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1. EINLEITUNG

1.1. Aufgabenstellung

Die Atherosklerose ist eine Erkrankung der Arterien, die in der westlichen Welt zu den
héufigsten Todesursachen zdhlt. Zu den Folgen der Atherosklerose zdhlen z.B. die periphere
arterielle Verschlusskrankheit (PAVK), der Myokardinfarkt, die Herzinsuffizienz und der
Apoplex. Als Behandlungsoptionen der Atherosklerose stehen neben der Beeinflussung der
Risikofaktoren wie Hypertonie, Hyperlipidproteinimie und Diabetes mellitus, auch die
Behandlung der Risikofolgen zur Verfligung. In einem weit fortgeschrittenen Stadium der
Atherosklerose der Koronararterien sind eine Bypass-Operation oder eine mechanische
Rekanalisation oft die letzte Behandlungsoption. Bei einer mechanischen Rekanalisation kann
allerdings das Auftreten einer Restenose den Therapieerfolg einschrianken oder sogar
aufheben. Sowohl ein operativer Eingriff als auch die Beeinflussung der Risikofaktoren und
-folgen konnen eine bereits bestehende Atherosklerose nicht heilen. Einen
Forschungsschwerpunkt der letzten Jahre hat das Stickstoffmonoxid (NO) dargestellt, da es
bei der Entstehung der Atherosklerose eine zentrale Rolle spielt. Die Atherosklerose geht mit
einer endothelialen Dysfunktion einher, welche sich durch eine gestorte Freisetzung
endothelialer Substanzen auszeichnet, zu denen auch das NO gehort. Da die Aminoséure
L-Arginin als Prikursor von NO identifiziert wurde, ist ihr Einsatz sowohl in der Prophylaxe
als auch in der Therapie der Atherosklerose denkbar. Die vorliegende Dissertation ist als
Pilotstudie konzipiert worden, um festzustellen inwieweit eine sechsmonatige Gabe von
L-Arginin an Patienten mit koronarer Herzkrankheit den Krankheitsverlauf dieser Patienten
beeinflussen kann. Auch sollte erfasst werden wie eine definitive Studie gestaltet werden
miisste, um einen in der Pilotstudie angedeuteten Effekt zu beweisen. Des Weiteren wurde der
Einfluss einer Rekanalisation auf Biomarker des oxidativen Stresses untersucht und eine

Labormethode zur Erfassung des oxidativen Status entwickelt, validiert und eingesetzt.
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1.2. Atherosklerose

1.2.1. Definition

Die Atherosklerose ist eine vaskuldre Erkrankung, deren Name sich aus dem Griechischen
ableitet (atheroma = Griitzbeutel, skleros = hart). Sie wird auch als Arteriosklerose oder
umgangssprachlich als Arterienverkalkung bezeichnet. Die Atherosklerose ist die wichtigste
und héufigste krankhafte Verdnderung der Arterien. Sie manifestiert sich in einer Verhdrtung
und Verdickung der Arterien sowie in einem Elastizititsverlust und einer
Lichtungseinengung. Die atherosklerotischen Verdnderungen betreffen die Intima und Media
der Arterie und bestehen aus herdférmigen Ansammlungen von Lipiden, Kohlenhydraten,
Blut und Blutbestandteilen, Bindegewebe sowie aus Calcium-Ablagerungen. Die WHO teilt
die Atherosklerose in 4 Stadien ein: Eine normale Arterie ist als Stadium 0 klassifiziert, eine
frithe Lasion mit Fettstreifen als Stadium I, eine fortgeschrittene Lasion mit fibrosen Plaques
als Stadium II und komplizierte Ldsionen mit klinisch manifesten Folgekrankheiten als
Stadium III (Pschyrembel 2002). Die Atherosklerose ist Ursache fiir etwa die Hélfte aller
Todesfdlle in der westlichen Welt. Als allgemeine Risikofaktoren gelten Hyperlipo-
proteindmie, Dyslipoproteindmie, Hyperhomocysteindmie, arterielle Hypertonie, Diabetes
mellitus, Nikotinabusus, Adipositas sowie familidre Pradisposition. Diese Risikofaktoren
beeinflussen sich gegenseitig additiv (Synergismus) und bestimmen so in ihrer Gesamtheit
das individuelle Risiko an Atherosklerose zu erkranken.

Die Prophylaxe und Therapie der Atherosklerose beschrinkt sich zurzeit primér auf die
Beeinflussung und Behandlung ihrer Risikofaktoren. Hierfiir stehen z.B. Lipidsenker,
Antihypertensiva, Thrombozyteninhibitoren und —aggregationshemmer zur Verfiigung. Neben
der medikamentdsen Behandlung der Risikofaktoren, kann ein atherosklerotischer Plaque
auch direkt durch eine Bypass-Operation oder eine mechanische Rekanalisation
(PTA = perkutane transluminale Angioplastie) behandelt werden. Durch die PTA kann es
allerdings zu einer mechanischen Verletzung des Endothels kommen, welche zu einer
erneuten Entstehung von Lisionen beitragen kann. Das Auftreten einer Restenose nach
durchgefiihrter PTA stellt bis heute eine bedeutende Limitation dieser Behandlungsmethode
dar. Da eine Riickbildung oder Heilung der Atherosklerose zum heutigen Zeitpunkt nicht
moglich ist, konzentriert sich die aktuelle Forschung auf mogliche medikamentose

Therapieoptionen. Zu diesen zdhlen unter anderem eine Plaque-Stabilisierung mit selektiven
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Metalloprotease-Inhibitoren (Rouis M 2005, Johnson JL 2007), die Behandlung der
Atherosklerose durch die pleiotropische Wirkung der Statine (Liao und Laufs 2005, Alegret
und Silvestre 2006) und die Beeinflussung der endothelialen Dysfunktion mit

Stickstoffmonoxid-Donatoren, auf die in dieser Arbeit eingegangen wird.

Die koronare Herzkrankheit (KHK) ist eine Manifestation der Atherosklerose an den
Koronararterien. Auf Grund einer Koronarsklerose kommt es dort zu einem Missverhéltnis
zwischen Sauerstoffbedarf und Sauerstoffangebot, das bis hin zur Myokardischidmie fiihren
kann und sich als Angina pectoris, Myokardinfarkt, Herzrhythmusstdrung oder
Herzinsuffizienz manifestieren kann. Eine Atherosklerose kann aber auch andere zentrale
sowie periphere Gefdlle befallen. Eine zerebrale Minderdurchblutung kann einen Hirnschlag,
einen so genannten Apoplex, hervorrufen, eine Minderdurchblutung der peripheren Gefille
eine PAVK. Meist sind alle GefdBgebiete zugleich, jedoch in oft sehr unterschiedlich starker
Ausbildung betroffen.

1.2.2. Endotheliale Dysfunktion

Eine mogliche Ursache fiir die Entstehung der Atherosklerose ist eine Schidigung des
Gefillendothels. Dies formulierte Ross in der ,,Response to Injury Theory* (Ross 1986,
Ross 1993, Ross 1999). Ross sieht die Atherosklerose als eine entziindliche Erkrankung,
deren Anfangsstadium die endotheliale Dysfunktion ist. Die endotheliale Dysfunktion
begiinstigt die Entstehung eines ,fatty streak®™, eines Fettsteifens, der sich durch die
zusitzliche Ansammlung von Makrophagen und T-Lymphozyten als ein entziindlicher
Prozess auszeichnet und zu einem Plaque weiterentwickeln kann (Stary et al. 1994). Plaques
sind mit einer Bindegewebskapsel iiberzogen und dadurch vom Blut abgegrenzt. Durch die
Plaques selbst oder deren Ruptur kann es zu GefaBBverschliissen und thromboembolischen
Komplikationen kommen, die sich in Folgeerkrankungen wie der KHK oder PVAK

manifestieren. Die Pathogenese der Atherosklerose ist vereinfacht in Abbildung 1 dargestellt.
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1= normale Arterienwand

2= initiale, extrazelluldre (subintimale)
Akkumulation von Lipiden,
Proteoglykanen und Kollagenfasern

3= intimale Lipidherde, erste Schaumzellen
(=Lipidspeichermakrophagen)

4= fortschreitende
Schaumzellansammlung, progressive
Sklerose durch proliferierende
Myofibroblasten von der Intima zur
Media fortschreitend

5= Atherom mit zentraler,
Cholesterinkristalle enthaltender
Nekrose, umsdaumt von Schaumzellen
und einzelnen Entziindungszellen
(=T-Lymphozyten); perifokale Sklerose

6= dystrohpe spangenférmige
Atheromverkalkung

7= atheromatdses Geschwiir mit parietalem
Abscheidungsthrombus; weitere
Progredienz der Sklerose und/oder
Gefdlwandabschwichung
Aneurysma

Leee

Abbildung 1: Formale Pathogenese der Atherosklerose
(Riede, Schaefer. Allgemeine und spezielle Pathologie)

Die endotheliale Dysfunktion zeichnet sich durch eine Storung der physiologischen Funktion
des Endothels aus. Das Endothel der Gefde besteht aus einer geschlossenen, einschichtigen
Zellschicht und dient unter anderem der Regulierung des GefiaBtonus und Blutdrucks, der
Fibrinolyse, der Gerinnung und der Thrombenresistenz. Fiir eine endotheliale Dysfunktion
kommen neben einer mechanischen Verletzung auch pathobiochemische Ursachen in Frage.
Diese sind erhohte LDL- und/oder Homocystein-Konzentrationen, freie Radikale,
Bluthochdruck, Diabetes mellitus, Nikotinabusus oder Infektionen durch Mikroorganismen
(Ross 1999). Selbst ein morphologisch intaktes Endothel kann funktionelle Maingel
aufweisen.

Endothelprodukte, die bei der koronaren Herzkrankheit eine iibergewichtige Rolle spielen,
sind der endotheliale, relaxierende Faktor (EDRF), das Prostazyklin und der
Gewebsplasminogenaktivator (t-PA). Der EDRF wurde schon 1980 von Furchgott und
Zawadzki entdeckt, konnte allerdings erst 1987 von Ignarro und Palmer als Stickstoffmonoxid
identifiziert werden (Ignarro et al. 1987, Palmer et al. 1987). NO ist ein wichtiges
Signalmolekiil, welches unter anderem die Regulierung des physiologischen Blutdrucks
tibernimmt. Wird NO von den Endothelzellen freigesetzt, so kommt es zu einer Aktivierung
der 16slichen zytoplasmatischen Guanylatzyklase in den glatten Muskelzellen. Durch eine

cylco-Guanosinmonophosphat (cGMP) vermittelte Abnahme der intrazelluliren Calcium-
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Konzentration kommt es schlie8lich zu einer Relaxation der Gefa3e (Murad 1986, Moncada
und Higgs 1993). Somit wirkt sich eine endotheliale Dysfunktion bzw. eine verminderte
NO-Produktion in einer eingeschrinkten Dilationsfahigkeit der GefdBle aus (Zeiher et al.
1993). Auch hemmt NO eine Adhésion der Leuko- und Monozyten sowie deren Migration in
die GefiaBwand. Weitere Funktionen von NO sind die Hemmung der Thrombozytenfunktion
(Radomski et al. 1987, Forstermann et al. 1989), die Regulierung der Produktion von
Thromboxan A, und vom Plédttchenwachstumsfaktor (PDGF). Thromboxan A, bewirkt eine
Plattchenaggregation und eine Vasokonstriktion (Pill et al. 1990), der PDGF die
Muskelzellproliferation zu Schaumzellen (Ross 1993). Neben NO ist auch Prostazyklin
(Prostaglandin 1) als Produkt des Eicosanoid-Stoffwechsels mitverantwortlich fiir die
Vasodilation der Gefdfle und fiir die Hemmung der Thrombozytenfunktion (Moncada et al.
1976, Darius et al. 1995).

Ein weiteres Endothelprodukt, welches bei der endothelialen Dysfunktion vermindert gebildet
wird und wodurch es zu einer geringeren Fibrinolyse von Thromben kommit, ist t-PA.

Bei der endothelialen Dysfunktion kommt es somit auf Grund der verminderten NO-,
Prostazyklin- und t-PA-Konzentration zu einem Verlust der vasodilatorischen und
antikoagulativen Eigenschaften des Endothels. Dadurch werden die Entstehung und

Weiterentwicklung einer Atherosklerose begiinstigt.

1.2.3. Der L-Arginin/NO-Stoffwechsel

Als Préakursor-Substanz fiir NO wurde die basische, semi-essentielle Aminosdure L-Arginin
identifiziert. Arginin wird als semi-essentielle Aminosdure eingestuft, da Erwachsene und
Kinder, ausgewachsene Sduger und Nager, nicht aber juvenile Nager Arginin selbst
synthetisieren konnen (Rose et al. 1948). Bei einer ausgewogenen mitteleuropdischen Diét
betrdgt die L-Arginin-Aufnahme 5-6 g pro Tag (Visek 1986). Bei oraler Zufuhr erfolgt die
Resorption von L-Arginin aus dem Jejunum (Kim et al. 1991).

NO entsteht durch eine 5-Elektronen-Oxidation eines Stickstoffatoms der Guanidino-Gruppe
des L-Arginins (Abbildung 2). Das entstehende Nebenprodukt ist L-Citrullin (Palmer et al.
1988), aus dem in mehreren Schritten L-Arginin in Leber und Niere zuriickgewonnen werden
kann (Wu und Meininger 1993). Hierbei kommt der Leber die Produktion des L-Arginins fiir
den Eigenbedarf zu (White und Christensen 1982), der Niere dagegen die Produktion, die
zum Aufrechterhalten des physiologischen Plasmaspiegels benétigt wird (Borsook und

Dubnoft 1941).
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NH NH
2 NH, 0, L2 NH,
HO N — > N—O 4+ HO \[H\/\/ N %
(0]
o NH

o

L-Arginin L-Citrullin

Abbildung 2: Biosynthese von NO aus L-Arginin

L-Arginin kann durch zwei verschiedene Transportsysteme in die Zelle gelangen. 60 % des
L-Arginins werden iiber den Natrium-unabhingigen y'-Transporter fiir kationische

Aminoséuren in die Zelle transportiert, der Rest iiber einen Natrium-abhéngiges System.

Die Oxidation von L-Arginin zu NO wird durch die NO-Synthasen (NOS) katalysiert, von
denen drei gewebespezifische Isoformen bekannt sind. Die konstitutiv exprimierte neuronale
NOS-Isoform (nNOS) kommt im zentralen und peripheren Nervensystem vor und ist fiir die
nicht-adrenerge und nicht-cholinerge (NANC) Neurotransmission verantwortlich (Mayer et
al. 1991). Die induzierbare NOS (iNOS) kommt in mehreren Zytokin-induzierbaren Zellen
vor, z.B. in Makrophagen. Sie ist an Abwehrvorgéngen beteiligt (Stuehr et al. 1991) und wird
iiber die Transkription reguliert. In der Endothelzelle befindet sich hauptsidchlich die Isoform
eNOS, die konstitutiv exprimiert wird. Die eNOS und die nNOS bendtigen fiir ihre
Aktivierung Calcium-lonen und Calmodulin in Form einer erhdhten zytoplasmatischen
Calcium-Konzentration. Der Anstieg der Calcium-Konzentration in der Zelle ist ein iiber
Guanosinmonophosphat vermittelter Prozess. Fiir die eNOS scheint noch ein zusitzlicher
Mechanismus auf der Ebene der Genexpression zu existieren (Forstermann et al. 1993). Die
iINOS hat Calmodulin fest an das Enzymmolekiil gebunden und ist somit nicht von der
Calcium-Konzentration abhingig. Alle NO-Synthasen benotigen neben Calmodulin zusétzlich
reduziertes Nicotinamid-Adenosin-Dinukleotidphosphat (NADPH), das Flavin-Mono- (FMN)
und das Flavin-Dinukleotid-Adenin (FAD) sowie Tetrahydrobiopterin, um NO aus L-Arginin
produzieren zu konnen (Forstermann 2006a).

Die isolierte, aufgereinigte NO-Synthase aus Rinderaorten-Endothelzellen ist durch eine
Michaelis-Menten-Konstante (K,,) von ~ 2.9 umol/l charakterisiert (Pollock et al. 1991).
Demnach diirfte bei einer physiologischen L-Arginin-Konzentration in Endothelzellen von
2 mmol/l (Hecker et al. 1990) die NO-Synthase bei Weitem im Bereich der Substratséttigung
arbeiten. Durch externe Gabe von L-Arginin ist es allerdings dennoch moglich die
NO-Synthese zu steigern. Dieser Gegensatz wird in der Literatur als ,,L.-Arginine paradox‘

bezeichnet (Forstermann et al. 1994). Ein moglicher Erkldrungsansatz hierfiir ist, dass der
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physiologische intrazellulidre K,,-Wert der eNOS nicht dem der in vitro Versuche entspricht.
Auch muss die Tatsache beriicksichtigt werden, dass die L-Arginin-Konzentration in
unmittelbarer Enzym-Nachbarschaft unbekannt ist. McDonald et al. konnten 1997 zeigen,
dass der y'-Transporter und die eNOS in direkter Nachbarschaft zueinander liegen, was eine
sehr gute Versorgung der eNOS mit L-Arginin gewdhrleistet. Somit wire die freie L-Arginin-
Konzentration der limitierende Faktor. In diesem Model kdme der intrazelluliren
L-Arginin-Konzentration eine untergeordnete Rolle zu. Auch wire eine Kumulation von
endogenen Enzyminhibitoren ein moglicher Erkldrungsansatz fiir das ,,L-Arginine paradox*
(Tsikas et al. 2000a). Eine externe Gabe von L-Arginin wiirde in diesem Fall zu einer
Verdringung der Inhibitoren fithren und somit die NO-Syntheserate steigern. Als ein
derartiger Inhibitor wurde z.B. das asymmetrische Dimethylarginin (ADMA) identifiziert.

Neben der NO-Synthese ist L-Arginin noch an weiteren Stoffwechselvorgéngen beteiligt. Im
Harnstoffzyklus wird es durch die Arginase zu Ornithin und Harnstoff aufgespalten (Krebs
und Henseleit 1932). Des Weiteren hat L-Arginin eine endokrin-sekretagoge Wirkung. Es
wirkt stimulierend auf die Freisetzung von Hormonen wie Katecholamine,
Wachstumshormone, Kortikosteroide, Somatostatin, Insulin, Glukagon und Prolaktin. Auch
ist L-Arginin an der Kreatinin-Synthese und an der Synthese von Orotsdure aus

Carbamylphosphat beteiligt (Visek 1992, Reyes et al. 1994).

Zu einer Freisetzung von NO aus der Endothelzelle kommt es durch eine Aktivierung der
eNOS. Diese kann durch Rezeptoragonisten wie Thrombin oder Acetylcholin erfolgen
(Furchgott und Zawadzki 1980) oder durch die laminare Scherkraft des Blutflusses in den
GefaBen. Eine dauerhafte Stimulation der NO-Synthase hat wiederum eine vermehrte eNOS
Genexpression zur Folge (Topper et al. 1996). Die NO-Freisetzung kann allerdings nur an
intakten Endothelzellen erfolgen. Das freigesetzte NO wirkt im GefdBlumen und direkt auf
die glatte GefaBmuskulatur. Diese Reaktion auf die GefdaBmuskulatur wird tiber die 16sliche
Guanylatzyklase vermittelt, welche durch NO stark aktiviert wird (Arnold et al. 1977). Fiir die
kardiovaskuldre Wirkung von NO ist die Aktivierung der l6slichen Guanylatzyklase der
wichtigste Mechanismus. Der nachfolgend gebildete intrazelluldre Botenstoff cGMP wirkt
vasodilatierend {iiber eine Reduktion der intrazelluliren Calcium-Konzentration und
aggregationshemmend.

Freies NO wird innerhalb von wenigen Sekunden inaktiviert (Griffith et al. 1984). Hierfiir
kommen mehrere Mechanismen in Frage. NO kann z.B. durch Reaktion mit Oxyhdmoglobin

zu Methdmoglobin und Nitrat reagieren, aber auch Abbauwege iiber diverse andere
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Hamoglobinformen sind moglich (Hsia 1998, McMahon et al. 2002, Kim-Shapiro et al.
2006). Ein weiterer moglicher Inaktivierungsweg des NO ist die Reaktion mit
Superoxidradikalen (O,"). Hierbei entsteht iiber das radikalische Zwischenprodukt
Peroxynitrit (ONOQ") ebenfalls Nitrat, welches renal eliminiert wird (Blough et al. 1985).
Des Weiteren kann NO mit Lipid-Peroxy- oder Lipid-Alkoxylradikalen reagieren wie sie z.B.
bei der Lipidperoxidation entstehen. Als Beispiel sei hier die Oxidation von LDL genannt
(Maggi et al. 1995). Ebenfalls kann NO zur Bildung von S-Nitroso-Aminosduren durch die
Reaktion mit Thiolgruppen beitragen. Unter physiologischen Bedingungen kann NO unter
anderem zu S-Nitroso-Hédmoglobin, S-Nitroso-Acetylcystein, S-Nitroso-Cystein, S-Nitroso-
Albumin und S-Nitroso-Glutathion reagieren (Mathews et al. 1993). Fiir diese
S-Nitrosoverbindungen konnte eine dhnliche Wirkung wie die von NO in Bezug auf
Vasorelaxation und Hemmung der Thrombozytenaggregation aufgezeigt werden (Tsikas et al.
1994, Ramsay et al. 1995). Als weitere Inaktivierungsmechanismen von NO bleiben noch die
Reaktionen mit den Enzymen Cyclooxygenase (Salvemini et al. 1995) und Myeloperoxidase
(Eiserich et al. 2002) zu nennen.

Nitrit und Nitrat sind Produkte des NO-Stoffwechsels, die zusammen mit dem Urin
ausgeschieden werden. Sowohl Nitrit und Nitrat als auch cGMP konnen als Parameter fiir die
systemische NO-Syntheserate herangezogen werden. Hierbei ist zu beachten, dass die
cGMP-Konzentration eher die biologische Aktivitit von NO anzeigt, wogegen die
Nitrit/Nitrat-Konzentration Aufschluss tliber die endogene NO-Bildungsrate geben kann
(Boger et al. 1996). Voraussetzung fiir die Berechnung der NO-Syntheserate fiir klinische
Zwecke ist die Minimierung der Nitrit/Nitrat-Aufnahme mit der Nahrung und die
Standardisierung auf die Kreatinin-Ausscheidung im Urin bei der Bestimmung aus
Spontan-Urin. Auch das ¢cGMP muss bei der Bestimmung aus Spontan-Urin auf die
Kreatinin-Ausscheidung standardisiert werden.

Pathophysiologische Faktoren, die bei der Entstehung der Atherosklerose eine Rolle spielen,
sind verminderte NO-Produktion und NO-Bioverfligbarkeit, gestorte Freisetzung vasoaktiver
Mediatoren, vermehrte Expression von Adhidsionsmolekiilen bei Entziindungsprozessen,
gestorte  Bildung der thrombenresistenten GefdBinnenauskleidung, Oxidation von
Lipoproteinen, unphysiologische Sekretion von Gerinnungsfaktoren oder Faktoren der
Fibrinolyse und veridnderte Metabolisierung der Regulatoren Angiotensin I, Adenosin und
Adenosintriphosphat (ATP).

Verminderte NO-Bioverfiigbarkeit kann in mehreren Mechanismen begriindet sein. Diese

konnen sowohl in einer verminderten NO-Synthese als auch in einem vermehrten
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NO-Metabolismus resultieren. Eine mogliche Ursache fiir eine verminderte NO-Produktion
wire eine verminderte Aufnahme von L-Arginin in die Endothelzelle. Grund hierfiir konnte
eine verdanderte Aktivitdt der Transporter fiir L-Arginin sein. Als Inhibitoren fiir die L-Arginin
Transporter wurden das symmetrische Dimethyl-L-Arginin (SDMA) und die
a-Amino-d-isothioureidovaleriansidure (AITV) experimentell identifiziert (Closs et al. 1997).
Diese wiirden in unphysiologisch hoher Konzentration letztlich eine verminderte
NO-Produktion zur Folge haben. Aber auch eine Hemmung der NOS durch endogene
Inhibitoren muss als mdglicher Mechanismus in Betracht gezogen werden. Inhibitoren wie
das ADMA und das N”-monomethyl-L-Arginin (L-NMMA) (Rees et al.1990) werden im
Abschnitt 1.2.4. Hemmstoffe der NO-Synthese besprochen. Des Weiteren kann eine
verminderte NO-Produktion auch auf Grund genetischer Anomalien auftreten (Liao et al.
1995). Zu diesen zéhlen ein Tetrahydrobiopterin-Mangel sowie eine verminderte Expression
der eNOS. Eine verminderte eNOS-Expression erscheint bei Patienten mit Atherosklerose
allerdings unwahrscheinlich, da viele Studien zeigen konnten, dass kardiovaskuldre
Risikofaktoren eher mit einer vermehrten als mit einer verminderten Expression der eNOS in
Verbindung gebracht werden kénnen (Hink et al. 2001, Mollnau et al. 2002).

Zu einem gesteigerten NO Metabolismus kann es auch durch einen vermehrten oxidativen
Abbau von NO durch Sauerstoff selbst oder Superoxidanionen kommen. Auf diese

Zusammenhédnge wird zusitzlich im Kapitel 1.2.5. Oxidativer Stress eingegangen.

1.2.4. Hemmstoffe der NO-Synthese

Zu den endogenen Hemmstoffen der eNOS zihlen das NG,NG—dimethyl—L—Arginin
(asymmetrisches Dimethylarginin, ADMA), das N°-monomethyl-L-Arginin
(Monomethylarginin, L-NMMA) (Vallance et al. 1992) und das schwicher hemmende
NG,NG'—dimethyl-L-Arginin (symmetrisches Dimethylarginin, SDMA) (Tsikas et al. 2000b).
Diese methylierten Arginin—Analoga (Abbildung 3) kommen in freier Form im Urin
(Kakimoto und Akazawa 1970), im Plasma (Vallance et al. 1992), im Gewebe und in Zellen
vor (Bothmer et al. 2002). Sie entstthen durch die Methylierung von
Arginin-Seitenkettengruppen in  Polypeptiden und Proteinen durch spezifische
Protein-Arginin-Methyltransferasen (PRMT) (Rawal et al. 1995, Gary und Clarke 1998).

Durch anschlieende Proteolyse werden die Methylarginine freigesetzt.
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Abbildung 3: Chemische Struktur von L-Arginin und den methylierten L-Arginin-Analoga

ADMA wird als endogener Hemmstoff der eNOS in vielen Zelltypen einschlieBlich der
endothelialen Zellen durch PRMT synthetisiert. Eliminiert wird ADMA durch die
Metabolisierung zu L-Citrullin und Dimethylamin (DMA) oder durch die Ausscheidung mit
dem Urin. Die Metabolisierung zu L-Citrullin  erfolgt iiber das Enzym
Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase (DDAH) (Ogawa et al. 1989, MacAllister et al.
1996). Es existieren zwei [soformen der DDAH. Die DDAH I liegt hauptsdchlich im Gehirn
und in der Niere vor, wihrend die DDAH II im Herzen, der Plazenta und in der Niere
exprimiert wird (Leiper et al. 1999). Auch das L-NMMA wird iiber die DDAH abgebaut und
zwar zu Citrullin und Monomethylamin (MMA). Da sowohl die Synthese als auch die
Metabolisierung von ADMA stark regulierte Prozesse sind, liegt die Schlussfolgerung nahe,
dass die DDAH das Potential besitzt, den NO-Stoffwechsel iiber den ADMA-Spiegel zu
regulieren (Leiper und Vallance 2006). Die Bestimmung der DMA-Ausscheidungsrate im
Urin gibt Aufschluss iiber die ADMA-Metabolisierung. Allerdings ist dabei die exogene
Zufuhr von DMA durch Nahrungsbestandteile wie Lecithin, Cholin und Trimethylamin sowie
dessen N-Oxide zu beriicksichtigen (Asatoor und Simenhoff 1965). Die individuelle
DMA-Ausscheidungsrate im Urin ist somit von der Erndhrung, der endogenen Produktion
sowie von Metabolismus und Ausscheidung abhingig. Untersuchungen haben gezeigt, dass
eine erhohte ADMA-Konzentration zu einer verminderten NO-Synthese und einem erhéhten
GefaBwiderstand fiihren kann. In klinischen Studien konnten erhohte ADMA-Werte bei
Patienten mit PAVK (Boger et al. 1997), chronischer Niereninsuffizienz (Vallance et al.
1992), Hypertonie (Surdacki et al. 1999) und Hypercholesterinimie (Boger et al. 1998)
festgestellt werden. Miyazaki et al. (1999) konnten eine Korrelation zwischen den
Risikofaktoren Alter, Blutdruck, Glucosetoleranz, Intima-/Mediadicke der Carotis und der
ADMA-Konzentration im Plasma aufzeigen. Sie assoziierten daraufhin eine erhdhte

ADMA-Konzentration im Plasma mit einem erhohten Atheroskleroserisiko. Achan et al.
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(2003) konnten in einer doppelblinden, placebokontrollierten, randomisierten Studie mit
gesunden Probanden, denen ADMA intravends injiziert wurde, eine negative Auswirkung auf
die Herzleistung aufzeigen. Durch die niedrig dosierte ADMA-Injektion wurden eine
sofortige Senkung der Herzfrequenz sowie eine Senkung des Herzminutenvolumens und eine
Erhohung des Blutdrucks und des vaskuldren Widerstandes beobachtet. Auch in Studien zur
Erfassung des Effektes einer ADMA-Infusion auf die zerebrale (Kielstein et al. 2006) und
pulmonale (Kielstein et al. 2005) Durchblutung, konnten vergleichbare negative
Auswirkungen beobachtet werden. Ahnliche vasokonstriktorische Effekte konnten auch fiir
L-NMMA nachgewiesen werden (Haynes et al. 1993). Diese Ergebnisse legen den Schluss
nahe, dass der Akkumulation von ADMA eine wichtige Rolle bei der Pathogenese der
Atherosklerose zukommt. 2001 wurde ADMA von Valkonen et al. als potentieller Marker fiir
die endotheliale Dysfunktion und als Risikofaktor fiir die Atherosklerose definiert.

Ein weiterer Risikofaktor der Atherosklerose, der in den NO-Stoffwechsel eingreifen konnte,
ist das Homocystein. Homocystein entsteht durch den Abbau von Methionin. Es liegt nur zu
einem sehr geringen Prozentsatz frei im Plasma vor. 70 - 85 % des Homocysteins sind
proteingebunden, vorzugsweise an Albumin (Kang et al. 1992). Das so genannte
Gesamthomocystein setzt sich aus Homocystein, Homocystin, Cystin-Homocystein und
anderen Disulfiden zusammen. Der individuelle Homocystein-Spiegel wird sowohl von
genetischen als auch von erndhrungstechnischen Faktoren beeinflusst. Fiir den Abbau von
Homocystein stehen verschiedene Stoffwechselwege zur Verfiigung. Uber das Enzym
Methioninsynthase wird Homocystein durch Methylierung zu Methionin zuriickverwandelt.
Wichtige Co-Faktoren fiir diesen Prozess sind Methylcobalamin (Vitamin B,;) und Folsaure.
Ein weiterer Metabolisierungsweg fiir Homocystein ist der Cystein-Stoffwechsel. Die
Cystathionin-B-Synthase baut Homocystein in Gegenwart der Aminosdure Serin zu
Cystathionin ab. Fiir diesen Schritt wird Pydridoxalphosphat (Vitamin Bg) benoétigt (Loscalzo
1996). Somit kommen den B-Vitaminen und der Folsdure elementare Schliisselfunktionen im
Homocystein-Metabolismus zu. Erste Berichte iiber einen moglichen Zusammenhang
zwischen Hyperhomocysteindmie und Atherosklerose wurden von Gibson et al. (1964) und
McCully (1969) publiziert. Untersuchungen konnten zeigen, dass vermutlich mehrere
Mechanismen fiir die Schiddigung des Endothels durch Homocystein verantwortlich sind. Zu
thnen zahlt die Oxidation von Homocystein zu Homocystin, zu gemischten Disulfiden und
Homocysteinthiolacton, welche von der Bildung von reaktiven Sauerstoffspezien (ROS)

begleitet ist. Zu den so gebildeten ROS zdhlen das Superoxidanion und das
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Wasserstoffperoxid. Eine weitere mdgliche pathologische Rolle spielt Homocystein in Bezug
auf erhohten oxidativen Stress durch die Hemmung der Glutathionperoxidase. Die
Glutathionperoxidase 1ist als endogenes Antioxidants fiir die Inaktivierung von
Wasserstoffperoxid mitverantwortlich. Durch Hemmung der Glutathionperoxidase kommt es
somit zu einem Anstieg der Wasserstoffperoxid-Konzentration. Ein Anstieg der gebildeten
ROS wiirde sich wiederum negativ auf die Endothelfunktion, den NO- und den
Lipidstoffwechsel auswirken. Es konnten sowohl eine direkte Endothelschiddigung als auch
eine erhohte Lipidperoxidation die Folge sein. Auf den NO-Stoffwechsel konnte sich die
erhohte ROS-Konzentration durch eine erhohte Reaktionsrate mit freiem NO auswirken.
Durch diese Faktoren wére die Entstechung und Weiterentwicklung der endothelialen
Dysfunktion begiinstigt (Upchurch et al. 1997). Durch die verschiedenen Eingriffe des
Homocysteins in die endotheliale Funktion scheint die Einstufung von Homocystein als
Risikofaktor fiir die Atherosklerose gerechtfertigt zu sein. Studien konnten zeigen, dass eine
Nahrungsergdnzung mit den Vitaminen Bg, Bi, und Folsdure den Homocystein-Spiegel um
30% senken kann. Der Folsdure wird dabei das grofite Potential zugeschrieben
(Homocysteine Lowering Trialists” Collaboration 1998). Neuere Studie deuten allerdings auf
eine mogliche negative Wirkung der Folsdure- und B-Vitamin-Therapie in Bezug auf
kardiovaskulére Ereignisse hin (Lange et al. 2004, Bonaa et al. 2006, Lonn et al. 2006). Somit
bleibt die therapeutische Signifikanz der Senkung des Homocystein-Spiegels durch Folsdure

(und B-Vitamine) unbelegt.

