0,44, p < 0,01) bei 

44 Schwangeren zwischen Harnsäure und Malondialdehyd im Plasma 

berechnet werden, ein Befund, der unterstreicht, dass Harnsäure ein Indikator 

für oxidativen Stress darstellt (nicht abgebildet).  
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Abb. 5-3: Korrelation zwischen der gesamten antioxidativen Kapazität (TRAP) 
und der Peakhöhe im Plasma von allen untersuchten Proben 
(n = 86).  Kontrollen, ○ Präeklampsie, p < 0,01, r = -0,71 nach 
Pearson.  
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Abb. 5-4: Korrelation zwischen der Harnsäure-Konzentration und der Peakhöhe 
im Plasma von allen untersuchten Proben (n = 73).  Kontrollen, 
○ Präeklampsie, p < 0,01, r = -0,70 nach Pearson.  
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5.2.3 Thiole im Plasma  

 

Die Thiolgruppen im Plasma wurden in dieser Arbeit mittels der DTNB-Reaktion 

bestimmt. Um zwischen den niedermolekularen Thiolen wie Glutathion, Cystein 

u. a. und den an Proteinen gebundenen Thiolen zu unterscheiden, wurden 

folgende Bestimmungen durchgeführt: Die gesamten reduzierten, d.h. frei 

vorliegenden Thiole, die gesamten oxidierten und reduzierten Thiole nach 

Reduktion mit KBH4, sowie die frei vorliegenden niedermolekularen und die 

gesamten oxidierten und reduzierten niedermolekularen Thiole nach Reduktion 

mit KBH4. 

Der Anteil von proteingebundenen Thiolgruppen (Quotient A-C/B) zeigt einen 

niedrigeren Wert bei Präeklampsie-Patientinnen im Vergleich zu 

Normalschwangeren. Das bedeutet, dass im Falle der Präeklampsie die 

proteingebundenen Thiole vermindert, d. h. oxidiert wurden, ein weiterer 

Hinweis auf oxidativen Stress. Bei den Voruntersuchungen wurde der Einfluss 

von Oxidantien wie H2O2 und KO2 auf die Thiol-Spezies gezeigt. Auf Grund 

unserer Ergebnisse konnten wir feststellen, dass die Oxidantien hauptsächlich 

auf die proteingebundenen Thiole Einfluss haben. 

Die Untersuchungen, die sich mit dem Thiol-Status im Plasma beschäftigten, 

geben zwar keinen Quotient an und sie berücksichtigen auch nicht die 

verschiedenen Thiol-Spezies, doch weisen ihre Ergebnisse in dieselbe 

Richtung: Die Konzentrationen der freien, nicht oxidierten Thiole sinkt im Fall 

der Präeklampsie ab [Chen et al., 1994; Kharb 2000a; Wisdom et al., 1991]. 

Der Unterschied zwischen Präeklampsie und normaler Schwangerschaft liegt in 

Übereinstimmung mit unseren Ergebnissen bei etwa 10 %. 
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5.2.4 MDA im Plasma  

 

Das Ergebnis unserer Untersuchung zeigte eine Erhöhung des Malondialdehyd-

Spiegels im Plasma der Schwangeren mit Präeklampsie (6,9 ± 3,6 µM) im 

Vergleich mit den normal Schwangeren (4,8 ± 2,8 µM). Dabei sind sowohl der 

Konzentrationsbereich als auch die pathologische Erhöhung des MDA-Spiegels 

vergleichbar mit den Daten der meisten Publikationen [Aydin et al., 2004; Hubel 

et al., 1996; Kharb 2000c; Madazli et al., 1999; Madazli et al., 2002; Serdar et 

al., 2003]. Lediglich bei Bowen et al. (2001) wird eine Abnahme um 20 % bei 

Präeklampsie beschrieben. 

Die Ursache der erhöhten MDA-Produktion ist unklar, durch einige Autoren 

wurden plazentare und deziduale Gewebe als wichtige Quelle für die Produkte 

der Lipidperoxidation verantwortlich gemacht [Hubel 1999; Staff et al., 1999b; 

Wang and Alexander 2000]. Dort wird sie möglicherweise durch Hypoxie 

verursacht, wobei Entzündungsreaktionen ausgelöst werden und als Folge 

davon werden Cytokine freigesetzt und Leukozyten aktiviert. 

Unabhängig von der Quelle, die zur Erhöhung des MDA-Spiegels führt, 

signalisiert diese Erhöhung auf alle Fälle eine klare Zunahme des oxidativen 

Stresses. 

 

5.2.5 Nitrit/Nitrat 

 

NO, das verschiedene wichtige physiologische Rollen spielt, stellt auch einen 

potenten Vasodilatator dar. Es wird im Gefäßendothel aus der Aminosäure L-

Arginin von dem Enzym NO-Synthase synthetisiert und luminal und abluminal 

sezerniert. In den medialen glatten Gefäßmuskelzellen stimuliert es das Enzym 

Guanylatcyclase, das die Umwandlung von Guanosintriphosphat (GTP) in 

zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP) und dadurch über mehrere 
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Zwischenschritte die Relaxation der Gefäßmuskelzellen bewirkt. Da NO ein 

sehr labiles Molekül ist, ist eine direkte Bestimmung sehr schwierig. Daher 

wurden dessen stabile Metaboliten NO −
2  und NO −

3  im Plasma bestimmt. 

