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I Zusammenfassung

Hintergrund: Aktuelle Studien zeigten einen Zusammenhang zwischen der
Hyperhomocysteinamie und einer gestorten linksventrikularen Funktion sowie dem
klinischen Schweregrad der chronischen Herzinsuffizienz auf. Brain Natriuretic
Peptide (BNP) reprasentiert einen modernen Marker der chronischen
Herzinsuffizienz, der bei gesteigerter Wandspannung erhéht ist. Es wird vermutet,
dass eine Hyperhomocysteinamie die myokardiale BNP-Expression stimuliert und ein
pathologisches linksventrikulares Remodelling hervorruft. Material und Methodik:
50 Ratten wurden randomisiert auf 5 Gruppen aufgeteilt: Met, Homo 1%, Homo 2%,
Ko1 und Ko2. Ko1 und Ko2 (Kontrollen) erhielten eine Standarddiat. Met, Homo 1%
und Homo 2% wurden mit derselben Diat, ergédnzt durch verschiedene Dosen von
Methionin und Homocystin, gefluttert (Met: 2,4% Methionin; Homo 1%: 1%
Homocystin; Homo 2%: 2% Homocystin). Nach 12 Wochen wurden sowohl Gesamt-
Homocystein sowie Plasma- und Gewebe-BNP gemessen als auch
histomorphometrische Analysen durchgefiihrt. Ergebnisse: Alle Tiere hatten ein
vergleichbares Basis-Kérpergewicht und Gesamt-Homocystein (234126 g; 4,7+1,7
umol/L). Nach 12 Wochen Behandlung stieg das Gesamt-Homocystein in der Met-,
Homo 1%- und Homo 2%-Gruppe signifikant an (27,3+8,8, 40,6+7,0 und 54,0+46,0
umol/L), wahrend es in den Kontroll-Gruppen Ko1 und Ko2 unverandert niedrig blieb.
Das Serum-BNP stieg bei einem der zehn Methionin-behandelten Tiere sowie bei
jeweils drei von zehn der Homo 1%- und Homo 2%-Tiere an. Die mediane [25.-75.
Perzentile] BNP- Myokardgewebekonzentration in den Homo 1%- und Homo 2%-
Gruppen waren ca. 55 % hoéher als in den entsprechenden Kontrollen (Homo 1% vs.
Ko 1: 338[262-410] vs. 225[186-263] pg/mg Protein; p=0.05, Homo 2% vs. Ko 2:
308[192-429] vs. 179[107-261] pg/mg Protein; p=0,12). Die BNP-Expression in der
Met- Gruppe war gegeniber den Kontrollen nicht different (225[186-263] vs.
200[159-235] pg/mg Protein; p=0,32). Sowohl der prozentuale Anteil an
perivaskularem und interstitiellem Kollagen als auch die Mastzellinfiltration waren in
allen Gruppen vergleichbar. Schlussfolgerung: Eine dreimonatige intermediére
Hyperhomocysteinamie induziert eine signifikante Stimulation der BNP-Expression,
die nicht von einem pathologischen Remodelling des Myokards begleitet ist.



Summary

Background : Recent studies showed an association of hyperhomocysteinemia
(HHCY) to impaired left ventricular function and clinical class in chronic heart failure
(CHF) patients. Brain natriuretic peptide (BNP) represents a modern marker in CHF
that is elevated following an increase in wall stress. We hypothesized that HHCY
stimulates myocardial BNP-expression and induces adverse left ventricular
remodeling. Material and Methods: 50 rats were randomized into 5 groups: Met,
HCY1, HCY2, Co1 and Co2. Co1 and Co2 (controls) received a standard diet. Met,
HCY1 and HCY2 were fed the same diet supplemented with different doses of
methionine and homocystine (Met: 2.4% methionine; HCY1: 1% homocystine; HCY2:
2% homocystine). After 12 weeks, measurement of total plasma-homocysteine
(tHCY), BNP in plasma and tissue as well as histomorphometric analyses were
performed. Results: All animals had comparable baseline body weight and tHCY
(234126 g; 4.7+£1.7 ymol/L). After 12 weeks of treatment tHCY increased in Met,
HCY1 and HCY2 (27.318.8, 40.6x7.0 and 54.0+46.0 pmol/L), and remained
unchanged in Co1 and Co2. Serum BNP significantly increased in 1/10 animals in
Met, in 3/10 animals in HCY1 and in 3/10 animals in HCY2. Median (25.-
75.percentile) BNP tissue levels in HCY1 (225[186-263] vs. 338[262-410] pg/mg
protein; p=0.05) and HCY2 (308[192-429] vs. 179[107-261] pg/mg protein, p=0.12)
were 55% higher than in the corresponding controls. In Met BNP-expression was
comparable to controls (200[159-235] vs. 225[186-263] pg/mg protein; p=0.32). The
percentage of perivascular and interstitial collagen as well as mast cell infiltration
were comparable in all groups, indicating no adverse cardiac remodeling in Met,
HCY1 and HCY2. Conclusion: Three months of intermediate HHCY induced a
significant stimulation of cardiac BNP expression that was not accompanied by an

adverse cardiac remodeling.



II Einleitung

1 Definition

Die Herzinsuffizienz (HI) bezeichnet eine krankhafte Pumpschwache des
Herzens, bei der das Herz nicht mehr in der Lage ist, das fir den Organismus
notwendige Herzzeitvolumen zu férdern. Durch die daraus resultierende
Minderperfusion der Gewebe und der damit unzureichenden Sauerstoffversorgung
kann der Gewebestoffwechsel nicht mehr sichergestellt werden. Dariiber hinaus
kann der vendse RuUckfluss zum Herzen gestdrt sein. Die klinischen Leitsymptome
der Herzinsuffizienz sind verminderte kérperliche Belastbarkeit, Dyspnoe, Mudigkeit
und eine vermehrte FlUssigkeitsretention (51).

2 Einteilung, Pathomechanismus und Klinik der
Chronischen Herzinsuffizienz

Die HI kann nach verschiedenen Kriterien eingeteilt werden. Zum einen
unterscheidet man zwischen der hauptséachlich betroffenen Herzkammer und
unterteilt die HI in Linksherz-, Rechtsherz-, und biventrikuldre Globalinsuffizienz (61).
Nach dem zeitlichen Verlauf differenziert man eine akute und eine chronische Form.
Wahrend die akute HI sich im Verlauf von Stunden oder Tagen entwickelt, entsteht
die chronische HI (CHI) Ober Monate bzw. Jahre. Eine akute HI kann durch
myokardiales Pumpversagen, durch Perikardtamponade, akut auftretende
Shuntvitien oder durch tachykarde und bradykarde Herzrhythmusstérungen
entstehen. Bei der CHI wird eine kompensierte von einer dekompensierten Form
unterschieden. Bei der letzteren Form versagen die physiologischen
Kompensationsmechanismen, was bereits unter normaler Belastung zum Auftreten
von Symptomen fihrt (46).

Nach den im Vordergrund stehenden pathogenetischen Merkmalen

unterscheidet man ein Vorwartsversagen (forward failure), bei dem die systemische
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Blutversorgung durch ein Pumpversagen des Herzens vermindert ist, und ein
Rlckwartsversagen (back failure), bei dem es zum Ruckstau von Blut in das
Niederdrucksystem kommt (104). Beim Vorwartsversagen des Herzens kann
zusatzlich zwischen einem low-output-failure und einem high-output-failure
unterschieden werden. Beim low-output-failure kann das Herz infolge einer
Kontraktionsstérung das physiologische Herzzeitvolumen des Kérpers nicht mehr
decken. Das seltenere high-output-failure zeichnet sich durch ein zunachst gesundes
Herz aus, das infolge eines pathologisch gesteigerten zirkulatorischen Bedarfs, wie
z.B. bei einer Sepsis oder Hypothyreose, das HZV nicht mehr zu decken vermag.
(104).

Bei einem low-output-failure unterscheidet man zwischen systolischer und
diastolischer Ventrikelfunktionsstorung (61). Die systolische HI ist durch eine
Kontraktionsstérung des Myokards gekennzeichnet und geht, meist aufgrund einer
erhéhten Nachlast, mit einer erhéhten Ventrikelwandspannung einher. Wahrend am
gesunden Herzen eine akut erhéhte Wandspannung aufgrund des Frank-Starling-
Mechanismus (Kraft-Langen-Beziehung), des Bowditch-Effektes (Kraft-Frequenz-
Beziehung) und einer Sympathiko-adrenergen Aktivierung zu einer Zunahme der
Kontraktionskraft bzw. der Auswurfleistung fuhrt, sind diese
Kompensationsmechanismen beim chronisch belasteten Herzen in ihrer Wirksamkeit
reduziert. Dies fUhrt letztlich zu einer erniedrigten linksventrikularen Ejektionsfraktion
(EF) und einer Abnahme des Herzzeitvolumen (HZV). Das erniedrigte HZV flhrt
sowohl zu einer erhéhten Vorlast (Preload) als auch zu einer erhéhten Nachlast
(Afterload). Das erniedrigte HZV bedingt eine reduzierte Perfusion der Peripherie,
was eine Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) und des
Sympathikus sowie eine ADH-Freisetzung zur Folge hat. Wahrend die
Sympathikusaktivierung und die vermehrte Angiotensin-lI-Sekretion durch die
Steigerung des peripheren Widerstandes zu einer Nachlasterhéhung flhren,
verursachen ADH und Aldosteron durch Wasser- bzw. Salzretention eine
Vorlasterhdhung. Diese Kompensationsmechanismen sind zwar anfangs hilfreich,
minden aber im weiteren Verlauf in einen Circulus vitiosus (61). Nachlast- und
Vorlasterhéhung kombiniert bewirken eine Dehnung von Vorhéfen und Kammern,
was zur Freisetzung der kardialen Gewebshormone Atrial Natriuretic Peptide (ANP)
und Brain Natriuretic Peptide (BNP) fihrt, die dem RAAS und dem ADH durch
vasodilatatorische und natriuretisch-diuretische Effekte entgegenwirken (46). Anders



stellen sich die Dinge bei der diastolischen Ventrikelfunktionsstérung dar: Hierbei
kommt es zur Behinderung der Ventrikelflllung. Pathophysiologisch unterscheidet
man zwischen einer frihdiastolischen Relaxationsstérung und einer zunehmenden
spatdiastolischen Dehnbarkeitsstérung (Compliancestérung), so dass die Diastole
verlangert, verlangsamt oder inkomplett ablduft (6;138). Ursache ist meist eine
linksventrikulare Hypertrophie, die haufig Folge einer arteriellen Hypertonie ist.
Alternativ findet man oft auch eine Myokardischamie, die sich auf der Basis einer
vorbestehenden koronaren Herzkrankheit entwickelt. Auf zellularer Ebene kommt es
zu einer Stérung der Wiederaufnahme von Kalzium durch Kalzium-ATPasen
(SERCA-2a), was zu einer Relaxationsstérung fuhrt. Zusatzlich kommt es im
Rahmen der CHI zu einem fibrotischen Umbau der extrazellularen Matrix, der zu
einer reduzierten Compliance fihrt (18).

Klinisch fihrt die akute HI zu einem abrupten Abfall des Herzzeitvolumen
(HZV) im Sinne eines akuten Vorwartsversagens mit den Symptomen der arteriellen
Hypotonie und Reflextachykardie sowie zu einem Rickwartsversagen mit akuter
pulmonaler Stauung. Typische Symptome hierfir sind Tachypnoe, pulmonale
Rasselgerausche, schaumiges Sputum und Zyanose (51). Die CHI auBert sich durch
eine systolische Funktionsstdérung, die mit einer inadaquaten F&rderleistung
einhergeht, und ist oft begleitet von einer diastolischen Funktionsstérung, die zur
Behinderung der Ventrikelfillung aufgrund einer eingeschrankten Dehnbarkeit des
Myokards fuhrt. Dies fuhrt zu einem Ruickstau in das Niederdrucksystem. Der
gestdrte  Abfluss ist klinisch durch eine Lebervenenstauung und obere
Einflussstauung gekennzeichnet. AuBerdem kommt es im Rahmen der CHI zu einer
HerzvergréBerung, sympatikotoner Uberaktivitat, Pleuraerglissen, Odemen, Nykturie,
Kurzatmigkeit und Belastungsdyspnoe (51;104).

Die Einteilung des Schweregrades der HI erfolgt auf Basis der klinischen
Symptomatik. Dabei existieren zwei gangige Einteilungen, die NYHA- und die ABCD-
Einteilung. Die Stadien und deren Definition sind in Tabelle 1 dargestellt.

Die NYHA-Klassifikation richtet sich nach den subjektiven Beschwerden
entsprechend der Leistungsfahigkeit des Patienten. Wahrend im NYHA-Stadium |
vollige Beschwerdefreiheit bei normaler koérperlicher Belastung vorliegt, ist das
Stadium Il bei normaler Belastung durch geringe Einschrankungen der kérperlichen
Leistungsféahigkeit gekennzeichnet, die sich beim Laufen unter anderem als Dyspnoe



manifestiert. Im Stadium Il liegt bereits eine starke Einschréankung der kérperlichen
Leistungsfahigkeit vor, die sich durch entsprechende Symptome bereits bei normaler
Belastung (Treppensteigen) auBert. Das Stadium IV zeichnet sich durch

Ruhedyspnoe und eine stark eingeschrankte Leistungsfahigkeit aus (46:51).

Tabelle 1: Definition der NYHA- und ABCD-Stadien.

YHA *- . .
glta dium Subjektive Beschwerden bei HI
I Beschwerdefreiheit bei normaler kérperlicher Belastbarkeit
II Beschwerden bei stéarkerer kérperlicher Belastung
III Beschwerden schon bei leichter kérperlicher Belastung
1A% Beschwerden in Ruhe
oo Einteilung der HI nach AHA=
A Patienten ohne Symptome einer HI und ohne strukturelle
Herzerkrankung, aber mit Risikofaktoren fir eine HI
B Patienten ohne Symptome einer HI, aber mit struktureller
Herzerkrankung, die eng mit der Entstehung einer HI assoziiert sind
C Strukturelle Herzschaden in Verbindung mit Symptomen einer
Herzinsuffizienz
D Terminale Herzinsuffizienz mit HI-Symptomen und fortgeschrittener

struktureller Herzerkrankung

*New York Heart Association (NYHA)
**American Heart Association (AHA)

GemaB der Leitlinie der Kommission fur klinische Kardiologie der Deutschen
Gesellschaft fur Kardiologie sind die Symptome der Herzinsuffizienz und die
Echokardiographie maBgebend in der Diagnostik der CHI (51). Die Symptome der
CHI werden nach den Framingham-Kriterien in 1. und 2. Ordnung eingeteilt (s.
Tabelle 2) (51:61).



Tabelle 2 : Framingham-Kriterien fur die klinische Diagnose einer Herzinsuffizienz.

Kriterien 1. Ordnung:

Paroxysmal nachtliche Dyspnoe oder Orthopnoe

Halsvenenstauung

Pulmonale Rasselgerausche

Kardiomegalie

Akutes Lungenddem

3. Herzton

Erhéhter zentraler Venendruck (> 16 cm H20)

Zirkulationszeit =25 s

Hepatojugularer Reflux

Gewichtsabnahme Gber 4,5 kg in 5 Tagen unter Herzinsuffizienztherapie

Kriterien 2. Ordnung:

Unterschenkelodeme

N&achtlicher Husten

Belastungsdyspnoe

Hepatomegalie

Pleuraergusse

Tachykardie (Herzfrequenz =120 pro Minute)

Vitalkapazitat vermindert auf weniger als 1/3 des Maximums

Unter den nichtinvasiven  apparativen  Verfahren =~ kommt  der
Echokardiographie die groBte praktische Bedeutung bei der Diagnostik einer
kardialen Dysfunktion zu. Mittels transthorakaler Echokardiographie kénnen die
globale und regionale systolische Funktion, die Myokarddicke, eine diastolische
Dysfunktion und Klappenvitien beurteilt werden (51). Unterstitzend kommen weitere
Untersuchungsverfahren, wie z.B. die Herzkatheteruntersuchung, die R&éntgen-
Thorax-Aufnahme sowie die Bestimmung der Plasmakonzentration von BNP oder
NT-proBNP zum Einsatz. Eine Herzkatheteruntersuchung ist bei Patienten mit
Herzinsuffizienz zur Klarung der zugrunde liegenden Atiologie indiziert, nicht jedoch
zur Dokumentation der Herzinsuffizienz (51). Zudem sollte eine Koronarangiographie
bei Patienten mit Angina pectoris oder anderen Zeichen einer Myokardischamie
sowie bei Patienten mit unklarer Dekompensation durchgefihrt werden. Eine
Endomyokardbiopsie ist nur bei ausgewdhlten Patienten mit unklarer nicht
ischamischer Herzinsuffizienz sinnvoll und hilfreich zur Klarung der Atiologie (51).

