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1. Einleitung

1 Einleitung

Die Erfindung der Hamodialyse durch Georg Haas 1924 sowie die Wegbereitung zur
modernen Hamodialyse durch Willem Kolff in den 1940er Jahren waren die
entscheidenden technologischen Entwicklungen zur Behandlung von Patienten mit
terminaler Niereninsuffizienz. Trotz stetiger Weiterentwicklung und Routine-Anwendung,
die einer Vielzahl von Menschen - 66 508 im Jahr 2006 in der Bundesrepublik
Deutschland (Frei und Schober-Halstenberg 2008) - ein Leben mit ihrer Krankheit
ermoglichen, sind wichtige Fragen noch ungeldst.

So zeigen Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz eine erhdhte kardiovaskulare
Morbiditat und Mortalitat, die einer Kumulation verschiedener Risikofaktoren
zugeschrieben wird (Locatelli et al. 2000; Parfrey 2000). Etwa 50 % der Patienten mit
terminaler Niereninsuffizienz sterben aufgrund von kardiovaskularen Ereignissen wie
zum Beispiel Myokardinfarkt oder cerebralem Insult (Foley et al. 1998; Herzog et al.
1998; Tonelli et al. 2006). Die kardiovaskulare Mortalitat ist 15-30 mal héher als in der
altersentsprechenden Bevolkerung (Foley et al. 1998; Parfrey und Foley 1999).

Viele kardiovaskulare Risikofaktoren, die einen Einfluss insbesondere auf die
Endothelfunktion haben, werden regelmafig im Zusammenhang mit einer chronischen
Niereninsuffizienz gefunden. Erkrankungen wie Diabetes, Adipositas und arterielle
Hypertonie, sowie das Vorliegen einer renalen Dysfunktion per se, fuhren zu einer
Aktivierung des Renin-Angiotensin-Systems mit erniedrigtem Reninspiegel und
Natriumretention mit daraus resultierender Verstarkung einer arteriellen Hypertonie
(Guyton und Coleman 1999). Des Weiteren findet sich vermehrter oxidativer Stress, ein
erhohter Spiegel asymmetrischen Dimethylarginins (ADMA), geringgradige
Entzindungsreaktionen mit erhdhten zirkulierenden Zytokinen sowie eine Dyslipidamie.
Weitere Komplikationen sind eine durch verminderte Erythropoetinsynthese verursachte
renale Anamie und eine Uramie, darunter ein erhohter Plasma-Homocysteinspiegel
wegen verminderter Filtrationsleistung der Niere mit einer Retention harnpflichtiger
Substanzen. Diese pathophysiologischen Mechanismen sind im Zusammenhang mit
Niereninsuffizienz und kardiovaskularen Erkrankungen von entscheidender Bedeutung

fur die Entwicklung einer endothelialen Dysfunktion (Amann et al. 2006).



1. Einleitung

Der erhdhte Plasma-Homocysteinspiegel bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz
fand in den letzten Jahren eine erhohte Aufmerksamkeit. Bereits 1969 vermutete
McCully einen Zusammenhang zwischen einem erhdhten Plasma-Homocysteinspiegel
und Arteriosklerose. In verschiedenen Studien konnte ein Zusammenhang von Plasma-
Homocysteinspiegel und kardiovaskularen Ereignissen hergestellt werden (Loscalzo
2006). Ein Ansatzpunkt zur Verbesserung der Prognose fur Patienten mit terminaler
Niereninsuffizienz stellt daher moglicherweise eine Senkung des pathologischen

Plasma-Homocysteinspiegels dar.

1.1 Terminale Niereninsuffizienz

1.1.1 Pravalenz und Konsequenz

Als Niereninsuffizienz wird die eingeschrankte Fahigkeit der Nieren bezeichnet,
harnpflichtige Substanzen auszuscheiden. Generell wird der Verlauf der Nieren-
insuffizienz in vier Stadien eingeteilt, wobei der Ubergang zwischen diesen flieRend ist.
Zunachst findet sich eine eingeschrankte Niereninsuffizienz (Stadium 1) mit
symptomloser Reduktion der glomerularen Filtrationsrate von normalerweise mehr als
120 mil/min auf 70-120 ml/min. Bei weiterer Abnahme der glomerularen Filtrationsrate
auf 20-70 ml/min und kompensierter Retention mit Anamie und Osteopathie mit einem
Serum-Kreatininspiegel von 1,5-4 mg/dl spricht man von einer leichten
Niereninsuffizienz (Stadium 1l). Bei der schweren Niereninsuffizienz (Stadium III)
kommen eine kompensierte metabolische Azidose, Salz-Wasser-Retention, eine
Polyneuropathie und eine Gonadendysfunktion hinzu. Auferdem findet sich ein
sekundarer Hyperparathyreoidismus bei reaktiver Hyperplasie der Nebenschilddrise
aufgrund der niereninsuffizienzbedingten Hyperphosphatamie, die glomerulare
Filtrationsrate sinkt auf 5-20 ml/min bei einem Serum-Kreatininspiegel von 4-7 mg/dl.
Die terminale Niereninsuffizienz (Stadium V) schlielllich bezeichnet eine Uramie mit
dekompensierter Azidose, die mit einer glomerularen Filtrationsrate <5 ml/min und
einem Serum-Kreatininspiegel >7 mg/dl eine Nierenersatztherapie unumganglich
machen. Hierzu stehen verschiedene Formen der Dialysebehandlung sowie die

Nierentransplantation zur Verfigung.



1. Einleitung

In Deutschland lag die Pravalenz der terminalen Niereninsuffizienz und daraus
resultierender chronischer Nierenersatztherapie am Stichtag 31.12.2006 bei 1 114 pro
Mio. Einwohner, in absoluten Zahlen bei 91 718, fur Dialysebehandlung bei 808 pro
Mio. Einwohner (66 508), 732 davon in Hamodialysebehandlung (63 307). Die
Pravalenz der Nierentransplantierten lag bei 306 pro Mio. Einwohner (25 210).
Neuaufgenommen in chronische Nierenersatztherapie wurden 17 548 Patienten, die
Inzidenz im Jahr 2006 lag damit bei 213 pro Mio. Einwohner. Die Mortalitat unter den
Patienten in chronischer Nierenersatztherapie lag bei 12 130 Patienten (13,2 %) im
Jahre 2006 (Frei und Schober-Halstenberg 2008).

1.1.2 Ursachen

Als Ursache der chronischen Niereninsuffizienz kommen vaskulare, glomerulare und
tubulointerstitielle Nierenerkrankungen unterschiedlicher Genese sowie Infektionen und
angeborene oder erworbene Strukturdefekte in Frage. Diabetes mellitus und arterielle
Hypertonie mit daraus resultierender hypertensiver Nephropathie waren 2006 in
Deutschland zusammen fur etwa 60 % der Falle von neuaufgetretener terminaler
Niereninsuffizienz verantwortlich. Bei etwa 10% der Falle von dialysepflichtiger
chronischer Niereninsuffizienz bleibt die Ursache ungeklart (Frei und Schober-
Halstenberg 2008).

Bei vielen Formen von renalen Erkrankungen kommt es zu einer Aktivierung des Renin-
Angiotensin-Systems. Zu den Mechanismen, durch die das Renin-Angiotensin-System
bei Niereninsuffizienz aktiviert werden kann, zahlt die Adaptierung an den Verlust von
Nierengewebe, der Anderungen der Hamodynamik bewirkt. Angiotensin | bindet an den
AT1-Rezeptor und stimuliert so die Bildung von reaktiven Sauerstoffradikalen (engl.
reactive oxygen species, ROS) durch die NAD(P)H-Oxidase und andere
Enzymsysteme. Sauerstoffradikale dienen in physiologischen Prozessen als
Botenstoffe. Eine pathologische Hochregulation von Angiotensin | fuhrt Gber die Bildung
von Superoxidanionen zu einer endothelialen Dysfunktion, die zu GefalRumbau und
GefalRwachstum beitragt (Touyz 2004). Aulerdem hat es eine Hochregulierung von
Entzindungsmediatoren zur Folge. Hierzu zahlen Zytokine, @ Chemokine,
Adhasionsmolekiile und Superoxide. Diese beférdern eine Dysfunktion des Endothels,
welche sich letztendlich in GefaBumbau und dem Fortschreiten von Atherosklerose
manifestiert (Schiffrin 2004 ).
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1. Einleitung

1.2 Endothel

Das Endothel ist eine Einzelzellschicht, die samtliche BlutgefaRe des menschlichen
Gefallsystems auskleidet und eine makromolekulare Barriere zwischen intraluminalem
Raum und der subendothelialen Zone, die aus extrazellularer Matrix und glatten
GefalRmuskelzellen besteht, darstellt. Im Folgenden sollen kurz die physiologische
Bedeutung sowie vor allem die Folgen einer Dysfunktion des Endothels beschrieben

werden.

1.2.1 Physiologie des Endothels

Das Endothel spielt mit der Bildung einer antithrombogenen Oberflache, der Kontrolle
des trans- und perizellularen Stofftransportes und der Produktion einer Vielzahl von
Mediatoren eine entscheidende Rolle in der physiologischen Funktion der Gefalle
(Bombeli et al. 1997; Cines et al. 1998). Einen essentiellen Beitrag zur Gefal3funktion
leistet das Endothel durch die Regulation des Gefaldtonus. Es setzt sowohl
relaxierende, zum Beispiel Stickstoffmonoxid (NO) und Prostaglandin I, (Prostacyclin),
als auch kontrahierende Mediatoren wie Endothelin und PAF (engl.: platelet-activating
factor) frei. Diese Mediatoren haben auflierdem EinfluR auf die Gefalstruktur,

Koagulation, Fibrinolyse und Entzindungsreaktionen (Cines et al. 1998).

Stickstoffmonoxid (NO, auch engl.: ,Endothelium derived relaxing factor, EDRF) ist
eines der wichtigsten Signalmolekile bei der Regulation der Gefafl3funktion (Rubanyi
1993). Bei vermehrter Bildung aus der Aminosaure L-Arginin und Freisetzung im
Endothel gelangt es durch Diffusion in glatte GefaBmuskelzellen. Dort bindet es an die
zytoplasmatische Guanylatcyclase, die zyklisches Guanosin-monophosphat (cGMP)
aus Guanosin-triphosphat bildet. Der cGMP-Spiegel steigt. Dies bewirkt eine cGMP
vermittelte Vasorelaxation Uber die cGMP-Kinase (Koeppen et al. 2004), die vermehrt
in glatten GefaBmuskelzellen, in Thrombozyten und dem Kileinhirn vorhanden ist. Die
cGMP-Kinase induziert Uber zwei Mechanismen eine Vasodilatation. Zum einen
phosphoryliert sie Kaliumkanale der Plasmamembran, es kommt zu einem
Kaliumionen-Ausstrom, zur Hyperpolarisation der glatten GefalBmuskelzellen und dem
Verschluss spannungsabhangiger Calciumkanale. Hierdurch vermindert sich durch
Reduktion des Calciumioneneinstroms die intrazellulare Calciumionenkonzentration
(Archer et al. 1994; Sausbier et al. 2000). Zum anderen kommt es durch

Phosphorylierung des Inositol-1,4,5-trisphosphat-Rezeptors am sarkoplasmatischen
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1. Einleitung

Retikulum zu einer verminderten Freisetzung von Calciumionen aus den intrazellularen
Speichern (Schlossmann et al. 2000) sowie im Gegenzug zu einer verstarkten
Speicherung von Calciumionen, was ebenfalls zur Reduktion der zytosolischen
Calciumionenkonzentration beitragt. Beide Mechanismen haben also durch
Verringerung der cytoplasmatischen Calcium-Konzentration eine Auswirkung auf den
Calcium-abhangigen Kontraktionsmechanismus der glatten GefaBmuskulatur. Als Folge
der NO-Freisetzung kommt es somit zur Vasodilatation (Jaggar et al. 2000).

Die endotheliale Dysfunktion zeigt auf molekularer Ebene vor allem eine Stérung des
endothelialen L-Arginin-NO-Stoffwechsels (Kelm et al. 1999).

1.2.2 Endotheliale Dysfunktion

Unter einer endothelialen Dysfunktion verstehnt man die Unfahigkeit des
Gefallendothels, die physiologischen Mechanismen zur Regulation des Gefalradius,
der Blutgerinnung, der Produktion antiinflammatorischer Zytokine oder der
morphologischen Regulation der Gefalle in einer angemessenen Weise zu leisten
(Gimbrone 1995; Kelm et al. 1999). Es handelt sich hierbei also um eine funktionelle
Storung der Gefaliregulation, bei der die Struktur der Endothelzellen noch intakt ist.
Gelingt es, die schadigenden Einflisse auf das Gefallendothel rechtzeitig
auszuschalten, ist eine vollstandige Wiederherstellung und Normalisierung der
Endothelfunktion mdoglich. Hieraus ergibt sich die dringende Notwendigkeit zur
frhzeitigen Diagnostik und Therapie einer endothelialen Dysfunktion (Nakanishi et al.
2002; Bonetti et al. 2003).

Endotheliale Dysfunktion zeigt sich unter anderem in einer verminderten Fahigkeit des
Endothels, auf einen adaquaten Reiz hin mit einer NO-Freisetzung zur Vasodilatation
zu reagieren. Ein entsprechendes experimentelles Korrelat zeigt sich in der Reaktion
eines Gefalles mit funktionseingeschranktem Endothel auf Acetylcholin (Jayakody et al.
1985). Acetylcholin wirkt Gber vaskulare muscarinerge Rezeptoren sowohl
vasokonstriktorisch als auch unter physiologischen Bedingungen durch eine Aktivierung
der endothelialen NO-Synthase vasodilatatorisch. Unter physiologischen Bedingungen
uberwiegen die vasodilatatorischen Einflisse (Rubanyi 1993). Kommt es unter
pathophysiologischen Bedingungen zu einer Schadigung des Endothels und in deren
Folge zu einer inadaquaten NO-Freisetzung, kehrt sich die physiologische
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vasodilatatorische Wirkung von Acetylcholin in eine Uber den muskarinergen
Mechanismus vermittelten vasokonstriktorische um (Jayakody et al. 1985; Freiman et
al. 1986; Ludmer et al. 1986). Dieser Mechanismus konnte in vivo durch Experimente
an hypercholesterinamischen Hasen und Affen mit endothelialer Dysfunktion bestatigt
werden (Jayakody et al. 1985; Freiman et al. 1986). Entsprechende Beobachtungen
zeigen sich auch bei Menschen mit koronarer Herzkrankheit (Ludmer et al. 1986; Golino
et al. 1991), Arteriosklerose (Zeiher et al. 1993), Herzinsuffizienz (Fish et al. 1988),
Diabetes (Stehouwer et al. 1997), Hypercholesterinamie (Cai und Harrison 2000),
terminaler Niereninsuffizienz oder Hypertonie (Moncada und Higgs 1991; Cai und
Harrison 2000), bei deren Atiologie unter anderem eine endotheliale Dysfunktion
pathogenetisch eine Rolle spielt. Ein Mechanismus ist hierbei eine verminderte
Bioverfugbarkeit des NO infolge von oxidativen Veranderungen durch das Superoxid-
Anion (O27), welches bei endothelialer Dysfunktion vermehrt in der Gefallwand gebildet

wird.

