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Abkiirzungen
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PAD
PGH2
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SNP
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Cystathion-f-Synthase
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capillary recruitment

cerebrovascular disease

Endotheliale Dysfunktion

Endothelium Derived Hyperpolarizing Factor
Endotheliale Funktion

endotheliale NO-Synthase
Endothelin-I

flow-mediated vasodilation
Homocystein

Hyperhomocysteindmie

low density lipoprotein
Methionin-Adenosyltransferase
Methyl-Tetrahydrofolat
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat
nitroglycerine-mediated vasodilation
,.hitric oxide®/ Stickstoffmonoxid
Superoxidanion

L - 2-oxothiazolidine-4-carboxylic acid
peripheral artery disease
Prostaglandin-H2

Prostaglandin-12/ Prostazyklin
,,standard error of the median‘‘/arithmetischer Standardfehler des Medians

,»-sodium nitroprussid‘/ Natriumnitroprussid
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Zusammenfassung

Die Hyperhomocysteinimie = wird zunehmend als potentieller  Risikofaktor  fiir
atherothrombotische Gefdsserkrankungen in epidemiologischen und klinischen Studien erkannt.
Eine Schliisselrolle in der vaskuldren Pathobiologie der Hyperhomocysteindmie spielt die
Induktion der endothelialen Dysfunktion, die durch eine verminderte Bioverfiigbarkeit von
Stickstoffmonoxid (NO) aufgrund von erhohtem vaskuldren oxidativen Stress verursacht wird.
Klinisch ldsst sich die endotheliale Dysfunktion durch eine Verringerung der endothel-
abhingigen Vasodilatation in der Makrozirkulation erfassen. Jedoch ist nicht bekannt, ob die
Hyperhomocysteinimie auch die mikrovaskulidre endotheliale Funktion beim Menschen
beeinflusst. Daher induzierten wir bei 11 gesunden Probanden durch die Gabe von Methionin
eine passagere Hyperhomocysteinimie und bestimmten sowohl die makro- als auch die
mikrovaskuldre Funktion vor und wihrend akuter Hyperhomocysteindmie. Zudem untersuchten
wir in einer randomisierten, Plazebo-kontrollierten und doppelblinden Cross-over-
Interventionsstudie, ob eine Vorbehandlung mit gealtertem Knoblauch-Extrakt (aged garlic
extract), einem Antioxidans, die makro — und mikrovaskulidre endotheliale Funktion wihrend

akuter Hyperhomocysteindmie verédndert.

Methoden: Die makrovaskuldre endotheliale Funktion wurde mit Hilfe der Duplexsonographie
anhand der fluss-vermittelten, endothelabhingigen Vasodilatation der Arteria brachialis
bestimmt. Die mikrovaskulire endotheliale Funktion wurde mittels Laser-Doppler-Flussmessung
der Hautperfusion wihrend der Iontophorese mit Azetylcholin sowie mittels Kapillarmikroskopie
durch Messung der Rekrutierung von Nagelfalz-Kapillaren wéhrend postischdmischer Hyperdmie

(Capillary Recruitment) erfasst.

Ergebnisse: Die orale Methionbelastung fiihrte zu einer signifikanten Steigerung des Plasma-
Homocysteins von 5,8+0,86 umol/l auf 30,8+4,12 umol/l (p<0.05). Dies geht einher mit einer
signifikant verringerten fluss-vermittelten Vasodilatation der A. brachialis von 8,13+0,82% auf
2,9940,73% (p=0.0033) als Ausdruck einer makrovaskuliren endothelialen Dysfunktion sowie
einer signifikant verringerten Acetylcholin-induzierten Zunahme der Hautperfusion (von einer
9,73+0,68-fachen auf eine 6,48+0,88-fache, p<0.05) als Ausdruck einer mikrovaskulidren

endothelialen Dysfunktion.



Zusammenfassung

Dahingegen blieb die endothelunabhingige Vasodilatation nach Gabe von Nitrogylcerin bzw.
Natriumnitroprussid wihrend akuter Hyperhomocysteindmie in beiden vaskulidren Feldern
unverindert.

Durch die Vorbehandung mit gealtertem Knoblauch-Extrakt tiber sechs Wochen lie} sich in der
Makrozirkulation (fluss-vermittelte Vasodilatation der Arteria brachialis 8.02+1,14% vor,
6,02+1,07% nach Methionin, nicht signifikant), als auch in der Mikrozirkulation (Zunahme der
Hautperfusion durch Iontophorese mit Acetylcholin 9,8+0,92-fach vor, 9,2+1,1-fach nach
Methionin, nicht signifikant) die Entwicklung einer endothelialen Dysfunktion verhindern,
wihrend die Plazebo-behandelte Gruppe in der Makro- und Mikrozirkulation weiterhin eine
endotheliale Dysfunktion nach oraler Methioninbelastung aufwies.

Die Kapillarmikroskopie zeigte sowohl vor (Capillary Recruitment von 14+1,6% auf 9,3+2.,6 %,
p>0.05), als auch nach Behandlung mit gealtertem Knoblauch-Extrakt (Capillary Recruitment
von 13,53+2,26% auf 8,08+2,25%, p>0.05) keinen signifikanten Unterschied des Capillary

Recruitments vor und nach oraler Methioningabe.

Schlussfolgerung: Akute Hyperhomocysteindmie beeintrichtigt sowohl die makro- als auch die
mikrovaskulédre Funktion beim Menschen. Die Vorbehandlung mit gealtertem Knoblauch-Extrakt
iber sechs Wochen verbessert signifikant die makro- und mikrovaskulidre endotheliale Funktion

wihrend akuter Hyperhomocysteindmie.



Einleitung

1. Finleitung

1. 1. Hyperhomocysteinidmie

1. 1. 1. Homocystein - Biochemie und Metabolismus

Homocystein ist eine schwefelhaltige Aminosdure, die im Rahmen einer Demethylierungs-
reaktion aus Methionin entsteht [9]. Dabei reagiert Methionin mit ATP unter der Katalyse des
Magnesium-abhiingigen =~ Enzyms  Methionin-Adenosyltransferase =~ (ATP-L-Methionin-S-
Adenosyltransferase; MAT) zu S-Adenosyl-L-Methionin, einem der potentesten Methylgruppen-
Donatoren des menschlichen Organismus [46]. S-Adenosyl-L-Methionin wird durch Ubertragung
seiner Methylgruppe auf einen entsprechenden Akzeptor zu S-Adenosyl-L-Homocystein
umgebaut. Durch Hydrolyse entstehen dann Homocystein und Adenosin [46]. Homocystein kann
auf zwei unterschiedlichen Wegen metabolisiert werden, namlich auf dem Remethylierungs- und
dem Transsulfurationsweg. Die Remethylierung zu Methionin macht den groBten Teil der
Verstoffwechselung des Homocysteins aus. Diese Reaktion wird durch das Enzym Methionin-
Synthase katalysiert, wobei zusétzlich Cobalamin (Vitamin B12) als prosthetische Gruppe und
N5-Methyl-Tetrahydrofolat als Cofaktor (Methylgruppen-Donator) benotigt werden. Es existiert
eine zweiter Remethylierungsweg, der nur in der Leber existiert und durch die Betain-
Homocystein-Methyltransferase katalysiert wird. Sind diese Remethylierungs-Kapazititen
ausgeschopft, z.B. durch eine iibermifBig erfolgte Produktion an Methionin oder bei einer
verminderten Synthese von Cystein, wird Homocystein iiber den Transsulfurationsweg abgebaut
[46]. Bei diesem kondensiert Homocystein mit Serin unter Katalyse des Enzyms Cystathionin-f3-
Synthase zu Cystathionin. Cystathionin wird durch die Cystathionase zu Cystein hydrolysiert
oder in Glutathion eingebaut. Beide Enzyme, die Cystathionin-B-Synthase und auch die
Cystathionase, sind Pyridoxin-(Vitamin B6)-abhédngig. Als Abbauprodukte des Homocysteins
entstehen auf diesem Weg neben Cystein noch a-Ketobutyrat bzw. 2-Methyl-Citronensdure und
Methyl-Malonsdure. Cystein wird im weiteren Verlauf zu Sulfat abgebaut und mit dem Urin

ausgeschieden [46].



Einleitung

Homocystein: Synthese und Metabolisierung

Demethylierung

Folsdure-Zyklus
bendtigt wird:

Seriny (Tetrahydrofolat = Methionin-Adenasyltransferase
Glycin
5,10-Methylen- Methylgruppan-
tetrahydrofolat Methionin- por

Synthase
5, 10-MTHF-
\ Redukiase

5-M eih¥l
tetrahydrotfolat

NADPH

homocystein

NADP+

e

Remethylierung

bendtigt wird:
« Vitamin B12 stathionin-
* Folséure gfsmﬂ.,'m

* Methionin-Synthase
* 5,10 Methylentetrahydrofolat-Reduktase

Cystathionase

(Gymaonn)

Sulfat.

Urin

Transsulfuration
bendttigt wird:

. \ﬁ_tami_n BB _
« Cystathionin-B-Synthase

Abbildung 1: SYNTHESE UND METABOLISIERUNG VON HOMOCYSTEIN.
Abgeindert von BALLAL RS, JACOBSEN DW, ROBINSON K. HOMOCYSTEINE: UPDATE ON A NEW RISK
FACTOR. CLEVE CLIN J MED 1997; 64:543-549.

Homocystein und Cystein kommen im Plasma in verschiedenen biochemischen Formen vor und
enthalten beide eine Sulfohydryl-Gruppe (R-SH). Molekiile, die eine Sulfohydryl-Gruppe
enthalten, werden auch ,Thiole* genannt. Andere biologisch relevanten Thiole sind z.B.
Glutathion und Coenzym A. Unter aeroben Bedingungen (d.h. in Gegenwart von molekularem
Sauerstoff als Elektron-Empfinger) und unter physiologischen pH oxidieren Thiole wie

Homocystein zu Disulfiden, gemiss der Reaktion: 2 RSH + O, <>RS-SR + H,0,.
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Einleitung

Homocystein kommt also zum einen als gemischtes Disulfid (Homocystein-Cystein, Glutathion-
Homocystein), aber auch als reduziertes Homocystein und als oxidiertes Homocystin im Plasma
vor. Zum anderen kommt aber Homocystein neben diesen freien Formen als proteingebundenes
Homocystein vor, das bei gesunden Menschen unter physiologischen Bedingungen den groBten
Anteil des Homocysteins mit ca. 80% ausmacht [10]. Der Anteil der freien Formen ist umso
grosser, je hoher die Homocystein-Gesamtkonzentration (z. B. nach oraler Methioninbelastung
(experimentelle Hyperhomocysteindmie) und bei homocysteindmischen Patienten) ist, da die
Proteinbindung eine Sittigung erreicht [10, 11, 12, 13].

Um die Gesamtheit der im Plasma vorhandenen Formen des Homocysteins zu beschreiben, wird

auch manchmal der Begriff ,,Homocyst(e)in“ verwendet.

1. 1. 2. Definition der Hyperhomocysteindmie

Aktuell existiert keine einheitliche Meinung dariiber, ab welcher Plasmakonzentration man von
einer Hyperhomocysteindmie spricht. Im Allgemeinen werden jedoch Plasmakonzentrationen ab
10 - 15 pmol/l als pathologisch angesehen [15, 16, 31]. Somit spricht man bei
Plasmakonzentrationen von 10(-15) pmol/l bis 30 pumol/l von einer milden oder moderaten,
zwischen 31-100 pmol/l von einer mittelschweren oder intermedidren und ab 100 pumol/l von
einer schweren Hyperhomocysteindmie. Die Homocystein-Plasmakonzentrationen bei Minnern

sind etwas hoher als die bei Frauen [30].

1. 1. 3. Ursachen der Hyperhomocysteindmie

Die Hyperhomocysteindmie im menschlichen Organismus kann viele verschiedene Griinde
haben. Bei den genetischen Ursachen ist vor allem die autosomal-rezessiv vererbte
Homocystinurie zu nennen, bei der ein Mangel an Cystathionin-B-Synthase besteht, ein Enzym,
das im Transsulfurationsweg fiir die Umwandlung des Homocysteins zu Cystathionin zustindig
ist. Bei der homozygoten Form kommt es zu geistiger Retardierung, neurologischen,

ophthalmologischen und skelettalen Komplikationen und einem durch die schwere

11



Einleitung

Hyperhomocysteindmie (>100 pmol/l) verursachten hohen Risiko, an vorzeitiger Arteriosklerose
und venosen Thrombosen zu erkranken [38, 15].

Bei heterozygoten Gentrigern wurde eine mildere Ausprigung der friihzeitig einsetzenden
Arteriosklerose beobachtet [39]. Die Privalenz fiir das heterozygote Auftreten wird in der
Bevolkerung mit 1-2% angegeben. Als weitere genetische Ursachen sind z.B. ein Mangel an NS5,
N10-Methylentetrahydrofolat-Reduktase (MTHFR) oder anderen Enzymen aus dem

Methioninstoffwechsel zu nennen. Ein

Ursachen der Hyperhnomocyst{e)inamie Mangel an Folsdure, Vitamin B12 und

O Vitamin B6 sowie eine vegetarische

2 5 Didat und chronischer Alkoholismus
- Herediidare Homocystinurie
homozygote (schwere) und heterozygote (milde) Form:
- Cystathionin-k-Synthase —Mangel
- NS, N10-Methylentetrahydrofolat-Redultase —Mangel
- Mangel an anderen Enzymen des Methioninstoffwechsels

stellen nutritive Ursachen dar. Im

Gegensatz zur homozygoten

) Ausprigung der Homocystinurie,
Ernahrung:

- kommt es bei miBig erhohten
- Mangel an YWitamin B12, BB und Folsaure
- Vegetarische Diat Homocystein-Plasmakonzentrationen
- Chronischer Alkohalismus
der heterozygoten Form und des B-
Erkrankungen:

- Chronische Miereninsuffizienz

- Diabetes mellitus

- Hypotyhreoidismus

- Pemizidse Anamie

- Malignome (karzinome der Mamma, des Ovars und des
Fankreas, akute lymphatische Leukamig)

Medikamente;

- Falsdureantagonisten (Methotrexat)

- Antikonvulsiva (Phenytoin, Carbamazepin)
- Theophyllin

- Thiazide

- Mikotinsaure

Vitamin- und Folsdure-Mangels zu
keiner Homocystein-Ausscheidung in
den Urin. Aus dieser Beobachtung
heraus wurde der Begriff Hyperhomo-
cysteindmie als voriibergehende oder
permanente Erhohung der

Homocystein-Plasmakonzentrationen
definiert [46]. Wiahrend die schwere

Hyperhomocysteindmie selten ist,

kommt die milde Form in etwa 5—7%

Tabelle 1: URSACHEN DER HYPERHOMOCYSTEINAMIE der Gesamtbevolkerung vor [40, 46].
Abgedndert von N. Weiss: Mild hyperhomocysteinemia

VASA 2004:33:191-203 Desweiteren fiihren die chronische

Niereninsuffizienz [41], der Diabetes

mellitus, der Hypothyreoidismus [40], die perniziose Anidmie und verschieden maligne
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Einleitung

Erkrankungen, darunter die akute lymphatische Leukdmie und Karzinome der Mamma, des
Ovars und des Pankreas, zu erhohten Homocystein-Plasmakonzentrationen [42, 43].

