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1 Einleitung und Fragestellung

Als Atherosklerose wird das Endergebnis der Bildung atheromatdser Plaques in
bereits arteriosklerotisch veranderten Gefalken bezeichnet [33,101,102,103].
Die Atherosklerose tritt klinisch als koronare Herzkrankheit (KHK), als
Herzinsuffizienz, als Angina pectoris oder als periphere arterielle Verschluss-

krankheit und Schlaganfall in Erscheinung [54].

In Deutschland sind nahezu 50 % aller Todesfalle durch Erkrankungen des
Herz-Kreislaufsystems bedingt [112]. Libby et al. [64] gehen davon aus, dass
die Atherosklerose bis zum Jahre 2020 die weltweit fihrende Todesursache

sein wird.

Zu den Risikofaktoren der Atherosklerose zahlen unbeeinflussbare Risiken wie
die familiare Disposition oder das Lebensalter [54,55]. Weitere, beinflussbare
Risikofaktoren sind z.B. Fettstoffwechselstérungen, Hypertonie, Diabetes
mellitus oder auch Verhaltensweisen wie Rauchen und Bewegungsmangel. Bei

Auftreten mehrerer Risikofaktoren multipliziert sich das Risiko [73].

Im Jahre 1986 stellte Ross [32,101] die sogenannte ,Response-to-injury“-
Hypothese auf. Demnach steht am Beginn der Atheroskleroseentstehung eine
Verletzung des Gefaliendothels, gefolgt von einer Einwanderung von
Monozyten und deren anschlieBenden Umwandlung in Schaumzellen. Dies
fuhrt letztendlich zur Bildung fibréser Plaques [7,21,42,43,93,99,101,113].

Schon 1969 vermutete McCully [76] anhand von Autopsiebefunden bei
Patienten mit Homocystinurie einen Zusammenhang zwischen der
Homocystein-Konzentration und atherosklerotischen GefalRveranderungen. Im
Jahre 1975 veroffentlichte er gemeinsam mit Wilson [80] seine ,Homocystein-
Theorie der Arteriosklerose“. Seitdem erschienen zahlreiche Arbeiten, die diese
Theorie entweder stutzen [59,78,80,85,116] oder widerlegen [26].

Homocystein entsteht im menschlichen Korper aus der essentiellen Aminosaure

Methionin [75,95]. Zur weiteren Verstoffwechselung des Homocysteins werden
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die Vitamine Bg, B12 und Folsaure bendtigt. Daher kann ein Mangel an diesen
Vitaminen zu einer Hyperhomocysteinamie fuhren [41,45]. Als weitere
Ursachen einer Hyperhomocysteinamie kommen z. B. starker Kaffeekonsum,
chronische Niereninsuffizienz, Diabetes mellitus, ausgepragte Psoriasis oder
ein Defekt der Enzyme Cystathionin-B-Synthase, Methionin-Synthetase oder
Methylentetrahydrofolat-Reduktase [30,39,82,83,114] in Frage.

Uber die Wirkmechanismen des Homocysteins auf die Atherogenese wird
intensiv geforscht. Die Interaktion von Methionin und dessen Metaboliten mit
dem NO des Endothels scheint eine wichtige Rolle zu spielen
[3,16,48,49,50,63,66,126,136]. AulRerdem fuhrt eine moderate Hyperhomo-
cysteindmie zu einer erhdhten Thrombozytenaggregation [29] und zu einer

vermehrten Fibrinogensynthese [135], beides Faktoren der Atherogenese.

Um die Entstehung atherosklerotischer Plaques zu verfolgen, stellt das
Kaninchen ein gutes Tiermodell dar. Mit Hilfe von cholesterinhaltigem Futter
gelingt es, innerhalb von sechs bis zwdlf Wochen die Bildung von athero-
sklerotischen Plaques zu induzieren, die denen des Menschen makroskopisch
recht ahnlich sind [22,31,57,100].

In dieser Arbeit wurden die Auswirkungen einer artifiziell induzierten Hyper-
homocysteinamie auf die Plaquebildung im Weillen Neuseelandkaninchen
untersucht. Dazu wurden an definierten Abschnitten des GefalBbaums die
Plaqueflache, die Gesamtgefal3flache und der Anteil der Plaque an dieser
Gefaldflache bestimmt. Auflerdem wurde der Anteil von Makrophagen und

Endothelzellen in den Plaques bestimmt.

An zwei Kaninchen wurden orale Methionin-Belastungstests durchgefihrt,
entweder mit unterschiedlichen Konzentrationen von Methionin allein oder in
Kombination mit Vitaminen. Die Verlaufe der Plasmakonzentration von
Methionin, Homocystein und Cystathionin wurden Uber einen Zeitraum von
24 Stunden hinweg beobachtet. Dadurch sollte der Einfluss der Methioninzufuhr

auf die Hohe der resultierenden Konzentration an Homocystein, Methionin und
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Cystathionin untersucht werden, um Aussagen uber das Ausmal® der

Hyperhomocysteindmie machen zu kdnnen.

Das Ziel der vorliegenden Studie war zu untersuchen, ob eine artifiziell

induzierte Hyperhomocysteinamie direkt an der Atherogenese beteiligt ist.
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2 Material und Methoden

2.1 Tiermodell

Als Versuchstiere dienten 24 mannliche WeilRe Neuseelandkaninchen (Charles
River, Kissleg). Zu Beginn des Versuchs wogen die Tiere im Median 3560 g
[25%-75%-Quartil: 3400-4040 g].

An zwei weiteren Tieren wurden Belastungstests mit verschiedenen Methionin-

Dosierungen durchgefuhrt.

2.1.1 Tierhaltung

Die Kaninchen wurden wahrend der gesamten Versuchsdauer in Einzelkafigen
gehalten. Der Tag-Nacht-Rhythmus wurde durch kinstliche Beleuchtung auf
12 Stunden eingestellt. Wahrend einer Eingewdhnungsphase von ca. 4 Wochen
wurden die Tiere mit einer Standarddiat der Firma Sniff, Soest, geflttert.
Sowohl Futter als auch Wasser standen den Kaninchen in dieser
Eingewdhnungsphase wie auch wahrend der gesamten Versuchsdauer in
beliebiger Menge zur Verfugung. Die Tiere wurden wdchentlich gewogen. Die
aufgenommene Futtermenge wurde ebenfalls wochentlich durch Wiegen

bestimmt.

2.1.2 Gruppeneinteilung und Behandlungsschema

Die gesamte Versuchsdauer betrug 16 Wochen. Die Kaninchen wurden

randomisiert in 3 Gruppen zu je 8 Tieren eingeteilt.

Die Tiere der Gruppe 1 (Kontrolle) dienten als Kontrollgruppe, die weiterhin die
Standarddiat erhielt. Die Tiere der Gruppe 2, als Chol bezeichnet, erhielten
eine Diat mit 0,5 % Cholesterin im Futter. Die Diat der Tiere der Gruppe 3
(Chol+Meth) enthielt 0,5 % Cholesterin und 1 % L-Methionin.

Ein Tier der Gruppe 3 verstarb nach 4 Wochen infolge eines Narkosevorfalls

und wurde von der Auswertung ausgeschlossen. Gruppe 3 besteht daher nur
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aus 7 Tieren. Die beiden Tiere der Belastungstests sind bei dieser Gruppen-

einteilung nicht berlcksichtigt.

2.1.3 Blutentnahme

Die Blutentnahmen erfolgten bei den Kaninchen jeweils bei Versuchsbeginn,

nach 4, 8, 12 und 16 Wochen, jeweils nach 12-stundiger Nahrungskarenz.

Die Blutentnahme erfolgte unter Narkose aus einer Ohrarterie. In diesen
Plasmaproben wurden die Homocystein-Konzentration, die Lipide, die Konzen-
tration der Vitamine E und Bg und verschiedene klinisch-chemische Parameter

bestimmt.

Das verabreichte Narkosegemisch, das den Tieren in die Glutealmuskulatur
injiziert wurde, bestand aus Ketaminhydrochlorid (Ketanest® 50, Parke-Davis,
Berlin), Xylazin-Hydrochlorid (Rompun® 2 %, Bayer-AG, Leverkusen) und
Atropinsulfat (Braun, Melsungen). Initial wurden 2 ml verabreicht (1 ml
entspricht 34 mg Ketaminbase und 0,59 mg Xylazin). Bei Bedarf wurde

individuell nachgespritzt.

Die Blutentnahmen wahrend der Belastungstests erfolgten am wachen Tier.

2.1.4 Versuchsende und GefaRentnahme

Achtzehn Stunden vor Versuchsende wurden die Kaninchen mit dem o.g.
Narkosegemisch betaubt. Im Nacken wurden 2 subkutane Taschen von ca.

1,5 cm Lange stumpf prapariert.

In diese Taschen wurden 100 mg/kg Kérpergewicht (KG) 5'-Bromo-2'-Desoxy-
uridin (BrdU) und 75 mg/kg KG 2‘-Desoxycytidin (d-cyt) eingebracht (beide von
Sigma, St. Louis, USA). AnschlieRend wurden 30 mg BrdU/kg KG und 25 mg d-
cyt’kg KG in physiologischer Kochsalzlosung geldst und den Tieren in die
Glutealmuskulatur injiziert. Zwolf Stunden vor Versuchsende erfolgte dann eine

weitere Injektion.
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BrdU ist ein Thymidinanalogon, das wahrend der Synthesephase des Zellzyklus
in die DNA eingebaut wird und im histologischen Praparat mit Hilfe eines
monoklonalen Antikdrpers (s. Kapitel 2.2.4.3) nachweisbar ist. BrdU-positive

Zellkerne erscheinen rot gefarbt.

Bei Versuchsende wurden den Tieren 5 ml des Narkosegemischs verabreicht,
anschlielend wurden die Tiere am Bauch rasiert. Es erfolgte eine Blut-
entnahme am Ohr. Die Tiere wurden durch Punktion des Herzens entblutet,
danach wurde eine Uberdosis des Narkosemittels injiziert. Der Tod trat rasch

durch Kreislaufversagen ein.

Am Hals wurde ein medianer Schnitt gesetzt und die rechte und linke A. carotis
communis freiprapariert und entnommen. Die GefaRe wurden jeweils in zwei
etwa 0,6 cm lange Abschnitte unterteilt. Der proximale Abschnitt wurde als

A. carotis | bezeichnet, der distale Abschnitt als A. carotis II.

Thorax und Abdomen wurden eréffnet. Der Aortenbogen wurde dargestellt und
mit der Aorta bis zu deren Durchtritt durch das Zwerchfell entnommen. Der
Aortenbogen wurde in drei etwa gleich gro3e Abschnitte geteilt. Der proximale
Abschnitt wurde als AoBo | bezeichnet, der sich anschlieBende Abschnitt als

AoBo Il und der an die Aorta thoracalis grenzende Teil als AoBo Il

Der proximale Teil der Aorta thoracalis wurde in vier Abschnitte unterteilt und
mit Thor | bis Thor IV bezeichnet. Vom nachsten Abschnitt (Thor V) wurde ein
Kryostatpraparat hergestellt, das in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht
verwendet wurde. Die distale Halfte der Aorta thoracalis wurde ebenfalls in vier
Abschnitte untergliedert und mit Thor VI bis Thor IX bezeichnet.

Die Aorta abdominalis wurde in vier Abschnitte unterteilt. Vom proximalen
Abschnitt wurde fur andere Arbeiten ein Gefrierpraparat angefertigt, die sich
anschlieRenden Abschnitte wurden mit Abd Il bis Abd IV bezeichnet.

Die beiden lliakalgefaRe wurden mitsamt den sich anschlieRenden Aa.

femorales entnommen und mit A. fem. | bis A. fem. lll bezeichnet.
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Neben den Gefallen wurden aulderdem Herz, Leber, Lunge, Milz und die Nieren

entnommen und gewogen.

Mit Ausnahme der Kryostatpraparate wurden alle Gefal3- und Organsegmente
sofort nach der Entnahme flir max. 24 h in einer gepufferten 4%igen

Paraformaldehydl6sung (pH 7,4) fixiert.

2.2 Untersuchungsmethoden

2.2.1 Analyse der Lipidkonzentration im Plasma

Die Cholesterinkonzentration im EDTA-Plasma wurde mit der CHOD-PAP-
(Cholesterinoxidase-para-Aminoantipyrin-) Methode (Monotest® Cholesterin,

Boehringer, Mannheim) bestimmt.

Die Triglycerid-Konzentration wurde mit der GPO-PAP-(Glycerinphosphat-
oxidase-para-Aminophenazon-) Methode mit dem enzymatischen Farb-Test

Peridochrom® (Boehringer, Mannheim) bestimmt.

Die Gesamtcholesterinbelastung wahrend des 16-wdchigen Versuchs wurde
anhand der Werte der einzelnen Cholesterinmessungen als ,Area under the
curve“ aus insgesamt 5 Messzeitpunkten ermittelt (C = Cholesterinkon-

zentration, t = Zeitpunkt):

[ Auc =Zn: (& +2C‘+1) X (-0 ]
i=0

2.2.2 Analyse der Glucose-Konzentration im Plasma

Bei den Blutentnahmen wurde der Blut-Glucosespiegel zusatzlich zu der

Messung im Zentrallabor der Universitat Tubingen (s. u.) mit dem Handmess-
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gerat Glucometer Elite 2000, Bayer Vital GmbH & Co. KG, Leverkusen, im
Vollblut bestimmt (Schnelltest).

Um eine Aussage Uber die Messgenauigkeit des Handmessgerats zu treffen,

wurden diese beiden Bestimmungsmethoden miteinander verglichen.

Als Vorgabe wurde ein Konfidenzintervall definiert, das alle Werte des
Handmessgerats beinhaltet, die zwei Standardabweichungen uber- oder
unterhalb des im Labor gemessenen Wertes liegen. Eine Standardabweichung
entsprach dabei 15,6 mg Glucose/dl Plasma und wurde anhand der Daten mit

Hilfe eines Scatterplots ermittelt.

Far die hier bestimmten Glucosewerte bedeutet dies, dass die von Hand
gemessenen Werte fur 95,5 % der gemessenen Werte um nicht mehr als
maximal +31,1 mg Glucose/dl Plasma (entsprechend zwei Standardab-
weichungen) vom Laborwert abwichen, flir 68,3 % lag die Abweichung bei
maximal *15,6 mg Glucose/dl Plasma (entsprechend einer Standardab-

weichung).

2.2.3 Analyse weiterer klinisch-chemischer Parameter

Die Analyse der sonstigen im Blut bestimmten Parameter erfolgte mit den
ublichen Routine-Analyse-Verfahren im klinisch-chemischen Zentrallabor,
Abteilung IV, der Medizinischen Klinik der Universitat Tubingen. Die Homo-
cystein-Konzentration wurde mittels HPLC (High Performance Liquid

Chromatography) bestimmt.

Die  Aminosaurekonzentrationen in den gewonnenen Proben der
Belastungstests wurden von Herrn Dr. Bellstedt, Kinderklinik der Universitat
Jena, und von Herrn Prof. Dr. Till, Institut fir Pathobiochemie, Erfurt, Jena,

bestimmt.
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2.2.4 Histologie und Immunhistochemie der GefaRpraparate

2.2.41 Herstellung von Paraffinpraparaten

Nach Entnahme wurden die Gefal3e fur 24 Stunden in einer gepufferten 4%igen
Paraformaldehydlésung (pH 7,4) fixiert. Anschlielend wurde noch vorhandenes
Bindegewebe entfernt und die Praparate durch eine aufsteigende Alkoholreihe
(70-99 %) entwassert. Die Praparate wurden dann in Methylbenzoat® (Merck,
Darmstadt) und Rotihistol® (Roth, Karlsruhe) Uberfuhrt. Daraufhin wurden sie in
Paraffin (Paraplast®, Sherwood, St. Louis, USA) eingebettet und mit einem
Mikrotom (Jung RM 2045, Leica, Bensheim) geschnitten. Die Schnittdicke
betrug 4 um. Alle histologischen und immunhistochemischen Farbungen

wurden an diesen Paraffinschnitten durchgefuhrt.

2.2.4.2 Histologische Farbungen

Es wurden folgende histologische Farbungen durchgeflihrt: ,Hamalaun-Eosin
(HE)* und ,Elastica-van-Gieson (EvG)“.

FUr die HE- und die EvG-Farbung wurden die Praparate durch Xylol und eine
absteigende Alkoholreihe (100-70 %) entparaffiniert.

HE-Farbung: Die HE-Farbung ist eine Ubersichtsfarbung und wurde zur
Beurteilung der morphologischen Veranderungen verwendet. Zellkerne
erscheinen hier blau, das Zytoplasma und die Interzellularsubstanz rosa. Nach
dem Entparaffinieren wurden die Praparate zur Kernfarbung fur 5 min in Mayers
Hamalaunlosung (Merck, Darmstadt) belassen. AnschlieRend wurden sie
10 min unter flieRendem Wasser geblaut und 5 min in Eosin (Sigma,
Deisenhofen) gegengefarbt. Zum Schluss wurden die Schnitte in einer
aufsteigenden Alkoholreihe entwassert, einige Minuten in Xylol belassen und in

Eukitt (Langenbrinck, Emmendingen) eingebettet.

EvG-Farbung: In der EvG-Farbung stellen sich elastische Fasern dunkelviolett
bis schwarz dar, Bindegewebe leuchtend rot und Muskulatur gelb. Die EvG-

Praparate dienten zur Bestimmung der Plaqueflache sowie der Gesamtflache
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der Gefalksegmente. Die entparaffinierten Gefaldschnitte wurden 30 min mit
Resorcinfuchsin (Chroma Gesellschaft, Kongen) gefarbt und anschlieRend mit
80%igem Alkohol und H>O gespult. Die weitere Farbung erfolgte fir 6 min mit
Eisenhamatoxylin nach Weigert (Chroma Gesellschaft, Kongen). Danach
wurden die Praparate nach Differenzierung in HCI-Alkohol 10 min lang unter
flieRendem Leitungswasser geblaut. Nach einer weiteren Spulung mit Wasser
wurden die Praparate fur etwa 2 min in van-Gieson-Lésung (Chroma
Gesellschaft, Kéngen) belassen und in einer aufsteigenden Alkoholreihe
entwassert. Die gefarbten Praparate wurden kurz in Xylol getaucht und in Vitro

Clud® (Langenbrinck, Emmendingen) eingebettet.

2.2.4.3 Immunhistochemische Farbungen

Durch immunhistochemische Farbungen konnen mit speziellen Antikdrpern
spezifische Zellarten und Plaquebestandteile differenziert werden. In dieser
Studie wurden das Endothel, Makrophagen und proliferierende Zellen (BrdU-

Farbung) dargestellt.

Zuerst wurden die Praparate in Xylol und einer absteigenden Alkoholreihe (100-
70 %) entparaffiniert und in Aqua bidest. gespult. Anschlielend wurden sie in
Citratpuffer in der Mikrowelle bei 750 Watt erhitzt und dann mit Eiswasser
geklhlt. Die endogene Peroxidase wurde mit PBS-Puffer®, der mit 30%igem
Hydrogenperoxid versetzt war, blockiert. In dieser Losung blieben die Praparate
fur 30 min. Nach jedem dieser Schritte wurden die Praparate fur 10 min mit
PBS-Puffer pH 7,4 gespdlt.

Nun wurden die Praparate fir 10 min bei 37 °C mit Normal Horse Serum
(Vectastain ABC-Kit, Mouse IgG, PK-4002, Camon Laborservice GmbH,
Wiesbaden) inkubiert, um unspezifische Bindungen im Gewebe zu blockieren.
Nach der Inkubation mit dem jeweils spezifischen Primarantikbrper wurde ein

mit Biotin konjugierter Sekundarantikorper hinzugegeben, der sich an den

@1 Liter PBS-Puffer = 8 g NaCl + 0,2 g KCI + 1,44 g NaH, PO, + 0,24 g KH,PO, in 1 | Aqua
bidest.
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Primarantikorper anlagert. AnschlieRend wurden der ABC- (Vectastain ABC-Kit,
Peroxidase Goat I1gG, Pk-4005; Camon Laborservice GmbH, Wiesbaden) und
der AEC-Komplex (Vector Peroxidase Substrat Kit AEC, SK 4200; Camon
Laborservice GmbH, Wiesbaden) aufgetragen. Zwischen diesen Schritten
wurden die Praparate wieder mit PBS-Puffer pH 7,4 gespult. Um die Ober-
flachenspannung des PBS-Puffers zu vermindern, wurde er mit dem Detergens

Tween 20 (Merck, Schuchardt) versetzt.

Wahrend des Farbevorgangs wurde die Farbintensitat mehrmals unter dem
Lichtmikroskop kontrolliert. Bei Erreichen der gewunschten Farbintensitat wurde
der Farbevorgang durch zweimaliges Spulen mit PBS-Puffer abgebrochen. Die
Gegenfarbung wurde durch kurzes Eintauchen in Mayers Hamalaun
durchgefuihrt. Abschlieliend wurden die Gefallabschnitte in Gelatine (Aquatex,
Merck 8562) eingebettet.

Die oben beschriebene Prozedur wurde bei allen immunhistochemischen

Verfahren angewandt, Besonderheiten werden im Folgenden behandelt.

Von Willebrand-Faktor: Mit dieser Farbung stellt sich der vom Endothel
gebildete von Willebrand-Faktor (VWF) rotbraun dar. Im Gegensatz zum oben
beschriebenen Verfahren wurden die GefaRschnitte 30-60 min bei 60 °C im
Brutschrank thermisch entparaffiniert und in der Mikrowelle nicht in Citratpuffer
erhitzt, sondern in ,Enhancer-Losung“ (Histosafe-Enhancer, Linaris, Wertheim-
Bettingen). Diese ,Enhancer-Losung® soll Quervernetzungen aufbrechen, die
bei der Formalin-Fixierung entstehen und zu markierende Epitope maskieren
konnten. Die Epitope werden durch diese Losung den Antikorpern wieder
zuganglich. Als Primarantikorper wurde der Anti-Human Factor VIII related
Antigen Serum (Goat), Verdunnung 1:100 (INCSTAR Corp., Stillwater,
Minnesota, USA) verwendet. Der Zweitantikdrper war biotinyliert; Vectastain
ABC-Kit, Peroxidase Goat IgG, Pk-4005, Verdunnung 1:200 (Linaris Biologische
Produkte GmbH, Wertheim).

BrdU-Farbung: Mit dieser Farbung werden proliferierende Zellen leuchtend rot

angefarbt. Der hier verwendete primare Antikorper (Mouse-Anti-BrdU-
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Antikorper, Bio Cell Consulting, Grelling, Schweiz) ist spezifisch gegen BrdU
gerichtet. Der zweite biotinylierte Antikorper war ,Horse-Anti-Mouse*

(Vectastain, Camon GmbH, Wiesbaden).

RAM-11-Farbung: Der Primarantikorper RAM 11 ist gegen ein zytoplas-
matisches Antigen von Kaninchen-Makrophagen gerichtet. Als Sekundar-
antikérper wurde der biotinyliete monoklonale Anti-Mouse-Total-IgG-
Biotinylated-Antibody (DIANOVA, Unitect Mouse Immunhistochemistry System,

Hamburg) verwendet.