Eine Rontgen-Thorax-Aufnahme kann zum Nachweis von Pleuraergissen, einer
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pulmonalen Stauung oder Kardiomegalie durchgefihrt werden. Ein unauffalliger
Befund schlieBt eine Herzinsuffizienz jedoch nicht aus. Zur Beurteilung der
HerzgroBe (Kardiomegalie: Herz-Thorax-Durchmesser>0,50) hat die Rontgen-
Thorax-Aufnahme nur einen orientierenden Stellenwert (51). Die Bestimmung der
Plasmakonzentration von BNP oder NT-proBNP kann fir die Diagnosestellung einer
Herzinsuffizienz hilfreich sein. Niedrig normale Konzentrationen von BNP/NT-proBNP
bei unbehandelten Patienten machen eine HI als Ursache der Symptomatik
unwahrscheinlich (51). Der besondere Stellenwert einer BNP/NT-proBNP-
Bestimmung in der klinischen Routine liegt derzeit in einem Ausschluss einer
relevanten kardialen Dysfunktion bei unklarer Dyspnoe in der Notfallmedizin (93). Bei
normalen Konzentrationen ist eine weitere kardiologische Abklarung, speziell eine
Echokardiographie, in dieser Situation in der Regel nicht erforderlich. Erganzend
kann eine BNP/NT-proBNP-Bestimmung im Einzelfall zur Beurteilung der klinischen
Situation und Medikamenteneinstellung erganzend hilfreich sein (51). Die Dosierung
der Therapie sollte aufgrund der derzeit noch unzureichenden Datenlage nicht
anhand der BNP/NT-proBNP-Spiegel gesteuert werden (51).

3 Epidemiologie

Der stetig ansteigende Altersdurchschnitt in den industriellen Landern und die
therapeutischen Fortschritte in der Versorgung von Herzpatienten fihren zu einem
standigen Zuwachs an CHI-Patienten und damit verbunden zu einer enormen
Belastung des Gesundheitswesens (10;23:34:59:84:117).

Eine groB angelegte epidemiologische Studie, die Rotterdam-Studie,
ermittelte eine Pravalenz der CHI von 3,9 % (91) in der Bevélkerungsgruppe > 55
Jahre. Diese steigt im héheren Lebensalter zwischen 75-84 Jahren auf 13 % an.
Eine vergleichbare Pravalenz der CHI findet sich in England und im stidwestlichen
Europa (23:91) (s. Tabelle 3).



Tabelle 3: Pravalenz der Herzinsuffizienz (in %) verschiedener Lander.

Alter Rotterdam-Studie Allgemein | NHANES (USA) Epica-Studie
(Jahre) | (Niederlande) Praxis (Portugal)
(England)
Minner Frauen | Gesamt | Gesamt Miinner | Frauen | Gesamt Gesamt
55-64 | 0,7 0,6 0,7 4,5 | 3,0 ‘ 3,7 2,9
65-74 3,7 1,6 2,7 2,7 49 4,3 4,5 7,6
75-84 14,4 12,1 13,0 7,4 14,50

Die European Society of Cardiology (ERC) gibt eine Pravalenz der symptomatischen
Herzinsuffizienz von ~2% in der Gesamtbevélkerung an, womit 14 Millionen
Europaer betroffen sind (30:32;103). Allein in den USA liegt die Inzidenz bei 500.000
Neuerkrankten pro Jahr und die Pravalenz bei 5 Millionen betroffenen Personen (99).

Dabei ergab sich in den letzen 15 Jahren ein Zuwachs der Pravalenz um 3 Millionen
CHI-Patienten (1:99).

Die CHI macht in den europdischen Landern jahrlich 1-2% der
Gesundheitskosten aus (83). Dabei verursacht sie in den USA allein 6,5 Millionen
Krankenhaustage (37) und ist somit die haufigste Ursache flr
Krankenhausaufenthalte. Die anfallenden Kosten betragen allein in den USA Uber
$15 Milliarden pro Jahr (74). Trotz umfangreicher Forschungsaktivitaten verbunden
mit erheblichen Fortschritten in Diagnostik und Therapie ist die Prognose der
Erkrankung nach wie vor schlecht (54). Bei stationaren CHI Patienten betragt die 1-
Jahres-Mortalitatsrate ca. 20-30% (7:37:41:54;77). In der UK-Heart-Studie (United
Kingdom Heart Failure Evaluation and Assessment of Risk Trial) wurde bei Patienten

mit im Vordergrund stehender systolischer HI eine 5-Jahres-Mortalitdtsrate von
41,5% und bei Patienten mit diastolischer HI eine 5-Jahres-Mortalitétsrate von 25,5%
gefunden (76). Eine danische Langzeitstudie mit stationare Patienten mit systolischer
Dysfunktion ergab eine 1-Jahres-Mortalitatsrate von ca. 24% (41).

Aufgrund der hohen soziodkonomischen Relevanz der CHI kommt der
Pravention durch die Erkennung und Modifikation von Risikofaktoren eine besondere
Bedeutung zu. GroBe epidemiologische Studien fanden Hypertonie, ischdmische
Herzerkrankungen, Rauchen, Diabetes mellitus, Ubergewicht und hohes Alter als die
wichtigsten Risikofaktoren der CHI (63;137). Diese Risikofaktoren machen jedoch
nur einen Teil des Gesamtrisikos fur die Erkrankung an einer CHI aus. In den letzten
Jahren wurden mehrere Studien publiziert, die Homocystein (HCY) als Risikofaktor
der CHI vermuten lassen (125;126). Die potentielle Bedeutung der




Hyperhomocysteinamie (HHCY) als Risikofaktor der CHI liegt in der hohen Pravalenz
in der alteren Bevélkerung und in den interessanten therapeutischen Optionen.

4 Klinische und experimentelle Datenlage der HHCY im
Rahmen der CHI

Die HHCY wird seit kurzem als Risikofaktor der CHI diskutiert. Die klinische
Bedeutung der HHCY lasst sich anhand der hohen Pravalenz von 5-10% in der
Gesamtbevdlkerung und von 40 % bei Patienten mit GefaBerkrankungen erkennen
(116). Derzeit qgilt die HHCY als unabhéangiger Risikofaktor flr Herz-Kreislauf-
Erkrankungen und tragt mit 10% wesentlich zum Gesamtrisiko bei (15;40). Klinische
Daten lassen vermuten, dass jedes pumol/l Homocysteinanstieg mit einer 6—7%igen
Risikoerh6hung assoziiert ist (14). Dementsprechend kdénnten, basierend auf
unterschiedlichen Berechnungsgrundlagen, durch Senkung erhdhter
Homocysteinspiegel bis zu 25 % der kardiovaskularen Ereignisse vermieden werden
(96:123:128). Eine HHCY gilt ebenfalls als unabhangiger Risikofaktor flr
thrombotische, neurodegenerative und Schwangerschafts-assoziierte Erkrankungen

(116). Gerade mit steigendem Alter nimmt die Pravalenz der HHCY zu (116). Der
Altersgipfel der HHCY, welches sich mit dem Altersgipfel der CHI Uberschneidet, liegt
im fortgeschrittenen Lebensalter (126). Da sowohl die Inzidenz als auch der
Schweregrad der CHI mit der H6éhe der HHCY Kkorrelieren, kann ein

Kausalzusammenhang zwischen HHCY und CHI vermutet werden (47;125).

Die erste klinische Studie, die eine Verbindung zwischen HCY und CHI
herstellte, wurde an Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz durchgefthrt (13). In
dieser Querschnittsstudie, die 75 Patienten einschloss, fand sich eine positive
Korrelation zwischen HCY und dem kardialen Massen-Index, der Septumdicke, der
Hinterwanddicke sowie dem linksventrikularen enddiastolischen Durchmesser
(LVEDD). Zu ahnlichen Ergebnissen kamen Wocial et al., die 37 Patienten mit
essentieller Hypertonie untersuchten. Auch hier fand sich eine positive Korrelation
zwischen HCY und dem kardialen Massen-Index (132). Cooke et al. beobachtete
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héhere HCY-Werte bei 37 CHI-Patienten und 93 Post-Herztransplantations-Patienten
im Vergleich zu 18 gesunden Kontrollen (28).

In einer groBen Untersuchung an 600 randomisiert selektierten Krankenhaus-
Patienten fanden Ventura et al. eine altersbezogene Korrelation zwischen dem
Vorliegen einer CHI und einer HHCY (126). Daten aus der prospektiven
Framingham-Studie belegen dartber hinaus eine deutlich erhéhte Inzidenz der CHI
bei Personen mit HCY-Werten oberhalb der geschlechtsspezifischen Medians (125).
Dieser Zusammenhang zeigte sich bei Mannern und Frauen gleichermaBen (s.
Abbildung 1).

N 12
% 10 Frauen Méanner HCY >11.7
N & HCY > 11.0
- 8
o L
20 6 HCY <11.7
S5 4 HCY < 11,0
35 O
£ 2
=]
X 0 " " " " " " " '
0 2 4 6 o 2 4 6 8
Zeit, Jahre Zeit, Jahre

Geschlechts-spezifische Mediane der HCY-Konzentration, pmol/L Vasan RS et al., JAMA 2003

Abbildung 1: Kumulative Inzidenz der CHI in Personen mit HCY ober- bzw. unterhalb des
geschlechtsspezifischen Medians. Die Daten stammen aus der prospektiven Framingham-
Studie mit 1547 Frauen und 944 Manner, Alter zwischen 60-95 Jahren, ohne
vorausgehenden Myokardinfarkt (Beobachtungsdauer 8 Jahre).

Neben dem Zusammenhang zwischen HHCY und Inzidenz der CHI konnten
Herrmann et al. auch eine signifikante Korrelation des HCY-Spiegels mit dem
Schweregrad der CHI zeigen. Dabei wurden Beziehungen mit klinischen (NYHA),
echokardiographischen (LVEDD, EF) und laborchemischen (NT-proBNP)
Parametern gefunden (47) (s. Abbildung 2).
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Abbildung 2: Zusammenhang zwischen HCY Konzentration und anderen Parametern der
CHF. (A), Boxplot (25th—75th Perzentile) Beziehung zwischen HCY und NYHA Klassifikation.
Co, Kontrollen. (B), Pearson Korrelations-Analyse von log(HCY) und log(NT-proBNP). (C),
Pearson Korrelations-Analyse von log(HCY) und LVDD. (D), Pearson Korrelations-Analyse
on log(HCY) und Ejektions Fraktion (EF).

Zwei weitere Studien belegen dies durch HCY-Plasmaspiegel-abhangige

linksventrikulare Struktur- und Funktionsverdnderung (25;119): Cesari et al. zeigten

bei hypertensiven Patienten eine negative Korrelation zwischen HCY und EF. HCY
war in dieser Studie der starkste Pradiktor fir eine reduzierte EF (25). Sundstrom et
al. wiesen in einem Subkollektiv der Framinghamstudie eine positive Korrelation
zwischen HHCY und dem linksventrikularen Massen-Index (LVMI) sowie der
kardialen Wanddicke (119) nach. Da die HHCY ein Risikofaktor der KHK ist, die HKH
aber auch regelmaBig an der Entstehung einer CHI beteiligt ist, stellt sich die Frage,
ob der Zusammenhang zwischen CHI und HHCY nur durch die kardiovaskularen
Effekte des HCY bedingt sind oder ob direkt toxische Effekte auf das Myokard
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existieren. Zusammenfassend belegen die klinischen Studien Zusammenhéange
zwischen der HHCY und der Inzidenz sowie dem Schweregrad der CHI. Dies deutet
darauf hin, dass die HHCY mdglicherweise als Risikofaktor der CHI anzusehen ist.

Um die HHCY als kausal wirksamen Risikofaktor zu etablieren, muss die
Ursachen-Wirkungsbeziehung zwischen HHCY und dem Auftreten der CHI
nachgewiesen werden. Hierzu sind experimentelle Studien nétig, von denen es
bislang aber nur wenige gibt.

Die meisten dieser Versuche wurden von der Arbeitsgruppe um Joseph et al.
durchgeflhrt. In einer ersten Studie wurden spontan hypertensive Ratten (SHR) mit
einer Homocystin angereicherten Didt (Homo) und einer Homocystin angereicherten
Vitaminmangel-Diat  (Vitaminmangel-Homo) gefittert. Unter der Homo-Diat
entwickelte sich eine intermediare HHCY (IH) und unter der Vitaminmangel-Homo-
Diat eine schwere HHCY (SH) (58). Die mittleren HCY-
Plasmaspiegelkonzentrationen betrugen fir die Kontrollgruppe 4,3 pmol/L, 47,1
pmol/L fir die IH-Gruppe und 202,8 pmol /L fir die SH-Gruppe. Nach 10 Wochen
Fltterung zeigte sich eine Zunahme des interstitiellen und perivaskularen Kollagens,
sowie eine Zunahme der Mastzellen im Myokard. Aus diesen strukturellen
Veranderungen schlossen die Autoren auf ein gestértes kardiales Remodelling. Die
histologischen Veranderungen wurden von einem erhéhten linksventrikularen-
enddiastolischen Druck (LVEDP) als Indikator einer diastolischen Dysfunktion
begleitet. Zusatzlich hatten sich eine Mediaverdickung und ein Anstieg des
koronaren Perfusionsdruckes entwickelt. Blutdruck, systolischer Spitzendruck,
Relaxations- und Kontraktionsgeschwindigkeit blieben unbeeintrachtigt. Auch das
relative Herzgewicht und kardialer Myozytendurchmesser wiesen keine signifikanten
Veranderungen auf.

In einer anschlieBenden Studie wurden statt SHR, normotensive Ratten
verwendet (55). Dieser Versuch bestatigte die vorherigen Ergebnisse. Zusatzlich
waren ein  erhOhtes  relatives  Herzgewicht und ein  vergrbBerter

Myozytendurchmesser nachweisbar (s. Abbildung 3).

13



Abbildung 3:
Joseph et aIB2003
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Die Echokardiographie ergab eine vergroBerte Septumdicke und Hinterwanddicke,
eine erniedrigte linksventrikulare diastolische Lumenflache und folglich eine
konzentrische Hypertrophie.

Erganzt wurden diese Beobachtungen durch Untersuchungen am linken
Vorhof, der aus der IH-Gruppe und SH-Gruppe enthommen und in einem
Elektrolytbad elektrisch stimuliert wurden (57). Die Inotropie des linken Vorhofs
erwies sich als signifikant erhoht. Hohe Isoproterenol-Konzentrationen fihrten beim
HCY-behandelten Vorhof zu einem starkeren Anstieg der Kontraktionskraft
verglichen mit den Kontrollen, was auf eine erhéhte Expression bzw. Aktivitat der
adrenergen Rezeptoren am Myokard zurtickgefihrt werden kann. Zusatzlich wies
eine Zunahme des interstitiellen Kollagens im linken Vorhof auf ein Fibrose hin. Die
Autoren vermuteten darin eine Anpassung des linken Vorhofs an die Veranderungen
des linken Ventrikels. Dabei beziehen sie sich auf eine Studie von Braunwald et al.
(16) die zeigte, dass der mittlere linke Vorhofdruck bei ventrikularer Dysfunktion
erhoht ist.

In einer weiteren Studie in ex-vivo-perfundierten Rattenherzen konnte ein
endothelial bedingter negativer inotroper Effekt von HCY festgestellt werden, der
weder durch Stickstoffmonoxid (NO), Atropin, noch durch Cyclooxygenase-Produkte
erklart werden konnte (65). Da unter dem Einfluss von HCY die endotheliale

Adenosin-Produktion erhéht wurde, versuchte man durch gleichzeitige Blockade der
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Adenosin-Rezeptoren eine Wiedererh6hung der Inotropie zu erreichen (64). Zwar
verbesserte sich die Kontraktionskraft des Herzens, allerdings war der Effekt
schwach, so dass weitere Faktoren vermutet werden, die flr die negative Inotropie

ursachlich sind.
Zusammenfassend wiesen alle diese Versuche darauf hin, dass eine HHCY

eine Hypertrophie sowie und ein pathologisches Remodeling hervorruft. Ebenfalls
deutet der erhdhte diastolische Druck auf eine diastolische Dysfunktion hin.
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5 HCY-Stoffwechsel

HCY st eine nicht-proteinbildende schwefelhaltige Aminosaure, die als
Intermediarprodukt im Methionin-Stoffwechsel entsteht (s. Abbildung 4).

