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1. Zusammenfassungen (deutsch/englisch)

1.1 Die Bestimmung der Kupfer/Zink - Superoxid Dismutase im Serum und
Liquor cerebrospinalis von Kindern mit der Frage des diagnostischen

Stellenwertes

Gegenstand der Studie war die Bestimmung der Kupfer/Zink- Superoxid Dismutase
(Cu/zn- SOD, EC 1.15.1.1) bei 358 Kindern, einem antioxidativen Enzym zur
Eliminierung freier Sauerstoffradikale. Dabei wurde bei 293 Kindern das Enzym im
Serum und bei 65 Kindern im Liquor cerebrospinalis bestimmt.

Ziel der Untersuchungen war, herauszufinden, ob bei verschiedenen Erkrankungen
die SOD verandert ist und somit ein labordiagnostischer Parameter besonders fur
entzandliche ProzelRe zur Verflugung stinde sowie ev. auch Ruckschlisse auf den
Verlauf einer Erkrankung gezogen werden koénnen. Die Cu/Zn- SOD wurde mittels
eines enzymimmunometrischen 1-Schritt Assays (ELISA) bestimmt.

Es konnte festgestellt werden, dass die Cu/Zn- SOD im Liquor cerebrospinalis
signifikant hoher liegt als im Serum (p<0,0001).

Aulerdem konnte innerhalb des ,Liquorkollektives® eine signifikante Erhdéhung der
Cu/Zn- SOD (p<0,007) bei Kindern mit bakterieller Meningitis gemessen werden, im
Vergleich zu Kindern die an einer cerebral bedingten Entwicklungsverzogerung oder
an Migrane litten. Bei der Messung des Enzyms im Serum bei verschiedenen
Erkrankungen (auch bei bakterieller Meningitis), konnte hingegen keine Cu/Zn- SOD
Erhéhung gefunden werden.

Es kann daraus gefolgert werden, dass bei bakterieller Meningitis ein starker
oxidativer Stress im zentralen Nervensystem besteht, der zu vermehrten
zytotoxischen Reaktionen mit Zelluntergang fuhrt.

Aufgrund unserer Ergebnisse ist auch zu vermuten, dass bei Kindern mit einer
cerebralen Entwicklungsverzdogerung die antioxidativen Abwehrmechanismen im
ZNS beeintrachtigt sind, so dass neuronale Zellschaden entstehen kdnnen, welche
die Entwicklung der Kinder beeintrachtigen. Therapeutische Mdglichkeiten ergeben
sich aus diesen Befunden jedoch nicht. Die Bestimmung der Cu/Zn — SOD stellt

bislang keine Bereicherung der Diagnostik dar.



1.2 The destination of the copper/zinc Superoxide Dismutase in serum and
in cerebrospinal fluid of children with the question of the diagnostic

value

Object of the study was the destination of the copper/zinc Superoxide Dismutase
(Cu/Zn-SOD, EC 1.15.1.1), an antioxidative enzyme to eliminate free superoxide
radicals in human organism, of altogether 358 children. The enzyme was examined
in the serum of 293 children and in the cerebrospinal fluid of 65 children.

Aim of the examinations was finding out whether the SOD is changed in different
illnesses and so a labordiagnostical parameter especially for inflammatory processes
is available and ev. by which conclusions can be drawn on the course of an illness.
The Cu/Zn-SOD was determined by means of an enzyme linked immunosorbent
assay (ELISA).

It could be noticed that the Cu/Zn-SOD is in the cerebrospinal fluid significantly more
highly than in the serum (p< 0,0001).

In addition, a significant rise of the Cu/Zn-SOD (p< 0,007) could be established with
children with a bacterial meningitis within the “cerebrospinal fluid collective”, in
comparison to children suffering from a cerebral caused development delay or
migraine. At the measuring of the enzyme in the serum at different illnesses (also at
bacterial meningitis) no Cu/Zn-SOD increasing could, however, be found.

It can be concluded that there is a strong oxidative stress in the central nervous
system in bacterial meningitis which leads to increased cytotoxic reactions with cell
decline.

Due to our results it has also to be suspected that the antioxidative defence
mechanisms in the central nervous system in children with a cerebral development
delay are impaired so that neuronal cell damages which impair the development of
the children can arise. Therapeutical possibilities do not arise from these results
however. The determination of the Cu/Zn-SOD does not represent any enriching of

the diagnostics till now either.



2. Einleitung

21 Charakterisierung der Superoxid Dismutase

Superoxid und andere reaktive Sauerstoff — Metaboliten entstehen als normale
Zwischenprodukte des zellularen Metabolismus. Diese Metaboliten sind sehr reaktiv
und kénnen jede biochemische Komponente in den Zellen angreifen.
Zu deren Abwehr verfugen die Zellen Uber viele antioxidative Enzyme, wie z.B. die
Superoxid Dismutasen (SOD), die Katalase und die Glutathionperoxidase. Bei
intaktem Stoffwechsel der Zellen inaktivieren diese Enzyme rasch alle toxischen
Sauerstoff- Metaboliten.
Unter pathologischen Bedingungen wie z.B. bei Entzindungs- und zytotoxischen
Reaktionen steigt jedoch die Zahl der Sauerstoff — Radikale sehr stark an, so dass
zur Detoxikation ausreichend antioxidative Enzyme zur Verfligung stehen mussen.
Die Superoxid Dismutase, die in der vorliegenden Studie untersucht wurde,
katalysiert dabei folgende Reaktion:

Oye + Oy +2H+ — O+ Hy O,
Superoxidradikale werden in Wasserstoffperoxid uberfuhrt, wodurch der Start der
Lipidperoxidation verhindert wird, die schweren Schaden an der Zellmembran
verursachen kann (McCORD and FRIDOVICH, 1969). In Abbildung 1 ist die

Superoxid Dismutase mit ihren antioxidativen Reaktionswegen dargestellt.
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Abbildung 1



Die Superoxid Dismutase und ihre antioxidativen Reaktionswege. Abklrzungen: GSH-Lpx,
Glutathionlipidhydroperoxidase; GSH-px, Glutathionperoxidase; GST, Glutathion-S-Transferase; '0,,
einzelnes Sauerstoffatom; OH’, Hydroxylion; e OH, Hydroxylradical; O,e, Superoxid; H,O0,,

Wasserstoffperoxid; SOD, Superoxid Dismutase (modifiziert nach JAMES,1994, Parasitology today)

2.2 Die Erstbeschreibung der Superoxid Dismutase

Bereits 1939 wurde ein blaues Kupferprotein aus Rinder- Erythrozyten isoliert
(MANN et al., 1939). Dieses kristalline Protein, das ,Hemocuprein“ genannt wurde,
enthielt 0,34 % Kupfer und hatte ein Molekulargewicht von etwa 34 kDa ( kilo
Dalton). Fur dieses Protein konnte damals keine enzymatische Aktivitat gemessen
werden.

Im Jahr 1959 wurde ein Kupferprotein aus menschlichen Erythrozyten entdeckt
(MARKOWITZ et al.,, 1959; KIMMEL et al.,1959), das ,Erythrocuprein® genannt
wurde. Es war in seinem Kupfergehalt und in seiner Grole dem Hemocuprein
ahnlich. Auch fur Erythrocuprein konnte zunachst keine enzymatische Funktion
nachgewiesen werden.

SchlieBlich konnten &ahnliche Kupferproteine auch aus anderen Geweben
nachgewiesen werden, z.B. ein Kupferprotein, das aus dem menschlichen Gehirn
isoliert wurde und ,Cerebrocuprein“ genannt wurde (PORTER et al., 1957). Ein so
genanntes ,Hepatocuprein® wurde in Rinderleber (MANN et al., 1939) und in
Pferdeleber (MOHAMED et al., 1953) gefunden. Bei keinem dieser Proteine wurde,
wie auch bei den erythrozytaren Proteinen, eine enzymatische Aktivitat entdeckt.
1969 gelang es McCORD und FRIDOVICH (McCORD, FRIDOVICH, 1969)
nachzuweisen, dass es sich bei den Kupfer enthaltenden Proteinen um ein Enzym
handelt, das die Dismutation von freien Superoxid Radikalen katalysiert. Sie nannten
das Enzym daher ,Superoxid Dismutase®.

1970 wurden weitere Superoxid Dismutasen entdeckt, die Mangan (KEELE et al.,
1970) oder Eisen (YOST et al., 1973) enthielten. Sie konnten zunachst nur in
Prokaryonten nachgewiesen werden. Die Mangan — Superoxid Dismutase (Mn —
SOD) wurde 1973 auch in den Mitochondrien von Eukaryonten gefunden
(WEISINGER et al., 1973). Die Eisen — Superoxid Dismutase (Fe — SOD) und die Mn
— SOD zeigten gewisse Ubereinstimmungen in den DNA - Sequenzen nicht jedoch
im Vergleich zur Cu/ Zn — SOD (STEINMANN et al., 1973).



Eine neue Form der SOD, welche Nickel enthalt, wurde 1996 in Streptomyces
species nachgewiesen (YOUN et. al, 1996).

1980 bis 1982 wurde eine weitere Unterform der Superoxid Dismutasen entdeckt.
Dabei handelt es sich um die so genannte EC — SOD, eine Superoxid Dismutase, die
vor allem in extracellularen Flussigkeiten vorkommt und, ahnlich wie die Cu — Zn —
SOD, Kupfer und Zink enthalt. Sie hat jedoch ein héheres Molekulargewicht von etwa
130 kDa (MARKLUND, 1980; MARKLUND et al., 1982).

Ebenfalls 1980 wurde die komplette Aminosauren — Sequenz der menschlichen Cu —
Zn — SOD entschlusselt (BARRA et al., 1980). Dabei konnten teilweise identische
Sequenzen im Vergleich mit Pferde -, Rinder — und Hefen- Aminosaure- Sequenzen
der SOD gefunden werden. Abbildung 2 zeigt die Aminosaure-Sequenzen der SOD
von Mensch, Pferd, Rind und Hefe im Vergleich.

Hefe VQ AV A VLKG DAC V SG VVK FE QASESEFTTVSYE | AGNSF
Rind TK AV C VLKG DGF vV QG TIH FE AKG DFVVVTGSI TG LT
Pferd LK AV C VLKG DCF VH G VIH FE QQQEGGFVVLKGF I EG LT
Mensch TK AV C VLKG NGF V QG IIN FE QKESNGFVKVWGS I KG LT
Hefe NAER GFH | H E FGD AT N GC VS AG P HFNF FKKT HG AF TDEYV
Rind EGDH GFH VH Q FGD N T Q GC TS AG PHFNF LSKK HG GF KDEE
Pferd KGDH GFH VH E FGD N T Q GC TT AG Q HFNF LSKK HG GF KDEE
Mensch EGLH GFH VH E FGD N T A GC TS AG F HFNF LSRK HG GF KDEE

Hefe RHVGD
Rind RHVGD
Pferd RHVGD
Mensch RHVGD

GNV KT DE NG V A KGSFK D SLI KL I G FTSVVGR SVV |
GNV TA DK NG V A IVDIV D FLI SLSG EYSIIl GR TM V V
GNV TA DE NG K A DVDMK D SVI S L SG KHSII GR TM VYV
GNV TA DK NGV A DVSIE D SVI S L SG DHCII GR TL VYV

- Z

Hefe H AGQ DDLG K G DT EES L KTGNAG F R
Rind H EKF DDLG R G GN EES T KTGNAG S R
Pferd H EKQ DDLG K G GN EES T KTGNAG S R
Mensch H EKA DDLG K G GN EES T KTGNAG S R

ACGVIG LTN
ACGVIG IAK
ACGVIG IAF
ACGVIG I1AQ

| N e |

Abbildung 2
Modifiziert nach BARRA et al. (1980): Vergleich der Primarstruktur der Cu — Zn — SOD von Hefen,

Rindern, Pferden und Mensch. Identische Aminosauren sind fett gedruckt markiert.



2.3 Eigenschaften und Funktionen der verschiedenen Superoxid Dismutasen

Wie bereits unter 2.2 erwahnt, existiert die Superoxid Dismutase in drei
verschiedenen Formen: der Kupfer — Zink — Superoxid Dismutase (Cu —Zn — SOD),
der Mangan — Superoxid Dismutase (Mn — SOD) und der Extrazellularen Superoxid
Dismutase (EC — SOD).

Die Cu — Zn — SOD ist im Zytoplasma von Zellen lokalisiert. Sie ist ein Dimer aus
zwei identischen nicht glycosilierten Polypeptidketten mit 153 Aminosauren und
einem Molekulargewicht von jeweils 16 kDa (BARRA et al., 1980). Die Synthese wird
durch ein Gen auf dem distalen Abschnitt des Chromosoms 21 (21q 22.1) gesteuert
(SINET et al., 1976).

Die Kupfer — Zink — Superoxid Dismutase wird nicht durch proentzindliche Zytokine
induziert im Gegensatz zur Mangan abhangigen Superoxid Dismutase. lhre
Konzentration ist daher nahezu unabhangig vom Aktivierungsgrad der Zellen. Somit
eignet sich die Quantifizierung der Cu — Zn — SOD fur den Nachweis zytotoxischer
Reaktionen, bei denen sie aus den geschadigten Zellen freigesetzt wird. Diese
zytotoxischen Reaktionen spielen eine wesentliche Rolle in der Abwehr von
Mikroorganismen und der Eliminierung geschadigter Zellen.