2.2.5 Auswertung der GefaBpraparate

2.2.5.1 Verwendete Gerate

Die morphometrische Auswertung wurde mit einem Mikroskop (Laborlux S.,
Leica, Bensheim), einer Maus mit einer Induktionsspule, einem Digitalisierungs-
tableau (SummaSketch Ill, Summagraphics, Minchen) und der Software
,BIOQUANT INTRO: BQANALYSIS BQ-IAD Analysis Software und
,BQANALYSIS BQ-IAD Measurement Software“ (Bilany Consultants GmbH,
Dusseldorf) durchgefthrt. Das Mikroskop war mit einem 1,25fach Objektiv (Plan
1,25/0,04; Zeiss, Oberkochen; Okular 10fach, Tubus 1,25fach) und einem
10fach Objektiv (EF 10/0,25; Leica, Bensheim; Okular 10fach, Tubus 1,25fach)
bestuckt. Fur das 1,25fach Objektiv ergab sich so eine 24fache Vergroferung,
fur das 10fach Objektiv eine 188fache Vergrolerung. Die Objektive wurden
abhangig von der PraparatgrofRe verwendet. Alle Messungen wurden dreimal
durchgefuhrt, aus den Werten wurde das arithmetische Mittel berechnet und far

die weitere Datenanalyse verwendet.

Fir digitale Fotografien wurden ein Mikroskop (Photomikroskop Axiophot, Zeiss,
Oberkochen) und eine 3CCD-Farbkamera (MC-3225 P, Sony Corp., Japan)
verwendet. Die Bilder wurden mit der Software Scion Image (© Scion Corp.,
Maryland, USA) im TIF-Format gespeichert und mit dem Programm Corel

Photo-Paint™, Version 7.373, Uberarbeitet.
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2.2.5.2 Messung der intimalen Plaqueflache

Die intimale Plaquefliche (in mm?) wurde an EvG-gefarbten Préparaten
bestimmt. Die Flache, die in Richtung des Lumens von der Lamina elastica
interna umschlossen wird, und die Lumenflache wurden gemessen und
voneinander subtrahiert; der so ermittelte Wert entspricht der Plaqueflache. Flr
die Plaqueflache der A. carotis wurde fur jede Seite der Mittelwert der beiden
Abschnitte ermittelt, fir den Aortenbogen wurde der Mittelwert aus drei
Abschnitten errechnet. Bei der Aorta thoracalis wurde jeweils aus vier
Abschnitten der Mittelwert gebildet und als Aorta thoracalis proximal bzw. distal
bezeichnet. Der Mittelwert fur die Aorta abdominalis und die A. femoralis wurde
aus jeweils drei Abschnitten errechnet. Bei der Bestimmung der Flache der

einzelnen Gefalle des GefalRbaums wurde ebenso verfahren.

2.2.5.3 Beurteilung des Endothels (von Willebrand-Faktor)

Die VWF-Farbung wurde an den Abschnitten AoBo | und AoBo Il durchgefihrt;
aus den Ergebnissen dieser zwei Praparate wurde der Mittelwert gebildet. Zur
Bestimmung des prozentualen Anteils des vWF-positiven Endothels an der
Gesamtendothellange wurde zuerst mit dem 1,25fach Objektiv die
Gesamtlange des Endothels gemessen. Mit dem 10fach Objektiv wurde dann
die Lange der ungefarbten Endothelabschnitte ausgemessen, von der

Gesamtlange subtrahiert und dazu ins Verhaltnis gesetzt.

2.2.5.4 Bestimmung der Zelldichte und der Proliferationsrate

Die BrdU-gefarbten Praparate wurden an vier diametral gelegenen Stellen unter
einem 10fach Objektiv (Plan-Neofluar 10/0,30; Zeiss, Oberkochen; Okular E-PI
10x/20) digital fotografiert. Die Bilder wurden mit einem Farbdrucker (HP Color
Laser Jet 4500, Hewlett Packard, USA) ausgedruckt (94fache VergrofRerung).

An den Photos wurden alle Zellkerne der Plaque unter der Lupe ausgezahlt. Die
Plaqueflache (in mm?) wurde auf den vier Fotos morphometrisch bestimmt; die
Werte der vier Fotos wurden addiert. Aus diesen Daten wurde die Zellzahl pro

mm? und die Gesamtzellzahl pro Plaque errechnet.
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AnschlieRend wurden die BrdU-positiven Zellen gezahlt und zur Gesamtzellzahl
der gleichen Schnitte ins Verhaltnis gesetzt. Der Anteil der BrdU-positiven

Zellen ergab die Proliferationsrate.

2.2.5.5 Bestimmung des Anteils von Makrophagen an der Plaque

Die mit dem Antikdrper RAM 11 gefarbten Praparate wurden an vier diametral
gelegenen Stellen unter dem 10fach Objektiv (Plan-Neofluar 10/0,30; Zeiss,
Oberkochen; Okular E-PI 10x/20) digital fotografiert. Die Bildanteile, die nicht
zur Plaque gehorten, wurden mit Hilfe einer Bildbearbeitungssoftware geldscht.
Die Auswertung erfolgte mit einer speziell dafir programmierten Software
(LAnalyze It, Till-Karsten Hauser), mit der alle vorhandenen Farbpixel eines
Bildes sowie die rot markierten ausgezahlt wurden. Die Anzahl der roten Pixel
wurde zur Gesamtzahl der Pixel ins Verhaltnis gesetzt, daraus ergab sich der

prozentuale Anteil der Makrophagen an der Plaque.

2.3 Durchfuhrung der oralen Methionin-Belastungstests

An zwei Tieren erfolgten Belastungstests mit verschiedenen Methionin-
Konzentrationen. Diese zwei Tiere waren keiner der drei anderen Gruppen
zugeordnet und erhielten wahrend der gesamten Versuchsdauer die
Normaldiat. Die Abstande zwischen den Belastungstests waren unterschiedlich

lang und betrugen zwischen 5 Tagen und 4 Monaten.

L-Methionin wurde in NaCl geldst und den nuchternen Tieren oral verabreicht.
Den Tieren wurde vor Methioningabe und anschlielend nach 2, 4, 6, 8 und 24

Stunden aus einer Ohrvene oder -arterie Blut entnommen.
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2.4 Zusammenfassung der im Versuch gemessenen

Parameter

Die verschiedenen Parameter, die im vorliegenden Versuch bestimmt wurden,

sind in Tab. 1 zusammengefasst.

Tab.1: Zusammenfassung der im vorliegenden Versuch gemessenen

Parameter

Futteraufnahme und
Korpergewicht

Organgewicht

Lipide im Plasma

Homocystein
Transaminasen, y-GT

Kleines Blutbild

Elektrolyte
Gerinnungsparameter
Enzymaktivitiaten
Nierenfunktion

Eiweil}

Vitamine

Glucose

Histologische
Parameter

Belastungstests

Futteraufnahme, Cholesterinaufnahme,
Methioninaufnahme, Korpergewicht

Herz, Lunge, Leber, Milz, Nieren

Cholesterin, HDL-, LDL-, VLDL-Cholesterin,
Triglyceride, NEFA

Homocystein
GOT, GPT, y-GT

Hamatokrit, Erythrozyten, Hamoglobin, MCV, MCHC,
MCH, Leukozyten, Thrombozyten

Natrium, Kalium, Calcium

INR, TPZ, PTT, Fibrinogen

AP, LDH, CK, Amylase, Pankreas-Amylase, Lipase
Harnstoff, Kreatinin

Albumin, Gesamteiweil®

Vitamin E, Vitamin Bg

Glucose (mit zwei Methoden bestimmt)

Aortenbogen: Plaqueflache, Gesamtflache und
Lumenflache, Endothelzellen, Zelldichte,
proliferierende Zellen, Makrophagen; Segmente des
Gefallbaums: Plaqueflache, Gefaliflache

Methionin, Homocystein, Cystathionin, Glycin, Alanin,
Serin, Threonin, Valin, Leucin, Isoleucin, Asparagin-
saure, Glutaminsaure, Glutamin, Arginin, Lysin,
Phenylalanin, Tyrosin, Tryptophan, Prolin, Histidin,
1-Methyl-Histidin, 3-Methyl-Histidin, Ornithin, Citrullin,
Taurin
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2.5 Statistische Auswertung

Die statistischen Analysen wurden mit dem Programm JMP (Version 3.1, SAS,
Heidelberg, Cary, NC, USA) durchgeflihrt. Es wurde ein Signifikanzniveau von
p<0,05 zugrunde gelegt.

ZielgroRen waren die Plaqueflache im Aortenbogen und in den verschiedenen
Segmenten des GefalRbaums, die zellulare Zusammensetzung dieser Plaques,
die Flache der verschiedenen Segmente des Gefallbaums und die Lumen-
flache des Aortenbogens. Einflussgrof3e waren die Cholesterin- und Methionin-
aufnahme, bzw. die Cholesterin- und Methionin-Konzentration im Plasma. Da
die Daten eine hohe Streuung und zum Grofteil eine rechtsschiefe Verteilung
aufwiesen, wurde der Wilcoxon-Test angewendet. Es wird der Median mit 25%-

und 75%-Quartil angegeben.

Weiterhin wurden die Futteraufnahme pro Tag, die Korpergewichtszunahme im
Versuchsverlauf und die Organgewichte relativ zum Korpergewicht mit dem
Wilcoxon-Test auf Signifikanz untersucht, da auch hier die Voraussetzungen fur
eine ANOVA nicht erflllt waren. Die Darstellung erfolgt ebenfalls als Median mit
25%- und 75%-Quartil.

Flr die Labordaten wurde die ,Area under the curve‘ (AUC) errechnet. Mit dem
Shapiro-Wilk-Test wurde auf Normalverteilung und mit dem Bartlett-Test auf
Homogenitat Gberprift. Bei Annahme der Nullhypothese wurden die Daten
anschliellend mit einer ANOVA auf Signifikanz untersucht. Waren die Voraus-
setzungen fur eine ANOVA nicht gegeben, wurden die Daten logarithmiert; auf
eine Rucktransformation der Daten wurde verzichtet. Als Anschlusstest wurde
der Tukey-Kramer-Test verwendet. Die vollstandigen Daten finden sich im
Anhang dieser Arbeit. Es werden der arithmetische Mittelwert und die

Standardabweichung angegeben.

Besonderheiten bei der statistischen Auswertung: Bei LDL- und VLDL-
Cholesterin wurden nur die Gruppen?2 und 3 verglichen, da es ohne

Cholesterinfutterung in der Kontrollgruppe zu keiner Lipiderhdhung kommt. Der
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Unterschied von den Gruppen 2 und 3 zu Gruppe 1 ist daher sehr grol3; eine

statistische Analyse ist nicht sinnvoll.

Bei den Triglyceriden und den NEFA wurden die Gruppen einzeln miteinander

verglichen.

Beim MCHC wurde ein Tier der Gruppe 2 von der Betrachtung ausgeschlossen,
da der Messwert der Woche 8 so weit unter den Messwerten der anderen Tiere

lag, dass von einem Messfehler ausgegangen werden musste.

Bei der Berechnung der AUC der Leukozyten-Konzentration wurde ein Tier der
Gruppe 2 von der Betrachtung ausgeschlossen, da es ab Woche 4 eine

konstant erhohte Leukozytenzahl aufwies.

Bei der AUC der Lipase-Konzentration zeigte sich ein signifikanter Unterschied
zwischen den Gruppen 1-2 und 1-3; da allerdings keine Normalverteilung
gegeben war, wurden nur logarithmierte Daten der Gruppe 2 und Gruppe 3

verglichen.

Versuchsbedingt konnten die Werte der Woche 4 fur Vitamin Bg nicht

ausgewertet werden.
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3 Ergebnisse

3.1 Futteraufnahme und Korpergewicht

3.1.1 Futteraufnahme

Die Futteraufnahme wurde durch woéchentliche Bestimmung der auf-
genommenen Futtermenge ermittelt. Anhand dieser gemessenen Mengen
wurde die Futteraufnahme pro Tag bestimmt (Tab. A1). Sie war in Gruppe 1
(138 g/d [122-154 g/d]) signifikant hoher als in Gruppe 2 (98,5g/d [91,1-
110 g/d]) und Gruppe 3 (92,6 g/d [89,2-101 g/d]) (p<0,0001).

Aulerdem liel3 sich feststellen, dass die Tiere aller 3 Gruppen im Verlauf des
Versuchs weniger Nahrung zu sich nahmen (Abb. 1). Dieser Effekt war bei den

Tieren der Gruppe 2 und 3 am deutlichsten zu erkennen.
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Abb. 1:  Futteraufnahme pro Tag (Median) im Versuchsverlauf
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3.1.2 Cholesterinaufnahme
Aus der taglich aufgenommenen Futtermenge wurde die taglich aufgenommene
Cholesterinmenge errechnet (Tab. A2); dabei zeigte sich zwischen den beiden

cholesteringefitterten Gruppen kein signifikanter Unterschied (Abb. 2).

Die Tiere der Gruppe 2 nahmen im Durchschnitt der gesamten Versuchsdauer
0,56 g [0,52 g-0,63 g] Cholesterin pro Tag auf, die Tiere der Gruppe 3 0,53 g/d
[0,51-0,57 g/d].
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Abb. 2: Cholesterinaufnahme pro Tag (Median) im Versuchsverlauf

3.1.3 Methioninaufnahme

Zusatzlich zur taglich aufgenommenen Cholesterinmenge wurde die taglich
aufgenommene Methioninmenge berechnet (Tab. A3). Auch diese nahm zum
Versuchende hin ab (Abb. 3). Fur die gesamte Versuchsdauer betrug sie in
Gruppe 3 durchschnittlich 0,93 g/d [0,89-1,01 g/d], in Gruppe 1 0,42 g/d [0,36-
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0,46 g/d] und in Gruppe 2 0,30 g/d [0,27-0,33 g/d]. Die drei Gruppen unter-

schieden sich signifikant voneinander (p<0,0001).
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Abb. 3: Methioninaufnahme pro Tag (Median) im Versuchsverlauf

3.1.4 Korpergewicht

Das Korpergewicht der Versuchstiere wurde wochentlich bestimmt (Tab. A4). Zu
Versuchsbeginn betrug es im Median 3320 g [3160-3520 g], am Versuchsende
3620 g [3430-4040 g]. Die Tiere der Gruppe 1 wogen bei Versuchsende im
Median 4210 g [3880-4650 g], die Tiere der Gruppe 2 3520 g [3380-3880 g] und
die der Gruppe 3 3520 g [3440-3560 g] (Abb. 4). Die Tiere der Gruppe 1 hatten
am starksten zugenommen, gefolgt von den Tieren der Gruppe 2 und Gruppe 3,

die Gruppen 1-2 und 1-3 unterschieden sich signifikant voneinander (p<0,0001).
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Abb. 4: Korpergewicht (Median) im Versuchsverlauf

3.2 Organgewichte

Bei Versuchsende wurden die Organgewichte sowohl absolut (in g) als auch

relativ (in %) bezogen auf das Korpergewicht bestimmt (Tab. 2).

Tab. 2:  Absolutes Organgewicht (in g) und relatives Organgewicht in Prozent
des Korpergewichts (Median mit 25%- und 75%-Quartil)

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
Kontrolle Chol Chol+Meth
Herz (9)* 7,9 [6,0-8,8] 6,0 [5,4-7,0] 5,5 [5,0-6,0]
(%) 0,18 [0,16-0,21] 0,18 [0,15-0,19] 0,15 [0,14-0,17]
Leber (9) 86,5[72,3-106]* 121 [100-140]" 122 [111-146]'

(%)*  2,1[1,9-2,3]*° 3,2 [2,9-3,9] 3,3[3,1-4,2]'
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Tab. 2: Fortsetzung

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
Kontrolle Chol Chol+Meth
Lunge (g)  10,3[8,6-10,9] 9,8 [8,5-14,1] 10,5 [9,0-13,0]
(%)*  0,25[0,21-0,28] 0,28 [0,24-0,41] 0,31 [0,26-0,37]
Milz (@*  1,5[1,5-1,8] 3,3[2,1-4,2]' 2,0 [2,0-2,5]
(%)* 0,03[0,03-0,05]>> 0,09 [0,06-0,12]' 0,06 [0,05-0,08]"
Niere  (g)* 7,8 [6,8-9,6]° 7,9 [7,0-8,3] 6,5 [6,0-7,0]"

(%) 0,19[0,17-0,21] 0,22 [0,20-0,24] 0,19 [0,17-0,20]

* Statistik mit logarithmierten Daten

Hochgestellte Zahlen zeigen signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen an.
Signifikante Unterschiede zeigten sich beim absoluten Lebergewicht zwischen
den Gruppen 1-2 und 1-3 (p=0,0012), ebenso beim relativen Lebergewicht
(p<0,0001). Das Lebergewicht war in den Gruppen 2 und 3 deutlich héher als

bei den Tieren aus Gruppe 1.

Weitere signifikante Unterschiede fanden sich beim absoluten Gewicht der
Niere, und zwar zwischen der Gruppe 1 und 3 (p=0,0260). Bei der Milz fand
sich beim absoluten Gewicht ein signifikanter Unterschied zwischen der
Gruppe 1 und 2 (p=0,0002), beim relativen Milzgewicht zwischen den
Gruppen 1-2 und 1-3 (p<0,0001). Die Milz der Tiere der Gruppe 2 war jeweils
am groBten, gefolgt von der Milz der Tiere in Gruppe 3. Das absolute Gewicht
des Herzens war bei den Tieren der Gruppe 1 am hochsten. Dieser Unterschied
war jedoch nicht signifikant im Vergleich zu den anderen beiden Gruppen. Bei
der Lunge liel sich weder beim absoluten noch beim relativen Organgewicht

ein Unterschied zwischen den Gruppen feststellen.
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3.3 Lipide im Plasma

3.3.1 Cholesterin

Zu Beginn des Versuchs betrug die Plasmacholesterin-Konzentration der Tiere
in den 3 Gruppen zwischen 32,9 + 9,5 mg/dl und 42,9 + 18,6 mg/dl (Tab. A5).

Nach 4 Wochen war die Cholesterin-Konzentration in Gruppe 2 um das 28-

fache, in Gruppe 3 um das 18fache angestiegen (Abb. 5).
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Abb. 5: Cholesterin-Konzentration im Versuchsverlauf

Beim Vergleich der AUC des Cholesterins zeigte sich zwischen Gruppe 2 und
Gruppe 3 ein signifikanter Unterschied (p=0,0078). Die AUC betrug bei
Gruppe 2 etwa das 1,5fache der Konzentration von Gruppe 3. Bei der
Kontrollgruppe betrug sie 451 + 76,0 mg/dlI*16 Wochen, bei Gruppe 2 war sie
etwa 50mal hoéher (23515 £ 6217 mg/dlI*16 Wochen), bei Gruppe 3 etwa 30mal
(14548 £ 3891 mg/dlI*16 Wochen).
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3.3.2 Lipoproteinfraktionen

Wahrend des Versuchsverlaufs wurden HDL-, LDL- und VLDL-Cholesterin
bestimmt (Tab. A6).

HDL-Cholesterin: Signifikante Unterschiede in der AUC des HDL-Cholesterins
fanden sich zwischen den Gruppen 1-2 und 1-3 (p=0,0003). Wahrend des
gesamten Versuchsverlaufs war der HDL-Cholesterin-Spiegel in Gruppe 3
hoéher als in den beiden anderen Gruppen (Abb. 6). Die AUC des HDL-Choles-
terins betrug in der Kontrollgruppe 172 £ 40,1 mg/dI*16 Wochen, in Gruppe 2
234 + 63,9 mg/dI*16 Wochen und in Gruppe 3 309 * 56,7 mg/dl*16 Wochen. In

Gruppe 3 war sie damit um 32,1 % hdher als in Gruppe 2.

Der Anteil des HDL-Cholesterins am Gesamtcholesterin war in Gruppe 2 und 3
wesentlich geringer als in Gruppe 1. Die AUC des HDL-Cholesterins betrug
34 % des Gesamtcholesterins bei Gruppe 1, 1 % bei Gruppe 2 und 2 % bei
Gruppe 3.
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Abb. 6: HDL-Cholesterin-Konzentration im Versuchsverlauf



Ergebnisse 25

LDL-Cholesterin: Es fand sich ein signifikanter Unterschied zwischen den
Gruppen 2 und 3 (p=0,0018); die LDL-Cholesterin-Konzentration in Gruppe 2
war um gut ein Drittel hoher als in Gruppe 3 (Abb. 7). Die LDL-Cholesterin-
Konzentration in Gruppe 1 (203 £ 33,8 mg/dI*16 Wochen) betrug nur ca. 510 %
der Konzentration in Gruppe 2 (5899 + 1843 mg/dI*16 Wochen) und Gruppe 3
(3536 + 448 mg/dI*16 Wochen).

Die AUC des LDL-Cholesterins hatte bei Gruppe 1 zu 40 %, bei Gruppe 2 zu
25 % und bei Gruppe 3 zu 24 % Anteil am Gesamt-Cholesterin.
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Abb. 7: LDL-Cholesterin-Konzentration im Versuchsverlauf

VLDL-Cholesterin: Die Gruppen2 und 3 unterschieden sich signifikant
(p=0,0207), wobei die VLDL-Cholesterin-Konzentration in Gruppe 2
(17380 £ 5827 mg/dI*16 Wochen) nahezu doppelt so hoch war wie in Gruppe 3
(10702 £ 3533 mg/dI*16 Wochen). Bei Gruppe 1 (129 + 46,4 mg/dI*16 Wochen)
betrug sie nur 1-3 % des Wertes der Gruppen 2 und 3 (Abb. 8).
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Abb. 8: VLDL-Cholesterin-Konzentration im Versuchsverlauf

Die AUC des VLDL-Cholesterins betrug 26 % des Gesamt-Cholesterins bei
Gruppe 1, 74 % bei Gruppe 2 und 74 % bei Gruppe 3.

3.3.3 Triglyceride

Bei Betrachtung der AUC der Triglyceride zeigte sich ein signifikanter Unter-
schied zwischen den Gruppen 1-2 (p=0,0460) und den Gruppen 2-3 (p=0,0078)
(Tab. A7); die Triglycerid-Konzentration der Gruppe 2 (AUC 2108 +942
mg/dl*16 Wochen) war dabei ca. doppelt so hoch wie die der Gruppe 1 (AUC
1285 + 769 mg/dI*16 Wochen) und der Gruppe 3 (AUC 968 + 205 mg/dI*16
Wochen).

Im Versuchsverlauf stieg die Konzentration der Triglyceride bei den Gruppen 2
und 3 an (Abb. 9). Bei Gruppe 3 war die Trigycerid-Konzentration am Ende des

Versuchs doppelt so hoch wie zu Beginn des Versuchs (102 + 63,8 mg/d| vs.
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53,0 £ 13,0 mg/dl), bei Gruppe 2 dreimal so hoch (302 +255 mg/dl vs.
101 + 127 mg/dI).
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Abb. 9: Konzentration der Triglyceride im Versuchsverlauf

3.3.4 Nicht-veresterte Fettsauren (NEFA)

Wahrend des gesamten Versuchs wurde die Konzentration der nichtveresterten
Fettsduren bestimmt (NEFA, Tab. A8).

Dabei fand sich ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen 1-2
(p=0,0460) und den Gruppen 2-3 (p=0,0279). Bei Gruppe 2 und 3 zeigte sich
zur Versuchsmitte hin ein Anstieg der NEFA, zum Versuchsende hin sanken
diese wieder ab. Bei Gruppe 1 war ein solcher Trend nur bedingt erkennbar
(Abb. 10).
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Abb. 10: Konzentration der NEFA im Versuchsverlauf

Die AUC der NEFA betrug am Versuchsende 23396 + 11691 pEg/mI*16
Wochen bei Gruppe 1, 41250 + 13304 pEg/mlI*16 Wochen bei Gruppe 2 und
29428 + 5190 pEg/mI*16 Wochen bei Gruppe 3.

3.4 Homocystein-Konzentration im Plasma

Die Bestimmung der Homocystein-Konzentration erfolgte jeweils nach einer ca.

12-stindigen Nuchternphase.