ATE
Methionin
Serin o
. Tetrahydrofalat
Glycin ( S-Adenosylmethionin (SAM)
e Dimethyiglycin
CHy-Akzeptor
5, 10-Methylen-
tetrahydrofol at o o o
\o Betain --#f— Cholin
. 5-Methyl- S-Adenosyl-Homocystein (SAH)
Threonin Tetrahydrofolat

0 ..

Homocystein

Adenosin

o + Serin

Cystathionin

(Glutamat)

Glycerin + Glutamin + o

Glutathion ««——— y-Glutamylcystein «€————— Cystein ——— 504

10/

1. S-Adensyl-L-Methionin Synthetase = 7. Methylen-Tetrahydrofolat Reduktase
Methionin-Adenosyltransferase 8. Cystathionin B-Synthase, B, anhingig

2. Transmethylierungsreaktionen 9. y-Cystathionase =

3. S-Adenosyl-L-Homocystein-Hydrolase Cystathionin-y-Lyase, Bg abhangig

4. Betain-Homocystein Methyltransferase 10.Glutamyl-Cystein-Synthetase

5. Homocystein-Methyltransferase = 11.Glutathion-Synthetase

Methionin- Synthase, B,, abhingig
6. Serin-Transhydroxymethylase, B, abhdngig

Abbildung 4: Das Methionin-Homocystein-Glutathion-System (modifiziert nach Léffler und
Petrides, 2003; Resch et al., 1995)

Die schwefelhaltige Aminosaure Methionin fungiert in ihrer aktivierten Form dem
S-Adenosyl-Methionin (SAM) als universeller Methylgruppendonor im menschlichen
Organismus. Dabei werden die Methylgruppen auf ein breites Spektrum von
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Akzeptoren Ubertragen, wie z.B. Myelin, Melatonin, DNA, RNA und Kreatinin. Durch
die Ubertragung der Methylgruppe entsteht aus SAM S-Adenosyl-Homocystein
(SAH), welches mithilfe der S-Adenosyl-L-Homocystein-Hydrolase zu HCY und
Adenosin hydrolysiert wird. Dieses HCY stellt eine zelltoxische Aminosaure dar.
Daher ist die Zelle bestrebt dieses Intermediérprodukt zu eliminieren bzw. in weniger
geféhrliche Substanzen umzuwandeln. Hierflr stehen der Zelle drei Moéglichkeiten
zur Verfigung: Zum einen wird HCY durch Aufnahme einer Methylgruppe von 5-
Methyltetrahydrofolat (5-Methyl-THF) oder von Betain zu Methionin remethyliert
(Remethylierung). Alternativ kann HCY mit Hilfe von Cystathionin-B-Synthase (CBS)
und y-Cystathionase katabolisiert werden. Dabei kondensiert HCY mit Serin zu
Cystathionin, das irreversibel zu Cystein und a-Ketobutyrat hydrolytisch gespalten
wird (Transsulfurierung). Mit Ausnahme der Remethylierung Uber Betain, stellen die
Remethylierung tber 5-Methyl-THF als auch die Transsulfurierung vitaminabh&ngige
Reaktionsschritte dar. Uber die Remethylierung und Transsulfurierung hinaus gibt es
die Méglichkeit des aktiven Exports des HCY aus der Zelle ins Plasma. Im Plasma
liegt HCY in weniger als 2% in der freien, reduzierten Form vor. Der Uberwiegende
Teil ist auf verschiedene Art und Weise an Proteine gebunden (s. Abbildung 5).

Freies Homocystein Proteingebundenes Nicht-Proteingebundenes
(1-2%) Homocystein Homocystein
| (70-90%) (5-10%)
|
1 1
Cle | C|H2 CH, CHz
1
CIH2 I CIHz CIHz Cl-lz
CiH —NH; cH= NH, NH~ c1!H (!H —NH,
COOH ' COOH
: COOH  cooH
| S-Proteingebundenes Homocystein/ Homocystein/
I Gemischtes Disulfid reines Disulfid
S——S8§ Ss— S
| | | |
CH, CH, CH, CH,

1 1 HS I I

cH, cH, ! CH, CH—NH,
NH;= CH CH—NH NH—qH  COOH
COOH COOH COOH
Cystein-Homoc ystein/

N-Proteingebundenes Homocystein Gemischtes Disulfid

Abbildung 5: Im Plasma vorliegende Homocystein-Formen.
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Den zytotoxischen Effekt bewirkt HCY hauptsdchlich Gber oxidativen Stress, der
durch Autooxidation, H>O.-Bildung (52), Inhibition der Glutathion-Peroxidase (90)
und Senkung der antioxidativen Kapazitat im Plasma (127) verursacht wird.

Es wird angenommen, dass die Zunahme von oxidativen Stress im Herz eine
wesentliche Komponente in der Pathogenese der Herzinsuffizienz darstellt. Neben
tierexperimentellen Studien (8:111) zeigen auch mehrere klinische Arbeiten eine
Assoziation der CHI mit vermehrtem oxidativen Stress (5:35:62:80:112;115;136). Die
Induktion von oxidativem Stress durch die Verminderung der NO-Verfligbarkeit und

einer gesteigerten Sauerstoffradikalbildung ist vermutlich der priméar pathologische
Prozess im Rahmen der HHCY-induzierten CHI. Tyagi et al. (121) zeigten in einer
Zellkulturstudie eine HCY-abhangige Verminderung des Stickstoffmonoxid (NO). Da
verschiedene Studien bereits eine Uberproduktion von Superoxid und Peroxynitrit,
zwei potenten Oxidantien, bei Abnahme des NO nachgewiesen haben (19;110:121),
ist bei HHCY von einer gesteigerten oxidativen Belastung auszugehen. In einer
Nachfolgestudie konnten Tyagi et al. nachweisen, dass NO auch an der Regulation
des kardialen Remodelings beteiligt ist und ein wichtiges antihypertrophes Agens
darstellt (122).

6 Brain Natriuretic Peptide (BNP)

BNP ist ein Protein, das in vivo natriuretisch und diuretische Wirkung erzielt.
Der Uberwiegende Anteil wird im Myokard des linken Ventrikels synthetisiert. BNP
wurde erstmals in Schweinehirn nachgewiesen. Mittlerweile wurde gezeigt, dass der
Uberwiegende Teil im Ventrikel synthetisiert und ins Blut sezerniert wird. Im
klinischen Alltag sind sowohl das aktive Hormon BNP als auch das inaktive
Spaltprodukt N-terminal fragment of the pro-peptide of brain natriuretic peptide (NT-
proBNP) eingesetzt, dabei werden derzeit beide als gleichwertig angesehen, wobei
es jedoch deutliche Unterschiede in der Halbwertszeit (HWZ) gibt ( BNP-HWZ:
22min, NT-proBNP-HWZ: 120min (81:92). Trotz Unterschiede sind beide Marker
geeignet einen Eindruck Uber die aktuelle Funktion des Herzens wiederzugeben und
werden daher im weiteren vereinfacht als BNP zusammengefasst (12). Da der
GroBteil der zirkulierenden BNP-Menge im Ventrikel produziert wird, wird BNP als
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Marker far die ventrikulare Dysfunktionen angesehen (95;120). Die Plasma-
Konzentration ist dabei direkt proportional zur Héhe der Druckbelastung (78;120) und
ist ein unabhangiger Pradiktor einer erhdhten LVEDP (81:92). Erhdhte BNP-Spiegel
finden sich dardber hinaus auch bei einer diastolischen Dysfunktionen. Verschiedene
Studien (47:78:120) konnten auBerdem zeigen, dass der BNP-Plasmaspiegel auch
den Schweregrad der CHI wiederspiegelt und daher mit der NYHA-Klassifikation
korreliert (s. Abbildung 6). Des Weiteren finden sich erhéhte BNP-Werte bei
ventrikularer Hypertrophie, Herzklappenerkrankungen, akuter und chronischer

Ischamie sowie arterieller Hypertonie und der Lungenembolie. Haufig sind erhdhte
NT-proBNP-Werte bereits vor dem Nachweis echokardiographischen Verdnderungen
messbar und kdnnen sowohl systolische als auch diastolische Dysfunktionen

anzeigen, was ihn flr experimentelle Fragestellungen wichtig macht (12;29).

Abbildung 6:

Mit ansteigender NYHA-Klassifikation
stieg ebenfalls der BNP-Level
(Mittelwert + SD): von 51 £ 20 pg/ml
bei Patienten mit NYHA | auf 281 *
223 pg/ml bei Patienten mit NYHA I,
562 + 346 pg/ml bei Patienten mit
NYHAIIl, und 1061 = 126 pg/ml bei
Patienten mit NYHA IV (p = 0.002).
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7 Ziel der Arbeit

Bisher wurde der kausale Zusammenhang zwischen HHCY und CHI nur
mittels Echokardiographie, Histomorphometrie und ex-vivo Perfusion belegt

(55:57:65). Alle diese Verfahren weisen zum Teil eine erhebliche Abhangigkeit vom

Untersucher auf und gehen mit einer eingeschrankten Reproduzierbarkeit einher.
BNP ist ein moderner biochemischer Marker der CHI, der sich durch eine hohe
Reproduzierbarkeit und eine gute Standardisierung des analytischen Prozesses
auszeichnet (50). Dartber hinaus verfugt BNP Uber einen hohen negativen

pradiktiven Wert (50;82:97). Aufgrund der existierenden Daten und der analytischen

Vorteile von BNP kann spekuliert werden, dass eine isolierte HHCY in vivo zu einer
signifikanten Induktion von BNP fihrt. Ziel der Arbeit war es deshalb, diese
Hypothese in einem Tierversuch zu untersuchen. Dazu sollte bei gesunden
erwachsenen Wistar-Ratten auf zwei verschiedenen Wegen eine isolierte HHCY
induziert werden und die Auswirkungen auf die BNP-Expression sowie das
myokardiale Remodelling analysiert werden. Um den Kausalzusammenhang zu
erharten, sollte darUber hinaus natives ex-vivo Myokardgewebe mit ansteigenden
HCY-Konzentrationen superfundiert werden und die Auswirkungen auf die BNP-
Expression erfasst werden. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sollen dazu
beitragen, die HHCY als Risikofaktor und kausal wirksames Agens in der
Pathogenese der CHI zu etablieren.
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III Material und Methodik

1 Studiendesign

In einem Fltterungsversuch wurden insgesamt 50 Ratten auf 5 Gruppen a 10
Tiere aufgeteilt und Uber 3 Monate mit 4 verschiedenen Diaten geflttert. Ziel der
Diaten war es, einen Anstieg des Homocystein(HCY)-Plasmaspiegels auf
verschiedenen biochemischen Wegen zu induzieren. Am Ende des Versuchs wurden
das Blutplasma und das Myokard mittels biochemischer, histomorphometrischer und
molekularbiologischer Methoden hinsichtlich Herzinsuffizienz-typischer
Veranderungen untersucht. Aufgrund von Platzmangel im Tierstall konnten nicht alle
Gruppen parallel bearbeitet werden. Deshalb wurden die Ratten auf 2 Durchgénge
aufgeteilt. Der erste Durchlauf beinhaltete die folgenden 3 Gruppen: Methionin (Met),
Homocystin 1% (Homo 1%) und eine Kontrollgruppe (Ko1). Im zweiten
Versuchsdurchlauf wurden die Homocystin 2% (Homo 2%)- und eine weitere

Kontrollgruppe (Ko2) untersucht.

Kapillare Blutentnahmen erfolgten vor Beginn der Fitterung aus dem
retrobulbaren Plexus des Auges und am Versuchsende aus dem rechten Ventrikel.
Hierzu wurden die Tiere andasthetisiert und anschlieBend Heparin-Vollblut
entnommen. Herzfrequenz, Blutdruck und Ko&rperendgewicht wurden kurz vor
Versuchsende bestimmt. Nach der zweiten Blutentnahme wurden die Tiere durch
eine Uberdosis Narkotika euthanasiert und das Herz sowie die Lungen fiir weitere
Untersuchungen entnommen. Die asservierten Organe wurden zunachst gewogen.
AnschlieBend wurde aus dem Herzen der linke Ventrikel isoliert und in vier Aliquote
geteilt. Ein Aliquot wurde flr histomorphometrische Analysen fixiert und die anderen
drei in flussigem Stickstoff tiefgefroren. Als KenngréBen der Herzinsuffizienz wurden
histomorphometrisch die Mastzelldichte, das perivaskulare und interstitielle Kollagen
und der BNP-Gehalt im Gewebe bestimmt. Zusatzlich wurden aus dem Blutplasma
BNP, HCY, Folsaure und Vitamin B1, bestimmt. (s. Schaubild 1).
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Schaubild 1: Schematische Darstellung des Studiendesign.

Zur Uberpriifung der Hypothese, dass erhdhtes HCY zu einer Induktion der
BNP-Synthese und Sekretion flhrt, wurde in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. med.
Rainer H. Straub (Klinik und Poliklinik fir Innere Medizin des Klinikums der
Universitat Regensburg) frisch asserviertes ex-vivo-Rattenmyokardgewebe mit
konditioniertem HCY-Medium superfundiert.

2 Tiermodell

Es wurden 10 Wochen alte weibliche Wistar-Ratten von Charles River
(Sulzfeld, Deutschland), mit anndhernd gleichem Ausgangskdrpergewicht von 240g,
verwendet. Im Sinne einer Akklimatisation wurden die Tiere nach Eintreffen aus der
Zuchthaltung fir einige Tage mit Standard-Diat und Leitungswasser versorgt. Erst
dann erfolgte die Randomisierung der Tiere in die oben bezeichneten Gruppen.

FUr die Randomisierung wurden jeweils 25 Tiere zusammen in einen groBen
Behalter gebracht. Aus der Mitte dieses Behalters wurde jeweils eine Ratte
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entnommen und einer der Gruppen zugeteilt. In einem ersten Durchlauf wurden die
Ratten in die Gruppen 1 bis 5 einsortiert, in einer 2. Runde in umgekehrter
Reihenfolge usw. bis der Behalter leer war. Die restlichen 25 Tieren wurden nach

dem selben Schema randomisiert. Dieses Verfahren diente der Gruppengleichheit.

Jede Ratte wurde mit einer spezifischen Ohrlochkombination versehen,
bestehend aus ganzen und halben Léchern. Zuséatzlich wurde jeder Kéafig durch eine
Aufschrift der zugehdrigen Diatgruppe gekennzeichnet. Somit war eine eindeutige
Zuordnung gewabhrleistet.

Alle Tiere wurden in einem klimatisierten Raum untergebracht, in dem durch
einen Zeitschalter 12:12h Tag- und Nacht-Zyklus simuliert wurde. Luftfeuchtigkeit
und Temperatur betrugen konstant 52 + 10 % bzw. 22 + 2 °C. Die Nahrung wurde in
Form von Pellets dargereicht und stand den Tieren permanent und unlimitiert zur
Verfugung. Die Fressmenge wurde durch regelmaBiges Wiegen der verbleibenden
Nahrungsmenge am Wochenende ermittelt.

3 Diaten

Den Diaten aller Gruppen lag eine Standarddiat auf pflanzlicher Basis zu
Grunde (Altromin C1000 Kontrolldiat und Altromin 1340 Haltungsdiat, Altromin
Gesellschaft fur Tierernahrung mbH, Deutschland, Lage), die in Form von Pellets
dargereicht wurde. Die gereinigte Kontrolldiadt C1000 enthielt alle wesentlichen
Nahrungsbestandteile in definierter Menge:

— Vitamin B1: 20 mg/kg,
— Vitamin B2: 20 mg/kg,
— Vitamin B6: 15 mg/kg,
— Vitamin B12: 0,041 mg/kg,
— Folsaure: 10 mg/kg,

— Energiegehalt: 3518 Kcal/kg
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Die native Haltungsdiat wies einen etwas héheren Vitamingehalt auf. Der
Energiegehalt lag mit 2490 Kcal/kg etwas niedriger. Die unterschiedlichen
Kontrolldiaten wurden gewahlt, weil nach dem ersten Durchlauf festgestellt wurde,
dass mit der Kontrolldiat die Vitaminkonzentrationen besser zu standardisieren
waren. Im Vergleich zur entsprechenden Kontrollgruppe enthielten die Diaten der
Met-, Homo 1%- und Homo 2%-Gruppen verschiedene Zusatze, um erhéhte HCY-
Plasmaspiegel zu induzieren. Die detaillierten Zusammensetzungen fir die einzelnen

Gruppen sind in Tabelle 4 aufgelistet.