Bei dialysepflichtigen Patienten trigt die Hyperhomocysteindmie zu der hohen Inzidenz
kardiovaskulédrer Erkrankungen bei [41]. AuBBerdem verursachen verschiedene Medikamente, z.B.
Folsdureantagonisten (Methotrexat) oder Antikonvulsiva (Phenytoin), Theophyllin [44] und

Zigarettenrauchen [45] erhohte Homocystein-Konzentrationen.

1. 1. 4. Hyperhomocysteindmie und kardiovaskulires Risiko

Wihrend der letzten 20 Jahre zeigten einige retrospektive und prospektive Studien eine
Assoziation von milder Hyperhomocysteindmie und atherothrombotischen Gefésserkrankungen
durch eine erhohte Priavalenz und Inzidenz von koronaren (CAD - coronary artery disease) [13,
18, 27], zerebrovaskuldren (CVD - cerebrovascular disease) [24] und peripher arteriellen (PAD -
peripheral artery disease) [34] Erkrankungen, Karotis-Stenosen [23] und vendsen
Thromboembolien [35]. Obwohl nicht alle prospektive Studien in der Beurteilung des
kardiovaskulédren Risikos iibereinstimmen [36, 47-51], traf die oben genannte Assoziation bei den
meisten der prospektiven Studien zu, welche dariiber hinaus eine Unabhingigkeit erhohter
Homocystein-Plasmakonzentrationen von anderen kardiovaskuldren Risikofaktoren wie
Hypertonie, Diabetes mellitus, Zigarettenrauchen und Hypercholesterindmie zeigten [14, 15, 17-
29, 31, 33, 37]. Hyperhomocysteindmie zeigte dabei einen multiplikativen Effekt auf das
kardiovaskuldre Risiko bei Zigarettenrauchern und Hypertonikern.

McCully propagierte als Erster einen Zusammenhang zwischen erhohten Homocystein-
Plasmakonzentrationen und kardiovaskuldrer Erkrankung [32]. Thm fiel bei deutlich erhdhten
Homocystein-Plasmakonzentrationen ein frithzeitiges Einsetzen des arteriosklerotischen
Prozesses auf. Eine Meta-Analyse von Boushey und Kollegen [15] mit Daten aus 27 Studien
zeigte, dass eine Erhohung der Plasmakonzentration von Homocystein um 5 pmol/l oberhalb
Werten von 10 pmol/l mit einer signifikanten Risikoerhthung von CAD (odds ratio 1.6 [95%
confidence intervall:1.4-1.7]), CVD (odds ratio 1.5 [1.3-1.9]) und PAD (odds ratio 6.8 [2.9-15.8])
einhergeht. Die Autoren gingen davon aus, dass, verglichen mit anderen vaskulidren
Risikofaktoren, eine Erhohung der Plasmakonzentration von Homocystein um 5 pmol/l einer
Erhohung der Plasmakonzentration von Cholesterin um 0.5 mmol/l (20 mg/dl) gleichkomme.
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Einleitung

Eine Fall-kontrollierte Studie, die kiirzlich in neun verschiedenen europdischen Zentren
durchgefiihrt wurde, schitzt, dass das kardiovaskuldre Risiko, welches mit der Erhohung der
Plasmakonzentration von Homocystein unter basalen Bedingungen (>12 pmol/l) und nach oraler
Methioninbelastung (Netto-Erhohung >27 pmol/l der basalen Konzentration oder absolute
Erhohung >38 pmol/l) einhergeht, vergleichbar ist mit dem Risiko, das von Nikotin oder
Hyperlipidimie ausgeht. Jedoch ist es geringer einzuschitzen als jenes, das von der Hypertonie
ausgeht [16]. Anhand dieser Studien wurde auch geschitzt, dass erhohte Plasmakonzentrationen
von Homocystein fiir 10 Prozent des CAD-Risikos in der Bevolkerung verantwortlich sind [15].

Die Autoren der prospektiven Tromsg-Studie fanden eine mittlere Homocyst(e)in-
Plasmakonzentration von 12,7 pmol/l bei Patienten mit Myokardinfarkt und 11,3 pmol/l im
gesunden Kontrollkollektiv (p=0,0002) [18, 46]. In der Physician’s Health Study [27] kam man
zu vergleichbaren Ergebnissen. Hier zeigte sich fiir Ménner mit einer Homocystein-
Konzentration oberhalb der 95. Perzentile (15,8 umol/l) ein relatives Risiko von 3.1, an einem
Myokardinfarkt zu erkranken. Sieben Prozent der 271 in der Studie beobachteten
Myokardinfarkte konnten nach Angaben der Untersucher der Hyperhomocysteindmie

zugeschrieben werden.

1. 2. Endotheliale Funktion

Das GefidBendothel ist eines der groBten Organe im menschlichen Korper. Es kleidet als
einzellige Schicht mit einer Gesamtfliche von ca. 1000m? das vaskuldre System, inklusive dem
Endokard, luminal aus [128]. Die Endothelzellen fungieren als biokompatible Schutzschicht
zwischen dem Gewebe und dem zirkulierendem Blut. Zur Aufrechterhaltung der vaskulidren
Homoostase setzt das Endothel auf physikalische und chemische Stimuli hin eine Reihe von
bioaktiven Faktoren frei, die mit der glatten Gefissmuskulatur interagieren [6]. Dies sind
einerseits Faktoren, die zur Dilatation und Wachstumshemmung der glatten Gefdssmuskulatur
fiihren und andererseits Faktoren, die zur Kontraktion und zur Proliferationssteigerung fiihren.
Aus heutiger Sicht sind die relaxierenden und wachstumshemmenden Faktoren wichtig fiir die

Senkung der kardiovaskuldren Mortalitit [6].
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Einleitung

Unter diesen Faktoren sind die wichtigsten Stickstoffmonoxid (NO) bzw. EDRF (endothelium
derived relaxing factor), Prostaglandin 12 und EDHF (Endothelium Derived Hyperpolarizing
Factor).

Die wichtigsten endothelialen Kontraktoren sind Endothelin-1, Angiotensin II und Prostaglandin
H2. Stickstoffmonoxid (NO) wird in den Endothelzellen aus der Aminosdure L-Arginin unter
dem Einfluss der endothelialen Isoform der NO Synthase (eNOS) synthetisiert [7, 8] und als
Antwort auf erhohten Scherstress [2] und gewissen biochemischen Stimuli [3], wie Azetycholin,
Bradykinin, Serotonin oder ADP, von den Endothelzellen freigesetzt. NO spielt eine
vorherrschende Rolle in der Aufrechterhaltung des vaskulidren Tonus und Reaktivitit [S]. Dies
wird durch die Freisetzung des second messenger cGMP (cyclic guanosine monophosphate) und
durch die Antagonisierung von Angiotensin-II (AT-II) und Endothelin-I (ET-I) erreicht, wodurch
die glatte GefdBmuskulatur erschlafft und das Gefid sich erweitert [6]. Die Halbwertszeit von
NO betrigt jedoch nur wenige Sekunden. Es reagiert mit Sauerstoff-Molekiilen zu Nitrit (NO2")
und Nitrat (NO3"). Die Kurzlebigkeit erkldart auch, warum NO immer nur unmittelbar an seinem
Wirkort gebildet werden kann.

Neben den oben genannten Funktionen wirkt NO vor allem antiatherothrombotisch [1, 4] durch

Inhibition der:

- Plattchenaktivierung (Adhésion und Aggregation)

- Leukozytenaktivierung (Adhision, Aggregation und Migration):
Hemmung der Expression von proinflammatorischen Zytokinen, Chemokinen und
Leukozytenadhésionsmolekiilen

- Produktion von tissue factor und Faktor Va (Gerinnungskaskade)

- Proliferation der glatten Muskulatur

- Oxidierung von LDL

und Aktivierung von:
- Thrombomodulin, welches Thrombin deaktiviert, und Protein C
- Antithrombin-III und der Bindung des Gewebe-Plasminogen-

Aktivators an das Endothel (Fibrinolyse)
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All diese Funktionen von NO tragen zur Aufrechterhaltung eines normalen endothelialen
Phinotyps und eines antithrombotischen intravaskulidren und endothelialen Milieus bei [52].
Eine Verringerung der Bioverfiigbarkeit von NO fiihrt zu einer Beeintrichtigung der

endothelialen Funktion, dem ersten Schritt in der Entwicklung der Arteriosklerose.

Glatte Gefal-
muskulatur
RelaxationfWachstumshemmung Kontraktion / Proliferation
ﬂ cAMPH cGMIﬁ _ H ﬁ
— m—— s

Monozyten-Migration @
= " Subendothelialer Raum
<
L
Ty & Oxidiertes LDL
()—
Makrophage Schaumzelle

Abbildung 2: ENDOTHELIALE FUNKTION UND DIE EFFEKTE VON NO AUF DIE VASKULARE
HOMOOSTASE.

NO diffundiert durch die basolaterale Membran und bewirkt in der glatten Gefdssmuskulatur eine Aktivierung der
Guanylatcyklase, welche den Botenstoff cGMP (3,5-cyclic guanosine monophosphate) bildet. Dies fiihrt zu einer
Erschlaffung der GefdBmuskulatur - das Gefdl erweitert sich. Im Gefédllumen hemmt NO die
Thrombozytenaggregation und -adhésion, sowie die Monozyten- und Neutrophilen- Adhidsion und -Migration in den
subendothelialen Raum. Monozyten-Migration und Transformation in Makrophagen / Schaumzellen ist ein
entscheidender Schritt in der Pathogenese der Arteriosklerose. Im subendothelialen Raum verhindert NO die

Oxidation von LDL, wihrend Superoxid-Anionen diese Reaktion fordern.
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1. 3. Mikrozirkulation / EDHF

Die Acetylcholin-induzierte Vasodilatation ist durch die gemeinsame pharmakologische
Blockade der endothelialen NO- und Prostaglandin-Produktion wunter den meisten
experimentellen Bedingungen nicht komplett hemmbar [167, 168], so dass mindestens noch ein
weiterer endothelialer dilatierender Faktor existieren muss, der vor allem in der Mikrozirkulation
eine wichtige Rolle spielt. Er wird als “Endothelium-derived hyperpolarizing factor* (EDHF)
bezeichnet. Urakami Harasawa et al. konnten zeigen, dass EDHF eine wichtige Rolle in der
Endothel-abhingigen Vasodilatation menschlicher Arterien, besonders in der Mikrozirkulation,
spielt. Je kleiner der GefdBdurchmesser, umso gréBer der Einfluss von EDHF und umso kleiner
der von NO [169]. EDHF hyperpolarisiert die Endothelzellen wahrscheinlich durch die Offnung
endothelialer Kaliumkanile. Eine Hypothese besagt, dass diese Hyperpolariserung mittels
myoendothelialer Gap-Junctions an die darunterliegenden glatten Muskelzellen weitergeleitet
wird. Eine andere besagt, dass EDHF die Freisetzung von Kaliumionen iiber endotheliale
Charybdotoxin- und Apamin-sensitive K+-Kanile in den myoendothelialen Spalt begiinstigt. Die
Erhohung der extrazelluldiren K+-Konzentration soll iiber die Aktivierung einwiérts
gleichrichtender K+-Kanidle und der Na+/K+-ATPase zur Hyperpolarisation der glatten
GefiaBBmuskelzellen fiithren. Die so verursachte Hyperpolarisation der Gefilmuskelzelle induziert
den Schluss spannungsabhéngiger Kalziumkanile, so dass ein verminderter Kalziumstrom in die
glatte GefdaBmuskelzelle zum Absinken der zytoplasmatischen Kalziumkonzentration mit
nachfolgender Relaxation fiihrt [171, 172]. Die chemische Struktur des EDHF ist noch nicht
abschlieBend geklidrt, vermutlich existieren abhingig von Spezies, Organ und Stimulus
unterschiedliche EDHF. In vielen GefidBbetten weisen die Ergebnisse auf Derivate der
Arachidonsiure, Epoxy-Eicosatriensduren (EET), als EDHF hin, welche durch eine Cytochrom
P450-Epoxygenase gebildet werden [169-172]. Ob akute Hyperhomocysteindmie EDHF
beeintrichtigt, ist noch nicht gekldrt. An S. De Vriese et al. konnten zeigen, dass die EDHF-
vermittelte Vasodilatation in der renalen Mikrozirkulation von hyperhomocysteindmischen

Ratten beeintrachtigt ist [170].
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Obwohl diese Beobachtungen hiufig als beeintrichtigte NO-Bioaktivitit interpretiert wurden,
konnen sie zusitzlich auch durch eine Abnormalitit des EDHF-Signalwegs erklirt werden. Auch
andere kardiovaskuldre Risikofaktoren wie Hypertonie oder Hypercholesterinimie, Diabetes
mellitus und Alter beeinflussen den EDHF-Signalweg. Die Beeintrichtigung von EDHF konnte
also eine entscheidende finale Komponente sein, wodurch diese Risikofaktoren

Mikroangiopathien und End-Organschédden verursachen.