Die oxidativen Veranderungen des NO bewirken eine verminderte Fahigkeit zur
Dilatation (Rubanyi und Vanhoutte 1986; Harrison 1997). Bei einer Vielzahl von
Erkrankungen, wie den oben genannten, scheinen unter anderem diese oxidativen
Veranderungen als pathogenetischer Mechanismus eine wesentliche Rolle zu spielen
(Dhalla et al. 2000). An hypercholesterinamischen Hasen wurde gezeigt, dass diese
eine hochgradige Einschrankung der endothelabhangigen Vasodilatation besitzen, die
auf einen Mangel an NO hindeutet. Die NO-Produktion des Endothels ist dabei jedoch
nicht eingeschrankt, da es als Kompensationsmechanismus zu einer bis dreifach
gesteigerten Freisetzung von Nitrogenoxiden (NO und seine oxidierten Produkte)
kommen kann. (Minor et al. 1990). Die oxidativen Reaktionen bewirken eine
Inaktivierung des NO-Molekils, das entweder in vasoinaktive Nitrogenoxide (Nitrate
oder Nitrite) oder das vasokonstriktorisch wirkende Peroxynitrit umgewandelt wird.
Unter Therapie mit antioxidativ wirkenden Substanzen (Tocopherole, CSE-Hemmer)
konnte die endothelabhangige Vasorelaxation deutlich verbessert werden (Levine et al.
1996; Ting et al. 1996; Solzbach et al. 1997).

Bei NO-Mangel kommt es aulerdem zu einem Ungleichgewicht zwischen
koagulierenden und antikoagulierenden Mediatoren wie NO, PGIl, und PAF sowie

wachstumshemmenden und wachstumsférdernden Substanzen (Rubanyi 1993).
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Endotheliale Dysfunktion (Wever et al. 1999; Vaziri 2002; Endemann und Schiffrin
2004; Stehouwer 2004; Passauer et al. 2005) und der Umbau von Blutgefal3en (Foley
et al. 1996) spielen nicht nur in der Genese vaskularer Komplikationen bei Patienten mit
terminalem Nierenversagen eine entscheidende Rolle, sondern auch in der

Aufrechterhaltung eines erhoéhten Blutdrucks.

Eine Unausgewogenheit der endothelialen Funktion fuhrt zu Arteriosklerose (Schiffrin et
al. 2007). Endotheliale Dysfunktion sowohl in kleinen wie in groRen Arterien tritt bei
chronischer Niereninsuffizienz auf (Endemann und Schiffrin 2004). Mikroalbuminurie,
ein  Marker glomerularer Hyperfiltration, konnte mit einer beeintrachtigten
Endothelfunktion in Verbindung gebracht werden. Moglicherweise stellt sie sogar eine
ihrer Manifestationen dar und tragt selbst zur renalen Dysfunktion bei (Stehouwer und
Smulders 2006). Experimentelle Ergebnisse lassen vermuten, dass mikrovaskulare
endotheliale Dysfunktion zu den Mechanismen gehort, die zum Fortschritt einer
Niereninsuffizienz fuhren (Fujihara et al. 1995). Dies wiederum kann die endotheliale
Dysfunktion verschlimmern und zu einer Beschleunigung der Atherogenese flhren. Es
wurde postuliert, dass glomerulare endotheliale Dysfunktion selbst eine frihe
Auswirkung essentieller Hypertonie sei, die der Blutdruckerhbhung vorausgehe.
Endotheliale Dysfunktion wiederum kann laut Hoorn Studie (Stam et al. 2006) bereits
bei leichter Niereninsuffizienz zu einer erhdhten kardiovaskularen Mortalitat beitragen.
Das gemeinsame Auftreten einer beeintrachtigten Endothelfunktion, geringgradiger
Entzindungsreaktion und Dyslipidamie gepaart mit einer Niereninsuffizienz konnte die
Beschleunigung der Arteriosklerose und im Zusammenspiel mit arterieller Hypertonie
die hohe Pravalenz von koronarer Ischamie und kardiovaskuldren Ereignissen bei

Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz erklaren (Schiffrin et al. 2007).

Neben Faktoren wie erhdohtem Plasma-Homocysteinspiegel (Selhub et al. 1995),
reaktiven Sauerstoffradikalen (Barry-Lane et al. 2001), erhdhten Plasma-
konzentrationen an LDL und seiner chemisch modifizierten Derivate, Diabetes mellitus
(Kunjathoor et al. 1996), Hypertonie (Gress et al. 2000), genetischen Faktoren oder
moglicherweise auch infektiosen Agentien, wie zum Beispiel Clamydia pneumoniae
(Blanchard et al. 1993), stellt die endotheliale Dysfunktion einen wesentlichen

Mechanismus der Arterioskleroseentstehung dar. Sie verstarkt atherogene Prozesse
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wie die Adhasion und Gefallwandpermeabilitdt von Leukozyten oder Thrombozyten an
die Intima (Sachais 2001).

1.2.3 Arteriosklerose

Kardiovaskulare Erkrankungen, insbesondere als Begleiterkrankungen einer
arteriosklerotischen  Grunderkrankung, stellen heute weiterhin die haufigste
Todesursache in der Europaischen Union dar (Statistisches Bundesamt 2006). Die
Arteriosklerose ist eine entzlindliche Gefalierkrankung, die in verschiedenen Stadien
ablauft, die durch spezifische zellulare und nichtzellulare Prozesse unterhalten werden
(Ross 1999). Sie bezeichnet im Gegensatz zur endothelialen Dysfunktion eine
strukturelle Veranderung von Intima und Endothelzellschicht, im Verlauf kommt es zu
irreversiblen Umbauten und Schadigungen der Gefallwand. Bei 30 bis 50 % der
Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz finden sich erhohte Serumspiegel
inflammatorischer Marker wie C-reaktives Protein (CRP) (Vaziri et al. 1998; Jofre et al.
2006).

Spezielle  Bereiche innerhalb des arteriellen Gefalisystems, wie z.B.
GefalRabzweigungen, Bifurkationen oder Kurven verursachen charakteristische
Veranderungen innerhalb des Blutflusses mit Ausbildung einer verstarkten turbulenten
Stromung. In diesen Regionen, an denen niedriger und schwankender endothelialer
Scherstress auftritt, bilden sich bevorzugt atherosklerotische Lasionen. Niedriger
endothelialer Scherstress moduliert endotheliale Genexpression durch komplexe
Mechanorezeptions- und Mechanotransduktionsprozesse, die zu einer Anderung des
Expressionsmusters von Zellen der GefalRwand in einen atherogenen endothelialen
Phanotyp fuhrt, wodurch die Bildung von frihen atherosklerotischen Plaques induziert
wird (Chatzizisis et al. 2007).

Die friUhesten Lasionen (auch ,fatty streak” genannt) kénnen schon bei Kindern und
Jugendlichen beobachtet werden (Napoli 1997). Sie sind Ausdruck einer reinen
inflammatorischen GefalRwandreaktion, die mikroskopisch aus wandstandigen
Makrophagen und T-Lymphozyten besteht (Stary et al. 1994). Eine gro3e Anzahl von
verschiedenen Adhasionsmolekiilen, wie z.B. der ,platelet-endothelial-adhesion factor*
(PEAF) und Selektine, die als Rezeptoren dienen, werden in diesen Bereichen vermehrt
exprimiert. Die Liganden dieser Rezeptoren befinden sich auf der Oberflache von
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Monozyten und T-Lymphozyten, welche die pathophysiologisch bedeutende Anhaftung
dieser Entzundungszellen an das Endothel steuern. Molekdlle, die fur die Migration von
Leukozyten durch das Endothel bedeutsam sind, wie zum Beispiel ,platelet endothelial
factor” (PEF), wirken zusammen mit chemotaktisch wirkenden Molekulen wie oxidativ-
modifiziertem LDL, um Zellen der Immunabwehr in die GefalRwand zu leiten. Durch die
Endothellasion bildet sich ein Ungleichgewicht zwischen pro- und antikoagulatorischen
Eigenschaften des Gefalles, wobei die prokoagulatorischen Eigenschaften dominieren.
Zusatzlich werden vermehrt vasoaktive Molekule, Zytokine und Wachstumsfaktoren
gebildet. Kann der inflammatorische Einfluss nicht vom Immunsystem neutralisiert

werden, bleibt er flr unbestimmte Zeit bestehen (Stary et al. 1994).

Im weiteren Verlauf werden Mukopolysaccharide, Lipoproteine, Fibrinogen und Albumin
eingelagert und glatte Gefallmuskel- und Bindegewebszellen durch Wachstumsfaktoren
zur Proliferation angeregt. Diese wachsen in das inflammatorische Gebiet hinein. Es
kommt zu einer gesteigerten Kollagen- und Elastinsynthese (Fibrose, Elastose). Diese
Phase der atherosklerotischen Veranderung wird als intermediare Lasion bezeichnet.
Die Lasion kann in der Folgezeit die Gefallwand so sehr verdicken, dass es zu einer
Einengung des Lumens kommt, die jedoch in der Anfangsphase durch
vasodilatatorische Einflisse durch das Endothel kompensiert werden kann (Glagov et
al. 1987). Diese Phase wird als Umbauphase bezeichnet. Die hauptsachlichen
Entzindungszellen, die histologisch in einer derartigen Lasion nachweisbar sind, sind
Makrophagen und spezifische Subtypen von T-Lymphozyten (Jonasson et al. 1986).
Die Aktivierung von Makrophagen und T-Lymphozyten fuhrt zu einer fortgesetzten
verstarkten Freisetzung von Entzindungsmediatoren, wie beispielsweise hydrolytischen
Enzymen, Zytokinen, Chemokinen und Wachstumsfaktoren (Libby et al. 1996; Raines
und Ross 1996).

Die Folge sind weitere Schadigungen der Gefallwand in Form von Kalzifikationen,
Ulzerationen bis hin zur Ausbildung von fokalen Nekrosen (Falk et al. 1996). Diese
Kombination aus Akkumulation von mononuklearen Zellen, ihrer Migration und eine
anschlie3ende Proliferation von glatten Gefallmuskelzellen fuhrt zu einer VergrofRerung
der Lasion und Formierung einer fibrotischen Kappe, die dem Entzindungskern aus
Fetteinlagerung und Nekrose aufliegt. Eine solche Lasion wird als fortgeschrittene oder

komplizierte Lasion bezeichnet. Aktivierte Makrophagen sezernieren Metalloproteinasen
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und andere hydrolytische Enzyme, die die fibrotische Kappe der atherosklerotischen
Lasion durch Matrixabbau verdinnen. Eine Ruptur oder Ulzeration dieser fibrosen
Kappe kann zu der spontanen Bildung eines Thrombus auf dieser Lasion und
letztendlich zu einem Verschluss des Gefaldes fuhren. Eine vollstandige und gute
Ausbildung der fibrésen Kappe flihrt zu einer Stabilisierung der arteriosklerotischen
Plagues. Im Endstadium der Arteriosklerose fuhrt die Gefalllumeneinengung zur
kompletten Stenose des betroffenen Gefalles und in deren Folge zu einer absoluten

Ischamie des nachgeschalteten Versorgungsgebietes (Stary et al. 1995).

Bei Patienten mit Arteriosklerose kommt es infolge der Umbauten der GefalRwand, die
mit einem Verlust an Elastizitat und GefalRcompliance einhergehen, zu einem Anstieg
des Pulsdrucks (Marchais et al. 1993).

1.2.4 Pulsdruck und Pulswellenanalyse

Als Pulsdruck wird die Differenz von systolischem und diastolischem Blutdruck
bezeichnet. Eine beeintrachtigte Endothelfunktion ist mit Abnormalitaten der arteriellen
Pulswellenreflexion verbunden, die zu einem erhohten Pulsdruck beitragt. Der
Pulsdruck selbst ist als ein wichtiger Pradiktor (Safar et al. 2002) und unabhangiger
Risikofaktor (Klassen et al. 2002) kardiovaskularer Mortalitat bei Patienten mit

terminaler Niereninsuffizienz bekannt.

Durch Hervorrufen einer endothelabhangigen Vasodilatation lasst sich die
Endothelfunktion beurteilen. Hierbei nimmt die GefalRcompliance zu und ist somit durch
einfache, nichtinvasive und reproduzierbare digitale Pulswellenanalyse darstellbar
(Takazawa et al. 1998; Millasseau et al. 2000). Endothelabhangige Vasodilatation
bezeichnet die von endogenen, also durch lokal aus dem Endothel freigesetzte
Substanzen hervorgerufene Relaxation glatter GefalBmuskulatur. Unter diesen
Substanzen spielt NO wie oben erwahnt eine entscheidende Rolle. Eine
endothelabhangige Vasodilatation kann durch Scherstress, Neurotransmitter, Hormone

oder auch ischamische Metabolite hervorgerufen werden.
Bei der nichtinvasiven Provokation einer endothelabhangigen Vasodilation wird die
Methode der reaktiven Hyperamie (Celermajer et al. 1992) angewendet. Hierbei kommt

es nach temporarer Unterbindung des Blutflusses an einem Unterarm zu einer Ischamie
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distal der Stauung. Dies flhrt einer reaktiven Hyperamie mit Erhdéhung des
Scherstresses und einer vermehrten Bildung von NO aus der Aminosaure L-Arginin
(Govers und Rabelink 2001; Corretti et al. 2002). Daraus resultieren Veranderungen der
Blutstrdomung mit Wirkung auf die mechanorezeptiven Eigenschaften des Endothels. Es
kommt zu einer endothelabhangigen, flussvermittelten Vasodilatation (Scherkraft-
vermittelte Vasodilatation, flussabhangige Vasodilatation; (Moens et al. 2005)). Neben
NO wirken noch andere vasodilatatorische Substanzen wie Prostaglandin I,
Acetylcholin und Endothelin (Joannides et al. 1995; Pyke und Tschakovsky 2005).
AuBerdem kommt es durch ischamische Metabolite wie ATP, Kalium oder Adenosin
sowie durch Absinken des pH-Wertes zu einer Verstarkung der Wirkung (Doshi et al.
2001). Die Vasodilatation der reaktiven Hyperamie wird also nicht ausschlief3lich von
der lokalen NO-Bioverfugbarkeit im Endothel vermittelt. Dennoch hat sich die
beschriebene Methode dank dem einfachen und nichtinvasiven Vorgehen zur

Beurteilung der endothelabhangigen Vasodilatation durchgesetzt.

Die Messung dieser endothelabhangigen Vasodilatation mittels Fingerphoto-
plethysmographie und die Pulswellenanalyse anhand der zweiten Ableitung ihrer
Wellenform wurde unter anderem von Takazawa et al. (1998) beschrieben. Hierbei
erhalten die Maxima und Minima jeweils eine Bezeichnung (a-e), aus ihren

Absolutwerten werden Quotienten gebildet.

Hierbei steht der ab-Quotient fur die Steifheit der grof3en Arterien, der ad-Quotient
reprasentiert den spatsystolischen Druckanstieg in der Aorta und damit die periphere
Pulswellenreflektion. Somit erlaubt die Pulswellenanalyse eine Einschatzung der

Funktion der Aorta sowie peripherer Vasokonstriktion und Vasodilatation.

1.3 Homocystein

Zusatzlich zu den Thiolgruppen der Proteine finden sich im Plasma ebenfalls
niedrigmolekulare thiolhaltige Komponenten, sogenannte Aminothiole, die grofltenteils
von schwefelhaltigen Aminosauren abgeleitet werden. Diese Plasmaaminothiole, unter
ihnen Homocystein, Cystein und Glutathion, funktionieren als ein wichtiges
extrazellulares Redox-System. Plasmaaminothiole sind bei Uramie zum grof3en Teil

oxidiert, wahrend die Hamodialyse den Redoxstatus wiederherstellt (Himmelfarb et al.
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2002). Homocystein (2-Amino-4-mercaptobuttersaure, HSCH,CH,;CH(NH,)COOH;
siehe Abbildung 1.1) ist bis auf eine zusatzliche Methylengruppe in der Kohlenstoffkette

identisch mit Cystein.