Tabelle 4
Ko1 Met Homo 1% Ko2 Homo 2%
Basisdit Altromin Altromin Altromin Altromin Altromin
1340 1340 1340 C 1000 C 1000
L-Methionin* g/kg 4 24 4 4 4
DL- 0 0 10 0 20

Homocystin**g/kg

* in der Standard-Diét sind bereits 4 g L-Methionin enthalten
** DL-Homocystin von Sigma-Aldrich (Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland )

4 Narkoseverfahren

Fir die Blut- und Organentnahme wurden die Ratten mit einer Ketamin-
Rompun-Mischung (1:0,24) und einer Dosis von 0,1 ml pro 100 mg K&rpergewicht
narkotisiert. Dabei lag Rompun (Bayer HealthCare, Leverkusen, Deutschland) in
einer 2% und Ketamin (Pharmacia, Erlangen, Deutschland) in einer 0,1% L&sung
vor. Die Injektion erfolgte intraperitoneal in Ricken- und leichter Kopfschraglage.
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5 Analysen

5.1 Blutdruck und Herzfrequenz

Die Bestimmung der allgemeinen Vitalparameter Herzfrequenz und
systolischer Blutdruck erfolgte nicht-invasiv am Schwanz der wachen Ratte mit dem
TSE Blutdruck-Monitor Serie 9000 (TSE Systems GmbH Bad Homburg, Germany),
einer Blutdruckmanschette und einem piezoelektrischen Pulsaufnehmer. Fir die
Messungen wurden die Ratten vorlbergehend in Blutdruckmesskafigen fixiert. Da
der Rattenschwanz bei Raumtemperatur nur schwach durchblutet ist, befanden sich
die Kafige flr die Messungen in einer TSE-Warmebox (TSE Systems GmbH Bad
Homburg, Germany), in der die Temperatur konstant 37°C betrug. Die
Druckmanschette wurde den Tieren locker bis kurz vor die Schwanzwurzel
geschoben und der Pulsaufnehmer hinter der Druckmanschette (ca. 1cm) festsitzend
platziert. Die Manschette wurde nun schrittweise mit Hilfe eines Druckgenerators
aufgeblasen und die Schwanzarterie dadurch schrittweise komprimiert (arterielle
Okklusion). Beim vollstandigen VerschlieBen der Arterie wurde der dazugehérige
systolische Druck registriert. AnschlieBend erfolgte die Druckentlastung in der
Manschette. Die Bestimmung der Herzfrequenz erfolgte dabei kontinuierlich aus dem
Pulssignal Uber Mittelwertbildung.

5.2 Erhebung der Organparameter

5.2.1. Praanalytik: Aservierung der Organe

a) Rahmenbedingungen

Dem Operateur wurde durch eine zweite Person eine Ratte gereicht, deren
Ohrlécher in Abwesenheit des Operateurs mit Klebeband verdeckt wurden. Der

Operateur war somit wahrend der Messungen und Eingriffe verblindet. Vor dem
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Eingriff wurden die Tiere wie in Kapitel 4 beschrieben narkotisiert. Dabei wurde fur

die finale Organentnahme die doppelte Dosis verabreicht (0,2 ml pro 100g KG).

b) Organentnahme

Vor dem Eingriff wurde die narkotisierte Ratte in Rlckenlage auf einer stabilen
Unterlage fixiert. Erstes Ziel war es, einen intrathorakalen Zugang zu schaffen, ohne
die darin befindlichen Strukturen zu verletzen. Hierflr wurde von der zum Abdomen
gerichteten Zwerchfellseite der ,lungenfreie® Recessus costodiaphragmaticus
angeschnitten und damit eine L&sion der Lunge verhindert. Um allerdings einen
freien Blick auf das Zwerchfell zu bekommen, wurden Fell und Bauchfell entlang der
Medianlinie/Linea alba bis zum Thorax aufgeschnitten und kurz unterhalb des

Zwerchfells parallel zum unteren Rippenbogen durchtrennt (s. Bild 1).

Peritoneum

Brustkorb

Schwert-
fortsatz

Leber

abgetrenntes
Fell

Darm

Bild 1: Fell und Peritoneum werden bis zum Schwertfortsatz 1angs erdffnet.
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Als nachstes wurde der Thorax, nach Anschneiden des Zwerchfells und

Kollabieren der Lunge, durch Durchtrennung der Rippen in der Paraaxillarlinie auf

beiden Seiten bis zur 2. Rippe durchtrennt und nach oben geklappt (s. Bild 2).

Schwertfortsatz aufgeklappter
Brustkorb

Herz

Lungen

Bild 2: Darstellung der Thoraxorgane bei er6ffnetem Thorax.
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Das jetzt freiliegende Herz wurde am rechten Ventrikel mit einer frisch
heparinisierten Spritze zur Blutentnahme punktiert (s. Bild 3). Das Blut wurde von
einem Assistenten direkt zentrifugiert und das Plasma flir die anschlieBende
Lagerung in 0,5 ml EppendorfgefaBe Uberfihrt (siehe unten).

Punktion
der
rechten
Kammer

Bild 3: Punktion der rechten Herzkammer.

Dann erfolgte die Entnahme des Herzens. Dazu wurden erst die Vena cava
inferior, die Aorta und die Vena cava superior en block durchtrennt und anschlieBend
bei angehobenem Herzen die Venae pulmonalis durchschnitten. Dieses Verfahren
wurde im Vorfeld so optimiert, dass die myokardiale Ischamiezeit méglichst kurz war.
Nach der Enthahme wurde das Herz sofort in eisgekUhlte isotone Krebs-Henseleit-
Lésung (58) (NaCl: 118 ,CaCl: 1,8 ,KCI: 3,7 ,MgCl,: 1,2 ,KH,PO4: 1 ,NaHCO3: 27,1,
Glc: 11,1 (mM)) gelegt und der linke Ventrikel mithilfe einer mikrochirurgischen
Schere und Pinzette isoliert. Daflir wurden erst die Vorhéfe abgetragen und dann
entlang der Septumgrenze die Wand des rechten Ventrikels entfernt (s. Bild 4).
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Bild 4: Praparation des Rattenmyokards. Vorhéfe sind bereits entfernt und die Wand des
rechten Ventrikel wurde entlang der Septumgrenze ventral bis zur Herzspitze abgetragen.
Der Einfluss- und Ausflusstrakt des rechten Ventrikel sind damit nicht mehr darstellbar.

Danach wurde der Ventrikel entlang der Herzachse in 4 Aliquote geteilt. Ein Aliquot
wurde in 4% Formalin fir die histologische Analytik gelagert, wahrend die restlichen
Aliquote zur molekularbiologischen Untersuchung in flissigem Stickstoff

schockgefroren und dann bei =80 °C gelagert wurden.
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5.2.2. Analytik

Wie in Kapitel 4.2.1. beschrieben erfolgte das Wiegen direkt im Anschluss an
die Entnahme, Prgparation und Aliquotierung des linken Ventrikels. Dieses Verfahren
wies in Vorversuchen die geringsten Schwankungen auf (< 0,5%). Zuletzt wurden die
mit Blut benetzten Lungen kurz gespult und deren Gewicht bestimmt (s. Bild 5).
Beide Organgewichte wurden mit einer Sartorius Genius Waage ermittelt (s. Bild 6)
(Sartorius AG, Géttingen, Deutschland).

rechte Lungen linke Lungen

Bild 5: Darstellung der beiden Lungenfligel.

30



Isolierter linker Ventrikel

Waage

Bild 6: Bestimmung des Ventrikelgewichtes auf der Sartorius Waage.
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5.3 Morphometrie

5.3.1. Praanalytik

a) Herstellung des Gewebeschnittes

Die folgenden Schritte dienten der Herstellung von Gewebeschnitten fir die
histomorphometrische Analytik. Als Erstes wurde das Herzgewebe Uber Nacht mit
einer aufsteigenden Alkoholreihe Uber 12 h entwassert (jeweils 2 h in Ethanol 70%
—> Ethanol 80% —> Ethanol 90% —> Ethanol 100% —> 2x Xylol) und am Ende in
flissiges Paraffin Gberfihrt. Damit das Myokardgewebe angeschnitten werden
konnte, musste die gewilinschte Schnittflache des entwasserten Gewebes auf den
Grund einer Passform gedrickt und mit Paraffin Gbergossen werden. Der Behalter
stand dabei auf einer Kihlplatte, die das Paraffin sofort verfestigte. Der gekulhlte
Block wurde anschlieBend solange mit einem Rotationsmikrotom Modell 1130/Biocut
(Reichert Jung, Nussloch, Germany) angeschnitten, bis das Myokardgewebe in dem
Paraffinblock zum Vorschein kam. Nun wurde die gewilinschte Schichtdicke von 5 pm
eingestellt. Es wurden jeweils 3 Gewebeschnitte aus zwei Ebenen gewonnen, wobei
die beiden Ebenen einen Abstand von 100 pm aufwiesen. Diese Paraffinschnitte
wurden dann in ein Wasserbad gelegt und anschlieBend auf einen Objekttrager
Ubertragen und beschriftet. Bei 67 °C wurden die Objekttrager erwarmt, um das
Gewebe von Paraffin zu befreien. Am nachsten Tag erfolgte dann die Farbung des
Gewebes.

b) Mastzellfarbung

Fir die Farbung der Mastzellen wurde der Farbstoff Toluidin (Sigma,
Taufkirchen, Germany) verwendet, da diese Substanz mit der Mastzellgranula eine
unldsliche chemische Bindung eingeht. Zunachst wurde der Gewebeschnitt in einer

absteigenden Alkoholreihe (s.u.) der wéassrigen Toluidinldsung angepasst.
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Absteigende Alkoholreihe: 3x 10 min Xylol
3x 2 min Alkohol 96%
1x 2 min Alkohol 70%
1x 5 min Alkohol 30%

1x 5 min in Aqua dest. Spulen

Direkt im Anschluss wurde der Gewebeschnitt in einer 0,001% wassrigen
Toluidin-Lésung (10mg Toluidinpulver auf 1L Aqua dest.) far die Dauer von 30 min
inkubiert. Um zu verhindern, dass das Praparat durch den Alkohol verschmiert wird,
war eine leichte Entfarbung in Aqua dest. fir 5 min notwendig. Eine Entfarbung der
Mastzellgranula war hingegen nicht moglich, da das Toluidin Uber eine
Schwefelverbindung fest an die Mastzellgranula gebunden ist. In den letzten
Schritten wurde das Gewebe durch eine aufsteigende Alkoholreihe (s.u) entwéassert
und damit haltbar gemacht.

Aufsteigende Alkoholreihe : 1x 4 min 30% Alkohol
1x 2 min 70% Alkohol
1x 1 min 80% Alkohol
1x 1 min 96% Alkohol
3x 10 min Xylol

Zum Schluss wurde ein Deckglas mit Hilfe von Corbit-Balsam an den
Gewebeschnitt fixiert. In Vorversuchen wurde die Farbung so abgestimmt, dass bei
minimaler Farbung des umliegenden Gewebes eine optimale Farbung der Mastzellen
erreicht wurde. Dabei waren die Zellgrenzen sowie der Zellkern gut erkennbar und
die Granula deutlich angefarbt. Alle anderen Strukturen traten durch diese Farbung
im mikroskopischen Bild in den Hintergrund, was Voraussetzung fur eine gute

Zelldifferenzierung war (s. Bild 7).
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Bild 7: Mastzelldarstellung in 40x (A) und 10x (B) VergréBerung. Zellkern und Granula sind
deutlich erkennbar.

c) Kollagenfarbung

FOr die Farbung des Kollagens wurde der Farbstoff Sirius-Red (Sigma,
Taufkirchen, Germany) verwendet. Zur Herstellung der Siruis-Red Lésung wurde 32
ml Aqua dest. mit 1,2% Picrinsaure auf 500 ml aufgeflllt. Dann wurde mit Hilfe von
10 M NaOH ein pH von 2 eingestellt und anschlieBend 0,5 g Sirius-Red
hinzugegeben. Uber Nacht wurde die Lésung bei Dunkelheit gertihrt.

Fir die Farbung wurden die oben bereits beschriebenen Gewebeschnitte verwendet.
Die Farbung begann mit der absteigenden Alkoholreihe: ~ 3x 10 min Xylol
3x 2 min Alkohol 96%
1x 2 min Alkohol 70%
1x 5 min Alkohol 30%
1x 5 min in Aqua dest.

1x 10 min in Aqua dest.

AnschlieBend erfolgte eine 60 minltige Inkubation in der Sirius-Red-Lésung
unter Ausschluss von Licht. Beendet wurde die Farbung durch Uberfiihrung des
Gewebes in 0,01 M Salzsaure. Nach einer aufsteigenden Alkoholreihe (s.u.) wurden
die gefarbten Schnitte mit Hilfe von Corbit-Balsam und einem Deckglas auf dem
Objekttrager fixiert (s. Bild 8 und 9).
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Aufsteigende Alkoholreihe: 1x 2 min 80% Alkohol
1x 2 min 96% Alkohol
3x 10 min Xylol

Bild 8 und 9 : Myokardgewebe mit Farbung von interstitiellem (A) und perivaskuldrem (B)
Kollagen.

5.3.2. Analytik

Die Vermessung der histologischen Gewebeschnitte wurde verblindet
durchgefihrt:

a) Mastzellen

Pro Tier wurde aus 2 Ebenen jeweils ein Gewebeschnitt analysiert. In jedem
der beiden Gewebeschnitte wurde die gesamte Zahl an Mastzellen mit dem Axioskop
2 plus (Carl-Zeiss, Koéln, Deutschland) und Plan-Neofluor 16x Zeiss Objektiv (Carl-
Zeiss, Koln, Deutschland) ausgezahlt und durch die Flache des analysierten
Gewebes dividiert. Der Quotient tragt die Einheit 1/um® Dabei galten folgende
Kriterien: Mastzellen mussten klar erkennbar Zellkern oder Zellgrenzen aufweisen

und mindestens 20 um Abstand zum Geweberand haben.
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b) Interstitielles und perivaskulares Kollagen

Das durch Sirius-Red angefarbte Kollagen wurde mit Hilfe von Zeiss Geraten

histomorphometrisch quantifiziert:

- Mikroskop: Axioskop 2 plus (Carl-Zeiss, Géttingen, Deutschland )

- Objektiv: Plan-Neofluor 16x Zeiss (Carl-Zeiss, Géttingen, Deutschland )

- Messprogramm: Axiovision (Carl-Zeiss, Géttingen, Deutschland )

- Kamera: E-Donpisha, SONY 3CCD Farbkamera XC-003/003P (Sony, Kdéln,
Deutschland)

Auch hier wurden pro Tier je zwei Schnitte aus zwei Ebenen analysiert, in
denen jeweils 15 Gewebeausschnitte vermessen wurden. Dabei ergaben
Vorversuche bei einem Durchschnitt aus 30 Gewebeausschnitten eine Abweichung
von weniger als 1%, die im Wesentlichen durch die unregelmaBige Verteilung des

Kollagens bedingt war.

Als MaBzahl far interstitielles Kollagen gilt der Quotient der Kollagenflache
durch die Myokardzell-Flache. Fir das perivaskulare Kollagen mussten die GefaBe
eine GréBe zwischen 50-200 pum Durchmesser haben. Angegeben wurde das
interstitielle Kollagen als Quotient (Perivaskulare-Kollagenflache/ Lumenflache des
GefaBes + GefaBflache). MaBgebend war die Abstimmung der Farbung mit dem

Messprogramm.

5.4 Biochemische Blutanalysen

5.4.1. Praanalytik: Blutentnahme

Vor Beginn der Fltterung wurde Blut aus dem retrobulbaren Venenplexus des
nasalen Augenwinkels mithilfe einer heparinisierten Kapillare entnommen. Am Ende
der Fltterung wurde das Blut wie oben beschrieben durch Punktion des rechten
Ratten-Ventrikels mit einer heparinisierten Spritze entnommen. Dadurch konnte eine

wesentlich gréBere Blutmenge gewonnen werden. Aus dem Blut wurde in
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unmittelbarem Anschluss Plasma gewonnen (Zentrifugation des Blutes fir 10 min bei
3500 U/min), das fir die Bestimmung von HCY, BNP, Kreatinin und B-Vitaminen

verwendet wurde.