Unsere Werte für Nitrat/Nitrit zeigen eine Erhöhung bei den präeklamptischen 

Frauen (19,7 ± 8,9 µmol/l) im Vergleich zu normalen Schwangeren 

(13,0 ± 8,4 µmol/l). Eine vergleichbare Relation bei ähnlichen 

Konzentrationswerten wurden von vielen Arbeitsgruppen beschrieben [Baker et 

al., 1995; Nobunaga et al., 1996; Ranta et al., 1999; Shaamash et al., 2000; 

Smarason et al., 1997; Yoneyama et al., 2002]. Allerdings gibt es auch 

widersprüchliche Befunde, nach denen bei Präeklampsie verminderte oder 

unveränderte NO −
2 /NO −

3 –Gehalte im Plasma gefunden wurden [Davidge et al., 

1996; Diejomaoh et al., 2004; Egerman et al., 1999; Garmendia et al., 1997; 

Lyall et al., 1995; Seligman et al., 1994; Silver et al., 1996].  

Sofern die Konzentration von NO −
2 /NO −

3  auch die Synthese von NO 

widerspiegelt, erscheint es paradox, dass ausgerechnet ein Vasodilatator bei 

einer Krankheit wie Präeklampsie, die mit erhöhtem Blutdruck verbunden ist, 

vermehrt gebildet wird. Unter physiologischen Umständen muss man davon 

ausgehen, dass eine Erhöhung des NO-Spiegels zu einer Erniedrigung des 

Blutdrucks führt, doch konnte Nobunaga et al. (1996) eine positive Korrelation 

des NO-Spiegels und des systolischen Blutdrucks bei präeklamptischen 

Patientinnen feststellen. Offensichtlich müssen andere Faktoren wie das Renin-

Angiotensin-Aldosteron-System, Endothelin oder Prostaglandine für den 

erhöhten Blutdruck verantwortlich sein, die erhöhte Produktion des NO wäre 

dann ein kompensatorischer Mechanismus, der den genannten Faktoren 

entgegenwirkt. Die Erhöhung des Nitrit/Nitrat-Spiegels im Plasma kann unter 

anderem durch eine erhöhte Aktivität der NO-Synthase im Myometrium und 

Synzytiotrophoblast der Plazenta erfolgen [Shaamash et al., 2001]. Als weitere 
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Ursache wird aber auch eine reduzierte Nierenfunktion bei Präeklampsie 

genannt [Smarason et al., 1997]. 

 

5.2.6 GSH in Erythrozyten 

 

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Verminderung des erythrozytären 

Glutathion-Spiegels in der Gruppe der Schwangeren mit Präeklampsie 

(1,23 ± 0,26 mM) gegenüber Normalschwangeren (1,45 ± 0,3 mM) festgestellt. 

Eine solche Abnahme wurde auch in beinahe allen vorliegenden 

Untersuchungen gefunden [Bayhan et al., 2000; Chen et al., 1994; Kabi et al., 

1994; Kharb 2000a; Knapen et al., 1998; Madazli et al., 2002; Wisdom et al., 

1991]. Nur eine Arbeitsgruppe konnte keine signifikante Verminderung 

feststellen, doch deuten die Ergebnisse auf eine Tendenz zur Abnahme hin 

[Raijmakers et al., 2001]. Der verminderte GSH-Gehalt kann durch eine 

Zunahme des oxidativen Stresses bei Präeklampsie bzw. durch ein Defizit an 

Antioxidantien und antioxidativen Schutz-Enzymen wie SOD in der Blutzelle 

bedingt sein. Außerdem wurde eine höhere Aktivität von Glutathionperoxidase 

in den Erythrozyten und im Plasma präeklamptischer Frauen gefunden, 

wodurch Glutathion als Cofaktor für dieses Enzym vermehrt verbraucht wird 

[Uotila et al., 1993]. Diese gesteigerte Aktivität wird als ein 

Kompensationsmechanismus angesehen, der der erhöhten Lipidperoxidation 

mit der Oxidation von Glutathion begegnet [Knapen et al., 1998]. Ein Teil des 

oxidierten Glutathions wird in den Erythrozyten wieder reduziert, ein anderer 

Teil wird aus der Zelle transportiert und durch die Niere ausgeschieden, was zur 

Abnahme des Gehalts an Glutathion führen kann [Dass et al., 1992].  

 



    Diskussion 96 

5.2.7 MDA in der Erythrozytenmembran 
 

Übereinstimmend mit Ergebnissen aus anderen Untersuchungen konnten wir 

auch eine Erhöhung des Malondialdehyd-Gehalts in der Erythrozytenmembran 

von Schwangeren mit Präeklampsie (33,9 ± 10,1 nmol MDA/g Hb) gegenüber 

Normalschwangeren (27,2 ± 7,9 nmol MDA/g Hb) finden.  