Zwischen der Mn — SOD und der Fe — SOD existiert eine augenscheinliche DNA —
Sequenzgleichheit, flir die ein gemeinsamer evolutionarer Ursprung fur
wahrscheinlich gehalten wird (BANNISTER et al., 1991; SMITH et al., 1992). In
Eukaryonten wird die Mn — SOD von einem nuklearen Gen codiert und ihre Aktivitat
ist in den meisten Zellen auf die Mitochondrien beschrankt. Ein Vorkommen der Fe —
SOD wurde in Pflanzen (SMITH et al., 1992; VAN CAMP et al., 1990) und einigen
Protozoen (BARRA et al., 1990; BRUCHHAUS et al., 1992; LE TRANT et al., 1983)
beschrieben. Die Mn — SOD findet man nicht nur in menschlichen Zellen, sondern in
fast allen Eukaryonten. Bakterielle Mn/ Fe — SOD kann sowohl homodimer als auch
tetramer sein, wahrend die Mn — SOD in den Mitochondrien von Eukaryonten
tetramer ist (BORGSTAHL et al., 1992), ebenso wie die zytosolische Fe — SOD in
Pflanzen und Protozoen (BARRA et al., 1990). Die monomere Form der Mn/ Fe —
SOD hat ein Molekulargewicht von ca. 20 — 24 kDa und enthalt ein Metallion pro
Monomer. Dabei ist das jeweilige Metall spezifisch und ein Austausch gegen ein
anderes Metall bedeutet einen Aktivitatsverlust des Enzyms (BEYER et al., 1991).
Mn/ Fe — SOD besteht hauptsachlich aus o -Helices mit der Metallbindung an drei
Histidinresten und einem Aspartat (FRIDOVICH, 1986).



Die EC — SOD ist die vorherrschende SOD — Unterform im Extrazellularraum. Sie
enthalt ebenfalls Kupfer und Zink, hat jedoch ein Molekulargewicht von etwa 134 k
Da (MARKLUND, 1982; MARKLUND et al.,, 1982). Sie ist ein sekretorisches
Glykoprotein, besitzt eine Heparin- bindende Domane (MARKLUND et al.,1982) und
ist hauptsachlich an die extrazellulare Matrix von Geweben gebunden. Im Hinblick
auf ihre Affinitat zu Heparin ist sie heterogen und kann in finf Fraktionen (I — V)
unterteilt werden (SANDSTROM et al., 1993; OURY et al., 1994).

Interessant ist die Rolle der Superoxid Dismutase fur die Diagnostik der Trisomie 21.
Die Trisomie 21 (,Down Syndrom®) ist mit Abstand die haufigste
Chromosomenaberration (Inzidenz 1/600 bis 1/800 Lebendgeburten ) mit mehr oder
minder schwerer psychomotorischer Retardierung, angeborenen Herzfehlern und
weiteren Fehlbildungen, Immundefekten und erhohter Leukoserate. In 95 % der Falle
wird das Down Syndrom durch ein zusatzliches Chromosom 21 verursacht. Dabei
handelt es sich um die freie Trisomie oder numerische Chromosomenaberration. In 5
% der Falle wird die Trisomie durch ein zusatzliches Bruchstlick des Chromosoms 21
verursacht, die strukturelle Chromosomenaberration.

Das Gen fur die Synthese der Cu — Zn — SOD ist in oder nahe dem fur das Down
Syndrom verantwortlichen Genkomplex auf dem Chromosom 21 lokalisiert; der Gen
— Dosis — Effekt wurde fur die Cu — Zn — SOD beim Down Syndrom nachgewiesen
(SINET et al., 1976). Da die immunchemische Quantifizierung der Cu — Zn — SOD
der Erythrozyten pra- und postnatal bei Trisomie 21 signifikant erhohte
Konzentrationen sowohl bei Bezug auf die Zellzahl als auch den Hamoglobingehalt
ergab (PORSTMANN et al.,1990; PORSTMANN et al., 1991), gilt die Quantifizierung
des Cu — Zn — SOD Gehaltes in Erythrozyten als ein sehr zuverlassiger Parameter
fur das Vorliegen numerischer und struktureller Chromosomenaberrationen.

1993 fand man, dass die Cu — Zn — SOD auch eine Rolle in der Pathogenese der
Amyotrophen Lateralsklerose (ALS) spielt (DENG et al., 1993). Die ALS ist die
haufigste motorische Systemkrankheit. lhre Inzidenz wird auf 1-2 pro 100.000
Einwohner geschatzt. Dabei findet man eine Kombination von nuklearer Atrophie und
Degeneration der Pyramidenbahnen, so dass es bei dem voll ausgebildeten
Krankheitsbild gleichzeitig zu Muskelatrophie und spastischen Lahmungen kommt.
Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 65 Jahren. Die Erkrankung verlauft meist
rasch, nur ein Drittel der Erkrankten Uberlebt 5 Jahre nach Diagnosestellung.

Man unterscheidet bei der ALS eine sporadische und eine familiare Form. Die

familiare Form wird autosomal dominant vererbt. Da der Genlokus auf Chromosom
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21 in der Region, die die Cu — Zn — SOD kodiert, liegen soll, nimmt man an, dass
eine verminderte Aktivitat der Cu — Zn — SOD fur die Entstehung einer amyotrophen
Lateralsklerose mit verantwortlich ist.

Mittlerweile wurden mehr als 100 Mutationen im Cu — Zn — SOD Gen gefunden, die
fur ca. 20 % der familiaren ALS verantwortlich sind. Es werden immer weitere
Gendefekte identifiziert, wie zuletzt eine seltene Genmutation in einer chinesischen
Familie, die an einer Uber 5 Generationen reichenden familiaren ALS leidet (ZHANG
et al., 2005).

2.4 Die Entwicklung eines schnell durchzufiihrenden ELISA - Tests zum
Nachweis der Cu — Zn - SOD

Im Jahr 1990 entwickelten Porstmann et al. einen  schnellen
immunenzymometrischen Assay (Enzyme Linked Immunosorbent Assay — ELISA,
PORSTMANN et al., 1990).

Dazu produzierten sie monoklonale IgG Antiképer aus Mausen durch Immunisierung
mit rekombinanter Cu — Zn — SOD. Diese Antikdrper waren gegen vier verschiedene
Epitope auf der Cu — Zn — SOD aus menschlichen Erythrozyten gerichtet.

Die Antikorper reagierten gut mit dem rekombinanten Protein und der menschlichen
Cu — Zn — SOD. Dabei wurden Bindungskonstanten von 8.8 x 10 bis zu 2.2 x 10
I/mol erzielt. Sie geben Auskunft Uber die Starke der Bindung zwischen Rezeptor und
Ligand, in diesem Fall zwischen Antikdrper und Protein bzw. menschlicher Cu — Zn —
SOD. Nach Vermischung verhinderten diese Antikérper die Bindung von
polyklonalen Antikérpern von Kaninchen und Schafen, die gegen die erythrozytare
Cu — Zn — SOD wirkten. Wahrend ein Antikorper gegen eine gemeinsame homologe
Region von Rinder Cu — Zn — SOD und menschlicher Cu — Zn — SOD gerichtet war,
reagierten alle anderen Antikérper ausschliel3lich oder bevorzugt mit der
menschlichen Cu — Zn — SOD. Nur ein Epitop auf dem menschlichen Cu — Zn — SOD
Molekul war auf zwei verschiedenen Seiten zuganglich. Man konnte dies zeigen in
einem Zwei — Seiten — Assay mit ein und demselben Antikorper, der sowohl als
Sicherungs- als auch als Indikator- Antikdrper verwendet wurde. In dem indirekten
Zwei—Seiten—Assay mit unbeladenen monoklonalen Antikérpern wurde ein additiver

Effekt erreicht, so dass eine Kurve resultierte, die stufenweise dosisabhangig
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ansteigt. Dieser Effekt konnte durch eine Mischung der Antikdrper gegen
verschiedene Epitope erreicht werden. So wurde ein schneller Zwei — Seiten —
Enzym Immunoassay mit Antikdrpern gegen zwei verschiedene Epitope entwickelt.

Dabei lag die Nachweisgrenze bei 0,5 ug SOD/ .

2.5 Die Superoxid Dismutase im Liquor cerebrospinalis

Das Gehirn ist reich an oxidierbaren Substraten, vor allem an mehrfach
ungesattigten Fettsauren und Katecholaminen. Daher verbraucht es sehr viel
Sauerstoff, so dass auch viele Sauerstoffradikale anfallen, die Schaden verursachen
konnen. Die Radikale, die bei der Reduktion von Sauerstoff zu Wasser entstehen,
sind meist Superoxid (O%*-), Wasserstoffperoxid (H202) und Wasserstoffradikale
(OH-). Sie konnen mit mehrfach ungesattigten Fettsauren, DNS, Enzymen oder
anderen Molekulen reagieren und Zellschaden mit erheblichen Funktionsstorungen
bis hin zum Zelltod verursachen.

Zur Eliminierung dieser schadigenden Substrate verfligt das Gehirn ebenso wie alle
anderen Korperflussigkeiten Uber die Superoxid Dismutase. Daneben sind auch
Molekule wie Glucose, Albumin, Harnsaure, Coeruloplasmin, Transferrin, Vitamin A,
E und C sowie Thiolgruppen (-SH) enthaltende Molekille bei der Abwehr von
Radikalen eingeschaltet.

1992 untersuchten LABOYRIE et al. den Liquor cerebrospinalis auf seinen Gehalt an
Cu — Zn — SOD (LABOYRIE et al.,, 1992). Er eliminiert nicht nur schadigende
Verbindungen, sondern erflllt auch eine nutritive und protektive Funktion.

LABOYRIE et al. fanden einen hoch signifikanten Unterschied zwischen der
Konzentration an Cu — Zn — SOD im Serum und derjenigen im Liquor
cerebrospinalis. Sie untersuchten den Liquor cerebrospinalis und das Blut von 36
Patienten, von denen 6 Patienten einen lumbalen Bandscheibenvorfall, 3 eine
Polyneuropathie, 7 einen cerebralen Insult, 10 Kopfschmerzen unklarer Genese und
10 verschiedene Erkrankungen im Bereich des ZNS hatten. In ihren Ergebnissen
stellten sie eine Cu — Zn — SOD Konzentration im Plasma von 91,6 + 18,2 ng SOD/ml
und eine Konzentration im Liquor cerebrospinalis von 286,2 + 33,5 ng SOD/ml fest,
ohne Unterschiede im Bezug auf die verschiedenen Diagnosen.

ADACHI et al. untersuchten 2001 ebenfalls den Liquor cerebrospinalis, auf
extracellulare SOD (EC-SOD) in Proben von Kindern (ADACHI et al., 2001). Die
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Liqurproben stammten von Kindern die wegen Verdacht auf Meningitis lumbal

punktiert wurden. Sie fanden eine mittlere Konzentration der EC-SOD im Liquor

cerebrospinalis von 29,9 + 9,8 ng/ml bei Knaben und eine Konzentration von 30,1

9,7 ng/ml bei Madchen, also praktisch identische Befunde.

2.7

Fragestellung

Zu Beginn des neuen Jahrtausends wurden zahlreiche Studien uber die SOD

veroffentlicht. Dabei wurde aber zumeist die EC-SOD untersucht, oder aber

Untersuchungen bei Erwachsenen durchgefuihrt. Nur wenige Publukationen sind

uber die Cu — Zn — SOD bei Kindern - insbesondere im Liquor cerebrospinalis - zu

finden.

In der vorliegenden Untersuchung wurden Seren und Liquores cerebrospinales von

Kindern mit verschiedenen Erkrankungen auf ihren Gehalt an Cu — Zn — SOD

untersucht mit der Frage,

a)

ob die Cu — Zn —SOD (ebenso wie die EC — SOD) bei Kindern im Liquor
cerebrospinalis erhdht ist — also ein diagnostisches Kriterium darstellt -
insbesondere bei bestimmten Erkrankungen des ZNS (z.B. Meningitis,
Encephalitis, Hydrocephalus) und sich daraus ergabe, eventuell zusatzlich
mit antioxidativen Substanzen zu behandeln um die Heilungschancen zu
verbessern (z.B. bei eitriger Meningitis).

ob signifikante Unterschiede an Cu — Zn - SOD im Serum bei
verschiedenen Erkrankungen vorliegen, die eventuell auch einen
prognostischen Ruckschluss auf den Verlauf zulassen.

ob bei Kindern mit angeborenen Herzfehlern, insbesondere zyanotische
Herzfehler, der Messung der Cu/Zn-SOD eine klinische Bedeutung

zukommt.
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3. Material und Methodik

3.1 Materialien

In der vorliegenden Studie wurden Seren und Liquor cerebrospinalis auf ihren Gehalt
an Kupfer - Zink — Superoxid Dismutase getestet. Dabei wurde der Serazym Human
Cu/Zn SOD ELISA der Firma Seramun Diagnostica GmbH verwendet.