1.2.5. Oxidativer Stress

Unter erhdhtem oxidativem Stress versteht man ein Missverhdltnis zwischen reaktiven
Sauerstoff- (ROS) bzw. Stickstoffspezien (RNS) und Antioxidantien. Unter den ROS werden
das Superoxidradikal (O,"), das Wasserstoffperoxid (H,O,), das Hydroxylradikal (OH") und
weitere zusammengefasst. Zu den RNS zdhlen das Stickstoffmonoxidradikal (NO’), das
Stickstoffdioxidradikal (NO,) und das Peroxynitrit (ONOO"). Radikale wie z.B. das
Superoxidradikal oder das Hydroxylradikal spielen beim oxidativen Stress eine elementare
Rolle. Radikale zeichnen sich allgemein durch ein ungepaartes Elektronenpaar auf dem
obersten besetzten Orbital aus. Sie sind im Allgemeinen sehr reaktiv und haben eine
Halbwertszeit von wenigen Millionstel-Sekunden (Olson et al. 1981). Molekiilstrukturen wie

Alkohol- und Aldehydgruppen, Schwefelwasserstoffgruppen, Aminogruppen und Lipide sind
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die Angriffspunkte der ROS/RNS. Auch konnen ROS/RNS die Initiierung einer radikalen
Kettenreaktion hervorrufen wie z.B. bei der Lipidperoxidation.

ROS konnen aus molekularem Sauerstoff entstehen. Durch eine 1 e’-Reduktion von
molekularem Sauerstoff kommt es zur Bildung von O,”, OH" und H,0,. Durch eine weitere
Reduktion des Sauerstoffs entsteht Wasser (Fridovich 1997). Im Korper konnen ROS/RNS
auch mit Hilfe der Enzyme NAD(P)H-Oxidase, Xanthinoxidase, Lipooxygenase,
Myeloperoxidase oder Cyclooxygenase gebildet werden (Landmesser und Harrison 2001b,
Channon und Guzik 2002, Taniyama und Griendling 2003). Des Weiteren produziert die
NOS, die L-Arginin zu NO und L-Citrullin verstoffwechselt, genau genommen auch RNS, da
es sich bei NO um ein Radikal handelt, das NO'. Das so entstandene NO' kann dann
wiederum mit Sauerstoff oder O,” zu NO;" bzw. ONOO™ weiterreagieren. Auch die eNOS
selbst kann bei Entkopplung ROS produzieren, z.B. Superoxidanionen und
Wasserstoffperoxid (Xia 2007). Als mogliche Griinde fiir eine Entkopplung der eNOS werden
Substrat- und Cofaktormangel (Vasquez-Vivar et al. 1998, Milstien und Katusic 1999,
Landmesser et al. 2003, Forstermann U 2006b) sowie ROS und ADMA diskutiert. In Bezug
auf ADMA ist auffillig, dass sowohl die PRMT als auch die DDAH redoxsensitiv sind, so
dass oxidativer Stress sowohl zu einer vermehrten ADMA-Produktion als auch zu einem
verminderten ADMA-Abbau fiihren konnte (Cooke 2000, Stiihlinger et al. 2001, Sydow und
Miinzel 2003, Forstermann 2006b). In vivo Studien zu diesem Thema liegen allerdings noch

nicht vor.

Die ROS spielen neben der Signaliibertragung in den Gefédl3zellen auch bei der Regulierung
des Zellwachstums und der Zelldifferenzierung sowie bei der Inflammation und Apoptose
eine wichtige Rolle (Griendling et al. 2000, Torres 2003). Durch die Hochregulierung des
korpereigenen, antioxidativen Abwehrsystems konnen Zellen einem gewissen Grad an
oxidativem Stress entgegenwirken. Kénnen die ROS/RNS jedoch nicht abgefangen werden,
so sind Zellschidden die Folge. Oxidativer Stress schidigt alle Biomolekiile und kann selten
klar definiert werden. Je nach Zelltyp ist die Auswirkung des oxidativen Stresses auf die Zelle
unterschiedlich. So kann es zum Beispiel durch den oxidativen Stress zu einer gestorten
interzelluldren Kommunikation und Signaltransduktion bzw. zu einer gestorten Zellteilung
oder Zellreparatur kommen. Auch ist eine vermehrte Zellproliferation und ein Zelltod durch
Nekrose oder Apoptose moglich (Deshpande et al. 2002, Li et al. 2003). Oxidativer Stress ist
an der Pathophysiologie zahlreicher Krankheiten in nicht exakt definierter Weise beteiligt
(Florence 1995). Im GefdBBsystem werden ROS/RNS in Verbindung gebracht mit

kardiovaskuldren Erkrankungen wie Bluthochdruck, Atherosklerose, Ischdmie und
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Reperfusions-Verletzungen sowie mit kongestiver Herzinsuffizienz (Landmesser und
Harrison 2001a, Landmesser und Harrison 2001b, Zalba et al. 2001). Neben den GefidB3en sind
auch das Herz, die Niere, das endokrine System und das zentrale Nervensystem

Angriffspunkte des oxidativen Stresses (Wilcox 2002, Zanzinger 2002, Cantor er al. 2003).

Den ROS und RNS stehen die Antioxidantien gegeniiber. Antioxidantien inaktivieren
Radikale und unterbrechen radikal-induzierte Prozesse. Zu den Antioxidantien zdhlen sowohl
Vitamine, z.B. Tocopherole (Vitamin E), Carotine (Provitamin A) und Ascorbinsiure
(Vitamin C), als auch Enzyme, z.B. Glutathionperoxidase, Katalase und Superoxiddismutase.
Beim Abbau iiber diese Enzyme entstehen die Endprodukte Wasser oder Sauerstoff. Im
gesunden Organismus liegt ein Gleichgewicht zwischen den ROS/RNS und den
Antioxidantien vor (Halliwell 1999).

1.2.6. Marker des oxidativen Stresses

Neben Radikalen entstehen durch die Lipidperoxidation verschiedene Produkte, zu denen
Hydroperoxide, Cycloperoxide und Endoperoxide zéhlen. Diese konnen weiter zu Ketonen
bzw. Aldehyden reagieren. Als Marker fiir oxidativen Stress haben sich u.a.

Malondialdehyd (MDA), 4-Hydroxynonenal (HNE) und die Isoprostane etabliert.

MDA entsteht hauptsdchlich durch radikalische Reaktion aus den mehrfach ungesittigten
Fettsdauren (PUFAs) Arachidonsdure, Docosahexaensdure und Linolensdure. Aber auch ein
enzymatischer Eicosanoid-Metabolismus fiihrt zur Bildung von MDA. Die Struktur von
freiem MDA in wiéssriger Losung ist pH-abhingig (Esterbauer et al. 1991). Unter
physiologischen Bedingungen reagiert MDA bevorzugt mit Proteinen, es ist aber auch eine
Reaktion mit freien Aminosduren und der DNA moglich. MDA liegt sowohl in freier als auch
in kovalent gebundener Form vor. Das gebundene MDA kann zur Bestimmung durch saure
oder basische Hydrolyse freigesetzt werden. Als Biomarker fiir den oxidativen Stress und
somit auch als MaB fiir die Lipidperoxidation kann MDA im Plasma sowohl als freies MDA
als auch als gebundenes MDA bestimmt werden. Bei der Bestimmung im Urin ist allerdings
zu beachten, dass MDA primir als Metabolite und nur in sehr geringen Mengen in freier
Form mit dem Urin ausgeschieden wird.

Ein weiteres Produkt der Lipidperoxidation ist HNE (Pryor und Porter 1990). HNE gilt als
zytotoxisch und weist zusdtzlich noch pro-proliferative Eigenschaften auf (Benedetti et al.

1980, Esterbauer et al. 1991). HNE kann aus den Fettsduren Arachidonsdure und
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Linolensdure entstehen. Hier sei als Beispiel die Oxidation von Phospholipiden genannt. HNE
reagiert wie auch MDA mit diversen Proteinen und kann den Verlust der entsprechenden
Proteinfunktionen, zum Beispiel der Enzymaktivitdt, herbeifiihren (Esterbauer et al. 1991).
HNE formt Michael-Additionsprodukte mit den Seitenketten von Histidin und Cystein in
Proteinen sowie Pyrrolprodukte mit Lysin (Okada et al. 1999). Als Marker fiir den oxidativen
Stress kann HNE im Plasma bestimmt werden. Bei der Bestimmung im Urin ist wie bei MDA
zu beachten, dass auch HNE nur in sehr geringen Mengen in freier Form mit dem Urin

ausgeschieden wird.

Isoprostane  sind prostaglandin-dhnliche =~ Substanzen und weitere Produkte der
Lipidperoxidation. Insbesondere die F,-Isoprostane haben sich als hilfreiche Marker zur
Bestimmung des oxidativen Status etabliert. Das am héufigsten bestimmte F,-Isoprostane ist
das 8-iso-Prostaglandin-F,, (8-is0-PGF,,). Es kann unabhidngig von enzymatischer
Beteiligung (Morrow et al. 1990) oder durch die Cyclooxygenase gebildet werden (Schweer
et al. 1997, Tsikas et al. 2003b, Sugimoto et al. 2006). 8-iso-PGF,, weist vasokonstriktorische
Eigenschaften auf, die auf einer Thromboxan-A-Rezeptoraktivierung beruhen. Eine erhohte 8-
150-PGF,,-Bildung konnte bei Rauchern (Morrow et al. 1995, Helmersson et al. 2005),
Diabetikern (Davi et al. 1999), bei Patienten mit einer koronaren Herzkrankheit (Wang et al.
2006), Hypertonie (Minuz et al. 2002) und Hypercholesterindmie (Reilly et al. 1998)
aufgezeigt werden. Als unabhéngiger Risikomarker fiir den oxidativen Stress kann 8-iso-
PGF,, im Plasma und Urin bestimmt werden (Schwedhelm et al. 2004, Dalle-Donne et al.

2006).
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1.3. Hintergrund der Arbeit

Die durch Atherosklerose entstandenen Koronarstenosen werden heutzutage bevorzugt durch
die perkutane transluminale koronare Angioplastie (PTCA) behoben. Hierfiir steht die
Ballondilation mit oder ohne Stent-Implantation zur Verfligung. Die anfingliche Erfolgsrate
ist groBer als 90 %, allerdings treten bei 20 — 40 % der Patienten Restenosen auf, die diese
Therapiemethode limitieren (Popma et al. 1992, Topol et al. 1993, Bauridel et al. 2002). Ein
moglicher Grund fiir die hohe Restenoserate konnte eine Endothelverletzung bei der Dilation
selbst sein. Bosmans et al. (1996) haben am Kaninchen gezeigt, dass sich zwar das Endothel
nach einer Verletzung durch eine Angioplastie relativ schnell regeneriert, seine Funktion aber
langerfristig vermindert bleibt. Die durch die Aufdehnung entstandene endotheliale
Dysfunktion konnte somit die Entstechung eines neuen Plaques in dem dilatierten Bereich
hervorrufen. Auf Grund der hohen Restenoserate werden andere, mogliche Angriffspunkte fiir
die Atherosklerosetherapie diskutiert. Am naheliegendsten erscheint die Wiederherstellung
der endothelialen Funktion. Eine zentrale Rolle bei der endothelialen Funktion spielt das NO,
wie die Forschungsarbeiten der letzten Jahre verdeutlichen. 1992 wurde NO vom
Wissenschaftsmagazin ,,Science™ zum Molekiil des Jahres gewihlt, und 1998 erhielten Louis
J. Ignarro, Robert F. Furchgott und Ferid Murad fiir ihre Forschungstitigkeit um das
Signalmolekiill NO den Nobelpreis fiir Physiologie bzw. Medizin. Als Substrat der
NO-Synthase wurde das L-Arginin zu einem der Forschungsschwerpunkte des
NO-Stoffwechsels. Eine erste konkrete Therapieidee zur Senkung der Restenoserate nach
Ballonangioplastie lieferte Tarry und Makhoul (1994). Sie konnten im Tierversuch zeigen,
dass L-Arginin zu einer Reduktion der Intimahyperplasie nach Ballonangioplastie fiihrt.
Bode-Boger et al. konnten 1996 zeigen, dass sich bei Patienten mit PAVK die Durchblutung
durch intravendse Gabe von L-Arginin steigern ldsst. Eine positive Wirkung von oralem
L-Arginin bei Patienten mit Hypercholesterindmie und Herzversagen wurde noch im selben
Jahr beschrieben. Auch hier konnte eine Dilation der GefdBle durch L-Arginin erzielt werden
(Clarkson et al. 1996, Rector et al. 1996). Rector et al. (1996) konnten neben der gesteigerten
Durchblutung auch einen Anstieg der Lebensqualitit verzeichnen. Wenige Jahre spéter
konnten bei Patienten mit stabiler Angina pectoris erste Erfolge mit L-Arginin beobachtet
werden. Blum et al. setzten 1999 orales L-Arginin ein und erzielten eine deutliche
Verbesserung der Angina-pectoris-Symtomatik. Cermuzynski et al. (1997) erreichten durch
eine dreitdgige orale Gabe von L-Arginin eine Verringerung der ST-Streckensenkung unter

Belastung bei Patienten mit Angina pectoris. Lerman et al. konnten 1998 eine Verbesserung
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der endothelialen Funktion durch Langzeitgabe von L-Arginin zeigen und schlugen L-Arginin
als eine mogliche TherapiemaBnahme vor. Ihre Ergebnisse wurden 2000 von Maxwell et al.
bestétigt. In dieser Studie konnte eine Verbesserung der endothelialen Dysfunktion durch
orale Gabe von L-Arginin in Kombination mit Antioxidantien erzielt werden. 2002 wurde
dann erstmals von Suzuki et al. L-Arginin gezielt zur Restenoseprévention im Stentbereich
eingesetzt. Diese Forschungsgruppe konnte zeigen, dass im Vergleich zur Therapie mit
Kochsalzlosung die intramurale Applikation von L-Arginin zu einer reduzierten neointimalen
Hyperplasie im Stentbereich fiihrt. Sie proklamierten ihre Ergebnisse als moglichen neuen
Therapieansatz zur Privention von Stentrestenosen. Dieser positive Effekt auf die
Restenoserate konnte von Dudek et al. (2002) allerdings nicht bestitigt werden.

Dennoch lassen die anderen oben genannten Studien den Schluss zu, dass L-Arginin oral als
unterstiitzende Therapie bei Atherosklerose und Angina pectoris geeignet zu sein scheint.
Diese Annahme basiert auf seiner Funktion als NO-Lieferant, die mit einer positiven
Auswirkung auf die Thrombozytenaggregation, Monozytenadhision und Proliferation der
Muskelzellen zu Schaumzellen gekoppelt ist. Somit wire es moglich, dass L-Arginin einer

erneuten Stenose nach Angioplastie entgegenwirken konnte.

Zur Bestimmung des oxidativen Status stehen heute eine Vielzahl analytischer Methoden zur
Verfiigung. Die Bestimmung von MDA hat ihre Anfinge in der Bestimmung der so
genannten Thiobarbitursdure-reaktiven-Substanzen (TBARs). Bei dieser Methode entstehen
durch die Reaktion mit Thiobarbitursidure farbige Verbindungen, die mittels Spektrometrie
oder Fluorimetrie bestimmt werden konnen (Sinnhuber et al. 1958, Yagi 1976). Da die
Thiobarbitursédure eine hoch reaktive Substanz ist, mangelt es bei der Bestimmung der
TBARs an Selektivitit. In den frithen Thiobarbitursdure-Assays wurden daher neben MDA
auch andere Substanzen mit Keto- oder Aldehydfunktionen (Zucker, Aminosiduren, HNE,
Harnstoff, Biliverdin) bestimmt. Zusédtzlich entstanden auf Grund der Reaktionsbedingungen
wihrend der Bestimmung artifizielle TBARs aus Vorldufern (Esterbauer et al. 1991). Somit
waren die erzielten Messergebnisse eher ein Index fiir die Lipidperoxidation als eine genaue
Bestimmung der MDA-Konzentration. Um eine hohere Selektivitit zu erreichen, wurden die
Thiobarbitursdure-Assays mittels Hochleistungs-Fliissigkeits-Chromatographie (HPLC)
weiterentwickelt (Bird et al. 1983, Wade et al. 1985, Yu et al. 1986). Diese Entwicklung
machte eine  Abtrennung der MDA-Thiobarbitursdureprodukte ~ von  anderen
Reaktionsprodukten moglich. Bis zum heutigen Zeitpunkt sind neben den fortgeschrittenen

TBARs-Methoden diverse andere HPLC- und Gaschromatographie-Massenspektrometrie
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(GC/MS)-Methoden zur Bestimmung des oxidativen Stresses entwickelt worden. Die fiir
HPLC-Methoden benutzten Derivatisierungsreagenzien sind z.B. 2,4-Dinitrophenylhydrazin
(DNPH) (Esterbauer et al. 1982), Diaminonaphtalen (Steghens et al. 2001) und
9-Fluorenylmethoxycarbonylhydrazin (Mao et al. 2006). Die Derivatisierung bei
GC/MS-Methoden wird hauptsidchlich mit Methylhydrazin (Fujioka und Shibamoto 2005),
Phenylhydrazin  (Cighetti et al. 1999), DNPH (Maboudou et al. 2002),
2-Hydrazinobenzthiazol (Beljean-Leymarie und Bruna 1988) und Pentafluorophenylhydrazin
(Yeo et al. 1994) durchgefiihrt. Die weiterentwickelten Methoden sind um ein Vielfaches
spezifischer als die urspriingliche Thiobarbitursdure-Methode. Des Weiteren konnen sie
sowohl fiir die Bestimmung des freien MDAs als auch fiir die Bestimmung des gesamten
MDAs herangezogen werden (Cighetti et al. 1999, Steghens et al. 2001). Als interne
Standards wurden zur Bestimmung von MDA in den letzten Jahren die verschiedensten
Verbindungen eingesetzt (Luo et al. 1995, Rauli et al. 1998). In Bezug auf die
Reproduzierbarkeit wird allerdings der Einsatz von deuteriertem MDA als Optimum
angesehen. Schon 1968 bzw. 1985 wurden Methoden zur Herstellung von dideuteriertem
MDA (3-Hydroxy[1,3-*H,]-2-propenal) vorgestellt (Hamberg et al. 1968, Basu und Marnett
1985). Allevi et al. optimierten 1994 die Methode von Basu und Marnett (1985). Heutzutage
wird 1,3-d>-1,1,3,3-Tetraethoxypropan zur Herstellung von zweifach deuteriertem MDA von
mehreren Arbeitsgruppen zur GC/MS-Analytik eingesetzt (Cighetti et al. 1999, Fenaille et al.
2001, Cighetti et al. 2002).

Die zurzeit genauste Analyse von Stoffgemischen ist mit der GC/MS bzw. der
Gaschromatographie-Tandem-Massenspektrometrie (GC/MS/MS) zu erreichen. Unter
GC/MS versteht man die physikalisch-chemische Auftrennung von Komponenten eines
Probengemisches, die unzersetzt verfliichtigt werden kénnen, mit einer sich anschielenden
Strukturidentifizierung und Quantifizierung durch die Massenspektrometrie. Die GC/MS
ermoglicht heutzutage den sicheren Nachweis von Verbindungen im Bereich von 10 bis
10"% g. Das Prinzip der Massenspektrometrie beruht auf dem Zerfall der zu bestimmenden
Molekiile in strukturspezifische Fragment-lonen, die entsprechend ihres Masse-Ladungs-
Verhiltnisses aufgetrennt werden. Durch die Kopplung von zwei Massenspektrometern in
Serie entsteht die GC/MS/MS. Durch die Kopplung wird ein weiterer Zerfall der lonen-
Fragmente in so genannte Tochter-Ionen ausldst. Durch die Analyse der Eltern- und Tochter-
Spektren ist mit der GC/MS/MS eine detailliertere Strukturanalyse als mit der
eindimensionalen GC/MS mdglich. Zusétzlich erhoht sich durch die Fragmentierung in

Tochter-lonen bei der GC/MS/MS noch zusitzlich die Selektivitit. Beide Methoden sind
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unempfindlich gegeniiber interferierenden Substanzen. Als Nachteile der GC/MS- und
GC/MS/MS-Analytik sind die oft aufwindige Probenvorbereitung mit kombinierten
chromatographischen Trennverfahren und die Entwicklung geeigneter Derivatisierungs-
techniken fiir die gaschromatographische Analyse zu erwdhnen.

In der von uns durchgefiihrten klinischen Studie wurde die Konzentration von MDA im
Plasma nach einem im Jahre 1995 von Luo et al. publiziertem Verfahren mittels GC/MS/MS
als Pentafluorobenzylhydroxylamin-Derivat bestimmt. Vor dem Einsatz dieser Methode in
unserer Studie wurde dieses adaptierte Verfahren modifiziert, intern validiert und seine
Eignung fiir die Messung von MDA in den Studien-Proben festgestellt. Zusitzlich sollte die
analytische Verldsslichkeit dieser Methode durch eine weitere, unabhingige GC/MS/MS-
Methode iiberpriift werden. Da solch eine Methode weder in der Literatur noch im hiesigen
Institut bis Beginn der Studie verfiigbar war, sollte im Rahmen dieser Arbeit eine neue
GC/MS/MS-Methode fiir die Bestimmung von MDA im Humanplasma entwickelt und
validiert werden. Alle derzeit erhéltlichen Methoden zur Analyse von MDA basieren auf der
Derivatisierung der Aldehyd-Funktion von MDA. Der neuen Methode sollte ein
unterschiedliches Prinzip zu Grunde liegen. Da MDA eine C-H-azide Verbindung ist
(pKs =5,0) (Organikum 1976) und im Plasma nahezu vollstindig dissoziiert als Carbanion
vorliegt, sollte {berpriift werden, ob die Alkylierung von MDA, zB. mit
Pentafluorbenzylbromid (PFB-Br) analog zur Messung von Nitrit als PFB-Derivat mittels
GC/MS (Tsikas 2000), solch ein neuartiges Prinzip darstellen kann.
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1.4. Ziel der Arbeit

Ziel der Arbeit war es eine prospektive, placebokontrollierte Pilotstudie zur Bestimmung des
Effekts einer sechsmonatigen L-Arginin-Therapie auf die Restenoserate bei Patienten mit
koronarer Herzkrankheit und erfolgter Angioplastie durchzufiihren. Des Weiteren sollte
untersucht werden wie sich die orale L-Arginin-Therapie auf kardiovaskuldre Ereignisse,
Angina-pectoris-Beschwerden, Laborparameter und die Lebensqualitit im Vergleich zu einer
Placebo-Therapie auswirkt. Bei einem positiven Effekt der L-Arginin-Therapie war geplant,
diese Studie als Basis fiir weiterfiihrende Untersuchungen heranzuziehen, insbesondere sollte
sie fur diese Nachfolgestudien eine Fallzahlabschitzung ermdglichen.

Des Weiteren sollte eine Methode zur Bestimmung von MDA im Plasma mittels GC/MS/MS
entwickelt und validiert werden. Die entwickelte Methode sollte dann zusdtzlich mit der in

der Studie verwendeten GC/MS/MS-Literaturmethode verglichen und validiert werden.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Studiendesign

Es handelt sich bei dieser Studie um eine Pilotstudie. Sie wurde prospektiv, randomisiert,
doppelblind, placebokontrolliert und multizentrisch durchgefiihrt. Der Titel der Studie lautet:

Behandlung von Patienten mit koronarer Herzkrankheit mit L-Arginin nach Angioplastie.

2.2. Patientenkollektiv

2.2.1. Patienten

Die Patienten wurden in den folgenden zwei kardiologischen Kliniken in Deutschland
rekrutiert: Klinik fiir Kardiologie, Angiologie und Pneumologie, Otto-von-Guericke-
Universitdit Magdeburg, unter der Leitung von Prof. Dr. med. H. Klein und Klinik fiir
Kardiologie, Integriertes Herzzentrum Oldenburg, Klinikum Oldenburg gGmbH, unter der
Leitung von Prof. Dr. med. G. H. Reil (siche 7.13. Studienzentren). Es wurden Patienten
rekrutiert, bei denen auf Grund verengter Koronargefdlle eine Ballondilation durchgefiihrt
werden sollte. Solche Patienten, bei denen zunéchst eine Angiographie geplant war, in deren
Verlauf die Entscheidung fiir eine Ballondilation fallen konnte, wurden ebenfalls in die Studie
eingeschlossen. Eine erfolgte Dilation fiihrte bei diesen Patienten zur Teilnahme an der
Studie, bei einer Angiographie ohne eine Dilation beendete der Patient seine Teilnahme durch
den Wegfall des Einschlusskriteriums. Patienten, bei denen zunéchst nur eine Angiographie
geplant war, die dann aber eine Ballondilation erhielten, wurden nachtriglich in die Studie
eingeschlossen, sofern die Einwilligung und Einnahme der Studien-Medikation innerhalb von

12 Stunden nach dem Eingriff erfolgte.
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2.2.2. Einschlusskriterien

In die Studie aufgenommen wurden Patienten, bei denen eine Angioplastie durchgefiihrt
wurde. Es wurden sowohl Patienten, bei denen eine einfache Ballondilation durchfiihrt wurde,
als auch Patienten, bei denen gleichzeitig ein Stent implantiert wurde, in die Studie
eingeschlossen. Das Studienprotokoll schrieb ein Alterskollektiv von 40 bis 85 Jahren vor.
Beiderlei Geschlecht wurde vom Studienprotokoll akzeptiert. Des Weiteren mussten die

Teilnehmer Kaukasier sein.

2.2.3. Ausschlusskriterien

Als  Ausschlusskriterien  galten: 1) akute auftretende  Arrhythmie bei der
Eingangsuntersuchung; 2) Teilnahme an einer anderen Studie; 3) bekannte
Uberempfindlichkeit gegen das Medikament oder einen Hilfsstoff; 4) Hyperkaliimie;
5) Myokardinfarkt innerhalb der letzten 24 Stunden; 6) Angioplastie eines Gefalles, das ein
Bypass ist; 7) Herzinsuffizienz NYHA Klasse III und 1V; 8) Leberfunktionsstorungen, mit
verminderter Albuminproduktion; 9) eine verminderte Synthese von Gerinnungsfaktoren;
10) erhohte ALAT- und/oder ASAT-Spiegel im Plasma (dreifache Konzentration im
Vergleich zum Lebergesunden); 11) Nierenfunktionsstérungen mit einem Minimalwert der
Kreatinin-Clearance von 20 ml/min nach Cockroft und Gault; 12) Hiamodialyse; 13) Zustand
nach Transplantation; 14) eine Erkrankung, die eine Lebenserwartung von weniger als einem

Jahr hat; 15) nicht-kaukasische Abstammung; 16) Nichterfiillen aller Einschlusskriterien.

2.2.4. Patientenzahl

Das Studienprotokoll schrieb eine sequentielle Rekrutierung in maximal zwei Phasen vor. In
der ersten Phasen sollten 56 Patienten randomisiert rekrutiert werden, von denen 28 Patienten
auf die L-Arginingruppe und 28 Patienten auf die Placebogruppe entfallen sollten. Nach
Auswertung der Ergebnisse sollte entschieden werden, ob die Studie mit weiteren

56 Patienten fortgefiihrt oder beendet werden sollte.
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2.2.5. Ethische Aspekte

Die Patienten wurden iiber das Studienvorhaben sowohl schriftlich (siehe 7.10.
Patienteninformation) als auch miindlich aufgeklirt. Sie mussten bei Teilnahme an der Studie
ihr schriftliches Einverstindnis (siche 7.11. Einwilligungserklarung) abgeben, in dem sie
bestitigten, dass sie ausfiihrlich informiert wurden und keine Fragen unbeantwortet geblieben
waren. Den Patienten war bekannt, dass ein Studienabbruch ohne Begriindung und ohne
Nachteile fiir ihre Behandlung jederzeit moglich war. Sie wurden dariiber informiert, dass
nach Zufall ein Teil der Teilnehmer ein Placebopréparat erhielt.

Die Studie wurde gemid3 GCP-Richtlinien durchgefiihrt, die Deklaration von Helsinki sowie
das Datenschutzgesetz fanden Anwendung. Die Studie wurde von den Ethikkommissionen
der Medizinischen Hochschule Hannover und der Otto-von-Guericke-Universitdt Magdeburg
genehmigt.

Eine Probandenversicherung fiir die Teilnehmer der Studie wurde gemall § 40, Abs. 3 des
Arzneimittelgesetzes abgeschlossen.

Bei der Studienauswertung wurde von einer Interimsanalyse Gebrauch gemacht. Die
sequentielle Auswertung der Studie in maximal zwei Phasen ermdglichte einen frithzeitigen
Einblick in die Ergebnisse. Das vorzeitige Erreichen eines signifikanten Ergebnisses (positiv
wie auch negativ) hétte laut Protokoll den Abbruch der weiteren Rekrutierung zur Folge
gehabt. Bei einem nicht signifikanten Ergebnis der Interimsanalyse sollte eine Abschidtzung
erfolgen wie grof3 die Studiengruppe sein miisste, um ein signifikant positives Ergebnis zu

erzielen. Im Falle eines negativen Trends wiirde die Studie abgebrochen.

2.2.6. Randomisierung

Die Zuordnung der Patienten zur Verumgruppe oder Placebogruppe erfolgte randomisiert im
Block-Design mit jeweils 8 Patienten pro Block. Eine Tabelle mit Patientennummer und
Gruppen- bzw. Chargennummer wurde erstellt (siche 7.2. Randomisierungsliste, 7.3.
Chargenzuordnungsliste). Anhand dieser Tabellen wurde die Studien-Medikation an die
Patienten verteilt. Nach der Entblindung dienten diese Tabellen zur Erstellung einer

Therapiezuordnungstabelle (siche 7.4. Therapiezuordnungsliste).
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2.2.7. Zeitlicher Ablauf der Studie

Die Rekrutierungsphase wurde auf 4 Monate festgelegt, die Beobachtungsdauer auf 6 Monate,
so dass sich die Studie auf insgesamt 10 Monate belaufen sollte. Im Studienprotokoll wurde
festgelegt, dass die Rekrutierungsphase um bis zu 2 Monate verlangert werden konnte, sollte
die Rekrutierung nicht in gewiinschter Geschwindigkeit vorangehen. Da dieser Fall eintrat,
und auch nach Verlingerung um 2 Monate noch nicht die angestrebte Patientenzahl
eingeschlossen ~worden war, wurde nach Riicksprache mit den zustindigen
Ethikkommissionen die Rekrutierungsphase im Studienzentrum Oldenburg um einen weiteren
Monat, im Studienzentrum Magdeburg um 2 weitere Monate verldngert. Die Studiendauer fiir
das Studienzentrum Oldenburg betrug somit insgesamt 13 Monate, die fiir das

Studienzentrum Magdeburg 14 Monate.

Die Untersuchungsphase betrug pro Patient 6 Monate mit einer Eingangsuntersuchung (U1)
zu Beginn der Studie, einer Zwischenuntersuchung (U2) nach 3 Monaten, und einer

Enduntersuchung (U3) nach insgesamt 6 Monaten.

2.2.8. Abbruch der Studie durch einzelne Patienten

Ein Abbruch der Studie konnte auf Wunsch eines einzelnen Patienten erfolgen, ohne dass ihm
dadurch Nachteile entstanden. AuBerdem konnte der betreuende Arzt einen Studienabbruch
fiir einen einzelnen Patienten beschliefen. Grund fiir einen Studienabbruch durch den
Studienarzt waren das Auftreten von Ausschlusskriterien oder ein Nichtbefolgen der
Anweisungen des Priifarztes durch den Patienten.

Durch nicht vorhandene Compliance oder durch Abbruch des Kontaktes mit dem

Studienzentrum beendete ein Patient ebenfalls seine Teilnahme an der Studie.

2.2.9. Abbruch der gesamten Studie

Griinde fiir einen Abbruch der gesamten Studie waren das Auftreten schwerer

Nebenwirkungen, gehduftes Auftreten therapiebedingter Todesfille oder neue Erkenntnisse
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aus anderen Studien oder Publikationen. Im Falle eines negativen Trends zum Zeitpunkt der

Interimsanalyse wiirde die Studie ebenfalls abgebrochen.