Diese Zahlenwerte stimmen mit denen von Basbug et al. (2003) sehr gut 

überein (41,8 ± 9,6 bei Präeklampsie und 28,6 ± 16,2 in der Kontrollgruppe), 

während von anderen Arbeitsgruppen 20- bis 50-fach höhere Werte publiziert 

wurden [Carreiras et al., 2002; Matteo et al., 1998; Teppa-Garran et al., 2004]. 

Doch auch dort ergibt sich als Zeichen für oxidativen Stress eine Erhöhung des 

MDA-Gehalts in der Erythrozytenmembran bei Präeklampsie um 40 bis 200 %.  

An Vesikeln aus Erythrozyten konnte gezeigt werden, dass die Peroxidation der 

Zellmembran mit einer reduzierten Ca2+-ATPase-Aktivität und damit einer 

verringerten Abgabe von Calcium durch die Erythrozyten assoziiert ist [Teppa-

Garran et al., 2004]. Dies hat eine erhöhte Ca2+-Konzentration im Cytoplasma 

der Erythrozyten zur Folge. Entsprechend konnte bei Präeklampsie eine 

erhöhte Konzentration von Calcium in Erythrozyten, Blutplättchen und im 

plazentaren Gewebe sowie eine Abnahme der Aktivität der Ca2+-ATPase in der 

Erythrozytenmembran nachgewiesen werden [Carreiras et al., 2002; Haller et 

al., 1989; Nardulli et al., 1994; Pitkin 1985; Sowers et al., 1989]. Speziell für 

Erythrozyten könnte dies zu einer verringerten Verformbarkeit führen. 

Es ist anzunehmen, dass nicht nur Erythrozyten Ziel erhöhten oxidativen 

Stresses sind, sondern auch die Endothel- und glatten Muskelzellen der 

Gefäße. Vor allem in letzteren konnte gezeigt werden, dass oxidativer Stress 

auch dort zu veränderter zellulärer Ca2+-Homöostase und damit zu erhöhter 

Kontraktilität führen kann [Heinle 1988]. Dieser Mechanismus könnte also zur 
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Erhöhung des peripheren arteriellen Widerstandes und damit zur arteriellen 

Hypertonie beitragen.  

 

5.2.8 ATP im Erythrozyten 

 

Die Aufgabe der Erythrozyten besteht im Transport von Sauerstoff von der 

Lunge zu den Geweben und im Rücktransport von CO2 von den Geweben zur 

Lunge. Für diese Funktion benötigen sie einen intakten Energiestoffwechsel, 

der durch die Glykolyse sichergestellt wird. Die Erythrozyten brauchen das 

gebildete ATP zur Aufrechterhaltung der transmembranären Ionengradienten 

von Natrium-, Calcium- und Kalium-Ionen ebenso wie zur Stabilisierung ihrer 

Form sowie für die Biosynthese von Glutathion. Durch Glutathion werden die 

Enzyme im Cytoplasma und an der Zellmembran vor Oxidation geschützt. 

Somit hängt auch die Verformbarkeit der Erythrozyten sehr stark vom ATP-

Gehalt ab. 

Im Rahmen unserer Untersuchungen konnte eine Abnahme des ATP-Gehalts 

bei Patientinnen mit Präeklampsie (0,8 ± 0,3 mM) im Vergleich zu 

Normalschwangeren (1,0 ± 0,3 mM) gezeigt werden. Dies sind die ersten 

Daten, die für Präeklampsie erhalten wurden. 

Bei Schwangeren mit Hypertonie wurde eine verminderte Erythrozyten-

Verformbarkeit nachgewiesen [Heilmann et al., 1994], ebenso bei Patientinnen 

mit Präeklampsie [Schauf et al., 2002].  

Mögliche Interaktionen zwischen ATP-Mangel und verminderter Flexibilität 

könnten auf einer erhöhten intrazellulären Ca2+-Konzentration beruhen. Die 

Überladung der Erythrozyten mit Calcium als mögliche Ursache für ihre 

verminderte Verformbarkeit wurde durch verschiedene Untersuchungen 

bestätigt [Shiga et al., 1985; Weed et al., 1969]. Wie schon erwähnt, wurde 
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auch in Erythrozyten von präeklamptischen Patientinnen erhöhtes 

intrazelluläres Calcium gefunden [Sowers et al., 1989].  

Ein Zusammenhang zwischen ATP-Konzentration und Verformbarkeit der 

Erythrozyten wurde von Schauf et al. (2002) diskutiert. Demnach wird ATP 

dafür gebraucht, das Tubulin-Gerüst, das wesentlich am Cytoskelett beteiligt ist, 

aufzuweichen, denn nur mit ATP kann Tubulin depolymerisiert werden. Ein 

Mangel von ATP führt nun zu einer vollständigeren Polymerisation, das 

Cytoskelett erstarrt. Da die Tubulin-Polymerisation auch Ca2+-abhängig ist, hat 

auch die oben beschriebene Erhöhung der Ca2+-Konzentration einen 

entsprechenden Einfluß. Damit hängen ATP-Mangel, Ca2+-Erhöhung und 

Abnahme der Verformbarkeit in Erythrozyten eng voneinander ab. Auch bei 

Patientinnen mit intrauteriner Wachstumsretardierung konnte eine reduzierte 

Verformbarkeit der Erythrozyten gezeigt werden. Ursache für die Retardierung 

ist eine reduzierte utero-plazentare Perfusion, ein gemeinsames Merkmal der 

intrauterinen Wachstumsretardierung und der Präeklampsie [Schauf et al., 

2002].  