Bei der AUC des Homocysteins im Plasma zeigte sich zwischen den 3 Gruppen
kein statistisch signifikanter Unterschied (Tab. A9). Bei 3 der 5 Bestimmungs-
zeitpunkte war die Homocystein-Konzentration im Plasma der Kontrollgruppe
am hochsten (Abb. 11), ebenso bei der Betrachtung der AUC (207 + 27,7
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pmol/I*16 Wochen in Gruppe 1, 172 £ 39,7 pmol/I*16 Wochen in Gruppe 2,
187 + 29,6 ymol/I*16 Wochen in Gruppe 3).
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Abb. 11: Homocystein-Konzentration im Versuchsverlauf

3.5 Vitaminkonzentration im Plasma

3.5.1 Vitamin E

Bei allen drei Gruppen stieg die Konzentration des Vitamin E zum Versuchs-
ende hin an (Abb. 12). Signifikante Unterschiede fanden sich zwischen den
Gruppen 1-2, 1-3 und 2-3 (p<0,0001), (Tab. A10). Die AUC der Gruppe 1
betrug 128 £ 55,3 umol/I*16 Wochen, die der Gruppe 2 933 = 450 pmol/I*16
Wochen und die der Gruppe 3 516 £ 144 pmol/I*16 Wochen.
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Abb. 12: Vitamin-E-Konzentration im Versuchsverlauf

3.5.2 Vitamin Bg

Bei der AUC der Vitamin-Bs-Konzentration fand sich mit p=0,0346 ein
signifikanter Unterschied zwischen Gruppe 1 (AUC 2306 + 333 pg/I*16
Wochen) und Gruppe 2 (AUC 1840 + 401 pg/lI*16 Wochen) (Tab. A10). Auffallig
war bei allen Gruppen ein Ruckgang der Vitamin-Be-Konzentration wahrend des
Versuchs (Abb. 13). In Gruppe 3 (AUC 1900 * 323 pg/I*16 Wochen) war dieser
Ruckgang am grofdten: der Wert der Woche 16 betrug nur noch 19,9 % des
Ausgangswertes; in Gruppe 2 lag er noch bei 29,2 % und in Gruppe 1 bei
41,7 %.
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Abb. 13: Vitamin-Bg-Konzentration im Versuchsverlauf

3.6 Blutglucose

3.6.1 Glucose-Konzentration im Plasma

Es liel sich keine Veranderung der Plasma-Glucose-Konzentration im Verlauf
des Versuchs erkennen, ebenso ergaben sich zwischen den 3 Gruppen keine

statistisch signifikanten Unterschiede (Tab. 3)
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Tab. 3:  Glucose-Konzentration im Plasma (mg/dl, Median mit 25%- und
75%-Quartil)

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

Kontrolle Chol Chol+Meth
Woche 0 194 [170-244] 152 [118-220] 226 [197-231]
Woche 4 231 [202-254] 242 [216-249] 193 [156-273]
Woche 8 275 [258-340] 279 [250-286] 242 [225-326]
Woche 12 209 [195-230] 172 [188-142] 207 [199-224]
Woche 16 201 [156-211] 98,0 [94,0-138] 170 [133-184]
AUC 3577 [3298-4544] 3136 [2954-3551] 3570 [3002-3646]

AUC = Area under the curve

3.6.2 Glucose-Konzentration im Vollblut

Bei Betrachtung der Glucose-Konzentration im Vollblut zeigten sich ebenfalls

keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen (Tab. 4).

Tab. 4: Glucose-Konzentration im Vollblut (mg/dl, Median mit 25%- und

75%-Quartil)

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

Kontrolle Chol Chol+Meth
Woche 0 183 [157-228] 117 [98,0-144] 195 [160-227]
Woche 4 239 [195-249] 244 [217-274] 205 [154-287]
Woche 8 336 [293-380] T 360 [343-377]
Woche 12 209 [191-234] 181 [154-203] 205 [196-235]
Woche 16 174 [133-215] 146 [107-154] 156 [126-206]
AUC 3378 [2777-3858] 3080 [2703-3571] 3284 [3012-3662]

AUC = Area under the curve T Datenerhebung versuchsbedingt nicht

moglich
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3.6.3 Vergleich der Bestimmungsmethoden

Die vom Labor im Plasma gemessenen Glucosewerte betrugen im Median
209 mg/dl [165-257 mg/dl], der Median der mit einem Handmessgerat
bestimmten Glucosewerte lag bei 198 mg/dl [152-249 mg/dl]. Die Differenz der
beiden Messmethoden betrug im Median 1,5 mg/dl [-10,0-12,8 mg/dl], was

einer Abweichung von 1,4 % entspricht.

Von den 88 von Hand bestimmten Werten hielten 85 die Vorgaben ein
(Kap. 2.3), drei Werte lagen aullerhalb des definierten 95,5%-Intervalls
(Abb. 14). Diese drei abweichenden Werte wurden bei jeweils einem Tier aus

jeder der drei Gruppen festgestellt.
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Abb. 14: Vergleich der  Glucose-Bestimmungsmethoden  ,Schnelltest"
(Vollblut) und ,Labor® (Plasma)
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3.7 Klinisch-chemische Parameter

3.7.1 Transaminasen und y-GT

Es wurden die Transaminasen GOT, GPT und y-GT im Plasma bestimmt
(Tab. A11).

GOT: Es zeigten sich Unterschiede zwischen den Gruppen 1-2 und 1-3
(p=0,0002). Die Werte der Gruppen 2 und 3 lagen ab Woche 4 durchweg
uber den Werten der Gruppe1. Die AUC der Gruppe1 betrug
120 + 17,6 U/I*16 Wochen, die der Gruppe 2 196 + 48,4 U/I*16 Wochen und die
der Gruppe 3 202 + 45,1 U/I*16 Wochen.

GPT: Es fand sich ein Unterschied zwischen den Gruppen 2 und 3 (p=0,0458).
Wahrend des gesamten Versuchsverlaufs lagen die Werte der Gruppe 3
uber den Werten der Gruppen1 und 2, ebenso war die AUC der
Gruppe 3 (401 £ 103 U/I*16 Wochen) hoher als die AUC der Gruppe 1
(301 £ 127 U/I*16 Wochen) und Gruppe 2 (250 £ 94,8 U/I*16 Wochen).

v-GT: Es fand sich kein Unterschied zwischen den Gruppen, allerdings stiegen
die Werte bei einzelnen Tieren der Gruppen 2 und 3 zum Versuchsende hin
stark an. Die AUC betrug fur Gruppe 1 56,8 + 10,6 U/I*16 Wochen, fur Gruppe 2
161 £ 150 U/I*16 Wochen und 178 £ 142 U/I*16 Wochen fir Gruppe 3.

3.7.2 Kleines Blutbild

Uber die gesamte Versuchsdauer hinweg wurden alle 4 Wochen Hamatokrit,
Erythrozytenzahl, Hamoglobin (Hb), MCV, MCHC, Leukozytenzahl und
Thrombozytenzahl bestimmt (Tab. A12).

Hamatokrit: Es wurde ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen 1-2
und 1-3 gefunden (p<0,0001). Dabei waren die Werte der Kontrollgruppe zu
allen Zeiten hoher als die der beiden anderen Gruppen (Abb. 15), ebenso war
die AUC der Gruppe 1 (624 + 24,8 %*16 Wochen) um ca. 14 % groRer als die
der Gruppen 2 (540 + 33,5 %*16 Wochen) und 3 (539 £ 16,1 %*16 Wochen).
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Abb. 15: Hamatokrit im Versuchsverlauf

Erythrozyten: Es war ein signifikanter Unterschied festzustellen zwischen den
Gruppen 1-2 und 1-3 (p<0,0001). Auch hier waren die Werte im
Verlauf (Abb. 16) und die AUC in der Kontrollgruppe zu allen Zeiten hoher
als die Werte der beiden anderen Gruppen (AUC der Gruppe1 98,5+
4,7x10%*/mm®>*16 Wochen, der Gruppe 2 85,7 + 4,8x10*/mm®16 Wochen und
der Gruppe 3 88,1 + 2,4x10*/mm®*16 Wochen).
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Abb. 16: Erythrozytenzahl im Versuchsverlauf

Hamoglobin: Beim Hamoglobin waren ab Woche 4 die Werte der Kontroll-
gruppe hoher als die Werte der beiden anderen Gruppen (Abb. 17).
Entsprechend fand sich auch bei diesem Parameter ein signifikanter
Unterschied zwischen den Gruppen 1-2 und 1-3 (p<0,0001). Die AUC
der Gruppe 1 war ca. 10 % hoéher als die AUC der beiden anderen Gruppen und
betrug 215 + 8,8 g/dI*16 Wochen, die der Gruppe 2 193 + 11,3 g/dI*16 Wochen
und die der Gruppe 3 193 £ 5,7 g/dI*16 Wochen.
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Abb. 17: Hamoglobinkonzentration im Versuchsverlauf

MCV: Hier liel3 sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen
nachweisen. In Gruppe 1 betrug die AUC 1015 % 33,2 fI*16 Wochen, in
Gruppe 2 1014 £ 25,8 fI*16 Wochen und in Gruppe 3 981 + 22,1 fI*16 Wochen.

MCHC: Hier fand sich ein Unterschied zwischen den Gruppen 1-2 und 1-3
(p<0,0001). Die AUC der Gruppe 1 war am geringsten und lag bei 551
5,1 g/dI*16 Wochen, gefolgt von Gruppe 2 (571 6,7 g/dI*16 Wochen) und
Gruppe 3 (573 + 11,1 g/dI*16 Wochen). Bei allen drei Gruppen war die MCHC

am Ende des Versuchs geringer als zu Beginn.

MCH: Es fand sich ein signifikanter Unterschied (p=0,0207) zwischen Gruppe 1
(AUC 349 + 10,5 pg*16 Wochen) und Gruppe 2 (AUC 360 + 6,0 pg*16 Wochen).
Die AUC des MCH der Gruppe 3 betrug 350 £ 5,7 pg*16 Wochen.
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Leukozyten: Zwischen den Gruppen lieRen sich keine Unterschiede
nachweisen (Abb. 18). Die AUC der Leukozyten der Gruppe 1 betrug 101018 +
14338 Leukozyten/ul*16 Wochen, die der Gruppe 2 110211 + 19909
Leukozyten/ul*16 Wochen und die der Gruppe 3 117874 + 26681
Leukozyten/ul*16 Wochen.
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Abb. 18: Leukozytenzahl im Versuchsverlauf

Thrombozyten: Es liellen sich keine Unterschiede zwischen den Gruppen
nachweisen (Abb. 19). Die AUC der Thrombozytenzahl betrug fur Gruppe 1
5228 + 997 Thrombozyten/ul*16 Wochen, far Gruppe 2 5394 £ 705
Thrombozyten/ul*16 Wochen und fur Gruppe 3 5207 £ 925 Thrombozyten/ul*16

Wochen.
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Abb. 19: Thrombozytenzahl im Versuchsverlauf

3.7.3 Elektrolyte

Uber die gesamte Versuchsdauer hinweg wurden die Elektrolyte Natrium,
Kalium und Calcium bestimmt (Tab. A13).

Natrium: Die logarithmierten Daten der AUC unterschieden sich signifikant
(p=0,0002) voneinander. Die Unterschiede befanden sich zwischen den
Gruppen 1-2, 1-3 und 2-3. Die Natriumkonzentration nahm in allen drei
Gruppen zum Versuchende hin ab. Die AUC der Natriumkonzentration betrug
fur Gruppe 1 2240 £ 25,6 mmol/I*16 Wochen, fur Gruppe 2 2184 + 22,3
mmol/I*16 Wochen und fur Gruppe 3 2212 £ 10,0 mmol/I*16 Wochen.

Kalium: Bei den logarithmierten Daten der AUC war ein signifikanter
Unterschied zwischen Gruppe 1 (56,9 + 2,2 mmol/I*16 Wochen) und Gruppe 2
(59,9 £ 1,3 mmol/I*16 Wochen) (p=0,0396) vorhanden. Die AUC der Kalium-
konzentration der Gruppe 3 betrug 58,9 + 3,1 mmol/I*16 Wochen. Die Werte
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aller drei Gruppen lagen wahrend des Versuchs unterhalb der vom Zichter

angegebenen Normalwerte (4,8 mmol/l).

Calcium: Bei allen Blutentnahmezeitpunkten betrugen die gemessenen
Calciumkonzentrationen in etwa das Doppelte der vom Zichter als Normalwert
angegebenen Konzentration (1,6 mmol/l). Unterschiede zwischen den Gruppen
lieRen sich jedoch nicht nachweisen. Die AUC der Calciumkonzentration betrug
52,8 £ 1,0 mmol/I*16 Wochen in Gruppe 1, 53,0 £ 1,7 mmol/I*16 Wochen in
Gruppe 2 und 52,3 £ 1,4 mmol/I*16 Wochen in Gruppe 3.

3.7.4 Gerinnungsparameter

Als Gerinnungsparameter wurden die International Normalized Ratio (INR), die
Thromboplastinzeit (TPZ/Quick), die Partielle Thromboplastinzeit (PTT) und
Fibrinogen bestimmt (Tab. A14).

INR: Hier lieBen sich keine Unterschiede zwischen den Gruppen fest
stellen. Die AUC der INR betrug 19,3 + 1,2*16 Wochen fur Gruppe 1, 19,6 +
2,6*16 Wochen fur Gruppe 2 und 18,2 £ 1,2*16 Wochen fur Gruppe 3.

TPZ (Quick): Auch hier fanden sich keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Gruppen. Die AUC der Gruppe 1 lag bei 1303 + 123 %*16 Wochen, die der
Gruppe 2 bei 1321+ 225 %*16 Wochen wund die der Gruppe3 bei
1507 £ 150 %*16 Wochen.

PTT: Hier lagen nahezu alle Werte Uber den vom Zichter genannten Normal-
werten, grotenteils lagen sie auch aulderhalb des Messbereichs des Zentral-
labors. Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen lielen sich nicht

feststellen.

Fibrinogen: Es lieken sich Unterschiede zwischen Gruppe 1 (AUC 4963 +
1224 mg/dlI*16 Wochen) und Gruppe 2 (AUC 3668 + 433 mg/dl *16 Wochen)
feststellen (p=0,0275). Die AUC der Gruppe 3 betrug 4211 + 575 mg/dI*16

Wochen.
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3.7.5 Enzymaktivitaten

Im Versuchsverlauf wurden die Aktivitaten der Alkalischen Phosphatase (AP),
der Laktatdehydrogenase (LDH), der Kreatinkinase (CK), der Amylase, der
Pankreas-Amylase und der Lipase bestimmt (Tab. A15).

AP: Es lielken sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen
feststellen. Die AUC der AP betrug fur Gruppe 1 1259 + 366 U/I*16 Wochen, fur
Gruppe 2 1482 £ 410 U/I*16 Wochen und fir Gruppe 3 1242 + 374 U/I*16
Wochen.

LDH: Es waren keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen
nachweisbar (AUC der Gruppe 1: 690 £ 187 U/I*16 Wochen, Gruppe 2: 720 +
152 U/1*16 Wochen, Gruppe 3: 914 £ 218 U/I*16 Wochen).

CK: Es liel3en sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen
nachweisen. Alle drei Gruppen zeigten Maxima der CK in den Wochen 8 und
12, am Ende des Versuchs waren diese Werte jedoch wieder gesunken. Die
AUC der CK betrug fur Gruppe 1 8337 + 3393 U/I*16 Wochen, fur Gruppe 2
7619 £ 1718 U/I*16 Wochen und fur Gruppe 3 9607 + 2274 U/I*16 Wochen.

Amylase: Es fand sich ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen 1-2
und 1-3 (p=0,0108, AUC der Amylase fur Gruppe 1: 2457 + 324 U/l *16 Wochen,
Gruppe 2: 2955 + 373 U/I*16 Wochen, Gruppe 3: 2893 £ 230 U/I*16 Wochen).

Vor allem bei Gruppe 3 stieg die Amylase zum Versuchsende hin an.

Pankreas-Amylase: Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen den
Gruppen 1-2 und 1-3 (p=0,0115). Sowohl in Gruppe 2 (AUC 2893 +
365 U/I*16 Wochen) wie auch in Gruppe 3 (AUC 2829 + 222 U/I*16 Wochen)
wurde die hochste Konzentration in Woche 12 gemessen, in Gruppe 1
(AUC 2408 + 321 U/1*16 Wochen) dagegen in Woche 8.

Lipase: Beim Vergleich der AUC der Lipase zeigte sich kein signifikanter
Unterschied zwischen Gruppe 2 und 3. Auffallig war jedoch ein starker Anstieg
der Lipase in Gruppe 3 (AUC 11012 + 5425 U/I*16 Wochen) und vor allem in
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Gruppe 2 (AUC 18164 + 7739 U/I*16 Wochen). In diesen beiden Gruppen
erreichte die Konzentration am Ende des Versuchs das 12- bis 20fache der
Werte der Gruppe 1 (AUC 2474 £ 455 U/1*16 Wochen).

3.7.6 Nierenfunktionsparameter Harnstoff und Kreatinin

Als Nierenfunktionsparameter wurden Harnstoff und Kreatinin bestimmt
(Tab. A16).

Harnstoff: Es fanden sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei
Gruppen. Die AUC des Harnstoffs bei Gruppe 1 betrug 640 = 79,1 mg/dlI*16
Wochen, bei Gruppe 2 635+ 109,9 mg/dI*16 Wochen und bei Gruppe 3
734 £ 113 mg/dlI*16 Wochen.

Kreatinin: Es war ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen 1 und 3
nachweisbar (p=0,0007). Zudem stieg das Kreatinin bei allen drei Gruppen zum
Versuchsende hin an, bei Gruppe 1 (AUC 17,3 £2,5 mg/dI*16 Wochen)
unwesentlich, bei Gruppe 3 (23,0 £ 2,2 mg/dI*16 Wochen) annahernd bis auf
das Doppelte der Ausgangswerte. Gruppe 2 (20,2 £ 2,4 mg/dlI*16 Wochen) lag

zwischen den beiden anderen Gruppen.

3.7.7 Gesamteiwei und Albumin

Sowohl das Gesamteiweil} als auch Albumin wurden wahrend der gesamten
Versuchsdauer kontrolliert (Tab. A17).

Gesamteiweil: Es fanden sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den
drei Gruppen (AUC Gruppe 1 87,6 £ 3,5 g/dI*16 Wochen, Gruppe 2 85,7
5,5 g/dI*16 Wochen, Gruppe 3 87,1 £ 3,5 g/dI*16 Wochen).

Albumin: Es fanden sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen. Die AUC der Albuminkonzentration lag bei 81,7 + 3,8 g/dI*16 Wochen
in Gruppe 1, bei 79,9 +4,1g/dI*16 Wochen in Gruppe 2 und bei 84,5+
3,4 g/dI*16 Wochen in Gruppe 3.
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3.8 GroRe und zellulare Zusammensetzung der intimalen
Plaques im Aortenbogen

3.8.1 Plaqueflache

Die Grole der Plaqueflache wurde an drei Segmenten des Aortenbogens
gemessen (Abb. 20, Tab. 5).

In den Praparaten der Tiere der Kontrollgruppe waren keine Plaques

nachweisbar.

In Gruppe 2 betrug die Plaquefliche im Median 5,4 mm? [4,0-7,5 mm?], in
Gruppe 3 2,9 mm? [1,8-6,2mm?]. Dieser Unterschied von 46 % war statistisch
nicht signifikant (p=0,1052).

30
: Kontrolle (1)
25 B Chol (2)
Bl Chol+Meth (3)
20

Plaque Gefaly Lumen

Abb. 20: Flache der Plaque, des gesamten Gefallquerschnitts und des
-lumens (Median mit 25%- und 75%-Quartil sowie Minimum und
Maximum)
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3.8.2 Flache des GefaBRquerschnitts

Bei der Gefal¥flache des Aortenbogens fand sich ein signifikanter Unterschied
zwischen Gruppe 1 und 2 (p=0,0087). Der Median betrug fur Gruppe 1
15,6 mm? [14,0-16,8 mm?], fiir Gruppe 2 18,2 mm? [16,6-22,6 mm?] und fir
Gruppe 3 15,9 mm? [13,2-18,2 mm?] (Abb. 20, Tab. 5).

3.8.3 Lumenflache

Bei den beiden Gruppen mit Cholesterinflitterung war die Lumenflache im
Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant vermindert (Abb. 20, Tab. 5). Der
Unterschied war zwischen allen drei Gruppen signifikant. Fur die Gruppen 1-2
betrug der p-Wert p=0,0033, flr die Gruppen 1-3 p=0,0012 und fur die Gruppen
2-3 p=0,0151.

Tab. 5: Ubersicht liber Plaquefliche, Flache des GefaRquerschnitts und
Lumenflache in mm? (Median mit 25%- und 75%-Quartil)

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

Kontrolle Chol Chol+Meth
Plaqueflache 0 [0-0] 5,4 [4,0-7,5] 2,9 [1,8-6,2]
GefaRflache 15,6 [14,0-16,8]° 18,2 [16,6-22,6]' 15,9 [13,2-18,2]
Lumenfliche 9,8 [9,1-10,3]*3 6,9[6,1-7,7]"° 5,0 [4,9-6,2]"2

Hochgestellte Zahlen zeigen signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen an.

3.8.4 Zellulare Zusammensetzung der Plaque

3.8.4.1 Endothelzellen

Beim Anteil der vWF-positiven Endothelzellen zeigte sich bei Gruppe 1 der
geringste Anteil, im Median 56,2 % [46,1-63,7 %]. Bei Gruppe 3 war der Anteil
vWEF-positiv gefarbter Endothelzellen am grofdten, er lag im Median bei 85,7 %
[74,8-87,3 %], Gruppe 2 lag mit 66,5 % [62,4-85,4 %] dazwischen. Signifikant
war der Unterschied zwischen Gruppe 1 und Gruppe 2 (p=0,0046) sowie
Gruppe 1 und Gruppe 3 (p=0,0206).
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3.8.4.2 Zelldichte und Proliferationsrate

In den Plaques wurde die Zellzahl pro mm? bestimmt. Diese betrug fiir
Gruppe 2 2122 Zellen/mm? [1764-2303 Zellen/mm?] und fiir Gruppe 3 2109
Zellen/mm? [1623-2714 Zellen/mm?]. Ein signifikanter Unterschied zwischen

den beiden Gruppen liel sich nicht feststellen (p=0,9079).

Nach Bestimmung der Gesamtzellzahl und der BrdU-positiven Zellen wurde der
Anteil der proliferierenden Zellen an der Gesamtzellzahl errechnet. Er betrug
bei Gruppe 2 8,7 % [3,7-13,0 %] und bei Gruppe 3 11,8 % [7,7-13,2 %]. Dieser
Unterschied war statistisch nicht signifikant (p=0,3545).

3.8.4.3 Makrophagen
Die mit dem Antikérper RAM 11 angefarbten Makrophagen befanden sich

bevorzugt in dem an die Media angrenzenden Plaquebereich. Der Anteil der
Makrophagen an der Plaqueflache war bei Gruppe 2 gréler (23,5 % [11,5-
27,0 %]) als bei Gruppe 3 (18,3 % [14,5-26,9 %]). Dieser Unterschied war
statistisch jedoch nicht signifikant (p=0,9999).

3.8.5 Plaqueflache in den einzelnen Segmenten des GefaBbaums

Die Plaquebildung wurde in den verschiedenen Segmenten des Gefalldbaums
untersucht und zwischen Gruppe 2 und 3 verglichen. Dabei konnten keine

signifikanten Unterschiede festgestellt werden (Tab. 6).