1. 4. Von der endothelialen Dysfunktion zur Entstehung der Arteriosklerose

Im Gegensatz zum funktionell intakten Endothel ist die endotheliale Dysfunktion ein initialer
Schritt in der Pathogenese der Arteriosklerose und spielt eine entscheidende Rolle in deren
Progression [53, 54]. Sie kann als Imbalance zwischen vasorelaxierenden und —kontrahierenden
Substanzen, zwischen prokoagulierenden und antikoagulierenden Faktoren, zwischen
proinflammatorischen und antiinflammatorischen Mediatoren und zwischen Inhibitoren und
Promotoren des vaskuldren Zellwachstums charakterisiert werden.

Die ED wurde in der Vergangenheit bei der Bewertung der Progression von Herz-
Kreislauferkrankungen unterschitzt, gerdt jedoch zunehmend [125, 126, 128, 129] als
prognostischer Marker fiir eine beginnende Herz-Kreislauferkrankung in den Blickpunkt des
Interesses. Alle kardiovaskuldren Risikofaktoren, wie Hypercholesterindmie, Nikotin, arterielle
Hypertonie, Diabetes mellitus, Adipositas, positive Familienanamnese und eben die
Hyperhomocysteindmie, fithren zu einem erhohten oxidativen Stress, welcher zu einer Abnahme
in der Bioverfiigbarkeit von NO fiihrt.

Eine Schliisselrolle der endothelialen Dysfunktion ist der Verlust der endothelabhingigen
Regulierung des vaskuldren Tonus, welcher ein Indiz fiir eben diese Verringerung der
Bioverfiigbarkeit von Stickstoffmonoxid (NO) ist [78, 79]. Bei Patienten mit gesundem Endothel
fiihren endothel-abhéingige Stimuli (Scherstress, Ach, Bradykinin etc.) iiberwiegend durch
Freisetzung von NO zu einer Vasodilatation.

Bei Patienten mit kardiovaskuldren Risikofaktoren oder schon etablierter Arteriosklerose ist die
endotheliale  Dysfunktion durch verminderte Vasodilatation oder durch paradoxe

Vasokonstriktion auf jene Stimuli charakterisiert [55, 56].
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Dies ist durch das Ungleichgewicht zwischen kontrahierenden und relaxierenden endothelialen
Faktoren zu erkldren, da durch die verminderte Verfiigbarkeit von NO eine Inhibition der
vasokonstriktiven Faktoren wie Angiotensin-II und Endothelin-1 ausbleibt und das Endothel
aufgrund einer Synthesestorung vermehrt vasokonstriktorische Molekiile produziert [129]. Durch
die Abnahme der NO-Produktion in den Endothelzellen wird das sonst antithrombogen wirkende
Endothel thrombogen, da Thrombomodulin, welches Thrombin hemmt, nicht mehr gebildet und
Antithrombin nicht mehr aktiviert werden kann [4, 7, 8]. Auflerdem kommt es neben der
fehlenden Gerinnungshemmung zu einer mangelnden Fibrinolyseaktivierung, da die
Plasminogen-Aktivator-Bindung nicht mehr aktiviert wird. Ebenso bleibt eine Hemmung der
Plittchenaggregation bzw. -adhésion aus. Als weitere wesentliche Auswirkung der endothelialen
Dysfunktion sind die proinflammatorischen Effekte zu nennen, verursacht durch eine gesteigerte
Expression proinflammatorischer Chemokine oder Adhdsionsmolekiile, was in einer gesteigerten
Rekrutierung und Adhésion zirkulierender Leukozyten resultiert [4, 7, 8]. AuBerdem ist die
Permeabilititssteigerung des Endothels zu erwihnen, die bei einer funktionellen sowie einer
strukturellen Schiddigung des Endothels durch eine Erweiterung der interendothelialen
Zwischenrdume entsteht [4, 7, 8].

Dies gibt bereits adhédrierenden Zellen und auch Molekiilen verschiedener Art die Moglichkeit,
das Endothel zu passieren und subintimal angereichert zu werden. Baron und Mitarbeiter [63]
stellten fest, dass die Permeabilitit des Endothels auch wesentlich iiber thrombogene Substanzen
und cGMP geregelt wird. Kommt es durch Hypoxie oder Produktion von Sauerstoffradikalen zu
einer Beeintrichtigung der Endothelfunktion und Syntheseleistung des wichtigsten Enzyms, der
NO-Synthase, ist die Permeabilitit automatisch mit betroffen [64-66]. So kénnen Zellen, wie
Monozyten und Makrophagen, aber auch oxidierte LDL-Molekiile leichter subendothelial
abgelagert werden und ihrerseits durch Synthese von Zytokinen die Permeabilitét weiter erhohen.
Grundsitzlich wurde auch erkannt, dass die initialen inflammatorischen Prozesse, wie die
Produktion von Histamin und Serotonin, zu einer Permeabilititssteigerung fithren, was die

transendotheliale Zellmigration zusétzlich erleichtert [67].
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- Leukozyten-Adhasion,
-Aggregation u. -Migration

.Bil'dung_ und Progression atherosklerotischer Lasionen, Plaqueruptur,

Abbildung 3: DIE ROLLE DER ENDOTHELIALEN DYSFUNKTION IN DER ENTWICKLUNG
ATHEROSKLEROTISCHER LASIONEN UND KARDIOVASKULARER EREIGNISSE.

Durch all diese Mechanismen wird der ,,Grundstein® fiir eine atherosklerotische Lision gebildet
und dem Endothel eine Schliisselrolle in der Entstehung einer atherosklerotischen Plaque
zugeschrieben.

Das Zusammenspiel der verschiedenen Vorginge und insbesondere die zunehmende
Zelladhidsion und subendotheliale Ablagerung von Zellen und Molekiilen resultieren in einer
massiven Destabilisierung der Zellstrukturen, was sich in der Ruptur einer Plaque bemerkbar

machen kann. Dies fiihrt dann zur akuten Thrombose oder Embolie.
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1. 5. Vaskulidre Pathobiologie der Hyperhomocysteindmie

Eine Schliisselrolle in der Homocystein-induzierten vaskuldren Pathobiologie stellt, wie oben
bereits erwihnt, die Induktion einer endothelialen Dysfunktion dar [13, 84].

Bei Kindern mit hereditirer Homocystinurie, bei denen stark erhohte Plasma-Homocysteinkon-
zentrationen vorkommen [105], konnte eine ED gezeigt werden. Andere, wie die Arbeitsgruppe
um Lentz et al. [104], konnten bei Affen, die mit einer Methionin-reichen und Folat- und Cholin-
freien Didt gefiittert wurden, eine verminderte Endothel-abhéngige Vasodilatation sowohl in vivo
als auch in vitro nachweisen. Ebenso wurden bei Patienten mit schwerer und milder
Hyperhomocysteindmie in kontrollierten klinischen Studien eine verminderte endothel-abhéngige
Vasodilatation in der Makrozirkulation nachgewiesen [106, 107]. In der Mikrozirkulation gelang
dieser Nachweis bisher nicht. Die verantwortlichen Mechanismen fiir die endotheliale
Dysfunktion bei Hyperhomocysteindmie sind bisher nur unzureichend verstanden. Eine breit
unterstiitzte, aber nicht universell akzeptierte Hypothese geht davon aus, dass
Hyperhomocysteindmie zu einem erhohten oxidativen Stress in den Gefédlen fiihrt. Dieser Effekt
nimmt durch eine Verminderung der Bioverfiigbarkeit des endothelialen, antiatherogenen Signal-
Molekiils Stickstoffmonoxid (NO) eine zentrale Rolle in der vaskuldren Pathologie der

Hyperhomocysteindmie ein.

1. 6. Oxidativer Stress und Interaktionen mit NO

Die Beobachtung, dass Homocystein die endothel-abhiingige Vasodilatation, ausgelost durch
Scherstress, Acetylcholin oder Bradykinin, aber nicht die durch Natriumnitroprussid oder
Nitroglyzerin induzierte, endothel-unabhéngige Vasodilatation, beeintrichtigt, weilt darauf hin,
dass die Wirkung des Homocysteins auf die endotheliale Funktion auf eine Verringerung der
Bioverfiigbarkeit des im Endothel gebildeten NOs beruhen konnte. Diese Schlussfolgerung wird
von der Beobachtung unterstiitzt, dass cGMP (cyclic guanosine monophosphate) in der Aorta von
CBS(-/4) Maiusen mit milder Hyperhomocysteinimie im Gegensatz zu gesunden Miusen

vermindert war [57].
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AuBerdem waren die Endprodukte von NO, nidmlich Nitrit und Nitrat, bei
hyperhomocysteindmischen Probanden signifikant niedriger, als bei gesunden Kontrollpersonen
[58]. Unter physiologischem Plasma-Homocysteinspiegel reagiert Homocystein mit NO,
wodurch S-Nitroso-Homocystein gebildet wird, das die vasoprotektiven Effekte des NO steigert
[74]. Unter hyperhomocysteindmischen Bedingungen kommt es jedoch, wie mehrere
Untersuchungen zeigen konnten, zu einem erhohten vaskuldren oxidativen Stress, der zu einer
Inaktivierung von NO fiihrt [13, 40, 73, 84].

Dieser entsteht zum einen durch eine gesteigerte Oxidationsrate von Homocystein, wodurch
Hydrogenperoxid entsteht, und anderen Plasma-Aminothiolen, die mit einer gesteigerten Bildung
von weiteren Sauerstoffradikalen einhergeht. Zum anderen, und dies ist vermutlich quantitativ
bedeutender, wird der oxidative Stress iiber einen biochemischen Mechanismus und abhéngig
von der Aktivitit der endothelialen NO-Synthase durch eine Steigerung der Superoxidanion-
Produktion verursacht. Letzteres geschieht durch ein ,Entkoppeln® (uncoupling) der
endothelialen NO-Synthase (eNOS), welche daraufhin anstatt NO Superoxidanion synthetisiert
[87, 100]. Superoxidanionen konnen aber auch iiber andere enzymatische Quellen, wie Xanthin-
Oxidase und NADPH-Oxidase, gebildet werden.

Superoxidanion reagiert mit NO zu Peroxynitrit [76, 77], welches keine Vasorelaxation induziert,
aber durch seine hohe Reaktivitiit zur Protein-Oxidation fiihrt. Somit sinkt die Konzentration an
NO, welches hierdurch seine Wirksamkeit im Dienste der Aufrechterhaltung der normalen
endothelialen Funktion verliert. Die vermehrte Bildung von Superoxidanionen scheint eine
kritische Determinante der Homocystein-induzierten endothelialen Dysfunktion zu sein, da
mittels Beseitigung der Superoxidanionen durch Superoxid-Dismutase eine Reversibilitidt der
endothelialen Dysfunktion in hyperhomocysteindmischen Tier-Modellen [57, 85] und in
isolierten, mit Homocystein inkubierten, kultivierten Endothelzellen [75] gezeigt werden konnte.

Die Verbindung zwischen vaskuldrem oxidativem Stress und Homocystein-induzierter
endothelialer Dysfunktion wird weiterhin von ,in-vivo“-Studien unterstiitzt, die durch
Antioxidantien die normale endotheliale Funktion wiederherstellten. Hyperhomocysteindmische
CBS(-/4+)-Miuse wurden entweder mit dem intrazelluliren Cystein-Donor ,,L-2-ox0-4-

Thiazolidin-Carboxylat* behandelt, ein Agens, das die intrazelluldren Konzentrationen an
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reduziertem Glutathion und Thiolen erhoht und dadurch den zelluldren Redox-Status zu einer
reduzierteren Form hin veridndert oder wurden mit Miusen gekreuzt, die zelluldre Glutathion-
Peroxidase iiberexprimieren. Beide antioxidativen Strategien stellten die endotheliale Funktion
wieder her [60, 83]. Dieser Effekt konnte Folge einer verminderten oxidativen Inaktivierung von
NO sein, da die Uberexpression der zelluldaren Glutathion-Peroxidase in kultivierten
Endothelzellen die Homocystein-induzierte Verminderung der NO-Freisetzung abschwichte
[60]. Des Weiteren zeigten klinische Studien, dass eine Behandlung mit antioxidativen Vitaminen
eine mit Hyperhomocysteindimie, durch orale Methioninbelastung induzierte, assoziierte
endotheliale Dysfunktion verhindert [90-93]. Alles in allem lassen diese Beobachtungen
vermuten, dass die Effekte von Homocystein auf die endotheliale Funktion zumindest teilweise
Folge der oxidativen Inaktivierung von NO ist.

Die vermehrte Bildung von Sauerstoffradikalen wird zusétzlich noch von einer homocystein-
spezifischen Inhibition wichtiger antioxidativer Enzyme, wie der Superoxid-Dismutase [80, 81]
und der zelluliren Isoform der Glutathion-Peroxidase [59, 82, 83], verstirkt. Letzteres
Schliisselenzym gegen oxidativen Stress benutzt Glutathion, um Hydrogenperoxide und Lipid-
Peroxide zu deren entsprechenden Alkoholen zu reduzieren und kann ebenso als Peroxynitrit-
Reduktase agieren.

All diese Mechanismen fiihren letztendlich zu einer Akkumulation von Superoxidanion und
Sauerstoffradikalen, die NO durch die Bildung von Peroxynitrit oder Lipid-Peroxynitrit
inaktivieren.