Die Proben, welche analysiert wurden, stammen von Patienten, vorwiegend Kindern,
im Alter von 0 bis 33 Jahren.

Die Kinder litten an folgenden verschiedenen Erkrankungen: 50 mit Cystischer
Fibrose, 30 mit Diabetes mellitus Typ 1, 96 mit angeborenen Herzfehlern, 45 mit
Juveniler chronischer Polyarthritis, 13 mit endokrinologischen Storungen, 7 mit
Hamophilie A, 7 mit Galaktosamie, 9 mit M.Crohn sowie 34 mit differierenden
neurologischen Erkrankungen wie z.B. Meningitis.

Die Kinder, deren Liquor cerebrospinalis untersucht wurde, hatten folgende
neurologische Diagnosen: 7 mit Meningitis purulenta, 12 mit cerebral bedingter
Entwicklungsverzdgerung, 12 mit Hydrocephalus, 9 mit cerebralem Krampfleiden, 12
mit peripherer Facialisparese, 11 mit Migrane, 7 Kinder wiesen einen unauffalligen
Liquor cerebrospinalis auf.

Die untersuchten Proben wurden bis zur Verwendung bei —20 °C tiefgekuhlt gelagert,
der Serazym Human Cu/Zn SOD ELISA bei 2-8 °C.

3.2 Methodik

3.2.1 Testprinzip

3.2.1.1 Prinzip eines Enzyme - linked immunosorbent assay (ELISA)

Beim ELISA wird der Antikoérper fur das nachzuweisende Protein an eine feste
polymere Matrix gebunden (Abbildung 3). Gibt man jetzt einen Tropfen der zu

untersuchenden Probe auf die Platte, so bilden sich Antigen — Antikdrper —

12



Komplexe. Nach dem Waschen der Platte zur Entfernung ungebundener Moleklle,

fugt man einen zweiten Antikérper hinzu, der eine andere Stelle auf dem Antigen

erkennt, dann wascht man erneut. Die an die Platte gebundene Menge dieses

zweiten Antikorpers ist der Menge des gebundenen Antigens proportional. Der

zweite zugegebene Antikorper ist mit einem Enzym verknupft, welches mit grol3er

Geschwindigkeit ein zugegebenes farbloses Substrat in ein farbiges Produkt oder

ein nicht fluoreszierendes Substrat in ein intensiv

umwandeln kann

| Bindung des ersten Anti-
kérpers an die Matrix

s
Amtikdrper 1

» ® ® @

feste polymere Matrix

l Zugabe der Probe
/

‘ Waschschritt zur
1 Entfernung
\y ungebundener Molekiile

interessierendes

Protein
? -
nicht-
fluoreszierendes fluoreszierendes

Substrat ~—_—-7 Produkt

zu bestimmendes
Protein

polymere Matrix

Abbildung 3
Prinzip eines ELISA

3.2.1.2 Prinzip des Serazym Human Cu/Zn SOD ELISA

fluoreszierendes Produkt

Der Serazym Human Cu/Zn SOD ELISA ist ein schneller immunenzymometrischer

Ein — Schritt Assay auf der Basis hochaffiner polyklonaler und monoklonaler

Antikorper gegen Cu/Zn SOD.

13



Dabei werden die zu untersuchenden Proben, im vorliegenden Fall Serum und
Liquor cerebrospinalis, simultan mit Peroxidase-markierten monoklonalen anti -
Cu/Zn SOD - Antikérpern in die Vertiefungen der Mikrotiterstreifen, die mit
polyklonalen anti-human Cu/Zn SOD Antikorpern beschichtet sind, pipettiert. Nach
20 minutiger Inkubation bei Raumtemperatur (20- 25 °C) werden die ungebundenen
Komponenten aus den Vertiefungen abgesaugt, die Vertiefungen flunfmal mit
Waschpuffer gewaschen und mit Substrat fir die enzymatische Reaktion gefullt.

Nach zehn Minuten Reaktionszeit bei Raumtemperatur erfolgt der Reaktionsstopp
durch Zugabe von Schwefelsaure in die Vertiefungen. Die Extinktion der von blau
nach gelb verfarbten Lésungen wird nun durch Wellenlangenmessung bei 450 nm
bei einer Referenzwellenlange von 620 nm bestimmt, so dass ein AE resultiert.

Anhand der Extinktionen der mitgefuhrten Cu/Zn SOD - Standardkonzentrationen
lasst sich eine Bezugskurve berechnen, mit deren Hilfe aus der Extinktion der

untersuchten Probe auf die Cu/Zn SOD — Konzentration geschlossen werden kann.

3.2.2 Bestandteile des Testbestecks

1 Mikrotiterstreifen und Streifenhalter
12 Streifen mit jeweils 8 Vertiefungen, beschichtet mit polyklonalen
Antikérpern  gegen human Cu/Zn SOD, vakuumversiegelt mit

Trockenbeutel

2 50 ml Waschpuffer 10-fach
Konzentrat fur 500 ml, pH 7,4 £ 0,1

Trispuffer 0,1 moll/l

Natriumchlorid 2,5 molll

Tween 20 1,0 % (wl/v)

Thiomersal 0,01 % (wlv)
3 50 ml Verdunnungsmedium

gebrauchsfertig, pH 7,4 + 0,1

Trispuffer 0,01 mol/l
Natriumchlorid 0,25 mol/l
Haemaccel r 35 5 % (viv)
Tween 20 0,1 % (vIv)

14



Phenolrot 0,001 % (w/v)
Thiomersal 0,01 % (w/v)

0,5 ml Cu/Zn SOD Standard 11-fach

konzentrierte Losung

Trispuffer 0,01 mol/l
Natriumchlorid 0,25 mol/l
Cu/Zn SOD 0,55 pg/ml
Rinderserum-Albumin 5 % (W/v)
Saccharose 4 % (wlv)
Kathon* 1,0 % (viv)

0,5 ml Cu/Zn SOD Kontrolle 1, 11-fach

konzentrierte Lésung

Trispuffer 0,01 mol/l
Natriumchlorid 0,25 mol/l
Cu/Zn SOD 0,22 ug/ml
Rinderserum-Albumin 5 % (wlv)
Saccharose 4 % (wlv)
Kathon* 1,0 % (viv)

0,5 ml Cu/Zn SOD Kontrolle 2, 11-fach

konzentrierte Losung

Trispuffer 0,01 mol/l
Natriumchlorid 0,25 mol/l
Cu/Zn SOD 0,11  pg/ml
Rinderserum-Albumin 5 % (wlv)
Saccharose 4 % (W/v)
Kathon* 1,0 % (viv)

0,3 ml anti-human Cu/Zn SOD- POD- Konjugat , 101-fach

konzentrierte Losung

Trispuffer 0,01 mol/l
Natriumchlorid 0,25 mol/l
Rinderserum-Albumin 5 % (wlv)
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Saccharose 4 % (wlv)
Kathon* 1,0 % (viv)
Anti-human Cu/Zn SOD-POD

8 15 ml TMB/ Substratlésung

gebrauchsfertig

Zitratpuffer, pH 4,1 £ 0,1 25 mmol/l
3,3°,5,5 -Tetramethylbenzidin 1,0  mmol/|
Wasserstoffperoxid 2,4 mmol/l
Kathon* 0,008 % (v/v)

9 15 ml Stopplosung
gebrauchsfertig

Schwefelsaure 0,25 mol/l

* ein Stoff aus der Gruppe der Isothiazone, ein Konservierungsstoff

3.2.3 Testdurchfiihrung

Zunachst wurden die bendtigten Reagenzien folgendermalen vorbereitet:

50 ml gebrauchsfertiger Waschpuffer wurden mit 450 ml frischem, keimfreiem

destilliertem Wasser verdiinnt;

50 ul Cu/Zn SOD Standard wurden mit 500 pl Verdiinnungsmedium verdinnt, so
dass ein Standard 1 mit 50 ng/ml entstand;

Weiterhin wurden 200 pl des Standard 1 mit 200ul des Verdinnungsmediums
verdunnt, so dass ein Standard 2 mit 25 ng/ml resultierte;

Nachfolgend wurden wiederum 200 pl des Standard 2 mit 200ul des
Verdunnungsmediums vermischt, so dass ein weiterer Standard 3 mit 12,5 ng/ml
entstand; Standard 4 (6,25 ng/ml) und Standard 5 (3,125 ng/ml) wurden ebenso
durch Anreichern der Standards 3 und 4 mit 200ul des Verdinnungsmediums

erzeugt.
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Zur Qualitatssicherung der Tests wurden jeweils Cu/Zn SOD Kontrollen hergestellt.
Dabei wurden 25 ul der Cu/Zn SOD Kontrolle 1 mit 250 ul des Verdinnungsmediums
verdinnt, so dass eine Kontrolle 1 mit 20 ng/ml entstand;

Kontrolle 2 mit 10 ng/ml wurde durch Zugabe von 250 ul des Verdinnungsmediums
zu 25 yl Cu/Zn SOD Kontrolle 2 erzeugt.

80 I Anti-human Cu/Zn SOD-POD-Konjugat wurden mit 8,00 ml
Verdinnungsmedium verdunnt.

Die gefrorenen Proben wurden im Wasserbad auf Raumtemperatur erwarmt und gut
gemischt.

Die Serum Proben wurden anschlieRend unverdiunnt weiterverwendet, wahrend von
den Proben aus Liquor cerebrospinalis jeweils Verdunnungsreihen angelegt wurden,
da sich bereits nach den ersten Tests zeigte, dass der Gehalt an Cu - Zn — SOD im
Liquor cerebrospinalis weitaus hoher liegt, als die Nachweisgrenze des Tests von 50
ng/ml. Dabei wurde zunachst 1: 10 verduinnt, indem 50 pl Liquor cerebrospinalis mit
450 ul NaCl — Lésung 0,9% vermischt wurden. Dann wurde 1: 20 verdinnt, indem
100 pl der Verdinnung 1: 10 mit 100 pl NaCl — Lésung 0,9% vermengt wurden.

Nach Abschluss aller Vorbereitungen, wurden jeweils 50 pl der gebrauchsfertigen
Konjugatlésung in alle Vertiefungen der Mikrotiterplatte (Abbildung 4) mittels einer
Multipette (Abbildung 5, links) pipettiert.

Abbildung 4
Mikrotiterplatte
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Abbildung 5
Multikanalpipette(links) und Eppendorfpipetten

Dann wurden ein Leerwert des Verdinnungsmediums, die Standards und Kontrollen,
sowie die Proben mittels einer Multikanalpipette (Abbildung 6) in die Vertiefungen der
Mikrotiterplatte Uberflhrt.

Abbildung 6
Multikanalpipette

Dabei wurden wiederum jeweils 50 pl pipettiert unter Verwendung neuer
Pipettenspitzen fur jede Reihe der Mikrotiterplatte.
Von allen Standards, Proben, Kontrollen sowie vom Leerwert wurden

Doppelbestimmungen angelegt.
Dann wurde die Mikrotiterplatte mit selbstklebender Folie abgedeckt und

anschlielend bei 20-25 °C auf einem Mikrotiterplattenschttler bei 200 U/min fir 20 +

1 Minute inkubiert.
Inzwischen wurde ein Automatikwascher (Abbildung 7) mit dem zuvor vorbereiteten

Waschpuffer geprimt.
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Abbildung 7

Automatikwascher

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Mikrotiterplatte in den Automatikwascher
eingesetzt und dann funfmal mit je 400 ul Waschlosung pro Vertiefung gewaschen.
Dabei wurde darauf geachtet, dass nach 10 bis 15 Sekunden der Waschpuffer aus
den Vertiefungen komplett abgesaugt wurde.

Nach Beendigung des automatischen Waschvorgangs wurde die restliche
Waschlosung durch Ausklopfen der Mikrotiterplatte auf Filterpapier entfernt.

Im nachsten Arbeitsgang wurden je 100 ul gebrauchsfertige TMB/Substratlésung
mittels einer Multipette in alle Vertiefungen pipettiert.

Es folgte eine weitere Inkubation bei 20-25 °C auf einem Mikrotiterplattenschuttler bei
200 U/min im Dunkeln fur 10 £ 1 Minuten.

Nach Ablauf der Reaktionszeit wurde die Reaktion mittels der Stoppldsung beendet.
Dazu wurden 100 pl je Vertiefung pipettiert. Dadurch farbte sich das vorher blaue
Reaktionsprodukt in ein gelbes Endprodukt.

Die Messung der Extinktionen der Proben erfolgte bei 450 nm Wellenlange bei einer
Referenzwellenlange von 620 nm, so dass ein AE entsteht.

Die Bestimmung der Extinktionen erfolgte innerhalb von maximal 30 Minuten nach

Zugabe der Stopplésung mit Hilfe eines Photometers der Firma DRG (Abbildung 8).
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Abbildung 8
Photometer

3.2.4 Testauswertung

Die Mittelwerte der Extinktionen aus den Doppelbestimmungen der Standards, der
Kontrollen und der untersuchten Proben, wurden mit Hilfe eines
Computerprogrammes der Firma WREG — DRG bestimmt.

