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Hintergrund und Fragestellung:  Seit der Anfang der 1990er Jahre gemachten Entdeckung,
dass asymmetrisches Dimethylarginin (ADMA) als endogener Inhibitor der NO-Synthase
fungiert, war dessen proatherogenes Wirkpotenzial Gegenstand zahlreicher experimenteller
und Klinischer Arbeiten. Darauf aufbauend wird ADMA heute sowohl die Bedeutung eines
integrativen Promotors als auch Markers zugeschrieben, Uber welchen kardiovaskulare
Risikofaktoren — darunter Hyperhomocysteindmie und Hypercholesterolamie — zu einer Dys-
funktion des Endothels beitragen. Ausgehend von In-vitro-Studien, die auf einen redoxsensi-
tiven Mechanismus einer Homocystein- und oxLDL-induzierten ADMA-Akkumulation hin-
weisen, sollte in der vorliegenden Arbeit erstmalig untersucht werden, inwieweit eine kombi-
nierte, physiologisch-dosierte B-Vitamin- und Antioxidanziensupplementierung a) zu einer
Homocystein- und oxLDL-Reduktion bzw. Steigerung der antioxidativen Plasmakapazitat in
vivo fuhrt und dies b) mit einem synergistischen Effekt hinsichtlich einer Senkung der ADMA-

Plasmakonzentration bei Personen mit erhdhtem kardiovaskuldrem Risiko verbunden ist.

Methodik: Insgesamt wurden 123 klinisch gesunde Frauen und Manner ab 40 Jahre, bei
denen mindestens zwei kardiovaskuldre Risikofaktoren vorlagen, in einer randomisierten,
placebo-kontrollierten, monozentrischen Doppelblind-Studie Uber einen Interventionszeit-

raum von sechs Monaten untersucht.

Ergebnisse und Diskussion:  Durch die N&hrstoffgabe liel3 sich eine héchst signifikante und
unter Berlcksichtigung der bereits als praventiv wiinschenswert zu erachtenden Basalwerte
maximale Senkung der mittleren tHcy-Plasmakonzentration erzielen. Wahrend in der Verum-
gruppe ein signifikanter, wenn auch aus Klinischer Sicht sowie gegeniber Placebo nicht
relevanter bzw. signifikanter Anstieg der antioxidativen Plasmakapazitat im Verlauf der
Intervention verzeichnet wurde, fielen die mittleren oxLDL-Serumwerte unabhéngig von der
Verum- bzw. Placebogabe auf hdchst signifikantem Niveau ab. Demgegeniiber waren fir
den Hauptzielparameter ADMA mit nahezu konstanten mittleren Plasmaspiegeln in den
Subgruppen Verum und Placebo keine Veranderungen wahrend der Intervention festzu-
stellen. Auch ergaben sich bei Betrachtung ausgewahlter Subkollektive sowie mdglicher
Korrelationen zwischen den unter Verumgabe ermittelten ADMA-Differenzen und den
diesbezuglichen Veranderungen im Homocystein-/B-Vitamin- bzw. oxLDL-/Antioxidanzien-
status keine Anhaltspunkte fir einen ADMA-modulierenden Effekt. Unsere Ergebnisse
stehen damit in Einklang mit den bislang publizierten Humanstudien, die a) ebenfalls keine
Auswirkungen einer isolierten B-Vitamingabe auf ADMA trotz z. T. deutlich héherer Homo-
cystein-Senkung bei b) zugleich inkonsistenter Datenlage auf Assoziationsebene aufzeigen

konnten bzw. ¢) im Fall eines potenziell ADMA-senkenden Effekts von Antioxidanzien, wie er
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sich in niereninsuffizienten nicht jedoch nierengesunden Kollektiven andeutet, der Unter-

mauerung durch methodisch hochwertige Studien bedurfen.

Fazit: Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit aufgestellte Hypothese eines synergistischen
Effekts einer kombinierten B-Vitamin- und Antioxidanziensupplementierung hinsichtlich einer
Senkung der ADMA-Plasmakonzentration bei Personen mit erhfhtem kardiovaskularen
Risiko konnte nicht bestatigt werden. Gegentber den in vitro erhobenen Befunden ist auf
Basis der hier gezeigten Ergebnisse sowie unter Einbeziehung der bis dato vorliegenden
Humanstudien kein eindeutiger Kausalzusammenhang zwischen dem ADMA-Status und a)

Homocystein sowie b) oxLDL in vivo festzustellen.

Schlagwdrter: Asymmetrisches Dimethylarginin, Homocystein, oxidiertes LDL, B-Vitamine,

Antioxidanzien
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Background and Aims:  Since it has been shown that asymmetric dimethylarginine (ADMA)
is an endogenous inhibitor of NO synthase in the beginning of the 1990s several
experimental and clinical studies investigated its proatherogenic effects. Today, due to this
research ADMA is seen as a significant integrative promoter as well as marker of the
endothelial dysfunction along with other cardiovascular risk factors such as hyperhomo-
cysteinemia and hypercholesterolemia. Based on in vitro studies indicating a redox sensitive
mechanism of homocysteine and oxLDL induced ADMA accumulation the present thesis
aims at investigating for the first time to what extent a combined B vitamin and antioxidant
supplementation in physiological doses a) reduces homocysteine and oxLDL and increases
the antioxidant capacity of plasma in vivo and b) if this is associated with a synergistic effect
with regard to a reduction of ADMA plasma concentration in subjects with increased

cardiovascular risk.

Methods: A total of 123 healthy women and men aged 40 years and with at least two
prevalent cardiovascular risk factors were randomized in a placebo-controlled, monocentre
double-blind study over a six month intervention period to receive either a combination of B

vitamins and antioxidants or an identical placebo.

Results and Discussion:  The intervention with the nutrient supplement led to a highly
significant and - considering the already desirably low baseline concentrations — maximally
achievable decrease of the mean tHcy plasma concentration. The antioxidant capacity of
plasma increased significantly in the verum group although this increase cannot be estimated
as clinically relevant or as statistically significant compared to the placebo group. The mean
oxLDL serum concentrations decreased highly significantly in both the verum and the
placebo group. In contrast, ADMA plasma concentrations as the primary endpoint remained
nearly constant during the intervention in both groups. Moreover, the analysis of selected
subgroups or of potential correlations between the observed ADMA differences in the verum
group and the referring changes in homocysteine/B vitamin and oxLDL/antioxidant status,
respectively, did not reveal evidence for any effect on ADMA. Hence, our data a) are
consistent with the published findings from clinical studies, which also failed to show an
effect of isolated B vitamin supplementation on ADMA despite in part a significantly higher
homocysteine reduction and b) did not confirm an association of ADMA and homocysteine in
vivo like some but not all studies. Our results further indicate that ¢) high methodical quality
studies are required to clarify the possibly reducing effect of antioxidants on ADMA shown in

patients with renal insufficiency but not in healthy subjects.
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Conclusion: The hypothesis of the present study assuming a synergistic lowering effect of a
combined supplementation of B vitamins and antioxidants on the ADMA plasma
concentration in subjects with increased cardiovascular risk could not be confirmed. In
contrast to the results from in vitro studies a causal relationship between the ADMA status
and a) homocysteine or b) oxLDL in vivo cannot be proved on the basis of clinical studies in

humans including the results of this study.

Key words: asymmetric dimethylarginine, homocysteine, oxidized LDL, B vitamins,

antioxidants
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1 EINLEITUNG

Erkrankungen des atherosklerotischen Formenkreises, die neben der koronaren Herzkrank-
heit (KHK) auch zerebro- sowie peripher vaskuldre Ereignhisse umfassen, zéhlen in den
Industrienationen zu den haufigsten Todesursachen im Erwachsenenalter. So ist in
Deutschland etwa jeder fiinfte Todesfall auf eine KHK zuriickzufihren [LOWEL 2006]. Bedingt
durch die altersabhangige Inzidenz und die zunehmend é&lter werdende Bevélkerung ist in
naher Zukunft mit einer Zunahme atherosklerotischer Erkrankungen, insbesondere der KHK,
zu rechnen. Der fur die kommenden Jahre prognostizierte Anstieg der Typ-2-Diabetes-
Pravalenz kénnte diesen Trend noch weiter forcieren [WILD et al. 2004; RIEDER 2004]. Vor
dem Hintergrund der dieser Entwicklung innewohnenden sozioGkonomischen Dimension
sowie der Tatsache, dass bislang keine Konzepte zur kurativen Behandlung der KHK zur
Verfiigung stehen, gewinnen die Aufklarung der Atiologie und eine darauf basierende
Primarpravention an Gewicht. In diesem Zusammenhang wird der Ernahrung ein zentraler
Stellenwert eingerdumt [HU U. WILLETT 2002; SRINATH REDDY U. KATAN 2004; IGNARRO et al.
2007; MENTE et al. 2009].

Tatséachlich reicht die Erkenntnis, dass der atherosklerotische Prozess maRRgeblich durch die
Ernahrung beeinflusst wird, bis an den Beginn des 20. Jahrhunderts und damit bereits auf
eine langere Historie zurtick: Ausgehend von der 1858 beschriebenen Entdeckung Virchows,
wonach das menschliche Atherom Cholesterol enthélt [VIRCHOw 1989], konnte durch
Futterungsversuche an Kaninchen gezeigt werden, dass eine cholesterolreiche Diat endo-
theliale Lasionen induziert, die makroskopisch den atherosklerotischen Lasionen des
Menschen ahnlich sind [IGNATOWSKI 1909; ANITSCHKOW U. CHALATOV 1913]. Anknlpfend an
diese Beobachtung lie3 sich Jahrzehnte spater durch grof3 angelegte Kohortenstudien —
darunter der in diesem Zusammenhang popular gewordenen Sieben-Lander-Studie [KEYS
1980; KROMHOUT et al. 1995] — belegen, dass zwischen der Aufnahme an geséttigten
Fettsduren, der (LDL-)Cholesterol-Serumkonzentration und der KHK-Mortalitdt eine enge
positive Assoziation besteht. Demgemal riickte die auf die Arbeiten von BROWN U.
GOLDSTEIN [1983] zuriickgehende ,Lipid-Hypothese* Nahrungsfette und erhéhte LDL-Serum-
spiegel in den Mittelpunkt; eine Position, die sich heute zu der tragenden, wenn auch nicht
unumstrittenden Saule der Ern&hrungsmedizin etabliert hat [RAVNSKov 2002; WEINBERG
2004; LECERF 2009].

Durch den Fortgang der wissenschaftlichen Forschung wurde schlieBlich mehr und mehr
deutlich, dass es sich bei der Atherosklerose um eine multifaktoriell bedingte Erkrankung
handelt. Entsprechend komplexer gestaltete sich die Vorstellung vom pathobiochemischen

Prozess der Atherogenese, die heute in der Verknipfung zweier sich ergéanzender Modelle —
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der ,LDL-Oxidationshypothese” [STEINBERG et al. 1989] und der ,Response-to-injury-Hypo-
these” [ROss U. GLOMSET 1973; Ross 1993] — ihren Niederschlag gefunden hat [BRIGELIUS-
FLOHE™ 2002, S. 437]. Aus der Suche nach dem pathogenetisch relevanten Faktor resultierte
hieraus nunmehr die Identifikation einer Vielzahl an Risikofaktoren; ein Umstand, der im
Rahmen des KHK-Risikofaktorenkonzepts seine Beriicksichtigung fand [ASSMANN et al.
1999; PEARSON 2002; HOHNLOSER 2008]. Die zunehmende Ausdifferenzierung der Risiko-
faktoren fuhrte letztlich auch dazu, dass die Liste der ,klassischen®, etablierten kardio-
vaskularen Risikofaktoren wie Hyper-/Dyslipidamien, Hypertonie, Diabetes mellitus und
Rauchen um eine Reihe ,neuer”, potenzieller Risikofaktoren wie z. B. Hyperhomocystein-

amie und erhohtes C-reaktives Protein erweitert wurde [PEARSON 2002; LIAPIS et al. 2009].

Die Identifizierung des "L-Arginin-NO-Stoffwechselwegs" [MONCADA U. HIGGS 1993] und die
damit in Zusammenhang stehende Isolierung, Klonierung und Charakterisierung der fur die
endotheliale NO-Synthese erforderlichen NO-Synthase (NOS) [BREDT U. SNYDER 1990;
PoLLock et al. 1991] stellte zu Beginn der 1990er Jahre schliel3lich einen neuen Meilenstein
der Atheroskleroseforschung dar. So werden NO und seinem Prakursor L-Arginin inzwischen
eine zentrale Stellung im atherosklerotischen Geschehen beigemessen. In den vergangenen
Jahren hat sich das Forschungsinteresse daher zunehmend auf die Identifikation von
Faktoren konzentriert, die einen Einfluss auf die Bildung und Verflugbarkeit von endo-
thelialem NO ausiiben [FORSTERMANN U. MUNZEL 2006; YANG U. MING 2006]. Hierbei hat sich
die Aufmerksamkeit insbesondere auf einen endogenen Inhibitor der NOS, das asym-
metrische Dimethylarginin (ADMA), gerichtet. Obwohl bereits 1970 im menschlichen Urin
nachgewiesen [KAKIMOTO U. AKAZAWA 1970], war die Bedeutung von ADMA im Rahmen der
Atherogenese lange Zeit unbekannt. Zwischenzeitlich gilt ADMA jedoch als "globales kardio-
vaskulares Risikomolekdl" [FLISER 2005] bzw. als potenzieller kardiovaskularer Risikofaktor
[BOGER 2003; COOKE 2005; KIELSTEIN U. ZOCCALI 2005]. Aus primarpraventiver Sicht
erscheint dieser Umstand umso interessanter, da In-vitro-Befunden zufolge sowohl die Syn-
these als auch der Abbau von ADMA einen engen Bezug zu bekannten, einer diatetischen
Therapie zugénglichen, proatherogenen Noxen wie Homocystein und oxidiertem LDL auf-
weist [ITO et al. 1999; BOGER et al. 2000b; STUHLINGER et al. 2001; JIANG et al. 2003; JIANG
et al. 2006; TANG et al. 2006].

Handelt es sich bei ADMA also um das kleinste, aber zugleich zentrale Teilchen im groRen
LAtherosklerose-Puzzle" und damit auch dem kleinsten gemeinsamen Nenner flr eine
ernahrungsmedizinische Intervention? Zur Klarung dieser Frage soll die hier vorliegende

Arbeit einen Beitrag leisten.
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2 LITERATURUBERSICHT

2.1 ENDOTHELIALE (DYS-)FUNKTION - BEDEUTUNG FUR DIE ATHEROGENESE

Obwohl zahlreiche Untersuchungen der letzten Jahrzehnte zur Klarung der molekularen
Pathomechanismen beigetragen haben, ist die Entstehung und Progression athero-
sklerotischer Erkrankungen bis heute noch nicht in allen Details erforscht. Als ein
wesentlicher Schwerpunkt rickte hierbei zunehmend das GeféaRendothel in den Fokus, was
sich u. a. an der erstmals 1973 von Ross und Glomset beschriebenen und spater modifi-
zierten ,Response-to-injury-Hypothese” zeigt [ROSs U. GLOMSET 1973; Ross 1993]. Dieses
zur Erklarung der Atherosklerose-Entstehung allgemein etablierte Modell beschreibt die
Atherogenese als einen reaktiven, inflammatorischen Prozess (,chronic low grade
inflammation®), an dessen Anfang die Verletzung des Endothels durch verschiedene pro-
atherogene und als kardiovaskulare Risikofaktoren bekannte Noxen (z. B. Hyperlipidamie,
Hypertonie, Nikotin und/oder Hyperhomocysteindmie) steht [BRIGELIUS-FLOHE™ 2002, S. 437;
STOCKER U. KEANEY 2004]. Kennzeichen dieser initialen Phase, die der Entstehung athero-
sklerotischer Lasionen vorausgeht, ist eine Stérung der physiologischen Endothelfunktion
(,endotheliale Dysfunktion“), die nach heutigem Kenntnisstand ein zentrales pathogene-
tisches Schliisselereignis der Atherosklerose darstellt [HADI et al. 2005; YANG U. MING 2006;
HAYOz U. MAzzoLAlI 2007]. Hiermit assoziierte Vorgdnge wie die Expression von endo-
thelialen Adh&asionsmolekilen und das Rekrutieren von im Blut zirkulierenden Immunzellen
(v. a. Monozyten) spiegeln dabei charakteristische Reparaturmechanismen im Sinne einer
LJAntwort auf Schaden” wider, die durch Uberschie3ende Reaktion zu irreparablen Schaden
und zu den fir die Atherosklerose typischen Lipidablagerungen in der GefaBwand flhren
[BRIGELIUS-FLOHE™ 2002, S. 437; STOCKER U. KEANEY 2004].

Angesichts der Bedeutung des Endothels als Dreh- und Angelpunkt des atherosklerotischen
Geschehens wird nachfolgend zunéchst auf die fir die GefaRintegritat elementaren
Endothelfunktionen sowie die damit verbundene Rolle des L-Arginin-NO-Systems detaillierter
eingegangen. Daran anschlie3end sollen die pathophysiologischen Konsequenzen sowie die
einer endothelialen Dysfunktion zugrunde liegenden Ursachen néher betrachtet werden, die
die biochemische Grundlage fiir das proatherogene Potenzial einer erhéhten ADMA-Plasma-

konzentration bilden.
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2.1.1 PHYSIOLOGISCHE FUNKTIONEN DES ENDOTHELS UNTER BESONDERER
BERUCKSICHTIGUNG DES L-ARGININ-NO-SYSTEMS

Das Endothel, das den morphologischen Abschluss der GefaRintima zur Lumenseite hin
bildet, wurde lange Zeit als mehr oder weniger inerte Zellschicht angesehen, deren Funktion
allein darin besteht, die ungehinderte Diffusion von Makromolekilen in tiefere GefaRwand-
schichten sowie das umgebende Interstitium zu verhindern. Inzwischen ist jedoch erwiesen,
dass das Endothel vielfaltige regulatorische Aufgaben wahrnimmt, die Uber die rein mecha-
nische Funktion als ,bloRe Zellbarriere” hinausgehen [SIMON et al. 1999; ESPER et al. 2006;
STUHLINGER 2007]. So moduliert das intakte Endothel zahlreiche, fur die GefalRhomdostase

essenzielle Vorgange, indem es

* eine zentrale Rolle bei der Regulation der GefaRweite und damit des lokalen Gefal3-

tonus (Blutdruck) einnimmt,

» die Monozytenadhéasion und Thrombozytenaggregation hemmt und hierdurch einen
antiadhasiven und antithrombotischen Zustand aufrecht erhéalt [QUASCHNING et al.
2000; LUSCHER et al. 1997; KELM U. RATH 2001],

» an der Vermittlung inflammatorischer Prozesse sowie der Kontrolle des koagulatorisch-

fibrinolytischen Gleichgewichts beteiligt ist [CELERMAJER 1997; ESPER et al. 2006],

»  vaskulare Wachstumsprozesse steuert sowie die Proliferation und Migration glatter
Gefallmuskelzellen (SMC) aus der Media hemmt, wodurch es maf3geblichen Einfluss
auf die GefalRarchitektur austibt [QUASCHNING et al. 2000; LUSCHER et al. 1997; KELM
U. STRAUER 1999] und

. den oxidativen Stress in der Gefallwand durch Neutralisation reaktiver Sauerstoff-

spezies (ROS) vermindert [CAI U. HARRISON 2000; ESPER et al. 2006].

Angesichts dieser Vielfalt an Funktionen stellt das Endothel ein hochaktives Gewebe dar,
das die jeweiligen Regulationsvorgénge in seiner Eigenschaft als endo-, para- sowie auto-
krinem Organ vermittelt [SIMON et al. 1999; HADI et al. 2005]. Bedingt durch seine ana-
tomische Position zwischen Blutstrom und Gefal3wand, in der es den physiko-chemischen
Stimuli beider Kompartimente ausgesetzt ist, reagiert das Endothel mit der Synthese und
Sekretion einer Reihe vasoaktiver Verbindungen (,endotheliale Autakoide®, vgl. Tab. Al,
Anhang B), die sowohl agonistische als auch antagonistische Wirkungen entfalten. Dies
wiederum ermdglicht eine an den aktuellen Bedarf ausgerichtete Anpassung der jeweiligen
GefalRfunktionen, deren Gesamtwirkung vom Gleichgewicht der vasoaktiven Substanzen und
damit von der funktionellen Intaktheit des Endothels abhangig ist [SIMON et al. 1999; ESPER
et al. 2006; HAYOZ u. MAzZOLAI 2007].
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Einer der in diesem Zusammenhang zentralen und bis heute am besten charakterisierten
endothelialen Mediatoren stellt Stickstoffmonoxid (Nitric Oxide, NO), eine bis Mitte der
1980er Jahre als ,Endothelium Derived Relaxing Factor* (EDRF) bezeichnete Verbindung
[FURCHGOTT 1984; PALMER et al. 1987], dar. Seine Entdeckung geht auf die Arbeiten von
FURCHGOTT U. ZAWADZzKI zurlick, die 1980 erstmalig die Essentialitat eines morphologisch
intakten Endothels fiir die durch den endogenen Vasodilatator Acetylcholin in vitro vermittelte
Gefalrelaxation beschrieben. Dieser Effekt wurde auf eine von Endothelzellen (EC)
synthetisierte, kurzlebige und diffusible Substanz zuriickgefuhrt, die ihre Wirkung an glatten
GefalRmuskelzellen entfaltet [FURCHGOTT 1984]. Wenige Jahre spéater gelang IGNARRO und
MONCADA unabhangig voneinander der Nachweis, dass EDRF pharmakologisch und
chemisch identisch mit NO' bzw. einer mit NO verwandten Verbindung ist [IGNARRO et al.
1987; PALMER et al. 1987; MONCADA et al. 1988]. Schliel3lich konnte gezeigt werden, dass
die semi-essenzielle Aminosaure L-Arginin den Prakursor von NO darstellt [PALMER et al.
1988], was Anfang der 1990er Jahre zur Identifikation des fir diese Reaktion notwendigen
Enzyms NO-Synthase [BREDT U. SNYDER 1990; PoLLock et al. 1991] und Aufklarung des

nachfolgend dargestellten NO-Biosynthesewegs gefihrt hat.

2.1.1.1 Biochemie des endothelialen NO-Systems

NO-Biosynthese: Der ,L-Arginin-NO-Stoffwechselweg*

Die als ,L-Arginin-NO-Stoffwechselweg“ bezeichnete [MONCADA U. HIGGS 1993] und durch
das Enzym NO-Synthase (NOS, EC 1.14.13.39) katalysierte Biosynthese von NO erfolgt
durch Oxidation und Abspaltung des terminalen L-Arginin-Guanidino-Stickstoffs (N*-Atom),
wobei molekularer Sauerstoff (O,) als Substrat fir das NO-Sauerstoffatom fungiert. Neben
NADPH in seiner Funktion als Elektronendonator bendtigt die Reaktion eine Reihe von
Cofaktoren, zu denen Tetrahydrobiopterin (BH,), Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD), Flavin-
mononukleotid (FMN), Ham (Eisen-Protoporphyrin IX) sowie das Ca?**-bindende Regulator-
protein Calmodulin (CaM) zahlen [KERWIN et al. 1995; TSCHUDI U. LUSCHER 1996; VALLANCE
U. HINGORANI 1999]. Die Katalyse selbst erfolgt in zwei Teilreaktionen, wobei die Bildung des
stabilen Zwischenmetaboliten N“-Hydroxy-L-Arginin den geschwindigkeitsbestimmenden
Schritt darstellt [STUEHR 1999; BOUCHER et al. 1999; MANN et al. 2003]:

(1) L-Arginin-N “-Hydroxylase-Reaktion (HDX):

L-Arginin + NADPH + H"+ O, —————  N“-OH-L-Arginin + NADP" + H,O

! Falls nicht explizit anders ausgewiesen, wird in den nachfolgenden Ausfiihrung die Bezeichnung NO synonym
fur die eigentlich radikalisch wirksame NO’-Verbindung verwendet.
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(2) N®-OH-L-Arginin-Monooxygenase-Reaktion (HAMO):

N“-OH-L-Arginin + %2 NADPH + H* + 0, ———  L-Citrullin + NO + A NADP* + H,0O

L-Citrullin, das als aquimolares Nebenprodukt aus der Reaktion hervorgeht, kann durch
einen intrazellular lokalisierten und als ,L-Citrullin-NO-Zyklus* bezeichneten Stoffwechselweg
zu L-Arginin reutilisiert und damit der NO-Synthese erneut zur Verfigung gestellt werden.
Die Konversion beinhaltet eine zweistufige Reaktionsfolge, die den Argininosuccinat-
Synthetase (ASS) und Argininosuccinat-Lyase (ASL) katalysierten Teilschritten des Harn-
stoffzyklus entspricht (vgl. Abb. 1) [MoRI U. GOTOH 2000; ROMERO et al. 2006; MoRI 2007].
Der weitere Anteil der fur die NO-Synthese erforderlichen Substratbereitstellung entstammt
hingegen dem extrazellularen L-Arginin, das Uber spezifische membranstandige Transport-
proteine in die Zelle aufgenommen wird. In Endothelzellen erfiillt diese Funktion vornehmlich
das y*-System, ein Na’-unabhangiges Transportsystem, das der Familie der ,Cationic Amino
Acid Transporter* (CAT) zugeordnet wird. Daneben existieren die fir kationische Amino-
sauren ebenfalls spezifischen Systeme y*L, b%* (Na+-unabhéngig) bzw. B®* (Na*-abhangig),
welche zu den sog. ,Broad Scope“-Transportern (BAT) zahlen und den quantitativ
geringeren Anteil des endothelialen L-Arginin-Imports vermitteln [SALA et al. 2002; ZANI U.
BOHLEN 2005; MANN et al. 2003].

L-Arginin (Plasma)

L-Arginin

A

H A
? N®-OH-L-Arginin

'
Argininosuccinat

A

L-Citrullin

Abb. 1: L-Arginin-NO-Stoffwechselweg, L-Citrullin-NO-Zyklus und L-Arginin-Transportsysteme der
Endothelzelle [modifiziert nach MANN et al. 2003]. ASL: Argininosuccinat-Lyase, ASS: Arginino-
succinat-Synthetase, HAMO: N”-OH-L-Arginin-Monooxygenase, HDX: L-Arginin-N“-Hydroxylase.
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Struktur, Isoformen und Regulation von NO-Synthasen (NOS)

Strukturell handelt es sich bei der katalytisch aktiven Form der NOS um ein Dimer aus zwei
homologen, monomeren Untereinheiten [NAPOLI et al. 2006; FORSTERMANN U. MUNZEL 2006],
die sowohl sequenziell als auch funktionell in drei verschiedene Abschnitte unterteilt werden
kénnen (vgl. Abb. A1, Anhang A): N-terminale Oxygenase-Domane, zentrale CaM-Bindungs-
doméne sowie C-terminale Reduktase-Domane [STUEHR 1999; BOUCHER et al. 1999]. Trager
des aktiven Zentrums stellt die Kernregion der Oxygenase-Domaéane dar, die ferner fir das
Anhaften von L-Arginin, molekularem Sauerstoff, BH, und Ham verantwortlich ist. Die
Reduktase-Domane verfiigt demgegentber Uber die fir NADPH, FAD und FMN erforder-
lichen Bindungsstellen und weist damit eine hohe Sequenzhomologie zur NAPDH-
abhangigen Cytochrom-P4s0-Reduktase auf [BOUCHER et al. 1999; KERWIN et al. 1995]. Der
dabei von NADPH, uber FAD und FMN stattfindende Elektronentransfer wird durch die
Anlagerung von CaM an die zwischen der Oxygenase- und Reduktase-Domaéane lokalisierte
CaM-Bindungsdoméne erhoht, wodurch die Ham- und BH,-vermittelte Reduktion von mole-
kularen Sauerstoff an den initialen Oxidationsschritt der NO-Katalyse (L-Arginin-N“-Hydroxy-
lase-Reaktion, s. 0.) gekoppelt wird. Hierbei fungiert die Ham-Gruppe nicht nur als zentrales
Bindeglied fiir den in Abb. Al dargestellten Elektronentransfer zwischen beiden monomeren
NOS-Polypeptidketten, sondern gilt zudem als essenzieller Faktor fir die Ausbildung der
aktiven Dimerstruktur, flr deren physikalische Stabilitat ferner die Gegenwart von BH,4

erforderlich ist [STUEHR 1999; FORSTERMANN U. MUNZEL 2006; SCHMIDT U. ALP 2007].

Die Bildung von NO ist nicht allein auf Endothelzellen beschrankt, sondern findet in einer
Vielzahl von Geweben und Korperzellen statt. So existieren je nach Expressionsort drei
verschiedene NOS-Isoenzyme (vgl. Tab. 1), die ihrerseits in konstitutive, d. h. permanent
exprimierte NOS (cNOS) sowie induzierbare NOS (iNOS) unterteilt werden? [KERWIN et al.
1995; BOUCHER et al. 1999]. Die Gruppe der konstitutiven NOS umfasst die hauptsachlich
in neuronalen Zellen vorkommende NOS-I (nNOS) sowie die in Endothelzellen exprimierte
NOS-Ill (eNOS). Beide Isoformen sind dadurch charakterisiert, dass sie kontinuierlich
geringe NO-Mengen freisetzen und damit im Wesentlichen die unter physiologischen
Bedingungen erforderlichen NO-(Botenstoff-)Funktionen innerhalb des neuronalen und
kardiovaskularen Systems (vgl. Kap. 2.1.1.2) vermitteln [BAUER 1997; SCHMIDT et al. 1997,
BILLIAR 1995]. Die vornehmlich in Makrophagen aber auch in vielen anderen Zellen
vorkommende NOS-II (MNOS) stellt demgegentiber eine ausschlie3lich induzierbare NOS-

Form dar, deren Expression durch proinflammatorische Zytokine (u. a. TNF-a, IL-1, Inter-

2 Obwohl fiir die ,konstitutiven* NOS-Formen inzwischen auch auf Ebene der Genexpression verschiedene Regu-
lationsmechanismen bekannt sind (vgl. Tab. 1), handelt es sich bei der Unterscheidung zwischen cNOS und
iINOS um eine in der aktuellen Literatur weiterhin gebrauchliche Klassifizierung [BOGer 2007].
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feron-y) und Endotoxine wie z. B. bakterielle Lipopolysaccharide (LPS) stimuliert wird. Im
Gegensatz zu den konstitutiv exprimierten NOS, deren NO-Wirkdauer sich auf Sekunden bis
Minuten erstreckt, fuhrt die Biosynthese des NOS-II-Proteins zu einer Uber Stunden bis Tage
andauernden Bildung grofRer NO-Mengen, wobei ein zytotoxischer Konzentrationsbereich
erreicht wird. Dieser Vorgang ist v. a. fur die unspezifische Immunabwehr sowie zellapop-
totische und -nekrotische Prozesse von zentraler Bedeutung [KERWIN et al. 1995; BAUER
1997; MURPHY 1999].

Die Regulation der NOS-Isoenzyme und damit die NO-Produktion unterliegt einer fein
abgestimmten Steuerung, wobei zwei wesentliche Kontrollebenen zu unterscheiden sind:
Wahrend die NOS-II primar der transkriptionalen Kontrolle unterliegt, werden die
konstitutiven Isoformen NOS-I und NOS-III vorwiegend posttranslational durch Veranderung
der Enzymaktivitdt gesteuert. Eine fur die Aktivitdtskontrolle zentrale RegelgréRe stellt
dabei die intrazellulare Ca?*-Konzentration dar, da ihr Anstieg zu einer reversiblen Bindung
von CaM an das NOS-Homodimer und der damit verbundenen Aktivierung des Enzyms fihrt
[BAUER 1997; ARNAL et al. 1999; FLEMING et al. 1997]. Auf diese Weise kann uber ver-
schiedene, den intrazellularen Ca®*-Gehalt erhohende Effektoren die NO-Bildung aus den
konstitutiven NOS-Formen gesteigert und an den physiologischen Bedarf angepasst werden
(stimulierte NO-Freisetzung). In Endothelzellen erfolgt dies zum einen rezeptorvermittelt Uber
Agonisten wie Acetylcholin, Histamin, Bradykinin, Adenosin sowie durch Substanzen, die aus
aggregierten Thrombozyten freigesetzt werden (u. a. Serotonin, ADP/ATP, Thrombin). Zum
anderen konnen rezeptorunabhangige Agonisten wie Calcium-lonophore oder eine durch
mechanische Einflisse (Scher- und Dehnungskrafte, pulsatile Druckschwankungen)
bedingte Anderung der GefaRwandspannung die NO-Freisetzung durch Erhéhung des Ca?*-
Einstroms verstarken. Hierbei gelten letztere als die wahrscheinlich wesentlichen physio-
logischen Stimuli der endothelialen NO-Synthese [SHIMOKAWA 1999; TSCHUDI U. LUSCHER
1996; ZAGO U. ZANESCO 2006]. Eine weitere, von der Ca?'/CaM-Interaktion unabh&ngige
Form der posttranslationalen Aktivitatsregulation stellt die Phosphorylierung von an der
Oxygenase-Domane lokalisierten Serin- und Threoninresten dar, welche ebenfalls sowonhl
durch chemische (z. B. Bradykinin) als auch hamodynamische Stimuli (z. B. Scherstress)
induziert wird [FLEMING et al. 1997; MICHEL et al. 1993; CORSON et al. 1996]. Dariiber hinaus
kann die NOS-Aktivitat durch die Bindung von NO an die H&m-Gruppe im Sinne eines
negativen Feedback-Mechanismus reversibel gehemmt werden. Zu weiteren Faktoren, die
die Enzymaktivitat beeinflussen, z&hlen u. a. die Verfuigbarkeit von L-Arginin und Cofaktoren
wie BH, als auch die Prasenz methylierter L-Arginin-Analoga (vgl. Kap. 2.2.1), die als
endogene Antagonisten eine kompetitive Hemmung der NOS bewirken [BAUER 1997; YANG
U. MING 2006; STUHLINGER 2007].
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Tab. 1: Eigenschaften und enzymkinetische Merkmale der NOS-Isoformen [zusammengestellt nach
KERWIN et al. 1995; BAUER 1997; HARRISON 1997; BOUCHER et al. 1999; ARNAL et al. 1999]

NOS-I NOS-II NOS-III

Nomenklatur NOS 1, nNOS, ncNOS, NOS 2, mNOS, NOS 3, eNOS, ecNOS,
cNOS iINOS cNOS

Molekilmasse 160 kDa 130 kDa 135 kDa

(Monomer)

KmL-Arg 2-5 pmol/l 2-15 umol/l 2-30 umol/l

Genlokalisation

Expressionsort

zellulare
Lokalisation
Expression

NO-Produktion

NO-Funktion

transkriptionale
Kontrolle

Aktivitatskontrolle

ca*/CaM-
Interaktion

Chromosom 12

u. a.: Neurone (zentrales
und peripheres NS),
Endothelzellen, Macula
densa Zellen (Niere),
Inselzellen (Pancreas)

Cytosol

konstitutiv,
induzierbar

basal: niedrig

stimuliert:
gering (picomolar),
transient

Signalmolekdl

+ Ostrogene

Ca”*/CaM-Interaktion,
Dimerisierung,
Phosphorylierung

erforderlich

Chromosom 17

ubiquitar, u. a.:
Makrophagen, SMC,
Fibroblasten, Kardio-
myozyten, Hepatozyten

Cytosol
induzierbar

basal: keine

stimuliert:
hoch (nanomolar),
langandauernd

zytotoxischer, zyto-
statischer und
mutagener Effektor

u. a.. + TNF-a, + IL-1,
+ Interferon-y, + NFkB,
+ bakterielle LPS,

- NO, - Glucokortikoide

Dimerisierung,
Phosphorylierung

nicht erforderlich (hohe
CaM-Bindungsaffinitat)

Chromosom 7

Endothelzellen,
Thrombozyten,
Kardiomyozyten

Cytosol, Plasma-
membran (Caveolae)

konstitutiv,
induzierbar

basal: niedrig

stimuliert:
gering (picomolar),
transient

Signalmolekdl

u. a.: + Scherstress,

+ Ostrogene, + Statine
- Hypoxie, - oxLDL,

- TNF-a

Ca”*/CaM-Interaktion,
Dimerisierung,
Phosphorylierung

erforderlich

+ Induktion, - Repression, CaM: Calmodulin, IL-1: Interleukin-1, LPS: Lipopolysaccharide, NFkB: nukleéarer
Transkriptionsfaktor kB, SMC: glatte GefaBmuskelzelle, TNF-a: Tumornekrosefaktor-a

NO - Chemische Charakteristik, Reaktivitdt und Meta

bolismus

NO ist ein ungeladenes, gasférmiges Molekil mit einer biologischen Halbwertszeit von
wenigen Sekunden. Aufgrund seines freien, ungepaarten Elektrons ist es chemisch als freies
Radikal (NO’) einzustufen, das eine hohe Reaktivitdit mit anderen Radikalen und Bio-
molekdilen, nicht jedoch mit sich selbst aufweist. Dabei kann NO sowohl als oxidierendes als
auch reduzierendes Agenz fungieren [BILLIAR 1995; ARCHER 1993]. Bedingt durch seinen
hydrophoben Charakter und sein geringes Molekulargewicht besitzt NO zudem die Eigen-

schaft, biologische Membranen leicht zu passieren, wobei die transzellulare Diffusion
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schneller vollzogen ist als die intrazellular stattfindenden Reaktionen. Dies ermoglicht, dass
NO trotz seiner extremen Kurzlebigkeit neben autokrinen auch parakrine Wirkungen in
angrenzenden sowie weiter entfernten Zellen entfalten kann [MURPHY 1999; DENNINGER U.
MARLETTA 1999].

Das Wirkpotenzial von NO, das neben vielfaltigen physiologischen auch potenziell patho-
biochemisch relevante Funktionen umfasst, hangt einerseits von der Konzentration des
reaktiven Radikals sowie andererseits von der Wechselwirkung mit einer Vielzahl von
Reaktionspartnern ab [HELLWIG 1994]. Die hierbei wesentlichen Reaktionen bzw. Inter-

aktionen umfassen:

(1) Die Aktivierung der loslichen Guanylatzyklase (NO-c =~ GMP-Signalweg): Die Stimu-
lation der l6slichen Guanylatzyklase, eines Ham-haltigen Enzyms, das die Synthese von
zyklischem Guanosinmonophosphat (cGMP) aus Guanosintriphosphat (GTP) katalysiert,
stellt den wohl bedeutendsten molekularen Wirkmechanismus von NO dar (vgl. Kap. 2.1.1.2,
Abb. 2). Voraussetzung fur die Aktivierung ist die reversible Bindung von NO an die Ham-
Gruppe, was zur Ausbildung von Nitrosyl-Ham-Addukten und nachfolgender Konformations-
anderung des Enzyms fihrt [MULLER et al. 2002; DENNINGER U. MARLETTA 1999]. Dem
hieraus resultierenden Anstieg der intrazellularen cGMP-Konzentration ist die Aktivierung
cGMP-regulierter Proteinkinasen, Phosphodiesterasen sowie lonenkanéle nachgeschaltet,
wodurch die eigentliche Zellantwort ausgeldst wird [IGNARRO et al. 1999; SCHMIDT et al.
1997].

(2) Die Reaktion mit Superoxidradikalen: Diese auch als O, -Scavenger-Funktion be-
zeichnete Reaktion, die wesentlich zur antioxidativen Wirkung von NO (vgl. Kap. 2.1.1.2) wie
auch dessen prooxidativen Potenzial sowie Inaktivierung beitragt, ist ein in vivo sehr schnell
ablaufender Prozess, der zur Bildung des Zwischenprodukts Peroxynitrit (ONOQ’) fluhrt.
Peroxynitrit ist ein starkes, in alkalischer Lésung stabiles Oxidanz, das durch molekulare Um-
lagerung zu biologisch inaktivem Nitrat (NOs, vgl. S. 11f) weiterreagiert bzw. nach Proto-
nierung (ONOOH) und homolytischer Spaltung zu Hydroxylradikalen (OH’) und radi-
kalischem Stickstoffdioxid (NO,") zerfallt [PRYOR U. SQUADRITO 1995; KERWIN et al. 1995].
Sein oxidatives Potenzial wie auch die radikalischen Zerfallsprodukte bewirken eine Reihe
von Folgereaktionen, die u. a. die Initiierung der Lipidperoxidation, die Oxidation von LDL-
Lipoproteinen, Thiolgruppen und DNA-Basen, die Nitrosylierung von Proteinen bzw. Thiolen
(vgl. Reaktion 4) sowie eine gesteigerte Zytotoxizidt im Rahmen unspezifischer Abwehr-
mechanismen umfassen [MULLER et al. 2002; HOGG U. KALYANARAMAN 1999; MURPHY 1999].
Vor dem Hintergrund dieser vorwiegend schadlichen Effekte wird eine gesteigerte Peroxy-
nitrit-Bildung unter physiologischen Bedingungen durch die gleichzeitige Prédsenz von Super-

oxiddismutasen (SOD) verhindert. So konkurriert die Bildung von Peroxynitrit mit der Bildung
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von H,O, durch Dismutation von O, -Radikalen, die aufgrund des im Vergleich zu NO weit-
aus hoheren intrazellularen SOD-Gehalts bevorzugt ablauft. Der Superoxid-Neutralisation
durch SODs kommt damit eine wichtige ,NO-konservierende* Bedeutung zu, das hierdurch
anderen Reaktionen zur Verfiigung stehen kann [MULLER et al. 2002; CAI U. HARRISON 2000;
TsIkAS 2005].

(3) Die Reaktion mit Lipidradikalen : Neben Superoxidradikalen kann NO direkt mit Lipid-
Alkoxy(LO")- und Lipid-Peroxy-Radikalen (LOO) reagieren und auf diese Weise die Kette
autokatalytischer Reaktionen, wie sie z.B. im Rahmen der LDL-Oxidation auftreten,

terminieren [CAI U. HARRISON 2000; HOGG U. KALYANARAMAN 1999].

(4) Die Nitrosylierung von Thiolgruppen (Bildung von S- Nitrosothiolen, R-SNO): Eine
weitere, flr die biologische Wirkung von NO wichtige Rolle spielt die kovalente Bindung von
NO an SH-Gruppen in niedermolekularen Thiolverbindungen oder Proteinen. Diese fuhrt zur
Bildung verschiedener S-Nitrosothiolderivate (u. a. S-Nitroso-Glutathion, S-Nitroso-Albumin,
S-Nitroso-Cystein), in denen NO fixiert und durch Reduktion freigesetzt werden kann
(endogene NO-Donatoren) [GIUSTARINI et al. 2003; KELM 1999; MURPHY 1999]. Dies
wiederum bewirkt eine verlangerte Halbwertszeit sowie Stabilisierung des ansonsten sehr
reaktiven NO-Radikals und erméglicht dessen Speicherung sowie Transport im Plasma. Des
Weiteren konnten fir verschiedene S-Nitrosoverbindungen NO-mimetische Wirkungen (u. a.
vasorelaxierende und antiaggregatorische Effekte, vgl. Kap. 2.1.1.2) nachgewiesen werden
[HOGG 2002; GIUSTARINI et al. 2003; AL-SA'DONI U. FERRO 2004].

(5) Die Interaktion mit Ham-Gruppen : NO besitzt eine hohe Affinitat fir Ham-Gruppen,
weshalb es sowohl in der Lage ist, mit verschiedenen Hamoglobin-Derivaten zu reagieren
[KELM 1999; KERWIN et al. 1995], als auch zahlreiche enzymatische Prozesse zu modulieren
[BAUER 1997]: Neben der negativen Feedback-Regulation der NO-Synthase und der ein-
gangs beschriebenen Aktivierung der loslichen Guanylatzyklase sind hierbei inshesondere
Interaktionen mit Enzymen des Intermediarstoffwechsels (Glycolyse, Citratzyklus, mito-
chondriale Atmungskette) sowie des Nukleotidstoffwechsels (z. B. Ribonukleotid-Reduktase)
zu nennen. Ein weiterer Effekt, der auf eine entsprechende Wechselwirkung zwischen NO
und Ham-Proteinen zurickgefuhrt wird, stellt die Hemmung der Cyclooxygenase- bzw.
Lipoxygenase-katalysierten Bildung von Prostanoiden und Leukotrienen aus Arachidonsaure

dar [HOGG U. KALYANARAMAN 1999].

Obwohl die intermediar aus der Reaktion von NO und seinen Reaktionspartnern hervor-
gehenden Produkte sehr vielfaltig sind, scheinen die meisten NO-Stoffwechselwege in die
Bildung der biologisch inaktiven Endprodukte Nitrit (NO;) bzw. Nitrat (NO3) zu minden. So

wird NO, das u. a. aus S-Nitrosoverbindungen freigesetzt wird, im wassrigen Milieu rasch zu
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Nitrit autoxidiert, das — je nach Redoxbedingungen und Medium — nahezu quantitativ zu
Nitrat umgesetzt und renal eliminiert wird. Eine unter physiologischen Bedingungen ebenfalls
bedeutsame Form der NO-Inaktivierung stellt die Oxidation zu Nitrat in Anwesenheit von
Oxy-Hamoglobin (HbO,) dar [TsIkAs 2005; KELM 1999; MuURPHY 1999]. Da sowohl der
primére Oxidationsmetabolit Nitrit als auch das Hauptabbauprodukt Nitrat eine hohe Stabilitat
in biologischen Materialien wie Plasma und Urin aufweisen, kann ihre quantitative
Bestimmung als wichtiger In-vivo-Marker fir die endogene NO-Bildung herangezogen
werden. Die Nitrit-Plasmakonzentration gilt in diesem Zusammenhang als wesentlicher
Indikator fur kurzfristige Veranderungen der NO-Syntheserate, wahrend die renale Nitrat-
Exkretion bzw. die Ausscheidungsrate der inaktiven Oxidationsmetabolite Nitrat/Nitrit (Urin-
NO,-Ausscheidung) die systemische NO-Bildung sowie langerfristige Verdnderungen
reflektiert [TSIKAS 2004; TSIKAS 2005; SCHWEDHELM et al. 2007]. Ein ahnlich sensitives Maf3
der systemischen NO-Produktion stellt die renale cGMP-Ausscheidungsrate dar, die
insbesondere Rickschlisse auf biologisch aktives NO zulédsst [ARCHER 1993; SCHWEDHELM
et al. 2007].

Die im Rahmen dieses Abschnitts dargestellten (bio-)chemischen NO-Charakteristika, bilden
die Grundlage fur die vielfaltigen physiologischen Effekte, die NO u. a. im Rahmen des
kardiovaskularen Systems vermittelt. Diese, fur die GeféaRRintegritat essenziellen Funktionen,

sollen im Folgenden naher erdrtert werden.

2.1.1.2 Vasoprotektive Wirkmechanismen von NO

Endotheliales NO gilt nach gegenwértigem Erkenntnisstand als eine der bedeutensten vaso-
aktiven Substanzen, da es nicht nur mafigeblich an der Vermittlung der fir die GefaR-
homdostase grundlegenden Funktionen beteiligt ist, sondern tber diese zugleich eine Reihe
vasoprotektiver Effekte entfaltet. Zu diesen Wirkungen, die NO u. a. die Bezeichnung als
.endogenem, anti-atherosklerotischem Molekil [COOKE u. Dzau 1997]“ verliehen haben,
zéhlen [BODE-BOGER et al. 1997; SHIMOKAWA 1999; BOGER 2003; BOGER et al. 2003]

» die Relaxation der glatten GefaRmuskulatur (vasodilatatorische Funktion),
* die Hemmung der Thrombozytenadh&sion und -aggregation,

* die Hemmung der Monozytenadhasion und -infiltration,

» die Abnahme der glattmuskularen Proliferation und Migration sowie

» die Herabsetzung des vaskularen oxidativen Stresses.

In Endothelzellen synthetisiertes NO wird sowohl nach luminal als auch nach abluminal
sezerniert und gelangt Uber Diffusion zu den fur das vaskulare System relevanten Effektor-

zellen. Diese umfassen verschiedene Zelltypen wie z. B. Thrombozyten und Leukozyten auf
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der Blutseite sowie Endothelzellen und SMC auf der Gefa3wandseite [TSCHUDI U. LUSCHER
1996; ScHMIDT et al. 1997]. Das hierbei am besten untersuchte vaskuldre NO-Effektorsystem
stellt die Aktivierung des NO-cGMP-Sighalwegs in SMC dar, Uber die NO seinen
vasodilatatorischen Effekt  entfaltet. Die in der Literatur haufig mit dem Begriff der
.endothelabhéngigen Vasodilatation®* gleichgesetzte Wirkung [QUASCHNING et al. 2000] tragt
sowohl zur Aufrechterhaltung des Ruhetonus als auch zur Anpassung der Gefal3weite unter
physischer Belastung bei, wobei sie insbesondere dem vasokonstriktorischen Einfluss des
sympathischen Nervensystems, des Renin-Angiotensin-Systems sowie dem zahlreicher
endothelialer Gegenspieler (vgl. Tab. Al, Anhang B) gegenibersteht [LUSCHER et al. 1997,
ZAGO U. ZANESCO 2006; LI U. FORSTERMANN 2000]. Ein auf molekularer Ebene wesentlicher
Mechanismus der NO-cGMP induzierten Vasorelaxation beruht auf der Stimulation cGMP-
abhangiger Proteinkinasen, welche die Phosphorylierung verschiedener Membranproteine
des sarkoplasmatischen Retikulums induzieren. Die Folge daraus ist eine Absenkung der
freien intrazellularen Ca*-Konzentration, was zu einer konsekutiven Hemmung der
glattmuskularen Vasokonstriktion fuhrt. Daneben bewirkt NO eine Hyperpolarisation der
SMC-Zellmembran durch Offnung Ca**-abhéngiger K*-Kanale, die sowohl abhéngig als auch
unabhangig von der cGMP-Bildung erfolgen kann [CARVAJAL et al. 2000; HOFMANN et al.
2000; MULLER et al. 2002].

Acetylcholin ADP/ATP
Histamin Serotonin
Bradykinin @ Thrombin
Adenosin ‘ Scher-/Dehnungskréfte

v

-

L-Arginin » L-Citrullin

NO
|

Relaxation t
NO

N L
Guanylat- Ca™"y
Zyklase N

» CGMP 1
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Abb. 2: Bildung und vasodilatatorische Wirkung von NO [eigene Darstellung]. ADP: Adenosindiphos-
phat, ATP: Adenosintriphosphat, cGMP: zyklisches Guanosinmonophosphat, EC: Endothelzelle, GTP:
Guanosintriphosphat, SMC: glatte Gefallmuskelzelle.

® Diese umfasst im engeren Sinne auch die Wirkung weiterer vasodilatatorischer Mediatoren endothelialen
Ursprungs wie z. B. PCl, oder EDHF (vgl. Tab. Al, Anhang B).
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Eine weitere, durch den NO-cGMP-Signalweg induzierte Wirkung stellt die Hemmung der
Thrombozytenadh&sion und -aggregation dar, die analog zum vasodilatatorischen Effektor-
mechanismus (ber die Aktivierung von Proteinkinasen und Modulation des freien Ca*'-
Gehalts gesteuert wird. Der plattcheninhibitorische und damit antithrombotische Effekt

erfolgt im synergistischen Zusammenspiel mit Prostacyclin 1, das Uber einen cAMP-ver-
mittelten Sighalweg zur Reduktion der intrazellularen Ca**-Konzentration beitrdgt [HOFMANN
et al. 2000; BIRSCHMANN U. WALTER 2004]. Auf diese Weise wirkt NO nicht nur der Bildung
von Thromben, sondern auch der sich aus der Plattchenaktivierung ableitenden Sekretion
von Wachstumsfaktoren und hierdurch sekundar der SMC-Proliferation (s. u.) entgegen
[CANNON 1998; LI u. FORSTERMANN 2000]. Andererseits filhren aus aggregierten Thrombo-
zyten sezenierte Substanzen wie z. B. ATP oder Serotonin zu einer stimulierten NO-
Freisetzung, wodurch der proaggregatorische Prozess im Sinne einer negativen RUck-

kopplung abgeschwacht wird [LUSCHER et al. 1997; QUASCHNING et al. 2000].

NO stellt zudem einen potenten Inhibitor der Monozytenadhasion und -infiltration dar,
wodurch es wesentliche antinflammatorische Wirkungen  entfaltet. Eine gesteigerte Leuko-
zytenadhasivitat gilt als wichtiger pathogenetischer Faktor der initialen Atherogenese (vgl.
Kap. 2.1.2.1), der sich auf eine verstarkte Expression endothelialer Adhasionsmolekile (z. B.
VCAM-1, ICAM-1), Zytokine sowie chemotaktisch wirksamer Signalstoffe (u. a. MCP-1)
zurickfihren lasst. NO unterbindet diesen auch als ,Endothelzellaktivierung” [SIMON et al.
1999; HabiI et al. 2005] bezeichneten Prozess, indem es den intrazellularen oxidativen Stress
herabsetzt und hierdurch die Aktivierung des redoxsensitiven Transkriptionsfaktors NFkB*,
der u. a. fur die Expression proinflammatorisch wirksamer Gene erforderlich ist, inhibiert
[MAXWELL et al. 1998; LI u. FORSTERMANN 2000; CANNON 1998]. Die antiinflammatorischen
Eigenschaften von NO sind damit eng mit den antioxidativen Wirkungen (s. u.) verzahnt,
wahrend ein cGMP-abhangiger Mechanismus in diesem Zusammenhang nicht beteiligt zu

sein scheint [MULLER et al. 2002].

Eine fur das fortgeschrittene atherosklerotische Geschehen relevante NO-Wirkung besteht in
seiner antiproliferativen Funktion , die den u. a. durch Wachstumsfaktoren (z. B. PDGF,
TGF-B) und Zytokine ausgeldsten Proliferations-, Migrations- sowie Syntheseprozessen
glatter GefaBmuskelzellen entgegen wirkt [FORSTERMANN U. MUNZEL 2006]. So besitzt NO
einen inhibitorischen Einfluss auf die DNA-Synthese, Mitogenese und Proliferation von SMC,

der ebenfalls tber eine durch cGMP-induzierbare, komplexe Signaltransduktionskaskade

* Die meisten der fiir endotheliale Proteine kodierenden Gene weisen in ihrer Promotorregion Bindungssequen-
zen flr verschiedene Transkriptionsfaktoren - darunter NFKB - auf, deren Aktivitat im Wesentlichen tber Protein-
kinase-abhangige Phosphorylierungsreaktionen sowie den intrazellularen Redoxstatus gesteuert wird [PIETTE et
al. 1997; KABE et al. 2005].
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mediiert wird [HOFMANN et al. 2000; MULLER et al. 2002].

Die Bedeutung von NO als antiatherogenem Molekll lasst sich ferner auf seine anti-
oxidativen Eigenschaften  zurtickfihren, denen insbesondere im Zusammenhang mit dem
fur die Atherogenese zentralen Schliisselereignis der LDL-Oxidation eine wichtige Protektiv-
funktion beigemessen wird. So zeigen verschiedene experimentelle Untersuchungen, dass
NO einen potenten Inhibitor der LDL-Oxidation darstellt und dessen zytotoxische Wirkung
auf Endothelzellen reduziert [SCHRODER 2004; HOGG U. KALYANARAMAN 1999]. Als wesentlich
gilt hierbei die Fahigkeit von NO, die autokatalytische Kettenreaktion der Lipidperoxidation zu
unterbrechen, sowie das Potenzial zur Neutralisation von Superoxidradikalen (O, -
Scavenger-Funktion). Im letzteren Fall wird der antioxidative Beitrag aufgrund der potenziell
prooxidativen Eigenschaften von Peroxynitrit — je nach Verfligbarkeit an SODs — allerdings
unterschiedlich beurteilt [MAXWELL et al. 1998; MULLER et al. 2002]. Nach MULLER et al.
[2002] ist hierbei von Bedeutung, dass NO die SOD-Expression zu steigern vermag, wo-
durch die SOD-katalysierte Umsetzung von Superoxid zu H,O, zuséatzlich begunstigt wird
(vgl. S. 10f). Weitere antioxidative NO-Mechanismen schlie3en u. a. die Nitrosylierung und
damit Inaktivierung ROS-generierender Enzyme (z. B. NAD(P)H-Oxidase, Xanthin-Oxidase)
[MAXWELL et al. 1998; CAl U. HARRISON 2000; MULLER et al. 2007] sowie eine verstéarkte
Expression von endothelialem Ferritin und Bindung freier Eisenionen® mit ein [MULLER et al.
2002].

In Anbetracht der hier dargelegten vasoprotektiven Wirkungen erscheint es bereits aus bio-
chemischer Sicht plausibel, dass Storungen des L-Arginin-NO-Stoffwechselwegs und dem
damit verbundenen Verlust an endothelialem NO eine tragende Rolle in der Pathogenese
der Atherosklerose beizumessen ist. Die Dysfunktion dieses Systems bildet daher den

Schwerpunkt des folgenden Kapitels.

2.1.2 ENDOTHELIALE DYSFUNKTION

2.1.2.1 Definition und pathophysiologische Relevanz

Inzwischen verdeutlicht eine Vielzahl an Untersuchungen, dass der atherosklerotische
Prozess und die ihm zugrunde liegenden Risikofaktoren nicht nur die fur die Atherosklerose
charakteristischen, morphologischen GefaRwandveranderungen hervorruft, sondern zugleich
mit funktionellen Veranderungen des Endothelstoffwechsels einhergeht. Diese Stérungen,

fur die sich die relativ unspezifische Bezeichnung der ,endothelialen Dysfunktion“ etabliert

5 Ubergangsmetalle wie Eisen katalysieren in freier Form die Bildung von Hydroxylradikalen (Fenton-Reaktion)
und kdnnen dariiber hinaus als Katalysatoren der Lipidperoxidation wirken [SiEms et al. 1998; HOGG u.
KALYANARAMAN 1999].
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hat, spiegeln sich in einer Beeintrachtigung einer oder mehrerer physiologischer Endothel-
funktionen wider. Da diese vornehmlich auf der Bioaktivitat von NO basieren, wird der Begriff
der ,endothelialen Dysfunktion® in der wissenschaftlichen Literatur vielfach auch als
Synonym fur Stérungen des endothelialen L-Arginin-NO-Stoffwechsels bzw. eine verringerte

NO-Bioverfugbarkeit verwendet [LUSCHER et al. 1997; KELM U. RATH 2001].

Der Verlust an biologisch aktivem NO weist auf einen systemischen, in seinem klinischen
Bild nur schwer fassbaren Endotheldefekt hin [KELM U. RATH 2001; HAYOzZ U. MAZZOLAI
2007], dessen pathophysiologische Relevanz sich aus den unter Kap. 2.1.1.2 dargestellten
vasoprotektiven NO-Wirkungen ergibt. So geht die Dysfunktion des Endothels zunachst mit
einer Beeintrachtigung der NO-abhéngigen Vasorelaxation einher, die das Kardinalsymptom
einer herabgesetzten NO-Verfugbarkeit darstellt und sich in vivo durch funktionelle Messver-
fahren wie der Fluss-vermittelten Vasodilatation (Flow-Mediated Dilatation, FMD®)
diagnostizieren lasst. Weitere, Uber laborchemische Surrogatparameter bestimmbare Kenn-
zeichen umfassen eine erhohte Thrombozytenaggregationsneigung, einen Uberschuss pro-
koagulatorischer sowie vasokonstriktorischer Faktoren (z. B. Endothelin-1), eine Zunahme
oxidativer und mitogener Prozesse sowie eine Ausweitung entzindlicher Reaktionen, die aus
einer gesteigerten Leukozyten-Endothelzell-Interaktion resultiert [KELM U. STRAUER 1999;
SIMON et al. 1999; HADI et al. 2005; HAYOz U. MAZzOoLAI 2007].

In ihrer Summation umfasst die endotheliale Dysfunktion somit eine Reihe an Effekten,
welche nach heutigem Verstandnis mafigeblich zur Entstehung von Schaumzellen als
morphologischem Korrelat einer atherosklerotischen Frihlasion (,fatty streaks®) beitragen
[CELERMAJER 1997; SIMON et al. 1999]. Ein hierfir zentraler Vorgang stellt die durch eine
verstarkte Endothelzellaktivierung ausgeloste Adhasion und Infiltration zirkulierender Mono-
zyten in das Subendothel und deren durch Wachstumsfaktoren (z. B. MCSF-1) induzierte
Transformation zu Makrophagen dar (vgl. Abb. 3) [CANNON 1998; SCHACHINGER U. ZEIHER
2000]. Ausdifferenzierte Makrophagen dienen u. a. als Quelle von Superoxidradikalen,
wodurch sie einerseits die Oxidation infiltierter LDL-Partikel fordern und hierdurch deren Auf-
nahme Uber Scavenger-Rezeptoren fordern’. Da die Expression der Scavenger-Rezeptoren,
die sich neben Makrophagen auch in Endothelzellen und SMC finden, nicht riickkoppelnd
gehemmt wird, kann eine unkontrollierte Internalisierung modifizierter LDLs in die jeweiligen
Zellen erfolgen, die daraufhin zu lipidbeladenen Schaumzellen konvertieren [REAVEN U.

WiTzTum 1996; Lusis 2000; STOCKER U. KEANEY 2004]. Andererseits fliihren Superoxid-

® In der Klinischen Praxis haufig verwendetes, nicht-invasives Ultraschallverfahren, bei dem die durch Scherkréafte
induzierte, NO-abhangige Vasodilatation in Antwort auf eine an der Oberarmarterie (A. brachialis) kurzfristig
ausgeloste Ischamie ermittelt wird [KELM U. STRAUER 1999; RAITAKARI U. CELERMAJER 2000].

" zu weiteren Details vgl. die Ausfiihrungen unter Kap. 5.2, Fuf3note 73.
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anionen, die den ausdifferenzierten Makrophagen entstammen, zu einer vermehrten Bildung
von Peroxynitrit, welches vorwiegend prooxidative sowie zytotoxische Eigenschaften besitzt
[CANNON 1998, SCHACHINGER U. ZEIHER 2000] und hierdurch den atherosklerotischen
Prozess im Sinne eines circulus vitiosus verstarkt. Das gleichzeitig auftretende funktionelle
NO-Defizit unterstiitzt diesen Vorgang, indem die Monozyteninvasion durch Expression
redoxsensitiver, proinflammatorischer Gene zunimmt, die Thrombozytenadhésion erhoht
sowie die Proliferation und Migration medialer Muskelzellen, welche den fir die fortge-
schrittene Lasion charakteristischen fibrosen Plaqueumbau einleiten, geférdert wird
[CELERMAJER 1997; CANNON 1998; Lusis 2000]. Der fehlende gefal3relaxierende NO-Einfluss
an SMC verursacht zudem das Auftreten von Vasospasmen, wodurch das Risiko fir akute
Ischamien erhoht wird. Dieser Effekt potenziert sich durch die zugleich stark vaso-
konstriktorische Wirkung von Endothelin-1, dessen Synthese und Freisetzung durch
Endothelzellen aufgrund des verminderten NO-Angebots ebenfalls verstarkt ist [LUSCHER et
al. 1997; CANNON 1998].

Adhésion T
Migration 1 Adhasion 1

Aggregation T

Monozyt

Thrombozyten
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PDGF

J N Y
O SR &’;;’OOO Proliferation T

Migration 1
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'\‘\/
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Abb. 3: Pathomechanismus der Atherosklerose - Bedeutung einer verminderten NO-Verflugbarkeit
(vereinfachte Darstellung) [modifiziert nach QUASCHNING et al. 2000; Lusis 2000]. EC: Endothelzelle,
ICAM-1: Intracellular Adhesion Molecule-1, M-CSF-1: Monocyte Colony Stimulating Factor-1, PDGF:
Platelet Derived Growth Factor, SMC: glatte GefaBmuskelzelle, SR: Scavenger-Rezeptor, VCAM-1.:
Vascular Cell Adhesion Molecule-1.

Trotz dieser weitreichenden, hier nicht in allen Details dargelegten, Pathomechanismen galt
lange Zeit als umstritten, ob die endotheliale Dysfunktion als kausal fir die Atherogenese
anzusehen ist oder lediglich ein Epiphdnomen derselbigen darstellt [SCHMIDT et al. 1997;
SIMON et al. 1999]. Zahlreiche experimentelle sowie klinische Befunde sprechen inzwischen
jedoch dafur, dass Storungen des endothelialen L-Arginin-NO-Systems urséchlich zum

atherosklerotischen Geschehen beitragen [STUHLINGER 2007]. So lasst sich beispielsweise
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im Tiermodell belegen, dass sowohl die Blockierung der endogenen NO-Synthese durch
pharmakologische L-Arginin-Analoga® als auch der durch eine fltterungsinduzierte Hyper-
cholesterolamie hervorgerufene Verlust der NO-abhangigen Vasorelaxation mit einer

akzelerierten Atherosklerose assoziiert ist [CAYATTE et al. 1994; CANDIPAN et al. 1996].

Daneben zeigen vielfaltige Ergebnisse aus klinischen Studien, dass eine endotheliale Dys-
funktion sowohl in atherosklerotisch veranderten GefaRsegmenten [LUDMER et al. 1986;
FORSTERMANN et al. 1988] als auch bei angiographisch unaufalligen Personen mit erhéhtem
kardiovaskularen Risiko [CELERMAJER et al. 1992; CELERMAJER et al. 1994; REDDY et al.
1994; Quyvyumi et al. 1995] nachweisbar ist. Diese Beobachtungen tragen zu der heute allge-
mein etablierten Auffassung bei, wonach die Endotheldysfunktion ein fir die Progression und
Initiation der Atherosklerose wesentliches Ereignis darstellt [HADI et al. 2005; NAPOLI et al.
2006; HAYoz u. MAzzoLAl 2007], was inzwischen auch durch Befunde aus prospektiven
Studien [u. a. SCHACHINGER et al. 2000; AL SuwAIDI et al. 2000; HALCOX et al. 2002; LERMAN
U. ZEIHER 2005] bestatigt wurde. Hierbei erwies sich die endotheliale Dysfunktion als
unabhangiger Pradiktor fur eine progrediente Atherosklerose sowie verschiedene kardio-

vaskulare Endpunktereignisse.

2.1.2.2 Atiologie und molekulare Aspekte einer verm  inderten NO-Verfuigbarkeit

Bedingt durch seine anatomische Lage, entspricht das Endothel demjenigen Teil der Gefal3-
wand, der mechanischen Kraften sowie anderen exogenen Einflissen gegenlber besonders
vulnerabel ist. So unterliegt das auf3ere Erscheinungsbild von Endothelzellen bereits mit
zunehmendem Alter unterschiedlichsten morphologischen Veranderungen, die mit einer
Einschrankung NO-vermittelter Gefal3funktionen einhergehen. Ein weitreichender Funktions-
verlust, wie er durch die vollstdandige Ablosung der Endothelzellschicht hervorgerufen wird,
ist demgegeniber erst fir ein weit fortgeschrittenes Atherosklerose-Stadium kennzeichnend
[LUSCHER et al. 1997; QUASCHNING et al. 2000]. Gestitzt durch die bereits erwéahnte
Beobachtung, wonach strukturelle GefalRwandschadigungen funktionellen Stérungen des
Endothels jedoch nicht zwingend vorausgehen, besteht wissenschaftlicher Konsens darlber,
dass die endotheliale Dysfunktion als frihes Ereignis - wenn nicht sogar als das Initial-
phanomen - der Atherogenese anzusehen ist [YANG U. MING 2006; HAYOzZ U. MAZZOLAI
2007]. In Ubereinstimmung zu der auf Ross U. GLOMSET [1973] zuriickgehenden ,Response-
to-injury-Hypothese®, wonach ein durch proatherogene Faktoren induzierter Verlust der

Endothelintegritat den Beginn des pathogenetischen Geschehens markiert, findet sich

8 Die kompetitive Inhibierung der NO-Synthase durch sog. ,falsche Substrate* wie L-NMMA (N*-Monomethyl-L-
Arginin, vgl. Kap. 2.2.1), L-NNA (N“-Nitro-L-Arginin) und L-NAME (N*-Nitro-L-Arginin-Methylester) entspricht
einem pharmakologischen Modell, das mit der mechanischen Entfernung des Endothels zu vergleichen ist
[LUscHER et al. 1997; ScHMIDT et al. 1997].
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hierbei eine enge Assoziation zu einer Vielzahl an Faktoren, welche deckungsgleich mit den
fur die Atherosklerose etablierten bzw. diskutierten Risikofaktoren sind (vgl. Tab. 2). Diesen
wiederum lassen sich verschiedene Prim&rnoxen zuordnen, die entweder direkt (z. B. hamo-
dynamischer Stress, Nikotin) und/oder indirekt schadigend (z. B. Noxen mit zytotoxischem
und prooxidativem Potenzial wie Homocystein) auf das Endothel einwirken. Fir einen &tio-
logischen Zusammenhang spricht ferner, dass durch die Behandlung bzw. Minimierung
einzelner Risikofaktoren, beispielsweise durch eine lipidsenkende Therapie oder Nikotin-
abstinenz, eine Wiederherstellung der NO-abhangigen Endothelfunktion erreicht werden
kann [CELERMAJER 1997; BRITTEN et al. 1999; HADI et al. 2005]. Basierend auf diesen Beo-
bachtungen ist das ,Response-to-injury-Modell“ in den letzten zwei Jahrzehnten dahin-
gehend erweitert worden, als dass der Verlust an biologisch aktivem NO als pathobio-
chemisches Bindeglied zwischen kardiovaskuldren Risikofaktoren und dem Klinischen Bild
der Atherosklerose angesehen wird [CELERMAJER 1997; MAXWELL et al.1998; BOGER et al.
2005].

Tab. 2: Mit einer endothelialen Dysfunktion assoziierte Risikofaktoren [modifiziert nach SiMON et al.
1999; BRITTEN et al. 1999; HADI et al. 2005]

Risikofaktor Diskutierte Primarnoxen/Kausalzusammen hang

modifizierbar:
Hyper-/Dyslipidamien erhohtes (ox)LDL, erniedrigtes HDL,

erhéhtes Lipoprotein(a)

durch Scherkrafte und Flussturbulenzen induzierter
hamodynamischer Stress

arterielle Hypertonie

Diabetes mellitus

Adipositas

Rauchen
Hyperhomocysteindmie

chronisch systemische Infektion

Hyperglykamie, Hyperinsulinamie, AGEs

Adipozytokine, sekundar: erhdhtes LDL, erniedrigtes
HDL, Hyperglykamie, Hyperinsulinamie, AGEs,
hamodynamischer Stress

Nikotin, reaktive Sauerstoffspezies
Homocystein

u. a. Clamydia pneumoniae, Herpes-Viren,

Helicobacter pylori

nicht-modifizierbar:

mannliches Geschlecht endokriner Status
Alter zellulare Seneszenz, verminderte NO-Sensitivitat

Genetik variierender Phanotyp

Obwohl die molekularen Effekte, tGiber welche die genannten Risikofaktoren zur Entstehung
einer Endotheldysfunktion beitragen, noch nicht vollstandig aufgeklart sind, gilt als gesichert,
dass Storungen des L-Arginin-NO-Systems auf einer multifaktoriellen Genese basieren, der
verschiedene pathophysiologische Mechanismen zugrunde liegen [HARRISON 1997; YANG U.
MING 2006; FORSTERMANN U. MUNZEL 2006]. Nach YANG u. MING [2006] koénnen hierbei drei
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prinzipielle Effektebenen differenziert werden, Uber die die Verfiigbarkeit an biologisch
aktivem NO determiniert wird (vgl. Abb. 4): (1) die Ebene der eNOS-Genexpression, (2) die
Ebene der eNOS-Aktivitat und (3) die Ebene der NO-Inaktivierung. Als wesentliche
molekulare Mechanismen fiir eine verminderte NO-Verfigbarkeit kommen dementsprechend

in Frage:

(1) Die Down-Regulation der eNOS-Genexpression:  Obwohl die eNOS als konstitutive
NOS-Form vornehmlich der posttranslationalen Aktivitatskontrolle unterliegt, scheint die
Abnahme der eNOS-Genexpression, wie sie in vitro durch verschiedene atherogene Stimuli
(u. a. erhdhtes oxLDL, TNF-a) auf mRNA-Ebene induziert wird, in vivo insbesondere fir den
NO-Verlust in fortgeschrittenen atherosklerotischen Lasionen verantwortlich zu sein
[HARRISON 1997; YANG U. MING 2006]. Weniger evident ist hingegen, inwieweit Mutationen
des eNOS-Gens, wie der in der Promotorregion lokalisierte und mit einer verringerten
transkriptionalen Aktivitdt assoziierte -786T/C-Polymorphismus, die eNOS-Genexpression in

vivo beeinflussen [NAPOLI et al. 2006; YANG U. MING 2006].

(2a) Die Deregulation der eNOS-Enzymaktivitat durch Substrat- und/oder Cofaktor-

mangel (,eNOS-uncoupling”):  Ein fur ein verringertes NO-Angebot zentraler und mit ver-
schiedenen kardiovaskuldren Risikofaktoren wie z. B. Hypercholesterolamie, Diabetes
mellitus, Hyperhomocysteinamie und Rauchen assoziierter Pathomechanismus beruht auf
einer durch eine verminderte L-Arginin- und/oder BH,-Bereitstellung induzierten ,eNOS-Ent-
kopplung® [LI U. FORSTERMANN 2000; BOGER et al. 2005; DAYAL U. LENTZ 2005; FORSTERMANN
U. MUNZEL 2006]. Kennzeichnend hierfir ist die Bildung von Superoxidanionen (O,") anstelle
von NO, indem der in der Reduktase-Doméne stattfindene Elektronentransfer vom initialen
Schritt der NO-Katalyse (L-Arginin-N“-Hydroxylase-Reaktion, vgl. Kap. 2.1.1.1) abgekoppelt
und auf molekularen Sauerstoff umgeleitet wird. Die Entkopplungsreaktion, die einer Dys-
funktion der eNOS-Enzymaktivitat gleichkommt, fuhrt somit nicht nur zu einer reduzierten
NO-Freisetzung, sondern tragt tber die nun gesteigerte Produktion von Superoxidradikalen
zu einer Erhéhung des oxidativen Stresses in der Gefal3wand bei [SYDow U. MUNZEL 2003;
FORSTERMANN U. MUNZEL 2006; SCHMIDT U. ALP 2007]. Fur die eNOS-Entkopplung selbst ist
dies insofern relevant, als dass BH, nun vermehrt zu BH,® oxidiert und hierdurch in seiner

Cofaktor-Funktion weiter depletiert wird [YANG U. MING 2006; SCHMIDT U. ALP 2007].

o Dihydrobiopterin (BHz) besitzt keine Cofaktor-Aktivitat und setzt die BHa-Verfligbarkeit weiter herab, indem es
mit noch vorhandenem BH,4 um die Bindungsstelle an der eNOS-Oxygenase-Doméane konkurriert [SCHMIDT U. ALP
2007].
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(2b) Die Deregulation der eNOS-Enzymaktivitat durch endogene Inhibitoren:  Eine fir
eine verringerte NO-Bildungsrate und fir die zentrale Fragestellung dieser Arbeit relevante
pathophysiologische Determinante stellt die kompetitive Hemmung der eNOS durch endo-
gene L-Arginin-Analoga dar. Zu diesen in humanem Blutplasma und Urin nachweisbaren
Inhibitoren z&hlen die an spéaterer Stelle noch genauer zu charakterisierenden Substanzen
N“-Monomethyl-L-Arginin (L-NMMA) sowie N* ,N“-Dimethyl-L-Arginin (asymmetrisches

Dimethylarginin, ADMA ). Da ADMA den quantitativ bedeutsameren Vertreter (10-fach
hdhere Plasmakonzentration im Vergleich zu L-NMMA bei ahnlichem Intrazellulargehalt) dar-
stellt, gilt dieser als der in vivo hauptsachlich wirksame Metabolit [VALLANCE et al. 1992a;
VALLANCE et al. 1992b; BOGER 2003; BELTOWSKI U. KEDRA 2006]. Neben dem Mechanismus
der Kompetition wird ferner eine mdogliche Rolle von ADMA fur die zuvor beschriebene
eNOS-Entkopplung diskutiert, was sich biochemisch auf ein am aktiven Zentrum hervor-
gerufenes relatives L-Arginin-Defizit zurlckfuhren lasst [Sypow U. MUNzEL 2003; DAYAL U.
LENTZ 2005; FORSTERMANN U. MUNZzEL 2006]. Ein durch ADMA ausgeltster Substratmangel
konnte zudem in der Konkurrenz mit L-Arginin um die zellulare Aufnahme Uber das

y*-Transportsystem (vgl. Abb. 1) begriindet sein.

(3) Die verstarkte oxidative NO-Inaktivierung: Eine durch oxidative Inaktivierung herab-
gesetzte NO-Bioverfugbarkeit, und hierbei speziell die tber die Bildung von Peroxynitrit
fuhrende Reaktion mit Superoxidanionen, gilt als gemeinsamer pathophysiologischer Nenner
zwischen einer endothelialen Dysfunktion und einer Vielzahl an kardiovaskularen
Risikofaktoren [HAYOz uU. MAzzoLAI 2007; MULLER et al. 2007]. So wird beispielsweise ein
wesentlicher proatherogener Effekt von Homocystein auf dessen Fahigkeit zur Bildung von
Superoxidanionen und der damit u. a. verbundenen NO-Degradation zurtickgeflihrt
[STUHLINGER et al. 2001; BOGER et al. 2001; FARACI 2003]. Ein in der Literatur ebenfalls viel
diskutierter Mechanismus ist eine durch kardiovaskulare Risikofaktoren (z. B. Hyper-
cholesterolamie, Hypertonie, Diabetes mellitus und Zigarettenrauch) induzierte Stimulation
der u. a. in Endothelzellen und SMC lokalisierten Enzyme NAD(P)H- und Xanthin-Oxidase.
Diese gelten neben ausdifferenzierten Makrophagen, oxLDL- sowie Schaumzellaggregaten
als die unter pathophysiologischen Bedingungen in der GefalRwand wesentlichen Superoxid-
radikal-Quellen [CAl U. HARRISON 2000; FORSTERMANN U. MUNZEL 2006; MULLER et al. 2007].
SchlieBlich kann in der eNOS-Entkopplung eine Art ,Verstarker” der NO-Inaktivierung
gesehen werden, da diese nicht nur zu einer verminderten NO-Syntheserate beitragt,
sondern zugleich die Superoxid-Akkumulation unterhélt [NAPOLI et al. 2006; YANG U. MING
2006].
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Abb. 4 zeigt die auf den drei Effektebenen dargestellten Determinanten einer verminderten
NO-Verfugbarkeit und deren gegenseitigen Wechselbeziehungen in der zusammen-

fassenden Ubersicht.
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Abb. 4: Physiologische und pathophysiologische Determinanten der endothelialen NO-Bioverfugbar-
keit (vereinfachte Darstellung) [modifiziert nach YANG u. MING 2006]. BH,: Tetrahydrobiopterin, CaM:
Calmodulin, TNF-a: Tumornekrosefaktor-a, -786T/C-Polymorphismus: in der Promotorregion lokali-
sierte eNOS-Genmutation (Einzelheiten siehe Text), G894T-Polymorphismus: Punktmutation, die
durch einen Basentausch (G - T-Transition) am Nukleotid 894 gekennzeichnet ist und phénotypisch in
einer Anderung der Aminosauresequenz (Glu - Asp) mit vermutlich verringerter eNOS-Enzymaktivitét
resultiert.
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2.2 (PATHO-)PHYSIOLOGIE DES ADMA-NO-S YSTEMS

Wie in Kap. 2.1.2.2 gezeigt worden ist, stellt ADMA als Hemmstoff der NOS eine wichtige
determinierende GrofRe der endothelialen NO-Verfugbarkeit dar. Ausgehend von der
Physiologie des ADMA-NO-Systems soll nachfolgend auf die pathophysiologische Relevanz
erhohter ADMA-Plasmawerte im Zusammenhang mit kardiovaskularen Erkrankungen ein-
gegangen sowie die fur eine ADMA-Akkumulation diskutierten molekularen Mechanismen

dargestellt werden.