Homocystein

O

HS
OH

NH-

Abbildung 1.1 Strukturformel des Homocysteins (Sigma-Aldrich)

Homocystein wirkt im Gegensatz zu Glutathion atherogen mittels seiner Effekte auf die
Endothelfunktion, darunter die Inhibition von Fibrinolyse an der Zelloberflache und die
Beeintrachtigung endothelabhangiger Vasorelaxation, die Initiation inflammatorischer
Prozesse, Aktivierung glatter GefaRmuskelzellen sowie hamostatische Aktivierung (Tsai
et al. 1994; Loscalzo 1996; D'Angelo und Selhub 1997; Hajjar 2001). Veranderungen
des Plasma-Homocysteinspiegels wurden in zahlreichen klinischen Studien mit
GefalRerkrankungen in Verbindung gebracht (McCully 1969; Boushey et al. 1995;
Graham et al. 1997; Nygard et al. 1997).

1.3.1 Metabolismus

Bei Hamodialyse-Patienten sind sowohl Homocystein als auch seine Metaboliten
Methylmalonsaure und Cystathionin deutlich erhdéht, was auf einen stark gestdrten

Homocystein-Metabolismus hinweist (Herrmann et al. 2001).

Homocystein ist ein wichtiges Zwischenprodukt im Methioninstoffwechsel. Methionin,
eine essentielle Aminosaure, wird in neugebildete Proteine eingebaut und bildet mit
ATP das S-adenosylmethionin, eine Schwefelverbindung. Die aktivierte Methylgruppe
von S-adenosylmethionin (SAM) wird durch Transmethylierung an viele mdgliche
Empfangermolekile weitergegeben. Ein Beispiel hierfur ist die Reaktion, die
Guanidinoacetat zu Kreatinin methyliert, wofir in etwa die Halfte des gesamten
verfugbaren S-adenosylmethionin bendtigt wird (Perna et al. 1999). Als weiteres

Beispiel sei eine von Protein-carboxyl-transferase katalysierte Reaktion genannt, die in
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der Reparatur beschadigter Membranproteine eine Rolle spielt. S-adenosylmethionin-
abhangige Enzyme sind zum Beispiel Cathechol-O-methyltransferase und
Norepinephrin-methyltransferase, die Adrenalin (syn. Epinephrin) bildet, das eine
entscheidende Rolle bei der Regulation des Blutkreislaufs spielt. DNA- und RNA-
Methyltransferasen bendtigen ebenfalls die aktivierte Methylgruppe des S-
adenosylmethionins (Perna et al. 1999). Homocystein ist somit ein wichtiges
Zwischenprodukt im Methioninstoffwechsel. Methionin wird bendtigt fur die erfolgreiche
Initiation der Translation von mRNA zu Proteinen (Stryer 2003). Das in Verbindung von
Homocystein mit ATP entstehende S-adenosylmethionin ist das entscheidende Substrat
fur Methylierungsprozesse in der Zelle. Methylierungsprozesse haben, wie oben
geschildert, wichtige Funktionen in der Regulation von Proteinaktivitaten. Aulderdem
spielen Methylierungsprozesse der DNA und DNA-bindender Proteine wie z.B. der
Histone eine herausragende Rolle bei der Regulation der zelltypspezifischen
Genregulation (Bird 2002).

Das demethylierte Produkt von S-adenosylmethionin ist S-adenosylhomocystein, ein
naturlicher kompetitiver Inhibitor der Transmethylierung mittels sogenannter
Produktinhibition. Diese Inhibition findet normalerweise nicht in nennenswertem
Ausmal statt, da die hochgradig toxische Verbindung rechtzeitig in Homocystein und
Adenosin  hydrolysiert wird.  S-adenosylmethionin ist also der einzige
Homocysteinvorlaufer in einer reversiblen Reaktion, die von einem Hydrolyseenzym,
namlich der S-adenosylhomocystein-hydrolase, katalysiert wird. Dies ist in vivo
ausgesprochen wichtig, denn fur den Fall einer Akkumulation von Homocystein
verlangsamt sich die Hydrolyse, was zu einem Aufbau von schadlichem S-
adenosylhomocystein fuhrt, mit der folgenden Inhibition von Transmethylierungs-

prozessen (Perna et al. 1999).

Homocystein selbst kann Uber zwei verschiedene Wege verandert werden,
Transsulfurierung oder Remethylierung. Diese Aufteilung ist abhangig von der
Methioninaufnahme und der S-adenosylmethionin-Konzentration. Die Transsulfurierung
fuhrt Homocystein dem Abbau Uber Cystathionin (mittels Cystathionin-R-synthase) zu
Cystein oder anderen schwefelhaltigen Komponenten wie Glutathion, Taurin, H,S, SO4-
Gruppen) zu. Zwei Cofaktoren spielen in der Transsulfurierung eine Rolle, Vitamin Bg

fur die Cystathionin-B-synthase und Cystathioninase, und Vitamin B, bei der
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Remethylierung. Die Remethylierung beinhaltet einen Weg zur Methioninbildung, der

insbesondere in Zeiten eines Methioninmangels von Bedeutung ist (Perna et al. 1999).

1.3.2 Homocystein als Risikofaktor

Ein erhohter Plama-Homocysteinspiegel - Normbereich < 12.0 pymol/l; (Clarke 1998) -
stellt bei Nierengesunden einen eigenstandigen und unabhangigen Risikofaktor fur eine
erhdhte kardiovaskulare Morbiditat und Mortalitat dar (McCully 1969; Dennis et al. 1997;
Ray und Harvey 1998; Refsum et al. 1998; Aguilar et al. 2004; Ebbesen 2004). Bei
Patienten mit chronischer terminaler Niereninsuffizienz ist ein erhohter Plasma-
Homocysteinspiegel als Risikofaktor fur eine erhdhte kardiovaskulare Morbiditat und
Mortalitat umstritten (Perna et al. 2004). Es gibt sowohl Studien, die eine Rolle als
Risikofaktor bestatigen (Moustapha et al. 1998; Carluccio et al. 2002; Fellah et al.
2003), als auch Anzeichen fur einen umgekehrten Zusammenhang, das bedeutet eine
Korrelation zwischen niedrigem Plasma-Homocysteinspiegel und erhdhtem
kardiovaskularem Risiko (Kalantar-Zadeh et al. 2003; Kalantar-Zadeh et al. 2004). Als
Ursachen fir eine Hyperhomocysteinamie wird neben angeborenen Anomalitaten der
am Homocysteinstoffwechsel beteilgten Enzyme, diatetischen Defiziten (Vitamin Bs-,
Vitamin B42-, Folsauremangel), metabolen und systemischen Bedingungen
(Hypothyreose, systemischer Lupus erythematodes) sowie einer medikamenten-
assoziierten Erhdéhung des Plasma-Homocysteinspiegels (Methotrexat, L-Dopa,
Theophyllin u.a.) die chronische terminale Niereninsuffizienz beschrieben (Perna et al.
1999). Bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz wurde eine signifikante Erhéhung
des Plasma-Homocysteinspiegels gegenuber dem Normwert bei Gesunden von
verschiedenen Arbeitsgruppen gezeigt (Bachmann et al. 1995; Moustapha et al. 1997;
Koulouridis et al. 2001; Carluccio et al. 2002; Chuang et al. 2003). Die Ursache dieser
Hyperhomocysteinamie blieb bislang ungeklart, ist allerdings wahrscheinlich in einer
Verminderung der Plasma-Clearance und des Abbaus und weniger in einer erhdhten
Produktion zu sehen (Guttormsen et al. 1997). Die Veranderung der Plasma-Clearance
von Homocystein bei Niereninsuffizienz ist nicht nur durch die verminderte glomerulare
Filtrationsrate bedingt (Anwar et al. 2001), sondern auch durch die unter diesen
Umstanden vorliegenden Uramietoxine als Enzyminhibitoren (Arnadottir et al. 2002).
Zum Beispiel gibt es Anzeichen daflr, dass ein hoher Sulfat-Spiegel, hervorgerufen
durch eine inadaquate Nierenfunktion, in einem veranderten Homocystein-

Metabolismus bei Hamodialyse-Patienten eine Rolle spielt (Brunetti et al. 2001). Die
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Inhibition des Enzyms Folat-Konjugase durch uramisches Serum wurde berichtet
(Livant et al. 1994). Fir den Fall, dass dialysable Uramie-Toxine eine grofere Rolle in
der Pathogenese der Hyperhomocysteinamie bei Patienten mit terminaler
Niereninsuffizienz spielen, wurden durch die Senkung ihrer Plasmaspiegel die
Bedingungen fir den Homocystein-Metabolismus verbessert. Von verschiedenen
Arbeitsgruppen (Biasioli et al. 1998; Arnadottir et al. 1999; Arnadottir et al. 2002) wurde
in der postdialytischen Phase eine kurzfristige Stabilisierung des Plasma-
Homocysteinspiegels beobachtet, was fur ein Zusammenspiel von dialysablen

Substanzen und der Entfernung des Homocysteins spricht.

Eine Erhohung des Plasma-Homocysteinspiegels bei erhohtem arteriellen Blutdruck
wurde berichtet (Lim und Cassano 2002). Die Akkumulation von Homocystein stellt
einen kardiovaskularen Risikofaktor dar, der unabhangig vom oxidativen Stress ist
(Carluccio et al. 2002). Ein erhdhter Plasma-Homocysteinspiegel flhrt seinerseits zu
einem erhohten oxidativen Stress. Dieser ist mitverantwortlich fur die endotheliale
Dysfunktion, die bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz beobachtet wurde
(Himmelfarb et al. 2002).

Ein weiterer Pathomechanismus der Hyperhomocysteinamie stellt die Beeinflussung
der epigenetischen Kontrolle der Genexpression dar. Eine toxische Wirkung von
Homocystein kann zum Beispiel in einer Makromolekul-Hypomethylierung bestehen

(Ingrosso et al. 2003).

Es wurden bereits verschiedene Versuche unternommen, einen erhdhten Plasma-
Homocysteinspiegel zu senken. Hierbei wurden vor allem Vitamin Bg (Pyridoxin),
Vitamin B1, (Cobalamin), Folsdure oder Folinsaure oral verabreicht (Clarke 1998). Bei
Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz senkte die Gabe von Folsdure oder
Folinsaure den Gesamt-Plasma-Homocysteinspiegel um Werte zwischen 32% und 46%
(Sunder-Plassmann et al. 2000; Ducloux et al. 2002). Die einmalige pradialytische Gabe
von 1200 mg N-Acetylcystein per os fuhrte zu einer 16% Reduktion des Plasma-
Homocysteinspiegels (Bostom et al. 1996). Ein positiver Effekt auf die kardiovaskulare
Morbiditat und Mortalitdt durch Senkung des Plasma-Homocysteinspiegels mittels

Vitamin Bg und B4y ist allerdings umstritten (Sunder-Plassmann et al. 2008). Selbst
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hohe Dosen von Folsaure konnten allerdings den erhohten Plasma-Homocysteinspiegel

nicht auf ein normales Niveau senken (Sunder-Plassmann et al. 2000).

1.4 Reaktive Sauerstoffradikale
Neben Homocystein spielt auch sogenannter oxidativer Stress mit seinen Auswirkungen

auf die Gefalfunktion und als Marker gestorter Endothelfunktion bei Patienten mit
terminaler Niereninsuffizienz eine wichtige Rolle (Schiffrin 2004). Oxidativer Stress wird

durch reaktive Sauerstoffradikale hervorgerufen.

1.4.1 Definition und Eigenschaften

Zu den reaktiven Sauerstoffradikalen (engl. reactive oxygen species = ROS) gehoren
freie Radikale wie das Superoxid-Anion (O2-'), das hochreaktive Hydroxyl-Radikal
(OH-), das Peroxylradikal (LOO-) und das Alkoxylradikal (LO-) von Lipiden. Aul3erdem
zahlen noch stabile molekulare Oxidantien wie Wasserstoffperoxid (H20.),
Lipidhydroperoxid (LOOH), Ozon (Os) und die hypochlorige Saure (OCI” sowie
angeregte Sauerstoffmolekiile (Singulett-Sauerstoff '0,) dazu.

Im Organismus entstehen reaktive Sauerstoffradikale in den Mitochondrien als
Nebenprodukt der Zellatmung durch Monoaminooxidasen und in der Atmungskette an
Komplex | und an Komplex Ill. Auch Immunzellen sind im Falle von Abwehrreaktionen
gegen Viren und Bakterien eine Quelle von Sauerstoffradikalen, welche die
Mikroorganismen schadigen sollen (Kishida und Klann 2007). Die meisten Zellen
innerhalb des Gefaltes bilden Sauerstoffradikale und werden von diesen reguliert. Zu
ihnen zahlen glatte Muskelzellen (Suh et al. 1999), Endothelzellen (Bayraktutan et al.
1998), Fibroblasten (Suh et al. 1999) und Makrophagen (Radeke et al. 1991).

Die einzelnen Sauerstoffradikale dienen in physiologischen Prozessen als sogenannte
second messenger (engl. fur sekundares Botenmolekull). Die Konzentration von
reaktiven Sauerstoffradikalen innerhalb des Gefallsystems kann durch eine Reihe von
vasoaktiven Hormonen, zum Beispiel Angiotensin Il (Fukui et al. 1995; Rajagopalan et
al. 1996; Ushio-Fukai et al. 1996; Laursen et al. 1997), innerhalb von Millisekunden
erhoht werden (Griendling et al. 1994; Marumo et al. 1997; Bhunia et al. 1998; De

Keulenaer et al. 1998; Irani und Goldschmidt-Clermont 1998). Enzyme regulieren den
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Metabolismus der reaktiven Sauerstoffradikale. Zum Beispiel katalysiert die
Superoxiddismutase die Uberfiihrung des Sauerstoffanions in die stabilere Form des
Wasserstoffperoxids, das im weiteren Verlauf durch die Enzyme Katalase und
Glutathionperoxidase zu Wasser abgebaut wird. Eine strikte Regulation von Bildung
und Metabolisierung der reaktiven Sauerstoffradikale fluhrt dazu, dass es zu einer
raschen Konzentrationsanderung kommen kann, was eine weitere entscheidende

Eigenschaft von second messengern darstellt.

1.4.2 Die NAD(P)H-Oxidasen

Das fuhrende Enzymsystem fur die Bildung von reaktiven Sauerstoffradikalen (ROS) in
den Zellen der BlutgefalRe (glatte Muskelzellen, Endothelzellen, Fibroblasten und
Makrophagen) sind in diesem Zusammenhang die NADH/NADPH-Oxidasen (Griendling
et al. 1994; Mohazzab et al. 1994; Pagano et al. 1995; Rajagopalan et al. 1996). Diese
Zellmembran-assoziierten Enzyme katalysieren die Reduktion eines
Sauerstoffmolekiils, wobei es zu einer Ubertragung eines Elektrons kommt. Als
Elektronendonor dienen hierbei NADH oder NADPH.

NAD(P)H-Oxidase
NAD(P)H +2 O, < » NAD(P)"+H"+20;"

Die vaskularen NAD(P)H-Oxidasen sind Transmembranproteine und verfugen uber
unterschiedliche Wirkungsmechanismen zur Bildung von reaktiven Sauerstoffradikalen.
Die NAD(P)H-Oxidase der neutrophilen Granulozyten bendtigt intrazellulares NADH
oder NADPH und katalysiert den Elektronentransport Uber die Zellmembran auf
extrazellularen molekularen Sauerstoff. Dabei entstehen jeweils extrazellulare reaktive
Sauerstoffradikale. Die NADH/NADPH-Oxidasen in Fibroblasten und Endothelzellen
zeigen den gleichen Mechanismus (Meier et al. 1991; Zulueta et al. 1995). In glatten
GefaBmuskelzellen hingegen werden reaktive Sauerstoffradikale Uberwiegend
intrazellular gebildet (Griendling et al. 1994; Zafari et al. 1998). Somit stellen die
NADPH-Oxidasen der einzelnen Zellen eine Enzymfamilie mit unterschiedlichen
Wirkmechanismen aber einheitlicher Funktion dar. Superoxid-Anionen werden in
Endothelzellen, glatten Gefallmuskelzellen und Fibroblasten innerhalb von wenigen
Minuten bis Stunden gebildet (Ohara et al. 1993; Griendling et al. 1994; Pagano et al.
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1995; Pagano et al. 1998). Die Bildung und Freisetzung reaktiver Sauerstoffradikale bei
neutrophilen Granulozyten setzt hingegen innerhalb von Millisekunden ein. Trotz der
unterschiedlichen Funktionsweise der NAD(P)H-Oxidasen einzelner Zellarten kdnnen
alle NAD(P)H-Oxidasen durch Diphenylen-lodonium (DPI), einem Inhibitor von

flavinhaltigen Oxidasen (Griendling und Ushio-Fukai 1998), gehemmt werden.