Tab. 6: Plaqueflaiche (mm?) in den einzelnen Segmenten des GefaRbaums
(Median mit 25%- und 75%-Quartil)

Gruppe 2 Gruppe 3 Wilcoxon
Chol Chol+Meth (p)
A. carotis (re) 0,10 [0,03-0,22] 0,59 [0,03-1,5] 0,2239
A. carotis (li) 0 [0-0,04] 0 [0-0,02] 0,9479

Aortenbogen 5,4 [4,0-7,5] 2,9[1,8-6,2] 0,1052
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Tab. 6: Fortsetzung

Gruppe 2 Gruppe 3 Wilcoxon
Chol Chol+Meth (p)

Ao. thoracalis 3,1[1,7-6,1] 2,5[1,2-3,2] 0,2472
proximal

Ao. thoracalis 0,18 [0,02-0,50] 0,60 [0,18-0,83] 0,2712
distal

Ao. abdominalis 0,20 [0,05-0,48] 0,12 [0,07-0,17] 0,2472
A. femoralis (re) 0 [0-0] 0 [0-0] 0,8449
A. femoralis (Ii) 0 [0-0] 0 [0-0] 0,3496

3.8.6 Flache des GefaBquerschnitts in den einzelnen Segmenten des
GefaRbaums

Neben der Plaqueflache wurde auch die Flache des Gefaldquerschnitts in den
verschiedenen Segmenten bestimmt. AnschlieRend wurden die drei Gruppen

einzeln miteinander verglichen.

Der Vergleich von Gruppe 1 mit Gruppe 2 (Tab.7) zeigte signifikante
Unterschiede im Bereich des Aortenbogens (p=0,0087) und der proximalen
Aorta thoracalis (p=0,0087).

Der Vergleich von Gruppe 1 und Gruppe 3 zeigte signifikante Unterschiede bei
der rechten A. carotis (p=0,0206) und ebenfalls in der proximalen Aorta
thoracalis (p=0,0372).

Zwischen Gruppe 2 und 3 konnten keine Unterschiede festgestellt werden.

Tab.7: GefaRfliche (mm?) der einzelnen Segmente des GefiRbaums
(Median mit 25%- und 75%-Quartil)

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
Kontrolle Chol Chol+Meth
A. carotis (re) 1,1 [1,1-1,4]° 1,4 [1,2-1,7] 2,1[1,2-2,8]

A. carotis (1i) 1,0 [0,9-1,3] 1,3 [0,9-1,7] 1,1[0,9-1,1]
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Tab. 7: Fortsetzung

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
Kontrolle Chol Chol+Meth
Aortenbogen 15,6 [14,0-16,8]°  18,2[16,6-22,6]'  15,9[13,2-18,2]
Ao. thoracalis 7.6 [6,6-9,2]*° 10,6 [9,0-14,6]" 10,3 [8,3-10,8]"
proximal
Ao. thoracalis 5,8 [5,5-5,9] 5,8 [5,1-6,6] 5,6 [4,9-6,5]
distal
Ao. abdominalis 2,4 [2,2-3,0] 2,3[1,9-3,7] 2,1[1,8-2,4]

A.femoralis (re) 0,48 [0,46-0,54]  0,49[0,43-0,57] 0,52 [0,38-0,54]
A.femoralis () 0,48 [0,40-0,57] 0,54 [0,45-0,67] 0,48 [0,38-0,53]

Hochgestellte Zahlen zeigen signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen an.

3.9 Methionin-Belastungstests

3.9.1 Methionin-Konzentration im Plasma

An zwei Tieren, die keiner der drei Gruppen zugeordnet waren, wurden
Methionin-Belastungstests mit verschiedenen Methionin-Konzentrationen und

Zusatzen durchgefuhrt.

Jeweils nach Gabe von 100 mg Methionin/kg KG allein oder in Kombination mit
0,2 mg Folsaure/kg KG, mit 1,5 mg Vitamin Be/kg KG sowie mit 0,2 mg
Folsdure/lkg KG und 0,01 mg Vitamin B12/kg KG wurde der Verlauf des
Plasmaspiegels von Methionin Uber einen Zeitraum von 24 h beobachtet
(Abb. 21).
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Abb. 21: Plasma-Methionin-Konzentration Gber 24 h bei Gabe von 100 mg
L-Methionin/kg KG und Vitaminzusatzen (Mittelwert von zwei Tieren)

Dabei zeigte sich bei alleiniger Gabe von 100 mg Methionin/kg KG bei beiden
Tieren nach 2 h ein Maximum der Methionin-Konzentration (Tab. A18). Bei
Tier 1 betrug dieser Wert das 7,3fache des Ausgangswerts, bei Tier 2 das
8,8fache.

Auch bei Gabe von Methionin in Kombination mit Folsaure zeigte sich das
Maximum nach 2 h (Tab. A19). Bei Tier 1 betrug das Maximum das 19fache
des Ausgangswerts, bei Tier 2 das 12fache. Das erreichte Maximum war bei
Tier 1 2,5fach hoher als bei alleiniger Methionin-Gabe, bei Tier 2 1,4fach.

Wurde den Tieren Methionin in Kombination mit Vitamin Bg verabreicht, fand
sich das Maximum ebenso bei 2 h und betrug bei Tier 1 das 22fache des
Ausgangswerts und bei Tier 2 das 16fache (Tab. A20). Das Maximum war bei
Tier 1 um das 3,5fache héher und bei Tier 2 um das 2,9fache als bei alleiniger
Methionin-Gabe.
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Bei kombinierter Gabe von Methionin mit Folsaure und Vitamin B4, wurde das
Maximum der Plasma-Methionin-Konzentration nach 2 h erreicht und betrug
sowohl bei Tier1 als auch bei Tier2 das 20fache des Ausgangswerts
(Tab. A21). Das Maximum betrug bei Tier 1 das 2,7fache und bei Tier 2 das

2,5fache des Maximums bei alleiniger Methionin-Gabe.

Unabhangig von der Art der Vitaminzusatze wurde bei beiden Tieren das
Maximum des Plasma-Methionin-Spiegels jeweils nach 2 h erreicht, wenn
100 mg Methionin/kg KG verabreicht wurden. Durch den Zusatz der Vitamine

war die maximale Methionin-Konzentration erhoht.

3.9.2 Homocystein-Konzentration im Plasma

Es wurden funf Versuchsreihen mit alleiniger Gabe von L-Methionin
durchgefuhrt. Die Methionin-Konzentration betrug dabei zwischen 25 mg
Methionin/kg KG und 500 mg Methionin/kg KG. Die Homocystein-Konzentration

wurde zu sechs Zeitpunkten innerhalb von 24 h bestimmt (Abb. 22).
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Abb. 22: Plasma-Homocystein-Konzentration Uber 24 h bei alleiniger Gabe
von L-Methionin (Mittelwert von zwei Tieren)

Bei der geringsten Methionin-Dosis von 25 mg Methionin/kg KG betrug der An-
stieg der Homocystein-Konzentration bei Tier 1 maximal das 1,7fache des Aus-
gangswerts (Tab. A22) und wurde 2 h nach Verabreichung erreicht. Bei Tier 2
betrug das Maximum das 1,5fache und wurde ebenfalls nach 2 h erreicht.

Bei der nachst héheren Methionin-Dosis von 50 mg Methionin/kg KG betrug das
Maximum flr Tier 1 das 3,7fache des Ausgangswerts, fur Tier 2 das 5,1fache.

Beide Tiere erreichten das Maximum nach 2 h (Tab. A23).

Bei Verabreichung von 100 mg Methionin/kg KG wurde das Maximum ebenfalls
nach 2 h erreicht und betrug fur Tier 1 das 16fache und fur Tier 2 das 14fache
des Ausgangswerts (Tab. A24).

Bei 250 mg Methionin/kg KG wurde das Maximum erst nach 6 h erreicht und

betrug fur Tier 1 das 23fache und fur Tier 2 das 54fache des Ausgangswerts.



Ergebnisse 51

Maoglicherweise wurde das Maximum noch spater erreicht; da zu diesem Zeit-
punkt keine weiteren Blutentnahmen erfolgten, ist dazu jedoch keine Aussage
madglich. Nach 24 h betrug die Homocystein-Konzentration bei Tier 1 noch das
1,6fache und bei Tier 2 noch das 4,7fache des Ausgangswerts (Tab. A25).

Die hochste verabreichte Methionin-Dosis betrug 500 mg Methionin/kg KG. Die
maximale Konzentration von Homocystein im Plasma wurde hierbei nach 8 h
gemessen und lag bei Tier 1 beim 20fachen und bei Tier 2 beim 44fachen des
Ausgangswerts. Nach 24 h war die Homocystein-Konzentration bei Tier 1 noch
um das 3,5fache erhoht und bei Tier 2 um das 34fache (Tab. A26).

Bei einer Methionin-Dosis von 100 mg/kg KG und Zusatz von
0,2 mg Folsaure/kg KG (Abb. 23) wurde das Maximum der Homocystein-
Konzentration nach 4 h erreicht und betrug bei Tier1 das 21fache des
Ausgangswerts. Bei Tier 2 wurde das Maximum ebenfalls nach 4 h erreicht und
betrug das 27fache des Ausgangswerts (Tab. A27). Damit wurde das Maximum
der Homocystein-Konzentration bei beiden Tieren 2 h spater erreicht als bei

alleiniger Methionin-Gabe und war zumindest bei Tier 2 doppelt so hoch.

Bei Verabreichung von 100 mg Methionin/kg KG und 1,5 mg Vitamin Be/kg KG
wurde das Maximum der Homocystein-Konzentration nach 6 h erreicht und
betrug bei Tier 1 das 4,7fache des Ausgangswerts (Abb. 23). Damit wurde das
Maximum hier 4 h spater erreicht als bei alleiniger Gabe von 100 mg
Methionin/kg KG und betrug auRerdem nur 60 % dieses Werts. Bei Tier 2
wurde das Maximum des Homocysteins bei kombinierter Gabe nach 6 h
erreicht und betrug das 5,9fache des Ausgangswerts. Damit wurde das
Maximum 4 h spater erreicht als bei alleiniger Methionin-Gabe und betrug nur
ca. 50 % dieses Werts (Tab. A28).
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Abb. 23: Plasma-Homocystein-Konzentration tUber 24 h bei Gabe von 100 mg
L-Methionin/kg KG und Vitaminzusatzen (Mittelwert von zwei Tieren)

Wurden 100 mg Methionin/kg KG in Kombination mit 0,01 mg Vitamin B12/kg KG
und 0,2 mg Folsaure/kg KG verabreicht, wurde die maximale Homocystein-
Konzentration nach 8 h erreicht und betrug bei Tier 1 das 4fache und bei Tier 2
das 7,6fache des Ausgangswerts (Abb. 23, Tab. A29). Somit wurde die
maximale Homocystein-Konzentration 6 h spater erreicht als bei alleiniger
Methionin-Gabe und betrug bei Tier 1 ca. 60 % und bei Tier 2 ca. 85 % des

Maximums bei alleiniger Methionin-Gabe.

3.9.3 Cystathionin-Konzentration im Plasma

Als weiterer Verlaufsparameter wurde der Plasmaspiegel von Cystathionin nach
Gabe von 100 mg Methionin/kg KG allein und in Kombination mit Folsaure,
Vitamin Bg und der Kombination von Folsaure und Vitamin B1> bestimmt
(Abb. 24).
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Abb. 24: Plasma-Cystathionin-Konzentration Gber 24 h bei Gabe von 100 mg
L-Methionin/kg KG und Vitaminzusatzen (Mittelwert von zwei Tieren)

Nach Gabe von 100 mg Methionin/kg KG stieg bei beiden Tieren der
Cystathioninspiegel an und erreichte bei Tier 1 nach 4 h ein Maximum, also 2 h
nach den Maxima von Methionin und Homocystein, und betrug das 3,4fache
des Ausgangswerts (Tab. A30). Bei Tier2 wurde das Maximum nach 2 h

erreicht und betrug das 1,5fache des Ausgangswerts.

Wurde Methionin in Kombination mit Folsaure verabreicht, wurde die maximale
Cystathionin-Konzentration bei Tier 1 nach 4 h erreicht und betrug das 3,7fache
der Ausgangskonzentration (Tab. A31), es erreichte somit das 1,2fache des
Maximums bei alleiniger Methionin-Gabe. Bei Tier 2 wurde der Maximalwert
nach 6 h erreicht und betrug das 6,4fache des Ausgangswerts, das Maximum
wurde 4 h nach dem Maximum bei alleiniger Methionin-Gabe erreicht und

betrug das 1,5fache dieses Maximumes.
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Bei gleichzeitiger Gabe von Methionin und Vitamin Bg wurde der maximale Wert
bei beiden Tieren nach 24 h gemessen und betrug bei Tier 1 das 2,9fache des
Ausgangswerts und bei Tier 2 das 1,7fache des Ausgangswerts (Tab. A32).
Somit wurde bei Tier 1 das Maximum 20 h spater als bei alleiniger Methionin-
Gabe erreicht und betrug das 2,9fache des urspringlichen Maximums, bei

Tier 2 wurde es 22 h spater erreicht und betrug das 2,4fache.

Bei Verabreichung von Methionin, Folsaure und Vitamin B4, betrug die
maximale Cystathionin-Konzentration bei Tier 1 das 4,2fache des Ausgangs-
werts und wurde nach 8 h erreicht, bei Tier 2 betrug das Maximum das 3,4fache
des Ausgangswerts und wurde nach 24 h erreicht (Tab. A33). Verglichen mit
der alleinigen Gabe von Methionin wurde das Maximum bei Tier 1 4 h spater
erreicht, bei Tier2 22 h spater; bei Tier1 betrug es das 4,6fache des

Ausgangsmaximums, bei Tier 2 das 2,8fache.

3.9.4 Sonstige Aminosauren im Plasma

Wahrend der Belastungstests wurden zahlreiche weitere Aminosauren
bestimmt. Es lieRen sich keine eindeutigen Veranderungen der Plasma-
Konzentrationen feststellen, d. h., es kam zu keinen Anderungen der Plasma-
Konzentrationen oder es lieR sich keine eindeutige Anderung in eine bestimmte

Richtung erkennen.

Neutrale Aminosauren: Glycin, Alanin, Serin, Threonin, Valin, Leucin und

Isoleucin

Saure Aminosauren: Asparaginsaure, Glutaminsaure und Glutamin
Basische Aminosauren: Arginin und Lysin

Aromatische Aminosauren: Phenylalanin und Tyrosin

Heterozyklische Aminosauren: Tryptophan, Prolin, Histidin, 1-Methyl-Histidin
und 3-Methyl-Histidin

Nicht-proteinogene Aminosauren: Ornithin, Citrullin und Taurin
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3.10 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Ergebnisse der statistischen Analysen sind in Tabellenform

zusammengefasst (Tab. 8-Tab. 11).

Bei der Darstellung der Belastungstests wird der Zeitpunkt des Maximums der
verschiedenen Konzentrationen angegeben und in welchem Verhaltnis dieses

Maximum zum Ausgangswert steht.

Tab.8: Zusammenfassung der statistischen Auswertung der
Futteraufnahmen und Organgewichte (Zahlen entsprechend der
Gruppenbezeichnung)

Gruppe1 Gruppe2 Gruppe 3
Kontrolle Chol Chol+Meth

tagliche Futteraufnahme 2,3 1 1
tagliche Cholesterinaufnahme X — —
tagliche Methioninaufnahme X X —
Gewichtsveranderung 2,3 1 1

Organgewichte
Herz, absolut — — —

Herz, relativ — — —
Leber, absolut 2,3 1 1
Leber, relativ 2,3 1 1

Lunge, absolut — — —

Lunge, relativ — — —

Milz, absolut 2 1 —
Milz, relativ 2,3 1 1
Niere, absolut 3 — 1

Niere, relativ — — —

— Es konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden.
x Dieser Wert ist nicht vorhanden.
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Tab.9: Zusammenfassung der statistischen Auswertung der AUC der
Laborparameter (nach 12-stindiger Nuchternphase gemessen,
Zahlen entsprechend der Gruppenbezeichnung)

Gruppe1 Gruppe2 Gruppe 3
Kontrolle Chol Chol+Meth

Lipide im Plasma
Cholesterin — 3
HDL 2,3 1
LDL 3

VLDL

Triglyceride
NEFA

NN X X
= w
w
NN NN o N

Homocystein

Transaminasen, y-GT

GOT 2,3

GPT — 3 2
y-GT — — —

Kleines Blutbild

Hamatokrit 2,3 1 1
Erythrozyten 2,3 1 1
Hamoglobin 2,3 1 1
MCV — — —
MCHC 2,3 1 1
MCH 2 1 —
Leukozyten — — —
Thrombozyten — — —

Elektrolyte
Natrium 2,3 1,3 1,2
Kalium 2 1 —
Calcium — — —
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Tab. 9: Fortsetzung

Gruppe1 Gruppe2 Gruppe 3
Kontrolle Chol Chol+Meth

Gerinnungsparameter

INR — — —
TPZ (Quick) — — —
PTT — — —
Fibrinogen 2 1 —

Enzymaktivitaten

AP — — —
LDH — — —
CK — — -
Amylase 2,3 1 1
Pankreas-Amylase 2,3 1 1
Lipase 2,3 1 1

Nierenfunktionparameter
Harnstoff — — —
Kreatinin 3 — 1

Albumin

Gesamteiweil}

Vitamine
Vitamin E 2,3 1,3 1,2
Vitamin Bg 2 1 —
Glucose

Zentrallabor — — —
Handmessgerat — — —

Zahlen zeigen signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen an.
— Es konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden.

x Dieser Wert wurde nicht ausgewertet.
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Tab. 10: Zusammenfassung der statistischen Auswertung der Ergebnisse der
morphologischen Parameter (Zahlen entsprechend der Gruppen-
bezeichnung)

Gruppe1 Gruppe2 Gruppe 3
Kontrolle Chol Chol+Meth

Aortenbogen

Plaqueflache X — —
Gefalflache 2 1 —
Lumenflache 2,3 1,3 1,2
Zellulare Zusammensetzung der Plaque

Endothelzellen 2,3 1 1
Zelldichte X — —
Anteil proliferierender Zellen X — —
Makrophagen X — —
Plaqueflachen in den einzelnen Segmenten des GefaBRbaums

A. carotis re X — —
A. carotis li X — —
Aortenbogen X — —
Ao. thoracalis proximal X — —
Ao. thoracalis distal X — —
Ao. abdominalis X — —
A. femoralis re X — —
A. femoralis li X — —
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Tab. 10:  Fortsetzung
Gruppe1 Gruppe2 Gruppe 3
Kontrolle Chol Chol+Meth
GefaRflache der einzelnen Segmente des GefaBRbaums
A. carotis re 3 — 1
A. carotis li — — —
Aortenbogen 2 1 —
Ao. thoracalis proximal 2,3 1 1

Ao. thoracalis distal — — —
Ao. abdominalis — — —
A. femoralis re — — —
A. femoralis li — — —

Zahlen zeigen signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen an.
— Es konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden.
x Dieser Wert war nicht vorhanden.

Tab. 11: Zusammenfassung der Ergebnisse der Belastungstests (Zeitpunkt
des Erreichens des Maximums der Plasmakonzentration der
jeweiligen Aminosaure und dessen Vielfaches im Vergleich zur

Ausgangskonzentration)

Tier 1 Tier 2

25 mg Methionin/kg KG

Methionin 2,4fach / 2h 3,6fach / 2h
Homocystein 1,7fach / 2h 1,5fach / 2h
Cystathionin 1,4fach / 6h 1,6fach / 6h
50 mg Methionin/kg KG

Homocystein 3,7fach / 2h 5,1fach / 2h
100 mg Methionin/kg KG

Homocystein 16fach / 2h 15fach / 2h
250 mg Methionin/kg KG

Homocystein 23fach / 6h 54fach / 6h
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Tab. 11:  Fortsetzung

Tier 1 Tier 2
500 mg Methionin/kg KG
Homocystein 20fach / 8h 44fach / 8h
100 mg Methionin/kg KG und 0,2 mg Folsaure/kg KG
Methionin 19fach / 2h 12fach / 2h
Homocystein 21fach / 4h 27fach / 4h
Cystathionin 3,7fach / 4h 6,4fach / 6h
100 mg Methionin/kg KG und 1,5 mg Vitamin B¢/kg KG
Methionin 22fach / 2h 16fach / 2h
Homocystein 4,7fach / 6h 5,9fach / 6h
Cystathionin 2,9fach / 24h 1,7fach / 24h

100 mg Methionin/kg KG, 0,2 mg Folsaure/kg KG und
0,01 mg Vitamin B12/kg KG

Methionin 20fach / 2h 20fach / 2h
Homocystein 4fach / 8h 7,6fach / 8h
Cystathionin 4 2fach / 8h 3,4fach / 24h

Sonstige Aminosauren vgl. Kapitel 3.9.4
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4 Diskussion

4.1 Literaturubersicht

4.1.1 Pathogenese der Atherosklerose

Die Arteriosklerose wird heutzutage als chronisch inflammatorische Erkrankung
verstanden [33,102,103]. Kommt es in bereits arteriosklerotisch veranderten
Gefallen zur Bildung atheromatdser Plaques in der Intima und zur Sklerose mit
Bindegewebsvermehrung, so wird dies als Atherosklerose bezeichnet. Die
Atherosklerose kann sowohl einzelne Organe als auch das gesamte arterielle
Gefalisystem betreffen. Die klinischen Manifestationsformen sind vielfaltig: sie
konnen sich in Form von Herzrhythmusstorungen, als Herzinsuffizienz, als
Angina pectoris, als plotzlicher Herztod oder als Herzinfarkt sowie als periphere
arterielle Verschlusskrankheit (pAVK) und zerebrovaskulare Erkrankungen
auldern. Die haufigste Manifestationsform ist die koronare Herzerkrankung
(KHK) [54].

In den westlichen Industrielandern ist die KHK die haufigste Todesursache
[12,88,137]. Im Jahr 2003 waren Erkrankungen des Herzkreislaufsystems in
Deutschland fur ca. 50 % der Todesfalle verantwortlich [112], in den USA fur
annahernd zwei Drittel der Todesfalle [54]. Weltweit sind 50 % aller Todesfalle
auf die KHK zurtckzuflhren [54], ab einem Alter Gber 75 Jahren Uber 70 %
[44].

Ausgehend von der Framingham-Studie, die prospektiv seit 1948 durchgefuhrt
wird, konnten fur die Atherosklerose zahlreiche Risikofaktoren identifiziert
werden [54,55]. Unbeeinflussbare Risikofaktoren sind die familiare Disposition,
das Lebensalter und ein mannliches Geschlecht. Zu den beeinfussbaren
Risikofaktoren zahlen z.B. Fettstoffwechselstorungen mit Erhohung von
Gesamtcholesterin, LDL-Cholesterin und Triglyceriden und Erniedrigung von
HDL-Cholesterin, Hypertonie, Diabetes mellitus, Rauchen, Ubergewicht,
Bewegungsmangel und Stress. Weitere Risikofaktoren sind Antiphospholipid-

Antikorper, ein erhohter Lipoprotein (a)-Spiegel und eine Hyperhomo-
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cysteinamie. Oft treten mehrere dieser Risikofaktoren gemeinsam auf, das
Risiko einer KHK vervielfacht sich dabei [73].

Im Jahr 1986 stellte Ross die sogenannte ,Respose-to-injury“-Hypothese
[32,101] auf, wonach der atherosklerotische Prozess mit Veranderungen am
Endothel beginnt. Normalerweise trennt das Endothel Blutstrom und
GefalRwand, es produziert Prostazyklin (PGly;) und Stickstoffmonoxid (NO),
welche eine antithrombotische Wirkung besitzen [47,67,72,104]; NO wirkt
zudem blutdruckregulierend, indem es zur Relaxation der glatten Muskelzellen
der GefalRwand fuhrt [56].