Durch Auftragen der Extiktionswerte der entsprechenden Standards 1 bis 5 auf der y
— Achse gegen die Cu — Zn — SOD — Konzentrationen der Standards auf der x —

Achse wurde eine Bezugskurve (Abbildung 9) erstellt.

Typische Bezugskurve Cu/Zn-SOD-EIA

2,000

1,000

Extinktion bei 450 nm
N

0,000
0 10 20 30 40 50 60
Cu/Zn-SOD [ng/ml]

Abbildung 9

Typische Bezugskurve des Cu/Zn-SOD enzym immunometric assay
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Anhand dieser Bezugskurve wurde nun der Cu — Zn — SOD — Gehalt der Proben aus
den Extinktionsmittelwerten ermittelt. Dabei wurden verdinnte Proben mit den
jeweiligen Verdinnungsfaktoren multipliziert, um den Cu — Zn — SOD — Gehalt der

Originalproben zu berechnen.

3.2.5 Qualitatskriterien fiir den Test

Zur Qualitatskontrolle des Tests wurden Gultigkeitskriterien angelegt, so dass nur im
Falle der Erfullung dieser Kriterien eine Auswertung des Tests erfolgte.
Doppelbestimmungen aller Proben und Standards wurden angelegt und bei beiden
Proben die Extinktion bestimmt. Der Mittelwert aus den beiden Extinktionen wurde
anschlieBend berechnet. Zeigte sich eine Standardabweichung gréRer 30% in den
ermittelten Werten der Doppelbestimmungen, wurde die jeweilige Probe verworfen.
Der Test wurde ausgewertet, wenn der Extinktionsmittelwert des
Verdunnungsmediums < 0,10 war, der Extinktionsmittelwert des Standards 1 (50
ng/ml) > 1,50 lag. Die Kontrolle 1 musste > 17 ng/ml und < 23 ng/ml sein, sowie die

Kontrolle 2 > 8 ng/ml und < 13 ng/ml

3.2.6 Statistische Auswertung

Die Auswertung der Konzentrationen der Proben an Cu — Zn — SOD erfolgte mittels
des Statistikprogrammes SPSS 11.5 (Statistical Package for the Social Sciences).
Dabei wurden grundsatzlich zwei Kollektive, namlich ein Kollektiv, bei dem das zu
untersuchende Enzym im Serum bestimmt wurde, im Folgenden ,Serumkollektiv*
genannt, und ein Kollektiv, bei dem das zu untersuchende Enzym im Liquor
cerebrospinalis untersucht wurde, im Folgenden ,Liquorkollektiv genannt,

unterschieden.
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4. Ergebnisse

4.1 Ergebnisse im gesamten Kollektiv

Die Auswertung der mit Serazym Human Cu/Zn SOD ELISA gewonnenen
Ergebnisse erfolgte mit Hilfe des Programmes SPSS 11.5 (Statistical Package for the
Social Sciences).

Insgesamt wurden 364 Proben untersucht, davon 65 Liquor cerebrospinalis — Proben
und 299 Serum — Proben (Tabelle 1).

Anzahl der untersuchten Proben mit Geschlechtsverteilung in den unterschiedlichen Gruppen

Gruppe Anzahl mannlich | weiblich
Serum 299 146 153
Liquor cerebrospinalis 65 27 38
Gesamt 364 173 191
Tabelle 1

Tabelle 2 stellt die Haufigkeiten der unterschiedlichen Diagnosen in Serum- und

Liquor- Gruppe dar.

Haufigkeiten der einzelnen Diagnosen

Diagnose Haufigkeit absolut Prozent
Serum-Gruppe Cystische Fibrose 50 13,7
Diabetes mellitus 30 8,2
Endokrinologische Diagnosen 13 3,6
Hamophilie 7 1,9
Kardiologische Diagnosen 96 26,4
M.Crohn 9 2,5
Juvenile idiopathische Arthritis 45 12,4
Galaktosamie 7 1,9
Neurologische Diagnosen 34 9,3
Gesunde Neugeborene 8 2,2
Liquor-Gruppe Meningitis 7 1,9
Entwicklungsverzégerung 12 3,3
Hydrocephalus 7 1,9
Epilepsie 9 2,5
Periphere Facialisparese 12 3,3
Migréane 11 3,0
Liquor cerebrospinalis unauffallig 7 1,9
Gesamt 364 100,0
Tabelle 2
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Neurolog.Diagnose

Cystische Fibrose

Galaktosamie

M.Crohn

Hamophilie

Kardiolog. Diagnose

Abbildung 10

Anteil der verschiedenen Diagnosegruppen im Serumkollektiv

Die Altersverteilung in den Gruppen ist in Tabelle 3 dargestellt.

Altersmittelwerte in den Gruppen

Mittelwert des Anzahl der .
Gruppe Alters in Jahren Kinder Standardabweichung
Serum-Gruppe 8,99 291 5,82
Liquor-Gruppe 9,02 64 4,86
Insgesamt 8,79 355 5,75
Tabelle 3

In der ,Serum-Gruppe® liegt der Altersmittelwert der 291 untersuchten Kinder bei
8,99 Jahren mit einer Standardabweichung von 5,82 Jahren. Ahnliche Werte konnten
in der ,Liquor-Gruppe*“ ermittelt werden mit einem Mittelwert von 9,02 Jahren und
einer Standardabweichung von 4,86 Jahren. Da bei insgesamt 96 Kinder im
Gesamtkollektiv eine kardiologische Diagnose vorlag (und diese teilweise stark
voneinander abwichen) wurde das kardiologische Kollektiv wiederum unterteilt in

folgende Diagnosegruppen:
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10 Kinder mit einer Fallot'schen Tetralogie, 21 Kinder mit einem Atrium — Septum —
Defekt Typ Il, 6 Kinder mit einer Trisomie 21, 11 Kinder mit einer Transposition der
grolen Arterien, 30 Kinder mit komplexen Herzfehlern und 10 Kinder mit
Klappenvitien, 4 Kinder mit Ventrikel- Septum- Defekt und 4 Kinder mit
Aortenisthmusstenose. Die einzelnen Diagnosegruppen wurden wieder auf
Abweichungen und Unterschiede in ihrem Gehalt an Cu — Zn — SOD untersucht.
Aulerdem wurde der Gehalt an Cu — Zn — SOD im Serum von 8 neugeborenen,
gesunden Kindern bestimmt. Diese Gruppe von Kindern wird im Folgenden
~,Gesunde Gruppe der Neugeborenen® genannt.

Bei der Auswertung der Befunde in den unterschiedlichen Gruppen hinsichtlich der
Konzentration an Cu — Zn — SOD wurden die Werte logarithmiert, da sich zeigte,
dass sowohl im Serum als auch im Liquor cerebrospinalis keine Normalverteilung
vorliegt (Abbildung 11). Der logarithmierte Cu — Zn — SOD Wert wird nachfolgend mit
,LogCu/Zn-SOD-Wert" bezeichnet.
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Abbildung 11

Darstellung des Cu/Zn- SOD Wertes in Abhangigkeit von der Diagnose Gruppe in Form von Box and
Whisker plots

Die Konzentration der Cu — Zn — SOD in den unterschiedlichen Gruppen stellt sich

nach Logarithmierung wie folgt dar (Abbildung 12):
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Abbildung 12

Darstellung des LogCu/Zn- SOD Wertes Wertes in Abhangigkeit von der Diagnose Gruppe in Form
von Box and Whisker plots

Bei den 291 untersuchten Serum — Proben ergab sich ein Mittelwert der LogCu/Zn-
SOD von 1,20 mit einer Standardabweichung von 0,19. Die 65 untersuchten Liquor
cerebrospinalis Proben zeigten einen weitaus hoheren Mittelwert der LogCu/Zn-SOD
mit 2,10 und einer Standardabweichung von 0,26. Der Mittelwert der 8 untersuchten
Proben von gesunden Neugeborenen ergab mit 1,15 mit einer Standardabweichung

von 0,20 einen ahnlichen Wert wie bei den Kindern der Serum-Gruppe (Tabelle 4).

Vergleich der LogCu/Zn- SOD Werte in den verschiedenen Gruppen

Mittelwert 95%-Konfidenzintervall fir

Anzahl der des den Mittelwert Minimum | Maximum
untersuchten | LogCu/Zn- Standard- Standard

Gruppe Proben SOD Wertes | abweichung - fehler Untergrenze | Obergrenze
Serum-Gruppe 291 1,20 0,19 0,01 1,18 1,22 0,36 1,70
Liquor-Gruppe 65 2,10 0,26 0,03 2,03 2,16 1,50 2,75
Gesunde Gruppe 8 1,15 0,20 0,07 0,99 1,31 0,89 1,43
Gesamt 364 1,36 0,40 0,02 1,32 1,40 0,36 2,75

Tabelle 4

Die tatsachlich gemessenen Mittelwerte der Cu/Zn-SOD in ng/ml in den

verschiedenen Gruppen ohne Logarithmierung sind in Tabelle 5 angegeben.
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Mittelwert der Cu/Zn-SOD in ng/ml in den verschiedenen Gruppen

Gruppe Mittelwert in ng/ml unteréggﬁtgndg:oben Standardabweichung
Serum-Gruppe 17,45 291 8,05
Liquor-Gruppe 150,15 65 103,58

Gesunde Gruppe 15,52 8 7,09
Insgesamt 40,98 364 67,19
Tabelle 5

Zur Frage, ob zwischen den verschiedenen Gruppen ein signifikanter Unterschied in
ihrem Gehalt an Cu — Zn — SOD besteht, wurde eine einfaktorielle ANOVA (Analysis

of variance) angewandt (Tabelle 6).

Die Prozedur einfaktorielle ANOVA fihrt eine einfaktorielle Varianzanalyse fir eine quantitative
abhangige Variable mit einer einzelnen (unabhangigen) Faktorvariablen durch. Mit der Varianzanalyse
wird die Hypothese Uberprift, dass mehrere Mittelwerte gleich sind. Dieses Verfahren ist eine
Erweiterung des T-Tests bei zwei Stichproben. Zusatzlich zur Feststellung, dass Differenzen zwischen
Mittelwerten vorhanden sind, kann man auch bestimmen, welche Mittelwerte abweichen. Fir den
Vergleich von Mittelwerten gibt es zwei Arten von Tests: A — priori — Kontraste und Post — Hoc - Tests.
Kontraste sind Tests, die vor der Ausfihrung des Experiments eingerichtet werden, Post — Hoc —
Tests werden nach dem Experiment ausgefiihrt. Sie kénnen auch auf Trends fiir mehrere Kategorien

testen.

Sobald man festgestellt hat, dass es Abweichungen zwischen den Mittelwerten gibt, kann man mit
Post — Hoc — Spannweiten — Tests und paarweisen multiplen Vergleichen untersuchen, welche
Mittelwerte sich unterscheiden. Spannweitentests ermitteln homogene Untergruppen von Mittelwerten,
die nicht voneinander abweichen. Mit paarweisen Mehrfachvergleichen testet man die Differenz

zwischen gepaarten Mittelwerten. Die Ergebnisse werden in einer Matrix angezeigt, in der

Gruppenmittelwerte, die auf einem Alpha-Niveau von 0,05 signifikant voneinander abweichen, durch

Sterne markiert sind.

Es ergab sich ein signifikanter Unterschied im Gehalt an Cu — Zn — SOD zwischen
der Serum —Gruppe und der Liquor-Gruppe ( p< 0,0001). Im anschlieRend
durchgefuihrten post — hoc — Test zum Vergleich der einzelnen Gruppen
gegeneinander wurde die Scheffé — Prozedur angewandt. Dabei zeigten sich die in
Tabelle 6 aufgefihrten Ergebnisse. Zwischen Liquor cerebrospinalis und Serum
ergab sich ein signifikanter Unterschied ( p< 0,0001), der sich sowohl bei den
kranken Kindern, als auch bei den gesunden Neugeborenen zeigte.

Dagegen wurde kein signifikanter Unterschied in dem Gehalt an Cu — Zn — SOD
zwischen der Gruppe der kranken Kinder, deren Serum untersucht wurde und der

Gruppe der gesunden Neugeborenen festgestellt ( p< 0,801)
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Mehrfachvergleiche zwischen den verschiedenen untersuchten Gruppen

GRUPPE GRUPPE D'\illfiftélgr?z St?gglaerrd " | signifikanz 95%-Konfidenzintervall
Untergrenze | Obergrenze
Serum Liquor -0,89 0,02 0,000 -0,96 -0,82
Gesund 0,04 0,07 0,801 -0,13 0,22
Liquor Serum 0,89 0,02 0,000 0,82 0,96
Gesund 0,94 0,07 0,000 0,75 1,13
Tabelle 6

Signifikante Ergebnisse sind fett gedruckt

Nach der statistischen Beurteilung der unterschiedlichen Kollektive wurden die

Kollektive gesondert auf Besonderheiten und Unterschiede in den einzelnen

Diagnose-Gruppen analysiert. Besonderes Augenmerk galt dabei dem Kollektiv, bei

welchem der Liquor cerebrospinalis untersucht wurde.