 

5.2.9 Aktivität der Leukozyten  

 

Ausgehend von der Hypothese, dass durch plazentare Faktoren, z. B Cytokine, 

die Leukozyten der Mutter aktiviert werden und damit dort oxidativen Stress 

auslösen [Benyo et al., 1997; Benyo et al., 2001; Conrad and Benyo 1997; 

Hayashi et al., 2004; Pijnenborg et al., 1998; Taylor et al., 1998; Tsukimori et 

al., 1993; Walker 1998; Wang and Walsh 1996], wurde die Bestimmung der 

Leukozytenaktivität im Blut durch opsonisiertes Zymosan mit luminolverstärkter 

Chemilumineszenz durchgeführt. Das Ergebnis aus unseren Untersuchungen 

zeigt, dass die basale, auf die Zellzahl bezogene Radikalbildung bei 

Patientinnen mit Präeklampsie weniger hoch ist als bei gesunden 
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Schwangeren. Doch nach Stimulation mit Zymosan zeigen Präeklampsie-

Patientinnen eine Erhöhung der oxidative-Burst-Aktivität der Leukozyten um 

etwa 100 % gegenüber den gesunden Schwangeren.  

Andere Arbeitsgruppen untersuchten weitere Marker der Aktivierung der 

Leukozyten, z. B. Oberflächenmoleküle wie CD11b, CD14 u. v. a. [Sacks et al., 

1998], die parakrinen Faktoren GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-

stimulating factor) und M-CSF (macrophage colony-stimulating factor) [Hayashi 

et al., 2004], sowie das Granulozyten-Enzym Myeloperoxidase [Mellembakken 

et al., 2001]. In all diesen Untersuchungen wurde ein vermehrter Gehalt dieser 

Aktivierungsmarker gefunden. Redman und Sargent ermittelten einen höheren 

Gehalt von intrazellulären reaktiven Sauerstoffspezies in Granulozyten und 

Monozyten bei Präeklampsie [Holthe et al., 2004; Redman and Sargent 2003; 

Sacks et al., 1998]. 

Die bisherigen Daten belegen also in verschiedenster Weise die höhere 

Aktivität oder Aktivierbarkeit der Leukozyten, sie kann damit als wichtiger 

Mechanismus der Präeklampsie angesehen werden.  

Die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse liefern eine zusätzliche Evidenz für 

die Bedeutung des oxidativen Stresses bei Präeklampsie. Neben der bisher 

größten Anzahl parallel gemessener Parameter konnte durch die Peakhöhe der 

AAPH-Reaktion ein neuer, sensitiver Marker für oxidativen Stress dargestellt 

werden; ebenso erwies sich der ATP-Gehalt in Erythrozyten als neuer 

Parameter zur Erfassung des oxidativen Stresses. Bemerkenswert erscheint die 

Rolle von Harnsäure, die als Antioxidans wirkt, deren Gehalt aber praktisch mit 

dem Ausmaß des oxidativen Stresses korreliert. Ein ebenfalls interessantes 

Ergebnis ist der Abfall des ATP-Gehalts in Erythrozyten und seine mögliche 

Bedeutung für deren Flexibilität, dadurch ließe sich eine uterine 

Perfusionsstörung leicht erklären, die dann für den Fetus zu einer intrauterinen 

Wachstumsretardierung führen kann. 
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5.3 Bewertung einzelner Parameter (in-vitro-Versuche) 
 

5.3.1 Einfluss der Oxidantien auf die gesamte antioxidative 
Kapazität und die Peakhöhe der AAPH-Reaktion 

 

Im Blutplasma von gesunden, nichtschwangeren Probandinnen wurde durch 

Inkubation mit verschiedenen Oxidantien wie Wasserstoffperoxid, 

Kaliumsuperoxid, Xanthin/Xanthinoxidase und t-Butylhydroperoxid künstlich 

oxidativer Stress induziert, um deren Auswirkungen auf die Parameter des 

oxidativen Stresses festzustellen und damit die Sensitivität dieser Parameter für 

oxidativen Stress zu überprüfen.  

Die Ergebnisse (siehe Abb. 4-2, Abb. 4-8, Abb. 4-12 und Abb. 4-16) zeigen eine 

signifikante Verringerung der gesamten antioxidativen Kapazität (TRAP) um 

11 % mit H2O2, um 7 % mit KO2, um 13 % mit t-BHP und eine Steigerung um 

22 % mit Xanthinoxidase (+Xanthin). Während die Peroxide bei einer 

Endkonzentration von 5 mM beim Parameter TRAP vergleichbar wirksam 

waren, ergab sich ein Unterschied nach Inkubation mit Xanthin/Xanthinoxidase. 