2.2.1 METHYLIERTE L-ARGININ-ANALOGA - CHEMISCHE CHARAKTERISTIK UND
BIOLOGISCHE EFFEKTE

Die Methylierung von Aminosauren stellt eine typische, in nahezu allen Zelltypen statt-
findende Form der posttranslationalen Modifizierung von Proteinen dar, der u.a. eine
zentrale Bedeutung bei der Regulation intrazellularer Prozesse (z. B. Transkriptionskontrolle,
RNA-Prozessierung, Protein-Targeting) beigemessen wird [TRAN et al. 2003; FLISER 2005;
KIELSTEIN U. ZoccALl 2005]. Die im Rahmen des Zellstoffwechsels stattfindende Proteolyse
von entsprechend modifizierten, argininhaltigen Proteinen fuhrt zur Bildung von freien, an der
Guanidino-Gruppe substituierten Methylargininen, von denen in Eukaryonten bislang drei
verschiedene Derivate identifiziert wurden (vgl. Abb. 5): die am terminalen Guanidino-Stick-
stoff mono- bzw. dimethylierten L-Arginin-Analoga L-NMMA (N*®-Monomethyl-L-Arginin) und
ADMA (N ,N“-Dimethyl-L-Arginin, asymmetrisches Dimethylarginin) sowie das an zwei
Guanidino-Stickstoffatomen substituierte Strukturisomer® SDMA (N®,N“"-Dimethyl-L-Arginin,
symmetrisches Dimethylarginin) [LEIPER U. VALLANCE 1999; BOGER 2004; BULAU et al. 2007].

GHs
H NH H NH H NH H N
\N_::ff .N i . y ‘N_‘?
i " r N 7 %
H2N Iy NH; HzN — NH-CHs HzN, — N—CHa HaN — rTIH
s \ y \ W
Y Y ; — CH, .f,‘—' CH3
0= 0= O={ o=
OH OH OH OH
L-arginine L-NMMA ADMA SDMA

Abb. 5: Strukturformeln von L-Arginin und der endogenen Methylarginin-Derivate L-NMMA, ADMA
und SDMA [nach MARTENS-LOBENHOFER U. BODE-BOGER 2007]

10 Bei der Bezeichnung asymmetrisches bzw. symmetrisches Dimethylarginin handelt es sich um einen chemisch
nicht korrekten Begriff, da weder ADMA ein chirales (asymmetrisches) Stickstoffatom noch SDMA ein Symmetrie-
zentrum aufweist. Dementsprechend sind ADMA und SDMA den Strukturisomeren und nicht — wie haufig in der
Literatur der Fall — den Stereoisomeren zuzuordnen.
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Als endogene Metabolite wurden freie Methylarginine bereits 1970 aus menschlichen Urin-
proben isoliert [KAKIMOTO U. AKAZAWA 1970]. Grundlegende Erkenntnisse uber ihre funktio-
nelle Bedeutung gehen jedoch erst auf die spater veroffentlichten Arbeiten von VALLANCE
und Mitarbeitern zurtick [VALLANCE et al. 1992a; VALLANCE et al. 1992b]. Hierbei konnte
erstmals gezeigt werden, dass die ebenfalls in humanen Plasmaproben nachweisbaren
Derivate L-NMMA und ADMA kompetitive NOS-Hemmstoffe darstellen, wahrend SDMA
keine inhibitorische Aktivitdt gegenlber der NOS besitzt. Wie bereits angefuihrt, wird ADMA
als der unter in vivo Bedingungen relevantere Inhibitor angesehen (vgl. Kap. 2.1.2.2, S. 21),
der in der Lage ist, alle drei NOS-Isoenzyme mit einer zu L-NMMA vergleichbaren Potenz
(ICso: ca. 2-10 umol/l) zu hemmen [VALLANCE et al. 1992a; VALLANCE et al. 1992b; BOGER
2003]. Dieser Effekt, der inzwischen durch eine Vielzahl an experimentellen Befunden unter-
mauert wurde [Ubersicht bei BOGER 2004; FLISER 2005], ist sowohl von der Hemmstoff- als
auch Substratkonzentration abhéngig sowie durch exzessive L-Arginin-Zugaben' reversibel
[VALLANCE et al. 1992a; VALLANCE U. LEIPER 2004; BULAU et al. 2007]. In Hinblick auf die
Hemmstoffkonzentration ist dabei von Bedeutung, dass eine NOS-Inhibition, die mit einer
verminderten NO-Bildung u. a. in kultivierten Endothelzellen und isolierten GeféalRsegmenten
verbunden ist, bereits bei physiologischen ADMA-Plasmaspiegeln zu beobachten ist [FLISER
2005; BErTOwsKI U. KEDRA 2006] bzw. geringfligige Konzentrationsdnderungen an zirku-
lierendem ADMA signifikante Auswirkungen auf die vaskuldre NO-Synthese haben [BOGER
et al. 2005; WILCKEN et al. 2007]. Dies wiederum unterstreicht die inzwischen etablierte Auf-
fassung, wonach ADMA eine physiologische Funktion bei der Regulation der NO-Synthese
zukommt, wahrend eine Akkumulation des NOS-Inhibitors zur endothelialen Dysfunktion und
den damit assoziierten negativen Auswirkungen auf das kardiovaskulare System fihrt

[LEIPER U. VALLANCE 1999; LEIPER et al. 2002; BOGER et al. 2005].

Ein weiterer, allen drei methylierten L-Arginin-Analoga gemeinsamer Effekt beruht auf dem
Antagonismus mit L-Arginin um das 'y  *-Transportsystem , welches einen maRgeblichen
Beitrag zur intrazelluldren Substratbereitstellung der NOS leistet (vgl. Abb. 1). Wenngleich
die hierfur erforderlichen Methylargininkonzentrationen weit Uber dem physiologischen
Bereich angesiedelt sind, besteht auch fir das inhibitorisch inaktive SDMA das Potenzial, die
NOS-Aktivitat hierdurch indirekt zu beeinflussen [CLOSS et al. 1997; WILCKEN et al. 2007;
VALLANCE U. LEIPER 2004].

" Diese Beobachtung steht im Kontext mit dem sog. ,L-Arginin-Paradoxon“, welches die biochemische Rationale
fur die antiatherogenen Effekte einer L-Arginin-Supplementierung bildet und u. a. auf die Existenz endogener
NOS-Inhibitoren zurtickgefuhrt wird. Das Paradoxon erklart sich aus dem empirischen Zusammenhang, wonach
die vermehrte Bereitstellung von exogenem L-Arginin zu einer Verbesserung NO-abhangiger Gefal3funktionen in
vivo fuhrt, obwohl die Aktivitét der isolierten eNOS in vitro (Kmi-arg BB pmol/l) im Bereich der im Plasma bereits
ohne Supplementierung vorhandenen L-Arginin-Konzentration (C40-100 pmol/l) substratunabhangig ist [BOGER
2004; BoDE-BOGER et al. 2007].
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2.2.2 BIOCHEMIE DES ADMA-S TOFFWECHSELS

2.2.2.1 ADMA-Bildung

Die endogene ADMA-Entstehung, die unter physiologischen Bedingungen auf taglich ca.
300 pmol geschatzt wird [ACHAN et al. 2003], unterliegt einem zweistufigen Prozess (vgl.
Abb. 6):

Der initiale Schritt beinhaltet die durch Protein-Arginin-Methyltransferasen (PRMTs) kata-
lysierte Methylierung von proteingebundenen L-Argininresten (De-novo -Biosynthese)
wahrend eine direkte Methylierung von freiem L-Arginin bislang nicht nachgewiesen werden
konnte [BOGER 2004; KIELSTEIN U. ZOCCALI 2005; MAAS 2005]. Die Familie der PRMTSs, von
denen bis dato neun Gene cloniert wurden (PRMT 1-9), umfasst zwei Enzymklassen, die
sich durch unterschiedliche Substrat- und Produktspezifitaten auszeichnen: Die PRMT Typ-I
(PRMT-I, ,histone-specific enzyme*) mono- und dimethyliert asymmetrisch eine Vielzahl von
nuklearen Proteinen, darunter Histone, Zytokine sowie RNA-bindende Proteine (z. B.
hnRNPs*, Fibrillarin, Nucleolin), und fuhrt zur konsekutiven Bildung von L-NMMA und
ADMA. Im Gegensatz hierzu weist die PRMT Typ-Il (PRMT-II, ,myelin basic protein-specific
enzyme") eine hohe Substratspezifitét fur L-Argininreste innerhalb des basischen Myelin-
proteins® auf, durch deren mono- und symmetrische Dimethylierung die Hydrolyseprodukte
L-NMMA und SDMA entstehen. Demzufolge sind beide PRMT-Subtypen in der Lage, die
Synthese von L-NMMA zu katalysieren, wahrend die Dimethylarginine ADMA und SDMA
Typ-1- bzw. Typ-ll-spezifische Reaktionsprodukte darstellen; ihre Bildung erfolgt Gber den
Zwischenschritt der Monomethylierung [LEIPER U. VALLANCE 1999; TANG et al. 2000; TRAN et
al. 2003; JAcoBl U. TsAo 2008]. Wie Abb. 6 verdeutlicht, werden die hierfir notwendigen
Methylgruppen durch S-Adenosyl-Methionin (SAM), einem Zwischenmetaboliten bei der
Demethylierung von Methionin zu Homocystein'* sowie potentem Methylgruppen-Donor fiir
eine Vielzahl an biochemischen Reaktionen (u.a. DNA-Methylierung, Neurotransmitter-
Bildung), bereitgestellt. Die Synthese von ADMA, die den Transfer von zwei Methylgruppen
bzw. einen zweifachen Durchlauf der Methionin-Homocystein-Demethylierung erfordert, geht
somit mit der Entstehung von zwei Aquivalenten S-Adenosyl-Homocystein (SAH) bzw.
Homocystein einher [BOGER et al. 2000b; MAAS 2005; DAYAL U. LENTZ 2005]. In Bezug auf
das kardiovaskulare System ist ferner von Bedeutung, dass sowohl Endothel- als auch glatte
GefalRmuskelzellen zur Expression der PRMT-I-Form und damit zur Synthese von ADMA

befahigt sind [VALLANCE U. LEIPER 2004; WILCKEN et al. 2007]. So konnte gezeigt werden,

211 der fur die mMRNA-Stabilitat und deren Transport ins Cytosol notwendigen nukledren Proteinfraktion hnRNP
sind bis zu 65% des zellularen ADMA-Gesamtanteils enthalten [TRAN et al. 2003].

13 Hauptbestandteil der neuronalen Myelinscheide [TRAN et al. 2003] und damit markhaltigen Nervenfasern.

4 vgl. hierzu auch die in Abb. A12, Anhang A, dargestellte Biochemie des Homocystein-Stoffwechsels.
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dass regenerative Endothelzellen in Folge einer verstarkten Protein-Methylierungsrate

héhere ADMA-Gehalte im Vergleich zu nicht-regenerativen aufweisen [AzUMA et al. 1995].

Der zweite Schritt der endogenen ADMA-Entstehung erfolgt im Zuge des Proteinkata-
bolismus und der damit verbundenen, bis auf Aminoséure-Ebene flihrenden Proteolyse
methylierter Proteine . Anders als nicht-modifizierte (proteinogene) Aminosauren werden
freie Methylarginine im Rahmen der De-novo-Synthese von Proteinen nicht reutilisiert [TRAN
et al. 2003; TEERLINK 2005]. Auch existieren keine Hinweise darauf, dass mit Methylgruppen
substituierte L-Argininreste innerhalb von Proteinen demethyliert werden kénnen. Neben
dem Ausmald der PRMT-abhangigen Methylierung ist die Menge an freigesetztem ADMA
damit auch vom zellularen Protein-Turnover abhangig, welcher — je nach Zelltyp, Lokalisation
und metabolischer Situation (z. B. im Fastenzustand) — grof3e Unterschiede aufweist. So
findet sich beispielsweise in Endothelzellen, die an Gefal3bifurkationen lokalisiert sind, ein
vergleichsweise hoherer Zell- und damit Proteinumsatz als in anderen Gefaldregionen
[WILCKEN et al. 2007; VALLANCE U. LEIPER 2004; TRAN et al. 2003]. Experimentelle Unter-
suchungen der Gruppe um TEERLINK [2005] lassen jedoch insgesamt darauf schlieRen, dass
Zellen Gber eine ausgepragte proteolytische Kapazitat verfiigen, mit der methylierte Proteine
in hohem MaRe zu freien Methylargininen umgesetzt werden. Inwieweit hierbei eine
relevante Verbindung zu bestimmten Proteinen besteht oder freies ADMA lediglich ein unver-
meidliches Nebenprodukt des Proteinabbaus darstellt, ist noch nicht abschlieRend geklart

[TEERLINK 2005; VALLANCE U. LEIPER 2004].

2.2.2.2 Wege der ADMA-Elimination

Aus der Proteolyse methylierter Proteine freigesetztes ADMA, das zun&chst ins Cytosol
gelangt, kann auf zwei unterschiedlichen Wegen eliminiert werden: Neben der renalen
Exkretion , die friheren Annahmen zu Folge als einzige Moglichkeit zur Elimination endo-
gener Methylarginine galt und deren Ubertritt in die Zirkulation voraussetzt, unterliegt
intrazellulares ADMA einer intensiven Metabolisierung [BOGER 2004; KIELSTEIN U. ZOCCALI
2005; PALM et al. 2007]. Der in diesem Zusammenhang wesentliche Abbauweg, dessen
Anteil bis zu 80-85% (ca. 250-260 umol/d) an der ADMA-Gesamtelimination ausmacht
[ACHAN et al. 2003], beruht auf der fir ADMA sowie L-NMMA spezifischen Hydrolyse durch
das Enzym Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase (DDAH) unter Bildung von L-Citrullin
und Dimethylamin (vgl. Abb. 6) bzw. Monomethylamin. SDMA, das nahezu vollstandig Uber
die Nieren ausgeschieden wird, stellt demgegeniuber kein Substrat der DDAH dar. Dies
wiederum erklart, weshalb Stérungen der renalen Funktion (z. B. bei Niereninsuffizienz) mit
einer deutlich starkeren Erhéhung der SDMA-Plasmawerte im Vergleich zu ADMA einher-
gehen [TRAN et al. 2003; BOGER U. ZoccALl 2003]. Daneben kénnen sowohl ADMA als auch
SDMA und L-NMMA in einer Dimethylarginin-Pyruvat-Transferase(DPT)-katalysierten und
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damit Vitamin-Bg-abhéngigen Reaktion zu a-Ketosduren abgebaut werden [OGAWA et al.
1990]; unter quantitativen Gesichtspunkten ist dieser in der Niere lokalisierte Stoffwechsel-

weg jedoch von untergeordneter Bedeutung [COOKE 2000; FLISER 2005].

Die Aktivitat der DDAH, die nahezu in allen Geweben prasent ist, wurde erstmals in Ratten
[OGAWA et al. 1987; OGAWA et al. 1989] und spéter auch im menschlichen Organismus (u. a.
in Herz, Gehirn, Placenta, Lunge, Niere und Leber) nachgewiesen [LEIPER et al. 1999; TRAN
et al. 2000]. Bezuglich der humanen DDAH kdnnen zwei Isoformen differenziert werden, die
durch ein weitgehend gewebespezifisches, sich teilweise jedoch auch Uberschneidendes
Expressionsmuster charakterisiert sind. So findet sich die DDAH-I vorwiegend in Niere und
Gehirn und damit in Geweben, die zugleich hohe nNOS-Aktivitdten aufweisen. Demgegen-
Uber ist die DDAH-II hauptsachlich in Herz, Placenta oder auch Nieren vertreten. Da Herz
und Placenta ausschlie3lich eNOS-exprimierende Organe darstellen, lasst sich fur die
DDAH-1I ein mit der eNOS assoziiertes Verteilungsmuster ableiten [LEIPER et al. 1999].
Welches DDAH-Isoenzym oder Organ den in vivo gré3ten Beitrag zur ADMA-Elimination
leistet, ist derzeit allerdings noch ungeklart. Neben den Nieren, die durch die Kombination
aus Exkretion und Metabolisierung eine ,eliminatorische Doppelfunktion* innehaben, wird auf
Organebene v. a. auch der Leber eine wichtige katabole Rolle zugewiesen [KIELSTEIN U.
ZoccALl 2005; Maas 2005]. So liel sich in tierexperimentellen Untersuchungen eine hdhere
hepatische ADMA-Netto-Clearance aus der Zirkulation im Vergleich zur renalen Eliminations-

rate feststellen [NIJVELDT et al. 2003].

Wie die bislang vorliegenden Daten zur Bedeutung des katabolen DDAH-Stoffwechselwegs
zeigen, kann diesem ein zentraler Stellenwert fir die Regulation der ADMA-Konzentration in
Plasma und Gewebe eingeraumt werden [BOGER et al. 2005; BELTOWSKI U. KEDRA 2006].
Dies erschlief3t sich auch aus den kinetischen Eigenschaften des Enzyms, das — physiolo-
gische Bedingungen vorausgesetzt — aufgrund seines relativ hohen K,-Werts ((1.80 pumol/l
[OGAWA et al. 1989]) eine zur intrazellularen ADMA-Konzentration nahezu proportionale
Abbaurate ermoglicht. Nach TEERLINK [2005] kann so einerseits der Akkumulation von
ADMA vorgebeugt werden; andererseits stellt dies eine fir die Regulation der NOS-Aktivitat
noch ausreichende Inhibitorkonzentration sicher [vgl. auch FLISER 2005; PALM et al. 2007]™.
Vor diesem Hintergrund erscheint es somit plausibel, dass die Hohe des ADMA-Spiegels
besonders sensitiv auf Veranderungen der DDAH-Expression und/oder -Aktivitat anspricht —

ein Aspekt, der in Kap. 2.2.3.2 ndher thematisiert wird.

!5 Eine fur die NO-Homoostase zentrale Bedeutung des DDAH-ADMA-Systems erschlief3t sich ferner aus der
Beobachtung, wonach die DDAH-Aktivitat durch Bindung von NO an die im aktiven Zentrum der DDAH lokali-
sierte SH-Gruppe (vgl. Kap. 2.2.3.2) im Sinne eines negativen Feedback-Mechanismus inhibiert wird [VALLANCE U.
LEIPER 2004; MaAs 2005].
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Abb. 6 fasst die der endogenen ADMA-Entstehung und -Elimination zugrunde liegenden

Mechanismen in der Ubersicht zusammen.

L-Arginin

L-Methionin —»

5-Methyl-THF, T oy

Cobalamin
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L-Arginin
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Renale Exkretion <«———————————— ADMA (Plasma)

Abb. 6: Bildung, Abbau und Ausscheidung von ADMA [modifiziert nach TEERLINK 2005]. DDAH: Di-
methylarginin-Dimethylaminohydrolase, DPT: Dimethylarginin-Pyruvat-Transferase, PRMT-I: Protein-
Arginin-Methyltransferase-l, SAH: S-Adenosyl-Homocystein, SAM: S-Adenosyl-Methionin, THF: Tetra-
hydrofolat.

2.2.2.3 Intermediéare Verteilung

Obwohl bis heute keine verlasslichen Daten Uber die intrazellularen (und damit zur NOS-
Hemmung relevanten) Methylarginingehalte vorliegen [KIELSTEIN U. ZOCCALI 2005; MAAS
2005], ist davon auszugehen, dass diese die Konzentrationen im Blutplasma um ein Viel-
faches Ubersteigen. So wurden in kultivierten humanen Endothelzellen 8- bis 12-fach hdhere
ADMA-Konzentrationen als extrazellular gefunden [BOGER 2003]. Auch konnten BOGLE et al.
[1995] in Versuchen an humanen Endothelzelllinien einen bis zu 5-fachen Anstieg der intra-
zellularen Methylarginingehalte nach Zugabe in das umgebende Medium nachweisen.
Neben der intrazellular stattfindenen ADMA-Bildung ist dies auf den beidseitig gerichteten
Transport Uber das y+-System zurtckfuhren (vgl. Abb. 1), wobei der Methylarginin-Influx
gegenuber dem Efflux Uberwiegt [BOGLE ET AL. 1995; CLOSS et al. 1997; WILCKEN et al.
2007]. Die enge Nachbarschaft zwischen dem y+-Transporter und der eNOS, die beide in
kryptenformigen Einstilpungen der Zellmembran, den Caveolae, lokalisiert sind, legt eine
Konzentrierung von Methylargininen innerhalb dieser Bereiche nahe [TEERLINK 2005].
Einigen Autoren zufolge spricht auch der K,-Wert der DDAH (Knapma (180 pmol/l) dafir,

dass die intrazellularen ADMA-Gehalte unter bestimmten Bedingungen weit Gber dem in der
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Literatur mit 5-10 pumol/l angegebenen Konzentrationsbereich liegen konnen [LEIPER U.
VALLANCE 1999; TRAN et al. 2003].

In Hinblick auf die extrazellulare Verteilung sind ADMA und SDMA die in humanem Blut-
plasma mengenméafig dominierenden Methylarginine, wobei die jeweiligen Konzentrationen,
die im (sub-)mikromolaren Bereich angesiedelt sind, in ihrer GréRenordnung annéhernd
vergleichbar sind (s.u.). Fir L-NMMA finden sich demgegeniiber um den Faktor 10
geringere Plasmagehalte [TEERLINK 2007; MARTENS-LOBENHOFER U. BODE-BOGER 2007].

Bezlglich der bei gesunden Personen vorliegenden ADMA-Plasmaspiegel, die einen An-

haltspunkt flr Plasmakonzentrationen im Sinne von ,Normal- bzw. Referenzwerten” liefern,
sind in der Literatur stark differierende Angaben zu finden, was sich zumeist auf analytisch-
methodische Unterschiede (u.a. Art der Probenvorbereitung, Trenn- und Detektions-
methode) zurtickflhren lasst [KIELSTEIN U. ZOCCALI 2005; BOGER et al. 2005; TEERLINK 2007].
Die hierzu von verschiedenen Arbeitsgruppen angefihrten mittleren ADMA-Spiegel in
Plasma oder Serum variieren zwischen 0,12-4,0 pmol/l [Ubersicht bei HoRrRowiITZ U.
HERESZTYN 2007], wobei sich die ,wahren“ ADMA-Plasmawerte™® einer methodenkritischen
Review-Auswertung zufolge eher im unteren Konzentrationsbereich von 0,3-0,5 umol/l
[MARTENS-LOBENHOFER U. BODE-BOGER 2006] bewegen durften. Die von MARTENS-
LOBENHOFER U. BODE-BOGER [2007] speziell fur Analyseverfahren mit massenspektro-
metrischer Detektion angegebenen physiologischen Plasmakonzentrationen liegen hierbei
im Mittel bei 0,4 pmol/l (0,12-0,60 umol/l) fir ADMA und 0,5 pmol/l (0,16-0,69 umol/l) fur
SDMA.

2.2.3 ADMA UND ATHEROSKLEROSE

Dass ADMA in seiner Funktion als NOS-Inhibitor eine mogliche pathophysiologische Rolle im
Rahmen der Atherogenese zugeschrieben werden kann, wurde erstmal vermutet, als
VALLANCE et al. [1992b] eine deutliche Erhéhung der ADMA-Plasmaspiegel bei Patienten mit
terminaler Niereninsuffizienz beobachteten (8,7 +£0,7 vs. 1,2+ 0,1 umol/l bei gesunden
Kontrollen). Sie postulierten, dass die vergleichsweise hohe Inzidenz atherosklerotischer
Komplikationen in entsprechenden Patientenkollektiven, die sich durch klassische kardio-
vaskulare Risikofaktoren wie Hypercholesterolamie, Diabetes mellitus oder Rauchen nur
unzureichend erklaren lasst, in einer aus der ADMA-Akkumulation resultierenden Stérung

des endothelialen L-Arginin-NO-Systems begriindet ist. Diese Annahme wiederum deckt sich

'® Dieser aus aktuellen Publikationen mit analytischem Schwerpunkt abgeleitete ,Normalwert" liegt deutlich unter
den in klinischen Studien — zumeist alteren Datums — fur gesunde Kontrollen angegebenen ADMA-Plasma-
konzentrationen, die sich in einer GréRenordnung von [l pmol/l bewegen [MARTENS-LOBENHOFER U. BODE-BOGER
2006] (vgl. auch Tab. 3, Kap. 2.2.3.1, sowie Tab. A2, Anhang B).
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mit der Beobachtung, wonach die Dysfunktion NO-abhangiger Endothelfunktionen ein fir
niereninsuffiziente Patienten ohne manifeste GeféalRerkrankung typisches Phanomen darstellt

[KIELSTEIN et al. 2001; BOGER U. ZOCCALI 2003].

Basierend auf einer Vielzahl experimenteller und klinischer Befunde, die Hinweise auf eine
kardiovaskulare Risikoerhéhung durch eine (vergleichsweise geringere) ADMA-Akkumulation
bei nierengesunden Patienten geben, hat sich die Sichtweise inzwischen dahingehend
gewandelt, als dass ADMA sich von einem urspringlich rein ,'urdmischen Toxin' hin zu
einem globalen kardiovaskularen Risikomolekll [FLISER 2005]" entwickelt hat [BOGER 2003;
KIELSTEIN U. ZOCCALI 2005; STUHLINGER 2007]. Ziel des folgenden Kapitels ist es, den
gegenwartigen Erkenntnisstand Uber die potenzielle Rolle von ADMA als neuem Athero-

sklerose-Risikofaktor darzulegen.

2.2.3.1 ADMA und kardiovaskulares Risiko — empirisc ~ he Evidenz

Experimentelle Befunde

Ausgehend von tierexperimentellen Studien, die Symptome einer Endotheldysfunktion sowie
eine Reihe nachteiliger kardiovaskularer Effekte nach exogener ADMA-Verabreichung auf-
zeigen [Ubersicht bei KIELSTEIN U. ZOCCALI 2005], konnte ein entsprechend proatherogenes
Wirkpotenzial einer ADMA-Akkumulation in vivo auch durch Untersuchungen am Menschen
belegt werden. Die hierbei an gesunden Versuchsteilnehmern zu beobachtenden patho-

physiologischen Effekte umfassen

* eine signifikante Verringerung der endothelabhangigen Vasodilatation , induziert
durch eine lokale, intraarterielle (A. brachialis) ADMA-Infusion [VALLANCE et al. 1992b;
CALVER et al. 1993],

» eine dosis-abhangige Erhdhung des systemischen GefalRwiderstands , begleitet von

einem Anstieg des mittleren Blutdrucks

» sowie einen Abfall der Herzfrequenz und/oder -leistung nach einer ADMA-iv-Appli-
kation, die zu systemischen ADMA-Plasmaspiegeln im Bereich von 2-10 pumol/l fihrte
[ACHAN et al. 2003; KIELSTEIN et al. 2004].

Neben diesen klinisch messbaren Veranderungen konnten CHAN et al. [2000] in ihren Unter-
suchungen an Hypercholesterolamikern zeigen, dass das Ausmal der Ex-vivo-Adhasion
mononuklearer Zellen (T-Lymphozyten, Monozyten) signifikant mit der Héhe der ADMA-

Plasmakonzentration der Probanden korreliert war.
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Befunde der deskriptiven und analytischen Epidemiol ogie

Weitere Anhaltspunkte fur eine Assoziation zwischen einer endogenen ADMA-Akkumulation
und einem gesteigerten Atherosklerose-Risiko ergeben sich ferner aus Beobachtungs-

studien, in denen Personen mit pravalenten kardiovaskuldaren Risikofaktoren signifikant

hohere ADMA-Plasmawerte als vergleichbare Kontrollkollektive aufwiesen. So fanden sich in
verschiedenen Querschnittsstudien  wiederholt deutlich erhéhte ADMA-Plasmawerte in
Verbindung mit isolierten Risikofaktoren wie Hypercholesterolamie, Hypertonie, Hyperhomo-
cysteinamie und Diabetes mellitus (1,2-2,4-fach gegenlber Kontrollen, vgl. Tab. 3). Wie die
Untersuchungen von BOGER et al. [1998] an Hypercholesterolamikern hierbei exemplarisch
zeigen, bestand fir die ADMA-Plasmawerte nicht nur eine signifikante Korrelation zur Hohe
der Gesamt- (r=0,372) und LDL-Plasmaspiegel (r=0,421), sondern zugleich ein signifikant
inverser Zusammenhang zur renalen Nitrat-Ausscheidung (r=-0,534) sowie NO-abhéngigen
Vasodilatation (FMD: r=-0,762, jeweils p<0,01) als funktionellem In-vivo-Marker'’. Vergleich-
bare Assoziationen lieRen sich auch bei Probanden mit essenzieller Hypertonie [SURDACKI et

al. 1999] sowie Hyperhomomocysteinamie [Sypow et al. 2004] beobachten.

Neben diesen Befunden, die verdeutlichen, dass eine ADMA-Akkumulation ein zur endo-
thelialen Dysfunktion analoges Phanomen darstellt, welches bereits in einem frilhen Athero-
sklerose-Stadium nachweisbar ist, wurden Erhdhungen der ADMA-Plasmaspiegel auch bei

Patienten mit manifester Atherosklerose (u. a. KHK, Apoplex, pAVK, vgl. Tab. A2, Anhang B)

beschrieben. So zeigt beispielsweise die von SCHULZE et al. [2006] vorgenommene Aus-
wertung an einer Subkohorte der CARDIAC-Study mit Uber 800 Probanden eine rund
20%ige Erh6hung der ADMA-Plasmakonzentration bei Patienten mit gesicherter KHK (Falle,
n=131) im Vergleich zu Kontrollen ohne KHK (n=131, p<0,001). Interessant hierbei ist, dass
sich in der Gesamtbetrachtung ein signifikanter Trend (p<0,009) fir eine kontinuierliche
ADMA-Erhoéhung mit steigender Anzahl kardiovaskularer Risikofaktoren ermitteln liel3. Wurde
zudem die pradiktive Aussagekraft in Zusammenhang mit weiteren biochemisch-klinischen
Variablen (LDL, HDL, Triglyceride, hsCRP, Creatinin, systolischer Blutdruck) tberprift, so
erwies sich in der hierzu durchgefihrten multivariaten Regressionsanalyse einzig der ADMA-
Plasmaspiegel als signifikanter KHK-Pradiktor (OR: 2,59, 95%-Cl: 1,61-4,17, p<0,001). Auch
konnte ADMA (Tertil 3 >0,72 pmol/l) in einem zweiten Modell neben etablierten KHK-
Risikofaktoren wie Hypercholesterolamie, Hypertonie, Diabetes mellitus und Rauchen als
unabhangiger Pradiktor fir eine bestehende KHK identifiziert werden (OR: 6,04, 95%-CI:
2,56-14,25, p<0,01 vs. Tertil 1 <0,58 pmol/l) [SCHULZE et al. 2006].

7 zur diagnostischen Relevanz der Nitrat- bzw. FMD-Messung vgl. auch die Ausfiihrungen unter Kap. 2.1.1.1,
S.11f und Kap. 2.1.2.1, S.16.

8 Das Design der multizentrischen CARDIAC-Study ist sowohl als Querschnitts- als auch prospektive
Verlaufsuntersuchung mit einem Follow-up von 4 Jahren (CARDIAC-PRO, vgl. Tab. 4) angelegt.



LITERATURUBERSICHT

32

Tab. 3: ADMA-Plasmaspiegel [umol/l] bei Probanden mit und ohne pravalente kardiovaskulare Risiko-
faktoren — Ergebnisse aus Querschnittsstudien (Auswabhl)

Kardiovaskularer Risikogruppe ’ Kontrollgruppe ’ Erhéhung - Referenz
Risikofaktor
Hypercholesterol- 2,17+ 0,15 1,03+ 0,09 2,1-fach BOGER et al.
amie n=49 n=31 p<0,05 1998b
2,1+0,2 1,3+0,2 1,6-fach CHAN et al. 2000
n=24 n=18 p<0,05
1,64 (1,24-1,75) 0,93 (0,71-1,10) 1,8-fach EID et al. 2003
n=32 n=20 p<0,001
0,94 +0,18 0,77 £ 0,14 1,2-fach JEHLICKA et al.
(n=32) n=32 p<0,001 2009
Hypertriglycerid- 1,13+ 0,37 0,92 £ 0,28 1,2-fach LUNDMANN et al.
amie n=15 n=15 p<0,05 2001
0,47 + 0,08 0,36 + 0,07 1,3-fach MARTENS-LOBEN-
n=16 n=47 p<0,001 HOFFER U. BODE-
BOGER 2004
Hypertonie 24+1,1 1,1+0,7 2,2-fach SURDACKI et al.
n=19 n=11 p<0,005 1999
0,24 + 0,03 0,10 + 0,07 2,4-fach GOONASEKERA
n=31 n=9 p<0,05 et al. 2000
Hyperhomo- 3,1% 1,6" [2-fach HOLVEN et al.
cysteinamie n=21 n=21 p<0,001 2002
4,0+0,3% 2,6+0,3 1,5-fach SyDow et al.
n=27 n=27 p<0,05 2004
0,57 (0,40-0,69) 0,44 (0,34-0,56) 1,3-fach PARONI et al.
n=75 n=85 p<0,001 2005
1,81 +0,57" 0,82 + 0,29 2,2-fach SIROKA et al.
n=38 n=31 p<0,001 2005
1,60 + 0,56° 0,82 + 0,29 2,0-fach SIROKA et al.
n=38 n=31 p<0,001 2005
Diabetes mellitus 1,34 (1,01-1,58) 0,93 (0,71-1,10) 1,4-fach EiD et al. 2003
n=38 n=20 p<0,001
1,59+ 0,22 0,69 + 0,04 2,3-fach ABBASI et al.
n=16 n=18 p<0,001 2001
Insulinresistenz 1,34 + 0,33° 0,70+ 0,18 1,9-fach STUHLINGER et al.
n=8 n=8 p<0,001 2002
Rauchen 1,10 £ 0,54 0,61 +0,13 1,8-fach ZHANG et al.
n=12 n=10 p=0,01 2006

" Mittelwert + SD bzw. Median (25-75er Perzentil), ” Risiko- vs. Kontrollgruppe (gerundete Werte),
# aus Abb. 1 abgeleiteter Mittelwert

& pAVK-Patienten, Tertil 3 (tHcy >10,6 pmol/l) vs. Tertil 1 (tHcy <9,6 umol/l)
Hamodialyse-Patienten

¢ nierengesunde Probanden
d Subgruppe ohne Hypertonie
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Wenngleich die bisher aufgezeigten Daten keine Riickschliisse auf einen ursachlichen
Zusammenhang zwischen einem Anstieg der ADMA-Plasmakonzentration und der Ent-
stehung und Progression atherosklerotischer Gefaf3lasionen ermdglichen, deuten Befunde

zur Beziehung zwischen ADMA und der Intima-Media-Dicke (IMT)* in diese Richtung. Wie

MIYAZAKI et al. erstmals in einer 1999 publizierten Studie an 116 Probanden ohne Anzeichen
einer koronaren oder peripheren arteriellen Gefal3erkrankung feststellen konnten, erwies sich
die ADMA-Plasmakonzentration als unabhangiger Pradiktor fir die IMT. Eine signifikant
positive Assoziation zwischen ADMA und der IMT lie3 sich ferner an einem Patienten-
kollektiv mit dialysepflichtiger Niereninsuffizienz (n=90) beobachten [ZoccALI et al. 2002]. In
dieser Untersuchung, in der die IMT nach Ablauf von 15 Monaten erneut ermittelt wurde,
stellten sich lediglich die ADMA- sowie CRP-Plasmaspiegel als miteinander assoziierte
Vorhersagewerte fur die Progression intimaler Lasionen bei initial normaler IMT (<0,95 mm)
heraus. Die Bedeutung von ADMA als unabhangiger IMT-Pradiktor bei gefallgesunden
Personen wurde zudem durch eine groRRangelegte Beobachtungsstudie (n=712) bestatigt
[FURUKI et al. 2007]. U. a. lie3 sich hierbei eine signifikante, lineare Beziehung zwischen der
IMT und den Tertil-stratifizierten sowie Confounder-adjustierten ADMA-Plasmaspiegeln auf-
zeigen, wobei sich ein starkerer Einfluss von ADMA auf die IMT mit steigender Anzahl an

kardiovaskularen Risikofaktoren abzeichnete.

Dass ADMA eine kausale Rolle im Rahmen der Atherogenese zugewiesen werden kann,
wird zunehmend auch durch Ergebnisse aus prospektiven Kohortenstudien  untermauert,

die auf ein erhdhtes Risiko fir zukinftige kardiovaskuldre Komplikationen und/oder ein

erhdhtes (kardiovaskulédres) Mortalitatsrisiko mit steigenden ADMA-Plasmawerten hindeuten

(vgl. Tab. 4). Exemplarisch sei an dieser Stelle die Studie von MEINITZER et al. [2007] (The
Ludwigshafen Risk and Cardiovascular Health Study) mit der bislang grof3ten Kohorte,
bestehend aus 2543 Probanden mit angiographisch gesicherter KHK sowie 695 Teilnehmern
ohne KHK-Manifestation, angefuhrt. Nach einem mittleren Follow-Up von 5,45 Jahren
wiesen Personen, die zu Studienbeginn dem hoéchsten ADMA-Quartil (Q4: >0,89 umol/l)
zugeordnet werden konnten, ein 52 bzw. 60% hoheres adjustiertes Risiko® hinsichtlich der
kardiovaskularen bzw. allgemeinen Mortalitdt auf, als Probanden der niedrigsten ADMA-
Quartile (Q1: <0,75 umol/l). Die hierbei mit jeder aufsteigenden Quartil-Kategorie ver-
bundene Risikoerhéhung belief sich auf 1,16 (HR, 95%-ClI: 1,05-1,29, p<0,01) bzw. 1,18
(HR, 95%-ClI: 1,09-1,29, p<0,001).

' Die nicht-invasive Messung der Intima-Media-Dicke der A. carotis communis gilt als etablierter Surrogatpara-
meter einer initialen Atherosklerose sowie starker Pradiktor zukiinftiger kardiovaskularer Ereignisse [LORENZ et al.
2007].

20 adjustiert nach Alter, Geschlecht, angiographisch nachweisbarer/nicht nachweisbarer KHK, BMI, Hypertonie,
Typ-2-Diabetes, Rauchstatus, LDL, HDL, Triglyceride, CRP, Fibrinogen, GFR, Homocystein, Einnahme von
Antihypertonika (ACE-Hemmer, Diuretika), Antikoagulanzien, Lipidsenkern.
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Einschrankend war jedoch festzustellen, dass sich die pradiktive Aussagekraft von ADMA

bei weiterer Differenzierung zwischen Probanden mit und ohne KHK lediglich fur erstere

Gruppe als statistisch signifikant erwies.

Tab. 4: Bedeutung von ADMA als unabhéangiger kardiovaskuldrer Risikofaktor — Ergebnisse aus
prospektiven Kohortenstudien (Auswahl)

Kollektiv Follow- Priméare ADMA Adjust. Risiko- Referenz
Up Endpunkte [umol/l] erhéhung
Patienten mit 33,4 kardiovask. pro 1,17 (1,04-1,33)*  ZoccALi et al.
Niereninsuffizenz Monate  Ereignisse Einheit p<0,001 2001
(n=225) a
Gesamt- 1,26 (1,11-1,41)
mortalitat p<0,01
mannliche Nicht- 7,7 akute Q4:>0,62 3,92 (1,25-12,3)b VALKONEN et al.
raucher mit (n=70)  Jahre Koronar- p<0,05vs. Q1 2001
und ohne KHK ereignisse
(n=80)
KHK-Patienten 16 kardiovask. T3:>0,62 5,26 (2,16-12,9)°  Lu et al. 2003b
nach perkutaner Monate  Ereignisse p<0,001vs. T1
Koronarintervention ) c
(n=153) Tod + nicht- 9,33 (1,09-79,7)
todlicher Ml p<0,05vs. T1
KHK-Patienten 2,6 kardiovask. T3:>0,70 2,62 (1,52-4,51)* SCHNABEL
(n=1874) Jahre Ereignisse p<0,001vs. T1 et al. 2005
AtheroGene-Study
Patienten mit 19 kardiovask. Q4:>0,64 1,70 (1,02-2,88)* MITTERMAYER et
fortgeschrittener Monate  Ereignisse p<0,05vs. Q1 al. 2006
pAVK (n=496) + Gesamt-
Mortalitat
Probanden mit 5,45 kardiovask. Q4:>0,89 1,52(1,01-2,12)* MEINITZER et al.
(n=2543) und ohne  Jahre Mortalitat p<0,05 vs. Q1 2007
KHK (n=695 ;
( ) Gesamt- 1,60 (1,22-2,090  [he tudwigshaten
mortalitat p=0,001 vs. Q1 Cardiovascular
Health Study
Typ-2-Diabetiker 21 kardiovask. T3:>0,63 2,37 (1,05-5,35)*  KRZYZANOWSKA
(n=125) Monate  Ereignisse p<0,05vs. T1 et al. 2007
+ Gesamt-
Mortalitat
gesunde mannliche 6,2 MI (todlich, T3:>0,86 2,40 (1,14-5,08)* MaAs et
Nichtraucher Jahre nicht-tddlich) p<0,05vs. T1 al. 2007
(n=256) ;p'ﬁttzg‘?her MONICA Augsburg
erzto
Probanden mitund 4 Jahre  kardiovask. in der Auswertung MUGGE et al.
ohne KHK (n(B00) Ereignisse [LENZEN 2008] 2003
+ kardiovask. CARDIAC-PRO

Mortalitat

’ Q(1-4)=Quartile (1-4), T(1-3)=Tertile (1-3), ** bei Angabe unterschiedlicher Modelle sind diejenigen mit der

héchsten Anzahl an méglichen Adjustierungsvariablen dargestellt

% Hazard Ratio (95%-CI)

® Odds Ratio (95%-Cl)

¢ Relatives Risiko (95%-ClI)



LITERATURUBERSICHT 35

2.2.3.2 Diskutierte Mechanismen einer durch kardiov  askulare Risikofaktoren
induzierten ADMA-Akkumulation

Wie aus den in Kap. 2.2.3.1 aufgezeigten epidemiologischen und biochemischen Befunden
hervorgeht, fungiert ADMA nicht nur als Marker sondern zugleich als Mediator eines
erhdhten kardiovaskuldren Risikos. Dass hierbei eine kausale Verknipfung beider Ebenen
besteht, wird u. a. durch Beobachtungen am Tiermodell gestitzt, wonach experimentell
induzierte kardiovaskulare Risikofaktoren wie z. B. Hypercholesterolamie [BODE-BOGER et al.
1996; BOGER et al. 1997a] oder Hyperhomocysteindmie [BOGER et al. 2000a] mit einem
Anstieg der ADMA-Plasmakonzentration einhergehen. So wurde beispielsweise bei Kanin-
chen, die unter einer hypercholesterolamischen Diat gehalten wurden, eine 1,6-2-fache
Erhéhung der ADMA-Plasmaspiegel gegentiber normocholesterolamisch ernahrten Kontroll-
tieren festgestellt (p<0,05). Die fitterungsinduzierte Hypercholesterolamie bewirkte zudem
eine signifikante Reduktion der renalen Nitrat-Exkretion ((50% vs. Kontrollen) als In-vivo-
Marker einer verminderten endogenen NO-Bildung [BODE-BOGER et al. 1996; BOGER et al.
1997a]. BOGER et al. [2005] zufolge kann die durch ADMA verursachte NOS-Inhibition damit
als wichtiger integrativer Mechanismus angesehen werden, tUber welchen kardiovaskulare
Risikofaktoren bzw. die den Risikofaktoren zuordbaren (Priméar-)Noxen zur Dysfunktion des
Endothels beitragen (vgl. Kap. 2.1.2.2, Tab. 2).

In Hinblick auf eine (patho-)physiologische Modulation des ADMA-Spiegels in Plasma und
Gewebe lassen sich — ausgehend von der unter Kap. 2.2.2 dargestellten Biochemie des
ADMA-Stoffwechsels — grundséatzlich vier determinierende Grol3en differenzieren

[STUHLINGER U. STANGER 2005; BELTOWSKI U. KEDRA 2006; JACOBI U. TSAO 2008]:

(1) der Grad der PRMT-katalysierten Methylierung von proteingebundenen L-Argininresten,
(2) die Proteolyserate methylargininhaltiger Proteine,
(3) die Hohe der renalen ADMA-Clearance sowie

(4) das Ausmalf’ des DDAH-abhangigen ADMA-Katabolismus.

Wenngleich der relative Beitrag der einzelnen Komponenten nicht genau bekannt ist und in
Abhangigkeit von der pathophysiologischen Situation (z. B. in hyperkatabolen Stadien oder
bei eingeschrankter Nierenfunktion) grofien Schwankungen unterliegen kann, so zeigen die
nachfolgend beschriebenen experimentellen Befunde, dass sowohl der anabole PRMT-
Reaktionsweg als auch der DDAH-abhéngige ADMA-Abbau als die zentralen Effektebenen
anzusehen sind, welche durch verschiedene proatherogene Noxen in Richtung eines

vermehrten ADMA-Anfalls moduliert werden.



LITERATURUBERSICHT 36

Determinanten einer gesteigerten ADMA-Synthese info  Ige einer erhéhten PRMT-
abhangigen Methylierungsaktivitat

Uber die PRMT-abhéngige Methylierung und ihre Regulation existieren bislang nur unzu-
reichende Kenntnisse [VALLANCE U. LEIPER 2004; BELTOWSKI U. KEDRA 2006]. Wie an
humanen Endothelzellen nachgewiesen werden konnte, erhéht moderater Scherstress
(15 dyne/cm®? die PRMT-I-mRNA-Expression und damit einhergehend die endotheliale
ADMA-Bildung [OsANAI et al. 2003]. Indessen liel3 sich unter einer erhdhten Scherkraft-
intensitat (25 dyne/cm®) eine Abnahme der intrazellularen ADMA-Gehalte durch Stimulation
der DDAH-AKktivitat feststellen. Da Scherstress zugleich die eNOS-Aktivitat steigert (vgl. Kap.
2.1.1.1, Tab. 1), folgerten die Autoren, dass die PRMT-abhangige Methylierung eine wichtige
determinierende GroRRe der physiologischen ADMA-Konzentration und damit NO-Produktion
darstellt. Des Weiteren beobachteten OsANAI et al. [2003], dass die durch Scherstress indu-
Zierte Steigerung der PRMT-I-Expression ebenso wie der damit assoziierte ADMA-Anstieg
durch Blockade des NFkB-Signhalwegs aufgehoben wird, was eine redoxsensitive Regu-
lation der PRMT-abh&ngigen ADMA-Synthese nahelegt.

Die Annahme einer redoxsensitiven Regulation wird auch durch experimentelle Befunde der
Arbeitsgruppe um BOGER et al. [2000b] gestiitzt, die in kultivierten Endothelzellen (HCAEC)
eine 1,5-2,5-fache Erhéhung der PRMT-I-(mMRNA-)Expression nach Inkubation mit nativem
LDL (nLDL, 200 bzw. 300 mg/dl) sowie oxidiertem LDL (oxLDL, 10 bzw. 30 mg/dl) aufzeigen
konnten. Die hieraus resultierende Steigerung der PRMT-I-spezifischen Methylierungs-
aktivitat spiegelte sich in einer signifikanten und von der nLDL- (100-300 mg/dl) und oxLDL-
Konzentration (3-30 mg/dl) abhangigen Zunahme der zellularen ADMA-Freisetzung wider,
wahrend sich in Hinblick auf SDMA keine signifikanten Verdnderungen fanden. Fir eine
Beteiligung oxidativer Prozesse spricht dabei im Besonderen die Beobachtung, wonach die
durch nLDL- und oxLDL-induzierten Effekte hinsichtlich der PRMT-I sowie ADMA in Gegen-
wart von Pyrollidin-Dithiocarbamat (PDTC, 1 umol/l), einem synthetischen Antioxidanz, ver-
hindert werden konnten [BOGER et al. 2000b]. Zu vergleichbaren Ergebnissen gelangten
JIANG et al. [2006] im Rahmen eines Versuchsansatzes, in dem Endothelzellen (HUVEC-12)
mit oxLDL (10 mg/dl) bzw. Lysophosphatidylcholin® (LPC, 0,5 mg/dl) inkubiert wurden.
Hierbei zeigte sich, dass die Co-Inkubation mit PDTC (1 pmol/l) und Probucol® (2,5 bzw. 5,0

pmol/l) den unter oxLDL- und LPC-Exposition messbaren Anstieg der PRMT-I-Expression

%1 Scherkraftintensitat, die den unter physiologischen Bedingungen auf die Gefal3wand einwirkenden
mechanischen Kraften entspricht [OsaNal et al. 2003].
22 Hauptkomponente in oxidierten LDL-Partikeln, welche u. a. eine chemotaktische Wirkung auf Monozyten
besitzt und die Expression der Adhasionsmolekiile ICAM-1 und VCAM-1 sowie die Migration und Proliferation
%!atter Muskelzellen induziert [Kouaias et al. 2006].

Lipidsenker (Diphenyl-Dithioetherderivat) mit starken antioxidativen sowie antiinflammatorischen Eigenschaften
[YamamoTo 2008].
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bei zugleich signifikanter Erhéhung der ADMA- und Malondialdehyd(MDA)-Konzentration zu
reprimieren vermochte. Auch wirkte sich die Zugabe beider Antioxidanzien positiv auf den
NO,-Gehalt des Mediums sowie die Aktivitat der DDAH (vgl. S. 39) im Sinne einer Erh6hung
(jeweils p<0,05 vs. oxLDL- und LPC-Inkubation ohne PDTC- bzw. Probucol-Zusatz) aus.

Neben den fur nLDL und oxLDL beschriebenen Befunden verzeichneten BOGER et al.
[2000b] in ihren In-vitro-Untersuchungen eine konzentrationsabhéngige sowie durch die
PRMT-Inhibitoren SAH, Adenosin-2,3-Dialdehyd und Cycloleucin hemmbare Steigerung der
ADMA-Synthese unter dem Einfluss von L-Methionin und DL-Homocystein . Der durch
Methionin hervorgerufene Effekt erreichte dabei ein vergleichsweise starkeres Ausmafld als
die durch Homocystein erzielte ADMA-Zunahme. Analog zu den fir nLDL und oxLDL durch-
gefuhrten Inkubationsversuchen blieb der SDMA-Gehalt des Mediums hiervon unbeeinflusst.
Unter Zugabe von Methionin, der Vorstufe des fir die PRMT-abhangige Methylierung
erforderlichen Methylgruppen-Donors SAM (vgl. Abb. 6), liel sich zudem ein signifikanter
Anstieg der Homocysteinkonzentration infolge einer erhéhten Methionin-Demethylierung
feststellen [BOGER et al. 2000b]. In-vivo-Daten, die eine signifikante und mit einer endo-
thelialen Dysfunktion assoziierte Erhdhung der ADMA-Plasmakonzentration im Zusammen-
hang mit einer Hyperhomocysteindmie nach oralem Methionin-Belastungstest (oMBT,
Methionin-Load: 100 mg/kg Korpergewicht) aufzeigen [BOGER et al. 2000a; BOGER et al.
2001, STUHLINGER et al. 2003, ANTONIADES et al. 2006], stiitzen insgesamt die Hypothese,
wonach eine erhohte SAM-Verfugbarkeit bzw. eine Reduktion des SAH-/SAM-Quotienten als
»1rigger‘ der ADMA-Akkumulation fungiert. Anders durfte sich die Situation hingegen bei
einer klinischen Hyperhomocysteinamie darstellen, die mit einer Erh6hung des
SAH-/SAM-Ratios, gleichbedeutend mit einer Verringerung der Methylierungsrate, einher-
geht. Es ist daher anzunehmen, dass in diesem Fall das prooxidative Potenzial von Homo-
cystein und damit verbunden eine Hochregulation der PRMT-Expression — ahnlich dem fir
Scherstress und (ox-)LDL gezeigten Mechanismus — den inhibitorischen Effekt von SAH auf
die PRMT-Aktivitat kompensiert [STUHLINGER et al. 2001; JONASSON et al. 2003; LENTZ et al.
2003; DAYAL U. LENTZ 2005].

Determinanten eines verminderten ADMA-Katabolismus infolge einer reduzierten
DDAH-AKktivitat

Wie bereits im Zusammenhang mit den enzymkinetischen Besonderheiten des DDAH-
abhangigen ADMA-Abbaus angesprochen (vgl. Kap. 2.2.2.2), stellt dieser eine kritische Stell-
groRe der intra- und extrazellularen ADMA-Konzentration dar. Angesichts dieses Sach-
verhalts sowie des vergleichsweise geringeren eliminatorischen Beitrags der renalen
Exkretion, besteht wissenschaftlicher Konsens dariiber, dass eine Deregulation des DDAH-

ADMA-Systems als der fur eine ADMA-Akkumulation wesentliche pathophysiologische
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Mechanismus bei nierengesunden Personen anzusehen ist [TRAN et al. 2003; BOGER et al.
2005; FLISER 2005; BErTOWSKI U. KEDRA 2006]. Wichtige Anhaltspunkte hierfir lieferten u. a.
die von MACALLISTER et al. [1996] mit dem synthetischen DDAH-Hemmstoff 4124W*
erhobenen In-vitro-Befunde. Demgemal3 bewirkt eine pharmakologische Inhibition der DDAH
nicht nur eine signifikante ADMA-Akkumulation in kultivierten Endothelzellen, sondern geht
mit funktionellen Veranderungen wie z. B. einer Hemmung der Bradykinin-induzierten und
damit NO-abhangigen GefaRrelaxation in humanen Venen-Isolaten einher. In Uberein-
stimmung hierzu zeigen Untersuchungen an DDAH-transgenen Mausen — einem In-vivo-
Modell, das einer verstarkten DDAH-Aktivitat infolge einer Uberexpression des humanen
DDAH-I-Gens entspricht — signifikant geringere ADMA-Plasmaspiegel (ca. 50%) im Vergleich
zu Wildtyp-Kontrolltieren. Der hierbei zu beobachtende ADMA-Abfall war zudem mit einer
2-fach hoheren Urin-NO,-Ausscheidungsrate assoziiert. Zugleich wiesen die transgenen
Versuchstiere eine Verbesserung der kardiovaskularen Hamodynamik, ersichtlich an den
signifikant geringeren systolischen Blutdruckwerten (im Mittel 13 mmHg vs. Kontrollen) sowie

anhand eines verminderten peripheren GefalBwiderstands, auf [DAYOUB et al. 2003].

Neben diesen Hinweisen fir eine Beeinflussbarkeit der NO-Synthese und damit assoziierten
funktionellen Parametern durch eine Modulation der DDAH, deuten Strukturanalysen darauf
hin, dass die Deregulation des DDAH-ADMA-Systems auf eine Aktivitatsanderung der DDAH

zurickgefuhrt werden kann, die auf einer posttranslationalen Modifikation des Enzyms und
nicht - wie im Fall der PRMT - auf einer erhdhten Expression beruht. So enthélt das aktive
Zentrum der DDAH eine fir die Reaktion mit dem Substrat ADMA essenzielle und gegen-
Uber oxidativen Stress empfindliche SH-Gruppe (Cystein-249), was auf eine redoxsensitive
Regulation der Enzymaktivitat schlieRen lasst [MURRAY-RUST et al. 2001; SYDOW U. MUNZEL
2003; PALM et al. 2007]. Dementsprechend lasst sich die DDAH durch SH-Gruppen-
blockierende bzw. -oxidierende Agenzien (z. B. HgCl,, p-Chlormercuribenzoat) inhibieren
[OGAWA et al. 1987].

Eine durch prooxidative Stimuli induzierte ADMA-Akkumulation, die aus einer verminderten
DDAH-AKktivitat resultiert, konnte inzwischen auch durch verschiedene experimentelle Beo-
bachtungen untermauert werden. Den ersten Beleg hierfir erbrachten die von ITO et al.
[1999] durchgefiihrten Zellkulturversuche (ECV304), in denen eine signifikante Zunahme der
endothelialen ADMA-Freisetzung unter Inkubation mit 10 mg/dl oxLDL und TNF-a
(250 U/ml) nachgewiesen wurde (6- bzw. 8-facher Anstieg vs. Kontrollen). Dieser Effekt war
mit einem signifikanten Abfall der DDAH-Aktivitat auf jeweils 63% des Ausgangsniveaus bei

zugleich unveranderten DDAH-Proteinspiegeln assoziiert. Des Weiteren liel3 sich eine nicht

24 3-2-Amino-4-(3-Methylguanidino)Butansaure
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signifikante Verdopplung der ADMA-Konzentration nach Zusatz von 10 mg/dl nLDL und
3 mg/dl oxLDL aufzeigen, was auf einen fur oxLDL vergleichsweise starkeren ADMA-akku-
mulativen Effekt hinweist. Ahnliche Ergebnisse erbrachten Untersuchungen der Arbeits-
gruppe um JIANG et al. [2003], die ausschlief3lich nach Inkubation mit oxLDL, nicht jedoch
nLDL, eine Erh6hung der ADMA-Konzentration bei gleichzeitiger Abnahme der endothelialen
DDAH-Aktivitat feststellten. GemalR3 der Annahme eines redoxsensitiven Mechanismus ge-
lang wenige Jahre spater der Nachweis, dass die unter dem Einfluss von oxLDL beo-
bachteten Effekte in Gegenwart antioxidativer Substanzen reversibel sind. Dabei setzten
TANG et al. [2006] Endothelzellen (HUVEC) zunachst einer Inkubation mit oxLDL (10 mg/dI)
aus, welche zu einem signifikanten Anstieg der ADMA-, TNF-a und MDA-Konzentration,
einem reduzierten NO,-Gehalt sowie zu einer signifikanten Abnahme der DDAH-Aktivitat
fuhrte. Wurde demgegentiber mit Epigallocatechingallat (EGCG, 99%%) co-inkubiert, so lie
sich eine signifikante Inhibition aller zuvor genannten Effekte erreichen. Die Autoren schluss-
folgerten hieraus, dass EGCG eine ADMA-Senkung durch Stimulation der DDAH-AKktivitat
bewirkt, indem es Lipidperoxidations- sowie Inflammationsprozesse, jeweils angezeigt durch
verringertes MDA bzw. TNF-a, zu hemmen vermag. Wie bereits in Bezug auf die PRMT dar-
gelegt, konnten analoge Resultate unter Verwendung von PDTC und Probucol in einer

Versuchsanordnung mit oxLDL und LPC demonstriert werden [JIANG et al. 2006].

Des Weiteren zeigte sich in einer frilheren Untersuchung, dass eine Inkubation mit DL-
Homocystein vergleichbare Effekte auf das DDAH-ADMA-System in kultivierten Endothel-
zellen humanen (ECV304) und bovinen Ursprungs (BAEC) austibt [STUHLINGER et al. 2001].
So bewirkte diese eine dosisabhangige Steigerung der ADMA-Freisetzung in das umge-
bende Medium, wobei die fur einen signifikanten Anstieg ([1L,6-fach vs. Kontrollen) minimal
erforderliche Konzentration 10 pumol/l (BAEC) bzw. 30 pumol/l (ECV304) Homocystein betrug.
Parallel konnte eine von der Homocysteinkonzentration abhangige Abnahme der zellularen
DDAH-Aktivitat beobachtet werden, wahrend die DDAH-Expressionsrate wie auch die
SDMA-Konzentration nicht beeinflusst wurden. In Ubereinstimmung zu den fiir oxLDL
gemachten Befunden liel3 sich durch gleichzeitige Inkubation mit PDTC (100 pmol/l) sowohl
der ADMA-akkumulative Effekt als auch die inhibitorische Wirkung auf die DDAH-Aktivitat
unterdriicken. Eine konzentrationsabhéngige und durch PDTC reversible Hemmung der
Enzymaktivitdt bestatigte sich ferner in einem zellfreien Versuchsansatz, bei dem rekombi-
nante humane DDAH-I einer entsprechenden Homocystein-Inkubation ausgesetzt wurde.

Wie STUHLINGER et al. [2001] anhand eines immunologischen Bindungs-Assays nachweisen

%% In der Publikation von TANG et al. [2006] werden unterschiedliche EGCG-Mengen angegeben (1 und 10 mg/dl
bzw. 1 und 10 g/dl), so dass keine Aussage Uber die tatséachlich eingesetzte Dosierung mdglich ist.
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konnten, beruhte dieser Effekt auf einer direkten Interaktion zwischen Homocystein und der
rekombinanten DDAH, was die Autoren auf eine durch reduzierende Substanzen wie PDTC
reversible Ausbildung einer Disulfidbriicke zwischen Homocystein und der im aktiven
Zentrum lokalisierten SH-Gruppe (s. 0.) zurtckfiihrten. Die von STUHLINGER et al. [2001]
unter Inkubation mit Homocystein und PTDC beschriebenen Befunde lie3en sich kurze Zeit

spater auch in kultivierten neuronalen Zellen reproduzieren [SELLEY 2004].

Basierend auf den fur oxLDL und Homocystein gezeigten Daten Uberpruften LIN et al. [2002]
die Hypothese, wonach einer durch eine Hyperglykdmie induzierten ADMA-Akkumulation
ebenfalls eine durch oxidativen Stress hervorgerufene Beeintrachtigung der DDAH-Aktivitat
zugrunde liegt. Sie beobachteten, dass humane Endothelzellen (HMEC-1), die in einem
Medium mit hohem Glucosegehalt (25,5 mmol/l) kultiviert wurden, eine um ca. 20%
geringere DDAH-Aktivitdt aufwiesen als Zellen, die normoglykamischen Bedingungen
(5,5 mmol/l Glucose) ausgesetzt wurden (p<0,05). Zugleich war festzustellen, dass eine
hyperglykdmische Glucose-Exposition (15-30 mmol/l) eine signifikante, dosisabhangige
Zunahme der ADMA-Konzentration sowie eine signifikante Reduktion der endothelialen
cGMP-Freisetzung gegentiber den normoglykédmischen Kontrollen bewirkte. Wie erwartet,
fuhrte die gleichzeitige Inkubation mit dem Antioxidanz Polyethylen-konjugierte Superoxid-
dismutase (PEG-SOD, 22 U/ml) zu einer vollstandigen Aufhebung der durch die Hyper-
glykadmie induzierten Effekte, wobei sich auch hier keinerlei Einfluss auf die SDMA-Konzen-
tration des Mediums aufzeigen lief3. Eine weitere Bestatigung fur ihre Hypothese fanden LIN
et al. [2002] in einem In-vivo-Experiment, das sie an Ratten mit Streptozotocin(STZ)*-
induziertem Diabetes mellitus (Plasma-Glucose: 23 vs. 9,4 mmol/l in unbehandelten
Kontrollen, p<0,05) durchfuhrten. So wiesen mit STZ behandelte Versuchstiere signifikant
hohere ADMA-Plasmaspiegel (2,8-fach) im Vergleich zu Tieren ohne STZ-Behandlung auf.
Weiterhin konnte fir die STZ-Ratten eine signifikante und mit der Hohe der ADMA-
Plasmakonzentration invers korrelierte (r=-0,82, p<0,01) Reduktion der DDAH-Aktivitat um
45%, gemessen an der Enzymaktivitat der unbehandelten Kontrolltiere, verzeichnet werden.
Hinsichtlich der DDAH-Expressionsrate lieBen sich demgegeniber keine signifikanten

Unterschiede zwischen den beiden Untersuchungsgruppen ermitteln.

Zusammenfassend lasst sich auf Basis der im Rahmen dieses Abschnitts dargelegten In-
vitro- und In-vivo-Befunde feststellen, dass die redoxsensitive Stimulation der PRMT-ab-
hangigen ADMA-Synthese und/oder Inhibition des DDAH-katalysierten ADMA-Abbaus als

die wesentlichen molekularen Mechanismen angesehen werden kdnnen, welche eine durch

26 Zur Induktion eines Diabetes mellitus in Versuchstieren tiblicherweise verwendetes Zytostatikum mit selektiv
toxischer Wirkung auf die 3-Zellen des Pancreas [LIN et al. 2002; Rees u. ALcoLADO 2005].
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kardiovaskulare Risikofaktoren induzierte ADMA-Akkumulation erklaren [Sypow U. MUNZEL
2003; CooKE 2005].
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3 ARBEITSHYPOTHESE UND FRAGESTELLUNG

(1) Theoretischer Hintergrund/Rationale:  Eine erhohte ADMA-Plasmakonzentration gilt als
potenzieller Risikofaktor fir eine endotheliale Dysfunktion/Atherosklerose, wobei der durch
ADMA induzierte Verlust an biologisch aktivem NO als pathobiochemisches Bindeglied
zwischen etablierten kardiovaskularen Risikofaktoren und der Initiation und Progression
atherosklerotischer GefaRwandveranderungen angesehen wird. Demgemal? ist ein Anstieg
an zirkulierendem ADMA mit dem Auftreten kardiovaskularer Erkrankungen wie auch
verschiedenen kardiovaskularen Risikofaktoren — darunter Hypercholesterolamie und Hyper-
homocysteindmie — assoziiert. Dieser Sachverhalt steht Befunden auf biochemischer Ebene
gegentber, die eine redoxsensitive und durch antioxidativ wirksame Substanzen reversible
Modulation des ADMA-Stoffwechsels durch verschiedene proatherogene Noxen demon-
strieren. Hierbei konnten insbesondere oxLDL und Homocystein, welche in vitro sowohl eine
Hochregulation der PRMT-I-abhéngigen ADMA-Synthese als auch Inhibition des DDAH-
abhangigen ADMA-Katabolismus bewirken, als die fir eine ADMA-Akkumulation wesent-

lichen Determinanten identifiziert werden.

(2) Basishypothese: Eine ErhOhung des oxidativen Stresses stellt den gemeinsamen
pathophysiologischen Nenner fir einen durch Homocystein- und oxLDL-induzierten Anstieg
der ADMA-Plasmaspiegel bei Personen mit erhéhtem Atherosklerose-Risiko dar. Vor diesem
Hintergrund ist davon auszugehen, dass sich durch die Behandlung bzw. Minimierung der
jeweiligen Faktoren eine Senkung der ADMA-Plasmakonzentration in dieser Personen-

gruppe erreichen lasst.

(3) Fragestellung : Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte der Frage nachgegangen
werden, inwieweit eine kombinierte Supplementierung mit B-Vitaminen (Folsaure, Vitamin
Bi,, Vitamin Bg) und antioxidativ wirksamen Mikronahrstoffen (Vitamin E, Vitamin C, Zink,

Selen, Coenzym Q,q, Carotinoide, Lycopin, Polyphenole)
(a) zu einer Reduktion der Homocystein- und oxLDL-Konzentration im Plasma/Serum bzw.
Erhéhung der antioxidativen Plasmakapazitéat fuhrt und

(b) sich hieraus synergistische Effekte in Hinblick auf eine Senkung der ADMA-Plasma-

spiegel” bei Personen mit erhohtem kardiovaskularem Risiko gemaR den in Abb. 7

2 Bedingt durch ihre antiinflammatorischen und lipidsenkenden Eigenschaften ist in diesem Zusammenhang
ferner ein potenzieller Einfluss der tGiber die Multindhrstoffmischung verabreichten w-3-Fettsauren (vgl. Tab. 7)
denkbar. Es sei darauf hingewiesen, dass auf eine Darstellung der mit der w-3-Fettsdure-Supplementierung
verbundenen Effekte zur Eingrenzung der Fragestellung im Rahmen der vorliegenden Arbeit explizit verzichtet
wurde. Zum Einfluss der w-3-Fettsdaure-Gabe auf inflammatorische und weitere kardiovaskuléare Risikomarker sei
auf die Dissertation von Gaby Kressel [KRESSEL 2009] verwiesen.
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dargestellten biochemischen Zusammenhangen ergeben.

(c) In diesem Zusammenhang war auch die Frage zu beantworten, inwieweit die in vitro

gemachten Befunde (s. 0.) die Verhaltnisse in vivo adaquat widerspiegeln.

Scherstress

(moderat)
L-Arginin

PRMT-| /
) ~

ANTIOXIDANZIEN

1

nLDL, oxLDL (1)
LPC (1)

 Homocystein (1)

CHs
L-Arginin T
’ B-VITAMINE
B-VITAMINE
ANTIOXIDANZIEN 1 L-Arginin
Homocystein (1)
N ADMA(1) | CeNOS
(nLDL), oxLDL (1) l
LPC (l) \/
DDAH (1) ———» NO + L-Citrullin
TNF-a, Glucose —A T
Scherstress L-Citrullin +
(hoch) Dimethylamin -
hemmend —|

Abb. 7: Einfluss einer kombinierten B-Vitamin- und Antioxidanziensupplementierung auf die ADMA-
Plasmakonzentration bei Personen mit erh6htem kardiovaskularem Risiko — Arbeitshypothese und
biochemische Rationale [eigene Darstellung]. DDAH: Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase, LPC:
Lysophosphatidylcholin, nLDL: natives LDL, oxLDL: oxidiertes LDL, PRMT-I: Protein-Arginin-Methyl-

transferase-l, TNF-a: Tumornekrosefaktor-a.
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4 EIGENE UNTERSUCHUNGEN

4.1 MATERIAL UND METHODEN

4.1.1 STUDIENZIEL

Die vorliegenden Untersuchungen wurden im Rahmen der Studie ,Effekte einer Nahrstoff-
supplementierung auf ausgewahlte kardiovaskulare Risikoparameter* am Institut fir Lebens-

mittelwissenschaft und Okotrophologie, Leibniz Universitat Hannover, durchgefiihrt.

Ziel der Interventionsstudie war es, die Auswirkungen einer physiologisch dosierten Multi-
nahrstoffformulierung  mit  Vitaminen, Mineralstoffen, Omega(w)-3-Fettsduren sowie
sekundaren Pflanzenstoffen auf definierte Blutparameter bei Personen mit erhghtem Athero-
sklerose-Risiko zu untersuchen. Ein weiteres Ziel der Studie war es, Daten zum allgemeinen

Gesundheits- und Erndhrungsstatus dieser Personengruppe zu erheben.

Die Beurteilung der durch die Nahrstoffsupplementierung induzierten Effekte erfolgte anhand
von ausgewahlten laborchemischen Zielgro3en. Diese beinhaltete die Bestimmung von
verschiedenen funktionell-mechanistischen Markern hinsichtlich der fir das kardio-

vaskulare Risiko relevanten Bereiche

* endotheliale Dysfunktion / NO-Stoffwechsel,
» Lipidperoxidation und antioxidative Kapazitat sowie

. vaskulare Inflammation und Adhésion.

Des Weiteren sollte untersucht werden, welchen Einfluss die Nahrstoffgabe auf diverse

Basis- und Risikoparameter in Hinblick auf

» die Versorgung der verabreichten Vitamine und Spurenelemente sowie

*  das Lipidprofil und den Gerinnungsstatus (Hamostase)

ausubte®®. Um Einflisse genetischer, mit den Zielparametern assoziierter Determinanten zu
bestimmen, wurde zudem die Pravalenz ausgewé&hlter Polymorphismen, u. a. der des
C667T-MTHFR-Genotyps, miterfasst.

8 Die entsprechenden Teilergebnisse sind Gegenstand weiterer Dissertationen [KRESSEL 2009; HULSMANN 2009]
sowie von Diplom- bzw. Examensarbeiten [TRIEBEL 2004; MITTENDORF 2005].
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Dartber hinaus wurden anthropometrische Messgréf3en sowie Blutdruck- und Pulswerte
ermittelt und Daten zum allgemeinen Gesundheitszustand, Lebensstil (Ernahrungsgewohn-
heiten, Rauchverhalten, korperliche Aktivitat) sowie soziobkonomischen Status mit Hilfe von

Fragebdgen erhoben.

4.1.2 STUDIENDESIGN

Die Untersuchung wurde als monozentrische, randomisierte, placebo-kontrolliert e
Doppelblind-Studie (randomized controlled trial, RCT) Uber einen Interventionszeitraum von
sechs Monaten an klinisch gesunden Frauen und Mannern® durchgefiihrt. Die Uberpriifung
der Effektivitat der Nahrstoffgabe erfolgte als Parallel-Gruppenvergleich, d. h. die Teilnehmer
erhielten je nach Gruppenzugehérigkeit entweder die dem Prif- bzw. Verumpraparat
entsprechende Nahrstoffmischung (Verumgruppe) oder das Kontroll- bzw. Placebopraparat

(Placebogruppe)®.

Die Interventionsdauer wurde auf sechs Monate festgelegt, um einerseits eine aus-
reichende Zeitspanne zu gewahrleisten, in der sich durch die Nahrstoffsupplementierung
bedingte Veranderungen in Erythrozyten® als Untersuchungsmedium widerspiegeln, was in
der vorliegenden Arbeit flr die Analyse der erythrozytaren Folatgehalte und damit fur die
adaquate Beurteilung der langfristigen Folatversorgung von Relevanz war (vgl. Kap. 4.2.2.2).
Zum anderen sollte sichergestellt werden, dass ggf. durch die Studienteilnahme kurzfristig
ausgeloste Veranderungen der Erndhrungs- und/oder Lebensgewohnheiten wieder durch die
sonst alltdglichen Gewohnheiten der Probanden im Verlauf des langeren Interventionszeit-

raumes ersetzt wurden.

Zur Bestimmung der ZielgréfRen wurden zwei Messzeitpunkte festgesetzt: Die Basisunter-
suchung vor Beginn der Interventionsphase (TO) diente hierbei zur Erfassung des Ist-
Zustands in Hinblick auf das kardiovaskuldre Risikoprofil sowie den Ernahrungs- und allge-
meinen Gesundheitsstatus der Teilnehmer. Die Abschlussuntersuchung (T6) erfolgte nach
Interventionsende, um die Auswirkung der eingesetzten N&hrstoffkombination auf die ent-

sprechenden Zielparameter zu evaluieren.

%9 Falls nicht explizit ausgewiesen, wird in der vorliegenden Arbeit aus Griinden der besseren Lesbarkeit nur die
mannliche Form verwendet.

% 1n den nachfolgenden Ausfuihrungen wird zwischen den Begriffen ,Subgruppe” (Verum- und Placebogruppe)
und ,Subkollektiv* (z. B. Raucher/Nichtraucher) differenziert.

* durchschnittliche Lebensdauer: 120 Tage [PscHYREMBEL 2002, S. 489]
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Um vergleichbare Vorbedingungen im Studienkollektiv zu schaffen und gleichzeitig sicher zu
stellen, dass Anderungen der zu untersuchenden Blutparameter auf das Nahrstoffpraparat
zurickgefuhrt werden konnten, wurden die Probanden angewiesen, mindestens acht
Wochen vor Interventionsbeginn samtliche Vitamin- und Mineralstoffpraparate, Fischol-
kapseln sowie Multivitaminséafte und mit Vitaminen angereicherte Getranke und Lebensmittel
abzusetzen (Depletionsphase ) und wahrend des gesamten Interventionszeitraumes darauf
zu verzichten. Des Weiteren wurden die Teilnehmer zur Beibehaltung ihrer sonst Ublichen

Ernahrungs- und Lebensgewohnheiten angehalten.

Sowohl die Verblindung der Studienpréparate als auch die per Losverfahren durchgefiihrte
Zuordnung der Probanden zur Verum- und Placebogruppe (Randomisierung ) wurden vor
Beginn der Intervention durch an der Studie nicht beteiligte Dritte vorgenommen. Die
Decodierung der Gruppenzugehorigkeit erfolgte nach Beendigung der Intervention sowie

doppelter Kontrolle aller in die Datenbank eingebenen Studiendaten durch die Prifer.

Bei der Studie handelte es sich um eine ernahrungsphysiologische Untersuchung , die in
Ubereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki und in Anlehnung an die Standards zur
Durchfuihrung klinischer Prifungen nach Good Clinical Practice (GCP) konzipiert und durch-
gefuhrt wurde. Letztere entsprechen den fiir Arzneimittel rechtsverbindlichen Anforderungen
der ,Guten Klinischen Praxis”, die u. a. eine Genehmigung des Prifplans einschlielilich der
Berechnung der fur die Fragestellung erforderlichen Fallzahl durch eine unabhangige Ethik-
kommission vorsehen®. Die Begutachtung erfolgte durch die Ethikkommission der Medizin-
ischen Hochschule Hannover (MHH), die in der Sitzung vom 08. Juli 2003 ihre Zustimmung

zur Durchfiihrung der Studie erteilt hat.

4.1.3 STUDIENABLAUF

Nachdem ein positives Votum der Ethikkommission vorlag, wurde Ende Juli/Anfang August
2003 mit der Rekrutierung der Studienteilnehmer begonnen. Die Uberpriifung der Teil-
nahmekriterien erfolgte durch ein umfangreiches Screening der Studieninteressenten, das
unter Kap. 4.1.4 detailliert erdrtert wird. Fir geeignet befundene Personen wurden in das
Studienkollektiv eingeschlossen und der Verum- bzw. Placebogruppe zugeteilt (Rando-
misierung ). Die Einladung zur weiteren Teilnahme an der Studie (Studienzusage) erfolgte

vor Beginn der Depletionsphase Anfang September 2003, mit der die Probanden zum

¥ Das zugrundeliegende Anforderungsprofil basiert auf den harmonisierten ICH-Leitlinien fiir die EU, Japan und
die USA (CPMP/ICH/135/95), die den aktuellen internationalen Kenntnisstand zur ethischen, wissenschattlichen,
biometrischen und technischen Qualitét klinischer Prifungen und damit die Glaubwirdigkeit der erhobenen und

ausgewerteten Daten sicherstellt [ScHwARz 2000, S. 171].
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sofortigen Verzicht auf entsprechende N&hrstoffpraparate sowie vitaminisierte Lebensmittel

und Getranke (vgl. Kap. 4.1.2) bis zum Ende der Intervention angehalten wurden.