4.2 Ergebnisse im Liquor cerebrospinalis

Wie bereits oben erwahnt wurden im Liquor- Kollektiv 7 verschiedene Diagnose-

Gruppen unterschieden (Abbildung 13):

Liquor unauffallig Meningitis

Migréne

Hydrocephalus

peri.Facialisparesg

Epilepsie

Abbildung 13

Anteil der verschiedenen Diagnosegruppen im Liquorkollektiv
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Die Altersverteilung der Kinder mit verschiedenen Diagnosen ist in Tabelle 7

dargestellt.

Altersmittelwerte in den Diagnose-Gruppen der Kinder deren Liquor cerebrospinalis
untersucht wurde

Altersmittelwert in | Anzahl der
Diagnose Jahren Kinder Standardabweichung
Meningitis 9,68 7 5,59
Entwicklungsverzégerung 5,75 12 4,15
Hydrocephalus 11,45 7 5,74
Epilepsie 8,27 9 4,28
periphere Facialisparese 10,38 12 3,70
Migrane 11,45 11 4,17
Patienten mit unauffalligem Liquor 5,89 6 4,82
Insgesamt 9,02 64 4,86
Tabelle 7

FUr den Liquor cerebrospinalis ergaben sich folgende Mittelwerte fur die Cu/Zn-SOD
in ng/ml bzw. den LogCu/Zn-SOD -Wert (Tabelle 8):

Vergleich der Mittelwerte der Cu/Zn-SOD sowie des LogCu/Zn-SOD Wertes in den
verschiedenen Diagnosegruppen des Liquorkollektives

LogCu/Zn-SOD-Wert
Gemessene zur statistischen
Diagnose SOD in ng/ml Auswertung
Meningitis Mittelwert 276,15 2,40
Anzahl der untersuchten Falle 7 7
Standardabweichung 131,97 0,21
Entwicklungsverzégerung Mittelwert 93,76 1,93
Anzahl der untersuchten Falle 12 12
Standardabweichung 46,09 0,18
Hydrocephalus Mittelwert 232,82 2,26
Anzahl der untersuchten Falle 7 7
Standardabweichung 171,67 0,35
Epilepsie Mittelwert 184,35 2,21
Anzahl der untersuchten Falle 9 9
Standardabweichung 92,43 0,22
Periphere Facialisparese Mittelwert 123,75 2,05
Anzahl der untersuchten Falle 12 12
Standardabweichung 61,18 0,20
Migrane Mittelwert 113,11 2,00
Anzahl der untersuchten Falle 11 11
Standardabweichung 44,62 0,24
Liquor unauffallig Mittelwert 97,63 1,98
Anzahl der untersuchten Falle 7 7
Standardabweichung 18,96 0,08
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Insgesamt Mittelwert 150,15 2,09
Anzahl der untersuchten Falle 65 65
Standardabweichung 103,58 0,26

Tabelle 8

Ein Vergleich der Werte, die in den verschiedenen Diagnosegruppen fir den
LogCu/Zn-SOD-Wert gefunden wurden, ist in Abbildung 14 in Form von Box and
Whisker plots dargestellt.
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Abbildung 14

Darstellung des LogCu/Zn- SOD Wertes in Abhangigkeit der Diagnose im Liquorkollektiv in Form von
Box and Whisker plots

Die oben genannten Werte wurden einer Signifikanzprufung unterzogen. Zur Prifung
der Signifikanz wurde wieder eine einfaktorielle ANOVA angewandt, wie bereits oben
erlautert.
Der LogCu/Zn-SOD-Wert ist mit p< 0,0001 zwischen den Diagnose-Gruppen des
Liquor- Kollektives signifikant unterschiedlich. Bei der Uberprifung des Ergebnisses
im post- hoc- Test, mittels der Scheffé- Prozedur, wurde jede Diagnose-Gruppe mit
jeder anderen Diagnose- Gruppe gegeneinander verglichen. Die Ergebnisse dieses
Mehrfachvergleiches sind in Tabelle 9 ersichtlich.
Bei den Kindern, die an einer Meningitis purulenta erkrankt waren, konnte eine
signifikante Erhéhung des Cu — Zn — SOD Wertes gegenuber den Werten der Kinder,
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die an einer Entwicklungsverzogerung leiden, gefunden werden (p< 0,007). Ebenso
war die Erhéhung des Cu — Zn — SOD Wertes der Kinder mit Meningitis purulenta
signifikant gegenuber den Werten der Kinder, die an Migrane litten (p< 0,047). Trotz
grolRerer Schwankungen der gewonnen Mittelwerte zwischen den einzelnen
Diagnose- Gruppen ergaben sich keine weiteren signifikanten Unterschiede bei den
Mehrfachvergleichen.

Neben der Untersuchung der Cu — Zn — SOD im Liquor cerebrospinalis wurden
weitere Parameter des Liquors untersucht, namlich der Eiweil3- und Glucosegehalt in
Serum und Liquor cerebrospinalis, das Gesamtalbumin, die Leukozyten- und
Erythrozytenzahl des Liquor cerebrospinalis, der Liquorlactatgehalt sowie das IgG
Aus den gewonnen Daten wurden die Liquor/Serum-Quotienten flr Albumin und IgG
ermittelt.

Mittelwerte und Standardabweichungen der verschiedenen Parameter des Liquor

cerebrospinalis sind in Tabelle 10 dargestellt.

Mehrfachvergleiche zwischen den Diagnosegruppen des Liquorkollektives

Diagnose 1 Diagnose 2 Signifikanz 95%-Konfidenzintervall

Untergrenze | Obergrenze

Meningitis Entwicklungsverzégerung 0,007 0,08 0,85
Hydrocephalus 0,961 -0,29 0,57

Epilepsie 0,835 -0,22 0,59

periphere Facialisparese 0,100 -0,03 0,73

Migrane 0,047 0,00 0,78

Liquor unauffallig 0,066 -0,01 0,85

Entwicklungsverzégerung | Hydrocephalus 0,161 -0,71 0,06
Epilepsie 0,225 -0,64 0,07

periphere Facialisparese 0,946 -0,44 0,21

Migrane 0,996 -0,40 0,26

Liquor unauffallig 1,000 -0,43 0,33

Hydrocephalus Epilepsie 1,000 -0,36 0,45
periphere Facialisparese 0,675 -0,17 0,59

Migrane 0,472 -0,14 0,64

Liquor unauffallig 0,486 -0,15 0,71

Epilepsie periphere Facialisparese 0,811 -0,19 0,52
Migrane 0,609 -0,15 0,57

Liquor unauffallig 0,618 -0,17 0,64

Periphere Facialisparese | Migrane 1,000 -0,29 0,38
Liquor unauffallig 0,999 -0,32 0,45

Migrane Liquor unauffallig 1,000 -0,37 0,41

Tabelle 9

Signifikante Ergebnisse sind fett gedruckt markiert
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Mittelwerte der weiteren untersuchten Parameter im Liquor cerebrospinalis

Anzahl der

Untersuchte Parameter Mittelwert | untersuchten Proben | Standardabweichung

Alter (Jahre) 9,02 64 4,86
Korpergrole (m) 1,26 48 0,31
Korpergewicht (kg) 34,08 54 19,49
Body-Mass-Index (kg/m?) 18,69 48 4,68
Eiweild im Serum (g/l) 72,56 16 6,96
Eiweil im Liquor (mg/dl) 30,49 57 33,46
Glucose im Liquor (mg/dl) 56,00 57 11,06
Lactat im Liquor (mmol/l) 1,33 31 0,54
Zellen im Liquor pro 3 pl 393,44 57 2610,21
Erythrozyten im Liquor 0,43 28 1,89
Albumin im Liquor (mg/dl) 18,28 37 13,49
Albumin im Serum (g/dl) 4,29 36 0,52
Liquor/Serum-Quotient fir Albumin 4,51 30 3,33
IgG im Liquor (mg/dl) 2,04 47 1,88
IgG im Serum (g/dl) 0,98 44 0,28
Liquor/Serum-Quotient fur IgG 2,20 35 2,31
Glucose im Serum (mg/dl) 86,43 21 27,48

Tabelle 10

Nicht bei allen Kindern wurde aber eine vollstandige Untersuchung des Liquor

cerebrospinalis mit den oben aufgefihrten Parametern durchgeflihrt, woraus

unterschiedliche Probenanzahlen in der Tabelle resultieren.

Zum Uberprifen, ob ein Zusammenhang zwischen dem Cu — Zn — SOD Wert des
Liquor cerebrospinalis und einem anderen Liquorparameter besteht,

folgende Streudiagramme erstellt (Abbildung 15, 16, 17, 18). Es konnten keine

wurden

linearen Zusammenhange zwischen Cu — Zn — SOD und anderen Parametern des

Liquor cerebrospinalis festgestellt werden.

2,8

2,61

2,44

2,21

LogCu/Zn-SOD-Wert

Abhéangigkeit des LogCu/Zn-SOD Wertes vom Eiweil3gehalt des Liquor cerebrospinalis in mg/l

2,04

g o o
Q
o o o
& o
Dg
o
B
o [[]]DD o
oo 0P
o
[n =]
o}
@
o
o
0 100 200 30(

Eiweil} im Liquor cerebrospinalis in mg/|

Abbildung 15

31



28
o
o
2,64
o
2,44 B °
oo ®
Oo
2,24 o, go a
P o DLF oo o
o g m g
© 204 ::
(] o o
= o® o oo
8
8 1,8. =] o
n g o
2 o
[
N 164 o
S o
S 14
20 40 60 80 100 12(

Glucose im Liquor cerebrospinalis in mg/dl

Abbildung 16
Abhangigkeit des LogCu/Zn-SOD Wertes vom Glucosegehalt des Liquor cerebrospinalis in mg/dl
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4.3 Ergebnisse im Serum

Bei der Darstellung des Gesamtkollektives unter Punkt 4.1 wurde bereits die
Aufteilung des Serumkollektives in die verschiedenen Diagnosegruppen erlautert. Im
Folgenden soll naher auf die gewonnenen Ergebnisse, eingegangen werden.

Die Altersverteilung fur die unterschiedlichen Diagnosegruppen im Serumkollektiv

zeigte folgende Ergebnisse (Tabelle 11):

Altersverteilung der Kinder des Serumkollektives

Mittelwert des Anzahl der untersuchten
Diagnose Alters in Jahren Kinder Standardabweichung
Cystische Fibrose 12,29 50 6,22
Diabetes mellitus Typ 1 11,76 30 3,54
Endokrinologische Diagnosen 10,29 13 2,86
Hamophilie A 11,50 7 2,97
Kardiologische Diagnosen 5,36 96 5,59
M.Crohn 14,13 9 3,01
Juvenile idiopathische Arthritis 11,07 45 4,12
Galaktosamie 5,96 7 4,84
Neurologische Diagnosen 7,65 34 4,96
Gesunde Neugeborene 0,00 8 0,00
Insgesamt 8,75 299 5,92
Tabelle 11

In der Gruppe der Kinder mit neurologischer Diagnose sind z. B. junge Patienten mit
Epilepsie, Hirntumoren wie Kraniopharyngeom , Schadelhirntrauma und cerebral
bedingter Entwicklungsverzogerung vereint. Unter endokrinologischer Diagnose sind
Kinder mit adrenogenitalem Syndrom, Minderwuchs und Autoimmunthyreoiditis
zusammengefasst.

In Tabelle 12 ist ein Vergleich der Mittelwerte der Cu - Zn — SOD sowie des
LogCu/Zn-SOD Wertes in den verschiedenen Diagnosegruppen des

Serumkollektives aufgefuhrt.
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Vergleich der Mittelwerte der Cu/Zn-SOD sowie des LogCu/Zn-SOD Wertes in den
verschiedenen Diagnosegruppen des Serumkollektives

LogCu/Zn-SOD-Wert

zur statistischen Gemessene
Diagnose Auswertung SOD in ng/ml
Cystische Fibrose Mittelwert 1,19 16,60
Anzahl der untersuchten Falle 50 50
Standardabweichung 0,16 7,27
Diabetes mellitus Typ 1 Mittelwert 1,13 14,83
Anzahl der untersuchten Falle 30 30
Standardabweichung 0,21 6,08
Endokrinologische Diagnosen Mittelwert 1,24 18,33
Anzahl der untersuchten Falle 13 13
Standardabweichung 0,13 6,44
Hamophilie A Mittelwert 1,16 15,16
Anzahl der untersuchten Falle 7 7
Standardabweichung 0,14 5,69
Kardiologische Diagnosen Mittelwert 1,26 20,38
Anzahl der untersuchten Falle 96 96
Standardabweichung 0,21 10,07
M.Crohn Mittelwert 1,14 14,54
Anzahl der untersuchten Falle 9 9
Standardabweichung 0,14 5,06
Juvenile idiopathische Arthritis | Mittelwert 1,16 15,78
Anzahl der untersuchten Falle 45 45
Standardabweichung 0,18 6,74
Galaktosamie Mittelwert 1,03 11,63
Anzahl der untersuchten Falle 7 7
Standardabweichung 0,19 5,50
Neurologische Diagnosen Mittelwert 1,20 16,95
Anzahl der untersuchten Falle 34 34
Standardabweichung 0,15 5,39
Gesunde Neugeborene Mittelwert 1,15 15,52
Anzahl der untersuchten Falle 8 8
Standardabweichung 0,20 7,09
Insgesamt Mittelwert 1,20 17,40
Anzahl der untersuchten Falle 299 299
Standardabweichung 0,19 8,02

Tabelle 12

Abbildung 19 zeigt einen Vergleich der Log Cu/Zn-SOD Werte der unterschiedlichen

Diagnosegruppen des Serumkollektives.
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Darstellung des LogCu/Zn- SOD Wertes in Abhangigkeit der Diagnose im Serumkollektiv in Form von
Box and Whisker plots

Die Frage, ob zwischen den verschiedenen Diagnosegruppen des Serumkollektives
signifikante Unterschiede fur die Cu — Zn — SOD besteht, erfolgte wieder mit der
einfaktoriellen ANOVA und der Scheffé — Prozedur als post — hoc —Test. Die

errechneten Ergebnisse sind in Tabelle 13 dargestellt.