Wird das Endothel verletzt, so wird an dieser Stelle das Gerinnungssystem
aktiviert. An der Verletzungsstelle kénnen vermehrt LDL in die Gefallwand
eindringen und werden von den Endothelzellen oxidiert (oxLDL) [42,113]. Die
verletzte Endothelzelle exprimiert ,intracellular adhesion molecules® (ICAM-1)
und ,vascular celladhesion molecules® (VCAM-1) auf ihrer Oberflache. An diese
Molekule lagern sich Monozyten an und wandern in die Intima der Gefalkwand
ein, wo sie als Makrophagen bezeichnet werden [21]. Die Makrophagen

nehmen das oxidierte LDL auf und wandeln sich in Schaumzellen um [35,109].

Die aktivierten Makrophagen produzieren CSF (colony-stimulating factor) und
stimulieren dadurch die eigene Proliferation. Sie gelten deshalb als der
hauptsachliche zellulare Entzindungsmediator [101]. Sie regen Uber die
Sekretion von PDGF (platelet-derived growth factor) die glatten Muskelzellen
der Media zur Einwanderung in den subendothelialen Raum und zur dortigen
Proliferation an. AuRerdem oxidieren sie ebenso wie die Endothelzellen LDL zu
oxLDL [7,93,99].

Das oxLDL hat auf Monozyten und Lymphozyten eine chemotaktische Wirkung,
wirkt auf Endothelzellen und Makrophagen zytotoxisch und erhoht die Adharenz
von Thrombozyten und Monozyten an der Gefallwand [9,24,25,46,68,91].
Durch diese Faktoren spielt das oxLDL eine entscheidende Rolle in der

Frahphase der Atherogenese [43].
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Die ersten morphologisch sichtbaren Veranderungen der Gefallwand bestehen
aus einer Ansammlung von Makrophagen, Schaumzellen, Lipiden und
Lymphozyten und werden als ,fatty streaks” bezeichnet. Bei fortdauernder
Einwirkung der atherogenen Noxen kommt es zu einer Vergdlerung und
anschlielend zu einer Fibrosierung dieser fatty streaks, es bilden sich
sogenannte fibrose Plaques. In diesen fibrosen Plaques bilden sich zentrale

Nekrosen, in denen sich Cholesterinkristalle und Kalksalze ansammeln.

Klinische Symptome, wie z. B. eine Angina pectoris, zeigen sich oft erst, wenn
>75 % des Gefaldlumens verschlossen sind. Wenn eine atheromatdse Plaque
rupturiert, kann es zur Auflagerung eines Thrombus kommen. Es resultiert ein
akuter Gefaldverschluss. Ldst sich der Thrombus und wird in andere Gefalle

eingeschwemmt, so werden diese verschlossen, es kommt zu einer Embolie.

4.1.2 Homocystein

41.21 Homocystein-Metabolismus

Homocystein wird im Intermediarstoffwechsel aus der essentiellen Aminosaure
Methionin gebildet [75,95]. Wichtige Elemente in diesem Stoffwechsel sind die
Vitamine Bs  (Pyridoxin), Bi» (Cobalamin) und Folsdure (N°-Methyl-
Tetrahydrofolat) (Abb. 25). Ein Mangel an diesen Vitaminen flhrt zu einem

verminderten Abbau von Homocystein [41,45].

Guttormsen et al. [37] untersuchten die Stoffwechselkinetik von Homocystein
anhand eines oralen Homocystein-Belastungstests. Sie verabreichten
13 Probanden verschiedene Homocysteinformen in wassriger Losung. Fur die
Bioverfugbarkeit von Homocystein errechneten sie 53 %. Die AUC der
Homocystein-Plasmakonzentration ~ war  proportional der  zugefuhrten
Homocysteinmenge und wies nur geringe interindividuelle Unterschiede auf. Die
Halbwertszeit betrug 223 + 45 min. Die vorubergehende Hyperhomo-
cysteindmie war stets mit einem Anstieg der Plasma-Methionin-Konzentration
verbunden. Weniger als 2 % der zugefuhrten Homocysteinmenge wurden im

Urin ausgeschieden.
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Nahrung

A Serin
Tetrahydrofolat
S-Adenosyl- Folsi Glycin
Methionin oisaure
Dimethyl- Methioni 5, 10-Methylen-
glycin Vitamin B,, Syerftﬁgg'e”' tetrahydrofolat
Methylierung Betain 5, 10-Methylen-
tetrahydrofolat-
NADPH
S-Adenosyl- Reduktase
Homocystein
5-Methyl- NADP*
\ tetrahydrofolat
Cystathionin-p- | * vitamin B; Transsulfurierungs-Weg
synthase

\

Cystathionin

Sulfat + H20

Abb. 25: Metabolismus des Homocystein (modifiziert nach Mayer et al. [75])

Mit der Nahrung aufgenommenes Methionin wird durch eine Reaktion mit ATP
unter Bildung von S-Adenosyl-Methion aktiviert. Das S-Adenosyl-Methionin
Ubertragt seine Methylgruppe auf einen entsprechenden Akzeptor und wird
dabei zu S-Adenosyl-Homocystein demethyliert, welches durch Hydrolyse in

Adenosin und Homocystein aufgespalten wird.

Das so entstandene Homocystein wird zum grof3ten Teil durch die Methionin-
Synthase zu Methionin remethyliert. Bei dieser Reaktion dient Vitamin B4, als
Coenzym, Folsaure als Methylgruppen-Donator. In der Leber existiert mit dem
Enzym Betain-Homocystein-Methyltransferase ein weiterer Remethylierungs-

weg.
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Ist die Remethylierungskapazitat des Organismus erschopft, so kann Homo-
cystein zusatzlich Uber den Transsulfierungsweg metabolisiert werden. Hierbei
werden Homocystein und Serin mit Hilfe des Enzyms Cystathionin-p-Synthase
zu Cystathionin verstoffwechselt. Fir diese Kondensation wird Vitamin Bg als
Koenzym bendtigt. Durch die Transsulfierung entsteht Cystein. Cystein ist das
Ausgangsprodukt fur die Synthese von Taurin und 3-Phosphoadenosin-5'-
Phosphosulfat, welches im Urin bestimmt werden kann. Als weitere Abbau-
produkte des Homocysteins entstehen a-Ketobutyrat bzw. Propionyl-CoA und

Methyl-Malonsaure.

Im Blut liegt Homocystein zu ca. 70-80 % proteingebunden vor. Ist diese
Bindungskapazitat erschopft, so kommt freies Homocystein in verschiedenen
Zustandsformen im Blutserum vor [71]. Homocystein entspricht dabei der
reduzierten Form, Homocystin dem Dimer, Homocystein-Thiolacton einem
Dipeptit und Homocystin-Cystin einem gemischten Disulfid [70]. Zwischen

diesen verschiedenen Zustandsformen stellt sich rasch ein Gleichgewicht ein.

4.1.2.2 Ursachen einer Hyperhomocysteinamie

Von einer Hyperhomocysteindmie spricht man im Allgemeinen, wenn der
Referenzbereich von 5-15 umol/l Serum im Nuchternzustand Uberschritten wird
[125]. Van de Laak et al. [128] definierten die Grenzen zur Hyperhomo-
cysteinamie fur Manner bei 18,8 ymol/l und fur Frauen bei 16,3 pymol/l Serum.
Bei Mannern liegt der Homocystein-Spiegel etwa 10 % Uber dem von Frauen

[75], aulderdem erhoht er sich mit zunehmenden Lebensalter [10].

Die Hyperhomocysteinamie wird in eine moderate (15-30 pmol/l), eine
intermediare (31-100 pmol/l) und eine schwere Hyperhomocysteinamie
(>100 umol/l) eingeteilt [53]. Eine homozygote Form der Homocysteinurie kann
bei unbehandelten Patienten zu Homocystein-Plasmakonzentrationen von bis
zu 500 pmol/l fuhren. Bereits eine moderate Hyperhomocysteinamie gilt als
Risikofaktor fur atherosklerotische Veranderungen [11,36,106,110,119,139,140].
Eine Hyperhomocysteinamie kann genetisch bedingt sein. Ein Defekt der

Enzyme Cystathionin-B-Synthase, Methionin-Synthetase oder Methylentetra-
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hydrofolat-Reduktase bewirkt eine Hyperhomocysteinamie, bei homozygotem
Vorliegen kommt es zu einer Homocysteinurie [82]. Die Erkrankten leiden
neben atherosklerotischen Gefallveranderungen an einer mentalen
Retardierung, neurologischen und ophthalmologischen Komplikationen und an

Erkrankungen des Skelettsystems.

Als weitere Ursachen erhdohter Homocystein-Spiegel gelten Hyper-
thyreoidismus, eine chronische Niereninsuffizienz, Diabetes mellitus,
ausgepragte Psoriasis, perniziose Anamie, eine akute lymphatische Leukamie
und andere Krebserkrankungen. Als selbstverursachte Risikofaktoren gelten
bestimmte Medikamente, starker Kaffeekonsum und Rauchen
[30,39,83,114,134].

Eine Hyperhomocysteinamie kann auch nahrungsbedingt sein. Tierische
Proteine enthalten mehr Methionin als pflanzliche [30,79]. In den USA wird eine
tagliche Methioninzufuhr von 0,9 g empfohlen, die tagliche Aufnahme betragt
jedoch etwa 2 g/d [27].

Ein weiterer nahrungsbedingter Faktor der Hyperhomocysteinamie ist ein
Mangel an den Vitaminen Bg, B, und Folsaure [107,121]. Bis zu 50 % der
alteren Bevolkerung weisen Mangelzustande bei Folsaure und Vitamin Be auf.
Ein Vitaminmangel ist in den meisten Fallen einer moderaten Hyperhomo-

cysteinamie als ursachlicher Faktor zu sehen [11,30,75].

Zwischen der mit der Nahrung aufgenommenen Menge von Folsaure, Vitamin
Bs und B12 und dem Homocystein-Spiegel im Plasma lasst sich eine inverse
Korrelation feststellen [107]. Bei zwei Drittel der Patienten mit einer Hyper-
homocysteinamie konnten niedrige Plasma-Spiegel dieser Vitamine gefunden
werden. Ubbink et al. [124] stellten bei Uber 95 % der Patienten mit einem
Folsaure- oder Vitamin B1,-Mangel eine Erhdhung des Homocystein-Spiegels
fest. Eine weitere Studie von Ueland et al. [125] erbrachte ahnliche Ergebnisse.
Der Mangel von Folsaure und Vitamin Bj. gilt mittlerweile als sicherer Risiko-

faktor fur eine Hyperhomocysteinamie. Bei Vitamin Bg sind die Daten



Diskussion 67

widerspruchlich. So konnten z. B. Boushey et al. [11] bei alleiniger Gabe von

Vitamin Bg keine Besserung der Hyperhomocysteinamie beobachten.

Der Folsaure wird bei der Reduktion des Homocystein-Spiegels eine
SchlUsselrolle zugesprochen [11,85,124]. Die Vitaminsubstitution stellt daher
einen wichtigen therapeutischen Ansatz dar [13,51,65,92,97,108,115].

41.2.3 Bedeutung des Homocysteins als Risikofaktor der
Atherosklerose

Bereits im Jahr 1969 vermutete McCully [76] anhand von Autopsiebefunden bei
Patienten mit Homocysteinurie einen Zusammenhang zwischen der
Homocystein-Konzentration und atherosklerotischen GefalRveranderungen. Im
Jahr 1975 veroffentlichen McCully und Wilson die ,Homocystein-Theorie der
Arteriosklerose” [80], welche besagt, dass erhdhte Homocystein-Spiegel im Blut

mit einem erhdhten Risiko vaskularer Erkrankungen einher gehen.

Mittlerweile belegen zahlreiche weitere Studien die Assoziation zwischen
erhdhtem Homocystein-Spiegel und Atherosklerose [11,27,28,58,75,90,98].

Clarke et al. [17] fanden bei KHK-Patienten in bis zu 30 % der Falle eine
Hyperhomocysteinamie. Stampfer et al. [110] konnten in der Physician’s Health
Study nachweisen, dass bei KHK-Patienten im Mittel signifikant hohere
Homocystein-Werte vorlagen als bei vergleichbaren Kontrollpersonen. In dieser
Studie wurden 7 % der Herzinfarkte einer Hyperhomocysteindmie zu-
geschrieben, das Herzinfarktrisiko von Patienten mit einer moderaten
Hyperhomocysteinamie war gegenuber der Kontrollgruppe um das 3fache
erhoht. Omland et al. [89] wiesen in einer Kohortenstudie nach, dass der
Homocystein-Spiegel bei Einlieferung ins Krankenhaus einen Progonosefaktor
fir das Langzeitiberleben darstellt. Auch Nygard et al. [87] stellten eine hohe
Korrelation zwischen Homocystein-Konzentration und Mortalitat bei KHK-

Patienten fest.

Boushey et al. [11] errechneten fur eine Erhdhung der Plasmahomocystein-

konzentration um 5 pymol/l eine Erhohung des Herzinfarktrisikos bei Frauen um
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80 % und bei Mannern um 60 %. Im Jahr 1999 veroffentlichten Eikelboom et al.
[30] eine Ubersichtsarbeit tber die bis zu diesem Zeitpunkt durchgefiihrten
epidemiologischen  Studien zum Zusammenhang zwischen erhdhtem
Homocystein-Spiegel und dem Risiko fur kardiovaskulare Erkrankungen. Die
Autoren kamen zu dem Schluss, dass ein moderat erhohter Homocystein-
Spiegel ein unabhangiger Risikofaktor fur kardiovaskulare Erkrankungen

darstellt.

In einer von von Eckardstein et al. [135] publizierten Studie wird ein enger
Zusammenhang zwischen Homocystein-Konzentration und Fibrinogen-

konzentration, Lebensalter und Plasmaviskositat festgestellt.

In zahlreichen weiteren Studien erwies sich eine Hyperhomocysteinamie als
Risikofaktor fiir zerebrale und periphere GefalRerkrankungen, Karotis-Stenosen
und vendse Thromboembolien [5,11,20,52,75,87,94,105,106,141].

41.2.4 Diskutierte Wirkungsmechanismen des Homocysteins auf die
Atherogenese

Die Aorta von methioningefutterten Ratten zeigte Degenerationen und eine
Ablosung von Endothelzellen. An diesen Stellen lagerten sich Thrombozyten
an, teilweise fanden sich Intimaddeme und Erosionen der Lamina elastica
interna [74]. Das heif3t, auch fur den Wirkmechanismus von Homocystein wird
die “Response-to-injury”-Hypothese von Ross [32,101] bei der Atherosklerose-

entstehung angenommen.

Bei Affen, die mit einer methioninreichen, folsaurearmen Diat gefuttert wurden,
konnte aulerdem eine verminderte endothelabhangige Vasodilatation
beobachtet werden [63], ebenso bei Patienten mit einer Hyperhomocysteinamie
[139]. Diese verminderte Vasodilatation konnte durch eine Abnahme der NO-
Bioverfugbarkeit oder durch eine verminderte NO-Synthese verursacht werden
[66,126]. Nach oraler Verabreichung von 100 mg L-Methionin/kg KG konnte bei
gefalRgesunden Probanden eine inverse Korrelation zwischen Homocystein-

konzentration und flussabhangiger Dilatation der Arteria brachialis festgestellt
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werden [15]. Bei vorheriger Gabe von antioxidativ wirkendem Vitamin C konnte

diese endotheliale Dysfunktion verhindert werden [84].

Bei einer Hyperhomocysteinamie wird Homocystein verstarkt zu Homocystin
oxidiert, wodurch es zu einer gesteigerten Bildung reaktiver oxidativer
Metabolite wie H;O;, Oy, und OH kommt. Die Bildung von H>O, und
Hydroxylradikalen fuhrt zu Endothelzellverletzungen [48,49]. Durch die Radikale
wird NO inaktiviert, es entsteht der sogenannte oxidative Stress, d. h. es kommt
zu einer verminderten Vasodilatation, einer gesteigerten Thrombozyten-

aggregation und einer verminderten antikoagulatorischen Aktivitat [3,29,61,63].

Im Jahr 2000 veroffentlichten Chao et al. [16] eine Studie, in der untersucht
wurde, ob bei gefaligesunden Probanden nach oraler Gabe von 100 mg
Methionin’kg KG ein altersabhangiger Effekt zwischen endothelabhangiger
Vasodilatation und oxidativem Status vorhanden war. Dabei wurde kein
Zusammenhang festgestellt; der gefaldschadigende Mechanismus wurde in

einer direkten Reaktion des Homocysteins mit dem NO des Endothels gesehen.

Wie lkeda et al. [50] in einer experimentellen Studie an kultivierten glatten
Muskelzellen von Ratten nachweisen konnten, konnen die glatten Muskelzellen
eines Gefalles wahrend einer Hyperhomocysteinamie vermehrt NO
synthetisieren und damit teilweise die verminderte NO-Synthese der verletzten
Endothelzellen kompensieren. Die zunehmende Aktivitat der NO-Synthetase
steht allerdings im Verdacht, zu einem entzindlichen Geschehen mit daraus

resultierendem vermehrtem oxidativem Stress beizutragen [136].

Upchurch et al. [66,86] konnten bei Endothelzellen der Aorta von Rindern nach
einer Behandlung mit 250 yM Homocystein eine Abnahme der Aktivitat der
Glutathion-Peroxidase um bis zu 81 % feststellen. Die Glutathion-Peroxidase

verhindert normalerweise eine Oxidation von NO.

Aulerdem bewirkt Homocystein eine vermehrte Oxidation von LDL zu oxLDL

und fordert dadurch die Bildung von Schaumzellen [77,96].
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Von Durand et al. [29] wurde nachgewiesen, dass eine moderate Hyperhomo-
cysteinamie mit einer erhohten Thromboxansynthese einhergeht und somit zu
einer erhdhten Thrombozytenaggregation flhrt. Von Eckardstein et al. [135]
wiesen nach, dass eine Hyperhomocysteinamie zu einer vermehrten Synthese
von Fibrinogen fuhrt. Lentz et al. [63] zeigten bei Affen mit einer Hyperhomo-
cysteindmie eine Abnahme des antikoagulatorisch wirkenden Thrombomodulins
auf. In Zellkulturen aus Zellen der menschlichen Nabelschnur wiesen sie
wahrend der Inkubation mit Homocystein eine geringere Sekretion des von
Willebrand-Faktors nach [62].

Tsai et al. [117,118] beobachteten, dass unter Zugabe von Homocystein glatte
Muskelzellen von Gefalden eine erhohte DNA-Synthese aufwiesen, Endothel-
zellen hingegen einen Ruckgang. Auch Majors et al. [69] konnten bei einer
Homocystein-Konzentration von 50 pmol/l eine erhohte Zelldichte glatter
Muskelzellen und gleichzeitig eine erhdhte Kollagenkonzentration nachweisen.
Dass die Zunahme der Kollagenkonzentration in glatten Muskelzellen von der

Homocysteindosis abhangig ist, konnte von Tyagi [120] bestatigt werden.

Hofman et al. [45] wiesen nach, dass homocysteinhaltige Nahrung die
Entwicklung von atherosklerotischen Lasionen bei Apo-E-defizienten Mausen
beschleunigt. Ebenso konnten sie zeigen, dass diese Entwicklung durch

Zufltterung von Folsaure und Vitamin Bg und B4, verlangsamt werden kann.

4.1.3 Methionin-Belastungstest

Eine Madglichkeit, Personen zu identifizieren, die an einer (latenten)
Hyperhomocysteinamie leiden, ist die Durchfihrung eines oralen Methionin-
Belastungstests. Bis zu 50 % der Patienten, die an einer Hyperhomo-
cysteindmie leiden, weisen einen normalen Nuichternwert der Plasma-
Homocystein-Konzentration auf und kdnnen deshalb nur durch einen oralen
Methionin-Belastungstest erkannt werden [128,131]. Die heute Ubliche Dosis
zur Durchfuhrung eines Belastungstests betragt 100 mg Methionin/kg KG.
Diese Dosis fuhrt zu akut messbaren klinischen Veranderungen in Befinden und

Stoffwechsel der Probanden [60]. Das am meisten beklagte Symptom nach
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einem Belastungstest war Benommenheit [60]. Auch Falle von Schlafrigkeit,

Ubelkeit, Polyurie und Veranderungen des Blutdrucks wurden beobachtet.

Krupkova-Meixnerova et al. [60] stellten wahrend eines 30-tagigen
Beobachtungszeitraums nach Durchfihrung eines oralen Methionin-
Belastungstest mit 100 mg Methionin/kg KG keine erhohte Mortalitat der
Probanden fest. Cottington et al. [18] dagegen berichten von einem Todesfall
nach dieser Methionin-Dosis. Van de Laak et al. [128] versuchten daher, eine
Strategie zu entwickeln, um die Anzahl bendétigter Methionin-Belastungstests zu
reduzieren. Sie definierten einen Nuchtern-Plasma-Homocystein-Spiegel Uber
16,3 ymol/l bei Frauen und Uber 18,8 umol/l bei Mannern bzw. einen Anstieg
des Plasma-Homocystein-Spiegels um mehr als 42,3 ymol/l nach Durchfihrung
eines oralen Methionin-Belastungstests mit 100 mg Methionin/kg KG als
Hyperhomocysteinamie. Fur den Nuchtern-Plasma-Homocystein-Spiegel wurde
ein Cutoff von 11,3 pymol/l fir Manner und von 9,4 umol/l fir Frauen akzeptiert;
gleichzeitig wird damit eine Sensitivitat von 90 % akzeptiert Wenn die
Probanden Nuchtern-Plasma-Homocystein-Spiegel oberhalb dieser Grenze
aufweisen, wird ein Belastungstest durchgefuhrt. Auf diese Art und Weise

konnen 50-70 % der Methionin-Belastungstests eingespart werden.

Mehrere Autoren berichten von einer ausgepragten intraindividuellen Variabilitat
des oralen Methionin-Belastungstests [122,130,131]. Van der Griend et al. [131]
geben eine Variabilitat von bis zu 20 % an. Die niedrigsten intra- und auch
interindividuellen Unterschiede sind 4 Stunden nach Methionin-zufuhr zu
messen. Ubbink et al. [122] empfehlen daher die Blutentnahme auf 6 Stunden

nach Methionin-Verabreichung zu standardisieren.

Auch die Messung der Plasma-Homocystein-Konzentration ist nicht einheitlich.
Homocystein kann mit verschiedenen Methoden bestimmt werden:
Fluoreszierender Polarisations-Immunassay (FPIA), HPLC mit fluoreszierender
Detektion (HPLC-FD), HPLC mit elektrochemischer Detektion (HPLC-ED),
Aminosauren-Analyzer mit Ninhydrin-Detektion und Liquid Chromatography-
Elektrospray Tandem Mass Spektrometrie (LC-MS/MS). Die verschiedenen

Bestimmungsmethoden weisen einen mittleren Unterschied von 13 %
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untereinander auf. Auch innerhalb der gleichen Bestimmungsmethode betrugen
die Abweichungen zwischen den verschieden Laboren bei den HPLC-Methoden
zwischen 11 und 20 %. Am besten schnitt der FPIA mit 4,4 % Unterschied
zwischen verschiedenen Laboren ab [40]. Hanson et al. [40] empfehlen daher,
die Bestimmungsmethoden zu standardisieren und im gleichen Labor messen

zuU lassen.

In mehreren Studien wird ein oraler Methionin-Belastungstest mit
verschiedenen Zusatzen kombiniert. Usui et al. [127] verabreichten mehreren
gesunden Probanden 100 mg Methionin/kg KG, entweder mit dem Zusatz von
20 mg Folsdure/lkg KG oder ohne Zusatz, anschlieBend mallen sie die
Vasodilatation der Arteria brachialis und bestimmten den Plasma-Homocystein-
Spiegel. Die Hyperhomocysteinamie bewirkte eine geringere Vasodilatation. Die
Zugabe von Folsaure hatte keinen Einfluss auf die Hyperhomocysteinamie,
sehr wohl aber auf die Vasodilatation: In der Folsauregruppe war keine

Endotheldysfunktion nachweisbar.