Ein weiterer Mechanismus, der zur verringerten Bioverfiigbarkeit von NO beitrigt, ist die
Erhohung der Plasmakonzentration des endogenen NO-Synthase-Hemmers ,,asymmetrisches
Dimethylarginin® (ADMA) [94]. Hyperhomocysteindmische Cynomolgus-Affen [95] und
Menschen zeigten erhohte Plasma-Konzentrationen von ADMA, die mit der endothelialen
Dysfunktion korrelierten [96-98], wenngleich die letzteren Daten nicht in allen Studien
reproduziert werden konnten [99]. Die Inkubation von Endothelzellen mit Homocystein oder
seines Vorldufers Methionin zeigte eine dosis- und zeitabhingige Zunahme der ADMA-
Konzentrationen, welche mit einer verminderten NO-Synthese assoziiert war. Ebenfalls war die
Zunahme von ADMA mit einer verminderten Aktivitit der Dimethylarginin-

Dimethylaminohydrolase, dem Enzym, das ADMA degradiert, assoziiert.
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Abbildung 4: MECHANISMEN DES HOMOCY STEIN-ABHANGIGEN VASKULAREN OXIDATIVEN
STRESSES.

Homocystein fithrt zur Bildung von Superoxidanion (02" ) und anderen Sauerstoffradikalen durch einerseits
,.Entkoppeln* (,,uncoupling*) der endothelialen NO-Synthase (eNOS) und andererseits in geringerem Ausmalf} durch
vermehrte Homocystein-Oxidation. Die Hemmung der antioxidativen Enzyme ,Superoxid-Dismutase” und
,,Glutathion-Peroxidase® verstirkt diesen Effekt. Superoxidanion reagiert mit NO zu Peroxynitrit (ONOO~). Somit
verliert NO seine Wirksamkeit im Dienste der Aufrechterhaltung der normalen endothelialen Funktion. Die NO-
Bioverfiigbarkeit wird zusitzlich durch den NO-Synthase-Hemmer ADMA (asymmetrisches Dimethylarginin)

reduziert.
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1. 7. Therapeutische Ansitze bei Hyperhomocysteinidmie-induzierter, endothelialer

Dysfunktion

Zurzeit werden verschiedene Therapieansitze bei Patienten mit Hyperhomocysteinimie evaluiert.

1.7. 1. Therapie mit kombinierten B-Vitaminen

Der Plasma-Homocysteinspiegel und kardiovaskuldre Erkrankungen korrelieren sehr stark und
invers mit der Folsdure-Plasmakonzentration und zu einem geringeren Ausmal} invers mit den
Vitamin B12/B6-Spiegeln [158, 159]. Zahlreiche klinische Studien haben gezeigt, dass die
alleinige Gabe von Folsdure oder die Kombination mit anderen B-Vitaminen, unabhéngig von der
Ursache der Hhcy, die Plasma-Homocysteinspiegel zumindest bei Patienten mit normaler
Nierenfunktion effektiv senken konnen [160, 161]. Durch eine kiirzlich durchgefiihrte Meta-
Analyse konnte nachgewiesen werden, dass eine Folsdure-Supplementierung von 0,5-5 mg/Tag
die Homocystein-Plasmakonzentrationen um 25% (95%CI: 23-28%) senken kann [162]. Eine
zusitzliche Reduktion des Hcy-Spiegels konnte durch Vitamin B12 erreicht werden (mittlere
Dosis: 0.5 mg), wohingegen die Vitamin B6-Gabe in einer mittleren Dosis von 16.6 mg keinen
signifikanten Effekt hatte. Bereits mit tdglichen Gaben von 300-400 pg Folsdure konnen normale
bis niedrige Homocystein-Plasmakonzentrationen erreicht werden [15, 159]. Obwohl die
Therapie mit Folsdure/B-Vitaminen die Homocystein-Plasmakonzentrationen signifikant und
sicher senken kann, sind bis jetzt noch keine schliissigen Daten aus randomisierten und Plazebo-
kontrollierten Interventionsstudien erhéltlich, die einen positiven Effekt auf die Morbiditéit und
Mortalitidt von kardiovaskuldren Erkrankungen beweisen. Einige ermutigende Kurzzeit-Studien
untersuchten den Effekt der Vitamin-Therapie auf arteriosklerotische Marker und auf die
endotheliale Funktion bei hyperhomocysteindmischen Patienten. In einer unkontrollierten
Longitudinalstudie zur Beobachtung der Progression karotider Plaques bei Patienten mit
ausschlieflich Hcy>14 pmol/l als kardiovaskuldrem Risikofaktor konnte eine Zunahme der
Plaques um 0.31+0.39 cm?/Jahr verzeichnet werden, wohingegen die Plaque nach einer Vitamin-

Therapie stabil blieben (Zunahme um — 0.05+0.25 cm?/Jahr; p=0.02) [163].

25



Einleitung

Verschiedene doppel-blinde, randomisierte, Plazebokontrollierte Crossover-Studien untersuchten
den Effekt einer oralen Folsdure-Gabe auf die endotheliale Funktion bei Hhcy-Patienten durch
die mit Ultraschall gemessenen, fluss-vermittelten Endothel-abhéngigen Vasodilatation der A.
brachialis. Die Verringerung der Hcy-Konzentration verbesserte die FMD bei Patienten mit
milder Hhcy (>13 pmol/l) als alleinigen Risikofaktor [58], bei Probanden mit durch orale
Methioninbelastung verursachter akuter Hhcy [164] oder bei Patienten mit manifester KHK und
erhohten Hcy-Konzentrationen [165]. Gegen diese Beobachtungen sprechen jedoch die
Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen. Neuere Untersuchungen an Cynomolgus-Affen zeigten, dass
eine Senkung der Homocystein-Konzentrationen bei Diét-induzierter Hyperhomocysteinimie zu

keiner Verbesserung der Endothel-abhiingigen Vasodilatation fiihrte [95, 104].

1.7. 2. Therapie mit Antioxidantien

Bei den meisten Patienten mit Hyperhomocysteinimie und normaler Nierenfunktion fiihrt die
Gabe von Folsdure oder Vitamin B12 zu einer Normalisierung des Homocysteinspiegels und der
endothelialen Dysfunktion [84]. Patienten mit Niereninsuffizienz jedoch, die ein exzessiv
erhohtes kardiovaskuldres Risiko haben, welches zumindest teilweise durch gesteigerte Plasma-
Homocystein-Konzentrationen verursacht ist, sprechen nicht ausreichend auf Folsdure und
Vitamin B12 an [108]. Fiir diese Subgruppe von Patienten werden alternative
Behandlungsmoglichkeiten benotigt. Hierbei haben sich antioxidative Therapieansitze als
vielversprechende Alternativen gezeigt.

Einerseits ist hier die Behandlung mit den Superoxidfidngern Vitamin C und E zu erwihnen,
deren Ziel nicht die Senkung erhohter Homocystein-Plasmakonzentrationen [90], sondern die
Beeinflussung der durch die Hyperhomocysteinimie ausgelosten biologischen Effekte ist.
Chambers et al. [90] konnten zeigen, dass durch die orale Gabe des antioxidativen Vitamins
Ascorbinsdure eine Methionin-induzierte endotheliale Dysfunktion sowohl in den Widerstands-
als auch in den LeitungsgefiBen verhindert werden konnte. Eine Verbesserung der
Endothelfunktion nach Methioningabe konnte auch fiir eine Kombination von Vitamin E und
Ascorbinsdure gezeigt werden. Die Ergebnisse dieser Studien sind jedoch kritisch zu beurteilen.
Zum einen wurden die Untersuchungen an einer geringen Fallzahl gesunder Probanden
durchgefiihrt und zum anderen zeigte die groBangelegte Vitamin-E-Studie der Heart Outcomes
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Prevention Evaluation Study Investigators [166], dass bei Patienten mit einem hohen Risiko fiir
kardiovaskulédre Ereignisse die Behandlung mit Vitamin E iiber einen mittleren Zeitraum von 4,5
Jahren keinen Effekt auf das kardiovaskuldre Outcome dieser Patienten hatte.

Pharmakologische Methoden zur Steigerung des zelluldren Glutathionspiegels beim Menschen
bestehen in der Behandlung mit zelluldren Cysteindonoren, wie N-Acetylcystein oder L-2-
Oxothiazolidin-4-Carboxylsdure (OTC), welche die zellulire Glutathionbiosynthese steigern.
Letzterer ist effektiv, um die endotheliale Funktion bei hyperhomocysteindmischen Méusen [83]
oder bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung [109] zu normalisieren. Zudem ist bei Patienten
mit chronischer Niereninsuffizienz gezeigt worden, dass eine antioxidative Therapie mit N-
Acetylcystein kardiovaskulidre Ereignisse verringern kann [110]. Da aber Langzeitstudien zum
Einsatz von OTC insbesondere beziiglich dessen Sicherheit noch fehlen, kann diese Therapie
bislang noch nicht empfohlen werden.

Ein alternativer Cystein-Donor, der zelluldre Glutathionspiegel steigern kann, ist S-Allylcystein
(SAC) [111]. Diese schwefelhaltige Aminosdure wurde erstmals aus einer Knoblauchpréparation
durch einen zehnmonatigen natiirlichen Reifungsprozess (AGE = aged garlic extact) isoliert. Seit
der Erstbeschreibung von S-Allycystein 1955 wurden in iiber 400 Publikationen die zahlreichen
Bioaktivitdten, wie zum Beispiel Hepato- und Neuroprotektivitdt, Senkung des Plasma-
Cholesterins und Verbesserung der humanen Immunabwehr beschrieben [112-114]. Aber
herauszustreichen ist vor allem die antioxidative Wirkung. Intakter, nicht gealterter Knoblauch
besteht aus schwefelhaltigen und nicht schwefelhaltigen Komponenten (Saponinen etc.). Den
grossten Teil der schwefelhaltigen Komponenten stellen y-Glutamyl-S-allyl-L-Cysteine und S-
allyl-L-Cystein-Sulfoxide (Alliin) dar. Letztere sind Vorstufen der Thiosulfinate (wie Allicin),
welche vor allem in nicht intaktem (z. B. geschnittenem) Knoblauch entstehen.

Wihrend des oben genannten natiirlichen Alterungsprozesses von bis zu 20 Monaten ensteht aus
v-Glutamyl-S-allyl-L-Cystein das wasserlosliche S-allyl-Cystein durch eine enzymatische
Transformation mittels y-Glutamyltranspeptidase. AuBlerdem verringert sich hierbei auf der einen
Seite die Anzahl der zytotoxischen, fettloslichen Schwefel-Komponenten und hoch reaktive,
instabile Thiosulfinate, wie Allicin, verschwinden komplett oder werden umgehend zu anderen
stabilen, schwefelhaltigen Komponenten konvertiert. Auf der anderen Seite steigen die
Konzentrationen der wasserloslichen, nicht zytotoxischen Schwefel-Komponenten wie SAC und

somit die Effektivitdt und Sicherheit im Vergleich zu nicht gealtertem Knoblauch.
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AGE enthélt somit iiberwiegend wasserlosliche Schwefel-Komponenten wie S-Allylcystein
(SAC) und S-Allylmercaptocystein (SAMC) und zu einem geringen Teil fettlosliche
Schwefelkomponenten [111]. Die antioxidative Wirkung beruht auf einer Modulation des
Glutathion-Redox-Zykluses [115, 116]. S- Allylcystein steigert die intrazelluldre Konzentration
an reduziertem Glutathion, die Aktivitit der Glutathion-Disulfid-Reduktase, der Superoxid-
Dismutase und der Glutathion-Peroxidase [119]. Hierdurch wird die zellschiddigende Wirkung
der Superoxid-Anione und Hydrogenperoxide durch deren Abbau verhindert. Des Weiteren fiihrt
S-Allylcystein zu einer Hemmung der Cu?+-abhingigen Oxidation der Low-Density-
Lipoproteine (LDL) [117,118] und schiitzt hierdurch die Endothelzellen vor einer durch
oxidiertes LDL induzierten Schidigung. Ferner kann S-Allylcystein, wahrscheinlich aufgrund der
Aktivierung der endothelialen NO-Synthase (eNOS) und der Suppression der Superoxid-Anion-
und Hydrogenperoxid-Produktion, bioverfiigbares NO steigern [120], wodurch die
Thrombozytenaggregation gehemmt [121] und der Blutfluss gesteigert wird [120]. In-vitro-
Untersuchungen an Endothelzellen von menschlichen Umbilikal-Venen zeigten zur
Unterstiitzung dieser Beobachtung, dass AGE und S-Allylcystein die c¢cGMP-Produktion
signifikant erhohen [124]. Im Tiermodell tragen alle diese Effekte zu der anti-atherosklerotischen
Wirkung von S-Allylcystein bei [122, 123]. S-Allycystein-haltige Knoblauchpréiparate werden in
Japan seit mehr als 40 Jahren und in zahlreichen anderen Léndern, wie z. B. USA oder
Australien, seit 10 Jahren vetrieben.

Seit 1955 wird gemil der Verkaufszahlen und der empfohlenen Dosis die Anzahl der
Behandlungstage auf ca. 1500 x 10 hoch 6 geschitzt. Toxische Nebenwirkungen wurden dabei

weder bei der Akutbehandlung noch bei chronischem Gebrauch beschrieben.

1 . 8. Fragestellung

1. Fiihrt die akute Hyperhomocysteinimie nicht nur zu einer makrovaskuldren, sondern auch zu

einer mikrovaskulidren endothelialen Dysfunktion?

2. Ist die Vorbehandlung mit dem Cystein-Donor S-Allylcystein in der Lage, die endotheliale

Dysfunktion zu verhindern, die durch die akute Hyperhomocysteinimie induziert wird?
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2. Material und Methoden

2. 1. Studienprotokoll

Um zu untersuchen, ob die akute Hhcy eine ED auslosen kann und diese durch AGE reversibel
ist, fithrten wir eine doppel-blinde, Plazebo-kontrollierte Cross-over-Interventionsstudie an 11

gesunden Probanden durch. Wir unterteilten die Studie wie folgt:

1. Phase (6 Wochen):

e Basisuntersuchung vor und 4 Stunden nach oraler Methioninbelastung.
Randomisierung der Probanden zur Behandlung mit gereiftem Knoblauchextrakt oder
Plazebo.