2.2.10. Verblindung und Entblindung

Die Pilotstudie wurde doppeltblind durchgefiihrt. Die Zuordnung der Therapie zur
Patientennummer erfolgte verblindet nach dem Zufallsprinzip. Mit Hilfe der
Randomisierungsliste (siehe 7.2. Randomisierungsliste) wurde jeder Patientennummer eine
Therapienummer zugeteilt. Die anschlieBende Zuordnung der Chargennummer zu der
Therapienummer erfolgte von einer nicht in der Studie involvierten, nicht verblindeten Person
nach dem Zufallsprinzip. Diese Zuordnung wurde in einer Chargenzuordnungsliste (siehe 7.3.
Chargenzuordnungsliste) festgehalten. Die Zuordnung der Verum- bzw. Placebomedikation
zur entsprechenden Chargennummer wurde verschlossen in der Pilotstudien-Masterfile
aufbewahrt.

Fiir einen eventuellen Notfall in den Studienzentren wurden Briefumschldge zur Entblindung
angefertigt. Die Umschldge waren mit der Patientennummer gekennzeichnet und enthielten
Hinweise zur Therapie (Placebo oder L-Arginin). Nach Vergabe der Patientennummer an
einen Patienten, wurde der Name des Patienten auf dem Umschlag vermerkt.

Die Entblindung der Studie erfolgte erst nach der kompletten Auswertung (Datenerhebung,
Laboranalyse, Statistik) der Studie. Es wurde eine Therapiezuordnungsliste (siche 7.4.

Therapiezuordnungsliste) erstellt.
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2.3. Studien-Medikation

2.3.1. Studien-Medikation

Die Studien-Medikation wurde von der Firma C. Hedenkamp GmbH hergestellt (siche 7.12.
Studien-Medikation). Die Verumcharge enthielt laut Herstellungsprotokoll 2g L-Arginin-
Hydrochlorid pro Brausetablette, die Placebocharge kein L-Arginin-Hydrochlorid. Die
Brausetabletten wurden in Rohrchen, die von der Firma Dr. Jaeniche GmbH & Co. KG
hergestellt und bedruckt wurden, zu 20 Stiick gepackt (sieche 7.12. Studien-Medikation).
Zusétzlich wurden sie am Boden mit Chargennummer und Haltbarkeitsdatum versehen. Eine
Unterscheidung der beiden Chargen war nur an Hand der Chargennummer mdoglich. Eine
Zuordnung der Chargennummern zu den Verumtabletten bzw. den Placebotabletten wurde
verschlossen in der Pilotstudien-Masterfile aufbewahrt.

Die verwendete Studien-Medikation war bis November 2005 haltbar, und die Studie wurde

am 01.05.2004 abgeschlossen.

2.3.2. Qualitatssicherung der Studien-Medikation

Nach Erhalt der Studien-Medikation hatte der Studienleiter Einsicht in die
Herstellungsprotokolle und die Qualitdtskontrollprotokolle der Firma Hedenkamp. An Hand
dieser Protokolle wurde die Zusammensetzung beider Chargen tiberpriift.

Zusétzlich wurde im Institut fiir Klinische Pharmakologie der Medizinischen Hochschule
Hannover eine stichprobenartige Kontrolle jeder Charge durchgefiihrt. Dazu wurden 10
Brausetabletten jeder Charge verblindet auf ihren L-Arginin-Gehalt und die Gleichférmigkeit
des Gehaltes nach dem Europdischen Arzneibuch 2005 untersucht (siche 2.6.14. Bestimmung

von L-Arginin in den Brausetabletten).
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2.3.3. Dosierung der Studien-Medikation

Die Patienten erhielten tiber den Studienzeitraum von 6 Monaten téglich 12 g L-Arginin-
Hydrochlorid (10 g L-Arginin) oder Placebo. Nach einem Dosierungsschema wurden
morgens, mittags und abends je 2 Brausetabletten in 200 ml Wasser aufgeldst und
eingenommen. Dies entsprach einer Menge von 3 x 4 g L-Arginin-Hydrochlorid bzw.
Placebo. Die erste Einnahme der Studien-Medikation erfolgte am Abend vor der Angioplastie
in Form von 2 Verum- oder Placebo-Brausetabletten. Bei Patienten, die als Notfall
eingeliefert wurden oder erst nach erfolgter Angioplastie in die Studienteilnahme einwilligten,
erfolgte die erste Einnahme der Studien-Medikation spétestes 12 Stunden nach der

Angioplastie.

2.3.4. Vergabe und Riicknahme der Studien-Medikation

Die Vergabe der Studien-Medikation erfolgte nach der Chargenzuordnungsliste (siehe 7.3.
Chargenzuordnungsliste). Die Vergabe wurde vom Studienbetreuer des entsprechenden
Studienzentrums durchgefiihrt und erfolgte am Entlassungstag nach der Angioplastie und bei
der Zwischenuntersuchung (U2). Die abgegebene Menge entsprach dem Bedarf bis zur
ndchsten Untersuchung im Studienzentrum.

Die Riicknahme der Studien-Medikation erfolgt bei den Untersuchungen im Studienzentrum
durch den Studienbetreuer. Die nicht verbrauchte Studien-Medikation wurde gezihlt und so

der Verbrauch des Patienten ermittelt.

2.3.5. Risiken der Studien-Medikation

Mogliche Risiken der Studien-Medikation waren die der vermehrten Chloridionenzufuhr, die
zu einer Acidose hitte fithren konnen. Weitere bekannte und unerwiinschte
Arzneimittelwirkungen ~waren weicher Stuhl oder Diarrhde, Sodbrennen und

Magenbeschwerden wie Ubelkeit und Druckgefiihl.
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2.3.6. Compliance der Studien-Medikation

Unter dem Begriff Compliance versteht man die Bereitschaft eines Patienten, die
Anweisungen des Arztes zu befolgen, d.h. im Fall dieser Pilotstudie, die Studien-Medikation
regelméBig einzunehmen.

Die Compliance der Studienteilnehmer wurde individuell mit Hilfe der Anzahl der
verbrauchten Brausetabletten ermittelt. Die Zeitrdume von Ul bis U2 und von U2 bis U3
wurden separat auf Compliance gepriift und bewertet. Des Weiteren wurden die Patienten
gezielt nach Einnahmepausen befragt. Fiir die Patienten, die mit dem Erreichen eines
Endpunktes die Studie vorzeitig beendeten, wurde die Compliance getrennt ausgewertet.

Als compliant galten Studienteilnehmer, die 80 % oder mehr der vorgesehenen
Studien-Medikation eingenommen hatten. Patienten mit einer Einnahmepause von einer
Woche oder mehr sowie Patienten mit einer Compliance unter 80 % wurden als

non-compliant eingestuft.

2.3.7. Unerwiinschte Ereignisse unter der Studien-Medikation

Eine regelmiBige Befragung erfolgte in Bezug auf aufgetretene unerwiinschte Ereignisse
unter der Studien-Medikation. Alle gemeldeten Ereignisse wurden vom Studienbetreuer auf
dafiir vorgesehenen Meldebdgen fiir unerwiinschte Ereignisse (siehe 7.5.1. Meldebogen fiir
nicht schwere unerwiinschte Ereignisse) oder auf Meldebdgen fiir schwere unerwiinschte
Ereignisse (siehe 7.5.2. Meldebogen fiir schwere unerwiinschte Ereignisse) vermerkt.
Schwere unerwiinschte Ereignisse wurden sofort an den Sicherheitsbeauftragten der Studie
weitergeleitet. Schwere unerwiinschte Ereignisse, die unter die Hauptzielkriterien der Studie
fielen (siehe 2.4.1. Hauptzielkriterien), wurden nur zur Auswertung der Hauptzielkriterien
herangezogen und nicht bei der Ermittlung der Vertrdglichkeit der Studien-Medikation
beriicksichtigt.
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2.4. Zielparameter

2.4.1. Hauptzielkriterien

Als Hauptzielkriterien wurde fiir diese Pilotstudie ein kombinierter kardiovaskuldrer
Endpunkt, bestehend aus den neuen Ereignissen Restenose, Herzinfarkt, Schlaganfall, Tod,
Krankenhausaufnahme wegen zunehmender Angina-pectoris-Beschwerden, arteriokoronarer
Venen-Bypass (ACVB), sowie arterielle Verschlusskrankheit (AVK), gewihlt.

Die Patienten wurden regelmdBig hinsichtlich aufgetretener kardiovaskuldrer Ereignisse
befragt und es wurde FEinsicht in die entsprechenden Befunde genommen. Die
kardiovaskuldren Ereignisse und die Mortalitdt wurde mit Hilfe der Meldebogen fiir schwere
unerwiinschte Ereignisse (sieche 7.5.2. Meldebogen fiir schwere unerwiinschte Ereignisse)
erfasst. Regelméfige apparative Untersuchungen zur Erfassung der kardiovaskuldren

Endpunkte, wie z.B. EKGs, wurden im Rahmen der Pilotstudie nicht durchgefiihrt.

2.4.2. Nebenzielkriterien

Zusétzlich zu den Hauptzielkriterien wurden verschiedene Laborparameter, der
Gesundheitszustand inklusive Lebensqualitit sowie die Stirke der Angina-pectoris-
Beschwerden ausgewertet.

Die Nebenzielkriterien wurden auf Case Report Forms (CRFs) erfasst (sieche 7.6. Case Report

Forms).

2.4.2.1. Laborparameter

Folgende Laborparameter wurden in der Studienauswertung beriicksichtigt:

L-Arginin, L-NMMA, ADMA, Nitrit, Nitrat, DMA, 8-iso-PGF,,, MDA, HNE,
Gesamthomocystein, c-reaktives Protein (CRP), LDL und das Lipoprotein mit hoher Dichte
(HDL).

Des Weiteren wurden die Parameter Blutdruck und Puls erfasst.
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2.4.2.2. Gesundheitszustand einschlieBlich Lebensqualitiit

Der Gesundheitszustand der Patienten wurde mit Hilfe von zwei Fragebogen beurteilt.

Zur Erfassung des Gesundheitszustandes unter Berlicksichtigung der mentalen und
physischen Aspekte wurde der Fragebogen SF-12 gewihlt (siehe 7.7. Fragebogen zum
Gesundheitszustand FS-12). Der SF-12 ist die Kurzversion des SF-36 der Firma
Qualitimetric. Der Fragebogen eignet sich zur Bestimmung des Gesundheitszustandes aus der
Sicht des Patienten. Er umfasst Aspekte wie den allgemeinen und mentalen
Gesundheitszustand, Vitalitdt, Schmerz, sowie den sozialen und emotionalen Status. Die
Auswertung des SF-12 erfolgte in zwei Kategorien, von denen die eine den physischen
Gesundheitszustand (PCS) und die andere den mentalen Gesundheitszustand (MCS)
beschreibt. Es handelt sich um ein validiertes Verfahren.

Fiir die Pilotstudie erfolgte die Berechnung der Punktzahl fiir die zwei Kategorien iiber
komplexe Algorithmen standardisiert nach Anleitung von Qualitimetric. Fiir die Auswertung
gilt: je hoher die Punktzahl, desto besser der Gesundheitszustand. Fiir jede Kategorie konnen
Punktzahlen im Bereich von 0 - 100 erreicht werden. Laut Qualitimetric spiegelt ein
Mittelwert von 50 mit einer Standardabweichung von 10 den Gesundheitszustand der
Bevolkerung der USA wieder. Eine Punktzahl oberhalb von 50 deutet somit auf einen

Gesundheitszustand iiber dem der USA-Bevdlkerung hin.

Zur Erfassung des motorischen Funktionsstatus wurde der FFB-Mot-Fragebogen (siche 7.8.
Fragebogen zum motorischen Funktionsstatus (FFB-Mot)) des Instituts fiir Sport und
Sportwissenschaft der Universitit Karlsruhe verwendet. Dieser Fragebogen erfasst die
Dimensionen Kraft, Ausdauer, Beweglichkeit und Koordination mittels Selbsteinschitzung.
Die Standardfassung des Fragebogens umfasst 20 Fragen, die Kurzfassung 12 Fragen. Es ist
moglich den Fragebogen um 4 Fragen mit hohem Schwierigkeitsgrad oder 4 Fragen mit
niedrigem Schwierigkeitsgrad (ADL-Skala) zu erweitern. Die Fragen mit hohem
Schwierigkeitsgrad wurden fiir Sportler entwickelt, die mit niedrigem Schwierigkeitsgrad fiir
schwichere und gesundheitlich eingeschrinkte Personen (Bos et al. 2002).

Fiir die Pilotstudie wurden die Kurzfassung und die 4 Fragen der ADL-Skala ausgewihlt.

Der Fragebogen wurde wie folgt ausgewertet:

Fiir jedes angekreuzte Kisten wurde die in Klammern stehende Punktzahl gutgeschrieben.

Die Addition der Punkte der Fragen 1 - 12 ergab die Punktzahl fiir die Kurzform und die
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Addition der Punkte der Fragen 13 - 16 die Punktzahl fiir die ADL-Skala. Die fiir die
Kurzform zu erhaltende Punktzahl betrug minimal 12 und maximal 60 Punkte, die bei der
ADL-Skala zu erreichende Punktzahl minimal 4 wund maximal 20 Punkte. Zur
zusammengefassten Auswertung wurden die Punkte der Kurzform und der ADL-Skala addiert
und so die Gesamtpunktzahl eines jeden Patienten ermittelt. Fiir den FFB-Mot gilt, je hoher
die Punktzahl desto besser der motorische Funktionsstatus. Die Bad Schonborner
Gesundheitsstudie mit 458 Befragten der Normalbevolkerung ergab fiir Médnner im Alter von
33 - 60 Jahren Durchschnittswerte von 48,8 Punkten fiir die Kurzform und
Durchschnittswerte von 19,4 Punkten fiir die ADL-Skala. Fiir Frauen im Alter von
33 - 60 Jahren ergaben sich fiir die Kurzform Durchschnittswerte von 44,1 Punkten und fiir
die ADL-Skala Durchschnittswerte von 18,9 Punkten (Bos et al. 2002). Daraus ergibt sich fiir
die zusammengefasste Fragebogenauswertung ein durchschnittlicher Referenzwert von

68,2 Punkten fiir Méanner und von 63,0 Punkten fiir Frauen.

2.4.2.3 Angina-pectoris-Beschwerden

Zur Bestimmung der Angina-pectoris-Beschwerden wihrend der Studiendauer wurde ein
Tagebuch mit visueller Analogskala (VAS) entworfen (siehe 7.9. VAS-Tagebuch). Dieses
Tagebuch wurde einmal pro Woche unter Angabe der Woche, des Datums, einer
Beschreibung der Stirke der Beschwerden sowie der Anzahl der Anfille pro Tag und Woche
und der benutzten Anfallsmedikation ausgefiillt. Die Auswertung der Tagebiicher erfolgte
nach Abschluss der Studie wie folgt:

1. Nicht eindeutig oder korrekt ausgefiillte Beschwerdekategorien, Beschwerdestdrken,

oder Angaben zu Anfillen wurden als ungiiltig angesehen.

2. Der Abstand zwischen dem Kistchen mit dem traurigen Gesicht und der Mitte des
Kreuzes wurde mit Hilfe eines Lineals ausgemessen. Die gemessenen Zentimeter
wurden in Punkte umgerechnet; fiir diese Umrechnung wurden 10 cm als 100 Punkte
festgelegt. Wurde das lachende Gesicht direkt als Beschwerdestirke gewéhlt, so wurde
dies mit 100 Punkten bewertet, ein trauriges Gesicht folglich mit 0 Punkten.

3. Die ermittelte Punktzahl wurde anschlieBend zur Kategoriepunktzahl addiert. Das
Ankreuzen der Beschwerdekategorie 1 wurde generell mit 300 Punkten bewertet. Fiir
das Ankreuzen der Beschwerdekategorie 4 ergab sich eine Kategoriepunktzahl von

200 Punkten, so dass maximal 300 Punkte in dieser Beschwerdekategorie erreicht
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werden konnten. Fiir die Beschwerdekategorie 3 galt eine Kategoriepunktzahl von
100 Punkten, fiir die Beschwerdekategorie 2 eine von 0 Punkte. Die maximal zu
erreichende Punktzahl in Beschwerdekategorie 3 ergab sich demnach als 200 Punkte,

die der Beschwerdekategorie 2 als 100 Punkte.

Es erfolgte eine wochenweise Auswertung unter Beriicksichtigung der Stirke der
Angina-pectoris-Beschwerden sowie der durchschnittlichen Anzahl der Angina-pectoris-

Anfille pro Tag und Woche.

2.5. Patientendaten und Kontrollparameter

2.5.1. Patientendaten

Zu allen drei Untersuchungen erfolgte die Aufnahme von anonymisierten Patientendaten
mittels einer CRF (siche 7.6. Case Report Forms). Bei der Eingangs-, Zwischen- und
Enduntersuchung (Ul, U2, U3) wurden die Patientennummer, die Initialen, das
Geburtsdatum, das Alter, die Grofle, das Gewicht und das Geschlecht des Patienten
dokumentiert. Der komplette Name, Anschrift, Telefonnummer, Name des Hausarztes und
Krankenkasse wurden aus Griinden des Datenschutzes bei der Ul getrennt erfasst. Eine
Zuordnung zwischen Patientennummer und Name des Patienten erfolgte anhand einer

vertraulichen Patienten-Identifikationsliste.

2.5.2. Kardiovaskulire Anamnese

Des Weiteren wurden in den CRFs die kardiovaskuldre Anamnese der Patienten inklusive der
aktuellen Diagnose mit Angiographiebefund, die Beschreibung der Angina-pectoris-
Beschwerden mit Anfallsmedikation, die kardiovaskuldren Risikofaktoren (Nikotinabusus,
Hypercholesterindmie, Hypertonie, Adipositas, Diabetes mellitus, positive
Familienanamnese), die Ergebnisse erfolgter Belastungs-Elektrokardiogramme (EKGs),
sowie die aktuelle Begleitmedikation dokumentiert. Unter dem Punkt ,Beleiterkrankungen’
wurden sowohl bereits erfolgte vaskuldre Eingriffe als auch andere Krankheiten erfasst. Die

Risikofaktoren wurden wie folgt definiert:
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Als Nikotinabusus wurde ein aktueller Zigaretten-, Zigarren- oder Pfeifenkonsum definiert
sowie ein zuriickliegender Konsum. Eine positive Familienanamnese wurde vermerkt, sofern
bei blutsverwandten Familienmitgliedern ersten oder zweiten Grades eine kardiovaskuldre
Erkrankung oder eine PAVK diagnostiziert worden war. Als adipds wurden Patienten
klassifiziert, die einen Body-Mass-Index (BMI) grofer 25 kg/m’> aufwiesen. Die
Risikofaktoren Hypercholesterinimie, Hypertonie und Diabetes mellitus wurden als solche

erfasst, sofern eine entsprechende Diagnose bei der Eingangsuntersuchung vorlag.

2.5.3. Kontrollparameter

Zu Beginn der Studie (Ul) und zur Enduntersuchung (U3) wurden die Laborparameter
Natrium, Kalium und Chlorid sowie die Alanin-Aminotransferase (ALAT) und die
Aspartat-Aminotransferase (ASAT) im Plasma bestimmt. Im Serum erfolgte die Messung von
Kreatinin (Krea). Im Kapillarblut wurden Blutzucker und pH-Wert sowie der
Sauerstoffpartialdruck ~ (pO,), der  Kohlendioxidpartialdruck  (pCO;) und die
Hydrogencarbonat-Konzentration (HCOs3) bestimmt. Mit Hilfe der Kreatininwerts, des Alters
und des Gewichts des Patienten wurde die Kreatinin-Clearance nach Cockroft und Gault
abgeschitzt. Die Blutgase (pO,, pCO,, pH, HCO3) wurden kontrolliert, um eine eventuelle
Azidose rechtzeitig zu erkennen.

Zur Ul wurden die Kontrollparameter zur Uberpriifung der Ein- bzw. Ausschlusskriterien
herangezogen. Bei der Zwischenuntersuchung (U2) erfolgten eine ALAT- und ASAT-
Bestimmung im Plasma und eine Kreatinin-Bestimmung im Serum. Die Kreatinin-Clearance
nach Cockroft und Gault wurde berechnet.

Traten im Studienverlauf Verdnderungen der Kontrollparameter aulerhalb der Normbereiche
auf, so wurden diese als unerwiinschte Ereignisse gemeldet. Eine Liste der Normbereiche

befindet sich in der Anlage (siehe 7.14. Normwerte).
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2.6. Analysenmethoden

Listen der verwendeten Chemikalien, Gerdte, Materialien und der ausfiihrenden Labore
befinden sich in der Anlage (siche 7.15. Chemikalien, 7.16. Gerite, 7.17. Materialien, 7.18.
Labordiagnostik).

2.6.1. Probengewinnung und Lagerung

Die Blutentnahme erfolgte in S-Monovetten oder BD-Vacutainern zur Plasmagewinnung und
in S-Monovetten zur Serumgewinnung. Die Proben fiir die Laborroutine wurden sofort in das
Labor des entsprechenden Studienzentrums zur Analyse gebracht. Die Proben zur
Bestimmung der Parameter im Institut fiir Klinischen Pharmakologie in Hannover wurden bei
2000 x g fiir 5 min im jeweiligen Studienzentrum zentrifugiert. Das gewonnene Plasma und
Serum wurde in Polypropylen-Réhrchen mit Griffstopfen und rundem Boden (4 ml)
iiberfiihrt. Die verwendeten Rohrchen waren patienten- und probenspezifisch gekennzeichnet.
Die Plasma- und Serumproben wurden sowohl im Studienzentrum als auch spéter im Institut
fiir Klinische Pharmakologie in Hannover bei —20 °C gelagert.

Die aus Spontan-Urin gewonnenen Urinproben wurden in gekennzeichnete, sterile Cellstar
Polypropylen-Rohrchen mit Schraubverschluss und konischem Boden (50 ml) tiberfiihrt und
bei —20 °C im Studienzentrum und spéter auch im Institut fiir Klinische Pharmakologie in
Hannover gelagert.

Der Transport der Proben vom den Studienzentren ins Institut fiir Klinische Pharmakologie

erfolgte auf Trockeneis in isolierten Transportkisten.

2.6.2. Laborroutine

Die Laborroutine der Proben aus Magdeburg wurde im Zentrallabor der Klinischen Chemie
des Stddtischen Klinikums Magdeburg durchgefiihrt. Die Laborroutine der Proben aus
Oldenburg wurde im Institut fiir Laboratoriumsdiagnostik und Mikrobiologie des Klinikums

Oldenburg durchgefiihrt (siche 7.18. Labordiagnostik).
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Als Laborroutine wurden die Laborparameter Natrium, Kalium, Chlorid, Serumkreatinin,
Blutzucker, Blutgase (pO,, pCO,, pH, HCO;) und die Leberenzyme ALAT/GPT und
ASAT/GOT bestimmt.

Die Angabe der Parameter erfolgte in den Laboren in den konventionellen oder SI-Einheiten.
Die Umrechnung der konventionellen Einheiten in SI-Einheiten erfolgte spéter mit Hilfe der

amtlichen Umrechnungsfaktoren (Jakob 2000).

2.6.3. Laborparameter der Nebenzielkriterien

Die Bestimmung der Nebenzielkriterien CRP, LDL und HDL erfolgte zusammen mit der
Laborroutine in den Studienzentren und in der Gemeinschaftspraxis Dr. med. Bernd
Schottdorf Labor Hannover (sieche 7.18. Labordiagnostik). Parameter, die in konventionellen
Einheiten angegeben wurden, wurden spéter in SI-Einheiten umgerechnet. Im Institut der
Klinischen Pharmakologie wurden die Parameter L-Arginin, L-NMMA, ADMA, Nitrit,
Nitrat, DMA, 8-is0o-PGF,,, MDA, HNE und Gesamthomocystein bestimmt. Bei der
Bestimmung der Parameter aus Urin erfolgte die Angabe als Urinausscheidungsrate bezogen
auf Kreatinin (Krea). Zur Qualititssicherung wurden im Institut fiir Klinische Pharmakologie
Hannover bei allen zu Dbestimmenden Parametern fiir jede Messreihe eine
Qualitdtskontrollprobe aus Qualitdtskontrollplasma bzw. -urin hergestellt und vermessen.
Eine maximale Abweichung von 10 % vom zuvor in mehreren Analysen festgelegten

Kontrollwert wurde als zuldssig angesehen.

2.6.4. Gaschromatographie-Massenspektrometrie

Fiir die Bestimmung der Parameter L-Arginin, Nitrit, Nitrat, DMA und Gesamthomocystein
mittels GC/MS wurde ein HP 5890 series II Gaschromatograph gekoppelt mit einem
5989A Massenspektrometer von Hewlett Packard verwendet. Fiir die gaschromatographische
Trennung wurden fiir alle Parameter Sdulen vom Typ Optima 17 (15 m x 0,25 mm ID,
0,25 um Filmdicke) von der Firma Macherey-Nagel verwendet. Der Tragergasstrom (Helium)
fiir alle Trennungen betrug 35 kPA. Die massenspektrometrische Bestimmung von L-Arginin,
Nitrit, Nitrat und Gesamthomocystein erfolgte im negative ion chemical ionisation (NICI)
Modus. Dabei wurde fiir alle Parameter eine Ionenquellentemperatur von 180 °C, eine

Quadrupoltemperatur von 120 °C, eine Interfacetemperatur von 260 °C, ein Methandruck von
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200 Pa, eine Elektronenenergie von 230 eV, ein Elektronenstrom von 300pA und eine
Scanzeit von 50 ms/lon gewdhlt. DMA wurde im electron impact (EI) Modus bestimmt. Hier
betrug die Ionenquellentemperatur 150 °C, die Quadrupoltemperatur 120 °C, die
Interfacetemperatur 260 °C, die Elektronenenergie 70 eV, der Elektronenstrom 100 pA und
die Scanzeit 50 ms/Ion. Alle Bestimmungen erfolgten im selected ion monitoring (SIM)

Modus.

2.6.5. Gaschromatographie-Tandem-Massenspektrometrie

Die GC/MS/MS zur Bestimmung der Parameter L-NMMA, ADMA, 8-iso-PGF,,, MDA und
HNE wurde mit Hilfe eines ThermoQuest Trace GC 2000 series Gaschromatographen von
CE Instruments gekoppelt mit einem TSQ 7000 Massenspektrometer von Finnigan MAT
durchgefiihrt. Fiir die gaschromatographische Trennung wurden fiir die Bestimmungen von
L-NMMA, ADMA, und 8-is0-PGF,, Sdulen vom Typ Optima 17 (30 m x 0,25 mm ID,
0,25 pum Filmdicke) von Macherey-Nagel verwendet, fiir die Bestimmung von MDA und
HNE Séulen vom Typ FactorFour VF-17ms (30 m x 0,25 mm ID, 0,25 um Filmdicke) mit
integrierter Vorsdule EZ-Guard von Varian. Die massenspektrometrische Bestimmung aller
Parameter erfolgte im NICI Modus. Dabei wurden eine Ionenquellentemperatur von 180 °C,
eine Manifoldtemperatur von 70 °C, ein Trigergasstrom (Helium) von 1 ml/min, ein
Ionenquellendruck (Methan) von 530 Pa, ein StoBkammerdruck (Argon) von 0,27 Pa, eine
Elektronenenergie von 200 eV, ein Elektronenstrom von 300 pA und eine Scanzeit von

100 ms/Ion gewdhlt.

2.6.6. Hochleistungs-Fliissigkeits-Chromatographie

Die HPLC erfolgte je nach Parameter auf zwei verschiedenen Gerdten. Bei der
HPLC-Anlage 1 handelte es sich um einen Waters 717 Plus Autosampler mit einer Pharmacia
LKB Gradient Pump 2249 und einem Spectroflow 78 UV-Detektor. Sie wurde zur
Bestimmung von Kreatinin eingesetzt und die verwendete Sdule war eine Phenomenex
Synergi 4 p Polar-RP 80 A 250 x 4,6 mm. Die HPLC-Anlage 2 war eine Gynkotek Gina mit
einem Gynkotek RF 1002 Fluoreszenz-Detektor und einer Nucleosil 100-5 C¢Hs Sédule (250 x
40 mm) von Macherey-Nagel. Mit ihr wurde der L-Arginin-Gehalt der Brausetabletten

bestimmt.
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2.6.7. Bestimmung von L-Arginin, L-NMMA und ADMA in Plasma und Urin

Die Bestimmung von L-Arginin, L-NMMA und ADMA in Plasma und Urin erfolgte nach der
Methode von Tsikas et al. (2003a).

Die Parameter L-Arginin und ADMA wurden sowohl in Plasma als auch in Urin bestimmt,
die Analyse von L-NMMA erfolgte nur mit Plasma.

Fir die Bestimmung wurde ein Phosphatpuffer (pH 7.,4) bestehend aus 54 mM
Di-natriumhydrogenphosphat und 13 mM Kaliumdihydrogenphosphat sowie ein 0,4 M
Boratpuffer (pH 8,5) verwendet.

Zur Herstellung der internen Standards fiir die Bestimmung in Plasma wurde ein
Mischstandard aus 100 uM L-Arginin, 1 puM L-NMMA und 1 pM ADMA in Wasser
verwendet. Die Mischung zur Herstellung des internen Standards fiir die Bestimmung im Urin
setzte sich aus 100 uM L-Arginin und 20 uM ADMA in Wasser zusammen.

Fiir die Bestimmung in Plasma wurden 500 pl aufgetautes Plasma in Vivaspin 2-Kartuschen
pipettiert und bei Raumtemperatur fiir 30 min bei 8000 x g zentrifugiert. Fiir die Bestimmung
in Urin wurden je 100 pl aufgetauter Urin 1:10 (V/V) mit Phosphatpuffer pH 7,4 verdiinnt.
AnschlieBend wurden 100 pul des Plasma-Ultrafiltrats bzw. des verdiinnten Urins unter
Stickstoff zur Trockene eingedampft. Durch Zugabe von 100 pl 2 M Salzsdure in Methanol
wurden die Proben fiir 1 h bei 80 °C verestert. Analog zu den Plasma- und Urinproben wurde
eine entsprechende Anzahl interner Standards hergestellt. Dazu wurden je 100 pl der
Standardmischung fiir die Plasmaproben unter Stickstoff eingeengt und die trockenen Proben
anschlieBend mit 2 M Salzsdure in deuteriertem Methanol verestert. Gleiches gilt fiir die
internen Standards zur Bestimmung in Urin, nur mit dem Unterschied, dass 100 pl
Standardmischung zunichst 1:10 (V/V) mit Phosphatpuffer (pH 7,4) verdiinnt wurden. Nach
Veresterung und Abkiihlung der Proben wurden die entsprechenden internen Standards mit
den Plasmaproben, bzw. den Urinproben vereinigt. Darauf erfolgte ein erneutes Eindampfen
zur Trockene. Nach Zugabe von 100 pl Pentafluoropropionsidureanhydrid (PFAA) in
Ethylacetat (1:4 V/V) wurden die Proben bei 65 °C fiir 30 min derivatisiert und anschlieBend
bis zur Trockne eingedampft.

Die Riickstdnde wurden in 200 pl Boratpuffer (0,4 M, pH 8,5) aufgenommen. Nach Zugabe
von 1 ml Toluol zu den Urinproben und 200 pl Toluol zu den Plasmaproben wurden die

Proben 1 min ausgeschiittelt und anschlieBend bei 2000 x g fir 5 min zentrifugiert. Zur
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Messung wurden die Toluolphasen in Autosamplergldschen iiberfiihrt. Zur Bestimmung von
L-Arginin in Plasma wurden zusétzlich 10 pl der Toluolphase mit Toluol auf 500 pl verdiinnt.
Das Injektionsvolumen bei der GC/MS/MS-Bestimmung von ADMA und L-NMMA betrug
1 pl und die Injektionsgeschwindigkeit 50 pl/s. Der GC-Ofen hatte eine initiale Temperatur
von 90 °C fiir eine Dauer von 2 min. Die Autheizung erfolgte mit einer Heizrate von
25°C/min auf eine finale Temperatur von 340 °C, die fiir 1 min gehalten wurde. Die
Injektionstemperatur betrug 280 °C, die Temperatur des Interfaces wurde auf 280 °C
eingestellt. Zur Bestimmung von ADMA wurde der Ubergang des Ions mit dem Masse-
Ladungs-Verhéltnis (m/z) 634 zum Ion mit m/z 378, bzw. des deuterierten lons mit m/z 637
zum lon mit m/z 378 gewihlt. Zur Bestimmung von L-NMMA wurde der Ubergang des Ions
mit m/z 474 zum Ion mit m/z 218, bzw. des deuterierten Ions mit m/z 477 zum Ion mit
m/z 218 gemessen. Die Kollisionsenergie betrug 15 eV.

Bei der GC/MS-Bestimmung von L-Arginin wurde 1 pl Probe im Splitlos-Modus injiziert.
Der GC-Ofen hatte eine initiale Temperatur von 90 °C, die fiir 1 min beibehalten wurde. Die
anschlieende Aufheizung auf 340 °C erfolgte mit einer Heizrate von 25 °C/min. Zur
Bestimmung von L-Arginin wurden die Ionen mit m/z von 586 und 589 gewihlt. Dem

deuterierten lon ist hierbei das m/z 589 zuzuordnen.

2.6.8. Bestimmung von Nitrit und Nitrat in Plasma und Urin

Die Bestimmung von Nitrit und Nitrat in Plasma und Urin erfolgte nach der Methode von
Tsikas (2000).