Hier zeigte sich offensichtlich durch die gleichzeitige Bildung der Harnsäure 

eine Vergrößerung des TRAP-Wertes. 

Beim Einfluss auf die Peakhöhe der AAPH-Reaktion ist für die verschiedenen 

Oxidantien generell eine Abnahme zu verzeichnen (siehe Abb. 4-3, Abb. 4-9, 

Abb. 4-13 und Abb. 4-17): Mit H2O2 um etwa 54 %, mit KO2 um 21 %, mit t-BHP 

44 %, mit Xanthin/Xanthinoxidase um 12 %. Die Peakhöhe, so wird hier 

deutlich, kommt nicht durch die Harnsäure, sondern durch andere 

Antioxidantien wie Thiole, Vitamin C oder (noch) nicht identifizierte Substanzen 

zustande. Die Veränderungen der Peakhöhe unter den gewählten 

Oxidationsbedingungen sind stärker ausgeprägt als die von TRAP. Dies 
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beweist, dass in der Peakhöhe der AAPH-Reaktion ein interessanter, neuer und 

empfindlicher Biomarker für oxidativen Stress vorliegt.  

 

5.3.2 Einfluss der Oxidantien auf die Thiole 

 

Abb. 4-6 und Abb. 4-11 zeigen einen signifikant verminderten Anteil der freien 

proteingebundenen SH-Gruppen durch H2O2 bzw. KO2 im Plasma. Die 

Oxidation der proteingebundenen SH-Gruppen war bei der verwendeten 

Oxidantienkonzentration praktisch vollständig, die niedermolekularen 

Thiolgruppen zeigen sich dagegen nahezu unverändert. Das lässt darauf 

schließen, dass unter den gewählten Oxidationsbedingungen vorzugsweise die 

freien proteingebundenen SH-Gruppen oxidiert wurden, während sich der Anteil 

der freien niedermolekularen SH-Gruppen nur geringfügig veränderte. Bei 

Verwendung von Xanthin/XOD, bei der eine Zunahme von TRAP und nur eine 

geringe Abnahme der Peakhöhe auftraten, ergab sich keine messbare 

Veränderung des Thiol-Status.  

 

5.3.3 Einfluss der Oxidantien auf den MDA-Spiegel im Plasma 

 

Um die Sensitivität der verschiedenen Indikatoren für oxidativen Stress zu 

vergleichen, wurden die Peroxid-inkubierten Plasmaproben auch auf ihren 

Gehalt an MDA untersucht. Dabei zeigte sich bei H2O2 (5 mM) keine 

Veränderung, bei t-BHP (5 mM) dagegen eine Zunahme von 80 %. 

Worauf der stärkere Effekt von t-BHP auf die MDA-Bildung zurückzuführen ist, 

müsste durch weitere Untersuchungen geklärt werden; vermutlich liegt er darin, 

dass H2O2 schnell durch Katalase abgebaut wird, während t-BHP über die 

Reduktion durch Glutathionperoxidase stärker in den Zellstoffwechsel eingreift. 
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Doch zeigte sich gerade für die H2O2-Inkubation, dass die Parameter wie TRAP 

oder vor allem die Peakhöhe der AAPH-Reaktion sensitivere Indikatoren 

darstellen als der MDA-Spiegel (Abb. 4-7 und Abb. 4-18). 

 

5.3.4 Einfluss der Oxidantien auf den ATP-Gehalt  

 

Unter Einfluss der Peroxide mit einer 5 mM-Endkonzentration wurde eine 

Abnahme des ATP-Gehalts beobachtet, wobei diese mit H2O2 6 %, mit t-BHP 

30 % betrug. Auch hier wurde also bei t-BHP ein stärkerer Effekt beobachtet. 

Die Problematik der Erfassbarkeit des oxidativen Stresses ist durch diese 

Untersuchungen klar umrissen worden. Zwar gibt es einheitliche Befunde bei 

der AAPH-Reaktion, aber unterschiedliche beim Vergleich der MDA-Zunahme 

und beim Effekt auf den ATP-Gehalt in Erythrozyten mit H2O2 bzw. t-BHP. Es 

ergibt sich somit die Notwendigkeit eines vielfältigen Methodenspektrums, um 

oxidativen Stress deutlich zu erfassen. 