¢ Behandlung (AGE oder Placebo) iiber 6 Wochen (4 ml/d)

¢ Erneute Untersuchung vor und 4 Stunden nach oraler Methioninbelastung

2. Phase: Wash-out Phase (6 Wochen)

e Alle Probanden erhielten 6 Wochen lang keine der beiden Substanzen

3. Phase (6 Wochen, Cross-over Plazebo — Verum, vice versa):

e Basisuntersuchung vor und 4 Stunden nach oraler Methioninbelastung

e Probanden, die in Phase 1 mit gereiftem Knoblauchextrakt behandelt wurden,
erhielten nun Plazebo

e Probanden, die zunidchst Plazebo erhielten, wurden nun mit gereiftem
Knoblauchextrakt behandelt.

¢ Behandlung (AGE oder Placebo) tiber 6 Wochen (4 ml/d)

¢ Erneute Untersuchung vor und 4 Stunden nach Methioninbelastung
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Abbildung 5: GRAPHISCHE DARSTELLUNG DES ZEITLICHEN ABLAUFS DER STUDIE.

2. 2. Probanden

Fiir unsere Studie untersuchten wir 11 gesunde Probanden mittleren Alters (5 Frauen, 6 Minner)

ohne kardiovaskulire Risikofaktoren oder Erkrankungen.

Dies wurde durch folgende Untersuchungen bestitigt:

Keine kardiovaskulidren Erkrankungen in der Anamnese

Normales Ruhe-EKG

Knoéchel-Arm-Doppler-Index von > 1,0 und < 1,4

Keine atherosklerotischen Gefdverianderungen bei der duplexsonographischen

Untersuchung der extrakraniellen hirnversorgenden Arterien

Keine kardiovaskuliren Risikofaktoren bedeutet:

Keine arterielle Hypertonie (nach Anamnese, keine antihypertensive Therapie,
Ruheblutdruck von <130/80 mm Hg)

Nichtraucherstatus

Normaler Blutzuckerhaushalt (nach Anamnese, keine Antidiabetika, HbA1c<6,5%,

Niichternblutzucker <90 mg/dl)
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e Keine Fettstoffwechselstorung (nach Anamnese, keine Einnahme von Lipidsenkern,
LDL-Cholesterin <130 mg/dl, Triglyzeride <180 mg/dl, HDL-Cholesterin >35 mg/dl bei
Minnern und >45 mg/dl bei Frauen)

e Keine chronische Hyperhomocysteindmie (Niichtern-Homocysteinspiegel <12 umol/I)

¢ Die Probanden hatten ferner ein unauffilliges Blutbild und Differentialblutbild, normale
Leber- und Nierenretentionsparameter, unauffélliger Gerinnungsstatus und fehlende

Entziindungszeichen.

Die Probanden durften nicht regelmidfig Medikamente, mogliche Anitoxidantien oder Vitamine

einnehmen.

2. 3. Detaillierte Versuchsbeschreibung

Die Messungen wurden bei jedem Probanden um 8:00 Uhr morgens nach einer mindestens 30
miniitigen Ruhephase in liegender Position begonnen. Vor einer jeden Untersuchung wurde der
Puls, der Blutdruck und die Haut-und Raumtemperatur festgehalten. Jeweils 2 Probanden pro Tag
wurden untersucht, wovon einer zuerst mittels Kapillarmikroskopie, der andere zuerst mittels
Laser-Doppler und anschlieend vice versa untersucht wurde. Danach folgten nacheinander die
Messungen am Ultraschallgerdt, d. h. zuerst wurde die Mikrozirkulation, dann die
Makrozirkulation untersucht.

Nach Durchlaufen der Baseline-Untersuchungen vor oraler Methioninbelastung erhielten die
Probanden zur Induktion einer akuten Hyperhomocysteinimie jeweils 0.1 g/kg Korpergewicht
Methionin in Apfelsaft gelost. Nach weiteren 4-6 h wurden die Probanden dann erneut mit den
drei Methoden untersucht. Zur Uberpriifung des Plasma-Homocysteinspiegels wurde jeweils vor
und 6-7 h nach oraler Methioninbelastung bei jedem Probanden Blut abgenommen. Auflerdem
wurde durch die Blutentnahme vor oraler Methioninbelastung auch die Sicherheit der
Interventionsstudie mittels Routinelaboruntersuchungen, d. h. Blutbild, Leber- und
Nierenparameter, iiberwacht.

Nach diesem Schema verfuhren wir an jedem einzelnen Untersuchungstag der gesamten Studie.
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2. 4. Einflussfaktoren auf die Untersuchung

1. Temperatur: Da die Temperatur einen Einfluf auf den vaskuldren Tonus hat [131,132],
wurde versucht, die einzelnen Phasen so gut wie moglich unter den gleichen Temperatur-
bedingungen durchzufiihren. Die Raumtemperatur sollte zwischen 22 — 24 ° C liegen, ggf. wurde
noch geheizt oder geliiftet. Die Probanden sollten weder frieren noch schwitzen. Vor jeder
einzelnen Messung wurde bei jedem Probanden die Hauttemperatur der Hand mittels Digital-

Thermometer (PCE-T312®) gemessen.

2. Kaffee und Tee: Am Untersuchungstag nahmen die Patienten weder Kaffee noch Tee zu sich.
Diese Getrinke fithren zu einer milden Stimulation des autonomen Nervensystems [133] und

haben somit einen potentiellen Einfluss auf den Gefédtonus.

3. Rauchen: Wie oben bereits erwihnt, gehorte ein Nichtraucherstatus zu den
Grundvoraussetzungen der Studie. Aber neben dem kardiovaskuldren Risiko von Rauchern fiihrt
schon allein das Rauchen einer Zigarette zur akuten endothelialen Dysfunktion und wiirde somit

die Untersuchungsergebnisse negativ beeinflussen [134].

4. Einfluss von Essen: Fettreiche Mahlzeiten und akute Hyperglykdmie konnen zu einer akuten
Verminderung der Vasodilatation fithren. Deshalb fiihrten wir die Untersuchungen am
(zumindest 6 h) niichternen Patienten durch. Nach der oralen Methioninbelastung war ein leichtes

Essen erlaubt.

5. Ruhephase: Vor Beginn der ersten Untersuchung vor bzw. nach oraler Methioninbelastung
wurde eine 30-min. Ruhephase in liegender Position eingenommen, um die Aktivitit des
sympathischen Nervensystems entsprechend zu reduzieren. Auflerdem wurden Blutdruck und
Puls dokumentiert und ggf. wiederholt gemessen, bis stabile Werte vorlagen (ggf. lingere

Liegezeiten).
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2. 5. In der Studie verwendete Substanzen

2.5. 1. Methionin

Die akute Hyperhomocysteindmie wurde durch orale Methioninbelastung induziert [130]. Die
seit dem Vorabend niichternen Probanden tranken hierzu 0,1g/kg Korpergewicht in Apfelsaft

gelostes Methionin.

2.5. 2. Aged Garlic Extract (AGE)

Herkunft und Wirkungweise des Medikaments wurden im Kapitel 1. 5. 2 néher erldutert. S-
Allylcystein wurde oral in tdglicher Dosis von 4 ml Extrakt (Kyolic® [Fa. Wakunaga
Pharmaceuticals, Osaka, Japan] enthilt etwa 0,5 g S-Allylcystein) verabreicht. Der typische
Knoblauchgeschmack geht wihrend des Herstellungsprozesses verloren. In kontrollierten
klinischen Studien an iiber 1000 Menschen wurde bisher keine relevante Nebenwirkung auch bei

langfristigem Gebrauch beschrieben [114, 121, 135, 136].

2.5. 3. Plazebopriparat

Das Plazebopriparat bestand aus einer Losung aus Karamell und 10% Ethanol und konnte

duBerlich und geschmacklich nicht vom wahren Préiparat (AGE) unterschieden werden.

2. 6. Messung der endothelialen Funktion

Da ein erkranktes Endothel im Frithstadium nicht morphologisch erkannt werden kann, wird die
endotheliale Dysfunktion durch die Storung der endothelabhéngigen Vasodilatation als Ausdruck
einer verminderten Aktivitdt von NO aufgefasst.

Fir die Messung der makrovaskuldren endothelialen Funktion stand ein hochauflosendes
Ultraschallgerit zur Verfiigung. Die mikrovaskuldre endotheliale Funktion wurde durch Laser-

Doppler und Kapillarmikroskopie bestimmit.
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2. 6. 1. Makrovaskulire endotheliale Funktion

Die Untersuchung der makrovaskuldren Funktion orientierte sich an der Verdffentlichung von
Celermajer et al. [105]. Die hierfiir verwendete Ultraschalluntersuchung an der A. brachialis ist
eine weit verbreitete, nicht-invasive Methode, um die Endothel-abhidngige Vasodilatation
beurteilen zu konnen [142, 143]. Hierbei wurde durch einen geiibten Untersucher der
Angiologischen Abteilung der Poliklinik Miinchen mit einem Ultraschallgerit der Firma Acuson
Typ 128 XP/10 (Siemens Medical Solutions USA, Inc., Mountain View, CA, USA) mit einem
7,5 MHz Schallkopf die flussassoziierte, endothelabhingige Vasodilatation (FMD: flow-
mediated dilation) der Arteria brachialis vor und nach Methioninbelastung gemessen.

Nach Anlegen der EKG-Elektroden wurde die A. brachialis ca. 2-10 cm oberhalb der Ellenbeuge
aufgesucht. Danach wurden zur Erfassung des Gefd3ruhedurchmessers 3 separate Einstellungen
(Intima-Media gut sichtbar, Abbildung 6 unten) wéihrend mindestens dreier Zyklen durchgefiihrt.
Zur Messung der FMD wurde eine am proximalen Unterarm positionierte Blutdruckmanschette
fir 5 Minuten auf suprasystolische Werte (30 mmHg iiber Ruhe-RRsys) inflatiert. Nach
plotzlicher Deflation der Blutdruckmanschette, welche eine reaktive Hyperdmie herbeifiihrt,

wurde der Durchmesser der A. brachialis innerhalb von 45-60 Sekunden gemessen.

Abbildung 6: GEFASSDURCHMESSER UND FLUSS DER A. BRACHIALIS

WAHREND BASELINE u. REAKTIVER HYPERAMIE
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Nach einer 15-miniitigen Pause erfolgte zur Erfassung der endothel-unabhéngigen Vasodilatation
zunéchst eine sublinguale Gabe von Nitroglyzerin (0,4 mg Glyceryltrinitrat ~ 1 Hub Nitrolingual
bei RR > 100 mmHg). Dieses wirkt direkt auf die Zellen der glatten Muskulatur. Vier Minuten
nach Applikation von Nitroglycerin wurde die endothel-unabhiingige Vasodilatation durch drei

separate Einstellungen der A. brachialis erfasst.

Der GefdBBdurchmesser der A.brachialis wurde innerhalb der drei separaten Einstellungen und
innerhalb dreier verschiedener Zyklen offline von ein und demselben Untersucher bestimmt. Dies
fiihrte zu einer Summe von neun Einzelwerten, aus denen fiir jeden Proband und anschlie3end fiir
die gesamte Gruppe der Median + S.E.M errechnet wurde. Dementsprechend wurde mit den
GefiaBBdurchmessern der Baseline (Ruhephase), der postokklusiven Phase (reaktiven Hyperdmie)
und nach sublingualer Gabe von Nitroglyzerin verfahren.

Mit diesen einzelnen Medianen + S.E.M wurde dann die FMD und NMD (nitroglycerin-mediated

vasodilation) fiir jeden einzelnen Probanden und fiir die gesamte Gruppe wie folgt berechnet:

GefiRdurchmesser der A. brachialis wiithrend:

Baseline Reaktiver Hyperiimie Nitroglyzerin

S S T i

FMD = Hyperiimie — Baseline / Baseline x 100

NMD = Nitroglyzerin — Baseline / Baseline x 100

Abbildung 7: BERECHNUNG DER FLUSS- (FMD) UND NITROGLYCERIN (NMD) - ASSOZIIERTEN
VASODILATATION.
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Die Werte werden in Relation zum Ausgangswert berechnet und in Prozent ausgedriickt. Die
Reproduzierbarkeit der Messungen wurde an drei von einander unabhidngigen Durchgingen
bestimmt. Der interindividuelle Variationskoeffizient (relative Standardabweichung) der FMD
der Probanden, welcher als die Standardabweichung dividiert durch den Mittelwert definiert ist,

betrug 4.4 %.

2. 6. 2. Mikrovaskulire endotheliale Funktion

Fir die Bestimmung der mikrovaskuldren endothelialen Funktion standen zwei verschiedene

Verfahren zur Verfiigung: Laser-Doppler-Flussmessung und Kapillarmikroskopie.