Die fiir die Bestimmung verwendete Mischung aus internen Standards wurde fiir die
Plasmaproben-Bestimmung aus 400 pM '""N-Nitrat und 40 pM "N-Nitrit in Wasser
hergestellt und fiir die Urinproben-Bestimmung aus 8 mM ’N-Nitrat und 80 pM "*N-Nitrit.
Die Plasma- und Urinproben wurden aufgetaut, geriittelt und bei 2000 x g fiir 5 min
zentrifugiert. Zu 100 pl der Proben wurden 10 pl der entsprechenden '*N-Standardmischung
hinzugegeben und die Proben kurz geriittelt. AnschlieBend wurden die Proben mit 400 pl
Aceton und 10 pl PFB-Br versehen. Die Proben wurden erneut geriittelt und dann fiir 1 h bei
50 °C inkubiert. Nach der Derivatisierung wurden die Proben unter Stickstoff bis zur Triibung
fiir etwa 3 - 4 min eingeengt. Der Riickstand der Proben (etwa 100 pl) wurde mit 1 ml Toluol
versetzt, fir 1 - 2 min geriittelt und anschlieBend 5 min bei 2000 x g zentrifugiert.

500 - 800 pl der Toluolphasen wurden in Autosamplergldschen iiberfiihrt und verschlossen.
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Bei der GC/MS-Bestimmung von Nitrit und Nitrat wurde 1 pl Probe splitlos injiziert, und die
initiale Temperatur des GC-Ofens wurde bei 70 °C festgelegt, die fiir 1 min beibehalten
wurde. Die anschlieBende Autheizung erfolgte in Schritten von 30 °C/min auf eine
Endtemperatur von 280 °C. Die Injektortemperatur betrug 200 °C. Zur Bestimmung von Nitrit
wurde das Ionen mit m/z von 46 gewihlt, fiir Nitrat das Ionen mit m/z von 62. Fiir die

deuterierten Ionen wurden die m/z 47 und 63 gewdhlt.

2.6.9. Bestimmung von Dimethylamin in Urin

Die Bestimmung von DMA in Urin erfolgte nach der Methode von Tsikas et al. (2007).

Der fiir die Bestimmung verwendete interne Standard bestand aus 8,759 g/l
ds.Dimethylaminhydrochlorid in Wasser und entsprach einer 100 mM Ldsung.

Die Urinproben wurden aufgetaut, geriittelt und bei 2000 x g fiir 5 min zentrifugiert. Je 1 ml
der Proben wurde in ein Reaktionsglas iiberfiihrt und 5 pl des dg-Dimethylamin-Standards
hinzugegeben. Die Proben wurden geriittelt und fiir 10 min gekiihlt konditioniert. 100 pl der
Proben wurden mit 1 ml Toluol, 10 pl einer 20 mM Natriumcarbonat-Losung und 10 pl einer
10 % Pentafluorbenzoylchlorid-Losung in wasserfreiem Acetonitril (PFBoyl-Chlorid)
versetzt. Die Proben wurden fiir 1 min geriittelt und anschlieend bei 4 °C fiir 5 min und
2000 x g zentrifugiert. Die Uberstinde wurden in Autosamplerglidschen iiberfiihrt.

Das Injektionsvolumen bei der GC/MS-Bestimmung von DMA betrug 1 pl (splitlos), und der
GC-Ofen hatte eine initiale Temperatur von 70 °C, die fiir I min beibehalten wurde. Die
anschlieBende Aufheizung erfolgte in 2 Schritten. Die Zwischentemperatur von 280 °C wurde
durch eine Heizrate von 30 °C/min erreicht, die Endtemperatur von 300 °C durch eine Rate
von 10 °C/min. Die Injektortemperatur betrug 200 °C. Zur Bestimmung des nicht-deuterierten
DMAs wurde das Ion mit den m/z 239 analysiert, zur Bestimmung der deuterierten Form das

Ion mit der m/z 245.

2.6.10. Bestimmung von Gesamthomocystein in Plasma

Die Bestimmung von Gesamthomocystein in Plasma erfolgte nach einer validierten, jedoch
noch nicht verdffentlichten Methode des Instituts fiir Klinische Pharmakologie der
Medizinischen Hochschule Hannover. Diese Methode wurde an das Verfahren zur

Bestimmung von L-Arginin, L-NMMA und ADMA von Tsikas et al. (2003a) angelehnt.
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Fiir die Bestimmung wurde eine 1 mM wiéssrige Losung dg-Homocystin als interner Standard
verwendet. Des Weiteren wurde ein 0,4 M Borsdurepuffer (pH 8,5) hergestellt.

Die Plasmaproben wurden aufgetaut, geriittelt und bei 2000 x g fiir 5 min bei Raumtemperatur
zentrifugiert. 500 ul Plasma wurden mit 5 ul des 1 mM dg-Homocystin-Standards versetzt
und geriittelt. Zur Reduktion von Homocystin zu Homocystein wurden je 5 pl
2-Mercaptoethanol zu den Proben gegeben. Die Ansdtze wurden fir 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben in Vivaspin 2-Kartuschen
iiberfiihrt und fiir 30 min bei 10 °C und 8000 x g ultrazentrifugiert. 100 pl des Ultrafiltrats
wurden zur Trockene eingedampft und dann mit 100 pl 2 M Salzsdure in Methanol fiir 1 h bei
80 °C inkubiert. Die Proben wurden erneut zur Trockene eingedampft. Nach Zugabe von
100 pl PFAA in Ethylacetat (1:4 V/V) wurden die Proben bei 65 °C fiir 30 min derivatisiert
und anschlieBend bis zur Trockene eingedampft. Die Riickstinde wurden in 200 pl
Boratpuffer (0,4 M, pH 8,5) aufgenommen und mit 100 pl Toluol ausgeschiittelt. Die Phasen
wurden durch Zentrifugieren bei 2000 x g fiir 5 min getrennt und die Toluolphasen wurden in
Autosamplergldschen iiberfiihrt.

Bei der GC/MS-Bestimmung vom Gesamthomocystein wurde 1 ul Probe splitlos injiziert. Die
initiale GC-Ofentemperatur wies 90 °C auf, die fiir 1 min beibehalten wurde. Die Aufheizung
auf 340 °C erfolgte in Heizraten von 25 °C/min. Zur Bestimmung von Gesamthomocystein
wurden die Ionen mit m/z von 293 und 297 ausgewéihlt. Dem deuterierten Ion ist hierbei das

m/z 297 zuzuordnen.

2.6.11. Bestimmung von 8-iso-PGF;, in Plasma und Urin

Die Bestimmung von 8-iso-PGF, in Plasma und Urin erfolgte nach der Methode von
Tsikas et al. (2003b).

Die Bestimmung wurde fiir Plasma mit einem 0,01 ng/ul ds4-8-is0-PGF,4-Standard in Ethanol
durchgefiihrt. Fiir die Bestimmung in Urin wurde ein 0,1 ng/pl d4-8-is0-PGF,4-Standard in
Ethanol verwendet. Fiir die Aufreinigung der Proben wurden 4 ml 8-Isoprostane
Immunoaffinity Columns (IAC) verwendet. Die Plasmaproben wurden zusétzlich noch mit
15 ml Cromabond Solid Phase Extraction C18 endcapped 500 mg Saulen (SPE-Séule)
aufbereitet.

Fiir die Aufreinigung mittels IAC wurde ein Eluent bestehend aus 95 % Ethanol abs. und 5 %

Wasser hergestellt. Zur Regeneration und Lagerung der IAC diente ein 0,1 M Phosphatpuffer
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(pH 7,4). Vor der erstmaligen Benutzung der IAC wurden diese mit 1 ml Qualitdtskontroll-
Urin konditioniert. Der Qualitdtskontroll-Urin wurde mit dem [AC-Eluenten von der IAC
gespiilt und die IAC mit 5 ml Wasser und anschlieBend mit 5 ml Saulenpuffer regeneriert. Fiir
die Bestimmung von 8-is0-PGF,, in Plasma wurden die IAC bis zu 4 mal regeneriert und
verwendet, fiir die Bestimmung in Urin bis zu 6 mal. Die Lagerung der IAC erfolgte gefiillt
mit 2 ml Sdulenpuffer im Kiihlschrank.

Auch die SPE-Séulen wurden vor der Benutzung konditioniert. Dazu wurden die SPE-Séulen
unter einem angelegten Vakuum mit 10 ml Methanol und anschlieBend mit 5 ml
0,05 M Ameisensdure gespiilt. Beim Spiilvorgang wurde ein Trockenlaufen der Séulen
vermieden. Die konditionierten SPE-Sdulen wurden nur einmal verwendet.

Die Plasma- und Urinproben wurden aufgetaut, geriittelt und bei 2000 x g fiir 10 min
zentrifugiert. Zu 1 ml Plasma bzw. 1 ml Urin wurden 10 ul des entsprechenden
d4-8-1s0-PGF,4-Standards hinzugegeben. Die im Folgenden beschriebene Aufreinigung mit
den SPE-Sdulen wurde nur mit den Plasmaproben durchgefiihrt. Dazu wurden die
Plasmaproben mit 400 pl Kalilauge 25 % versetzt, geriittelt und bei 40 "C fiir 45 min
inkubiert. Nach Zugabe von 4 ml Wasser wurde eine pH-Einstellung auf pH 3 mit
5 M Ameisensédure durchgefiihrt. Nach erfolgter Einstellung wurden die Plasmaproben 5 min
bei 2000 x g zentrifugiert und die Uberstinde auf die konditionierten SPE-S4ulen gegeben.
Mittels Vakuum wurde eine Tropfgeschwindigkeit von 1 Tropfen/s eingestellt. AnschlieBend
wurden die SPE-Sdulen mit 0,05 M Ameisensdure gespiilt. Die Elution wurde mit
4 ml Ethylacetat und einer Geschwindigkeit von 1 Tropfen/s durchgefiihrt. Die gesammelten
Ethylacetatphasen wurden von den Restwasserphasen abpipettiert und unter Stickstoff
eingedampft. Die Riickstinde wurden in 1 ml 0,1 M Phosphatpuffer aufgenommen und
gertittelt.

Zur Extraktion von 8-is0-PGF,, aus den Plasma- und Urinproben wurden als nichstes die
IAC verwendet. Dazu wurden die Urinproben sowie die von der SPE-Siule aufbereiteten
Plasmaproben getrennt auf die IAC gegeben. Es wurde eine Tropfgeschwindigkeit von
1 Tropfen/s gewéhlt. Anschliefend wurden die IAC zuerst mit 2 ml 0,1 M Phosphatpuffer und
dann mit 2 ml Wasser gespiilt. Die Proben wurden mit 2 ml Elutionsldsung eluiert und die
Eluate unter Stickstoff bis zur Trockene eingeengt. Die Riickstinde wurden mit 100 ul
Acetonitril, 10 pul Methanol, 10 ul N-Ethyldiisopropylamin (Hiinigbase) und 10 ul PFB-Br
(33 %ig in Acetonitril) versetzt. AnschlieBend wurde bei 30 °C fiir 1 h inkubiert und unter
Stickstoff zur Trockene eingedampft. Die Riickstinde wurden mit 200 pl Wasser und 500 pl
Diethylether versehen und 1 min geriittelt. Durch Zentrifugation bei 2000 x g fiir 5 min
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wurden die Etherphasen von den Wasserphasen getrennt und die Etherphasen anschlieBend in
Autosamplergldser mit Deckel iiberfiihrt. Die Riickstinde der Proben wurden erneut mit
500 pl Diethylether ausgeschiittelt, zentrifugiert und die korrespondierenden Etherphasen
vereinigt. Die Etherphasen wurden dann unter Stickstoff zur Trockene eingedampft und die
Riickstinde mit 50 pl N,O-bis(Trimethylsilyl)-trifluoroacetamid (BSTFA) 1 h bei 60 °C
derivatisiert. Vor Abgabe zur Messung wurde abermals zentrifugiert.

Zur Bestimmung von 8-is0-PGF,, mittels GC/MS/MS wurde 1 pl Probe mit einer
Injektionsgeschwindigkeit von 20 pl/s injiziert. Die Injektion erfolgte als DruckstoBinjektion
mit 124 kPa im temperaturprogrammierten Verdampfungs-Modus (PTV). Die Starttemperatur
betrug 70 °C, die anschlieBende Aufheizung erfolgte in Schritten von 10 °C/s auf 300 °C. Der
GC-Ofen hatte eine initiale Temperatur von 80 °C fiir eine Dauer von 1,5 min. Die
Autheizung erfolgte mit einer Heizrate von 8 °C/min auf eine Temperatur von 340 °C, die fiir
2 min gehalten wurde. Die Temperatur des Interfaces wurde auf 280 °C eingestellt. Gemessen
wurde im selected reaction monitoring (SRM) Modus. Zur Bestimmung von nicht
deuteriertem 8-iso-PGF,, wurde der Ubergang des Ions mit m/z von 569 zu dem Ion mit m/z
von 299 gewihlt. Die deuterierte Form wurde durch den Ubergang des Ions m/z 573 auf das

Ion m/z 303 bestimmt. Die Kollisionsenergie betrug 25 eV.

Zur Kontrolle der Derivatisierung und zur Abschitzung der Ausbeute wurde eine

Derivatisierungskontrollprobe nur aus internem Standard hergestellt.

2.6.12. Bestimmung von MDA und HNE in Plasma

Die Bestimmung von MDA und HNE in Plasma erfolgte modifiziert nach der Methode von
Luo et al (1995).

Fiir die Bestimmung wurden ein 2 uM d,-MDA-Standard in 0,1 M Salzsdure (siche 2.8.1.
Herstellung der internen Standards) (Kwon und Watts 1963, Allevi et al. 1994, Filipe et al.
2002) und ein 500 nM d;-HNE-Standard in Ethanol hergestellt.

Die Plasmaproben wurden aufgetaut und geriittelt. Nach dem Zentrifugieren bei 2000 x g fiir
5 min wurden 100 pl Plasma zur Analyse entnommen. Die Proben wurden mit 10 pl des
d>,-MDA-Standards mit 10 ul des d;-HNE-Standards sowie mit 200 pl einer 0,1 M PFBox-
Losung versetzt, geriittelt und fiir 30 min bei 40 °C inkubiert. AnschlieBend wurden sie mit
500 pl Methanol, 1 ml Isooctan und 6 Tropfen konzentrierter Schwefelsdure versetzt. Die

Proben wurden 1 min gertittelt und fiir 5 min bei 2000 x g zentrifugiert. Die oberen Phasen
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wurden abpipettiert und tiber einer Spatelspitze wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet. Nach
der Trocknung wurde erneut zentrifugiert und die Uberstinde bis zur Trockene unter
Stickstoff eingedampft. Die Riickstinde wurden mit 50 pl BSTFA versetzt, welches 1 %
Trimethylchlorsilan (TMCS) enthielt, und bei 80 °C fiir 1 h inkubiert.

Bei der GC/MS/MS-Bestimmung von MDA und HNE betrug das Injektionsvolumen 1 pl und
die Injektionsgeschwindigkeit 50 pl/s. Die Injektion erfolgte als DruckstoBinjektion mit
124 kPa im PTV-Modus. Die Starttemperatur betrug 70 °C, die anschlieBende Aufheizung
erfolgte in Schritten von 10 °C/s auf 340 °C. Der GC-Ofen hatte eine initiale Temperatur von
80 °C, die nachfolgende Aufheizung erfolgte mit einer Heizrate von 10 °C/min auf eine
Temperatur von 320 °C, die fiir 1 min gehalten wurde. Die Temperatur des Interfaces wurde
auf 300 °C eingestellt. Zur Bestimmung von MDA wurden die Ubergiinge der Ionen mit
m/z von 415 und 416 auf die lonen mit m/z von 234 und 235 ausgewihlt. Dem deuterierten
Ton ist hierbei der Ubergang des Ions m/z 416 auf m/z 235 zuzuordnen. HNE wurde durch den
Ubergang des Ions mit m/z von 403 auf das Ionen mit m/z von 283 bestimmt. Fiir das
deuterierte Derivat wurde der Ubergang des lons mit m/z 406 auf das Ion mit m/z 286

gewdhlt. Die verwendete Kollisionsenergie betrug 15 eV.

2.6.13. Bestimmung von Kreatinin in Urin

Die Bestimmung von Kreatinin in Urin erfolgte in Anlehnung an die Methode von Tsikas et
al. (2004).

Die Bestimmung wurde mit einem Standard durchgefiihrt, der 10 mM Kreatinin in Wasser
enthielt. Zur Herstellung des HPLC-FlieBmittels wurden 11,8926 g Ammoniumsulfat und
1900 ml Wasser mit Methanol auf 2000 ml aufgefiillt.

Die Urinproben wurden aufgetaut und geriittelt. Nach dem Zentrifugieren bei 2000 x g fiir
5 min wurden 10 pl Urin mit 1000 pl FlieBmittel vereinigt. Die Probe wurde geriittelt und
mittels HPLC Anlage 1 analysiert. Zur Auswertung wurde ebenfalls eine Standardprobe mit
10 pl Standard und 1000 pl FlieBmittel hergestellt und vermessen. Das Injektionsvolumen fiir
die HPLC betrug 50 pl, die Temperatur der Sdule 22 °C, und die Flussrate 1 ml/min. Die
gewihlte Wellenldnge betrug 236 nm.
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2.6.14. Bestimmung von L-Arginin in den Brausetabletten

Die Bestimmung von L-Arginin in den in der Pilotstudie verwendeten Brausetabletten
erfolgte modifiziert nach der Methode von Boger et al. (1998).

Der zur Bestimmung verwendete 1 mM Homoarginin-Standard wurde aus 224,7 mg
L-Homoarginin-HCI1 in 1000 ml Wasser hergestellt. Fiir die HPLC-Bestimmung wurden
zwel Eluenten und ein Derivatisierungsreagenz benoétigt. Fiir Eluent A wurden 11,52 g
Zitronensdure in 1000 ml Wasser gelost und mit Natronlauge auf pH 6,8 eingestellt. Nach der
Einstellung erfolgte die Auffiillung mit Wasser auf 1200 ml und eine Zugabe von 600 ml
Methanol. Der Eluent B bestand aus einer Mischung von 900 ml Methanol und 100 ml
Wasser. Zur Herstellung des Derivatisierungsreagenzes wurden 540 mg 0-Phthaldialdehyd in
10 ml Methanol und 400 pl 2-Mercaptoethanol geldst und mit 0,4 M Boratpuffer auf 100 ml
aufgefiillt. Der Boratpuffer bestand aus 6,183 g Borsdure in 250 ml Wasser, eingestellt mit
2 M Natronlauge auf pH 8,5.

Fiir die Bestimmung von L-Arginin in den Brausetabletten wurden die Brausetabletten
verblindet in 50 ml Wasser geldst. Es folgte eine 1:20 (V/V) Verdiinnung und eine weitere
1:100 (V/V) Verdiinnung mit Wasser. 100 pl der zweifach verdiinnten Probenlosungen
wurden mit 10 pl des Homoarginin-Standards versetzt, mit Wasser zu 1 ml aufgefiillt und
analysiert. Die Messung wurde auf der HPLC-Anlage 2 durchgefiihrt. Die Derivatisierung
erfolgte in der HPLC-Anlage durch Inkubation von 20 pl Probe mit 100 pul
Derivatisierungsreagenz fiir 20 Sekunden. Das Injektionsvolumen wurde auf 5 pl, die
Temperatur der Sdule auf 25 °C und die Flussrate auf 1 ml/min eingestellt. Beim Fluoreszenz-
Detektor wurde fiir die Extinktion eine Wellenldnge von 236 nm und fiir die Emission eine

Wellenlidnge von 453 nm gewihlt.
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2.7. Statistik

2.7.1. Studienplanung

Zur Berechnung der Effektgrofle wurde die Studie von Suzuki et al. (2002) herangezogen.
Auf diesen Studienergebnissen basierend wurde fiir unsere Pilotstudie ein Sequentialplan mit
einer Gesamtpatientenzahl von 112 entwickelt. Diesem zweiphasigen Sequentialplan lagen
ein Effektmal3 von 0,57, eine Power von 80 %, ein zweiseitiges globales Niveau von a = 0,05
und ein Shape-Parameter von 0,3 zugrunde. Nach der ersten Stufe sollte frithzeitig sowohl
zugunsten als auch gegen die Nullhypothese (Hy) entschieden werden kdnnen. Als Hy wurde
die positive Wirksamkeit von L-Arginin in Bezug auf die Hauptzielkriterien (siche 2.4.1.
Hauptzielkriterien) zugrunde gelegt. Unter einer positiven Wirksamkeit ist eine Verbesserung
der kombinierten kardiovaskuldren Endpunkte im Vergleich zur Placebotherapie zu verstehen.
Es wurde zweiseitig getestet und die kritischen Werte fiir die Ablehnung der Hy lagen in der
ersten Stufe bei 2,299 und zur Ablehnung der Alternativhypothese (H;) bei 0,969. In der
zweiten Stufe betrug der kritische Wert bezogen auf die H; 2.00. Die entsprechenden
nominellen p-Werte waren 0,022 und 0,333 in der ersten Stufe und 0,045 in der zweiten Stufe.
Eine graphische Darstellung der kritischen Werte ist unter 7.1. Interimsanalyse
wiedergegeben. Ein statistisch signifikanter Unterschied wurde fiir alle anderen

Studienkriterien fiir p < 0,05 festgelegt.

2.7.2. Studienauswertung

Die benutzten Programme zur Datenerhebung und Auswertung waren Microsoft Office
Excel 2001 und XP sowie SPSS (Statistical Product and Service Solutions) Version 13, 14
und 16. Zur graphischen Darstellung von Strukturformeln wurde das Programm Isis Draw 2.5
von MDL Information System verwendet (siche 7.17. Materialien). Angaben zum
Patientenkollektiv wurden in absoluten Zahlen gemacht. Relative Haufigkeiten (%) wurden in
Klammern angegeben. Zur statistischen Auswertung wurden der Medianwert und der 95 %
Vertrauensintervall (CI) vom Mittelwert berechnet. In den graphischen Darstellungen wurde
der Median als Querbalken und der Interquartilbereich als Kasten dargestellt. Als
Interquartilbereich wurde die Differenz zwischen dem 75 %- und dem 25 %-Perzentil

definiert. Ausreiler wurden als vertikale Linien in die Darstellungen aufgenommen und
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Extremwerte als separate Datenpunkte. Als Ausreiler wurden Werte klassifiziert, deren
Abstand vom 25 %-Perzentil nach unten bzw. vom 75 %-Perzentil nach oben zwischen dem
1,5fachen und dem 3fachen der Kastenhohe lagen. Als Extremwerte wurden solche
angesehen, deren Abstand vom dem 25 %- oder dem 75 %-Perzentil mehr als das 3fache der
Kastenhdhe betrug.

Des Weiteren wurden diverse statistische Tests durchgefiihrt. Alle Daten wurden vor der
statistischen Auswertung auf Normalverteilung gepriift. Die Varianzhomogenitit wurde mit
Hilfe des F-Tests ermittelt. Die Signifikanztests wurden je nach Gruppen und Verteilung als
gepaarter oder ungepaarter t-Test, als Wilcoxon-Test oder Mann Whitney U-Test
durchgefiihrt. p-Werte < 0,001 wurden als 0,000 angegeben. Der Vergleich der relativen
Hiufigkeiten erfolgte mit Hilfe von Kreuztabellen und dem y*-Test bzw. Test von Fisher. Die

Korrelation zwischen zwei Parametern wurde nach Pearson oder Spearman berechnet.
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2.8. Methoden-Entwicklung fiir die Bestimmung von MDA in Plasma als
PFB-Derivat

Zur Bestimmung von MDA in nativem Plasma wurde eine zusitzliche und neue Methode
entwickelt, die auf der Aziditdt von MDA (pKs = 5,0) beruht. Als interne Standards wurden
d-MDA und d,-MDA ceingesetzt, die aus Tetracthoxypropan und deuteriertem
Tetraethoxypropan durch Hydrolyse gewonnen wurden. Als Messmethoden wurden die
GC/MS und die GC/MS/MS eingesetzt. Die benutzten Programme zur Datenauswertung
waren Microsoft Excel und SPSS, das Programm zur Darstellung von Strukturformeln Isis

Draw (siehe 7.17. Materialien).

2.8.1. Herstellung der internen Standards

Die Herstellung der Standardldsungen von dp-MDA und d,-MDA erfolgte aus
1,1,3,3-Tetracthoxypropan und 1,3,-d,-1,1,3,3-Tetracthoxypropan. Zur Herstellung wurden
jeweils 12,5 mg in 50 ml 0,1 M Salzsdure geldst und bei 40 °C fiir 1 h inkubiert (Kwon und
Watts 1963, Allevi et al. 1994, Filipe et al. 2002). Zur Standardisierung der hergestellten
Stammldsungen wurden diese mit Hilfe der UV/VIS-Spektralphotometrie auf ihren Gehalt an
do-MDA bzw. d-MDA {berpriift. Hierflir wurde je eine Messlosung durch eine 1:12-
Verdiinnung (V:V) mit 0,1 M Salzsdure hergestellt. Die Messlésungen wurden nacheinander
Mittels UV/VIS-Spektralphotometrie in einer Halbmikro-Préizisionskiivette aus Quarzglas
Suprasil® mit einem Specord 50 der Firma Analytik Jena vermessen (siche 7.16. Gerite,
7.17. Materialien). Zur Identifikation der Absorptionsmaxima wurde zuerst fiir jede
Messlosung ein Spektrum iiber einen Wellenldngenbereich von 200 - 500 nm aufgezeichnet.
Die Absorptionsmaxima zeigten sich bei einer Wellenldnge von 246 nm (Abbildung 4). Zur
Kontrolle wurde auch ein Spektrum fiir 0,1 M HCI aufgezeichnet. Die Absorption der 0,1 M
HCI betrug bei der Wellenlédnge von 246 nm ca. 0,1 (Abbildung 4) und wurde somit bei der

Berechung der Konzentrationen der internen Standards vernachléssigt.
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Abbildung 4: UV/VIS Spektrum von dy-MDA, d,-MDA und 0,1M HCI

Anschliefend wurde die Absorption beider Messlosungen bei einer Wellenlénge von 246 nm
bestimmt. Es ergaben sich Absorptionen von 1,30 fiir die d)-MDA-Messlosung und 1,38 fiir
die d-MDA-Messlosung. Die Konzentrationen der beiden Stammldsungen wurden unter
Berticksichtigung des molaren Extinktionskoeffizienten (¢) und des Verdiinnungsfaktors mit
Hilfe des Lambert’schen Gesetzes (A = € "¢~ d) berechnet. In dieser Formel steht A fiir die
Absorption, ¢ fiir den molaren Extinktionskoeffizienten, ¢ fiir die Konzentration der Losung
und d fiir die Schichtdicke der verwendeten Kiivette. Der e-Wert von MDA betréigt
13700 M'em™ bei 245 nm (Filipe et al. 2002). Die Konzentration der d-MDA-Stammldsung
errechnete sich als 1,14 mM und die der d,-MDA-Stammldsung als 1,21 mM.

Im Anschluss erfolgte die Analyse der Stammldsungen von dp-MDA und d,-MDA mittels
GC/MS und GC/MS/MS zur Ermittlung der isotopischen Reinheit. Die GC/MS- und
GC/MS/MS-Analyse der Standardldsungen ergab fiir beide Messmethoden einen Anteil von
etwa 0,37 % d,-MDA im do-MDA-Standard. Der d,-MDA-Standard wies einen dy-MDA-
Anteil von etwa 0,23 % fiir beide Messmethoden auf.

Aus den Stammlosungen wurden anschlieBend Standardlésungen mit einer Konzentration von
je 10 uM hergestellt. Sowohl die Methodenentwicklung als auch die Validierung wurden mit

diesen Losungen durchgefiihrt.
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2.8.2. Bestimmung von MDA als PFB-Derivat in Plasma

Die Bestimmung von MDA in Plasma erfolgt in Anlehnung an die Methode zur Bestimmung
von Nitrit und Nitrat nach Tsikas (2000).

Die Plasmaproben wurden aufgetaut, gertittelt und 5 min bei 2000 x g zentrifugiert. 100 ul
Plasma wurden entnommen und mit 10 ul des 10 uM d,-MDA-Standards versetzt. Nach
kurzem Riitteln der Proben wurden 400 pl Aceton und 10 pl PFB-Br hinzugegeben, die
Proben erneut geriittelt, und 1 h bei 50 °C inkubiert. Nach dem Abkiihlen der Proben wurde
25 min lang unter Stickstoff eingeengt und die Riickstdnde mit 1 ml Toluol versetzt. Die
Extraktion erfolgte durch Riitteln fiir 1 min und anschlieBendes Zentrifugieren fiir 5 min bei
2000 x g. Die Uberstiinde wurden in Autosamplerglidschen iiberfiihrt und mittels GC/MS/MS
und GC/MS analysiert.

Die Methodenentwicklung erfolgt mit Hilfe eines Qualitdtskontrollplasmas, das sowohl fiir

Einzelbestimmungen als auch fiir das Erstellen von Standardkurven verwendet wurde.

2.8.3. Messung von MDA als PFB-Derivat mittels GC/MS

Zur Bestimmung von MDA mittels GC/MS wurde eine Optima 17 (15 m x 0,25 mm ID)
Saule von Macherey-Nagel verwendet. Die Analyse der Proben erfolgte im NICI-Modus. Das
Injektionsvolumen betrug 1 pl, und als Injektionsmodus wurde der Splitlos-Modus gewdhlt.
Die initiale Temperatur des GC-Ofens betrug 70 °C, die fiir 1 min beibehalten wurde, und
anschlieend mit einer Heizrate von 20 °C/min auf eine Endtemperatur von 280 °C erhoht
wurde. Die Injektortemperatur betrug 200 °C, der Triagergasdruck (Helium) 35 kPa, der
Methandruck 200 Pa und die Temperatur vom Interface 260 °C. Gemessen wurde im
SIM-Modus. Fiir die lonenquellentemperatur wurden 180 °C und fiir die Quadrupoltemperatur
120 °C gewahlt. Die Elektronenenergie betrug 230 eV und der Elektronenstrom 300 pA. Zur
GC-MS-Bestimmung von MDA wurden die Ionen mit m/z von 251 und m/z 253 und eine

Scanzeit von 50 ms/Ion gewdhlt.
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2.8.4. Messung von MDA als PFB-Derivat mittels GC/MS/MS

Die verwendete Sdule fiir die Bestimmung von MDA mittels GC/MS/MS war eine
Optima 5-MS (30 m x 0,25 mm ID) von Macherey-Nagel. Als Messmodus wurde NICI
gewdhlt. Das Injektionsvolumen betrug 1 pl und die Injektionsgeschwindigkeit 10 pl/s. Die
Injektion erfolgte als DruckstoBinjektion mit 124 kPa im PTV-Modus, und die
Starttemperatur betrug 70 °C. Die anschliefende Autheizung erfolgte mit einer Heizrate von
10 °C/s auf 320 °C. Der GC-Ofen hatte eine initiale Temperatur von 80 °C, die fiir 2 min
gehalten wurde. AnschlieBend erfolgte eine Aufheizung in Heizraten von 20 °C/min auf eine
Endtemperatur von 340 °C, die fiir 1 min beibehalten wurde. Der Tragergasstrom (Helium)
wurde auf 1 ml/min und das Interface auf eine Temperatur von 280 °C eingestellt. Gemessen
wurde im SRM-Modus mit einer Elektronenenergie von 200 eV und einem Elektronenstrom
von 300 pA. Der lonenquellendruck (Methan) betrug 530 Pa und die Ionenquellentemperatur
180 °C. Fiir den StoBkammerdruck (Argon) wurden 0,27 Pa gewéhlt. Zur Bestimmung von
MDA wurden die Ubergiinge der Ionen mit m/z von 251 bzw. 253 auf die Ionen mit m/z von
175 bzw. 177 ausgewihlt. Die Kollisionsenergie betrug 15 eV, und die Scanzeit fiir die

einzelnen Ionen wurde auf 100 ms festgelegt.

2.8.5. Methodenvalidierung zur Bestimmung von MDA als PFB-Derivat

Die Methodenvalidierung wurde separat fiir die GC/MS-Methode und fiir die
GC/MS/MS-Methode durchgefiihrt. Es erfolgte die Bestimmung der Selektivitdt, Prizision,
Reproduzierbarkeit, Richtigkeit, ~Nachweis- und Bestimmungsgrenze, Linearitt,

Empfindlichkeit und die des Bestimmungsbereiches fiir jede Methode.

2.8.5.1. Bestimmung der Selektivitit

Die Beurteilung der Selektivitit der Methode erfolgte mit Hilfe des internen Standards. Es
wurden separate Aufarbeitungen des internen Standards in Pufferlésung und im Plasma
durchgefiihrt sowie eine separate Aufarbeitung des Plasmas ohne Zugabe des internen
Standards. Die Chromatogramme aus den Analysen wurden hinsichtlich der relevanten Ionen

und Retentionszeiten verglichen.
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2.8.5.2. Bestimmung der Prizision, Richtigkeit, Linearitit und Empfindlichkeit

Fir die Validierung wurden Standardkurven mit 11 Konzentrationspunkten in
Doppelbestimmungen an 5  verschiedenen Tagen erstellt. Die Werte aller
Konzentrationspunkte der 5 Standardkurven wurden fiir die Bestimmungen herangezogen.
Die Konzentrationsbereiche der Standardkurven wurden von 0 - 2 pM gewdéhlt. Die Abstinde
zwischen den einzelnen Punkten betrugen 0,2 puM. Als Matrix wurde Humanplasma
verwendet, das in Glas bei —20 °C gelagert wurde. Die Derivatisierung erfolgte wie unter

2.8.2. Bestimmung von MDA als PFB-Derivat in Plasma beschrieben.

Die Berechnung der mittleren Prédzision (precision) als relative Standardabweichung (RSD)
eines Tages sowie der mittleren Priazision von Tag zu Tag erfolgte mit Hilfe der erstellten
Standardkurven.