 

5.4 Überlegungen zur Therapie mit Vitamin C 
 

Da oxidativer Stress ein wichtiger Faktor bei der Entstehung bzw. Ausprägung 

der Präeklampsie ist, könnte eine Therapie durch Antioxidantien erfolgreich 

sein. Dabei muss jedoch auf die Problematik der prooxidativen Wirkungen 

verwiesen werden, die diese Antioxidantien in vivo auch haben können 

[Halliwell 1996]. Daher wurden weitere Versuche durchgeführt, bei denen 

Plasma von gesunden Probandinnen mit Vitamin C inkubiert und auf die 

Parameter des oxidativen Stresses analysiert wurde. Dabei wurden die 

gesamte antioxidative Kapazität sowie die Peakhöhe der AAPH-Reaktion, der 

MDA-Gehalt im Plasma und in den Erythrozyten bestimmt. 
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5.4.1 Einfluss von Vitamin C auf die Parameter des oxidativen 
Stresses 

 

Erwartungsgemäß stieg der TRAP-Wert durch Zusatz von Vitamin C an. Der 

stöchiometrische Faktor zur Berechnung des TRAP-Wertes über die 

Konzentration der Antioxidantien konnte bestätigt werden [Wayner et al., 1987]: 

Durch Zusatz von 113 µM Vitamin C stieg TRAP um etwa 200 µM an, ein 

Zusatz von 562 µM Vitamin C ergab eine Steigerung von TRAP auf etwa 

900 µM, was jeweils dem 1,7-fachen der Konzentration von Vitamin C 

entsprach. Bei Inkubation in Tyrode ergab sich jedoch eine Erhöhung des 

TRAP-Wertes von nur etwa dem 0,5-fachen der zugesetzten Vitamin-C-

Konzentration. Dies bedeutet, dass das Reaktionsmilieu einen entscheidenden 

Einfluss auf die antioxidativen Eigenschaften von Vitamin C in der AAPH-

Reaktion ausübt. 

Ähnlich auch bei der Peakhöhe: In Tyrode wuchs die Peakhöhe mit steigender 

Vitamin-C-Konzentration, im Plasma war es umgekehrt. Es gab im Plasma also 

keinen additiven Effekt bei Zusatz von Vitamin C, eher sogar umgekehrt. Durch 

Zugabe von 562 µM Vitamin C erfolgte eine Abnahme um etwa 10 %, was auf 

einen prooxidativen Effekt von Vitamin C deutet. Die Peakhöhe nahm also mit 

zunehmender Vitamin-C-Konzentration ab. Da es sich jedoch um einen in-vitro-

Versuch handelte, sind eindeutige Schlüsse noch nicht möglich. 

Bei der ATP-Messung in den Erythrozyten zeigte sich ein nur geringer Einfluss 

von Vitamin C. Die zeitliche Abnahme von ATP ist tendenziell bei höherer 

Vitamin-C-Konzentration schwächer. 

Bei den MDA-Messungen zeigte sich dagegen ein prooxidativer Effekt: je mehr 

Vitamin C zugegeben wurde, desto mehr MDA wurde gebildet. Dieser Effekt ist 

insbesondere in der Erythrozytenmembran ausgeprägt. Auch in einigen 

anderen in-vitro-Versuchen wurde für Vitamin C nicht nur antioxidative 

Wirkungen festgestellt, sondern auch prooxidative [Halliwell 1996]. Diese 
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prooxidativen Wirkungen können in erster Linie über die Reaktion mit Eisen(III)-

Ionen oder Kupfer-Ionen zustande kommen. Hierbei wird Eisen(III) durch 

Ascorbat zu Eisen(II) reduziert. Dieses wird in Verbindung mit H2O2 wieder 

oxidiert und generiert hierbei das reaktive Hydroxyl-Radikal:  

+
•

++ ++→+ H-AscorbatFe-AscorbatFe 23  

+−
•

+ ++→+ 3
22

2 FeOHOHOHFe  

Da Vitamin C in Vollblut inkubiert wurde, ist zumindest mit katalytischen Spuren 

von Metall-Ionen zu rechnen, so dass die obigen Reaktionen ablaufen können.  

Die gebildeten Hydroxyl-Radikale können dann eine gesteigerte 

Lipidperoxidation verursachen. Auch in Zellkulturen kann Ascorbat auf diese 

Weise, d. h. in Anwesenheit von Metall-Ionen, oxidativen Schaden anrichten 

[Shamberger 1984]. 

 

5.4.2 Vitamin C als Therapie bei oxidativem Stress in der 
Gynäkologie 

 

In der Gynäkologie wurde schon durch einige Arbeitsgruppen eine Vitamin-C-

Therapie bei verschiedenen Erkrankungen angewendet. So wurde intravenös 

injiziertes Vitamin C verwendet, um den oxidativen Stress bei intrauteriner 

Wachstumsretardierung zu verringern [Karowicz-Bilinska et al., 2002]. Die in-

vivo-Messungen ergaben nach 10 Tagen eine signifikante Erniedrigung der 

MDA- und der Lipidperoxid-Konzentrationen im Blutplasma. Auch zur 

Verringerung des oxidativen Stresses bei zu früh geborenen Säuglingen wurde 

den Müttern oral ein Mix aus Vitamin C und E sowie Beta-Carotin gegeben. Die 

Konzentration des MDA im Plasma war sowohl bei der Mutter wie auch bei den 
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Neugeborenen im Vergleich zu einer Kontrollgruppe mit Placebo deutlich 

niedriger [Bolisetty et al., 2002]. 