2.6.2. 1. Laser-Doppler-Flussmessung

Mit einem Laser-Doppler-Gerit Periflux 5000 der Firma Perimed (Jarfalla, Schweden), dessen
monochromatischen Laserlichtquelle (750 nm) ca. 1-1.5 mm in die Haut eindringt, wurde die

mikrovaskulire Perfusion in einem definierten Hautareal des Unterarms erfasst.

o Phalonce 3 N

Digtance |
—_—

Tramsrmethes Recaresr | Recerver 1
- i, o 1 iy, |

Abbildung 8 und 9: LASER-DOPPLER-GERAT DER FIRMA PERIMED (JARFALLA, SCHWEDEN) DES
TYPS PERIFLUX SYSTEM 5000 UND FUNKTIONSPRINZIP.
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Anhand der Menge der frequenzverschobenen, an stromenden Erythrozyten reflektierten
Laserstrahlen und dem Ausmal} der Frequenzverschiebungen ldsst sich ein relatives Mal} der
mikrovaskuldren Perfusion in Ruhe und unter Bedingungen von endothel-abhingiger (wihrend
der Iontophorese mit Acetylcholin) und endothel-unabhédngiger Vasodilatation (wéhrend der
Iontophorese mit Natrium-Nitroprussid) nichtinvasiv und instantan bestimmen [137, 138]. Im
Rahmen der Laser-Doppler-Flowmetrie verwendeten wir im Gegensatz zur Ultraschall-
Untersuchung nicht Nitroglyzerin sublingual, sondern Natrium-Nitroprussid transdermal, da
dieses im Gegensatz zu Nitroglyzerin als endothel-unabhingiger Vasodilatator fiir die
Iontophorese evaluiert wurde [174]. Azetylcholin wurde standardisiert per Iontophorese auf den
linken, volaren Unterarm appliziert, Natrium-Nitroprussid auf den rechten Unterarm auf der
korrespondierenden Hautstelle (kontralaterale Seite, sieche Abbildung 10). Die Iontophorese
wurde mittels mikropharmakologischem Tridgersystem am Kopf der Laser-Elektrode
durchgefiihrt (Perilont, Perimed Schweden), welches mit 140 pl Azetylcholin (ACH) (1%
H20(Sigma Chemicals)) bzw. mit 140 ul Natrium-
Nitroprussid (SNP = sodium nitroprusside) (1%
H20 (Sigma Chemicals)) getrinkt wurde. Beide
Chemikalien wurden in doppelt-destilliertem
Wasser gelost und wihrend des Tages auf Eis
aufbewahrt. Die SNP-Losung wurde jeden Tag

zubereitet, die ACH-Losung wurde vor Beginn der

Studie hergestellt, aliquotiert und bis zu ihrer

Abbildung 10: LOKALISATION DER
ELEKTRODEN AM UNTERARM

Verwendung bei - 20°C aufbewahrt.

Zunichst wurde die Laser—Elektrode auf 32 °C erhitzt und die Ruhe-Perfusion (Baseline) fiir 3
min erfasst. Danach wurde ein elektrisches Feld mit einer Ladung von 1 mAs (0.1 mA fiir 10
Sek.) angelegt und die Messwerte der Hautperfusion iiber 3 Minuten aufgenommen. Dann wurde
die elektrische Ladung um zwei Stufen auf 2 mAs (0.2 mA fiir 10 Sek.) bzw. 4 mAs (0.2 mA fiir
20 Sek.) erhoht, wihrend die Perfusion auch jeweils fiir 3 Minuten aufgezeichnet wurde.

Wihrend der Untersuchung mit Azetylcholin entsprach die Laser-Elektrode der Anode und

wihrend der Untersuchung mit Natrium-Nitroprussid der Kathode.
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Die lontophorese wurde von allen Probanden gut toleriert. Um die Effekte des doppelt-
destillierten Wassers auf die kutane Vasodilatation zu kontrollieren, wurde die Iontophorese des
reinen Wassers einerseits mittels Anoden-Strom bei jedem Probanden und andererseits mittels
Kathoden-Strom bei drei verschiedenen Probanden durchgefiihrt. Hierbei zeigten sich nur
vernachlissigbare Verdnderungen der Hautperfusion.

Die Laser-Doppler-Messungen wurden digital auf einem PC mit der Software Perisoft® der

Firma Perimed aufgezeichnet und analysiert (siche Abbildung 11).

Baseline

/

Abbildung 11: BEISPIEL EINER IONTOPHORESE MIT AZETYLCHOLIN.

 Stimulation mit Acetylcholin

Durch die Anlage eines kurzzeitigen elektrischen Feldes kommt es zu einer passageren Zunahme der Hautperfusion.

Die endothelabhéngige, ACH-induzierte Vasodilatation bzw. Zunahme der Hautperfusion wurde
durch das Verhiltnis von Laser-Doppler-Fluss wihrend maximaler Stimulation (4 mAs) zum
Ruhe-Fluss (Baseline) ausgedriickt (sieche obige Abbildung). Die endothel-unabhéngige
Vasodilatation, ausgelost durch SNP, wurde entsprechend bestimmt. Die Daten wurden jeweils
offline von derselben Person ausgewertet.

Die Reproduzierbarkeit der Messungen wurde an zwei von einander unabhiingigen Durchgingen
bestimmt. Der interindividuelle Variationskoeffizient der endothelabhéngigen, ACH-induzierten

Vasodilatation der Probanden betrug 30.3 % (n=11).
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2. 6. 2. 2. Kapillarmikroskopie

Die Kapillarmikroskopie des Nagelfalzes wurde in dieser Studie mittels Videomikroskop der
Firma KK Research Technology LTD, Model VC52-U [Abbildung 12] durchgefiihrt. Mit Hilfe
des Kapillarmikroskops lassen sich intravital Hautkapillaren auf Hohe des Nagelfalzes beim
Menschen darstellen, wobei nur die Erythrozyten-perfundierten Kapillaren kontrastgebend sind,
lediglich plasmadurchstromte KapillargefdBe stellen sich nicht dar. Physiologischerweise wird
nur ein Teil der kutanen Kapillaren von Erythrozyten perfundiert. Durch eine reaktive Hyperdmie
nach suprasystolischer Stauung kommt es zu einer Zunahme der erythrozytenperfundierten und
damit sichtbaren Kapillaren. Dieses Phiinomen wird auch ,,capillary recruitment* bezeichnet und

ist ein MaB fiir die mikrovaskulire endotheliale Funktion [137, 139].

Abbildung 12: VIDEOMIKROSKOP DER FIRMA KK RESEARCH TECHNOLOGY LTD, MODEL VC52-U.

Zu Beginn der Untersuchung wurde eine Siduglings-Blutdruckmanschette (Cuff) am proximalen
Mittelfinger der linken Hand angebracht und der Finger darauthin auf Herzhohe unter das
Mikroskop gelegt. Nachdem man die Mitte des Nagelfalzes des Mittelfingerendgliedes
aufgesucht hatte, wurde davon ausgehend zwei Gesichtsfelder nach proximal geschwenkt und
eine leicht wiederzuerkennende Kapillare, eine sogenannte ,,eye-catching capillary“(ECC), in die
Mitte des Gesichsfeldes positioniert. Nun wurde die Ruhephase des ersten Gesichtsfeldes (Feld

A) aufgezeichnet. Die Aufnahmezeit der jeweiligen Video-Sequenzen betrug 15 Sekunden.
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Aufgenommen wurde in einem Imm? groBen Areal des Nagelfalzes. Danach wurde fiir 4 min
suprasystolisch gestaut und instantan nach Losung der Okklusion wiederum fiir 15 sec die
poststenotische Phase (endothelabhiingige Kapillar-Rekrutierung) aufgenommen. Nach 10
miniitiger Pause, in der der Proband die Hand frei bewegen konnte, wurde die vorherige ECC
aufgesucht und von dort ein Gesichtsfeld nach rechts geschwenkt (Feld B). Darauthin folgte die
gleiche Prozedur wie bei Feld A. Nach erneuter 10-miniitiger Pause wurde die
endothelunabhiéngige Kapillar-Rekrutierung bestimmt. Hierzu wurde der Cuff auf 60 mmHg
inflatiert und nach 60 sec. die ,,venous congestion* des Feldes A und B aufgezeichnet. Die
Anzahl der wihrend der vendsen Stauung (venous congestion) sichtbaren Kapillaren ist ein Maf}
fiir die maximale Rekrutierung an Erythrozyten-perfundierten Kapillaren. Sie entspricht dem
Nitroglyzerin der Ultraschall- und dem Natrium-Nitroprussid der Laser-Doppler-Untersuchung,
d. h. wir setzten sie in dieser Studie als endothelunabhéngige Untersuchung in direkten Vergleich
zu der endothelabhingigen Kapillar-Rekrutierung. Vier Stunden nach oraler Methioninbelastung
wurde die Untersuchung wiederholt, wobei wieder ein und dieselbe ECC eines jeden Probanden /
Feldes aufgesucht wurde. Die Auswertung der einzelnen Videosequenzen erfolgte mittels
Software der Firma Capiscope®. Hierfiir wurde die Anzahl der Kapillaren im Gesichtsfeld der
Ruhephase, der postokklusiven Phase (nach suprasystolischer Stauung) und der ,,venous
congestion* offline in einem Standbild der Videoaufzeichnung und wéhrend der 15 sec. langen
Videoaufzeichnung, die Auskunft dariiber gab, ob eine Kapillare permanent oder intermittierend
perfundiert ist, bestimmt. Die grofite Kapillarzunahme erscheint unmittelbar nach Losung der
Okklusion (instantan). Intermittierend perfundierte Kapillaren wurden nicht in die Auszihlung
miteingeschlossen. Die Kapillaren wihrend der Ruhe- und postokklusiven Phase und der ,,venous
congestion* wurden bei jedem Probanden und innerhalb eines jeden Gesichtsfeldes (A und B) in
ein und demselben Areal ausgezihlt. Vier Stunden nach oraler Methioninbelastung wurde nach
Aufsuchen der ECC dasselbe Areal gebildet. Die Kapillardichte wurde als Zahl der erythrozyten-
perfundierten Kapillaren pro mm? definiert.

Das ,,capillary recruitment* errechnet sich wie folgt:

(Kapillardichte wihrend reaktiver Hyperdmie - Kapillardichte wéihrend der Ruhephase) x 100

Kapillardichte wihrend der Ruhephase
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Es ist somit die Zunahme der Kapillardichte wihrend reaktiver Hyperdmie in Prozent. Die
Kapillardichte der ,,venous congestion wurde ebenfalls in Relation zur Kapillardichte der
Ruhephase gesetzt, um einen direkten Vergleich der endothelunabhingigen Vasodilatation zum
»capillary recruitment* zu erhalten. Die Daten der beiden Gesichtsfelder A und B wurden
gemittelt und danach wurde der Median+S.E.M. fiir die gesamte Gruppe vor und nach oraler
Methioninbelastung berechnet. Die Auszihlung wurde immer von derselben Person durchgefiihrt.
Der interindividuelle Variationskoeffizient des ,,capillary recruitments* unserer Probanden betrug

52 % (n=11).

2. 7. Statistische Analyse

Die Daten vor und nach oraler Methioninbelastung und vor und nach Behandlung mit AGE bzw.
Plazebo wurden jeweils fiir alle Probanden und fiir die gesamte Gruppe als MediantS.E.M
(standard error of the median) angegeben. Fiir den Vergleich dieser Daten wurde der nicht-
parametrische Wilcoxon-Test fiir verbundene Daten herangezogen. Werte fiir p<0.05 wurden als
signifikant unterschiedlich interpretiert. Fiir die statistischen Analysen wurde SPSS 12.0 und die
Software von STATVIEW® (Abacus Concepts, Berkely, CA, USA) verwendet, fiir die Grafiken
die Software Sigmaplot®.

2. 8. Zustimmung durch die Ethikkommission und die Probanden

Die Untersuchung der teilnehmenden Probanden beriicksichtigte die Empfehlungen der World
Medical Association Declaration of Helsinki zur Durchfiihrung von biomedizinischer Forschung.
Sowohl die Einwilligung der zustindigen Ethikkommission zur Durchfithrung der
Untersuchungen (Ethikkommission der Med. Fakultit der LMU Miinchen), als auch die
Zustimmung jedes einzelnen Probanden zur Teilnahme an der Studie lagen vor. Die Probanden

wurden iiber das Ziel, die Dauer, die Risiken und den Ablauf der Studie aufgeklirt.
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3. Ergebnisse

3. 1. Homocystein / Laborparameter

Die akute Hyperhomocysteinidmie hatte keinen Effekt auf die Herzfrequenz oder den systolischen
bzw. diastolischen Blutdruck [Tabelle 2]. Die orale Methioninbelastung erhohte die Triglyceride
und verringerte den HDL-Cholesterin-Spiegel hoch-signifikant (p<0.01), hatte aber keinen
Einfluss auf den totalen oder den LDL-Cholesterinspiegel [Tabelle 2].

Parameter Vor oraler Nach oraler p-Wert
Methioninbelastung Methioninbelastung

Systolischer Blutdruck | 116.7 £2.7 1144+ 1,8 0.534

(mmHg)

Diastolischer 75.0+1.8 75.0%+1.9 0.173

Blutdruck (mmHg)

Puls (pro Minute) 653+29 65.0+£2.6 0.575

Gesamt-Cholesterin 169.5£49 169.0 £5.1 0.623

(mg/dl)

Gesamt-Triglyzeride 63.0+94 117£17.8 <0.01

(mg/dl)

LDL-Cholesterin 103.5%£5.6 100.0 £ 4.6 0.139

(mg/dl)

HDL-Cholesterin 48 £2.8 42.5+£29 <0.01

(mg/dl)

Tabelle 2. BLUTDRUCK, PULS UND LIPID-WERTE VOR UND NACH ORALER
METHIONINBELASTUNG
Die Messungen vor und nach Methionin wihrend der drei Untersuchungen sind fiir jeden Proband und fiir die

gesamte Gruppe als Median+S.E.M.angegeben. N=11.

Die orale Methioninbelastung  hatte eine  5,3-fache = Zunahme der Plasma-
Homocysteinkonzentration von 5,8+0,86 pmol/l auf 30,844,12 umol/l (p<0.05) zur Folge.
Hierfir wurden die Plasma-Hcy-Konzentrationen aller Probanden vor und nach
Methioninbelastung wihrend der Basisuntersuchungen und nach Plazebobehandlung der 1. und
3. Phase der Studie herangezogen [Abb. 13] (drei Studienzeitpunkte), um dann den

Median+S.E.M. fiir jeden Probanden und fiir die gesamte Gruppe zu bestimmen.
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Abbildung 13: PLASMA-HOMOCYSTEIN-KONZENTRATIONEN VOR UND NACH ORALER
METHIONINBELASTUNG. Es zeigt sich eine signifikante Erhohung der Plasma-Hcy-Konzentration nach oraler
Methioninbelastung. Die Messungen vor und nach Methionin wéhrend der drei Studien-Zeitpunkte sind fiir jeden

Probanden und fiir die gesamte Gruppe als Median+S.E.M angegeben. N=11. * p<0.01.