Die Richtigkeit wurde als Wiederfindungsrate (recovery) angegeben und ebenfalls mit Hilfe
der Standardkurven ermittelt. Die Wiederfindungsrate wurde wie folgte berechnet: Von der
gemessenen MDA-Konzentration wurde der MDA-Basalwert subtrahiert, die Differenz ins
Verhidltnis zur zugesetzten MDA-Konzentrationen gesetzt und der Quotient mit
100 multipliziert.

Zur Bestimmung der Nachweisgrenze (LOD) wurden 100 pl Aliquots der 1 uM
d>-MDA-Standardlosung in Phosphatpuffer derivatisiert und nach Vorschrift aufgearbeitet.
1 ul der Toluolphase wurden in die GC/MS und in die GC/MS/MS injiziert. Im SIM-Modus
wurde die Detektion der lonen mit m/z von 253 und 177 durchgefiihrt. Unter der Annahme,
dass die Ausbeute quantitativ war, entsprach das injizierte Volumen von 1 pl einer
Konzentration von 100 fmol d,-MDA. Zur Bestimmung der Nachweisgrenze wurden von der
Toluolphase Verdiinnungen (1:100, 1:1000 als V:V) hergestellt und injiziert. Das minimale
akzeptable Signal-Rausch-Verhiltnis (S/N) wurde per Definition zu 3:1 festgelegt.

Die Ermittlung der Linearitit und der Empfindlichkeit wurde mit Hilfe der
Regressionsgeraden, Geradengleichungen und BestimmtheitsmafBe (R?) der Standardkurven
bestimmt. Das Bestimmtheitsmall gibt Aufschluss iiber die Linearitdt, wobei ein Wert von
1,000 einen perfekten linearen Zusammenhang wiederspiegelt. Die Empfindlichkeit
beschreibt wie stark ein Messergebnis auf Konzentrationsdnderungen reagiert und ergibt sich
aus der Anderung der gemessenen Konzentration bei Anderung der zugesetzten
Konzentration. Bei direkter Proportionalitdt entspricht die Empfindlichkeit der Steigung der

Regressionsgeraden.
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2.8.5.3. Bestimmungsbereich

Als Bestimmungsbereich wurde der Konzentrationsbereich definiert in dem die

Standardkurven einen linearen Verlauf aufwiesen.

2.8.6. Vergleich der Messverfahren zur Bestimmung von MDA in Plasma als PFB-

Derivat

Zum Vergleich der Messverfahren GC/MS und GC/MS/MS wurde die Auswertungsmethode
von Bland und Altman (1986) sowie die Berechnung der Korrelation nach Pearson
angewendet.

Die Analyse nach Bland und Altman erfolgte graphisch. Hierzu wurden die Differenzen der
MDA-Plasmakonzentrationen beider Methoden gegen die jeweiligen Mittelwerte der
entsprechenden MDA-Plasmakonzentrationen beider Methoden aufgetragen. Zusitzlich
wurden die Grenzen von + 2 SD definiert. In dieser Darstellung lassen sich Unterschiede der
Methoden durch die Abweichung vom Mittelwert festlegen. Bei dieser Auswertung ist die

klinische Relevanz der jeweiligen Abweichungen unbedingt zu beriicksichtigen.

2.8.7. Vergleich der Methoden zur Bestimmung von MDA in Plasma als PFB-Derivat
und als PFBox-Derivat

Als einen weiteren Aspekt der Arbeit wurde die entwickelte Methode zur Bestimmung von
MDA als PFB-Derivat mit der in der Pilotstudie verwendeten Literaturmethode von Luo et al.
(1995) als PFBox-Derivat verglichen. Hierfiir wurden die Studienplasmaproben zusétzlich zur
Derivatisierung mit PFBox (siehe 2.6.12. Bestimmung von MDA und HNE in Plasma) auch
gemill Methodenbeschreibung mit PFB-Br derivatisiert (siche 2.8.2. Bestimmung von MDA
als PFB-Derivat in Plasma) und mittels GC/MS/MS bestimmt (siche 2.8.4. Messung von
MDA als PFB-Derivat mittels GC/MS/MS). Die Messergebnisse beider Methoden wurden
nach Bland und Altman (1986) und durch Berechnung der Korrelation nach Spearman

analysiert.
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3. ERGEBNISSE

3.1. Patientenkollektiv

3.1.1. Patientenzahl

Fiir die Studie wurden in den beiden Studienzentren insgesamt 364 Patienten gesichtet. Von
den gesichteten Patienten wurden 310 aufgekldrt und 134 nach Einwilligung in die Studie
eingeschlossen. 83 fielen dabei auf das Studienzentrum Oldenburg und 51 auf das Zentrum in
Magdeburg. Insgesamt brachen von den 134 eingeschlossenen Patienten 74 Patienten die
Studie ab. Davon fielen 47 Patienten auf Grund von Nichterfiillen der Einschlusskriterien
sofort nach Studieneinschluss wieder aus dem Patientenkollektiv heraus. Bei 25 Patienten von
thnen wurde keine Angioplastie sondern lediglich eine Angiographie durchgefiihrt, und bei
19 Patienten wurde ein Befund zur Bypass-Operation gestellt. Weitere 3 Patienten erfiillten
die Einschlusskriterien nicht auf Grund eines erhohten Kreatinin-Wertes, einer erfolglosen
PTCA und der PTCA eines Bypass-Gefia3es. Die Studie wurde von 13 Patienten vorzeitig auf
Grund von unerwiinschten Arzneimittelwirkungen abgebrochen, und von einem Patienten auf
Grund einer lidngeren Einnahmepause der Studien-Medikation. 4 Patienten beendeten die
Studie vorzeitig aus personlichen Griinden und 9 Patienten aus nicht angegebenen Griinden.

Die Pilotstudie protokollkonform beendet haben insgesamt 60 Patienten, von denen
31 Patienten auf die Verumgruppe und 29 Patienten auf die Placebogruppe entfielen. Diese
Patienten werden im Folgenden als Studienteilnehmer bzw. Patientenkollektiv bezeichnet und

wurden zur Berechnung der relativen Haufigkeiten berticksichtigt.

3.1.2. Demographische Verteilung

Eingeschlossen wurden Patienten beiderlei Geschlechts im Alter von 43 bis 76 Jahren. Die
Angaben zur demographischen Verteilung der Studienteilnehmer sind in Tabelle 1
gruppenweise wiedergegeben. Beide Gruppen wiesen keine signifikanten Unterschiede in

Bezug auf die demographische Verteilung auf.
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Tabelle 1: Demographische Verteilung des Patientenkollektivs

Demographische Verteilung Total Placebo Verum p
Alter [Jahre] 62 62 62 0,905
Body Mass Index (BMI) 27 27 27 0,938
Geschlecht 48 (80) 24.(83) 24.(77) 0,605
$Zﬁj‘ﬂlc‘;h 12 (20) 5(17) 7(23)

Grofe [cm] 172 172 172 0,826
Korpergewicht [kg] 80 80 79 0,803

Die Angaben zum Patientenkollektiv sind in absoluten Zahlen, relative Haufigkeiten (%) sind in Klammern
angegeben. Als Signifikanzniveau wurde 0,05 angenommen.

3.1.3. Begleiterkrankungen

Die Begleiterkrankungen des Patientenkollektivs sind in Tabelle 2 aufgefiihrt. Signifikante
Unterschiede in Bezug auf die Begleiterkrankungen konnten zwischen den beiden Gruppen

nicht ermittelt werden.

Tabelle 2: Begleiterkrankungen des Patientenkollektivs

Begleiterkrankungen Total Placebo Verum p
Adipositas (BMI > 25) 48 (80) 23 (79) 25 (81) 0,897
Apoplex / TIA 2(3) 0(0) 2(7) 0,492
Diabetes mellitus 18 (30) 9@31) 9(29) 0,866
Familidre kardiovaskuldre Vorgeschichte 42 (70) 20 (69) 22 (71) 0,866
Hypercholesterindmie 46 (77) 20 (69) 26 (84) 0,173
Hypertonie 43 (72) 19(66) 24 (77) 0,307
KHK mit Z.n. ACVB 4 (7) 1(3) 3 (10) 0,613
KHK mit Z.n. MI 16 (27) 10 (35) 6 (19) 0,185
KHK mit Z.n. PTCA / Stent 16 (27) 10 (35) 6 (19) 0,185
Nikotinabusus 44 (73) 21 (72) 23 (74) 0,876
PAVK 7(12) 3(10) 4 (13) 1,000
Patienten mit Hochrisikofaktoren 29 (48) 15 (52) 14 (45) 0,611
(Apoplex / TIA, KHK mit Z.n. ACVB, MI

oder PTCA / Stent)
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3.1.4. Intervention

Beim Patientenkollektiv wurden zum Studieneinschluss 7 PTCAs und 53 PTCAs mit Stent
durchgefiihrt. Davon entfielen auf die Verumgruppe 5 PTCAs (71 %) und auf die
Placebogruppe 2 PTCAs (29 %). Von den betroffenen Gefdllen wurden bereits 5 zu einem
frilheren Zeitpunkt aufgedehnt. Von diesen 5 Rekanalisationen entfielen 1 auf die
Verumgruppe und 4 auf die Placebogruppe. Ein signifikanter Unterschied in Bezug auf die
Verteilung der PTCAs (p = 0,426) und auf die Verteilung der Rekanalisationen (p = 0,188)

pro Gruppe konnte nicht aufgezeigt werden.

3.1.5. Begleitmedikation

Die Tabelle 3 zeigt die Begleitmedikation, die von den Studienteilnehmern der beiden
Gruppen wihrend der Pilotstudie eingenommen wurde. Signifikante Unterschiede in Bezug

auf die Begleitmedikation konnten zwischen den beiden Gruppen nicht ermittelt werden.

Tabelle 3: Begleitmedikation des Patientenkollektivs

Begleitmedikation Total Placebo Verum p

a-Blocker 2(3) 1(3) 1(3) 1,000
ACE-Hemmer 25(42) 11 (38) 14 (45) 0,570
Aggregationshemmer 60 (100) 29 (100) 31 (100) *

AT;-Blocker 13 (22) 5(17) 8 (26) 0,421
B-Blocker 47 (78) 24 (83) 23 (74) 0,421
Calcium-Kanal-Blocker 10 (17) 6 (21) 4(13) 0,500
Diuretika 20 (33) 10 (35) 10 (32) 0,855
Herzglykoside 2(3) 1(3) 1(3) 1,000
Insulin 3(5 2(7) 1(3) 0,606
Lipidsenker 42 (70) 18 (62) 24 (77) 0,195
Nitrate 25 (42) 12 (41) 13 (42) 0,965
Orale Antidiabetika 9 (15) 6 (21) 3 (10) 0,292

*: auf Grund der 100 %igen relativen Haufigkeiten in beiden Gruppen wurde keine statistische Auswertung
mittels Fischer-Test durchgefiihrt.
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Von den 18 Patienten mit Diabetes mellitus, die gleichméBig auf beide Gruppen verteilt
waren, wurden in der Placebogruppe 7 Patienten medikamentds therapiert (5x orale
Antidiabetika, 1x Insulin, 1x beides), in der Verumgruppe lediglich 4 Patienten (3x orale
Antidiabetika, 1x Insulin). Dieser Unterschied war statistisch allerdings nicht signifikant

(p=0,327).

3.2. Hauptzielkriterien

3.2.1. Auswertung der kardiovaskuliren Ereignisse

Kardiovaskulédre Ereignisse traten bei insgesamt 9 Patienten auf. Bei 7 dieser Patienten traten
Restenosen der dilatierten Gefia3e auf, die zusétzlich noch von 2 neuen Stenosen und einem
subakuten Vorderwandinfarkt begleitet wurden. Ein achter Patient wurde auf Grund von
zunehmenden Angina-pectoris-Beschwerden stationdr aufgenommen, bei einem neunten
Patienten wurde eine neue Stenose diagnostiziert.

2 der kardiovaskuldren Ereignisse traten in der Placebogruppe auf, alle anderen ereigneten
sich in der Verumgruppe. Die Restenosen wurden in beiden Gruppen in einem Zeitraum von
3 Wochen bis 5 Monaten diagnostiziert, die neue Stenose erst nach 6 Monaten bei der
Enduntersuchung. Kein Patient verstarb im Zeitraum der Studie.

Die statistische Auswertung der ersten Stufe der Interimsanalyse mittels Fischer-Test deutete
auf keinen signifikanten Unterschied zwischen den beiden Gruppen hin. Der p-Wert betrug
0,148, das durch die Interimsanalyse vorgegebene Signifikanzniveau 0,022. Mittels Fischer
Test, ergab die retrospektive Berechnung der Power einen Wert von 25 %. Fiir ein
signifikantes Ergebnis zu Gunsten der Placebo-Therapie und einer Power von 80 % hitten
insgesamt 88 Patienten pro Gruppe rekrutiert werden miissen. Tabelle 4 zeigt die
kardiovaskuldren Ereignisse, die in den beiden Gruppen wihrend der Pilotstudie auftraten.
Zusitzlich ist die Dauer der Studienteilnahme in Tagen vermerkt, die gleichzusetzen ist mit

der Studienmedikations-Exposition dieser Patienten.



ERGEBNISSE 57

Tabelle 4: Hauptzielkriterien, die im Studienverlauf von Patienten der beiden Gruppen erreicht wurden

Gruppe | Patient Hauptzielkriterium Dauer der Studienteilnahme
[Tagen]
Placebo 005 Stenose 180
118 Restenose 96
Verum 009 Restenose u. Stenose 21
105 AP-Beschwerden 116
Krankenhausaufenthalt
111 Restenose 56
115 Restenose 124
116 Restenose u. 43
Vorderwandinfarkt
122 Restenose 153
129 Restenose u. Stenose 85

In einer weiterfiihrenden Analyse wurden die Einschlussdaten der 9 Patienten mit erfiillten
Hauptzielkriterien mit denen des restlichen Patientenkollektivs (n = 51) verglichen. Die
Gruppe mit den erfiillten Hauptzielkriterien zeigte im Vergleich zum restlichen
Pobandenkollektiv unter anderem einen signifikanten Unterschied hinsichtlich der
kardiovaskuldren Vorgeschichte auf (p = 0,020). In der Gruppe mit erfiillten
Hauptzielkriterien wiesen insgesamt 2 Patienten (22 %) einen Zustand nach Apoplex auf, in
dem restlichen Patientenkollektiv keiner. Ein weiterer signifikanter Unterschied bestand
zwischen den CRP-Konzentrationen im Plasma (p = 0,035). Bei der Gruppe mit erfiillten
Hauptzielkriterien wurde zu Studienbeginn eine mediane CRP-Konzentration von 2,77 mg/l
gemessen, im Restpatientenkollektiv eine mediane Konzentration von nur 1,50 mg/l.
Abbildung 5 zeigt die CRP-Konzentration der Patienten mit erfiillten Hauptzielkriterien im
Vergleich zum restlichen Patientenkollektiv.

Ein signifikanter, nicht aber relevanter Unterschied bestand in der mittleren Korpergrof3e
(p=0,021). Die Gruppe mit erfiillten Hauptzielkriterien wies eine mittlere Korpergrofie von
167 cm auf, das restliche Patientenkollektiv eine von 173 cm.

Bei der Analyse des Patientenkollektivs mit kardiovaskuldren Ereignissen war weiterhin
auffillig, dass sich 7 der 9 Ereignisse bei Patienten aus dem Studienzentrum Magdeburg
ereigneten (p = 0,023). Auf Grund dieses signifikanten Unterschiedes wurde das gesamte
Patientenkollektiv zusdtzlich noch nach Studienzentrum unterteilt und hinsichtlich der
Einschlussparameter analysiert. Dabei entfielen auf das Studienzentrum Magdeburg

24 Patienten und auf das Studienzentrum Oldenburg 36 Patienten.
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Abbildung 5: CRP-Konzentration zur Ul der Patienten mit kardiovaskulirem Ereignis im Vergleich zum
restlichen Probandenkollektiv

Der Median ist als Querbalken dargestellt, der Interquartilbereich zwischen dem 25 %-Perzentil und dem 75 %-
Perzentil als Kasten. Ausreif3er sind als vertikale Linien dargestellt, Extremwerte als separate Datenpunkte.

Signifikante Unterschiede zeigten sich z.B. hinsichtlich der kardiovaskuldren Vorgeschichte.
Hypertonie (p = 0,026) und Hypercholesterindmie (p = 0,025) waren in der Magdeburger
Gruppe signifikant hdufiger vertreten. In Bezug auf die Nebenzielparameter wiesen die
Patienten in Magdeburg neben einer signifikant niedrigeren 8-iso-PGF,,-, L-NNMA-, HNE-
und DMA-Konzentration, auch eine signifikant hohere HDL-, Nitrit- und CRP-Konzentration
auf. Die mediane CRP-Konzentration war im Studienzentrum Magdeburg doppelt so hoch
wie im Studienzentrum Oldenburg. Die signifikanten Unterschiede der Nebenzielkriterien zur
Eingangsuntersuchung zwischen den Studienzentren Magdeburg und Oldenburg sind in

Tabelle 5 wiedergegeben.
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Tabelle 5: Signifikante Unterschiede der Nebenzielkriterien zur Eingangsuntersuchung zwischen den

Patienten aus Magdebur

und Oldenburg

Parameter Studienzentrum Studienzentrum p
Magdeburg Oldenburg

Median 95 % CI Median 95 % CI
HDL 1,29 1,14 - 1,37 1,05 0,98 — 1,18 0,025
[mg/dl]
8-150-PGF,, 1,71 1,48 - 1,99 2,59 2,35-3,26 0,001
[nmol/1]
L-NMMA 0,13 0,11-0,14 0,18 0,17-0,22 0,000
[wmol/1]
DMA 32,9 31,8 -41,6 36,0 37,8 —-49,7 0,036
[wmol/mmol Krea]
Nitrit Plasma 1,73 1,59 -2,16 1,40 1,19-1,52 0,002
[wmol/1]
Nitrit Urin 0,11 0,01 - 0,84 0,25 0,25-0,39 0,001
[wmol/mmol Krea]
CRP 2,77 1,52 -12,5 1,30 0,74 — 5,95 0,039
[mg/1]
HNE 372 345 -475 612 623 — 812 0,000
[nmol/1]
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3.3. Nebenzielkriterien

Die Auswertung der Nebenzielkriterien wurde ohne Korrektur des a-Fehlers durchgefiihrt, es
wurde ein Signifikanzniveau von 0,05 angenommen.
Eine Tabelle mit Normwerten, sofern fiir die verwendete Labormethode bekannt, befindet

sich in der Anlage unter 7.14. Normwerte.

3.3.1. Laborparameter

3.3.1.1. L-Arginin

Zu Studienbeginn konnte kein signifikanter Unterschied zwischen der L-Arginin-
Konzentration im Plasma der Verum- und Placebogruppe ermittelt werden. Zur
Enduntersuchung nach sechs Monaten zeigte sich dagegen ein hoch signifikanter Unterschied.
Die Verumgruppe wies eine deutlich hohere L-Arginin-Konzentration im Plasma auf als die
Placebogruppe (p < 0,001) (Tabelle 6, Abbildung 6).

Auch fiir die L-Arginin-Ausscheidungsrate im Urin konnte in der Verumgruppe ein
signifikanter Anstieg verzeichnet werden. Der Anstieg der L-Arginin-Ausscheidungsrate war
von der Ul zur U2 mit p <0,001 hoch signifikant. Von der U2 zur U3 wurde allerdings ein
leichter Abfall der Ausscheidungsrate beobachtet. Dieser Abfall zur U3 hin war nicht
signifikant. Im direkten Vergleich der Ausscheidungsraten zur U1 und zur U3 zeigte sich ein
signifikanter Unterschied (p = 0,003) mit einer hoheren L-Arginin-Ausscheidungsrate zur U3.
Im Gruppenvergleich konnte sowohl zur U2 als auch zur U3 ein signifikanter Unterschied zu

Gunsten der Verumgruppe verzeichnet werden (Tabelle 7, Abbildung 7).

Tabelle 6: L-Arginin-Konzentration im Plasma

L-Arginin Placebo Verum p
[wmol/1] Median 95 % CI Median 95 % CI
Plasma Ul 58,9 52,1 -64,4 67,7 58,5-73,5 0,108
Plasma U3 60,6 52,9 - 66,4 94,7 87,4112 0,000
U1l U3 p
Median 95 % CI Median 95 % CI
Plasma Placebo 58,9 52,1 -64,4 60,6 52,9 - 66,4 0,674
Plasma Verum 67,7 58,5-73,5 94,7 87,4112 0,000
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Abbildung 6: L-Arginin-Konzentration im Plasma

Tabelle 7: L-Arginin-Ausscheidungsrate im Urin

L-Arginin Placebo Verum p
[nmol/mmol Kreal [y;ojian | 95%CI | Median | 95%cCI
Urin U1 2,38 2,23 -3,07 2,76 2,39 - 3,33 0,518
Urin U2 2,59 2,45-3,71 5,10 4,47 — 6,69 0,000
Urin U3 2,71 2,40 - 3,51 3,55 3,67-6,05 0,004
U1l U2 p
Median 95 % CI Median 95 % CI
Urin Placebo 2,38 2,23 -3,07 2,59 2,45-3,71 0,142
Urin Verum 2,76 2,39 -3,33 5,10 4,47 - 6,69 0,000
U2 U3 p
Median 95 % CI Median 95 % CI
Urin Placebo 2,59 2,45-3,71 2,71 2,40 -3,51 0,539
Urin Verum 5,10 4,47 — 6,69 3,55 3,67 — 6,05 0,607
Ul U3 p
Median 95 % CI Median 95 % CI
Urin Placebo 2,38 2,23 -3,07 2,71 2,40 -3,51 0,122
Urin Verum 2,76 2,39 -3,33 3,55 3,67 - 6,05 0,003
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Abbildung 7: L-Arginin-Ausscheidungsrate im Urin

3.3.1.2. L-NMMA

Auch beim Studienparameter L-NMMA im Plasma konnte nach sechs Monaten zur U3 ein
hoch signifikanter Anstieg in der Verumgruppe verzeichnet werden (p < 0,001). Der
Gruppenvergleich zeigte eine deutlich hohere L-NMMA-Konzentration im Plasma der

Verumgruppe auf (p = 0,002) (Tabelle 8, Abbildung 8).

Tabelle 8: L-NMMA-Konzentration im Plasma

L-NMMA Placebo Verum p
[wmol/1] Median 95 % CI Median 95 % CI
Plasma Ul 0,15 0,15-0,21 0,15 0,14-0,18 0,477
Plasma U3 0,15 0,13-0,18 0,24 0,20 - 0,28 0,002
Ul U3 p
Median 95 % CI Median 95 % CI
Plasma Placebo 0,15 0,15-0,21 0,15 0,13-0,18 0,188
Plasma Verum 0,15 0,14-0,18 0,24 0,20 - 0,28 0,000
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Abbildung 8: L-NMMA-Konzentration im Plasma

3.3.1.3. ADMA

Die ADMA-Konzentration im Plasma zeigte im Studienverlauf keine signifikanten

Anderungen innerhalb der Gruppen oder zwischen den Gruppen (Tabelle 9, Abbildung 9). In

der Verumgruppe konnte allerdings beziiglich der ADMA-Ausscheidungsrate im Urin ein

signifikanter Anstieg von der Ul zur U2 verzeichnet werden (p = 0,012). Zusétzlich wies die

Verumgruppe zum Zeitpunkt der U2 auch eine signifikant hhere ADMA-Ausscheidungsrate
im Urin auf als die Placebogruppe (p = 0,040) (Tabelle 10, Abbildung 10).

Tabelle 9: ADMA-Konzentration im Plasma

ADMA

Placebo

Verum p
[pmol/l] Median 95 % CI Median 95 % CI
Plasma Ul 0,46 0,45 -0,50 0,50 0,47 -0,52 0,374
Plasma U3 0,47 0,44 - 0,62 0,50 0,46 — 0,53 0,544
Ul U3 p
Median 95 % CI Median 95 % CI
Plasma Placebo 0,46 0,45-0,50 0,47 0,44 — 0,62 0,962
Plasma Verum 0,50 0,47 -0,52 0,50 0,46 — 0,53 0,782
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Abbildung 9: ADMA-Konzentration im Plasma
Tabelle 10: ADMA-Ausscheidungsrate im Urin
ADMA Placebo Verum p
[pnmol/mmol Krea] | Median 95 % CI Median 95 % CI
Urin Ul 3,58 3,52 -4,53 4,10 3,73 — 4,85 0,299
Urin U2 3,77 3,48 —4,26 4,29 4,07 -5,10 0,040
Urin U3 3,67 3,31 -4,30 4,24 3,81 5,04 0,123
U1l U2 p
Median 95 % CI Median 95 % CI
Urin Placebo 3,58 3,52 -4,53 3,77 3,48 —4,26 0,345
Urin Verum 4,10 3,73 - 4,85 4,29 4,07 -5,10 0,012
U2 U3 p
Median 95 % CI Median 95 % CI
Urin Placebo 3,77 3,48 —4,26 3,67 3,31 -4,30 0,927
Urin Verum 4,29 4,07 -5,10 4,24 3,81 -5,04 0,939
Ul U3 p
Median 95 % CI Median 95 % CI
Urin Placebo 3,58 3,52 -4,53 3,67 3,31 -4,30 0,239
Urin Verum 4,10 3,73 -4,85 4,24 3,81 -5,04 0,493
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Abbildung 10: ADMA-Ausscheidungsrate im Urin

Das L-Arginin:ADMA-Molarverhéltnis der Plasmakonzentrationen dnderte sich im
Studienverlauf von 135:1 auf 195:1 fiir die Verumgruppe und blieb fiir die Placebogruppe mit
122:1 zur U1 und 121:1 zur U3 konstant.

3.3.1.4. Nitrit

In Bezug auf die Nitrit-Konzentration im Plasma konnte kein signifikanter Unterschied tiber
den Studienverlauf innerhalb einer Gruppe oder zwischen den beiden Gruppen nachgewiesen
werden (Tabelle 11, Abbildung 11).

Die Nitrit-Ausscheidungsrate im Urin der Placebogruppen wies dagegen einen statistisch
signifikanten Anstieg von der Ul zur U2 auf. Ein signifikanter Unterschied zwischen den
beiden Gruppen beziiglich der Nitrit-Ausscheidungsrate im Urin bestand allerdings nicht zur

U2 (Tabelle 12, Abbildung 12).



ERGEBNISSE

66

Tabelle 11: Nitrit-Konzentration im Plasma

Nitrit

Placebo

Placebo

Gruppe

Verum p
[wmol/1] Median 95 % CI Median 95 % CI
Plasma Ul 1,60 1,36 —1,93 1,55 1,32— 1,65 0,615
Plasma U3 1,43 1,26 — 1,55 1,51 1,27 - 1,84 0,669
Ul U3 p
Median 95 % CI Median 95 % CI
Plasma Placebo 1,60 1,36 — 1,93 1,43 1,26 — 1,55 0,207
Plasma Verum 1,55 1,32— 1,65 1,51 1,27 - 1,84 0,419
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Abbildung 11: Nitrit-Konzentration im Plasma



ERGEBNISSE 67
Tabelle 12: Nitrit-Ausscheidungsrate im Urin
Nitrit Placebo Verum p
[pmol/mmol Krea] | Median 95 % CI Median 95 % CI
Urin U1l 0,19 0,13 -0,58 0,20 0,16 — 0,57 0,883
Urin U2 0,26 0,28 -0,61 0,27 0,22 - 0,40 0,549
Urin U3 0,25 0,21 -0,37 0,21 0,19-0,51 0,618
U1 U2 p
Median 95 % CI Median 95 % CI
Urin Placebo 0,19 0,13 -0,58 0,26 0,28 - 0,61 0,047
Urin Verum 0,20 0,16 — 0,57 0,27 0,22 - 0,40 0,929
U2 U3 p
Median 95 % CI Median 95 % CI
Urin Placebo 0,26 0,28 -0,61 0,25 0,21 -0,37 0,060
Urin Verum 0,27 0,22 -0,40 0,21 0,19-0,51 0,764
U1 U3 p
Median 95 % CI Median 95 % CI
Urin Placebo 0,19 0,13 -0,58 0,25 0,21 -0,37 0,684
Urin Verum 0,20 0,16 — 0,57 0,21 0,19-0,51 0,819
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Abbildung 12: Nitrit-Ausscheidungsrate im Urin
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3.3.1.5. Nitrat

Im Gegensatz zu der unverdnderten Nitrit-Konzentration im Plasma konnte iiber den
Studienzeitraum ein signifikanter Abfall der Nitrat-Konzentration im Plasma fiir die
Placebogruppe verzeichnet werden (p = 0,004) (Tabelle 13, Abbildung 13). Dieser Abfall in
der Placebogruppe bewirkte allerdings keinen signifikanten Unterschied zwischen den
Gruppen, da auch in der Verumgruppe ein leichter Abfall zu verzeichnen war, der allerdings

nicht statistisch signifikant war.

Tabelle 13: Nitrat-Konzentration im Plasma

Nitrat Placebo Verum p
[wmol/1] Median 95 % CI Median 95 % CI
Plasma Ul 42,8 35,4-74,8 41,0 38,5-52,3 0,717
Plasma U3 35,6 35,4—-47.5 35,6 34,5-453 0,979
Ul U3 p
Median 95 % CI Median 95 % CI
Plasma Placebo 42.8 35,4 -74,8 35,6 35,4-47,5 0,004
Plasma Verum 41,0 38,5-523 35,6 34,5-453 0,339
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Abbildung 13: Nitrat-Konzentration im Plasma
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Die Nitrat-Ausscheidungsrate im Urin stieg in der Verumgruppe zur U2 leicht an, fiel dann
aber zur U3 signifikant ab (p = 0,012). In der Placebogruppe zeigte sich der signifikante
Abfall schon zur U2 (p = 0,037) und setzte sich zur U3 weiter fort (p = 0,016). Beim
Vergleich beider Gruppen wies die Verumgruppe eine signifikant erhohte Nitrat-

Ausscheidungsrate im Urin zur U2 (p = 0,025) und zur U3 (p = 0,036) auf (Tabelle 14,

Abbildung 14).

Tabelle 14: Nitrat-Ausscheidungsrate im Urin

Nitrat Placebo Verum p
[pnmol/mmol Krea] | Median 95 % CI Median 95 % CI
Urin Ul 87,0 79,6 — 125 78,0 71,7-117 0,544
Urin U2 69,0 64,7 — 89,9 92,0 83,5126 0,025
Urin U3 61,0 50,7-71,0 73,0 64,3 — 88,2 0,036
U1l U2 p
Median 95 % CI Median 95 % CI
Urin Placebo 87,0 79,6 — 125 69,0 64,7 — 89,9 0,037
Urin Verum 78,0 71,7-117 92,0 83,5126 0,258
U2 U3 p
Median 95 % CI Median 95 % CI
Urin Placebo 69,0 64,7 — 89,9 61,0 50,7-171,0 0,016
Urin Verum 92,0 83,5-126 73,0 64,3 — 88,2 0,012
Ul U3 p
Median 95 % CI Median 95 % CI
Urin Placebo 87,0 79,6 — 125 61,0 50,7-171,0 0,001
Urin Verum 78,0 71,7-117 73,0 64,3 — 88,2 0,021
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Abbildung 14: Nitrat-Ausscheidungsrate im Urin

3.3.1.6. DMA

Fiir die DMA-Ausscheidungsrate im Urin konnte keine signifikante Verdnderung innerhalb
der Gruppen und auch kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen beobachtet
werden (Tabelle 15, Abbildung 15). Das ADMA:DMA-Molarverhidltnis der
Urinausscheidungsraten blieb im Studienverlauf sowohl fiir die Placebogruppe als auch fiir

die Verumgruppe mit ca. 1:11 konstant.
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Tabelle 15: DMA-Ausscheidungsrate im Urin

50

= s

2

T
Placebo

Gruppe

Verum

DMA Placebo Verum p
[pmol/mmol Krea] | Median 95 % CI Median 95 % CI
Urin U1l 35,7 35,0-42,6 35,7 36,0-51,0 0,798
Urin U2 34,4 31,6 —39.6 37,0 33,8-479 0,198
Urin U3 35,4 33,1 -46,7 36,9 28,4 —592 0,972
U1 U2 p
Median 95 % CI Median 95 % CI
Urin Placebo 35,7 35,0-42,6 344 31,6 — 39,6 0,059
Urin Verum 35,7 36,0-51,0 37,0 33,8-479 0,200
U2 U3 p
Median 95 % CI Median 95 % CI
Urin Placebo 34,4 31,6 — 39,6 35,4 33,1 -46,7 0,179
Urin Verum 37,0 33,8-479 36,9 28,4 —-592 0,797
U1l U3 p
Median 95 % CI Median 95 % CI
Urin Placebo 35,7 35,0-42.6 35,4 33,1 -46.,7 0,964
Urin Verum 35,7 36,0-51,0 36,9 28,4 —-592 0,376
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Abbildung 15: DMA-Ausscheidungsrate im Urin
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3.3.1.7. 8-iso-PGF;,

Sowohl in der Verum- als auch in der Placebogruppe konnte ein signifikanter Abfall der
8-1s0-PGF,,-Konzentration im Plasma zwischen der Ul und der U3 verzeichnet werden
(Tabelle 16, Abbildung 16). Zwischen den beiden Gruppen bestand allerdings kein
signifikanter =~ Unterschied. = Weiterhin  ist  auffillig, dass die  8-is0-PGFj4-
Plasmakonzentrationen beider Gruppen {iiber ein Vielfaches der oberen Grenze des
Normbereiches erhoht sind (siehe 7.14. Normwerte).