Van den Berg et al. [129] identifizierten mit Hilfe eines Methionin-Belastungs-
tests 72 Probanden mit einer leichten Hyperhomocysteinamie. Diesen
Probanden verabreichten sie taglich 250 mg Vitamin Bs und 5 mg Folsaure.
Nach 6 Wochen wiesen 66 der 72 Patienten nach dem Methionin-Belastungs-
test normale Homocystein-Plasmaspiegel auf. Nach 6 weiteren Wochen
normalisierten sich die Plasma-Homocysteinwerte bei drei weiteren Probanden.
Den ubrigen drei Probanden wurde zusatzlich Vitamin B2 verabreicht, wodurch
sich auch bei diesen Probanden nach 6 Wochen normale Plasma-
Homocysteinwerte einstellten. Van der Griend et al. [132] fanden eine negative
Korrelation zwischen Folsaure-, Vitamin Be-, Vitamin B1,- und Plasma-
Homocystein-Spiegel und empfehlen daher eine tagliche Aufnahme von 0,5 mg
Folsaure fur Personen, die an einer Hyperhomocysteinamie leiden [130].
Ubbink et al. [123] konnten bei Vitamin-Bs-defizienten Probanden nach einer
6wochigen Vitamin-Bg-Zufuhr von 20 mg/d niedrigere Plasma-Homocystein-
Spiegel nach einem Methionin-Belastungstest feststellen als vor der Therapie.

Bei Probanden, die zu Studienbeginn einen normalen Vitamin-Bg-Status
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aufwiesen, anderte die Vitamin-Bs-Supplementation nichts an den Ergebnissen
des Methionin-Belastungstests. Miller et al. [81] kommen in einer Studie an
Vitamin-Bs- und Folsaure-defizienten Ratten zu ahnlichen Ergebnissen. Ratten,
die fir 4 Wochen eine Vitamin-Bg-arme Diat erhalten hatten, wiesen im
Methionin-Belastungstest mit 100 mg Methionin/kg KG erhdhte Plasma-
Homocystein-Spiegel auf. Ratten, die eine folsaurearme Diat erhalten hatten,

wiesen dagegen normale Plasma-Homocystein-Spiegel auf.

4.1.4 Wahl eines geeigneten Tiermodells

An der Atherogenese, die sich Uber viele Jahre erstreckt, sind viele
Risikofaktoren beteiligt. Daher ist der Mensch zur Untersuchung der
Pathogenese der Atherosklerose wenig geeignet. Im Tiermodell kdnnen

atherosklerotische Veranderungen jedoch relativ schnell induziert werden [138].

Bei Kaninchen sind atherosklerotische Veranderungen in sehr kurzer Zeit zu
beobachten. Bei Gabe eines cholesterinhaltigen Futters (0,2-2 %) kommt es zu
einer Hypercholesterinamie, die bereits nach 6 Wochen zu atherosklerotischen
Veranderungen fuhrt [31]. Die dabei entstehenden Plaques sind denen des
Menschen makroskopisch sehr &ahnlich und finden sich bevorzugt im

Aortenbogen und im proximalen Anteil der Aorta [22,57,100].

Allerdings weist der Cholesterinmetabolismus beim Kaninchen als Pflanzen-
fresser einige Unterschiede zum Cholesterinmetabolismus des Menschen auf.
Beim Menschen stellt das LDL den Grol3teil der Lipoproteinfraktion im Plasma
dar, beim Kaninchen hingegen das VLDL [31]. Die physiologische Plasma-
Gesamtcholesterinkonzentration beim Kaninchen betragt <50 mg/dl, beim
Menschen <200 mg/dl. Durch cholesterinhaltiges Futter werden beim
Kaninchen Cholesterinkonzentrationen von bis zu 3000 mg/dl erreicht, wodurch
es sehr schnell zu Lipid- und Cholesterinablagerungen in der arteriellen
GefalRwand kommt [21].
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4.1.5 Experimentelle Studien am WeiRen Neuseelandkaninchen

An Weilken Neuseelandkaninchen wurden mehrere experimentelle Studien
durchgefuhrt, um die Auswirkungen einer Hyperhomocysteindmie auf die

Atherogenese zu untersuchen.

Im Jahr 1970 fuhrten McCully und Ragsdale [79] eine Studie durch, bei der den
Tieren eine mit Methionin angereicherte Diat (0,29 %), eine pyridoxinarme Diat
mit einem Methioningehalt von 0,56 % und eine Diat mit 2 % Cholesterin
verabreicht wurde. Zusatzlich wurden den Tieren taglich fur 3-5 Wochen 20
bzw. 25 mg/kg KG DL-Homocystein-Thiolacton subcutan injiziert. Nach 35
Tagen wurde die Aorta der Tiere untersucht. Bei den Tieren, die das
Homocystein-Thiolacton erhalten hatten, war die Aorta verdickt. Bei diesen
Tieren und bei den Tieren, die die pyridoxinarme Dat erhalten hatten, zeigten
sich frihe fibrose Plaques. Hatten die Tiere die cholesterinhaltige Diat erhalten
zeigten sich Lipidablagerungen in den Plaques. Das Homocystein verursachte
Schaden im elastischen Gewebe der Gefalle, Kalzifikationen, eine Ablagerung

von Lipiden und Kollagen und eine myointimale Zellhyperplasie.

Donahue et al. [26] versuchten 1974 die Ergebnisse von McCully zu
verifizieren, indem sie Weilken Neuseelandkaninchen tber 35 Tage 5 oder
25 mg/kg KG Homocystein-Thiolacton subkutan injizierten. Es gelang ihnen
allerdings nicht, einen signifikanten Unterschied zwischen Kontroll- und
Behandlungsgruppen nachzuweisen. Beide Gruppen zeigten Lasionen in der
Aorta.

McCully und Wilson [80] verabreichten 1975 Weilken Neuseelandkaninchen
Homocystein-Thiolacton, DL-Methionin oder Homocysteinsaure parenteral und
oral. Sie konnten atherosklerotische Plaques in der Aorta und in den Arterien
nachweisen. Bei hohen Dosen von parenteralem Methionin oder Homocystein-
Thiolacton starben die Tiere an Lungenembolien oder Lungeninfarkten.
Aulerdem wurde eine schutzende Wirkung von Vitamin Bg vor Thrombose und
Lungenembolie nachgewiesen, jedoch nicht vor atherosklerotischer Plaque-

bildung.
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McCully et al. [78] fuhrten 1990 eine weitere Studie an Weilden Neuseeland-
kaninchen durch. Sie verabreichten den Tieren atherogene Diaten aus Butter
und Maisdl, zusatzlich erhielten die Tiere N-Homocystein-Thiolacton Retinamid
Cobalamin, N-Homocystein-Thiolacton Retinamid oder Homocystein-Thiolacton
Hydrochlorid. Alle drei Substanzen erhOhten dabei die Atherogenitat der Diaten,
wobei die Homocystein-Konzentration und die Konzentrationen von
Gesamtcholesterin, LDL- und VLDL-Cholesterin mit der GroRe der Plaques

korrelierten.

Toborek et al. verabreichten 1995 WeilRen Neuseelandkaninchen eine mit
0,3 % Methionin angereicherte Diat Gber einen Zeitraum von 6-9 Monaten [116].
Sie konnten Cholesterinablagerungen und Kalzifikationen in der Aorta der so
behandelten Tiere nachweisen. Auflerdem waren die Intimaflachen der
Versuchstiere etwa 5-mal groRer als die der Kontrollgruppe. Die antioxidative
Enzymaktivitat war in der Aortenwand erhoht und im Plasma vermindert. Die
Aktivitat der Katalase war gleich geblieben, die Aktivitdt der Superoxid-
dismutase war in Aorta und Erythrozyten erhéht, die der Glutathionperoxidase

erniedrigt.

Koyama [59] verabreichte 1995 Weillen Neuseelandkaninchen eine Diat mit
0,2 % Cholesterin, mit 3 % DL-Methionin oder mit 0,2 % Cholesterin + 3 % DL-
Methionin. Nach 22 Wochen zeigten die Tiere mit methioninhaltiger Diat
grolRere Fettablagerungen in der Aorta und hohere Homocystein-, Cystein- und
Gesamtcholesterinkonzentrationen als die Tiere mit alleiniger cholesterinhaltiger
Diat.

Narin et al. [85] fuhrten 2002 einen Versuch mit 40 WeiRen Neuseeland-
kaninchen durch. Sie teilten die Tiere in 4 Gruppen mit jeweils 10 Tieren.
Gruppe 1 erhielt 100 mg Methionin/kg KG/d, Gruppe 2 erhielt zusatzlich 30 mg
Vitamin Be/kg KG/d, Gruppe 3 erhielt zusatzlich 80 mg Vitamin B1,/kg KG/d und
Gruppe 4 zusatzlich 20 mg Folsaure/kg KG/d. Im Verlauf von 60 Tagen wurde
den Tieren alle 20 Tage Blut entnommen. Gruppe 4 zeigte im Vergleich zu
Gruppe 2 und 3 signifikant niedrigere Plasma-Homocystein-Spiegel. Die

zusatzliche Gabe von Folsaure resultierte in reduzierten Plasma-Homocystein-
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Spiegeln, die Gabe von Vitamin Bi2 zeigte immerhin noch eine geringe
Reduktion der Plasma-Homocystein-Spiegel, die Gabe von Vitamin Bs hatte
keine Auswirkungen. Die Autoren schlieRen daraus, dass eine alleinige
Supplementierung mit Folsaure bereits genigen koénnte, um die negativen

Auswirkungen des Homocysteins zu vermindern.

4.2 Bewertung der eigenen Ergebnisse

4.2.1 Auswirkung der verschiedenen Futterzusatze auf Plaquebildung
und Lipidspiegel

Im ersten Teil der vorliegenden Studie wurde untersucht, wie sich eine

Hyperhomocysteinamie in Kombination mit einer Hypercholesterinamie auf die

Plaqueentstehung und -zusammensetzung sowie die Lipidkonzentration

auswirkte.

In der Kontrollgruppe, die Standardkaninchenfutter erhalten hatte, kam es zu
keiner Plaquebildung. In Gruppe 2 mit cholesterinhaltigem Futter betrug die
Plaqueflache im Median 5,4 mm?, in Gruppe 3 mit cholesterin- und methionin-
haltigem Futter 2,9 mm? Unter kombinierter Hypercholesterindmie und
Hyperhomocysteinamie war die Plaquebildung um 46,3 % geringer als unter
alleiniger Hypercholesterinamie. Dieser Unterschied war jedoch nicht

signifikant.

Die Flache des Gefallquerschnitts im Aortenbogen war bei Gruppe 2 12,6 %
kleiner als bei Gruppe 3 (15,9 mm? vs. 18,2 mm?); dieser Unterschied war
jedoch nicht signifikant. Das vorhandene Restlumen im Aortenbogen war bei

Gruppe 3 um 27,5 % kleiner als bei Gruppe 2 (5,0 mm? vs. 6,9 mm?).

Die taglich aufgenommene Cholesterinmenge war bei Gruppe 2 und 3
vergleichbar (0,56 g Cholesterin/d vs. 0,53 g Cholesterin/d). Dennoch war die
AUC der Cholesterinkonzentration der Gruppe 2 signifikant hoher als bei
Gruppe 3. Gruppe 2 wies wahrend des gesamten Versuchsverlaufs héhere

Plasma-Cholesterinkonzentrationen auf als Gruppe 3. Folglich konnte die
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Hyperhomocysteinamie zu einem geringeren Anstieg des Plasma-Cholesterins
gefuhrt haben als eine alleinige Hypercholesterinamie. Koyama et al. [59]
berichteten dagegen von erhdhten Plasma-Cholesterinkonzentrationen bei
Kaninchen, die Cholesterin in Kombination mit Methionin erhalten hatten,
verglichen mit Kaninchen, die nur Cholesterin erhalten hatten. Aullerdem
konnten sie einen hoheren Lipidanteil in den entstandenen Plaques
nachweisen. Auch McCully et al. [78] berichteten Uber einen erhohten

Lipidanteil in den Plaques bei kontinuierlicher Methionin- und Cholesteringabe.

Die in dieser Studie gemessenen Plasma-Cholesterinkonzentrationen in
Gruppe 2 und 3 stiegen von ca. 600 mg/dl in Woche 4 bis auf ca. 1800 mg/dl in
Woche 16. Damit entsprachen die gemessenen Werte in etwa denen, die in
anderen Studien beobachtet wurden. Ameli et al. [2] gaben in ihrer Studie, bei
der Weille Neuseelandkaninchen Futter mit 1 % Cholesterin und verschiedenen
LDL-Lésungen erhalten hatten, Cholesterinkonzentrationen von ca. 1000 mg/dl
an. Aikawa et at. [1] fanden bei Gabe von Futter mit 0,3 % Cholesterinanteil
Plasma-Cholesterinkonzentrationen von ca. 1500 mg/dl. Bei beiden Gruppen
kam es zu Plaquebildungen in der Aorta. Bustos et al. [14] konnten mit einer
0,55%igen Cholesterindiat eine Plaquebildung in den Femoralarterien Weiler
Neuseelandkaninchen induzieren, Giuriato et al. [34] konnten ab einer Plasma-
Cholesterinkonzentration von 700 mg/dl eine beginnende Plaquebildung
nachweisen. Sowohl Gruppe 2 als auch Gruppe 3 der eigenen Studie wiesen
also Plasma-Cholesterinkonzentrationen auf, die als gesichert atherogen
gelten, wobei die Plasma-Cholesterinspiegel der Gruppe 2 konstant Gber denen

der Gruppe 3 lagen.

Die AUC des HDL-Cholesterins und damit dessen Anteil an der Lipidfraktion
war bei Gruppe 3 um 32 % hoher als bei Gruppe 2. Assmann et al. [6] konnten
1997 in einer prospektiven Studie mit 4849 mannlichen Probanden einen
erniedrigten Plasma-HDL-Spiegel als Risikofaktor eines Herzinfarkts oder
Herztods identifizieren. Badimon et al. [8] konnten an atherosklerotischen
Kaninchen nachweisen, dass eine erhdhte HDL-Konzentration die Ausdehnung

von schon vorhandenen fatty streaks in der Kaninchen-Aorta reduzieren kann.
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Berliner et al. [9] aulRerten die Vermutung, dass HDL-assoziierte Enzyme an
dieser inversen Relation von HDL-Konzentration und atherosklerotischem
Risiko beteiligt seien. Auch Cremer et al. [19] konnten den gefal3protektiven
Effekt eines erhdhten HDL-Spiegels in einer prospektiven Kohortenstudie mit
5790 Probanden beobachten. Ob der in dieser Studie gemesse Unterschied
von 32 % zur geringeren Plaquebildung in Gruppe 3 beitragt, ist jedoch nicht

abschlieRend zu klaren.

Im Gegensatz dazu wirkt ein erhdhter Spiegel an LDL-Cholesterin atherogen.
Assmann et al. [6]. z. B. wiesen in einer prospektiven Studie mit nahezu 5000
Probanden einen erhdhten LDL-Spiegel als Risikofaktor fur Herzinfarkte nach.
Andrews et al. [4] konnten nachweisen, dass eine Senkung des LDL-Spiegels
im Blut von 40 Probanden, die an einer KHK erkrankt waren, zu einer Reduktion
von ischamischen Ereignissen fuhrte. Demer [23] bezeichnete LDL in einer
Ubersichtsarbeit als einen der Hauptfaktoren fir eine Aortensklerose. Als
Schwellenwert fur eine schnelle Verkalkung von Aortenklappe und Koronarien
wird eine LDL-Konzentration von >130 mg/dl angegeben. Dieser fir Menschen
errechnete Wert wird von den Kaninchen in Gruppe 2 und 3 ab Woche 4
dauerhaft Uberschritten. Die AUC des LDL-Cholesterins betrug bei Gruppe 3
nur 60 % der AUC von Gruppe 2. Dies ist sicherlich ein ausschlaggebender

Faktor flr die geringere Plaquebildung bei Gruppe 3.

Weiterhin stellt sich die Frage, ob die im Futter der Gruppe 3 enthaltene
Methioninmenge zur Plaquebildung ausreichend war. Narin et al. [85] konnten
mit einer taglichen Dosis von 100 mg Methionin/kg KG und verschiedenen
Zusatzen auch nach einer nachtlichen Nuchternphase erhohte Plasma-
Homocystein-Spiegel bei Weillen Neuseelandkaninchen nachweisen. Leider
wurden die GefalRe der Kaninchen nicht auf eine Plaquebildung hin untersucht.
Toborek et al. [116] konnten mit einer Diat, deren Methioninanteil nur 0,3 %
betrug, eine verstarkte Plaquebildung nachweisen. McCully et al. [80] konnten
mit einer 0,29 %igen Methionin-Diat und Zugabe von 80 mg Methionin/kg KG

eine verstarkte Plaquebildung auslosen.
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Bei Betrachtung der AUC des Homocysteins im Plasma fand sich kein
Unterschied zwischen den Gruppen (Gruppe1 207 27,7 pmol/I*16
Wochen, Gruppe2 172+39,7 pmol/*16 Wochen, Gruppe3 187 %
29,6 umol/I*16 Wochen), obwohl Gruppe 3 3-fach mehr Methionin aufge-
nommen hatte als Gruppe 2. Dies ist vermutlich durch die 12-stindige
Nuchternphase vor der Blutenthahme bedingt. Zur Klarung dieser Frage wurden
in einem zweiten Studienteil zusatzliche Methionin-Belastungstests
durchgefuhrt; vor allem die Verstoffwechselung von Methionin im Plasma war

hierbei von Interesse.

4.2.2 Methionin-Belastungstests

Im zweiten Teil der vorliegenden Studie wurden an zwei Kaninchen Methionin-
Belastungstests mit verschiedenen Methionin-Dosen und Zusatzen
durchgefuhrt. FUr die Dosierung 100 mg Methionin/kg KG allein oder in
Kombination mit 0,2 mg Folsaure/kg KG, mit 1,5 mg Vitamin Bg/kg KG sowie mit
0,2 mg Folsaure/lkg KG  und 0,01 mg Vitamin B12/kg KG  wurden  die

Plasmaspiegel von Methionin, Homocystein und Cystathionin bestimmt.

Bei alleiniger Methionin-Gabe wurde mit 299 ymol/l der niedrigste Methionin-
Peak erreicht. Der zweithochste Peak wurde bei Zugabe von Folsaure erreicht
und lag bei 571 ymol/l, der dritthochste Peak wurde bei Zugabe von Folsaure
und Vitamin B2 erreicht (770 pymol/l). Der hochste Peak lag bei 948 pmol/l und

wurde bei Zugabe von Vitamin Bg erreicht.

Die Verteilung der Homocystein-Peaks steht in nahezu inversem Verhaltnis zu
dieser Beobachtung. Hier wird der hochste Peak bei Zugabe von Folsaure
erreicht (286 ymol/l), der zweithochste Peak ohne Zusatze bei alleiniger
Methionin-Gabe (204 umol/l), der dritthochste Peak bei Zugabe von Folsaure
und Vitamin B4z (145 pymol/l). Der niedrigste Peak von 127 pymol/l wird bei
Zugabe von Vitamin Bs erreicht. Dieses Ergebnis entspricht den
Untersuchungen von Miller et al. [81], die bei Vitamin-Be-defizienten Ratten
durch Zufuhr von Vitamin Bs eine Senkung des Post-MLT-Plasma-

Homocystein-Spiegels erreichen konnten. Folsaurezufuhr veranderte dagegen
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die Homocystein-Plasmaspiegel nicht. Ob allerdings die beiden Kaninchen, an
denen die Belastungstests durchgeflhrt wurden, auch ein Vitamin-Bg-Defizit
aufwiesen, wurde nicht bestimmt. Die Ergebnisse von Ubbink et al. [123] lassen
jedoch vermuten, dass ein solches Defizit vorlag: In deren Versuch fiuhrte die
Zufuhr von Vitamin Bg bei Vitamin-Bg-defizienten Probanden zu einer Senkung
des Post-MLT-Plasma-Homocystein-Spiegels, bei Probanden, die normale
Vitamin Bs-Plasmaspiegel aufwiesen, anderte eine vermehrte Zufuhr von
Vitamin Bg nichts an den Ergebnissen des MLT. Guttormsen et al. [38] vertraten
deshalb die These, dass das Vitamindefizit (in ihrer Studie Folsaure und
Vitamin B12) zu einem verstarkten Export von Homocystein aus dem Gewebe
ins Plasma fuhrt und dass die Funktion der Methionin-Synthase eine eher
untergeordnete Rolle im Entstehungsmechanismus der Hyperhomocysteinamie

spielt.

Usui et al. [127] konnten durch Zugabe von 20 mg/kg KG Folsaure zu
100 mg Methionin/kg KG ebenfalls keine Reduktion des Post-MLT-Plasma-

Homocystein-Spiegels erreichen.

Diese Ergebnisse sind jedoch nicht unumstritten. Narin et al. [85] erzielten in
einem Langzeitversuch an Weillen Neuseelandkaninchen durch die Zugabe
von Vitamin Bs bei hyperhomocysteinamischen Kaninchen keine Senkung des

Homocystein-Spiegels, sehr wohl jedoch durch die Zufuhr von Folsaure.

Van der Griend et al. [131] empfehlen eine tagliche Zufuhr von 0,5 mg Folsaure
uber die Nahrung, um die Plasma-Homocystein-Konzentration zu senken. Im
Jahr 2003 veréffentlichte die DACH-Liga Homocystein ein Konsensuspapier, in
dem die tagliche Aufnahme von 0,4 mg Folsaure empfohlen wird [111].
Vermeulen et al. [133] stellten einen protektiven Effekt von Vitamin Bg und
Folsaure bei Patienten, die an einer vorzeitigen Atherosklerose litten, fest. Van
den Berg et al. [129] konnten durch Gabe von Vitamin Bs und Folsaure die
Post-MLT-Plasma-Homocystein-Spiegel von hyperhomocysteinamischen

Patienten wieder in den Normbereich senken.
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Die Cystathionin-Peaks waren in den Gruppen wiederum unterschiedlich
verteilt: Der hochste Peak wurde bei Verabreichung von Methionin in
Kombination mit Folsaure und Vitamin B2 nach 8 h erreicht (31,2 umol/l), der
zweithochste Peak bei Zusatz von Vitamin B nach 24 h (24,8 ymol/l), der
dritthochste bei Zusatz von Folsaure nach 6 h (10,3 umol/l) und der niedrigste

Peak bei alleiniger Methionin-Gabe nach 4 h (9,1 pmol/l).

Insgesamt betrachtet hatte die alleinige Gabe von Methionin im Rahmen eines
MLT die geringsten Auswirkungen. Durch die Vitaminzusatze scheinen die
Stoffwechselvorgange aktiviert zu werden. Durch die geringe Anzahl der
untersuchten Tiere sind jedoch Einflisse durch intra- und interindividuelle

Schwankungen nicht auszuschlieRen.

4.2.3 Problematik der Studie und Schlussfolgerung

Die Belastungstests mit den verschiedenen Zusatzen und den davon
ableitbaren Aussagen zum Methionin-Homocystein-Metabolismus entsprechen
den bekannten Stoffwechselwegen des Menschen. Eine atherosklerose-
fordernde Wirkung einer mit Methionin angereicherten Diat und der dadurch
induzierten Hyperhomocysteinamie konnte in dieser Studie jedoch nicht

festgestellt werden.