Im Anschluss an die Depletionsphase, in der Zeit vom 03.-13. November 2003, fand die
Basisuntersuchung TO  statt, zu der die Studienteilnehmer frilh morgens nichtern
(Nahrungskarenz: mind. zehn moglichst jedoch zwolf Stunden) in das Institut flr Lebens-
mittelwissenschaft und Okotrophologie gebeten wurden. Nach Aufklarung tiber den weiteren
Ablauf der Studie erfolgte zunachst die Erfassung der KorpergroRe, des Kdrpergewichts und
des Taillenumfangs durch Mitarbeiter des Instituts sowie die Enthnahme der Nlchternblut-
proben durch eine approbierte Arztin. AnschlieRend wurde die Messung von Blutdruck und
Puls durchgefuihrt und mittels eines Fragebogens (Probandendokumentationsbogen CRF
TO) weitere Daten ermittelt, die zur Charakterisierung des Studienkollektivs dienten. Hierbei
handelte es sich insbesondere um Fragen zum derzeitigen Gesundheitszustand, zum
Ernahrungsverhalten (im CRF TO integrierter Food-Frequency-Fragebogen, vgl. Kap.
4.1.5.3) sowie um Fragen soziookonomischer Art. Darlber hinaus wurde die bereits im
Rahmen des Screenings erhobene Medikamenteneinnahme aktualisiert. Nach Beendigung
der Untersuchungen wurden die fur die Gesamtdauer der Intervention vorbereiteten Studien-
praparate ausgehandigt, denen eine Anleitung zur korrekten Einnahme sowie ein Studien-

kalender zur Dokumentation vergessener Einnahmen beigefligt waren.

Die sechsmonatige Interventionsphase endete mit der Abschlussuntersuchung T6 , die
vom 03.-12. Mai 2004 durchgefuhrt wurde und deren Ablauf im Wesentlichen dem Schema
der Basisuntersuchung entsprach. Zur Uberpriifung der Compliance® wurden die Teilnehmer
gebeten, die nach der Intervention ubriggebliebenen Préparate zusammen mit dem zur
Basisuntersuchung ausgehandigten Studienkalender zuriickzugeben. Alle wahrend der
Interventionsphase beobachteten subjektiv wahrgenommenen Veré&nderungen (u. a. Haufig-
keit von grippalen Infekten, allgemeines Wohlbefinden) wie auch Probleme bei der Einnahme
der Studienpraparate wurden am Untersuchungstag selbst mit Hilfe eines Abschlussfrage-
bogens (CRF T6) erhoben.

Abb. 8 gibt eine Ubersicht tiber den zeitlichen Ablauf sowie die in der Studie eingesetzten

Erhebungsinstrumente.

% Von einer regelmafigen Einnahme wurde ausgegangen, wenn die Anzahl vergessener Einnahmen, gemessen
an der Gesamtdauer der Interventionsphase, nicht mehr als 10 % betrug.
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Telefon-Checkliste
CRF Screening @

Studienzusage Basisunter- Abschluss-
Studienaufruf Randomisierung suchung TO suchung T6
Rekrutierung Depletions- Interventions-
Screening phase phase
Aug 03 Sep 03 Nov 03 Mai 04
Kein Verzehr von Vitamin- und Mineralstoffsupplementen,
Fischdlkapseln, Multivitaminsaften sowie

vitaminisierten Getranken und Lebensmitteln

Abb. 8: Zeitlicher Ablauf der Studie

4.1.4 GEWINNUNG, SCREENING UND AUSWAHL DER PROBANDEN

4.1.4.1 Rekrutierung und Vorauswabhl

Um ein ausreichend grol3es Kollektiv flr die Studienteilnahme gewinnen zu kodnnen
(Rekrutierungsziel n=150), wurden mehrfach Pressemitteilungen in lokalen Tages- und
Werbezeitungen veroéffentlicht sowie ein Aufruf Uber einen in Hannover ansassigen Radio-
sender getéatigt. Interessenten, die hierauf telefonisch mit dem Institut in Kontakt getreten
sind, wurden zunéchst Uber die Inhalte und den Ablauf sowie die Teilnahmebedingungen der
Studie informiert. Dieser Erstkontakt diente ferner dazu, bereits eine grobe Vorauswahl
potenziell geeigneter Probanden anhand einer Telefon-Checkliste zu treffen. Entsprechend
geeignete Interessenten wurden in eine Datenbank aufgenommen und erhielten einen
Screening-Fragebogen (CRF Screening) zur schriftlichen Uberpriifung der nachfolgend fiir
die Studienteilnahme naher erérterten Ein- und Auschlusskriterien (Kap. 4.1.4.2). Des
Weiteren wurde diesem Schreiben eine Probandeninformation sowie eine Einwilligungs- und
Datenschutzerklarung beigefugt, mit der sich die potenziellen Kandidaten in schriftlicher

Form mit den Studienbedingungen einschliel3lich der Blutabnahmen einverstanden erklarten.
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4.1.4.2 Kriterien zur Studienteilnahme

Die Zielsetzung der Studie sah voraus, Kklinisch gesunde Ménner und Frauen zu rekrutieren,

die das 40. Lebensjahr vollendet hatten und ein erhdhtes kardiovaskulares Risiko aufzeigten.
Die Studieninteressenten wurden daher zunachst auf ihre Eignung hinsichtlich des
Vorhandenseins von Risikofaktoren tberpruft, die — ausgehend von den Ergebnissen grof3
angelegter prospektiver Kohortenstudien (Framingham-Study [WILSON et al. 1998],
PROCAM-Study [ASSMANN et al. 2002]) — mit einem erhohten Atherosklerose-Risiko
assoziiert sind. Hierzu z&hlten im Einzelnen folgende, durch den Prifplan festgelegte Ein-

schlusskriterien

»  Bekannte Hyper-/Dyslipiddmien (Hypercholesterolamien, Hypertriglyceridamien)
* Arterielle Hypertonie

*  Typ-2-Diabetes

*  Positive Familienanamnese

«  BMI = 30 in Verbindung mit einem anderen Risikofaktor wie z. B. Rauchen

Um dabei einen mdglichst reprasentativen Querschnitt von Personen mit entsprechender
Disposition zu erhalten, wurde unter Berlcksichtigung des Mindestalters und der schriftlichen

Einwilligung der Interessenten die Erfillung von mindestens zwei _ der zuvor genannten

Kriterien als Voraussetzung fir die Studienteilnahm e definiert. In Abgrenzung zu den fir
die Aufnahme in die statistische Datenanalyse geltenden Kriterien (vgl. Kap. 4.1.4.3), wurden
hierbei die in Tab. A3, Anhang B, aufgefiihrten Bedingungen* zugrunde gelegt. Wie hieraus
ersichtlich wird, war im Fall des Kriteriums ,Hyper-/Dyslipoproteinamie® eine Zuordnung bei
Nichteinnahme von Lipidsenkern nur anhand der subjektiven Angaben der Interessenten
bzw. eines entsprechenden Laborbefunds mdglich. Aus diesem Grund wurden hier im Sinne
eines ,Sicherheitszuschlags® hohere Gesamtcholesterol(TC)- und LDL-Konzentrationen
veranschlagt, als die in der klinischen Praxis allgemein tblichen Grenzwerte*. Durch diese
Vorgehensweise sollte insbesondere Unsicherheiten entgegengewirkt werden, die bei der

Beurteilung von Einzelmesswerten bestehen (z. B. hohe TC-Serumkonzentrationen aufgrund

* Die Hauptgrundlage fir die Definition der Eignungskriterien einschlieRlich der zugehdrigen Grenzwerte bildeten
die aus den Daten der Framingham- und PROCAM-Studie erstellten Risikovariablen [WiLsoN et al. 1998;
AsSMANN et al. 2002] der zur Abschétzung des prospektiven KHK-Risikos (Myokardinfarkt, KHK-Mortalitéat
innerhalb der nachsten zehn Jahre) entwickelten Algorithmen [http://www.nhlbi.nih.gov/about/framingham/;
http://www.chd-taskforce.com].

% Als praventiv erstrebenswert gelten demnach bereits Gesamtcholesterol- und LDL-Konzentrationen von

<200 mg/dI (5,2 mmol/l) und <135 mg/dl (<3,5 mmol/l) [INTERNATIONAL TASK FORCE FOR PREVENTION OF CORONARY
HEART DISEASE 1998] bzw. weitaus niedrigere LDL-Grenzwerte (<100 mg/dl [<2,6 mmol/l]), wie sie in den
international anerkannten Leitlinien des National Cholesterol Education Program (NCEP) fiir Personen mit einem
.moderat erhdhten Risiko" empfohlen werden [GRUNDY et al. 2004].
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von hohen HDL-Werten bei Frauen), wobei unstimmige oder unvollstdndige Angaben durch

telefonische Rucksprache mit den Interessenten zusétzlich auf Plausibilitat geprift wurden.

Unabhangig von der Eignung eines Interessenten in Bezug auf die zuvor dargestellten
Eignungskriterien, war eine Studienteilnahme nur dann mdoglich, wenn das Vorliegen einer
bereits klinisch manifesten Atherosklerose ausgeschlossen werden konnte. DemgemaR

fuhrten folgende Kriterien zum Ausschluss des Interessenten an der Teilnahme:

» Diagnostizierte akute Koronarsyndrome (Angina pectoris, Myokardinfarkt), Herz-
insuffizienz, medikamentds behandelte Arrhythmien sowie sonstige Erkrankungen des
Herzens (Herzfehler, Myokarditis etc.)

»  Jeglicher Zustand nach einem operativen Eingriff am Herzen (Bypass-OP, PCTA)
e Zustand nach Apoplex
*  Bekannte Verschlusskrankheiten der peripheren Arterien (pAVK)

» Diagnostizierte Niereninsuffizienz

Mit dem Ziel, eine normale Absorption der verabreichten N&ahrstoffkombination zu gewahr-
leisten und ein ansonsten gesundes und mdglichst homogenes Kollektiv zu rekrutieren,

wurden folgende Zusténde als weitere Ausschlusskriterien definiert:

. Chronische Erkrankungen des Gastrointestinaltrakts (Morbus Crohn, Colitis ulcerosa,
Zdliakie) sowie Zustand nach operativen Eingriffen am Gastrointestinaltrakt

* Regelmalige Einnahme von Laxanzien
*  Verwendung von Antikonvulsiva
*  Bekannte Allergie oder Unvertraglichkeit gegen Fisch

» Diagnostizierte Gerinnungsstérung und/oder Einnahme gerinnungshemmender
Medikamente (Ausnahme: Acetylsalicylsaure)

*  Typ-1-Diabetes
»  Tumorerkrankungen innerhalb der letzten funf Jahre

»  Ausgepragter Leberschaden oder andere schwerwiegende internistische
Erkrankungen, insbesondere Malignome

» Alkohol-, Drogenabhangigkeit und/oder Medikamentenabhangigkeit

»  Schwangerschaft oder Stillzeit
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Des Weiteren wurde bei Interessenten von einer Aufnahme in das Kollektiv abgesehen, falls
sie gleichzeitig bzw. innerhalb der vergangenen 30 Tage an einer anderen klinischen Studie
teilnahmen. Gleiches traf bei Verweigerung bzw. Ricknahme der Einwilligung durch den

Probanden zu.

4.1.4.3 Kriterien zur Aufnahme in die statistische Datenanalyse

Im Unterschied zu den fir die Studienteilnahme definierten Einschlusskriterien, die auf den
z. T. subjektiven Angaben der Studieninteressenten im Screening-Fragebogen basierten,
sollten fur die Aufnahme der Probanden in die nachfolgende statistische Auswertung besser
zu objektivierende Kriterien hinsichtlich der Pravalenz eines erhdhten kardiovaskularen
Risikos zugrunde gelegt werden. Daher wurden zu den bereits im Screening Uberpriften,
Lharten Eignungskriterien (manifester Typ-2-Diabetes, familiare Disposition, Rauchen sowie
die mit dem kardiovaskularen Risiko assoziierte und fur TO gultige Medikation) zusatzlich zur
Basisuntersuchung erhobene Daten (laborchemische Basisparameter, Blutdruckwerte,

anthropometrische Grof3en) fiir eine entsprechende Beurteilung herangezogen.

Die sich hieraus auf Basis von Empfehlungen anerkannter internationaler Fachgremien
ableitenden Eignungskriterien sind in Tab. 5 dargestellt. Wie das Beispiel des Risikofaktors
»Typ-2-Diabetes” verdeutlicht, wurden durch diese Vorgehensweise sowohl Probanden
erfasst, die aufgrund einer arztlichen Diagnose bzw. medikamentdsen Therapie in die Studie
aufgenommen wurden, als auch solche, die - unabhéngig von den fir das Screening
geltenden Kriterien - aufgrund pathologisch erhéhter Nuchternglucosewerte zu TO als
Diabetiker identifiziert werden konnten. Um auch hier von der mafl3gebenden Grundvoraus-
setzung eines erhohten Kkardiovaskularen Risikos ausgehen zu kodnnen, wurde das

Vorhandensein von mindestens zwei der sechs nach diesem Beurteilungsschema

ermittelten kardiovaskuléaren Risikofaktoren als Bedingung fir d ie Aufnahme in die
statistische Datenanalyse definiert. Probanden, die diese Voraussetzung nicht erfillten,
wurden durch ein nachtragliches Ausschlussverfahren ermittelt (vgl. Kap. 4.2.1.1) und von

den Auswertungen im Rahmen des Ergebnisteils ausgenommen.
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Tab. 5: Fir die Aufnahme in die statistische Datenanalyse relevante und die Pravalenz kardiovasku-
larer Risikofaktoren zugrunde gelegte Kriterien

Einschlusskriterien [/
Risikofaktoren

Beurteilungskriterien

Hyper-/Dyslipo-

proteindmie

Arterielle Hypertonie

Typ-2-Diabetes

Familiare Disposition

(Viszerale) Adipositas

Rauchen

atherogener Index (TC_TO/HDL_TO) >5,0%
und/oder Triglyceride (TG_TO) 1,7-4,5 mmol/l (150-400 mg/dl)b
und/oder hypolipiddmische Medikation

Blutdruck: systolisch (SBD_TO0) =140 mmHg und/oder
diastolisch (DBD_T0) =90 mmHg®
und/oder antihypertensive Medikation

arztliche Diagnose zum Zeitpunkt des Screenings
und/oder Nichternglucose (Glucose_TO0) =7,0 mmol/l (126 mg/dl)d
und/oder antiglykédmische Medikation

Myokardinfarkt, Schlaganfall oder pAVK im 1. Verwandt-
schaftsgrad vor Erreichen des 60. Lebensjahres®

BMI_TO =30 kg/m?*

und TU_TO: w: =280 cm
m: 294 cm®?

regelméRiger Zigaretten-, Zigarillo- und/oder Pfeifenkonsum
oder Aufgabe des Rauchens innerhalb der letzten 12 Monate”

& aussagekraftigster Pradiktor des KHK-Risikos in Bezug auf das pro- bzw. antiatherogene Potenzial der
LDL- bzw. HDL-Fraktion [CASTELLI et al. 1992; KEIL et al. 2001, S. 630; INTERNATIONAL TASK FORCE FOR
PREVENTION OF CORONARY HEART DISEASE 1998]

® nach den Kriterien der INTERNATIONAL TASK FORCE FOR PREVENTION OF CORONARY HEART DISEASE [1998],
wonach Triglyceridwerte >4,5 mmol/l mit dem Vorhandensein gréRerer, jedoch weniger atherogener

Lipoproteinpartikel assoziiert sind

“nach den Leitlinien der WHO/ISH [1999], den Empfehlungen des US-amerikanischen Joint-National Comitee
[CHoBANIAN et al. 2003] sowie den europaischen Gesellschaften fur Hypertonie (ESH) und Kardiologie (ESC)

[CiIFkovA et al. 2003]

d eigenstandiges Diabetes-Diagnosekriterium nach WHO [1999], ADA [2005] und den evidenzbasierten
Leitlinien der DDG [KERNER et al. 2004] unter Voraussetzung einer 8-stiindigen Nahrungskarenz

¢ im PROCAM-Risk-Score beriicksichtigte Variable (vgl. Kap. 4.1.4.2 sowie Tab. A3, Anhang B)
"9 Grenzwerte nach WHO-Klassifikation [2000, S. 9ff], die mit einem jeweils erhdhten Komorbiditatsrisiko

assoziiert sind®

"im Framingham-Risk-Score berlicksichtigte Variable (vgl. Kap. 4.1.4.2 sowie Tab. A3, Anhang B)

% zur Begriindung beider Kriterien vgl. auch Kap. 4.1.5.1.
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4.1.5 INSTRUMENTE UND MARNAHMEN IM RAHMEN DER UNTERSUCHUNGS- UND
INTERVENTIONSPHASE

4.1.5.1 Erhebung anthropometrischer Daten, Blutdruc ~ kmessung

Die Bestimmung der anthropometrischen Daten erfolgte im Rahmen der Basis- und
Abschlussuntersuchung und wurde zu beiden Zeitpunkten ausschlie3lich durch eine damit
beauftragte Person durchgefiihrt. Zur Ermittlung des Korpergewichts  wurden die
Probanden im leicht bekleideten Zustand, jedoch ohne Schuhe, auf einer geeichten Waage
gewogen. Die KorpergréRe wurde abermals ohne Schuhe mit Hilfe einer Messlatte in
aufrecht stehender Haltung gemessen. Anhand beider Parameter wurde der Body Mass
Index (BMI [kg/m?]) berechnet.

Da die BMI-Gewichtsklassifizierung mit dem Nachteil behaftet ist, Personen mit erhdhter
Muskelmasse falsch-positiv als Ubergewichtig einzustufen [WIRTH 2000, S. 7], wurde der
Taillenumfang (TU) als weitere anthropometrische Grol3e erfasst. Dieser gilt als einfaches
MalR zur Beurteilung des Fettverteilungsmusters (speziell androider, viszeraler Fett-
akkumulation), das eine engere Korrelation mit dem intraabdominalen Fettdepot und dem
adipositas-assoziierten kardiovaskularen Risiko zeigt, als der in der Vergangenheit allgemein
verwendete Waist-to-Hip-Ratio [WIRTH 2000, S. 9f; HAUNER 2004, S. 246]. Die Umfangs-
messung selbst wurde am aufrecht stehenden Probanden in der Mitte zwischen oberem
Beckenkamm und unterem Rippenbogen bei abgespreizten Armen und leichter Expiration

am freien Oberkorper durchgefiihrt.

Pro Proband und Untersuchungstag wurde eine dreimalige Messung der Blutdruckwerte

durch ein geeichtes digitales Messgerat (TENSOVAL Comfort, Fa. Paul Hartmann AG,
Heidenheim) vorgenommen. Die Messungen erfolgten in entspannter Sitzposition mit einer
an den Oberarmumfang angepassten Manschette auf Herzhthe des linken Oberarms.
Zwischen den Wiederholungsmessungen wurde eine Ruhephase von je drei Minuten bei
entlasteter Druckmanschette eingehalten, wodurch Verfalschungen der Messwerte durch
Ischdamie und Anpassung der GefalRweite auf den vom Gerat ausgetbten Aufpumpdruck
weitgehend ausgeschlossen werden sollten. Um groRReren, durch die Aufregung der Studien-
teilnehmer hervorgerufenen Blutdruckschwankungen entgegenzuwirken, wurden die
Messungen nach Entnahme der Blutproben durchgefiihrt und der jeweils erste Messwert zur

Berechnung der mittleren Blutdruckwerte verworfen.
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4.1.5.2 Probengewinnung, -aufbereitung und -analyti  k

Fur die Bestimmung der laborchemischen Parameter wurde an beiden Untersuchungstagen
eine Gesamtmenge von jeweils ca. 45 ml Nichternblut (inkl. Rickstellproben) entnommen.
Die Blutabnahmen erfolgten durch eine approbierte Arztin am liegenden, leicht aufrecht
gelagerten Probanden. Zur Gewinnung der Blutproben wurden geschlossene Entnahme-
systeme aus S-Monovetten® und Multifly-Kantlen® (O 0,8 bzw. 0,9 mm) eingesetzt, die vom
Hersteller (Fa. Sarstedt, Numbrecht) speziell fur die Anwendung bei schlechten Venen-

verhaltnissen empfohlen werden.

Unmittelbar nach der Entnahme wurden die mit Blut beflliten Monovetten vorsichtig gekippt
und in einem lichtundurchlassigen und mit Eis befillten Isolierbehdlter in das institutseigene
Labor gebracht, wo sie fiir die extern durchgefuhrten Analysen praanalytisch aufbereitet

wurden. Fir die Gewinnung von Serum (S) wurde das in die entsprechenden Monovetten
(Zusatz: Gerinnungsaktivator) entnommene Vollblut nach einer 20-30 mindtigen Gerinnungs-
zeit fir 10 min zentrifugiert (2000 x g, 19C). Der gewonnene Uberstand wurde in Eppendorf-
GefaRe Uberfihrt und fur die Bestimmung von Serum-Folat (S-Folat), Cobalamin (Cbl),
oxidiertem LDL (oxLDL), a-Tocopherol (AT) sowie diversen Basisparametern (vgl. Tab. 6)
aliquotiert. Die fur die Analyse von oxLDL*" bestimmten Probengefalle wurden unmittelbar
vor dem VerschlieRen zusétzlich mit Stickstoff abgeblasen, um einer Oxidation durch Luft-

sauerstoff vorzubeugen.

Das zur Gewinnung von Plasma (P) in K-EDTA-Monovetten entnommene Blut wurde eben-
falls durch Zentrifugation (10 min, 2000 x g, 19C) aufbereitet und fir die Aminosaure-
Analytik (ADMA, SDMA, L-Arginin), die Bestimmung von Homocystein (tHcy) und Pyridoxal-
phosphat (PLP) sowie der antioxidativen Kapazitat (TEAC) eingesetzt. Um verfahrens-
bedingte, d. h. durch unterschiedliche Stehzeiten fortgeschrittene erythrozytare Abbau-
prozesse als mogliche Fehlerquelle bei der Quantifizierung der Dimethylarginine weitgehend
ausschlieBen zu kdnnen, wurden die hierflir vorgesehenen Proben in konstanten Zeit-
intervallen (standardisiert auf jeweils 10 min nach der Blutenthahme) zu Plasma aufbereitet.
Blutproben, die fur die Bestimmung von Homocystein vorgesehen waren, wurden bis zur
Aufbereitung kontinuierlich auf Eis gelagert, um einen Konzentrationsanstieg (10-20% bei
nicht ausreichend gekihlten Proben [UELAND uU. REFsuM 1989]) durch erythrozytare

Synthese mdglichst gering zu halten.

" Die Bestimmung von oxLDL wurde aus organisatorischen Griinden an einer kleineren Gesamtstichprobe
(n=102, nachfolgend als ,Teilstichprobe* bezeichnet) durchgefiihrt.
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Dem fur die Analyse von Erythrozyten-Folat (E-Folat) benétigten EDTA-Vollblut (V) wurde
ein Aliquot (300 pl) zur Extraktion von Erythrozyten-DNA  entnommen, das bis zur Her-
stellung einer stabilen, bei Raumtemperatur lagerfahigen Zell-Lysat-L6sung institutsintern
aufbereitet wurde (GenomicPrep Blood DNA Isolation Kit, Nr. 27-5236-01, Fa. Amersham
Biosciences, Freiberg). Hierzu wurden die Proben zun&chst fir 10 min mit 900 pul RBC Lyse-
Reagenz versetzt, zentrifugiert und der nach Entnahme des Uberstands verbleibende weiRe
Zellniederschlag mit 10-20 ul Restiberstand erneut in Losung gebracht. Mittels Zusatz von
300 ul Zell-Lyse-Reagenz wurde anschlieRend das stabile Zell-Lysat gewonnen, aus dem in
weiteren, extern durchgefihrten Verarbeitungsschritten die zur molekulargenetischen
Analyse des C677T-MTHFR-Polymorphismus erforderliche DNA extrahiert wurde (vgl.
Anhang C).

Nach der praanalytischen Aufbereitung wurden alle Probengefal3e zunachst kihl (+4C) und
dunkel zwischengelagert. Proben, die durch das vor Ort ansassige Institut fir Klinische
Chemie, Medizinische Hochschule Hannover, analysiert wurden, wurden noch am Tag der
Entnahme im gekihlten Zustand weitergeleitet. Mit Ausnahme der fir die DNA-Isolation
stabilisierten Zell-Lysat-Proben (Lagerung und Transport bei +8 C) wurden alle weiteren
Proben bis zu ihrer Bestimmung durch auswartige Labore bei -70TC tiefgefroren und auf
Trockeneis durch einen Laborkurierdienst versandt. Zugleich wurden Riickstellproben bei

-70C eingefroren.

Eine Ubersicht der in der Arbeit beriicksichtigten UntersuchungsgroRen und zugehérigen
Analysemethoden gibt Tab. 6. Details zu den verwendeten Analysemethoden, bei denen es
sich um etablierte, validierte Standardverfahren — gréf3tenteils unter Verwendung klinisch-
chemischer Analysegerate und kommerziell erhaltlicher In-vitro-Diagnostika — sind in Anhang

C aufgefiihrt.
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Tab. 6: Probenmaterial, Labor und angewendetes Analyseverfahren der in der vorliegenden Arbeit
berucksichtigten laborchemischen Parameter

Parameter Probe Labor Analysemethode

Aminosauren

Dimethylarginine (ADMA, SDMA) P MLHB* HPLC-ESI-MS/MS

L-Arginin (L-Arg) P MLHB  HPLC-ESI-MS/MS

B-Vitaminstatus

Homocystein (tHcy) P MHH" Fluoreszenzpolarisations-Immunoassay;
AxSYM® Homocystein, Abbott Laboratories,
Wiesbaden

Serum-/Erythrozyten-Folat SIV MHH Elektrochemilumineszenz-Immunoassay;

(S-/E-Folat) Folate Elecsys®-Test, Roche Diagnostics,
Mannheim

Cobalamin (Cbl, Vitamin B1,) S MHH Elektrochemilumineszenz-Immunoassay;
Vitamin B3, Elecsys®-Test, Roche Diagnostics,
Mannheim

Pyridoxalphosphat P MHH RP-HPLC, Fluoreszenz-Detektion

(PLP, Vitamin Bg)

Oxidationsmarker/Antioxidanzienstatus

Oxidiertes LDL (oxLDL) S MLHB  Kompetitiver ELISA; Mercodia Oxidized LDL
Competitive ELISA, Mercodia AB, Uppsala

Antioxidative Kapazitéat P BFEL® Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC)
a-Tocopherol (AT, Vitamin E) S MLHB  RP-HPLC, UV-VIS-Detektion
Begleit-/Basisparameter
Creatinin S MHH Enzym. Farbtest (Sarcosin-Test);
CREA plus, Roche Diagnostics, Mannheim
Harnsaure S MHH Enzym. Farbtest;
UA plus, Roche Diagnostics, Mannheim)
Cholesterol, gesamt (TC) S MHH Enzym. Farbtest (CHOD-PAP);
CHOL, Roche Diagnostics, Mannheim
HDL-Cholesterol (HDL) S MHH Enzym. Farbtest nach Immunoinhibition;
HDL-C L-Type, Wako Chemicals, Neuss
LDL-Cholesterol (LDL) S MHH Enzym Farbtest nach selektiver Maskierung;
LDL-C L-Type, Wako Chemicals, Neuss
Triglyceride (TG) S MHH Enzym. Farbtest (GPO-PAP);
TG, Roche Diagnostics, Mannheim
Glucose S MHH Enzym. Farbtest (Hexokinase-Test);
Gluco-quant®, Roche Diagnostics, Mannheim
5,10-Methylen-Tetrahydrofolat- \% BFEL RFLP-PCR, Endonuclease Hinf | Digestion

Reduktase-Polymorphismus
(C677T-MTHFR)

 Medizinisches Labor Bremen, Kooperationspartner: Prof. Dr. W.N. Kiihn-Velten

® Medizinische Hochschule Hannover, Institut fiir Klinische Chemie,
Kooperationspartner: Prof. Dr. R. Lichtinghagen

¢ Bundesforschungsanstalt fir Erndhrung und Landwirtschaft, Institut fiir Erndhrungsphysiologie,
Kooperationspartner: Dr. A. Bub
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Die Analyseergebnisse® wurden gemaR den ICH-Leitlinien zur ,Guten Klinischen Praxis"
(CPMP/ICH/135/95) sowie den in der ,Richtlinie der Bundesarztekammer zur Qualitats-
sicherung quantitativer laboratoriumsmedizinischer Untersuchungen® [RiLIBAK 2001; 2003]
festgelegten Verfahrenskontrollen durch die kooperierenden Labore unterzogen. Diese
sehen die laborinterne Uberpriifung qualititsspezifischer Zuverlassigkeitskriterien (Prazision,
Richtigkeit, analytische Sensitivitat [Nachweisgrenze], Spezifitat) anhand von Kontrollproben-

systemen vor, welche fur die hier erhobenen Analyte mit Erfolg durchgefiihrt wurden.

Fur die in der Routinediagnostik verwendeten Analyseverfahren wurden darUber hinaus
externe Qualitatskontrollen im Rahmen von Ringversuchen durchgefiihrt. Letztere dienen zur
Uberprifung der Ergebnisqualitat unter Beteiligung sog. Referenz- und Sollwertlaboratorien,
die Zielwerte zur sachgemafRen Durchflihrung von Ringversuchen erarbeiten und sich durch
besondere Kompetenzen im Bereich der Qualitatssicherung und Methodenprifung aus-
zeichnen. Unter den an der Studie beteiligten Laboren wurden diese besonderen Voraus-
setzungen durch das Medizinische Labor Bremen (MLHB, akkreditiertes Priflabor nach DIN
EN I1SO 15189) und das Institut fur Klinische Chemie, Medizinische Hochschule Hannover,
erfillt (ausgewiesene Referenz- und Sollwertlaboratorien gemaR RiLIBAK 2001; 2003).

4.1.5.3 Erhebung des Ernahrungsverhaltens

Um Aufschluss Uber die allgemeinen Ern&hrungsgewohnheiten des Kollektivs zu erhalten,
wurde vor Beginn der Intervention eine Befragung zum Verzehr ausgewahlter Lebens-
mittelgruppen mit Hilfe eines validierten Food-Frequency-Fragebogens (FFQ) durchgefinhrt.
Primares Ziel dieser Erhebung war es, eine qualitative Beurteilung des Erndhrungs-
verhaltens anhand von Erndhrungsmustern vornehmen zu kdénnen, wobei die Risiko-
charakteristik des Studienkollektivs spezielle Bertucksichtigung finden sollte. Des Weiteren
war es Ziel zu eruieren, ob vor Untersuchungsbeginn unterschiedliche Verzehrsgewohn-
heiten in der Verum- und Placebogruppe bestanden haben, die ggf. zur Erklarung bei
eventuell zu beobachtenden Unterschieden bezilglich der initialen Nahrstoffversorgung

beider Subgruppen herangezogen werden konnten.

% Mit Ausnahme von oxLDL erfolgen alle in der Arbeit verwendeten Konzentrationsangaben in der Stoffmengen-
konzentration (SI-Einheit). Zur Vergleichbarkeit mit Daten aus anderen Studien/Publikationen wurden die
jeweiligen Angaben ebenfalls in die Stoffmengenkonzentration unter Verwendung der in Anhang D dargestellten
Faktoren umgerechnet. Zur Verwendung der Einheit U/l in Zusammenhang mit der oxLDL-Bestimmung vgl. die
Ausfuihrungen zur Methodenbeschreibung unter Anhang C.
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Der eingesetzte FFQ wurde von WINKLER U. DORING [1995] mit dem Ziel entwickelt und
validiert®, eine in Hinblick auf kardiovaskulare Erkrankungen giinstige bzw. unginstige
Ernahrungsweise auf Basis eines Punktindex (,Ernahrungsmusterindex”) abzubilden. Hierbei

werden folgende Erndhrungsmuster-Kategorien  unterschieden:

*  optimales ,gunstiges” Erndhrungsmuster
e mittleres ,normales" Erndhrungsmuster

» abweichendes ,unglnstiges" Ernahrungsmuster

Der an die Probanden ausgehandigte und geringfiigig modifizierte®® FFQ (vgl. Abb. A2,
Anhang A) beinhaltete 19 Lebensmittelgruppen, deren Verzehrshaufigkeit fir die ab dem
Zeitpunkt TO zurlckliegenden zwolf Monate mit Hilfe einer sechsstufigen Haufigkeitsskala

retrospektiv erfasst wurde.

Zur Bildung des Erndhrungsmusterindex , wurden die Verzehrshaufigkeiten von 15 der
insgesamt 19 abgefragten Lebensmittelgruppen anhand einer dreistufigen Punkteskala
(0-2 Punkte) bewertet. Die Zuordnung von Punktwerten erfolgte gemalR des in Tab. A4,
Anhang B, dargestellten Bewertungsschemas, wobei Punktwerte vorrangig fir solche
Lebensmittelgruppen vergeben wurden, die gemafl den allgemein anerkannten Em-
pfehlungen zur Atherosklerose-Préavention eindeutig ,positiv‘ oder ,negativ* beurteilt werden
kdnnen*. So wurde z. B. ein taglicher Verzehr der Gruppe ,Gemise (roh) oder Salat* mit
zwei Punkten (= optimale, ,glnstige* Verzehrshaufigkeit) bewertet, ein Verzehr von 2-3 mal
wochentlich erhielt einen Punkt (= mittlere, ,normale* Verzehrshaufigkeit), wahrend alle
anderen Haufigkeits-Kategorien mit null Punkten (= abweichende, ,ungiinstige* Verzehrs-
haufigkeit) in den Index einberechnet wurden. Die endgultige Zuordnung eines Probanden zu
einer der drei Ernahrungsmuster-Kategorien erfolgte durch die abschlielende Summation
aller der fur die insgesamt 15 Lebensmittelgruppen nach dieser Verfahrensweise zu

vergebenen Punktwerte.

¥ Die Validierung erfolgte im Rahmen der MONICA-Studie Augsburg durch den Vergleich mit detaillierten
7-Tage-Erndhrungsprotokollen als Referenzmethode [WINKLER U. DORING 1995; 1998].

“0 Die Anzahl der erhobenen Lebensmittelgruppen wurde fir weiterfiihrende Analysen von 15 auf insgesamt 19
Gruppen erweitert, wobei die zusatzlichen Items nicht in den Punktindex einberechnet wurden.

“1 Das von WINKLER U. DORING [1995] entwickelte Bewertungsschema orientiert sich hierbei im Wesentlichen an
den DGE-Verzehrsempfehlungen, die im Rahmen der Priméarprévention als gesund erhaltende Erndhrungsweise
empfohlen wird.
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4.1.5.4 Zusammensetzung und Dosierung der Studienpr ~ &parate

In Abhangigkeit von der Zuordnung zur Verum- bzw. Placebogruppe erhielten die Probanden
identisch aussehende Weichgelatinekapseln, mit der Vorgabe, taglich 2 x 2 Kapseln mit
ausreichend Flussigkeit jeweils zu einer Mahlzeit einzunehmen. Die Einnahme sollte am
Folgetag der Basisuntersuchung beginnen und bis einschlief3lich zum Vortag der Abschluss-
untersuchung fortgesetzt werden. Des Weiteren wurden die Studienteilnehmer angewiesen,

die Praparate weder zu 6ffnen noch zu zerkauen oder in anderer Weise zu zerkleinern.

Bei den Prifpraparaten (Verumkapseln ) handelte es sich um eine komplexe Multi-
vitamin-/Mineralstoffformulierung, die neben ausgewahlten B-Vitaminen sowie antioxidativ
wirksamen Mikrondhrstoffen einen hohen Anteil an langkettigen w-3-Fettsauren enthielt.
Eine Detailubersicht hinsichtlich Zusammensetzung und Dosierung der Uber die Verum-
praparate verabreichten Nahrstoffe in Gegenuberstellung zu den jeweiligen DACH-Referenz-
werten flr die Nahrstoffzufuhr (Altersgruppe 51 bis <65 Jahre) gibt Tab. 7. Neben den hierbei
aufgefiihrten Substanzen wurden dem Kapselfillgut geringe Mengen Sojadl, Soja- und
Butterfett, Bienenwachs sowie Lecithin zu technologischen und galenischen Zwecken
beigefiigt. Das Hullmaterial bestand aus Gelatine, Glycerin, Wasser und Eisenoxid rot
(E 172).

Die Kontrollpraparate (Placebokapseln ) enthielten ausschlielich Sojaél (1140 mg pro
Kapsel) als lipophile Tragersubstanz. Das Hullmaterial setzte sich analog zu den Verum-

kapseln aus Gelatine, Glycerin, Wasser und Eisenoxid rot (E 172) zusammen.
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Tab. 7: Zusammensetzung und Dosierung der Gber die Verumpraparate verabreichten Multinahrstoff-
kombination im Vergleich zur empfohlenen Zufuhr [DGE et al. 2000, S. 230ff]

Nahrstoff Substanz Tagesdosierung DACH-
(4 Kapseln) Referenzwerte ?
Vitamin E RRR-a-Tocopherol 80 mgb 12-13 mgb
Vitamin C L-Ascorbinsaure 500 mg 100 mg
Vitamin B; Thiaminmononitrat 4 mg 1,0-1,1 mg
Vitamin B, Riboflavin 5 mg 1,2-1,3 mg
Vitamin Bg Pyridoxinhydrochlorid 6 mg 1,2-1,5 mg
Vitamin By, Cyanocobalamin 20 ug 3 ug
Folsaure Pteroylglutaminsaure 800 ug 400 pg°
Niacin Nicotinamid 40 mg 13-15 mg
Magnesium Magnesiumcitrat 250 mg 300-350 mg
Zink Zinkgluconat 15 mg 7-10 mg
Selen Natriumselenat 80 ug 30-70 pug
Kupfer Kupfergluconat 1 mg 1,0-1,5 mg
Chrom Chrom-(l11)-chlorid 60 ug 30-100 ug
Jod Kaliumjodid 150 ug 150-180 ug
Coenzym Q1o - 30 mg --
natlrliche Carotinoide a- und B-carotinhaltiger 3 mg* 2-4 mg
Palmfruchtextrakt

Lycopin Tomatenextrakt 2 mg --
Polyphenole Traubenextrakt 50 mg --
w-3-Fettsduren Triglyceride 1098 mg 1100-1300 mg°®
- davon EPA (C20:5w3) 540 mg

- davon DHA (C22:6w3) 378 mg

# Empfehlungen und Schéatzwerte fiir eine angemessene tagliche Zufuhr, zusammengefasst fir Manner
und Frauen der Altersgruppe 51 - <65 Jahre

b angegeben als Tocopherolaquivalent (TA): 1 mg RRR-a-TA = 1 mg RRR-a-Tocopherol = 1,49 |IE
¢ angegeben als Folat-Aquivalent (FA): 1 ug FA = 1 pg Nahrungsfolat, entspricht 0,5 ug synthetischer Folséure

(Pteroylmonoglutaminsaure)

d B-Carotin <2 mg

°0,5% der Gesamtenergie in Form von a-Linolens&ure bei einer mittleren Energiezufuhr von 2000 (w)
bzw. 2500 (m) kcal/d [DGE et al. 2000, S. 31]
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4.1.6 STATISTISCHE VERFAHREN

4.1.6.1 Fallzahlberechnung und biometrische Zielgré  Ren

Die fur die Hauptuntersuchung erforderliche Fallzahlschatzung wurde durch Herrn Prof. Dr.
Hecker, Institut fir Biometrie, Medizinische Hochschule Hannover, durchgefiihrt und mit Hilfe
des Programms nQuery Advisor 5.0 berechnet. Der hierbei ermittelte Stichprobenumfang,
basierend auf den nachfolgend dargestellten biometrischen Uberlegungen, betrug n=134 mit
jeweils 67 Probanden pro Interventionsgruppe. Unter Berlicksichtigung eines 10%-igen
Drop-outs wahrend der Interventionszeit, wurde die fir die Rekrutierung zum Zeitpunkt TO

anzustrebende Teilnehmerzahl auf n=150 festgesetzt.

Zur Formulierung der fur die Versuchsplanung zugrunde gelegten Primarhypothesen wurde
zwischen biometrischen Haupt- und Nebenzielgrof3en differenziert. Als Hauptzielgrof3en
(konfirmative Beweisfiihrung) wurden die Plasma- bzw. Serumkonzentration fir Homocystein
und sVCAM-1 definiert, fur die ein signifikantes Absinken unter Einnahme der Verum-
praparate gegenuber Placebo erwartet wurde. Die in diesem Zusammenhang zu Uber-
prufenden primaren Alternativhypothesen H; lauteten: Durch die Gabe der Nahrstoff-
formulierung vermindern sich die jeweiligen Blutkonzentrationen an Homocystein und
s-VCAM-1 in der Verumgruppe starker als in der Placebogruppe. Dementsprechend lauteten

die zu widerlegenden priméren Nullhypothesen Hy:

tHcy zu TO — tHey zu T6 (Verumgruppe)

tHcy zu TO — tHcy zu T6 (Placebogruppe)

sVCAM-1 zu TO — sVCAM-1 zu T6 (Verumgruppe)

sVCAM-1 zu TO — sVCAM-1 zu T6 (Placebogruppe)

Dartber hinaus sollte untersucht werden, inwieweit die zu erwartenden Veranderungen fir
beide Hauptzielparameter in der Verumgruppe als signifikant anzusehen sind. Die hierflr im

Rahmen der Priméarhypothesenformulierung zu widerlegenden Nullhypothesen Hy lauteten:

tHcy zu TO (Verumgruppe)
(C) Ho = =1
tHcy zu T6 (Verumgruppe)

sVCAM-1 zu TO (Verumgruppe)
(D) Ho = =1
sVCAM-1 zu T6 (Verumgruppe)
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In Hinblick auf die hierbei zu erwartende Effektgrée, die anhand von aus der Literatur
bekannten Mittelwerts-Differenzen geschatzt wurde [WOLTERS et al. 2005; BRONSTRUP et al.
1998; MILES et al. 2001]*%, wurde eine Power von 90% durch einseitiges Testen auf dem

Fehlerniveau a=0,05 festgelegt.

Die Effektivitat der Intervention auf alle weiteren und hierbei im Speziellen fur die im Rahmen
der vorliegenden Arbeit relevanten Parameter (NebenzielgréRen ) erfolgte durch Einzelhypo-

thesenprifung auf dem Fehlerniveau a=0,05 im Sinne einer explorativen Beweisfuhrung.

4.1.6.2 Deskriptive und analytische Statistik

Die Auswertung der Daten wurde mit dem Statistikprogramm SPSS fir Windows, Version
13.0 und 14.0 (SPSS Inc., Chicago, lllionois, USA) durchgefihrt.

Die Uberpriifung der Verteilungsannahme  erfolgte fiir jede zu untersuchende Stichprobe
zunachst mit Hilfe des Kolmogorov-Smirnov-Test bei einer Stichprobe (KS-Test, Testver-
teilung: Normal). Im Falle einer errechneten Irrtumswahrscheinlichkeit von >5% wurde von
einer Normalverteilung, andernfalls von einer Schiefverteilung der Daten (Irrtumswahrschein-
lichkeit <5%) ausgegangen [BUHL u. ZOFEL 2005, S. 313]. Da fur die Mehrzahl der in der
vorliegenden Arbeit untersuchten MessgroRen eine Normalverteilung vorlag, wurden zur
einheitlichen Darstellung von Lage- und Streuungsmaf3en das arithmetische Mittel (Mean)
und die Standardabweichung (SD) als Tabellenwerte angegeben. Die graphische Dar-
stellung der Mittelwerts-Differenzen (T6-TO) erfolgte anhand von Fehlerbalken-Diagrammen

unter Auswahl des einfachen Standardfehlers (SE).

Die Anwendung der fur die Uberpriifung von Hypothesen erforderlichen statistischen Test-

verfahren erfolgte gemaf der in Tab. 8 aufgefiihrten Kriterien. Da der t-Test fir abhangige
Stichproben relativ stark durch schiefe Verteilungen in den Differenzen der Variablen beein-
flusst wird, wurde fir seine Verwendung die Normalverteilung der Differenzen (T6-TO0)
vorausgesetzt [ZOFEL 2002, S. 94f; HECKER 1997]. Im Fall nicht-normalverteilter Differenzen
kam der Wilcoxon-Test zur Anwendung. Die Giltigkeit der Varianzhomogenitéat, die sowohl

Voraussetzung fur die Anwendbarkeit des t-Tests fir unabhéngige Stichproben als auch fir

“2 pus Interventionsstudien mit vergleichbaren Dosierungen an B-Vitaminen bzw. w-3-Fettsduren wurde fiir die
Veranderung der tHcy-Plasmakonzentration eine Differenz von 10-15 % zugrunde gelegt [WOLTERS et al. 2005;
BRONSTRUP et al. 1998], fir die Serumkonzentration der sVCAM-1 eine Variabilitat von 10-20 % [MILES et al.
2001]. Die in den jeweiligen Studien beobachteten Mittelwerts-Differenzen betrugen 1,60 + 1,77 umol/l fur die
Homocystein-Senkung [WoOLTERS et al. 2005] bzw. 188 + 136 ng/ml fir die Abnahme von sVCAM-1 in der Unter-
suchung von MILES et al. [2001]. Basierend auf den Berechnungen einer Metaanalyse [HOMOCYSTEINE LOWERING
TRIALISTS' COLLABORATION 1998], in der eine Risikoreduktion fiir kardiovaskulare Erkrankungen bei einer dauer-
haften Senkung der tHcy-Plasmakonzentration unter den beobachteten 1,60 pmol/l ermittelt wurde, sollten bereits
tHcy-Differenzen von 1,00 umol/l als signifikant angesehen werden.
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die Varianzanalyse (s. u.) ist, wurde mit Hilfe des Levene-Tests Uberprift. Wurde hierbei die
Annahme gleicher Varianzen abgelehnt (p<0,05), so wurde das t-Test-Ergebnis bei Varianz-

heterogenitat zur Interpretation herangezogen [BUHL U. ZOFEL 2005, S. 281].

Die Nullhypothese (H, = die beobachteten Unterschiede bewegen sich im Rahmen zufalliger
Schwankungen) wurde fir die jeweiligen Testverfahren abgelehnt, wenn die Irrtumswabhr-

scheinlichkeit gemaf Festlegung fir die Fallzahlberechnung <5% betrug (vgl. Kap. 4.1.6.1).
Zur naheren Charakterisierung wurde hierbei zwischen statistisch signifikanten (p<0,05),
hoch signifikanten (p<0,01) sowie hochst signifikanten Unterschieden (p<0,001) differenziert.
Errechnete Irrtumswahrscheinlichkeiten im Bereich >5% bis <7% wurden als Trend zur

Signifikanz gewertet.

Tab. 8: Kriterien und Auswahl der verwendeten statistischen Prifverfahren

zu vergleichende Skala Normal- Testverfahren
Stichproben verteilung

Anzahl  Abhé&ngigkeit

2 unabhangig metrisch ja t-Test fir unabhangige Stichproben
2 unabhangig metrisch/ nein Mann-Whitney-U-Test
ordinal
2 abhéangig metrisch ja® t-Test flr abhangige Stichproben
2 abhéangig metrisch nein® Wilcoxon-Test
2 unabhéngig nominal -- 2-3 Merkmalsauspragungen:

Chi’ nach Pearson /
Exakter Test nach Fisher (2—seitig)b

>4 Merkmalsauspragungen:

Mann-Whitney-U-Test

>3 unabhangig metrisch ja Einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA)°

@ Differenzen zusammengehériger Messwertpaare

® bei einem Anteil an Zellen iiber 20% mit Erwartungshaufigkeiten <5 bei 2x2 Kreuztabellen
¢ die Post-Hoc-Testung entfiel in der vorliegenden Arbeit aufgrund des Fehlens signifikanter Unterschiede

Um den Einfluss von unabhangigen, metrisch-skalierten Storfaktoren (Kovariate) bei der
Testung auf Signifikanzunterschiede zwischen der Verum- und Placebogruppe hinsichtlich
der Mittelwertsdifferenzen (T6-TO) einer abhéngigen Variable kontrollieren zu kénnen, wurde
zusatzlich eine Kovarianzanalyse (ANCOVA) durchgefiihrt. Unterschieden sich beispiels-
weise die Subgruppen Verum und Placebo bereits in den Ausgangswerten der zu unter-
suchenden abhangigen Variable signifikant, so wurden die entsprechenden TO-Werte als Ko-
variate in das Testverfahren aufgenommen. Im Zusammenhang mit den T6-TO-Differenzen
der tHcy- und SDMA-Plasmakonzentration bzw. der im Plasma bestimmten TEAC fanden

zudem die Verdnderungen der StorgroRen Creatinin (Creatinin_T6-T0) und Harnsaure
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(Harnsaure_T6-T0) als weitere Kovariate Berlicksichtigung. Die Berechnung der Modelle*
erfolgte unter Annahme der Normalverteilung sowie Varianzhomogenitat der abhangigen
Variablen [BUHL uU. ZOFEL 2005, S. 402 f, 412 ff]. Selbige Annahmen wurden bei der Durch-
fuhrung der einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) im Rahmen von Kap. 4.2.4.3
(= Abhéangigkeit des initialen ADMA-Status von der Anzahl kardiovaskularer Risikofaktoren)

zugrunde gelegt.

Zur Untersuchung des Zusammenhangs zwischen zwei Variabeln (bivariate Korrelations-

analyse ) kamen unterschiedliche Korrelationsmaf3e zur Anwendung: Bei normalverteilten,
metrischen Daten wurde der Pearson-Korrelationskoeffizient (r) bestimmt, bei nicht-normal-
verteilten, metrischen oder ordinal-skalierten Daten der Rangkorrelationskoeffizient nach
Spearman (r;). Die Starke des Zusammenhangs, die durch den Betrag des jeweiligen
Korrelationskoeffizienten beschrieben wird, wurde gemaf der in Tab. 9 dargelegten Ab-

stufung interpretiert.

Tab. 9: Beurteilungsgrundlage fir die Starke bivariater Zusammenhange anhand des Korrelations-
koeffizienten [nach BUHL u. ZOFEL 2005, S 322]

Starke des Zusammenhangs Betrag des Korrelationskoe  ffizienten (r/r )
sehr geringe Korrelation <0,2

geringe Korrelation >0,2 -<0,5

mittlere Korrelation >0,5 - <0,7

hohe Korrelation >0,7 - 0,9

sehr hohe Korrelation >0,9

Sollte eine durch eine dritte MessgréRe bedingte Assoziation zwischen zwei Variablen
ausgeschlossen werden, wurde eine partielle Korrelation durchgefiihrt. Diese erfolgte unter
Voraussetzung der Normalverteilung sowie der im Vorfeld gepriften, signifikanten Inter-
korrelation aller in die Korrelationsanalyse einbezogenen Variablen. Im Fall nicht-normal-
verteilter Daten wurden die log-transformierten Werte der entsprechenden Variablen ver-

wendet.

“3 Die in den Ergebnistabellen fiir die Kovarianzanalyse aufgefihrten p-Werte sind im Fall nicht signifikanter
Modelle im Klammern gesetzt.
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4.2 ERGEBNISSE

4.2.1 DAS STUDIENKOLLEKTIV

4.2.1.1 Anzahl der Teilnehmer im Studienverlauf sow ie der in die statistische Analyse

aufgenommenen Probanden

Auf den Studienaufruf meldeten sich ca. 800 Personen, die einem telefonischen Vor-
screening unterzogen wurden. Hiervon konnten 448 potenziell geeignete Interessenten
identifiziert werden, die daraufhin einen Screening-Fragebogen zur schriftlichen Uberpriifung
der Teilnahmekriterien erhielten. Aus einem Ruicklauf von insgesamt 289 ausgeflillten Frage-
bogen (Rucklaufquote: 64,5%) verblieben 156 geeignete Interessenten, die in das Studien-
kollektiv aufgenommen und durch Randomisierung der entsprechenden Interventionsgruppe
zugeteilt wurden. Die Ubrigen Personen mussten ausgeschlossen werden, da sie entweder
die Eignung hinsichtlich des Vorhandenseins kardiovaskulérer Risikofaktoren nicht (mit
Sicherheit) erfillten* und/oder Ausschlusskriterien trotz telefonischer Vorauswahl auf sie zu-
trafen. Wahrend der Depletionsphase traten insgesamt 15 Personen zurlick oder wurden
aufgrund anderer Ursachen (Erkrankungen, regelméRiger Konsum von Nahrstoffpréparaten
oder Multivitaminsaften, etc.) von der weiteren Teilnahme ausgeschlossen. Zur Basis-
untersuchung TO verblieben damit insgesamt 141 Probanden, von denen 72 der Verum-

und 69 Personen der Placebogruppe zugeordnet waren.

Wahrend des Interventionszeitraumes brachen zwolf weitere Probanden (Drop-out-Quote:
8,5%) die Teilnahme auf eigenen Wunsch ab oder mussten aufgrund des Auftretens zum
Ausschluss fuhrender Kriterien (u. a. kardiovaskuléres Ereignis, mangelnde Compliance) aus
dem Studienkollektiv ausgeschlossen werden. Unter den zwdlf Drop-out-Fallen gehorte der

Grol3teil (n=9) der Placebogruppe an.

An der Abschlussuntersuchung T6  nahmen insgesamt 129 Probanden teil, wobei einer
Teilnehmerin aus der Verumgruppe trotz wiederholtem Erscheinen kein Blut enthommen
werden konnte (n=128 Blutentnahmen). Ein weiterer Proband der Placebogruppe musste
ebenfalls nachtraglich ausgeschlossen werden, da dieser angab, wahrend der Interventions-

phase regelmaRig Nahrungserganzungsmittel eingenommen zu haben.

“ 2z B. grenzwertige Laborbefunde hinsichtlich der Lipidwerte



EIGENE UNTERSUCHUNGEN: ERGEBNISSE — DAS STUDIENKOLLEKTIV 66

Nach ersten Auswertungen der zu TO erhobenen Daten wurde das verbliebene Kollektiv
(n=127) um vier weitere Probanden (jeweils zwei Probanden aus der Verum- bzw. Placebo-
gruppe) bereinigt, da diese lediglich einen kardiovaskularen Risikofaktor aufwiesen und
damit die fur die Aufnahme in die statistische Analyse erforderlichen Bedingungen (vgl. Kap.
4.1.4.3, Tab. 5) nicht erfillten. Fur die nachfolgende statistische Endauswertung  verblieb
somit ein Gesamtkollektiv von insgesamt 123 Teilnehmern, wobei 66 Probanden der Verum-

und 57 der Placebogruppe angehorten.

Abb. 9 stellt die jeweiligen Teilnehmerzahlen wahrend der verschiedenen Studienphasen in

der Ubersicht dar.
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Abb. 9: Anzahl der Probanden zu verschiedenen Studienzeitpunkten
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Da bei einigen Probanden keine ausreichenden Blutvolumina entnommen werden konnten
und vereinzelt analytische Probleme auftraten, konnten nicht fir alle in die Endauswertung
aufgenommenen Teilnehmer komplette Datensatze gewonnen werden. Die Anzahl der in die
statistischen Einzelanalysen einbezogenen Falle unterscheidet sich daher geringfiigig und ist

in den jeweiligen Ergebnistabellen und -abbildungen ausgewiesen.

Um mogliche Effekte einer hypolipiddmischen Medikation auf die Veranderungen der unter-
suchten Lipidparameter (oxLDL*, TC, LDL, HDL, TG) ausschlieRen zu konnen, wurde in
diesen Fallen der um die Anzahl an Probanden mit entsprechender Medikamenteneinnahme
(n=37) reduzierte Datensatz verwendet. In analoger Weise wurde mit der Auswertung der
Glucose-Serumspiegel wahrend der Intervention und Teilnehmern unter antiglykdmischer

Medikation (n=22) verfahren®.

4.2.1.2 Geschlechterverteilung, Alter und anthropom  etrische Daten

Im untersuchten Kollektiv waren Manner mit einem Anteil von 54,5% (n=67) haufiger
vertreten als Frauen mit 45,5% (n=56). Die Geschlechterverteilung in den Interventions-
gruppen war mit 36 (54,5%) mannlichen und 30 (45,5%) weiblichen Probanden in der
Verumgruppe gegeniber 31 Mannern (54,4%) bzw. 26 Frauen (45,6%) in der Placebo-
gruppe nahezu identisch (p=0,986; Chi*-Test).

Das Mindestalter fur die Studienteilnahme betrug 40 Jahre, wahrend ein maximal zulassiges
Hochstalter nicht festgelegt wurde. Folglich wiesen die Probanden im Mittel ein hbheres
Lebensalter auf: Das Durchschnittsalter *" des Gesamtkollektivs lag bei 58,3 + 8,12 Jahren
mit einer Spannweite von 42,0 bis 77,5 Jahren (Altersverteilung, vgl. Abb. 10). Mit einem
mittleren Alter von 58,1 £ 8,19 Jahren in der Verumgruppe und 58,6 + 8,12 Jahren in der
Placebogruppe waren auch hier Ubereinstimmende Bedingungen fir beide Untersuchungs-

gruppen festzustellen (p=0,757; t-Test fur unabhangige Stichproben).

> Da die oxLDL-Serumwerte an einer Teilstichprobe (n=102, vgl. FuRnote 37) bestimmt wurden, findet sich hier
eine niedrigere Fallzahl (n=73) als bei den restlichen Lipidparametern (n=86).

“° zur Einnahmehaufigkeit der jeweiligen Medikamentengruppe vgl. Kap. 4.2.1.5.

" Der Bezugszeitpunkt entspricht dem ersten Tag der Basisuntersuchung T0 (03.11.2003).
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Abb. 10: Altersverteilung im Gesamtkollektiv zu TO

Die zu beiden Messzeitpunkten erhobenen anthropometrischen Daten (KoérpergrofRle,

Korpergewicht, Body Mass Index , Taillenumfang *) sind Tab. 10 zu entnehmen. Wie hier-
aus ersichtlich wird, bestanden zwischen den jeweiligen Statuswerten der Verum- und
Placebogruppe weder zur Basis- noch zur Abschlussuntersuchung signifikante Unterschiede.
Wurden hingegen die Uber den Zeitraum der Intervention zu beobachtenden Veranderungen
betrachtet, so zeigten sich hinsichtlich der Variable Kérpergewicht und dem damit asso-
Ziierten Body Mass Index im Mittel gegenlaufige Entwicklungen in beiden Interventions-
gruppen: Wahrend innerhalb der Verumgruppe eine leichte, nicht signifikante Gewichts-
(A: -0,55 + 3,41 kg) bzw. BMI-Reduktion (A: -0,23 + 1,16 kg/m?) verzeichnet wurde, kam es in
der Placebogruppe zu einem geringfiigigen, nicht signifikanten Anstieg beider Kenngréf3en
(A: 0,34 + 2,47 kg, A: 0,12 + 0,82 kg/m?). Wenngleich den absoluten Verénderungen nur eine
geringe klinische Relevanz beizumessen war, ergab sich im Fall der BMI-Werte ein Trend zu
einem signifikanten Unterschied zwischen der Verum- und Placebogruppe (p=0,053). Dem-
gegeniuber erwiesen sich zwischen beiden Subgruppen weder die Gewichtsverdanderungen
(p=0,095) noch die absoluten T6-TO-Differenzen des Taillenumfangs (p=0,627) als signifikant

verschieden.

8 Die Auswertung der BMI- und TU-Werte in Hinblick auf die Klassifikation der vizeralen Adipositas erfolgt im
Zusammenhang mit der in Kap. 4.2.1.3 dargestellten Risikocharakteristik der Studienteilnehmer.
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Tab. 10: Anthropometrische Daten zu TO und T6 sowie absolute T6-TO-Differenzen in der Verum- und
Placebogruppe des Gesamtkollektivs (Mittelwert + SD)

a

Gesamtkollektiv Verum Placebo P

GroRe_TO [m] 1,71+ 0,10 1,71+ 0,09 1,71 +0,10 0,710
(n=123) (n=66) (n=57)

Gewicht_TO [kg] 93,4 + 17,3 94,5+ 17,7 92,1+ 17,0 0,432
(n=123) (n=66) (n=57)

Gewicht_T6 [kg] 93,3 +17,7 94,0 + 18,3 92,4+17,1 0,624
(n=123) (n=66) (n=57)
p® 0,614 0,192 0,301

Gewicht_T6-TO [kg]*® -0,14 + 3,03 -0,55 + 3,41 0,34 + 2,47 0,095
(n=123) (n=66) (n=57)

BMI_TO [kg/m?] 32,0+5,11 32,5 +5,65 31,3+4,34 0,189
(n=123) (n=66) (n=57)

BMI_T6 [kg/m?] 31,9 5,10 32,3+5,65 31,4 + 4,39 0,351
(n=123) (n=66) (n=57)
p” 0,473 0,113 0,268

BMI_T6-TO [kg/m?] -0,07 + 1,03 -0,23+1,16 0,12 +0,82 0,053
(n=123) (n=66) (n=57)

TU_TO [cm] 106 + 13,3 108 + 13,4 105 + 13,2 0,251
(n=123) (n=66) (n=57)

TU_T6 [cm] 106 + 12,9 108 + 13,3 105+ 12,5 0,403
(n=122) (n=65) (n=57)
p® 0,477 0,852 0,409

TU_T6-TO [cm] 0,24 + 3,68 0,08 + 3,65 0,41 +3,74 0,627
(n=122) (n=65) (n=57)

& t-Test fur unabhéngige Stichproben, bezogen auf Verum- und Placebogruppe
® t-Test fir abhéngige Stichproben, bezogen auf TO und T6

4.2.1.3 Charakteristik des kardiovaskularen Risikop  rofils

Zur Einschatzung des kardiovaskularen Risikos der Studienteilnehmer wurde zunachst eine
Analyse beziglich des Auftretens etablierter kardiovaskularer Risikofaktoren, basierend auf
den fur den Einschluss in die statistische Datenanalyse definierten Kriterien (vgl. Kap.
4.1.4.3), durchgefuhrt. Um die Risikoabschéatzung auf eine weitere Beurteilungsgrundlage
stitzen zu kénnen, erfolgte eine zusatzliche Auswertung zur Pravalenz des metabolischen
Syndroms (MetS), das als Multisymptomkomplex mit einer Erhéhung des kardiovaskuléren
Risikos assoziiert ist [ECKEL et al. 2005; VITARIUS 2005; SARTI U. GALLAGHER 2006]. Fur die
Erkennung eines pravalenten Syndroms wurden die von der American Heart Association

(AHA) und des National Heart, Lung, and Blood Instituts (NHLBI) festgelegten Diagnose-

“9 Bei dieser sowie firr alle weiteren Tabellen gebrauchlichen Darstellung handelt es sich um gemittelte Einzel-
differenzen, die von der Differenz aus den mittleren T6- und TO-Werten aufgrund von Rundungsfehlern
abweichen kénnen.
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kriterien gewahlt [GRUNDY 2005; GRUNDY et al. 2005], wonach drei von funf der in Tab. A5
(Anhang B) dargestellten metabolischen Risikofaktoren zutreffend sein mussten. Im
Vergleich zu den in der Literatur ebenfalls hé&ufig angefiuihrten Pravalenz-Kriterien der
International Diabetes Federation (IDF, [ALBERTI et al. 2005]), die neben der Erflllung von
zwei Faktoren eine Erhéhung des Taillenumfangs bei vergleichsweise niedrigeren Grenz-
werten (w: >80 cm, m: >94 cm) als zwingend erforderlich ansehen, wurde das hier gewahlte
Modell vorgezogen, da es die mit einem erhdhten kardiovaskularen Risiko assoziierten

Faktoren mit gleicher Gewichtung bericksichtigt.

Pravalenz etablierter kardiovaskularer Risikofaktor en

Gemal den in Tab. 5, Kap. 4.1.4.3, aufgefuihrten Kriterien wiesen zwei Drittel (66,7%) des
Studienkollektivs zwei (n=36) bzw. drei (n=46) etablierte Risikofaktoren und damit ein
moderat erhohtes kardiovaskulares Risiko auf. Ein erhohtes Risiko mit vier pravalenten
Faktoren zeigte sich fur 23,6% (n=29) der Teilnehmer, wahrend 9,8% (n=12) ein hohes
kardiovaskulares Risiko  mit finf von insgesamt sechs mdglichen Risikofaktoren auf-
zeigten. Wie aus Abb. 11 ersichtlich wird, lief3 sich hierbei eine annahernd gleiche Verteilung

der Subgruppen Verum und Placebo ermitteln (p=0,661; Mann-Whitney-U-Test).

2 Risikofaktoren ' 316
(gesamt: 29,3 %) 27,3
36,8
3 Risikofaktoren
(gesamt: 37,4 %) 37,9
4 Risikofaktoren
(gesamt: 23,6 %) 25,8
O Placebo

I W Verum
5 Risikofaktoren
(gesamt: 9,8 %)

T T I I I I T I I
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Prozent (%) der Falle, bezogen auf Verum- und Placebogruppe

Abb. 11: Summierte Pravalenz etablierter kardiovaskularer Risikofaktoren im Gesamtkollektiv,
differenziert nach Verum- und Placebogruppe
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Die Analyse der Einzelfaktoren, zu der ergédnzende und weiterfihrende Details im Anhang
aufgefuhrt sind, ergab mit 95,1% die hochste Préavalenz fir eine Hypertonie mit 102
medikamentos therapierten®* sowie 15 nicht-therapierten, hypertonischen Probanden (vgl.
Abb. A3, Anhang A). Hierbei zeigte sich, dass mit 15,7% (n=16) lediglich ein kleiner Anteil
der medikamentds behandelten Teilnehmer mit Blutdruckwerten innerhalb des Normbereichs
(SBD <140 mmHg bzw. DBD <90 mmHg) gut auf die antihypertensive Medikation ansprach.
Demzufolge lag der zu TO gemessene mittlere Blutdruck des Gesamtkollektivs (n=121) mit
151 + 19,9 mmHg systolisch zu 94 + 10 mmHg diastolisch deutlich tGber dem Grenzwert fur
eine manifeste Hypertonie und damit im Wertebereich eines milden Hypertonie-Stadiums
(Schweregrad 1: 140-159/90-99 mmHg [WHO/ISH 1999; CHOBANIAN et al. 2003; CIFKOVA et
al. 2003]). Statistisch signifikante Unterschiede zwischen Verum- und Placebogruppe waren

diesbezuglich nicht feststellbar (vgl. Tab. A6, Anhang B).

Die Pravalenz-Kriterien einer Hyper-/Dyslipoproteinamie  erfullten 71,5% (n=88) der
Probanden; mit 42,0% (n=37) befand sich weniger als die Halfte davon unter hypolipid-
amischer Medikation (vgl. Abb. A4, Anhang A). Von den insgesamt 71 hyperlipidamischen
Fallen wiesen 31,0% (n=22) eine besonders ungtnstige Risikokonstellation, bedingt durch
eine Erhohung des TC/HDL-Quotienten mit Werten >5 bei gleichzeitig erhdhten TG-Serum-
werten (1,7-4,5 mmol/l), auf. Eine alleinige Erhéhung des atherogenen Index war hingegen
weniger haufig vorzufinden (n=11, 15,5%) als das Vorkommen isolierter Hypertriglycerid-
amien (n=38, 53,5%). Dieses Verhaltnis spiegelte sich auch in der durchschnittlichen Hohe
des Quotienten wider, der mit 4,4 £ 1,2 ein aus praventiver Sicht ginstiges Verhaltnis von
Gesamt- zu HDL-Cholesterol im Gesamtkollektiv anzeigte. Die hohe Hypertriglyceridamie-
Pravalenz (48,9% des Gesamtkollektivs, n=60) kam dagegen in erhdhten TG-Serumspiegeln
von im Mittel 2,08 £ 1,34 mmol/l zum Ausdruck. Die Subgruppen Verum und Placbeo
unterschieden sich hinsichtlich dieser sowie aller weiteren zu TO erhobenen Lipidparameter

(vgl. Tab. A6, Anhang B) nicht signifikant voneinander.

Mit 63,4% (n=78) erwies sich eine viszerale Adipositas , definiert durch eine gleichzeitige
Erhéhung des BMI und Taillenumfangs, als kardiovaskularer Risikofaktor mit der dritt-
hdchsten Pravalenz. Zum Zeitpunkt der Basisuntersuchung wurde der BMI-Normbereich von
18,5 bis <25 kg/m?* [WHO 2000, S. 9] sowohl im Mittel (vgl. Tab. 10) als auch von der Mehr-
zahl der Teilnehmer (95,1%, n=117) deutlich Gberschritten (vgl. Tab. A7, Anhang B). Gemaf
der Zuordnung zur BMI-Kategorie =30 kg/m?® konnten 78 Probanden als adipds (Adipositas

Grad 1-3) eingestuft werden. Unter weiterer Einbeziehung des Taillenumfangs zeigte sich,

* Die mit dem kardiovaskuliren Risiko assoziierte Medikamenteneinnahme wird zur besseren Ubersicht
gesondert unter Kap. 4.2.1.5 dargestellt.
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dass mit Umfangsmaf3en von =80 cm (w) bzw. =294 cm (m) nahezu das gesamte Kollektiv
(n=119, 96,7%) und hierbei alle als adipds klassifizierten Probanden eine abdominale
Fettverteilung aufwiesen (vgl. Tab. A8, Anhang B). Wie erwartet, ergab sich fir die mann-
lichen Probanden im Mittel ein signifikant hoherer Taillenumfang (110 £ 12,2 cm) als fir die
weiblichen Teilnehmerinnen (103 £ 13,7 cm, p=0,004; t-Test fur unabhangige Stichproben).
Der Vergleich zwischen der Verum- und Placebogruppe ergab weder fir die Verteilung auf
die BMI-Klassen (p=0,523; Mann-Whitney-U-Test) noch auf die TU-Risiko-Kategorien einen
signifikanten Unterschied (p=0,506; Chi*-Test, Daten nicht gezeigt).

Der Anteil an Typ-2-Diabetikern im Gesamtkollektiv belief sich auf 38,2% (n=47). So ergab
das vor Studienbeginn durchgefihrte Screening eine Anzahl von 37 Teilnehmern mit
arztlicher Diagnose (30,1%); knapp zwei Drittel (n=22) dieser Personen wurde mit Anti-
diabetika (oral und/oder Insulintherapie) behandelt (vgl. Abb. A5, Anhang A). Eine patho-
logische Erhoéhung der Nuchternglucosekonzentration (Glucose =7,0 mmol/l) war bei 37
Probanden nachweisbar, wobei diese Gruppe erwartungsgemald durch den Grol3teil der
bereits diagnostizierten Typ-2-Diabetiker vertreten wurde (n=27, davon 16 unter medika-
mentdser Therapie). Ferner konnten unter den formal nicht-diabetischen Probanden weitere
zehn Personen identifiziert werden, die zu TO eine diabetische Stoffwechsellage mit
Glucose-Serumwerten =7,0 mmol/l aufwiesen. Der zu diesem Zeitpunkt im Gesamtkollektiv
erhobene mittlere Glucose-Serumspiegel betrug 6,59 + 1,98 mmol/l und unterschritt damit
den zur Diagnosestellung veranschlagten Grenzwert. Wurde hingegen der Konzentrations-
bereich fir eine abnorme Nuchternglucose (Impaired Fasting Glucose, IFG) von 5,6 — 6,9
mmol/l [KERNER et al. 2004; ADA 2005] zugrunde gelegt, so lagen die durchschnittlichen
Glucose-Serumspiegel deutlich an der oberen Intervallgrenze und damit im Bereich eines
pradiabetischen Stadiums. Die entsprechenden Mittelwerte der Verum- und Placebogruppe
unterschieden sich hierbei nur geringfligig und nicht signifikant voneinander (vgl. Tab. A6,
Anhang B).

Gegentber den bisher dargelegten kardiovaskulédren Risikofaktoren zeigte sich im Gesamt-
kollektiv fir die Faktoren familidre Disposition (27,6%, n=34) sowie Rauchen (17,9%,
n=22, vgl. Kap. 4.2.1.4, Abschnitt Rauchverhalten) eine vergleichsweise geringe Pravalenz.
So lag nach der im Rahmen des Screenings durchgefiihrten Befragung bei 62,6% (n=77)
des Kollektivs keine positive Familienanamnese vor bzw. der betroffene Familiengehérige
war bei Eintreten des kardiovaskularen Ereignisses alter als 60 Jahre. Bei den restlichen
zwolf Teilnehmern war keine Beurteilung méglich, da diese aus unterschiedlichen Grinden
(u. a. unsichere Diagnose, Adoption) keine naheren Angaben zum Auftreten kardio-

vaskularer Vorfalle in der familiaren Vorgeschichte machen konnten.
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Eine zusammenfassende Ubersicht zur Pravalenz der ermittelten kardiovaskularen Risiko-
faktoren im Gesamtkollektiv gibt Abb. 12. Wie hieraus ersichtlich wird, war auch in diesem
Fall eine homogene Verteilung der jeweiligen Einzelfaktoren zwischen der Verum- und

Placebogruppe gegeben.
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Abb. 12: Einzelpravalenz etablierter kardiovaskularer Risikofaktoren im Gesamtkollektiv, differenziert
nach Verum- und Placebogruppe

Pravalenz des metabolischen Syndroms (MetS)

Nach der in Tab. A5, Anhang B, dargestellten Beurteilungsgrundlage erfullten 92 Teilnehmer
und damit rund drei Viertel (74,8%) des Gesamtkollektivs die von der American Heart
Association (AHA) und dem National Heart, Lung, and Blood Institut (NHLBI) festgelegten
Kriterien eines metabolischen Syndroms. In der Mehrzahl der Félle lieR sich die Diagnose
auf das Vorhandensein von drei (n=40) und vier (n=38) Risikofaktoren, seltener hingegen auf
funf pravalente Risikofaktoren (n=14) zurtckflihren. Zwischen der Verum- und Placebo-
gruppe konnten weder hinsichtlich des Auftretens des Gesamtsymptoms (74,2 vs. 75,4%,
p=0,879; Chi*-Test) noch hinsichtlich der in Abb. 13 dargestellten Verteilung (p=0,985; Mann-
Whitney-U-Test) signifikante Unterschiede festgestellt werden.
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Abb. 13: Summierte Pravalenz der zur Diagnose eines metabolischen Syndroms nach AHA/NHLBI-
Definition [GRUNDY 2005; GRUNDY et al. 2005] festgelegten Risikofaktoren im Gesamtkollektiv,
differenziert nach Verum- und Placebogruppe

4.2.1.4 Lebensstilfaktoren

Erndhrungsgewohnheiten

Bis auf drei Probanden, die angaben, eine rein lacto-ovo-vegetarische (n=1) bzw. lacto-ovo-
vegetarisch ausgerichtete Kostform mit Verzehr geringer Mengen an Fleisch und Fisch
(n=2) zu praktizieren, setzte sich das Gesamtkollektiv aus Mischkdstlern zusammen. Nahezu
zwei Drittel der Probanden verzehrten weniger als eine (14,6%, n=18) bzw. ein bis zwei
Portionen Obst und Gemise pro Tag (58%, n=72). Demgegenuiber fuhrten rund 25%
(n=31) der Teilnehmer an, taglich drei bis finf Portionen Obst und Gemiuse zu verzehren,
wahrend mehr als finf Verzehrsportionen (1,6%, n=2) eine Ausnahme darstellten. Wurde die
Haufigkeit des Obst- und Gemisekonsums in Abhangigkeit von der Zuordnung zu den
Subgruppen Verum und Placebo betrachtet, so lieRen sich hier keine signifikanten Unter-

schiede feststellen (p=0,549; Mann-Whitney-U-Test, Daten nicht gezeigt).

28,5% (n=35) der Teilnehmer gaben ferner an, eine krankheitsbedingte, von &rztlicher Seite
verordnete Diat durchzufihren. Weit mehr als die Halfte hiervon (65,7%, n=23) praktizierte
eine nach eigener Einschatzung fett- bzw. cholesterolreduzierte Erndhrungsweise, gefolgt
von der z. T. gleichzeitigen Einhaltung einer Diabetes-Diat (40%, n=14). Demgegeniber
nahmen natrium- (14,3%, n=5) und purinarme Diatformen (8,6%, n=3) lediglich einen

untergeordneten Stellenwert ein.
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Nach Auswertung der mit Hilfe des FFQ erhobenen Erndhrungsmusters (vgl. Tab. A4,
Anhang B) wiesen 57,7% (n=71) der Probanden eine in Hinblick auf das kardiovaskulare
Risiko ,gunstige* Ernahrungsweise (216 Punktwerte) auf. Ein ,normales” Erndhrungsmuster
(14-15 Punktwerte) ergab sich fur 23,6% (n=29), wahrend mit 18,7% (n=23) lediglich ein
geringer Anteil des Kollektivs ein als ,ungtinstig” zu bewertendes Ernahrungsverhalten (<13
Punktwerte) zeigte. Wurde der Punktindex zudem als metrische Variable betrachtet, so
konnte das durchschnittliche Erndhrungsmuster der Studiengruppe mit 16,5 + 3,91 Punkten

als insgesamt ,gunstig* bewertet werden.

Obwohl in der Verumgruppe deutlich mehr Probanden der Kategorie fir eine ,ungunstige”
Ernahrungsweise zugeordnet werden konnten (24,2% vs. 12,3% in der Placebogruppe),
fanden sich hinsichtlich der in Abb. 14 dargestellten Verteilung auf die entsprechenden
Erndhrungsmuster-Kategorien keine signifikanten Gruppenunterschiede (p=0,190; Chi*
Test). Gleiches traf auf die durchschnittlichen Punktwerte mit 16,2 + 4,37 in der Verum-
gruppe und 16,9 £+ 3,29 in der Placebogruppe zu (p=0,326; t-Test flr unabhéngige Stich-

proben), so dass auch hier von vergleichbaren Ernahrungsgewohnheiten auszugehen war.