Die 8-i1s0-PGF,4-Ausscheidungsrate im Urin zeigte fiir beide Gruppen keine signifikanten
Verdnderungen tliber den Verlauf der Pilotstudie. Zwischen den beiden Gruppen konnte aber
zum Zeitpunkt der U2 eine signifikant niedrigere 8-is0-PGF;,-Ausscheidungsrate im Urin in
der Verumgruppe verzeichnet werden (p = 0,025). Zur U3 wies dann die Placebogruppe eine
signifikant niedrigere 8-iso-PGF,-Ausscheidungsrate im Urin auf (p = 0,036) (Tabelle 17,
Abbildung 17).

Tabelle 16: 8-is0-PGF,,-Konzentration im Plasma

8-iso-PGF;, Placebo Verum P
[nmol/l] Median | 95%CI | Median |  95%CI
Plasma Ul 2,32 1,98 — 3,06 2,13 1,87 -2,62 0,386
Plasma U3 1,10 1,02 — 1,64 1,35 1,03 -1,52 0,785
Ul U3 p
Median 95 % CI Median 95 % CI
Plasma Placebo 2,32 1,98 — 3,06 1,10 1,02 - 1,64 0,000
Plasma Verum 2,13 1,87 -2,62 1,35 1,03-1,52 0,000
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Tabelle 17: 8-iso-PGF,,-Ausscheidungsrate im Urin
8-iso-PGF;, Placebo Verum p
[pmol/mmol Kreal [y/ojian | 95%C1 | Median | 95%cI
Urin Ul 39,8 38,5-55,0 49.4 43,6 — 68,1 0,544
Urin U2 43,9 39,9 — 58,2 41,0 38,6 — 53,5 0,025
Urin U3 35,2 32,0-67,2 44,8 41,9 -60,4 0,036
U1l U2 p
Median 95 % CI Median 95 % CI
Urin Placebo 39.8 38,5—-55,0 43.9 39,9 — 58,2 0,785
Urin Verum 49.4 43,6 — 68,1 41,0 38,6 — 53,5 0,269
U2 U3 p
Median 95 % CI Median 95 % CI
Urin Placebo 43,9 39,9 -58,2 35,2 32,0-67,2 0,305
Urin Verum 41,0 38,6 — 53,5 44,8 41,9 - 60,4 0,253
Ul U3 p
Median 95 % CI Median 95 % CI
Urin Placebo 39,8 38,5—-55,0 35,2 32,0-67,2 0,452
Urin Verum 49,4 43,6 — 68,1 44,8 41,9 -60,4 0,819




ERGEBNISSE 74

H u siso u1
250 * B u siso U2
[J usiso U3

200

150 *

Ausscheidungsrate im Urin

100

[pmol/mmol Krea]

o
T

8-iso PGF2alpha:

0

Gruppe

Abbildung 17: 8-iso-PGF,,-Ausscheidungsrate im Urin

3.3.1.8. MDA

Fiir beide Studiengruppen konnte ein signifikanter Abfall der MDA-Konzentration im Plasma
von der Ul zur U3 beobachtet werden (Tabelle 18, Abbildung 18). Ein signifikanter

Unterschied zwischen den Gruppen bestand allerdings nicht.

Tabelle 18: MDA-Konzentration im Plasma

MDA Placebo Verum p
[nmol/l] Median 95 % CI Median 95 % CI
Plasma Ul 1316 1240 — 1620 1284 1192 — 1515 0,530
Plasma U3 1092 987,1 — 1427 1114 990,2 — 1261 0,531
U1l U3 p
Median 95 % CI Median 95 % CI
Plasma Placebo 1316 1240 - 1620 1092 987,1 — 1427 0,005
Plasma Verum 1284 1192 - 1515 1114 990,2 — 1261 0,001
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Abbildung 18: MDA-Konzentration im Plasma

3.3.1.9. HNE

Auch die HNE-Konzentration im Plasma zeigte einen signifikanten Abfall der Werte in

beiden Gruppen, jedoch konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen

aufgezeigt werden (Tabelle 19, Abbildung 19).

Tabelle 19: HNE-Konzentration im Plasma

HNE

Placebo

Verum

p
[nmol/l] Median 95 % CI Median 95 % CI
Plasma Ul 572 506 — 760 530 478 — 639 0,305
Plasma U3 446 392 — 605 462 380 — 544 0,588
U1l U3 p
Median 95 % CI Median 95 % CI
Plasma Placebo 572 506 — 760 446 392 — 605 0,006
Plasma Verum 530 478 — 639 462 380 — 544 0,001
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Abbildung 19: HNE-Konzentration im Plasma

3.3.1.10. Gesamthomocystein

Fiir die Gesamthomocystein-Konzentration im Plasma konnte keine signifikante Veranderung

innerhalb der Gruppen und auch kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen

beobachtet werden (Tabelle 20, Abbildung 20).

Tabelle 20: Gesamthomocystein-Konzentration im Plasma

Homocystein Placebo Verum p
[pmol/l] Median 95 % CI Median 95 % CI
Plasma Ul 8,47 8,05 -9,56 9,20 8,60—-11,0 0,336
Plasma U3 8,66 6,93 - 13,5 9,76 8,54 -11,3 0,250
Ul U3 p
Median 95 % CI Median 95 % CI
Plasma Placebo 8,47 8,05-9,56 8,60 6,93 -13,5 0,682
Plasma Verum 9,20 8,60-11,0 9,76 8,54—-11,3 0,503
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Abbildung 20: Gesamthomocystein-Konzentration im Plasma

3.3.1.11. CRP

Die CRP-Konzentration im Plasma wies keine signifikante Verdnderung innerhalb einer

Gruppe oder einen Unterschied zwischen den Gruppen iiber den Studienverlauf auf (Tabelle

21, Abbildung 21).

Tabelle 21: CRP-Konzentration im Plasma

CRP Placebo Verum p
[mg/1] Median 95 % CI Median 95 % CI
Plasma Ul 1,76 0,86 - 11,3 1,60 1,82 -5,31 0,489
Plasma U3 1,60 1,36 — 3,02 1,50 1,63 — 6,05 0,581
Ul U3 p
Median 95 % CI Median 95 % CI
Plasma Placebo 1,76 0,86 -11,3 1,60 1,36 — 3,02 0,322
Plasma Verum 1,60 1,82 -5,31 1,50 1,63 - 6,05 0,310
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Abbildung 21: CRP-Konzentration im Plasma

3.3.1.12. LDL und HDL

Fiir die LDL-Konzentration im Plasma konnte kein signifikanter Unterschied nachgewiesen

werden, weder zwischen den Gruppen noch innerhalb einer Gruppe (Tabelle 22, Abbildung

22).

Die HDL-Konzentration im Plasma stieg dagegen im Studienverlauf signifikant in der

Verumgruppe an. Ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen hinsichtlich der

HDL-Plasmakonzentration bestand allerdings nicht (Tabelle 23, Abbildung 23).

Tabelle 22: LDL-Konzentration im Plasma

LDL Placebo Verum p
[mmol/l] Median 95 % CI Median 95 % CI
Plasma Ul 2,77 2,53 -3,27 2,95 2,74 - 3,47 0,413
Plasma U3 2,57 2,30 -2,92 2,43 2,32 -3,03 0,767
U1l U3 p
Median 95 % CI Median 95 % CI
Plasma Placebo 2,77 2,53 -3,27 2,57 2,30-2,92 0,067
Plasma Verum 2,95 2,74 - 3,47 2,43 2,32 -3,03 0,175
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Abbildung 22: LDL-Konzentration im Plasma
Tabelle 23: HDL-Konzentration im Plasma
HDL Placebo Verum p
[mmol/l] Median 95 % CI Median 95 % CI
Plasma Ul 1,06 1,02 - 1,28 1,20 1,05-1,24 0,933
Plasma U3 1,12 1,07 -1,34 1,28 1,13-1,34 0,727
U1 U3 p
Median 95 % CI Median 95 % CI

Plasma Placebo 1,06 1,02 - 1,28 1,12 1,07 - 1,34 0,069
Plasma Verum 1,20 1,05-1,24 1,28 1,13 -1,34 0,006
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Abbildung 23: HDL-Konzentration im Plasma

3.3.1.13. Blutdruck

Beim diastolischen Blutdruck (RR dia) konnte fiir den Studienintervall von der U1 zur U2 ein
signifikanter Abfall innerhalb der Norm in der Verumgruppe beobachtet werden (p = 0,049)
(Tabelle 24, Abbildung 24, 7.14. Normwerte). Im Studienintervall von der U2 zur U3 setzte
sich die Signifikanz in der Verumgruppe allerdings nicht fort. Fiir die Placebogruppe fanden

sich keine signifikanten Unterschiede.

In Bezug auf den systolischen Blutdruck (RR sys) konnten keine signifikanten Verédnderungen

iber den Studienzeitraum festgestellt werden (Tabelle 25, Abbildung 25).

Auch beim direkten Vergleich beider Gruppen konnten keine signifikanten Unterschiede

beziiglich des diastolischen oder systolischen Blutdrucks aufgezeigt werden.
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Tabelle 24: Diastolischer Blutdruck

RR dia Placebo Verum p
[mmHg] Median 95 % CI Median 95 % CI
Ul 80 77 — 86 80 80 — 87 0,405
U2 80 76 — 85 80 75 - 82 0,550
U3 80 78 — 89 80 74 — 82 0,090
U1 U2 p
Median 95 % CI Median 95 % CI
Placebo 80 77 — 86 80 76 — 85 0,399
Verum 80 80 — 87 80 75 - 82 0,049
U2 U3 p
Median 95 % CI Median 95 % CI
Placebo 80 76 — 85 80 78 — 89 0,101
Verum 80 75 - 82 80 74 — 82 0,981
U1 U3 p
Median 95 % CI Median 95 % CI
Placebo 80 77 — 86 80 78 — 89 0,547
Verum 80 80 — 87 80 74 — 82 0,067
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Abbildung 24: Diastolischer Blutdruck
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Tabelle 25: Systolischer Blutdruck

Placebo

Gruppe

RR sys Placebo Verum p
[mmHg] Median 95 % CI Median 95 % CI
Ul 140 129 —143 140 129 — 141 0,877
U2 134 127 — 142 128 121 -137 0,300
U3 140 131 - 148 130 121 — 144 0,354
U1 U2 p
Median 95 % CI Median 95 % CI
Placebo 140 129 — 143 134 127 — 142 0,757
Verum 140 129 — 141 128 121 - 137 0,277
U2 U3 p
Median 95 % CI Median 95 % CI
Placebo 134 127 — 142 140 131 - 148 0,223
Verum 128 121 - 137 130 121 — 144 0,412
Ul U3 p
Median 95 % CI Median 95 % CI
Placebo 140 129 — 143 140 131 - 148 0,943
Verum 140 129 — 141 130 121 — 144 0,784
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Abbildung 25: Systolischer Blutdruck
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3.3.1.13.1. Blutdruck und antihypertensive Therapie

In der Verumgruppe konnte ein signifikanter Abfall des diastolischen Blutdrucks von der U1
zur U2 beobachtet werden (p = 0,049). Eine zusétzliche, explorative Subgruppenanalyse unter
Berticksichtigung der antihypertensiven Medikation zeigte einen vergleichbaren Trend in der
Subgruppe der Nitrate (ISDN, ISMN, Moldsidomin). Von den 31 Patienten in der
Verumgruppe erhielten 10 Patienten Nitrate als Begleitmedikation. Innerhalb dieser Gruppe
zeigte sich lediglich fiir den Studienabschnitt von der U1 zur U2 beim diastolischen Blutdruck
ein signifikanter Abfall (p=0,010). Des Weiteren waren die Unterschiede im diastolischen
Blutdruck in der Verumgruppe zwischen den Patienten mit Nitrat-Therapie und ohne zur U2
(p =0,004) und zur U3 (p = 0,049) signifikant (Tabelle 26). Andere gebildete Subgruppen
(ACE-Hemmer, AT,-Blocker, B-Blocker, Diuretika) wiesen keine signifikanten Unterschiede

im Verlauf auf.

Tabelle 26: Diastolischer Blutdruck bei Patienten mit und ohne Nitrat-Therapie in der Verumgruppe

RR dia Verum mit Nitraten Verum ohne Nitrate p
[mmHg] Median 95 % CI Median 95 % CI
Ul 80 72,51 — 88,49 85 80,74 — 89,26 0,249
U2 70 66,29 — 77,05 81 77,84 — 86,05 0,004
U3 70 67,93 -77,19 80 75,01 — 86,87 0,049
Ul U2 p
Median 95 % CI Median 95 % CI
Verum mit Nitraten 80 72,51 — 88,49 70 66,29 — 77,05 0,010
Verum ohne Nitrate 85 80,74 — 89,26 81 77,84 — 86,05 0,336
U2 U3 p
Median 95 % CI Median 95 % CI
Verum mit Nitraten 70 66,29 — 77,05 70 67,93 -77,19 0,790
Verum ohne Nitrate 81 77,84 — 86,05 80 75,01 — 86,87 0,786
Ul U3 p
Median 95 % CI Median 95 % CI
Verum mit Nitraten 80 72,51 — 88,49 70 67,93 -77,19 0,113
Verum ohne Nitrate 85 80,74 — 89,26 80 75,01 — 86,87 0,253
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3.3.1.14. Puls

Ein signifikanter Anstieg des Pulses innerhalb der Norm konnte fiir die Verumgruppe im

Studienverlauf von der U1 zur U2 beobachtet werden (p = 0,007) (Tabelle 27, Abbildung 26,

7.14. Normwerte). Beim Vergleich beider Gruppen miteinander konnte allerdings kein

signifikanter Unterschied aufgezeigt werden.

Tabelle 27: Puls

Puls Placebo Verum p
[Schlige/min] Median 95 % CI Median 95 % CI
Ul 66 63-70 65 63 - 69 0,731
U2 70 65 —74 72 68 — 75 0,604
U3 69 65-175 66 65-173 0,673
U1l U2 p
Median 95 % CI Median 95 % CI
Placebo 66 63 -70 70 65-74 0,186
Verum 65 63 — 69 72 68 — 75 0,007
U2 U3 p
Median 95 % CI Median 95 % CI
Placebo 70 65 —74 69 65175 0,929
Verum 72 68 —75 66 65-173 0,272
Ul U3 p
Median 95 % CI Median 95 % CI
Placebo 66 63 -70 69 65175 0,225
Verum 65 63 — 69 66 65-173 0,072
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Abbildung 26: Puls

3.3.2. Gesundheitszustand einschliellich Lebensqualitit

3.3.2.1. Fragebogen FS-12

Die Auswertung der Fragebogen erfolgte auf der Basis des physischen (PCS) und des

mentalen (MCS) Gesundheitszustandes. Ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden

Gruppen bestand weder zu Studienbeginn noch im Studienverlauf. Innerhalb der Gruppen

konnte aber sowohl fiir die Placebo- als auch fiir die Verumgruppe ein signifikanter Anstieg

des PCS von Ul zur U2 verzeichnet werden (Tabelle 28, Abbildung 27). Dieser Anstieg

setzte sich zur U3 weniger stark fort, blieb aber iiber den Verlauf von der Ul zur U3

signifikant. Der MCS énderte sich iiber den Studienverlauf dagegen nicht signifikant (Tabelle

29, Abbildung 28).
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Tabelle 28: Physischer Gesundheitszustand (PCS)

2]
O 40
o

20

I. I. I. I. I. I.
Ao e
e elaCelatala
et e e
I. I. I. I. I. I.

Placebo

Gruppe

Verum

PCS Placebo Verum p
Median 95 % CI Median 95 % CI
Ul 35,7 34,4 —-425 35,3 33,7 40,6 0,620
U2 48,3 39,9 -47.8 46,3 40,6 —47,1 0,997
U3 46,3 41,1 —48,2 443 38,4 — 46,8 0,444
U1 U2 p
Median 95 % CI Median 95 % CI
Placebo 35,7 34,4 —-425 48,3 39,9 -47.8 0,001
Verum 35,3 33,7-40,6 46,3 40,6 —47,1 0,000
U2 U3 p
Median 95 % CI Median 95 % CI
Placebo 48,3 39,9 -47.8 46,3 41,1 -48,2 0,987
Verum 46,3 40,6 — 47,1 443 38,4 — 46,8 0,509
U1l U3 p
Median 95 % CI Median 95 % CI
Placebo 35,7 34,4-42,5 46,3 41,1 —48,2 0,001
Verum 35,3 33,7 —-40,6 443 38,4 — 46,8 0,003
01 B s 0
[Jprcsus

Abbildung 27: Physischer Gesundheitszustand (PCS)
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Tabelle 29: Mentaler Gesundheitszustand (MCS)

8 a0
=

207

,,,,.
i
e —
e

Placebo

Gruppe

Verum

MCS Placebo Verum p
Median 95 % CI Median 95 % CI
Ul 49.8 43,1 -52,1 48,4 43,8—-51,9 0,932
U2 54,6 47,3 - 55,1 50,0 43,1 -51,7 0,182
U3 52,8 45,9 - 54,1 57,0 46,7 — 56,0 0,652
U1 U2 p
Median 95 % CI Median 95 % CI
Placebo 49,8 43,1 -52,1 54,6 47,3 - 55,1 0,203
Verum 48,4 43,8 —-51,9 50,0 43,1 -51,7 0,732
U2 U3 p
Median 95 % CI Median 95 % CI
Placebo 54,6 47,3 -55,1 52,8 45,9 - 54,1 0,732
Verum 50,0 43,2 -51,7 57,0 46,7 — 56,0 0,051
Ul U3 p
Median 95 % CI Median 95 % CI
Placebo 49,8 43,1 -52,1 52,8 45,9 - 54,1 0,195
Verum 48,4 43,8 —-51,9 57,0 46,7 — 56,0 0,147
a0 B e
[ mcsus
| T

Abbildung 28: Mentaler Gesundheitszustand (MCS)
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3.3.2.2. FFB-Mot-Fragebogen

Die Auswertung des Fragebogens zur Erfassung des motorischen Funktionsstatus (FFB-Mot)

erfolgte auf der Basis der Kurzfassung inklusive der 4 Fragen der ADL-Skala mit niedrigem

Schwierigkeitsgrad (FFB Mot ges). Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den

beiden Gruppen oder innerhalb einer Gruppe iiber den Studienverlauf hinweg aufgezeigt

werden (Tabelle 30, Abbildung 29). Auch die separate statistische Auswertung der Kurzform

und der ADL-Skala zeigte keine statistischen Unterschiede auf.

Tabelle 30: Motorischer Funktionsstatus basierend auf der Kurzfassung und ADL-Skala (FFB Mot ges)

FFB Mot ges Placebo Verum p
Median 95 % CI Median 95 % CI
Ul 44 41 -53 51 45— 55 0,434
U2 46 43 - 56 51 45 - 55 0,854
U3 52 43 — 58 50 46 — 57 0,798
U1 U2 p
Median 95 % CI Median 95 % CI
Placebo 44 41-53 46 43 - 56 0,158
Verum 51 45 -55 51 45 -55 0,989
U2 U3 p
Median 95 % CI Median 95 % CI
Placebo 46 43 - 56 52 43 - 58 0,445
Verum 51 45 -55 50 46 — 57 0,925
Ul U3 p
Median 95 % CI Median 95 % CI
Placebo 44 41 -53 52 43 - 58 0,133
Verum 51 45 -55 50 46 — 57 0,428
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Abbildung 29: Motorischer Funktionsstatus basierend auf der Kurzfassung und ADL-Skala (FFB Mot
ges)

3.3.3. Angina-pectoris-Beschwerden

Von den 60 Studienpatienten gaben 4 ihr Tagebuch auch nach mehrfacher Aufforderung nicht
zuriick. Zusétzlich fiillten 27 der 60 Studienteilnehmer ihre Tagebiicher falsch aus. Der

hdufigste Fehler war das Ankreuzen mehrerer Beschwerdekategorien und VAS pro Woche.

Auf Grund der groBen Anzahl fehlender und falsch ausgefiillter Tagebiicher (52 %) wurde

von einer weiteren Auswertung abgesehen.
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3.6. Studien-Medikation

3.6.1. Qualititssicherung der Studien-Medikation

Die Durchsicht der Herstellungs- und Qualitdtskontrollprotokolle der Firma Hedenkamp
ergab, dass in den Verum-Brausetabletten L-Arginin in der geforderten Menge, und in den
Placebo-Brausetabletten kein L-Arginin enthalten war.

Die verblindete, hausinterne Analytik der Brausetabletten ergab fiir alle 10 Stichproben der
einen Charge einen L-Arginin-Gehalt von < 0,01 g pro Tablette mit einer
Standardabweichung von * 0,0057 g. Diese Charge wurde nach der Entblindung als L2289/2
identifiziert. Fiir alle 10 Stichproben der anderen Charge ergab sich ein durchschnittlicher
Gehalt von 2,0 g L-Arginin-HCI pro Tablette mit einer Standardabweichung von + 0,1318 g.
Diese Charge wurde nach der Entblindung als L2289/1 identifiziert.

Laut Europdischem Arzneibuch 2005 entsprechen Tabletten der Gleichformigkeit des
Gehaltes, wenn deren Gehalt zwischen 85 % und 115 % des Durchschnittsgehaltes liegt. Die
gepriiften Verum-Brausetabletten wiesen jeweils einen Gehalt zwischen 92,5 % und 110 %
des Durchschnittsgehaltes auf, und entsprechen somit der Gleichformigkeit des Gehalts nach

dem Europdischen Arzneibuch 2005.

3.6.2. Unerwiinschte Ereignisse

Im Studienzeitraum wurden insgesamt 64 unerwiinschte Ereignisse gemeldet, die auf
38 Patienten entfielen. 8 dieser unerwiinschten Ereignisse wurden als schwer eingestuft.

Zur Berechnung der Héufigkeiten der gemeldeten unerwiinschten Ereignisse wurden sowohl
die 60 Studienpatienten als auch die 74 Dropout-Patienten beriicksichtigt. Von den insgesamt

134 Patienten entfielen 62 auf die Placebogruppe und 72 auf die Verumgruppe.

Alle gemeldeten schweren unerwiinschten Ereignisse fielen unter die als Hauptzielkriterien
definierten Ereignisse. Die Héufigkeiten und die statistische Auswertung sind unter 3.2.
Hauptzielkriterien aufgefiihrt.

Des Weiteren wurden 56 nicht schwere unerwiinschte Ereignisse gemeldet, die unter anderem
Abweichungen der Kontrollparameter von der Norm beinhalten. Davon entfielen 32 auf die

Verumgruppe und 24 auf die Placebogruppe (Tabelle 31).
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Tabelle 31: Unerwiinschte nicht schwere Ereignisse

Unerwiinschte Ereignis Total Placebo Verum p
Angina-pectoris-Beschwerden 3(2,2) 1(1,6) 2(2,8) 1,000
Blédhungen 2(1,5) 1(1,6) 1(1,4) 1,000
Blasenentziindung 1(0,8) 0(0,0) 1(1,4) 1,000
Blaue Flecken 2 (L,5) 0 (0,0) 2(2,8) 0,499
Blauverfarbung des Hindewaschwassers 1 (0,8) 1 (1,6) 0 (0,0) 0,463
Blutdruckanstieg 1 (0,8) 0 (0,0) 1(1,4) 1,000
Blutzuckeranstieg 5(@3.,7) 4 (6,5) 1(1,4) 0,182
Depressionen 1 (0,8) 1(1,61) 0(0) 0,463
Durchfall 7(5,2) 2(3.2) 5(6,9) 0,450
Einschlafstérung 2(1,5) 2(3.2) 0(0,0) 0,212
Gewichtsabnahme 1(0,8) 1(1,6) 0(0,0) 0,463
Gewichtszunahme 1(0,8) 0 (0,0) 1(1,4) 1,000
Harndrang 1 (0,8) 1 (1,6) 0 (0,0) 0,463
Juckreiz 2(1,9) 1(L,6) 1(1,4) 1,000
Kreatininanstieg 1(0,8) 1(1,6) 0(0,0) 0,463
Kopfschmerzen 2(1,5) 0(0,0) 2(2,8) 0,499
Kurzatmigkeit 2(1,5) 0 (0,0) 2(2,8) 0,499
Leberenzymanstieg 2(1,5) 1(1,6) 1(1,4) 1,000
Luftnot 2(1,5) 0 (0,0) 2(2,8) 0,499
Magenschmerzen 5@3,7) 1(1,6) 4 (5,6) 0,373
Pickel 1 (0,8) 1 (1,6) 0 (0,0) 0,463
Reizhusten 1 (0,8) 0 (0,0) 1(1,4) 1,000
Schwitzen 3(2,2) 2(3,2) 1(1,4) 0,596
Sodbrennen 3(2,2) 0 (0,0) 34,2 0,249
Ubelkeit 1 (0,8) 0 (0,0) 1(1,4) 1,000
Vorhofflimmern 1(0,8) 1(1,6) 0(0,0) 0,463
Wunde Stellen 2(1,5) 2(3,2) 0 (0,0) 0,212
GI-Beschwerden 18 (13) 4 (6,5) 14 (19) 0,028
(Bléhungen, Durchfall, Magen-
schmerzen, Sodbrennen und Ubelkeit)
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Ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen beziiglich der gemeldeten Héufigkeiten
bestand nicht. Eine zusammengefasste Auswertung der gastrointestinalen Beschwerden
(Blihungen, Durchfall, Magenschmerzen, Sodbrennen und Ubelkeit) ergab allerdings einen
signifikanten Unterschied mit einem vermehrten Auftreten in der Verumgruppe (p = 0,028).
Eine Korrektur des a-Fehlers wurde fiir diese Berechnungen nicht durchgefiihrt.

In Bezug auf die Kontrollparameter gab es Abweichungen von der Norm fiir die Parameter
ALAT und ASAT, Serumkreatinin sowie Glucose (siche 7.19. Abweichungen der

Kontrollparameter). Diese Abweichungen wurden als nicht schwerwiegend eingestuft.

3.6.3. Compliance

Insgesamt waren von den 60 eingeschlossenen Patienten 45 Patienten compliant und 12
Patienten non-compliant; die Compliance von 3 Patienten war nicht auswertbar. Es ergab sich
eine durchschnittliche Compliance von 83 % fiir die Placebogruppe und von 68 % fiir die
Verumgruppe. Die gruppeniibergreifende Compliance lag somit bei 75 %. Ein signifikanter
Unterschied beziiglich der Compliance zwischen den beiden Gruppen war nicht ermittelbar
(p = 0,530). Eine Korrektur des a-Fehlers wurde fiir diese Berechnungen nicht durchgefiihrt,
und Patienten mit unauswertbarer Compliance wurden nicht in die Berechnung einbezogen.
Alle 3 Patienten mit fehlender Compliance gehorten der Verumgruppe an und zeichneten sich
durch das Erreichen von Hauptzielkriterien und einen vorzeitigen Studienabbruch aus. Fiir
diese Patienten war die Compliance unauswertbar (43 %), da Angaben zur Anzahl der
eingenommenen Brausetabletten bis zum Zeitpunkt des Ereignisses fehlten. Somit konnte nur
fiir 4 Patienten mit erfiillten Hauptzielkriterien der Verumgruppe eine bestehende Compliance
aufgezeigt werden (57 %). Die Compliance der Patienten mit erfiillten Hauptzielkriterien
unter Placebotherapie war dagegen auswertbar, und beide Patienten wurden als compliant

eingestuft.

3.6.4. Dauer der Gabe der Studien-Medikation

Zur Berechnung der Dauer der Gabe der Studien-Medikation wurden nur diejenigen Patienten
berticksichtigt, die die Studie ohne vorzeitiges Erreichen eines Endpunktes beendeten. Unter
diesen Patienten lag die durchschnittliche Dauer der Einnahme der Studien-Medikation bei

185 Tagen. Die kiirzeste Einnahmezeit lag bei 174 Tagen, die langste bei 236 Tagen. Bei
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dieser Berechnung wurden die individuelle Compliance der Patienten und eventuelle
Einnahmepausen nicht beriicksichtigt. Die Therapiedauer der Patienten mit erfiillten
Hauptzielkriterien ist Abschnitt 3.2.1. Auswertung der kardiovaskularen Ereignisse und

Tabelle 4 zu entnehmen.

3.7. Entblindung

Die Entblindung ergab folgende Zuordnung: bei Gruppe 1 handelt es sich um die
Placebogruppe, die Charge L2289/2 erhielt, bei Gruppe 2 um die Verumgruppe, die Charge
L2289/1 einnahm. Die Zuordnung der jeweiligen Therapie zu den einzelnen Patienten ist in

der Therapiezuordnungsliste zusammengefasst (siche 7.4. Therapiezuordnungsliste).
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3.8. Methoden-Entwicklung zur Bestimmung von MDA in Plasma als PFB-
Derivat

3.8.1. GC/MS- und GC/MS/MS-Analysen der PFB-Derivate

3.8.1.1. GC/MS-Massenspektren

Die Analyse des PFB-Derivats in Plasma mittels GC/MS im NICI-Modus zeigte ein
intensives Ion mit einem m/z von 251 (Abbildung 30). Die mutmaBliche Struktur des Ions
1,1-Diformyl-2-(2,3,4,5,6-pentafluorphenyl)ethan-1-id ist im Spektrum wiedergegeben. Die

Retentionszeit des Derivats bei der Gaschromatographie betrug 7,6 min.

MDATest02#667-669 RT: 7.60-7.62 AV:3 SB:8 7.52-7.54,7.67-7.70 NL: 1.70E6
T: - ¢ CI Q1MS [ 40.00-600.00]
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Abbildung 30: GC/MS-Spektrum des PFB-Derivats

Die Analyse des deuterierten PFB-Derivats zeigte das entsprechende deuterierte lon bei einem
m/z von 253 (Abbildung 31). Der Massenunterschied von 2 ergibt sich aus dem
Vorhandensein von zwei Deuterium-Atomen im Derivat. Die Retentionszeit bei der

Gaschromatographie betrug 7,6 min.
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Abbildung 31: GC/MS-Spektrum des deuterierten PFB-Derivats

Das  Derivatisierungsprodukt  wurden als MDA-PFB,-Derivat [2,2-Bis(2,3.4,5,6-
pentafluorphenylbenzyl)-malonaldehyd] identifiziert. Abbildung 32 zeigt die vorgeschlagene

Derivatisierungsreaktion der neu entwickelten Methode.

o
H Aceton
@~ =B
H " -2HBr
o

OHC CHO

Abbildung 32: Reaktionsgleichung der Derivatisierung von MDA mit PFB-Br

3.8.1.2. GC/MS/MS-Massenspektren

Die Analyse mittels GC/MS/MS im NICI-Modus zeigte nach Fragmentierung des lons
m/z 251 ein Tochter-Ion mit dem m/z 175. Die mutmafBliche Struktur des lIons 3,4,5,6-
Tetrafluor-1,2-dihydrocyclobutabenzol-1-id ist im Spektrum wiedergegeben (Abbildung 33).
Die Fragmentierung des Ions m/z 253 zeigte ein Tochter-lon mit dem m/z 177 (Abbildung
34). Neben den Ionen mit m/z 175 bzw. 177 waren in den GC/MS/MS-Spektren des
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MDA-PFB, Derivats bzw. des d>-MDA-PFB,-Derivats die Ionen mit den m/z 183/184,
187/189, 203/205, 211/212, 231/233, 149/150, 202/203 155/156 sowie 167 vorhanden.
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Abbildung 33: GC/MS/MS-Spektrum des MDA-PFB,-Derivats, gewonnen durch die Fragmentierung des

Tons m/z 251
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Abbildung 34: GC/MS/MS-Spektrum des d,-MDA-PFB,-Derivats, gewonnen durch die Fragmentierung

des Ions m/z 253
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3.8.1.3. Chromatogramme der GC/MS und GC/MS/MS

Zur Bestimmung der einzelnen Ionen wurden Chromatogramme mittels GC/MS und
GC/MS/MS sowohl fiir das MDA-PFB,-Derivat als auch fiir das d,-MDA-PFB,-Derivat
aufgezeichnet. Es zeigten sich Peaks mit einer Retentionszeit von 10,57 min bzw. 10,58 min

fiir die GC/MS und GC/MS/MS (Abbildung 35).
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Abbildung 35: GC/MS- und GC/MS/MS-Chromatogramme des physiologischen MDA-PFB,-Derivats im
Plasma und des d,-MDA-PFB,-Derivats aus Standard, Endkonzentration 1uM



ERGEBNISSE 98

3.8.2. Validierung der GC/MS- und GC/MS/MS-Methode zur Bestimmung von MDA als
PFB-Derivat

3.8.2.1. Selektivitiit

Die Aufarbeitung des internen Standards in Pufferlosung und Plasma sowie die Aufarbeitung

des Plasmas ohne internen Standard zeigte identische Fragmentierungs-lonen und

Retentionszeiten fiir die GC/MS- und GC/MS/MS-Analysen.