1.5 Acetyicystein

Wie in den vorangehenden Kapiteln beschrieben, tragen oxidative Veranderungen auf
verschiedenen Ebenen wesentlich zur Entstehung endothelialer Dysfunktionen bei.
Therapien mit Antioxidanzien kénnen dieser Entwicklung entgegenwirken. So konnte
gezeigt werden, dass eine antioxidative Therapie die Inzidenz von kardiovaskularen
Ereignissen bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz reduziert (Gordon und
Himmelfarb 2004). Hierbei kamen sowohl Vitamin E (Boaz et al. 2000) als auch
Acetylcystein (ACC), ein thiolhaltiges Antioxidanz (Tepel et al. 2003), zur Anwendung.

Acetylcystein (CsHgNO3S), chemisch korrekt N-acetyl-L-cystein, ist das synthetische
Derivat der Aminosaure L-Cystein (siehe Abbildung 1.2).

Acetylcystein O

HS OH
HN._ _CHs,

\n/

O

Abbildung 1.2 Strukturformel des N-acetyl-L-cysteins (Sigma-Aldrich)

Die Plasmahalbwertszeit von Acetylcystein betragt nach intravendéser Gabe 6-40 min.
Bei oraler Gabe unterliegt Acetylcystein einem fast vollstandigen first-pass-Effekt und ist
im Plasma kaum nachweisbar (Borgstrom et al. 1986; Olsson et al. 1988; Bridgeman et
al. 1991; Moldeus und Cotgreave 1994). Intravends appliziertes Acetylcystein bindet

unter Bildung von Disulfidbriicken an Plasma- und Gewebeproteine (Harada et al. 2001)
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und lasst sich nur in geringen Mengen ungebunden nachweisen. Die gebundenen
Proteine werden so vor Peroxiden und reaktiven Sauerstoffradikalen geschutzt
(Sochman et al. 1990). So erklart sich auch der entzindungshemmende Effekt von
Acetylcystein, denn durch Bindung an Proteine kann es zu einer
Zellmembranstabilisierung kommen, wodurch die Freisetzung von Entzindungs-
mediatoren reduziert wird (Allegra et al. 1991). Acteylcystein besitzt desweiteren einen
mukolytischen Effekt, der auf dem reduktiven Aufbrechen von Disulfidverbindungen

zwischen mukdsen Glykopeptiden beruht (Sheffner 1966).

Seine antioxidative Wirkung in vivo entfaltet Acetylcystein auf direktem wie auf
indirektem Weg. Durch Reaktion mit Hydroxylradikalen, Superoxidanionen oder
Wasserstoffperoxid (Aruoma et al. 1989) inaktiviert es diese und wirkt so direkt
antioxidativ. Hierbei bildet sich Acetylcysteindisulfid (Moldeus und Cotgreave 1994). Die
direkte antioxidative Wirkung wurde allerdings bisher weitgehend in vitro beobachtet,
ihre Bedeutung in vivo ist noch nicht abschlieRend geklart. Der indirekte Effekt beruht
auf einer Induktion der Glutathionsynthese. Das Glutathionsystem spielt eine
SchlUsselrolle in der Abwehr oxidativer Schaden (Reed 1990; Shan et al. 1990). Fur die
Bildung von Glutathion wird neben Glycin und Glutamat auch Cystein bendétigt, welches
den limitierenden Faktor darstellt und dessen Sulfhydrylgruppe die antioxidative
Wirkung ermoglicht. Durch Deacetylierung entsteht aus Acetylcystein L-cystein zur
Glutathionsynthese (Nakano et al. 1995; Pastor et al. 1997; Skrzydlewska und
Farbiszewski 1999). So konnte in Ratten eine Steigerung der renalen intrazellularen

Glutathionkonzentration durch Acetylcystein gezeigt werden (Scaduto et al. 1991).

Aulerdem scheint Acetylcystein durch eine Stabilisierung von Stickoxid vasodilatierend
zu wirken (Salom et al. 1998; Girouard et al. 2003). Hierbei wird Stickoxid (NO) durch
Aufnahme der Sulfhydrylgruppe des Acetylcysteins zu S-nitrositol, einer stabileren
Verbindung mit starker aktivierendem Effekt auf die Guanylatcyclase (Loscalzo 1985).
Indirekte Hinweise auf diese Wirkweise geben ein verstarkter renaler vasodilatativer
Effekt von Acetylcholin in Anwesenheit von Acetylcystein (Conesa et al. 2001) sowie
eine verbesserte renale Funktion beim vasokonstriktorischen hepatorenalen Syndrom
(Holt et al. 1999). Ein anderer Effekt kdnnte in einer Inhibition des Angiotensin-
converting Enzyme (ACE) liegen, der ebenfalls durch die Sulfhydrylgruppe gesteuert
wurde (Boesgaard et al. 1993).
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Bei Patienten mit eingeschrankter Nierenfunktion ist die intravenose Gabe von
Acetylcystein zur Vermeidung einer kontrastmittelinduzierten Nephropathie verbreitet.
Als ein moglicher Mechanismus dafur wird die Reduktion des intrazellularen oxidativen
Stresses durch Acetylcystein diskutiert (Tepel und Zidek 2002; Drager et al. 2004).

Neben der Vermeidung der kontrastmittelinduzierten Nephropathie bei Patienten mit
eingeschrankter Nierenfunktion konnte auch eine Verminderung der kardiovaskularen
Morbiditat und Mortalitat durch Acetylcystein nachgewiesen werden (Tepel et al. 2003;
Ivanovski et al. 2005). Der genaue Mechanismus ist nicht bekannt, auch hier wird die
Wirkung von Acteylcystein auf den intrazellularen oxidativen Strel} diskutiert (Drager et
al. 2004; lvanovski et al. 2005).
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1.6 Fragestellung

Hyperhomocysteinamie, endotheliale Dysfunktion, Abnormalitdten in der arteriellen
Pulswellenreflexion und erhdhter Pulsdruck tragen samtlich zu einer erhohten
kardiovaskularen Morbiditat bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz bei.
Pravention und Behandlung von kardiovaskuldren Erkrankungen sind somit ein
Hauptanliegen in der Behandlung von Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz
(Schiffrin et al. 2007).

Unter einer Hamodialyse sinkt der Plasma-Homocysteinspiegel um etwa 28%. Es
wurden Uberlegungen angestellt, dass die Gabe von Acetylcystein wahrend einer
Hamodialyse den erhohten Plasma-Homocysteinspiegel bei Patienten mit terminaler

Niereninsuffizienz signifikant verbessern konnte (Arnadottir et al. 1999).

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob Acetylcystein mit dem bekannten

Atherogen Homocystein interagiert.

1. Kommt es durch eine kontinuierliche Applikation von ACC wahrend der
Hamodialyse zu einer Senkung des postdialytischen Plasma-Homocystein-

spiegels?

2. Kommt es in der Folge zu einer Verbesserung der Hamodynamik, zeigen sich

Auswirkungen auf Pulsdruck und Pulswellenreflexion?

3. Ist ein mdglicher Effekt auf den Plasma-Homocysteinspiegel auch noch vor der

nachsten Dialysesitzung zu beobachten?

4. Beeinflusst die Applikation von Acetylcystein die Bildung intrazellularer reaktiver
Sauerstoffradikale in  mononukledaren Lymphozyten, insbesondere des

Superoxidanions?
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2 Material und Methoden

Die Effekte einer intravendsen Gabe von Acetylcystein (ACC) auf den Plasma-
Homocysteinspiegel, den  Pulsdruck, die Endothelfunktion und reaktive
Sauerstoffradikale unter Hamodialyse bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz
wurden wahrend einzelner Standard-Hamodialysesitzungen in einer prospektiven,

randomisierten, placebokontrollierten Studie untersucht.

2.1 Patienten

In die Studie wurden zwanzig Patienten mit chronischer terminaler Niereninsuffizienz
eingeschlossen. Als Einschlusskriterien galten neben einer dialysepflichtigen
chronischen terminalen Niereninsuffizienz Volljahrigkeit und Zustimmungsfahigkeit.
Schwere Leberfunktionseinschrankungen oder eine Unvertraglichkeit von Acetylcystein
wurden als Ausschlusskriterium gewertet. Keiner der Patienten erhielt eine Substitution
mit Folsaure, Folinsaure, Vitamin B6 (Pyridoxin) oder Vitamin B12 (Cobalamin). Alle
Patienten wurden routinemaRig dreimal in der Woche durchschnittlich 4 Stunden
hamodialysiert, wobei neben einer biokompatiblen Polysulphonmembran (F8, Fresenius
Medical  Care, Bad Homburg, Deutschland) eine  Bikarbonat-basierte
Hamodialyselésung mit 1.75 mmol/l Calcium (BiCart, Gambro, Stockholm, Schweden)
verwendet wurde. Die Kt/V Werte, das heillt die Menge an Plasma, die von Harnstoff
gereinigt wurde, geteilt durch das Harnstoffverteilungsvolumen, wurden anhand der
Daugirdas-Formel
Kt/V = -In(R-0.008 x t) + (4-3.5 x R) x UF / W

(R = Harnstoff-Reduktionsrate; t = Dialysedauer [h]; UF = Volumen des Ultrafiltrats [l];
W = Dialyse-Abschlussgewicht [kg]) (Daugirdas 1993) gemessen und errechnet.

Um eine vergleichbare Plasmakonzentration von ACC zu erreichen, wurde den
Patienten das Acetylcystein intravends appliziert. Jeder Patient erhielt wahrend einer
einzelnen Hamodialysesitzung 5g ACC in 5%-iger Glukoselésung auf 40 ml Uber die
Dauer von vier Stunden als Spritzenpumpe (Perfusor, B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland), dies entspricht 1,25 g ACC/h beziehungsweise 10 ml/h. Als
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Placebokontrolle wurden wahrend einer weiteren Hamodialysesitzung 40 ml 5%-ige
Glucoselosung als Spritzenpumpe verabreicht. ACC oder Glukose fur die
Placebokontrolle wurden an zwei aufeinander folgenden, regelmafigen
Hamodialysetagen gegeben, die Patienten wurden nach dem Zufallsprinzip einer
Reihenfolge fir die Gabe von ACC oder der Placebokontrolle zugeordnet. In der Studie
war keine langerfristige Gabe von ACC vorgesehen. Das Studienprotokoll wurde von
der zustandigen Ethikkommission der Charité — Universitatsmedizin Berlin, Campus
Benjamin Franklin genehmigt und alle Patienten stimmten nach mundlicher und

schriftlicher Aufklarung einer Teilnahme an der Studie schriftlich zu.

2.2 Biochemische Messungen

2.2.1 Messgerate

Zentrifuge Heraeus, Hanau, Deutschland

Fluoreszenzphotospektrometer F2000 Hitachi Ltd., Tokyo, Japan

Fluoreszenzphotospektrometer Labsystems OY, Helsinki, Finnland

(Fluoroskan Ascent FL)

2.2.2 Reagenzien

DCFDA Molecular probes, Invitrogen, Carlsbad,
(2,7,-Dichlorofluorescein-Diacetat) Kalifornien, USA

DPI Sigma-Aldrich; St. Louis, Missouri, USA
(Diphenyleneiodonium-chlorid)

Histopaque®-1077 Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Lucigenin Sigma-Aldrich; St. Louis, Missouri, USA
(N,N'-Dimethyl-9,9'-biacridinium dinitrat)

PMA Sigma-Aldrich; St. Louis, Missouri, USA

(4a-Phorbol 12-myristat 13-acetat)
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2.2.3 Puffer
Hank's balanced salt solution (HBSS) (Sigma Aldrich; St. Louis, Missouri, USA)

Phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS) 140 mM NaCl,
10 mM KCl,
6,4 mM Na;HPO4 x 2H20,
2 mM KH,PO4

2.2.4 Isolation der mononuklearen Leukozyten

Bei allen 20 Patienten wurde sowohl bei ACC-Gabe als auch bei der Kontrolle
unmittelbar vor und am Ende der Hamodialysesitzung 20ml vendses Blut aus der
arteriovenodsen Fistel entnommen und zur Gerinnungshemmung mit 1ml Heparin-
Natrium (Merck, Darmstadt, Deutschland) versetzt. Durch umgehende Zentrifugation
bei 1400 U/min bei Raumtemperatur fur 10 min wurden Blutzellen und Plasma
separiert. Das Plasma wurde bei —20°C tiefgefroren und zur Homocysteinbestimmung
verwendet (siehe 2.2.7). Mononukleare Leukozyten wurden nach folgendem Schema
isoliert (Tepel et al. 1995):

Zur Dichtegradienten-Zentrifugation wurden die verbliebenen Blutzellen mit HBSS auf
das doppelte Volumen verdinnt und Uber Histopaque®-1077 geschichtet. Histopaque®
ist ein Polysucrose- und Natriumdiatrizoat-haltiges Zentrifugationsmedium und weist
eine Dichte von p=1077 mg/ml auf. Durch die Zentrifugation bilden sich entsprechend
der den Zellen eigenen spezifischen Dichte verschiedene Schichten mit Erythrozyten,
Granulozyten, mononuklearen Leukozyten und verbliebenem Plasma. Mittels einer
Zentrifugation bei 2000 U/min fGr 10 min bei Raumtemperatur wurden die
mononuklearen Leukozyten von den ubrigen Blutzellen getrennt.

Der milchig-trube Ring, der von den mononuklearen Leukozyten gebildet wird, wurde
mittels einer Pipette aufgenommen und mit HBSS versetzt und erneut bei 2000 U/min
fur funf Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und

die verbliebenen Zellen mit HBSS resuspendiert.
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2.2.5 Messung der reaktiven Sauerstoffradikale in vitro

Intrazelluléare reaktive Sauerstoffradikale wurden mittels eines Fluoreszenz-
Photospektrometers (F-2000, Hitachi Ltd., Tokyo, Japan) unter Verwendung des
Fluoreszenzfarbstoffes 2,7,-Dichlorofluorescein-diacetat (DCFDA) gemessen. Hiermit
kann die relative Menge von intrazellularen reaktiven Sauerstoffradikalen, u.a.

Wasserstoffperoxid, bestimmt werden.

Die in HBSS gelosten mononuklearen Leukozyten wurden Uber 15 min lichtgeschutzt
mit DCFDA (10uM) inkubiert und anschlieend bei 2000 U/min fur funf Minuten bei
Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zentrifugat mit
4 ml HBSS resuspendiert und auf vier 10x10 mm Quarzglaskuvetten (Hellma, Mallheim,
Deutschland) verteilt. In zwei Kivetten befanden sich lediglich die mononuklearen
Leukozyten nach Inkubation mit dem Farbstoff. Zur Stimulation der Bildung von
Sauerstoffradikalen wurden in eine Klvette 10 pl Phorbolmyristat-acetat (PMA)
hinzugegeben und in eine weitere Klvette 10ul Diphenylen-lodonium-chlorid (DPI) zur
Hemmung der Radikalbildung. Nach 0, 10, 20 und 30 Minuten wurden die Proben
fluoreszenz-photospektrometrisch (F2000) in einem Intervall von 2 Hz Uber 60
Sekunden bei einer Exzitationswellenlange von 488nm und einer Emissionswellenlange

von 534nm gemessen.