59,6

60 56,1

B Verum
50 O Placebo —

40 A

Prozent (%) der Falle, bezogen auf Verum- und Placebogruppe

30 4 28,1
19,7
20 +
10 +
0
"glinstig” "normal” "unguinstig"
(>/= 16 Punkte) (14-15 Punkte) (</=13 Punkte)

Abb. 14: Verteilung der Verum- und Placebogruppe auf die mittels FFQ ermittelten Erndhrungs-
muster-Kategorien nach WINKLER U. DORING [1995]

Konsum von Nahrungserganzungsmitteln und vitaminisi erten Getranken

49,6% (n=61) der Probanden gab an, Ublicherweise, d. h. vor Beginn der Depletionsphase,
Nahrungserganzungsmittel  einzunehmen. Etwas mehr als die Héalfte der Konsumenten
(55,7%, n=34) fuhrten dabei eine tagliche Verwendung von Nahrstoffpraparaten an; 44,3%
griffen wochentlich (n=4) bzw. gelegentlich (n=23) auf Supplemente zuriick. Des Weiteren
war festzustellen, dass Frauen (58,9%) tendenziell haufiger Nahrungserganzungsmittel
konsumierten als die maénnlichen Studienteilnehmer (41,8%, p=0,058; Chi’>-Test). Die

Einnahmepravalenz zwischen den Interventionsgruppen mit einem Verwenderanteil von
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51,5% (Verum, n=34) bzw. 47,4% (Placebo, n=27) erwies sich hingegen als nicht signifikant
verschieden (p=0,646; Chi*-Test). Gleiches traf auf die von den Verwendern angegebene

Konsumhaufigkeit in beiden Subgruppen zu (p=0,808; Mann-Whitney-U-Test).

Der Verzehr von Multivitaminsaften oder vitaminisierten Getranken vor der achtwdchigen
Auswaschungsphase wurde von 44,7% der Studienteilnehmer (taglich n=4, gelegentlich
n=51) angefuhrt. Nahezu die Halfte dieser Personen (n=27) waren gleichzeitig Verwender
von Nahrstoffsupplementen. Das Konsumverhalten zwischen den Interventionsgruppen
(Verzehr vitaminisierter Getranke vs. Nicht-Verzehr, p=0,588; Chiz-Test) unterschied sich
dabei ebenso wenig signifikant wie die in beiden Gruppen angegebene Verzehrshaufigkeit
(p=0,515; Mann-Whitney-U-Test).

Rauchverhalten

Mit 82,1% (n=101) setzte sich der Grof3teil des Studienkollektivs aus nichtrauchenden Teil-
nehmern zusammen. 44 Probanden (35,8% des Gesamtkollektivs) wurden hierbei als
Nichtraucher eingestuft, da sie angaben, nie geraucht zu haben. Hingegen konnten 57
Personen (46,3%) als Exraucher ermittelt werden, die jedoch zumeist (n=52) bereits seit =5
Jahren rauchabstinent waren. Unter Einbeziehung einer Person, die angab, weniger als
sechs Monate vor Beginn der Studie mit dem Rauchen aufgehért zu haben, setzte sich das
Studienkollektiv aus 22 aktiven Rauchern (17,9%, vgl. Kap. 4.2.1.3) zusammen. Mit Aus-
nahme eines Pfeifenrauchers handelte es sich dabei ausschlie3lich um Zigarettenraucher.
Funf Raucher fuhrten einen moderaten Zigarettenkonsum von durchschnittlich 1-10 Ziga-
retten taglich an, sieben konsumierten 10-20 Zigaretten pro Tag, wahrend es sich bei den
restlichen neun Personen um starke Raucher mit einem Konsum von mehr als 20 Zigaretten

pro Tag handelte.

Kdorperliche Aktivitat

Im Zusammenhang mit der im Rahmen des Screenings erhobenen Haufigkeit der sportlichen
Betatigung® gaben 41% der Probanden an, nie (n=30) bzw. selten (<1 Stunde pro Woche,
n=20) Sport zu treiben. Hingegen war der Gberwiegende Teil des Kollektivs (50%, n=61) mit
einer bis funf Stunden Sport pro Woche regelmafig koérperlich aktiv, wahrend eine kleine
Gruppe von Probanden (9%, n=11) eine intensive sportliche Betatigung mit mehr als finf
Stunden wochentlich anfuhrte. Ein statistisch signifikanter Unterschied beziglich der nach
Verum- und Placebogruppe differenzierten Angaben lag nicht vor (p=0,980; Mann-Whitney-
U-Test, Daten nicht gezeigt).

*1 Ziel der Fragestellung war es, einen Trend zur allgemeinen kérperlichen Aktivitat der Teilnehmer zu erfassen.
Aus diesem Grund entfiel die genaue Spezifizierung nach der Art und Intensitét der sportlichen Betétigung. Die
Aussage hat somit rein deskriptiven Charakter.
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4.2.1.5 Besonderheiten des Kollektivs

Pravalenz des C677T-MTHFR-Polymorphismus

Um einen durch den C677T-MTHFR-Polymorphismus® hervorgerufenen und damit
genetisch bedingten Storeinfluss bei der Beurteilung der unter Kap. 4.2.2 fir Homocystein
dargestellten Ergebnisse ausschlieRen zu kdnnen, erfolgte zur Basisuntersuchung eine
molekulargenetische Bestimmung der Genvarianten 677CC (Wildtyp), 677CT (heterozygote
Mutation) und 677TT (homozygote Mutation). Die hierbei im Gesamtkollektiv sowie in der

Verum- und Placebogruppe ermittelten Pravalenzraten sind in Tab. 11 aufgefihrt.

Mit einem Anteil von 46,3% war die heterozygote Mutation (677CT, n=57) der am h&ufigsten
im Gesamtkollektiv vorkommende MTHFR-Genotyp, wahrend die Wildtyp-Variante (677CC,
n=51) mit 41,4% vertreten war. 12,2% (n=15) der Studienteilnehmer konnten als Merkmals-
trager der homozygoten Mutation (677TT) identifiziert werden, womit die Frequenz der
thermolabilen Genvariante der fir Europa angegebenen Pravalenzrate von 5-15%
[KLUIITMANS et al. 1996; CORTESE U. MOTTI 2001; SHARP U. LITTLE 2004] entsprach. Werden
hingegen die in der EPIC-Potsdam-Studie (Subkohorte n=363) beobachteten Frequenzen
der mutierten Allel-Formen (677CT: 39,1%, 677TT: 7,0% [DROGAN et al. 2004]) zugrunde
gelegt, so war in unserem Kollektiv sowohl die heterozygote CT-Genvariante als auch der
homozygote TT-Genotyp vergleichsweise haufiger vertreten. Bezlglich der in Tab. 11 ge-
zeigten Verteilung der MTHFR-Genvarianten in den Subgruppen Verum und Placebo
bestand kein signifikanter Unterschied (p=0,844; Chi*-Test).

Tab. 11: Pravalenz des C677T-MTHFR-Polymorphismus im Gesamtkollektiv sowie in der Verum- und
Placebogruppe

Gesamtkollektiv Verum Placebo
MTHFR-Genvariante (n=123) (n=66) (n=57)
n % n % n %
677CC (Wildtyp) 51 41,5 28 42,4 23 40,4
677CT (Mutation) 57 46,3 31 47,0 26 45,6
677TT (Mutation, thermolabil) 15 12,2 7 10,6 8 14,0

*2 Der C677T-MTHFR-Polymorphismus entspricht einer autosomal-rezessiven Punktmutation, die durch einen
Basentausch (C - T-Transition) auf dem Nukleotid 677 gekennzeichnet ist und eine Anderung der Aminoséure-
sequenz (Ala - Val) mit einer phanotypisch thermolabilen Enzymvariante zur Folge hat [FRossT et al. 1995;
KLulaTMANS et al. 1996; CorTESE U. MoTTI 2001]. Hierbei weisen Trager der homozygoten 677TT-Mutation eine
deutliche Verminderung der Enzymaktivitat um ca. 70 % auf [Rozen 1997], die bei zugleich niedrigem Folatstatus
zu einer Erhéhung der Homocystein-Plasmawerte um ca. 25 % (2-3 umol/l) gegeniiber der Wildtyp-Variante
(677CC) fuhrt [JAQUES et al. 1996; KLERK et al. 2002; WALD et al. 2002]. Des Weiteren ist die homozygote
Mutation haufig mit erniedrigten Folat-Serumspiegeln assoziiert [HARMON et al. 1996; JAQUES et al. 1996; MA et al.
1999], womit sich eine insgesamt hdhere Disposition fiir eine moderate Homocysteindmie bei 677TT-Merkmal-
stragern ableiten l&sst. Zur biochemischen Funktion der 5,10-Methylentetrahydrofolat-Reduktase vgl. auch die
Erlauterungen zu Abb. A12, Anhang A.
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Mit dem kardiovaskularen Risiko assoziierte Medikam enteneinnahme

GemalR den vorangegangen Ausfilhrungen zur Risikoprofil-Charakteristik und der dabei
berticksichtigten Arzneimitteleinnahme, war der Anteil der diesbeziglich medikamentts
therapierten Studienteilnehmer mit 89,4% (n=110) entsprechend hoch. Wie aus Tab. A9,
Anhang B, ersichtlich, Uberwogen mono-medikamentése (56,4%) gegenlUber multi-medi-
kamenttsen Therapien (43,6%), wobei sich fur die hierbei aufgefihrten Behandlungsformen
kein signifikanter Unterschied zwischen der Verum- und Placebogruppe feststellen lief
(p=0,505; Mann-Whitney-U-Test).

Die einzelnen Medikamentengruppen betreffend, ergab sich im Gesamtkollektiv die hdchste
Einnahmepravalenz fur die Gruppe der Antihypertonika (82,9%, n=102), vornehmlich in der
Anwendung als antihypertensive Kombinationstherapie mit zwei oder mehreren Wirk-
stoffgruppen (55,9% gegentber antihypertensiver Monotherapie mit 44,1%). Zu den hierbei
am haufigsten eingesetzten Wirkstoffgruppen zahlten 3-Rezeptorblocker und ACE-Hemmer,
gefolgt von Angiotensin-llI-Antagonisten, Diuretika, Calcium-Antagonisten und Antisympatho-
tonika (Daten nicht gezeigt). Eine medikamenttse Behandlung mit Lipidsenkern erfolgte bei
30,1% (n=37) des Studienkollektivs, wobei die Monotherapie mit Statinen (n=33, 89,1% der
Behandelten) die haufigste Anwendungsform darstellte. In Bezug auf eine antiglykamische

Therapie, der insgesamt 17,9% (n=22) der Teilnehmer unterlag, waren in der Mehrzahl
ebenfalls mono-medikamentése Behandlungsformen (n=15, davon n=7 mit Insulintherapie)
vorzufinden. Eine ausschlie3lich aus oralen Antidiabetika bestehende Kombinationstherapie
erhielten vier Probanden, wahrend drei insulinpflichtige Teilnehmer zusétzlich mit Metformin

behandelt wurden.

Die Subgruppen Verum und Placebo unterschieden sich weder in der fur die Haupt-
medikation dargestellten Einnahmepravalenz signifikant (Antihypertonika p=0,116, Lipid-
senker p=0,465, Antidiabetika p=0,300; jeweils Chi’>-Test) noch lag ein entsprechender

Unterschied beziglich der zu TO eingesetzten Wirkstoffe vor (Daten nicht gezeigt).

Bildungsstand

Im vorliegenden Kollektiv war die mittlere Reife mit 38,5% (n=47) der am haufigsten
absolvierte Schulabschluss , gefolgt von der Fach- bzw. Hochschulreife mit einem Anteil
von insgesamt 34,4% (n=42). Lediglich ein Proband hatte keinen Schulabschluss, wahrend
26,2% (n=32) der Teilnehmer einen Haupt- bzw. Volksschulabschluss aufwiesen.
Hinsichtlich der in der Verum- und Placebogruppe ermittelten Schulabschliisse waren keine
signifikanten Unterschiede feststellbar (p=0,994; Mann-Whitney-U-Test, Daten nicht gezeigt),
so dass von einem in beiden Interventionsgruppen vergleichbaren Bildungsniveau auszu-

gehen war.
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4.2.2 HOMOCYSTEIN UND ASSOZIIERTE B-VITAMINSTATUSPARAMETER

Im Rahmen der nachfolgenden Ausfihrungen wird der Effekt der Nahrstoffgabe auf den
Homocystein-Plasmaspiegel (tHcy) und die in diesem Zusammenhang relevanten bio-
chemischen Parameter der B-Vitamine Folsaure (S-Folat und E-Folat), Cobalamin (Cbl) und
Vitamin Bg (Pyridoxalphosphat, PLP) erértert®. Neben den quantitativen Veranderungen der
jeweiligen Blutkonzentrationen wurden zusatzlich die im Gesamtkollektiv unter Verum- und
Placebogabe zu beobachtenden Auswirkungen hinsichtlich des Vorliegens einer moderaten
Hyperhomocysteindmie bzw. der qualitativen B-Vitaminversorgungslage untersucht. Eine
ausfuhrliche Beschreibung der in diesem Zusammenhang fir den B-Vitaminstatus

erhobenen Ergebnisse findet sich unter Anhang E.

Wie unter Kap. 4.2.1.5 fir die Pravalenz des C677T-MTHFR-Polymorphismus dargestellt,
bestanden in Hinblick auf die Auspragung der jeweiligen Genvarianten (CC-Wildtyp, CT- und
TT-Mutation) keine signifikanten Haufigkeitsunterschiede zwischen den Subgruppen Verum
und Placebo. Damit konnten durch den C677T-MTHFR-Polymorphismus determinierte
Interventionsunterschiede bezlglich der nachfolgend fir Homocystein und Folat
durchgefiihrten Analysen weitgehend ausgeschlossen werden*. Da sich die mittleren
Creatinin-Serumspiegel wahrend der Intervention aus klinischer Sicht zwar lediglich gering-
fugig, innerhalb der Subgruppen Verum und Placebo jedoch auf statistisch unterschied-
lichem Niveau erhdhten (vgl. Kap. 4.2.5, Tab. 27), wurde dem Einfluss von Creatinin als
bekannte StorgréBe der tHcy-Plasmakonzentration® in Form der Kovarianzanalyse

Rechnung getragen.

4.2.2.1 Homocystein (tHcy)

tHcy-Plasmaspiegel vor und nach der Intervention

Die zu TO im Gesamtkollektiv ermittelte tHcy-Plasmakonzentration lag bei durchschnittlich
9,92 £ 2,51 umol/l (Min-Max: 4,7-19,3 umol/l) und damit knapp unterhalb der fir Risiko-
personen unter praventiven Gesichtspunkten anzustrebenden Obergrenze von <10 pumol/l
(vgl. Kap. 5.1). Wurden die geringfligig hdheren Ausgangswerte der Verumgruppe im Ver-

gleich zu Placebo untersucht, so unterschieden sich die beiden Subgruppen vor Beginn

>3 vgl. hierzu auch die Ausfihrungen in Kap. 5.1.

> Zum Einfluss des C677T-MTHFR-Polymorphismus auf die basalen tHcy- und Folat-Konzentrationen sowie die
durch die Verumsupplementierung erzielten Effekte sei hier auf die von der Verfasserin dieser Arbeit publizierten
Posterbeitrage verwiesen [ScHMITT et al. 2005; 2006].

%% |m Gesamtkollektiv bestatigte sich der Zusammenhang zwischen renaler Exkretion und Hohe der tHcy-Plasma-
konzentration in einer signifikanten Korrelation der Variablen tHcy und Creatinin zu den Zeitpunkten TO (r=0,397,
p<0,001) und T6 (r=0,374, p<0,001). Die Veranderungen der Creatinin-Serumspiegel wahrend der Intervention
sind den Ausfiihrungen in Kap. 4.2.5 zu entnehmen.
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der Supplementierung nicht signifikant voneinander (p=0,207, vgl. Tab. 12).

Nach Abschluss der Intervention lie3 sich fir das Gesamtkollektiv eine hdchst signifikante
Abnahme der mittleren tHcy-Konzentration auf 9,07 + 2,13 pumol/l (Min-Max: 4,5-14,9 pumol/l)
feststellen. Dieser Sachverhalt war in einer héchst signifikanten Reduktion des tHcy-Plasma-
spiegels (A:-2,14 + 2,31 ymol/l) innerhalb der Verumgruppe begriindet, wahrend unter
Placebogabe ein signifikanter Anstieg der tHcy-Plasmawerte (A: 0,65 + 1,91 pmol/l) beo-
bachtet wurde. In der Folge erreichte der Gruppenunterschied zwischen Verum und Placebo
sowohl in Bezug auf die im Interventionsverlauf ermittelten T6-TO-Differenzen als auch
hinsichtlich des zu T6 erhobenen tHcy-Status ein statistisch héchst signifikantes Niveau
(jeweils p<0,001). Wurden zudem die wahrend der Intervention eingetretenen Verén-
derungen der Creatinin-Serumwerte in die Betrachtung einbezogen, so liel3 sich erwartungs-
gemalR ein signifikanter Einfluss auf die T6-TO-Differenzen der tHcy-Plasmakonzentration
aufzeigen (Kovariate Creatinin_T6-T0O: p<0,001). Der signifikante Unterschied zwischen den
mittleren tHcy-Differenzen beider Subgruppen blieb jedoch weiterhin bestehen (p<0,001;
ANCOVA, vgl. Tab. 12).

Tab. 12: tHcy-Plasmaspiegel zu TO und T6 sowie absolute T6-TO-Differenzen in der Verum- und
Placebogruppe des Gesamtkollektivs (Mittelwert + SD)

Gesamtkollektiv Verum Placebo a
(n=123) (n=66) (n=57) P
tHey_TO [umol/] 9,92+ 2,51 10,3 + 2,65 9,52 + 2,29 0,207
tHey_T6 [umol/] 9,07 + 2,13 8,11+ 1,82 10,2 + 1,93 <0,001
p® <0,001 <0,001 0,014
tHey_T6-TO [umol/l] -0,85 + 2,54 -214+2,31 0,65+ 1,91 <0,001

ANCOVA*: p<0,001

& t-Test fur unabhangige Stichproben, bezogen auf Verum- und Placebogruppe
® t-Test fir abhéngige Stichproben, bezogen auf TO und T6

* Kovariate: Creatinin_T6-TO (p=0,001), Faktor: Interventionsgruppe

Die absoluten tHcy-Differenzen zwischen der End- und Basisuntersuchung sind fiir beide
Untersuchungsgruppen in Abb. 15 dargestellt. Die relativen Verdnderungen gegeniber TO
entsprachen einer Abnahme der tHcy-Plasmaspiegel in der Verumgruppe um 20,8%, der

einer Erhdhung der tHcy-Plasmawerte um 6,8% in der Placebogruppe gegenuberstand.
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Abb. 15: Absolute T6-TO-Differenzen der tHcy-Plasmaspiegel im Gesamtkollektiv, differenziert nach
Verum- und Placebogruppe (Mittelwert + SE)

Pravalenz einer moderaten Hyperhomocysteindmie vor und nach der Intervention

Ausgehend von einer tHcy-Plasmakonzentration von 12 pumol/l, wie sie in der klinischen
Praxis als Obergrenze fir gesunde Erwachsene angesehen wird [UBBINK et al. 1995;
WELCH U. LOSCALZO 1998; STANGER et al. 2003], wiesen zur Basisuntersuchung TO 16,3%
(n=20) der Studienteilnehmer moderat erhdhte tHcy-Plasmaspiegel auf. Demgegenuber
wurde der fur Gesunde mit erhohtem Risikoprofil und Patienten mit manifester Gefal-
erkrankung winschenswerte Zielwert von <10 umol/l [MALINOW et al. 1999; HACKAM et al.
2000; STANGER et al. 2003], fur dessen Uberschreitung sich auf Basis epidemiologischer
Daten eine lineare Dosis-Wirkungsbeziehung zum kardiovaskularen Risiko ableiten lasst
(vgl. Kap. 5.1), von etwas weniger als der Halfte des Gesamtkollektivs (44,7%, n=55) nicht
erreicht. Wie die in Tab. 13 fir beide Interventionsgruppen dargelegte Verteilung zeigt,
wurden die jeweiligen cut-off-Werte zu Beginn der Supplementierung vergleichsweise
haufiger von Probanden der Verumgruppe Uberschritten; ein signifikanter Unterschied zur
Hyperhomocysteindmie-Pravalenz gegentber Placebo bestand in beiden Fallen jedoch

nicht.

Nach Beendigung der Intervention reduzierte sich der Anteil an Personen mit moderater
Hyperhomocysteindmie im Gesamtkollektiv auf 9,8% (n=12; tHcy >12 umol/l) bzw. 26,8%
(n=33; tHcy >10 pumol/l). Die hdchste innerhalb der Verumgruppe zu diesem Zeitpunkt
gemessene Plasmakonzentration lag bei 14,4 umol/l, wobei der Grenzwert von >12 pumol/l
hier lediglich von zwei Probanden (3,0%) und damit signifikant seltener als in der Placebo-
gruppe (n=10, 17,5%) uberschritten wurde (p=0,007, vgl. Tab. 13). Noch deutlicher wurde
der T6-Gruppenunterschied (p<0,001), wenn der als Toleranzgrenze fir Risikogruppen

definierte cut-off-Wert von <10 umol/l als Beurteilungsgrundlage herangezogen wurde. So
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lie3 sich unter Einnahme des Verumpréparates eine Erh6hung des Anteils an Probanden mit
praventiv wiinschenswerten tHcy-Plasmaspiegeln von vormals 51,5% (TO, n=34) auf 87,9%
(T6, n=58) feststellen. In der Placebogruppe hingegen blieb dieser Anteil und damit auch die
Pravalenz fir eine moderate Hyperhomocysteindmie, definiert durch eine tHcy-
Plasmakonzentration von >10 pumol/l, weitgehend unveréndert.

Tab. 13: Pravalenz einer moderaten Hyperhomocysteindmie zu TO und T6 in der Verum- und

Placebogruppe auf Basis der fiir gesunde Erwachsene und Risikopersonen empfohlenen Ober-
grenzen

Verum Placebo
tHcy-cut-off (n=66) (n=57) p (Chi?)
n % N %
TO  >12 umolll 13 19,7 7 12,3 0,266
>10 pmol/l” 32 48,5 23 40,4 0,366
T6  >12 umolll 2 3,0 10 17,5 0,007
>10 pmol/l 8 12,1 25 43,9 <0,001

" fur gesunde Erwachsene empfohlene Obergrenze [UBBINK et al. 1995; WELCH U. LOSCALZO 1998; STANGER
et al. 2003], fur Risikopersonen und Patienten mit manifester Atherosklerose empfohlene Obergrenze
[MaLINOW et al. 1999; HAckAM et al. 2000; STANGER et al. 2003]

Korrelation zwischen den Veranderungen der tHcy-Pla  smaspiegel wahrend der
Intervention (T6-TO) und dem tHcy-Status zu TO

Da das Ausmafld der Homocystein-Senkung durch eine Intervention mit B-Vitaminen
Literaturdaten zufolge wesentlich durch die Hohe der Ausgangswerte determiniert wird
[CLARKE U. ARMITAGE 2000; STANGER et al. 2003; HOMOCYSTEINE LOWERING TRIALISTS'
COLLABORATION 2005], sollte untersucht werden, ob dieser Zusammenhang auch fur die
vorliegende Untersuchung bestétigt werden konnte. Hierzu wurden die unter Nahrstoff-
supplementierung erzielten tHcy-Differenzen (T6-TO) der Verumgruppe mit den zu TO
erhobenen tHcy-Plasmawerten korreliert. Zwischen beiden Variablen ergab sich eine hoch
inverse Assoziation, die ein statistisch hochst signifikantes Niveau erreichte (r=-0,738,
p<0,001). Danach bestétigte sich, dass Probanden mit initial héheren tHcy-Plasmawerten
eine starkere Homocystein-Abnahme (Schwellenkonzentration: tHcy >6,92 pumol/l, y=-0,643x
+4,449) im Vergleich zu Probanden mit niedrigeren Ausgangswerten verzeichneten (vgl.
Abb. 16).
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Abb. 16: Korrelation zwischen den absoluten tHcy-Differenzen (T6-T0) und den tHcy-Plasmaspiegeln
zu TO in der Verumgruppe des Gesamtkollektivs

4.2.2.2 Folat (S-Folat/E-Folat)

Zur Beurteilung des Folatstatus und dessen Beeinflussung durch die Supplementierung
wurde sowohl die Folatkonzentration im Serum (S-Folat), die einen Anhaltspunkt fir den
jeweiligen Versorgungsstatus zum Zeitpunkt der Blutentnahme liefert (Kurzzeitindikator), als
auch der erythrozytére Folatgehalt (E-Folat) als Marker fir die Gewebespeicher (Langzeit-
indikator) [LEE U. NIEMAN 1996, S. 425; THIERY U. RICHTER 2002, S. 674f], analysiert.

S-Folat- und E-Folat-Spiegel vor und nach der Inter  vention

Die zu beiden Untersuchungsterminen im Gesamtkollektiv und in den Subgruppen Verum
und Placebo analysierten S-Folat- und E-Folat-Werte sind in Tab. 14 zusammengefasst. Wie
daraus ersichtlich wird, wies die Placebogruppe zu Beginn der Intervention einen geringfiigig
hoheren Folatstatus auf. Ein im Vergleich zur Verumgruppe signifikanter Unterschied war
hierbei jedoch weder in Bezug auf S-Folat (p=0,244) noch auf die erythrozytdren Gehalte
(p=0,276) festzustellen. Damit war sowohl in Hinblick auf die kurz- als auch langfristige
Versorgung mit Folat von gleichen Ausgangsbedingungen in beiden Interventionsgruppen

auszugehen.

Bei Probanden, die im weiteren Untersuchungsverlauf das Verumpraparat erhielten, wurde
im Mittel ein jeweils hdchst signifikanter Anstieg der beiden Folatparameter beobachtet. Die
mittleren S-Folat-Spiegel der Placebogruppe blieben demgegeniber nahezu konstant
(p=0,958), wahrend fur die E-Folat-Gehalte eine ebenfalls hdchst signifikante Zunahme
wahrend der Intervention nachgewiesen wurde. Vergleicht man das hierbei erzielte Ausmalf3
anhand der in beiden Subgruppen errechneten T6-TO-Differenzen, so unterschieden sich
diese sowohl fur S-Folat (A: 63,5 + 25,2 vs. -0,08 £ 11,3 nmol/l) als auch fur E-Folat (A: 2,53
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+ 0,86 vs. 0,50 £ 0,32 umol/l) héchst signifikant. Gleiches traf auf die zum Zeitpunkt T6

erhobenen Statuswerte der Verum- und Placebogruppe zu, fir die der Unterschied in beiden

Fallen ein statistisch hdchst signifikantes Niveau erreichte (vgl. Tab. 14).

Tab. 14: S-Folat- und E-Folat-Spiegel zu TO und T6 sowie absolute T6-TO-Differenzen in der Verum-
und Placebogruppe des Gesamtkollektivs (Mittelwert + SD)

Gesamtkollektiv Verum Placebo p
S-Folat_TO [nmol/l] 24,5+ 13,0 23,3+12,1 25,8 + 14,1 0.244°
(n=122) (n=65) (n=57) ’
S-Folat_T6 [nmol/l] 57,3+ 35,4 86,4 22,8 258+11,6 <0,001°
(n=119) (n=62) (n=57) ’
P <0,001° <0,001¢ 0,958°
S-Folat_T6-TO [nmolfl] 32,8+375 63,5 + 25,2 -0,08+113 <0,001°
(n=118) (n=61) (n=57) ’
E-Folat_TO [umol/l] 0,95 + 0,38 0,95 + 0,43 0,96 + 0,33 0276
(n=122) (n=65) (n=57) ’
E-Folat_T6 [umol/l] 2,46 + 1,21 3,45+ 0,90 1,46 + 0,35 <0.001°
(n=115) (n=58) (n=57) ’
p <0,001° <0,001° <0,001°
E-Folat_T6-TO [umol/] 1,51+ 1,21 2,53+ 0,86 0,50 + 0,32 <0.001°
(n=114) (n=57) (n=57) ’

& Mann-Whitney-U-Test, bezogen auf Verum- und Placebogruppe

® t-Test fir unabhangige Stichproben, bezogen auf Verum- und Placebogruppe
¢ Wilcoxon-Test, bezogen auf TO und T6

9 t-Test fur abhéangige Stichproben, bezogen auf TO und T6

Die in der Verlaufsbeobachtung unter Verum- und Placebogabe fiir beide Variablen
ermittelten absoluten Differenzen (T6-TO) veranschaulichen Abb. A6 und A7, Anhang A. Die
hierbei innerhalb der Verumgruppe fur S-Folat erzielte relative Veranderung gegentiber TO
belief sich im Mittel auf 273%. Mit einer relativen Abnahme um -0,3% verringerten sich die
diesbeziglichen Werte der Placebogruppe dagegen nur unwesentlich. Fir E-Folat wurden
demgegeniber relative Zunahmen von 266% (Verum) und 52% (Placebo) verzeichnet, die
fur beide Subgruppen — unabhéangig vom Signifikanzunterschied der T6-TO-Differenzen —
eine klinisch relevante Verbesserung der langfristigen Folatversorgung wahrend des

Studienzeitraums anzeigen.

Korrelation zwischen den Veranderungen der Folat-Sp
(T6-TO) und dem Folatstatus zu TO

iegel wahrend der Intervention

Um die in der Verumgruppe erzielten Effekte der Nahrstoffgabe und die damit einher-
gehende Verbesserung der kurz- und langfristigen Folatversorgung in Abhangigkeit von der
Ausgangsversorgung zu untersuchen, wurde eine bivarate Korrelation zwischen den T6-T0-
Differenzen der S-Folat- bzw. E-Folat-Konzentrationen und den jeweiligen TO-Werten durch-

gefuhrt. Ein entsprechender Zusammenhang, der auf einen starkeren Interventionseffekt bei
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initial schlechter versorgten Probanden hindeutet, konnte hierbei lediglich fir S-Folat
(rs=-0,332, p=0,009), nicht jedoch fir E-Folat (rs=-0,035, p=0,794) gefunden werden.

4.2.2.3 Cobalamin (Chl)

Cbl-Serumspiegel vor und nach der Intervention

Wie die in Tab. 15 fir das Gesamtkollektiv und die Subgruppen Verum und Placebo auf-
gezeigten Cbl-Serumspiegel verdeutlichen, lagen die Cbl-Ausgangswerte der Placebogruppe
im Mittel um 8% hoher als in der Verumgruppe. Ein statistisch signifikanter Unterschied, der
auf initial unterschiedliche Bedingungen in den Untersuchungsgruppen hindeutet, war hierbei

jedoch nicht gegeben (p=0,538).

Im Verlauf der Intervention stiegen die Cbl-Serumspiegel sowohl in der Verum- (p<0,001) als
auch in der Placebogruppe (p=0,024) signifikant an; fur die unter Verumgabe zu beo-
bachtende Zunahme ergab sich hierbei ein vergleichsweise starker ausgepréagter Effekt
(A: 188 =105 vs. 20,4 + 66,1 pmol/l unter Placebo). Folglich unterschieden sich sowohl die
T6-TO-Differenzen als auch die final erhobenen Cbl-Serumwerte der beiden Subgruppen

signifikant voneinander (jeweils p<0,001, vgl. Tab. 15).

Tab. 15: Cbl-Serumspiegel zu TO und T6 sowie absolute T6-TO-Differenzen in der Verum- und
Placebogruppe des Gesamtkollektivs (Mittelwert + SD)

Gesamtkollektiv Verum Placebo a
(n=123) (n=66) (n=57) P
Cbl_TO [pmol/l] 280 + 114 270+ 87,7 292 + 138 0,538
Cbl_T6 [pmol/l] 390 + 157 457 £ 129 313+ 151 <0,001
p® <0,001 <0,001 0,024
Cbl_T6-TO [pmol/l] 110 + 122 188 + 105 20,4 + 66,1 <0,001

& Mann-Whitney-U-Test, bezogen auf Verum- und Placebogruppe
® t-Test fiir abhéangige Stichproben, bezogen auf TO und T6

Die absoluten Cbl-Differenzen zwischen T6 und TO in der Verum- und Placebogruppe sind in
Abb. A8, Anhang A, gegenubergestellt. Diese entsprachen relativen Veranderungen von
70% (Verum) bzw. 7% (Placebo), welche den quantitativen Unterschied im Anstieg der

Serumwerte beider Interventionsgruppen zusatzlich unterstreichen.

Korrelation zwischen den Veranderungen der Cbl-Seru  mspiegel wahrend der
Intervention (T6-TO) und dem Cbl-Status zu TO

Zwischen den Veranderungen der Cbl-Serumwerte (T6-TO-Differenzen) in der Verumgruppe
und den TO-Statuswerten zeigte sich eine sehr geringe, inverse, jedoch nicht signifikante
Korrelation (r=-0,118, p=0,347). Der durch das Verumpréparat induzierte Anstieg der

mittleren Cbl-Serumspiegel erwies sich damit als weitgehend unabhangig von der initialen



EIGENE UNTERSUCHUNGEN: ERGEBNISSE — HOMOCYSTEIN UND B-VITAMINSTATUSPARAMETER 86

Versorgungssituation der Probanden.

4.2.2.4 Pyridoxalphosphat (PLP)

PLP-Plasmaspiegel vor und nach der Intervention

Betrachtet man die zu Beginn der Interventionsphase in der Verum- und Placebogruppe
ermittelten PLP-Plasmaspiegel, so wies die Placebogruppe im Mittel lediglich geringfigig
héhere Basalwerte auf (vgl. Tab. 16). Dass hierbei von vergleichbaren Bedingungen gegen-
Uber Probanden der Verumgruppe ausgegangen werden konnte, lie3 sich auch mit Hilfe des

hierzu durchgefuhrten Signifikanztests bestétigen (p=0,887).

Eine hdchst signifikante Zunahme der mittleren PLP-Spiegel lie3 sich im weiteren
Untersuchungsverlauf sowohl fur die Verum- als auch fir die Placebogruppe beobachten. Mit
einer absoluten Erhdéhung der Plasmakonzentration um 94,5 nmol/l in der Verumgruppe
gegenuber 8,50 nmol/l in der Placebogruppe erwies sich der unter Verumgabe erzielte Effekt
jedoch als signifikant ausgepragter (p<0,001). Ein die durch die Verumsupplementierung
induzierter Effekt liel3 sich ferner an den zu T6 ermittelten PLP-Plasmawerten erkennen;
auch hier unterschieden sich die beiden Subgruppen Verum und Placebo hdchst signifikant

voneinander (vgl. Tab. 16).

Tab. 16: PLP-Plasmakonzentrationen zu TO und T6 sowie absolute T6-TO-Differenzen in der Verum-
und Placebogruppe des Gesamtkollektivs (Mittelwert + SD)

Gesamtkollektiv Verum Placebo
(n=123) (n=66) (n=57) P
PLP_TO [nmol/] 42,3+27,0 41,6 + 28,7 43,2+ 25,2 0,887°
PLP_T6 [nmol/l] 97,0 £ 65,3 136 £ 63,5 51,7 £ 26,9 <0,001°
p <0,001° <0,001° 0,001°
PLP_T6-TO [nmol/] 54,6 + 64,0 94,5 £ 60,7 8,50 + 24,8 <0,001°

& Mann-Whitney-U-Test, bezogen auf Verum- und Placebogruppe

® t-Test fir unabhangige Stichproben, bezogen auf Verum- und Placebogruppe
¢ Wilcoxon-Test, bezogen auf TO und T6

9 t-Test fur abhéangige Stichproben, bezogen auf TO und T6

Die zwischen der End- und Basisuntersuchung fiir die Untersuchungsgruppen ermittelten
absoluten Differenzen sind in Abb. A9, Anhang A, dargestellt. Die hierbei gezeigten Veran-
derungen entsprachen einer relativen Erhdhung des mittleren PLP-Plasmaspiegels um 227%
in der Verumgruppe sowie einem deutlich geringer ausgepragten Anstieg von 20% in der

Placebogruppe.
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Korrelation zwischen den Veranderungen der PLP-Plas  maspiegel wahrend der
Intervention (T6-TO) und dem PLP-Status zu TO

Zur Uberpriifung des Zusammenhangs zwischen dem AusmaR des durch die Verum-
supplementierung induzierten Anstiegs der PLP-Plasmaspiegel und dem Versorgungsstatus
vor der Intervention wurden die absoluten PLP-Differenzen (T6-TO) mit den TO-Werten der
Verumgruppe korreliert. Eine entsprechende Assoziation, die auf eine Statusverbesserung in
Abhangigkeit vom Ausgangswert hinweist, konnte hierbei jedoch nicht gezeigt werden
(rs=0,108, p=0,390).

4.2.2.5 Korrelationen und Interaktionen

Korrelationen zwischen tHcy und den B-Vitaminstatus parametern zu TO

Im Rahmen der bivariaten Korrelationsrechnung ergab sich fir das Gesamtkollektiv eine
schwach inverse, hdchst signifikante Assoziation zwischen der Hohe des initialen tHcy-
Plasmaspiegels und der zu TO ermittelten Hohe der S-Folat- (rs=-0,389) bzw. Cbl-Serum-
konzentration (r=-0,311). Keine Assoziationen lieRen sich hingegen zwischen Homocystein

und E-Folat sowie den PLP-Plasmawerten aufzeigen (vgl. Tab. A10, Anhang B).

Unter den B-Vitaminen fanden sich zu Beginn der Intervention schwach ausgepragte,
positive Korrelationen zwischen S-Folat und allen weiteren Parametern des B-Vitaminstatus.
Des Weiteren bestand zu diesem Zeitpunkt eine schwache, positive Assoziation zwischen
den Cbl-Serumkonzentrationen und den erythrozytaren Folatgehalten (vgl. Tab. A10,
Anhang B).

Korrelationen zwischen den Verdnderungen der tHcy-P  lasmaspiegel wahrend der
Intervention (T6-TO) und den B-Vitaminstatusparamet ern zu TO

Analog zu der unter Kap. 4.2.2.1 ermittelten Korrelation hinsichtlich der tHcy-Differenzen
(T6-TO) und den tHcy-Plasmawerten zu TO sollte Uberprift werden, inwieweit Assoziationen
zwischen der zu beobachtenden Homocystein-Reduktion in der Verumgruppe und dem
initialen B-Vitaminstatus bestanden haben. Es zeigte sich, dass die Verumgabe bei initial
niedrigen S-Folat- (rs=0,479, p<0,001) und Cbl-Serumwerten (r=0,349, p=0,004) mit einer
starkeren Abnahme der tHcy-Plasmakonzentration einherging. Fur den E-Folat- sowie den
PLP-Ausgangsstatus liel3 sich diesbeziglich ein Trend zu einer schwach positiven
Korrelation mit vergleichsweise geringerer Starke errechnen (E-Folat: rs=0,229, p=0,067,
PLP: rs=0,233, p=0,059).

Korrelationen zwischen den Veranderungen der tHcy-P  lasmaspiegel wahrend der
Intervention (T6-TO) und den Veranderungen des B-Vi  taminstatus (T6-TO)

Wurden die T6-TO-Differenzen der tHcy-Plasmakonzentration mit den Veranderungen der

jeweiligen B-Vitaminspiegel in der Verumgruppe korreliert, so fand sich ein signifikant
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inverser Zusammenhang zwischen tHcy und den Parametern Chl (r=-0,528, p<0,001) und
S-Folat (r=-0,408, p=0,001). Wie Abb. A10, Anhang A, verdeutlicht, war demnach die unter
Verumgabe erzielte Reduktion der tHcy-Plasmaspiegel umso ausgepragter, je hoéher die
Anstiege der S-Folat- und Cbl-Serumkonzentrationen im Interventionsverlauf waren. Keine
Korrelationen fanden sich demgegenuiber zwischen den tHcy-Differenzen und den durch die
Verumsupplementierung induzierten Verdnderungen der E-Folat- sowie PLP-Plasmakonzen-

trationen.

Des Weiteren wurden diverse Interkorrelationen zwischen den unter Verumgabe erzielten
T6-TO-Differenzen der jeweiligen B-Vitaminstatusparameter gefunden. Eine entsprechende
Ubersicht findet sich unter Anhang B, Tab. A11.

4.2.2.6 Zusammenfassung

Mit einer Konzentration von 9,92 + 2,51 umol/l war fur das Gesamtkollektiv bereits zu Beginn
der Intervention eine im Mittel praventiv winschenswerte Hohe des tHcy-Plasmaspiegels

(<10 umol/l) festzustellen. Bei genauerer Betrachtung wird allerdings deutlich, dass knapp
die Halfte (44,7%) der Studienteilnehmer diesen Wert initial Uberschritten. Im weiteren
Untersuchungsverlauf liel? sich unter Gabe des Verumprdparates eine hochst signifikante
Senkung der tHcy-Plasmawerte (A:-2,14 + 2,31 umol/l, p<0,001) beobachten, die einer
relativen Abnahme um 20,8% entsprach. Eine durch die N&hrstoffgabe induzierte Opti-
mierung der tHcy-Plasmawerte spiegelte sich ferner in einer deutlichen und gegeniber
Placebo signifikanten Verringerung des Anteils an Probanden mit préavalenter Hyperhomo-
cysteinamie, definiert durch tHcy-Plasmawerte >12 bzw. =10 umol/l, nach Beendigung der
Intervention wider. Die Placebogruppe verzeichnete demgegentber eine geringfiigige, wenn
auch signifikante Zunahme der tHcy-Plasmakonzentration (A: 0,65 + 1,91 umol/l, p=0,014),
wobei die jeweiligen Hyperhomocysteindmie-Pravalenzen Uber den Zeitverlauf nahezu
konstant blieben. Des Weiteren lie3 sich zeigen, dass die unter Verumgabe erzielte
Homocystein-Senkung umso ausgepragter ausfiel, je hoher die tHcy-Ausgangswerte der

Probanden waren.

In Hinblick auf die B-Vitaminstatusparameter S-Folat, E-Folat, Cbl und PLP wurde ein
hdchst signifikanter Anstieg der jeweiligen Blutspiegel durch die Nahrstoffsupplementierung
nachgewiesen, der in allen Fallen ein signifikantes Niveau gegentber Placebo erreichte. Die
deutlichsten quantitativen Verdnderungen lieRen sich hierbei fir die Folsduremarker S-Folat
(A: 273%) und E-Folat (A: 266%) sowie den PLP-Plasmaspiegel (A: 227%) aufzeigen, gefolgt
von einer ebenfalls ausgepragten Zunahme der Cbl-Serumkonzentration (A: 70%). Signifi-
kante Erhéhungen der B-Vitaminspiegel waren mit Ausnahme von S-Folat auch innerhalb

der Placebogruppe festzustellen. Diese erwiesen sich fur E-Folat (A: 52%) und die PLP-
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Plasmawerte (A: 20%) als quantitativ bedeutsam.

Unter qualitativen Gesichtspunkten zeigte sich fur alle erhobenen B-Vitaminstatusparameter
— basierend auf den in der Literatur fir eine ausreichende Bedarfsdeckung angegebenen
Referenzwerten — bereits zu Beginn der Intervention eine insgesamt gute Versorgungslage
des Kollektivs (vgl. hierzu die Ausfiihrungen unter Anhang E). Wurden demgegentber die
zur Homocystein-Optimierung héher angesetzten Grenzwerte veranschlagt, so lie3 sich fir
S-Folat und Cobalamin ein initial héherer Anteil suboptimal versorgter Probanden identi-
fizieren (vgl. Tab. A25, S. E6). Hierbei erwies sich die Verumgabe als geeignet, sowohl die
S-Folat- als auch die Cbl-Konzentrationen in den jeweils winschenswerten Bereich anzu-
heben und den qualitativen T6-Versorgungsstatus gegeniber Placebo signifikant zu
verbessern. Fir E-Folat und Pyridoxalphosphat wurden in diesem Zusammenhang dagegen
bereits zur Basisuntersuchung ausreichend hohe und durch eine Supplementierung nicht

weiter zu optimierende Blutspiegel erreicht.

Eine unterschiedliche Ansprechbarkeit auf die Verumsupplementierung in Abhangigkeit von
der initialen Versorgungslage wurde lediglich fir die im Serum gemessene Folatkonzen-
tration gefunden. Danach verzeichneten Probanden mit niedrigeren Ausgangswerten die in
der Verlaufsbeobachtung starksten Erhohungen der S-Folat-Spiegel. Fiur die Parameter
E-Folat, Cbl und PLP konnte ein entsprechender Zusammenhang hingegen nicht gezeigt

werden.

In der Interkorrelationsanalyse ergaben sich héchst signifikante, inverse Assoziationen
zwischen Homocystein und den Parametern S-Folat und Cbl, die sowohl auf den TO-Status
als auch auf die Veranderungen im Zeitverlauf (T6-TO-Differenzen) zutrafen. Im ersten Fall
war — gemessen an der Héhe der im Gesamtkollektiv ermittelten Korrelationskoeffizienten —
ein geringfligig starkerer, negativer Zusammenhang zwischen den tHcy-Ausgangsspiegeln
und der Hohe der basalen S-Folat-Konzentrationen feststellbar. Demgegeniber bestand fir
die unter Verumgabe erzielte Homocystein-Senkung eine vergleichsweise starkere, negative
Assoziation zur Erhéhung der Cbl-Serumspiegel. In Bezug auf E-Folat und PLP lie3en sich
in den vorgenannten Analysen hingegen keine Korrelationen aufzeigen. Des Weiteren war in
der Verumgruppe zu beobachten, dass die T6-TO-Differenzen der tHcy-Plasmakonzentration
mit der HOhe des initialen S-Folat- sowie Cbl-Status positiv korrelierten, wahrend fur die
E-Folat- und PLP-Ausgangswerte ein Trend zu einer entsprechenden Assoziation (starkere

Homocystein-Senkung bei schlechterer initialer Vitaminversorgung) ermittelt werden konnte.
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4.2.3 OXIDIERTES LDL UND ASSOZIIERTE ANTIOXIDANZIENPARAMETER

Im Folgenden wird der Einfluss der Nahrstoffsupplementierung auf die Serumkonzentration
an oxidiertem LDL (oxLDL) sowie auf ausgewahlte Marker des antioxidativen Status (TEAC,
a-Tocopherol) beschrieben. Analog zu den unter Kap. 4.2.2 abgehandelten biochemischen
B-Vitaminstatusparametern fanden neben den quantitativen Veranderungen der a-Toco-
pherol-Serumwerte auch qualitative Effekte der Nahrstoffgabe Bertcksichtigung. Letztere

werden unter Anhang E detailliert erortert.

4.2.3.1 Oxidiertes LDL (oxLDL)

oxLDL-Serumspiegel vor und nach der Intervention

Zum Zeitpunkt TO lag der oxLDL-Serumspiegel der Gesamtgruppe (n=73%*) bei 71 + 16 U/I
(Min-Max: 38-107 U/l), womit der fur gesunde Erwachsene angegebene Referenzwert von
70 U/l (methodenspezifischer cut-off-Wert nach ITABE U. UEDA [2007]) im Mittel nur gering-
fugig Uberschritten wurde. OXLDL-Serumkonzentrationen >70 U/l waren demgegenuber bei
der Halfte der Teilnehmer (50,7%, n=37) mit nahezu gleicher Verteilung in den Subgruppen
Verum und Placebo (47,5 vs. 50,7%, p=0,549; Chi’>-Test) festzustellen. Der geringfiigig
hdhere oxLDL-Ausgangswert der Placebogruppe unterschied sich ebenfalls nicht signifikant

zu dem der Verumgruppe (p=0,259; vgl. Tab. 17).

Am Ende der Intervention liel3 sich fir das Gesamtkollektiv eine hichst signifikante Abnahme
des oxLDL-Serumspiegels gegeniiber der Basisuntersuchung verzeichnen (T6: 62 + 15 U/,
Min-Max: 33-101 U/l), womit sich auch der Anteil an Probanden mit Werten >70 U/l auf
weniger als ein Drittel (28,8%, n=21) verringerte. Wie die nach Verum- und Placebogruppe
differenzierte Auswertung zeigt, reduzierten sich die mittleren oxLDL-Serumkonzentrationen
auch hier auf jeweils hochst signifikantem Niveau, wobei eine starker ausgeprégte Senkung
unter Einnahme von Placebo (A: -9,2 + 11 U/l bzw. -12,6%) im Vergleich zur Verumgabe
(-7,3 £ 12 U/l bzw. -10,6%) beobachtet wurde. Ein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen der Verum- und Placebogruppe lag jedoch weder fiir die Veranderungen im Zeit-
verlauf (p=0,510) noch fur die T6-Serumwerte vor (p=0,490, vgl. Tab. 17). Desgleichen
waren keine signifikanten Unterschiede beziiglich der Uberschreitung des oxLDL-cut-offs
(>70 U/l, Verum: 30,0%, Placebo: 27,3%) zwischen beiden Subgruppen gegeben (p=0,798;
Chiz-Test).

*® Dies entspricht der im Gesamtkollektiv untersuchten Teilstichprobe (n=102) abziglich der Probanden mit
hypolipidamischer Medikation (vgl. Kap. 4.2.1.1, FuRnote 45).
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Tab. 17: oxLDL-Serumspiegel zu TO und T6 sowie absolute T6-TO-Differenzen in der Verum- und
Placebogruppe des Gesamtkollektivs (Mittelwert + SD)

Gesamtkollektiv Verum Placebo a
(n=73) (n=40) (n=33) P
oxLDL_TO [u/m 71 +£16 69+ 17 73+ 16 0,259
oxLDL_T6 [u/l 62 + 15 61+ 16 64 +14 0,490
p° <0,001 0,001 <0,001
oxLDL_T6-TO [u/] -8,2+12 -7,3x12 -9,2+11 0,510

& t-Test fur unabhangige Stichproben, bezogen auf Verum- und Placebogruppe
® t-Test fiir abhéangige Stichproben, bezogen auf TO und T6

Korrelation zwischen den Veranderungen der oxLDL-Se  rumspiegel wahrend der
Intervention (T6-TO) und dem oxLDL-Status zu TO

Da sich die oxLDL-Serumspiegel in der Verum- und Placebogruppe in vergleichbarem Aus-
malfd reduzierten, sollte untersucht werden, ob in beiden Subgruppen ein Zusammenhang
zwischen den basal gemessenen Konzentrationen und den im Interventionsverlauf beobach-
teten Veranderungen bestand. In der hierzu durchgefiihrten bivariaten Korrelationsanalyse
fand sich sowonhl fur die Verumgruppe (r=-0,416, p=0,008) als auch fur die Placebogruppe
(r=-0,489, p=0,004) ein hoch signifikant inverser Zusammenhang, der auf eine Abhangigkeit
der oxLDL-Senkung vom Ausgangshiveau hinweist. Wie die in Abb. 17 dargestellten Re-
gressionsgeraden verdeutlichen, war eine Abnahme der oxLDL-Serumkonzentration
wahrend der Intervention mit Ausgangswerten >45 U/l (Verum, y=-0,314x+14,2) bzw. >46 U/
(Placebo, y=-0,342x+15,8) assoziiert.

Verum (n=40) Placebo (n=33)

204

259

[
[ ]
un

oxLDL_T6-TO
oxLDL_T6-TO

-30

r=-0,489
p=0,004

40

T T T T
T T T T
40 50 60 70 80 90 100 110 40 60 80 100

oxLDL_TO [U/] OXLDL_TO [u/]]

Abb. 17: Korrelation zwischen den absoluten oxLDL-Differenzen (T6-TO) und den oxLDL-Serum-
spiegeln zu TO in der Verum- und Placebogruppe des Gesamtkollektivs
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4.2.3.2 Antioxidative Kapazitat des Plasmas (TEAC)

Die antioxidative Kapazitat wurde mit Hilfe des TEAC-Tests (Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity Test) bestimmt, der als funktioneller Test die In-vitro-Hemmung einer synthetischen
Radikalverbindung (ABTSe+) durch im Plasma vorhandene Antioxidanzien anzeigt (vgl.
Anhang C). In diesem Zusammenhang ist von Bedeutung, dass endogene Antioxidanzien
einen hohen Beitrag zum antioxidativen Potenzial von humanen Plasmaproben leisten,
wobei Harnsaure neben Bilirubin als wesentliche Komponente fur die im TEAC-Test
ermittelte Gesamtkapazitat gilt [BENZIE U. STRAIN 1996; RICE-EVANS U. MILLER 1994]. Da fir
die Verum- und Placebogruppe ein signifikanter Unterschied hinsichtlich der im Studien-
verlauf ermittelten T6-TO-Differenzen der Harnsdure-Serumspiegel vorlag (vgl. Kap. 4.2.5,
Tab. 27), wurden diese fur den Vergleich der TEAC-Differenzen beider Subgruppen als
Kontrollvariable beriicksichtigt. Durch dieses Vorgehen sollte eine mdgliche Kaschierung von

Interventionseffekten mit Hilfe der Kovarianzanalyse ausgeschlossen werden®’.

TEAC-Plasmawerte vor und nach der Intervention

Betrachtet man die durchschnittlichen TEAC-Werte zu Beginn der Intervention, so wies die
Verumgruppe eine um 16 umol/l Trolox-Aquivalent hohere antioxidative Plasmakapazitat im
Vergleich zur Placebogruppe auf (vgl. Tab. 18). Absolut gesehen betrug dieser Unterschied
lediglich 0,7%, wobei die Ausgangsbedingungen der beiden Untersuchungsgruppen auch

aus statistischer Sicht als vergleichbar eingestuft werden konnten (p=0,342).

Wahrend unter Einnahme von Placebo eine geringfligige, nicht signifikante Erhéhung der
mittleren TEAC verzeichnet wurde (A: 8,98 + 97,2 umol/l bzw. 0,4%), liel3 sich innerhalb der
Verumgruppe eine signifikante Zunahme der antioxidativen Plasmakapazitat aufzeigen
(A: 39,32 +£136,5 pmol/l bzw. 1,7%, p=0,022). Fir die daraus resultierenden Unterschiede im
T6-Status der beiden Subgruppen ergab sich ein Trend zur Signifikanz (p=0,064). Vergleicht
man demgegeniber das unter Verumeinnahme erzielte Ausmal} der Veranderungen (T6-TO-
Differenzen) im Vergleich zu Placebo, so war hier kein statistisch signifikanter Unterschied
festzustellen (p=0,164). Wie das Ergebnis der Kovarianzanalyse zeigt (vgl. Tab. 18), war
dieses Ergebnis unabhdngig von den beobachteten T6-TO-Differenzen der Harnsaure-
Serumwerte. Deren Einfluss als Kovariate erwies sich im vorliegenden Modell demnach als
nicht signifikant (Harnsaure_T6-T0: p=0,263).

" Im Gesamtkollektiv bestatigte sich die in der Literatur fiir die TEAC beschriebene Assoziation zur Harnsaure-
Serumkonzentration mit einem Trend zu einer zu TO schwach ausgepragten Korrelation allerdings nur bedingt
(r=0,169, p=0,061). Zum Zeitpunkt T6 lieR sich dagegen kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen
beiden Parametern nachweisen (rs=0,133, p=0,143).



EIGENE UNTERSUCHUNGEN: ERGEBNISSE — OXIDIERTES LDL UND ANTIOXIDANZIENPARAMETER 93

Tab. 18: TEAC-Plasmawerte zu TO und T6 sowie absolute T6-TO-Differenzen in der Verum- und
Placebogruppe des Gesamtkollektivs (Mittelwert + SD)

Gesamtkollektiv Verum Placebo a
(n=123) (n=66) (n=57) P
TEAC_TO [umol/I] 2287 + 95,76 2295 + 99,96 2279 £ 90,71 0,342
TEAC_T6 [umol/l] 2313 + 140,0 2334 £ 157,0 2287 £ 113,6 0,064
p 0,240° 0,022° 0,488°
TEAC_T6-TO [umol/l] 25,26 +120,4 39,32 £136,5 8,98 + 97,2 0,164

ANCOVA*: p=0,275

& t-Test fur unabhangige Stichproben, bezogen auf Verum- und Placebogruppe
b Wilcoxon-Test, bezogen auf TO und T6
¢ t-Test fiir abhéngige Stichproben, bezogen auf TO und T6

* Kovariate: Harnsaure_T6-TO (p=0,263), Faktor: Interventionsgruppe

Korrelation zwischen den Veranderungen der TEAC-Pla  smawerte wahrend der
Intervention (T6-TO) und dem TEAC-Status zu TO

Da die TEAC-Werte in der Verumgruppe wéhrend der Intervention signifikant anstiegen,
sollte untersucht werden, inwieweit die im Studienverlauf zu beobachtenden Verédnderungen
durch den initialen Status beeinflusst wurden. In der hierzu durchgefiihrten bivariaten
Korrelation zwischen den T6-TO-Differenzen und den TEAC-Werten zum Zeitpunkt TO fand
sich jedoch keine signifikante Assoziation (r=-0,145, p=0,246). Die unter Supplementierung
mit Verum erzielte Erhéhung der antioxidativen Kapazitat erwies sich somit als unabhéngig

von den inital gemessenen TEAC-Werten.

4.2.3.3 a-Tocopherol (AT)

Da a-Tocopherol im Serum eng mit den Blutlipiden assoziiert ist®® und hohe bzw. niedrige
Lipid-Serumwerte zu einer nicht adaquaten Beurteilung des Vitamin-E-Status in Form einer
Uber- bzw. Unterschatzung der Versorgungslage fiihren [VOGEL et al. 1997; BASSLER et al.
2002, S. 396, 417, GRoss et al. 2003] wurden die mittels RP-HPLC-Verfahren bestimmten a-
Tocopherol(AT)-Serumkonzentrationen (vgl. Anhang C) zuséatzlich auf den individuellen
Blutlipidgehalt der Probanden standardisiert. Hierzu wurde die in der Literatur Ubliche
Darstellung der AT-Serumspiegel in Relation zur Gesamtcholesterol- (AT/TC) bzw.
Gesamtlipid-Fraktion (AT/TC+TG) gewahlt [vgl. ERHARDT 2002b, S. 677f;, VOGEL et al. 1997,
HAMILTON et al. 2000; MONGE-R0JAS et al. 2005].

%8 Dieser Zusammenhang lie3 sich auch fiir die vorliegende Untersuchung bestéatigen, wobei im Gesamtkollektiv
eine geringfligig starkere Assoziation zur TC-Serumkonzentration (TO: r=0,600, T6: r=0,514, jeweils p<0,001) im
Vergleich zu den TG-Serumspiegeln (TO: rs=0,409, T6: rs=0,371, jeweils p<0,001) erkennbar wurde.
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a-Tocopherol-Serumspiegel vor und nach der Intervent ion

Betrachtet man die zu TO erhobenen a-Tocopherolstatuswerte der Verum- und Placebo-
gruppe, so lagen fir alle der in Tab. 19 dargestellten Variablen im Mittel vergleichbare Aus-

gangsbedingungen vor.

Wahrend der Interventionsphase verzeichnete die Verumgruppe eine hdéchst signifikante
Zunahme der AT-Serumspiegel (A: 12,9 + 8,99 pmol/l), die sich auf 36% gegeniber dem
Basalwert belief. Innerhalb der Placebogruppe traten in der Verlaufsbeobachtung hingegen
keine wesentlichen Veranderungen auf (A: 0,82 + 9,62 umol/l bzw. 2,3%, p=0,523). Zwischen
beiden Interventionsgruppen war sowohl fur die absoluten T6-TO-Differenzen als auch fir die
T6-Mittelwerte der AT-Serumkonzentration ein jeweils hodchst signifikanter Unterschied
festzustellen. Fur die AT-Differenzen zwischen T6 und TO lie3 sich zudem ein signifikanter
Einfluss der Blutlipid-Veranderungen aufzeigen (Kovariate TC_T6-TO: p<0,001, TG_T6-TO:
p=0,001); allerdings blieb das zwischen beiden Subgruppen ermittelte Signifikanzniveau
hiervon unbeeinflusst (p<0,001; ANCOVA, vgl. Tab. 19).

Wurden die in der Verumgruppe ebenfalls hdchst signifikanten Anstiege der lipid-
korrigierten Serumkonzentrationen  in Hinblick auf das relative Ausmalf3 beurteilt, so erwies
sich der unter Nahrstoffsupplementierung erzielte Effekt als vergleichsweise starker aus-
gepragt: Die hier durchschnittlich zu beobachtenden Erhdéhungen der Quotienten AT/TC
(A: 2,56 = 1,35 pmol/mmol) und AT/TC+TG (A: 2,00 = 1,10 pmol/mmol) betrugen 42,7% bzw.
44,2%. Die unter Placebogabe ermittelten T6-TO-Differenzen, die sich in der Testung gegen
Verum in beiden Fallen héchst signifikant unterschieden (vgl. Tab. 19), wiesen analog zur
Auswertung der unkorrigierten AT-Serumspiegel auf keine wesentlichen Statusveran-
derungen hin (A AT/TC: 3,4%, p=0,288; A AT/TC+TG: 2,0%, p=0,493). Ebenso lie3en sich
zum Zeitpunkt T6 hochst signifikante Unterschiede zwischen der Verum- und Placebogruppe

nachweisen.
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Tab. 19: a-Tocopherol-Serumspiegel (ohne/mit Lipidkorrektur) zu TO und T6 sowie absolute T6-TO-
Differenzen in der Verum- und Placebogruppe des Gesamtkollektivs (Mittelwert + SD)

Gesamtkollektiv Verum Placebo a
(n=123) (n=66) (n=57) P
AT_TO [umol/l] 359+ 11,0 35,8+ 10,7 36,1+11,3 0,915
AT_T6 [umol/l] 43,3+12,0 48,8+ 11,9 36,9 + 8,60 <0,001
p® <0,001 <0,001 0,523
AT_T6-TO [umol/I] 731+11,1 12,9+ 8,99 0,82 £ 9,62 <0,001
ANCOVA*: p<0,001
AT/TC_TO 5,99+ 1,42 6,00 + 1,37 5,97 £ 1,49 0,903
[umol/mmol]
AT/TC_T6 7,45+ 1,81 8,56 + 1,51 6,17 £ 1,16 <0,001
[umol/mmol]
p° <0,001 <0,001 0,288
AT/TC_T6-TO 1,46 +1,81 2,56 + 1,35 0,20+ 1,41 <0,001
[umol/mmol]
AT/TC+TG_TO 4,48 £ 1,02 4,52 +0,94 4,44 +1,10 0,656
[umol/mmol]
AT/TC+TG_T6 5,60 + 1,33 6,52 + 1,07 4,53 + 0,59 <0,001
[umol/mmol]
p® <0,001 <0,001 0,493
AT/TC+TG_T6-TO 1,12 +1,42 2,00+1,10 0,09+ 1,01 <0,001

[umol/mmol]

& t-Test fur unabhangige Stichproben, bezogen auf Verum- und Placebogruppe
® t-Test fir abhéngige Stichproben, bezogen auf TO und T6

* Kovariate: TC_T6-TO (p<0,001), TG_T6-TO (p=0,001), Faktor: Interventionsgruppe

Korrelation zwischen den Veranderungen der  a-Tocopherol-Serumspiegel wéhrend
der Intervention (T6-TO) und dem a-Tocopherolstatus zu TO

Hinsichtlich der durch die Intervention mit Verum erzielten, hoéchst signifikanten Zunahme der
a-Tocopherol-Serumwerte, lie3 sich fur alle erhobenen Variablen eine signifikant negative
Assoziation zwischen den im Studienverlauf ermittelten Verdnderungen und den TO-Werten
aufzeigen. Wie Abb. 18 verdeutlicht, profitierten Probanden mit initial niedrigeren Serum-
spiegeln in groRerem Ausmald von der Supplementierung als Personen mit héheren Basal-
werten. Der in diesem Kontext starkste negative Zusammenhang (r=-0,454, p<0,001) wurde
fur den Quotienten AT/TC+TG mit der im Mittel starksten relativen Erhéhung gegeniiber dem

Ausgangswert (44,2%, vgl. S. 94) berechnet.
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Abb. 18: Korrelation zwischen den absoluten AT-, AT/TC- bzw. AT/TC+TG-Differenzen (T6-T0) und
den jeweiligen Plasmaspiegeln zu TO in der Verumgruppe des Gesamtkollektivs

4.2.3.4 Korrelationen und Interaktionen

Korrelationen zwischen oxLDL und Antioxidanzienpara metern zu TO

Die vor Interventionsbeginn in der Teilstichprobe mit (n=102) und ohne hypolipidamischer
Medikation (n=73) ermittelten oxLDL-Serumspiegel korrelierten weder mit der antioxidativen
Plasmakapazitat noch mit den lipidstandardisierten o-Tocopherol-Serumwerten (AT/TC,
AT/TC+TG) signifikant. Ein erwartungsgeman positiver Zusammenhang bestand zwischen
oxLDL und der unbereinigten AT-Serumkonzentration (n=102: r=0,515, n=73: r=0,517,
jeweils p<0,001). Bei partieller Korrelation mit der zu TO erhobenen TC- und TG-Serum-

konzentration war dieser allerdings nicht mehr gegeben (vgl. Tab. A12, Anhang B).

Wie Tab. A12 ferner zeigt, konnten im Gesamtkollektiv keine signifikanten Assoziationen
zwischen der TEAC und den jeweiligen Variablen des o-Tocopherolstatus festgestellt

werden.

Korrelation zwischen den Veranderungen der oxXLDL-Se  rumspiegel wahrend der
Intervention (T6-TO) und den Veranderungen des Anti  oxidanzienstatus (T6-T0)

Um zu Uberprifen, inwieweit die beobachtete, signifikante Reduktion der mittleren oxLDL-
Serumkonzentration mit den durch die Nahrstoffgabe erzielten Verdnderungen des Anti-
oxidanzienstatus einherging, wurden die in der Verumgruppe der Teilstichprobe (n=40)
ermittelten absoluten T6-TO-Differenzen der jeweiligen Parameter miteinander korreliert (vgl.
Tab. A13, Anhang B). Dabei ergab sich weder zu den T6-TO-Differenzen der TEAC eine
entsprechende Assoziation noch bestand ein Zusammenhang zwischen den oxLDL-
Differenzen und den Veranderungen der a-Tocopherol-Serumkonzentrationen (ohne/mit
Lipidkorrektur).
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Fur die Verumgruppe der Gesamtstichprobe (n=66) waren zudem keine signifikanten
Korrelationen zwischen den T6-TO-Differenzen der TEAC und den Variablen des a-Toco-
pherolstatus nachzuweisen (vgl. Tab. A13). Dies deutet darauf hin, dass die in der Verum-
gruppe feststellbare Erhéhung der antioxidativen Plasmakapazitét offensichtlich nicht mit der
durch das Verumsupplement induzierten Zunahme der a-Tocopherol-Serumwerte assoziiert

war.

4.2.3.5 Zusammenfassung

Im Studienverlauf liel3 sich eine hochst signifikante Abnahme der mittleren oxLDL-Serum-
werte innerhalb des Gesamtkollektivs verzeichnen, die sich als unabhangig vom Inter-
ventionsregime erwies. Das hierbei in der Verum- und Placebogruppe erzielte Ausmald
(A Verum: -7,3 = 12 U/l bzw. -10,6%; A Placebo: -9,2 £ 11 U/l bzw. -12,6%) unterschied sich
nicht signifikant (p=0,510) und war in beiden Subgruppen mit der H6he der oxLDL-Aus-
gangskonzentrationen assoziiert. Wurden die mittleren oxLDL-Serumwerte der Gesamt-
gruppe betrachtet, so lagen diese sowohl vor (71 + 16 U/I) als auch nach der Intervention (62
+ 15 U/l) in einem mit gesunden Kollektiven vergleichbaren Bereich, wenngleich 50,7% (TO)

bzw. 28,8% (T6) der Probanden hohere oxLDL-Serumspiegel (>70 U/l) aufwiesen.

Ein von der Supplementierung abhangiger Effekt deutete sich demgegentiber fir die antioxi-
dative Plasmakapazitat an, die sich in der Verlaufsbeobachtung lediglich unter Verumgabe
signifikant erhodhte (A: 39,32 + 136,5 umol/l, p=0,022). Unter klinischen Gesichtspunkten
konnte die Relevanz dieses Effekts mit einer relativen Steigerung der TEAC um 1,7% jedoch
als gering eingestuft werden, zumal kein signifikanter Unterschied zu den T6-TO-Differenzen
der Placebogruppe (A: 8,98 £ 97,2 umol/l) vorlag. Auch stand das Ausmall der Zunahme

nicht im Zusammenhang mit dem initialen TEAC-Status der Verumgruppe.

Die deutlichsten Supplementierungseffekte liel3en sich fir a-Tocopherol und die zur Lipid-
korrektur berechneten Quotienten ermitteln. So flhrte die Verumintervention zu jeweils
hdchst signifikanten Anstiegen der mittleren Serumspiegel, wobei die starksten relativen Er-
héhungen fir die lipidstandardisierten Serumwerte (A AT/TC: 42,7%, A AT/ITC+TG: 44,3%)
beobachtet wurden. Von Klinischer Bedeutung in diesem Zusammenhang war, dass die im
Vergleich zur Placebogabe erzielte, signifikante Statusverbesserung sich auch in einer quali-
tativen Veranderung der Versorgungslage widerspiegelte: Trotz einer initial vergleichbaren
und insgesamt als gut zu bewertenden Versorgungslage beider Subgruppen lie3 sich zum
Zeitpunkt T6 zeigen, dass Probanden der Verumgruppe signifikant haufiger die in Hinblick
auf kardiovaskulare Erkrankungen als protektiv angesehenen AT- und AT/TC-Serum-

konzentrationen erreichten (vgl. hierzu die Ausfiihrungen unter Anhang E). Des Weiteren
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konnte fir alle drei erhobenen Variablen demonstriert werden, dass Probanden mit initial
schlechter Versorgungslage in groRerem Ausmal} von der Verumeinnahme profitierten als

diejenigen mit h6heren Ausgangswerten.

In der Interkorrelationsanalyse lieRen sich weder zwischen oxLDL und den Antioxidanzien-
parametern noch zwischen der TEAC und den a-Tocopherol-Serumspiegeln signifikante
Assoziationen in Bezug auf die im Gesamtkollektiv gemessenen Ausgangswerte bzw. die

unter Verumgabe ermittelten T6-TO-Differenzen feststellen.
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4.2.4 ASYMMETRISCHES DIMETHYLARGININ (ADMA)

Im Folgenden werden die Ergebnisse zum Einfluss der N&hrstoffsupplementierung auf die
ADMA-Plasmakonzentration als Hauptzielparameter der vorliegenden Arbeit (vgl. Kap. 3,
LArbeitshypothese und Fragestellung“) vorgestellt®. Diese schlieen sowohl eine Betrach-
tung der im Gesamtkollektiv unter Verum- bzw. Placebogabe zu beobachtenden Veran-
derungen als auch eine Uberprifung von Interventionseffekten in ausgewahlten Sub-
kollektiven mit ein. Des Weiteren werden die im Rahmen der Korrelationsanalyse ermittelten
Interaktionen zwischen ADMA (TO-Status, T6-TO-Differenzen) und den fir die zentrale

Fragestellung relevanten sowie weiteren Parametern beschrieben.

4.2.4.1 Gesamtkollektiv-Analyse

ADMA-Plasmaspiegel vor und nach der Intervention

Die zu Studienbeginn im Gesamtkollektiv (n=123) gemessene ADMA-Plasmakonzentration
betrug im Mittel 0,38 + 0,06 umol/l (Min-Max: 0,25-0,54 umol/l) und lag damit innerhalb des in
der Literatur fir gesunde Personen angegebenen Konzentrationsbereichs von durchschnitt-
lich 0,3-0,5 umol/l [MARTENS-LOBENHOFER U. BODE-BOGER 2006] bzw. geringflgig unterhalb
des fur Analyseverfahren mit MS-Detektion angegebenen ,Normalwerts® von 0,4 umol/l
[MARTENS-LOBENHOFER U. BODE-BOGER 2007] (vgl. Kap. 2.2.2.3). Hinsichtlich der Verteilung
der basalen ADMA-Plasmaspiegel des Studienkollektivs zeigte sich sowohl graphisch (vgl.
Abb Al1l, Anhang A) als auch rechnerisch (p=0,865; KS-Test) eine Normalverteilung der
Daten an. Wurden die zur Basisuntersuchung TO in der Verum- und Placebogruppe
erhobenen ADMA-Plasmakonzentrationen betrachtet, so konnte mit im Mittel Uberein-
stimmenden Ausgangswerten von vergleichbaren Bedingungen hinsichtlich des initialen

ADMA-Status ausgegangen werden (p=0,625, vgl. Tab. 20).

Zum Zeitpunkt T6 lag der durchschnittiche ADMA-Plasmaspiegel des Gesamtkollektivs bei
0,39 £ 0,06 pmol/l (Min-Max: 0,25-0,56 umoal/l) und damit auf nahezu unverandertem Niveau.
Gleiches traf auf die Subgruppen Verum und Placebo zu, die im Mittel keine (A Verum:
0,00 £ 0,07 umol/l) bzw. minimale, nicht signifikante Veranderungen (A Placebo: 0,01 + 0,06
pumol/l) der Plasmawerte im Studienverlauf verzeichneten. In der Folge unterschieden sich
weder die T6-TO-Differenzen (p=0,495) noch die T6-Mittelwerte der beiden Interventions-

gruppen signifikant voneinander (p=0,784, vgl. Tab. 20).

* Die im Interventionsverlauf ermittelten Veranderungen der SDMA-Plasmawerte werden unter Kap. 4.2.5,
.Begleit- und Basisparameter, abgehandelt.
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Tab. 20: ADMA-Plasmaspiegel zu TO und T6 sowie absolute T6-TO-Differenzen in der Verum- und
Placebogruppe des Gesamtkollektivs (Mittelwert + SD)

Gesamtkollektiv Verum Placebo a
(n=123) (n=66) (n=57) P
ADMA_TO [umol/l] 0,38 + 0,06 0,38 £ 0,06 0,38 £ 0,06 0,625
ADMA_T6 [umol/l] 0,39 + 0,06 0,38 £ 0,06 0,39 £ 0,06 0,784
p° 0,254 0,721 0,185
ADMA_T6-TO [umol/l] 0,01 £ 0,07 0,00 £ 0,07 0,01 £ 0,06 0,495

& t-Test fur unabhangige Stichproben, bezogen auf Verum- und Placebogruppe
® t-Test fiir abhéangige Stichproben, bezogen auf TO und T6

Korrelation zwischen den Veranderungen der ADMA-Pla  smaspiegel wahrend der
Intervention (T6-TO) und dem ADMA-Status zu TO

Wenngleich sich im Mittel keine erkennbaren Veranderungen der ADMA-Plasmaspiegel im
Studienverlauf ergaben, sollte mit Hilfe der bivariaten Korrelationsrechnung Uberprift
werden, ob bzw. inwieweit mogliche Assoziationen zwischen den TO-Werten und den ADMA-
Differenzen (T6-T0) der Verum- und Placebogruppe vorlagen. Wie Abb. 19 verdeutlicht, liefl3
sich dabei eine jeweils hochst signifikante, negative Korrelation mittlerer Starke (Verum:
r=-0,573, Placebo: r=-0,533) feststellen, wobei — wie in der Subkollektiv-Analyse ,Hbhe der
ADMA-Plasmaspiegel“ noch weiter zu erértern ist (vgl. S. 101f) — gegenlaufige Veran-
derungen der Plasmawerte je nach Hohe des initialen ADMA-Status (d. h. ADMA-Anstieg bei
niedrigen Basalwerten und umgekehrt) ersichtlich wurden. Die hierzu aus den Regressions-
geraden fur die Vorzeichenumkehr der T6-TO-Differenzen ermittelten Schwellenwerte be-
trugen 0,39 umol/l in der Verumgruppe (y=-0,642x+0,248) und 0,40 pmol/l in der Placebo-
gruppe (y=-0,594x +0,237).

Verum (n=66) Placebo (n=57)

0,20 [ ) 0,154

0,05

(pumolfl)

0,007 0,00

ADMA_T6-TO
B
K
1

-0,10

r=-0,573 r=-0,533 o
p<0,001 p<0,001 °

T T T T T T T T T T T T T T T
020 025 030 035 0,40 045 050 055 025 0.30 035 040 045 050 055

ADMA_TO (umol/l) ADMA_TO (umol/l)

Abb. 19: Korrelation zwischen den absoluten ADMA-Differenzen (T6-T0) und den ADMA-Plasma-
spiegeln zu TO in der Verum- und Placebogruppe des Gesamtkollektivs
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4.2.4.2 Subkollektiv-Analyse

Da sich die mittleren ADMA-Plasmawerte im Gesamtkollektiv weder innerhalb noch
zwischen den beiden Interventionsgruppen Verum und Placebo wesentlich verdnderten,
sollte nun Uberprift werden, inwieweit sich dieser Befund in verschiedenen Subkollektiven
bestétigen liel3 bzw. sich die Nahrstoffgabe unterschiedlich auf die ADMA-Plasmawerte aus-
gewdhlter Subkollektive auswirkte. Neben der HOhe des ADMA-Ausgangsstatus fanden
dabei die fur die ADMA-Akkumulation wesentlichen und durch die Supplementierung zu
beeinflussenden Determinanten Homocystein und oxLDL sowie Marker bzw. Kriterien des

(anti-)oxidativen Status (TEAC, Rauchverhalten) Beriicksichtigung.

ADMA-Plasmaspiegel vor und nach der Intervention: S ubkollektiv ,Hohe der ADMA-
Plasmaspiegel”

Um potenzielle Effekte der Intervention in Abhangigkeit vom initialen ADMA-Status und damit
erganzend zu der unter Kap. 4.2.4.1 dargestellten Korrelationsanalyse untersuchen zu
kénnen, wurde fur die Bildung entsprechender Subkollektive die im Gesamtkollektiv zum
Zeitpunkt TO ermittelte hochste (Q4: ADMA 20,43 umol/l) und niedrigste (Ql: ADMA
<0,33 umol/l) ADMA-Quartil-Kategorie herangezogen. Die separat nach Verum- und

Placebogruppe ausgewerteten Daten zeigt Tab. 21.

Wie zu erwarten, unterschieden sich die zu TO und T6 erhobenen ADMA-Plasmawerte im
Vergleich der Subkollektive ADMA_TO <_0,33 ymol/l (n=32) und ADMA_TO >0,43 pumol/l
(n=30) zu beiden Messzeitpunkten signifikant (jeweils p<0,001; t-Test fir unabhangige Stich-
proben). Wurden daraufhin die Veranderungen in beiden Subkollektiven fiir sich genommen
betrachtet, so liel3en sich deutlich gegenléaufige Entwicklungen in Abhangigkeit vom initialen
ADMA-Status erkennen: Wahrend der ADMA-Plasmaspiegel bei Probanden des Sub-
kollektivs ADMA_TO <0,33 umol/l im Mittel hochst signifikant anstieg (A: 0,05 + 0,04 pmol/l,
p<0,001), verzeichneten Probanden des Subkollektivs ADMA TO 20,43 umol/l einen
signifikanten Riickgang der mittleren ADMA-Plasmawerte (A: -0,04 + 0,07 pmol/l, p=0,011).