Eine Schwierigkeit bei der Interpretation dieser Studie besteht darin, dass keine
postprandialen Homocystein-Spiegel bestimmt wurden. So ist es nicht moglich,
die langfristige Methioninapplikation unmittelbar mit der kurzfristigen Methionin-
applikation der Belastungstests zu vergleichen. Geht man allerdings von einer
Wachphase von 12 h aus und dass die Tiere in dieser Zeit ca. 4-mal Futter zu
sich nehmen, so ergibt sich fur die Tiere der Gruppe 3 bei einer
durchschnittlichen  taglichen  Futteraufnahme von ca. 93g/d eine
Methioninaufnahme von 930 mg/d. Pro Mahlzeit entspricht dies einer
Methioninaufnahme von 233 mg. Bei einem durchschnittlichen Kérpergewicht
von 3520 g der Tiere der Gruppe 3 bei Versuchsende entspricht dies einer
Methioninaufnahme von 66,2 mg Methioninkkg KG pro Mahlzeit. Diese

Methioninmenge liegt im Bereich des in dieser Studie durchgefliihrten Methionin-
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Belastungstests mit 50 mg Methionin’kg KG, so dass davon ausgegangen
werden kann, dass die Maximalwerte der Homocystein-Konzentration jeweils
ca. 2 h postprandial erreicht werden. Aufgrund der bei dieser Methionin-Menge
gemessenen Plasma-Konzentration ist von einer Homocystein-Konzentration
von ca. 70 ymol/l auszugehen, die postprandial mehrmals pro Tag erreicht
wurde. Nach einer 12-stindigen Nuchternphase entsprechen die gemessenen
Plasma-Homocystein-Konzentrationen nahezu dem Normalwert. Da die Tiere
zu unterschiedlichen Zeitpunkten fressen, ist ein Versuchsaufbau mit
Bestimmung der unmittelbaren postprandialen Homocysteinkonzentration nur

mit kontinuierlicher Beobachtung der Tiere mdglich.

Auffallend bei der hier vorliegenden Studie ist ein Abfall des Vitamin Bg bei allen
3 Gruppen im Versuchsverlauf. Ubbink et al. [123] konnten bei Vitamin-Bg-
defizienten Probanden hohere Post-MLT-Plasma-Homocystein-Spiegel fest-
stellen als bei Nicht-Vitamin-Bes-defizienten Kontrollpersonen. Miller et al. [81]
kamen in einer Arbeit an Vitamin-Be-defizienten Ratten zu &hnlichen
Ergebnissen. Ob der sinkende Vitamin-Bg-Spiegel in dieser Studie einen
Einfluss auf die Homocysteinkonzentration und damit auf die Plaquebildung
hatte, kann nicht ausgeschlossen werden. In einer weiteren Studie sollte der
Vitamin-Bs-Spiegel und zusatzlich auch der Folsaure-Spiegel laufend kontrolliert

werden. In dieser Studie bleibt die Rolle der Vitamine fraglich.

Eine weitere Verbesserung der Belastungstests ware durch eine
engmaschigere Blutkontrolle wahrend der Belastungstests bis zur
Normalisierung der jeweiligen Plasmaspiegel zu erreichen. Ubbink et al. [122]
schlagen flr einen Methionin-Belastungstest am Menschen eine standardisierte
Homocystein-Bestimmung nach 6 Stunden vor. Um differenzierte Aussagen
uber den Methionin-Homocystein-Stoffwechsel zu treffen, ist jedoch eine
haufigere Bestimmung notwendig; zusatzlich kénnte der 3‘-Phosphoadenosin-
5-Phosphosulfat-Gehalt des Urins bestimmt werden, um die Sattigung der

Remethylierungskapazitat von Homocystein zu Methionin zu kontrollieren.

Durch die Zufutterung von Methionin wurden in dieser Studie keine erhdhten

Plasma-Homocysteinspiegel bei Messung nach 12-stindiger Nichternphase
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vor der Blutenthnahme erreicht. Wie die durchgefuhrten Methionin-
Belastungstests zeigten, mussen mehrmals pro Tag Homocysteinkonzen-
trationen vorgelegen haben, die einer intermediaren Hyperhomocysteinamie
entsprechen. Dennoch konnte keine verstarkte Plaquebildung nachgewiesen
werden. Eine Hyperhomocysteinamie als ursachlicher Faktor der

Atherosklerose ist deshalb aufgrund dieser Ergebnisse fraglich.
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5 Zusammenfassung

Durch Atherosklerose ausgeloste Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems
sind in Deutschland fur ca. 50 % der Todesfalle verantwortlich. Die
Risikofaktoren, die zur Bildung einer Atherosklerose flhren, sind zahlreich:
Lebensalter, Diabetes  mellitus, Hyperlipidamie, Hypertonie  oder
Verhaltensweisen wie Rauchen und Bewegungsmangel. Als weiterer

Risikofaktor der Atherosklerose wird die Hyperhomocysteinamie diskutiert.

Homocystein wird im Intermediarstoffwechsel aus der essentiellen Aminosaure
Methionin, welche mit der Nahrung aufgenommen wird, gebildet. Das
entstandene Homocystein kann entweder zu Methionin remethyliert oder zu
Cystathionin verstoffwechselt werden. Eine Hyperhomocysteinamie kann durch
einen genetischen Defekt der am Abbau beteiligten Enzyme Cystathionin-3-
Synthase, Methionin-Synthetase oder Methylentetrahydrofolat-Reduktase
entstehen, ebenso durch chronische Niereninsuffizienz, Diabetes mellitus,

starken Kaffeekonsum oder Rauchen.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war zu untersuchen, ob eine artifiziell

induzierte Hyperhomocysteinamie direkt an der Atherogenese beteiligt ist.

Dazu wurden 24 Versuchtiere in drei Gruppen randomisiert. Jeweils acht Tiere
erhielten wahrend des gesamten Versuchs normales Kaninchenfutter, Futter mit
einem Cholesterinanteil von 0,5 % oder Futter mit 0,5 % Cholesterin und 1 %

Methionin.

Die Bestimmung der Blutparameter erfolgte jeweils nach einer 12-stindigen
Nuchternphase zu Versuchsbeginn, nach 4, 8 und 12 Wochen und bei
Versuchsende. Das Korpergewicht der Tiere wurde wochentlich kontrolliert,
ebenso die aufgenommene Futtermenge und somit auch die aufgenommene

Cholesterin- und Methioninmenge.

Am Versuchsende wurde den Kaninchen der GefalRbaum von der A. carotis bis

zur A. femoralis entnommen. An definierten Abschnitten des GefalRbaums
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wurden die Plaqueflache, die Gesamtgefaliflache und der Anteil der Plaque an
der Gefaliflache bestimmt. Zusatzlich wurde der Anteil von Makrophagen und

Endothelzellen in den Plaques bestimmt.

AulRerdem wurden an zwei Tieren orale Methionin-Belastungstests
durchgefuhrt. Die Kaninchen erhielten dazu verschiedene Methionin-Dosen mit
und ohne Zusatz von Vitaminen. Anschlieffend erfolgten Uber einen Zeitraum
von 24 Stunden hinweg Blutentnahmen, bei denen der Verlauf der
Plasmakonzentration von Methionin, Homocystein und Cystathionin beobachtet

wurde.

Im Verlauf des Versuchs nahmen die Tiere aller drei Gruppen weniger Nahrung
zu sich; der Ruckgang war bei den Tieren der Gruppe 2 und 3 signifikant hoher
als bei den Tieren der Gruppe 1. Dies spiegelte sich im Verlauf des
Korpergewichts wider: die Tiere der Gruppe 1 wogen bei Versuchsende ca.
16 % mehr als die Tiere der Gruppen 2 und 3. Parallel zur sinkenden
Futteraufnahme sank die Cholesterin- und Methioninaufnahme zum Versuchs-
ende hin ab. Die Tiere der Gruppe 2 nahmen wahrend des Versuchs
durchschnittlich 0,56 g Cholesterin pro Tag auf, die Tiere der Gruppe 3 0,53 g.
Da auch das Normalfutter geringe Spuren von Methionin als essentieller
Aminosaure enthielt, nahmen die Tiere der Gruppe 1 wahrend des Versuchs
durchschnittlich 0,42 g Methionin taglich auf, die Tiere der Gruppe 2 0,30 g und
die Tiere der Gruppe 3 0,93 g. Die drei Gruppen unterschieden sich jeweils

signifikant voneinander.

Bei Betrachtung der Area under the curve (AUC) des Cholesterins im Plasma
zeigte sich der hochste Wert in Gruppe 2 (23515 mg/dI*16 Wochen) und
unterschied sich damit signifikant von Gruppe 3 (14548 mg/dI*16 Wochen). In
Gruppe 1 betrug die AUC des Cholesterins 451 mg/dlI*16 Wochen.

Bei der AUC des Homocysteins, gemessen nach einer 12-stindigen
Nuchternphase vor der Blutentnahme, konnten keine Unterschiede zwischen

den drei Gruppen festgestellt werden.
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Bei den Tieren der Gruppe 1 fanden sich bei Auswertung der Gefaldschnitte
erwartungsgemald keine Plaques. Die Plaquebildung in den Aortenbdgen der
Tiere der Gruppen 2 und 3 unterschied sich nicht signifikant voneinander
(5,4 mm? [4,0-7,5mm?] vs. 2,9 mm?® [1,8-6,2mm?]). Die GefaRflache der
Aortenbdgen war bei den Tieren der Gruppe 1 am geringsten (15,6 mm?) und
unterschied sich von der GefaRfliche der Tiere der Gruppe 2 (18,2 mm?)
signifikant. Der Aortenbogen der Tiere der Gruppe 3 wies die geringste
Lumenflache auf; 5,0 mm? [4,9-6,2 mm?], gefolgt von Gruppe 2 (6,9 mm? [6,1-
7,7mm?) und Gruppe 1 (9,8 mm? [9,1-10,3 mm?]). Der Unterschied war

zwischen allen drei Gruppen signifikant.

Bei den Belastungstests wurde bei einer Dosis von 100 mg Methionin/kg KG
unabhangig von den Vitaminzusatzen das Maximum des Plasma-Methionin-
Spiegels nach 2 Stunden erreicht. Nach 24 Stunden hatte sich die Methionin-

Plasma-Konzentration nahezu normalisiert.

Bei 100 mg Methionin/kg KG in Kombination mit Folsdure wurde ein hdherer
Maximalwert der Plasma-Homocystein-Konzentration erreicht als bei alleiniger
Methioningabe; bei Zugabe von Vitamin Bg bzw. Folsdure und Vitamin B,
waren die Maximalwerte niedriger. Bei allen drei Zusatzen wurde das Maximum

spater erreicht.

Bei Verabreichung von verschiedenen Methionin-Dosen zwischen 25 und
500 mg Methionin/kg KG zeigte sich, dass die Verabreichung von 25 mg
Methionin’lkg KG eine nur geringe Veranderung der Plasma-Homocystein-
Konzentration bewirkte. Die verschiedenen Maxima stiegen jeweils mit der
Konzentration des Methionins an, zwischen 250 und 500 mg Methionin/kg KG
unterschieden sich die Maxima jedoch kaum. Hier scheint ein Grenzwert

erreicht zu sein.

Aufgrund der bei diesen Belastungstests gewonnenen Daten ist von einer
Homocystein-Konzentration von ca. 70 pmol/l auszugehen, die postprandial von

den Kaninchen des ersten Versuchsteils mehrmals pro Tag erreicht wurde.
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Zusatzlich wurde der Verlauf der Plasma-Cystathionin-Konzentration bei
Verabreichung von 100 mg Methionin/kg KG allein oder mit Zusatzen verfolgt.
Hier zeigte sich, dass die Kombination von Methionin, Folsaure und Vitamin B,
zu einem hoéheren und auch verspateten Anstieg des Plasma-Cystathionin-
Spiegels fuhrte. Die Kombination von Methionin und Vitamin Bg fuhrte zu einem

noch weiter verzogerten Anstieg.

Durch die Zufutterung von Methionin wurden in dieser Studie keine erhdhten
Plasma-Homocysteinspiegel bei Messung nach 12-stundiger Nuchternphase
vor der Blutenthahme erreicht. Wie die durchgefuhrten Methionin-
Belastungstests zeigten, mussen mehrmals pro Tag Homocysteinkonzen-
trationen vorgelegen haben, die einer intermediaren Hyperhomocysteinamie
entsprechen. Dennoch konnte keine verstarkte Plaquebildung nachgewiesen
werden. Eine Hyperhomocysteinamie als ursachlicher Faktor der

Atherosklerose ist deshalb aufgrund dieser Ergebnisse fraglich.
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7 Anhang

Tab. A1: Durchschnittliche Futteraufnahme (g/d) Uber die gesamte
Versuchsdauer (Median mit 25%- und 75%-Quartil)

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

Kontrolle Chol Chol+Meth
Woche 1 151 [124-170] 129 [101-147] 103 [44-104]
Woche 2 163 [151-183] 157 [137-178] 130 [102-143]
Woche 3 163 [153-196] 152 [117-159] 135 [117-142]
Woche 4 142 [124-164] 98 [84-127] 108 [70-119]
Woche 5 146 [135-166] 125 [106-134] 125 [102-131]
Woche 6 138 [124-142] 113 [100-131] 105 [86-125]
Woche 7 157 [137-191] 109 [105-127] 98 [93-99]
Woche 8 136 [127-143] 94 [76-100] 76 [68-93]
Woche 9 131 [108-143] 100 [94-110] 97 [91-104]
Woche 10 130 [106-156] 82 [77-88] 74 [68-77]
Woche 11 141 [127-151] 109 [91-121] 96 [92-104]
Woche 12 143 [122-169] 86 [69-89] 77 [72-83]
Woche 13 131 [116-157] 84 [65-94] 90 [77-98]
Woche 14 135 [108-160] 86 [80-90] 80 [72-93]
Woche 15 109 [82-114] 62 [45-66] 55 [51-60]
Woche 16 109 [94-113] 77 [45-81] 75 [60-77]
Futterauf-
nahme pro 138 [122-154]%3 98,5[91,1-110] 92,6 [89,2-101]'
Tag

Hochgestellte Zahlen zeigen signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen an.
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Tab. A2: Durchschnittliche Cholesterinaufnahme (g/d) Uber die gesamte
Versuchsdauer (Median mit 25%- und 75%-Quartil)

Gruppe 1
Kontrolle

Gruppe 2
Chol

Gruppe 3
Chol+Meth

Woche 1
Woche 2
Woche 3
Woche 4
Woche 5
Woche 6
Woche 7
Woche 8
Woche 9
Woche 10
Woche 11
Woche 12
Woche 13
Woche 14
Woche 15
Woche 16

Cholesterin-
aufnahme
pro Tag

o

O O O O O O O O oo oo oo o o

0,65 [0,50-0,73]
0,79 [0,68-0,89]
0,76 [0,58-0,79]
0,49 [0,42-0,64]
0,63 [0,53-0,67]
0,57 [0,51-0,66]
0,55 [0,52-0,64]
0,47 [0,38-0,50]
0,50 [0,46-0,55]
0,41 [0,39-0,44]
0,55 [0,46-0,61]
0,43 [0,35-0,45]
0,42 [0,33-0,47]
0,44 [0,40-0,45]
0,31[0,23-0,34]
0,39 [0,22-0,41]

0,56 [0,52-0,63]

0,51 [0,22-0,52]
0,65 [0,51-0,72]
0,68 [0,58-0,71]
0,54 [0,35-0,60]
0,63 [0,51-0,66]
0,52 [0,43-0,63]
0,49 [0,46-0,50]
0,38 [0,34-0,46]
0,48 [0,45-0,52]
0,37 [0,34-0,39]
0,48 [0,46-0,52]
0,38 [0,36-0,42]
0,45 [0,38-0,49]
0,40 [0,36-0,47]
0,28 [0,26-0,30]
0,38 [0,30-0,39]

0,53 [0,51-0,57]
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Tab. A3: Durchschnittliche Methioninaufnahme (g/d) Uber die gesamte
Versuchsdauer (Median mit 25%- und 75%-Quartil)

Gruppe 1
Kontrolle

Gruppe 2
Chol

Gruppe 3
Chol+Meth

Woche 1
Woche 2
Woche 3
Woche 4
Woche 5
Woche 6
Woche 7
Woche 8
Woche 9
Woche 10
Woche 11
Woche 12
Woche 13
Woche 14
Woche 15
Woche 16

Methionin-
aufnahme
pro Tag

0,45 [0,37-0,51]
0,49 [0,45-0,55]
0,49 [0,46-0,59]
0,43 [0,37-0,49]
0,44 [0,40-0,50]
0,41 [0,37-0,43]
0,47 [0,41-0,57]
0,41 [0,38-0,43]
0,39 [0,32-0,43]
0,39 [0,32-0,47]
0,42 [0,38-0,45]
0,43 [0,37-0,51]
0,39 [0,35-0,47]
0,40 [0,32-0,48]
0,33 [0,25-0,54]
0,33 [0,28-0,34]

0,42 [0,36-0,46]*

0,39 [0,30-0,44]
0,47 [0,41-0,53]
0,45 [0,35-0,48]
0,29 [0,25-0,38]
0,37 [0,32-0,40]
0,34 [0,30-0,39]
0,33 [0,31-0,38]
0,28 [0,23-0,30]
0,30 [0,28-0,33]
0,24 [0,23-0,26]
0,33 [0,27-0,36]
0,26 [0,21-0,27]
0,25 [0,20-0,28]
0,26 [0,24-0,27]
0,19 [0,14-0,20]
0,23 [0,08-0,24]

0,30 [0,27-0,33]"*

1,03 [0,44-1,04]
1,30 [1,02-1,43]
1,35 [1,17-1,42]
1,08 [0,70-1,19]
1,25 [1,02-1,31]
1,05 [0,86-1,25]
0,98 [0,93-0,99]
0,76 [0,68-0,93]
0,97 [0,91-1,04]
0,74 [0,68-0,77]
0,96 [0,92-1,04]
0,77 [0,72-0,83]
0,90 [0,77-0,98]
0,80 [0,72-0,93]
0,55 [0,51-0,60]
0,75 [0,60-0,77]

0,93 [0,89-1,01]"2

Hochgestellte Zahlen zeigen signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen an.



104 Anhang

Tab. A4: Korpergewicht (g) im Versuchsverlauf (Median mit 25%- und
75%-Quartil)

Gruppe 1
Kontrolle

Gruppe 2
Chol

Gruppe 3
Chol+Meth

Woche 0
Woche 1
Woche 2
Woche 3
Woche 4
Woche 5
Woche 6
Woche 7
Woche 8
Woche 9
Woche 10
Woche 11
Woche 12
Woche 13
Woche 14
Woche 15
Woche 16

Differenz
Anfangs- und
Endgewicht

3310 [3195-3945]
3530 [3225-3595]
3590 [3280-3655]
3610 [3340-3760]
3680 [3420-3890]
3790 [3465-4005]
3830 [3520-4000]
3870 [3515-3930]
3940 [3535-4140]
3890 [3600-4015]
4010 [3600-4180]
4010 [3700-4315]
4030 [3680-4335]
4130 [3775-4455]
4080 [3765-4470]
4150 [3795-4500]

4210 [3880-4650]*"

760 [-15-1290]

3430 [3160-3440]
3480 [3185-3670]
3490 [3210-3685]
3510 [3295-3745]
3580 [3345-3840]
3500 [3365-3880]
3510 [3390-3880]
3570 [3405-3945]
3500 [3445-3915]
3490 [3360-3940]
3490 [3390-4040]
3490 [3405-3925]
3570 [3415-4055]
3600 [3390-3910]
3520 [3415-3885]
3530 [3365-3830]
3520 [3380-3880]'

270 [-50-565]

3320 [3120-3520]
3520 [3380-3580]
3400 [3280-3460]
3480 [3360-3620]
3380 [3260-3660]
3460 [3420-3640]
3580 [3300-3640]
3560 [3300-3660]
3560 [3260-3600]
3580 [3260-3580]
3580 [3280-3640]
3560 [3240-3600]
3600 [3460-3680]
3580 [3340-3680]
3580 [3520-3680]
3560 [3520-3620]
3520 [3440-3560]'

240 [40-420]

Hochgestellte Zahlen zeigen signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen an.
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Tab. A5: Plasma-Cholesterin-Konzentration (mg/dl) im Versuchsverlauf

(Mittelwert mit Standardabweichung)

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

Kontrolle Chol Chol+Meth
Woche 0 32,9+95 42,9+ 18,6 34,4+ 13,0
Woche 4 376+7,2 1264 + 470 619 + 362
Woche 8 20977 1758 + 542 912 + 247
Woche 12 25,1+3,4 1921 + 556 1313 + 290
Woche 16 25,8 + 6,4 1826 + 660 1552 + 358
AUC 451 + 76,0 23515 + 62173 14548 + 38912

AUC = Area under the curve
Hochgestellte Zahlen zeigen signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen an.

1 nur Gruppe 2 mit 3 verglichen

Tab. A6: Lipoproteinfraktionen (mg/dl) im Versuchsverlauf (Mittelwert mit

Standardabweichung)

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

Kontrolle Chol Chol+Meth
HDL-Cholesterin
Woche 0 11,4+ 3,8 15,1 + 5,1 14,3 + 3,7
Woche 4 12,0+ 3,8 14,4+4.4 16,7 £2,6
Woche 8 11,7+2,5 16,8 + 5,7 22,3+5,1
Woche 12 8,7+3,0 15,0 + 6,4 23,3+4,8
Woche 16 10,0 + 3,4 9,7+3,6 15,6 + 6,1
AUC * 172 + 40,123 234 + 63,9 309 + 56,7"
LDL-Cholesterin
Woche 0 11,1+ 9,1 13,9+ 10,3 9,7+6,4
Woche 4 30,7 +9,4 318 + 83,6 200 + 89,7
Woche 8 47+45 344 + 106 203 + 59,6
Woche 12 49+20 402 + 218 231+ 944
Woche 16 9,8+3,0 804 + 418 488 + 129
AUC 1 203 + 33,8 5899 + 1843° 3536 + 4482
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Tab. A6: Fortsetzung
Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
Kontrolle Chol Chol+Meth
VLDL-Cholesterin
Woche 0 10,3+£2,9 13,9+ 12,6 6,9+1,8
Woche 4 10,0 £12,7 931 +435 402 + 278
Woche 8 48 +4)7 1396 £ 547 687 + 227
Woche 12 11,4 +4,8 1504 + 485 1058 + 276
Woche 16 6,0+4,3 1012 £ 421 1048 £ 364
AUC t 129 + 46,4 17380 + 5827° 10702 + 35332

* Statistik mit logarithmierten Daten
AUC = Area under the curve
1 nur Gruppe 2 mit 3 verglichen

Hochgestellte Zahlen zeigen signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen an.

Tab. A7: Triglyceride (mg/dl) im Versuchsverlauf (Mittelwert mit Standard-

abweichung)

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

Kontrolle Chol Chol+Meth
Woche 0 69,8 + 32,7 101 + 127 53,0 + 13,0
Woche 4 86,8 + 61,1 85,5 + 46,8 433+ 13,6
Woche 8 97,1+ 59,8 103 +41,8 50,6 + 25,6
Woche 12 70,5+ 456 136 + 71,1 70,4 +159
Woche 16 63,6 + 36,5 302 + 255 102 + 63,8
AUC 1 1285 + 769° 2108 + 9423 968 + 2052

AUC = Area under the curve
1 Gruppen einzeln miteinander verglichen
Hochgestellte Zahlen zeigen signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen an.
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Tab. A8: NEFA (uEg/ml) im Versuchsverlauf (Mittelwert mit Standard-

abweichung)

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

Kontrolle Chol Chol+Meth
Woche 0 1301 + 529 1393 + 1471 971 + 319
Woche 4 1251 + 698 2700 + 1171 1578 + 465
Woche 8 1818 + 1029 3972 + 1193 2347 + 747
Woche 12 1499 + 965 2242 + 705 1992 + 604
Woche 16 1262 + 528 1405 + 616 1908 + 509
AUC 1 23396 + 116912 41250 + 133043 29428 + 51902

AUC = Area under the curve
T Statistik mit logarithmierten Daten, Gruppen einzeln miteinander verglichen
Hochgestellte Zahlen zeigen signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen an.