Die Behandlung mit AGE hatte keinen Einfluss auf die Niichtern-Homocysteinspiegel, jedoch
wurde die Zunahme der Plasma-Homocysteinkonzentrationen nach oraler Methioninbelastung im

Vergleich zur Plazebo-Gruppe signifikant um 23 % verringert (p<0.05) [Abb. 14].
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Abbildung 14: RATIO DER PLASMA-HOMOCY STEINKONZENTRATION NACH/VOR ORALER
METHIONINBELASTUNG VOR (BASELINE) UND NACH BEHANDLUNG MIT AGE BZW. PLAZEBO.
Durch die Behandlung mit AGE kommt es zu einer signifikanten Abnahme der Methionin-induzierten
Hyperhomocysteindmie. Die Behandlung mit Plazebo hat hingegen keinen Effekt auf die Plasma-
Homocysteinkonzentration nach oraler Methioninbelastung. Die Werte sind in Median+S.E.M. fiir die gesamte

Gruppe angegeben. N=11, *p<0,05 vs. Baseline.

3. 2. Ultraschall
3.2. 1. Vor Behandlung mit AGE/Plazebo

Durch die orale Methioninbelastung kommt es zu einer signifikanten Abnahme der FMD von

8,13+0,82% auf 2,99+0,73% (Reduktion um 63,3%) (p=0.0033) [Abb. 15].
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Abbildung 15: ENDOTHEL-ABHANGIGE FMD VOR UND 4H NACH ORALER METHIONINBELASTUNG.
Es zeigt sich eine signifikante Abnahme der FMD wihrend akuter Hyperhomocysteindmie. Die Messungen vor und
nach Methioninbelastung wéhrend der drei Studien-Zeitpunkte wurden fiir jeden Probanden und fiir die gesamte

Gruppe als Median+S.E.M angegeben. N=11, * p=0.0033 vs. vor oraler Methioninbelastung.

Die orale Methioninbelastung hatte hierbei keinen Effekt auf den Ruhedurchmesser der A.
brachialis (p>0.05). Die Endothel-unabhingige Vasodilatation nach Applikation von
sublingualem Nitroglyzerin wurde ebenfalls nicht von der oralen Methioninbelastung beeinflusst
[Abb. 16]. Dies weist darauf hin, dass die akute Hyperhomocysteinimie zwar die endothel-
abhingige Vasodilatation beeintrichtigt, aber keine Auswirkung auf die endothel-unabhéngige

Vasodilatation der grossen Arterien, wie der A. brachialis, hat [90,91].
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Abbildung 16: ENDOTHEL-UNABHANGIGE NITROGLYZERIN-INDUZIERTE VASODILATATION VOR
UND 4H NACH ORALER METHIONINBELASTUNG. Diese zeigt wihrend akuter Hyperhomocysteindmie keine
signifikante Verdnderung. Die Messungen vor und nach Methionin wihrend der drei Studien-Zeitpunkte wurden fiir

jeden Probanden und fiir die gesamte Gruppe als Median + S.E.M angegeben. N=11, p>0.05 vs. vorher.

3. 2. 2. Nach Behandlung mit AGE/Plazebo

Die endothelabhédngige Vasodilation der A. brachialis war bei Verum-behandelten Probanden
nach 6 Wochen mit 8.02+1,14% vor oraler Methioninbelastung und mit 6,02+1,07% nach oraler
Methioninbelastung nicht signifikant unterschiedlich (p>0.05), wohingegen sie bei Plazebo-
behandelten Probanden weiterhin von 8,3+1,22% auf 3,3+0,88% signifikant reduziert wurde

(p<0.05) [Abb. 17].
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Dies kommt einer 47%- Zunahme der FMD wihrend akuter Hhcy bei mit AGE behandelten
Probanden im Vergleich zu Plazebo behandelten Probanden gleich (p<0.05 vs. Placebo).

1,2 1 Plazebo
— AGE *

0,4

Ratio der Flow-mediated vasodilation
nach / vor oraler Methioninbelastung
S
)
|

0,0
Vor Behandlung Nach Behandlung

Abbildung 17: VERGLEICH DER RELATIVEN VERANDERUNG DER FMD NACH ZU VOR ORALER
METHIONINBELASTUNG DER AGE- UND PLAZEBO-GRUPPE VOR UND NACH BEHANDLUNG.

Hierbei zeigt sich nach Behandlung mit AGE iiber 6 Wochen eine signifikante Verbesserung der FMD nach oraler
Methioninbelastung im Unterschied zur Plazebo-Behandlung. Die Daten sind als Mediant S.E.M. angegeben. N=11.
Werte < 1.0 zeigen eine Abnahme der FMD nach oraler Methioninbelastung im Vergleich zum Niichtern-Zustand an.
Dies ist mit einer endothelialen Dysfunktion vereinbar. * p<0.05 vs Plazebo nach Behandlung (Wilcoxon

Vorzeichen-Test).
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3. 3. Laser-Doppler-Fluss
3.3. 1. Vor Behandlung mit AGE/Plazebo

Vor der oralen Methioninbelastung fiihrte die Iontophorese mit Azetylcholin, ein Stimulator der
endothel-abhingigen Vasodilatation, zu einer maximal 9,73#0,68-fachen Zunahme des Laser-
Doppler-Flusses, verglichen mit dem Ruhefluss. Wihrend der akuten Hyperhomocysteindmie
wurde der maximale Laser-Doppler-Fluss als Antwort auf ACh signifikant auf das 6,48+0,88-
fache des Ruheflusses reduziert (p<0.05) [Abb. 18]. Im Gegensatz dazu hatte die akute
Hyperhomocysteinimie keine Auswirkungen auf die SNP-induzierte, endothelunabhingige

Vasodilatation bzw. Zunahme der Hautperfusion [Abb. 19].
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Abbildung 18: RATIO DES ENDOTHEL-ABHANGIGEN, ACH-INDUZIERTEN- VS. BASELINE-LASER-
DOPPLER-FLUSS DES UNTERARMS VOR UND NACH ORALER METHIONINBELASTUNG. Die
Messungen wihrend der Studienphasen wurden fiir jeden Probanden und fiir die gesamte Gruppe als Median+S.E.M.

angegeben, N=11. * p<0.05 vs. vor oraler Methioninbelastung.
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Abbildung 19: RATIO DES ENDOTHEL-UNABHANGIGEN SNP-INDUZIERTEN- VS. BASELINE LASER-
DOPPLER-FLUSS DES UNTERARMS VOR UND NACH ORALER METHIONINBELASTUNG. Hierbei zeigt
sich kein signifikanter Unterschied nach oraler Methioninbelastung (p>0.05). Die Messungen der einzelnen

Studienphasen wurden fiir jeden Probanden und fiir die gesamte Gruppe als Median+S.E.M. angegeben. N=11.

3. 3. 2. Nach Behandlung mit AGE/Plazebo

Die Iontophorese mit Acetylcholin fiihrte bei mit Plazebo behandelten Probanden zu einer
9,2+1,25—-fachen Zunahme des Laser-Doppler-Flusses im Niichtern-Zustand, welche nach der
oralen Methioninbelastung signifikant um 26,3 %, auf eine 6,87+1,6-fache Zunahme reduziert

wurde (p<0.05) [Abb. 20].
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Nach der Behandlung mit AGE fiir 6 Wochen wurde die ACh-stimulierte Zunahme der
Hautperfusion nur minimal von 9,8+0,92 vor auf 9,2+1,1 nach oraler Methioninbelastung
reduziert. Somit zeigte die ACh-induzierte Zunahme des Laser-Doppler-Flusses wihrend akuter
Hyperhomocysteinimie keinen signifikanten Unterschied mehr, jedoch war sie signifikant groBBer
als bei den mit Plazebo behandelten Probanden. Die Ratio der ACh-induzierten Zunahme der
Hautperfusion nach/vor oraler Methioninbelastung betrug bei Plazebo 0,747+0,112 und bei AGE
0,937+0,091 (p<0,05) [Abb. 20]. Je geringer dieser Ratio-Wert ist, desto groBer ist der Effekt der

oralen Methioninbelastung auf die endotheliale mikrovaskulidre Funktion.
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Abbildung 20: RELATIVE VERANDERUNGEN DER ACH-INDUZIERTEN ZUNAHME DER
HAUTPERFUSION 4H NACH ORALER METHIONINBELASTUNG, VERGLICHEN MIT DEM NUCHTERN-
ZUSTAND BEI MIT PLAZEBO UND AGE BEHANDELTEN PROBANDEN AM ENDE DER
BEHANDLUNGSPHASE.

Die Behandlung mit AGE zeigt hierbei eine im Vergleich zu Plazebo signifikante Verbesserung der ACh-induzierten
Zunahme der Hautperfusion nach oraler Methioninbelastung, *p<0.05 vs. Plazebo nach Behandlung (Wilcoxon
Vorzeichen-Test). Die Daten sind in Median+S.E.M. angegeben, N=11. Werte unter 1,0 zeigen eine Abnahme der
ACh-induzierten Zunahme der Hautperfusion nach oraler Methioninbelastung verglichen mit dem Niichtern-Zustand

an, was einer mikrovaskuldren endothelialen Dysfunktion gleichkommit.
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3. 4. Kapillarmikroskopie
3.4. 1. Vor Behandlung mit AGE/Plazebo

Das Capillary Recruitment (CR) wurde durch die orale Methioninbelastung von 14+1,6% auf
9,3+2,6% nicht signifikant reduziert (p=0.0754) [Abb. 21].
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Abbildung 21: CAPILLARY RECRUITMENT VOR UND NACH ORALER METHIONINBELASTUNG.
Hierbei zeigt sich kein signifikanter Unterschied wahrend der akuten Hyperhomocysteindmie (p=0.0754). Die
Messungen vor und nach Methioningabe wihrend der drei Untersuchungszeitpunkte wurden fiir jeden Probanden

und fiir die gesamte Gruppe als Median+S.E.M. angegeben, N=11.

Das Capillary Recruitment wihrend der venous congestion, d. h. das MaBl fiir die
endothelunabhingige Vasodilatation (siehe Kapitel 2. 6. 2. 2.), wurde wéhrend der akuten
Hyperhomocysteindmie ebenfalls nicht signifikant von 19,86+3,77% auf 15,19+2,72% reduziert
(p>0.05) [Abb. 22].
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Abbildung 22: CAPILLARY RECRUITMENT WAHREND VENOUS CONGESTION VOR UND NACH
ORALER METHIONINBELASTUNG. Hierbei zeigt sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied wihrend der
akuten Hyperhomocysteindmie (p>0.05). Die Messungen vor und nach Methioningabe wihrend der drei

Untersuchungszeitpunkte wurden fiir jeden Probanden und fiir die gesamte Gruppe als Median+S.E.M. angegeben,

N=11.

3. 4. 2. Nach Behandlung mit AGE/Plazebo

Das CR Plazebo-behandelter Probanden wurde wihrend akuter Hhcy von 13,53+2,26% auf
8,08+2,25% um 40,2 % verringert (p=0,3739). Bei Probanden, die mit AGE vorbehandelt
wurden, verringerte sich das CR nach oraler Methioninbelastung von 13,31£2,62% auf

9,86+1,88% um 25,9 % (p=0.065) [Abb. 23].
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Abbildung 23:

AGE Plazebo

RELATIVE VERANDERUNGEN DES CR 4H NACH ORALER METHIONINBELASTUNG,

VERGLICHEN MIT DEM NUCHTERN-ZUSTAND BEI MIT PLAZEBO UND AGE BEHANDELTEN
PROBANDEN AM ENDE DER BEHANDLUNGSPHASE. Es ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen
der Behandlung mit AGE und Plazebo (p>0.05). Die Daten sind in Median+S.E.M. fiir die gesamte Gruppe

angegeben. Werte < 1.0 zeigen eine Abnahme der CR nach oraler Methioninbelastung im Vergleich zum Niichtern-

Zustand an und sind vergleichbar mit einer endothelialen Dysfunktion. N=11.
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4. Diskussion

4. 1. Methioninbelastung und Homocystein

Unsere Untersuchungen an 11 niichternen, gesunden Probanden zeigen, dass durch eine orale
Methioninbelastung mit einer Methionin-Dosis von 0,1g/kg Korpergewicht die Plasma-
Homocystein-Konzentration von 5,8+0,86 umol/l auf 30,8+4,12 umol/l (p<0.05) signifikant
anstieg. Diese Ergebnisse entsprechen fritheren Beobachtungen an gesunden Probanden. So
konnte Boger et al. [96] eine Erhohung der Hcy-Konzentration wihrend experimenteller
Hyperhomocysteinimie nach oraler Methioninbelastung von 6.9+0.6 auf 28.4+3.5 umol/l
feststellen (p<0.05). Zu dhnlichen Ergebnissen kamen auch Kanani et al. [91] und Wanby et al.
bei ihren Untersuchungen an gesunden Probanden [99].

Nach einer sechswochige Vorbehandlung mit AGE lief sich in unseren Untersuchungen der
Anstieg der Plasma-Hcy-Konzentration nach oraler Methioninbelastung signifikant verringern
(p<0.05), ohne dass sich eine Auswirkung auf den Niichtern-Hcy-Spiegel nachweisen lief3. Eine
kiirzlich erschienene, plazebo-kontrollierte Studie [177] an Ratten konnte zeigen, dass eine
Vorbehandlung mit AGE eine Methionin-induzierte akute Hhcy verringern kann. Nach einer
Vorbehandlung mit AGE (bzw. KLEN: AGE kombiniert mit Pyridoxin Hydrochlorid,
Nicotinamid, Panthenol und Leber-Extrakt) iiber 8 Tage konnte der Anstieg der Plasma-Hcy-
Konzentration nach oraler Methioninbelastung signifikant verringert werden. Nach tiglicher
Gabe von L-Methionin iiber 20 Wochen konnte KLEN, ebenfalls iiber 20 Wochen oral
verabreicht, den Hcy-Spiegel bei Ratten signifikant um 33-56% im Vergleich zur Plazebo-
Gruppe reduzieren. Eine andere Studie konnte zeigen, dass AGE die Plasma-Hcy-Konzentration
signifikant um 28 bis 33 % in Ratten mit Folsduremangel senken kann [178].