2.2.6 Messung des Superoxidanions in vitro

Superoxid-Radikale in den mononuklearen Leukozyten wurden mittels Lucigenin-
Chemilumineszenz und eines Fluoreszenz-Photospektrometers (Fluoroskan Ascent FL)

gemessen.

Bei der Lucigenin Chemilumineszenz handelt es sich um eine Methode zur Messung
der Superoxidanionen (O2) in mononuklearen Leukozyten. Der Stoff Lucigenin geht
nach spezifischer Reaktion mit Superoxidradikalen in einen elektronisch angeregten
Zustand Uber, beim anschlieRenden Ubergang in den Grundzustand wird Energie in

Form eines Lichtsignals (Photonen) im Bereich von 519 nm freigesetzt (Lee et al. 2003).
Fur eine Messung wurden je Probe 50ul der in HBSS gelésten mononuklearen
Leukozyten zusammen mit 100yl PBS und 1pl Lucigenin (5uM) individuell in

Vertiefungen einer Lochplatte (insgesamt 12, zusatzlich 3 Nullkontrollen nur mit Puffer
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und Lucigenin) gegeben und 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach erfolgte

eine Zugabe von 1yl

Diphenylen-lodonium-chlorid (DPI) zur Inhibition und 1pl

Phorbolmyristat-acetat (PMA) zur Stimulation der Bildung von Sauerstoffradikalen in

jeweils drei Vertiefungen, in drei weitere Vertiefungen wurden 1yl DPI und 1pl PMA als

Kontrolle gegeben.

Tabelle 2.1 Pipettierschema fir die Lucigeninmessung

100ul PBS

1ul Lucigenin

100ul PBS

1l Lucigenin

100ul PBS

1l Lucigenin

50ul mononukleédre Leukozyten
100ul PBS

1ul Lucigenin

50ul mononukledre Leukozyten
100ul PBS

1l Lucigenin

50ul mononukleédre Leukozyten
100ul PBS

1ul Lucigenin

50ul mononukleédre Leukozyten
100p! PBS

1ul Lucigenin

1ul DPI

50ul mononukledre Leukozyten
100ul PBS

1ul Lucigenin

1ul DPI

50ul mononukleédre Leukozyten
100ul PBS

1ul Lucigenin

1ul DPI

50ul mononukleare Leukozyten
100ul PBS

1ul Lucigenin

1ul PMA

50ul mononukleare Leukozyten
100ul PBS

1l Lucigenin

1ul PMA

50ul mononukleédre Leukozyten
100ul PBS

1l Lucigenin

1ul PMA

50ul mononukleédre Leukozyten
100! PBS

1ul Lucigenin

1ul DPI

1ul PMA

50ul mononukledre Leukozyten
100ul PBS

1l Lucigenin

1ul DPI

1ul PMA

50ul mononukleédre Leukozyten
100ul PBS

1ul Lucigenin

1ul DPI

1ul PMA

Die Emission wurde mittels eines Fluoreszenz-Photospektrometers (Fluoroskan Ascent

FL) bei einer Wellenlange von 519nm gemessen und Uber 20 min mittels eines

Computerprogrammes aufgezeichnet. Anschlieliend wurde das Integral der Messkurve

errechnet. Die Werte der jeweils drei Vertiefungen mit gleichem Inhalt wurden gemittelt

und als Messwert definiert.
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2.2.7 Messung des Plasma-Homocysteinspiegels

Die Messung der Plasma-Homocysteinspiegel erfolgte in Zusammenarbeit mit Dr. R.
Riezler, Severi-Med, Munster.

Der Plasma-Homocysteinspiegel wurde mittels Hochdruckflussigkeitschromatographie
(HPLC fur engl.: high performance liquid chromatography) mit Fluoreszenz-Detektion

bestimmt (Vester und Rasmussen 1991; Himmelfarb et al. 2002).

Hierbei handelt es sich um ein Saulen-Flussigkeits-Chromatographieverfahren. Bei
diesem Trennverfahren wird die Probenflussigkeit mittels einer flussigen Phase (Eluent)
unter hohem Druck Uber die stationare Phase (Trennsaule) transportiert. Unter
Ausnutzung der unterschiedlichen Polaritat der zu trennenden Substanzen lasst sich so
eine Aufspaltung der Probe in ihre verschiedenen Bestandteile und eine Quantifizierung
der enthaltenen Substanzen vornehmen. Beim Transport Uber die stationare Phase
verweilen die Substanzen je nach Polaritat unterschiedlich lange in der Trennsaule,
einzelne Stoffe haben unterschiedliche sogenannte Retentionszeiten.

Ist die stationare Phase polarer als die mobile Phase, so spricht man von einer
Normalphasen-Verteilungs-Chromatographie. Die Ublichere Methode ist die Reversed-
Phase (RP, engl.: Umkehrphase)-Chromatographie, bei der eine unpolare stationare
Phase verwendet wird, wobei die Elutionskraft mit steigender Polaritat sinkt. Die
stationare Phase der RP-HPLC wird hergestellt, indem man mit langkettigen
Kohlenwasserstoffen substituierte Silane mit Silicagel reagieren lasst. Hierdurch wird
die Polaritdt umgekehrt, die eigentlich polare Oberflache des Silicagels wird mit einer
unpolaren Schicht aus Alkanen Uberzogen. Als mobile Phase werden meist Mischungen
aus Wasser oder Puffer und Acetonitril oder Methanol eingesetzt.

Trennungen, bei denen die Zusammensetzung der Mobilen Phase wahrend der
gesamten Zeit gleich bleibt, werden als isokratische Trennungen bezeichnet, bei
Gradiententrennungen wird wahrend der Analyse die Polaritat des FlieBmittelgemisches

verandert.
Am Ende der Trennsaule erfolgt die Detektion mittels Fluoreszenz-Spektrometer. Die

Elutionskurve im Chromatogramm stellt das Ergebnis der Stofftrennung dar. Sie stellt

die Abhangigkeit fur die Menge (Konzentration) der eluierten Substanzen von der Zeit
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dar. Die Gesamtretentionszeit ist abhangig vom Aufenthalt in der stationaren Phase,

aber auch von der DurchfluRzeit der mobilen Phase.

Zur Bestimmung des Plasma-Homocysteins wurde zunachst das Plasma durch
umgehende Zentrifugation bei 1400 U/min bei Raumtemperatur fir 10 min von den
Blutzellen getrennt. Das Plasma wurde zunachst bis zur Durchfihrung der Messungen
in Plastikrohrchen bei —20°C tiefgefroren. Zur Messung wurden die Proben mit einem
internen  Standard versetzt, zur reduktiven Freisetzung aus Protein- und
Disulfidbindungen wurde eine Tri-n-butyl-phosphin-Losung verwendet. Das Ausfallen
der Proteine erfolgte mitttels Perchlorsdure. Nach dem Zusatz von 7-Fluor-
benzofurazan-4-sulfonsaure-Ammoniumsalz, einem thiolspezifischen Fluoreszenz-
reagenz  erfolgte die Auftrennung der Probe durch Reversed-Phase-
Hochdruckflussigkeitschromatographie. Als Eluent wurde ein Acetatpuffer verwendet.
Die Fluoreszenzintensitat wurde bei einer Extinktionswellenlange von 385 nm und einer

Emissionswellenlange von 515 nm gemessen.

35



2. Material und Methoden

2.3 Pulsdruck

2.3.1 Messgerat
M 5 Professional, OMRON Medizintechnik, Mannheim, Deutschland

2.3.2 Ermittlung der Messwerte

Der Pulsdruck bezeichnet die Blutdruckamplitude, also die Differenz zwischen
systolischem und diastolischem Blutdruck und beschreibt somit die Druckwelle, die mit
jeder Herzaktion durch das Gefallsystem lauft.

Unmittelbar vor und am Ende der Hamodialysesitzung wurde bei jedem Patienten eine
Blutdruckmessung vorgenommen. Der Pulsdruck wurde wie folgt errechnet:

PD = RRsys - RRuia

(PD = Pulsdruck [mmHg], RRgys = systolischer Blutdruck nach Riva-Rocci [mmHg],

RRuyia = diastolischer Blutdruck nach Riva-Rocci [mmHg])

2.4 Fingerphotoplethysmographie
2.4.1 Messgerate
Pulsoximeter Vitaguard VG3000; Getemed, Teltow, Deutschland

Sensor LNOP-Adt SpO:2 sensor; Masimo Corporation, Irvine,
Kalifornien, USA

2.4.2 Ermittlung der Messwerte

Zur Charakterisierung der Pulswellen wahrend einer Hamodialysesitzung wurde eine
Analyse der zweiten Ableitung der Wellenform des Photoplethysmogramms

angewendet.

Bei der Fingerphotoplethysmographie konnen die Pulswellen kontinuierlich wahrend der
gesamten Hamodialysesitzung ohne Auswirkungen auf die Hamodynamik, die
Hamodialyse oder den Patienten aufgezeichnet werden. Die Messungen wurden mit
einem Vitaguard VG3000 Monitor mittels eines Sensors an Digitus Il der kontralateral
zum vaskularen Hamodialysezugang gelegenen Hand durchgefuhrt. Die Transmission
wurde mit einer Rate von 32 pro Sekunde gemessen, auf einen Rechner Ubertragen

und dort mittels einer in der Arbeitsgruppe, in der die vorliegende Arbeit durchgefihrt
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wurde, entwickelten Software analysiert. Flur jeden Messpunkt wurden jeweils zehn
gemessene Impulse gemittelt und zweifach abgeleitet (GraphPad Prism 3.0, GraphPad

Software, San Diego, Kalifornien, USA).

Die zweite Ableitung der digitalen Pulswelle bestand aus mehreren unterschiedlichen
Spitzen, wie in Abbildung 2.1 gezeigt. Der Quotient aus erstem (a) und zweitem
Maximum (b), der ab-Quotient, und der Quotient aus erstem und viertem Maximum (d),
der ad-Quotient, wurden errechnet. Fur die Berechnungen wurden die Absolutwerte
verwendet. Die initialen ab- beziehungsweise ad-Quotienten, die vor Beginn der

Hamodialysesitzung gemessen wurden, wurden als Ausgangswerte (100%) verwendet.
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Abbildung 2.1 Beispielhafte Darstellung einer digitalen Pulswelle im und ihrer zweite Ableitung
mit Kennzeichnung der verschiedenen Maxima: a = initiale positive Welle, b = friihe negative
Welle (friher systolischer Anteil), c = wiederansteigende Welle, d = wiederabfallende Welle

(spatsystolischer Anteil), e = diastolische Welle (Bezeichnung nach Takazawa et al. 1998)
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Um die Charakteristika von endothelabhangiger, flussvermittelter Vasodilatation in der
Fingerphotoplethysmographie darzustellen, wurden gesunde Probanden wahrend einer
reaktiven Hyperamie - eine Methode zur Untersuchung der Endothelfunktion -
untersucht. Pulswellen wahrend einer durch die Lésung eines Staus am ipsilateralen

Arm hervorgerufenen reaktiven Hyperamie wurden analysiert.

Eine Blutdruckmanschette wurde oberhalb der Ellenbeuge platziert und fur funf Minuten
auf 240 mmHg aufgepumpt, um eine vortubergehende Ischamie und die daraus
folgende Erweiterung der nachgeschalteten WiderstandsgefaRe durch Autoregulations-
mechanismen hervorzurufen. Die nachfolgende Losung der Manschette induziert einen
kurzen Zustand schnellen Blutflusses, erhdht den Scherstress und die
endothelabhangige NO-Produktion und daher die endothelabhangige Vasodilatation.

Die Fingerphotoplethysmographie wurde bei sieben gesunden Probanden durchgefihrt,
die keinerlei Medikamente einnahmen und an keinerlei Erkrankungen litten, und die ab-
und ad-Quotienten wurden anhand der zweiten Ableitung der Pulswelle des
Photoplethysmogramms ermittelt. Die gesunden Probanden erhielten kein N-
Acetylcystein. Zur Untersuchung endothelunabhangiger Vasodilataion wurden 0,4 mg

Nitroglycerin sublingual verabreicht.
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2.5 Statistik

2.5.1 Programme

GraphPad Instat GraphPad Software, San Diego, Kalifornien, USA

GraphPad Prism 3.0 GraphPad Software, San Diego, Kalifornien, USA

SPSS fur Windows, Version 11.5 SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA

2.5.2 Auswertung

Die Daten werden, sofern nicht anders gekennzeichnet, als Mittelwerte =+
Standardfehler des Mittelwertes angegeben. Eine Schatzung der Probengrofle wurde
im  Vorhinein  vorgenommen  (GraphPad Instat). Hierbei wurde eine
Standardabweichung von 8 pmol/L fir den Plasma-Homocysteinspiegel bei Patienten
mit chronischer Niereninsuffizienz angenommen. Bei einer angenommenen mittleren
Differenz von 9 umol/L wurden mindestens 17 Patienten bendtigt, um fur die Studie
eine Potenz von 90% zu erreichen. Unterschiede zwischen den beiden Gruppen (ACC
vs. Placebo) wurden mittels des nonparametrischen, gepaarten Rangsummentests
nach Wilcoxon-Mann-Whitney analysiert (GraphPad Prism 3.0). Multivarianzanalysen
wurden mit SPSS fur Windows, Version 11.5, durchgefuhrt. Zweiseitige p-Werte

unterhalbo  von 0,05 wurden als  statistisch  signifikant  angesehen.
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3 Ergebnisse

Durch endotheliale Dysfunktion entstehende Gefallschadigungen sind eine wichtige
negative Folgeerscheinung terminaler Niereninsuffizienz und tragen entscheidend zu
damit verbundener erhdhter Morbiditat und Mortalitat betroffener Patienten bei. Ein
Faktor bei der Entstehung arteriosklerotischer Lasionen ist erhdhter oxidativer Stress
durch vermehrte Produktion reaktiver Sauerstoffradikale. Die Gabe von Acetylcystein
als Radikalfanger hat sich als erfolgreicher Weg gezeigt, das Niveau an
Sauerstoffradikalen zu senken. DarlUber hinaus stellt sich die Frage, ob und inwieweit
Acetylcystein einen positiven - senkenden - Einfuld auf einen bei terminaler
Niereninsuffizeinz erhdhten Plasma-Homocysteinspiegel hat, welcher ebenfalls mit
arteriosklerotischer Veranderungen einhergeht und einen eigenstandigen Risikofaktor
darstellt.

In Rahmen dieser Arbeit wurden die Auswirkungen einer intravendsen ACC-Gabe
wahrend der Routine-Dialyse von zwanzig Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz
auf den Homocysteinspiegel in vivo sowie den Pulsdruck, die Endothelfunktion und
reaktive Sauerstoffradikale in einer prospektiven, randomisierten, placebokontrollierten

Studie untersucht.

Die klinischen Charakteristika der zwanzig Patienten sind in Tabelle 3.1 dargestellt.