3.8.2.2. Prazision, Richtigkeit, Linearitit und Empfindlichkeit

Die Prézision, Richtigkeit, Linearitdt und Empfindlichkeit beider Messmethoden wurde mit
Hilfe von Standardkurven in Plasma ausgewertet. Fiir detaillierte Angaben siehe 7.20.1.
Standardkurven zur Methodenvalidierung mittels GC/MS und 7.20.2. Standardkurven zur
Methodenvalidierung mittels GC/MS/MS.

Die Prizision innerhalb eines Tages der GC/MS-Methode lag zwischen 0,08 % und 17,9 %.
Die mittlere Prizision wurde zu 3.8 % berechnet. Die GC/MS/MS-Methode wies eine
Prézision innerhalb eines Tages zwischen 0,02 % und 28,4 % auf. Die mittlere Prézision
wurde berechnet zu 3,8 %. Die Prizision von Tag zu Tag der GC/MS-Methode lag zwischen
3,5 % und 23,8 %, die der GC/MS/MS-Methode zwischen 1,4 % und 18,4 %. Die mittlere
Prizision von Tag zu Tag der GC/MS-Methode betrug 9,8 %, die der GC/MS/MS-Methode
7,3 %.

Die Wiederfindungsrate der GC/MS-Methode lag zwischen 67 % und 112 %, die der
GC/MS/MS-Methode zwischen 78 % und 114 %. Die berechneten mittleren
Wiederfindungsraten betrugen 91 % fiir die GC/MS und 97 % fiir die GC/MS/MS.

Die Auswertung einzelner Standardkurven ergab BestimmtheitsmaBe (R”) zwischen 0,9792
und 0,9977 fiir die GC/MS-Methode und zwischen 0,9931 und 0,9985 fiir die GC/MS/MS-
Methode. Die Steigungen der Geraden lagen zwischen 1,06 und 1,22 fiir die GC/MS-Methode
und zwischen 1,10 und 1,25 fiir die GC/MS/MS-Methode. Neben der Auswertung der 5
einzelnen Standardkurven erfolgte auch eine zusammengefasste Auswertung {ber die
Mittelwerte der 5 Standardkurven. Die Auswertung ergab eine lineare Regressionsgrade mit

einer mittleren Steigung von 1,12 fiir die GC/MS-Methode und von 1,19 fiir die GC/MS/MS-
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Methode. Das mittlere Bestimmtheitsmal} betrug bei der GC/MS-Methode 0,9977 und bei der
GC/MS/MS-Methode 0,9992 (Abbildung 36, Abbildung 37).

y =1,1195x + 0,2235
R?=0,9977
2,5 1 *
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Abbildung 36: Zusammengefasste Auswertung iiber die Mittelwerte der 5 Standardkurven zur
Validierung der GC/MS-Methode
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Abbildung 37: Zusammengefasste Auswertung iiber die Mittelwerte der 5 Standardkurven zur
Validierung der GC/MS/MS-Methode
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3.8.2.3. Nachweisgrenze

Mit der GC/MS-Messmethode konnte eine Menge von 100 fmol mit einem Signal-Rausch-
Verhiltnis von 144:1 in Phosphatpuffer bestimmt werden. Die GC/MS/MS-Messmethode
erfasste eine Menge von 100 amol mit einem Signal-Rausch-Verhiltnis von 183:1. Die
Nachweisgrenze wurde als 2 fmol/pl fiir die GC/MS und 1,6 amol/ul fiir die GC/MS/MS

berechnet.

3.8.2.4. Bestimmungsbereich

Im untersuchten Konzentrationsbereich bestand fiir die zugesetzten MDA-Konzentrationen
(0,2 uM bis 2 uM) im Plasma sowohl fiir die GC/MS-Methode als auch die GC/MS/MS-
Methode Linearitit. Hohere und/oder niedrigere Konzentrationsbereiche wurden nicht auf

Linearitdt tiberpriift.

3.8.3. Vergleich der Messverfahren zur Bestimmung von MDA in Plasma als PFB-

Derivat

Die Auswertung nach Bland und Altman wurde mit Hilfe der Standardkurven (STKYV)
durchgefiihrt und ergab eine durchschnittliche Differenz von — 0,0809 pM mit einer
Standardabweichung (SD) von 0,0919 uM zwischen den beiden Methoden. Des Weiteren
zeigte die graphische Darstellung, dass lediglich 2 Datenpunkt nicht innerhalb der Grenzen
von + 2 SD lagen (Abbildung 38).

Die Datenanalyse nach Pearson ergab einen Korrelationskoeffizienten (r) von 0,990. Diese
Korrelation war signifikant auf dem Signifikanzniveau von 0,001 mit einem p-Wert < 0,001.
Die graphische Darstellung der einzelnen Messwerte der GC/MS-Methode gegen die
entsprechenden Messwerte der GC/MS/MS-Methode ist wiedergegeben in Abbildung 39.
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Abbildung 38: Darstellung der Ergebnisse nach Bland und Altman
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3.8.4. Vergleich der Methoden zur Bestimmung von MDA in Plasma als PFB-Derivat
und als PFBox-Derivat

Zum Vergleich der Methoden zur Bestimmung von MDA als PFB- bzw. PFBox-Derivat nach
Bland und Altman wurden die Plasmaproben des Patientenkollektivs mit beiden Methoden
bestimmt. Die hochsten Ubereinstimmungen zwischen den beiden Methoden zeigten sich im
Konzentrationsbereich bis etwa 1500 nM. In diesem Bereich wurde deutlich, dass die
gemessenen MDA-Plasmakonzentrationen als PFB-Derivat unter denen des PFBox-Derivats
lagen. Ab einer Konzentration von ca. 3000 nM wurde der Unterschied zwischen den beiden
Methoden besonders auffdllig, wobei in diesem Konzentrationsbereich die Werte der
PFB-Methode weit iiber denen der BFBox-Methode lagen. Des Weiteren ergab die
Auswertung eine durchschnittliche Differenz von 63 nM mit einer Standardabeichung von
1270 nM zwischen den beiden Methoden. Insgesamt lagen 4 Datenpunkte auBerhalb der
Grenze von = 2 SD (Abbildung 40).
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Abbildung 40: Darstellung der Ergebnisse nach Bland und Altman

Die Datenanalyse nach Spearman ergab einen Korrelationskoeffizienten (r) von 0,721. Diese
Korrelation war signifikant auf dem Signifikanzniveau von 0,01 mit einem p-Wert < 0,001.
Die graphische Darstellung der MDA-Plasmakonzentration als PFBox-Derivat gegen die
MDA -Plasmakonzentration als PFB-Derivat ist wiedergegeben in Abbildung 41.
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Abbildung 41: Darstellung zur Korrelation nach Spearman
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4. DISKUSSION

4.1. Pilotstudie

4.1.1. Einfluss von L-Arginin auf kardiovaskulire Ereignisse

Die demographische Auswertung ergab fiir beide Gruppen eine vergleichbare Patientenzahl
und keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Verteilungsparameter Alter, Body Mass
Index, Geschlecht, Grole und Gewicht. Das durchschnittliche Alter der Patienten betrug
62 Jahre und die geschlechtliche Verteilung wies ein Mainner:Frauen-Verhidltnis von
durchschnittlich 4:1 auf. Auch beziiglich der Begleiterkrankungen, der Begleitmedikation und

der durchgefiihrten Interventionen unterschieden sich die beiden Gruppen nicht.

Die statistische Auswertung der ersten Stufe des Sequentialplans bestitigte in Bezug auf die
Hauptzielkriterien nicht den auf der Basis veroffentlichter Literatur erwarteten positiven
Effekt einer L-Arginin-Therapie. Der durchgefiihrte Fischer-Test ergab mit einem p-Wert von
0,148 keinen signifikanten Unterschied zwischen den beiden Gruppen. Das fir die
Interimsanalyse vorgesehene Signifikanzniveau betrug fiir die erste Stufe 0,022 bzw. 0,333.
Somit hétte laut Sequentialplan die Studie fortgefiihrt werden miissen, bis insgesamt 112
Patienten, 56 je Gruppe, rekrutiert worden wéren. Auf Grund der Verteilung der
kardiovaskuldren Ereignisse auf die beiden Gruppen wurde jedoch von einer Fortfithrung der
Studie abgesehen. Insgesamt entfielen 7 kardiovaskulédre Ereignisse auf die Verumgruppe und
2 kardiovaskuldre Ereignisse auf die Placebogruppe. Der festgelegte kritische Wert fiir die
Ablehnung der Nullhypothese lag bei — 2,299, der erreichte kritische Wert bei — 1,466
(Abbildung 42). Die retrospektive Berechnung der Power ergab lediglich einen Wert von
25 %. Fiir ein signifikantes Ergebnis mit einer Power von 80 % hétten 88 Patienten pro
Gruppe rekrutiert werden miissen. Da der Sequentialplan allerdings nur 56 Patienten pro
Gruppe vorschrieb, hitte auch eine Fortfilhrung der Studie zu keinem signifikanten Ergebnis
gefiihrt.

Eine mdgliche negative Auswirkung der L-Arginin-Therapie wurde auf Grund der bereits
verdffentlichten Studien zu diesem Thema nicht erwartet. Die Mehrzahl der bis Studienbeginn
(2003) publizierten Studien am Menschen deutete auf einen protektiv-kardiovaskuldren Effekt
von L-Arginin hin (Creager et al. 1992, Drexler et al. 1994, Clarkson et al. 1996, Egashira et
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al. 1996, Rector et al. 1996, Lerman et al. 1998, Blum et al. 1999, Maxwell et al. 2000,
Tousoulis et al. 2001). Dem gegeniiber standen 5 Studien, die weder einen positiven noch
einen negativen kardiovaskuldren Effekt von L-Arginin aufzeigen konnten (Chin-Dusting et

al. 1996, Blum et al. 2000, Oomen et al. 2000, Walker et al. 2001, Dudek et al. 2002).
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Abbildung 42: Festgelegte und erreichte kritische Werte

Da viele erfolgsversprechende Studien mit einer oralen L-Arginin-Therapie durchgefiihrt
worden waren, wurde bei unserer Studienplanung von einer Ubertragbarkeit der positiven
Ergebnisse auf unsere Pilotstudie ausgegangen. Erst zwei nach Studienende veroffentlichte
Studien deuten auf einen moglichen negativen Effekt von L-Arginin hin. Schulman et al.
(2006) untersuchten den Effekt einer sechsmonatigen L-Arginin-Therapie bei Patienten mit
akutem Myokardinfarkt und stellten einen moglichen negativen Effekt einer L-Arginin-
Therapie in Bezug auf die Postmyokardinfarkt-Sterblichkeit fest. Die Studie wurde
doppelblind, randomisiert und placebokontrollierte unter dem Namen VINTAGE MI-Studie
durchgefiihrt. Die Patienten wurden 3 bis 21 Tage nach Myokardinfarkt in die Studie
eingeschlossen und innerhalb von 3 Wochen auf 9 g orales L-Arginin pro Tag auftitriert.
Diese Dosierung wurde den Patienten iiber einen Zeitraum von 6 Monaten verabreicht.
Urspriinglich sollten 280 Patienten in die Studie eingeschlossen werden, jedoch empfahl das
Data and Safety Monitoring Committee nach 153 rekrutierten Patienten, die Studie auf Grund

der hohen Sterblichkeitsrate unter L-Arginin zu stoppen. Bis dahin hatten insgesamt
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55 Patienten in der L-Arginin- und 59 Patienten in der Placebogruppe die Studie beendet. Bei
insgesamt 12 Patienten der L-Arginingruppe traten klinische Ereignisse wie Tod,
Myokardinfarkt und Krankenhausaufenthalt wegen Herzversagens auf. In der Placebogruppe
litten lediglich 7 Patienten unter klinischen Ereignissen. In der L-Arginingruppe starben
insgesamt 6 Patienten, in der Placebogruppe keiner (p = 0,01). Die Autoren schlussfolgerten,
dass L-Arginin die Sterblichkeit dlterer Patienten nach Myokardinfarkt im Vergleich zu
Placebo erhdhen konnte. Allerdings lag die beobachtete Sterblichkeit in der
VINTAGE MI-Studie innerhalb der Grenzen der erwarteten Sterblichkeit 6 Monate nach
Myokardinfarkt, die ca. 5 — 15 % betrdgt. Auch ist die Studie besonders unter dem Aspekt
eines fehlenden Anstiegs der L-Arginin-Konzentration im Plasma unter der durchgefiihrten
L-Arginin-Therapie mit 9 g pro Tag unglaubwiirdig. Deshalb erscheint ein
Kausalzusammenhang zwischen den klinischen Ergebnissen und der L-Arginin Therapie sehr
fraglich. Im Gegensatz zur VINTAGE MI-Studie konnten unsere Pilotstudie und die Studien
von Clarkson et al. (1996), Rector et al. (1996), Blum et al. (2000), Maxwell et al. (2000),
Walker et al. (2001) und Dudek et al. (2002) einen signifikanten Anstieg der L-Arginin-
Konzentration im Plasma nach oraler Gabe von L-Arginin in Dosierungen zwischen 5 g und
21 g pro Tag nachweisen. Der fehlende Anstieg der L-Arginin-Konzentration im Plasma in
der VINTAGE MI-Studie deutet auf ein Compliance-Problem hin, und somit sind die
Ergebnisse der Studie in Frage zu stellen. Die Autoren der VINTAGE MI-Studie diskutierten,
dass der fehlende L-Arginin-Anstieg durch eine Hemmung der Arginase in diesen Patienten
hervorgerufen worden sein konnte. Das Enzym Arginase baut L-Arginin zu Ornithin und
Harnstoff ab, so dass diese Patienten erhohte Blutharnstoff-Werte hitten aufweisen miissen.
Der Blutharnstoff wurde jedoch nicht bestimmt, so dass dieser Theorie nicht weiter
nachgegangen werden kann. Auch stehen die Ergebnisse der VINTAGE MI-Studie im
Gegensatz zu einer 2005 verdffentlichten prospektiven, multizentrischen, randomisierten,
doppelblinden und placebokontrollierten Pilotstudie aus Polen (Bednarz et al. 2005). In dieser
Studie, die unter dem Namen ARAMI publiziert wurde, konnte fiir eine dreiligtigige Gabe
von 9 g L-Arginin pro Tag in Patienten mit akutem Myokardinfarkt ein verbesserter klinischer
Verlauf verzeichnet werden als unter Placebo (p = 0,06). In der Subgruppe der Patienten mit
Hyperlipidproteindmie war der Unterschied zur Placebogruppe sogar statistisch signifikant
(p < 0,05). Diese Studie zeichnet sich im Vergleich zur VINTAGE MI-Studie durch ein
wesentlich groferes Patientenkollektiv (792 Patienten) aus, hat aber mit 30 Tagen

Therapiedauer auch einen deutlich geringeren Beobachtungszeitraum. Mit der ARAMI-Studie
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ist somit eine weitere Studie publiziert wurden, die einen positiven Effekt von L-Arginin auf
Patienten mit KHK aufzeigt.

Wilson et al. (2007) verdffentlichten dagegen Studienergebnisse, die auf einen moglichen
negativen Effekt einer L-Arginin-Therapie hindeuten konnten. In einer prospektiven,
monozentrischen, randomisierten, doppelblinden, placebokontrollierten Studie namens
NO-PAIN untersuchte die Forschungsgruppe den Effekt einer sechsmonatigen L-Arginin-
Therapie (3g/Tag) an 133 Patienten mit peripherer arterieller Verschlusskrankheit. Im
Gegensatz zur VINTAGE-MI Studie stieg auch in dieser Studie die L-Arginin-
Plasmakonzentration in der Verumgruppe an. Des Weiteren konnte ein Abfall der
stromungsvermittelten Vasodilation unter L-Arginin beobachtet werden, wogegen unter
Placebo ein Anstieg der stromungsvermittelten Vasodilation eintrat. Dieser Unterschied war
allerdings nicht signifikant. In Bezug auf die Gehstrecke konnte bei beiden Gruppen eine
Verbesserung festgestellt werden. In der Verumgruppe war diese Verbesserung allerdings
signifikant geringer als in der Placebogruppe. Die Gruppe schlussfolgerte, dass L-Arginin
nicht zu einer Verbesserung der Gehstrecke bei Patienten mit peripherer arterieller
Verschlusskrankheit beitrdagt. Des Weiteren wurde die Hypothese aufgestellt, dass L-Arginin
eventuell sogar die GefdBleistung einschranken konnte. Als Erkldrungsansatz fiir ihre
Ergebnisse fithrten Wilson et al. (2007) das Prinzip der L-Arginin-Toleranz an, das einer
gesteigerten endogenen Bildung von NO entgegenwirken konnte. Mogliche mechanistische
Ansitze hierflir wéiren eine Induzierung der Arginase, sowie eine Hemmung der NOS durch

NO selbst oder eine Hemmung des L-Arginin-Transporters.

Als Diskussionsansatz fiir die negative Ausrichtung der Ergebnisse unserer Pilotstudie kann
die separate Analyse des Patientenkollektivs mit erfiillten Hauptzielkriterien herangezogen
werden. Diese ergab hinsichtlich diverser Risikofaktoren zu Studienbeginn ein signifikant
hiufigeres Auftreten eines Zustandes nach Apoplex sowie eine signifikant hdhere
CRP-Konzentration im Plasma in der Gruppe mit erreichten Hauptzielkriterien. Als Apoplex
bezeichnet man eine Minderdurchblutung im, oder Einblutung ins Gehirn. Am hiufigsten sind
dabei Minderdurchblutungen, so genannte transitorische ischdmische Attacken (TIAs), deren
primére jdhrliche Inzidenz in Deutschland bei 132 Ereignissen/100.000 Einwohner liegt
(Kolominsky-Rabas et al. 2001). Als Ursachen fiir eine TIA kommen Atherosklerosen groBBer
Arterien, Kardioembolien sowie Verschliisse kleinerer Arterien in Frage. In Studien konnte
gezeigt werden, dass die Intima-Media-Dicke der Carotis ein guter Indikator fiir das Bestehen
und den Grad einer Atherosklerose ist. Zusitzlich ldsst sie sich zur Vorhersage vaskulédrer

Ereignisse (Myokardinfarkt, Angina pectoris, koronare Intervention, TIA) inklusive Tod
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heranziehen (Hodis et al. 1998, Ebrahim et al. 1999, Staub et al. 2006, Lorenz et al. 2007). Ob
bei unseren Studienpatienten mit Apoplex auch eine Verdnderung der Carotis vorlag, ist nicht
bekannt. Da die beiden Patienten mit Zustand nach TIA aber auch unter einer KHK litten, und
die Risikofaktoren fiir eine TIA denen einer KHK gleichen, sind atherosklerotische
Verdnderungen der Carotis als Ausloser fiir die TIAs nahe liegend. Da Verdnderungen der
Carotis zur Vorhersage vaskuldrer Ereignisse genutzt werden konnen, kdnnte das Auftreten
der kardiovaskuldren Ereignisse in den beiden Patienten mit Zustand nach Apoplex durch
diesen zusitzlichen Risikofaktor erkldrt werden. Ein weiterer signifikanter Unterschied
zwischen dem Kollektiv mit kardiovaskuldren Ereignissen und dem restlichen
Patientenkollektiv bestand in der hoheren CRP-Konzentration der Patienten mit
kardiovaskuldrem Ereignis. CRP ist ein Entziindungsmarker, der in Zusammenhang mit der
KHK gebracht wird, da der Entziindungsprozess eine elementare Rolle bei der Entstehung
und Weiterentwicklung der Atherosklerose spielt (Ross 1999). Lokale Entziindungen kénnen
die Zytokinproduktion stimulieren, die wiederum die endotheliale Adhésion induziert und die
Monozytenmigration steuert. Weiterhin wird eine Plaqueruptur und Thrombusformation mit
dem Entziindungsprozess in Verbindung gebracht (van der Wal et al. 1994, Casscells et al.
1996). Zusitzlich konnte im Zellversuch gezeigt werden, dass sich eine erhohte
CRP-Konzentration negativ auf die NO-Produktion und Angiogenese auswirkt (Verma et al.
2002). Erhohte CRP-Konzentrationen wurden bei Patienten mit positiver Myokardinfarkt-
Familienanamnese, einer manifesten KHK und mit KHK-Risikofaktoren (Nikotinkonsum,
Alter, BMI, Hypercholesterinimie, Hypertonie, Diabetes mellitus) festgestellt (Mendall et al.
1996, Koenig et al. 1999, Rifai et al. 1999, Margaglione et al. 2000, Rosen et al. 2007).
Zusitzlich kann die CRP-Konzentration zur Vorhersage des KHK-Risikos herangezogen
werden, da das Risiko eines kardiovaskuldren Ereignisses proportional mit der
CRP-Konzentration ansteigt (Koenig et al. 1999, Tommasi et al. 1999, Gram et al. 2000,
Ridker et al. 2000, Strandberg und Tilvis 2000). Dieser prognostische Ansatz zeigte sich auch
in unserer Pilotstudie. Die Patienten mit kardiovaskuldrem Ereignis wiesen zu Studienbeginn
eine signifikant hohere CRP-Konzentration auf als das restliche Patientenkollektiv. Dies
konnte das vermehrte Auftreten von kardiovaskuldren Ereignissen in dieser Gruppe erkldren.
Allerdings ist anzumerken, dass nicht bei allen Patienten mit deutlich erhohten CRP-Spiegeln
kardiovaskulédre Ereignisse eintraten, und bei einigen Patienten mit kardiovaskulidrem Ereignis
befand sich die CRP-Konzentration dagegen im Normbereich. Somit scheint die
CRP-Konzentration zum individuellen Risikoprofil beizutragen, nicht aber uneingeschrinkt

ausschlaggebend zu sein.
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Ein weiterer interessanter Aspekt, der sich bei der Analyse des Patientenkollektivs mit
kardiovaskuldren Ereignissen ergab, war das signifikant hohere Auftreten von
kardiovaskuldren Ereignissen im Studienzentrum Magdeburg im Vergleich zum
Studienzentrum Oldenburg (p = 0,023). Die auf diesem Unterschied basierende
Gruppenanalyse ergab zu Studienbeginn eine signifikant hohere Anzahl Patienten mit
Hypertonie und Hypercholesterindmie im Studienzentrum Magdeburg sowie einige
signifikante Unterschiede bei den Nebenzielparametern. Besonders auffillig war die
durchschnittliche CRP-Konzentration, die in Magdeburg im Vergleich zu Oldenburg zweifach
erhoht war. Die hohere Anzahl Patienten mit Hypertonie, Hypercholesterindmie sowie einer
deutlich hoheren CRP-Konzentration in Magdeburg sprechen fiir einen schlechteren
kardiovaskuldren Gesundheitszustand und ein hoheres Risikoprofil in dem Patientenkollektiv
dieses Studienzentrums. Studien, die kardiovaskuldre Mortalitit, Risikofaktoren und
Medikation zwischen den alten und neuen Bundesldndern Deutschlands verglichen haben,
fanden auch noch 10 Jahre nach der Wiedervereinigung eine bis zu 50 % erhohte
Mortalitdtsrate in Bezug auf eine KHK, Variationen im Verschreibungsprofil
kardiovaskuldrer Medikation sowie ein ungiinstigeres Risikoprofil in den neuen
Bundeslédndern (Marti et al. 1990, Nolte et al. 2000a, Nolte et al. 2000b, Miiller-Nordhorn et
al. 2004, Miiller-Nordhorn et al. 2005). Das vermehrte Auftreten kardiovaskuldrer Ereignisse
im Studienzentrum Magdeburg ist unter diesen epidemiologischen Gesichtspunkten nicht

verwunderlich.

Auch ist zu beriicksichtigen, dass die Hauptzielkriterien fiir diese Pilotstudie aus einem
kombinierten kardiovaskuldren Endpunkt bestanden, fiir dessen Bestimmung das
Studienprotokoll keine definierten Untersuchungen vorgab, sondern lediglich eine Befragung
der Patienten auf neu diagnostizierte Ereignisse durchgefiihrt wurde. Bei einem neu
diagnostizierten Ereignis wurde Einsicht in die Befunde genommen, aber keine weiteren
Untersuchungen zur Bestitigung durchgefiihrt. Somit sind auch bis zur Enduntersuchung
nicht diagnostizierte Ereignisse in dieser Auswertung nicht beriicksichtigt. Dies schlief3t
sowohl Restenosen als auch stumme Myokardinfarkte etc. ein. Spezifischere
Hauptzielkriterien wiren z.B. eine Vermessung der Restenose durch erneute Angiographie
nach 3 und 6 Monaten gewesen, allerdings wurde davon aus ethischen als auch

kostentechnischen Griinden fiir diese Pilotstudie abgesehen.

Da sich unsere Pilotstudie in Bezug auf einen moglichen positiven Effekt von anderen am
Menschen durchgefiihrten L-Arginin-Studien abhebt, wurde eine Analyse mit anschlieendem

Vergleich zwischen unserer Pilotstudie und anderen Studien durchgefiihrt. Folgende Faktoren
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stachen hervor: In den Studien von Creager et al. (1992), Drexler et al. (1994), Egashira et al.
(1996), Lerman et al. (1998), Tousoulis (2001) und Suzuki et al. (2002) wurde das L-Arginin
intravends oder intrakoronar appliziert. Zusédtzlich zeichnen sich viele Studien, auch die bei
denen eine vergleichbare orale L-Arginin-Therapie durchgefiihrt worden ist, durch striktere
Einschluss- bzw. Ausschlusskriterien als in unserer Pilotstudie aus. Zu den
Ausschlusskriterien der Studien von Creager et al. (1992), Drexler et al. (1994), Chin-Dusting
et al. (1996), Clarkson et al. (1996), Egashira et al. (1996), Rector et al. (1996), Ceremuzynski
et al. (1997), Lerman et al. (1998), Maxwell et al. (2000), Tousoulis et al. (2001) und Dudek
et al. (2002) zdhlten mitunter Zustand nach Myokardinfarkt, ST-Streckenverdnderungen,
KHK, PAVK, Hypertonie, Hypercholesterinimie, zerebrovaskuldre Ischidmie, Diabetes
mellitus und Nikotinkonsum. Die Patienten unserer Pilotstudie wiesen dagegen diese
Kriterien als Begleiterkrankungen bzw. Einschlusskriterien auf. Das Kollektiv unserer
Pilotstudie war somit sehr praxisnah. Zusétzlich wiesen alle Patienten mehr als einen
bekannten Risikofaktor fiir kardiovaskuldre Ereignisse auf. Somit ist unsere Pilotstudie, neben
den Studien von Bednarz et al. (2005) und Schulman et al. (2006), eine der ersten Studien, die
L-Arginin an einem breiten Patientenquerschnitt angewendet hat. Die bestehenden
Begleiterkrankungen und Risikofaktoren unseres Kollektivs koénnten einen moglichen
Erklarungsansatz fiir die nicht reproduzierbaren positiven Ergebnisse der strikter
klassifizierten Studien geben. Als wesentliches Auswahlkriterium fiir zukiinftige Studien
konnte sich auch der ADMA-Plasmaspiegel erweisen. Es wurde wiederholt beobachtet, dass
Patienten mit erhohten ADMA-Werten in besonders positiver Weise auf L-Arginin reagieren.
Dies ist besonders auf der Basis des kompetitiven Antagonismus von ADMA und L-Arginin
an der NO-Synthase gut verstindlich (Boger und Ron 2005). Da die ADMA-Plasmaspiegel
unserer Patienten im Normbereich lagen, findet sich hier ein weiterer moglicher
Erkldrungsansatz fiir das Ausbleiben eines positiven L-Arginin-Effektes in unserer
Pilotstudie.

Weiterhin unterscheidet sich unsere Pilotstudie im Vergleich zu Studien mit positivem Effekt
auch hinsichtlich der oral eingenommenen L-Arginin-Tagesdosis (10 g/Tag) und der
Therapiedauer (6 Monate). Dabei ist zu berilicksichtigen, dass zwar 75 % des
Gesamtstudienkollektivs compliant waren, und auch zwischen den Gruppen kein signifikanter
Unterschied ermittelt werden konnte, dennoch aber im Patientenkollektiv mit erreichten
Hauptzielkriterien nur bei 6 der 9 Patienten die Compliance auswertbar war und bestand
(66 %). Die Therapiedauer der Patienten mit erreichten Hauptzielkriterien in der

Verumgruppe schwankte stark zwischen 21 und 153 Tagen. Die durchschnittliche L-Arginin-
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Therapiedauer lag in dieser Subgruppe bei lediglich 85 Tagen, die von 4 der 7 Patienten nicht
iiberschritten wurde. Zu den Studien mit einer geringeren L-Arginin-Tagesdosis und
Therapiedauer zdhlen die von Rector et al. (1996) [< 12,6 g/Tag iiber 4 Wochen],
Ceremuzynski et al. (1997) [6 g/Tag iiber 3 Tage], Blum et al. (1999) [9 g/Tag iiber
3 Monate], Maxwell et al. (2000) [6,6 g/Tag tiber 1 Woche] und Bednarz et al. (2005)
[9 g/Tag liber 30 Tage]. Eine L-Arginin-Therapie, die hinsichtlich der Therapiedauer mit
unserer Pilotstudie vergleichbar wiére, wurde lediglich von Schulman et al. (2006) in der
VINTAGE MI-Studie durchgefiihrt. In der Studie von Wilson et al. (2007) wurde den
Patienten iiber einen Zeitraum von 6 Monaten 3 g L-Arginin pro Tag verabreicht. Hinsichtlich
der Therapiedauer ist auch diese Studie mit unserer Pilotstudie vergleichbar, die L-Arginin-
Tagesdosis ist allerdings um 75 % geringer. Somit scheint neben der Charakterisierung des
Patientenkollektivs auch die L-Arginin-Dosierung und -Therapiedauer einen entscheidenden
Einfluss auf den Ausgang der Studie zu haben. Der Hypothese einer moglichen L-Arginin-
Toleranz von Wilson et al. (2007) sollte daher in Zukunft nachgegangen werden.

Hinsichtlich der erreichten Endpunkte unterscheiden sich die Ergebnisse unserer Studie
ebenfalls von den Literaturdaten aus Studien mit einer vergleichbaren Therapiedauer. In der
Studie von Schulman et al. (2006) erreichten 12 Patienten in der L-Arginin-Gruppe einen
kardiovaskuldren Endpunkt (einschlieBlich Tod), der vergleichbar mit dem kombinierten
Endpunkt unserer Studie ist, in der Studie von Wilson et al. (2007) waren es 5 Patienten.
Berechnet auf die Gesamtpatientenzahl der jeweiligen Therapiegruppe sind das 16,7 % und
7,6 %. Unsere Pilotstudie liegt mit 22,6 % fiir die L-Arginin-Gruppe deutlich dariiber. In der
Publikation von Lerman et al. (1998), die ebenfalls eine L-Arginin-Studie iiber 6 Monate
durchfiihrten, wird keine Aussage liber unerwiinschte Ereignisse gemacht, so dass ein

Vergleich mit unserer Pilotstudie nicht moglich ist.

Auch wenn publizierte Studien mit oral verabreichtem L-Arginin eine positive Wirkung auf
das GefaBsystem fiir klar definierten Patientengruppen und Dosierungen aufzeigen konnten,
bleibt der Nutzen von L-Arginin in einem praxisnahen Patientenkollektiv in der von uns

gewihlten Dosierung und Anwendungsdauer ungewiss.

4.1.2. Einfluss von L-Arginin auf den NO-Stoffwechsel

Im Studienverlauf konnte wie erwartet ein deutlicher Anstieg der L-Arginin-Konzentration im

Plasma und der L-Arginin-Ausscheidungsrate im Urin der Verumgruppe verzeichnet werden.
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Die zu Studienbeginn gemessene mittlere L-Arginin-Konzentration im Plasma lag mit 62 uM
fiir das gesamte Patientenkollektiv nur knapp unter der anderer Studien von durchschnittlich
85 uM (Creager et al. 1992, Rector et al. 1996, Bode-Boger et al. 1999, Blum et al. 2000,
Liicke et al. 2006, Martens-Lobenhoffer und Bode-Boger 2007). Allerdings ist bei der
L-Arginin-Ausscheidungsrate im Urin ein leichter, aber nicht signifikanter Abfall der Werte
von der U2 zur U3 zu beobachten. Dieser Abfall deutet auf eine geringere Compliance in der
zweiten Studienhélfte hin.