5.4.2. Analytik

a) Vitamin B12 und Folsaure

Vitamin B12 und Folsdure wurden mit einem Chemilumineszenz-
Immunoassay auf einem ACS: Centaur-Analysegerat (Bayer Healthcare, Fernwald,
Deutschland) gemessen. Fiir die Uberwachung von Préazision und Richtigkeit der
verwendeten Methoden wurden folgende Qualitatskontroll-Materialien eingesetzt:
Bio-Rad Immunoassay-Kontrolle (Chargennummer 40152) fiir Folsdure und Bio-Rad
Immunoassay-Kontrolle (Chargennummer 40153) fir B12. Fir B12 betrug der
Variationskoeffizient (VK) fir die Prazision 4,41% und 4,41% flr die Richtigkeit. Fir
Folsdure betrug der VK der Prazision 5,81% und fir die Richtigkeit 3,46%. Der
angegebene firmeneigene intra- und inter-assay Variationskoeffizient fr Vitamin B12
dieser Methode betragt 2,4% und 3%, fur Folsdure 6,3% und 7,2%. Die gesetzlich
vorgeschriebene Grenze der Richtigkeit von 14% flr B12 bzw. 15% fiir Folsaure und
der Variationskoeffizienten fir B12 von 9% bzw. fir Folsdure von 14% wurden nicht

uberschritten.

b) Kreatinin

Kreatinin wurde mit einer bichromatischen Messtechnik photometrisch nach
der Jaffé-Methode auf einem Hitachi 917 Analysengerat (Roche Diagnostics,
Mannheim, Deutschland) gemessen. Fir die Uberwachung von Prézision und
Richtigkeit der durchgefihrten Methode wurde das Qualitatskontroll-Material Bio-Rad
Multiqual-Kontrolle (Chargennummer 44693) fiir Kreatinin verwendet. Fir Kreatinin
betrug der Variationskoeffizient (VK) far die Prazision 2,3% und 4,63% flur die
Richtigkeit. Der angegebene firmeneigene intra- und interassay Variationskoeffizient
fur Kreatinin dieser Methode betragt 0,7% und 2,3%. Die gesetzlich vorgeschriebene
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Grenze der Richtigkeit von 10% und der Variationskoeffizienten von 6% wurden nicht
Uberschritten.

¢) Homocystein (HCY)

HCY wurde mit einem Mikropartikelimmunoassay (MEIA) auf dem Abbott
Axsym-System  (Abbott Diagnostics, Wiesbaden-Delkenheim, Deutschland)
gemessen. Fiir die Uberwachung von Prazision und Richtigkeit der durchgefiihrten
Methode wurde das Qualitadtskontroll-Material Bio-Rad Cardiac Markers LT Kontrolle
(Chargennummer 31153) fur HCY verwendet. FiOr HCY betrug der
Variationskoeffizient (VK) far die Prazision 6,2%. Der angegebene firmeneigene
intra- und interassay Variationskoeffizient fir HCY dieser Methode betragt 2,1% und
2,8%.

Hohe Werte mussten wegen der bestehenden Messgrenzen verdinnt werden.
Die oberen Messgrenzen lagen wie folgt: HCY: 50 pumol/ml, Folsaure.: 24 ng/ml,
Vitamin B12: 2000 pg/ml.

Standardarbeitsanweisung bzw. Methoden-Standard Operating Procedure
(Methoden-SOP) der Methoden a)-c) sind im Anhang beigeflgt.

d) BNP ( Brain-Natriuretic Peptid )

BNP wurde mittels Enzyme-Linked-Immunoassay (AssayMax Rat BNP-45,
Gentaur, Brissel, Belgien) bestimmt. Der intra- und interassay Variationskoeffizient
fir BNP dieser Methode betragt 4,7% und 7,7%. Die Proben wurden auf eine mit
primarem Antikérper beschichtete 96-well Platte aufgetragen. Nach 2h
Inkubationszeit wurde die Platte gewaschen und der biotinylierte sekundare
Antikérper zugegeben. Nach 60 min und einem weiterem Waschvorgang wurde ein
Streptavidin-Peroxidase-Konjugat hinzugefligt, das 30 min inkubierte. Im Anschluss
an einen letzten Waschgang erfolgte die Auftragung eines Chromogen-Substrates,
das durch die an den Sekundarantikdrper gebundene Peroxidase umgesetzt wurde
und eine Farbreaktion hervorruft. Dieser Farbumschlag wurde dann photometrisch
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bei 450 nm gemessen und mittels der Magelan Analysensoftware (Sunrise, Tecan,
Crailsheim, Deutschland) ausgewertet. Die Konzentrationen wurden anhand einer
mitgeflihrten Standardgerade errechnet. Standards als auch Plasma-Proben wurden
in Doppelbestimmung gemessen. Die untere Nachweisgrenze dieser Methode lag
bei 20 pg/ml.

5.5 Quantitative Proteinanalysen

Far die Bestimmung des BNP im Gewebe wurde von jedem Tier je ein
Gewebe-Aliquot mit einem Md&rser homogenisiert und in eine Phosphat gepufferten
Salzlésung (PBS, PAA Laboratories GmbH, Pasching Austria) aufgenommen. Aus
dieser Suspension erfolgte zunachst eine Bestimmung des Proteingehaltes mittels
Bradford-Assay (BioRad, Minchen, Deutschland) und dann die BNP-Messung mit
der gleichen Methode, die auch bei den Plasma-Proben zum Einsatz kam. Da die
Gewebe-Aliquote kein standardisiertes Gewicht hatten, wurde die BNP-
Konzentration der Suspension durch die Proteinkonzentration geteilt. Dadurch
konnte eine Standardisierung der Werte erreicht werden.
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6 Superfusions-Experiment

Aus 3 gesunden Ratten wurde frisches linksventrikulares Myokardgewebe
gewonnen. Um den Einfluss von Narkosemitteln ausschlieBen zu kénnen, wurden
die Ratten zur Euthanasie dekapitiert. Aus dem Myokardgewebe wurden mit Hilfe
einer Schneidevorrichtung (Mcllwain Tissue Chopper, Mickle Laboratory Engineering
Co., Gomshall, Surrey, UK), je Herz mindestens 48 Gewebeschnitte gleicher Dicke
(0,35mm) erzeugt. AnschlieBend wurden die 48 Schnitte in 48 Mini-
Superfusionskammern (Biozol Diagnostica, Eching, Deutschland) mit je 80 ul
Fassungsvolumen Uberfihrt und fir 13 Stunden mit einer Fliesgeschwindigkeit von
66 pl/min mit HCY- konditioniertem RPMI-Medium' superfundiert. Zuvor wurde die
Kammer samt Myokardgewebe 2h lang mit HCY freiem RPMI-Medium
ausgewaschen, um soweit wie mdglich die Effekte der Myokardpraparation zu
eliminieren. Das RPMI-Medium befand sich in 4 Messzylindern, und war mit 4
unterschiedlichen HCY-Konzentrationen konditioniert: 0, 10, 50, 200 uymol/l. Jeder
Zylinder war Uber 8 dinne Schlauche mit jeweils 8 verschiedenen Kammern
verbunden. So entstanden 4 Bedingungen a 8 Kammern (n = 8 Gewebeschnitte x 3
Ratten => n = 24). Das RPMI-Medium wurde mit Hilfe von Pumpen (High Precision
Multichannel Pumps von Isamtec, Wertheim, Deutschland) zu den Kammern geleitet.
Dabei befanden sich Kammer und Auffangbehalter in einem Brutschrank (Heraeus,
Hanau, Deutschland) bei 37 °C (s. Bild 10).

' Superfusionsmedium: 10,39g RPMI-Pulver ( RPMI 1640 Sigma ), 5,96 g HEPES ( Pufferan
99% Roth ), 0,1 g Ascorbinsaure ( L+Ascorbinsaure Merck ), 50 ml FCS ( Foetal Calf Serum
PAA ), 10 ml Pen/Strep( Penicillin + Streptomycin Gibco ), 4 ml Cibrobay ( Ciprofloxacin
Bayer ), 650 ml Ca2+-CI2 ( Merck ), 2 microliter ME ( 2 Mercaptoethanol Sigma )
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Saule
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Pumpe Zur Kammer flhrender

Schlauchteil

Bild 10: Aufbau des Superfusionsversuches.

Das abflieBende Superfusat wurde zu den Zeitpunkten: 2, 3, 5, 7,9, 11 und 13 h

in Portionen a 250 pl gesammelt (s. Bild 11).

innere

Brutschrank
Ansicht

Schlauche

Kammer mit Rattenmyokardgewebe

abflieBendes
Superfusat

Bild 11: Ansicht des Brutschrankinneren. Die Schlauche verbinden die auBerhalb des
Brutschrankes stehenden Superfusionsmedium-Zylinder mit den Superfusionskammern

innerhalb des Brutschrankes.
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Zwischen jedem Versuchsdurchlauf wurde mit einem SpuUlmedium gereinigt. Am
Versuchsende wurde das Gewebe in Stickstoff schockgefroren und zusammen mit
dem Superfusat zur weiteren BNP-Analyse bei —80 °C gelagert. Daraufhin wurde die
BNP-Messung, wie in Kapitel 5.4.2. d) beschrieben, bestimmt und aus den
Gewebeschnitten der Proteingehalt wie in Kapitel 5.5. beschrieben gemessen. Die
BNP-Sekretion wurde in pg/ug Protein angegeben.

7 Statistik

Basierend auf den Ergebnissen des Kolmogorov-Smirnov-Test sind alle
Variablen, bis auf das Gewebe-BNP, normalverteilt. Die deskriptive Statistik wurde
mit Hilfe von Mittelwert £+ Standardabweichung beschrieben. Gruppenvergleiche der
normalverteilten Variablen wurden mit dem one-way ANOVA und LSD post-hoc Test
durchgefiihrt. Das Gewebe-BNP, welches nicht normal verteilt ist, wurde mit dem
Kruskal-Wallis oder Mann-Whitney Test auf Signifikanz gepraft. Zur Bestimmung der
Korrelationen von nicht-parametrisch verteilten Daten wurden der Spearman-Rho-
Test angewendet. Alle Auswertungen wurden mit der SPSS 11.0 Programmpaket
(SPSS INC., Chicago, USA) vorgenommen.
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IV Ergebnisse

1 Ausgangscharakteristika

Alle untersuchten Tiere wiesen vor Beginn der Fltterung

vergleichbare

Ausgangswerte auf. Eine Ausnahme bildete das Kérpergewicht (KG) der Methionin-

Gruppe. Bedingt durch die Randomisierung wiesen diese Tiere ein signifikant

niedriges KG auf . Die HCY-Plasmakonzentration lag bei allen Tieren deutlich unter <
10 uymol/l (s. Tabelle 5).

Tabelle 5: Mittelwerte = Standardabweichung (SD) des Kérpergewichtes und wesentlicher

Plasma-Parameter vor Beginn der Futterung

Gruppe Korper- Homo-  Folsdure Vitamin- .

; ) Kreatinin
gewicht  cystein  (ng/ml)
(umol/T)
(g)  (umol/l)

Kol 243 + 36 6,3+0,7 47,7 £ 7,1
Met 206™*+13 3,1+ 1,6 50,4 £ 10
Homo 1% 237 £23 59+0,84 54,8 +12,4

Ko 2 242 + 9 49+1,8 51,2+13,0 1253 +148 39+44

Homo 2% 243 +10 3,8+1,2 50,8 +3,1 1151 £148 38+4.4

**vs. andere Gruppen p<0,001

3 Tiere der Ko2-Gruppe wiesen erhéhte HCY-Werte von > 10 ymol/l auf und

mussten deshalb aus der Studie ausgeschlossen werden. Aus der Homo 2%-Gruppe

wurden ebenfalls 2 Tiere ausgeschlossen, da sie im Gegensatz zu allen HHCY-

Tieren am Ende der Diat keine relevante Hyperhomocysteindmie aufwiesen (<10

pmol/l).
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2 Nahrungsaufnahme und Korpergewicht

Die mittlere Nahrungsaufnahme der Ratten betrug 17,1 + 3,3 g/d und wies
zwischen den Gruppen zum Teil signifikante Unterschiede auf. Insbesondere die
Met- und Homo 2%-Gruppen zeigten eine signifikant niedrigere Nahrungsaufnahme
im Vergleich zur entsprechenden Kontrolle (s. Abbildung 7). Dabei verhielt sich das

KG proportional zur Nahrungsaufnahme.
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Abbildung 7: Die Abbildung zeigt das KG nach 12 Wochen Fitterung im Verhaltnis zur
mittleren Nahrungsaufnahme.

® = durchschnittlich aufgenommene Futtermenge pro Ratte in g/d

B = durchschnittliches Kérpergewicht (KG) in g

Bei der Betrachtung des KG der Met-Gruppe muss allerdings darauf geachtet
werden, dass diese Gruppe bereits vor Beginn der Fltterung ein signifikant
niedrigeres KG aufwies, was zufallig durch die Randomisierung der Tiere verursacht
wurde (s. Tabelle 6). Bei der Zunahme des Korpergewichts wahrend der
Versuchsdauer ergab sich fur die Met-Gruppe kein signifikanter Unterschied zur
Kontrolle.

Vergleicht man den 1. und den 2. Versuchsdurchlauf so fallt auf, dass die
Tiere des 2. Versuchsdurchlaufs deutlich weniger Futter aufgenommen haben (s.
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Tabelle 6). Dieser Unterschied ist vermutlich durch die hdhere Kalorien-Menge in der
Basisdiat C1000 (s. Material und Methodik, Kapitel 3: Diaten) zu erklaren, und
spiegelt sich auch im héheren KG ti» der Ko2-Gruppe wider. Besonders auffallend

war die niedrige Futteraufnahme und die sehr geringe Gewichtszunahme in der

Homo 2%-Gruppe (p<0,001).

Tabelle 6 : Nahrungsaufnahme und Kérpergewichte aller Gruppen

Gruppe Mittlere Ausgangs— Endgewicht A Kérper-
Nahrungsauf-  gewicht to ti2 .
gewicht
nahme pro (g) (g) o)
Ratte (g/d) g
Ko 1 19,2+1,8 243 36 306 + 20 63 +19
Met 17,3 £ 1 206+ 13 259** +17 53+15
Homo 1% 20,7+1,8 237 + 23 322 +17 85* + 14
Ko 2 16,3+ 1,5 242 +9 345 + 28 100 =28
Homo 2% 12,2%10,7 243 + 10 254% + 28 8.5% + 25

**vs. Ko 1, p<0,001; * vs. Ko 1, p<0,05; ¥ vs. Ko 2, p<0,001

3 Blutdruck, Herzfrequenz und Kreatinin

Bis auf die Homo 2%-Gruppe waren systemischer

Blutdruck und

Herzfrequenz in allen Gruppen vergleichbar. Der mittlere systolische Blutdruck

rangierte dabei zwischen 124 und 144 mmHg. Nur die Homo 2%-Gruppe zeigte eine

signifikante Reduktion des systolischen Blutdrucks (124 + 9 mmHg vs. 144 + 8

mmHg) (s. Tabelle 7).

Da die Niere ein zentrales Organ fir die Regulation des zirkulierenden HCY

ist, wurde auch das Kreatinin als Marker der Nierenfunktion untersucht. Dabei

ergaben sich bis auf die Homo 2%-Gruppe gleiche Werte in allen Gruppen.

Allerdings wies kein Tier erhdhte Werte auf.
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Tabelle 7: Blutdruck, Herzfrequenz nach (t12) 3-monatiger Diat und Kreatinin vor (to) und
nach (t12) 3-monatiger Diat

Gruppe Systemischer Herzfrequenz ~ Kreatinin to Kreatinin ti2

Blutdruck ti o ( pumol/l ) ( umol/l )
(mmHg )

Ko 1 136 + 12 405 + 25 47,7 +7,1 451 +9,7

Met 131+ 10 401 + 43 50,4 + 10 56,6 + 13,3

Homo 1% 142 +10 393 + 27 54,8 + 12,4 48,6 + 11,5

Ko 2 144 + 8 391 +23 39,0 + 4,4 47,7 +2,7

Homo 2% 124% £ 9 413 + 32 38,0 +4,4 36,2° £5,3

¥ vs. Ko 2, p<0,001;°® vs. Ko 2, p<0,05

4 Homocystein- und B-Vitamin- Plasmakonzentration

Am Ende der 3-monatigen Fultterung war ein deutlicher Anstieg der HCY-
Konzentration in den Behandlungsgruppen zu beobachten, der sich zwischen der
Met-Gruppe und den beiden Homocystin-Gruppen signifikant unterschied (s. Tabelle
8 und Abbildung 8).