Tabelle 3.1 Klinische Charakteristika der Patienten

Dialysator F8
Alter [Jahre] 70 £ 11
Patienten gesamt 20
davon Frauen 6 (30%)
BMI (vor HD) 21+ 4
Gewicht vor HD [kg] 66 + 14
Serum-Kreatinin [mol/l] 541 £ 168
Serum-Harnstoff [mmol/l] 17+ 6
Gesamteiweil} [g/l] 64 7
Serum-Calcium [mmol/l] 2,3+20,2
Serum-Phosphat [mmol/l] 1,3+£0,5
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3. Ergebnisse

Nierenerkrankungen:

Diabetische Nephropathie 6 (30%)
Nephrosklerose 3 (15%)
Tubulointerstitielle Nephritis 1(5%)
Polyzystische o
Nierenerkrankung 2 (0%
Andere bzw. unbekannt 8 (40%)
Lange der Hamodialyse 28 + 54
[Monate]

Unter Kontrollbedingungen und unter Gabe von Acetylcystein  wurden
Hamodialysesitzungen nach einer grundsatzlich gleichen Prozedur durchgefuhrt. Nur
geringfugig abweichende Kt/V-Werte (Placebo 1,1 = 0,3; Acetylcystein 1,2 + 0,2;
p=0,38), Ultrafiltrationsvolumina (Placebo 2,2 + 1,2 L; Acetylcystein 2,5 + 1,1 L; p=0,50),
Hamatokrit vor der Hamodialysesitzung (Placebo 0,28+0,02 ; Acetylcystein 0,29+0,01 ;
p=0,32) und Serumproteinkonzentrationen vor der Hamodialysesitzung (Placebo 104 +
10%; Acetylcystein 107 = 17%; p=0,62) bestatigen die Aquivalenz der Prozeduren. Eine
Ubersicht Gber die klinischen und biochemischen Daten der zwanzig Patienten bei

Placebokontrolle und Acetylcysteingabe findet sich in Tabelle 3.2.

Infolge der intravenésen Gabe von Acetylcystein mittels einer Spritzenpumpe wahrend
einer Hamodialysesitzung wurden keinerlei klinische Nebenwirkungen bei den zwanzig
untersuchten Patienten beobachtet. Dies steht in Ubereinstimmung mit einer friiher in
der Arbeitsgruppe, aus der die vorliegende Arbeit hervorging, durchgefuhrten Studie,
bei der Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz Acetylcystein oral Uber einen
durchschnittlichen Zeitraum von 14,5 Monaten verabreicht wurde (Tepel et al. 2003).
Damals berichteten 5 Patienten (8%) von gastrointestinalen Beschwerden wie Ubelkeit,
Erbrechen oder Diarrhoe wahrend der Behandlung mit Acetylcystein, es wurden jedoch
keine schwerwiegenden Nebenwirkungen beobachtet. Als Nebenwirkung von N-
Acetylcystein konnen Hypotension, Angioddem oder ein Bronchospasmus beobachtet
werden, auch von anaphylaktischen Reaktionen wurde berichtet (Mant et al. 1984).
Allerdings zeigte keiner der Patienten in der aktuellen Studie wahrend der

Hamodialysesitzung oder in zeitlichem Zusammenhang mit der Gabe von Acetylcystein
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3. Ergebnisse

eine der genannten Nebenwirkungen. Dies ist wahrscheinlich auf die langsame,

kontinuierliche Gabe wahrend der Hamodialysesitzung zuruckzufuhren.

Tabelle 3.2 Die klinischen und biochemischen Daten von 20 Patienten bei Placebo- und ACC-

Gabe

Placebo ACC
Puls vor HD [1/min] 73+3 80 %5
Puls nach HD [1/min] 82 + 4 /min 87 £ 5 /min
RRsys vor HD 149 £ 5 mmHg 154 £ 5 mmHg
RRsys nach HD 150 + 6 mmHg 148 + 6 mmHg
RRgia vor HD 72 + 3 mmHg 68 £ 3 mmHg
RR4ia nach HD 70 £ 3 mmHg 72 £+ 4 mmHg
Gewichtsabnahme [kg] -1,81 £ 0,31 -1,98 £ 0,21
Gewichtsabnahme [%] 3x0 -2,89 £ 0,25
Ultrafiltration [ml] 248470 £ 250,55 2786,6 £ 235,89
FluRrate [ml/min] 244,67 + 8,39 251 + 6,37
Kt/V 1,09 £ 0,07 1,18 £ 0,06
Hamoglobin [g/dl] 9,09 + 0,51 9,28 £ 0,40
Hamatokrit [Vol.%] 0,28 + 0,02 0,29 + 0,01
Leukozyten [10°/ul] 9,64 + 1,07 11,94 + 1,08

Thrombozyten [G/I]

303,87 + 40,02

319,54 £40,78
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3.1 Biochemische Auswirkungen

Bei zwanzig Patienten wurden die Effekte von Acetylcystein auf den Plasma-
Homocysteinspiegel mittels Hochdruckflissigkeitschromatographie mit Fluoreszenz-
detektion untersucht. Desweiteren wurde bei finfzehn von diesen Patienten mit einem
Fluoreszenz-Photospektrometer  die  Bildung von intrazelluldaren  reaktiven
Sauerstoffradikalen in mononukledaren Leukozyten analysiert. In einer weiteren
Messung wurde ebenfalls in mononuklearen Leukozyten dieser funfzehn Patienten
anhand von Lucigenin-Chemilumineszenz speziell die Bildung von Superoxid-
Radikalen, einer Untergruppe der intrazellularen reaktiven Sauerstoffradikale, bestimmt.
Mittels in vitro Gaben von Phorbolmyristatacetat (PMA), einem Verstarker der
Radikalbildung, oder Diphenylen-lodonium (DPI), einem Hemmstoff der Radikalbildung,

sollte der Einflul von Acetylcystein auf die Radikalbildung praziser beobachtet werden.

3.1.1 Bildung von intrazellularen reaktiven Sauerstoffradikalen

Mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffes 2,7,-Dichlorofluorescein-diacetat (DCFDA) wurde
die intrazellulare Konzentration reaktiver Sauerstoffradikale im Fluoreszenz-
Spektrometer gemessen. Die gemessene Fluoreszenz zum Messzeitpunkt O min
(Startzeitpunkt) wurde jeweils als 100% Fluoreszenz betrachtet und die Fluoreszenz an
den spateren Messpunkten (10, 20 und 30 min) zu ihr in Beziehung gesetzt. Unter
Placebogabe wurde nach 10 Minuten eine Abschwachung der gemessenen
Fluoreszenz auf 76 £ 7 % des Ausgangswertes vor und 73 + 7 % des Ausgangswertes
nach Hamodialyse gemessen. Die Bildung von intrazellularen reaktiven Sauerstoff-
Radikalen vor und nach Hamodialyse unterscheidet sich damit nicht signifikant
(p=0,36). Bei Gabe von Acetylcystein sanken die Fluoreszenzewerte auf 65 + 8 % vor
und 66 £ 6 % nach der Hamodialyse, dieser Unterschied ist jedoch ebenfalls nicht
signifikant (siehe Abbildung 3.1, n=15, p=0,39).

Auch im weiteren Verlauf findet sich zu spateren Messzeitpunkten kein signifikanter
Unterschied in der Bildung von intrazellularen reaktiven Sauerstoffradikalen (20 min:
194 + 19 % vs. 165 £ 17 %, p=0,28; 30 min: 309 £ 30 % vs. 296 + 36 % p=0,52; siehe
Abbildung 3.2).
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Abbildung 3.1 Vergleich der Bildung intrazelluldrer reaktiver Sauerstoffradikale in
mononukledren Leukozyten gemessen vor (uni) und nach (gepunktet) der Hdmodialysesitzung
zum MeRzeitpunkt 10 Minuten; weil3: Placebokontrolle (76 + 7 % vs. 73 + 7 %; p=0,36), schwarz:
Acetylcysteingabe (65 £ 8 % vs. 66 £ 6 %; p=0,39; n=15)
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Abbildung 3.2 Verlauf der Bildung intrazellularer reaktiver Sauerstoffradikale in mononukleéren
Leukozyten nach Hamodialyse bei Placebokontrolle (wei}; 73 = 7 %; 194 + 19 %; 309 + 30 %)
und Acetylcystein (schwarz; 66 £ 6 %; 165 £ 17 %; 296 + 36 %) gemessen unter Verwendung
des Fluoreszenzfarbstoffes 2,7,-Dichlorofluorescein-diacetat (DCFDA) im Fluoreszenz-

Spektrometer (n=15)
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Die in vitro Gaben von Phorbolmyristat-Acetat (PMA), und Diphenylen-lodonium (DPI),
einem Hemmstoff der Radikalbildung, zeigten die erwarteten Auswirkungen auf die
Bildung von intrazellularen reaktiven Sauerstoffradikalen (siehe Abbildung 3.3 und
Tabelle 3.3).
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Abbildung 3.3 Bildung intrazellularer reaktiver Sauerstoffradikale nach Hamodialyse unter
Placebobedingungen bei mononukledren Leukozyten ohne Stimulation (weil3) sowie unter
Zugabe von Phorbolmyristatacetat (PMA) (gestreift) und Diphenylen-lodonium (DPI) (gepunktet)
in vitro im Messverlauf nach 10, 20 und 30 Minuten gemessen unter Verwendung des

Fluoreszenzfarbstoffes 2,7,-Dichlorofluorescein-diacetat (DCFDA) im Fluoreszenz-Spektrometer

Tabelle 3.3 Anstieg der Bildung intrazellularer reaktiver Sauerstoffradikale im Zeitlichen Verlauf ,

Angaben in Prozent des Ausgangswertes, n = 15

Placebo ACC
10 min 20 min 30 min 10 min 20 min 30 min
Mononukleére
73+ 7 194 + 19 309 + 30 66 + 6 165+17 296 + 36
Leukozyten B - .
PMA 162 + 37 305+ 35 305 + 31 170 £ 32 316 £46 354 +53
DPI 67 7 162 + 15 246 + 25 69 +7 140+14 211 +21
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Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede bei Messung der Proben nach
Hamodialyse zwischen Placebokontrolle und nach Gabe von Acetylcystein (PMA ohne
ACC 162 % 37 %, mit ACC 170 £ 32 %, p=0,46; DPI ohne ACC 67 + 7 %, mit ACC 69 +
7 %, p=0,95 nach 10 Minuten; n=15) (siehe Abbildungen 3.4 und 3.5 sowie Tabelle 3.3).
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Abbildung 3.4 Bildung intrazelluldrer reaktiver Sauerstoffradikale nach Ha&modialyse unter
Placebobedingungen (weill) und Acetylcysteingabe (schwarz) bei mononukledren Leukozyten
unter Zugabe von Diphenylen-lodonium (DPI) in vitro im Messverlauf nach 10, 20 und 30
Minuten gemessen unter Verwendung des Fluoreszenzfarbstoffes 2,7,-Dichlorofluorescein-

diacetat (DCFDA) im Fluoreszenz-Spektrometer

Insgesamt konnte also keine signifikante Veranderung der Bildung von intrazellularen
reaktiven Sauerstoffradikalen und Superoxid-Radikalen in mononuklearen Leukozyten

beobachtet werden.

Bei der in vitro Gabe von Phorbolmyristatacetat (PMA) zeigte sich unter Behandlung der
Patienten mit Acetylcystein ein offenbar verstarktes Ansprechen der mononuklearen
Leukozyten mit Zunahme der Bildung von intrazellularen reaktiven Sauerstoffradikalen
(siehe.Abbildung 3.5 und Tabelle 3.4, n = 15).
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Tabelle 3.4 Bildung intrazellularer reaktiver Sauerstoffradikale nach Hamodialyse bei in vitro

Gabe von Phorbolmyristatacetat (PMA), Angaben in Prozent des Ausgangswertes, n = 15

Placebo ACC p-Wert

10 min 161,9 + 37,22 170 + 32 0,46

20 min 305 + 35 316 + 46 < 0,01
30 min 305 + 31 354 + 53 <0,01
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Abbildung 3.5 Bildung intrazelluldrer reaktiver Sauerstoffradikale nach Hamodialyse unter
Placebobedingungen (weil3) und Acetylcysteingabe (schwarz) bei mononukledren Leukozyten
unter Zugabe von Phorbolmyristatacetat (PMA) in vitro im Messverlauf nach 10, 20 und 30
Minuten gemessen unter Verwendung des Fluoreszenzfarbstoffes 2,7,-Dichlorofluorescein-

diacetat (DCFDA) im Fluoreszenz-Spektrometer, n = 15
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3.1.2 Bildung von Superoxid-Radikalen

Durch Lucigenin-Chemilumineszenz lassen sich spezifisch Superoxidanionen (Oy)
einer Probe messen. Im Rahmen dieser Reaktion werden Photonen freigesetzt, die bei
einer Wellenlange von 519nm gemessen und uUber 20 Minuten mittels eines
Computerprogrammes aufgezeichnet werden. Die Werte von jeweils drei gleichen
Ansatzen wurden gemittelt und als Messwert definiert, die Fluoreszenzwerte werden in
arbitraren (willkirlichen) Einheiten angegeben.

Unter Placebogabe schien die Bildung von Superoxid-Radikalen vor und nach
Hamodialyse zwar unterschiedlich, war aber nicht signifikant (1,9 + 1,2 bzw. 0,4 + 0,7
Einheiten, p=0,44). Bei der Gabe von Acetylcystein wahrend einer Hamodialysesitzung
verhielt sich die Bildung von Superoxid-Radikalen vor und nach der Hamodialysesitzung
entsprechend (1,3 + 1,3 bzw. 0,2 + 0,8 Einheiten, p=0,42). Es lagen keine signifikanten
Unterschiede zwischen Placebo- und Acetylcysteingabe vor (siehe Abbildung 3.6;
p=0,75 vor HD bzw. p=0,89 nach HD).
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Abbildung 3.6 Superoxid-Radikalbildung unter Placebokontrolle (wei) und
Acetylcysteingabe (schwarz) jeweils vor (uni) und nach (gepunktet) Hamodialyse

gemessen mit Lucigenin-Chemolumineszenz
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Wie bereits bei der Messung der intrazellularen Sauerstoffradikale (siehe Abschnitt
3.1.1) gezeigt, fanden sich auch nach spezifischer Messung der Superoxidanionen bei
Gabe von Phorbolmyristat-Acetat (PMA) oder Diphenylen-lodonium (DPI) in vitro zwar
die erwarteten Auswirkungen auf die Bildung von Superoxid-Radikalen, jedoch keine
signifikanten Unterschiede der Proben zwischen Placebokontrolle und Acetylcystein-
Gabe nach Hamodialyse (PMA ohne ACC 0,0 + 0,93 Einheiten, mit ACC 1,1 £ 1,19
Einheiten, p=0,63; DPI ohne ACC 0,37 £+ 0,91 Einheiten, mit ACC -0,77 + 0,86
Einheiten, p=0,28; n=15)(siehe Abbildung 3.7-3.9).
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Abbildung 3.7 Superoxid-Radikalbildung unter Placebokontrolle (weil3) und Acetylcysteingabe
(schwarz) nach Hamodialyse gemessen mit Lucigenin-Chemolumineszenz bei mononuklearen
Leukozyten unter Zugabe von Diphenylen-lodonium (DPI) oder Phorbolmyristat-Acetat (PMA) in

vitro
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Abbildung 3.8 Superoxid-Radikalbildung unter Placebokontrolle vor und nach Hamodialyse (HD)
gemessen mit Lucigenin-Chemolumineszenz bei mononukledren Leukozyten und unter Zugabe

von Phorbolmyristat-Acetat (PMA) oder Diphenylen-lodonium (DPI) in vitro
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Abbildung 3.9: Superoxid-Radikalbildung unter Acetylcysteingabe vor und nach Hamodialyse
(HD) gemessen mit Lucigenin-Chemolumineszenz bei mononukledren Leukozyten und unter

Zugabe von Phorbolmyristat-Acetat (PMA) oder Diphenylen-lodonium (DPI) in vitro
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3.1.3 Plasma-Homocysteinspiegel

Der Plasma-Homocysteinspiegel von  zwanzig Patienten wurde  mittels
Hochdruckflussigkeitschromatographie (HPLC) mit Fluoreszenz-Detektion bestimmt.
Die Fluoreszenzintensitat wurde bei einer Extinktionswellenlange von 385 nm und einer

Emissionswellenlange von 515 nm gemessen.