Auch für Präeklampsie wurden Studien zur Therapie mit Vitaminen 

durchgeführt. Eine Studie untersuchte den Effekt von Vitamin E, eine andere 

den von Vitamin C und Vitamin E in Kombination [Gulmezoglu et al., 1997; 

Stratta et al., 1994]. In beiden Studien wurde keinerlei Besserung der 

behandelten Patientinnen festgestellt, doch beide Arbeitsgruppen wiesen darauf 

hin, dass eine frühzeitige Behandlung noch vor Einsetzen der Symptome u. U. 

trotzdem eine Verbesserung des Zustandes bringen könnte. Eine 

entsprechende Untersuchung wurde durchgeführt. Schwangere mit Verdacht 

auf eine mögliche spätere Präeklampsie (Verdachtsmomente waren hierbei 

eine abnormale Doppler-Wellenform der Uterus-Arterien oder eine frühere 

Präeklampsie-Erkrankung) wurden in zwei Gruppen eingeteilt, eine Placebo-

Gruppe und eine Gruppe, die Vitamin C und E erhielt. In der Vitamin-Gruppe 

erkrankten deutlich weniger Frauen (8 %) als in der Placebo-Gruppe (14 %) 

[Chappell et al., 1999; Poston and Chappell 2001]. 

Eine Therapie während der Schwangerschaft erscheint immer problematisch, 

doch scheint das Risiko mit Vitaminen gering zu sein. Dennoch bedarf es 

weiterer Abklärung, ob z. B. Vitamin C tatsächlich in vivo Schutz vor oxidativem 

Stress bieten kann. 
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6 Zusammenfassung  
 

Präeklampsie ist eine der häufigsten schwerwiegenden Schwangerschafts-

Komplikationen mit einer Inzidenz von ca. 5 %. Sie ist durch Hypertonie, 

Proteinurie und Ödeme charakterisiert, oft kommt noch eine intrauterine 

Wachstumsretardierung des Fetus dazu. Die Pathogenese ist nach wie vor 

weitgehend unklar. Mangelhafte Trophoblast-Invasion im Myometrium, 

endotheliale und leukozytäre Aktivierung durch die Freisetzung von 

Inflammationsmediatoren wie z. B. Cytokine in den mütterlichen Kreislauf 

werden als mögliche Ursache der Entstehung dieser Krankheit erwähnt. Viele 

Untersuchungen legen nahe, dass Präeklampsie mit oxidativem Stress im 

mütterlichen Organismus verbunden ist.  

 

Im ersten Teil der Arbeit wurden Indikatoren des oxidativen Stresses durch in-

vitro-Versuche charakterisiert. Dabei wurde ein künstlicher oxidativer Stress im 

Plasma gesunder Probandinnen induziert. Als Quelle für ROS wurden 

Hydroperoxide (H2O2 und t-BHP) und Superoxidanionen, die direkt aus KO2 

stammten oder enzymatisch aus Xanthin/XOD gebildet wurden, verwendet. Zur 

Erfassung der Parameter für oxidativen Stress diente zunächst die durch 

Chemilumineszenz messbare AAPH-Reaktion, bei der spontan Radikale 

gebildet werden. Die antioxidative Gesamt-Kapazität (TRAP), als 

Unterdrückung der Radikalbildung auch als Auslöschzeit charakterisiert, 

spiegelt den Gehalt an Antioxidantien, der im Plasma nach oxidativem Stress 

abnimmt, wider. Als weiterer, aus der AAPH-Reaktion ableitbarer Parameter 

wurde die im Anschluss an die Auslöschzeit auftretende überschiessende 

Radikalproduktion, gemessen als Peakhöhe der Chemilumineszenz, bestimmt. 

Diese wurde durch die verwendeten Oxidantien vermindert.  

Zusätzlich wurden zur Beschreibung des antioxidativen Status im Plasma die 

Konzentrationen der Thiole untersucht. Dazu wurde die Verteilung von 

niedermolekularen sowie proteingebundenen Thiolgruppen (jeweils reduziert 
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und oxidiert) bestimmt. Unter der Einwirkung der Oxidantien wurde eine 

Abnahme der freien Thiolgruppen im Plasma festgestellt. Dabei zeigte sich, 

dass sich der Gehalt der freien niedermolekularen SH-Gruppen nur geringfügig 

veränderte, während der Gehalt der freien proteingebundenen Thiolgruppen 

sehr stark zurückging. Die Wirkung der Oxidantien auf die Malondialdehyd-

Konzentration zeigte bei H2O2 keinen Effekt, bei t-BHP aber eine Zunahme. 

Auch bei der Wirkung auf die ATP-Konzentration in Erythrozyten wurde eine 

viel stärkere Abnahme des ATP durch t-BHP im Vergleich zu H2O2 gefunden.  

Es zeigte sich insgesamt, dass die empfindlichsten Marker zur Bestimmung des 

oxidativen Stresses unter den gewählten Inkubationsbedingungen zum einen 

die Peakhöhe der AAPH-Reaktion, die in der bisherigen Literatur keine 

Erwähnung findet, und zum anderen der Gehalt an freien proteingebundenen 

Thiolgruppen waren. 