Hinsichtlich der Wirkungsweise von AGE nimmt man an, dass AGE zumindest zum Teil durch
eine Stimulation der Cysthationin-S-Synthase und durch eine Hemmung der Remethylierung
durch Inaktivierung der N5, Nio-Methylenehydrofolat-Reduktase den Plasma-Homocystein-
Spiegel senkt [178].
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4. 2. Akute Hyperhomocysteinimie und makrovaskulire endotheliale Dysfunktion

Eine endotheliale Dysfunktion der groleren Arterien und Widerstandsgefie konnte sowohl in
mehreren Tiermodellen mit milder Hyperhomocysteindmie [57, 60, 83, 104], als auch fiir die
groBeren Arterien bei Patienten mit chronischer Hyperhomocysteinimie [58, 107] nachgewiesen
werden. Auch bei gesunden Probanden konnte in fritheren Studien [90, 91] anhand der
flussinduzierten Vasodilatation der A. brachialis gezeigt werden, dass eine durch orale
Methioninbelastung induzierte akute Hhcy eine endotheliale Dysfunktion der groBeren Arterien
verursacht. So stellte Chambers et al. [90] wihrend akuter Hhcy eine hochsignifikante Reduktion
der FMD von 4.3+0.7% auf -0.7+0.8% fest (p<0.001). Kanani et al. [91] konnte ebenfalls eine
hochsignifikante Abnahme der FMD wihrend experimenteller Hhcy verzeichnen (p<0.0001).
Diese Ergebnisse konnten wir in unserer Studie Dbestitigen. Wihrend akuter
Hyperhomocysteindmie wurde die FMD der A. brachialis unserer Probanden ebenfalls
hochsignifikant von 8,13+0,82% auf 2,99+0,73% reduziert (p=0.0033) [Abbildung 15].

Die FMD wurde mittels Duplexsonographie der A. brachialis gemessen, welche eine sehr gut
etablierte Methode zur Messung der endothelialen Funktion darstellt [142, 143]. Der geringe
interindividuelle Variationskoeffizient der FMD unserer Probanden von 4,4 % zeigt, dass es sich
hierbei um ein sehr zuverlédssiges Ergebnis handelt.

Die endothelunabhingige Vasodilatation der A. brachialis nach sublingualem Nitroglyzerin blieb
wihrend der akuten Hyperhomocysteinimie unverindert. (p>0.05). Ahnliche Ergebnisse lassen
sich auch in anderen Studien finden [90, 91, 106]. So beschreibt zum Beispiel Kanani et al. [91],
dass die endothelunabhéngige Vasodilatation der A. brachialis und der Widerstandsgefifle am
Unterarm auf Verapamil bzw. auf Natrium-Nitroprussid wihrend akuter Hyperhomocysteindmie
unverdndert blieb. Diese Beobachtungen weisen daraufhin, dass das Endothel im
makrovaskulidren Bereich ein zentraler Angriffspunkt im Rahmen der vaskulidren Pathobiologie

der Homocysteindmie darstellt.
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4. 3. Akute Hyperhomocysteinimie und mikrovaskulidre endotheliale Dysfunktion

4. 3. 1. Laser-Doppler

Inwieweit eine akute Hyperhomocysteindmie auch zu einer mikrovaskulidren endothelialen
Dysfunktion beim Menschen fiihrt, wurde bisher noch nicht untersucht. Wir konnten in unserer
Studie erstmals zeigen, dass es wihrend akuter Hhcy zu einer signifikanten Abnahme der
endothel-abhiingigen, ACh-induzierten Flusszunahme der HautgefiBle kommt (p<0.05).
Gleichzeitig blieb die endothelunabhingige Flusssteigerung nach Iontophorese mit Natrium-
Nitroprussid unter dem Einfluss einer Hhcy unbeeinflusst (p>0.05). Unsere Daten zeigen, dass
durch die orale Methioninbelastung nicht nur die makro-, sondern auch die mikrovaskulére
endotheliale Funktion beeintrichtigt wird [Abbildung 18].

Im Gegensatz zu unseren Ergebnissen konnte Davis et al. in einer fritheren Studie mit gesunden,
ménnlichen Probanden mittels Laser-Doppler Messung vor und nach ACh-Iontophorese keinen
Effekt der akuten Hhcy auf die mikrovaskulidre Funktion zeigen [153]. Die Griinde fiir diese
unterschiedlichen Ergebnisse konnten in der geringeren Stromstérke fiir die Iontophorese oder in
der Auswahl der untersuchten Probanden liegen. So verwendete Davis et al. wihrend der
Iontophorese mit Azetylcholin bzw. Natrium-Nitroprussid Stromstidrken von 8, 16, 32, 64 und
128 pA fiir jeweils 10 sec. Demgegeniiber begannen wir in unserem Protokoll stets mit 0,1 mA
fiir 10 sec., danach folgten 0,2 mA fiir 10 sec. und 20 sec. AuBBerdem arbeitete Davis et al. nur mit
gesunden Ménnern, wéhrend in der vorliegenden Studie das Geschlechtsverhiltnis ausgeglichen
war. Jedoch konnten wir keine geschlechtsbedingten Unterschiede bei unseren Ergebnissen
feststellen. Das Alter der Probanden beider Studien war vergleichbar.

Eine Erhohung des Blutdrucks im Rahmen der akuten Hyperhomocysteinimie konnten wir im
Gegensatz zu Davis et al. nicht feststellen [Tabelle 2]. Da Davis et al. nur die mikrovaskulére
endotheliale Funktion untersuchte, bleibt dariiber hinaus unklar, inwieweit tiberhaupt eine
makrovaskulidre endotheliale Dysfunktion ausgelost wurde.

In unserer Untersuchung zeigte sich ein interindividueller Variationskoeffizient der ACh-
Iontophorese von rund 30%, was auf eine eingeschrinkte Reliabilitdt der Laser-Doppler-

Messungen hinweist.
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Die Ursache dieser Schwankungsbreite der Laser-Doppler-Messungen ist vor allem in einer
betrichtlichen zeitlichen und oOrtlichen Variabilitdt des Laser-Doppler-Signals zu suchen. Etwas
geringere interindividuelle Variationskoeffizienten von Laser-Doppler-Messungen von 16-21%
wurden in anderen Studien beschrieben [150, 175]. Welche genauen Mechanismen sich hinter der
Wirkung einer Hecy auf die mikrovaskulidre, endotheliale Funktion verbergen, wurde von uns
nicht untersucht. Es ist bekannt, dass die ACh-induzierte, endothelabhiingige Vasodilatation in
den groBen Gefden fast ausschlieBlich durch die lokale Freisetzung von NO vermittelt wird.
Demgegeniiber geht man davon aus, dass in mikrovaskuldren GefdBen alternative Signalwege
vorherrschen und die Ach-induzierte Vasodilatation vermutlich durch freigesetztes EDHF
vermittelt wird [148]. Ob die akute Hhcy beim Menschen die Freisetzung oder Funktion von
EDHEF beeintrichtigt, ist unbekannt. In fritheren Studien konnte jedoch gezeigt werden, dass die
EDHF-abhingige Vasodilatation in der renalen Mikrozirkulation von Ratten durch eine

Methionin-induzierte Hhcy beeintrichtigt wird [149].

4. 3. 2. Kapillarmikroskopie

Die physiologische Fihigkeit der mikrovaskuldren Strombahn auf definierte Stimuli, wie einer
Flusszunahme nach suprasystolischer Stauung, zusitzliche Kapillaren fiir die Perfusion
bereitzustellen, wird als kapillires Recruitment bezeichnet. Sie wird von der endothelialen
Funktion beeinflusst. Die Beeintrichtigung des kapilldren Recruitments kann als Hinweis auf
eine verminderte mikrovaskulire, endotheliale Funktion gedeutet werden [139]. In unseren
Untersuchungen lieB3 sich wihrend akuter Hyperhomocysteindmie nach Methioninbelastung nur
ein Trend hin zu einer Beeintrichtigung des kapilldren Recruitment nachweisen. Dieser Trend ist
auf dem Hintergrund eines doch erheblichen interindividuellen Variationskoeffizienten von 52 %
zu interpretieren. Um angesichts dieser methodisch bedingten Schwankungsbreite der
Messergebnisse verldssliche Aussagen iiber Verdnderungen des kapilldren Recruitments infolge
einer akuten Hyperhomocysteindmie treffen zu konnen, wire fiir unsere Untersuchungen eine
deutlich groflere Fallzahl notwendig gewesen. In der Literatur wurde die Methode bislang von
einer Gruppe zum Nachweis einer mikrovaskulidren, endothelialen Dysfunktion sowohl bei

Hypertonikern [173] als auch bei Patienten mit Diabetes mellitus [176] eingesetzt.
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Der von dieser Arbeitsgruppe berichtete interindividuelle Variationkoeffizient von 8,3 %
kontrastiert dabei erheblich mit unseren Beobachtungen und ldsst bei vergleichbar
standardisierten Untersuchungsbedingungen methodische Fragen der kapillarmikroskopischen

Messung des kapillidren Recruitments offen.

4. 4. Effekte der AGE-Behandlung auf die endotheliale Funktion bei akuter

Hyperhomocysteindmie

Wihrend nach Plazebo-Behandlung weiterhin auf beiden vaskuldren Ebenen eine endotheliale
Dysfunktion bestand, lie sich diese nach 6-wochiger Vorbehandlung mit AGE sowohl auf
makro-, als auch auf mikrovaskuldrer Ebene nicht mehr nachweisen. So zeigte die
endothelabhingige Vasodilatation der A. brachialis und die ACh-induzierte Zunahme der
Hautperfusion bei mit AGE behandelten Probanden vor und nach oraler Methioninbelastung im
Gegensatz zu den Messungen vor AGE-Behandlung keinen signifikanten Unterschied mehr auf
(p>0.05).

Demgegeniiber konnten wir in der mit Plazebo behandelten Gruppe unverindert eine klare
endotheliale Dysfunktion vor und nach oraler Methioninbelastung auf mikro- und
makrovaskuldrer Ebene nachweisen (p<0.05). Die endothelunabhingige Vasodilatation blieb
durch die Vorbehandlung mit AGE bzw. Plazebo in beiden vaskuldren Feldern unbeeinflusst.
Beziiglich der Mikrovaskularisation konnten wir somit erstmals beim Menschen zeigen, dass eine
durch Methioninbelastung induzierte ED sich unter Vorbehandlung mit AGE verhindern lésst.
Ein moglicher Mechanismus der AGE-Behandlung besteht darin, dass wasserlosliche
Cysteinylverbindungen wie AGE, vermutlich iiber eine Steigerung von intrazelluldren Thiol-
Antioxidantien, zumindest teilweise die Verringerung in der Bioverfiigbarkeit von NO bzw.
EDHF wihrend akuter Hhcy verhindern kann [120]. Somit unterstreichen unsere Ergebnisse auch
die Bedeutung der zelluldren Redoxbalance fiir die endotheliale Funktion. Die Effekte von AGE
auf die endotheliale Funktion konnten unter anderem dazu beitragen, die Progression koronarer
Verkalkungen zu verringen, wie dies kiirzlich an Koronarpatienten unter AGE-Behandlung

beobachtet wurde [155].
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4. 5. Limitationen der Studie

Unsere Studie weist einige Limitationen auf:

1.

Die Fallzahl in unserer Studie war mit 11 Probanden relativ gering.

2. Die Gabe von Methionin erfolgte nicht verblindet. Die Untersuchungen vor und nach

Methioninbelastung erfolgten en Bloc, so dass dem Untersucher bekannt war, ob ein
Proband Methionin eingenommen hatte oder nicht. Dies konnte ggf. zu einem Bias im
Bezug auf die Interpretation der diesbeziiglichen Messwerte gefiihrt haben.

Die vaskuldren Funktionen unterliegen physiologischerweise einer zirkardianen Rhythmik
[179]. Wir fiihrten unsere Untersuchung so aus, dass wir regelhaft die Probanden vor
Methioninbelastung vormittags und nach Methioninbelastung nachmittags untersuchten.
Inwieweit hier ein zirkardianer Effekt einfliet, bleibt unklar. Kiirzliche Untersuchungen
zur zirkardianen Rhythmik vaskuldrer Funktionsmessungen zeigten zumindest im
Hinblick auf die FMD keine relevanten Effekte [154].

Jedoch wurde in einer Studie der Universitit Hannover demonstriert, dass bei Gesunden
und Patienten mit einer AVK im Stadium II am frithen Nachmittag und stirker ausgepragt
in der Nacht ein signifikanter Anstieg des Laser-Doppler-Flusses des Fu3es (P<0,001)
besteht [179]. Im Stadium IV war der Anstieg deutlich, bei Diabetikern nochmals
zusitzlich vermindert. Die Hautperfusion scheint dabei von der Thermoregulation
abgekoppelt zu sein, vermutlich infolge einer lokal bedingten kontinuierlichen arterioldren
Vasodilatation.

Nach oraler Methioninbelastung kam es zu einer milden, jedoch signifikanten Steigerung
der Triglycerid- bzw. Senkung der HDL-Cholesterinkonzentration [Tabelle 2]. Es scheint
unwahrscheinlich, dass diese Verdnderungen unsere Ergebnisse relevant beeinflusst
haben. Zwar fiihrt eine postprandiale Hyperlipiddmie bei hyperlipiddmischen Patienten zu
einer makrovaskuldren endothelialen Dysfunktion, jedoch resultiert eine milde oder akute
Hypertriglyceriddmie nicht in einer ED bei normolipidimischen Probanden [151].
AuBerdem verursacht eine postprandiale Hyperlipiddmie von dem Ausmal}, wie wir sie
bei unseren Probanden gefunden haben oder hoher keine endotheliale Dysfunktion in

Widerstandsgefiien des Unterarms [152].
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