Zunachst wurden die Effekte der in vivo-Gabe von Acetylcystein wahrend einer
Standard-Hamodialysesitzung auf den Plasma-Homocysteinspiegel untersucht. Unter
Kontrollbedingungen (Placebogabe) sank der Plasma-Homocysteinspiegel von 19,8 +
9,2 ymol/L auf 11,9 + 7,8 ymol/L (p<0,05) nach einer Hamodialysesitzung. Unter der
Gabe von Acetylcystein sank der Plasma-Homocysteinspiegel von 20,1+ 8,5 ymol/L auf
2,2 £ 1,2 ymol/L (p<0,05) nach einer Hamodialysesitzung. Die Reduktion des Plasma-
Homocysteinspiegels war unter Gabe von Acetylcystein signifikant groRer als unter
Placebo-Gabe (p<0,01; siehe Abbildung 3.10, n=20).
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Abbildung 3.10 Reduktion des Plasma-Homocysteinspiegels durch Hamodialyse (uni = vor
Hamodialyse, gepunktet = nach Hamodialyse) unter Placebokontrolle (wei) und Gabe von

Acetylcystein (schwarz)
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Wahrend also der Plasma-Homocysteinspiegel unter Kontrollbedingungen durch
Hamodialyse auf 58 + 22% des Ausgangswertes gesenkt werden konnte, ermdglichte
die Gabe von Acetylcystein wahrend der Hamodialysesitzung eine Absenkung auf 12 +
7% des Ausgangswertes. Dies stellt eine signifikante Verbesserung dar (p<0,01
Acetylcystein versus Placebokontrolle). Damit konnte der Plasma-Homocysteinspiegel
unter Acetylcysteingabe wahrend einer Hamodialysesitzung bei allen an der Studie
beteiligten Patienten auf vollstandig normale Werte gesenkt werden (Referenzbereich
<12.0 umol/l; (Clarke 1998)), was unter Placebogabe nicht der Fall war (siehe Tabellen
3.5und 3.6)

Tabelle 3.5 Tabelle 3.6

Plasma-Homocysteinspiegel (Hcy) Plasma-Homocysteinspiegel

unter Placebogabe unter Acetylcysteingabe

Hcy vor HD Hcy nach HD  Hcy nach/vor Hcy vor HD Hcy nach HD Hcy nach/vor
29,82 13,13 44% 11,39 2,85 25%
15,08 6,08 40% 17,77 nicht analysiert
15,01 7,57 50% 18,84 0,12 1%
14,33 7,81 55% 19,94 1,76 9%
26,95 13,67 51% 28,06 2,26 8%
23,25 15,93 69% 30,99 2,02 7%
4,37 1,18 27% 11,44 0,14 1%
41,45 27,4 66% 32,88 3,6 11%
17,23 11,37 66% 16,76 4,18 25%
15,51 nicht analysiert 25,76 2,23 9%
4,79 3,83 80% 5,99 1,1 18%
15,16 7,82 52% 13,18 1,41 11%
8,57 5,66 66% 5,45 0,81 15%
19,06 0,66 3% 17,06 nicht analysiert
19,4 13,66 70% 13,83 3,74 27%
22,85 14,94 65% 26,39 3,65 14%
18,91 14,51 77% 25,55 2,16 8%
23,04 10,98 48% 18,89 2,18 12%
34,16 20,65 60% 27,0 2,70 10%
27,53 29,76 108% 34,28 3,56 10%
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Eine weitere Datenanalyse der flinfzehn Patienten mit Kt/V-Werten Uber 1,2 zeigte
einen signifikanten Zusammenhang zwischen dem Harnstoffverhaltnis vor und nach
Hamodialyse und dem Homocysteinverhaltnis vor und nach Hamodialyse
(y=0,14x+26,8; r’= 0,20; p=0,01). Hierdurch wurde bestétigt, dass die Abnahme des
Homocysteins von der Dialyse-Dosis abhangt. Das Harnstoffverhaltnis vor und nach
Hamodialyse war nicht signifikant unterschiedlich zwischen Acetylcystein- und
Placebogruppe.

Der positive Effekt von Acetylcystein auf den Homocysteinspiegel konnte sogar noch
zwei Tage nach der Gabe beobachtet werden. Zu diesem Zeitpunkt lag der Plasma-
Homocysteinspiegel unter Kontrollbedingungen bei 134 + 65% des zu Beginn der
vorhergehenden Hamodialysesitzung gemessenen Wertes. Im Gegensatz dazu lag der
Plasma-Homocysteinspiegel zwei Tage nach der intravendsen Gabe von Acetylcystein
unter der Hamodialysesitzung bei 88 + 36% des ursprunglich gemessenen Wertes
(p<0,05).

53



3. Ergebnisse

3.2 Hamodynamische Auswirkungen

Im Rahmen der durchgefihrten Studie traten wahrend der beobachteten
Standarddialyseprozeduren keinerlei klinische Nebenwirkungen wie Hypotonie oder
Arrhythmien auf, die Einfluss auf die Auswertung hamodynamischer Parameter hatten

haben konnen.

3.2.1 Pulsdruck

Um zu untersuchen, ob die beobachtete Normalisierung des Plasma-
Homocysteinspiegels bei Patienten mit chronischer terminaler Niereninsuffizienz
hamodynamische Auswirkungen zeigte, wurden unmittelbar vor und am Ende der
Hamodialysesitzung bei jedem Patienten (n=20) eine Herzfrequenz- und
Blutdruckmessung vorgenommen. Der Pulsdruck errechnet sich als Differenz aus
systolischem und diastolischem Blutdruck. Die Veranderungen von Herzfrequenz,
systolischem und diastolischem Blutdruck sowie des Pulsdrucks sind in Tabelle 3.7

dargestellt.

Tabelle 3.7 Veranderungen von Herzfrequenz, systolischem (RRg) und diastolischem (RRgis)
Blutdruck und Pulsdruck infolge der Dialysesitzung (HD) unter Placebo- und Acetylcysteingabe.

Jeweils Mittelwerte aller gemessenen Patitenten (n=20) mit Standardabweichung

Placebokontrolle Acetylcystein
RRsys vor HD [mmHg] 149+ 5 154 £5
RRsys nach HD [mmHg] 150 + 6 148 + 6
RRgia vor HD [mmHg] 72+3 68 +3
RRgia nach HD [mmHg] 70+3 72+4
Pulsdruck vor HD [mmHg] 77+4 86 +4
Pulsdruck nach HD [mmHg] 80+5 75+5
Pulsdruck nach/vor HD [%] 108 £+ 8 89+5
Herzfrequenz vor HD [1/min] 73+3 80+5
Herzfrequenz nach HD [1/min] 82+4 87+5
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Wahrend einer Hamodialysesitzung unter Kontrollbedingungen war keine signifikante
Veranderung des Pulsdrucks zu beobachten. Dieser stieg leicht von 77 + 4 auf 80 + 5
mmHg. Unter Gabe von Acetylcystein hingegen sank der Pulsdruck signifikant von 86 +

4 mmHg zu Beginn auf 75 + 5 mmHg am Ende der Hamodialysesitzung ab (p<0,05).

Um festzustellen, ob ein Zusammenhang zwischen der Reduktion des
Homocysteinspiegels und einer Senkung des Pulsdrucks existiert, wurden die Daten
der einzelnen Patienten, d.h. aller Patienten sowohl aus der Kontroll- als auch aus

der ACC-Gruppe, statistisch analysiert. Es zeigte sich, dass die Reduktion des Plasma-
Homocysteinspiegels in beiden Gruppen signifikant mit einer Reduktion des Pulsdrucks
korreliert (p<0,05, siehe Abbildung 3.11).

Veranderung der Pulsdrucks
(nach / vor Hamodialyse in %)

0-— . . . .
0 25 50 75 100

Veranderung des Plasma-Homocysteinspiegels
(nach / vor Hamodialyse in %)

Abbildung 3.11 Korrelation der Reduktion der Plasma-Homocysteinspiegels mit der Reduktion
des Pulsdrucks sowohl unter Placebo- als auch unter Acetylcysteingabe. Jeder Punkt stellt die

Messwerte eines einzelnen Patienten dar (alle Patienten Placebo und ACC-Gruppe)

Ein Absinken des Plasma-Homocysteinspiegels um 10% ging mit einer Reduktion des

Pulsdruck um 2,5 mmHg einher. Eine Multivarianzanalyse zeigte, dass die
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Veranderungen des Pulsdrucks von der Veranderung des Plasma-Homocysteinspiegels
abhingen (Regressionskoeffizent 0,504; 95% Konfidenzintervall), wohingegen Kt/V,
Ultrafiltrationsvolumen und Veranderungen des Hamatokrits oder der Serumprotein-

konzentration keine Auswirkungen hatten.

3.2.2 Fingerphotoplethysmographie

Um Effekte auf die Endothelfunktion in Gegenwart von Acetylcystein festzustellen,
wurden Pulswellen  wahrend der  Hamodialysesitzung mittels Finger-
photoplethysmographie untersucht (s. Kap. 2.4.2). Zur Charakterisierung der Pulswellen
wahrend einer Hamodialysesitzung wurde die zweite Ableitung der Wellenform des
Photoplethysmogramms analysiert. Der Quotient aus erstem (a) und zweitem Maximum
(b), der ab-Quotient (Steifheit der groRen Arterien), und der Quotient aus erstem und
vietem Maximum (d), der ad-Quotient (periphere Pulswellenreflexion), wurden
errechnet. Fur die Berechnungen wurden die Absolutwerte verwendet. Die initialen ab-
beziehungsweise ad-Quotienten, die vor Beginn der Hamodialysesitzung gemessen
wurden, wurden als Kontrollwerte (100%) definiert. Abbildungen 3.12 zeigt die
zusammengefassten Daten aller Patienten fur die ab-Quotienten und ad-Quotienten aus

der zweiten Ableitung der Wellenform des Fingerphotoplethysmogramms.

Wahrend die ab-Quotienten unter Kontrollbedingungen bei Dialyse sanken, stiegen sie
unter Gabe von Acetylcystein (p fur die Tendenz <0,01). Der ad-Quotient, der
hauptsachlich die periphere Wellenreflexion charakterisiert, sank wahrend der
Hamodialysesitzung unter Kontrollbedingungen, unter Gabe von Acetylcystein stieg er

hingegen ebenfalls (p fur die Tendenz <0,01).
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Abbildung 3.12 Zusammengefasste Daten fiir ab-Quotienten (oben) und ad-Quotienten (unten)
aus der zweiten Ableitung der Wellenform des Finger-Photoplethysmogramms unter
Placebokontrolle (weif3) und Acetylcystein (schwarz)

Schlieflich sollte bewertet werden, ob die Veranderungen der Pulswellen bei Gabe von
Acetylcystein eine Verbesserung der Endothelfunktion wiederspiegeln. Hierzu wurde
eine endothelabhangige fluRvermittelte Vasodilatation wahrend einer reaktiven

Hyperamie und eine endothelunabhangige Vasodilatation wahrend der Gabe von
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3. Ergebnisse

Nitroglycerin auf ab-Quotient und ad-Quotient bei gesunden Probanden untersucht. Wie
in Abbildung 3.13 gezeigt, verbesserte ACC die endothelabhangige fluBvermittelte
Vasodilatation (ab-Quotient 146,64 + 93,4, p<0,05; ad Quotient 180,4 £ 45,5, p<0,05;
n=7), also erhdhten sich hier beide Quotienten, nicht aber die endothelunabhangige
(ab-Quotient 72 + 11, p<0,01; ad-Quotient 2174+441; p<0,05; n=7), hier sankt der ab-
Quotient.

200- ok

ab-Quotient
(% des Ausgangswertes)
)
o

o
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ad-Quotient
(% des Ausgangswertes)
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wert abhangige unabhangige
Vasodilatation Vasodilatation

Abbildung 3.13: Veranderung der ab- und ad-Quotienten bei endothelabhangiger fluvermittelter

Vasodilatation sowie bei endothelunabhangiger Vasodilatation, p*<0,05; p**<0,01
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Daraus lasst sich folgern, da® die Verbesserung des ab-Quotienten und des ad-
Quotienten, wie sie in der vorliegenden Studie bei den Patienten mit terminaler
Niereninsuffizienz unter Gabe von Acetylcystein beobachtet wurde, im Einklang mit

einer Verbesserung der Endothelfunktion steht.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde somit eine klinische Verbesserung der

endothelialen Funktion unter der intravendsen Gabe von Acetylcystein beobachtet.
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4 Diskussion

Bei Patienten mit chronischer terminaler Niereninsuffizienz sind die kardiovaskulare
Morbiditat und Mortalitat im Vergleich zur Durchschnittsbevolkerung erhoht (Locatelli et
al. 2000; London et al. 2005; Schiffrin et al. 2007). Etwa 50 % der Patienten mit
terminaler Niereninsuffizienz sterben in Folge von kardiovaskularen Ereignissen (Foley
et al. 1998; Tonelli et al. 2006). Als unabhangige Risikofaktoren gelten unter anderen
eine arterielle Hypertonie sowie erhohter oxidativer Stress (Schiffrin et al. 2007). Die
Rolle eines Plasma-Homocysteinspiegels bei Patienten mit chronischer terminaler
Niereninsuffizienz ist umstritten, es gibt hier auch Anzeichen fir eine Korrelation
zwischen  erhohtem kardiovaskularem Risiko  und niedrigem Plasma-
Homocysteinspiegel (Perna et al. 2004). Neuere Studien weisen allerdings darauf hin,
dass zwar die Kombination von Entzindungsreaktion und niedrigem Plasma-
Homocysteinspiegel eine Erhdhung des kardiovaskularen Risikos birgt, wohingegen
sich bei einer Multivarianzanalyse eine Korrelation zwischen erhdhtem Mortalitatsrisiko

und erhohtem Plasma-Homocysteinspiegel zeigt (Suliman et al. 2007).

Ein erhdhter Plasma-Homocysteinspiegel an sich stellt einen wesentlichen Risikofaktor
bei der Entstehung endothelialer Dysfunktion und in der Folge erhdhter
kardiovaskularer Morbiditat und Mortalitat dar (Hajjar 2001; Ebbesen 2004). Um einen
erhohten Plasma-Homocysteinspiegel bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz zu
senken, finden sich bisher unterschiedliche Ansatze, wie zum Beispiel die Gabe von
Vitamin B6 (Pyridoxin), Vitamin B12 (Cobalamin), Folsaure oder Folinsaure. Allerdings
konnten selbst hohe Dosen von Folsaure den erhdhten Plasma-Homocysteinspiegel

dieser Patienten nicht auf ein normales Niveau senken (Sunder-Plassmann et al. 2000).

Es existieren verschiedene Studien Uber die Auswirkungen einer oralen Gabe von
Acetylcystein auf den Plasma-Homocysteinspiegel. So senkte die orale Gabe von
Acetylcystein den Plasma-Homocysteinspiegel von gesunden Frauen (Roes et al.
2002). Eine weitere Studie zeigte aullerdem, dass Hamodialyse-Patienten, die tUber vier
Wochen oral mit Acetylcystein behandelt wurden, einen signifikant um 19% niedrigeren

Plasma-Homocysteinspiegel aufwiesen, wohingegen in der Placebogruppe keine
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Reduktion zu beobachten war. Die Unterschiede zwischen der Acetylcystein- und der

Placebogruppe zeigten einen p-Wert von 0,07 (Friedman et al. 2003).