Die ADMA-Ausgangswerte der Verum- und Placebogruppe des Subkollektivs ADMA_TO

<0,33 ymol/l zeigten im Mittel lediglich minimale und damit statistisch nicht signifikante
Abweichungen (p=0,184). Wie in der zuvor fur das Subkollektiv beschriebenen Verlaufs-
beobachtung stiegen die ADMA-Plasmaspiegel beider Subgruppen auf jeweils hdchst
signifikantem Niveau mit anndhernd vergleichbarer Auspragung an (A Verum: 0,05+
0,04 umol/l, A Placebo: 0,04 + 0,04 umol/l). Demzufolge unterschieden sich weder die T6-TO-
Differenzen (p=0,698) noch die T6-Mittelwerte (p=0,765) der Verum- und Placebogruppe

statistisch signifikant.
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Die fur das Subkollektiv. ADMA_TO0 20,43 umol/l im Zeitverlauf gezeigte signifikante ADMA-
Senkung basierte indessen auf einer unterschiedlich starken Abnahme der Plasmaspiegel in
beiden Untersuchungsgruppen. Danach lie3 sich, ausgehend von einer vergleichbaren
Ausgangssituation (p=0,466), lediglich unter Supplementierung mit Verum eine signifikante
Reduktion der mittleren ADMA-Plasmawerte feststellen (A:-0,05 + 0,07 umol/l). Die Ein-
nahme des Placebopraparates war demgegeniber von einem vergleichsweise leichten, nicht
signifikanten Rilckgang der Plasmaspiegel begleitet (A:-0,02 + 0,08 umol/l). Allerdings
unterschied sich das Ausmalfd der ADMA-Senkung zwischen der Verum- und Placebogruppe
ebenso wenig signifikant (p=0,311) wie der zur Abschlussuntersuchung T6 erhobene ADMA-
Status (p=0,465).

Betrachtet man abschlieBend die im Zusammenhang mit den Subkollektiven erdérterten,
gegenlaufigen Veranderungen der ADMA-Plasmawerte (s. 0.) jeweils separat fur die Verum -
und Placebogruppen , so sich erwiesen die hierbei gezeigten absoluten Differenzen in
beiden Fallen als signifikant unterschiedlich (Verum vs. Verum: p<0,001, Placebo vs.
Placebo: p=0,017; jeweils t-Test fur unabhangige Stichproben). Wie bereits im Rahmen der
bivariaten Korrelationsanalyse gezeigt (vgl. Kap. 4.2.4.1), schien das zu beobachtende
Phanomen der Senkung des mittleren ADMA-Plasmaspiegels bei hohen bzw. des Anstiegs
bei niedrigen Ausgangswerten damit unabhéngig vom jeweiligen Interventionsregime aufzu-

treten.

Tab. 21: ADMA-Plasmaspiegel zu TO und T6 sowie absolute T6-TO-Differenzen in der Verum- und
Placebogruppe des Subkollektivs ,Hohe der ADMA-Plasmaspiegel” (Mittelwert + SD)

Subkollektiv Verum Placebo p
ADMA_TO0 <0,33 pmol/l (n=32) (n=16) (n=16)
ADMA_TO [umol/] 0,31+ 0,02 0,30 + 0,02 0,31+ 0,02 0,184
ADMA_T6 [umol/] 0,35+ 0,04 0,35+ 0,04 0,35 + 0,04 0,765
p° <0,001 <0,001 <0,001
ADMA_T6-TO [umol/] 0,05 + 0,04 0,05 + 0,04 0,04 + 0,04 0,698
ADMA_TO 20,43 pmol/l (n=30) (n=17) (n=13)
ADMA_TO [umol/] 0,46 + 0,03 0,46 + 0,03 0,45 + 0,04 0,466
ADMA_T6 [umol/] 0,42 + 0,07 0,41 + 0,07 0,43 + 0,07 0,465
p” 0,011 0,010 0,374
ADMA_T6-TO [umol/] -0,04 + 0,07 -0,05 + 0,07 -0,02 + 0,08 0,311

% t-Test fiir unabhangige Stichproben, bezogen auf Verum- und Placebogruppe
® t-Test fur abhangige Stichproben, bezogen auf TO und T6
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ADMA-Plasmaspiegel vor und nach der Intervention: S ubkollektiv ,Moderate Hyper-
homocysteindmie*

Zur Untersuchung potenzieller Effekte der Supplementierung auf den ADMA-Status bei
Probanden mit moderater Hyperhomocysteindmie wurde im Rahmen der nachfolgenden
Subkollektiv-Analyse der fir Risikopersonen definierte Grenzwert von tHcy =10 pmol/l ange-
setzt®. Die fir das Gesamtkollektiv erhobenen Daten zur Hyperhomocysteinamie-Pravalenz
sowie die Untersuchung des Einflusses der Intervention hierauf und die tHcy-Plasma-

konzentration sind in Kap. 4.2.2 dargestellt.

Wurde zunéachst die Hohe der durchschnittichen ADMA-Plasmaspiegel zwischen Probanden
ohne (n=68) und mit (n=55) Hyperhomocysteinamie verglichen (Subkollektiv tHcy TO <10

pmol/l vs. tHcy _TO 210 pumol/l , vgl. Tab. 22), so erwies sich diese weder zu TO (p=0,962)
noch zum Zeitpunkt T6 (p=0,915; jeweils T-Test flr unabhéngige Stichproben) als signifikant

verschieden.

Zu Beginn der Intervention lielen sich fir die Subgruppen Verum und Placebo des Sub-
kollektivs tHcy_TO <10 pmol/l im Mittel identische ADMA-Plasmakonzentrationen nach-
weisen (p=0,867). Wahrend die mittleren ADMA-Werte der Placebogruppe im weiteren
Verlauf konstant blieben, kam es unter Verumgabe zu einer geringflgigen, nicht signifikanten
Erhohung des Plasmaspiegels (A: 0,01 = 0,07 umol/l). Dementsprechend konnte weder fur
die absoluten T6-TO-Differenzen (p=0,552) noch fur die final gemessenen ADMA-Mittelwerte
(p=0,389) ein signifikanter Unterschied zwischen beiden Interventionsgruppen festgestellt

werden.

Ebenfalls vergleichbare Ausgangsbedingungen konnten fir die Verum- und Placebogruppe
des Subkollektivs tHcy TO =210 umol/l festgestellt werden (p=0,548). Anders als in der
zuvor gezeigten Analyse blieben die ADMA-Plasmaspiegel der Verumgruppe im Mittel unver-
andert, wohingegen die Placebogruppe eine statistisch signifikante Zunahme der mittleren
Plasmawerte wahrend der Intervention verzeichnete (A: 0,02 £ 0,05 pmol/l, p=0,038). Aller-
dings unterschied sich weder das unter Placebogabe ermittelte Ausmall der ADMA-
Erhéhung (p=0,079) noch die H6he des T6-Plasmaspiegels (p=0,167) von den jeweiligen

Mittelwerten der Verumgruppe.

% Dieser Wert wurde dem hoher veranschlagten cut-off-Wert von tHcy >12 umol/l auch aus Griinden der statis-
tischen Aussagekraft vorgezogen, da durch die vergleichsweise héhere Anzahl an Probanden mit tHcy-Plasma-
werten >10 umol/l (vgl. Tab. 13, Kap. 4.2.2.1) eine homogenere Fallzahlverteilung der in der Subkollektiv-Analyse
zu untersuchenden Gruppen erreicht wurde.
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Beim Vergleich der absoluten Verdnderungen der ADMA-Plasmakonzentrationen (T6-TO)
zwischen den Verumgruppen beider Subkollektive (tHcy TO <10 pmol/l vs. =10 umol/l)
unterschieden sich diese mit einer mittleren Differenz von 0,01 pmol/l nur unwesentlich von-
einander (p=0,251; t-Test fur unabhangige Stichproben). Der diesbeziglich durchgefiihrte
Placebogruppen-Vergleich  erbrachte trotz des signifikant ausgepragten Anstiegs der
mittleren ADMA-Werte bei Probanden mit Hyperhomocysteindmie ebenfalls keine signifi-
kanten Unterschiede zu denjenigen ohne Hyperhomocysteindmie (p=0,215; t-Test fir unab-

hangige Stichproben).

Tab. 22: ADMA-Plasmaspiegel zu TO und T6 sowie absolute T6-TO-Differenzen in der Verum- und

Placebogruppe des Subkollektivs ,Moderate Hyperhomocysteindmie* (Mittelwert + SD)

Subkollektiv Verum Placebo p
tHcy _TO <10 pmol/l (n=68) (n=34) (n=34)
ADMA_TO [umol/] 0,38 + 0,07 0,38+ 0,07 0,38 + 0,07 0,867
ADMA_T6 [umol/] 0,39 + 0,06 0,39 + 0,06 0,38 + 0,06 0,389
p° 0,360 0,284 0,825
ADMA_T6-TO [umol/] 0,01 + 0,07 0,01 + 0,07 0,00 + 0,07 0,552
tHcy _TO 210 pumol/l (n=55) (n=32) (n=23)
ADMA_TO [umol/] 0,38 + 0,05 0,38 + 0,06 0,37 + 0,04 0,548
ADMA_T6 [umol/] 0,39 + 0,06 0,38 + 0,06 0,40 + 0,06 0,167
p® 0,500 0,574 0,038
ADMA_T6-TO [umol/] 0,01 + 0,07 0,00 + 0,07 0,02 + 0,05 0,079

% t-Test fiir unabhangige Stichproben, bezogen auf Verum- und Placebogruppe
® t-Test fur abhangige Stichproben, bezogen auf TO und T6

ADMA-Plasmaspiegel vor und nach der Intervention: S
Plasmaspiegel”

ubkollektiv ,Hohe der tHcy-

Um einen mdoglichen Einfluss der Intervention auf die ADMA-Plasmakonzentration bei
Probanden mit den initial hochsten gegeniiber denjenigen mit den niedrigsten tHcy-Plasma-
spiegeln ermitteln zu kénnen, wurde zusétzlich eine Einteilung nach der zu TO héchsten (Q4:
tHcy 210,9 umol/l) und niedrigsten (Q1: tHcy <8,30 umol/l) tHcy-Quartil-Kategorie vorge-
nommen. Die detaillierten Ergebnisse dieser Auswertung sind in Tab. A14, Anhang B, aufge-
fuhrt.

Wie bereits fur das Subkollektiv ,Moderate Hyperhomocysteindmie* demonstriert, konnten
weder zu Beginn (p=0,396) noch nach der Intervention (p=0,581; jeweils t-Test fuir unab-
hangige Stichproben) signifikante Unterschiede hinsichtlich der mittleren ADMA-Plasma-
spiegel zwischen Probanden mit den initial niedrigsten (Subkollektiv tHcy TO <8,30 pmol/l,
n=32) und hochsten tHcy-Plasmawerten (Subkollektiv tHcy TO 210,9 pmol/l, n=30)
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gefunden werden.

Weitere Ubereinstimmungen zur vorangegangenen Analyse ergaben sich in der nach Inter-
ventionsgruppen separat durchgefihrten Auswertung, mit dem Unterschied, dass im Sub-
kollektiv tHcy TO <_8,30 umol/l unter Verumsupplementierung eine im Mittel starkere,
jedoch nicht signifikante Erhéhung der ADMA-Plasmakonzentration (A: 0,03 + 0,08 umol/l)
beobachtet wurde. Des Weiteren war fir die Placebogruppe des Subkollektivs tHcy TO
210,9 pymol/l ein zum vorab gewahlten Einstufungskriterium tHcy _TO =10 umol/l gleicher-
malfien ausgepragter Anstieg der mittleren Plasmakonzentrationen feststellbar (A: 0,02 +
0,05 umol/l). Allerdings erreichte dieser aufgrund der vergleichsweise geringeren Fallzahlen

hier kein statistisch signifikantes Niveau (p=0,214).

Auch lie3 sich bei Betrachtung der ADMA-Differenzen (T6-T0) weder fir den Verum- noch
fur den Placebogruppen-Vergleich ein Signifikanzunterschied zwischen beiden Subkollek-
tiven ermitteln (Verum vs. Verum: p=0,326, Placebo vs. Placebo: p=0,361; jeweils t-Test fur

unabhéngige Stichproben).

ADMA-Plasmaspiegel vor und nach der Intervention: S ubkollektiv ,Hohe der oxLDL-
Serumspiegel”

Fir die Bildung von Subkollektiven nach der Hohe des initialen oxLDL-Status wurde, analog
zu der fur ADMA und Homocystein angewandten Verfahrensweise (vgl. Subkollektiv ,Hohe
der ADMA- bzw. tHcy-Plasmaspiegel®, S. 101f und 104f), die Zugehorigkeit zum hochsten
(Q4: oxLDL 283 U/l) bzw. niedrigsten (Q1: oxLDL <60 U/l) TO-Quartil als Einstufungskriterium
gewdhlt. Da die oxLDL-Bestimmung an einer kleineren Gesamtstichprobe erfolgte und
Probanden mit hypolipidamischer Medikation von den Auswertungen ausgenommen wurden,
sei darauf hingewiesen, dass die nachfolgenden Ergebnisse aufgrund der niedrigen
Fallzahlen der zu untersuchenden Gruppen statistisch nur bedingt aussagekraftig sind. Die
fur die Studiengruppe (n=73)%* ermittelten Veranderungen der oxLDL-Serumwerte im Inter-

ventionsverlauf werden gesondert unter Kap. 4.2.3.1 abgehandelt.

Wie Tab. 23 zu entnehmen ist, liel3 sich fir Probanden des Subkollektivs oxLDL_TO

283 U/l (n=15) ein geringfugig hoheres Niveau der mittleren ADMA-Plasmakonzentration auf-
zeigen. Statistische Unterschiede zum Subkollektiv oxLDL_TO <_60 U/l (n=20) waren aller-
dings weder zu TO (p=0,240) noch zu T6 (p=0,334; t-Test flir unabhéngige Stichproben)

nachweisbar.

®1 Diese Fallzahl entspricht der im Gesamtkollektiv untersuchten Teilstichprobe (n=102) abziiglich der Probanden
mit hypolipiddmischer Medikation (vgl. Fuf3note 45).
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Im Subkollektiv oxLDL_TO <_60 U/l lagen die basalen ADMA-Mittelwerte der Verumgruppe
geringfugig, jedoch nicht signifikant hoher als in der Placebogruppe (p=0,592). Wahrend die
ADMA-Plasmaspiegel unter Verumgabe im Mittel leicht anstiegen (A: 0,02 + 0,07 pumol/l),
fielen die Werte der Placebogruppe im Zeitverlauf geringfligig ab (A: -0,01 £ 0,08 umol/l). Die
hierbei gegeniiber TO zu beobachtenden Veranderungen erreichten in beiden Féllen keine
statistisch signifikante Auspragung. Gleiches traf auf den Vergleich der T6-TO-Differenzen

(p=0,368) sowie der T6-Mittelwerte (p=0,089) zwischen der Verum- und Placebogruppe zu.

Anders als im vorgenannten Subkollektiv hahmen die ADMA-Plasmakonzentrationen bei
Probanden des hochsten oxLDL-Quartils (Subkollektiv oxLDL_TO 283 U/l) innerhalb beider
Subgruppen um durchschnittlich 0,01 umol/l und damit minimal zu. Wie auch anhand der
p-Werte zu erkennen ist (vgl. Tab. 23, t-Test fur unabhangige Stichproben), lagen sowohl zu
TO und T6 als auch fur die Veranderungen der ADMA-Werte im Zeitverlauf (T6-TO-

Differenzen) im Mittel identische Bedingungen in der Verum- und Placebogruppe vor.

Im Subgruppen-Vergleich (Verum vs. Verum bzw. Placebo vs. Placebo) zwischen beiden
Subkollektiven (oxLDL_TO <60 U/l vs. =283 U/l) wurden ebenfalls keine, die T6-TO-
Differenzen der ADMA-Plasmakonzentration betreffenden Signifikanzunterschiede gefunden

(p=0,729 bzw. p=0,492; jeweils t-Test fir unabhangige Stichproben).

Tab. 23: ADMA-Plasmaspiegel zu TO und T6 sowie absolute T6-TO-Differenzen in der Verum- und
Placebogruppe des Subkollektivs ,Hohe der oxLDL-Serumspiegel* (Mittelwert + SD)

Subkollektiv Verum Placebo p®

oxLDL_T0 <60 U/l (n=20) (n=15) (n=5)
ADMA_TO [umol/] 0,37 + 0,05 0,37 £ 0,03 0,35+ 0,08 0,592
ADMA_T6 [umol/l] 0,38 + 0,07 0,40 + 0,06 0,34 + 0,06 0,089

p® 0,389 0,227 0,761
ADMA_T6-TO [umol/l] 0,02 + 0,08 0,02 + 0,07 -0,01 + 0,08 0,368

oxLDL_TO 283 U/l (n=15) (n=8) (n=7)
ADMA_TO [umol] 0,39 + 0,06 0,39 £ 0,07 0,39 + 0,06 0,918
ADMA_T6 [umol/l] 0,40 + 0,06 0,40 + 0,08 0,40 + 0,05 0,970

p® 0,335 0,566 0,456
ADMA_T6-TO [umol/l] 0,01 + 0,06 0,01 + 0,06 0,01 +0,05 0,941

% t-Test fiir unabhangige Stichproben, bezogen auf Verum- und Placebogruppe
® t-Test fur abhangige Stichproben, bezogen auf TO und T6
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ADMA-Plasmaspiegel vor und nach der Intervention: S ubkollektiv ,Hohe der anti-
oxidativen Kapazitat*

Zur Untersuchung von mdoglichen Effekten der Intervention auf die ADMA-Plasmakonzen-
tration in Abh&ngigkeit vom antioxidativen Status wurde das im Gesamtkollektiv ermittelte
niedrigste und hochste Quartil der zu TO erhobenen TEAC-Werte (Q1: TEAC <2213 pumol/l
bzw. Q4: TEAC 22363 pmol/l) herangezogen. Die mittels TEAC-Test als funktionellem
Marker im Gesamtkollektiv ermittelte antioxidative Plasmakapazitat und die diesbeziglich in
der Interventionsphase zu beobachtenden Verédnderungen werden unter Kap. 4.2.3.2

erortert.

Beim Vergleich der zu TO und T6 gemessenen ADMA-Plasmakonzentrationen beider Sub-
kollektive (TEAC_TO <2213 pmol/l vs. TEAC_TO 22363 pmol/l ) wiesen Probanden mit initial
niedrigem Antioxidanzienstatus (n=32) im Mittel geringfligig héhere ADMA-Werte auf (vgl.
Tab. 24). Ein signifikanter Unterschied zu Personen mit hoher antioxidativer Plasmakapazitét
(n=30) war jedoch zu keinem der beiden Untersuchungszeitpunkte (TO: p=0,464, T6:
p=0,355; jeweils t-Test fir unabhangige Stichproben) feststellbar.

In den Interventionsgruppen des Subkollektivs TEAC_TO <_2213 pmol/l liel3 sich ein
leichter, nicht signifikanter Anstieg der mittleren ADMA-Plasmaspiegel verzeichnen, der unter
Placebogabe minimal starker (A: 0,02 £ 0,06 pmol/l) als unter Verumeinnahme (A: 0,01
0,07 pmol/l) ausfiel. Insgesamt erwiesen sich weder die Veranderungen im Zeitverlauf
(p=0,631), noch die TO- (p=0,660) und T6-Mittelwerte (p=0,913) zwischen der Verum- und

Placebogruppe als signifikant verschieden.

Im Subkollektiv TEAC_TO 22363 umol/l lagen die durchschnittlichen Ausgangswerte der
Verumgruppe hoher als in der Placebogruppe. Ein statistisch signifikanter Unterschied war
diesbeziglich jedoch nicht gegeben (p=0,401). Im weiteren Verlauf sanken die ADMA-
Plasmaspiegel der Verumgruppe geringflgig ab (A: -0,01 + 0,08 pumol/l), wahrend in der
Placebogruppe eine Zunahme der mittleren Plasmakonzentration (A: 0,03 + 0,07 pmol/l) zu
beobachten war. Dabei erreichten weder die Veranderungen innerhalb (vgl. Tab. 24, t-Test
fur abhangige Stichproben) noch zwischen den Interventionsgruppen (p=0,276) ein
statistisch signifikantes Niveau. Ebenso wurden zum Zeitpunkt T6 keine signifikanten

Unterschiede zwischen Verum und Placebo gefunden (p=0,640).

Trotz der gegenladufigen Veranderungen der ADMA-Plasmaspiegel (T6-TO-Differenzen) in
den Verumgruppen beider Subkollektive (TEAC _TO <2213 pmol/l vs. TEAC_TO 22363
pumol/l) unterschieden sich diese nicht signifikant voneinander (p=0,681). Auch lagen fur den
diesbezuglich durchgefihrten Placebogruppen-Vergleich keine signifikanten Unterschiede

vor (p=0,702; jeweils t-Test fir unabhangige Stichproben).



EIGENE UNTERSUCHUNGEN: ERGEBNISSE — ASYMMETRISCHES DIMETHYLARGININ 108

Tab. 24: ADMA-Plasmaspiegel zu TO und T6 sowie absolute T6-TO-Differenzen in der Verum- und
Placebogruppe des Subkollektivs ,Hdhe der antioxidativen Kapazitat* (Mittelwert + SD)

Subkollektiv Verum Placebo p
TEAC_TO0 <2213 umol/l (n=32) (n=16) (n=16)
ADMA_TO [umol/] 0,39 + 0,05 0,39 + 0,06 0,38 + 0,04 0,660
ADMA_T6 [umol/] 0,40 + 0,06 0,40 + 0,07 0,40 + 0,05 0,913
p° 0,348 0,759 0,314
ADMA_T6-TO [umol/] 0,01 + 0,06 0,01 + 0,07 0,02 + 0,06 0,631
TEAC_TO 22363 pmol/l (n=30) (n=19) (n=11)
ADMA_TO [umol/] 0,38 + 0,06 0,39 + 0,06 0,37 + 0,05 0,401
ADMA_T6 [umol/] 0,38 + 0,06 0,38 + 0,06 0,39 + 0,06 0,640
p° 0,643 0,781 0,220
ADMA_T6-TO [umol/] 0,01 + 0,067 -0,01+ 0,08 0,03 + 0,07 0,276

& t-Test fiir unabhangige Stichproben, bezogen auf Verum- und Placebogruppe
® t-Test fur abhangige Stichproben, bezogen auf TO und T6

ADMA-Plasmaspiegel vor und nach der Intervention: S ubkollektiv ,(Nicht-)Raucher®

Wurde zunachst der allgemeine ADMA-Status in Abhéngigkeit vom Rauchverhalten gemaf
der unter Kap. 4.2.1.4 beschriebenen Charakterisierung untersucht, so wiesen Nicht-
raucher ®* zu beiden Messzeitpunkten im Mittel héhere ADMA-Plasmakonzentrationen als
aktive Raucher auf (vgl. Tab. 25). Statistisch lie3 sich dieser Unterschied hingegen weder
zur Basisuntersuchung (p=0,308) noch zur Abschlussuntersuchung (p=0,140; jeweils t-Test

fur unabhangige Stichproben) untermauern.

Innerhalb des Subkollektivs der Nichtraucher  wiesen Probanden der Verumgruppe initial
hohere ADMA-Werte als Probanden der Placebogruppe auf. Der t-Test fir unabhéngige
Stichproben erbrachte diesbeziglich allerdings keinen signifikanten Unterschied (p=0,292).
Wahrend der Intervention nahmen die Plasmaspiegel in beiden Subgruppen geringfiigig zu.
Dabei kam es unter Placebogabe zu einem unwesentlich starkeren, gegenuber Verum
jedoch nicht signifikant hoheren Anstieg (A Placebo: 0,02 = 0,06 umol/l vs. A Verum: 0,01 +
0,07 umol/l, p=0,532). Die hieraus zum Ende der Intervention resultierenden mittleren
ADMA-Plasmakonzentrationen der Verum- und Placebogruppe unterschieden sich ebenfalls

nicht signifikant voneinander (p=0,683).

%2 Die Gruppe der Exraucher (n=57) wurde von der Betrachtung ausgenommen.
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Ausgehend von identischen Ausgangswerten der Subgruppen Verum und Placebo im Sub-
kollektiv der Raucher (p=0,967), trat auch hier im Verlauf der Placeboeinnahme eine um
0,01 pmol/l minimal starker ausgepréagte Erhohung der mittleren ADMA-Plasmawerte im
Vergleich zur Intervention mit Verum auf. Wie im Fall der Nichtraucher, konnte dabei weder
fur die Veranderungen innerhalb (vgl. Tab. 25, t-Test fur abhéngige Stichproben) noch fur die
Unterschiede hinsichtlich der absoluten ADMA-Differenzen (p=0,866) und T6-Mittelwerte
(p=0,774) zwischen beiden Untersuchungsgruppen ein statistisches Signifikanzniveau

ermittelt werden.

Wie Tab. 25 ferner erkennen lasst, ergaben sich beim Vergleich der jeweiligen Verum - bzw.
Placebogruppen im Mittel gleiche T6-TO-Differenzen (Verum vs. Verum: p=0,973, Placebo
vs. Placebo: p=0,739; jeweils t-Test fir unabhéngige Stichproben). Dies weist darauf hin,
dass die beobachteten Verdnderungen in beiden Subgruppen nicht im Zusammenhang mit

dem Rauchverhalten der Probanden standen.

Tab. 25: ADMA-Plasmaspiegel zu TO und T6 sowie absolute T6-TO-Differenzen in der Verum- und
Placebogruppe des Subkollektivs ,,(Nicht-)Raucher” (Mittelwert + SD)

Subkollektiv Verum Placebo p?
Nichtraucher (n=44) (n=23) (n=21)
ADMA_TO [umol/l] 0,38 £ 0,06 0,39 + 0,06 0,37 £ 0,06 0,292
ADMA_T6 [umol/l] 0,40 + 0,05 0,40 + 0,06 0,39 + 0,05 0,683
p” 0,118 0,518 0,102
ADMA_T6-TO [umol/l] 0,02 £ 0,07 0,01 + 0,07 0,02 + 0,06 0,532
Raucher (n=22) (n=11) (n=11)
ADMA_TO [umol/l] 0,36 + 0,07 0,36 £ 0,06 0,36 = 0,07 0,967
ADMA_T6 [umol/l] 0,38 £ 0,06 0,37 £ 0,07 0,38 £ 0,04 0,774
p” 0,485 0,751 0,487
ADMA_T6-TO [umol/l] 0,01 +0,08 0,01 £ 0,09 0,02 =+ 0,07 0,866

& t-Test fiir unabhangige Stichproben, bezogen auf Verum- und Placebogruppe
® t-Test fur abhangige Stichproben, bezogen auf TO und T6
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4.2.4.3 Korrelationen und Interaktionen

Korrelationen zwischen ADMA und den fiir die Fragest  ellung relevanten Parametern
zu TO

Die im Gesamtkollektiv durchgefiihrte Untersuchung hinsichtlich einer moglichen Assoziation
zwischen den Basalwerten der ADMA- und tHcy-Plasmakonzentration  sowie den
B-Vitaminstatusparametern ~ S-Folat, E-Folat, Cbl und PLP erbrachte keine statistisch
signifikanten Korrelationen. Auch korrelierte ADMA zur Basisuntersuchung TO weder mit den
oxLDL-Serumwerten noch bestand zu diesem Zeitpunkt ein Zusammenhang zu den
Parametern des Antioxidanzienstatus (TEAC, AT, AT/ITC, AT/TC+TG, vgl. Tab. Al5,
Anhang B).

Korrelationen zwischen ADMA und weiteren ausgewéhlt  en Parametern zu TO

Neben den fur die N&hrstoffintervention relevanten Parametern sollten weitere, sich aus den
Literaturdaten ableitende Assoziationen zwischen ADMA und verschiedenen biochemischen
sowie klinischen Begleit- und Basisparametern uberpriift werden. Eine Ubersicht der hierzu
im Gesamtkollektiv ermittelten Korrelationskoeffizienten und zugehérigen Signifikanzniveaus
zum Zeitpunkt TO gibt Tab. A16, Anhang B.

Zwischen der Hohe der initialen ADMA- und SDMA-Plasmaspiegel bestand eine schwache,
positive Korrelation, die ein statistisch hoch signifikantes Niveau erreichte (r=0,281,
p=0,002). Wahrend sich fir SDMA eine erwartungsgemal positive, hochst signifikante
Korrelation zur Hohe des Creatinin-Serumspiegels als Marker der renalen Funktion fest-
stellen lie3 (r=0,404, p<0,001), war zwischen dem initialen ADMA-Status und den basalen

Creatinin-Serumwerten keine Assoziation zu beobachten.

Da L-Arginin als physiologischer NO-Prakursor fungiert, ware hypothetisch zu erwarten,
dass bei einem hohem ADMA-Angebot und einer daraus resultierenden, gesteigerten NOS-
Hemmung L-Arginin - einen verstarkten nach extrazellular gerichteten Transport unter diesen
Bedingungen vorausgesetzt - im Plasma akkumuliert. Ein derartiger Zusammenhang, der
eine positive Korrelation zwischen den Variablen ADMA_TO und L-Arg_TO zur Folge hatte,
konnte mit einer nicht signifikanten, sehr geringen Assoziation (r=0,153, p=0,092) allerdings

nicht bestatigt werden.

Wurden die ADMA-Plasmawerte mit den fir das kardiovaskulare Risiko relevanten bio-
chemischen Parametern des Lipidprofils (TC, HDL, LDL, TG), der Glucose-Serumkonzen-

tration sowie den systolischen und diastolischen Blutdruckwerten bivariat korreliert, so
waren weder statistisch signifikante noch pathophysiologisch plausible Zusammenhéange

erkennbar. Auch wurden zwischen den zu TO erhobenen anthropometrischen Variablen BMI
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und TU und der Hohe des initialen ADMA-Plasmaspiegels keine Korrelationen gefunden.

Ein in verschiedenen klinischen Studien [u. a. MIYAZAKI et al. 1999; HORI et al. 2003;
MITTERMAYER et al. 2006; MAAsS et al. 2007] nachgewiesener positiver Zusammenhang
zwischen der ADMA-Plasmakonzentration und dem Alter der Probanden konnte im vor-
liegenden Studienkollektiv mit einer sehr geringen, statistisch nicht signifikanten Assoziation
(r=0,157, p=0,083) ebenfalls nicht bestatigt werden.

Korrelationen zwischen ADMA und der Anzahl kardiova skularer Risikofaktoren zu TO

In Ergdnzung zu den metrisch-skalierten Risikovariablen (s. 0.) galt es nun zu klaren, inwie-
weit innerhalb des Gesamtkollektivs mdgliche Assoziationen zwischen dem initialen ADMA-
Status und der Anzahl kardiovaskularer Risikofaktoren gemaR der unter Kap. 4.2.1.3
dargestellten Risikobeurteilung bestanden haben. Wie sowohl das Ergebnis der bivariaten
Korrelationsrechnung (in Klammern) als auch das der einfaktoriellen Varianzanalyse (vgl.
Tab. 26) zeigte, war die Hohe des ADMA-Plasmaspiegels weder mit der Haufigkeit
etablierter Risikofaktoren  (rs=-0,039, p=0,672) noch mit der Anzahl der (MetS-)Risiko-
faktoren nach AHA/NHLBI-Definition  (rs=-0,003, p=0,972) assoziiert.

Tab. 26: ADMA-Plasmaspiegel zu TO in Abh&angigkeit von der Anzahl kardiovaskularer Risikofaktoren
im Gesamtkollektiv (Mittelwert £ SD)

Anzahl

Risikofaktoren ! 2 3 4 5 p (ANOVA)

.etabliert” _ 0,38+0,06 0,38+0,06 0,37+0,07 0,37 +0,06 0.739
(n=36) (n=46) (n=29) (n=12) !

nach 0,41+0,06 0,37+0,06 0,38+0,056 0,38+0,06 0,39+0,07 0.435

AHA/NHLBI (n=8) (n=23) (n=40) (n=38) (n=14) ’

Korrelation zwischen den Veranderungen der ADMA-Pla  smaspiegel wahrend der
Intervention (T6-TO) und den Veranderungen der fir  die Fragestellung relevanten
Parameter (T6-TO)

In der nachfolgend fur die Verumgruppe durchgefiihrten Korrelationsanalyse sollte Uberprift
werden, ob sich auf Basis der fur ADMA errechneten T6-TO-Differenzen und den unter
Einnahme des Nahrstoffpréparates aufgetretenen Veranderungen hinsichtlich der Variablen
Homocystein und oxLDL sowie den Parametern des B-Vitamin - bzw. Antioxidanzien-

status mogliche Zusammenhange aufzeigen lieRen. Wie den in Tab. A17, Anhang B, darge-
stellten Ergebnissen zu entnehmen ist, lief3 sich hierbei ein Trend zu einer schwach inversen
Korrelation zwischen den ADMA-Differenzen und den Verdnderungen der AT-Serumspiegel
beobachten (r=-0,228, p=0,066). Die Zunahme der AT-Serumkonzentration wahrend der
Intervention (positives Vorzeichen) war demnach mit einer Reduktion der ADMA-Plasma-

werte (negatives Vorzeichen) assoziiert. Korrelationen der ADMA-Differenzen zu weiteren, in
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die Analyse einbezogenen Variablen wurden nicht beobachtet.

Da unter Placeboeinnahme hinsichtlich der fir den ADMA-Stoffwechsel diskutierten
Modulatoren Homocystein und oxLDL ebenfalls signifikante Veranderungen wahrend der
Interventionsphase aufgetreten sind, sollten auch hier mégliche Assoziationen zu den fir
ADMA ermittelten T6-TO-Differenzen tberprift werden. Wahrend zu den Veranderungen der
tHcy-Plasmakonzentration kein Zusammenhang vorhanden war (r=-0,023, p=0,867),
errechnete sich in der bivariaten Korrelation zwischen den oxLDL- und ADMA-Differenzen
eine signifikant inverse Assoziation (n=33%: r=-0,389, p=0,025). Fur die Placebogruppe lasst
sich dementsprechend ableiten, dass ein Abfall der oxLDL-Serumkonzentration (negative
T6-TO-Differenzen) mit einer Zunahme des ADMA-Plasmaspiegels (positive T6-TO-Differ-
enzen) bzw. ein oxLDL-Anstieg mit einer ADMA-Senkung wéahrend des Untersuchungsver-

laufs verbunden war.

4.2.4.4 Zusammenfassung

Wie die im Gesamtkollektiv durchgefuhrte Analyse hinsichtlich des fir den Hauptzielpara-

meter ADMA zu Uberprifenden Interventionseffekts  zeigte, war mit im Studienverlauf
(nahezu) unveranderten mittleren Plasmaspiegeln in den Subgruppen Verum (A: 0,00 +
0,07 umol/l) und Placebo (A : 0,01 £ 0,06 umol/l) kein Einfluss der Nahrstoffgabe ersichtlich.
Wurde demgegeniber eine nach der Hbohe des initialen ADMA-Status differenzierte Sub-

kollektiv-Auswertung vorgenommen, so zeigte sich ein von der Verum- und Placebogabe

unabhangiger, signifikanter Anstieg der ADMA-Plasmaspiegel bei initial niedrigen Werten
(Subkollektiv. ADMA_T0<0,33 pmol/l) bzw. eine ADMA-Senkung bei hohen Ausgangs-
spiegeln (Subkollektiv ADMA_T0>0,43 umol/l). Letztere erwies sich lediglich innerhalb der
Verumgruppe nicht jedoch gegentber Placebo als statistisch signifikant. Ein entsprechend
invers assoziierter, signifikanter Zusammenhang zwischen dem TO-Status und den T6-TO-
Differenzen lief3 sich ferner in der fur die Verum- und Placebogruppe des Gesamtkollektivs
durchgefuhrten bivariaten Korrelation belegen, was ebenfalls auf einen von der Intervention

unabhangigen Effekt hinweist.

Wahrend die ADMA-Plasmawerte bei Probanden mit einer zu TO pravalenten Hyperhomo-
cysteindmie (Subkollektiv tHcy _TO =10 pmol/l) im Verlauf der Verumintervention im Mittel
ebenfalls unverandert blieben, ging die Einnahme des Placebos mit einer signifikanten
Erhéhung der ADMA-Plasmakonzentration einher. Das hierbei ermittelte Ausmaf der ADMA-
Zunahme unterschied sich jedoch weder zu den T6-TO-Differenzen der Verumgruppe, noch

lag ein signifikanter Unterschied zu den unter Placebogabe bei Probanden ohne Hyperhomo-

63 Placebogruppe der untersuchten Teilstichprobe abzliglich Probanden mit hypolipiddmischer Medikation.
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cysteindmie (Subkollektiv tHcy_TO <10 pmol/l) ermittelten ADMA-Differenzen vor. Des
Weiteren konnten in der Analyse der Subkollektive ,Hohe der tHcy-Plasmaspiegel”, ,HOhe
der oxLDL-Serumspiegel®, ,Hbhe der antioxidativen Kapazitat® sowie ,(Nicht-)Raucher”
weder Klinisch relevante noch statistisch signifikante Verdnderungen der ADMA-Plasma-

werte innerhalb sowie zwischen beiden Interventionsgruppen gefunden werden.

Wurde der allgemeine ADMA-Status in Abhéngigkeit der fur die Subkollektiv-Bildung

zugrunde gelegten Parameter untersucht, so fand sich zu TO und T6 eine geringe, nicht
signifikante Tendenz zu héheren ADMA-Mittelwerten bei hohen gegeniber niedrigen oxLDL-
Serumspiegeln (Subkollektiv oxLDL_TO =83 vs. <60 U/l) sowie niedriger gegenlber hoher
antioxidativer Plasmakapazitat (Subkollektiv TEAC_TO0 <2213 vs. 22363 umol/l). Demgegen-
Uber wiesen Nichtraucher zu beiden Untersuchungszeitpunkten im Mittel geringfligig héhere
ADMA-Plasmawerte im Vergleich zum Subkollektiv der Raucher auf (p>0,05). Keinerlei
Hinweise auf entsprechende Unterschiede waren demgegeniber bei Betrachtung der Sub-

kollektive ,Moderate Hyperhomocysteinamie“ und ,,Hohe der tHcy-Plasmaspiegel“ erkennbar.

Im Rahmen der zu TO im Gesamtkollektiv durchgefiihrten Interkorrelationsanalyse zeigte
sich fur die basalen ADMA-Plasmawerte lediglich eine signifikant positive Korrelation zur
Hohe der SDMA-Ausgangsspiegel. Weder fanden sich zu diesem Zeitpunkt Assoziationen zu
den Variablen des Homocystein-/B-Vitamin- bzw. oxLDL-/Antioxidanzienstatus, noch waren
Zusammenhange zwischen dem initialen ADMA-Status und diesbezuglich relevanten bio-
chemisch-klinischen Begleit- und Basisparametern einschlie3lich der Anzahl kardiovasku-
larer Risikofaktoren erkennbar. Auch wurden hinsichtlich der in der Verumgruppe errech-
neten T6-TO-Differenzen der ADMA-Plasmawerte und den Veréanderungen der fur die Frage-
stellung wesentlichen Parameter bis auf einen Trend zu einer schwach ausgepragten,
inversen Korrelation mit den AT-Serumspiegeln (r=-0,228, p=0,066) keine Korrelationen
gefunden. Indessen war in der Placebogruppe eine signifikant inverse Assoziation zwischen
den ADMA-Differenzen und den im Zeitverlauf aufgetretenen Veranderungen der oxLDL-

Serumspiegel zu beobachten.
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4.2.5 BEGLEIT- UND BASISPARAMETER

Tab. 27 gibt eine Ubersicht der als Begleitvariablen zu TO und T6 in der Verum- und

Placebogruppe ermittelten SDMA- und L-Arginin-Plasmaspiegel sowie ihrer Veranderungen
im Studienverlauf. Des Weiteren sind die bereits im Zusammenhang mit Homocystein (vgl.
Kap. 4.2.2.1) erwahnten und fur den SDMA-Status gleichermalien als relevant anzu-
sehenden Verénderungen der Creatinin-Serumspiegel nebst Darstellung der Harnsaure-
Serumwerte, welche im Rahmen der TEAC-Auswertung bertcksichtigt wurden (vgl. Kap.
4.2.3.2), aufgefuhrt.

Betrachtet man zunéchst die zu TO erhobenen Statuswerte der Variablen L-Arg, Creatinin

und Harnsdure , so unterschieden sich die Verum- und Placebogruppe in keinem der drei
genannten Begleitparameter signifikant. Wurde demgegenuber der initiale SDMA-Status
beider Subgruppen verglichen, so war ein Signifikanztrend zu niedrigeren Ausgangswerten

(8% vs. Verum, p=0,059) in der Placebogruppe gegeben.

Zum Ende der Intervention stiegen die SDMA-Plasmaspiegel sowohl innerhalb des
Gesamtkollektivs als auch in den beiden Interventionsgruppen hoéchst signifikant an. Dabei
verzeichneten Probanden der Placebogruppe eine im Mittel starker ausgepragte SDMA-
Zunahme (A: 0,12 + 0,06 umol/l), die gegeniiber den T6-TO-Differenzen der Verumgruppe
jedoch kein statistisch signifikantes Niveau erreichte (A: 0,10 + 0,07 umol/l, p=0,302). Wurde
zusatzlich der Einfluss des SDMA-Ausgangsstatus (Kovariate SDMA_TO: p<0,001) sowie die
Veranderungen der Creatinin-Serumkonzentration wahrend der Intervention (Kovariate
Creatinin_T6-TO: p=0,240)* bertcksichtigt, so fiel der statistische Unterschied zwischen den
T6-TO-Differenzen beider Subgruppen mit einer Erh6hung des p-Wertniveaus weitaus
geringer aus (p=0,808; ANCOVA). Auch unterschieden sich die final erhobenen SDMA-
Plasmaspiegel der Verum- und Placebogruppe nicht signifikant (p=0,499).

Ein zum Zeitpunkt T6 signifikanter Unterschied zwischen der Verum- und Placebogruppe
ergab sich hingegen fir den L-Arginin status (p=0,045). Betrachtet man hingegen die
Veranderungen im Zeitverlauf, so wurde ein leichter Rickgang der Plasmawerte unter
Intervention mit Verum und Placebo verzeichnet, der sich sowohl innerhalb (p=0,265 bzw.
p=0,618) als auch zwischen den beiden Subgruppen als nicht signifikant erwies (p=0,124;
ANCOVA).

® Dieses Vorgehen erschien insofern erforderlich, als dass sich die Bedeutung der renalen Exkretion als deter-
minierende GréRe des SDMA-Plasmaspiegels in der unter Kap. 4.2.4.3 aufgezeigten Korrelation zwischen dem
SDMA- und Creatininstatus des Gesamtkollektiv (r=0,404, p<0,001) bestatigen lief3.
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Fur Creatinin wurde im weiteren Untersuchungsverlauf eine Erhéhung der durchschnitt-
lichen Serumkonzentrationen beobachtet, welche sich sowohl im Gesamtkollektiv (p=0,011)
als auch in der Placebogruppe (p=0,009) als statistisch signifikant herausstellte. Innerhalb
der Verumgruppe liel3 sich demgegentber ein schwacherer, nicht signifikanter Anstieg der
Serumspiegel feststellen (A: 1,26 + 8,17 umol/l). Verglichen mit den unter Placebo gezeigten
T6-TO-Differenzen (A: 2,26 = 6,32 umol/l) erwies sich dieser Unterschied jedoch als nicht
signifikant (p=0,452). Gleiches galt fir den T6-Status, fur den ebenfalls kein signifikanter
Gruppenunterschied ermittelt wurde (p=0,748).

Wahrend die Harnsaure werte der Verumgruppe im Interventionsverlauf im Mittel nicht
signifikant absanken (A: -5,82 + 59,0 umol/l), war fur die Serumspiegel der Placebogruppe
ein vergleichsweise stark ausgepragter, hoch signifikanter Anstieg nachzuweisen (A: 21,1 +
52,1 pumol/l). In der Testung der absoluten T6-TO-Differenzen zwischen beiden Subgruppen
lie® sich ein signifikanter Unterschied errechnen (p=0,009), der auch unter Bertcksichtigung
der unterschiedlichen Ausgangswerte bestehen blieb (p=0,020; ANCOVA). Die zum Zeit-
punkt T6 ermittelten Harnsaure-Serumspiegel der Verum- und Placebogruppe unterschieden

sich demgegentiber nicht signifikant (p=0,520).

Tab. 27: SDMA-, L-Arg-Plasmaspiegel, Creatinin- und Harnséure-Serumspiegel zu TO und T6 sowie
absolute T6-TO-Differenzen in der Verum- und Placebogruppe des Gesamtkollektivs (Mittelwert + SD)

Gesamtkollektiv Verum Placebo p?

SDMA_TO [umol/l] 0,26 £+ 0,06 0,27 + 0,06 0,25 £ 0,06 0,059
(n=123) (n=66) (n=57)

SDMA_T6 [umol/l] 0,37 £ 0,07 0,38 £ 0,08 0,37 £ 0,06 0,499
(n=123) (n=66) (n=57)
p <0,001° <0,001° <0,001°

SDMA_T6-TO [umol/l] 0,11 £ 0,07 0,10 £ 0,07 0,12 £ 0,06 0,302
(n=123) (n=66) (n=57)

ANCOVA*: p=0,808

L-Arg_TO [umol/I] 81,1+17,3 7891174 83,5+17,0 0,145
(n=123) (n=66) (n=57)

L-Arg_T6 [umol/l] 79,6 £14,4 77,1 +145 82,4 £13,8 0,045
(n=122) (n=65) (n=57)
p° 0,256 0,265 0,618

L-Arg_T6-TO [umol/l] -1,67 £ 16,2 -2,13+£15,3 -1,15+17,3 0,240
(n=122) (n=65) (n=57)

ANCOVA**: p=0,124




EIGENE UNTERSUCHUNGEN: ERGEBNISSE - BEGLEIT- UND BASISPARAMETER 116
Fortsetzung Tab. 27:
Creatinin_TO [umol/I] 74,6 +13,2 74,7+ 135 745+ 12,9 0,921
(n=123) (n=66) (n=57)
Creatinin_T6 [umol/l] 76,3+13,2 76,0 + 13,7 76,8+ 12,6 0,748
(n=123) (n=66) (n=57)
p° 0,011 0,215 0,009
Creatinin_T6-TO [umol/l] 1,72 +7,36 1,26 + 8,17 2,26 + 6,32 0,452
(n=123) (n=66) (n=57)
Harnséaure_TO [umol/I] 367 + 78,2 375+ 67,7 358 + 88,5 0,217
(n=123) (n=66) (n=57)
Harnséaure_T6 [umol/l] 374+ 78,7 370 + 68,5 379+89,4 0,520
(n=123) (n=66) (n=57)
p¢ 0,201 0,426 0,003
Harnsaure T6-TO 6,64 + 57,3 -5,82 +59,0 21,1+52,1 0,009
[pmol/] (n=123) (n=66) (n=57)

ANCOVA***: p=0,020

& t-Test fur unabhéngige Stichproben, bezogen auf Verum- und Placebogruppe
b Wilcoxon-Test, bezogen auf TO und T6,
¢ t-Test fiir abhéngige Stichproben, bezogen auf TO und T6

* Kovariate: SDMA_TO (p<0,001), Creatinin_T6-T0 (p=0,240), Faktor: Interventionsgruppe
** Kovariate: L-Arg_TO0 (p<0,001), Faktor: Interventionsgruppe
*** Kovariate: Harnsaure_TO (p<0,001), Faktor: Interventionsgruppe

Fur die als Basisvariablen erhobenen Parameter des Lipidprofils (TC, HDL, LDL, TG)
bestanden weder innerhalb noch zwischen beiden Interventionsgruppen signifikante Unter-
schiede. Gleiches traf auf die separat nach Verum- und Placebogruppe durchgefiihrte
Auswertung der Glucose-Serumspiegel zu. Die detaillierten Ergebnisse sind in Anhang B,
Tab. A18 dargestellt.
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5 DISKUSSION

Seit der erstmaligen Beschreibung von ADMA als endogenem NOS-Inhibitor durch die
Gruppe um VALLANCE und Mitarbeiter [VALLANCE et al. 1992a; VALLANCE et al. 1992b] und
den sich daraus ableitenden Konsequenzen fur das endotheliale L-Arginin-NO-System war
das proatherogene Potenzial des kompetitiven NOS-Hemmstoffs Gegenstand zahlreicher
experimenteller sowie klinischer Untersuchungen. Wie sich aus der Gesamtheit der hierzu
publizierten Arbeiten ableiten Iasst, scheint ADMA sowohl einen Promotor als auch Marker
des atherosklerotischen Geschehens darzustellen, der im Sinne eines integrativen ,Uber
markers [COOKE 2004]* die nachteiligen Effekte kardiovaskularer Risikofaktoren auf das
Endothel vermittelt [COOKE 2004; BOGER et al. 2005]. So ist eine Akkumulation von ADMA
sowohl auf epidemiologischer als auch biochemischer Ebene mit verschiedenen kardio-
vaskuldren Risikofaktoren (u. a. Hyperhomocysteindmie, Hypercholesterolamie,) bzw. den

dazugehorigen proatherogenen Noxen (Homocystein, oxLDL) assoziiert.

Dieser letztgenannte Sachverhalt bildete auch den zentralen Ausgangspunkt der im Rahmen
dieser Arbeit formulierten Basishypothese (vgl. Kap. 3): Ausgehend von In-vitro-Befunden,
die auf eine redoxsensitive Modulation der an der ADMA-Synthese sowie am ADMA-Abbau
beteiligten Enzyme PRMT-I bzw. DDAH hindeuten, kann in einer Homocystein- und oxLDL-
induzierten Steigerung des oxidativen Stresses ein wesentlicher molekularer Mechanismus
gesehen werden, welcher fur eine Erhdhung der ADMA-Plasmakonzentration bei
entsprechenden Risikopersonen verantwortlich ist. Demgemaf wurde postuliert, dass die
Minimierung der ADMA-akkumulierenden Determinanten Homocystein und oxLDL sowie
eine Reduktion oxidativer Prozesse von einer Senkung der ADMA-Plasmaspiegel in vivo
begleitet ist. Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, den synergistischen Einfluss einer
kombinierten B-Vitamin- und Antioxidanziensupplementierung auf die ADMA-Plasma-
konzentration bei Personen mit erhthtem kardiovaskuldren Risiko im Rahmen einer

randomisierten, placebo-kontrollierten Doppelblind-Studie zu tberprifen.

Wie aus den unter Kap. 4.2.4 dargestellten Ergebnissen hervorgeht, ergaben sich sowohl

innerhalb des Gesamtkollektivs als auch in verschiedenen Subkollektiven keine Hinweise,

die auf eine Beeinflussung der ADMA-Plasmakonzentration durch das hier verabreichte

Néahrstoffpraparat schlieRen lassen. So lieRen sich weder signifikante Verédnderungen der

ADMA-Plasmaspiegel unter Intervention mit Verum feststellen, noch waren in den jeweiligen

Analysen signifikante Effekte gegentber der Placebogabe zu beobachten.
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Auf Basis der fur eine Senkung der ADMA-Plasmaspiegel im Rahmen der Arbeitshypothese

formulierten Pramissen gilt daher zu diskutieren,

(a) inwieweit die Supplementierung erfolgreich war, eine (ausreichende) Reduktion der
Homocystein- und oxLDL-Konzentration in Plasma/Serum bzw. Erhéhung der anti-

oxidativen Kapazitat zu bewirken,

(b) inwieweit diese dem Vergleich mit Daten aus anderen Interventionsstudien zum
Einfluss einer B-Vitamin-/Antioxidanziensupplementierung auf die ADMA-Plasma-

konzentration standhalten und

(c) inwieweit sich diese durch gegebene Interaktionen zwischen ADMA und den
Parametern des Homocystein-/B-Vitamin- bzw. oxLDL-/Antioxidanzienstatus in der
vorliegenden Untersuchung sowie im Kontext aktueller Literaturdaten bestéatigen

lassen.

5.1 HOMOCYSTEIN UND ASSOZIIERTE B-VITAMINSTATUSPARAMETER

Seitdem Ende der 1960er Jahre erstmals Uber den Zusammenhang zwischen erhéhten
Homocysteinkonzentrationen im Blut und dem Auftreten von schwerwiegenden athero-
sklerotischen Lasionen bei Patienten mit Homocysteinurie® berichtet wurde [Mc CuLLY
1969], stolit das gefalRschadigende Potenzial von Homocystein und im Zuge dessen auch
die Senkung erhohter Plasmaspiegel durch eine Supplementierung mit B-Vitaminen auf
grol3es Interesse. Neben zahlreichen experimentellen Arbeiten, die zur Aufklarung einer
Reihe proatherogener, durch Homocystein vermittelter Mechanismen (u. a. endotheltoxische
Wirkung, prokoagulatorische und prooxidative Effekte) beigetragen haben, stiitzt eine Fiille
an epidemiologischen Daten die heute etablierte Auffassung, wonach bereits eine moderate
Erhohung des tHcy-Plasmaspiegels (>12 pumol/l) als unabhangiger Risikofaktor fur kardio-
vaskulare und atherothrombotische Ereignisse anzusehen ist [GRAHAM et al. 1997; WELCH u.
LoscALzo 1998; CopPOLA et al. 2000; UELAND et al. 2000; HOMOCYSTEINE STUDIES
COLLABORATION 2002]. Wie verschiedene Untersuchungen zeigen, steigt das kardiovasku-
lare Risiko dabei bereits ab tHcy-Plasmawerten von (110 pumol/I kontinuierlich, d. h. im Sinne
einer linearen Dosis-Wirkungsbeziehung, an [BOUSHEY et al. 1995; GRAHAM et al. 1997,
OMENN et al. 1998; GERHARD U. DUELL 1999; BosToMm et al. 1999]. Diese Beobachtung

% Bei der Homocysteinurie handelt es sich um eine seltene, autosomal-rezessiv vererbbare Stoffwechselstérung,
bei der es durch einen Defekt des Enzyms Cystathionin-f3-Synthase (CBS, vgl. Abb. A12, Anhang A) zu einer
massiven Akkumulation von Homocystein im Plasma (>100-300 pmol/l und héher) und konsekutiv zum Ubertritt in
den Urin kommt. Unbehandelt fihrt die Erkrankung bereits im frlhen Erwachsenenalter zu schweren kardio- und
zerebrovaskularen Komplikationen bis hin zum Tod der Patienten [Mc CuLLy 1969; KrRAuS et al. 1999; YAP et al.
2000].
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wiederum fihrte dazu, dass die friiher als ,normal“ angesehene Obergrenze mit Werten von
bis zu 16 pmol/l [KANG 1993; UELAND et al. 1993; REFSUM et al. 1998] in den letzten Jahren
stetig nach unten korrigiert wurde. Die gegenwartig in der klinischen Praxis gebréauchlichen
Grenzwerte stitzen sich zumeist auf Empfehlungen internationaler Fachgremien (u. a.
Nutrition Commitee of the American Heart Association [MALINOW et al. 1999]; DACH-Liga
Homocystein [STANGER et al. 2003]), die tHcy-Plasmakonzentrationen von <12 pumol/l
(Gesunde) bzw. <10 umol/l (Risikopersonen, Patienten mit manifester Atherosklerose) als
praventiv wiinschenswert erachten. Allerdings besteht bis dato weiterhin Klarungsbedarf, ob
Homocystein als kausaler Faktor des atherosklerotischen Geschehens anzusehen ist [WALD
et al. 2000; LEwis et al. 2005]. Damit bleibt auch die Frage offen, inwieweit einer Homo-
cystein-senkenden Malinahme ein praventiver Nutzen eingeraumt werden kann. Dieser wird
gegenwartig in mehreren Interventionsstudien zum Einfluss einer B-Vitaminsupplemen-
tierung auf kardiovaskulare Endpunkte (u. a. Restenoserate nach Revaskularisation,
Inzidenz kardiovaskularer Zweitereignisse) nachgegangen, von denen nun erste, in ihrer
Gesamtheit inkonsistente Ergebnisse vorliegen [Ubersicht bei WEISS et al. 2004; CLARKE

2005; B-VITAMIN TREATMENT TRIALISTS' COLLABORATION 2006; WIERZBICKI 2007].

Ungeachtet dessen stellt die Reduktion erhdhter tHcy-Plasmaspiegel durch eine Supple-
mentierung mit Folsaure, Vitamin B;, und Bg ein allgemein etabliertes diatetisches Prinzip
dar [STANGER et al. 2003; WOLTERS et al. 2004b; HAHN et al. 2006, S. 108], fir das
inzwischen umfangreiches Datenmaterial aus Interventionsstudien vorliegt (s. u.). Das hier-
bei zugrunde liegende Rational lasst sich auf die Funktion der jeweiligen Vitamine als Co-
faktoren fir die am Homocysteinabbau beteiligten Enzyme zurtickfuhren (vgl. Erlauterungen
zu Abb. A12 ,Biochemie des Homocystein-Stoffwechsels”, Anhang A). Demgemal gilt eine
unzureichende alimentare B-Vitaminversorgung, insbesondere jedoch ein Mangel an Fol-
saure, neben weiteren, den Homocystein-Metabolismus beeinflussenden Faktoren (u. a.
Alter, Geschlecht, genetische Enzymdefekte, Nierenfunktion, Medikamente) als haufigste Ur-
sache moderater Hyperhomocysteindmien [SELHUB et al. 1993; WEISS et al. 1999; VOLLSET
et al. 2001]. Ein erhohter (Nlchtern-)tHcy-Plasmaspiegel stellt daher auch einen unspezi-
fischen Marker eines Folat- und/oder Vitamin-B,-Defizits dar, wahrend dies fir Vitamin Bg
aus den nachfolgend noch naher erlauterten Grinden (vgl. Kap. 5.1.1) nur bedingt der Fall
ist. Gleichzeitig kann die tHcy-Plasmakonzentration bzw. deren Senkung als ,Erfolgs-
indikator* einer additiven B-Vitamingabe herangezogen werden [MILLER et al. 1992; PIETRZIK

U. BRONSTRUP 1998; STANGER et al. 2003].
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5.1.1 EFFEKT DER SUPPLEMENTIERUNG AUF DEN THCY-PLASMASPIEGEL

Wie erwartet, konnte auch in unserer Untersuchung eine signifikante Reduktion der tHcy-
Plasmakonzentration (A: -2,14 = 2,31 pmol/l, p<0,001) durch die sechsmonatige Einnahme
des B-Vitamin-haltigen Verumpréparates (800 pg/d Folséure, 20 pg/d Vitamin B;,, 6 mg/d
Vitamin Bg) nachgewiesen werden. Das hierbei innerhalb der Verumgruppe erzielte Ausmaf
der Homocystein-Senkung , welches einer relativen Abnahme um 20,8% entsprach, steht
im Konsens mit den Ergebnissen einer aktuellen Metaanalyse (25 RCTs, n=2596)
[HOMOCYSTEINE LOWERING TRIALISTS' COLLABORATION 2005], in der die hier eingesetzte
Folatdosierung von 800 pg/d  mit einer mittleren Reduktion des tHcy-Plasmaspiegels um
23% (standardisiert auf Basalwerte von tHcy 12 umol/l bzw. S-Folat 12 nmol/l) assoziiert ist.
Bezogen auf den alleinigen Effekt von Folsaure erwiesen sich 800 ug Folat/d als die zugleich
niedrigste Dosierung, Uber welche eine maximale Senkung der tHcy-Plasmakonzentration
erzielt werden kann®. Die um 2% geringere Homocystein-Reduktion innerhalb unseres
Kollektivs erklart sich durch die zu Studienbeginn vergleichsweise niedrigeren tHcy-Plasma-
(10,3 + 2,65 umol/l) bzw. deutlich héheren S-Folat-Spiegel (23,3 £ 12,1 nmol/l) der Verum-
gruppe. In diesem Kontext lie sich auch der aus der Literatur bekannte Zusammenhang
bestatigen, wonach das Ausmald der Homocystein-Senkung wesentlich durch die Héhe der
tHcy-Ausgangskonzentration sowie den initialen B-Vitaminversorgungsstatus — und hierbei
speziell durch die Versorgung mit Folat — determiniert wird [CLARKE U. ARMITAGE 2000;
HOMOCYSTEINE LOWERING TRIALISTS' COLLABORATION 2005; WOLTERS et al. 2005]: Demnach
ging die Verumsupplementierung auch bei unseren Probanden mit der im Mittel starksten
Reduktion der tHcy-Plasmakonzentration einher, je hoher die tHcy-Ausgangswerte (r=-0,738,
p<0,001, Schwellenwert: 6,92 pumol/l) und je niedriger die basalen S-Folat-Spiegel (rs=0,479,
p<0,001) waren. Eine analoge, wenn auch vergleichsweise schwacher ausgepragte
Beziehung fand sich zudem fir den basalen Cbl-Status (r=0,349, p=0,004), wahrend fir
E-Folat (rs=0,229, p=0,067) und PLP (rs=0,233, p=0,059) lediglich ein Trend zu einer
starkeren Homocystein-Abnahme bei initial schlechterer Versorgungssituation bestand.
Letzteres lasst sich vermutlich darauf zurickfihren, dass das Studienkollektiv bereits zu
Beginn der Intervention einen in Hinblick auf die Minimierung des tHcy-Plasmaspiegels guten

E-Folat- sowie PLP-Versorgungsstatus aufwies (vgl. Kap. 5.1.3).

66 Dosierungen im Bereich von 2-5 mg Folat/d waren mit keiner weiteren bzw. einer nur geringfugig héheren
Homocystein-Senkung (23-25%) verbunden [HOMOCYSTEINE LOWERING TRIALISTS' COLLABORATION 2005].
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Betrachtet man die zu TO im Gesamtkollektiv ermittelte Héhe des tHcy-Plasmaspiegels , so
lag diese mit durchschnittlich 9,92 + 2,51 umol/l innerhalb des fur Risikopersonen aus
praventiver Sicht anzustrebenden Zielbereichs von <10 pmol/l. Die tHcy-Ausgangskonzen-
tration tendierte damit in einen Bereich (8-10 pmol/l), wie er fur gut versorgte Populationen —
etwa im Rahmen von Folatfortikationsmalinahmen — beschrieben ist (s. u.) [BAILEY et al.
2003; CLARKE 2005; HOMOCYSTEINE LOWERING TRIALISTS' COLLABORATION 2005]. Auch zeigt
der Vergleich zu der von DROGAN et al. [2004] untersuchten Subkohorte (n=362) der EPIC-
Potsdam-Studie, fur die durchschnittliche tHcy-Plasmawerte von 11,7 + 4,1 (Méanner, Anteil
56%) bzw. 9,4 + 2,8 umol/l (Frauen, Anteil 44%) angegeben werden, dass die tHcy-Plasma-
spiegel unserer selektiv rekrutierten Risikogruppe (Manner: 10,4 + 2,41 umol/l, Frauen:
9,39 £ 2,53 umol/l; Geschlechterverhéltnis: 54,5 vs. 45,5%, vgl. Kap. 4.2.1.2) nicht hoher als

in einem gesunden Vergleichskollektiv ausfielen.

Ein anderes Bild ergab sich, wenn die im Gesamtkollektiv zur Basisuntersuchung ermittelte
Pravalenz einer moderaten Hyperhomocysteinamie bertcksichtigt wurde: So zeigte sich,
dass nahezu die Halfte des Kollektivs (44,7%) den cut-off-Wert von >10 umol/l Gberschritten,
wobei der Anteil an Probanden mit tHcy-Plasmawerten >12 pymol/l mit 16,3% geringfiigig
uber der in der Allgemeinbevdlkerung angenommenen Haufigkeit von 5-10% [STANGER et al.
2003] lag. Zwar erwies sich die sechsmonatige Verumgabe auch in diesem Fall als
erfolgreich, die jeweiligen Hyperhomocysteindmie-Préavalenzen (tHcy >12 bzw. >10 pmol/l)
signifikant gegentber der Einnahme des Placebopréparates zu verringern. Allerdings liel3
sich bei zwei (3%) bzw. acht (12,1%) Probanden der Verumgruppe keine Absenkung der
tHcy-Plasmawerte auf <12 bzw. <10 pmol/l erreichen. Ein wesentlicher Grund hierfur kénnte
sein, dass die im Verumpréaparat eingesetzte Vitamin-B 1,-Dosierung mit 20 pug/d zu gering
angesetzt war. So beobachteten QUINLIVAN et al. [2002] im Rahmen einer zweiarmigen
Interventionsstudie, in der die Probanden sequentielle Folatgaben von 100-400 bzw.
500 pg/d Uber einen Zeitraum von sechs Wochen erhielten, dass die Abhangigkeit des tHcy-
Plasmaspiegels von der S-Folat-Konzentration mit zunehmender Folatdosierung abnimmt,
wahrend sich der determinierende Einfluss der Cbl-Serumkonzentration in umgekehrter
Weise erhoht. Die Autoren folgerten hieraus, dass Vitamin By, mit steigender Folsduredosis
zum limitierenden Faktor wird, wobei der vergleichsweise geringere Beitrag zur Homo-
cystein-Reduktion durch den Effekt der Folatsupplementierung kaschiert wird [QUINLIVAN et

al. 2002]%. Fur diese Interpretation spricht auch der hier erhobene Befund, wonach die Asso-

®7 Hiermit in Zusammenhang steht das als ,Methylfalle* bekannte Phadnomen, wonach ein relativer Cobalamin-
Mangel zu einer Anhaufung von 5-Methyl-THF fiihrt, wahrend die Bereitstellung der biologisch aktiven THF
infolge einer verminderten Remethylierung von Homocystein zu Methionin blockiert wird (funktionelles Folat-
defizit) [HAHN et al. 2006, S. 103].
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ziation zwischen der unter Verumeinnahme erzielten Abnahme des tHcy-Plasmaspiegels
und der Erhoéhung der Cbl-Serumwerte starker ausfiel (r=-0,528, p<0,001), als dies zum
Anstieg der S-Folat-Spiegel der Fall war (r=-0,408, p=0,001). In Ubereinstimmung hierzu
zeigt auch die 0. g. Metaanalyse, dass die fir einen additiven Homocystein-senkenden Effekt
in Interventionsstudien eingesetzten Vitamin-B;,-Mengen die in unserer Untersuchung
verabreichte Dosierung von 20 pg/d deutlich Ubersteigen. Demnach waren Zugaben von im
Mittel 0,4 mg/d (!) erforderlich, um den tHcy-Plasmaspiegel um weitere 7%, entsprechend
einem Gesamteffekt von -30% (3-4 umol/l, bezogen auf tHcy-Ausgangswerte von
10-12 umol/l) durch eine kombinierte Folat- und Vitamin-B>-Supplementierung, zu senken
[HOMOCYSTEINE LOWERING TRIALISTS' COLLABORATION 2005].

Die Beobachtung, wonach in der Verumgruppe keine Assoziation zwischen der Reduktion
des tHcy-Plasmaspiegels und der Erhéhung der PLP-Plasmawerte festzustellen war
(r=-0,092, p=0,461), steht im Einklang zu den Ergebnissen aus anderen Interventions-
studien, die mehrheitlich keinen Einfluss einer Vitamin-B ¢-Gabe (alleine oder in Kombi-
nation) auf die tHcy-Plasmakonzentration nachweisen konnten [u. a. MILLER et al. 1992;
ARNADOTTIR et al. 1993; UBBINK et al. 1994; DIERKES et al. 1998; LEE et al. 2004,
HOMOCYSTEINE LOWERING TRIALISTS' COLLABORATION 2005]. Wie bereits einleitend erwéhnt,
wird der Vitamin-Bg-Status durch den Nichtern-tHcy-Plasmaspiegel nur unzureichend
reflektiert [MILLER et al. 1992; STANGER et al. 2003] — ein Umstand, der auch in unserem
Kollektiv durch die fehlende Korrelation zwischen den tHcy- und PLP-Ausgangswerten deut-
lich wird (rs=0,063, p=0,488). Nach MILLER et al. [1992] kann dies u. a. darauf zurtickgefuhrt
werden, dass die Cystathionin-B-Synthase, die eine hdhere PLP-Affinitat im Vergleich zu
anderen Vitamin-Bg-abhangigen Enzymen aufweist, selbst bei vermindertem Cofaktor-Ange-
bot tber eine fir den katabolen Homocysteinabbau noch ausreichende Restaktivitat verflgt.
Infolgedessen gehen eingeschrankte Transsulfurierungskapazitaten, die neben Vitamin-Be-
Defiziten auch aus heterozygoten CBS-Defekten resultieren kbnnen, zwar selten mit einer
Erhéhung der Nichtern-tHcy-Plasmakonzentration, daftir aber mit einem deutlichen Homo-
cystein-Anstieg nach oraler Methioninbelastung (oMBT) einher [UBBINK et al. 1996]. In
diesem Zusammenhang konnte durch verschiedene Untersuchungen gezeigt werden, dass
sich der post-Load-Anstieg des tHcy-Plasmaspiegels durch eine additive Vitamin-Bs-Gabe
signifikant abschwachen lasst [DUDMAN et al. 1993; FRANKEN et al. 1994; UBBINK et al. 1996;
BosToMm et al. 1997]. Daneben existieren in der Literatur vereinzelte Studien, in denen eine
Vitamin-Be-Supplementierung mit einer Senkung der tHcy-Nuchternwerte, etwa bei
hochdosierter Pyridoxingabe (120 mg/d) [MANSOOR et al. 1999] oder bei Probanden mit
Klinischer Vitamin-Bg-Mangelsymptomatik [LAKSHMI U. RAMALAKSHMI 1998], assoziiert war.
Hieraus lasst sich folgern, dass unter den hier vorliegenden Bedingungen, d. h. bei einer

noch im physiologischen Bereich angesiedelten Vitamin-Be-Dosierung (6 mg/d, entsprechend
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dem 4-5-Fachen der DGE-Zufuhrempfehlung, vgl. Tab. 7) sowie einer guten PLP-Ausgangs-
versorgung des Kollektivs (vgl. Kap. 5.1.3 sowie Ful3note 70), kein derartiger Zusammen-

hang erwartet werden konnte.

5.1.2 EFFEKT DER SUPPLEMENTIERUNG AUF DEN B-VITAMINSTATUS

Werden die Effekte der Nahrstoffgabe in Hinblick auf die absoluten Veranderungen der
B-Vitaminstatusparameter S-Folat, E-Folat, Cbl und PLP betrachtet, so zeigte sich eine
hochst signifikante Zunahme der jeweiligen Blutspiegel, die sowohl innerhalb der Verum-
gruppe als auch gegenuber der Placebogruppe auftrat. Bezogen auf die Einnahme der
Studienpréparate lasst sich aus dieser Beobachtung somit eine insgesamt gute Compliance
der Probanden ableiten. Dieser Sachverhalt bestatigt sich ferner durch die im Verlauf der
Verumsupplementierung aufgetretenen relativen Erhdhungen , die mit 273% und 266%
(S-Folat bzw. E-Folat, Placebo: -0,3% bzw. +52%) sowie 70% (Cbl, Placebo: +7%) und
227% (PLP, Placebo: +20%) mehr oder weniger stark ausgepragten Verdnderungen unter
Placebogabe (Werte in Klammern) gegenlberstanden. Die hierbei innerhalb der Placebo-
gruppe feststellbaren Anstiege der E-Folat-, Cbl- und PLP-Spiegel, die sich in allen Féllen als
signifikant und fur E-Folat und PLP zugleich als quantitativ bedeutsam erwiesen, kénnen
vermutlich auf saisonal bedingte Effekte resp. Anderungen im Ernahrungsverhalten der
Probanden wahrend der von November bis Mitte Mai dauernden Intervention zurtickgefuhrt
werden. So lieBen sich auch in anderen Untersuchungen (z. T. divergierende) Schwan-
kungen im B-Vitaminstatus in Abh&ngigkeit von der Jahreszeit [BATES et al. 1999; McKINLEY
et al. 2001; HAO et al. 2003] bzw. bei identischem Interventionsdesign [WOLTERS et al. 2005]
aufzeigen. Wahrend beispielsweise MCKINLEY et al. [2001] bei Probanden, die weder
Vitaminsupplemente noch angereicherte Lebensmittel konsumierten, im Frihjahr signifikant
niedrigere S-Folat- und E-Folat-Konzentrationen als im Herbst und Winter ermittelten, wies
die Placebogruppe des von unserer Arbeitsgruppe [WOLTERS et al. 2005] untersuchten
HANNA-Kollektivs® im Frihjahr (Interventionsende April) signifikant hohere E-Folat-Gehalte
bei zugleich unveranderten S-Folat-Spiegeln gegeniber Herbst (Interventionsbeginn
Oktober) auf. Wenngleich die Ursache des deutlichen E-Folat-Anstiegs in der Placebogruppe
spekulativ bleibt, so kénnen aufgrund der Randomisierung wie auch der Homogenitat der
beiden Subgruppen in Bezug auf die allgemeinen Ernahrungsgewohnheiten (vgl. Kap.
4.2.1.4) analoge Effekte in der Verumgruppe angenommen werden. Dass die unter Placebo-

gabe feststellbaren Veranderungen der B-Vitaminspiegel im Vergleich zu den unter Nahr-

® Bei der HANNA-Studie (Hannoversche Nahrungsergénzungs-Studie) handelt es sich um eine randomisierte,
placebo-kontrollierte Doppelblind-Studie, in der die Auswirkungen einer physiologisch dosierten Multivitamin-/
Mineralstoff-Supplementierung auf den Néhrstoffstatus gut versorgter, alterer Frauen (>60 Jahre), die ein tber-
durchschnittliches Bildungsniveau aufwiesen, untersucht wurden.
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stoffsupplementierung erzielten Netto-Effekten (E-Folat: +214%, Cbl: +63%, PLP: +207%)
keine Relevanz besitzen, wird nicht zuletzt auch daran ersichtlich, dass der tHcy-Plasma-
spiegel, der den Untersuchungen von MCKINLEY et al. [2001] zufolge nicht durch saisonale
Schwankungen beeinflusst wird, innerhalb der Placebogruppe geringfiigig (A: 0,65 +

1,91 pmol/l bzw. 6,8%), wenn auch signifikant (p=0,014) angestiegen ist*.

5.1.3 BEWERTUNG DES B-VITAMINVERSORGUNGSSTATUS VOR DER
SUPPLEMENTIERUNG

In Bezug auf den qualitativen B-Vitaminstatus wies das von uns untersuchte Studienkollektiv
bereits zu Beginn der Intervention - je nach Parameter und zugrunde gelegtem Grenzwert -
eine unterschiedlich gute Versorgungslage auf (vgl. Tab. A25, Anhang E, S. E6). So lagen
die B-Vitamin-Ausgangswerte des Gesamtkollektivs im Mittel etwa doppelt (Cbl) bzw. drei-
mal (S-Folat, E-Folat, PLP) so hoch, wie die fir eine adaquate Bedarfsdeckung definierten
und zur Beurteilung des B-Vitaminstatus in der Literatur allgemein verwendeten Normwerte.
Eine gleichermal’en gute Ausgangsversorgung lie3 sich ferner auf Basis der zur Homo-
cystein-Minimierung héher angesetzten cut-off-Werte aufzeigen, die im Mittel ebenfalls deut-
lich Uberschritten wurden. Stellt man zudem die fir Manner und Frauen zu TO erhobenen B-
Vitaminspiegel denen der bereits flr die tHcy-Plasmawerte als Vergleichsgruppe gewahlten
EPIC-Potsdam-Subkohorte [DROGAN et al. 2004] gegentiber (vgl. Tab. A19, Anhang B), so
l&sst sich mit Ausnahme von PLP (im Mittel vergleichbarer Bereich) ein eindeutig giinstigeres
Abschneiden unserer Probanden feststellen. Gleiches traf auf den Vergleich der im Rahmen
des Folsdure-Moduls des Bundesgesundheitssurveys 1998 untersuchten Teilnehmerinnen
(n=1266, 18-40 Jahre) zu, deren Folatgehalte in Serum und Erythrozyten im Median bei
17 nmol/l (7,6 pg/l, 25-95 Perzentile 5,9-9,8 pg/l) und 0,60 umol/l (266 ug/l, 25-95 Perzentile
218-327 pg/l) lagen [THAMM et al. 1999]. Dieses Ergebnis ist insofern erstaunlich, als dass
Frauen im gebarféahigen Alter eine starker sensibilisierte Gruppe in Hinblick auf die Verwen-
dung von Folsauresupplementen reprasentieren (sollten). Die in unserer Untersuchung
auffallend hohen, Uber eine alimentare Folatzufuhr nur schwer zu realisierenden E-Folat-
Spiegel, sprechen Uberdies dafiir, dass die Probanden angesichts der zum Bundesurch-
schnitt (Manner: 37,8%, Frauen: 48,1% [BEITz et al. 2002]) vergleichsweise héheren Ein-
nahmepréavalenz von Nahrungserganzungsmitteln (Manner: 41,8%, Frauen: 58,9%, vgl. Kap.
4.2.1.4) offenbar nur unzureichend depletiert waren bzw. die Ublicherweise verwendeten

Supplemente verspatet abgesetzt wurden.

% Wie unter Kap. 4.2.2.1 im Rahmen der Kovarianzanalyse gezeigt, handelte es sich hierbei um einen Effekt, der
in Zusammenhang mit der Erhéhung der mittleren Creatinin-Serumwerte resp. Veranderungen der Nierenfunktion
innerhalb der Subgruppen Verum und Placebo (vgl. Kap. 4.2.5) stand.
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Ein differenzierteres Bild ergab sich, wenn die in Tab. A25, Anhang E, angegebenen Prava-
lenzen fUr eine defizitdre Versorgungssituation, gemessen an der Unterschreitung der cut-

off-Werte , betrachtet wurden. Wahrend das Gesamtkollektiv die zur Bedarfsdeckung veran-
schlagten Grenzwerte bis auf wenige Ausnahmen (S-Folat: 0,8%, Cbl: 3,3%, PLP: 4,9%)
erreichte, wies mit einem Anteil von 52,5 und 46,3% (nhahezu) jeder zweite Proband eine in
Hinblick auf die Homocystein-Minimierung suboptimale Versorgung mit S-Folat bzw.
Cobalamin auf. Von einem entsprechenden E-Folat- und PLP-Defizit” waren demgegentber
vergleichsweise weniger Studienteilnehmer (10,7 bzw. 9,8%) betroffen. Wie bereits unter
Kap. 5.1.1 beschrieben, deckt sich dieser Befund mit der Beobachtung, wonach die mit der
Verumgabe einhergehende Senkung der tHcy-Plasmakonzentration wesentlich starker mit
den (diesbezlglich noch weiter zu optimierenden) S-Folat- und Cbl-Ausgangsspiegeln

korrelierte, als dies fur die E-Folat- und PLP-Basalwerte der Fall war.