Mehrfachvergleiche zwischen den Diagnosegruppen des Serumkollektives

Diagnose Diagnose Signifikanz 95%-Konfidenzintervall

Untergrenze | Obergrenze

Cystische Fibrose Diabetes mellitus 0,99 -0,12 0,24
Endokrinol. Diagnosen 1,00 -0,29 0,18

Héamophilie 1,00 -0,28 0,34

Kardiologische Diagnosen 0,84 -0,20 0,06

M.Crohn 1,00 -0,23 0,32

JIA 1,00 -0,13 0,19

Galaktosamie 0,85 -0,15 0,47

Neurologische Diagnosen 1,00 -0,19 0,15

Gesunde Neugeborene 1,00 -0,25 0,33

Diabetes mellitus Typ 1 Endokrinol. Diagnosen 0,94 -0,37 0,14
Hamophilie 1,00 -0,35 0,29

Kardiologische Diagnosen 0,25 -0,29 0,03

M.Crohn 1,00 -0,30 0,28
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JIA 1,00 -0,21 0,15
Galaktosamie 0,99 -0,22 0,42
Neurologische Diagnosen 0,98 -0,27 0,12
Gesunde Neugeborene 1,00 -0,33 0,28
Endokrinol. Diagnosen Hamophilie 1,00 -0,27 0,44
Kardiologische Diagnosen 1,00 -0,24 0,21
M.Crohn 1,00 -0,23 0,43
JIA 0,99 -0,16 0,32
Galaktosamie 0,72 -0,14 0,57
Neurologische Diagnosen 1,00 -0,21 0,29
Gesunde Neugeborene 0,99 -0,25 0,43
Hamophilie A Kardiologische Diagnosen 0,99 -0,40 0,20
M.Crohn 1,00 -0,37 0,40
JIA 1,00 -0,31 0,31
Galaktosamie 0,99 -0,28 0,54
Neurologische Diagnosen 1,00 -0,36 0,27
Gesunde Neugeborene 1,00 -0,39 0,40
Kardiol. Diagnosen M.Crohn 0,94 -0,15 0,39
JIA 0,44 -0,04 0,24
Galaktosamie 0,32 -0,07 0,53
Neurologische Diagnosen 0,99 -0,10 0,21
Gesunde Neugeborene 0,98 -0,17 0,39
M.Crohn JIA 1,00 -0,30 0,26
Galaktosamie 0,99 -0,27 0,50
Neurologische Diagnosen 1,00 -0,35 0,22
Gesunde Neugeborene 1,00 -0,38 0,36
JIA Galaktosamie 0,96 -0,18 0,44
Neurologische Diagnosen 0,99 -0,22 0,13
Gesunde Neugeborene 1,00 -0,29 0,30
Galaktosamie Neurologische Diagnosen 0,79 -0,50 0,14
Gesunde Neugeborene 0,99 -0,52 0,27
Neurologische Diagnosen | Gesunde Neugeborene 1,00 -0,25 0,35
Tabelle 13

Es konnten keine signifikanten Unterschiede (p< 0,05) zwischen den einzelnen
Gruppen gefunden werden.

Bei insgesamt 96 Kindern lag eine kardiologische Diagnose vor, die im Einzelnen
bereits auf Seite 23/24 dargestellt wurden (Tabelle 14).
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Diagnose Haufigkeit Prozent

M.Fallot 10 10,4
Atrium-Septum-Defekt, Typl| 21 21,9
Trisomie 21 6 6,3

Transposition der grof3en Arterien 11 11,5
Komplexe Herzfehler 30 31,3
Klappenvitien 10 10,4
Aortenisthmusstenose 4 4,2

Ventrikel-Septum-Defekt 4 42

Gesamt 96 100,0

Haufigkeiten der unterschiedlichen kardiologischen Diagnosen

Tabelle 14

Da bei den Kindern mit der Trisomie 21 die kardiologische Diagnose im Vordergrund

stand, wurden sie in das kardiologische Kollektiv aufgenommen und nicht als eine

eigene Diagnosegruppe des Serumkollektives behandelt.

Die Geschlechtsverteilung im kardiologischen Kollektiv war mit 52% Knaben und

48% Madchen sehr homogen.

Bei einem Mittelwert insgesamt von 20,37 ng/ml SOD und 1,26 fur den LogCu/Zn-
SOD Wert fallt auf, dass bei den Kindern mit einer Trisomie 21 der SOD Mittelwert
mit 27,56 ng/ml und einem LogCu/Zn-SOD von 1,41 deutlich erhéht ist.

Vergleich der Mittelwerte der Cu/Zn-SOD sowie des LogCu/Zn-SOD Wertes in den

verschiedenen Diagnosegruppen des kardiologischen Kollektives

LogCu/Zn-SOD-Wert

Gemessene

Diagnose zur statistischen SOD in ng/ml
Auswertung
M.Fallot Mittelwert 1,31 23,64
Anzahl der untersuchten Falle 10 10
Standardabweichung 0,24 13,06
Atrium-Septum-Defekt, Typll Mittelwert 1,21 18,11
Anzahl der untersuchten Falle 21 21
Standardabweichung 0,20 9,49
Trisomie 21 Mittelwert 1,41 27,56
Anzahl der untersuchten Falle 6 6
Standardabweichung 0,17 10,23
Transposition der grof3en Arterien Mittelwert 1,29 20,87
Anzahl der untersuchten Falle 11 11
Standardabweichung 0,17 7,19
Komplexe Herzfehler Mittelwert 1,23 18,77
Anzahl der untersuchten Falle 30 30
Standardabweichung 0,20 8,69
Klappenvitien Mittelwert 1,25 22,26
Anzahl der untersuchten Falle 10 10
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Standardabweichung 0,31 15,16
Ventrikel-Septum-Defekt Mittelwert 1,23 18,15
Anzahl der untersuchten Falle 4 4
Standardabweichung 0,16 7,31
Aortenisthmusstenose Mittelwert 1,32 21,63
Anzahl der untersuchten Falle 4 4
Standardabweichung 0,14 7,50
Insgesamt Mittelwert 1,26 20,38
Anzahl der untersuchten Falle 96 96
Standardabweichung 0,21 10,07

LogCu/Zn-SOD Wert

1,8

Tabelle 15

Abbildung 20

Darstellung des LogCu/Zn- SOD Wertes in Abhangigkeit der Diagnose im kardiologischen Kollektiv in

Form von Box and Whisker plots

Die Cu — Zn — SOD Werte bei den verschiedenen kardiologischen Diagnosen waren

nicht signifikant (p<0,261) verandert ( geprift mit einer einfaktoriellen ANOVA).

Die Durchfihrung des post-hoc Testes erfolgte mit den Mehrfachvergleichen der

Scheffé — Prozedur, die in Tabelle 16 dargestellt sind. Auch bei dieser zweiten

Prufung konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden.
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Mehrfachvergleiche zwischen den Diagnosegruppen des kardiologischen Kollektives

Diagnose Diagnose Signifikanz | 959%-Konfidenzintervall

Untergrenze Obergrenze

M.Fallot ASD I 0,97 -0,21 0,41
Trisomie 21 0,99 -0,52 0,32

TGA 1,00 -0,33 0,38

Komplexe Herzfehler 0,99 -0,21 0,38

Klappenvitien 1,00 -0,30 0,43

Ventrikel-Septum-Defekt 1,00 -0,40 0,56

Aortenisthmusstenose 1,00 -0,48 0,48

ASD Il Trisomie 21 0,73 -0,58 0,17
TGA 0,99 -0,38 0,22

Komplexe Herzfehler 1,00 -0,25 0,21

Klappenvitien 1,00 -0,35 0,27

Ventrikel-Septum-Defekt 1,00 -0,47 0,42

Aortenisthmusstenose 0,99 -0,55 0,33

Trisomie 21 TGA 0,98 -0,29 0,53
Komplexe Herzfehler 0,80 -0,18 0,54

Klappenvitien 0,94 -0,25 0,58

Ventrikel-Septum-Defekt 0,97 -0,34 0,70

Aortenisthmusstenose 0,99 -0,42 0,62

TGA Komplexe Herzfehler 0,99 -0,22 0,34
Klappenvitien 1,00 -0,31 0,39

Ventrikel-Septum-Defekt 1,00 -0,42 0,53

Aortenisthmusstenose 1,00 -0,50 0,45

Komplexe Herzfehler Klappenvitien 1,00 -0,31 0,28
Ventrikel-Septum-Defekt 1,00 -0,43 0,43

Aortenisthmusstenose 0,99 -0,52 0,34

Klappenvitien Ventrikel-Septum-Defekt 1,00 -0,46 0,49
Aortenisthmusstenose 1,00 -0,54 0,41

Ventrikel-Septum-Defekt Aortenisthmusstenose 1,00 -0,65 0,49

Tabelle 16

Neben der Konzentration an Cu — Zn — SOD in den Serumproben wurden weitere
Laborparameter der Proben durch Krankenaktenstudium ermittelt. In Tabelle 17 sind

die Mittelwerte der weiteren Parameter mit ihnren Standardabweichungen dargestellt.

39



Mittelwerte der im Serum bestimmten Parameter

Untersuchte Parameter Mittelwert unteré:gr?tgndlg:oben Standardabweichung
KorpergréRe(m) 1,16 165 0,38
Kérpergewicht (kg) 27,11 167 19,98
Body-Mass-Index (kg/m?) 17,17 165 3,78
Hamoglobin (g/dl) 13,15 159 1,91
Leukozyten x 10°9/| 8480,31 159 3881,23
Thrombozyten x 1079/ 314,30 159 109,59
Bilirubin (mg/dl) 0,64 70 1,05
C- reaktives Protein (mg/l) 4,11 131 5,04
Kreatinkinase (U/l) 87,23 78 65,24
Lactatdehydrogenase (U/l) 319,02 97 158,07
Eiweild im Serum (g/l) 63,86 81 15,01
Alkalische Phosphatase (U/l) 289,22 103 120,54
Glutamatdehydrogenase (U/l) 5,40 37 9,02
GOT (U/) 24,82 120 14,89
GPT (Un) 16,94 119 14,37

Tabelle 17

Die unterschiedlichen Anzahlen der untersuchten Proben ergeben sich aus den in

Krankenakten ermittelten Daten. Nicht bei jeder Serumprobe wurden alle Parameter

bestimmt. Es zeigten sich keine linearen Abhangigkeiten der Cu — Zn — SOD von

anderen Serumparametern.
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5. Diskussion

Uber die Funktion der Superoxid Dismutase liegen heute gut fundierte Kenntnisse
vor. Sie ist fur die Entgiftung des schadigenden Superoxids verantwortlich.

In den hier durchgefuhrten Untersuchungen wurden Serumproben und Proben des
Liquor cerebrospinalis von Kindern mit verschiedenen Erkrankungen des zentralen
Nervensystems und anderer Erkrankungen auf ihre Cu — Zn — SOD Konzentration
getestet. Da es sich um 2zwei unterschiedliche Kollektive handelt, sollen die

Ergebnisse getrennt diskutiert werden.

5.1 Diskussion der Ergebnisse im Liquor cerebrospinalis

Bei der Untersuchung des Liquor cerebrospinalis zeigten sich zwischen den
einzelnen Diagnosegruppen teilweise stark differierende Mittelwerte fur die Cu/Zn-
SOD. Die sehr hohe Standardabweichung der hier gemessenen SOD, lasst sich
durch die in diesem Kollektiv zusammengefassten, auch atiologisch
unterschiedlichen, neurologischen Diagnosen erklaren.

In frGheren Untersuchungen der Cu — Zn — SOD im Liquor cerebrospinalis fand
LABOYRIE et al. (1992), bei Erwachsenen, eine Cu — Zn — SOD Konzentration im
Plasma von 91,6 + 18,2 ng SOD/ml und im Liquor cerebrospinalis von 286,2 + 33,5
ng SOD/ml. LABOYRIE et al. konnten jedoch keine signifikanten Unterschiede im
Cu- Zn — SOD Gehalt im Liquor cerebrospinalis bei verschiedenen cerebralen
Erkrankungen nachweisen.