Die orale Gabe von Acetylcystein kann die Inzidenz von kardiovaskularen Ereignissen
bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz signifikant reduzieren (Tepel et al. 2003).
Hinsichtlich einer intravendsen Gabe von Acetylcystein wurde gezeigt, dass diese in
gesunden Probanden zu einem Absinken des Plasma-Homocysteinspiegels fuhrt
(Ventura et al. 1999). Die vorliegende Arbeit ist der erste Bericht Uber eine intravendse

Anwendung von ACC bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz.

In der hier vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die erhohte Bildung von
intrazellularen  reaktiven  Sauerstoff-Radikalen und  Superoxid-Radikalen in
mononukledaren Leukozyten bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz von
Hamodialyse oder kurzfristiger Gabe von Acetylcystein unbeeinflusst bleibt. Dies kdnnte
darauf zuruckzufuhren sein, dass der direkte antioxidative Effekt von Acetylcystein
bisher hauptsachlich in vitro nachgewiesen wurde (Aruoma et al. 1989; Moldeus und
Cotgreave 1994). Seine indirekt antioxidative Wirkung entfaltet es Uber eine Induktion
der Glutathionsynthese (Scaduto et al. 1991). Um eine Senkung der Sauerstoffradikale
in vivo zu erreichen, bedarf es moglicherweise einer langerfristige Gabe von

Acetylcystein.

Bei der Gabe von Phorbolmyristatacetat (PMA) zeigte sich unter Gabe von
Acetylcystein ein offenbar verstarktes Ansprechen der mononuklearen Leukozyten mit
Zunahme der Bildung von intrazellularen reaktiven Sauerstoffradikalen. Dies traf aber

nicht auf die Bildung von Superoxid-Radikalen zu.

Bei der Zellpopulation der mononuklearen Leukozyten handelt es sich um eine sehr
heterogene Mischung von Zellen des peripheren Blutes. Sie wird auch als PBMC (engl:
peripheral blood mononuclear cells) bezeichnet und umfasst samtliche Zellen des
peripheren Blutes bis auf Erythrozyten, Thrombozythen und Granulozyten. Es handelt
sich also um kernhaltige lymphatische Zellen wie T-Zellen, B-Zellen, naturliche
Killerzellen und Monozyten. Die Eigenschaften der unter dem Begriff der
mononukledren Leukozyten zusammengefassten Zellen variieren stark und hangen

wesentlich vom Immunstatus des einzelnen Patienten und moglicher vorhandener
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Komorbiditaten ab. Es lasst sich also nicht abschlieRend bewerten, wie die Ergebnisse
zur Bildung intrazellularer Sauerstoffradikale und die Veranderungen unter Einfluss von

ACC in vivo und PMA in vitro zu deuten sind.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass die intravendse Gabe von Acetylcystein wahrend
einer Hamodialysesitzung in der Lage ist, den Plasma-Homocysteinspiegel bei
Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz vollstandig auf normale Werte abzusenken.
Dabei wurde unter intravendser Gabe von Acetylcystein der Plasma-
Homocysteinspiegel deutlich weiter abgesenkt als durch alleinige Hamodialyse (auf 12
+ 7% statt 58 + 22% des Ausgangswertes; p<0,01). Eine Untersuchung der
Endothelfunktion mittels Fingerphotoplethysmographie bestatigte dariiber hinaus eine

deutlich verbesserte Endothelfunktion in Gegenwart von Acetylcystein.

Das beobachtete verstarkte Absinken von Homocystein wahrend der Hamodialyse nach
intravendser Gabe von Acetylcystein ist vermutlich darauf zurlckzufihren, dass
Homocystein aus der Proteinbindung abgeldst wird. Auf Grund der geringen
molekularen GréRe von Homocystein wirde somit ein groRerer Anteil des dialysablen
Homocysteins aus dem Plasma entfernt werden. Das hier gezeigte intradialytische
Absinken des Plasma-Homocysteinspiegels resultiert wahrscheinlich aus der
Entfernung von ungebundenem Homocystein durch die Dialyse. Eine in anderen
Studien beobachtete nach der Hamodialyse fortbestehende Reduktion des Plasma-
Homocysteinspiegels wurde der Elimination von Uramie-Toxinen mit inhibitorischer
Wirkung auf Enzyme des Homocystein-Metabolismus zugeschrieben (Van Tellingen et
al. 2001). Moglicherweise existieren auch noch weitere, bisher unbekannte Effekte des
Acetylcysteins auf den Homocystein-Metabolismus, die zu einer Reduktion und
Stabilisierung des Plasma-Homocysteinspiegels beitragen, wie Enzyminduktion -
bekannt ist eine Induktion der Glutathionsynthese (Scaduto et al. 1991) - oder die

Katalyse von Reaktionen.

Die  Reduktion und dauerhafte  Stabilisierung des erhdhten  Plasma-
Homocysteinspiegels bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz scheint von grolRer
klinischer Bedeutung zu sein. Zunachst zeigten Dierkes et al. (2000) einen
Zusammenhang zwischen Plasma-Homocysteinspiegel und der Mortalitat bei Patienten

mit terminaler Niereninsuffizienz. Eine weitere Studie zeigt, dass das relative Risiko fur
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kardiovaskulare Ereignisse um ein Prozent pro pmol Steigerung des Plasma-
Homocysteinspiegels zunahm (Moustapha et al. 1997). Die in der hier vorliegenden
Arbeit gemessene Senkung des Plasma-Homocysteinspiegels durch intravendse Gabe
von Acetylcystein auf Normalniveau kdénnte somit eine aul3erordentliche Bedeutung zur
Senkung des kardiovaskularen Risikos bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz

haben.

In einer Studie wurde gezeigt, dass eine akute Hyperhomocysteinamie bei gesunden
Probanden zu einer Erhéhung des Pulsdrucks, und damit einem erhohten
kardiovaskularen Risiko, flhrt (Davis et al. 2001). Des weiteren wurde stellt ein
erhohter Pulsdruck einen wichtigen Pradiktor fur die Mortalitdt bei Patienten mit
terminaler Niereninsuffizienz dar (Tozawa et al. 2002), eine Tatsache, die die
Wichtigkeit unterstreicht, den Pulsdruck zu senken. Eine erhdhte Steifheit der zentralen
Arterien und eine Alteration der Pulswellenreflexion von peripheren Arterien tragen zur
Steigerung des Pulsdrucks bei, wie sie bei zunehmendem Alter, arterieller Hypertonie
oder terminaler Niereninsuffizienz beobachtet werden. Vor diesem Hintergrund kommt
dem Ergebnis der vorliegenden Arbeit, dass eine 10%ige Senkung des Plasma-
Homocysteinspiegels bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz mit einer Abnahme
des Pulsdrucks um 2,5 mmHg verbunden ist, besondere Bedeutung zu, da hiermit ein

weiterer Risikofaktor durch intravenése ACC Gabe positiv beeinflusst wird.

Die Analyse der zweiten Ableitung der Wellenform des Finger-Photoplethysmogramms
ist wiederholt benutzt worden, um die arterielle Pulswellenreflexion zu beurteilen
(Takazawa et al. 1998). Mit einer Analyse von Pulswellen, die durch Finger-
Photoplethysmographie gewonnen wurden, zeigten (Chowienczyk et al. 1999), dass die
von Salbutamol hervorgerufene Endothel-abhangige Vasodilatation durch N&-
monomethyl-l-arginin abgeschwacht wurde und bei Diabetes-Patienten mit endothelialer
Dysfunktion herabgesetzt war. In der vorliegenden Arbeit wurden charakteristische
Verhaltnisse, abgeleitet von der zweiten Ableitung der Wellenform des
Photoplethysmogramms, genutzt, um die hamodynamischen Veranderungen wahrend
einer Hamodialysesitzung zu beschreiben. Die Analyse zeigte eine Verbesserung der
Endothelfunktion bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz unter Gabe von
Acetylcystein, da das gleiche Muster bei einer Endothel-abhangigen, Flul3-vermittelten

Vasodilatation bei gesunden Probanden beobachtet wurde. Die Tatsache, dass
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Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz groRtenteils an endothelialer Dysfunktion
leiden, unterstreicht die Wichtigkeit dieser Ergebnisse (Cai und Harrison 2000;
Anavekar und Pfeffer 2004; Amann et al. 2006; Stam et al. 2006).

Verschiedene Mechanismen kénnen fur die verbesserte Endothelfunktion unter der
Behandlung mit Acetylcystein verantwortlich sein. Zunachst gibt es verschiedene
Hinweise, dass erhohter oxidativer Stress fur endotheliale Dysfunktion bei Patienten mit
terminaler Niereninsuffizienz verantwortlich ist (Himmelfarb et al. 2002). Da wiederholt
gezeigt wurde, dass Acetylcystein antioxidative Eigenschaften besitzt (Fishbane et al.
2004), konnte es auf diese Weise die Endothelfunktion verbessern. Ein Einfluss von
Acetylcystein auf die Bildung intrazellularer reaktiver Sauerstoffradikale konnte

allerdings in der vorliegenden Arbeit nicht nachgewiesen werden.

Homocystein, das selbst mit oxidativem Stress in Verbindung gebracht wird, induziert
programmierten Zelltod bei Endothelzellen (Zhang et al. 2004). Des weiteren erhoht
Homocystein den Spiegel an asymmetrischem Dimethylarginin, einem Uramietoxin, das
die Endothel-abhangige Vasodilatation beeintrachtigt (Stuhlinger et al. 2001; Holven et
al. 2003). In einer weiteren Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine Reduktion des
Plasmaspiegels von ungebundenem Homocystein mit einer Verbesserung der
Endothel-abhangigen Vasodilatation (Chambers et al. 2000). Diese Effekte scheinen
auch in der hier vorliegenden Arbeit die gezeigte verbesserte Endothelfunktion zu

bedingen.

Zusammengefasst |asst sich also sagen, dass Acetylcystein in den hier vorliegenden
Untersuchungen den Plasma-Homocysteinspiegel vollstandig normalisiert. Dies war
signifikant assoziiert mit einer Verbesserung des Pulsdrucks und der Endothelfunktion,
eine Senkung des Plasma-Homocysteinspiegels geht also offensichtlich mit einer
Verbesserung der Endothelfunktion und einer hieraus folgenden Reduktion des
Pulsdrucks einher. So lasst sich, bei aller Umstrittenheit der Bedeutung von
Homocystein auf das kardiovaskulare Risiko bei Patienten mit chronischer terminaler
Niereninsuffizienz, in jedem Fall eine verbesserte Endothelfunktion nach Gabe von
Acetylcystein nachweisen. Dies ist ein weiteres Indiz fur die Bedeutung der Senkung
des Plasma-Homocysteinspiegels bei Patienten mit chronischer terminaler

Niereninsufizienz.
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Diese Effekte konnen die in frGheren Publikationen (Sochman et al. 1990; Salom et al.
1998; Boaz et al. 2000; Tepel et al. 2003; Gordon und Himmelfarb 2004) beschriebenen
positiven Auswirkungen von Acetylcystein auf die kardiovaskulare Morbiditat bei
Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz erklaren. Die intravenése Gabe von
Acetylcystein wahrend der Hamodialyse konnte also eine neuartige, vielversprechende
Herangehensweise bedeuten, das Arterioskleroserisiko bei Patienten mit terminaler

Niereninsuffizienz zu senken.

4.1 Ausblick

Da die beschriebenen Effekte miteinander in Wechselbeziehung zu stehen scheinen,
sind weitere Studien mit unterschiedlichem Studiendesign zur Bestatigung der
vorliegenden Ergebnisse und ihrer Bedeutung fir die Behandlung von Patienten mit
chronischer terminaler Niereninsuffizienz von Noten. Hierbei muss, neben der
Beobachtung eines groReren Patientenkollektives, auch untersucht werden, ob sich
Uber einen langeren Zeitraum positive Effekte hervorrufen lassen und eine
Verbesserung der Langzeitprognose bezuglich kardiovaskularer Morbiditat und
Mortalitat eintritt.
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5 Zusammenfassung

Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz sind von einer erhdhten kardiovaskularen
Morbiditat und Mortalitat betroffen. Dies ist auf ein Zusammenspiel verschiedener
Risikofaktoren zurtckzufihren. Zu den verbreiteten Komorbiditdten wie Diabetes
mellitus, arterielle Hypertonie und Dyslipidamie finden sich ein erhohter Plasma-
Homocysteinspiegel, ein erhohter oxidativer Stress sowie eine eingeschrankte
Endothelfunktion, die unter anderem in einer Verminderung des Pulsdrucks Ausdruck
findet.

Eine Verminderung der kardiovaskularen Morbiditat und Mortalitat durch Acetylcystein
konnte bereits gezeigt werden. Acetylcystein ist als Antioxidant bekannt und wird in der
Pravention  kontrastmittelinduzierter = Nephropathie eingesetzt. Auch  scheint

Acetylcystein durch eine Stabilisierung von Stickoxid vasodilatierend zu wirken.

In der vorliegenden Arbeit sollte Uberpriuft werden, inwieweit durch die intravendse
Applikation von Acetylcystein die Endothelfunktion verbessert sowie der Plasma-
Homocysteinspiegel und die Bildung von intrazellularen reaktiven Sauerstoffradikalen in
mononuklearen Leukozyten beeinflusst wird. Hierzu wurde zwanzig Patienten in einer
Placebo-kontrollierten Studie im Cross-over-Design wahrend einer Hamodialysesitzung
Acetylcystein intravends mittels Spritzenpumpe appliziert. Vor und nach Dialyse wurden
neben anderen Parametern der Plasma-Homocysteinspiegel und der Pulsdruck
ermittelt. Die Produktion intrazellularer reaktiver Sauerstoffradikale wurde im
Fluoreszens-Photospektrometer unter Verwendung von DCFDA und mittels Lucigenin-
Chemolumineszenz gemessen. Des weiteren wurde vor und nach Dialyse eine

Messung der Endothelfunktion mittels Fingerphotoplethysmographie vorgenommen.

Der Plasma-Homocysteinspiegel konnte durch intravendse Gabe von Acetylcystein
wahrend einer Hamodialyse auf 12 + 7% des Ausgangswertes abgesenkt werden. Dies
stellte gegenuber 58 + 22% des Ausgangswertes unter Kontrollbedingungen eine
signifikante Verbesserung dar (p<0,01). Bei der Bildung von intrazellularen reaktiven

Sauerstoffradikalen in mononuklearen Leukozyten zeigte sich keine Veranderung.
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Der Pulsdruck konnte unter Acetylcysteingabe ebenfalls signifikant verbessert werden.
Wahrend er unter Kontrollbedingungen leicht anstieg, konnte unter Acetylcystein ein
Absinken von 86 + 4 mmHg zu Beginn auf 75 + 5 mmHg am Ende der

Hamodialysesitzung gemessen werden (p<0,05).

Es zeigte sich auflerdem ein Zusammenhang von einer Senkung des Plasma-
Homocysteinspiegels und den verbesserten Pulsdruckwerten. So ging ein Absinken des
Plasma-Homocysteinspiegels um 10% mit einer Reduktion des Pulsdruck um 2,5

mmHg einher.

In der zweiten Ableitung des Fingerphotoplethysmogramms zeigte sich unter
Acetylcysteingabe im Gegensatz zur Kontrolle ein Anstieg von ab- und ad-Quotienten,

was einer verbesserten Endothelfunktion entspricht.

Die beobachteten Effekte kdnnen die bereits gezeigten positiven Auswirkungen von
Acetylcystein auf die kardiovaskulare Morbiditat bei Patienten mit terminaler
Niereninsuffizienz teilweise erklaren. Die intravendse Gabe von Acetylcystein wahrend
der Hamodialyse kdnnte also neue Perspektiven erdffnen, das Arterioskleroserisiko bei
Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz zu senken und Einfluss auf ihre

kardiovaskulare Morbiditat und Mortalitdt zu nehmen.
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