Tabelle 8: Homocystein-Plasmakonzentration vor (tp) und nach (t12) 3-monatiger Diat

Gruppe Homocystein to Homocystein ti2
( umol/ml) ( umol/ml)

Kol 6,3+0,7 4,6 +1,5

Homo 1% 5,9 £ 0,84 40,6** +7,0

Met 3,1+1,6 27,3 + 8,8

Ko2 49+1,8 70+1,6

Homo 2% 38+1,2 54,0** + 46,0

** vs. Kontrollen , p<0,001
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Abbildung 8: HCY-Konzentration (t112) nach 3-monatigen Diat.
**vs. Ko 1, p<0,001

Die HHCY kann je nach Hb6he des HCY-Spiegels in eine moderate (12-30
pmol/l), intermediare (30-100 pymol/l) und schwere (>100 ymol/l) HHCY eingeteilt
werden (36:116). Die Tiere der Met-Gruppe entwickelten eine moderate HHCY von

27,3 £ 8,8 ymol/l, wahrend die Homo 1%- und Homo 2%-Gruppen intermediare
Erhdhungen des HCY von 40,6 = 7,0 umol/l bzw. 54,0 + 46.0 pmol/l aufwiesen. Die
hohe Standardabweichung in der Homo 2%-Gruppe kam durch einen AusreiBer mit

155 ymol/l Plasma-HCY zustande.

Als Kofaktoren und Ubertrdger der Methylgruppe nehmen die Fols&ure und
das Vitamin Bjz eine wichtige Rolle im Homocysteinstoffwechsel ein und wurden
daher in die Analyse mit eingeschlossen. Dabei zeigten die Folsaure- und Vitamin
B2 -Plasmaspiegel keine Anderungen und unterschieden sich auch nicht zwischen
den Gruppen (s. Tabelle 9).
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Tabelle 9: B-Vitamine vor (tp) und nach (t12) 3-monatiger Diat

Gruppe Vitamin- Vitamin-
Folsdure to  Folsdure ti2 B to Bos ti
12 12
(ng/ml ) ( ng/ml) ( pg/ml) ( pg/ml)
Ko 1 — 53 +10 — 1180 + 174
Met — 56 +9 - 1132 £ 248
Homo 1% - 55 +4 — 1016 + 158
Ko 2 51 13 46 + 16 1253 + 148 1392 + 157
Homo 2% 51+3 64 +£13 1151 + 148 1177 + 353
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5 BNP

BNP ist ein moderner biochemischer Marker der CHI mit einem hohen
negativen pradiktiven Wert. Im Gegensatz zu allen anderen bisher dargestellten
Analysen ist diese Bestimmung frei von subjektiven Einflissen. Sowohl bei den
Kontrollen als auch bei den HHCY-Tieren wurden in den meisten Fallen BNP-Werte
unterhalb der Nachweisgrenze gefunden. Somit ist die Angabe von Mittelwerten nicht
sinnvoll. Die Tiere wurden deshalb als BNP-positiv und -negativ kategorisiert. Als
positiv wurde ein Tier bezeichnet, wenn der BNP-Wert > 20 pg/ml lag. Der Bereich
von 20 pg/ml und dariber war mit dem verwendeten Assay zuverlassig messbar.
Dabei ergaben sich bei den Kontrolltieren keine positive Tiere, wahrend die Met-
Gruppe 1 positives Tier und die Homo 1%- und Homo 2%-Gruppe jeweils 3 positive
Tiere beinhalteten (s. Abbildung 9).
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Ko1 Met Homo 1% Ko2 Homo 2%

Abbildung 9: Verteilung der BNP-Plasma-Konzentrationen in den 5 Versuchsgruppen. Die
roten Kreise kennzeichnen Tiere oberhalb des zuverldssig messbaren Bereiches von 20
pg/ml BNP und die schwarzen Kreise die darunter liegenden Tiere.
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Trotz der analytischen Probleme im niedrigen Konzentrationsbereich konnte
mit Hilfe des Pearsons Chi-Quadrat Testes eine signifikante Relation zwischen dem

zirkulierendem HCY und dem Plasma-BNP gezeigt werden (X2=7,89, p=0,048).
Gruppiert man alle Kontrollen und alle HHCY-Gruppen, erhalt man eine hdhere
Anzahl an positive BNP-Messungen und damit ein noch klareres Ergebnis () ?25.03,

p=0.025). Trotz allem bleibt aufgrund der vielen BNP-negativen Tiere das Ergebnis
der Plasma-BNP-Messungen mit einem gewissen Unsicherheitsfaktor behaftet. Zur
Absicherung dieses Resultates wurde deshalb zusatzlich die BNP-Konzentration im
Gewebe quantifiziert (s. Abbildung 10 und Tabelle 10). Dabei ergab sich in der Homo
1%-Gruppe eine um das Doppelte héhere Konzentration als in der Kontrollgruppe
(p=0,049). Eine vergleichbare Erhéhung fand sich in der Homo 2%-Gruppe, die aber
aufgrund der gréBeren Streuung das Signifikanzniveau knapp verfehlte (p=0,121).
Die Methionin-Gruppe wies keinen Unterschied zur Kontrolle auf.
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Abbildung 10: BNP-Konzentration im Myokardgewebe. Zur Homogenisierung der
Ergebnisse wurde der Messwert aus jedem Aliquot durch das Proteingewicht des
entsprechenden AIiciuots geteilt und in pg/mg Protein angegeben.

*vs. Ko 1, p<0,05; ® vs. Ko 2, p<0,15;
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Tabelle 10: BNP-Konzentration im Myokardgewebe

Gruppe BNP im Myokardgewebe
(pg/mg )

Ko 1 214 £ 47

Met 187 £ 45

Homo 1% 319 + 107

Ko 2 195+ 93

Homo 2% 300" + 123

*vs. Ko 1, p<0,05; ® vs. Ko 2, p<0,15;

6 Organparameter

a) Ventrikelgewicht

Eine CHI ist regelmaBig durch eine Hypertrophie und Dilatation des Herzens
gekennzeichnet, was sich unter anderem in einem erhéhten Organgewicht
widerspiegelt. Zur Erfassung einer eventuellen Hypertrophie wurde in den
Versuchstieren das Gewicht des linken Ventrikels bestimmt. Das absolute mittlere
Ventrikelgewicht war in der Met-Gruppe und in der Homo 2%-Gruppe signifikant
niedriger als in den jeweiligen Kontrollen (s. Tabelle 11 und Abbildung 11A). Da das
Herz- und damit auch das Ventrikelgewicht aber stark vom Kérpergewicht abhangen
und die Met- sowie die Homo 2%-Gruppe ein signifikant niedrigeres Kérpergewicht
als alle anderen Gruppen aufwiesen (s. Tabelle 5), ist das niedrigere

Ventrikelgewicht in diesen beiden Gruppen (s. Tabelle 11) von fraglicher Relevanz.
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Tabelle 11: Ventrikelgewicht

Gruppe Ventrikelgewicht relatives Ventrikel-gewicht
(g) (100*[g/g KG])

Kol 0,79 £ 0,06 2,58 +£0,13

Met 0,66™* + 0,05 2,56 £0,12

Homol% 0,90 + 0,06 2,64 +0,28

Ko 2 0,85+ 0,08 2,62 + 0,21

Homo 2% 0,77* £ 0,09 3,03% £ 0,27

**vs. Ko 1, p<0,001;*® vs. Ko 2, p<0,001;® vs. Ko 2, p<0,05

Zur Vermeidung dieses Problems wurde deshalb das relative
Ventrikelgewicht errechnet, welches sich aus dem Ventrikelgewicht dividiert durch
das Korpergewicht ergab. Nach dieser KorrekturmaBnahme waren die
Erniedrigungen in den Met- und Homo 2%-Gruppen nicht mehr nachweisbar. Im
Gegenteil, in der Homo 2%-Gruppe ergab sich eine deutliche Zunahme des
Ventrikelgewichts (p=0,006) (s. Abbildung 11B und Tabelle 11).
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Abbildung 11: Absolutes und relatives Gewicht des linken Ventrikels. Das relative
Ventrikelgewicht ist in g/g Kérpergewicht (KG) angegeben. Um die Zahlen anschaulicher zu
gestalten, wurden die Ergebnisse noch mit dem Faktor 100 multipliziert.

**vs. Ko 1, p<0,001;* vs. Ko 2, p<0,001; % vs. Ko 2, p<0,05
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b) Feuchtgewicht der Lungen

Da es im Rahmen einer CHI zum Ruckstau von Flissigkeit in die Lungen
kommt, wurde zuséatzlich das Feuchtgewicht der Lungen bestimmt. Dabei war ein
ahnliches Bild wie bei den Herzen zu beobachten. In der Met-Gruppe zeigte sich
erneut ein niedriges absolutes Gewicht. In der Homo 2%-Gruppe war im Mittel
ebenfalls ein geringeres Lungengewicht zu beobachten, was jedoch nicht das
Signifikanzniveau erreicht (s. Tabelle 12 und Abbildung 12A). Vergleichbar dem
Herzen hangt auch die GréBe und das Gewicht der Lungen vom Kérpergewicht ab.
Deshalb muss auch in diesem Fall fir das KG korrigiert werden. Das relative
Lungengewicht berechnet sich demnach aus dem Lungengewicht dividiert durch das
Kérpergewicht. Nach dieser Korrektur ergab sich kein Unterschied in der Met-
Gruppe, aber eine signifikante Erhéhung in der Homo 2%-Gruppe (p=0,002) (s.
Tabelle 12 und Abbildung 12B).

Tabelle 12: Feuchtgewicht der Lungen

Gruppe Feuchtgewicht der Lunge  relatives Feuchtgewicht der
(g) Lunge (100*[g/g KG])

Kol 1,53 £ 0,11 5,03 £ 0,51

Met 1,38* +£0,13 5,33 £0,38

Homo 1% 1,60 + 0,13 4,98 + 0,55

Ko 2 1,73 +0,14 5,05 +0,55

Homo 2% 1,64 0,2 6,5" + 0,86

*vs. Ko 1, p<0,05;*® vs. Ko 2, p<0,001;
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Abbildung 12: Absolutes und relatives Gewicht der Lungen. Das relative Lungengewicht ist
in g/g Kérpergewicht (KG) angegeben. Um die Zahlen anschaulicher zu gestalten, wurden
die Ergebnisse noch mit dem Faktor 100 multipliziert.

*vs. Ko 1, p<0,05; * vs. Ko 2, p<0,001
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7 Histomorphometrische Daten

a) Interstitielles und perivaskulares Kollagen

Da die Organgewichte nur ein grobes MaB fir die CHI-assoziierten
Veranderungen darstellen und durch die Praparation erhebliche Schwankungen
unvermeidbar sind, bendtigt man fir eine verldssliche Beurteilung préazisere
Parameter. Pathognomonisch flir die CHI ist ein pathologisches Remodelling des
Myokards, wobei es zu Einlagerungen von bindegewebiger Matrix kommt. Kollagen
ist ein wesentlicher Bestandteil dieser Matrix. Es wurde deshalb im nachsten Schritt
das perivaskulare und interstitielle Kollagen im Myokard bestimmt. Dabei ergab sich
eine tendenzielle Erhdhung des interstitiellen Kollagens in der Homo 2%-Gruppe, die
aber knapp das Signifikanzniveau verfehlte (p=0,132). Das perivaskulare Kollagen
lag in dieser Gruppe im Mittel 35% Uber der entsprechenden Kontrollgruppe (Ko 2).
Aufgrund der hohen Standardabweichung wurde aber auch hier keine Signifikanz
erreicht (s. Tabelle 13 und Abbildung 13 A,B).

Tabelle 13: Interstitielles und perivaskulares Kollagen

Gruppe Interstitielles Kollagen Perivaskulares Kollagen

(% pro analysierte Flache) ( Flache Kollagen/Flache
GefaBlumenin %)

Ko 1 4,71 £+ 1,16 2,13 £ 0,66

Met 3,74 +0,84 ™% 2,04 £1,21 "%

Homo 1% 5,09 + 1,47 "% 2,08 +1,03"*

Ko 2 2,85+0,85 2,03 £0,90

Homo 2% 3,54 +0,81™% 2,67 +1,19"*

n.s. = nicht signifikant vs. Kontrolle 1 bzw. 2
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Abbildung 13: Interstitielles und perivaskuléares Kollagen im Myokard des linken Ventrikels.
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b) Mastzellen

In Rahmen einer CHI kommt es auch zu einer vermehrten Mastzellinfiltration
des Myokards. Es wurde deshalb bei den Versuchstieren auch die Mastzellinfiltration
quantifiziert. Allerdings war kein Unterschied zwischen den Gruppen nachweisbar (s.
Tabelle 14 und Abbildung 14).
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Abbildung 14: Mastzellinfiltration des Myokard (Zellen pro mm?)

Tabelle 14: Mastzellinfiltration des Myokard

Gruppe Mastzellen pro mm?®
Ko 1 11,3+ 3,0

Met 11,924
Homo 1% 12,6 +2,1™

Ko 2 145+5,0
Homo 2% 11,8+56"°

n.s. = nicht signifikant vs. Kontrolle 1 bzw. 2
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8 Superfusionsdaten

Um die oben stehenden Ergebnisse zu bestatigen und einen direkten Einfluss
von HCY auf das Myokardgewebe nachzuweisen, wurden Superfusions-Experimente
mit  frisch  praparierten  Rattenmyokardgewebeschnitten  durchgefthrt.  Die
Myokardschnitte wurden mit ansteigenden HCY-Konzentrationen (berflutet
(superfundiert). Der Mittelwert der totalen BNP-Sekretion stieg wahrend der 11-
stiindigen Superfusion mit zunehmender HCY-Konzentration im

Superfusionsmedium signifikant an (s. Abbildung 15).
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Abbildung 15: Gesamtkonzentration der BNP-Sekretion des Myokardgewebes durch HCY-
Stimulation verschiedener Konzentrationen. Aus Grinden der Ubersicht wurden alle
Messwerte mit 100 multipliziert.
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VYV Diskussion

Das Hauptergebnis der vorliegenden Studie war eine erhdhte BNP-
Konzentration in hyperhomocysteindmischen Ratten. Die gesteigerte BNP-
Konzentration war sowohl im Plasma als auch im Myokardgewebe nachweisbar.
Allerdings ging die vermehrte Konzentration nicht mit einem pathologischen
Remodelling des Myokards einher. Die Kausalitdt zwischen der BNP-Konzentration
und HCY konnte in ex-vivo superfundierten ventrikularen Gewebeschnitten belegt
werden. Hierbei war die BNP-Expression proportional zur HCY-Konzentration.

1 Tiermodaell

In allen HHCY-Gruppen konnte mit den eingesetzten Diaten im Vergleich zu
den Kontrollgruppen eine signifikante Erhéhung des zirkulierenden HCY erreicht
werden. Die Kontrolltiere wiesen mit einem mittleren HCY von 5,6 = 1,9 umol/l
homogen niedrige Werte auf. Diese homogenen Ausgangswerte in allen Gruppen
sind eine optimale Basis flr die Analyse der HHCY-induzierten Veranderungen in
den Behandlungsgruppen. Anhand der HCY-Ausgangswerte aller 50 Tiere kann der
Referenzbereich (2,5.-97,5. Perzentile) in weiblichen Wistar-Ratten mit 3,4-9,1 umol/I
definiert werden.

Zur Induktion einer HHCY kamen 3 verschiedene Fltterungsmodelle zum
Einsatz. In Anlehnung an die von der D.A.CH.-Liga Homocystein e.V.
vorgeschlagene Klassifikation der HHCY beim Menschen (115) wurde durch die
2,4%ige Methionin-Diat eine moderate HHCY erreicht. Der Methionin-Zusatz wurde
von den Tieren gut toleriert. Die durchschnittlich aufgenommene Futtermenge in der
Met-Gruppe unterschied sich nicht signifikant von der entsprechenden Kontrolle. Ein
vergleichbares Modell der moderaten HHCY wurde bereits von Woo und Siow

beschrieben (133). Dabei waren die HCY-Konzentrationen der vorliegenden Studie
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gut mit dem von Woo und Siow beobachteten HCY-Spiegel vergleichbar (27,3 vs.
25,3 pumol/l).

In den Homo 1%- und 2%-Gruppen waren die HCY-Anstiege deutlich
ausgepragter und entsprachen einer intermediaren HHCY. Auch eine intermediare
HHCY, induziert durch eine 1%-ige Homocystin-Diat, wurde bereits beschrieben
(55:58). Joseph et al. verwendeten eine derartige Diat in zwei Studien, und
beobachteten &hnliche HCY-Konzentrationen wie in der vorliegenden Arbeit.
Wahrend die aufgenommene Nahrungsmenge in der Homo 1%-Gruppe mit der
dazugehérigen Kontrolle vergleichbar war, nahm die Homo 2%-Gruppe signifikant
weniger Nahrung zu sich. Ziel der Homo 2%-Diat war es, im Vergleich zur Homo 1%-
Gruppe eine noch deutlichere HHCY zu erzielen. Mit 54 vs. 40,6 umol/l war der
Unterschied allerdings nicht deutlich erhéht. AuBerdem war die Streuung der HCY-
Werte unter den Tieren dieser Gruppe sehr groB3. Insgesamt lassen die mangelnde
Gewichtszunahme, die reduzierte Fressmenge und die starke Variation der HCY-
Konzentration im Plasma auf eine eingeschrankte Vertraglichkeit der Diat schlieBen.