Die eigenen Untersuchungen ergaben einen Mittelwert von 17,45 + 8,04 ng SOD/ml
fur Serum und 150,15 £ 103,58 ng SOD/ml fur Liquores.

Bei Kindern, deren Liquor cerebrospinalis in allen anderen Parametern unauffallig
war, fand sich ein Mittelwert von 97,63 ng SOD/ml. Kinder mit neurologischen
Erkrankungen (periphere Facialisparese und Migrane) zeigten Mittelwerte von
123,75 ng SOD/ml und 113, 11 ng SOD/ml. Da sich auch bei diesen Kindern keine
weiteren pathologischen Ergebnisse in der Liquoruntersuchung ergaben, koénnen
diese Mittelwerte als Normalwerte flr die Cu — Zn — SOD im Liquor cerebrospinalis
angesehen werden. Dies lasst bei Kindern, die an der haufig auftretenden peripheren
Facialisparese oder an Migrane leiden den moglichen Schluss zu, dass bei diesen

Erkrankungen freie Sauerstoffradikale keine ursachliche Rolle spielen, oder aber der
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oxidative Stress im Liquor cerebrospinalis nicht zu messen ist, sondern aufgrund der
peripheren Nervenstérungen eher im Blut, oder in Gewebeproben selbst auftritt.

Im Gegensatz konnte ein stark erhohter Gehalt des Liquor cerebrospinalis an SOD
bei jungen Patienten mit entzindlichen Erkrankungen des Gehirns festgestellt
werden. Dieses Ergebnis korreliert mit vorhergegangenen Untersuchungen, bei
denen gezeigt werden konnte, dass die Aktivitat der SOD bei Kindern mit bakterieller
Meningitis im Liquor cerebrospinalis stark erhoht ist, gegenuber den
Referenzuntersuchungen bei gesunden Kindern (RAY et al., 2000, Yoshida et al.,
1994). Aullerdem war die SOD auch im Vergleich zu Untersuchungen bei Kindern
mit tuberkuléser Meningitis erhdht. Man folgerte, dass vermehrte Produktion von
Antioxidantien und Aktivitatsminderung antioxidativer Enzyme einen Indikator flr
antioxidativen Stress darstellen. Folglich vermutete man, dass oxidativer Stress
durch Zugabe natirlicher antioxidativer Enzyme, Vitamine oder synthetische
Antioxidantien reduziert werden kann, und somit ein prognostisch gunstigerer Verlauf
gefordert werden kann.

Christen et al. (2001) demonstrierten, dass bakterielle Meningitis bei jungen Ratten
mit oxidativem Stress im Parenchym des Gehirns verbunden ist. In einer Studie von
Tsukahara et al. (2002) wurde festgestellt, dass sowohl eine Erhéhung der oxidativen
als auch der antioxidativen Aktivitat im ZNS bei Kindern mit bakterieller Meningitis
besteht, nicht jedoch bei Kindern mit aseptischer Meningitis.

Auch bei Untersuchungen des Serums von Kindern, die an bakterieller Meningitis
oder Encephalitis erkrankt sind, wurde eine erhdhte Aktivitdt der SOD festgestellt
(CAKSEN et al.,2003).

In den eigenen Untersuchungen wurde ein Mittelwert von 276,15 + 131,97 ng
SOD/ml bei Kindern mit Meningitis purulenta gefunden. Es zeigte sich ein statistisch
signifikanter Unterschied zu den Befunden der Kinder mit einer cerebralen
Entwicklungsverzdgerung (p < 0,007), sowie zu den Kindern mit Migrane (p< 0,047).
Somit scheint das Enzym ein Marker fiir erh6hte Entziindungsaktivitét zu sein, da im
Rahmen von entziindlichen Prozessen vermehrt Sauerstoffradikale, hier speziell im
Gehirn, anfallen.

Bakterielle oder virale Entzindungen verursachen zytotoxische Reaktionen mit
Freisetzung der Cu — Zn — SOD aus dem Zytoplasma der geschadigten Zellen und
damit einen stark erhdhten Gehalt des Liquor cerebrospinalis an Cu — Zn — SOD .
Kinder mit geistiger Entwicklungsstorung hatten einen Mittelwert von 93,76 + 46,19
ng SOD /ml.
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Es ist mdglich, dass ein verminderter Gehalt des Liquor cerebrospinalis an Cu- Zn —
SOD einen verminderten Gehalt der Hirnzellen an antioxidativem Enzym
widerspiegelt, was eine verminderte Entgiftung von Sauerstoffradikalen zur Folge hat
und damit die Gehirnfunktion bzw. der Reifungsprozess des Gehirnes geschadigt
bzw. aufgehalten wird. Bei den Kindern mit Entwicklungsverzégerung kann man also
vermuten, dass ahnlich wie bei den Patienten, die an einer amyotrophen
Lateralsklerose leiden, ein Mangel an SOD vorliegt, so dass das Gehirn vermehrt
schadigenden Sauerstoffradikalen ausgesetzt ist. Andererseits muss man
diskutieren, dass es sich bei der cerebralen Entwicklungsstérung allein um eine von
zytotoxischen Reaktionen unabhangige Erkrankung handelt, so dass der geringe
Gehalt des Liquor cerebrospinalis an Cu — Zn — SOD lediglich das Fehlen vermehrter
zytotoxischer Reaktionen widerspiegelt.

Bei den Kindern, die mit einem Hydrocephalus geboren wurden, zeigte sich ahnlich
wie bei den Kindern mit Meningitis, eine hohe Konzentration an Cu — Zn — SOD im
Liquor cerebrospinalis mit einem Wert von 232,82 + 171,67 ng SOD/ml. Der
Unterschied gegenuber den Ubrigen Diagnosegruppen war jedoch statistisch nicht
signifikant.

Da diese Kinder meist mit einem Shuntsystem versorgt sind, kann man diskutieren,
dass durch den unmittelbar in Hirnnahe gelegenen Fremdkorper zellulare
Abwehrmechanismen in Gang treten, durch die zytotoxische Reaktionen induziert
werden, so dass es zu einer Erhohung der Cu — Zn — SOD im Liquor cerebrospinalis
kommt. 1993 wurde der Ort der héchsten Cu —Zn —SOD —Konzentration im zentralen
Nervensystem von Ratten mit kongenitalem Hydrocephalus untersucht (MORI et al.
1993). Vor allem im Plexus choroideus wurde eine Verminderung der Cu — Zn — SOD
bei den Tieren festgestellt, so dass vermutet wurde, dass die Funktion des Plexus
choroideus durch vermehrte reaktive Sauerstoff- Metaboliten beeintrachtigt wird.
Diese Verminderung der SOD spiegelt sich allerdings nicht im Liquor cerebrospinalis
von Kindern. Ob auch beim Menschen reaktive Sauerstoff- Metaboliten fur die
Entstehung eines kongenitalen Hydrocephalus mitverantwortlich sind bleibt unklar.
Bei den Patienten, die an einem cerebralem Anfallsleiden erkrankt sind, lag der
Mittelwert der Cu — Zn —SOD bei 184,35 + 92,43 ng SOD/mI. Damit zeigte sich auch
in der vorliegenden Studie wie in bereits vorhergegangenen Untersuchungen (DE
DEYN et al.1998; TURKDOGAN et al. 2002) keine signifikante
Konzentrationsanderung der Cu — Zn — SOD im Liquor cerebrospinalis im Vergleich

zu anderen cerebralen Erkrankungen. 2002 (TURKDOGAN et al.) konnte aber eine
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erhdohte Konzentration der SOD bei Kindern mit Epilepsie nachgewiesen werden, bei
denen in der Magnetresonanztomographie des Gehirns keine Strukturdefekte
vorlagen, wahrend bei Kindern mit nachgewiesenen Strukturdefekten die SOD
normal war. Auch die eigenen Werte waren gegenuber denen der Kinder mit
unauffalligem Liquor cerebrospinalis erhdht, aber nicht statistisch signifikant. Man
konnte daher vermuten, dass das cerebrale Anfallsleiden bei Patienten ohne
Strukturdefekt des Gehirnes durch anderweitige Schadigung der neuronalen
Strukturen, z. B. durch Sauerstoffradikale auftritt.

Zusammenfassend kann man feststellen, dass durch reaktive Sauerstoffspezies und
zytotoxische Reaktionen Schadigungen im Gehirn entstehen koénnen, die zu
Fehlfunktionen mit verminderter Hirnleistung fihren. Insbesondere bei bakterieller
Meningitis mit stark erhohten SOD Werten im Liquor cerebrospinalis bietet sich eine

Behandlung mit naturlichen oder synthetischen Antioxidantien an.
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5.2 Diskussion der Ergebnisse im Serum

Bei der Untersuchung der Seren wurden Proben von Kindern mit unterschiedlichen
Erkrankungen verwendet. Besonderes Augenmerk wurde dabei auf Kinder mit
kardiologischen Diagnosen gelegt, da aus vorhergegangenen Untersuchungen
hervorging, dass erwachsene Patienten mit einer koronaren Herzkrankheit niedrigere
Werte der Cu-Zn-SOD aufwiesen, so dass sie dem oxidativen Stress nur
unzureichend gewachsen sind (Siriken et al., 1994).

50 Kinder litten an Cystischer Fibrose, 30 an Diabetes mellitus Typ 1, 96 an
unterschiedlichen kardiologischen Erkrankungen (siehe Seite 36), 45 an Juveniler
chronischer Polyarthritis, 13 an endokrinologischen Erkrankungen, 7 an Hamophilie
A, 7 an Galaktosamie, 9 an M.Crohn sowie 34 an unterschiedlichen neurologischen
Erkrankungen (siehe Seite 33).

Ein signifikanter Unterschied an SOD konnte (p < 0,0001) zwischen Serum und
Liquor cerebrospinalis festgestellt werden. Dieses Ergebnis stimmt mit
Untersuchungen anderer Autoren (LABOYRIE et al. 1992, ADACHI et al. 2001)
uberein. Wahrend LABOYRIE die Cu — Zn — SOD untersuchte, jedoch bei
erwachsenen Patienten, bestimmte ADACHI die EC- SOD bei Kindern. LABOYRIE
stellte eine Cu — Zn — SOD Konzentration im Plasma von 91,6 + 18,2 ng SOD/ml fest.
In der vorliegenden Untersuchung ergab sich ein Mittelwert von 17,45 + 8,04 ng
SOD/ml fur Seren. Bei gesunden Neugeborenen wurde ein Mittelwert von 15,52 +
7,09 ng SOD/ml gemessen.

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede (p < 0,05) zwischen den
Ergebnissen bei Kindern mit unterschiedlichen Diagnosen innerhalb dieses
~>erumkollektivs®.

Lediglich bei Kindern mit einer angeborenen Herzerkrankung war ein gering erhdhter
nicht signifikanter Mittelwert fir die Cu — Zn - SOD mit 20,37 ng SOD/ml
festzustellen.

Eine in friheren Untersuchungen beschriebene Enzymverminderung bei Kindern mit
M. Crohn (PHYLACTOS et al. 2001) konnte durch die eigenen Ergebnissen nicht
bestatigt werden. Moglicherweise hangt die Enzymkonzentration aber auch vom
Aktivitatsgrad der Erkrankung ab, da bei vermehrter entzindlicher Aktivitat ein
Mehrfaches an Sauerstoffradikalen anfallt, welche entgiftet werden mussen.

Auch bei Kindern mit cystischer Fibrose wurde in vorhergehenden Studien eine
Verminderung der Cu — Zn — SOD allerdings in neutrophilen Granulozyten und in
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Erythrozyten beschrieben (PERCIVAL et al. 1995). Dieses Ergebnis wurde in
erneuten Studien (MADARASI et al. 2000; BEST et al. 2004) bestatigt. Aulerdem
wurde gezeigt, dass der Enzymstatus nicht durch Kupfer- oder Zinkeinnahme
beeinflusst werden kann. Die eigenen Untersuchungen konnten keine signifikante
Verminderung der Cu — Zn — SOD im Serum von Kindern mit cystischer Fibrose
reproduzieren. Dies lasst darauf schlieRen, dass zwar bei cystischer Fibrose eine
Storung der Kupfer- Zink Homdostase besteht, diese jedoch nicht mit einem
erhohten Maly an zytotoxischen Reaktionen einhergeht, so dass es nicht zu einer
Freisetzung der zytosolischen Cu — Zn — SOD in das Plasma der Patienten kommt.
Dies scheinen auch weitere Studien zu bestatigen (WOOD et al., 2002,2003), bei
denen gezeigt wurde, dass im Stadium der akuten Exazerbation der Erkrankung, z.B.
bei Infektion der Atemwege, ein erhohter oxidativer Stress vorliegt (messbar durch
erhohte Plasma- Fettsauren), der jedoch nicht mit einer Beeinflussung der SOD im
Plasma einhergeht.

Im Jahr 2000 wurde eine Studie veroffentlicht (OOKAWARA et al., 2000), bei der
eine signifikante Verminderung der EC-SOD bei Kindern mit einem Typ 1 Diabetes
nachgewiesen wurde. Bei den 30 hier untersuchten Kindern war aber kein
signifikanter Unterschied der Cu — Zn — SOD im Serum gegenlber anderen
Erkrankungsgruppen oder den gesunden Neugeborenen festzustellen.