 

Im zweiten Teil wurde durch klinisch-chemische Blutanalyse der Frage 

nachgegangen, inwieweit oxidativer Stress bei der Präeklampsie eine 

Bedeutung hat. Dabei wurden Blutproben aus der Universitäts-Frauenklinik 

Tübingen von gesunden und präeklamptischen Schwangeren auf Marker des 

oxidativen Stresses hin untersucht. Unsere Untersuchung war die bisher an 

Messparametern umfangreichste, neu waren die Messungen der Peakhöhe der 

AAPH-Reaktion sowie des ATP-Gehalts in Erythrozyten.  

Insgesamt belegen die Messdaten erhöhten oxidativen Stress bei 

Präeklampsie. Allerdings ergab sich zunächst eine erhöhte gesamte 

antioxidative Kapazität des Plasmas (TRAP) bei den präeklamptischen 

Schwangeren, die aber auf einer entsprechenden Zunahme der Harnsäure bei 

dieser Gruppe beruht.  

Als eindeutige Indikatoren für oxidativen Stress bei Präeklampsie wurde 

einerseits eine signifikante Verringerung der Peakhöhe der AAPH-Reaktion 

beobachtet. Höchstwahrscheinlich spielt dabei eine Abnahme der freien 
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proteingebundenen Thiole die entscheidende Rolle, wie die Ergebnisse der in-

vitro-Versuche ergaben. Andererseits zeigte sowohl der Gehalt der 

erythrozytären als auch der Plasma-Thiole eine Abnahme bei den 

präeklamptischen Patientinnen gegenüber den gesunden Schwangeren, was 

auf einen erhöhten Verbrauch dieser Antioxidantien durch den oxidativen Stress 

hindeutet.  

Des Weiteren war die Konzentration von Malondialdehyd als eines der Produkte 

der Lipidperoxidation im Plasma und in der Erythrozytenmembran von 

präeklamptischen Schwangeren erhöht gegenüber gesunden Probandinnen.  

Außerdem wurde gezeigt, dass bei Präeklampsie der Gehalt von Nitrit bzw. 

Nitrat im Plasma größer ist als bei einer normalen Schwangerschaft. Unter der 

Annahme, dass die Plasma-Konzentration von Nitrat die endotheliale Synthese 

des Vasodilatators NO widerspiegelt, könnte es sich hierbei um ein Anzeichen 

eines blutdruckregulierenden kompensatorischen Mechanismus handeln. 

Allerdings könnte auch eine eingeschränkte Nierenfunktion, wie bei der 

Harnsäure, zu erhöhten Werten führen. 

Zwischen Harnsäurespiegel und Peakhöhe zeigte sich eine negative 

Korrelation. Nimmt die Peakhöhe als Zeichen des oxidativen Stresses ab, so 

nimmt der Harnsäurespiegel zu. Außerdem konnte eine positive Korrelation 

zwischen Harnsäure und Malondialdehyd im Plasma berechnet werden, ein 

Befund, der unterstreicht, dass Harnsäure einen Indikator für oxidativen Stress 

darstellt.  

Der Gehalt von ATP in den Erythrozyten dagegen erwies sich bei Präeklampsie 

als erniedrigt, möglicherweise als Folge des oxidativen Stresses. Diese ATP-

Messungen waren die ersten überhaupt, die bei präeklamptischen Patientinnen 

durchgeführt wurden. Der Abfall des ATP-Gehalts in Erythrozyten kann eine 

Ursache für deren verminderte Flexibilität sein, die wiederum die verminderte 

Uterus- und Plazenta-Perfusion und damit letztlich die intrauterine 

Wachstumsretardierung des Fetus erklären könnte. 
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Die Untersuchungen der Aktivierbarkeit von Leukozyten mit opsonisiertem 

Zymosan durch Chemilumineszenz zeigten einen höheren Wert bei 

präeklamptischen Schwangeren. Dies könnte eine der Hauptursachen für den 

oxidativen Stress im mütterlichen Organismus sein. 

 

Im letzten Teil der Arbeit wurden in-vitro-Versuche mit Vitamin C durchgeführt, 

um dessen Einfluss auf die Parameter des oxidativen Stresses zeigen zu 

können. Dabei ergaben sich zwei gegensätzliche Effekte: Ein antioxidativer 

Effekt in Bezug auf den TRAP-Wert, der nach der Inkubation des Plasmas in 

Abhängigkeit von der Vitamin-C-Konzentration deutlich zunahm, und ein 

prooxidativer Effekt in Bezug auf den erhöhten Gehalt von Malondialdehyd im 

Plasma und der Erythrozytenmembran. Diese prooxidative Wirkung ist 

wahrscheinlich die Folge einer gesteigerten Lipidperoxidation durch die in einer 

Reaktion zwischen Vitamin C und Metall-Ionen im Vollblut entstehenden 

Hydroxylradikale. Diese in-vitro-Ergebnisse erlauben natürlich keine 

abschließende Bewertung der Frage, ob Vitamin C als Therapie bei 

Präeklampsie eingesetzt werden kann. Obwohl das Risiko einer Vitamintherapie 

während der Schwangerschaft gering erscheint, bedarf es dennoch weiterer 

Abklärung, ob Vitamin C tatsächlich in vivo Schutz vor oxidativem Stress bieten 

kann. 
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