Fir eine suffiziente Elimination des anfallenden HCY ist eine adaquate
Versorgung mit Folséaure, Vitamin B6 und Vitamin B12 nétig. Alle 3 Vitamine sind am
Abbau des HCY an zentraler Stelle beteiligt. Deshalb wurden am Ende der
Fltterungsperiode Folsaure und Vitamin B12 in allen Versuchstieren gemessen.
Dabei zeigten alle Gruppen konstant hohe Konzentrationen an Folsdure und Vitamin
B12 im Plasma. Gruppenunterschiede konnten nicht nachgewiesen werden. Das
bedeutet, dass Unterschiede im Vitaminstatus als Einflussfaktor nicht in Frage
kommen. Dieser Befund untermauert auBerdem die Vermutung, dass bei der
Induktion des BNP im Myokard wahrscheinlich das erhéhte HCY und nicht
erniedrigte Vitaminspiegel das pathogene Agens darstellen.

Neben den Vitaminen ist die Nierenfunktion ein weiterer wichtiger
Einflussfaktor flr den HCY-Spiegel. Durch eine eingeschrankte Nierenfunktion
kommt es zu einer Akkumulation des HCY, das zum groBen Teil Uber die Niere
eliminiert wird. Um eine eingeschrankte Nierenfunktion als potenziellen Einflussfaktor
bei den weiteren Betrachtungen ausschlieBen zu kénnen, wurde das Plasma-
Kreatinin gemessen. Dabei ergaben sich keine Hinweise auf eine Einschrankung der
Nierenfunktion.
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2 BNP

Die Resultate der vorliegenden Studie zeigen eine signifikante Stimulation der
BNP-Expression. Dabei konnte die gesteigerte BNP-Konzentration sowohl im
Plasma als auch im Myokard-Gewebe nachgewiesen werden. Eine Steigerung der
BNP-Konzentration konnte aber nur in den Homo 1%- und 2%-Gruppen
(intermediare HHCY) beobachtet werden. In der Met-Gruppe fand sich keine
Veranderung der BNP-Expression.

Die BNP-Messungen im Plasma zeigten in den Homo 1%- und Homo 2%-
Gruppen eine schwache Erhéhung, fir die aber mit Hilfe des Chi-Quadrat-Tests eine
Signifikanz nachgewiesen werden konnte. Es soll an dieser Stelle jedoch noch
einmal darauf hingewiesen werden, dass die BNP-Messungen im Plasma durch die
unzureichende Sensitivitadt des verwendeten Assays limitiert waren. Die
Nachweisgrenze lag bei etwa 20 pg/ml. Die Folge waren nicht messbare BNP-
Spiegel bei einem GroBteil der untersuchten Tiere. Da BNP ein hoch spezies-
spezifisches Protein ist, bedarf es fir die BNP-Messung eines spezifischen Ratten-
BNP-Assays. Solche Teste sind allerdings ausgesprochen rar und der hier
eingesetzte erwies sich als der Geeignetste. Aufgrund dieser Problematik bleibt
festzustellen, dass die Plasma-BNP-Spiegel nicht als hinreichender Beweis flir eine
gesteigerte BNP-Konzentration anzusehen sind. Zur Absicherung der Plasma-
Befunde war es somit wichtig Proben zu analysieren, deren BNP-Konzentration im
gut messbaren Bereich lagen. Deshalb wurde anschlieBend das BNP im Myokard-
Gewebe, dem Hauptort der BNP-Synthese, gemessen. Hier lagen die BNP-
Konzentrationen um ein Vielfaches héher als im Plasma, und die gemessenen Werte
befanden sich alle im linearen Bereich des Testes. Vergleichbar dem Ergebnis der
BNP-Messungen im Plasma ergab sich auch hier ein Anstieg der BNP-Expression in
den Homo 1%- und 2%-Gruppen, wahrend die Met-Gruppe keinen Anstieg zeigte.
Somit steht das Ergebnis des BNP-Vergleiches zwischen HHCY- und Kontrolltieren

auf einer wesentlich solideren Basis.

Als mogliche Ursache fir eine BNP-Induktion durch HCY kénnen prinzipiell
zwei Mechanismen diskutiert werden. Zum einen kénnte es aufgrund des
atherogenen Potenzials des HCY zu einer gestdrten Perfusion und somit zu einer
konsekutiven Schadigung des Myokards kommen. Andererseits ist aber auch eine
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direkte Schadigung der Kardiomyozyten durch HCY denkbar. Um eine Antwort auf
diese Frage =zu erhalten, wurden die Superfusionsexperimente mit frisch
prapariertem Rattenmyokard durchgefthrt. Hauptvorteil dieser Methodik ist, dass die
Kardiomyozyten in ihrem natlrlichen Ambiente (extrazellulare Matrix und Zell-Zell-
Kontakt) verbleiben, aber gleichzeitig von vaskularen Effekten und komplexen
Rlckkopplungsmechanismen in  vivo losgeldst sind. Im Gegensatz zu
Zellkulturversuchen kann auBerdem der interstitielle Fluss durch die Regulation der
Superfusionsgeschwindigkeit imitiert werden. Die Superfusionsexperimente zeigten
eine signifikante konzentrationsabhangige Steigerung der Sekretionsrate des BNP.
Dabei ergab sich bei 200 umol/l HCY im Superfusionsmedium eine Verdopplung der
BNP-Freisetzung. Die  Validitdt der  Superfusionsmethode  konnte in
vorangegangenen Studien sowohl mit Myokard (53) als auch mit anderen Geweben ,
wie z.B. Milz und Synovia (85) nachgewiesen werden. Einziger Kritikpunkt bei den
Superfusionsversuchen war auch hier eine oft nicht messbare BNP-Konzentration.
Bei derselben Bedingung ergaben sich somit zwischen den einzelnen Schnitten
erhebliche Unterschiede. Allerdings kann die Statistik durch die Vielzahl an
Messpunkten als relativ verlasslich eingestuft werden. Insgesamt bleibt festzustellen,
dass die Superfusionsexperimente eine Kausalitdt zwischen HCY und BNP-

Expression als sehr wahrscheinlich erscheinen lassen.

Die Induktion von oxidativem Stress wird durch die Verminderung der NO-
Verfigbarkeit und der gesteigerten Sauerstoffradikalbildung als der priméar
pathologische Prozess im Rahmen der HHCY-induzierten CHI vermutet

(19:110:121). Da nun im Gegensatz zum Tierversuch im Superfusionsexperiment
weder Volumen, noch Druckbelastung urséachlich fiir die gesteigerte BNP-Sekretion
waren, ist eine Induktion durch das Hinzugeben von HCY naheliegend. Diese
Vermutung wird durch aktuelle Studien unterstitzt, die haufig erhéhte NT-proBNP-
Werte bereits vor dem Nachweis echokardiographischen Veranderungen aufzeigen
(12:29). Ein mdglicher Mechanismus fir eine HCY-induzierte Stimulation der BNP-
Sekretion ist eine Aktivierung von NFk-B, das im Rahmen des oxidativen Stresses
aktiviert wird. Diese Vermutung wird durch Studien gestitzt, die eine NFk-B
induzierte BNP-Synthese bereits nachgewiesen haben (70:71). Ebenso ist im
Rahmen des HHCY-induzierten oxidativen Stresses eine NFk-B-Aktivierung
nachgewiesen worden (3:4).
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In einer Untersuchung an ex-vivo perfundierten Ratten-Herzen konnten
Kennedy et al. negativ inotrope Effekte des HCY nachweisen, die Uber endotheliale
Mechanismen reguliert wurden (64:65). Dabei waren die beobachteten Effekte nicht
durch eine verminderte NO-Verflgbarkeit bedingt. Aufgrund der aktuellen Datenlage
muss also davon ausgegangen werden, dass neben direkten myokardialen
Mechanismen auch vaskulare Effekte involviert sind. Da derzeit keine weiteren
tierexperimentellen oder Zellkultur-Studien, die den Zusammenhang zwischen HHCY
und BNP untersuchen, verflgbar sind, ist ein Vergleich der im Rahmen dieser
Promotion erhobenen Daten mit den Ergebnissen anderer Untersuchungen nicht
moglich. Allerdings gibt es zwei klinische Studien, die Ubereinstimmend eine
signifikante Korrelation von HCY und NT-pro BNP fanden (2;47). Dariiber hinaus
ergaben diese Untersuchungen einen klaren Zusammenhang zwischen HHCY und
dem Schweregrad der CHI. In einer dieser beiden Studien wurden auch die
potenziellen Beziehungen der Folsdure und des Vitamin B12 mit der CHI analysiert
(2). Uberraschenderweise ergaben sich keine Korrelationen dieser beiden Vitamine
mit dem NT-proBNP sowie dem Schweregrad der CHI. Daraus schlossen die
Autoren, dass HCY wahrscheinlich das pathogene Agens darstellt. Diese
Schlussfolgerung wird durch die hier gewonnenen tierexperimentellen Daten
unterstitzt. Bei hochnormalen Vitaminspiegeln war eine isolierte HHCY in der Lage,
die myokardiale BNP-Expression zu steigern. Bezlglich der Rolle der B-Vitamine im
Rahmen der CHI ist die derzeitige Datenlage allerdings noch als unzureichend
einzustufen. Mehrere Studien weisen auf negative Auswirkungen von

Vitaminmangeln auf die Myokardfunktion hin (49:106). In zwei kirzlich publizierten

Interventionsstudien wurde der Einfluss einer Vitamin-Substitution auf die
Myokardfunktion bei CHI-Patienten sowie auf die NT-proBNP-Expression bei
Gesunden untersucht (48:131). Witte et al. zeigten bei CHI-Patienten eine
Verbesserung der linksventrikularen Funktion und der Lebensqualitéat nach einer 9-
monatigen Behandlung mit einem Mix diverser Mikronahrstoffe, der u.a. Folsaure,
Vitamine B6 sowie B12 enthielt. Leider wurden in dieser Studie BNP bzw. NT-
proBNP nicht analysiert. Aufgrund der vielen substituierten Komponenten ist es
auBerdem schwierig den positiven Effekt den B-Vitaminen zuzuschreiben. Herrmann
et al. behandelten Herzgesunde ohne KHK C(ber 2 Monate mit verschiedenen

Folsaure-Konzentrationen. Dabei ergaben sich keine Anderungen des zirkulierenden
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NT-proBNP. Da die meisten Personen sehr niedrige Basiswerte hatten, ist die
Ubertragbarkeit dieses Befundes auf CHI-Patienten allerdings fraglich. Die Autoren
fanden aber in Probanden mit einem erh6hten BNP einen Trend zu niedrigeren NT-
proBNP-Spiegel am Ende der Behandlung. Um die Rolle der B-Vitamine besser zu
verstehen, sind jedoch weiterfiihrende experimentelle Untersuchungen und

Interventionsstudien mit B-Vitaminen notwendig.

Der besondere Wert der mittels der BNP-Messungen erzielten Ergebnisse
liegt in den Charakteristika dieses Parameters. Zum einen zeichnet er sich durch
eine hohe Sensitivitat bei kardialen Dysfunktionen (42:94), insbesondere im friihen

Stadium, aus. Zum anderen verflgt er Uber einen hohen negativen pradiktiven Wert

(50:82:97). Dartiber hinaus ist die Messung des BNP im Gegensatz zur
Echokardiographie frei von subjektiven Einflissen.

Die BNP-Messungen im Plasma und Myokard werfen die Frage auf, warum
die Met-Gruppe keine BNP-Erh6hungen zeigte. Die einfachste Erklarung kénnte der
signifikant niedrigere HCY-Spiegel in dieser Gruppe sein. Allerdings lag das HCY in
dieser Gruppe mit 27,3 pumol/l deutlich (ca. 3-6fach) Uber dem der Kontrollgruppe.
Zumindest bei der BNP-Messung im Myokard héatte sich eine entsprechende
Tendenz zeigen sollen. Da dies nicht der Fall war, muss ein anderer Grund vermutet
werden. Neben der Héhe des HCY-Spiegels war die Art wie dieser induziert wurde
der Hauptunterschied zwischen der Met- und Homo 1%- bzw. 2%-Gruppe. Methionin
und HCY flhren vermutlich auf véllig unterschiedliche Art und Weise zu einer HHCY.
Wahrend es in der Met-Gruppe aufgrund der Methionin-Substitution zu einem
massiven  Uberangebot von  Methionin im  Methionin-Kreislauf ~ kommt
(Substratliberschuss), liegt bei den Homo-Gruppen das genaue Gegenteil, ein
Produktiiberschuss, vor. Der Substratliberschuss in der Met-Gruppe flhrt zu einer
normalen oder gesteigerten Transmethylierungsaktivitat, oowohl HCY erhdht ist. In
den Homo-Gruppen hingegen kommt es durch eine Produktinhibition zu einer
Reduktion der Transmethylierung. Da eine reduzierte Methylierungsaktivitat
(Hypomethylierung) einen der am haufigsten diskutierten Pathomechanismen der
HHCY darstellt, kbnnte eine normale bzw. gesteigerte Transmethylierung in der Met-
Gruppe eine plausible Erklarung fir das Fehlen pathologischer Veranderungen sein.
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3 Myokardiales Remodelling

Anhand der BNP-Befunde und vorangegangener Studien aus der
Arbeitsgruppe von Joseph und Kennedy (33:55-58) war in den HHCY-Gruppen ein
pathologisches Remodelling, gekennzeichnet durch Dilatation, Hypertrophie,
vermehrte Einlagerung von perivaskularem und interstitiellem Kollagen in das
Myokard, sowie eine erhdhte Mastzellinfiltration, zu erwarten. Die Resultate der
histomorphometrischen Analytik als auch die makroskopischen Befunde (Ventrikel-
und Lungenfeuchtgewicht) konnten diese Vermutung aber nicht belegen. Lediglich
die Homo 2%-Gruppe zeigte ein erhéhtes Ventrikel- und Lungengewicht. Obwohl die
beobachteten Unterschiede von 30% die Messungenauigkeit von ca. 15% deutlich
Ubertrafen, kdnnen diese isolierten Befunde nicht als Beweis fir eine Hypertrophie
gewertet werden, da die Homo 2%-Gruppe signifikant niedrigere Kdérpergewichte
aufwies. Der Bezug der Organgewichte auf das Koépergewicht soll diese
Unterschiede zwar kompensieren, stellt aber nur einen Kunstgriff dar, dessen
Validitat in einer derartigen Konstellation nicht wirklich gesichert ist. Daflir spricht
auch die Tatsache, dass die Homo 1%-Gruppe, welche ahnlich hohe HCY-
Konzentrationen, aber ein im Vergleich zur Kontroll-Gruppe normales Kérpergewicht
hatte, keine Zunahme des relativen Ventrikel- und Lungengewichtes zeigte.
Insgesamt bleibt festzustellen, dass die Organgewichte nur ein relativ grobes MaB fir
CHl-assoziierte Veranderungen des Herzens sind. Die histomorphometrische
Analyse des interstitiellen und perivaskularen Kollagens stellt ein wesentlich
praziseres und besser standardisiertes Verfahren dar. In den untersuchten Tieren
bewegten sich die Schwankungen innerhalb der Gruppen zwischen 1-3%.
Unterschiede zwischen den Gruppen konnten nicht beobachtet werden. Daraus kann
geschlussfolgert werden, dass die gesteigerte BNP-Expression in den Homo 1%-
und 2%-Gruppen nicht von einem pathologischen Remodelling des Myokards
begleitet war. Diese Befunde stehen im Wiederspruch zu den Befunden von Joseph
et al. (33:55-57), die nach einer 10 woéchigen Fltterung mit einer 1%-Homo-Diat

signifikante Zunahmen um 50-200% beobachteten. Dieser Widerspruch war insofern
Uberraschend, als das in dieser Promotion verwendete Homo 1%-Modell mit dem
von Joseph et al. identisch war und kein Rassenunterschied zwischen den
Versuchtieren vorlag. Auch die verwendete Analytik war mit der von Joseph et al.
verwendeten identisch. Allerdings beinhalteten die HHCY-Gruppen von Joseph et al.
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weniger als 10 Tiere. Die hier vorgestellte Arbeit umfasste insgesamt 28 HHCY-Tiere
und 17 Kontrollen. Aufgrund dieser groBen Anzahl kommt dem Resultat der
vorliegenden Studie ein erhebliches Gewicht zu. Derzeit ist noch véllig unklar, wie die
Unterschiede zu den Resultaten von Joseph et al. zu erklaren sind. Da Joseph et al.
ihre Befunde in mehreren Arbeiten bestétigen konnten, gibt es zun&chst keinen
ersichtlichen Grund an deren Korrektheit zu zweifeln (33:55-57). Allerdings muss

eingeraumt werden, dass auch bei Joseph et al. in einer vorherigen Studie mit
hypertensiven Ratten die histomorphometrischen Daten das Signifikanzniveau nicht
erreichten (58). Dies deutet darauf hin, dass die histomorphometrische Analyse fur
die Detektion moderater myokardialer Veranderungen ein relativ unsicheres
Verfahren darstellt.