Tab. A9: Homocystein (umol/l) im Versuchsverlauf (Mittelwert mit Standard-
abweichung)

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

Kontrolle Chol Chol+Meth
Woche 0 13,925 14,4 £5,2 14,2+4,8
Woche 4 13,6 £1,5 10,0 £ 3,2 13,0+ 2,8
Woche 8 12,724 8,7+0,9 104 +1,5
Woche 12 12,1+ 3,5 91124 96+2,6
Woche 16 13,0+ 31 16,3 + 8,6 134125
AUC 207 £ 27,7 172 + 39,7 187 + 29,6

AUC = Area under the curve
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Tab. A10: Vitaminkonzentrationen im Versuchsverlauf (Mittelwert mit Standard-

abweichung)

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
Kontrolle Chol Chol+Meth
Vitamin E (umol/l)
Woche 0 5,3+ 12,0 1,0+ 0,0 1,0+ 0,0
Woche 4 4,6+ 8,0 69,6 + 48,7 41,0+ 27,4
Woche 8 71+94 63,6 + 35,5 18,3+ 16,4
Woche 12 14,8 + 21,9 80,7 + 39,6 57,6 + 6,6
Woche 16 78+17 90,5 + 38,9 71,7 £20,9
AUC * 128 + 55,3%3 933 + 450"° 516 + 1442
Vitamin Bg (ug/l)
Woche 0 242 + 429 200 + 54,6 228 + 47,0
Woche 4
Woche 8 96,6 + 22,1 89,1 +453 83,1+ 24,0
Woche 12 137 £ 27,6 82,2 + 26,7 97,2 + 19,0
Woche 16 104 + 12,9 59,0 + 23,3 50,6 + 15,0
AUC 2306 + 3332 1840 + 401" 1900 + 323

* Statistik mit logarithmierten Daten
AUC = Area under the curve

Hochgestellte Zahlen zeigen signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen an.

Tab. A11: Transaminasen (U/l) und y-GT (U/l) im Versuchsverlauf (Mittelwert

mit Standardabweichung)

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

Kontrolle Chol Chol+Meth
GOT
Woche 0 6,9+1,7 6,6 £2,0 6,3+1,5
Woche 4 6,8+1,8 10,5+ 5,6 12,1+ 3,8
Woche 8 8,9+25 10,9+4,2 11,4 £ 3,7
Woche 12 74+1,3 18,3+£9,4 15,6 £54
Woche 16 7,1+£2,2 12,3+5,9 16,3 + 3,5
AUC * 120 + 17,6%° 196 + 48,4 202 + 45,1
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Tab. A11: Fortsetzung
Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
Kontrolle Chol Chol+Meth
GPT
Woche 0 18,5+7,6 17,1+49 19,4+ 5,7
Woche 4 17,3+6,8 20,8+9,5 28,3+5,2
Woche 8 19,3+94 11,1+6,4 224 +7,0
Woche 12 20,3+8,5 15,5+9,2 24.1+12,5
Woche 16 18,9 + 10,7 13,1+t44 31,3+£17,7
AUC 301 + 127 250 + 94,8° 401 + 103°
y-GT
Woche 0 43+0,7 41+1,1 3,9+0,7
Woche 4 3,8+0,9 12,3+ 15,3 6,4 £ 6,6
Woche 8 23+0,9 20+21 12,6 £ 13,5
Woche 12 40+0,8 13,3+ 28,8 13,7+ 17,7
Woche 16 41+0,6 21,4 +£28,3 19,6 + 31,2
AUC * 56,8 + 10,6 161 + 150 178 + 142

* Statistik mit logarithmierten Daten
AUC = Area under the curve
Hochgestellte Zahlen zeigen signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen an.
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Tab. A12: Kleines Blutbild im Versuchsverlauf (Mittelwert mit Standard-
abweichung)

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

Kontrolle Chol Chol+Meth
Hamatokrit (%)
Woche 0 39,2 +2,0 39,0 £2,0 379+25
Woche 4 40,2+1,8 36,6 + 2,4 35,8+2,5
Woche 8 39,4+17 33,9+ 3,1 34,0+0,9
Woche 12 38,6 +1,7 31,7+2,3 31,4+1,4
Woche 16 36,6 +1,9 26,6 +2,9 29,3+ 1,4
AUC 624 + 24,8%3 540 + 33,5" 539 + 16,1’
Erythrozyten (10*/mm?)
Woche 0 6,2 + 0,4 6,2+0,3 6,2+0,5
Woche 4 6,3+0,3 5,9 +0,4 59+0,3
Woche 8 6,3+0,3 54 +0,4 5,6 +0,2
Woche 12 6,1+0,4 5,0+0,3 51+0,2
Woche 16 5,8 + 0,4 3,9+0,7 47+0,3
AUC 98,5 + 4,7%3 85,7 + 4,8 88,1+ 2,4’
Hamoglobin (g/dl)
Woche 0 13,7+ 0,5 13,7+0,7 13,4+ 0,9
Woche 4 13,9+ 0,6 13,2+0,9 12,9+ 0,8
Woche 8 13,5+ 0,6 12,3 +1,0 12,3+ 0,3
Woche 12 13,3+ 0,6 11,3+0,7 11,3 0,4
Woche 16 12,4+ 0,7 9,1+1,1 10,2+ 0,7
AUC 215 + 8,823 193 + 11,3' 193 £ 5,7
MCYV (fl)
Woche 0 63,1+ 1,0 62,8+ 1,8 61,1+2,2
Woche 4 63,9+2,3 61,9+1,2 60,7 2,1
Woche 8 63,0+2,3 62,4+1,8 61,3+1,8
Woche 12 63,6 +2,6 63,4 +2,3 61,1+2,0
Woche 16 63,6 + 2,6 69,1+ 5,1 63,1+1,9
AUC 1015 + 33,2 1014 + 25,8 981 + 22,1
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Tab. A12: Fortsetzung

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

Kontrolle Chol Chol+Meth
MCHC (g/dl)
Woche 0 350+0,7 351+0,7 353+0,4
Woche 4 34,5+0,3 359+0,3 36,0+0,5
Woche 8 34,3+0,4 34,6+4,9 36,1+0,6
Woche 12 34,4+0,4 35,8+0,8 36,2+1,5
Woche 16 33,8+0,9 34,3+0,7 347+1,4
AUC *t 551 + 5,1%° 571+6,7" 573+ 11,1
MCH (p9)
Woche 0 22,2+0,6 21,9+0,5 21,6 £0,7
Woche 4 22,0+0,7 22,2+04 21,8+0,4
Woche 8 21,6+0,8 22,6 £0,5 22,0+0,5
Woche 12 21,9+0,7 22,6 £0,5 22,1+04
Woche 16 21,5+0,7 23,6 +1,5 21,8+04
AUC 349 + 10,5° 360 = 6,0’ 350+ 5,7
Leukozyten (Zahl/ul)
Woche 0 5728 + 1011 5338 + 1488 5293 + 1009
Woche 4 6037 + 647 7510 £ 2196 7651 + 1868
Woche 8 5858 + 1268 7414 + 2484 7433 + 2222
Woche 12 6554 + 852 8830 + 3329 7817 £ 1782
Woche 16 7471 £ 985 7554 + 1787 7841 + 2031
AUC £ 101018 + 14338 110211 £ 19909 117874 + 26681
Thrombozyten (100/ul)
Woche 0 357 £ 77,5 364 + 57,0 361+ 124
Woche 4 332+74,0 302 +76,9 285+ 67,0
Woche 8 315+ 58,3 307 £ 37,2 298 + 52,6
Woche 12 317 £ 58,3 348 + 64,8 321 +£62,0
Woche 16 338 £ 78,9 417 £ 70,8 434 £ 121
AUC 5228 + 997 5394 + 705 5207 + 925

* Statistik mit logarithmierten Daten
T ein Tier der Gruppe 2 wurde von der Statistik ausgeschlossen
T ein Tier der Gruppe 2 wurde von der Statistik ausgeschlossen
AUC = Area under the curve
Hochgestellte Zahlen zeigen signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen an.
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Tab. A13: Konzentration der Elektrolyte (mmol/l) im Plasma (Mittelwert mit
Standardabweichung)

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

Kontrolle Chol Chol+Meth
Natrium
Woche 0 142 + 1,8 142 +1,7 142+ 2,8
Woche 4 140 + 2,3 138 +2,8 140 + 2,0
Woche 8 139+2,9 135+ 1,5 137 +1,3
Woche 12 140 + 1,2 136 + 1,6 137 + 3,0
Woche 16 140 £ 1,7 135+ 2,6 136+ 1,5
AUC * 2240 + 25,6%° 2184 + 22,3"? 2212 +10,0"?
Kalium
Woche 0 3,5+0,1 3,6+0,1 3,5+0,2
Woche 4 6,4+7,5 3,9+04 3,7+0,2
Woche 8 3405 3,7+£0,1 3,7+£04
Woche 12 3,6+0,1 3,7+0,2 3,7+0,2
Woche 16 3,5+0,2 3,7+0,1 3,7+0,3
AUC * 56,9 + 2,2° 59,9 + 1,3 58,9 + 3,1
Calcium
Woche 0 3,3 0,1 3,2+0,1 3,1+0,2
Woche 4 3,4+0,1 3,3+0,2 3,3+0,1
Woche 8 3,3+0,2 3,3+0,1 3,2+0,1
Woche 12 3,3+0,1 3,3+0,1 3,3+0,2
Woche 16 3,4+0,1 3,5+0,1 3,4+0,1
AUC 52,8 +1,0 53,0+ 1,7 523+14

* Statistik mit logarithmierten Daten
AUC = Area under the curve
Hochgestellte Zahlen zeigen signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen an.
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Tab. A14: Gerinnungsparameter im Versuchsverlauf (Mittelwert mit Standard-
abweichung)

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

Kontrolle Chol Chol+Meth
INR
Woche 0 1,2+ 0,1 1,1+ 0,1 1,1+£0,1
Woche 4 1,1+ 0,1 1,1+0,5 0,9+0,0
Woche 8 1,2+ 0,1 1,2+0,1 1,1+0,1
Woche 12 1,3+ 0,1 1,4+0,2 1,3+£0,2
Woche 16 1,5+0,2 1,3+0,2 1,4+0,2
AUC 19,3+1,2 19,6 + 2,6 18,2+ 1,2
TPZ (Quick, %)
Woche 0 78,4+ 8,4 81,0+ 10,6 87,9+ 15,8
Woche 4 102 + 15,5 102 + 32,1 119+1,9
Woche 8 85,4+9,9 82,8 + 18,0 104 + 14,8
Woche 12 70,8 £ 11,9 68,5+ 14,2 78,1+21,7
Woche 16 56,4 + 13,8 72,5+18,3 62,0 £ 14,9
AUC 1303 + 123 1321 + 225 1507 + 150
PTT (sec)
Woche 0 133 £ 49,9 115 £ 59,6 144 + 33,0
Woche 4 100 * 60,2 128 + 56,8 106 + 54,4
Woche 8 146 + 40,3 160 £ 0,0 160 £ 0,0
Woche 12 160 £ 0,0 143 + 46,0 139 + 55,2
Woche 16 145 + 42 4 131+ 48,8 150 + 17,7
AUC 2180 + 374 2218 + 304 2211 + 369
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Tab. A14: Fortsetzung

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

Kontrolle Chol Chol+Meth
Fibrinogen (mg/dl)
Woche 0 227 +130 289 + 59,1 326 + 134
Woche 4 295 + 53,0 291+ 54,5 351 + 50,1
Woche 8 397 + 255 197 £ 29,5 239 +44 4
Woche 12 308 +46,0 203 +40,4 211 £ 45,2
Woche 16 254 + 111 164 + 37,5 178 + 30,7
AUC * 4963 + 12247 3668 + 433" 4211 + 575

* Statistik mit logarithmierten Daten
AUC = Area under the curve
Hochgestellte Zahlen zeigen signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen an.

Tab. A15: Enzymaktivitaten im Versuchsverlauf (Mittelwert mit Standard-
abweichung)

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

Kontrolle Chol Chol+Meth
AP (UN)
Woche 0 142 + 44 4 186 + 56,0 145 + 50,3
Woche 4 106 £ 41,6 115+ 38,3 87,4 +443
Woche 8 58,4+ 11,0 71,8 +34,2 62,6 + 15,7
Woche 12 59,1+ 18,2 58,8 + 16,9 54,9 + 20,5
Woche 16 49,9 + 14,3 64,1+ 25,2 66,3 + 36,6
AUC 1259 + 366 1482 £ 410 1242 1 374
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Tab. A15: Fortsetzung

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

Kontrolle Chol Chol+Meth
LDH (U/1)
Woche 0 30,6 + 14,5 31,1+9,1 46,1 +£222
Woche 4 41,8 + 23,4 25,9 +6,8 53,7 + 25,6
Woche 8 51,4 + 30,7 31,8+ 19,9 38,6 + 29,4
Woche 12 43,6 + 33,4 72,8 + 47,2 771+415
Woche 16 41,0+21,3 68,3 + 28,0 71,8 £51,2
AUC 690 + 187 720 + 152 914 + 218
CK (Ul
Woche 0 356 + 148 345 + 135 555 + 281
Woche 4 446 + 319 264 + 101 546 + 331
Woche 8 747 + 536 482 + 198 457 + 245
Woche 12 464 + 263 709 + 450 769 + 354
Woche 16 499 + 434 555 + 329 704 + 650
AUC 8337 + 3393 7619 + 1718 9607 + 2274
Amylase (U/l)
Woche 0 154 + 21,0 151 + 22,2 149 + 10,6
Woche 4 156 + 19,6 173 + 25,2 166 + 17,2
Woche 8 158 + 22,8 192 +29,3 181+ 12,9
Woche 12 149 + 22,8 200 + 26,3 199 + 23,6
Woche 16 142 + 18,3 196 + 30,5 204 + 29,2
AUC 2457 + 324%3 2955 + 373" 2893 + 230"
Pankreas-Amylase (U/l)
Woche 0 153 + 20,7 151 + 22,4 149 + 10,0
Woche 4 149 + 18,6 167 + 24,2 159 + 16,2
Woche 8 156 + 22,5 189 + 28,5 179 + 12,6
Woche 12 148 + 22,6 199 + 26,2 198 + 23,9
Woche 16 137 £ 17,6 188 + 29,4 196 + 28,2
AUC 2408 + 32123 2893 + 365 2829 + 222"




116 Anhang

Tab. A15: Fortsetzung

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

Kontrolle Chol Chol+Meth
Lipase (U/l)
Woche 0 149 + 50,0 149 + 27,2 146 + 38,4
Woche 4 179 £ 42,6 328 + 116 249 + 18,6
Woche 8 131+ 27,1 826 + 369 484 + 292
Woche 12 165 + 29,1 1891 + 834 1179 £ 750
Woche 16 139 + 25,6 2843 + 1689 1536 + 706
AUC * 2474 + 455%° 18164 + 7739 11012 % 5425

* Statistik mit logarithmierten Daten
AUC = Area under the curve
Hochgestellte Zahlen zeigen signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen an.

Tab. A16: Nierenfunktionsparameter (mg/dl) im Versuchsverlauf (Mittelwert mit

Standardabweichung)

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

Kontrolle Chol Chol+Meth
Harnstoff
Woche 0 43,8 £5,5 42,1 +9,0 48,7 £ 8,5
Woche 4 42,4 + 6,3 37,8+6,6 45054
Woche 8 36,0+ 7,6 37,6 £9,0 41,9198
Woche 12 41,4152 42,4 £ 9,3 47,4 £ 8,9
Woche 16 36,8 +4,7 39,9+4,2 49,6 £ 8,0
AUC 640 + 79,1 635+ 110 734 £ 113
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Tab. A16: Fortsetzung

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

Kontrolle Chol Chol+Meth
Kreatinin
Woche 0 0,9+0,1 1,0+ 0,1 1,0+ 0,1
Woche 4 1,0+ 0,2 1,1+£0,2 1,2+ 0,1
Woche 8 1,1+0,2 1,3+£0,2 1,5+£0,2
Woche 12 1,1+0,2 1,4+0,2 1,6+0,2
Woche 16 1,2+0,2 1,5+0,1 1,8+0,1
AUC 17,3+2,5° 20,2 £2,4 23,0 £2,2"

AUC = Area under the curve
Hochgestellte Zahlen zeigen signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen an.

Tab. A17: Albumin- und Gesamteiweil3-Konzentration (g/dl) im Versuchsverlauf

(Mittelwert mit Standardabweichung)

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

Kontrolle Chol Chol+Meth
Albumin
Woche 0 55+0,3 53+0,3 53+0,3
Woche 4 55+0,3 5404 53+0,2
Woche 8 51+0,2 4,8+0,3 50+0,3
Woche 12 54+0,2 50+0,3 50+0,3
Woche 16 50+0,2 4,3+0,7 48104
AUC 81,7+ 3,8 79,9 £4.1 84,5+ 3,4
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Tab. A17: Fortsetzung

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

Kontrolle Chol Chol+Meth
Gesamteiweil
Woche 0 55+0,3 53+0,3 54+0,3
Woche 4 56+0,3 5604 56+0,2
Woche 8 5604 53+0,5 55+0,2
Woche 12 54+0,2 52+0,5 53+0,3
Woche 16 53+0,3 53+0,6 53+0,3
AUC 87,6 £3,5 85,7+5,5 87,1+3,5

AUC = Area under the curve

Tab. A18: Plasma-Methionin-Konzentration (umol/l) beim Belastungstest mit
100 mg Methionin/kg KG

Zeitpunkt MLT-01 MLT-02
Oh 39,6 35
2h 289 308
4 h 174 250
6 h 187 169

24 h 25,7 25,3
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Tab. A19: Plasma-Methionin-Konzentration (umol/l) beim Belastungstest mit
100 mg Methionin/kg KG und 0,2 mg Folsaure/kg KG

Zeitpunkt MLT-01 MLT-02
Oh 38,3 36,0
2h 712 430
4 h 439 274
6 h 266 196
8 h 182 131
24 h 34,9 31,2

Tab. A20: Plasma-Methionin-Konzentration (umol/l) beim Belastungstest mit
100 mg Methionin/kg KG und 1,5 mg Vitamin Bg/kg KG

Zeitpunkt MLT-01 MLT-02
Oh 45,3 57,4
2h 1003 892
4h 753 774
6 h 614 512
8 h 470 386
24 h 64,4 58

Tab. A21: Plasma-Methionin-Konzentration (umol/l) beim Belastungstest mit
100 mg Methionin/kg KG, 0,2 mg Folsaure/kg KG und 0,01 mg
Vitamin B12/kg KG

Zeitpunkt MLT-01 MLT-02
Oh 40,1 37,4
2h 783 756
4 h 699 632
6 h 576 514
8 h 492 418

24 h 70,3 61,4
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Tab. A22: Plasma-Homocystein-Konzentration (umol/l) beim Belastungstest mit
25 mg Methionin/kg KG

Zeitpunkt Tier 1 Tier 2
Oh 11,4 10,7
2h 19,7 16,3
4 h 13,7 16,0
6 h 15,4 16,3
8h 17,8 15,4
24 h 17,0 10,7

Tab. A23: Plasma-Homocystein-Konzentration (umol/l) beim Belastungstest mit
50 mg Methionin/kg KG

Zeitpunkt Tier 1 Tier 2
Oh 11,7 16,4
2h 43,1 83,8
4 h 28,4 43,7
6 h 23,0 26,1
8h 25,4 19,6
24 h 15,9 9,0

Tab. A24: Plasma-Homocystein-Konzentration (umol/l) beim Belastungstest mit
100 mg Methionin/kg KG

Zeitpunkt Tier 1 Tier 2
Oh 16,3 10,1
2h 254 153
4 h 220 152
6 h 94,8 81,3

24 h 17,8 11,6
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Tab. A25: Plasma-Homocystein-Konzentration (umol/l) beim Belastungstest mit
250 mg Methionin/kg KG

Zeitpunkt Tier 1 Tier 2
Oh 21,5 11,4
2h 214 283
4 h 382 503
6 h 499 618
24 h 35,4 53,7

Tab. A26: Plasma-Homocystein-Konzentration (umol/l) beim Belastungstest mit
500 mg Methionin/kg KG

Zeitpunkt Tier 1 Tier 2
Oh 23,2 14,6
2h 267 363
4 h 344 470
6 h 397 553
8h 458 639
24 h 80,4 494

Tab. A27: Plasma-Homocystein-Konzentration (umol/l) beim Belastungstest mit
100 mg Methionin/kg KG und 0,2 mg Folsaure/kg KG

Zeitpunkt Tier 1 Tier 2
Oh 12,7 11,6
2h 174 187
4 h 264 308
6 h 192 220
8h 102 136

24 h 18,3 14,0
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Tab. A28: Plasma-Homocystein-Konzentration (umol/l) beim Belastungstest mit
100 mg Methionin/kg KG und 1,5 mg Vitamin Bg/kg KG

Zeitpunkt Tier 1 Tier 2
Oh 35,7 14,6
2h 127 58,6
4 h 149 75,0
6 h 167 86,2
8 h 164 74,7
24 h 25,8 14,0

Tab. A29: Plasma-Homocystein-Konzentration (umol/l) beim Belastungstest mit
100 mg Methionin/kg KG, 0,2 mg Folsaure/kg KG und 0,01 mg
Vitamin B12/kg KG

Zeitpunkt Tier 1 Tier 2
Oh 38,8 17,1
2h 126 66,1
4 h 157 104
6 h 155 122
8h 159 130
24 h 33,5 27,2

Tab. A30: Plasma-Cystathionin-Konzentration (umol/l) beim Belastungstest mit
100 mg Methionin/kg KG

Zeitpunkt Tier 1 Tier 2
Oh 2,7 6,2
2h 7,2 9,3
4 h 9,3 8,8
6 h 9,2 8,8

24 h 6,3 7,3
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Tab. A31: Plasma-Cystathionin-Konzentration (umol/l) beim Belastungstest mit
100 mg Methionin/kg KG und 0,2 mg Folsaure/kg KG

Zeitpunkt Tier 1 Tier 2
Oh 3,1 21
2h 6,0 5,4
4 h 11,2 9,0
6 h 6,9 13,7
8 h 7,5 51
24 h 7,2 3,3

Tab. A32: Plasma-Cystathionin-Konzentration (umol/l) beim Belastungstest mit
100 mg Methionin/kg KG und 1,5 mg Vitamin B6/kg KG

Zeitpunkt Tier 1 Tier 2
Oh 9,5 13,1
2h 8,4 10,3
4 h 14,1 15,7
6 h 20,3 18,8
8h 9,6 9,9
24 h 27,2 22,3

Tab. A33: Plasma-Cystathionin-Konzentration (umol/l) beim Belastungstest mit
100 mg Methionin/kg KG, 0,2 mg Folsaure/kg KG und 0,01 mg
Vitamin B12/kg KG

Zeitpunkt Tier 1 Tier 2
Oh 10,2 7,5
2h 15,0 8,9
4 h 20,8 13,0
6 h 11,3 16,9
8h 42,7 19,7

24 h 36,1 25,7
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