Des Weiteren kdnnten die auf diese Weise sichtbar werdenden Versorgungsunterschiede als
Erklarung dafir dienen, weshalb Probanden mit initial schlechterem S-Folatstatus in
groBerem Ausmaf von der Supplementierung profitierten (TO-Wert vs. T6-TO-Differenzen:
rs=-0,332, p=0,009), wahrend fir E-Folat und PLP aufgrund der insgesamt besseren Aus-
gangslage kein derartiger Effekt abzuleiten war. Hiervon ausgehend Uberrascht allerdings
das Ergebnis, wonach der durch die Verumgabe induzierte Anstieg der Cbl-Serumkonzen-
tration ebenfalls unabhéngig von den Cbl-Ausgangswerten war. Im Gegensatz zu Folséure,
deren alimentare Zufuhr in der Allgemeinbevolkerung bekanntermafRen als kritisch anzu-
sehen ist, lasst sich dies mdglicherweise darauf zurtickfihren, dass in der Verumgruppe
neben der Uber das Studienpraparat verabreichten Dosierung absolut wie auch relativ
gesehen ausreichende Vitamin-B,,-Mengen aus der Nahrung aufgenommen wurden. Diese
Annahme erscheint auch insofern plausibel, als dass altersassoziierte Vitamin-B;,-Defizite
vornehmlich aus der mit héherem Lebensalter steigenden Pravalenz einer atrophischen
Gastritis™™ und den damit verbundenen Resorptionsstorungen (verminderte intestinale
Vitamin-B,-Freisetzung und -Absorption) einhergehen [STANGER et al. 2003; WOLTERS et al.
2004b]. Aus diesem Sachverhalt begrindet sich einerseits die in Studien mit alteren
Kollektiven fehlende Assoziation zwischen der Nahrungszufuhr und dem Cobalaminstatus
[HOwARD et al. 1998; WOLTERS et al. 2003]. Andererseits erklart dies auch, weshalb der

Anteil suboptimal versorgter Probanden, der mit der Pravalenz erniedrigter Cbl-Serumwerte

0 Unabhéangig von der zu diskutierenden Eignung des PLP-Grenzwertes hinsichtlich der tatséchlichen Senkung
der tHcy-Nuchternwerte, war die diesbezligliche Pravalenz eines PLP-Defizits weitaus geringer, als sie auf Basis
eines cut-off-Wertes <20 nmol/l mit einem Viertel der alteren, nicht-institutionalisierten Personen in europaischen
Populationen angegeben wird [BATES et al. 1999].

™ Nach WoLTERs et al. [2004 b] kommt der sich zumeist auf dem Boden einer atrophischen Gastritis vom Typ B
manifestierenden Abnahme der gastralen Pepsinogen- und HCI-Sekretion sowie fortgeschritten einem Mangel an
Intrinsic-Factor die groRte Bedeutung fir die Atiopathogenese eines Vitamin-Bi,-Mangels bei Senioren zu.
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(<258 pmol/l) in der Framingham-Kohorte (40,5% [LINDENBAUM et al. 1994]) sowie dem
HANNA-Kollektiv (42,9% [WOLTERS et al. 2003]) weitgehend Ubereinstimmte, in der von uns

untersuchten Studiengruppe relativ hoch ausfiel.

Wie im 2006 veroffentlichten DGE-Positionspapier [KRAWINKEL et al. 2006] zur Verbesserung
der Folsaureversorgung in Deutschland konstatiert wurde, fehlt es indessen an Daten, die
eine Beurteilung des Folatstatus hinsichtlich des Auftretens funktioneller Defizite in der
Bevolkerung erlauben. Nach KRAWINKEL et al. [2006] ist allerdings davon auszugehen, dass
klinisch-hamatologische Mangelerscheinungen (Leitysymptom: megaloblastare Anamie) und
damit unter der Ublichen Normgrenze liegende Folatspiegel bei der in Deutschland derzeit
Ublichen Folsaurezufuhr (d. h. ohne obligatorische Fortifizierung von Grundnahrungsmitteln)
nur selten in Erscheinung treten, wahrend die fir eine maximale Homocystein-Reduktion
erforderlichen Folatgehalte in Serum und Erythrozyten nicht erreicht werden. Dass sich
demnach auch bei (vermeintlich) gut versorgten Personen eine weitere Absenkung des tHcy-
Plasmaspiegels durch eine additive Folsauregabe erreichen lasst, lieR sich in Uberein-
stimmung mit der Literatur [BosSTOM et al. 2001; BAILEY et al. 2003; HOMOCYSTEINE
LOWERING TRIALISTS' COLLABORATION 2005] auch in unserer Untersuchung bestéatigen. Fir
eine in Hinblick auf intrazellulare Funktionsabldufe adaquate Folatversorgung ware demnach
zu fordern, dass der diesbeziglich fir Homocystein anzustrebende Zielwert geringer
(8-9 umol/l) als die in der Praxis aus praventiver Sicht Ubliche Grenze (<10 bzw. <12 pmol/l)

anzusetzen ist.

5.1.4 ZUSAMMENFASSUNG UND ZWISCHENFAZIT

Die in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse stehen mit der Literatur insoweit in Konsens,
als dass der Rahmen einer durch B-Vitamine induzierbaren Homocystein-Senkung unter (1)
Bertcksichtigung des Folsaureeffekts und (2) der im Mittel vergleichsweise niedrigen tHcy-
Ausgangsspiegel bzw. (3) insgesamt guten B-Vitaminversorgung des Kollektivs maximal
ausgeschopft wurde. So entsprach die uber das Verumpréparat verabreichte Folatmenge
von 800 pg/d der niedrigsten Dosierung, die metaanalytischen Berechnungen zufolge mit der
groRtmoglichsten Effektivitat einhergeht. Des Weiteren erwies sich die Vitamin-Bi,-
Supplementierung als erfolgreich, den tHcy-Plasmaspiegel zu senken, wenngleich der auf
die Gesamtreduktion bezogene Beitrag durch die mit der Folatgabe assoziierte Homo-
cystein-Abnahme Uberlagert wurde. Fir einen additiven Homocystein-senkenden Effekt, wie
er sich metaanalytischen Berechnungen zufolge durch vergleichsweise héhere Vitamin-B,.
Mengen erzielen lasst (7% bei einer Zufuhr von durchschnittlich 0,4 mg/d), erwies sich die
hier eingesetzte Vitamin-B;,-Dosierung mit 20 pg/d allerdings als zu gering angesetzt. Auf-

grund der inkonsistenten Datenlage wie auch der fehlenden Korrelation zwischen der Ab-
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und Zunahme der tHcy- bzw. PLP-Plasmawerte in der Verumgruppe erscheint eine
Steigerung der Vitamin-Bs-Dosis hingegen als nicht geeignet, um die Effektivitat der
Supplementierung weiter zu erhéhen. Unabhangig von der Frage der Vitamin-Dosierung ist
zu vermuten, dass das Ausmal’ der absoluten Homocystein-Senkung, bedingt durch die
relativ gute Versorgungssituation der untersuchten Probanden, zu gering ausfiel, um Aus-
wirkungen auf den ADMA-Plasmaspiegel beobachten zu kénnen. Demnach kénnte es sich
hier um eine &hnliche Situation handeln, wie sie aufgrund der Verbesserung der Folat-
versorgung in Landern mit gesetzlicher Fortifikation (USA, Kanada) fir das Fehlen eines
Effekts auf kardiovaskulare Endpunkte in entsprechenden Interventionsstudien (speziell
VISP, HOPE-2, WACS)™ angenommen wird [BOSTOM et al. 2001; BAILEY et al. 2003; MOAT
et al. 2004].

2 Nach BosToMm et al. [2001] ist die statistische Power und damit Aussagekraft der genannten Studien, die vor
Einfihrung der in den USA und Kanada seit 01.01.1998 gesetzlich verbindlichen Folatfortifizierung konzipiert
wurden, dadurch vermindert, dass in Hinblick auf die mittlere Homocystein-Abnahme lediglich 20-25% (1,0-
1,5 umol/l) des urspriinglich fur die Fallzahlschatzung zugrunde gelegten Behandlungseffekts (4,0-6,0 pmol/l)
erreicht wurden.
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5.2 OXIDIERTES LDL UND ASSOZIIERTE ANTIOXIDANZIENPARAMETER

In Erganzung zur ,Response-to-injury-Hypothese®, die die Inflammation als Dreh- und Angel-
punkt des atherosklerotischen Geschehens betrachtet, hat sich das Modell der Athero-
skleroseentstehung in den vergangenen Jahrzehnten dahingehend erweitert, dass der erst-
mals durch STEINBERG et al. [1989] formulierten Theorie der oxidativen Modifikation von LDL-
Lipoproteinen (,oxidative modification hypothesis“) ein ebenso bedeutender Stellenwert ein-
geraumt wird. Aufbauend auf den Arbeiten von BROWN U. GOLDSTEIN [1983], die — gestiitzt
durch eine breite Basis epidemiologischer und klinischer Daten — die Hypercholesterolamie
als den fur die Atherogenese zentralen pathogenetischen Faktor hervorhebt, fokussiert das
vorgenannte Modell auf dem Ansatz, wonach LDL-Partikel ihre Atherogenitat erst durch
radikalvermittelte, im subendothelialen Raum stattfindende Oxidationsvorgdnge erwerben.
So verfiigen oxLDL — je nach Oxidationsgrad™ — Uber ein breites, proatherogenes Wirk-
spektrum, Uber welches sie den Prozess der Plaquebildung auf verschiedenen Ebenen (vgl.
Kap. 2.1.2.2, Abb. 3) unterhalten [BRIGELIUS-FLOHE™ 2002, S. 437; STOCKER U. KEANEY 2004;
SCHRODER 2004]. Neben zahlreichen experimentellen Befunden wird die ,LDL-Oxidations-
hypothese” inzwischen auch durch Daten aus Querschnitts- und Fall-Kontrollstudien
bekraftigt, nach denen KHK-Patienten und Personen mit erhéhtem kardiovaskularen Risiko
signifikant héhere Konzentrationen an zirkulierendem oxLDL im Vergleich zu gesunden
Kontrollen aufweisen [u. a. HOLVOET et al. 1998; 2001; KOPPRASCH et al. 2002;
SIGURDARDOTTIR 2002; HOLVOET et al. 2004]. Auch legen prospektive Studien die Bedeutung
eines erhdhten oxLDL-Plasmaspiegels als Pradiktor fur zukinftige Koronarereignisse nahe
[HOLVOET et al. 2000; NORDIN et al. 2003; MEISINGER et al. 2005]. Demgegentiber konnten
Wu et al. [2006] im Rahmen einer gepoolten Analyse der Nurses’ Health und Health
Professionals Follow-Up Study (n=1503) keine unabh&ngige Beziehung nach Adjustierung

um weitere Risikovariablen (u. a. Blutlipide, TC/HDL-Quotient, Apo B) aufzeigen.

Vor diesem Hintergrund erscheint es daher mehr als naheliegend, dass der atherogene
Prozess durch eine vermehrte Zufuhr antioxidativ wirksamer Substanzen positiv zu beein-
flussen ist. Das Prinzip einer Antioxidanzien-Substitution griindet dabei auf dem Rational,
wonach die antioxidative Kapazitéat, definiert als Summe der endo- und exogen verfligbaren

antioxidativen Schutzmechanismen [BIESALSKI et al. 1997], Uber die alimentare Zufuhr modu-

”In diesem Zusammenhang wird zwischen oxidativen Veranderungen, die vornehmlich den Lipidanteil ein-
schlieBlich der Depletion des Antioxidanziengehalts (minimally oxidized LDL) sowie solchen, die zusétzlich den
Apo-Bigo-Anteil betreffen (highly oxidized LDL), unterschieden. Letztere Modifikationen sind insofern von
besonderer Bedeutung, als dass sich hierdurch die Affinitat der oxLDL gegeniiber Scavenger-Rezeptoren, deren
Expression nicht der negativen Feedback-Kontrolle tber den intrazellularen Cholesterolgehalt unterliegt, erhdht
[STOCKER U. KEANEY 2004; TSIMIKAS 2006].
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liert und oxidative Vorgdnge hierdurch diétetisch beeinflusst werden kénnen. In Uberein-
stimmung hierzu fanden sich in vitro protektive Effekte von Antioxidanzien — im Speziellen
Vitamin E — auf einzelne Teilsysteme des atherosklerotischen Geschehens, im Besonderen
auf die LDL-Oxidierbarkeit ex vivo [SIEKMEIER et al. 2007; LAPOINTE et al. 2006]. Ein ent-
sprechend praventives Potenzial wird ferner durch zahlreiche Beobachtungsstudien unter-
mauert, die eine inverse Beziehung zwischen dem Auftreten kardiovaskularer Ereignisse und
dem Antioxidanzienstatus in vivo erkennen lassen [u. a. RIEMERSMA et al. 1991; GEY et al.
1991; 1993; GALE et al. 1995; GEY 1998; KHAW et al. 2001]. Obwohl unklar ist, inwieweit
dieser Zusammenhang ursachlich auf den Plasmagehalt einzelner Antioxidanzien zurick-
gefuhrt werden kann oder dieser vielmehr einen Indikator fir einen gesundheitsbewussteren
Lebensstil darstellt, bilden diese Daten die Grundlage fur die in der Priméarpravention aus
Sicht einiger Autoren [BIESALSKI et al. 1997; GEY 1998] anzustrebenden Antioxidanzien-
Plasmaspiegel. Biochemischer Plausibilitat und positiven Befunden aus Kohortenstudien, die
fr einen protektiven Effekt einer erhdhten Antioxidanzienzufuhr sprechen [vgl. Metaanalyse
von HOOPER et al. 2001], stehen nunmehr ernliichternde Resultate aus Interventionsstudien
sowie ersten gepoolten Analysen gegentber, die den primar- und sekundarpraventiven
Nutzen einzelner oder in Kombination verabreichter Antioxidanzien mehr und mehr in Frage
stellen [Ubersicht bei STOCKER U. KEANEY 2004; KRIS-ETHERTON et al. 2004; LAPOINTE et al.
2006; SIEKMEIER et al. 2007].

5.2.1 EFFEKT DER SUPPLEMENTIERUNG AUF DEN OXLDL-S ERUMSPIEGEL

Im Verlauf unserer Studie verzeichnete das Gesamtkollektiv eine signifikante Abnahme der
mittleren oxLDL-Serumkonzentration, die sich jedoch als unabhangig von der Verabreichung
des Verum- bzw. Placebopréparates herausstellte. So liel3 sich in beiden Untersuchungs-
gruppen eine jeweils hdchst signifikante Reduktion des oxLDL-Serumspiegels zwischen TO
und T6 beobachten, wobei der oxLDL-Abfall unter Placeboeinnahme sogar geringflgig
starker (A: -9,2 £ 11 U/l bzw. -12,6%) als unter Gabe von Verum (A: -7,3 = 12 U/l bzw. -
10,6%) ausfiel. Dass die sechsmonatige Antioxidanziensupplementierung demnach offenbar
keinen Einfluss auf die Konzentration an zirkulierendem oxLDL hatte, bestétigte sich ferner
durch die Beobachtung, wonach weder der TEAC-Anstieg noch die Erhéhung der
a-Tocopherol-Serumwerte mit der Senkung des oxLDL-Serumspiegels innerhalb der Verum-
gruppe korrelierte. Auch konnten zum Zeitpunkt TO keine Assoziationen zwischen den
oxLDL-Serumwerten und der TEAC sowie dem a-Tocopherolstatus (lipidkorrigierte bzw.
unbereinigte AT-Serumwerte nach partieller Korrelation um den TC- und TG-Spiegel) des

Gesamtkollektivs festgestellt werden.
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Zur Ermittlung von Oxidationsprozessen an LDL-Lipoproteinen wurden in den vergangenen
Jahren verschiedene Methoden etabliert. Ein zur Messung des Schutzeffekts von Antioxi-
danzien weit verbreitetes Verfahren stellt der urspriinglich von ESTERBAUER et al. [1989]
entwickelte Ex-vivo-Assay der Kupfer-katalysierten LDL-Oxidation dar [LAPOINTE et al.
2006; ITABE U. UEDA 2007]. Wie bereits einleitend angefihrt, lieRen sich in einer Reihe von
Humanstudien lberwiegend positive Effekte auf verschiedene Parameter der LDL-Oxida-
tionskinetik (Verlangerung der lag-time™, Verminderung der Propagations- und maximalen
Oxidationsrate) nach Supplementierung mit Vitamin E (minimale Dosis: 400 I.E. bzw. 268 mg
TA/d [Ubersicht bei LAPOINTE et al. 2006]) sowie verschiedenen Antioxidanzienkombi-
nationen [u. a. ABBEY et al. 1993; WOODSIDE et al. 1999; ANDERSON et al. 1999; BUNOUT et
al. 2000; EARNEST et al. 2003] aufzeigen. Allerdings ist darauf hinzuweisen, dass der Ex-
vivo-Assay — nicht wie haufig suggeriert — allenfalls indirekte Rickschlisse auf die im
Plasma vorhandene oxLDL-Konzentration, etwa durch eine verstarkte LDL-Oxidations-
neigung bei erhohtem Lipidperoxidgehalt, erlaubt. Auch muss die Ubertragbarkeit auf In-vivo-
Verhéltnisse aufgrund der unphysiologisch hohen Cu?*-Konzentrationen (Labor-Artefakte?)
sowie des heterogenen Spektrums oxidierter LDL-Spezies fraglich bleiben [ITABE U. UEDA
2007; LAPOINTE et al. 2006; TsIMIKAS 2006].

In der neueren Literatur finden daher zunehmend immunologische Verfahren Verwendung,
die es ermoglichen, die Konzentration zirkulierender oxLDL ~ sowohl indirekt (Messung von
oxLDL-Autoantikorper-Titern) als auch direkt (Markierung von oxidationsspezifischen LDL-
Epitopen durch monoklonale Antikérper, mAb) zu bestimmen [Ubersicht bei TSIMIKAS 2006;
ITABE U. UEDA 2007]. Neben den bereits erwdhnten Fall-Kontroll- und prospektiven Kohorten-
studien, die einen pradiktiven Aussagewert der direkten oxLDL-Bestimmung in Hinblick auf
das KHK-Risiko nahelegen, liegen inzwischen erste, vorwiegend kleinere Untersuchungen
vor, in denen die Effekte einer Antioxidanziensupplementierung auf die Konzentration zirku-
lierender oxLDL u. a. mit Hilfe des hier verwendeten Mercodia oxLDL ELISA (mAb-4E6, vgl.
Anhang C) Uberpruft wurden.

Wie Tab. 28 verdeutlicht, stimmen die bisher publizierten Ergebnisse placebo-kontrollierter

Interventionsstudien mit unseren Daten [SCHMITT et al. 2007] dahingehend Uberein, dass
weder moderate noch hochdosierte Nahrstoffgaben trotz deutlicher Erhéhung der Antioxi-
danzienspiegel (nicht gezeigt) sowie z. T. signifikanter Verbesserung weiterer Oxidations-

marker keine Senkung der oxLDL-Plasmakonzentration bewirkten. So wurde bei dialyse-

™ Die lag-time entspricht der Zeit zwischen der Cu2+-Zugabe und dem Beginn der Lipidperoxidation, deren Dauer
direkt proportional zum Antioxidanziengehalt bzw. der antioxidativen Kapazitat der LDL-Partikel ist. Eine Ver-
z6gerung der lag-Phase ist demnach mit einer erhdhten LDL-Oxidationsresistenz gleichzusetzen [LAPOINTE et al.
2006].
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pflichtigen Probanden, die im Rahmen eines vierarmigen Interventionsdesigns taglich 40 mg
Atorvastatin in Kombination mit 800 I.E. (537 mg TA) a-Tocopherol (Gruppe 3) einnahmen,
zwar ein zusatzlicher Benefit der Vitamin-E-Gabe in Form einer signifikanten Verzégerung
der lag-time nachgewiesen; das Ausmald der hierbei zu beobachtenden, signifikanten
oxLDL-Abnahme unterschied sich im Gegensatz zur LDL-Oxidierbarkeit allerdings nicht vom
Effekt der alleinigen Statin-Einnahme (Gruppe 1). Bei Teilnehmern, die ausschlief3lich
Vitamin E verabreicht bekamen (Gruppe 2), wurde demgegentber sogar ein signifikanter
Anstieg der oxLDL-Plasmawerte verzeichnet, obwohl sich die LDL-Oxidationsresistenz im

Ex-vivo-Versuch auch hier verbesserte (p=0,051) [DIEPEVEEN et al. 2005].

Eine ahnliche Diskrepanz zwischen In-vitro- und In-vivo-Befunden ergab ein dreiarmiger
Parallel-Gruppenvergleich [UPRITCHARD et al. 2003], bei dem gesunde Probanden eine
moderat dosierte Kombination aus Vitamin E und verschiedenen Carotinoiden (Lutein,
Lycopin, a- und B-Carotin) in Form von zwei unterschiedlich angereicherten Brotaufstrichen
bzw. einen carotinoidfreien Streichfettersatz mit geringem Vitamin-E-Gehalt (Kontrollgruppe)
erhielten. Am Ende der Intervention waren weder innerhalb noch zwischen den Gruppen
signifikante Veranderungen der oxLDL-Plasmawerte festzustellen, obwohl der Verzehr der
fortifizierten Aufstriche auch hier mit einer dosisabhangigen Verbesserung der Ex-vivo-
Parameter FRAP-LDL und lag-time (Gruppe 1 und 2: jeweils p<0,05 vs. Gruppe 3), mit
einem Trend zu steigenden FRAP-Plasmawerten sowie einer Reduktion der F,4-lIsoprostan-

Plasmakonzentration™ (F,,-ISP, Gruppe 2: p<0,05 vs. Gruppe 3) einherging.

Inwieweit in den Untersuchungen von DIEPEVEEN et al. [2005] und UPRITCHARD et al. [2003]
Assoziationen zwischen den oxLDL-Plasmaspiegeln und den jeweils angefiihrten Para-
metern bzw. ihren Verdnderungen bestanden haben, kann aufgrund fehlender Angaben zu
moglichen Korrelationen nicht beantwortet werden. In anderen Studien fanden sich dem-
gegeniber selbst nach z. T. hochdosierter Gabe von Vitamin C (0,5-3 g/d) alleine [LU et al.
2005; VAN HOYDONCK et al. 2004] oder in Kombination mit Vitamin E [ENGLER et al. 2003
(vgl. auch Kap. 5.3.2); KINLAY et al. 2004] weder Auswirkungen auf die oxLDL-Plasmawerte

noch auf andere Oxidationsmarker.

Eine signifikante Senkung des oxLDL-Plasmaspiegels konnte bislang dagegen nur in zwei

unkontrollierten Pilotstudien einer kanadischen Arbeitsgruppe [RUEL et al. 2005; 2008]

gezeigt werden, deren Aussagekraft in Hinblick auf mégliche Effekte einer Cranberrysaft-
Intervention angesichts zahlreicher methodischer Mangel fraglich ist. So muss aufgrund der

fehlenden Kontrollgruppe offen bleiben, inwieweit die jeweils zu beobachtenden oxLDL-

> Marker der Lipidperoxidation
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Abnahmen tatsédchlich auf den Verzehr des Saftes und nicht auf andere Faktoren
zurickgefuhrt werden kdnnen, zumal die signifikante oxLDL-Senkung innerhalb unserer
Placebogruppe die Notwendigkeit eines placebo-kontrollierten Studiendesigns unterstreicht.
Obwohl ein direkter Vergleich mit Blick auf die zweiwéchige (1) Interventionsdauer und des in
seiner stofflichen Zusammensetzung nicht naher spezifizierten Saftes nur sehr eingeschrénkt
maglich ist, ergab der erste Pilotversuch Parallelen zu unseren Ergebnissen: Weder konnten
zwischen den initialen oxLDL- und TEAC-Werten noch zwischen den in Tab. 28 dargestellten
Differenzen beider Parameter, deren relatives Ausmalf in etwa den Veranderungen innerhalb
unserer Verumgruppe entsprachen, signifikante Korrelationen festgestellt werden. Die
Folgeuntersuchung lasst demgegenuber jegliche Angaben zum Einfluss der Intervention auf
den antioxidativen Status vermissen, was auch vor dem Hintergrund der Bioverfligbarkeit der

antioxidativ wirksamen Saftinhaltsstoffe als weitere Limitation zu werten ist.

In Ergadnzung zu Tab. 28 sei an dieser Stelle eine von CHANG et al. [2007] durchgefihrte
Studie erwahnt, in der sich eine nicht signifikante Senkung der medianen oxLDL-Plasma-
konzentration unter Supplementierung mit a-Liponséure (600 mg/d, Kontrollarm: ohne Inter-
vention) zeigte. Diese Untersuchung, die auf einer mdglichen Beeinflussung der ADMA-
Plasmakonzentration bei diabetischen Hamodialyse-Patienten fokussiert, wird unter Kap.
5.3.2 detalilliert erortert.

Tab. 28: Ergebnisse bisheriger Humansstudien zum Einfluss einer Antioxidanziensupplementierung
auf die oxLDL-Konzentration in vivo

Kollektiv Interventionsart Effekt Referenz
(Dosis/d) und -dauer

placebo-kontrolliert

gesunde Nichtraucher ~ Gr. 1: 43 mg Vit. E, ~ Plasma-oxLDL" UPRITCHARD et
(n=97) 0,45 mg Carotinoide Gr. 1, Gr. 2: 1 lag-time, al. 2003

Gr. 2: 111 mg Vit. E, t LDL-FRAP"®

1,24 mg Carotlr.10|de Gr.2: | FpuISP

Gr.3:1,3mg Vit. E (1) Plasma-FRAP

fur 11 Wochen
Kinder mit familiarer 500 mg Vit. C, 400 |.E. « Plasma-oxLDL? ENGLER et al.
Hypercholesterol-/ Vit. E + lipidsenk. Diat im o O0XLDL-AAK-Titer, 2003
kombinierter Hyper- cross-over mit Placebo +  _ F2_-ISP,
lipidamie (n=15) lipidsenk. Diat o 8-OH-2"-dG (Urin)”’

fur je 6 Wochen

gesunde, mannliche 500 mg Vit. C im - Plasma-oxLDLS, VAN HOYDONCK
Raucher (n=34) cross-over mit Placebo - MDA et al. 2004

fiir je 4 Wochen

® Der FRAP-LDL-Wert entspricht der eisenreduzierenden Fahigkeit und damit antioxidativen Kapazitat der LDL,
analog zur Bestimmung im Plasma (Plasma-FRAP).
" 8-Hydroxy-2"-deoxyguanosin; Hauptmetabolit der DNA-Oxidation mit mutagenem Potenzial.
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Fortsetzung Tab. 28:

KHK-Patienten
(n=30)

dialysepflichtige
Nichtdiabetiker ohne
manifeste Athero-
sklerose (n=44)

Typ-2-Diabetiker
(n=17)

gesunde Probanden
mit erhéhtem
kardiovaskularen
Risiko (n=123)

Gr. 1: 800 I.E. Vit. E,
lgVvit.C

Gr. 2: Placebo

fir 6 Monate

Gr. 1: 40 mg Atorvastatin
+ Placebo

Gr. 2: 800 I.E. Vit. E

+ Placebo

Gr. 3: 40 mg Atorvastatin
+ 800 I.E. Vit. E

Gr. 4: Placebo + Placebo

fir 12 Wochen

3 g Vit. C im cross-over
mit Placebo

fiir je 2 Wochen

Gr. 1: 80 mg Vit. E,

500 mg Vit. C, 15 mg
Zink, 80 pg Selen, 30 mg
Q10, 3 mg Carotinoide,

2 mg Lycopin, 50 mg
Polyphenole

Gr. 2: Placebo

flr 6 Monate

unkontrolliert (Pilotstudien)

gesunde mannliche
Probanden (n=21)

mannliche Probanden
mit erhéhtem
kardiovaskularem
Risiko (n=30)

7 mi/kg KG (1600 ml)
Cranberrysaft

fir 2 Wochen

125, 250, 500 ml
Cranberry-Saft

aufeinanderfolgend
fiir je 4 Wochen

KINLAY et al.
2004 (abstract)

« Plasma-oxLDL,
« OXLDL-AAK-Titer,
(1) Fou-ISP

Gr. 1: | Plasma-oxLDL ’
(A:-29% vs. TO, p=0,001),
- lag-time

Gr. 2: 1 Plasma-oxLDL
(A:+17% vs. TO, p=0,015),
(1) lag-time

Gr. 3: | Plasma-oxLDL
(A:-28% vs. TO, p=0,004),
1 lag-time

DIEPEVEEN et al.
2005

- Plasma-oxLDL" Lu et al. 2005

Gr. 1: | Plasma-oxLDL ~
(A:-10,6% vs. TO, p=0,001),
t TEAC (A:+1,7% vs. TO,
p=0,022)

Gr. 2: | Plasma-oxLDL
(A:-12,6% vs. TO, p<0,001),
- TEAC

SCHMITT et al.
2007

| Plasma-oxLDL * RUEL et al. 2005

(A:-9,9% vs. TO, p<0,05),
t TEAC (A:+6,5% vs. TO,
p<0,05)

250 ml: ¢ Plasma-
oxLDL * (A:-5,5% vs. TO,
p<0,05)

500 ml: ¢ Plasma-oxLDL
(A:-20,7% vs. TO,
p<0,001)

RUEL et al. 2008

" Mercodia ELISA-Kit (mAb-4ES6), $ Methode nach Holvoet (mAb-4ES6), # Methode nach Witztum (mAb E06)
" ALPCO ELISA-Kit (mAb-4E6)

Ob bzw. inwieweit die oxLDL-Plasmakonzentration durch eine additive Antioxidanziengabe

Zu senken ist, lasst sich trotz des fehlenden Effekts in unserer Untersuchung sowie der

wenigen, bisher vorliegenden Daten nicht abschlieBend beurteilen. So kénnen mdogliche

Ursachen fir die negativen Resultate

u. a. darin zu sehen sein, dass (1) je nach ver-

wendetem ELISA bzw. Ausrichtung des monoklonalen Antikérpers gegenlber oxidations-
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spezifischen Epitopen™ nur Subfraktionen und nicht der oxLDL-Gesamtgehalt erfasst wird
[ITABE U. UEDA 2007], (2) zirkulierende oxLDL vornehmlich der Freisetzung aus ruptierten
Plagues und damit aus dem lipophilen Umfeld der Arterienwand resp. Oxidationsvorgangen
im Bereich des Subendothels entstammen [VAN HOYDONCK et al. 2004; TSIMIKAS 2006;
LAPOINTE et al. 2006] und (3) die in Plasma/Serum vorhandenen oxLDL hauptsachlich mini-
mal modifizierte Partikel verkérpern, wahrend hochoxidierte LDL™ einer raschen Clearance

(binnen weniger Minuten) Uber das reticuloendotheliale System unterliegen [TSIMIKAS 2006].

Des Weiteren ist im Zusammenhang mit dem hier eingesetzten Mercodia oxLDL ELISA von
Bedeutung, dass oxLDL-Spiegel, die mit Hilfe mAb-4E6-gestitzter Assays quantifiziert
werden, eng mit der LDL-Konzentration korrelieren (r=0,65-0,77 [NORDIN et al. 2003;
TSIMIKAS 2006]) sind. Nach TsIMIKAS [2006] sind entsprechende Assays daher mit dem
Nachteil behaftet, dass ihre Spezifitat in Hinblick auf die Unterscheidung zwischen Ver-
anderungen der oxLDL- und LDL-Konzentration als gering einzustufen ist. Da auch in dem
hier untersuchten Teilkollektiv (n=73) eine ahnlich ausgepragte Assoziation zwischen den
oxLDL- und LDL-Serumspiegeln (TO: r=0,675, p<0,001, T6-TO: r=0,468, p<0,001) vorlag, ist
anzunehmen, dass sich der unter Verum- und Placebogabe zu beobachtende oxLDL-Abfall
auf die in beiden Subgruppen ebenfalls feststellbaren, wenn auch durch den Ausschluss von
Probanden mit hypolipidamischer Medikation® im Mittel geringen LDL-Abnahmen (vgl. Tab.
A6, Anhang B) zuriickfilhren lasst. Dabei sei angemerkt, dass sich auch bei Uberpriifung der
LDL-bereinigten oxLDL-Serumspiegel (oxLDL/LDL-Quotient, vgl. Tab. A20) und ihrer
Veradnderungen keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden Interventionsgruppen

ergaben.

5.2.2 EFFEKT DER SUPPLEMENTIERUNG AUF DEN ANTIOXIDATIVEN STATUS

Die Bestimmung der antioxidativen Plasmakapazitat erfolgte mit der Intention, eine
Beurteilung des Effekts der Verumgabe hinsichtlich der darin enthaltenen antioxidativen Ver-
bindungen (Vitamin E, Vitamin C, Zink, Selen, Coenzym Qio, Carotinoide, Lycopin, Poly-
phenole) und ihrer synergistischen Wirkung treffen zu kénnen. Dabei stellt der hier ver-
wendete TEAC-Test, der v. a. zur Charakterisierung des antioxidativen Potenzials von
Lebensmitteln und Getranken breite Anwendung findet [u. a. PROTEGGENTE et al. 2002;
MARTINEZ-TOME et al. 2004; DE BEER et al. 2006; SEERAM et al. 2008], eine in klinischen

Studien haufig eingesetzte Methode zur Erfassung des Redoxstatus in vivo dar.

'8 7. B. Aldehyd-substituiertes Apo Bioo (MAb-4E6), oxidiertes Phosphatidylcholin (mAb-E06).

" vgl. FuBnote 73

% Durch dieses Vorgehen sollten zudem speziell mit der Einnahme von Statinen assoziierte, antioxidative Effekte
ausgeschlossen werden.
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Insgesamt lieRen sich in unserer Untersuchung lediglich geringe Effekte der sechsmonatigen
Antioxidanziensupplementierung auf die antioxidative Kapazitat im Nuichternplasma fest-
stellen: Zwar war die Einnahme des Verumpraparates mit einem signifikanten TEAC-Anstieg
(A: 39,32 + 136,5 umol/l, p=0,022) verbunden; zu T6 erreichte der Unterschied zur Placebo-
gabe, unter der sich die TEAC-Werte ebenfalls geringfligig erhdhten (A: 8,98 + 97,2 umol/l,
p=0,488), allerdings nur einen Trend zur Signifikanz (p=0,064). Auch erwies sich der Unter-
schied zwischen den T6-TO-Differenzen beider Subgruppen als nicht signifikant (p=0,164).
Unabhangig davon ist die Frage zu stellen, inwieweit die unter Verumsupplementierung
erzielte TEAC-Erhéhung, die einer relativen Zunahme um 1,7% entsprach, klinisch relevante
Effekte widerspiegelt bzw. der Assay als solcher sensitiv genug ist, um Verdnderungen durch
exogene Antioxidanzien anzuzeigen. So konnten auch in anderen Untersuchungen allenfalls
moderate Anstiege der TEAC-Werte [ARENDT et al. 2001; WOUTERS-WESSELING et al. 2003]
bzw. keine Effekte [BOHM U. BITSCH 1999; DRAGSTEDT et al. 2004; ARENDT et al. 2005;
PATERSON et al. 2006; JAcoB et al. 2008] nach Gabe von Antioxidanzien (isoliert und/oder
als komplexes Lebensmittel) beobachtet werden. Dies dirfte zum einen darauf zurtickzu-
fuhren sein, dass mdgliche Auswirkungen der Intervention durch den dominierenden Einfluss
endogener Antioxidanzien (z. B. Harnsdure und Bilirubin [BENzIE U. STRAIN 1996; RICE-
EVANS U. MILLER 1994]) Uberlagert wurden, wenngleich sich der Harnsaure-Serumspiegel in
der vorliegenden Untersuchung nicht (vgl. ANCOVA, Tab. 18) bzw. nur bedingt (vgl. FuZnote
57) als Confounder herausstellte. Zum anderen ist die bessere Ansprechbarkeit des Assays
gegenuber hydrophilen im Vergleich zu lipophilen Antioxidanzien [PATERSON et al. 2006] zu
nennen, was die fehlende Assoziation zwischen den TEAC- und a-Tocopherol-Serumwerten

unserer Probanden (TO, T6-TO [Verumgruppe]) erklaren kdnnte.

Deutliche Effekte der Supplementierung wurden demgegentiber durch die Veranderungen im
a-Tocopherol status angezeigt, die — analog zur Verbesserung des B-Vitaminstatus (vgl.
Kap. 5.1.2) — auf eine gute Compliance der Studienteilnehmer  schliel3en lassen: Blieben
die a-Tocopherol-Serumkonzentrationen (ohne/mit Lipidkorrektur) unter Placeboeinnahme
im Mittel nahezu konstant, fiihrte die sechsmonatige Intervention mit 80 mg/d Vitamin E
sowohl innerhalb der Verumgruppe als auch gegeniuber Placebo zu einer jeweils hochst
signifikanten Zunahme der Serumspiegel. Dabei lieR sich die Beobachtung, wonach
Personen mit initial schlechter Versorgungslage in groRerem Ausmafd von einer additiven
Vitamin-E-Gabe profitieren [WOLTERS et al. 2004a], fur alle der hier erhobenen Variablen
bestéatigen. Auch stimmen unsere Befunde mit der Literatur insoweit Uberein, als dass die
relativen Anstiege der Serumspiegel unter Beriicksichtigung der guten Ausgangsversorgung
unseres Kollektiv (vgl. Kap. 5.2.3) sowie Unterschieden hinsichtlich Dosierung, Art und
Dauer der Intervention mit denen anderer Studien [u. a. WOODSIDE et al. 1999; MCGAVIN et
al. 2001; OLMEDILLA et al. 2002; UPRITCHARD et al. 2003; WOUTERS-WESSELING et al. 2003;
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WOLTERS et al. 2004a] vergleichbar sind. Des Weiteren erwies sich die eingesetzte
Dosierung als wirkungsvoll, um eine deutliche und im Vergleich zu Placebo signifikante
Anhebung der Vitamin-E-Spiegel in den als protektiv angesehenen Bereich (AT >30 pmol/l:
97% bzw. AT/TC >5,0 pmol/mmol: 100% der Verumgruppe, vgl. Tab. A26, Anhang E) zu

erreichen.

5.2.3 BEWERTUNG DES (ANTI-)OXIDATIVEN STATUS VOR DER SUPPLEMENTIERUNG

Betrachtet man zunachst die in unserer Studiengruppe ermittelte Hohe des oxLDL-Serum-

spiegels , so lag der zu TO gemessene Mittelwert (71 + 16 U/l) in einem Bereich, wie er fur
gesunde Personen (70 U/l, methodenspezifischer Referenzwert nach ITABE U. UEDA [2007])
angegeben wird. Wie sich jedoch in Hinblick auf die Pravalenz erhéhter Serumwerte,
definiert durch einen oxLDL-cut-off von >70 U/l, zeigte, war auf Basis dieser Bewertungs-
grundlage bei jedem zweiten Probanden (50,7%) von einer erhéhten oxidativen Belastung
auszugehen. Allerdings ist anzumerken, dass derartige Rickschlisse aufgrund der engen
Korrelation zur LDL-Konzentration nur bedingt zuldssig sind, zumal der T6-Status, bedingt
durch die vermeintlich LDL-assoziierte oxLDL-Abnahme (vgl. Kap. 5.2.1, S. 134), auf eine
deutlich geringere Belastung des Kollektivs hindeutet. Eine adéaquate Beurteilung sollte
daher grundsétzlich auch den LDL-Status, etwa unter Zuhilfenahme des oxLDL/LDL-

Quotienten, bertcksichtigen.

Stellt man demgemal die auf die LDL-Konzentration bezogenen oxLDL-Serumwert e
(oxLDL/LDL-Quotient [mit hypolipidamischer Medikation]: 17,6 + 3,34 [17,9 + 3,84] U/mmol)
denen anderer Studien gegeniber, fielen diese zumeist hoher als in anderen Risiko-
kollektiven aus. So errechnet sich auf Basis der von EID et al. [2004] flr eine ménnliche
Risikogruppe (n=563, 70 £ 6 Jahre, davon 28% mit vorangegangenem MI) angegebenen
oxLDL- (67 U/l) und LDL-Plasmaspiegel (4,1 mmol/l) ein im Median geringeres Verhaltnis
von 16,3. Als deutlich niedriger erwies sich der oxLDL/LDL-Quotient (15,1 U/mmol) der von
RUEL et al. [2008] untersuchten Teilnehmer (vgl. Kap. 5.2.1, Tab. 28), die im Mittel zwar ana-
loge LDL-Ausgangswerte (4,06 + 0,70 mmol/l), ansonsten aber eine eher moderate Risiko-
erhdhung verglichen mit unserem Kollektiv aufwiesen. Werte, die ebenfalls deutlich unterhalb
des hier ermittelten Quotienten angesiedelt waren, fanden sich zudem in einer schwedischen
Fall-Kontroll-Studie (nested-Design®'), in der das oxLDL/LDL-Verhaltnis des vorwiegend aus
Méannern bestehenden Kollektivs eine starkere préadiktive Aussagekraft fir ein akutes
Koronarereignis als die absoluten oxLDL-Spiegel besald [NORDIN et al. 2003]. So lag das

initial fur Personen mit neuaufgetretenem MI (Félle) angegebene oxLDL/LDL-Verhéltnis bei

8 Fall-Kontroll-Studie, bei der die Falle und Kontrollen aus einer laufenden Kohortenstudie gezogen werden.
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13,5 U/mmol und der der Kontrollen (normo- und hyperlipidamisch, LDL-cut-off >5,0 mmol/l)
bei 12,6 bzw. 12,2 U/mmol. Ein wesentlich h6heres oxLDL- zu LDL-Verhéltnis ergibt sich hin-
gegen aus einer entsprechenden Auswertung, die auf den Daten der mannlichen Probanden
einer aus der Region Augsburg rekrutierten Kohorte mit moderat erhthtem Risiko
(MONICA/KORA-Projekt) basiert [MEISINGER et al. 2005]. Hierbei betrug der fur Manner mit
akutem Koronarereignis (Félle) ermittelte oxLDL/LDL-Quotient 24,9 U/mmol, wahrend fur die

ereignisfreien Kontrollen ein durchschnittlicher Wert von 22,9 U/mmol errechnet wurde.

Analog zum B-Vitaminstatus wies das Gesamtkollektiv bereits zu Studienbeginn eine als gut
zu bewertende a-Tocopherolversorgung auf: Wie Tab. A27, Anhang E, veranschaulicht, lag
der mittlere AT-Serumspiegel (ohne Lipidkorrektur) nicht nur deutlich Gber dem fir eine
adaquate Bedarfsdeckung giltigen cut-off, sondern Uberstieg zugleich die in Hinblick auf
praventive Effekte anzustrebende Untergrenze von 30 umol/l. Die initiale AT-Serumkonzen-
tration erreichte damit ein Niveau, das in etwa dem des HANNA-Kollektivs entsprach (34,4 +
6,41 pumol/l), obgleich sich dort eine geringere Pravalenz (23,2%) fir Werte <30 pumol/l ergab
[WOLTERS et al. 2006]. In einem niedrigeren Bereich bewegten sich demgegeniber die AT-
Plasmawerte, die bei klinisch gesunden, jedoch vergleichsweise alteren Teilnehmern der
Framingham-Kohorte (n=638, 67-96 Jahre) beobachtet wurden. Sie lagen bei 30,6 *
13,6 pmol/l (Manner) und 33,1 +12,6 umol/l (Frauen), wobei zu bericksichtigen ist, dass 25
bzw. 34% der mannlichen und weiblichen Teilnehmer Vitamin-E-haltige Nahrstoffpraparate
einnahmen [VOGEL et al. 1997]. Ein ebenfalls besseres Abschneiden unseres Kollektivs zeigt
sich im Vergleich mit einer in funf westeuropéaischen Landern durchgefuhrten Querschnitts-
studie (349 Nichtraucher, 25-45 Jahre, ohne Supplement-Einnahme seit >1 Monat), in der
die fur Manner und Frauen erhobenen AT-Serumkonzentrationen durchschnittlich 26,1 bzw.
26,8 pumol/l betrugen [OLMEDILLA et al. 2001]. Anders als in den beiden vorgenannten Unter-
suchungen wird die Bewertung allerdings dadurch erschwert, dass die von OLMEDILLA et al.
[2001] angegebenen TC- (4,66-5,25 mmol/l) und TG-Serumspiegel (0,74-1,15 mmol/l) im

Mittel wesentlich niedriger als in unserer Studiengruppe lagen.

Eine gleichermalRen gute Ausgangsversorgung lie3 sich auch anhand der auf die TC-
Konzentration bezogenen AT-Serumwerte (AT/TC-Quotient) aufzeigen, die im Mittel
ebenfalls in den als praventiv angesehenen Konzentrationsbereich fielen (vgl. Tab. A27,
Anhang E). Dabei zeigte sich weiterhin, dass sich nunmehr auch der Anteil an Probanden,
die die protektiven Serumspiegel nicht erreichten, von 35,8% (Pravalenz ohne Lipidkorrektur)
auf 22,8% reduzierte. Zieht man zudem die in der HANNA-Studie und in der Framingham-
Kohorte ermittelten AT/TC-Quotienten von 5,45 + 1,26 pmol/mmol [WOLTERS et al. 2006] und
2,2 £ 0,8 (Manner) bzw. 2,5 = 0,9 pmol/mmol (Frauen) [VOGEL et al. 1997] heran, so war in

Ubereinstimmung mit den nicht-lipidstandardisierten Werten eine geringfiigig bzw. ungleich
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bessere Versorgungssituation bei den hier untersuchten Studienteilnehmern gegeben. Die
TC-bereinigten AT-Serumspiegel der européischen Vergleichsstudie lagen demgegeniiber
etwas hoher (Manner: 6,50 pmol/mmol, Frauen: 6,47 pumol/mmol [OLMEDILLA et al. 2001]),
womit sich ein geringfligig schlechteres Abschneiden unserer Probanden trotz der deutlich
h6éheren Absolutwerte ergab. Dies wiederum veranschaulicht eindrucksvoll, dass die lipid-
korrigierten Serumkonzentrationen eine hoéhere Aussagekraft im Rahmen einer vergleich-
enden Vitamin-E-Statusbewertung besitzen, als dies bei der isolierten Betrachtung der AT-

Serumspiegel der Fall ist.

5.2.4 ZUSAMMENFASSUNG UND ZWISCHENFAZIT

In Ubereinstimmung mit den bislang vorliegenden Interventionsstudien lieR sich trotz Verbes-
serung des antioxidativen Status, wie sie in der vorliegenden Untersuchung insbesondere
durch die Veranderungen im a-Tocopherolstatus angezeigt wurde, kein Effekt der sechs-
monatigen Supplementierung auf die oxLDL-Konzentration in vivo feststellen. Die fur die
ADMA-Reduktion formulierte Pramisse war damit formal, d. h. in Bezug auf den postulierten
Effekt der Nahrstoffgabe, als nicht erflllt anzusehen, wenngleich eine von der Intervention
unabhangige oxLDL-Abnahme innerhalb des Gesamtkollektivs verzeichnet wurde. Inwieweit
letztere Beobachtung auf eine Verringerung oxidativer Prozesse an LDL-Partikeln
zurtckgefihrt und damit als relevant fur den allgemeinen ADMA-Status eingestuft werden
konnte oder diese vielmehr durch (geringfigige) Veranderungen der LDL-Serumwerte
zustande kam, lasst sich aufgrund analytischer Limitationen nicht abschlieRend beantworten.
Auch stellte sich der TEAC-Test als nur bedingt geeignete Methode heraus, um eine durch
die Intervention induzierte Steigerung der antioxidativen Kapazitat in vivo adaquat
widerzuspiegeln. Des Weiteren zeigte sich fir die hier untersuchten Probanden, dass der um
die LDL-Serumwerte korrigierte oxLDL-Status in einem fur Risikokollektive typischen Bereich
angesiedelt war. Demgegenuber stitzt die Bewertung des initialen a-Tocopherolstatus die
bereits im Zusammenhang mit den B-Vitaminen diskutierte Annahme, wonach das Ausblei-
ben eines moglichen ADMA-senkenden Effekts u. a. durch die insgesamt gute Versorgungs-

situation des Kollektivs (= geringe Effektgréf3e) begriindet sein kdnnte.
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5.3 ASYMMETRISCHES DIMETHYLARGININ

Zum Zeitpunkt der Planung der vorliegenden Untersuchung® lagen lediglich vereinzelte
Humanstudien vor, in denen der Einfluss einer Supplementierung mit entweder B-Vitaminen
[HOLVEN et al. 2002; JONASSON et al. 2003; Sypow et al. 2003] oder Antioxidanzien [SARAN et
al. 2003; ENGLER et al. 2003] auf den ADMA-Plasmaspiegel untersucht wurde. Wahrend in
Hinblick auf die Auswirkungen einer B-Vitamingabe bis dato eine Reihe von Studien an
(nierengesunden) Risikokollektiven publiziert worden sind, beschrankt sich die In-vivo-Daten-
lage bei Antioxidanzien auf experimentelle Tierstudien sowie einige wenige Interventionen an
vornehmlich niereninsuffizienten Patienten. Studien, in denen eine Kombination beider Nahr-
stoffgruppen bei aquivalenter Methodik (d. h. vergleichbarem Studienkollektiv und -design)
eingesetzt wurde, sind unserem Kenntnisstand nach bis zur Abfassung der vorliegenden
Arbeit nicht publiziert. Unsere Untersuchung bezieht sich somit erstmalig auf die Frage-
stellung, inwieweit sich bei gleichzeitiger Gabe von B-Vitaminen und Antioxidanzien
synergistische Effekte auf den ADMA-Plasmaspiegel bei einem aus nierengesunden

Probanden bestehenden Risikokollektiv beobachten lassen.

Zur Bewertung des Effekts der hier verabreichten Nahrstoffkombination ist es daher ange-
zeigt, den mdaglichen Einfluss von B-Vitaminen und Antioxidanzien zunachst einer isolierten
Betrachtung zu unterziehen. Im Anschluss daran ist zu erértern, wie die fehlende Senkung
des ADMA-Plasmaspiegels vor dem Hintergrund der ADMA-Ausgangswerte unseres
Kollektivs zu bewerten ist. Damit einhergehend steht zur Diskussion, welcher Stellenwert der
ADMA-Plasmakonzentration als potenziellem Risikomarker innerhalb der hier untersuchten

Risikogruppe eingeraumt werden kann.

5.3.1 BEWERTUNG DES EFFEKTS DER B-VITAMINSUPPLEMENTIERUNG

Der Hyperhomocysteindmie wird neben weiteren kardiovaskularen Risikofaktoren eine
zentrale Rolle in der Atiopathogenese der endothelialen Dysfunktion zugeschrieben. So
gehen experimentell induzierte Hyperhomocysteindmien sowohl im Tiermodell [LENTZ et al.
1996; Ungvari et al. 1999; LANG et al. 2000] als auch beim Menschen [BELLAMY et al. 1998;
BOGER et al. 2001; HANRATTY et al. 2001; STUHLINGER et al. 2002; ANTONIADES et al. 2006]
mit einer Beeintrachtigung NO-abhéngiger Endothelfunktionen einher. Eine entsprechende
Assoziation wurde ferner fur klinisch erhéhte tHcy-Plasmaspiegel nhachgewiesen[TAWAKOL et
al. 1997; HOFMANN et al. 1998; Woo0 et al. 2000; ANTONIADES et al. 2006]. Auch konnte in

% Die konzeptionelle Planung der vorliegenden Untersuchung erfolgte im Zeitraum Mérz bis Mai 2003.
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Interventionsstudien eine signifikante Verbesserung der endothelabhangigen Vasodilatation
nach Folatsupplementierung aufgezeigt werden [BELLAMY et al. 1999; CHAMBERS et al. 2000;
Xu et al. 2008], wenngleich sich dieser Effekt nicht durchgangig [Sypow et al. 2003;
CARLSSON et al. 2004; PENA et al. 2007; JEHLICKA et al. 2009] bzw. ausschlie3lich nach
Verabreichung hoher Folatmengen (bis zu 10 mg/d) [Woo et al. 1999; MOAT et al. 2006;
TITLE et al. 2006; MOENS et al. 2007] bestatigen liel3. Inwieweit der protektive Einfluss von
Folsdure auf die mit der Supplementierung einhergehende Homocystein-Senkung oder auf
eigenstandige Effekte des B-Vitamins (z. B. Stabilisierung und Regeneration des NOS-
Cofaktors BH,; [MOAT et al. 2004; MOAT et al. 2006]) zurickgefiihrt werden kann, bleibt damit

allerdings offen.

Obwohl die genauen Mechanismen einer durch Homocystein hervorgerufenen Endotheldys-
funktion bisher nur unzureichend geklart sind, gilt als weitgehend gesichert, dass deren
Vermittlung vorrangig Uber den Verlust an biologisch aktivem NO erfolgt. So sind weder die
eNOS-Expression noch die Nitroglycerin-induzierte Vasodilatation bei Hyperhomocystein-
amie beeintrachtigt, was auf eine normale NO-Sensivitat der I6slichen Guanylatzyklase in
glatten Gefalmuskelzellen schlie3en lasst [LENTZ et al. 2003; DAYAL U. LENTZ 2005]. Neben
dem Vermdgen, zu einer verstarkten oxidativen NO-Inaktivierung u. a. durch Bildung von
Superoxidanionen sowie Entkopplung der eNOS beizutragen (vgl. Kap. 2.1.2.2), wird eine
vermehrte Akkumulation des NOS-Inhibitors ADMA als ein weiterer ,key mediator* einer
durch Homocystein induzierten Verringerung der NO-Bioverfigbarkeit angesehen [FARACI
2003; DAYAL U. LENTZ 2005]. Dies ergrindet sich zum einen aus dem Zusammenhang,
wonach das fir den ADMA-Katabolismus priméar verantwortliche Enzym DDAH eine hohe
Oxidationsanfalligkeit aufweist [MURRAY-RUST et al. 2001; SYDOW U. MUNZEL 2003; PALM et al.
2007] und Homocystein die Enzymaktivitdt, vermutlich durch Ausbildung einer kovalenten
Disulfidbindung am aktiven Zentrum (Cystein-249), in vitro inhibiert. Bekraftigt wird diese
Annahme durch Inkubationsversuche, in denen sowohl die durch Homocystein ausgeldste
DDAH-Blockade als auch der daraus resultierende ADMA-Anstieg in Gegenwart redu-

zierender Agenzien (PDTC) aufgehoben wurde [STUHLINGER et al. 2001; SELLEY 2004].

Zum anderen ist nach Auffassung einiger Autoren [BOGER et al. 2000a; BOGER et al. 2001,
Sypbow et al. 2004] eine mogliche Verbindung darin zu sehen, dass die PRMT-abhéngige
De-novo-Synthese von ADMA die Bereitstellung des Methylgruppen-Donors SAM
(,aktiviertes Methionin“) erfordert, welches in das Intermediat SAH als direktem Homo-
cystein-Vorlaufer tbergeht (Methionin-Homocystein-Demethylierung, vgl. Kap. 2.2.2, Abb. 6).
Die enge metabolische Verknipfung zwischen endogener ADMA- und Homocystein-Bildung
wurde dabei durch verschiedene In-vitro- [BOGER et al. 2000b] und In-vivo-Modelle [BOGER

et al. 2000a; BOGER et al. 2001; STUHLINGER et al. 2003; ANTONIADES et al. 2006] verdeut-
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licht, in denen eine akute Methionin-Exposition einen parallelen Anstieg der ADMA- und
Homocysteinkonzentration infolge eines erhthten SAM-Angebots bewirkte. Aus den bereits
angefiihrten Uberlegungen ist allerdings fraglich, inwieweit diese Befunde als relevant fir
eine ADMA-Akkumulation bei chronisch erhthten tHcy-Plasmaspiegeln (= Situation eines
erhohten SAH-/SAM-Ratios bzw. erniedrigten Methylierungsstatus, vgl. Kap. 2.2.3.2, S. 37)
anzusehen sind bzw. den hierbei zugrunde liegenden Mechanismus erklaren® [STUHLINGER
et al. 2001; JONASSON et al. 2003; DAYAL U. LENTZ 2005]. Stattdessen gilt es als wahr-
scheinlich, dass in diesem Fall die prooxidativen Effekte via Inhibition des katabolen DDAH-
ADMA-Systems und/oder Hochregulation der ADMA-anabolen PRMT-I-Expression Uber-
wiegen (vgl. Abb. 20). Auch wird in diesem Zusammenhang eine Stérung der Redox-Homoo-
stase im endoplasmatischen Reticulum (,ER-Stress*) und damit einhergehend eine ver-
mehrte ADMA-Bildung aufgrund einer gesteigerten Proteolyse methylierter Proteine disku-
tiert [LENTZ et al. 2003; DAYAL U. LENTZ 2005; SIROEN et al. 2006].

Homocystein t fordernd N
hemmend
Oxidativer Stress 1
POTC — | l l ? )
DDAH | PRMT-I 1t ER-Stress 1

N/ !

Proteolyse t
ADMA t -—

\J

,eNOS- / \ eNOS-

uncoupling” Inhibition
. ENDOTHELIALE
"o > NOu > DYSFUNKTION

Abb. 20: Diskutierte Mechanismen einer Homocystein-induzierten ADMA-Akkumulation und deren
Bedeutung fur die Entstehung einer endothelialen Dysfunktion [modifiziert nach DAYAL u. LENTZ 2005].
DDAH: Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase, ER: endoplasmatisches Reticulum, PDTC: Pyrolli-
din-Dithiocarbamat (synthetisches Antioxidanz), PRMT-I: Protein-Arginin-Methyltransferase-I.

8 Die aus dem Methionin-Load resultierende Homocystein-Erhdhung, die der metabolischen Situation eines
erniedrigten SAH-/SAM-Ratio (= erhdhter Methylierungsstatus) entspricht, ist demnach als Sekundéarereignis
einer gesteigerten ADMA-Bildung und nicht als der eigentlich auslésende Faktor fur selbige zu betrachten.
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Vor dem Hintergrund des in Abb. 20 dargestellten Konzepts einer vorwiegend auf oxidativen
Mechanismen basierenden ADMA-Akkumulation bei erhohten tHcy-Plasmaspiegeln er-
scheint der hier verfolgte Ansatz einer ADMA-Senkung durch eine kombinierte B-Vitamin-
und Antioxidanziengabe einer alleinigen Intervention mit B-Vitaminen daher insofern tber-
legen, als dass nicht nur der Hyperhomocysteinamie als solcher, sondern zugleich auch den
hierdurch bedingten, prooxidativen Effekten in synergistischer Weise entgegengewirkt

werden sollte.

Erganzend zu der Beobachtung, wonach die sechsmonatige Nahrstoffsupplementierung trotz
effektiver Senkung des tHcy-Plasmaspiegels ohne Auswirkung auf die ADMA-Plasma-
konzentration des Gesamtkollektivs blieb, lie sich auch im Rahmen der Subkollektiv-
Analyse ,Moderate Hyperhomocysteinamie* und ,Hohe der tHcy-Plasmaspiegel” kein ent-
sprechender Effekt feststellen. Des Weiteren waren weder die Homocystein-Senkung noch
der Anstieg der jeweiligen B-Vitaminspiegel mit den unter Verumeinnahme ermittelten
ADMA-Differenzen (T6-TO) korreliert. Daher erbrachte auch dieser Befund keinerlei Hinweise
auf eine Beeinflussung der ADMA-Plasmawerte im Zusammenhang mit der B-Vitamingabe.
Unsere Ergebnisse stehen damit in Einklang mit den bislang publizierten Daten aus
Interventionsstudien , die in ihrer Gesamtheit ein weitgehend einheitliches Bild hinsichtlich
des fehlenden Effekts einer B-Vitaminsupplementierung auf den ADMA-Plasmaspiegel
liefern (vgl. Tab. 29).

So liegt bis heute lediglich eine einzige Interventionsstudie vor, in der eine signifikante
Senkung der mittleren ADMA-Plasmawerte um ca. 65 und 80% (!) nach sechswochiger bzw.
zwolfmonatiger Folatsupplementierung aufgezeigt wurde [HOLVEN et al. 2002]. Vor dem
Hintergrund der wesentlich hdheren tHcy-Ausgangswerte (21,0 + 10,8 umol/l) wurde hierbei
eine mehr als doppelt so hohe Homocystein-Senkung (-53 bzw. -51%) im Vergleich zu
unserer Studie (-20,8%, [SCHMITT et al. 2007]) erreicht. Demnach scheint sich zunachst die
Annahme zu bestédtigen, dass das Ausmall der Homocystein-Senkung bei unseren
Probanden zu gering war, als dass hieraus Effekte auf die ADMA-Plasmakonzentration
hatten resultieren kénnen (vgl. Kap. 5.1). Ob die von HOLVEN et al. [2002] nachgewiesene
ADMA-Abnahme allerdings tatsachlich in Zusammenhang mit der Folat-induzierten Senkung
der tHcy-Plasmawerte stand, muss aufgrund der fehlenden Kontrollgruppe offen bleiben.
Dartberhinaus lasst sich der Publikation nicht entnehmen, inwieweit die unter Nahrstoffgabe

beobachteten Verdnderungen auf magliche Korrelationen tberprift wurden.
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Eine Supplementierung mit Folat alleine oder in Kombination mit Vitamin B;, und/oder Bg

konnte in kontrollierten Studien hingegen kein vergleichbares Ergebnis erzielen. Obwohl

auch hier eine mehr oder weniger stark ausgepragte Homocystein-Senkung (-28 bis -47%,

vgl. Tab. 29) erreicht wurde, lieRen sich weder signifikante noch klinisch relevante

Verdnderungen der ADMA-Plasmawerte bei verschiedenen hyperhomocysteindmischen

(Patienten-)Kollektiven feststellen [JONASSON et al. 2003; Sypow et al. 2003; ZIEGLER et al.
2005; SPOELSTRA-DE MAN et al. 2006; AUSTEN et al. 2006].

Tab. 29: Ergebnisse bisheriger Humanstudien zum Einfluss einer B-Vitaminsupplementierung auf den

ADMA-Plasmaspiegel

Kollektiv Interventionsart Effekt Referenz
(Dosis/d) und -dauer
placebo-kontrolliert
pAVK-Patienten mit Gr. 1: 10 mg Folat, - ADMA, ~ SDMA, Sypow et al.
Hyperhomocystein- 0,2 mg Vit. B1p, 20 mg < FMD, | tHcy (A-45% 2003
amie (n=18) Vit. Be vs. TO, p<0,01)
Gr. 2: Placebo
fur 2 Monate
pAVK-Patienten mit Gr. 1: 5 mg Folat, - ADMA, -~ SDMA ZIEGLER et al.
Hyperhomocystein- 0,05 mg Vit. By, 50 mg L tHey (A:-34% vs. TO, 2005

amie (>15 pumolll,
n=49)

Typ-2-Diabetiker mit
Hyperhomocystein-
amie (>14 pmolll,
n=41)

Probanden mit diagn.
post-load-Hyperhomo-
cysteindmie und
familiarer Disposition
(n=119)

Patienten nach Nieren-
transplantation (n=10)

gesunde Probanden
mit erhdhtem
kardiovaskuléaren
Risiko (n=123)

kontrolliert

KHK-Patienten mit
Hyperhomocystein-
amie (>15 pmolll,
n=60)

Vit. Bg

Gr. 2: Placebo
fur 6 Wochen
Gr. 1: 5 mg Folat
Gr. 2: Placebo
fir 12 Monate

Gr. 1: 5 mg Folat,
250 mg Vit. Bg

Gr. 2: Placebo
fir 12 Monate

5 mg Folat im cross-over
mit Placebo

fur je 3 Monate

Gr. 1: 0,8 mg Folat,
20 ug Vit. By, 6 mg
Vit. Bg

Gr. 2: Placebo

fur 6 Monate

Gr. 1: 5mg Folat, 1 mg
Vit. B, 40 mg Vit. Bs

Gr. 2: ohne Intervention
fur 3 Monate

p<0,05)

- ADMA, ~ SDMA,
| tHey (A:-28% vs. TO
bzw. -21% vs. Placebo)

-~ ADMA, - SDMA
| tHey (A:-43% vs. TO
bzw. -32% vs. Placebo)

-~ ADMA, ~ FMD,
I tHey (A:-37% vs. TO,
p<0,05)

-~ ADMA, - SDMA
| tHey (A:-20,8% vs. TO,
p<0,001)

-~ ADMA, - SDMA,
| tHey (A:-47% vs. TO,
p<0,001)

SPOELSTRA-DE
MAN et al. 2006

SPOELSTRA-DE
MAN et al. 2006

AUSTEN et al.
2006 (abstract)

SCHMITT et al.
2007

JONASSON et al.
2003
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Fortsetzung Tab. 29:

unkontrolliert

Probanden mit Hyper- 5, 1 und 0,4 mg Folat nach 6 Wochen: HOLVEN et al.
homocysteindmie aufeinanderfolgend fiir 1 | ADMA (A:-65% vs. TO, 2002
(>15 pmol/l, n=21) 37 und 14 Wochen p<0,001),! tHcy (A:-53%

vs. TO, p<0,001)

nach 12 Monaten:

{ ADMA (A:-80% vs. TO,
p<0,001), | tHcy (A:-51%
vs. TO, p<0,001)

Kinder mit familiarer 5 mg Folat -~ ADMA, ~ FMD, JEHLICKA et al.
Hypercholesterolamie i 3 Monate | tHey in FH bzw. DM 2009

(FH, n=18) bzw. Typ- (A:-44 bzw.-29% vs. TO,

1-Diabetes (DM, n=10) p<0,001)

* abgeleitet aus den in Abb. 1 dargestellten Mittelwerten

Dass eine Homocystein-modulierende MalRnahme keinerlei Auswirkungen auf die ADMA-
Plasmakonzentration besitzt, zeigte sich auch in einer Untersuchung von DIERKES et al.
[2004]. In einem Cross-over-Design wurde Probanden mit Hypertriglyceridamie (n=25)
Fenofibrat® in Kombination mit Placebo bzw. B-Vitaminen (650 pg/d Folsaure, 50 pg/d
Vitamin B;,, 5 mg/d Vitamin Bg) fur je sechs Wochen verabreicht. Obwohl die zusatzliche
Gabe der B-Vitaminkombination den Fenofibrat-induzierten Homocystein-Anstieg um ca.
30% vermindern konnte (p<0,05 vs. Fenofibrat plus Placebo), waren auch hier keine signifi-
kanten Veranderungen der ADMA-Plasmawerte weder innerhalb noch zwischen beiden

Interventionsphasen festzustellen.

Es steht also an, einen Erklarungsansatz fur den fehlenden Einfluss einer B -Vitamin-
supplementierung , wie er sich auf Basis der derzeitigen Datenlage darstellt, aufzuzeigen.
So schlieBen SPOELSTRA-DE MAN et al. [2006] nicht aus, dass eine additive B-Vitamingabe
durchaus ADMA-senkende Effekte, insbesondere durch eine mittelbare Beeinflussung des
katabolen DDAH-Systems®, austibt. In Anlehnung an eine von BOGER et al. formulierte
These [BOGER et al. 2000a; Sypow et al. 2003] sehen die Autoren eine mdgliche Ursache fir
ihre negativen Resultate jedoch darin, dass die ADMA-senkende Wirkung durch eine zu-
gleich verstarkt stattfindende De-novo-Synthese von ADMA konterkariert wird. Dies wie-
derum begriindet sich aus dem biochemischen Zusammenhang, wonach (1) eine Steigerung
der Folat- und Vitamin-Bi,-abhédngigen Remethylierung zu einem erhdhten Turnover der

Methionin-Homocystein-Demethylierung und damit Anstieg SAM-abhangiger Methylierungs-

% Die Behandlung mit Fenofibrat resultiert fiir gewdhnlich in einer moderaten Erhéhung der tHcy-Plasmawerte.
% Denkbar ist hier die mit einer Homocystein-Reduktion einhergehende Abschwéchung prooxidativer Effekte
gemal des in Abb. 20 dargestellten Konzepts.
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reaktionen fihrt sowie (2) eine verstirkte Remethylierung sowie Transsulfurierung die
PRMT-inhibitorische Wirkung von SAH durch Verschiebung des Reaktionsgleichgewichts
zugunsten von Homocystein abschwéacht (vgl. Abb. 6, Kap. 2.2.2). Die Zusammenfassung
von (1) und (2) ist demnach faktisch mit einer Verringerung des SAH-/SAM-Quotienten
gleichzusetzen. Die potenziell ADMA-katabolen Effekte einer B-Vitamingabe auf3en vor ge-
lassen, ware der These zufolge somit eine dhnliche metabolische Situation gegeben, wie sie

fur eine Erhéhung der ADMA-Plasmawerte nach akuter Methionin-Belastung diskutiert wird.

Basierend auf dieser Annahme ware ferner davon auszugehen, dass ein erhohter
Methylierungsstatus zugleich mit einer verstarkten Bildung von SDMA, welches nicht dem
enzymatischen Abbau durch die DDAH unterliegt, einhergehen misste. So wird die Aktivitat
der PRMTs analog zu anderen SAM-abhéngigen Methyltransferasen tber das SAH-/SAM-
Verhaltnis reguliert [CHENG et al. 2004; STUHLINGER U. STANGER 2005]. Dementsprechend ist
es als aulerst unwahrscheinlich anzusehen, dass eine durch eine B-Vitaminsupplemen-
tierung oder Methionin-Belastung hervorgerufene Verringerung des Ratio zu einer spezi-
fischen Aktivitatssteigerung der PRMT-I ohne Einfluss auf die PRMT-II fihrt [STUHLINGER et
al. 2001; LENTZ et al. 2003]. Ein Beleg hierfur findet sich auch in einer kiirzlich publizierten
Studie, in der die Auswirkungen einer hochdosierten Niacingabe auf den ADMA-Plasma-
spiegel untersucht wurden [WESTPHAL et al. 2006]. Dabei zeigte sich, dass die sechswdchige
Einnahme von 1,5-2,0 g/d Niacin zu einer dosisabhéngigen ADMA-Senkung um 8-12% bei
gleichzeitiger Reduktion der SDMA-Plasmakonzentration flhrte. Nach Ansicht der Autoren
ist dieser Effekt dadurch zu erklaren, dass die renale Ausscheidung von Niacin, welche
primar Uber methylierte Derivate (v. a. 1-Methylnicotinamid, 1-Methyl-2-Pyridon-5-Carbox-
amid [CREEK U. SEAL 2005]) erfolgt, die Bereitstellung von Methylgruppen aus SAM erfordert.
Je hoher also die Niacingabe, desto héher ist der Verbrauch an Methylgruppen, die nun nicht
mehr fir SAM-abhéngige Methylierungsreaktionen zur Verflgung stehen [WESTPHAL et al.
2006]. Ein durch die B-Vitamingabe induzierter SDMA-Anstieg, wie er unter Annahme der
von BOGER et al. formulierten These demnach hatte erwartet werden mussen, liel3 sich
jedoch weder in den bisherigen Interventionsstudien (vgl. Tab. 29) noch in der vorliegenden
Untersuchung (vgl. Kap. 4.2.5) nachweisen. Stattdessen scheint dies analog zu den fur
SDMA unter Kap. 2.2.3.2 dargestellten In-vitro-Befunden darauf hinzudeuten, dass der
PRMT-katalysierten Methylierung von proteingebundenem L-Arginin - wenn Uberhaupt - nur
ein vergleichsweise geringer Stellenwert, gemessen an der Modulation des ADMA-Plasma-
spiegels Uber das katabole DDAH-System, beizumessen ist [STUHLINGER et al. 2001,
STUHLINGER U. STANGER 2005; MAAS 2005].
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Angesichts der fehlenden Beeinflussung des ADMA-Plasmaspiegels durch eine B-Vitamin-
intervention bzw. eine Homocystein-Senkung stellt sich ferner die Frage, inwieweit sich aus
den bisherigen Studienergebnissen Uberhaupt Anhaltspunkte flr eine Assoziation
zwischen dem ADMA- und Homocysteinstatus in vivo ergeben. Betrachtet man dabei

zunachst die Resultate aus Querschnittsanalysen, in denen der ADMA-Status in Abhangig-

keit von der Hohe der tHcy-Plasmakonzentration ermittelt wurde, so scheinen verschiedene
Untersuchungen auf eine positive Beziehung zwischen beiden Parametern hinzudeuten: Wie
in Tab. 3, Kap. 2.2.3.1 dargestellt, verzeichneten Probanden mit z. T. ausgepragter Hyper-
homocysteindmie (durchschnittliche tHcy-Plasmakonzentrationen: 15,6-29,5 pmol/l) signi-
fikant hthere ADMA-Plasmaspiegel als Kontrollen mit grenzwertig erhtéhten tHcy-Plasma-
werten (Mittelwert: 11,0 umol/l [HOLVEN et al. 2002]) bzw. ohne Hyperhomocysteinamie
(Mittelwert: <9,0 umol/l [SIROKA et al. 2005; PARONI et al. 2005]). Ein analoges Ergebnis
erbrachte der Vergleich der ADMA-Plasmawerte zwischen pAVK-Patienten des héchsten
tHcy-Tertils (>10,6 umol/l, 14,4 + 1,2 umol/l) gegentber denjenigen des niedrigsten tHcy-
Tertils (<9,6 pumol/l, 9,4 + 0,1 umol/l [SyDow et al. [2004]). Dartber hinaus beobachteten
JONASSON et al. [2003] einen Trend zu héheren ADMA-Plasmaspiegeln innerhalb ihres
hyperhomocysteindmischen KHK-Patientenkollektivs (n=59, ADMA: 0,68 £ 0,19 umol/l, tHcy:
17,9 £ 4,1 umol/l), wenn diese vor Interventionsbeginn mit den ADMA-Plasmawerten von
KHK-Patienten ohne Hyperhomocysteinamie (n=34, ADMA: 0,61 £+ 0,10 umol/l, tHcy: 8,1
1,4 pmol/l) verglichen wurden. Allerdings erreichte der Unterschied in diesem Fall kein

statistisch signifikantes Niveau (p=0,080).

Im Gegensatz dazu waren in unserer Studie weder zum Zeitpunkt TO noch zu T6 Tendenzen
zu unterschiedlich hohen ADMA-Plasmawerten in Abhéngigkeit von der Pravalenz einer
moderaten Hyperhomocysteindmie (tHcy >10 umol/l) oder H6he der initialen tHcy-Plasma-
werte (Q1: tHcy <8,30 umol/l vs. Q4: tHcy >10,9 umol/l, vgl. Kap. 4.2.4.2) feststellbar. In
Ubereinstimmung hierzu steht eine Querschnittsanalyse, die unter Niichternbedingungen
ebenfalls keine signifikanten Unterschiede im ADMA-Status zwischen Probanden mit hohen
gegeniber niedrigen tHcy-Plasmaspiegeln (Median: 23,7 vs. 6,80 umol/l) belegen konnte.
Bei Betrachtung der absoluten Plasmakonzentrationen wiesen Teilnehmer mit niedrigen
tHcy-Nuchternwerten im Mittel sogar héhere ADMA-Plasmaspiegel (0,60-0,65 pumol/l) als
diejenigen mit hohen tHcy-Nuchternwerten (0,57-0,58 pmol/l) auf [ANTONIADES et al. 2006].
Auch konnten JEHLICKA et al. [2009] in einer Trend-Analyse zwischen den ADMA-Tertilen
und den tHcy- bzw. Folat-Plasmawerten eines kleineren Kollektivs, bestehend aus Kindern
mit familiarer Hypercholesterolamie (n=18) bzw. Typ-1-Diabetes (n=10), keine signifikanten

Assoziationen ermitteln.
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Die Inkonsistenz der vorangestellten Daten spiegelt sich gleichermalRen auf Korrelations-
ebene wider. So zeigte sich in unserem Gesamtkollektiv, dass die zu TO erhobenen ADMA-
Plasmaspiegel weder mit den tHcy-Ausgangskonzentrationen noch mit den Basalwerten der
Variablen S-Folat, E-Folat, Cbl und PLP korrelierten. Dieser Befund deckt sich mit den
Beobachtungen anderer Autoren, die ebenfalls keine Assoziationen zwischen ADMA und
dem Homocystein-/B-Vitaminstatus nachweisen konnten [DIERKES et al. 2004; JONASSON et
al. 2005; ZIEGLER et al. 2005; PARONI et al. 2005; SPOELSTRA-DE MAN et al. 2006;
ANTONIADES et al. 2006; WILCKEN et al. 2006]. Kontrar dazu stehen die Ergebnisse von
HOLVEN et al. [2002], die von einer positiven Korrelation zwischen den ADMA- und tHcy-
Plasmaspiegeln (r=0,390, p<0,01) sowie einer inversen Korrelation zwischen ADMA und
Plasma-Folat (r=-0,420, p<0,001) zu Beginn ihrer Intervention berichteten. Dem schlief3t sich
eine Analyse von SIROKA et al. [2005] an, die eine dhnlich ausgepragte Assoziation zwischen
den ADMA- und tHcy-Plasmawerten (r=0,420, p<0,001) ergab. Wie sich allerdings im
Rahmen einer multiplen linearen Regressionsanalyse zeigte, verlor sich dieser Zusammen-
hang unter Einbeziehung der Variablen Creatinin und Alter, die beide sowohl untereinander
(r=0,370, p<0,001) als auch mit ADMA (Creatinin: r=0,390, p<0,001, Alter: r=0,570, p<0,001)
und Homocystein (Creatinin: r=0,690, p<0,001, Alter: r=0,470, p<0,001) korrelierten. Statt-
dessen stellte sich einzig das Alter als determinierender Faktor der ADMA-Plasmakonzen-
tration heraus [SIROKA et al. 2005]. Ein positiver Zusammenhang zwischen ADMA und dem
Alter lie3 sich — wenngleich nicht durchgangig [vgl. Kap. 4.2.4.3 sowie EID et al. 2004;
BLACKWELL et al. 2007] — durch eine Vielzahl an Untersuchungen belegen [u. a. MIYAZAKI et
al. 1999; Horl et al. 2003; MITTERMAYER et al. 2006; MAAS et al. 2007]. Als mdgliche
Erklarung hierfir ziehen HorowITz U. HERESZTYN [2007] u. a. die mit dem Alter nach-
lassende Nierenaktivitat, wie sie bekanntermal3en auch fiir den altersbedingten Anstieg der
tHcy-Plasmakonzentration verantwortlich gemacht wird [STANGER et al. 2003], in Betracht.
Demzufolge ist denkbar, dass die in einigen Studien beobachtete Assoziation zwischen
hohen tHcy- und ADMA-Plasmaspiegeln zumindest teilweise auf eine verminderte renale
Clearance beider Metabolite zurtickgefuhrt bzw. die Diskrepanz der Daten durch Unter-

schiede im renalen Status erklart werden kann.