Eine weitere histomorphometrische Veranderung im Rahmen der CHI ist eine
vermehrte Mastzellinfiltration. Den Mastzellen wird im Rahmen der CHI eine
kardioprotektive Funktion zugeschrieben. Joseph et al. zeigten mit Hilfe von Knock-
out-Mausen, bei denen die Mastzellinfiltration unterdriickt war, ein deutlich
ausgepragteres kardiales Remodelling (56). Die kardioprotektive Funktion der
Mastzellen ist jedoch nicht unumstritten. So wurden in zwei unabhangigen Studien
gegenteilige Befunde erhoben. Im Vergleich mit Mastzell-Defizit Ratten wurde bei
den Mastzell-kompetenten Ratten eine vermehrte Fibrosierung und verminderte
Ejektionsfraktion beobachtet (17;43). Uber die endgiiltige Funktion der Mastzellen im
Rahmen der CHI kann somit nur spekuliert werden. Joseph et al. konnten eine
signifikant gesteigerte Mastzellinfiltration in hyperhomocysteindmischen Ratten
nachweisen (33:55:57). In der vorliegenden Studie war allerdings kein Unterschied

zwischen den Gruppen zu beobachten, was sich homogen in das Bild eines
fehlenden kardialen Remodellings einflgt.

Die Diskrepanz zwischen BNP-Expression und kardialem Remodeling ist nicht
unbedingt verwunderlich, da BNP im frihen Stadium wahrscheinlich der wesentlich
sensitivere Marker fir kardiale Verédnderungen ist. Diese Vermutung wird durch
klinische Studien unterstitzt, die BNP- und NT-proBNP-Erhéhungen bereits bei
Patienten mit einer diastolischen Dysfunktion und normaler EF zeigen konnten
(24:75:79:134). Auch bei einer milden systolischen Dysfunktion finden sich oft schon
erhdéhte BNP- und NT-proBNP-Werte (42:67:94). Aufgrund dieser Befunde kann

66



vermutet werden, dass eine gesteigerte BNP-Sekretion einem kardialen Remodeling
vorangeht. Das Herz wird in modernen Konzepten als multifunktionelles und
interaktives Organ angesehen, das Teil eines komplexen Netzwerkes ist (27:109). So
besitzt BNP nicht nur eine Indikatorfunktion flir myokardiale Veranderungen, sondern
auch antifibrotische und zytoprotektive Eigenschaften (9:31:60:107). Es liegt auf der
Hand, dass solche gegenregulatorischen Effekte des BNP wahrscheinlich vor dem
Eintreten morphologischer Veranderungen des Myokards auftreten und BNP als
myokardiales Sekretionsprodukt somit sowohl im Plasma als auch im Myokard
bereits frihzeitig in erhdhter Menge vorliegen kann. Zur Bestatigung dieser
Hypothese, wurden die bereits erwahnten Superfusionsversuche durchgefihrt. Diese
Versuche lieferten einen klaren Hinweis fir eine Kausalitdt zwischen HCY-
Konzentration und BNP-Expression.

4. Limitationen

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind natdrlich mit einigen Limitationen
behaftet, die hier etwas eingehender erlautert werden sollen. In der Homo 2%-
Gruppe waren die hohen interindividuellen Schwankungen des zirkulierenden HCY
auffallend. Insgesamt mussten 3 Homo 2%-Tiere ausgeschlossen werden, da sie
keinen Anstieg in der HCY-Plasmakonzentration aufwiesen. Verglichen mit der
entsprechenden Kontrollgruppe 2 (Ko2), fand sich auch eine signifikant geringere
Gewichtszunahme wahrend der Fultterungsperiode. Ursache fir die geringere
Gewichtszunahme ist wahrscheinlich die verminderte Nahrungsaufnahme in dieser
Gruppe, was auf eine eingeschrankte Toleranz der 2%igen Homo-Diat schlieBen
lasst. Dieses Phanomen wurde auch schon von Joseph et al. (58) beschrieben. Auch
in deren Studie waren hohe HCY-Werte mit einer verringerten Nahrungsaufnahme
und einer verminderten Gewichtszunahme assoziiert. Mit einem Anteil von 2% Hcy in
der Standarddiat scheint somit fir die Tiere die Grenze der peroral applizierbaren
Homocystinmenge erreicht zu sein. Ausgeschlossen wurden ebenso zwei
Kontrolltiere, die leicht erhdhte HCY-Werte aufwiesen. Dafir kommen drei
Méglichkeiten in Betracht. Da die Vitaminkonzentrationen Gberproportional hoch
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waren und die Kreatininwerte im Normbereich lagen, kommt nur eine Mutation und
damit Defekt der Enzyme im Methionin-Stoffwechsel in Frage.

Die geringe Anzahl von Tieren mit positiven BNP-Spiegeln im Plasma war ein
weiterer Schwachpunkt der vorliegenden Studie. Urséachlich fir dieses Phanomen ist
die limitierte Sensitivitat der derzeit verflgbaren Ratten-BNP-Assays, bei denen
gerade im Normbereich prazise Messungen nicht mdglich sind. Aufgrund der
geringen Sensitivitdt des verwendeten BNP-Assays war es damit nicht méglich,
potentielle Veranderungen des BNP unterhalb der Nachweisgrenze zu erfassen, was
sowohl die gesamte Kontroll-Gruppe als auch den Uberwiegenden Teil der HHCY-
Gruppen betraf. AuBerdem ist aufgrund dieser Problematik eine valide Definition des
Referenzbereiches flr das Ratten-BNP im Plasma nicht méglich. Aufgrund dieser
technischen Probleme wurde daher zusatzlich das BNP im Myokardgewebe
bestimmt, was sich aufgrund der gut messbaren Konzentration als wesentlich
geeigneter erwies.

Die Bestimmung des Ventrikelgewichtes war ebenfalls mit erheblichen
Schwierigkeiten behaftet. Das Herz beinhaltete nach Abtrennung vom Blutkreislauf
unterschiedlich viel Blut in den Kammern, wodurch Schwankungen von tber 60%
entstanden. Selbst das Durchspilen des linken Ventrikels mit PBS erwies sich als
nicht hilfreich, da statt des Blutes die Spullésung eingeschlossen wurde. Um diese
Unzulanglichkeit zu umgehen, wurde der linke Ventrikel freiprapariert und
anschlieBend in 4 gleichgroBe Stlicke geteilt. Das adharente Blut wurde vor dem
Wiegen vollstandig abgespult. Zur Bestimmung des Gewichts des linken Ventrikels
wurden dann alle 4 Aliquote auf die Waagschale gelegt. Durch diese Methode lieB3
sich die bestmogliche Reproduzierbarkeit erzielen. Trotz dieses standardisierten
Vorgehens, sind gewisse Schwankungen, bedingt durch die Praparation, jedoch
unvermeidbar.

Ein weiterer Einflussfaktor bezlglich der histomorphometrischen Ergebnisse
ist das Auftreten von Schrumpfungsartefakten bei der Herstellung der histologischen
Praparate. Diese flihrten in einigen Bereichen zu kleineren Spaltraumen zwischen
den Zellverbanden, was unter Umstédnden zur Unterschatzung des Kollagenanteils
fihren kann. Da jedoch eine groBe Zahl von Gesichtsfelder pro Praparat analysiert
wurde, hatten diese Artefakte wahrscheinlich keinen relevanten Einfluss auf die
Ergebnisse.
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5 Pathomechanismen

Die hier vorgestellten Ergebnisse und die von Joseph und Kennedy
publizierten Daten legen eine relevante Rolle der HHCY bei der Genese der CHI
nahe. Die zu Grunde liegenden Pathomechanismen (s. Abbildung 16) sind jedoch
noch weitgehend ungeklart und Gegenstand aktueller Untersuchungen. Aus
zahlreichen klinischen und experimentellen Studien, die im Zusammenhang mit
anderen Erkrankungen, wie z.B. KHK, Schlaganfall und Demenz durchgefuhrt
wurden, sind jedoch bereits eine Vielzahl potenzieller Mechanismen bekannt. Dabei
sind insbesondere Atherosklerose (101;102), oxidativer Stress (62;111) und
Apoptose (124;130) als wesentliche Pathomechanismen der HHCY zu nennen.
Vaskulopathie, oxidativer Stress und Apoptose sind aber auch wesentliche
Pathomechanismen der CHI. Damit liegt die Vermutung nahe, dass diese
Mechanismen auch eine Rolle fir den Zusammenhang zwischen HHCY und CHI

spielen.

Es wird angenommen, dass die Zunahme von oxidativen Stress im Herz eine
wesentliche Komponente in der Pathogenese der Herzinsuffizienz darstellt. Neben
tierexperimentellen Studien (8:111) zeigen auch mehrere klinische Arbeiten eine
Assoziation der CHI mit vermehrtem oxidativen Stress (5:35:62:80:112;115;136). Die
Induktion von oxidativem Stress durch die Verminderung der NO-Verfligbarkeit und

einer gesteigerten Sauerstoffradikalbildung ist vermutlich der priméar pathologische
Prozess im Rahmen der HHCY-induzierten CHI. Tyagi et al. (121) zeigten in einer
Zellkulturstudie eine HCY-abhangige Verminderung des Stickstoffmonoxid (NO).
Ursachlich dafir war eine HCY-bedingte Reduktion der Dimethylarginin-
Dimethylaminohydrolase (DDAH) -Expression, einem Inhibitor des asymmetrischen
Dimethylarginin (ADMA). ADMA wiederum inhibiert die NO-Synthase und war in
erhéhter Menge messbar. Da verschiedene Studien bereits eine Uberproduktion von
Superoxid und Peroxynitrit, zwei potenten Oxidantien, bei Abnahme des NO

nachgewiesen haben (19;110:121), ist bei HHCY von einer gesteigerten oxidativen
Belastung auszugehen. In einer Nachfolgestudie konnten Tyagi et al. nachweisen,
dass NO auch an der Regulation des kardialen Remodelings beteiligt ist und ein
wichtiges antihypertrophes Agens darstellt (122). Klinische Studien an Patienten mit
KHK, instabiler Angina pectoris und akutem Myokardinfarkt unterstitzen die
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Vermutung, das NO antihypertroph wirkt (22;86;129). Die vermehrte oxidative
Belastung fihrt in der Folge zur Ablagerung oxidierter LDL-Partikel (oxLDL) in den
GefaBwanden, die dann von Makrophagen aufgenommen werden und zur
Schaumzellbildung fiihren (26;39). Als Folge kommt es zu einer
Entzindungsreaktion, die mit einem UberschieBenden Wachstum der glatten
Muskelzellen in der GefaBwand und der Bildung von extrazellularer Matrix
einhergeht, die schlieBlich verkalkt. Dies fihrt letztendlich zur Entstehung
atherosklerotischer Plaques. Die Konsequenz ist eine Koronarsklerose mit

verminderter Perfusion und einer eingeschrankten Funktion des Myokards.

Ein weiterer potentieller Pathomechanismus kénnte eine vermehrte
Apoptoserate sein. Mehrere Studien konnten die Induktion einer erhdhten
Apoptoseaktivitat in Endothelzellen durch HCY zeigen (118:122). Tyagi et al. flhrte
dies in seinem Zellkulturversuch auf ein gestdrtes transmembrandses Potential der
Mitochondrien zurlck, welches durch eine HCY-induzierte vermehrte Bildung
reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) hervorgerufen wird. Durch das gestdrte Potential
wurde Cytochrom c freigesetzt, welches eine Reihe von Kaspasen aktiviert und damit
den programmierten Zelltod einfhrt (122). Zahlreiche Untersuchungen belegen
dartber hinaus, dass eine gesteigerte Apoptoserate auch einen wesentlichen
Pathomechanismus der CHI und des kardialen Remodellings darstellt
(38:44:105:124:130). Dadurch liegt die Vermutung nahe, dass HCY vergleichbar der
Situation in Endothelzellen auch die Apoptoserate von Kardiomyozyten erhdht.

Im Rahmen des kardialen Remodellings sind zahlreiche Regulatorproteine
beteiligt, unter denen den Metalloproteinasen (MMP) eine zentrale Rolle zukommt.
Viele tierexperimentelle (66:68:69;72;73:108:113:114), aber auch klinische Daten
(98:100:135), haben den Einfluss von MMP’s auf die kardiale Struktur und Funktion
des Herzens gezeigt und deren Rolle beim Remodelling des insuffizienten Herzen

nachgewiesen. Yamazaki et al. fanden beispielsweise in einer klinischen Studie eine
positive Korrelation zwischen der MMP-2 und dem NYHA-Stadium von CHI-
Patienten (135). Dabei war eine erhéhte MMP-2-Expression von einem erhéhten
Plasma-BNP begleitet. Auch die HHCY induziert eine gesteigerte MMP-Expression.

In tierexperimentellen Versuchen (11:87:88) mit hyperhomocysteinamischen Ratten

konnte ein signifikanter Anstieg der MMP’s in Myokardendothelzellen beobachtet
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werden. Dartber hinaus berichtete Moshal et al., dass ein HCY-bedingter Anstieg
von Sauerstoffradikalen, Uber eine mitochondrial getriggerte Reaktions-Kaskade, zu
einer Aktivierung von MMP’s fiohrt (11:87:89). Zusammengefasst lasst sich
feststellen, dass trotz des fehlenden Nachweises in Kardiomyozyten die Vermutung
nahe liegt, dass eine HHCY Uber vermehrten oxidativen Stress zu einer gesteigerten
MMP-Expression und konsekutiv zu einem pathologischen kardialen Remodelling
fuhrt.

Neben der bisher diskutierten Wirkung ist die HHCY auch ein wichtiger
Indikator flr eine gestérte Transmethylierungskapazitat. HCY ist das Endprodukt des
Methioninkreislaufs und entsteht Uber die Zwischenprodukte S-Adenosyl-Methionin
(SAM) und S-Adenosyl-Homocystein  (SAH). SAM st der universelle
Methylgruppendonor des Organismus. SAM U(bertragt seine Methylgruppe im
Rahmen der Transmethylierung auf zahlreiche Substrate, die dadurch ihre
funktionelle Kompetenz erlangen. Im Rahmen der HHCY kommt es durch eine
Produktinhibition zu einer Hypomethylierung, die letztendlich zu einer gestorten
Zellhomdostase fuhrt. Daher ist es vorstellbar, dass eine HHCY Uber eine reduzierte
Transmethylierungsaktivitdt eine pathologisch veranderte extrazelluldare Matrix
bedingt und mit einer konsekutiven Stérung der Myokardfunktion einhergeht
(20:21:45).

Oxidativer Stress —»

Vaskulopathie —»

Apoptose ——»

HCY

Metalloproteinasen —»

Hypomethylierung ——p

Abbildung 16: Hypothetische Pathobiomechanismen der HCY induzierten CHI.
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V1 Schilussfolgerung

Aus den im Rahmen dieses Projektes gewonnenen Daten kann man
schlussfolgern, dass eine intermediare HHCY, verursacht durch eine Homocystin-
angereicherte Diat, die kardiale BNP-Expression in Ratten stimuliert. Dieser BNP-
Anstieg wird allerdings nicht von einem pathologischen Remodelling begleitet.
Folglich ist davon auszugehen, dass die erhéhte BNP-Expression in
hyperhomocysteindmischen Ratten wahrscheinlich sehr frihe pathogene Effekte der
HHCY am Myokard reflektiert. Die vorliegenden Befunde unterstreichen dariber
hinaus die potentielle Rolle des BNP als frihen und sensitiven Marker fir
myokardiale Veranderungen.
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