Es konnte gezeigt werden (ODA et al., 1994), dass die SOD durch Glykosilierung,
welche auch in vivo bei erhdhten Blutzuckerwerten stattfindet, in ihrer Enzymaktivitat
einbuft. Daher kann vermutet werden, dass bei insulinpflichtigem wie auch bei nicht
insulinpflichtigem Diabetes mellitus die antioxidative Enzymaktivitat geschwacht wird,
wobei die zytosolische Cu — Zn — SOD im Gegensatz zu der extrazellularen SOD im
Serum nicht vermindert bzw. erhdht ist.

Weiterhin wurden 7 Kinder mit Galaktosamie, einer relativ seltenen Erkrankung mit
einem Mangel an Galaktose-1-Phosphat-Uridyltransferase, einem Enzym im
Galaktose- Stoffwechsel, auf den Gehalt ihres Serums an Cu — Zn — SOD
untersucht. Mit einem Mittelwert von 11,62 + 5,5 ng SOD/ml zeigten diese Kinder
vergleichsweise niedrige Werte, wobei der Unterschied zu den Werten bei gesunden
Neugeborenen oder Kindern mit anderen Erkrankungen nicht statistisch signifikant
war. Mdglicherweise kommen diese erniedrigten Cu — Zn — SOD Werte ahnlich wie
beim Diabetes mellitus durch Inaktivierung bzw. Funktionseinschrankung des
Enzyms durch einen zu hohen Anteil an Galaktose im Blut zustande. So kdnnte man

zu dem Schluss gelangen, dass bei diesen Patienten, ahnlich wie bei den Kindern
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mit geistiger Entwicklungsverzogerung, auch eine Verminderung der SOD im Liquor
cerebrospinalis vorliegt, so dass die geistige Entwicklungsverzdégerung, die bei
diesen Kindern haufig zu beobachten ist, zu erklaren ware.

Bei 45 Kinder mit juveniler chronischer Polyarthritis fand sich ein Mittelwert von
15,77 ng SOD/ml, also weder eine Erhdhung noch eine Erniedrigung des Cu — Zn —
SOD Wertes, auch keine signifikante Abweichung im Vergleich zu den anderen
untersuchten Krankheitsgruppen. In einer vorhergegangenen Studie dagegen (Gotia
et al., 2001) wurde eine Erhdhung der SOD bei einer Gruppe von 20 Jugendlichen
mit juveniler chronischer Arthritis festgestellt, mit einer deutlichen Erhéhung des SOD
Wertes bei Patienten vor Behandlung der akuten Entzindung. Da bei unseren
Patienten keine Differenzierung bezlglich des Aktivitdtsgrades der Erkrankung
vorgenommen wurde, kann der unauffallige Mittelwert auch daraus resultieren, dass
Proben von Kindern sowohl mit hoher als auch mit sehr niedriger Krankheitsaktivitat
untersucht wurden. Eine Erhéhung der SOD lasst auf starken oxidativen Stress und
vermehrte zytotoxische Reaktionen bei der juvenilen chronischen Arthritis schliel3en,
die aus der Zerstorung des Gelenkknorpels bei chronischer Entzundung folgen
konnen. Dies bestatigen auch kirzlich durchgefihrte Untersuchungen der
Synovialflissigkeit von Patienten mit Osteoarthritis des Knies (OSTALOWSKA et al.,
2005). Es zeigt sich eine signifikante Erhdhung des antioxidativen Enzymstatus in
der Synovialflissigkeit der kranken Patienten.

Bei den 7 Kindern mit Hamophilie A zeigte sich mit einem Mittelwert von 15,16 +
5,69 ng SOD/mI ebenfalls keine wesentliche Abweichung der Cu — Zn — SOD im
Serum. Die genetisch bedingte Erkrankung ist nicht durch zytotoxische Reaktionen
oder oxidativen Stress ausgelost. Es wurde aber nachgewiesen, dass eine
Aktivierung des extrinsischen Gerinnungssystem in Verbindung mit erhdhtem
oxidativem Stress, somit einer Erhdhung der SOD, einen wesentlichen Faktor in der
Pathogenese der Arteriosklerose darstellt (PAWLAK et al., 2004).

34 Kinder mit sehr unterschiedlichen neurologischen Diagnosen wiesen einen
Mittelwert von 16,95 = 5,39 ng SOD/ml auf und zeigten keine signifikanten
Abweichungen gegenuber den gesunden Kindern. Aufgrund der Heterogenitat dieses
Kollektives lasst sich hier aber keine sichere Aussage Uber den antioxidativen Status
dieser Kinder treffen.

Kindern mit kardiologischen Diagnosen im ,Serumkollektiv® wurden in weitere
Diagnosegruppen unterteilt und noch einmal gesondert auf statistisch signifikante

Unterschiede bezuglich der SOD untersucht. Es handelte sich hier um ein sehr
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grol3es Kollektiv. Es wurde eine Unterteilung in 8 Diagnosegruppen vorgenommen,
die im Folgenden genannt sind:

10 Kinder mit einer Fallot'schen Tetralogie, 21 Kinder mit einem Atrium — Septum —
Defekt Typ Il, 6 Kinder mit einer Trisomie 21, 11 Kinder mit einer Transposition der
grollen Arterien, 30 Kinder mit komplexen Herzfehlern und 10 Kinder mit
Klappenvitien, 4 Kinder mit Ventrikel- Septum- Defekt und 4 Kinder mit
Aortenisthmusstenose.

Gegenuber den anderen Diagnosegruppen konnte keine statistisch signifikante
Abweichung der Cu — Zn — SOD Werte gefunden werden (p <0,05). Ebensowenig
zwischen den einzelnen kardiologischen Untergruppen (p< 0,261). Ein Mittelwert von
20,38 £ 10,07 ng SOD/ml wurde flr das kardiologische Kollektiv ermittelt. Dies lasst
zunachst darauf schlieBen, dass bei Herzerkrankungen ein vermehrter oxidativer
Stress vorliegt bzw. bei Dekompensation auftritt.

Bereits 1994 (SIRIKEN et al.,, 1994) wurde vermutet, dass vermehrter oxidativer
Stress ein wesentlicher Faktor in der Entstehung der Arteriosklerose ist. Damals
konnte jedoch kein aussagekraftiges Ergebnis bezuglich der SOD bei Patienten mit
koronarer Herzkrankheit erzielt werden. In einer neueren Studie wurde aber gezeigt ,
dass die Arterioskleroseentstehung bei Mausen mit Apolipoprotein - E - Mangel, und
vermehrter SOD - und Katalaseproduktion verzogert ist (YANG et al., 2004).

Die 6 Kinder mit Trisomie 21 wurden dem kardiologischen Kollektiv zugeordnet, weil
sie sich aufgrund ihrer Herzerkrankung in Behandlung befanden. Sie wiesen
innerhalb des kardiologischen Kollektives mit einem Wert von 27,56 + 10,23 ng
SOD/ml den hochsten Mittelwert auf, der statistisch jedoch nicht signifikant war.
Dennoch spiegelt dieses Ergebnis den fur das Down- Syndrom nachgewiesenen
Gen- Dosis- Effekt wider, wodurch es zu einem vermehrten Auftreten der Cu — Zn —
SOD bei diesen Patienten kommt. Das nicht signifikante Ergebnis ist moglicherweise
auch dadurch zu erklaren, dass in unserer Studie die Cu — Zn — SOD im Serum und
nicht im Zytosol untersucht wurde.

Den zweith6chsten Mittelwert in der kardiologischen Gruppe zeigten jene 10 Kinder,
bei denen eine Fallot’'sche Tetralogie vorliegt mit einem Wert von 23,64 + 13,06 ng
SOD/ml. Aber auch dieses Ergebnis war statistisch nicht signifikant. Da es sich bei
der Fallot’'schen Tetralogie um einen zyanotischen Herzfehler handelt, der haufig mit
einer reaktiven Erhohung des Hamoglobin Wertes einhergeht, muss man diskutieren,
dass die leichte Erhdhung der Cu — Zn — SOD im Serum dieser Kinder durch diese

Vermehrung der Erythrozyten zustande kommen kann. Die Hypoxie scheint aber
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keine vermehrten zytotoxischen Reaktionen zu verursachen, die zu einer starkeren
Erhdéhung der SOD im Serum fuhrt. Da es sich bei den von uns untersuchten Kindern
zumeist auch um bereits operierte Kinder handelt, also ohne Polyglobulie, Iasst sich
dieser Zusammenhang nur vermuten. In einer friheren Studie wurde gezeigt, dass
im Myokard von Patienten mit Fallot’scher Tetralogie ein Sauerstoff - abhangiges
Risiko fur eine Schadigung durch freie Radikale wahrend und sofort nach einer
kardiovaskularen Korrekturoperation besteht, da der Enzymstatus mit dem
Sauerstoffgehalt des Blutes korrelierte; dabei war aber keine Anderung des
antioxidativen Enzymstatus vor, wahrend und nach Operation (TEOH et al., 1992)
festzustellen.

Bei 11 Patienten mit einer Transposition der grof3en Arterien wurde ein Mittelwert von
20,87 = 7,19 ng SOD/ml bestimmt, er entspricht damit fast dem Mittelwert des
gesamten ,kardiologischen Kollektives®.

Des Weiteren wurden 10 Kindern mit unterschiedlichen Herzklappenfehlern, 20
Kindern mit einem Atrium- Septum- Defekt vom Typ Il und 4 Kinder mit einem
Ventrikel-Septum-Defekt untersucht. Hier konnten mit Mittelwerten von 22,26 + 15,16
ng SOD/ml, 18,11 £ 9,49 ng SOD/ml und 18,15 + 7,31 ng SOD/ml ebenso keine
signifikanten Abweichungen festgestellt werden. Dies legt den Schluss nahe, dass es
sich hier um Fehlbildungen handelt, die aufgrund der mechanischen Stérung des
Blutflusses klinische Symptome verursachen, die jedoch nicht durch zytotoxische
Reaktionen oder Myokardschaden bedingt sind. Das heil3t, die Schadigung liegt hier
nicht auf Zellebene vor.

Die 30 Kinder, bei denen komplexe Herzfehler vorliegen (z.B.
Tricuspidalklappendysplasie mit Pulmonalatresie mit rudimentarem
rechtem.Ventrikel, ASD Il und persistierendem Ductus arteriosus oder Mitralatresie
mit persistierendem Foramen ovale, Transposition der grolien Gefalde, hochgradiger
Pulmonalstenose und Fehimindung der rechten oberen Lungenvene in den rechten
Vorhof), zeigten ebenfalls keine statistisch signifikante Erhéhung oder Erniedrigung
der Cu — Zn — SOD im Serum. Ihr Mittelwert liegt bei 18,77 + 8,69 ng SOD/ml. Es
bestatigt sich wiederum, dass bei kardialen Vitien keine vermehrten zytotoxischen
Reaktionen auftreten. Die Rolle der SOD bei Herzerkrankungen scheint vielmehr im
kardiovaskularen Bereich zu liegen, wo durch verstarkten oxidativen Stress oder
Mangel an antioxidativen Mechanismen vermehrte Arteriosklerose mit drohender

Myokardischamie die Folge ist.
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Auch bei 4 Kindern mit Aortenisthmusstenose war der Mittelwert mit 21,63 + 7,50 ng

SOD/ml nicht signifikant erhdht. Aufgrund der verminderten Perfusion der unteren

Korperhalfte bei hochgradiger Auspragung dieser Fehlbildung, hatte man einen

erhohten Cu — Zn — SOD Wert erwarten kdonnen, da durch Hypoxie Zellschaden

entstehen mit Freisetzung der Cu — Zn — SOD aus dem Zytoplasma. Diese Annahme

konnte jedoch durch unsere Untersuchungen nicht bestatigt werden.

Die eingangs gestellten Fragen, mit denen diese Untersuchungen der SOD

durchgefuhrt wurden, kdnnen aufgrund der erarbeiteten Ergebnisse folgendermalien

beantwortet werden:

a)

Die Cu/Zn- SOD ist bei entziindlichen Erkrankungen des Gehirns wie
Meningitis purulenta ebenso wie die EC- SOD erhoht. Daraus kann man
den Schluss ziehen, dass es sinnvoll sein kann, Patienten mit diesen
Erkrankungen mit Antioxidantien wie z.B. Vitamin A, C oder E oder aber
gentechnisch hergestellter SOD zu behandeln. Eine Bereicherung der
Diagnostik stellt die SOD — Messung nicht dar.

Die Untersuchung des Serums auf SOD bei verschiedenen Erkrankungen
ergab keine signifikanten Unterschiede, so dass aufgrund der hier
gewonnenen Ergebnisse keine prognostischen Rickschlisse auf den
Verlauf einer Erkrankung gezogen werden konnen.

Bei angeborenen Herzfehlern war kein statistisch signifikanter Unterschied
der SOD zwischen den verschiedenen Vitien messbar; somit ist auch keine
Aussage Uuber eine Wirksamkeit einer Behandlung mit Antioxidantien

moglich.
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