Zu dieser Annahme gelangten auch JONASSON et al. [2005] auf Basis der folgenden Beo-
bachtung: In der Querschnittsanalyse wies ihr hyperhomocysteindmisches KHK-Patienten-
kollektiv im Mittel signifikant hohere Cystatin-C-Serumwerte (1,15 + 0,29 mg/dl) im Vergleich
zu den KHK-Kontrollen ohne Hyperhomocysteindmie auf (0,96 + 0,18 mg/dl, p<0,01). Des

Weiteren zeigte sich, dass Cystatin C, welches als sensitiver Marker der glomerularen Filtra-
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tionsrate (GFR) etabliert ist® [TANAKA et al. 2007; Roos et al. 2007], signifikant mit der Hohe
der ADMA-Plasmaspiegel korrelierte. Dieser Zusammenhang war sowohl in der Gesamtbe-
trachtung (r=0,370, p<0,001) als auch bei separater Analyse der beider Gruppen (KHK-
Patienten mit/ohne Hyperhomocysteinamie: r=0,380, p<0,01 bzw. r=0,420, p<0,05) gegeben.
Demgegenuber waren zwischen ADMA und Creatinin — wie auch in unserer (vgl. Kap.
4.2.4.3) sowie anderen Studien mit nierengesunden Kollektiven [DIERKES et al. 2004;
ZIEGLER et al. 2005] — keinerlei Korrelationen vorhanden. Dies ist insofern von Bedeutung,
als dass Creatinin im Serum erst bei deutlich reduzierter GFR ansteigt, wahrend der
Cystatin-C-Serumspiegel bereits auf geringfligige Einschrdnkungen im sog. ,creatinin-
blinden* Bereich reagiert [TANAKA et al. 2007]. Vor dem Hintergrund des fehlenden Effekts
ihrer B-Vitaminintervention kamen JONASSON et al. [2005] zu der Schlussfolgerung, dass der
beobachtete Trend zu hdéheren ADMA-Plasmaspiegeln bei erhdhten tHcy-Plasmawerten
demnach weniger durch eine direkte, d. h. kausale Assoziation zwischen beiden Parametern
als vielmehr durch eine subklinische Einschréankung der Nierenfunktion bedingt ist. Dieser
These schliel3t sich die Arbeitsgruppe um WILCKEN et al. [2006] an, die zu vergleichbaren
Befunden in einer Untersuchung an CBS-defizienten Patienten unter Bericksichtigung des
Cystatin-C-Status gelangten. In Anlehnung an die von POTTER et al. [2008] betitelte Arbeit
~-Homocysteine or renal impairement: which is the real cardiovascular risk factor?” liegt damit
insgesamt die Vermutung nahe, dass eine Erh6hung der ADMA-Plasmakonzentration analog
zu Homocystein lediglich als Epiphanomen einer milden Nierendysfunktion zu betrachten ist,
deren Bedeutung als ,wahrer® kardiovaskularer Risikofaktor bei (vermeintlich) Nieren-
gesunden in der wissenschaftlichen Literatur aktuell intensiv diskutiert wird [POTTER et al.
2008; RODIONOV U. LENTZ et al. 2008; WANG et al. 2008].

5.3.2 BEWERTUNG DES EFFEKTS DER ANTIOXIDANZIENSUPPLEMENTIERUNG

Nach heutigem Erkenntnisstand ist eine Erh6hung des oxidativen Stresses als ein, wenn
nicht als der wesentliche pathophysiologische Mechanismus anzusehen, Uber welchen
kardiovaskulare Risikofaktoren bzw. die damit assoziierten Primarnoxen zur Entstehung
einer endothelialen Dysfunktion beitragen. Vor dem Hintergrund der ,LDL-Oxidationshypo-
these®, die die Oxidation von LDL-Partikeln als Voraussetzung flr deren atherogenes Poten-
Zial beschreibt (vgl. Kap. 5.2), erscheint es somit mehr als naheliegend, dass neben der

Hyperhomocysteindmie auch der Hypercholesterolamie ein zentraler Stellenwert im Zusam-

% Bei Cystatin C handelt es sich um ein niedermolekulares Protein aus der Familie der Cystein-Protease-
Inhibitoren, welches frei glomerular filtiert, tubular reabsorbiert und metabolisiert wird. Im Gegensatz zu Creatinin,
dessen Serumkonzentration durch vielfaltige Faktoren (u. a. Alter, Geschlecht, Muskelmasse) beeinflusst und mit
zunehmender GFR-Reduktion durch eine gesteigerte tubulare Sekretion verfalscht wird, héngt die Hohe des
Cystatin-C-Serumspiegels ausschlie3lich von der glomeruléren Filtrationsleistung ab [TANAKA et al. 2007].
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menhang mit einer durch oxidativen Stress hervorgerufenen Endotheldysfunktion einzu-
raumen ist. Neben experimentellen Studien, die eine verminderte NO-Bioverfligbarkeit sowie
eine Beeintrachtigung der FMD in isolierten Aortensegmenten nach nLDL- und/oder oxLDL-
Exposition demonstrieren [GALLE et al. 1991; CHIN et al 1992; MUROHARA et al. 1994;
BUCKLEY et al. 1996; HEIN et al. 1998], wird eine entsprechende Beziehung auch durch zahl-
reiche Befunde auf In-vivo-Ebene bekraftigt. So lieRR sich bei cholesterolgefitterten Kanin-
chen [MUGGE et al. 1991; KEANEY et al. 1993; BOGER et al. 1998a; INOUE et al. 1998] sowie
bei Probanden mit klinischer und experimentell bedingter Hypercholesterolamie [TING et al.
1997; GREEN et al. 1998; HEITZER et al. 1999; PLOTNICK et al. 1997; LING et al. 2002] eine
Wiederherstellung bzw. signifikante Verbesserung der NO-abhangigen Gefal3funktion nach
Gabe verschiedener Antioxidanzien (u. a. PEG-SOD, Probucol, Vitamin E und C) beobach-

ten.

In Hinblick auf die molekularen Vorgange, welche einer endothelialen Dysfunktion unter
hypercholesterolamischen Bedingungen zugrunde liegen, scheint zum einen eine verstéarkte
oxidative NO-Inaktivierung - insbesondere durch eine gesteigerte Bildung von Lipid- und
Superoxidradikalen - eine entscheidende Rolle zu spielen. Als Ursache fur den vermehrten
Anfall von Superoxidanionen kommt dabei sowohl eine verstarkte Produktion durch die
eNOS selbst (eNOS-Entkopplung) als auch eine erhthte Aktivitat der NAD(P)H- und
Xanthin-Oxidase in Betracht [PRITCHARD et al. 1995; VERGNANI et al. 2000; STEPP et al.
2002]. Des Weiteren ergaben Untersuchungen, dass oxLDL die eNOS-Genexpression
herabsetzt [HARRISON 1997; YANG U. MING 2006] sowie die Ablosung des Enzyms aus den
Caveolae der Zellmembran induziert. Letztgenannte Umlagerung ist den Beobachtungen der
Arbeitsgruppe um SHAUL [2003] zufolge mit einer deutlichen Reduktion der eNOS-Aktivitat
verbunden. Ein weiterer, auf Ebene der NO-Biosynthese diskutierter Mechanismus stellt eine
Erhéhung der endogenen ADMA-Konzentration bei Hypercholesterolamie dar, wobei In-vitro-
Befunde auch hier vornehmlich prooxidative Effekte auf Seite der ADMA-Synthese sowie des
ADMA-Abbaus nahelegen. So bewirkte die Inkubation von Endothelzellen mit nLDL und/oder
oxLDL eine dosisabhangige sowie durch Antioxidanzien (PDTC, Probucol) hemmbare
Steigerung der zellularen ADMA-Freisetzung, welche mit einem signifikanten Anstieg der
PRMT-I-Expression assoziiert war [BOGER et al. 2000b; JIANG et al. 2006]. Daneben konnten
zwei weitere Zellkulturstudien eine ADMA-akkumulative Wirkung von oxLDL bei zugleich
signifikant verminderter DDAH-AKktivitdt aufzeigen. Unter dem Einfluss von nLDL waren
derartige Effekte hingegen nicht [JIANG et al. 2003] bzw. nur in abgeschwéachter Form [ITO et
al. 1999] feststellbar. Wie sich fir oxLDL schlieBlich auch in Bezug auf die DDAH
demonstrieren liel3, konnte die auf einer nachlassenden Enzymakitivitdt basierende ADMA-
Zunahme durch gleichzeitige Inkubation mit verschiedenen antioxidativ wirksamen Verbin-
dungen (PDTC, Probucol, EGCG) verhindert werden [JIANG et al. 2006; TANG et al. 2006].
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Das sich hieraus sowie aus den fir Homocystein dargestellten Daten (vgl. Kap. 5.3.1,
Abb. 20) ableitende Konzept einer redoxsensitiven Modulation der ADMA-Stoffwechsels und
dessen positive Beeinflussung durch Antioxidanzien wird ferner durch Befunde gestitzt,
wonach eine unter hyperglykdmischen Bedingungen hervorgerufene Deregulation des
DDAH-ADMA-Systems in Gegenwart von PEG-SOD in vitro ebenfalls reversibel ist [LIN et al.
2002].

Wenngleich die fur die ADMA-Senkung formulierte Pramisse hinsichtlich der Reduktion der
oxLDL-Serumkonzentration durch das hier verabreichte Nahrstoffpraparat als formal nicht
erflllt anzusehen war und die Bedeutung der interventionsunabhangigen oxLDL-Abnahme in
Bezug auf das Ausbleiben eines ADMA-senkenden Effekts innerhalb der Gesamt- sowie
Subkollektiv-Analyse (,Hohe der oxLDL-Serumspiegel) aus den unter Kap. 5.2.1 darge-
stellten Grinden offen bleiben muss, so scheint die fehlende bzw. die pathobiochemisch
paradoxe Korrelation zwischen den oxLDL- und ADMA-Differenzen in der Verum- bzw.
Placebogruppe einen entsprechenden Kausalzusammenhang eher zu widerlegen als zu
erharten. Auch lieBen sich bei Betrachtung der Subkollektive ,Hohe der antioxidativen
Kapazitat‘/,(Nicht-) Raucher” keine, den ADMA-Plasmaspiegel betreffenden Verénderungen
trotz signifikanter Verbesserung der Antioxidanzienparameter TEAC und a-Tocopherol im
Zuge der sechsmonatigen Supplementierung nachweisen. Eine mégliche Beeinflussung von
ADMA durch die im Verumpraparat enthaltenen Antioxidanzien deutete sich einzig in einer
inversen Korrelation zwischen den ADMA-Differenzen (T6-TO) und den Verdnderungen der
AT-Serumspiegel an (r=-0,228, p=0,066), wobei die Aussagekraft aufgrund des Signifikanz-

trends sowie des niedrigen Korrelationskoeffizienten als gering einzustufen ist.

Im Gegensatz zu unserer Studie, in der sich somit keine relevanten Anhaltspunkte flir einen
ADMA-modulierenden Effekt einer additiven Antioxidanziengabe auf In-vivo-Ebene fanden,
erbrachten tierexperimentelle Untersuchungen vereinzelt Hinweise fir einen positiven
Einfluss. So wurde in Versuchen an Ratten gezeigt, dass eine nLDL-Infusion (4 mg/kg KG,
Einmaldosis) zu einem signifikanten Anstieg der ADMA-Spiegel im Serum der Tiere flhrte
und dass sich dieser bei vorheriger peroraler Verabreichung verschiedener Antioxidanzien
(Probucol: 75-150 mg/kg KG, Vitamin E: 50-100 mg/kg KG, ECGC: 10-50 mg/kg KG) ver-
hindern lie [JIANG et al. 2002; TANG et al. 2006]. Die Beobachtung, wonach es unter
alleiniger Antioxidanziengabe zu keiner Veranderung der ADMA-Serumkonzentrationen kam,
spricht allerdings dafir, dass es sich hierbei um Effekte speziell in Verbindung mit einem
experimentell bedingten (akuten) ADMA-Anstieg handeln kdnnte. Ob bzw. inwieweit diese
unter klinischen (chronischen) Bedingungen zum Tragen kommen, lasst sich auf Basis der
vorgenannten Befunde hingegen nicht beantworten. In diesem Zusammenhang konnte in

einer kirzlich publizierten, unkontrollierten (?) Studie gezeigt werden, dass altere, nierenin-
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suffiziente Ratten, denen eine Antioxidanzienkombination aus Catechinen, Vitamin E und C
verabreicht wurde, eine Reduktion der ADMA-Plasmaspiegel verzeichneten [KORISH U.
ARAFAH 2008 (abstract)]. Letzteres wurde von den Autoren auf die im Verlauf der Supple-
mentierung ebenfalls zu beobachtende Erhéhung der antioxidativen Kapazitat und damit ein-
hergehend auf eine Verminderung des durch die Niereninsuffizienz induzierten oxidativen
Stresses, angezeigt durch zugleich verringerte MDA-Plasmawerte, zuriickgefiihrt. Den insge-
samt positiven Befunden an Ratten steht ein Primaten-Modell mit cerebralem Vasospasmus
gegenuber, das trotz eines nachweislich ADMA-senkenden Effekts von Probucol in vitro
(HUVEC) keinen Beleg fur eine Beeinflussung der ADMA-Spiegel in vivo nach Gabe von
Probucol (100 mg/kg) im Vergleich zu Placebo erbrachte [PLUTA et al. 2005]. Wenngleich die
genannten Tierstudien mit Blick auf die Methodik und das Design differenziert zu betrachten
sind, so liegt die Vermutung nahe, dass die Inkonsistenz der Ergebnisse mit speziesspezi-

fischen Unterschieden zu erklaren sind.

Auch existieren in der Literatur bislang nur wenige Untersuchungen, die Auskunft Uber einen
potenziellen Einfluss von Antioxidanzien auf die ADMA-Plasmakonzentration beim
Menschen geben kdnnen. Die erste Humanstudie , in der ein entsprechender Zusammen-
hang uUberpruft wurde, stellt eine 2003 durchgefiihrte Pilotstudie der Arbeitsgruppe um
SARAN et al. dar, in der acht Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz (5 Méanner, 3
Frauen, 46 £+ 10 Jahre) und sechs gesunde Vergleichspersonen (5 Manner, 1 Frau, 55 + 18
Jahre) taglich 800 I. E. a-Tocopherol Gber einen Zeitraum von acht Wochen erhielten. Hier-
bei zeigte sich, dass bei den nierengesunden Studienteilnehmern trotz starkerer relativer
Erhéhung der mittleren Vitamin-E-Plasmaspiegel (93,5 vs. 36,2% in der Patientengruppe bei
vergleichbarer Ausgangsversorgung) keinerlei Veranderungen der ADMA-Plasmawerte® im
Interventionsverlauf auftraten. Kontrar dazu war bei sechs der insgesamt acht Patienten eine
signifikante ADMA-Reduktion um durchschnittlich 22,8% (von 2,02 + 0,54 auf 1,56 + 0,44
pumol/l, p<0,001) festzustellen, was von SARAN et al. [2003] als Hinweis auf einen positiven
Effekt der Supplementierung gewertet wurde. Da die in der Gesamtgruppe der Patienten mit
-13,5% erzielte ADMA-Netto-Senkung® (von 1,85 + 0,60 auf 1,60 + 0,57 pumol/l) ohne
statistische Signifikanz blieb (p=0,160), erscheint diese Interpretation neben zahlreichen
methodischen Mangeln (u. a. fehlende Placebo-Kontrolle, geringer Stichprobenumfang, z. T.
zusatzliche Einnahme von nicht naher spezifizierten Multindhrstoffpraparaten in der
Patientengruppe, fehlende Charakteristik der Vergleichsgruppe) allerdings als auferst frag-
wirdig. Da bis auf Albumin, welches erst bei deutlich verminderter GFR im Plasma absinkt,

keine Angabe zu weiteren (sensitiven) Markern der renalen Funktion und ihrer Veran-

8" d. h. weder im Mittel noch in der Einzelbetrachtung
% Konstanz bzw. Anstieg der ADMA-Verlaufswerte bei den restlichen zwei Patienten
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derungen im Studienverlauf erfolgte, ist auch hier nicht auszuschlieRen, dass die in der
Patientengruppe beobachtete Abnahme der ADMA-Plasmaspiegel durch mehr oder weniger

starke (sub-)klinische Veranderungen der renalen Clearance zustande kam.

Mogliche Anhaltspunkte fiir einen ADMA-modulierenden Effekt von Vitamin E ergeben sich
aus einer weiteren Studie an Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz (15 Méanner, 16
Frauen, 69,2 + 11,2 Jahre), in der folgende zwei Hamodialyseregime Uber einen Zeitraum
von 18 Monaten miteinander verglichen wurden: (1) PSE-Gruppe (n=16): sechs Monate
Hamodialyse unter Verwendung einer Polysulfon-Membran mit Vitamin-E-Coating, gefolgt
von einem zwolfmonatigen Dialysezeitraum mit Switch auf eine Polysulfon-Membran ohne
Vitamin-E-Coating, (2) PS-Gruppe (n=15): 18 Monate Hamodialyse unter Verwendung einer
Polysulfon-Membran ohne Vitamin-E-Coating [MORIMOTO et al. 2005]. Das Ausmald der
ADMA-Clearance zwischen der PSE- und PS-Membran unterschied sich dabei ebenso
wenig signifikant wie die in beiden Dialysegruppen gemessenen ADMA-Ausgangswerte®.
Nach sechsmonatiger Dialyse wiesen Patienten der PSE-Gruppe im Mittel signifikant
niedrigere ADMA-Plasmaspiegel (0,54 + 0,09 umol/l) im Vergleich zu Studienbeginn auf (TO:
0,74 + 0,12 pmol/l, p<0,01). Auch lag zu diesem Zeitpunkt ein signifikanter Unterschied zu
den ADMA-Plasmawerten der PS-Gruppe vor (T6: 0,62 + 0,06 pmol/l, p<0,05). Demgegen-
Uber war nach Umstellung auf das PS-Dialyseregime ein signifikanter Anstieg der ADMA-
Plasmaspiegel zum Ende des 18-monatigen Behandlungszeitraumes feststellbar (0,66 +
0,12 pmol/l, p<0,01 vs. T6). Parallel hierzu wurden unter der sechsmonatigen PSE-Dialyse
signifikant geringere oxLDL- und MDA-LDL-Werte (jeweils bezogen auf ng/ug LDL-Protein)
gegeniber TO sowie der PS-Gruppe beobachtet, wohingegen abermals signifikante Anstiege
beider Oxidationsmarker wahrend des darauffolgenden zwdlfmonatigen PS-Dialysezyklus
verzeichnet wurden. In der PS-Gruppe blieben demgegeniber sowohl die ADMA-Plasma-
spiegel als auch die oxLDL- und MDA-LDL-Werte wéhrend des gesamten 18-monatigen
Behandlungszeitraumes auf unverdndertem Niveau. Auf Basis dieser Ergebnisse wie auch
der Beobachtung, nach der weder das PSE- noch das PS-Dialyseregime einen signifikanten
Einfluss auf die SDMA-Plasmawerte besal3, sahen MoRIMOTO et al. [2005] ihre Hypothese
bestétigt, wonach das Vitamin-E-Coating die lokale ROS-Bildung an bioinkompatiblen Hamo-
dialyse-Membranen herabsetzt und auf diese Weise eine ADMA-Senkung durch Steigerung
der DDAH-AKktivitat bewirkt. Allerdings relativierten die Autoren ihre Annahme aufgrund der
Tatsache, dass Patienten unter der sechsmonatigen PSE-Dialyse eine signifikant geringere

Dosis an Erythropoetin (EPO) zur Vermeidung einer renalen Andmie benétigten (p<0,05 vs.

% Mit Ausnahme der ADMA-Clearance entsprechen alle in der Studie ermittelten Parameter pradialytischen
Plasmakonzentrationen.
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T0), wahrend die EPO-Dosis im nachfolgenden PS-Dialysezyklus signifikant angehoben
wurde (p<0,01 vs. T6). Einer Studie von SCALERA et al. [2005] zufolge verringert EPO
(Epoetin B, Darbepoetin a) die DDAH-Aktivitat in vitro — ein Effekt, welcher von einer signifi-
kant gesteigerten ADMA-Freisetzung in entsprechend inkubierten Endothelzellen (HUVEC)
begleitet war. Demnach muss letztlich auch hier offen bleiben, ob bzw. in welchem Ausmali
die beobachtete ADMA-Senkung auf antioxidative Effekte im Zusammenhang mit dem
Vitamin-E-Coating oder auf die mit dem PSE-Dialyseregime assoziierte EPO-Dosisreduktion
zurickgefihrt werden kann. Dabei ist ferner als limitierend anzusehen, dass durch
MORIMOTO et al. [2005] keine Uberprifung auf mogliche Korrelationen zwischen den Veran-
derungen der ADMA-Plasmakonzentrationen und der oxLDL-/MDA-LDL-Werte bzw. der

Menge an eingesetztem EPO vorgenommen wurde.

Ein positiver Effekt einer oralen Antioxidanziengabe deutete sich ferner in einer kontrollierten
Studie an, in der diabetische Hamodialyse-Patienten (27 bzw. 23 Manner und Frauen mit
z. T. koronarer Vorgeschichte, mittleres Alter: 64 Jahre) entweder 600 mg/d a-Liponséaure flr
drei Monate (n=25) oder keine Supplementierung (n=25) bei vergleichbarem Ausgangsstatus
aller der in der Untersuchung erhobenen Parameter® verabreicht bekamen [CHANG et al.
2007]. Wahrend die ADMA- und oxLDL-Plasmakonzentrationen der Kontrollgruppe im
Median unveréndert blieben, sank der ADMA-Plasmaspiegel der Verumgruppe von basal
1,68 auf 1,31 pmol/l zum Ende der Intervention hin ab (-22%, p=0,001). Innerhalb der
Verumgruppe konnte zudem eine Abnahme der medianen oxLDL-Plasmawerte von 71 (TO)
auf 57 U/l (T3) beobachtet werden, welche sich jedoch als statistisch nicht signifikant heraus-
stellte. Ob bzw. inwieweit die unter Supplementierung ermittelte ADMA-Senkung hiermit in
kausalem Zusammenhang stand, lasst sich aufgrund fehlender Angaben in Hinblick auf eine
Korrelation zwischen beiden Variablen nicht beantworten. Aus methodenkritischer Sicht ist
dabei weiterhin anzufiihren, dass weder fur die Veranderungen der jeweiligen Plasmaspiegel
noch fir den zum Interventionsende in der Verumgruppe gemessenen ADMA- bzw. oxLDL-
Status eine Testung auf Signifikanzunterschiede zur Kontrollgruppe (unabhangiger Stich-
probenvergleich) erfolgt ist. Ungeachtet dessen konnten CHANG et al. [2007] allerdings
zeigen, dass das Niveau der ADMA-Plasmakonzentration nach a-Liponsaure-Intervention
mit 1,31 pmol/l um den Faktor 3,6 und damit signifikant (p=0,001) hoher lag, als in einer Ver-
gleichsgruppe mit nierengesunden Probanden (n=10, ADMA: 0,36 pumol/l). Einen Interven-
tionseffekt vorausgesetzt, konnten die ADMA-Plasmawerte der untersuchten Hamodialyse-
Patienten damit nicht auf ein mit Nierengesunden vergleichbares Niveau gesenkt werden.

Demnach ware ferner zu postulieren, dass die bei Nierenpatienten beobachteten Effekte sich

% pradialytische Bestimmung
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in einem Konzentrationsbereich bewegen, der — unabhangig von der jeweiligen Analyse-
methode — deutlich Uber den ADMA-Plasmawerten von Personen ohne manifeste Nieren-

funktionsstérung und damit unseres Kollektivs angesiedelt ist.

In Hinblick auf die Auswirkungen einer Antioxidanziengabe bei nierengesunden Kollektiven

ist der Literatur lediglich eine kleinere Untersuchung von ENGLER et al. [2003] zu entnehmen,
die Ubereinstimmend mit unseren Ergebnissen weder signifikante noch klinische relevante
Veranderungen der ADMA-Plasmakonzentration bei Kindern und Jugendlichen mit Hyper-
lipidamie (n=15, familiare Hypercholesterol-/kombinierte Hyperlipidamie, Alter: 9-20 Jahre)
aufzeigen konnte. Ziel dieser Studie war es, die Effekte einer lipidsenkenden Diat (National
Cholesterol Education Program Step II, NCEP 1) in Kombination mit Vitamin E (400 |.E. bzw.
268 TA/d) und Vitamin C (500 mg/d) auf die FMD, den ADMA- und CRP-Plasmaspiegel
sowie verschiedene Oxidationsmarker (u. a. zirkulierendes oxLDL, oxLDL-AAK-Titer) im
cross-over mit einer NCEP-II-Diat plus Placebo fir je sechs Wochen zu Uberpriufen (vgl. Kap.
5.2.1, Tab. 28). Wie erwartet, konnte durch die NCEP-II-Diat eine signifikante LDL-Reduktion
nach einem run in von sechs Wochen erzielt werden (-8% vs. Baseline, p<0,01), welche Uber
den gesamten Interventionsverlauf, einschlie3lich der wash-out-Periode (NCEP-II-Diat, 6
Wochen) zwischen den beiden Cross-over-Armen, anhielt. Fir die im cross-over zu ver-
gleichenden Diatregime lieRen sich mit Ausnahme eines signifikanten Anstiegs der FMD bei
additiver Antioxidanziengabe (65% vs. Baseline, p<0,001) keinerlei Veranderungen der in
der Studie gemessenen Parameter feststellen. In Bezug auf ADMA fanden sich nach NCEP-
[I-Diat in Kombination mit Antioxidanzien im Mittel sogar geringfligig héhere Plasmawerte
(1,10 £ 0,85 umol/l), wahrend die ADMA-Plasmawerte unter NCEP-II-Diat plus Placebo in
der Tendenz geringer (0,87 = 0,40 pmol/l) als zur Baseline (1,00 = 0,38 umol/l) ausfielen.
Aufgrund der kurzen Interventionsdauer, der geringen Fallzahl wie auch der Spezifitdt des
Kollektivs (Kinder und Jugendliche) erscheinen die von ENGLER et al. [2003] gezeigten
Resultate allerdings nur bedingt geeignet, um einen mdglichen Effekt von Antioxidanzien auf

die ADMA-Plasmakonzentration bei nierengesunden Kollektiven per se zu widerlegen.

Im Zusammenhang mit der Beeinflussbarkeit der ADMA-Plasmakonzentration durch Antioxi-
danzien ist ferner der Frage nachzugehen, inwieweit unsere Daten wie auch andere Human-
studien die auf In-vitro-Ebene gezeigten Befunde auf Assoziationsebene stitzen. Werden

zunéchst die in der Korrelationsanalyse zu TO ermittelten Resultate betrachtet, so war fir die

ADMA-Plasmakonzentration weder eine Assoziation zum oxLDL-Status noch zu den in
unserer Untersuchung erhobenen Antioxidanzienparametern (TEAC, a-Tocopherol-Serum-
werten mit/ohne Lipidkorrektur) vorhanden. Zu einem ubereinstimmenden Ergebnis gelangte
eine Korrelationsanalyse der Arbeitsgruppe um EID et al. [2004], in der ebenfalls kein Zusam-

menhang zwischen ADMA und den oxLDL-Plasmawerten sowie der Konzentration an Thio-
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barbiturséure-reaktiven Substanzen (TBARS) in einer mannlichen Hochrisikogruppe (n=563)
bestand. Auch lief3 sich in der Kohorte der prospektiven MONICA-Augsburg-Studie (n=342)
keine Assoziation zwischen den ADMA- und oxLDL-Plasmaspiegeln nachweisen [MAAS et al.
2007]. In Hinblick auf oxLDL ist die Vergleichbarkeit mit unseren Daten dabei insofern gege-
ben, als dass die in den beiden vorgenannten Studien ermittelten Plasmakonzentrationen
unter Einsatz des hier verwendeten Mercodia oxLDL ELISA bestimmt wurden (= Spezifitat
des monoklonalen Antikdrpers mAb-4E6, vgl. Kap. 5.2.1, S. 133f). Uberdies ist festzustellen,
dass Korrelationen zwischen ADMA und dem (anti-)oxidativen Status in vivo der bisherigen

Literaturlage zufolge kaum untersucht wurden.

Zieht man die Ergebnisse der Subkollektiv-Analyse zur Beurteilung moéglicher Assoziationen

im_Querschnitt heran, so konnte innerhalb unseres Kollektivs zwar keine statistisch signifi-

kante, dafir jedoch eine aus pathobiochemischer Sicht plausible Tendenz zu hdheren
ADMA-Mittelwerten bei hohen gegeniber niedrigen oxLDL-Serumspiegeln (Subkollektiv
oxLDL_TO 283 vs. <60 U/l) sowie niedriger gegeniiber hoher antioxidativer Plasmakapazitat
(Subkollektiv TEAC_TO0 <2213 vs. 22363 pumol/l) beobachtet werden. Im Widerspruch dazu
steht hingegen der Befund, wonach das Subkollektiv der Nichtraucher im Mittel geringfugig
héhere ADMA-Plasmawerte im Vergleich zur Gruppe der aktiven Raucher (TO: 0,38 + 0,06
vs. 0,36 = 0,07 umol/l, T6: 0,40 + 0,05 vs. 0,38 + 0,06 umol/l; jeweils p>0,05) verzeichnete.

Interessant hierbei ist, dass der Einfluss des Rauchverhaltens auf den ADMA-Stoffwechsel
derzeit noch kontrovers diskutiert wird. So ergab eine von ZHANG et al. [2006] durchgefihrte
In-vitro-Studie, dass Endothelzellen (human, bovin), die einem wassrigen Zigarettenrauch-
extrakt ausgesetzt wurden, signifikant héhere intrazellulare ADMA-Gehalte (129%, p<0,05)
als Kontrollzellen aufwiesen. Des Weiteren liel3 sich eine signifikante sowie durch Antioxi-
danzien (N-Acetyl-Cystein) hemmbare Abnahme der DDAH-Aktivitat in entsprechend
exponierten Zellen (-35% vs. Kontrollen, p<0,01) feststellen. In Einklang hiermit konnten
ZHANG et al. [2006] im Rahmen einer kleineren Querschnittsuntersuchung zeigen, dass die
mittleren ADMA-Plasmawerte bei aktiven Rauchern (n=12, 220 Zigaretten pro Tag) um ca.
80% und damit signifikant hoher als bei Nichtrauchern (n=10, vgl. Kap. 2.2.3.1, Tab. 3)
lagen. Diese Beobachtung fand sich zudem in zwei grof3eren Kollektiven (n=3238 [MEINITZER
et al. 2007], n=1874 [SCHNABEL et al. 2005]), wobei die relativen Unterschiede im ADMA-
Status zwischen Rauchern und Nichtrauchern (3,1 bzw. 4,9%) trotz des in beiden Unter-
suchungen erreichten Signifikanzniveaus aus klinischer Sicht jedoch vergleichsweise gering
ausfielen. Im Gegensatz dazu wiesen Nichtraucher der MONICA-Augsburg-Kohorte (n=342)
im Durchschnitt héhere ADMA-Plasmawerte als aktive Raucher auf [MAAS et al. 2007]. Dies
traf sowohl auf die im Querschnitt untersuchten KHK-Falle (0,87 + 0,23 vs. 0,69 + 0,17

umol/l, p<0,001) als auch mit vergleichsweise geringerer Auspragung auf die gesunden
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Kontrollen (0,80 £ 0,22 vs. 0,74 £ 0,20 umol/l, p=0,067) zu. Stimmig mit diesem Phanomen,
welches auch in Querschnittsanalysen anderer Arbeitsgruppen demonstriert werden konnte
[EID et al. 2004; ONAT et al. 2008], ist der von MAAs et al. [2007] an Endothelzellen (EAhy
926) nachgewiesene Befund, wonach sich unter dem Einfluss von Zigarettenrauchkondensat
eine Steigerung der DDAH-II-mRNA-Expression (87,6%, p=0,025) bei zugleich signifikant
verringerter ADMA-Freisetzung (um ca. 25-28% vs. Kontrollen) ergab. Die gegenteiligen
Resultate zur In-vitro-Studie von ZHANG et al. [2006] begrinden die Autoren mit Unter-
schieden in der Aufbereitung resp. Zusammensetzung der verwendeten Zigarettenrauch-
extrakte, wenn auch die genauen Ursachen fir die paradoxe DDAH-Aktivitatssteigerung
angesichts der Redoxsensitivitat des Enzyms im Unklaren bleiben. Auf In-vivo-Ebene konnte
dagegen in einer weiterfiihrende Analyse von EID et al. [2004] gezeigt werden, dass sich der
signifikante Unterschied im ADMA-Status zwischen Nichtrauchern und Rauchern (Median
1,42 vs. 1,32 umol/l, p=0,037) nach Adjustierung um weitere Risikovariablen (BMI, Insulin,
Blutdruck, Creatinin) verlor. Demzufolge ist es als wahrscheinlich anzusehen, dass fir die
widerspriuchlichen Ergebnisse aus Querschnittsstudien Confounder-bedingte Effekte verant-
wortlich zu machen sind, zumal mdgliche Storgrof3en in den meisten der vorgenannten
Analysen nicht berticksichtigt wurden. Auch wird hierdurch einmal mehr verdeutlicht, dass
die einer ADMA-Erhohung zugrunde liegenden Mechanismen — unabhangig von der In-vitro-
bzw. In-vivo-Ebene — weitaus komplexerer Natur sind und nicht allein durch den Einfluss
eines Einzelfaktors erklarbar sind [KIELSTEIN et al. 2006; MAAS et al. 2007].

Neben generellen Problemen, die sich bei der Ubertragbarkeit von In-vitro -Befunden auf
In-vivo -Verhaltnisse ergeben (u. a. unphysiologische Konzentrationen der in Zellkultur ein-
gesetzten Noxen, durch Kulturbedingungen und -medium hervorgerufene Storeinflisse,
Verwendung von Zelllinien aus unterschiedlichen Organen [HUVEC, HCAEC], Spezies
[BAEC] oder pathologisch verandertem Gewebe [EAhy 926], Verwendung von isolierten und
damit von metabolischen und regulatorischen Vorgadngen unabhangigen Zellen), lasst sich
als ein moglicher Grund fir die Diskrepanz zwischen der in vitro unter oxLDL-Inkubation zu
beobachtenden ADMA-Akkumulation und der fehlenden In-vivo-Assoziation zwischen beiden
Parametern anfihren, dass in den jeweiligen Zellkulturstudien [ITO et al. 1999; BOGER et al.
2000b; JIANG et al. 2003; JIANG et al. 2006; TANG et al. 2006] ausschlieBlich durch Cu?*-
Oxidation gewonnenes oxLDL zur Anwendung kam. Wie bereits im Zusammenhang mit dem
Ex-vivo-Assay der Kupfer-katalysierten LDL-Oxidation angesprochen wurde (vgl. Kap. 5.2.1),
stellt experimentell generiertes oxLDL nur ein bedingt geeignetes Korrelat fur zirkulierende
oxLDL-Spezies dar, da von gravierenden Unterschieden in Hinblick auf strukturelle Veran-
derungen (d. h. den Lipid-, Protein- und/oder Antioxidanziengehalt betreffende, oxidative

Modifikationen) sowie den Oxidationsgrad ausgegangen werden kann.
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Auch kénnte ein moglicher Erklarungsansatz fur die Abweichung zwischen dem Ausbleiben
eines nachweislich ADMA-senkenden Effekts in Interventionsstudien und den positiven
Befunden, wie sie mit synthetischen Antioxidanzien in Zellkultur erzielt wurden, darin
bestehen, dass im letzteren Fall auch substanzspezifische Wirkungen zu bericksichtigen
sind. So besitzt z. B. PDTC nicht nur antioxidative Eigenschaften, sondern wirkt zudem als
NFkB-Inhibitor, wobei PDTC direkt mit der p50-Untereinheit des dimerischen NFkB-Kom-
plexes interagiert [KiM et al. 1999; BRENNAN U. O'NEILL 1996]. Dieser Sachverhalt erscheint
insofern von Bedeutung, als dass die Aktivierung des NFkB-Signalwegs als derjenige
Mechanismus identifiziert werden konnte, Uber welchen moderater Scherstress zu einer
ADMA-Akkumulation via Steigerung der PRMT-I-mRNA-Expression fihrt [OSANAI et al.
2003]. Des Weiteren ist denkbar, dass die in Gegenwart von Antioxidanzien beobachtete
Aufhebung der oxLDL-induzierten ADMA-Steigerung darauf zurtickzufiihren ist, dass im In-
vitro-Modell der Schutzeffekt der im Plasma vorhandenen Antioxidanzien entfallt. Umgekehrt
konnte demnach spekuliert werden, dass der additive Beitrag durch exogen verabreichte
Antioxidanzien zu gering ausfallt, um eine weitere (quantifizierbare) ADMA-Reduktion in vivo
zu bewirken. In diesem Kontext muss ferner die Frage gestellt werden, inwieweit der ADMA-
Plasmaspiegel Uberhaupt einen geeigneten Marker darstellt, um die auf intrazellularer Ebene

stattfindenden Prozesse adaquat widerzuspiegeln.

AbschlieBend sei noch erwdhnt, dass bislang publizierte Daten aus methodisch hoch-
wertigen Studien ebenfalls keinen Nachweis fir eine ADMA-senkende Wirkung von Statinen
erbringen konnten [Ubersicht bei MAAS 2005; BELTOWSKI U. KEDRA 2006; VLADIMIROVA-
KiTova 2008]. Dieses Ergebnis Uberrascht insofern, da ein synergistischer Effekt, resul-
tierend aus der lipidsenkenden und antioxidativen Wirkung von Statinen, zu erwarten ware.
Die in der hier vorliegenden Arbeitshypothese postulierte ADMA-Senkung durch eine
Modulation der oxLDL-Serumkonzentration erscheint somit auch vor diesem Hintergrund als

fraglich.

5.3.3 BEWERTUNG DES ADMA-STATUS VOR DER SUPPLEMENTIERUNG

Wie bereits im Zusammenhang mit den sich aus Interventionsstudien an niereninsuffizienten
Patienten ergebenden Hinweisen fir eine potenziell ADMA-senkende Wirkung von Antioxi-
danzien angesprochen wurde, konnte in der Hohe der ADMA-Plasmakonzentration eine
weitere Ursache fir das Ausbleiben eines Interventionseffekts in unserem Kollektiv gesehen
werden. Die hierbei zugrunde liegende Annahme eines determinierenden Einflusses des

initialen ADMA-Status auf die Veranderungen der ADM  A-Plasmawerte im Zeitverlauf
wird durch die Ergebnisse der vorliegenden Korrelations- (T6-TO-Differenzen vs. TO-Status,
Kap. 4.2.4.1, S. 100) und Subkollektiv-Analyse (,Hohe der ADMA-Plasmaspiegel®, vgl. Kap.
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4.2.4.2, S. 101f) gestutzt, anhand derer sich eine entsprechend inverse Assoziation, d. h.
eine Konzentrationsabnahme (-zunahme) bei hohen (niedrigen) Basalwerten, trotz der im
Gesamtkollektiv im Mittel errechneten Konstanz der ADMA-Verlaufswerte aufzeigen lie3. In
Bezug auf mdogliche Effekte der Nahrstoffgabe erscheint dabei interessant, dass die zu
beobachtende ADMA-Reduktion im Subkollektiv mit den initial héchsten Plasmawerten
(ADMA_TO >0,43 pmol/l) lediglich unter Verabreichung des Verumpréaparats ein statistisch
signifikantes Niveau erreichte (-0,05 = 0,07, p=0,010, t-Test fur abhangige Stichproben).
Neben den geringen Fallzahlen wird dieser Befund allerdings durch den Umstand relativiert,
dass der Vergleich mit den unter Placebo ermittelten Differenzen (-0,02 + 0,08 pumol/l) keinen

signifikanten Unterschied erbrachte (p=0,311; t-Test fir unabhéangige Stichproben).

In Hinblick auf die qualitative Beurteilung des ADMA-Status  gilt zu beachten, dass die in
der Literatur fir verschiedene Populationen im Mittel angegebene Hohe der ADMA-Plasma-
werte in Abhangigkeit vom Analyseverfahren gro3en Schwankungen unterliegt (Gesunde:
0,12-4,0 pmol/l, vgl. Kap. 2.2.2.3). Ohne in die Diskussion um die mit der Analytik verbun-
denen Probleme im Detail einsteigen zu wollen, sei an dieser Stelle kurz erwahnt, dass
neben verschiedenen Trenn- und Detektionsverfahren (u. a. HPLC-Systeme gekoppelt mit
UV-, Fluoreszenz- oder MS-Detektion, GC-MS-Verfahren, Kapillarelektrophorese mit
Fluoreszenzdetektion, ELISA-Technik) auch das Probenmaterial selbst (Serum, Heparin-
oder EDTA-Plasma) sowie die Art der Probenaufbereitung (z. B. mit/ohne OPA-Derivati-
sierung, Festphasenextraktion oder Proteinprazipitation) fur die beschriebenen Unterschiede
verantwortlich zu machen sind [Ubersicht bei TEERLINK 2007; HOROWITZ U. HERESZTYN 2007;
MARTENS-LOBENHOFER U. BODE-BOGER 2007]. Ein direkter Vergleich der in dieser Arbeit
erhobenen ADMA-Plasmaspiegel mit denen anderer (Risiko-)Kollektive ist daher nur bedingt,

d. h. lediglich bei gleicher oder ahnlicher Methodik, méglich.

Zieht man allerdings ,Normal- bzw. Referenzwerte”, wie sie in den letzten Jahren unter
Berucksichtigung analytisch-methodischer Aspekte formuliert wurden, fir eine Bewertung
heran, so kénnen die ADMA-Plasmawerte unseres Kollektivs als relativ niedrig eingestuft
werden: Wie in Kap. 4.2.4.1 bereits dargelegt wurde, war der im Gesamtkollektiv gemessene
Ausgangsspiegel (0,38 £ 0,06 umol/l) in einem Konzentrationsbereich angesiedelt, wie er
unter Verwendung von Fluoreszenz- sowie MS-gekoppelten HPLC-Verfahren fir gesunde
Personen charakteristisch ist [0,3-0,5 bzw. 0,4 pmol/l, MARTENS-LOBENHOFER U. BODE-
BOGER 2006; MARTENS-LOBENHOFER U. BODE-BOGER 2007]. Auch zeigt sich mit Blick auf den
zu TO ermittelten Maximalwert (0,54 umol/l), dass auf Basis dieser Beurteilungsgrundlage
allenfalls geringflgig erhéhte ADMA-Plasmawerte in der von uns untersuchten Studien-

gruppe auftraten.
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Dieses Ergebnis féllt insofern erstaunlich aus, da aufgrund der Risikocharakteristik unseres
Kollektivs von einer starkeren Erh6hung der ADMA-Plasmakonzentration, wie sie als Voraus-
setzung fur die vorliegende Arbeitshypothese auf Basis epidemiologischer Daten (vgl. Kap.
2.2.3.1) formuliert wurde, auszugehen ware. Gleichermal3en Uberraschend - wenn auch
stimmig mit der zuvor getroffenen Feststellung - ist die Beobachtung, wonach zwischen der
Hohe der ADMA-Plasmakonzentration und der Anzahl kardiovaskularer Risikofaktoren eben-
falls keine Assoziation innerhalb unseres Kollektivs bestand (vgl. Kap. 4.2.4.3, Tab. 26). Des
Weiteren waren in der vorliegenden Untersuchung keinerlei Zusammenhange zwischen den
ADMA-Plasmawerten und den fur das kardiovaskulare Risiko relevanten biochemisch-
klinischen Variablen (Lipidprofil, Glucose, SBD, DBD, BMI, TU) erkennbar. Beim Vergleich
mit der Literatur stehen unsere Daten jedoch keinesfalls isoliert, da auch andere Arbeits-
gruppen von einer fehlenden Assoziation zwischen ADMA und verschiedenen kardiovasku-
laren Risikofaktoren bzw. damit assoziierten biochemisch-klinischen Parametern berichten
[u. a. STUHLINGER et al. 2002; LU et al. 2003a; DIERKES et al. 2004; ZIEGLER et al. 2005;
GARCIA et al. 2007; CETINALP-DEMIRCAN et al. 2007; JEHLICKA et al. 2009; GRUBER et al.
2008].

Auch wenn die Komplexitat der sich hieraus ergebenden Frage nach der Eignung von ADMA
als universellem Risikomarker keine tiefergehende Analyse erlaubt, so kdnnte eine mdgliche
Erklarung fir die in unserer Studie nicht nachweisbare Assoziation in der multimedika-
mentdsen Behandlung unserer Probanden zu sehen sein (vgl. Kap. 4.2.1.5, S. 78 sowie Tab.
A9, Anhang B): Mit einem Anteil von 89,4% unterlagen nahezu alle Studienteilnehmer einer
Pharmakotherapie, welche auf eine Behandlung kardiovaskularer Risikofaktoren abzielte.
Knapp die Halfte davon (43,6%) erhielt eine Kombination aus zwei oder drei verschiedenen
Arzneimittelgruppen (z. B. Antihypertonika kombiniert mit Lipidsenkern und/oder Antidia-
betika). Weiterhin ist festzustellen, dass in Bezug auf die im Gesamtkollektiv verwendeten
Medikamentengruppen die hohe Einnahmepréavalenz von Antihypertonika (82,9%, darunter
v. a. BR-Rezeptorblocker und ACE-Hemmer) hervorsticht. Ausgehend von Humanstudien, die
erste Hinweise auf einen ADMA-senkenden Effekt einer antihypertensiven Pharmakothera-
pie mit ACE-Hemmern und B-Rezeptorblockern geben, ist denkbar, dass die relativ niedrigen
ADMA-Plasmaspiegel unseres Kollektivs zumindest teilweise auf die Wirkung dieser
Medikamente zurlckzufuhren sind. Daneben sind verschiedene Arbeiten publiziert, in denen
positive Effekte von oralen Antidiabetika auf ADMA in vitro und in vivo beschrieben wurden
[Ubersicht bei MAAs 2005; BELTOWSKI U. KEDRA 2006; VLADIMIROVA-KITOVA 2008]. Wie im
Fall der Statine (vgl. Kap. 5.3.2) gilt es durch weiterfihrende Studien zu prifen, welcher
Stellenwert der (multi-)medikamentdsen Behandlung mit den zuvor genannten Arzneimitteln
in Hinblick auf eine Modulation des ADMA-Stoffwechsels tats&chlich beigemessen werden

kann.
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5.3.4 ZUSAMMENFASSUNG UND ZWISCHENFAZIT

Die hier gezeigten Ergebnisse stimmen mit der Literatur dahingehend Uberein, dass eine
B-Vitaminsupplementierung — hier isoliert von der Antioxidanziengabe betrachtet — keinen
Einfluss auf die ADMA-Plasmakonzentration ausibt. Vor dem Hintergrund, dass in der
Gesamtheit der kontrollierten Interventionsstudien z. T. deutlich hdéhere Homocystein-
Senkungen erzielt wurden, war dabei auch die unter Kap. 5.1 getroffene Annahme zu wider-
legen, wonach die in unserer Studie erzielte Homocystein-Reduktion zu gering war, um
einen Effekt auf ADMA bewirken zu kdnnen. Auch liel3 sich die von verschiedenen Autoren
aufgestellte These nicht bestéatigen, wonach eine durch die B-Vitamingabe induzierte
Steigerung der PRMT-Il-abhangigen De-novo-Synthese potenziell ADMA-senkende Effekte
auf Seite des katabolen DDAH-Systems kompensiert. Folgerichtig hatte dies zu einem simul-
tanen Anstieg der SDMA-Plasmakonzentration filhren missen. Dieser lief3 sich allerdings in
keiner der bislang durchgefiihrten Interventionsstudien — einschlief3lich der hier vorliegenden

Arbeit — ermitteln.

Im néchsten Schritt stellte sich die Frage, ob im Ergebnis tUberhaupt von einem kausalen
Zusammenhang zwischen Homocystein und ADMA in vivo auszugehen ist, da die Datenlage
hierzu keinesfalls ein einheitliches Bild hervorbringt. Vielmehr scheint es, dass das Fehlen
einer Assoziation in unserer Studie gegenlber Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen durch
subklinische Unterschiede im renalen Status determiniert wird. Wie fir Homocystein in der
aktuellen Literatur diskutiert, konnte demnach postuliert werden, dass eine mit einer Hyper-
homocysteindmie assoziierte Erhéhung der ADMA-Plasmakonzentration lediglich als ein

Epiph&nomen einer milden Nierendysfunktion anzusehen ist.

In Hinblick auf die Gabe von Antioxidanzien erbrachte unsere Untersuchung in Uberein-
stimmung mit einer anderen Studie an Nierengesunden keine Anhaltspunkte fiir eine Beein-
flussung von ADMA. Demgegeniber lieferten Studien an niereninsuffizienten Patienten
Hinweise fur ADMA-senkende Effekte, wenngleich hierbei ausgepréagte methodische Mangel
identifiziert werden konnten. Vor dem Hintergrund des renalen Status konnten die beo-
bachteten Unterschiede allerdings darauf hindeuten, dass positive Effekte einer additiven
Antioxidanziengabe mdoglicherweise erst bei verhaltnismalig hohen ADMA-Plasmakonzen-
trationen in Erscheinung treten. Dies vermag auch den fehlenden Einfluss der Supplemen-
tierung in unserer Studie zu erklaren, da unser Kollektiv - selbst in Relation zu den als

physiologisch angenommenen Werten - niedrige ADMA-Plasmaspiegel aufwies.

Anknuipfend an das Konzept einer durch oxidativen Stress induzierten ADMA-Erhohung
konnte ferner dargelegt werden, dass auf Basis unserer Resultate sowie den Ergebnissen

anderer Studien Assoziationen zwischen ADMA und oxLDL sowie dem Rauchverhalten
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(noch) nicht bzw. nicht eindeutig belegt sind. So konnte die der vorliegenden Fragestellung
zugrunde liegende Annahme, dass eine hohere oxidative Belastung per se mit einer
Erhéhung der ADMA-Konzentration in vitro und in vivo einhergeht, aufgrund der wider-
spruchlichen Datenlage zum Einfluss des Rauchens nicht zweifelsfrei bestatigt werden. Des
Weiteren liel3 sich im Zusammenhang mit der Antioxidanziengabe demonstrieren, dass In-
vitro-Befunde nicht unkritisch auf In-vivo-Verhéaltnisse Ubertragen werden dirfen. Konkret
verdeutlicht wurde dies u. a. anhand der in jeweiligen Zellkulturstudien eingesetzten, durch
Cu?*-Oxidation gewonnenen oxLDL-Partikel, welche kein geeignetes Korrelat fiir die im

Plasma zirkulierende oxLDL-Fraktion darstellen.

Abschlieend lasst sich festhalten, dass der ADMA-Plasmaspiegel, bedingt durch die
fehlende Assoziation zur Anzahl kardiovaskularer Risikofaktoren sowie der hierfiir relevanten
biochemisch-klinischen Variablen, nicht die Funktion eines potenziellen Risikomarkers in

unserer Studiengruppe erfllte.
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6 ZUSAMMENFASSUNG UND FAZIT

Hintergrund: Wie Forschungsarbeiten der letzten drei Jahrzehnte verdeutlichen, kommt
dem Gefallendothel und hierbei im Besonderen der durch Endothelzellen vermittelten
Bildung von Stickstoffmonooxid (NO) eine fir die GefalBhomdéostase und -integritat zentrale
Bedeutung zu. Das gasférmige Radikal, welches unter Katalyse der NO-Synthase (NOS) aus
L-Arginin synthetisiert wird, bewirkt vielfaltige vasoprotektive Effekte, die auf seiner vaso-
dilatatorischen Funktion sowie auf seinen antithrombotischen, antiinflammatorischen, anti-
proliferativen und antioxidativen Eigenschaften beruhen. In einer Dysfunktion des Endothels
und dem damit einhergehenden Verlust an biologisch aktivem NO wird daher ein wichtiges
pathophysiologisches Ereignis gesehen, welches dem durch die bekannten kardiovaskularen
Risikofaktoren induzierten Initialphanomen der Atherogenese basierend auf der ,Response-

to-injury-Hypothese* entspricht.

Ein auf molekularer Ebene diskutierter Mechanismus, der in diesem Zusammenhang zu-
nehmend in den Fokus rickte, stellt die kompetitive Hemmung der NOS-Enzymaktivitat
durch asymmetrisches Dimethylarginin (ADMA), einem endogenen methylierten L-Arginin-
Analogon, dar. Dies wiederum geht aus einer Vielzahl Klinischer und experimenteller
Arbeiten hervor, in denen eine mit kardiovaskuléaren Risikofaktoren (u. a. Hyperhomocystein-
amie, Hypercholesterolamie) bzw. proatherogenen Noxen (Homocystein, oxLDL) assoziierte
ADMA-Erhohung aufgezeigt werden konnte. In-vitro-Befunde, die auf eine redoxsensitive
Regulation der an der ADMA-Synthese sowie am ADMA-Abbau beteiligten Enzyme PRMT-I
bzw. DDAH hinweisen, lassen dabei den Schluss zu, dass oxidativer Stress offensichtlich als
pathophysiologisches Bindeglied einer durch Homocystein- und oxLDL-induzierten ADMA-

Akkumulation bei Personen mit erhéhtem Atherosklerose-Risiko anzusehen ist.

Arbeitshypothese und Fragestellung: Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel, den Einfluss
einer kombinierten Gabe von B-Vitaminen (800 pg/d Folsaure, 20 pg/d Vitamin B;,, 6 mg/d
Vitamin Bg) und antioxidativ wirksamen Substanzen (80 mg/d Vitamin E, 500 mg/d Vitamin C,
15 mg/d Zink, 80 pg/d Selen, 30 mg/d Coenzym Q,o, 3 mg/d Carotinoide, 2 mg/d Lycopin, 50
mg/d Polyphenole) auf

(a) die Homocystein- und oxLDL-Konzentration im Plasma/Serum sowie die antioxidative
Plasmakapazitat mit dem Ziel der Minimierung der fur eine ADMA-Akkumulation wesent-

lichen Determinanten zu untersuchen, um hieraus

(b) potenziell synergistische Effekte auf die ADMA-Plasmaspiegel einer klinisch gesunden

Risikogruppe abzuleiten.
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(c) Dieser Ansatz beinhaltete schlie3lich auch die Frage, welche Relevanz den fir die Modu-
lation des ADMA-Stoffwechsels in vitro aufgezeigten Befunden auf In-vivo-Ebene beige-

messen werden kann.

Ausgehend von einer zum Zeitpunkt der Studienplanung sehr lickenhaften und auf eine
isolierte Gabe von entweder B-Vitaminen oder Antioxidanzien beschréankten Datenlage,
wurde in der vorliegenden Humanstudie erstmalig das Konzept eines ADMA-senkenden

Effekts durch eine kombinierte Supplementierung beider Nahrstoffgruppen verfolgt.

Methodik und Kollektiv:  Die sechsmonatige Interventionsstudie wurde als randomisierte,
placebo-kontrollierte, monozentrische Doppelblind-Studie mit zwei Messzeitpunkten (TO, T6)
durchgefiuhrt. In die Untersuchung wurden 123 klinisch gesunde Probanden (45,5% Frauen,
54,5% Manner, mittleres Alter: 58,3 + 8,12 Jahre) mit mindestens zwei kardiovaskularen
Risikofaktoren (95,1% Hypertonie, 71,5% Hyper-/Dyslipidamie, 63,4% viszerale Adipositas,
38,2% Typ-2-Diabetes, 27,6% familiare Disposition, 17,9% Rauchen) eingeschlossen. Je
nach Gruppenzugehdrigkeit wurde den Studienteilnehmern entweder das N&ahrstoffpraparat
(Verumgruppe: n=66) oder ein identisch aussehendes Scheinpradparat (Placebogruppe:
n=57) verabreicht. Beide Subgruppen unterschieden sich in ihrer allgemeinen Charakteristik
(anthropometrische Kenndaten, kardiovaskulares Risikoprofil und assoziierte Medikation,
C677T-MTHFR-Polymorphismus-Pravalenz, Ernahrungs- und Lebensstilfaktoren) nicht

signifikant voneinander.

Ergebnisse: Im Verlauf der Intervention verzeichnete die Verumgruppe eine signifikante
Reduktion der mittleren tHcy-Plasmakonzentration (A:-2,14 + 2,31 umol/l bzw. -20,8%,
p<0,001), die sich als hochst signifikant gegeniber der in der Placebogruppe zu beobach-
tenden Erh6hung der tHcy-Plasmawerte (A: 0,65 + 1,91 pmol/l bzw. 6,8%, p=0,014) erwies.
Ein durch die Nahrstoffsupplementierung induzierter Effekt konnte ebenfalls fir die mit dem
Homocystein-Stoffwechsel assoziierten B-Vitaminstatusparameter  S-Folat, E-Folat, Cbl
und PLP aufgezeigt werden, die sowohl im Zeitverlauf als auch im Vergleich zu Placebo auf

jeweils hochst signifikantem Niveau anstiegen.

In Bezug auf oxLDL liel3 sich eine moderate, aber hochst signifikante Abnahme der mittleren
Serumkonzentration wahrend der Interventionsphase feststellen, die jedoch unabhéngig von
der Gabe des Verum- bzw. Placebopraparates auftrat. Stattdessen zeigte sich, dass das
Ausmald der oxLDL-Senkung unter Placeboeinnahme sogar geringflgig starker (A: -9,2 £ 11
U/l bzw. -12,6%) als unter Gabe von Verum (A: -7,3 £ 12 U/l bzw. -10,6%) ausfiel. Dem-
gegenuber war lediglich innerhalb der Verumgruppe eine signifikante Erhéhung der anti-
oxidativen Plasmakapazitat (A: 39,32 + 136,5 umol/l bzw. 1,7%, p=0,022) nachzuweisen,

wenngleich kein signifikanter Unterschied zu den TEAC-Differenzen der Placebogruppe
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(A: 8,98 + 97,2 umol/l bzw. 0,4%) bestand. Hochst signifikante Unterschiede zwischen den
Subgruppen Verum und Placebo lieRen sich hingegen fir die Variablen des a-
Tocopherolstatus (AT, AT/TC, AT/TC+TG) und ihre Veranderungen im Zeitverlauf
demonstrieren. So war die Intervention mit Verum von jeweils héchst signifikanten Anstiegen
der a-Tocopherol-Serumkonzentrationen (ohne/mit Lipidkorrektur) begleitet, die nahezu

unveranderten Werten unter Einnahme von Placebo gegenlberstanden.

Hinsichtlich des in der vorliegenden Studie zu untersuchenden Hauptzielparameters ADMA

war mit im Interventionsverlauf im Mittel anndhernd konstanten Plasmaspiegeln in den
Subgruppen Verum (A: 0,00 + 0,07 umol/l) und Placebo (A: 0,01 + 0,06 umol/l) kein Einfluss
der Nahrstoffsupplementierung festzustellen. Wie sich in weiterfiihrenden Analysen zeigte,
konnte die im Gesamtkollektiv beobachtete Konstanz der Verlaufswerte auf einen signifi-
kanten ADMA-Anstieg bei niedrigen bzw. eine signifikante ADMA-Senkung bei hohen Aus-
gangsspiegeln zurickgefuhrt werden. Dieser Effekt erwies sich als unabhangig von der
Verum- und Placebogabe. Auch ergaben sich bei Betrachtung ausgewahlter Subkollektive
weder Klinisch relevante noch statistisch signifikante Verdnderungen der ADMA-Plasma-
werte innerhalb sowie zwischen beiden Interventionsgruppen. Zudem konnten keine
statistisch aussagekréftigen Korrelationen zwischen den unter Verum errechneten ADMA-
Differenzen (T6-TO) und den diesbezlglichen Verdnderungen im Homocystein-/B-Vitamin-
bzw. oxLDL-/Antioxidanzienstatus ermittelt werden. Ebenso waren die ADMA-Plasmawerte
zum Zeitpunkt TO weder mit den fir die Fragestellung relevanten Parametern noch mit
biochemisch-klinischen Risikovariablen (u. a. Lipidprofil, Glucose- und Blutdruckwerte) sowie

der Anzahl kardiovaskularer Risikofaktoren korreliert.

Diskussion: Der durch die B-Vitaminsupplementierung auf den tHcy-Plasmaspiegel erzielte
Effekt steht mit der Literatur dahingehend in Konsens, dass die hierdurch induzierbare
Senkung der bereits im préaventiv-wiinschenswerten Bereich angesiedelten Ausgangswerte
(9,92 = 2,51 umol/l) maximal ausgeschopft wurde. Bedingt durch die relativ gute Ver-
sorgungssituation unserer Probanden lag dabei zunachst die Vermutung nahe, dass das
Ausmald der absoluten Homocystein-Senkung zu gering ausfiel, um Auswirkungen auf den
ADMA-Plasmaspiegel beobachten zu kdnnen. Diese Vermutung konnte anschlielend unter
Einbeziehung der bis dato publizierten, kontrollierten Interventionsstudien entkraftet werden.
So ergaben auch diese im Gesamtergebnis keinen ADMA-senkenden Effekt einer additiven

B-Vitamingabe trotz z. T. deutlich h6herer Homocystein-Senkung (A: -28 bis -47%).

Weniger einheitlich stellt sich demgegentber die Datenlage zur Assoziation zwischen ADMA
und Homocystein in vivo dar. Wahrend verschiedene Untersuchungen auf einen positiven

Zusammenhang zwischen der Hohe der ADMA- und tHcy-Plasmakonzentration hindeuten,
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konnte dies in unserer wie auch anderen Studien nicht gezeigt werden. Auf Basis dieser
Diskrepanz sowie der Tatsache, dass beide Metabolite der renalen Exkretion unterliegen,
kann vermutet werden, dass simultane Erh6hungen der Plasmaspiegel weniger auf einer
direkten, d. h. kausalen Assoziation, sondern vielmehr auf einer subklinischen Einschran-

kung der Nierenfunktion im sog. ,creatininblinden“ Bereich beruhen.

In Hinblick auf die Antioxidanziensupplementierung und die fehlende Beeinflussung der
oxLDL-Serumkonzentration in unserer Untersuchung, lasst sich beim Vergleich mit
kontrollierten Interventionsstudien, die ebenfalls negative Resultate erbrachten, eine insge-
samt konsistente Datenlage ermitteln. Anders als im Fall von Homocystein entsprach dies
nicht der in unserer Arbeitshypothese fir eine ADMA-Senkung formal zugrunde gelegten
Pramisse. Inwieweit die in unserem Kollektiv im Zeitverlauf zu beobachtende oxLDL-
Senkung allerdings tatséachlich mit einer fur den ADMA-Status potenziell relevanten
Verringerung oxidativer Prozesse an LDL-Partikeln in Zusammenhang stand, muss aufgrund
der vermutlich unzureichenden laborchemischen Diskriminierung zwischen oxidierten und
nativen LDLs durch den hier verwendeten ELISA offen bleiben. Des Weiteren spricht der als
marginal einzustufende Anstieg der antioxidativen Plasmakapazitat dafur, dass der TEAC-
Assay Ubereinstimmend mit den Resultaten anderer Arbeitsgruppen vermutlich nicht sensitiv

genug ist, um Effekte durch exogene Antioxidanzien anzuzeigen.

Unabhangig vom Einfluss auf zirkulierendes oxLDL ergaben sich in unserer sowie einer
weiteren Interventionsstudie keine Anhaltspunkte fur einen positiven Effekt von Antioxi-
danzien auf die ADMA-Plasmakonzentration nierengesunder Personen. Hingegen existieren
vereinzelte - wenn auch mit erheblichen methodischen Mangeln behaftete - Studien, die
Hinweise auf eine ADMA-Senkung in Verbindung mit einer Antioxidanziengabe bei nieren-
insuffizienten Kollektiven liefern. Da Niereninsuffizienz-Patienten deutlich hohere ADMA-
Plasmaspiegel als nierengesunde Personen aufweisen, deuten die beobachteten Unter-
schiede moglicherweise darauf hin, dass Effekte einer additiven Antioxidanziengabe erst in

einem wesentlich hoheren ADMA-Konzentrationsbereich auftreten.

Letztgenannter Aspekt bietet auch einen Erklarungsansatz fur den insgesamt fehlenden Ein-
fluss der Supplementierung in der hier untersuchten Risikogruppe. So wiesen unsere
Studienteilnehmer verhaltnismafRlig niedrige ADMA-Plasmawerte (TO: 0,38 £ 0,06 pmol/l),
gemessen an der fur Analyseverfahren mit MS-Detektion als physiologisch angenommenen

Plasmakonzentration (0,3-0,5 pmol/l bzw. 0,4 umol/l), auf.

Fazit: Insgesamt ergeben sich aus den hier gezeigten Untersuchungsergebnissen folgende

Schliisse:
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(1) Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit aufgestellte Hypothese eines synergistischen
Effekts einer kombinierten B-Vitamin- und Antioxidanziensupplementierung hinsichtlich einer
Senkung der ADMA-Plasmakonzentration bei Personen mit erhéhtem kardiovaskularen
Risiko konnte nicht bestétigt werden. Damit erwies sich das in dieser Untersuchung verfolgte
Konzept einer kombinierten Gabe gegeniber der isolierten Verabreichung von entweder

B-Vitaminen oder Antioxidanzien als nicht tberlegen.

(2) Gegenuber den in vitro erhobenen Befunden ist auf Basis der hier gezeigten Ergebnisse
sowie unter Einbeziehung der bis dato vorliegenden Humanstudien kein eindeutiger Kausal-
zusammenhang zwischen dem ADMA-Status und a) Homocystein sowie b) oxLDL in vivo

festzustellen.

(3) Stattdessen legt die insgesamt inkonsistente Datenlage in Bezug auf eine Homocystein-
assoziierte Erhéhung der ADMA-Plasmakonzentration nahe, dass diese vielmehr ein Epi-

phanomen einer milden Nierendysfunktion darzustellen scheint.

(4) Demzufolge gilt es zu ermitteln, welcher quantitative Beitrag der renalen ADMA-
Clearance als determinierende GrdlRe der ADMA-Plasmakonzentration nierengesunder
Personen in Relation zur PRMT-I-abhéngigen ADMA-Synthese sowie dem ADMA-katabolen
DDAH-System zukommt.

(5) Schlief3lich zeigt sich, dass die redoxsensitive Regulation der PRMT-I und DDAH weitaus
komplexer zu sein scheint, als bisher angenommen. Gegenstand zukinftiger Forschungs-
arbeiten sollte daher sein, die hierbei zugrunde liegenden Mechanismen in ihrer Gesamtheit

aufzuklaren.

(6) AbschlieBend und vor dem Hintergrund der in dieser Arbeit gewonnenen Resultate
konnte die Bedeutung des ADMA-Plasmaspiegels als Marker des kardiovaskularen Risikos
bei einer klinisch gesunden Risikogruppe nicht verifiziert werden. Dies impliziert jedoch nicht,
dass mdgliche Effekte der hier verabreichten Nahrstoffkombination auch bei Patienten mit
manifester GefalRerkrankung (und vermeintlich hheren ADMA-Plasmawerten) ausbleiben.

Vielmehr bietet es sich an, das Forschungsinteresse zukuinftig auf diesen Aspekt zu richten.
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7/ SUMMARY AND CONCLUSION

Background: In the last three decades, several studies have shown that the vascular
endothelium especially the endothelial cell mediated nitric oxide (NO) production plays a
pivotal role for the vascular homeostasis and integrity. The aerially radical which is
synthesized from L-arginine via catalysis by the enzyme NO synthase (NOS) exerts many
vasoprotective effects resulting from its vasodilative function as well as from its anti-
thrombotic, antiinflammatory, antiproliferative, and antioxidative properties. Endothelial
dysfunction is associated with a loss of biologically active NO and is therefore considered to
be a pathophysiologically important initial atherogenic phenomenon induced by the known

cardiovascular risk factors according to the ‘response to injury hypothesis’.

In this context an intensively discussed molecular mechanism is the competitive inhibition of
the NOS enzyme activity by asymmetric dimethylarginine (ADMA) which is an endogenous
methylated L-arginine analogue. An involvement of ADMA has been emerged from several
experimental and clinical trials demonstrating an association between elevated ADMA and
cardiovascular risk factors such as hyperhomocysteinemia and hypercholesterolemia as well
as corresponding proatherogenic agents such as homocysteine or oxLDL. Findings from in
vitro studies which indicate a redox sensitive regulation of the enzymes PRMT-1 and DDAH
involved in ADMA synthesis and degradation thereby suggest that oxidative stress may be
the pathophysiological link of the homocysteine and oxLDL induced ADMA accumulation in

subjects with increased cardiovascular risk.

Hypothesis and Aims: The present doctoral thesis aimed at investigating the effect of a
combined supplementation of B vitamins (800 pg/d folic acid, 20 pg/d vitamin B;,, 6 mg/d
vitamin Bg) and antioxidants (80 mg/d vitamin E, 500 mg/d vitamin C, 15 mg/d zinc, 80 ug/d
selenium, 30 mg/d coenzyme Qi 3 mg/d carotinoids, 2 mg/d lycopene, 50 mg/d poly-

phenols) on

(a) the homocysteine and oxLDL concentration in plasma/serum as well as the antioxidant
capacity of plasma with the intention to minimize the significant determinants of ADMA

accumulation and therefore

(b) to detect potential synergistic effects on the ADMA plasma concentration of a healthy risk
group.

(c) This approach further implied the question if the modulation of ADMA metabolism which

demonstrated in vitro is also relevant in vivo.
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At the beginning of the present study only incomplete data from either isolated B vitamin or
antioxidant supplementation on ADMA had been available. Therefore, the concept of ADMA
reduction by the combined nutrient supplementation was evaluated in this clinical study for

the first time.

Methods and study sample: The six months interventional study was designed as
randomized, placebo-controlled, monocentric, double-blind study with two measurement
times (TO, T6). A total of 123 healthy subjects (45.5% women, 54.5% men, mean age: 58.3 +
8.1 years) with at least two prevalent cardiovascular risk factors (95.1% hypertension, 71.5%
hyper-/dyslipidemia, 63.4% visceral obesity, 38.2% type 2 diabetes, 27.6% familial
disposition, 17.9% smoking) were included and received either the nutrient supplement
(verum group: n=66) or placebo capsules with identical appearance (placebo group: n=57).
Both groups did not differ significantly in their general characteristics (anthropometrics,
cardiovascular risk profile and associated pharmacotherapy, C677T-MTHFR polymorphism

prevalence, diet, and life style).

Results: During the intervention the verum group showed a significant reduction of the mean
tHcy plasma concentration  (A: -2.14 + 2.31 umol/l; -20.8%, p<0.001), which was highly
significant compared to the increase in tHcy plasma levels observed within the placebo group
(A: 0.65 = 1.91 pmol/l; 6.8%, p=0.014). Supplementation also induced a notable effect on B
vitamin status variables associated with homocysteine metabolism: S-folate, E-folate, Cbl
and PLP increased highly significantly both compared with the baseline values and with the

placebo group.

After the intervention period there was also a moderat but highly significant reduction of the
mean oxLDL serum concentration which occurred independently of the verum or placebo
administration. The degree of reduction was even slightly higher in the placebo (A: -9.2 + 11
U/l; -12.6%) than in the verum group (A: -7.3 £ 12 U/l; -10.6%). The TEAC test showed that
the antioxidant capacity of plasma  was significantly increased within the verum group only
(A: 39.32 £ 136.5 umol/l; 1.7%, p=0.022), although there was no significant difference
compared with the TEAC differences of the placebo group (A: 8.98 + 97.2 umol/l; 0.4%). In
contrast, the variables of the a-tocopherol status (AT, AT/TC AT/TC+TG) and their changes
during the intervention differed highly significantly between both groups: While the
a-tocopherol serum concentrations (with/without correction for lipids) increased highly
significantly within the verum group the values of the placebo group remained nearly

unchanged.
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Regarding ADMA as the primary endpoint of this study, no effect of the nutrient
supplementation could be shown as the ADMA plasma concentrations were nearly constant
within the verum (A: 0.00 £ 0.07 umol/l) and the placebo group (A: 0.01 £ 0.06 pmol/l).
Further analyses indicated that the stability of the mean values of the total sample during the
study course resulted from a significant increase in subjects with low baseline ADMA and a
significant reduction in those with high baseline ADMA. This effect did not depend on the
allocation to verum or placebo. Moreover, the evaluation of selected subgroups neither
showed clinically relevant nor statistically significant changes of the ADMA concentration
within or between the verum and placebo group. Additionally, no statistically meaningful
correlation between the ADMA differences (T6-TO) of the verum group and the corres-
ponding changes in the homocysteine/B vitamin or oxLDL/antioxidant status could be
observed. Likewise, the baseline ADMA concentrations did not correlate significantly neither
with any of the relevant parameters, biochemical or clinical risk variables (i. e. lipid profile,

glucose concentration, blood pressure) nor with the number of cardiovascular risk factors.

Discussion: The effect of B vitamin supplementation on the tHcy plasma concentration is
consistent with published data: Regarding the baseline tHcy levels (9.92 + 2.51 umol/l),
which were already in a range recommended as a target for prevention of cardiovascular
disease in high risk individuals, the degree of homocysteine reduction observed in the
present study was probably as high as maximally achievable. Due to the high baseline
nutrient status of our sample it was initially assumed that the degree of absolute homo-
cysteine reduction was probably too low to induce an effect on ADMA concentration. This
assumption could be refuted in the light of other controlled interventional studies published
up to now which also failed to detect an ADMA reducing effect of B vitamin supplementation

despite in part a significantly higher homocysteine reduction (A: -28 to -47%).

Less consistent is the data regarding the association of ADMA and homocysteine in vivo.
While various studies indicate a positive correlation between ADMA and tHcy plasma
concentrations this could not be confirmed by us and other investigators. Based on this
discrepancy and the fact that both metabolites are renally excreted it can be assumed that
simultanous elevations of plasma ADMA and homocysteine do not result from a causal
relationship but rather from a subclinical restriction of renal function in the “creatinine blind”

range.

Regarding the lack of effect of an antioxidant supplementation on the oxLDL serum
concentration observed in our study, the published findings from other controlled studies are
in line with our results. Unlike the case of homocysteine which was significantly reduced by

the nutrient supplement, this result did not correspond with our hypothesis of the required



SUMMARY AND CONCLUSION 170

factors for an ADMA reduction. If or to what extent the observed oxLDL reduction in our
sample was associated with a decrease of oxidative processes on LDL particles with
potential relevance regarding ADMA cannot be clarified since the used ELISA probably do
not allow sufficient discrimination between oxLDL and native LDL. Moreover, the marginal
increase of the antioxidative capacity of plasma suggests that the TEAC assay may not be
sensitive enough to demonstrate effects of exogenous antioxidants which is consistent with

the results of other investigators.

Irrespective of the influence on circulating oxLDL in our and in another clinical study no
evidence of a positive effect of antioxidants on the ADMA plasma concentration in renally
healthy subjects could be shown. However, single methodically inadequate studies indicate
an ADMA reduction in association with antioxidant supplementation in renally insufficient
samples. Since renal insufficient patients exhibit significantly higher ADMA plasma levels
than healthy subjects the observed differences may indicate that an effect of antioxidant

supplementation occurs only in case of considerably higher baseline ADMA concentrations.

The last-mentioned aspect also provides an explanation for the overall lack of effect of the
supplementation in the investigated risk group. So our sample had relatively low ADMA
levels (TO: 0.38 £ 0.06 umol/l) compared with the plasma concentration estimated as physio-

logical if measured by MS-based analytical methods (0.3-0.5 pumol/l or 0.4 umol/l).

Conclusion: All in all, the observed results of the present study allow the following

conclusions:

(1) The hypothesis of the present study assuming a synergistic lowering effect of a combined
supplementation of B vitamins and antioxidants on the ADMA plasma concentration in
subjects with increased cardiovascular risk could not be confirmed. Therefore, the concept of
a combined nutrient administration pursued in this trial instead of an isolated

supplementation of either B vitamins or antioxidants has not been shown to be superior.

(2) In contrast to the results from in vitro studies a causal relationship between the ADMA
status and a) homocysteine or b) circulating oxLDL cannot be proved on the basis of clinical

studies in humans including the results of this study.

(3) Instead, conflicting data regarding increased ADMA plasma concentrations especially in
hyperhomocysteinemic subjects suggest that homocysteine associated ADMA elevations

rather could be an epiphenomenon of a mild renal dysfunction.

(4) Hence, it is necessary to find out the quantitative contribution of renal ADMA clearance as
determinant of the ADMA plasma concentration in renally healthy subjects compared with the
PRMT-I dependent ADMA synthesis and the ADMA catabolizing DDAH system.
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(5) Finally, it appears that the redox sensitive regulation of PRMT-I and DDAH is much more
complex than expected. Therefore, future investigations should aim at the clarification of the

underlying mechanisms as a whole.

(6) In conclusion and against the background of the results from this thesis the significance
of ADMA plasma concentration as a marker for the cardiovascular risk in a healthy risk group
could not be verified. However, this does not rule out that potential effects of the tested
nutrient combination may occur in patients with manifest vascular disease (and supposed
higher ADMA plasma concentrations). In fact, it would be interesting to focus future research

on this aspect.
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__________________

DOMANE

OXYGENASE-
DOMANE

Abb. Al: Schematischer Aufbau sowie Transfer von Elektronen innerhalb eines NOS-Dimers [modi-
fiziert nach STUEHR 1999]
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Wie haufig haben Sie in den vergangenen 12 Monaten __ Lebensmittel aus
folgenden Gruppen verzehrt (Bitte ankreuzen!)?

Lebensmittel- Verzehrshaufigkeit
gruppe
(fast) 2-3x pro ca. 1x pro 2-3x pro 1x pro nie
taglich Woche Woche Monat Monat/

seltener

Fleisch (ohne Wurst)

Wurstwaren,
Schinken
Gefliigel

Fisch

Kartoffeln

Teigwaren, Nudeln

Reis

rohes Gemise, Salat

gekochtes Gemiise

frisches Obst

Schokolade, Pralinen

sonstige SiiBwaren,
z. B. Bonbons
salzige Knabbereien,
z. B. Chips, Erdniisse
WeilRbrot, Mischbrot,
Toastbrot

Vollkorn-, Schwarz-
und Knackebrot
Haferflocken, Misli,
Cornflakes

Quark, Joghurt,
Dickmilch

Kéase

Eier

Bemerkungen:

Abb. A2: Muster des in der vorliegenden Studie eingesetzten FFQ zur Erhebung der Verzehrs-
haufigkeit ausgewahlter Lebensmittelgruppen [modifiziert nach WINKLER U. DORING 1995]
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>/= 140/90 mmHg,
unbehandelt 6

>/=140/90 mmHg,
behandelt

< 140/90 mmHg,
Placebo

behandelt
B Verum
keine Messwerte,
behandelt
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Anzahl der Falle mit pravalenter Hypertonie (  n=117)

Abb. A3: Verteilung der Verum- und Placebogruppe auf die zur Hypertonie-Pravalenz definierten
Einzelkriterien

hyperlipidisch,
unbehandelt 28

10

hyperlipidisch,

behandelt 10
OPlacebo
B Verum

9
normolipidisch,
behandelt 8
f f f f f f
0 5 10 15 20 25 30

Anzahl der Falle mit pravalenter Hyperlipidamie ( n =88)

Abb. A4: Verteilung der Verum- und Placebogruppe auf die Hyper-/Dyslipiddmie-Préavalenz definierten
Einzelkriterien
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ohne Diagnose
>/=7,0 mmol/l

Diabetiker, unbehandelt
>/=7,0 mmol/l

O Placebo

Diabetiker, unbehandelt

< 7,0 mmol/l B Verum

Diabetiker, behandelt
>/=7,0 mmol/l

Diabetiker, behandelt
< 7,0 mmol/l

I I I I I I I I I I
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Anzahl der Falle mit pravalentem Typ 2-Diabetes (  n =47)

Abb. A5: Verteilung der Verum- und Placebogruppe auf die zur Typ-2-Diabetes-Pravalenz definierten
Einzelkriterien

p<0,001*

60

[nmol/l]
8
1

S-Folat_T6-TO

20

* t-Test fur unabhéngige Stichproben,
bezogen auf Verum- und Placebogruppe

0 —OEB
T T
Placebo Verum

Abb. A6: Absolute T6-TO-Differenzen der S-Folat-Spiegel im Gesamtkollektiv, differenziert nach
Verum- und Placebogruppe (Mittelwert + SE)
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0,50
* t-Test fur unabhéangige Stichproben,
0,00 T bezogen auf Verum- und Placebogruppe
Placebo Verum
Abb. A7: Absolute T6-TO-Differenzen der E-Folat-Spiegel im Gesamtkollektiv, differenziert nach

Verum- und Placebogruppe (Mittelwert + SE)
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p<0,001*

I

1

20,4/

T
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Verum

* Mann-Whitney-U-Test, bezogen auf
Verum- und Placebogruppe

Abb. A8: Absolute T6-TO-Differenzen der Cbl-Serumspiegel im Gesamtkollektiv, differenziert nach
Verum- und Placebogruppe (Mittelwert + SE)

100,00

75,00

[nmol/l]

50,00

PLP_T6-TO

25,00

p<0,001*

—

0,00

T
Placebo

Verum

* Mann-Whitney-U-Test, bezogen auf
Verum- und Placebogruppe

Abb. A9: Absolute T6-TO-Differenzen der PLP-Plasmaspiegel im Gesamtkollektiv, differenziert nach
Verum- und Placebogruppe (Mittelwert + SE)
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A7

(n=66)

(n=61)
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Abb. A10: Korrelation zwischen den absoluten tHcy-Differenzen (T6-T0) und den Veranderungen der
Cbl-Serumspiegel sowie S-Folat-Spiegel wéhrend der Intervention (T6-TO) in der Verumgruppe des

Gesamtkollektivs

7 | p=0,865; KS-Test

20

123)

i

15

10

Anzahl der Probanden (n

5- b

0,20 0,40

ADMA_TO [pmol/]
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Abb. A11: Verteilung der ADMA-Plasmakonzentration im Gesamtkollektiv zu TO



ANHANG A: ABBILDUNGEN A8

Methionin Methyltransfer-
7 y!
THF ‘ \‘ Reaktionen
/J‘ SAM “
5,10-Methylen-THF MS 5 :;’
12 BHMT CH,
\A Betain
MTHFR 5-Methyl-THF SAH
, /
Homocystein 2
Remethylierung
CBS l Be
Cystathionin Transulfurierung
(katabol)

y-Cystathionase J Be

Cystein

Abb. Al2: Biochemie des Homocystein-Stoffwechsels (vereinfachte Darstellung) [modifiziert nach
DAYAL U. LENTZ 2005]

Der Abbau von Homocystein, das ein Intermediarprodukt im Stoffwechsel der essenziellen
Aminosaure Methionin darstellt, erfolgt Gber den Reaktionsweg der Remethylierung von Homocystein
zu Methionin, der durch die Methionin-Synthase (MS) katalysiert wird, sowie durch die irreversible
Transsulfurierung von Homocystein zu Cystein durch die Enzyme Cystathionin-3-Synthetase (CBS)
und y-Cystathionase. Die Remethylierung erfordert Vitamin Bj, als Coenzym der Methionin-Synthase
sowie 5-Methyl-Tetrahydrofolat (5-Methyl-THF), welches als Methylgruppendonor durch die 5,10-
Methylentetrahydrofolat-Reduktase (MTHFR) bereitgestellt wird. Die Transsulfurierung unterliegt einer
Vitamin-Bg-abhangigen Reaktionsfolge. In Leber und Niere existiert ein alternativer Remethylierungs-
weg, der durch die Betain-Homocystein-Methyltransferase (BHMT) katalysiert wird und bei der Betain
als Methylgruppendonor fungiert. SAH: S-Adenosyl-Homocystein, SAM: S-Adenosyl-Methionin.
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Tab. Al: Ubersicht Gber die wichtigsten, von Endothelzellen gebildeten vasoaktiven Substanzen
[modifiziert nach SIMON et al. 1999]

Vasodilatatoren

Stickstoffmonoxid, NO (Endothelium Derived Relaxing Factor, EDRF)
Endothelium Derived Hyperpolarizing Factor (EDHF)
Prostacyclin I, (PCl,), Prostaglandin E, (PGE,)

Vasokonstriktoren

Endothelin-1

Angiotensin Il

Thromboxan A, (TXA,), Endoperoxide (Prostaglandin H,, PGH,)
Superoxidanionen (0,)*

Wachstumsfaktoren — Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)

— Transforming Growth Factor- (TGF-[3)

— Platelet Derived Growth Factor (PDGF)

— Monocyte Colony Stimulating Factor-1 (MCSF-1)
Hamostasefaktoren - von Willebrand Faktor (VWF)

Plasminogen Activator Inhibitor-1 (PAI-1)
tissue- Plasminogen Activator (t-PA)

Adhasionsmolekile

Intercellular Adhesion Molecule-1 (ICAM-1)
Vascular Cell Adhesion Molecule-1 (VCAM-1)
E-Selektin

Chemo-/Zytokine

Monocyte Chemoattractant Protein-1 (MCP-1)
Interleukine

%! Die hier vorgenommene Einordnung als vasokonstriktorische Substanz ergibt sich aus seiner Funktion als NO-

Scavenger.
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Tab. A2: ADMA-Plasmaspiegel [umol/l] bei Probanden mit und ohne manifeste Atherosklerose

— Ergebnisse aus Querschnittsstudien (Auswabhl)

Atherosklerose- Patienten Kontrollen Erhdhung ”  Referenz
Manifestation
Akutes Koronar- 0,56 + 0,18% 0,47 £ 0,12 1,2-fach VALKONEN et al.
syndrom / KHK p<0,05 2001
0,66 + 0,17 0,44 + 0,09 1,5-fach Lu et al. 2003a
n=46 n=51 p<0,001
0,70 (0,59-0,87) 0,60 (0,54-0,69) 1,2-fach SCHULZE
n=131 n=131 p<0,001 et al. 2006
CARDIAC-Study
Herzinsuffizienz 0,55 + 0,02° 0,49 + 0,02 1,1-fach Usul et al. 1998
n=40 n=36 p<0,01
Apoplex / zerebrale 1,85+ 1,32 0,93+0,32 2,0-fach Yoo u. LEE 2001
Ischamien n=52 n=36 p<0,001
0,55+ 0,08d 0,50 £ 0,06 1,1-fach WANBY et al.
n=71 n=48 p<0,001 2006
0,54 +0,05° 0,50 £ 0,06 1,1-fach WANBY et al.
n=31 n=48 p<0,001 2006
pAVK 2,80+ 0,22 1,01 £0,05 2,8-fach BOGER et al.
n=77 n=37 p<0,05 1997b

" Mittelwert + SD bzw. Median (25-75er Perzentil), " Patienten vs. Kontrolle (gerundete Werte)

& KHK-Patienten mit vs. ohne akutes Koronareignis,
® Koronarstenose >50% vs. Koronarstenose <50%

¢ schweres (NYHA-KIasse92 11I-1V) vs. mildes Erkrankungsstadium (NYHA-Klasse I-11)

9 kardioembolischer Insult

¢ transitorisch-ischdmische Attacke

%2 \on der New York Heart Association etabliertes Klassifizierungsschema zur Einteilung der Herzinsuffizienz
nach ihrem funktionellen Schweregrad [HorpPE et al. 2005]: Stadium | = asymptomatische kardiale Dysfunktion
ohne kdrperliche Limitationen, Stadium |l = kardiale Dysfunktion mit leichter Einschréankung der koérperlichen
Leistungsféahigkeit, Symptomatik bei alltdglicher kdrperlicher Belastung, Stadium Ill = kardiale Dysfunktion mit
héhergradiger Einschrankung der kérperlichen Leistungsfahigkeit, Symptomatik bei geringer kdrperlicher
Belastung, Stadium IV = kardiale Dysfunktion mit Beschwerden bei allen kérperlichen Belastungen und in Ruhe,

Bettlagerigkeit.
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Tab. A3: Fir die Studienteilnahme relevante und im Rahmen des Screenings der Studieninteressen-
ten Uberprifte Einschlusskriterien

El_nsc_hluss Beurteilungskriterien Basis
riterien
Hyper-/Dys- arztliche Diagnose erhodhter Blutfettwerte Framingham-
lipoproteinamie bzw. Abweichung von mind. einem der folgenden Risk-Score®
Grenzwerte*:
TC 26,22 mmol/l (240 mg/dl) PROCAM-
LDL 4,15 mmolll (160 mg/di) Risk-Score
HDL <0,91 mmol/l (35 mg/dl)
Triglyceride 1,7-4,5 mmol/l (150-400 mg/dI)°
und/oder hypolipidamische Medikation
Arterielle Blutdruck >140/90 mmHg Framingham-
Hypertonie und/oder antihypertensive Medikation Risk-Score
Typ-2-Diabetes arztlich festgestellte Diagnose
und/oder medikamentdse Behandlung mit oralen
Antidiabetika bzw. Insulin
und/oder Einhaltung einer Diabetes-Diat
Familiare Myokardinfarkt, Schlaganfall oder pAVK im 1. Verwandt- PROCAM-
Disposition schaftsgrad vor Erreichen des 60. Lebensjahres Risk-Score
Adipositas BMI =30 kg/m2 nach Berechnung aus subjektiven Angaben WHO 2000
zu Koérpergrol3e und —gewicht
Rauchen regelméRiger Zigaretten-, Zigarillo- und/oder Framingham-
Pfeifenkonsum Risk-Score

oder Aufgabe des Rauchens innerhalb der letzten
12 Monate

"Die Beurteilung erfolgte anhand von eingesandten oder telefonisch von den Interessenten mitgeteilten Labor
befunden. Andernfalls war die medikamenttse Behandlung maf3gebendes Zuordnungskriterium.

% im Score beriicksichtigte Risikovariablen; im Fall der Lipid- und Blutdruckwerte wurden die Grenzwerte der
shigh risk“-Kategorie nach WiLsoN et al. [1998] zugrunde gelegt

®im Score bertcksichtigte Risikovariablen nach AssMANN et al. [2002]

¢ nach den Kriterien der INTERNATIONAL TASK FORCE FOR PREVENTION OF CORONARY HEART DISEASE [1998],
wonach Triglyceridspiegel >4,5 mmol/l mit dem Vorhandensein groR3erer, jedoch weniger atherogener
Lipoproteinpartikel assoziiert sind®®

% Eur das Probanden-Screening wurden Personen mit Triglyceridwerten >4,5 mmol/l primér aus methodischen
Griinden (lipidamische Probe) von der Teilnahme ausgenommen. Dariiber hinaus kénnen Triglyceridspiegel
dieser GréBenordnung u. U. auf eine alkoholinduzierte Hypertriglyceridamie bzw. einen damit verbundenen
Alkoholabusus (=Ausschlusskriterium) zurtickgefuhrt werden.
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Tab. A4: Bewertungsmatrix zur Ermittlung des Ernahrungsmuster-Index mittels FFQ [nach WINKLER U.

DORING 1995]

In den Index einbezogene

Verzehrshaufigkeit*

Lebensmittelgruppen W @ @ @ (6 (6
Fleisch (ohne Wurstwaren) 0 1 2 2 1 0
Wurstwaren, Schinken 0 1 2 2 1 0
Fisch 1 2 2 1 0 0
Kartoffeln 2 1 0 0 0 0
Teigwaren, Nudeln 2 1 0 0 0 0
Reis 2 1 0 0 0 0
Gemuse (roh) oder Salat 2 1 0 0 0 0
Gemuse (gekocht) 2 1 0 0 0 0
frisches Obst 2 1 0 0 0 0
Schokolade, Pralinen 0 0 1 1 2 2
Kuchen, Gebéack, Kekse 0 0 1 1 2 2
Salzige Knabbereien, z.B. Chips, Erdniisse 0 0 1 1 2 2
Vollkorn-, Schwarz-, Knackebrot 2 1 0 0 0 0
Haferflocken, Musli, Cornflakes 2 2 1 1 0 0
Eier 0 1 2 2 2 2

Erndhrungsmusterindex-Kategorie

2 der vergebenen Punktwerte

optimales ,guinstiges" Erndhrungsmuster
mittleres ,normales” Erndhrungsmuster

abweichendes ,unginstiges” Erndhrungsmuster

216 Punkte
14-15 Punkte
<13 Punkte

* Kategorien der Haufigkeitsskala gemaR den Angaben im FFQ (vgl. Abb. A2, Anhang A): (1) ,(fast) taglich,
(2) ,2-3x pro Woche*, (3) ,ca. 1x pro Woche*, (4) 2-3x pro Monat*, (5) ,1x pro Monat/seltener*, (6) ,nie"
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Tab. A5: Beurteilungsgrundlage fur das Vorliegen eines metabolischen Syndroms nach AHA/NHLBI-
Definition [GRUNDY 2005; GRUNDY et al. 2005]

Diagnose eines M etabolischen Sydroms

Risikofaktor bei mindestens drei der folgenden funf Kriterien

Erhohter - w:=88cm
Taillenumfang - m:>102 cm
Erhohte Triglyceride - 21,7 mmol/l (150 mg/dl)

- und/oder TG-senkende Medikation*
Erniedrigtes HDL - w: <1,3 mmol/l (50 mg/dl)
- m:<1,0 mmol/l (40 mg/dI)
- und/oder HDL-erh6hende Medikation*

Erhohter Blutdruck - SBD =130 mmHg und/oder
DBD =85 mmHg
- und/oder antihypertensive Medikation

Erhohte - =5,6 mmol/l (100 mg/dl)
Nchternglucose - und/oder antiglykamische Medikation

* Behandlung mit Fibraten oder Nicotinsaure

Tab. A6: Blutdruckwerte, Lipid- und Glucose-Serumspiegel zu TO in der Verum- und Placebogruppe
des Gesamtkollektivs (Mittelwert + SD)

Gesamtkollektiv Verum Placebo p

SBD_TO [mmHg] 151 +19,9 153+ 23,1 148 + 15,3 0.193%
(n=121) (n=65) (n=56) ’

DBD_TO [mmHg] 94 + 10 94 +11 95+9,1 0.374%
(n=121) (n=65) (n=56) ’

TC_TO [mmol/l] 6,03+ 1,28 6,01 +1,32 6,06 + 1,24 0.855%
(n=123) (n=66) (n=57) !

LDL_TO [mmol/l] 3,98 + 0,96 4,01 +1,00 3,94+ 0,92 0.683%
(n=123) (n=66) (n=57) ’

HDL_TO [mmol/l] 1,43+0,40 1,42 +0,38 1,44 +£0,42 0.694°
(n=123) (n=66) (n=57) ’

TC/HDL_TO 4,4+1,2 44+1,1 45+14 0,811%
(n=123) (n=66) (n=57) ’

TG_TO [mmol/]] 2,08 +1,34 1,96 £ 0,98 2,19+1,67 0.841"
(n=123) (n=66) (n=57) ’

Glucose_TO [mmol/l] 6,59 + 1,98 6,61 + 2,20 6,57 +1,72 0.651°
(n=123) (n=66) (n=57) '

& t-Test fur unabhangige Stichproben, bezogen auf Verum- und Placebogruppe

b Mann-Whitney-U-Test, bezogen auf Verum- und Placebogruppe
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Tab. A7: Im Gesamtkollektiv zu TO ermittelter BMI und damit assoziiertes Komorbiditatsrisiko nach

WHO [WHO 2000, S. 9]

Gesamt
Klassifikation BMI-Kategorie Komorbitatsrisiko (n=123)
n %

Normalgewicht 18,5 - <25 kg/m” durchschnittlich 6 4,9
Praadipositas 25 - <30 kg/m® gering erhoht 39 31,7
Adipositas (gesamt) >30 kg/m? 78 63,4
Adipositas Grad 1 30-<35 kg/m2 erhoht 51 41,5
Adipositas Grad 2 35 - <40 kg/m® hoch 17 13,8
Adipositas Grad 3 240 kg/m® sehr hoch 10 8,1

Tab. A8: Im Gesamtkollektiv zu TO ermittelter Taillenumfang und damit assoziiertes Komorbiditats-
risiko nach WHO [WHO 2000, S. 11]

Gesamt BMI = 30 kg/m* BMI < 30 kg/m 2
TU-Risikoklassifikation (n=123) (n=78) (n=45)
n n % n %

keine Risikoerhéhung
(w <80 cm; m <94 cm) 4 33 - - 4 8.9
erhohtes
Komorbiditétsrisiko 119 96,7 8 100 4l 9.1

moderate Risikoerhéhung

(w >80 cm: m 94 cm) 24 19,5 1 1,3 23 51,1

deutliche Risikoerhéhung 95 77.2 77 98,7 18 40,0

(w =88 cm; m =102 cm)
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Tab. A9: Medikamenttése Behandlung kardiovaskularer Risikofaktoren im Gesamtkollektiv

Gesamt Verum Placebo
(n=123) (n=66) (n=57)
n % n % n %
Keln_e r|§|koassozuerte 13 10,6 5 76 8 14,0
Medikation
Risikoassoziierte Medikation 110 89.4 61 92.4 49 86.0
(gesamt)
Antihypertonika 55 50 32 52,5 23 46,9
Lipidsenker 6 55 3 49 3 6,1
Antidiabetika 1 0,9 -- -- 1 2,0
Antihypertonika + Lipidsenker 27 24,5 12 19,7 15 30,6
Antihypertonika + Antidiabetika 17 15,5 11 18,0 6 12,2
Lipidsenker + Antidiabetika 1 0,9 -- -- 1 2,0
Antihypertonika + Lipidsenker 3 27 3 49 _ _

+ Antidiabetika

Tab. Al10: Korrelationskoeffizienten und zugehérige Signifikanzniveaus zwischen Homocystein und
B-Vitaminstatusparametern im Gesamtkollektiv zu TO

tHcy TO S-Folat_TO E-Folat_TO Chl_TO
[umol/I] [nmol/l] [umol/1] [pmol/l]
S-Folat_TO rs -0,389
[nmol/l] p <0,001
n 122
E-Folat_TO rs -0,143 0,385
[umol/I] p 0,116 <0,001
n 122 122
Cbl_TO  r/rg -0,311" 0,216 0,254
[pmol/l] p <0,001 0,017 0,005
n 123 122 122
PLP_TO rs 0,063 0,306 0,013 -0,141
[nmol] p 0,488 0,001 0,884 0,120
n 123 122 122 123

# Korrelationskoeffizient nach Pearson n
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Tab. A11l: Korrelationskoeffizienten und zugehdrige Signifikanzniveaus zwischen den absoluten tHcy-
Differenzen (T6-T0) und den Differenzen der B-Vitaminstatusparameter (T6-T0) in der Verumgruppe
des Gesamtkollektivs

tHcy T6-TO S-Folat_T6-TO E-Folat_T6-TO Cbl_T6-TO
[umol/] [nmol/l] [umol/] [pmol/l]
S-Folat_T6-TO r -0,408
[nmol/l] p 0,001
n 61
E-Folat_T6-TO r -0,257 0,562
[umol/] p 0,054 <0,001
n 57 57
Cbl_T6-TO s -0,528 0,581 0,401
[pmol/I] p <0,001 <0,001 0,002
n 66 61 57
PLP_T6-TO r -0,092 0,335 0,273 0,159
[nmol] p 0,461 0,008 0,040 0,203
n 66 61 57 66

Tab. A12: Korrelationskoeffizienten und zugehdérige Signifikanzniveaus zwischen oxLDL und Anti-
oxidanzienparametern im Gesamtkollektiv zu TO

oxLDL_TO [u/l] TEAC_TO [umol/l]
TEAC_TO [umol/l] r -0,041 -0,101
p 0,681 0,394
n 102" 73"

AT_TO [umol/l] r -0,001* 0,058* -0,131

p 0,994 0,631 0,148

n 102" 73" 123

AT/TC_TO I's -0,033 -0,038 -0,145

[umol/mmol] p 0,744 0,747 0,109

n 102" 73" 123

AT/TC+TG_TO r -0,054 0,013 -0,087

[umol/mmol] p 0,592 0,915 0,337

n 102" 73" 123

" untersuchte Teilstichprobe, ™ untersuchte Teilstichprobe abziiglich Probanden mit hypolipidamischer
Medikation, * partielle Korrelation (Kontrollvariablen: TC_TO, TG_TOog)
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Tab. Al13: Korrelationskoeffizienten und zugehdorige Signifikanzniveaus zwischen den absoluten
oxLDL-Differenzen (T6-T0) und den Differenzen der Antioxidanzienparameter (T6-TO) in der Verum-
gruppe des Gesamtkollektivs

oxLDL_T6-TO [U/l] TEAC_T6-TO [umol]

TEAC_T6-TO [umol/] s 0,028
p 0,866
n 40"
AT_T6-TO [umol/l] r 0,026* -0,113
p 0,875 0,367
n 40" 66
AT/TC_T6-TO r -0,005 -0,047
[umol/mmol] p 0,977 0,708
n 40" 66
AT/TC+TG_T6-TO r -0,079 -0,032
[umol/mmol] p 0,626 0,800
n 40" 66

" untersuchte Teilstichprobe abziiglich Probanden mit hypolipidamischer Medikation, * partielle Korrelation

(Kontrollvariable: TC_T6-TO0)

Tab. Al14: ADMA-Plasmaspiegel zu TO und T6 sowie absolute T6-TO-Differenzen in der Verum- und
Placebogruppe des Subkollektivs ,Hohe der tHcy-Plasmaspiegel (Mittelwert £ SD)

Subkollektiv Verum Placebo p
tHcy_TO0 <8,30 umol/l (n=32) (n=15) (n=17)
ADMA_TO [amol/l] 0,37 + 0,06 0,36 + 0,05 0,37 £ 0,07 0,773
ADMA_T6 [umol/] 0,38 + 0,06 0,39 + 0,06 0,37 + 0,06 0,316
p” 0,331 0,177 0,952
ADMA_T6-TO [umol/l] 0,01 + 0,07 0,03 + 0,08 0,00 + 0,07 0,263
tHcy _TO 210,9 pmol/l (n=30) (n=19) (n=11)
ADMA_TO [pmol/l] 0,38 + 0,05 0,38 + 0,06 0,38 + 0,04 0,773
ADMA_T6 [pmol/] 0,39 + 0,06 0,38 + 0,06 0,41 + 0,05 0,316
p” 0,469 0,913 0,214
ADMA_T6-TO [umol/l] 0,01 + 0,07 0,00 + 0,08 0,02 + 0,05 0,263

& t-Test fur unabhéngige Stichproben, bezogen auf Verum- und Placebogruppe
® t-Test fiir abhéangige Stichproben, bezogen auf TO und T6
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Tab. Al5: Korrelationskoeffizienten und zugehérige Signifikanzniveaus zwischen ADMA und den fir
die Fragestellung relevanten Parametern im Gesamtkollektiv zu TO

ADMA_TO [umol/I]

n r Is p
tHcy_TO [umol/] 123 0,046 0,615
S-Folat_TO [nmol/l] 122 0,074 0,421
E-Folat_TO [umol/l] 122 0,037 0,687
Cbl_TO [pmol/I] 123 0,099 0,278
PLP_TO [nmol] 123 0,049 0,594
oxLDL_TO [U/] 102" 0,084 0,399
73" 0,167 0,159
TEAC_TO [umol/] 123 -0,154 0,088
AT_TO [umol/] 123 -0,043 0,638
AT/TC_TO [umol/mmol] 123 0,011 0,906
AT/TC+TG_TO [umol/mmol] 123 0,023 0,797

" untersuchte Teilstichprobe, ™ untersuchte Teilstichprobe abziiglich Probanden mit hypolipidamischer
Medikation
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Tab. A16: Korrelationskoeffizienten und zugehdrige Signifikanzniveaus zwischen ADMA und weiteren

ausgewahlten Parametern im Gesamtkollektiv zu TO

ADMA_TO [umol/I]

n r s p
SDMA_TO [umol/l] 123 0,281 0,002
Creatinin_TO [umol/l] 123 -0,042 0,642
L-Arg_TO [umol/l] 123 0,153 0,092
TC_TO [mmol/l] 123 -0,062 0,493
86" -0,092 0,401
HDL_TO [mmol/] 123 0,051 0,578
86" -0,007 0,949
LDL_TO [mmol/] 123 -0,077 0,400
86" -0,081 0,461
TG_TO [mmol/l] 123 -0,031 0,731
86" 0,048 0,663
Glucose_TO [mmol/l] 123 0,008 0,934
101" 0,038 0,707
SBD_TO [mmHg] 121 0,005 0,960
DBD_TO [mmHg] 121 -0,076 0,403
BMI_TO [kg/m?] 123 0,058 0,522
TU_TO [cm] 123 0,018 0,843
Alter_TO [Jahre] 123 0,157 0,083

* Gesamtstichprobe abziiglich Probanden mit hypolipiddmischer Medikation, # Gesamtstichprobe abziiglich

Probanden mit antiglykdmischer Medikation
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Tab. Al7: Korrelationskoeffizienten und zugehdorige Signifikanzniveaus zwischen den absoluten
ADMA-Differenzen (T6-T0O) und den Differenzen der fur die Fragestellung relevanten Parameter
(T6-TO) in der Verumgruppe des Gesamtkollektivs

ADMA_T6-TO [umoll]

n r s p
tHcy T6-TO [umol/l] 66 0,102 0,416
S-Folat_T6-TO [nmol/l] 61 0,032 0,809
E-Folat_T6-TO [umol/l] 57 -0,147 0,276
Cbl_T6-TO [pmol/l] 66 -0,079 0,527
PLP_T6-TO [nmol] 66 0,041 0,742
oxLDL_T6-TO [U/]] 40" -0,234 0,147
TEAC_T6-TO [umol/l] 66 0,213 0,085
AT_T6-TO [umol/l] 66 -0,228 0,066
AT/TC_T6-TO [umol/mmol] 66 -0,070 0,576
AT/TC+TG_T6-TO 66 -0,103 0,412

[umol/mmol]

" untersuchte Teilstichprobe abziiglich Probanden mit hypolipidamischer Medikation
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Tab. Al18: Lipid- und Glucose-Serumspiegel zu TO und T6 sowie absolute T6-TO-Differenzen in der

Verum- und Placebogruppe des Gesamtkollektivs (Mittelwert £ SD)

Gesamtkollektiv Verum Placebo p
TC_TO [mmol/l] 6,14 + 1,28 6,08 + 1,36 6,22 + 1,18 0.623%
(n=86)" (n=48)" (n=38)" ’
TC_T6 [mmol/l] 6,07 +1,21 5,99 + 1,25 6,16 + 1,16 0.528°
(n=86)" (n=48)" (n=38)" ’
p® 0,393 0,455 0,662
TC_T6-TO [mmol/l] -0,08 + 0,83 -0,09 + 0,82 -0,06 + 0,85 0.873%
(n=86)" (n=48)" (n=38)" '
HDL_TO [mmol/l] 1,43+ 0,42 1,41 +0,37 1,45+ 0,48 0.705%
(n=86)" (n=48)" (n=38)" '
HDL_T6 [mmol/l] 1,45 + 0,42 1,43+0,36 1,47 + 0,48 07312
(n=86)" (n=48)" (n=38)" '
p” 0,419 0,464 0,669
HDL_T6-TO [mmol/l] 0,02 + 0,25 0,02 £ 0,22 -0,06 + 0,85 09512
(n=86)" (n=48)" (n=38)" ’
LDL_TO [mmol/] 4,08 + 0,94 4,10 1,02 4,07 +£0,84 0.894°
(n=86)" (n=48)" (n=38)" ’
LDL_T6 [mmol/l] 3,96 + 0,87 3,96 + 0,86 3,96 +£ 0,70 0.977%
(n=86)" (n=48)" (n=38)" ’
p” 0,072 0,128 0,315
LDL_T6-TO [mmol/l] -0,12 + 0,63 -0,13 + 0,60 -0,11 + 0,67 0.873%
(n=86)" (n=48)" (n=38)" '
TG_TO [mmolll] 2,01+1,17 1,90+ 0,91 2,16 + 1,43 0313
(n=86)" (n=48)" (n=38)" '
TG_T6 [mmolll] 2,01+1,33 1,81 +0,91 2,27 £ 1,70 0137°
(n=86)" (n=48)" (n=38)" '
p 0,988 0,531" 0,499"
TG_T6-TO [mmoll] 0,00 + 1,01 -0,09 + 1,01 0,11 +1,02 0.355°
(n=86)" (n=48)" (n=38)" ’
Glucose_TO [mmol/l] 6,12 + 1,14 6,07 + 1,22 6,17 + 1,05 0.343°
(n=101)" (n=52)" (n=49)" :
Glucose_T6 [mmol/l] 6,21 + 0,96 6,16 + 0,99 6,27 + 0,94 0.570°
(n=101)" (n=52)" (n=49)" :
p 0,033¢ 0,461" 0,231°
Glucose_T6-TO [mmol/l] 0,09 + 0,73 0,09 + 0,86 0,10 £ 0,57 0.948%
(n=101)" (n=52)" (n=49)" :

" Gesamtstichprobe abziiglich Probanden mit hypolipidamischer Medikation, # Gesamtstichprobe abziiglich
Probanden mit antiglykdmischer Medikation

& t-Test fur unabhangige Stichproben, bezogen auf Verum- und Placebogruppe
® t-Test fir abhéngige Stichproben, bezogen auf TO und T6

¢ Mann-Whitney-U-Test, bezogen auf Verum- und Placebogruppe
d Wilcoxon-Test, bezogen auf TO und T6
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Tab. A19: Vergleich der B-Vitaminspiegel* des Gesamtkollektivs zu TO mit den nach Geschlecht
angegebenen Mittelwerten (x SD) der EPIC-Potsdam-Subkohorte [DROGAN et al. 2004]

Gesamtkollektiv

EPIC-Potsdam

m w m (n=203) W (n=160)

S-Folat [nmol/l] 23,4+11,0 25,8+ 15,1 17,3+5,3 18,4+ 6,2
(n=66) (n=56)

E-Folat [umol/l] 0,95 + 0,36 0,95 £ 0,42 0,77 £ 0,25 0,76 £ 0,25
(n=66) (n=56)

Cbl [pmol/l] 252 + 66,7 314 + 146 237 + 85 256 + 113
(n=67) (n=56)

PLP [nmol/l] 48,7 + 30,9 34,7+19,1 46,8 + 29,5 40,7 + 35,0
(n=67) (n=56)

" Die grau unterlegten Felder entsprechen den jeweils hdheren B-Vitaminkonzentrationen.

Tab. A20: oxLDL/LDL-Quotient zu TO und T6 sowie absolute T6-TO-Differenzen in der Verum- und

Placebogruppe des Gesamtkollektivs (Mittelwert + SD)

Gesamtkollektiv

Verum

Placebo

(n=73) (n=40) (n=33) P
oxLDL/LDL_TO [U/mmol] 17.6 + 3.34 17,1 + 3,05 183+ 358 0,106
oxLDL/LDL_T6 [U/mmol] 16.2 + 3.44 15,5 + 2,70 17.0 + 4.07 0,081
p® <0,001 0,001 0,022
OXLDL/LDL_T6-T0 1,47 +2,97 1,56+ 2,76 132+324 0,774

[U/mmol]

& t-Test fur unabhangige Stichproben, bezogen auf Verum- und Placebogruppe
® t-Test fir abhéngige Stichproben, bezogen auf TO und T6
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Bestimmung von ADMA und SDMA

Die Plasmakonzentration der dimethylierten L-Arginin-Analoga ADMA und SDMA wurde
mittels eines HPLC-ESI-MS/MS-Verfahrens analysiert, welches anlasslich der Kooperation
mit dem Medizinischen Labor Bremen (MLHB, Bremen) durch selbiges etabliert und validiert

wurde [KIRCHHERR U. KUHN-VELTEN 2005]. Methodenprinzip: In einem Vorbehandlungsschritt

werden die zu untersuchenden Proben zundchst mit Fallungsreagenz (Acetonitril-Methanol,
9:1) und einem Isotop-markierten internen Standard (ds-Leucin) versetzt und mittels
Zentrifugation gereinigt. Der enteiweiRte und mit aqua dest. verdiinnte Uberstand wird unter
Verwendung einer Graphit-Spezialsaule (Hypercarb, Thermo Electron; 50 x 4,6 mm, Partikel-
grofRe 5 um) chromatographisch aufgetrennt. Zur anschlieRenden Elution wird eine wassrige
Acetonitril-/Trifluoressigsaurelésung unter Aufbau eines linearen Acetonitril-Gradienten
(5-20% innerhalb 3 min, Flow 0,8 ml/min) eingesetzt. Die Detektion der im Eluat enthaltenen
Analyte, die mittels Elektronen-Spray-lonisation (3,0 kV, 500C) in positiv geladene lonen-
Fragmente Uberfihrt werden, erfolgt im Triple-Quadrupol-Massenspektrometer (APl 4000,
Applied Biosystems/MDS Sciex) unter Zugrundelegung der Retentionszeit und des
Masse-/Ladungsverhaltnis (m/z) [weiterfuhrende Details vgl. KIRCHHERR U. KUHN-VELTEN
2005].

Bestimmung von L-Arginin (L-Arg)
Die quantitative Bestimmung von L-Arginin (L-Arg) im Plasma wurde ebenfalls unter

Anwendung eines HPLC-ESI-MS/MS-Verfahrens durchgefuhrt (separater Analysegang zur
0. g. Methode). Methodenprinzip: Die Ausféllung der Proteinfraktion erfolgt durch Zugabe

von Sulfosalicylsdure (10%) nach Zusatz der internen Standards (ds-Phenylalanin, **N-
Lysin). Der durch Zentrifugation gewonnene und mit mobiler Phase (Methanol-Essigsaure,
70:30) verdinnte Uberstand wird unter isokratischen Bedingungen separiert (Saule:
Luna CN, Phenomenex; 100 x 2 mm, Partikelgrof3e 5 um) und der eluierte Analyt mittels ESI-
MS-MS (APl 2000, Applied Biosystems/MDS Sciex), ahnlich dem fir die Dimethylarginine
beschriebenen Verfahren, detektiert [KUHN-VELTEN 2005a].

Bestimmung von Homocystein (tHcy)

Homocystein wurde als Gesamt-Homocystein (tHcy)* im Plasma unter Verwendung eines
vollautomatisierten Fluoreszenzpolarisationsimmunoassays (AXSYM® Homocystein, Nr. 36-
6024/R4, Abbott Laboratories 2003, Wiesbaden) erfasst. Methodenprinzip: Gebundenes

% Die tHcy-Fraktion umfasst die Summe aller Homocystein-Varianten, die sich aus der proteingebundenen Form
(Protein-SS-Hcy, 70-90 %) und dem frei zirkulierenden Anteil aus Homocystin (Hcy-SS-Hcy, 5-10 %), gemischten
Disulfiden mit Cystein (Cys-SS-Hcy, 5-10 %) sowie geringen Mengen an reduziertem Hcy (< 2 %) zusammensetzt
[UBBINK 2000, STANGER 2004, S 149].
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(oxidiertes) Hcy wird zunachst in freies (reduziertes) Hcy tberfuhrt (1), welches durch en-

zymatische Konversion zu S-Adenosyl-L-Homocystein (SAH) umgesetzt wird (2):

. Dithiothreitol .
(1) Protein-SS-Hcy, Cys-SS-Hcy, Hey-SS-Hey » Hcy (reduziert)

SAH-Hydrolase

(2) Hey + Adenosin SAH + H,0

Der Probenansatz wird mit anti-SAH-Antikérper-Reagenz und S-Adenosyl-L-Cystein-
Fluoreszein-Tracer-Losung versetzt, wobei SAH und der markierte Fluoreszein-Tracer um
die Bindungsstellen am Antikorper konkurrieren. Der Polarisationsgrad des emittierten Lichts,
der mit zunehmender Bindung des Tracers steigt, wird Uber das optische Messsystem des

AXSYM®-Analysegerats erfasst, woraus dieses den SAH-Gehalt der Probe berechnet.

Bestimmung von Folat (S-Folat/E-Folat)

Fur die Analyse des Folatgehalts in Serum (S-Folat) und Erythrozyten (E-Folat) wurde ein
vollautomatisierter Elektrochemilumineszenz-Immunoassay (Folat Elecsys® Test, Nr.
03253678, Roche Diagnostics 2003-05, Mannheim) eingesetzt. Methodenprinzip: Das Test-

verfahren beruht auf der Kompetition zwischen dem in der Probe (Serum bzw. Vollblut-
Hamolysat) enthaltenen Folat und exogen zugefligtem biotinyliertem Folat an einem
markierten®* Folatbindungsprotein. Mit Ausnahme der zur Vorbehandlung verwendeten
Reagenzien (hier: Monothioglycerin, NaOH), handelt es sich um ein zur Cbl-Bestimmung

analoges Analyseverfahren, das nachfolgend néher erlautert wird (s. u.).

Zur Herstellung des fir die Bestimmung von E-Folat erforderlichen Hamolysats wird EDTA-
Vollblut mit einer gebrauchsfertigen Ascorbinsaurelésung (RBC Folate Hemolyzing Reagent,
Nr. 12017741, Roche Diagnostics 2002-11, Mannheim) verdinnt und 90 min bei 20-25C
inkubiert (Erythrozytenlyse und Stabilisierung des freigesetzten Folats). Die automatisierte
Berechnung der E-Folatkonzentration erfolgt unter Berlcksichtigung des aus jeder Vollblut-
probe vorab bestimmten Hamatokrits (HK) einschlieBlich der durch die Vorbehandlung
entstandenen Verdinnung nach folgender Formel:
Konz. Folat x 31

E-Folat = x 100
% HK

Bei Proben mit niedriger E-Folat- und zugleich hoher S-Folatkonzentration werden die Werte

durch eine zusatzliche Serumkorrektur automatisch vom System bereinigt.

% Markierung mit Tris(2,2" bipyridyl)ruthenium(il)-Komplex
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Bestimmung von Cobalamin (Cbl)

Die quantitative Bestimmung von Cobalamin (Cbl) im Serum wurde unter Verwendung eines
vollautomatisierten Elektrochemilumineszenz-Immunoassays (Vitamin By, Elecsys®-Test, Nr.
11820753, Roche Diagnostics 2003-02, Mannheim) durchgefuhrt. Methodenprinzip: Der in

vitro Bindungstest basiert auf einem kompetitiven Testprinzip, bei dem das aus endogenen

Bindungsproteinen freigesetzte Cbl (Probenvorbehandlung mit Dithiothreitol, NaOH, NaCN)
mit einem markierten® Intrinsic Faktor (IF) Komplexe ausbildet, deren Konzentration von der
des Analyten abhangt. Die nicht-besetzten IF-Bindungsstellen werden durch anschlieRende
Inkubation mit biotinyliertem Cbl abgesattigt und die so entstandenen Cbl-Biotin-IF-Komplexe
Uber Streptavidin-beschichtete Mikropartikel an die Festphase gebunden. Der auf diese
Weise vorbehandelte Ansatz wird anschlieend in die Messzelle des zum Assay kompatiblen
Analysegeréats (Elecsys® Systeme 2010, MODULAR ANALYTICS E170, Roche Diagnostics,
Mannheim) Uberfihrt und die Chemilumineszenzemission der an die Elektrode fixierten
Mikropartikel nach Anlegen einer Spannung detektiert. Der Cbl-Gehalt der Probe wird

anhand einer Kalibrierungskurve ermittelt und automatisch vom System berechnet.

Bestimmung von Pyridoxalphosphat (PLP)

Die Messung der PLP-Plasmakonzentration erfolgte nach einer von KIMURA et al. [1996]

beschriebenen RP-HPLC-Methode mit Fluoreszenzdetektion. Methodenprinzip: Die Proben

werden zunachst mit Perchlorsaure (0,8 M) versetzt und elutionsfahige Nicht-PLP-Plasma-
bestandteile mittels Zentrifugation abgetrennt. Derivatisierung und isokratische Elution (Flow
0,5 ml/min, Chromatograph: HP 1090 Liquid Chromatograph, Agilent, Ratingen) erfolgen an
einer C18-Trennséaule unter Verwendung einer sauren (pH 4) Phosphatpufferlésung, der
Natriumperchlorat sowie Natriumdisulfit (Derivatisierungsdetergenz) zugesetzt werden. Der
PLP-Gehalt des Eluats wird fluorometrisch (Fluoreszenz Detektor HP 1046, Agilent,
Ratingen; Anregung 300 nm, Emission 400 nm) durch den Vergleich mit einer Standard-

kalibrierungskurve ermittelt.

Bestimmung von oxidiertem LDL (oxLDL)

Die Analyse der oxLDL-Serumkonzentration erfolgte mit Hilfe eines kompetitiven ELISA Kit
(Mercodia Oxidized LDL Competitive ELISA, Nr. 10-1158-01, Mercodia AB 2004, Uppsala,
Schweden). Methodenprinzip: Der Assay beruht auf einer von HOLVOET et al. [1998; 2001]

entwickelten Methode, die einen monoklonalen Antikdrper (Biotin-mAb-4E6) mit LDL-
spezifischer Ausrichtung gegen oxidativ modifizierte Apo-Big-Molekile (Epitop: Aldehyd-

substituierte Lysinreste) benutzt. Hierzu werden mit human-oxLDL-beschichtete Mikrotiter-

% Markierung mit Tris(2,2" bipyridyl)ruthenium(il)-Komplex
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platten zunachst mit verdiinntem Serum, Kalibratorlésung und Antikorperreagenz inkubiert,
wobei das oxLDL in der Probe mit den an der Platte fixierten oxLDL-Partikeln um die
Bindungsstellen am Antikdrper konkurriert. Nicht-reaktive Serumbestandteile werden durch
mehrmaliges Waschen aus dem Ansatz entfernt und die an die oxLDL-Festphase
gebundenen biotinylierten mAb-4E6-Molekile durch Inkubation mit einer Peroxidase-
konjugierten Streptavidinldsung identifiziert. Die Detektion des gebundenen Enzym-Konju-
gats erfolgt durch Chromogen-Zugabe® und Stoppen der Farbreaktion mittels Saurezusatz
(H,SO,) bei A= 450 nm. Die Angabe des oxLDL-Gehalts der Probe erfolgt in U/l. Nach Aus-
sage des Herstellers handelt es sich hierbei um eine methodenspezifische Einheit, die auf
der Kalibrierung des Assays mit einem Referenzstandard fir in-vivo-modifiziertes oxLDL
beruht [MERCODIA 2009]*.

Bestimmung der antioxidativen Kapazitat (TEAC-Test)

Zur Erfassung des Gesamt-Antioxidanzienstatus wurde der Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity Test (TEAC-Test) nach einer modifizierten Methode von RE et al. [1999] verwendet.
Die TEAC ist definiert als Konzentration von Trolox*® in mmol/l, die eine vergleichbare
antioxidative Kapazitat wie eine 1 mM L6sung der zu untersuchenden Probe (hier: Plasma)
hat [MILLER et al. 1993]. Methodenprinzip: Der TEAC-Test — auch als ABTS Radical Cation

Decolorization Assay bezeichnet — beruht auf dem kolorimetrischen Nachweis der Reduktion

des Radikalkations ABTS *® durch im Plasma vorhandene Antioxidanzien. Zur Bildung der
Radikalverbindung wird ABTS-Reagenz zundchst mit Kaliumpersulfat-Lésung versetzt
(1:100) und far 12-16 h bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. AnschlieRend wird die
ABTS'"-Losung mit PBS-Puffer (pH 7,4) bis zu einer stabilen Absorption von 0,70 + 0,02 bei
A=734 nm verdiinnt und die Reaktion durch Zugabe der ABTS *-Lésung in eine mit Plasma
beflllte Mikrotiterplatte gestartet. Der Entfarbungsgrad der Lésung, bedingt durch die
Reduktion des blau-griin gefarbten ABTS *-Radikals zur farblosen Ausgangssubstanz wird
im UV/VIS-Spektrometer (Lambda Bio 20, Perkin Elmer, Wellesley MA, USA) bei A=734 nm
ermittelt. Die Berechnung der TEAC-Werte erfolgt durch den Vergleich mit einer Trolox-

Standardlosung in umol/l Trolox-Aquivalent.

97 33" 5,5 -Tetramethylbenzidin

% |n diesem Fall handelt es somit nicht um die fur die Enzymaktivitat verwendete Einheit U/l.
9 hydrophiles Vitamin E-Derivat (6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carbonséure)

1002 2°-Azinobis-[3-ethylbenzothiazolin-6-sulphonsaure]
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Bestimmung von a-Tocopherol (AT)

Fur die Bestimmung von a-Tocopherol (AT) im Serum wurde ein RP-HPLC-Verfahren mit

anschlieBender UV-VIS-Detektion in Anlehnung an die Methode von CATIGNANI U. BIERI

[1983] durchgefihrt. Methodenprinzip: Die Proben werden zunachst mit Isopropanol-Losung
(2:1) versetzt, zentrifugiert und die im enteiweiRRten Uberstand enthaltene Tocopherolfraktion
an RP-Material isokratisch getrennt (Saule: ProntoSIL 120-5 C18, Bischoff Chromatography,
Leonberg; Eluent: Methanol/Wasser). Die Messung der UV-Absorption erfolgt bei A=280 nm
(L-4250 UV-VIS-Detektor, Merck-Hitachi). Die AT-Serumgehalte werden anhand einer
Kalibrationsgeraden berechnet, die mit der zugesetzten Standardldsung (DL-a-Tocopherol)

aufgenommen wird [KUHN-VELTEN 2005b].

Bestimmung von Creatinin

Der Creatinin-Serumspiegel wurde mit Hilfe eines enzymatischen Farbtests (CREA plus,

Roche Diagnostics 2000-12, Mannheim) ermittelt. Methodenprinzip: Der vollautomatisierte in

vitro Assay basiert auf der Bildung von Sarcosin durch enzymatische Hydrolyse von
Creatinin bzw. Creatin (1-2) und anschlielender Oxidation von Sarcosin unter Bildung von
H,0, (3). Das entstandene H,0, wird Uber eine modifizierte Trinder-Reaktion unter
Verwendung von 4-Aminophenazon und HTJB* zu einem Chinoniminfarbstoff umgesetzt
(4), dessen Farbintensitat direkt proportional zur Creatininkonzentration ist und UV-metrisch

erfasst wird.

Creatininase

(1) Creatinin + H,0 » Creatin
Creati

reatin + H, reaTmese »  Sarcosin + Harnstoff

(2) C H,0
. Sarcosinoxidase .

arcosin + H,0 + 0, > ycin + + 120,
3) S H,0 + 0 Gl HCHO + H,0
(4) H,0, + 4-Aminophenazon Peroxidase

+ HTIB >  Chinoniminfarbstoff + H,0 + HJ

Bestimmung von Harnsaure

Zur quantitativen Bestimmung von Harnsdure im Serum kam ein vollautomatisierter,
enzymatischer Farbtest (UA plus, Roche Diagnostics, Mannheim) zum Einsatz. Methoden-
prinzip: In einem Vorbehandlungsschritt wird zunachst die in der Probe enthaltene Ascorbin-
saure eliminiert (Reagenz: Ascorbatoxidase), um Storeinflisse auf die nachfolgende
Indikatorreaktion auszuschliel3en. Diese beruht auf der Oxidation von Harnséure durch das

Enzym Uricase (1). Unter der katalytischen Wirkung der Peroxidase bildet das entstandene

101 2 4,6-Trijod-3-hydroxybenzoesaure
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H,O, mit 4-Aminophenazon und TOOS' einen roten Chinondiimin-Farbstoff (2), dessen

Farbintensitat (A = 546 nm) direkt proportional zur Harnsaurekonzentration im Ansatz ist.

Uricase

(1) Harnsaure + 2 H,0 + O, > Allantoin + CO, + H,0;

POD
(2) 2 H,O;, + H+ + TOOS + 4-Aminophenazon Chinondiimin-Farbstoff + 4 H,O

Bestimmung von Gesamt-Cholesterol (TC)

Die Bestimmung der TC-Serumspiegel erfolgte mit Hilfe der CHOD-PAP-Methode unter
Verwendung von CHOL-Testreagenz (Roche Diagnostics 2003-07, Mannheim). Methoden-
prinzip: Der Farbtest basiert auf der enzymatischen Hydrolyse der Cholesterolester (1) und
anschlieender Oxidation von Cholesterol unter Bildung von H,0, (2). Das entstandene H,0,
wird mittels 4-Aminophenazon und Phenol unter Peroxidase-Katalyse zum photometrisch
messbaren Chromophor umgesetzt (Trinder-Reaktion, Schritt 3). Der gebildete rote Chinon-
imin-Farbstoff (A=500-550 nm) steht in stéchiometrischer Beziehung zum TC-Gehalt der

Probe, der mittels Kalibrierung bestimmt wird.

Cholesterolesterase

Cholesterol + RCOOH

v

(1) Cholesterolester+ H,0

Cholesteroloxidase

v

(2) Cholesterol + 0, A*-Cholestenon + H.,0,

3) 2H,0, + 4-Aminophenazon Peroxidase . 4-(p-Benzochinon-monoimino)-
p > p
+ Phenol phenazon + 4H,0

Bestimmung von HDL-Cholesterol (HDL)
Zur Messung der HDL-Serumkonzentration wurde ein enzymatischer Farbtest nach voraus-
gegangener selektiver Immunoinhibition (HDL-C L-Typ, Wako Chemicals, Neuss) durch-

gefuhrt. Methodenprinzip: Das Testverfahren beruht auf der Bindung von Anti-Human-3-

Lipoprotein-Antikdrpern an Nicht-HDL-Lipoproteine (Chylomikronen, VLDL, LDL), deren
enzymatischer Abbau durch die Bildung von Antigen-Antikorper-Komplexen blockiert wird. In
Analogie zur TC-Bestimmung (s. 0.) wird das im Serum vorhandene HDL nach Zugabe von
Cholesterolesterase und Cholesteroloxidase selektiv hydrolysiert bzw. oxidiert. Das dabei
gebildete H,0, wird in einer Peroxidase-katalysierten Oxidation mit 4-Aminoantipyrin und dem
Trinder-Reagenz'® zu einem blauen Farbkomplex umgesetzt. Die Absorption des Chromo-
phors wird bei A=593 nm gemessen und die HDL-Konzentration der Probe durch

Kalibrierung ermittelt.

102

105 N-Ethyl-N-(2-hydroxy-3-sulfopropyl)-3-methylanilin

N-Ethyl-N-[2-hydroxy-3-sulfopropyl]-3,5-dimethoxy-4-fluoranilin
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Bestimmung von LDL-Cholesterol (LDL)

Der LDL-Serumspiegel wurde durch einen enzymatischen Farbtest nach selektiver

Maskierung bestimmt (LDL-C L-Type, Wako Chemicals, Neuss). Methodenprinzip: Die Probe

wird zunachst mit Enzymreagenz (Cholesterolesterase, Cholesteroloxidase) versetzt, dem
ein LDL-spezifisches Maskierungsreagenz beigesetzt wurde. Letzteres bindet an LDL und
schitzt es so vor enzymatischen Reaktionen. Das aus dem Abbau der Nicht-LDL-Fraktion
anfallende H,0, wird durch eine im Reagenz enthaltene Katalase zu H,0 umgesetzt. Durch
Zugabe eines Deprotecting-Reagenz wird das Maskierungsreagenz von den LDL-Partikeln
entfernt und die Katalase durch enthaltenes NaN; inaktiviert. In diesem zweiten Schritt wird
das demaskierte LDL nun vollstandig durch Cholesterolesterase und Cholesteroloxidase
umgesetzt. In Gegenwart einer Peroxidase vermittelt das durch die Enzymreaktion aus LDL

gebildete H,0, die Reaktion zwischen 4-Aminoantipyrin und dem Trinder-Reagenz'®

zu
einem blauen Farbkomplex, dessen Konzentration UV-metrisch (A=600 nm) bestimmt wird.
Die Ermittlung des LDL-Gehalts der Probe erfolgt durch den Vergleich mit der Absorption

des LDL-Kalibrators.

Bestimmung von Triglyceriden (TG)

Die Bestimmung der TG-Serumkonzentration erfolgte durch das GPO-PAP-Verfahren unter
Verwendung von TG-Testreagenz (Roche Diagnostics 2003-09, Mannheim). Methoden-
prinzip: Der enzymatische Farbtest beruht auf der Hydrolyse der TG-Fraktion zu Glycerol
und freien Fettsduren (1), Phosphorylierung von Glycerol (2) und anschlielender Oxidation
von Glycerol-3-phosphat zu Dihydroxyacetonphosphat und H,0, (3). Die in Reaktionsschritt 4
dargestellte Kopplungsreaktion nach Trinder fihrt zur Bildung des roten Chinonimin-Farb-
komplex (A=500-550 nm), dessen Konzentration direkt proportional zum TG-Gehalt im

Ansatz ist.

Lipoproteinlipase
(1) TG + 3H,0 » Glycerol + 3RCOOH

Glycerokinase, Mg**

v

(2) Glycerol + ATP Glycerol-3-phosphat + ADP

Glycerophosphatoxidase

(3) Glycerol-3-phosphat + 0, » Dihydroyacetonphosphat + H,0,
(4) H,0, + 4-Aminophenazon Peroxidase , 4-(p-Benzochinon-monoimino)-
+ 4-Chlorphenol phenazon + 2H,0 + HCI

194 N-(2-Hydroxy-3-sulfopropyl)-3,5-dimethoxyanilin
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Bestimmung von Glucose
Zur Analyse der Glucose-Serumkonzentration wurde die Hexokinase-Methode unter

Anwendung eines in vitro Assays (Gluco-quant®, Roche Diagnostics 2004-03, Mannheim)

eingesetzt. Methodenprinzip: Die Bestimmung basiert auf der Hexokinase-katalysierten

Phosphorylierung von Glucose (1) und anschlieRender Oxidation von Glucose-6-phosphat in
Anwesenheit von NADP™ (2). Die Geschwindigkeit der NADPH-Zunahme verhalt sich direkt
proportional zur Glucosekonzentration im Probenansatz und wird photometrisch durch

Messung der Extinktionszunahme (A=334/340/365 nm) ermittelt.

Hexokinase

v

(1) Glucose + ATP Glucose-6-phosphat + ADP

(2) Glucose-6-phosphat + Glc-6-phosphat-DH
NADP*

> Gluconat-6-phosphat + NADPH + H*

Bestimmung des C677T-MTHFR-Polymorphismus

Die molekulargenetische Analyse der C677T-Mutation im Gen der 5,10-Methylentetra-
hydrofolat-Reduktase (MTHFR) erfolgte mittels RFLP-PCR nach Hinf | Digestion [Verfahren
nach BoyD et al. 2001]. Als Probenmaterial diente die institutsintern aufbereitete Zell-Lysat-
Losung (vgl. Kap. 4.1.5.2), aus der genomische DNA unter Verwendung des dabei
eingesetzten Extraktions-Kit extern (Institut fur Erndhrungsphysiologie, BFEL, Karlsruhe)
isoliert wurde. Reinheit und Konzentration des Isolats wurden UV-metrisch bei A=260/280 nm

Uberprift. Methodenprinzip: Fir die Genotypisierung wird der zu untersuchende Genab-

schnitt zunachst mittels PCR amplifiziert (Thermocycler PTC-200, MJ Research, Waltham
MA, USA) und die auf dem Amplifikat (Lange: 198 bp) vorhandenen Mutationen durch
Inkubation (37<C/2h) mit dem Restriktionsenzym Hinf | in Fragmente mit Langen von 175 bp
und 23 bp Uberfuhrt'®. Die generierten Restriktionsfragmente werden anschlieRend mittels
Agarose-Gel-Elektrophorese (3,0% TBE Standard Agarose) getrennt und nach Féarbung mit
Ethidiumbromid im UV-Licht sichtbar gemacht (Emission A=520 nm). Die Auswertung der
gefarbten Banden erfolgt mittels eines computergestiitzten Bildaufnahme- und Verar-
beitungssystems (FluorS Multi-Imager, QuantityOne Software Vers. 4,01, BioRad, Minchen)
anhand mitgelaufener DNA-Langenstandards. Die Identifizierung der jeweiligen Genotypen

resultiert aus folgenden Bandenmustern:

677CC (homozygoter Wildtyp): 198 bp
677CT (heterozygote Mutation): 198 bp, 175 bp, 23 bp
677TT (homozygote Mutation): 175 bp, 23 bp

1% Die Endonuclease Hinf I schneidet ausschlieBlich mutierte Allel-Sequenzen (T677), wahrend das Amplifikat

beim Wildtyp (C677) unverandert bleibt.
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ANHANG D: UMRECHNUNGSFAKTOREN

Tab. A21: In der vorliegenden Arbeit verwendete Faktoren fur die Umrechnung der in der klinischen
Diagnostik vielfach gebrauchlichen Massenkonzentration in die molare Konzentration (SI-Einheit)

Substanz Massenkonz. x Faktor = Stoffmengenkonz.
ADMA pg/l x 0,00495 = umol/l
SDMA pg/l x 0,00493 = umol/l
L-Arg mg/dl x 57,41 = umol/l
tHcy mg/I X 7,41 = pmol/l
S-Folat/E-Folat pg/ml X 2,266 =nmol/l
Chl pg/ml x 0,738 = pmol/l
PLP po/l X 4,046 =nmol/l
a-Tocopherol mg/l X 2,322 = umol/l
E;rrg)'le:éel_r'oll_DL) mg/dl x 0,02586 = mmol/Il
TG (M,=875) mg/dl x 0,0114 = mmol/|
Glucose mg/dl x 0,05551 = mmol/|
Creatinin mg/dl x 88,402 = umol/l

Harnsaure mg/dl x 59,5 = umol/l
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Qualitative Folatversorgung vor und nach der Interv ention

Zur Charakterisierung der Folatversorgung existieren in der Literatur verschiedene Referenz-
werte, wobei vorwiegend Untergrenzen zur Mangelvermeidung aufgrund fehlender
klinischer und hamatologischer Symptomatik angegeben werden. Wurden fir eine qualitative
Beurteilung zunachst diese cut-off-Werte herangezogen, so zeigte sich bereits zu Beginn der
Intervention eine gute Versorgungslage des Kollektivs: Mit einem durchschnittlichen TO-Wert
von 24,5 + 13,0 nmol/l (5,9-85,4 nmol/l) im Gesamtkollektiv wurde die fur S-Folat definierte
Untergrenze von >7,0 nmol/l [SAUBERLICH et al. 1987; INSTITUTE OF MEDICINE 1998, S. 9-6;
ERHARDT 20024, S. 682] lediglich von einem Teilnehmer (0,8%) mit Zugehdrigkeit zur Verum-
gruppe nicht erreicht. Einen adaquaten E-Folatstatus, definiert durch einen cut-off von
>0,32 pmol/l [BLOUNT et al. 1997; INSTITUTE OF MEDICINE 1998, S. 8-4; ERHARDT 2002a, S.
682], wiesen demgegenuber ausnahmslos alle Probanden (TO: 0,95 £ 0,38 pumol, Min-Max:
0,39-2,40 pumol/l) auf. Bedingt durch die zum Zeitpunkt T6 im Mittel weitaus héheren S-Folat-
(57,3 £ 35,4 nmol/l, Min-Max: 9,1-123 nmol/l) und E-Folat-Spiegel (2,46 = 1,21 umol/l, Min-
Max: 0,64-5,38 umol/l) des Gesamtkollektivs, lie3 sich auch hier kein Absinken unter die

jeweiligen Grenzwerte feststellen.

Ein differenzierteres Bild ergab sich, wenn die zur Minimierung des tHcy-Plasmaspiegels

als ausreichend erachteten Folatkonzentrationen zugrunde gelegt wurden, fur die
PIETRZIK U. BRONSTRUP [1998] nahezu doppelt so hohe cut-off-Werte (S-Folat >20 nmol/I,
E-Folat 0,5-0,6 umol/l) ermittelten. Danach wies mit 52,5% (n=64) etwas mehr als die Halfte
des Gesamtkollektivs eine in Hinblick auf Homocystein suboptimale S-Folat-Konzentration
(<20 nmol/l) auf. Fur E-Folat war dieser Anteil mit 2,5% (n=3, E-Folat <0,5 umol/l) bzw.
10,7% (n=13, E-Folat <0,6 pumol/l) weitaus geringer. Die Interventionsgruppen Verum und
Placebo unterschieden sich trotz der insgesamt hdéheren Pravalenzzahlen in der Verum-

gruppe nicht signifikant voneinander (vgl. Tab. A22).

Zu T6 verringerte sich der Anteil des Gesamtkollektivs mit S-Folat-Spiegeln <20 nmol/l auf
18,5% (n=22). Dabei wurde der zur Homocystein-Senkung veranschlagte Mindestwert signi-
fikant haufiger von Probanden der Placebogruppe unterschritten (38,8% vs. 1,6% in der
Verumgruppe, p<0,001, vgl. Tab. A22). Hierbei zeigte sich allerdings auch, dass trotz der
Konstanz der mittleren S-Folat-Werte im Studienverlauf eine entsprechende Abnahme
suboptimal versorgter Personen innerhalb der Placebogruppe verzeichnet wurde.
Entsprechende Unterschreitungen des fur E-Folat definierten Konzentrationsbereiches von
0,5-0,6 umol/l lieRen sich demgegeniber in keiner der beiden Untersuchungsgruppen nach-
weisen. In Ubereinstimmung zu den vorab durchgefiihrten Auswertungen weist dies auf
einen Uberdurchschnittlich guten E-Folatstatus des Studienkollektivs — unabhangig vom

Interventionszeitpunkt und -regime — hin.
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Tab. A22: Pravalenz eines suboptimalen Folatversorgungsstatus zu TO und T6 auf Basis der zur
Homocystein-Minimierung nach PIETRzIK U. BRONSTRUP [1998] als wiinschenswert erachteten S-Folat-
und E-Folat-Spiegel in der Verum- und Placebogruppe des Gesamtkollektivs

Verum Placebo
Folat-cut-off (n=65%) (n=57) D
n % n %

TO S-Folat <20 nmol/l 37 56,9 27 47,4 0,292%
E-Folat <0,5 pmol/l 2 3,1 1 1,8 1,000"
E-Folat <0,6 pmol/l 10 15,4 3 53 0,071

T6  S-Folat <20 nmol/l 1 1,6 21 36,8 <0,001%

E-Folat <0,5 pmol/l -- - - - -
E-Folat <0,6 pmol/l -- - - - -

* entspricht TO; T6: S-Folat n=62, E-Folat n=58
2 Chi’-Test, bezogen auf die Verteilung zwischen Verum- und Placebogruppe
Exakter Test nach Fisher, bezogen auf die Verteilung zwischen Verum- und Placebogruppe

Qualitative Cobalaminversorgung vor und nach der In tervention

Um eine Aussage daruber treffen zu konnen, inwieweit die im Zeitverlauf unter Kap. 4.2.2.3
beschriebenen Veranderungen der Cbl-Serumwerte beider Gruppen mit qualitativen
Versorgungsunterschieden einhergingen, wurden als Beurteilungsgrundlage die zur Mini-
mierung des tHcy- und Methylmalonséure  *°°-Spiegels von LINDENBAUM et al. [1994] sowie
anderen Arbeitsgruppen [YAO et al. 1992; RAJAN et al. 2002] empfohlenen Grenzwerte

herangezogen. Auf Basis der Beobachtung, dass die Cbl-Serumkonzentration im Frih-
stadium eines Mangels zu Lasten der Gewebespeicher konstant gehalten wird [CARMEL
2000] und Storungen intrazellularer Funktionsablaufe bei den in der Praxis Ublichen
Normwerten von ca. >150 pmol/I' [INSTITUTE OF MEDICINE 1998, S. 9-8] nicht diagnostiziert
werden, sprechen sich die 0.g. Autoren insbesondere bei alteren Personen flir eine

Anhebung der Normwert-Untergrenze auf 220-258 pmol/l aus.

Ausgehend von den durchschnittlichen Serumspiegeln des Gesamtkollektivs wurden die als
winschenswert erachteten Cbl-Serumkonzentration sowohl vor (TO: 280 + 114 pmol/l, Min-
Max: 94-1089 pmol/l) als auch nach Abschluss der Intervention (T6: 390 £ 157 pmol/l, Min-
Max: 184-1293 pmol/l) erreicht. Wie die in Tab. A23 aufgefiihrten Pravalenzen fir eine
Unterschreitung der veranschlagten cut-off-Werte erkennen lassen, konnten zu TO dennoch
28,5% (n=35; Cbl <220 pmol/l) bzw. 46,3% (n=57; Cbl <258 pmol/l) der Probanden mit

16 Auf die Darstellung des Parameters Methylmalonsaure (MMA), der als spezifischer Marker einer unzureichen-

den Cobalamin-Versorgung fir die zentrale Fragestellung dieser Arbeit von ungeordneter Bedeutung ist, wurde
aus Grinden des Umfangs verzichtet.

17 Dieser Wert entspricht in seiner GréRenordnung auch der vom Labor (MHH) angefiihrten Untergrenze des
Cbl-Referenzintervalls (145-639 pmol/l).
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suboptimalem Versorgungsstatus identifiziert werden. Die Haufigkeitsverteilung in den
Subgruppen Verum und Placebo unterschied sich trotz des jeweils héheren Anteils defizitar

versorgter Probanden in der Verumgruppe nicht signifikant (p=0,091 bzw. p=0,608).

Nach sechsmonatiger Supplementierung verringerte sich der Anteil an Personen mit Chl-
Konzentrationen <220 bzw. <258 pmol/l auf 7,3% (n=9) und 21,1% (n=26) im Gesamt-
kollektiv. Wahrend sich die Pravalenzzahlen innerhalb der Placebogruppe nur unwesentlich
veranderten, war unter Verumeinnahme eine deutliche Reduktion der suboptimalen Cbl-
Werte zu beobachten (vgl. Tab. A23). Bezogen auf den héheren cut-off (Cbl >258 pmol/l)
erhohte sich hier der Anteil an Probanden mit wiinschenswerten Serumspiegeln von
eingangs 51,5 auf 93,9% nach der Intervention. In der Placebogruppe wurde diesbeziiglich
lediglich eine geringflgige Steigerung von 56,1% (TO) auf 61,4% (T6) festgestellt. Zum
Zeitpunkt T6 hatte dies wiederum ein signifikant unterschiedliches Verteilungsmuster beider
Subgruppen auf die cut-off-Bereiche <220 pmol/l (p=0,012) sowie <258 pmol/l (p<0,001) zur
Folge.

Tab. A23: Pravalenz eines suboptimalen Cobalaminversorgungsstatus zu TO und T6 auf Basis der zur
Homocystein- und MMA-Minimierung als wiinschenswert erachteten Cbl-Serumspiegel in der Verum-
und Placebogruppe des Gesamtkollektivs

Verum Placebo
Cbl-cut-off (n=66) (n=57) p
n % n %
TO <220 pmol/l* 23 34,8 12 21,1 0,091°
<258 pmol/I** 32 48,5 25 43,9 0,608%
T6 <220 pmol/l 1 15 8 14,0 0,012b
<258 pumol/l 4 6,1 22 38,6 <0,001°

* nach Yao et al. 1992; RaJaN et al. 2002, ** nach LINDENBAUM et al. 1994
2 Chi’-Test, bezogen auf die Verteilung zwischen Verum- und Placebogruppe
® Exakter Test nach Fisher, bezogen auf die Verteilung zwischen Verum- und Placebogruppe

Qualitative Vitamin-B 4-Versorgung vor und nach der Intervention

Wurde zunachst das vom Labor (MHH) ausgewiesene PLP-Referenzintervall '® (14,6-
72,8 nmol/l) zur qualitativen Beurteilung der Vitamin-Bs-Versorgung herangezogen, so zeigte
sich mit einer innerhalb dieses Bereiches liegenden TO-Plasmakonzentration von 42,3 +
27,0 nmol/l (Min-Max: 11,0-216 nmol/l) eine insgesamt gute Ausgangsversorgung der
Studiengruppe. Niedrige PLP-Plasmawerte, definiert durch die Intervall-Untergrenze (PLP
<14,6 nmol/l), lieBen sich demzufolge lediglich bei 4,9% (n=6) feststellen, wahrend 83,7%

1% pieses entspricht dem in der klinischen Chemie ublichen Referenzintervall der PLP-Plasmakonzentration [vgl.

GREILING U. GRESSNER 1995, S. 459].
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der Probanden (n=103) innerhalb der Referenz lagen (p=0,378; Chi>-Test fir Verteilung
Verum vs. Placebo, vgl. Tab. A24). Basierend auf den Daten der Framingham-Studie, aus
denen SELHUB et al. [1993; 2000] eine fur Homocystein kritische Schwellenwert-Konzen-

tration von PLP <18 nmol/I'® ableiteten, war mit 9,8% (Verum n=6, Placebo n=6, p=0,789;
Chi*-Test) von einem unwesentlich héheren Anteil an Probanden mit suboptimalem Aus-

gangsstatus auszugehen.

Zum Zeitpunkt T6 wies die Gesamtgruppe eine im Mittel deutlich Gber dem o. g. Referenz-
bereich liegende Plasmakonzentration von 97,0 £+ 65,3 nmol/l (Min-Max: 12,6-408 nmol/l)
auf. Der untere cut-off-Wert (<14,6 nmol/l) wie auch der zur Homocystein-Minimierung
veranschlagte Schwellenwert (<18 nmol/l) wurde, bedingt durch die Erhéhung der mittleren
PLP-Spiegel beider Gruppen, lediglich von einem Probanden der Placebogruppe unter-
schritten. Qualitative Unterschiede, die zu einem signifikant unterschiedlichen Verteilungs-
muster der Interventionsgruppen auf die vom Labor angegebenen Referenzbereich-
Kategorien fuhrten, wurden hingegen im oberen Konzentrationsbereich erkennbar (p<0,001;
Chi*-Test, vgl. Tab. A24). So erhéhte sich der Anteil an Probanden mit PLP-Plasmawerten
>72,8 nmol/l in der Verumgruppe von vormals 9,1% (TO) auf 87,9% (T6). Innerhalb der
Placebogruppe ergaben sich diesbeziiglich keine wesentlichen Veranderungen (TO: 14,0%
vs. T6: 17,5%).

Tab. A24: Verteilung der Verum- und Placebogruppe auf die Kategorien des vom Labor ausge-
wiesenen PLP-Referenzintervalls zu TO und T6

Verum Placebo
PLP-cut-off (n=66) (n=57) p (Chi?)
% n %
TO <14,6 nmol/l 2 3,0 4 7,0
14,6-72,8 nmol/l 58 87,9 45 78,9 0,378
>72,8 nmol/l 6 9,1 8 14,0
T6 <14,6 nmol/l -- -- 1 1,8
14,6-72,8 nmol/l 8 12,1 46 80,7 <0,001
>72,8 nmol/l 58 87,9 10 17,5

199 entsprechend dem 1. Dezil mit einem OR von 2,7 (95%-Cl 1,2-6,1) fiir tHcy-Plasmawerte >14,0 pmol/l (p<0,01
vs. 10. Dezil) [SELHUB et al. 1993]
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Zusammenfassende Darstellung zum qualitativen B-Vit ~ aminversorgungstatus vor der
Intervention

Eine zusammenfassende Ubersicht der in den vorangegangenen Abschnitten aufgezeigten

Daten zur qualitativen B-Vitaminversorgung vor der Supplementierung gibt Tab. A25.

Tab. A25: Ubersicht zur qualitativen B-Vitaminversorgung des Gesamtkollektivs zu TO auf Basis der
zur Bedarfsdeckung (BD) sowie Homocystein-Minimierung (tHcy-Min) veranschlagten Grenzwerte

cut-off-Wert Mittelwert * SD Unterschreitung der
cut-off-Werte
BD tHcy-Min (BD / tHcy-Min) in %
S-Folat [nmol/I] >7 >20 24,5+ 13,0 0,8/52,5
(n=122)
E-Folat [umol/] >0,32 >(0,5-)0,6 0,95+ 0,38 0/(2,5) 10,7
(n=122)
Cbl [pmol/I] >150 >(220-)258 280+ 114 3,3/(28,5) 46,3
(n=123)
PLP [nmol/l] >14,6 >18 42,3+27,0 4,9/9,8
(n=123)

Qualitative a-Tocopherolversorgung vor und nach der Intervention

Um zu uberprufen, inwieweit die fur das Gesamtkollektiv unter Kap. 4.2.3.3 beschriebenen
guantitativen Veranderungen der a-Tocopherol-Serumwerte mit qualitativen Veranderungen
der Versorgungssituation einhergingen, wurden fiir eine entsprechende Beurteilung zunachst
die in der Literatur gebrauchlichen Normwerte fur eine ausreichende Bedarfsdeckung

(AT: =11,6 pmol/I'*°, AT/TC: 22,2 pmol/mmol [BASSLER ET AL. 2002, S. 396; ERHARDT 2002b,
S. 678]) herangezogen. Beide Grenzwerte wurden sowohl vor als auch nach der Intervention
weder im Mittel (vgl. Tab. 19, AT- und AT/TC-Werte des Gesamtkollektivs) noch von den

einzelnen Studienteilnehmern unterschritten.

Wurden die in Hinblick auf kardiovaskuldre und neoplastische Erkrankungen als praventiv
angenommenen Schwellenwerte  von AT >30 umol/I'** [BIESALSKI et al. 1997; WEBER et al.
1997]) bzw. AT/TC >5,0 pmol/mmol [GEY 1998]) zugrunde gelegt, so wurden zu TO und T6
im Mittel auch diese Grenzwerte erreicht (s. 0.). Eine suboptimale Ausgangsversorgung
wiesen demgegenuber 35,8% (n=44, AT <30 pumol/l) bzw. 22,8% (n=28, AT/TC
<5,0 umol/mmol) der Probanden auf. Die Interventionsgruppen unterschieden sich trotz der
hoheren Anzahl an Teilnehmern mit einem AT/TC-Quotient von basal <5,0 pmol/mmol in der

Placebogruppe (29,8% vs. 16,7% in der Verumgruppe, vgl. Tab. A26) nicht signifikant.

10 pieser Wert stimmt mit der Untergrenze des vom Labor (MLHB) angefiihrten Referenzintervalls

$11’6'37'2 pmol/l) tberein.
™ standardisiert auf 220 mg/dl (5,69 mmol/l) Gesamtcholesterol und 110 mg/dl (1,25 mmol/l) Triglyceride
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Nach Abschluss der Intervention verringerte sich der Anteil an Personen mit suboptimalen
Serumspiegeln auf 13,0% (n=16, AT <30 umol/l) bzw. 8,1% (n=10, AT/TC <5,0 umol/mmol)
im Gesamtkollektiv. Wie Tab. A26 veranschaulicht, konnte dies auf eine deutliche Anhebung
der Serumwerte in den als protektiv angesehenen Bereich innerhalb der Verumgruppe auf
97,0% (AT >30 pmol/l) bzw. 100% (AT/TC >5,0 umol/mmol) zurickgefiihrt werden. Der
Unterschied zur Verteilung in der Placebogruppe, bei der sich ebenfalls eine geringfugige
Reduktion des Anteils an Probanden mit suboptimalen Serumspiegeln beobachten lief3,
erwies sich fur beide Parameter mit p<0,001 als jeweils hdchst signifikant.

Tab. A26: Pravalenz eines suboptimalen a-Tocopherolversorgungsstatus zu TO und T6 auf Basis der

als praventiv angenommenen AT- und AT/TC-Serumspiegel in der Verum- und Placebogruppe des
Gesamtkollektivs

Verum Placebo
cut-off (n=66) (n=57) p
n % n %
TO AT <30 pmol/I* 24 36,4 20 35,1 0,883%
AT/TC <5,0 pmol/mmol** 11 16,7 17 29,8 0,083%
T6 AT <30 umol/l 2 3,0 14 24,6 <0,001*
AT/TC <5,0 pmol/mmol - - 10 17,5 <0,001°

* nach BIESALSKI et al. 1997; WEBER et al. 1997, ** nach Gey 1998
2 Chi’-Test, bezogen auf die Verteilung zwischen Verum- und Placebogruppe
® Exakter Test nach Fisher, bezogen auf die Verteilung zwischen Verum- und Placebogruppe

Zusammenfassende Darstellung zum qualitativen a-Tocopherolversorgungstatus vor
der Intervention

Eine zusammenfassende Ubersicht der im vorangegangenen Abschnitt aufgezeigten Daten

zur qualitativen a-Tocopherolversorgung vor der Supplementierung gibt Tab. A27.

Tab. A27: Ubersicht zur qualitativen a-Tocopherolversorgung des Gesamtkollektivs zu TO auf Basis
der zur Bedarfsdeckung (BD) sowie der aus praventiver Sicht (Prav) veranschlagten Grenzwerte

cut-off-Wert ~ Mittelwert + SD Unterschreitung der
cut-off-Werte
BD Prav (BD / Prav) in %
AT [pmol/l] >11,6 >30 359+ 11,0 0/35,8
(n=123)
AT/TC >2,2 >5,0 5,99 + 1,42 0/22,8

[umol/mmaol] (n=123)
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