Die ADMA-Spiegel im Plasma blieben dagegen im Studienverlauf im Vergleich zu den
L-Arginin-Spiegeln konstant. Durch die konstanten ADMA-Spiegel und den beobachteten
L-Arginin-Anstieg kam es in wunserer Studie zu einer Verschiebung des
L-Arginin/ADMA-Plasmakonzentrationsverhéltnisses zu Gunsten von L-Arginin. Zu
Studienbeginn wies die Verumgruppe ein L-Arginin/ADMA-Plasmakonzentrationsverhaltnis
von 135:1 auf, welches sich im Studienverlauf auf 195:1 erhohte. Die
ADMA-Konzentrationen im Plasma lagen in unserer Studie mit durchschnittlich 0,5 uM an
der oberen Normgrenze. Fiir Gesunde wurden mit vergleichbaren Labormethoden
ADMA-Konzentrationen zwischen 0,4 uM und 0,5 uM im Plasma gemessen (Tsikas et al.
2003, Thum et al. 2005, Horowitz und Heresztyn 2007, Martens-Lobenhoffer und Bode-
Boger 2007, Teerlink 2007). In Bezug auf Patienten mit KHK sind uns vergleichbare
ADMA-Spiegel von Thum et al. (2005) bekannt. Die ADMA-Spiegel in der Studie von
Thum et al. (2005) wurden mit einer vergleichbaren Labormethode ermittelt und lagen je nach
Grad der KHK (EingefdBerkrankung, ZweigefdaBerkrankung oder DreigefaBerkrankung)
zwischen 0,45 uM und 0,58 puM. Frithere Studien zeigen dagegen deutlich hdhere
ADMA-Spiegel (2,17 — 3,49 uM) bei Patienten mit PAVK (Boger et al. 1997), Hypertonie
(Surdacki et al. 1999) und Hypercholesterindmie (Boger et al. 1998). Diese deutlich erhohten
Messergebnisse liegen in der wenig spezifischeren Labormethode (HPLC mit
Derivatisierungsreagenz 0-Phthaldialdehyd) zur Bestimmung von ADMA begriindet. Fiir die
ADMA-Ausscheidungsrate im Urin konnte fiir die Verumgruppe im Verlauf von der Ul zur
U2 ein signifikanter Anstieg verzeichnet werden, der im Gruppenvergleich zum Zeitpunkt der
U2 signifikant war. Dieser Anstieg konnte in der L-Arginin-Gabe begriindet liegen, die eine
vermehrt Methylierung der Arginin-Seitenkettengruppen zu methylierten Analoga
herbeigefiihrt haben konnte. Diese Theorie wird durch den signifikanten Anstieg der
L-NMMA-Konzentration im Plasma in der Verumgruppe unterstiitzt. Warum ein
vergleichbarer Anstieg der ADMA-Konzentration im Plasma ausblieb bleibt ungewiss. Unter

diesem Gesichtspunkt bleibt zu erwéhnen, dass die meisten Studien keinen Anstieg der
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ADMA-Konzentration unter einer L-Arginin-Therapie beobachten konnten (Walker et al.
2001, Bode-Boger et al. 2003). Nur eine kiirzlich veroffentlichte Pilotstudie an Patienten mit
PAVK konnte einen vergleichbaren Trend beobachten (Lachmuth 2008). Auch eine Studie
von Schwedhelm et al. (2007) deutet auf einen Anstieg der ADMA-Konzentration unter
L-Arginin hin, adressiert diesen aber nicht direkt. In dieser Verdffentlichung wurden nur die
L-Arginin/ADMA-Plasmakonzentrationsverhéltnisse vor und nach L-Arginin-Therapie
angegeben. Unter Beriicksichtigung der ADMA-Konzentration zu Studienbeginn und der
L-Arginin-Konzentration zu Studienende ldsst sich allerdings ein Anstieg der ADMA-
Konzentration berechnen.

Fiir DMA, ein Abbauprodukt von ADMA, wurden iiber den gesamten Studienverlauf
konstante Spiegel gemessen. Die mittlere DMA-Ausscheidungsrate im Urin lag bei
40 umol/mmol Kreatinin. Diese Ausscheidungsrate ldsst sich auf Grund von stark
variierenden DMA-Normwerten nur schwer in Relation setzen. Die verdffentlichten
DMA-Urinausscheidungen fiir Gesunde liegen je nach Labormethode bei 100 - 500 umol/Tag
(Zhang et al. 1993, Achan et al. 2003, Tsikas et al. 2006). Mit einer geschitzten Kreatinin-
Ausscheidung von 10 mmol/Tag wiirde die mittlere DMA-Urinausscheidung unserer Studie
bei 400 pumol/Tag liegen. In einer Studie von Tsikas et al. (2006), in der die gleiche
Labormethode wie in unserer Pilotstudie verwendet wurde, betrug die mittlere
DMA-Ausscheidungsrate im Urin von Gesunden 10 upmol/mmol Kreatinin, die von
49 KHK-Patienten 53 pmol/mmol Kreatinin. Die DMA-Ausscheidungsrate unserer
Pilotstudie liegt mit 40 pumol/mmol Kreatinin somit knapp unter der von Tsikas et al. (2006).
Das DMA/ADMA-Urinausscheidungsratenverhéltnis lag in der Untersuchung von
Tsikas et al. (2006) fiir Gesunde bei 10:1 und fiir Patienten mit KHK mit 14:1 etwas dartiber.
Unsere Pilotstudie wies ein DMA/ADMA-Urinausscheidungsratenverhéltnis von 10:1 auf,
welches mit den geringeren DMA-Spiegeln bei vergleichbaren ADMA-Konzentrationen zu
begriinden ist.

Die Diskussion der Nitrit- und Nitrat-Ergebnisse in Bezug auf den L-Arginin-Stoffwechsel
gestaltet sich fiir unsere Pilotstudie schwierig. Obwohl bereits publizierte eigene und andere
Untersuchungen einen Anstieg der Nitrit- und Nitrat-Konzentrationen unter einer
L-Arginin-Therapie aufzeigen konnten (Hibbs et al. 1987, Marletta et al. 1988, Palmer et al.
1988, Bode-Boger et al. 1996, Boger et al. 1996, Bode-Boger et a. 1999), zeigte unsere Studie
in beiden Gruppen stark schwankende und inkonsistente Nitrit- und Nitrat-Konzentrationen,
die allerdings im Normbereich lagen. Besonders auffillig war hierbei ein signifikanter Abfall

der Nitrat-Ausscheidungsrate im Urin in der Placebogruppe iiber den gesamten Studienverlauf
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hinweg. In der Verumgruppe wurde dagegen von der Ul zur U2 ein leichter, nicht aber
signifikanter Anstieg in der Nitrat-Ausscheidungsrate im Urin verzeichnet. Im weiteren
Verlauf fiel die Ausscheidungsrate dann signifikant ab und zwar bis weit unter den zur
Eingangsuntersuchung gemessenen Wert. Dieser Verlauf deckt sich mit dem der L-Arginin-
Ausscheidungsrate im Urin und konnte in einer mangelnden Compliance zum Studienende
begriindet liegen. Studien, in denen ebenfalls kein Anstieg der Nitrit- und/oder Nitrat-
Konzentrationen unter L-Arginin verzeichnet werden konnte, wurden unter anderem von
Blum et al. (2000), Bennett-Richards et al. (2002), Schwedhelm et al. (2007) und Wilson et al.
(2007) publiziert. Als mogliche Ursachen fiir einen fehlenden Nitrit- und Nitratanstieg im
Plasma unter L-Arginin kommen in unserer Studie unter anderem prédanalytische Probleme in
Frage. In der klinischen Phase unserer Studie war es nicht mdglich, das EDTA-haltige
Vollblut und den Spontan-Urin innerhalb von Sekunden einzufrieren oder auf Eis zu lagern.
Somit ist eine artifizielle Umwandlung von Nitrit zu Nitrat in vitro denkbar. Auch kann ein so
empfindlicher Parameter wie Nitrit von Variationen in der Abnahmezeit und auch —menge
beeinflusst werden. Innerhalb und zwischen beiden Studienzentren war es nicht mdglich die
Abnahmezeit oder —menge zu standardisieren. Zu erwdhnen bleibt auch, dass Monovetten von
verschiedenen Herstellern benutzt wurden, die herstellungsbedingt verschiedene
Konzentrationen an Nitrit- und Nitratverunreinigungen enthalten konnten. Des Weiteren
wurde bei dieser Studie auch auf eine Kontrolle oder Standardisierung der Nitrit- und
Nitrataufnahme mit der Nahrung oder Medikation verzichtet. Daher lassen sich unsere
Ergebnisse nur bedingt zur Erlduterung der Nitrit- und Nitrat-Stoffwechselvorginge
heranziehen.

Die statistische Auswertung der Studiendaten ergab des Weiteren einen signifikanten Anstieg
von HDL unter L-Arginin. Ein gruppenspezifischer Unterschied konnte allerdings im
Vergleich zur Placebogruppe nicht nachgewiesen werden. Vergleichbare Ergebnisse konnten
lediglich in einer weiteren publizierten Studie identifiziert werden (Siani et al. 2000). HDL,
das im Gegensatz zum LDL umgangssprachlich als das ,,gute Cholesterin“ bezeichnet wird,
vermag freies Cholesterin aus den Zellen aufzunehmen und es in Cholesterinester
umzuwandeln. Zusétzlich wirkt es iiber eine Erhdhung der NO-Bioverfligbarkeit positiv auf
den GefaBstatus (Spieker et al. 2002, Bisoendial et al. 2003). Dies geschieht unter anderem
iiber eine Beeintriachtigung der Plattchenfunktion (Chen und Mehta 1994). Somit kann dem
HDL eine Schliisselfunktion im NO- bzw. L-Arginin-Stoffwechsel zugesprochen werden. Auf
welchem Wege aber ein Anstieg von HDL durch eine L-Arginin-Gabe hervorgerufen werden

kann, bleibt bis heute ungekldrt. Basierend auf dieser Schliisselfunktion und unseren
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Studienergebnissen ist der Einsatz von L-Arginin in weiteren, kontrollierten, klinischen
Studien auf dem Gebiet der Hyperlipidproteindmie-Therapie und zur Risikofaktorreduktion
bei Patienten mit KHK in Zukunft denkbar.

Ein weiterer positiver Effekt von L-Arginin auf den NO-Stoffwechsel konnte in Bezug auf
den diastolischen Blutdruck beobachtet werden. Dieser fiel bei gleichbleibendem Median
signifikant von der Eingangs- zur Zwischenuntersuchung in der Verumgruppe ab.
Vergleichbare Ergebnisse hinsichtlich des Blutdrucks (diastolisch, systolisch und/oder
mittlerer) konnten Studien von Bode-Boger et al. (1998), Higashi et al. (1999) und Huynh und
Tayek (2002) verzeichnen. Dass sich dieser Verlauf nicht von der U2 zur U3 fortsetzte, liegt
hochst wahrscheinlich in der geringeren L-Arginin-Complince zum Studienende begriindet.
Eine explorative Subgruppenanalyse mit Patienten, die zusétzlich noch Nitrate als
antihypertensive Therapie erhielten, zeigte ebenfalls einen Abfall des diastolischen
Blutdrucks in der Subgruppe, die neben der L-Arginin-Therapie noch Nitrate erhielten. Dieser
Effekt ist mit der erhohten NO-Zufuhr aus L-Arginin und Nitraten in diesen Patienten zu
begriinden. Schlussfolgernd stellt die Blutdruck-Verédnderung unter L-Arginin eine weitere

Therapieoption zur kardiovaskuldre Risikoreduktion dar.

4.1.3. Einfluss von L-Arginin auf Parameter des oxidativen Stresses

Im Studienverlauf konnte fiir die Plasmakonzentrationen aller Parameter des oxidativen
Stresses (8-i1s0-PGF,,, MDA, HNE) ein Abfall in beiden Gruppen beobachtet werden. Die
8-1s0-PGF,,-Konzentration im Plasma war dariiber hinaus zu Studienbeginn zehnfach und zu
Studienende fiinffach gegeniiber dem oberen Normwert erhoht. Die 8-is0-PGFy,-
Ausscheidungsrate im Urin blieb dagegen liber den gesamten Studienverlauf innerhalb beider
Gruppen konstant im Normbereich. Bei der Zwischenuntersuchung konnte allerdings ein
signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen festgestellt werden, da die Verumgruppe
zu diesem Zeitpunkt eine signifikant niedrigere 8-iso-PGF.-Ausscheidungsrate im Urin
aufwies als die Placebogruppe. Dieses Ergebnis zeigt, dass L-Arginin den oxidativen Stress
reduziert, wie es auch andere am Menschen und Tier durchgefiihrte Studien belegen (Sydow
et al. 2003, Boger et al. 1995). Der Abfall der Plasmakonzentration aller Parameter des
oxidativen Stresses iiber den Studienlauf deutet auf eine Verringerung des oxidativen Stresses
durch die durchgefiihrte GefdaBaufdehnung hin. Die konstante Urinausscheidungsrate spricht
allerdings gegen einen solchen gruppeniibergreifenden positiven Effekt, da eine Verbesserung

der oxidativen Stresssituation sich auch auf die 8-is0-PGF,-Ausscheidungsrate im Urin hétte
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auswirken miissen. Somit scheinen methodologische Probleme fiir den Abfall der oxidativen
Stressparameter im Plasma verantwortlich zu sein. Alle Studienparameter, die im Labor der
Klinischen Pharmakologie der Medizinischen Hochschule Hannover bestimmt worden sind,
wurden zeitverzdgert aufgearbeitet und vermessen. Die Plasma- und Urinproben wurden kurz
nach der Abnahme bei —20 °C eingefroren und dort bis zur weiteren Auswertung gelagert. Die
Auswertung der Parameter 8-iso-PGF,,, MDA und HNE erfolgte aus personaltechnischen
Griinden erst lange nach Studienabschluss. Die 8-is0-PGF,,-Urin- und Plasmaproben wurden
ca. 4 Monate nach Studienende ausgewertet, die MDA- und HNE-Plasmaproben erst weitere
12 Monate spéter. Auf Grund des Studiendesings liegt noch zusitzlich ein Zeitintervall von
13 Monaten zwischen dem Studienabschluss durch den ersten und den letzten Patienten. Da
Plasmaproben Lipide enthalten, ist es denkbar, dass sich trotz der Lagerung bei —20 °C
8-1s0-PGF,,, MDA und HNE artifiziell aus den bluteigenen Lipiden gebildet haben konnten.
Da zwischen der Eingangs- und Enduntersuchung 6 Monate liegen, konnte der
Plasmakonzentrationsunterschied zur Eingangs- und zur Enduntersuchung auf dieses
Zeitfenster zurlickgefiihrt werden. In diesem Modell wiirde sich die Plasmakonzentration der
oxidativen Stressparameter proportional zur Lagerzeit verhalten und sich so auch die fiinffach
gegeniiber der Norm erhdhten 8-iso-PGF,,-Plasmaspiegel erkldren. Da im Urin in der Regel
keine Lipide enthalten sind, ist in Urinproben eine artifizielle Bildung nicht moglich. Dieser
Diskussionsansatz wird in unserer Studie durch die konstanten 8-iS0-PGFj,-
Ausscheidungsraten im Urin, die innerhalb des Normbereiches lagen, bestétigt.

Fiir zukiinftige Studien, die Parameter des oxidativen Stresses erfassen, sollte daher ein
Verfahren gewéhlt werden, das ein zeitnahes Auswerten der Plasmaproben ermdglicht. Eine
Analyse der Proben gleich nach Probenentnahme wire anzustreben. Eine Alternative konnte
auch die Suche nach Substanzen sein, die die artifizielle Bildung von oxidativen
Lipidabbauprodukten unterbinden. Durch die Zugabe dieser Substanzen zu den Plasmaproben
konnte ein oxidativer Angriff auf die bluteigenen Lipide verhindert werden. Als
Antioxidantien werden heutzutage Meclofenaminsidure zur Lagerung (Dillon et al. 2002) und
2,6-di-tert-Butyl-p-cresol bei der Aufarbeitung und Analyse (Yeo et al. 1994, Siems et al.
1997, Suttnar et al. 2001) eingesetzt. Des Weiteren sollte die Auswirkung der Lagerung der

Plasmaproben bei verschiedenen Temperaturen (-20 °C, —40 °C, —80 °C) bestimmt werden.
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4.1.4. Einfluss von L-Arginin auf die Lebensqualitit

Die Auswertung der Fragebdgen zur Lebensqualitdt lieferte unterschiedliche Ergebnisse, die
keine einheitlichen Schlussfolgerungen zulassen. Beim FS-12 Fragebogen zeigte sich fiir den
physischen Gesundheitszustand eine signifikante Verbesserung iiber den Studienverlauf
hinweg, die allerdings zum Studienende etwas abflachte. Die hochsten Werte, die die hochste
Lebensqualitdt wiederspiegeln, ergaben sich fiir beide Gruppen zum Zeitpunkt der
Zwischenuntersuchung. Signifikante Unterschiede zwischen der Verum- und Placebogruppe
bestanden nicht. Somit scheint der bessere physische Gesundheitszustand primér in der
koronaren GefdBaufdehnung begriindet zu sein. Beim mentalen Gesundheitszustand war
dagegen kein signifikanter Unterschied liber den Zeitraum der Studie oder zwischen den
beiden Gruppen zu beobachten. Laut Qualitimetric spiegelt ein Mittelwert von 50 Punkten je
Kategorie den Gesundheitszustand der Bevdlkerung der USA wieder. Die von unseren
Patienten erreichten Medianwerte lagen fiir beide Gruppen bei Studienbeginn mit 35 Punkten
in der physischen Kategorie deutlich unter dem angegebenen Durchschnittswert der
USA-Bevolkerung. Im Studienverlauf stiegen die Werte unsere Patienten dann allerdings auf
ca. 45 Punkte im Median an. Fiir den mentalen Gesundheitszustand wurden von beiden
Gruppen tiiber den Verlauf der Studie dagegen konstante Durchschnittswerte von um die 50
Punkte erreicht.

Der FFB-Mot-Fragebogen, der den motorischen Funktionsstatus erfasst, zeigte im Gegensatz
zum SF-12 keine signifikante Verbesserung des Funktionsstatus der Patienten. Ein positiver
Verlauf deutet sich bei diesem Fragebogen nur in der Placebogruppe an, die bei
Studienbeginn allerdings auch etwas niedrigere Werte als die Verumgruppe aufwies. Die
Patienten in der Verumgruppe erzielten iiber die gesamte Studiendauer sehr konstante
Medianwerte. Wie nicht anders zu erwarten, lagen die Werte beider Gruppen deutlich unter
denen der Deutschen Bevdlkerung im Alter von 33-60 Jahren.

Eine Auswertung der Angina-pectoris-Beschwerden mit Hilfe der Patiententagebiicher war
auf Grund der groBBen Anzahl falsch ausgefiillter Tagebiicher nicht mdglich. Des Weiteren
sollte das Konzept der Tagebilicher {iiberdacht werden, da sie lediglich einen
Wochendurchschnitt der Beschwerden erfassen, Angina-pectoris-Beschwerden allerdings von
Tag zu Tag stark variieren kdnnen, was vom Patienten dokumentiert werden mdchte und

sollte.
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4.1.5. Vertriglichkeit der Studien-Medikation

Die Vertriaglichkeit der Studien-Medikation wurde mit Hilfe der Meldebogen fiir (schwere)
unerwiinschte Ereignisse ausgewertet. Alle gemeldeten schweren unerwiinschten Ereignisse
waren Ereignisse, die unter die Hauptzielkriterien der Pilotstudie fielen. Zur Auswertung der
Vertrédglichkeit der Studien-Medikation wurden somit nur die nicht schweren unerwiinschten
Ereignisse beriicksichtigt. Von den insgesamt 56 gemeldeten nicht schweren unerwiinschten
Ereignissen entfielen 32 auf die Verumgruppe und 24 auf die Placebogruppe. Ein
signifikanter Unterschied in Bezug auf die einzelnen Ereignisse konnte zwischen den beiden
Behandlungsgruppen nicht aufgezeigt werden. Die am hiufigsten gemeldeten Ereignisse in
der Verumgruppe waren Durchfall, Magenschmerzen und Sodbrennen. Weitere gemeldete
gastrointestinale Beschwerden waren Blihungen und Ubelkeit. Eine zusammengefasste
Auswertung der gastrointestinalen (GI) Beschwerden (Bldhungen, Durchfall,
Magenschmerzen, Sodbrennen, Ubelkeit) ergab einen signifikanten Unterschied mit einem
vermehrten Auftreten in der Verumgruppe (p = 0,028). GI-Beschwerden wie weicher Stuhl
oder Durchfall sind bekannte unerwiinschte Arzneimittelwirkungen von L-Arginin. Somit
konnen die signifikant hdufiger gemeldeten GI Ereignisse durchaus auf das L-Arginin in den

Verum-Brausetabletten zuriickgefiihrt werden.

4.1.6. Schlussfolgerung Studienergebnisse

Diese Pilotstudie wurde zur Erfassung des Einflusses einer sechsmonatigen L-Arginin-
Therapie auf die Restenoserate nach Angioplastie durchgefiihrt. Sie sollte die Basis fiir
weiterfiihrende Untersuchungen auf diesem Gebiet bilden. Auch wenn in unserer Pilotstudie
bis zur Interimsanalyse vermehrt kardiovaskuldre Ereignisse unter L-Arginin auftraten, so
bleibt zu beriicksichtigen, dass dieser Unterschied nicht signifikant war. Erst ein
Studienabschluss von weiteren 52 Patienten hétte eventuell statistisch verldssliche Ergebnisse
gebracht. Von einer weiteren Rekrutierung wurde in unserer Pilotstudie auf Grund eines
fehlenden positiven Effektes allerdings abgesehen. Auch wenn bereits verdffentlichte Studien
mit L-Arginin auf einen kardiovaskuldren protektiven Effekt hindeuten, so scheint sich dieser
nicht auf jedes Patientenkollektiv iibertragen zu lassen. Umfangreiche Studien, die diverse
Begleiterkrankungen, Risikofaktoren und Krankheitsstadien berilicksichtigen, sind

erforderlich, um zu erfassen fiir welche Patienten eine L-Arginin-Therapie von Nutzen sein
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kann. Hierbei sind besonders Patienten mit erhohten ADMA-Werten von Interesse. Auch
sollte untersucht werden, ob ein mdglicher GefaBschutz von L-Arginin von der Therapiedosis
bzw. -dauer abhéngig ist, wobei besonders auf eine liberwachte Compliance in Bezug auf die
Studien-Medikation Wert zulegen ist. Da sich unter L-Arginin in unserer Pilotstudie positive
Verldaufe fir die Parameter HDL, diastolischer Blutdruck und 8-iso-PGF,, im Urin
abgezeichnet haben, sollten kontrollierte Studien auf diesen Gebieten durchgefiihrt werden,
um den protektiven Effekt von L-Arginin weiter zu definieren und den therapeutischen

Nutzen zu ermitteln.

4.2. Methoden-Entwicklung zur Bestimmung von MDA in Plasma als PFB-
Derivat

Die in dieser Dissertation entwickelte Methode beruht auf der Aziditit des Malonaldehyds.
Eine nucleophile bimolekulare Substitution (Sn2-Reaktion) wird von uns als
Derivatisierungsmechanismus ~ angenommen, bei der ein MDA mit zwei
Pentafluorbenzylbromid-Molekiilen zu einem Dipentafluorobenzyl-Derivat und zwei
Bromwasserstoffmolekiilen reagiert.

Die GC/MS-Analyse des d)-MDA-PFB-Derivats zeigte ein deutlich vermehrtes Auftreten des
Ions mit dem m/z 251. Die Analytik des deuterierten Derivatisierungsproduktes zeigte das
entsprechende deuterierte lon mit dem m/z 253. Die GC/MS/MS-Analytik zeigte die weitere
Aufspaltung in die Produktionen m/z 175 bzw. m/z 177. Die Fragmente der GC/MS- und
GC/MS/MS-Analyse lieen Riickschliisse auf das mutmaBliche Derivatisierungsprodukt als
2,2-Bis(2,3.,4,5,6-pentafluorphenylbenzyl)malonaldehyd zu.

Die von uns gewihlte Derivatisierungsreaktion lduft im Vergleich zu den TBA-Methoden
ohne Sdure- oder Basezugabe und ohne hohe Temperaturen ab. Dies minimiert die artifizielle
Bildung von Artefakten und garantiert somit eine hoéhere Selektivitidt. Dariiber hinaus
erlauben die Reaktionsbedingungen die differenzierte Bestimmung von freiem MDA, da
gebundenes MDA ohne Zugabe von Sdure oder Lauge nicht aus seinen Verbindungen
freigesetzt werden kann. Der Einsatz eines deuterierten Analogons als interner Standard kann
als weiterer Vorteil angesehen werden.

Des Weiteren ist die von uns entwickelte Methode schnell und einfach in der Durchfiihrung

und somit auch zum Einsatz in der tiglichen Laborroutine geeignet.
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4.2.1. Validierung

Die Validierung einer analytischen Messmethode dient der Qualitétskontrolle. Allgemeine
Anforderungen an sachgerechtes Arbeiten in der Analytik sind in den ,,Grundsétzen der guten
Laborpraxis® (GLP) der Organisation fiir wirtschaftliche Zusammenarbeit und Entwicklung
(OECD) formuliert. Folgende Qualititsmerkmale werden zur Validierung von
Analysenverfahren herangezogen: Prézision, Richtigkeit, Nachweisgrenze,
Bestimmungsgrenze, Selektivitat, Spezifitit, Linearitat, Empfindlichkeit,
Bestimmungsbereich sowie die Robustheit (Riicker et al. 1992). Bei der Methodenvalidierung
in dieser Arbeit wurden alle oben genannten Qualitdtsmerkmale, aufler der Robustheit der
Methode gegeniiber unterschiedlichen Storeinfliissen, bestimmt.

Die Methodenvalidierung bestdtigte die hohe Selektivitit der von uns entwickelten Methoden.
Die Vermessung der humanen Plasmaproben ergab Signale mit den gleichen Masse-Ladungs-
Verhiltnissen und den gleichen Retentionszeiten wie die Vermessung der Standardsubstanz in
Puffer oder Plasma. Die Prézision, Richtigkeit und Linearitdt der Methoden konnte anhand
von Standardkurven aufgezeigt werden. Die mittlere Prézision innerhalb eines Tages lag
sowohl bei der GC/MS-Methode als auch bei der GC/MS/MS-Methode bei 3,8 %. Die
mittlere Prdzision von Tag zu Tag lag mit 9,8 % fiir die GC/MS-Methode und 7,3 % fiir die
GC/MS/MS-Methode knapp darunter. Die mit unserer Methode erzielten Prézisionen sind mit
denen anderer Methoden vergleichbar (Beljean-Leymarie und Bruna 1988, De Zwart et al.
1997, Rauli et al. 1998, Maboudou et al. 2002, Mao et al. 2006). Dabei ist die hdohere
Prazision von Tag zu Tag der GC/MS/MS-Methode im Vergleich zu GC/MS-Methode
hervorzuheben. Die mittleren Bestimmtheitsmalle der GC/MS-Methode von 0,9977 und der
GC/MS/MS-Methode von 0,9992 verdeutlichen die vorhandenen Linearitdten der Methoden.
Aufgrund der vorhandenen Linearitdt konnte die Empfindlichkeit der Methoden aus den
Geradensteigungen der Standardkurven ermittelt werden. Je empfindlicher ein Verfahren,
desto steiler die Geradengleichung. Mit einer mittleren Steigung von 1,1195 fiir die GC/MS
und 1,1941 fiir die GC/MS/MS ist die GC/MS/MS-Methode der GC/MS-Methode in Bezug
auf die Empfindlichkeit knapp tiberlegen. Die Richtigkeit der Methoden spiegelt sich in einer
Wiederfindungsraten von 91 % fiir die GC/MS und 97 % fiir die GC/MS/MS wieder. Auch
hier ist eine Uberlegenheit der GC/MS/MS-Methode hervorzuheben. Die von uns erzielten
hohen Wiederfindungsraten sind mit denen einiger anderer Methoden vergleichbar (Beljean-

Leymarie und Bruna 1988, Luo et al. 1995, Cighetti et al. 1999, Mao et al. 2006). Bei der
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Erfassung der Nachweisgrenze wurden Substanzmengen von 100 fmol bei der
GC/MS-Messmethode und 100 amol bei der GC/MS/MS-Messmethode mit Signal/Rausch-
Verhiltnissen von 144:1 bzw. 183:1 erfasst. Die daraus berechnete Nachweisegrenze der
GC/MS-Methode liegt somit bei 2 fmol/pl, die der GC/MS/MS-Methode bei 1,6 amol/pl. Die
Nachweisgrenze der GC/MS/MS-Methode liegt weit unter der anderer Methoden und ist
somit anderen Methoden gegeniiber deutlich iiberlegen. Die Nachweisgrenze der GC/MS-
Methode liegt im Bereich der bereits verdffentlichten Methoden (Beljean-Leymarie und
Bruna 1988, Yeo et al. 1994, Luo et al. 1995, De Zwart et al. 1997, Rauli et al. 1998,
Maboudou et al. 2002, Mao et al. 2006).

4.2.2 Vergleich der GC/MS- und GC/MS/MS-Messmethoden zur Bestimmung von MDA

als PFB-Derivat in Plasma

Die vorangegangene Methodenvalidierung bescheinigt sowohl der GC/MS- als auch der
GC/MS/MS-Analytik  eine  hohe  Selektivitit, Prézision, Linearitdt, Richtigkeit,
Empfindlichkeit, Wiederfindungsrate und Nachweisgrenze. Der Validierungsprozess zeigte
allerdings eine leichte Uberlegenheit der GC/MS/MS-Methode im Vergleich zur GC/MS-
Methode. Aus diesem Grund wurde ein direkter statistischer Vergleich beider Methoden
durchgefiihrt. Beim Vergleich der GC/MS-Methode mit der GC/MS/MS-Methode zeigte sich
eine Korrelation nach Pearson mit einem Korrelationskoeffizienten von 0,990, die auf dem
Niveau von 0,001 mit einem p-Wert von < 0,001 signifikant war. Die Auswertung nach Bland
und Altman (1986) bestétigte im graphischen Vergleich nicht nur die Linearitit sondern auch
die Vergleichbarkeit beider Methoden. Die durchschnittliche Differenz zwischen den beiden
Methoden betrug lediglich —0,0809 uM.

Daraus ist ersichtlich, dass beide Methoden zur Bestimmung von MDA in Plasma geeignet
sind. Auf Grund der hoheren Prizision, Linearitdt, Empfindlichkeit, Wiederfindungsrate und
Nachweisgrenze ist die GC/MS/MS-Messmethode eindeutig als Goldstandard vorzuziehen.
Fiir Labore ohne GC/MS/MS-Ausstattung stellt allerdings auch die GC/MS-Methode eine

interessante Alternative zu den bereits veroffentlichten Methoden dar.
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4.2.3. Vergleich der Methoden zur Bestimmung von MDA in Plasma als PFB-Derivat
und PFBox-Derivat

Beim Vergleich der entwickelten Methode zur Bestimmung von MDA in Plasma als
PFB-Derivat mit der Methode zur Bestimmung als PFBox-Derivat zeigte sich eine
Korrelation nach Spearman mit einem Korrelationskoeffizienten von 0,721, die auf dem
Niveau von 0,01 mit einem p-Wert von < 0,001 signifikant war. Die graphische Auswertung
nach Bland und Altman (1986) zeigte die hochsten Ubereinstimmungen im
Konzentrationsbereich bis etwas 1500 nM. In diesem Konzentrationsbereich lagen die
MDA-Konzentrationen der meisten Studien-Proben. Allerdings ist darauf hinzuweisen, dass
die gemessenen MDA-Plasmakonzentrationen als PFB-Derivat leicht unter denen als
PFBox-Derivat lagen. Diese Abweichungen sind wahrscheinlich auf die unterschiedlichen
Derivatisierungsmethoden zuriickzufiihren. Es ist beispielsweise durchaus moglich, dass die
PFBox-Methode zusétzlich gebundene MDA-Formen erfasst, da diese
Derivatisierungsmethode drastischere Reaktionsbedingungen erfordert, wogegen die
PFB-Br-Methode fast ausschlieBlich das freie MDA erfasst. Dennoch kann fiir die Mehrzahl
der Studienproben davon ausgegangen werden, dass die GC/MS-Messung von MDA als
PFBox-Derivat nach Luo et al. (1995) zuverldssige Ergebnisse lieferte. Allerdings ist darauf
hinzuweisen, dass bei Betrachtung des kompletten Konzentrationsbereiches die Differenzen
der beiden Methoden in einem Bereich von -8652 nM und 1651 nM lagen, und dass bei
hoheren Konzentrationen die PFB-Methode mehr erfasste als die PFBox-Methode.

4.2.4. Schlussfolgerung Methodenentwicklung

Die Untersuchungen mit PFB-Br ergaben, dass dieses Derivatisierungsagens sehr gut geeignet
ist fiir die quantitative GC/MS/MS-Analyse von MDA in Humanplasma bei unverdndertem
pH-Wert. Auf Grund der C-H-Aziditdt beider H-Atome der Methylen-Gruppe von MDA
liefert die Derivatisierung von MDA mit PFB-Br ein Dipentafluorobenzyl-Derivat, wobei
beide Aldehydgruppen unversehrt bleiben. Dieses Derivat ist sehr lipophil, thermisch stabil,
sehr stark elektronenanziehend, ionisiert sehr leicht und fragmentiert sehr charakteristisch
beim Beschuss mit Argon unter GC/MS/MS-Bedingungen. Dank dieser vorteilhaften
Eigenschaften ist die GC/MS/MS-Analyse von MDA als PFB-Derivat sehr selektiv,
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spezifisch, sensitiv und akkurat. Zusétzlich ist die Methode durch ihre einfache und schnelle
Handhabung bestens fiir die tdgliche Laborroutine geeignet. Fiir Einrichtungen die iiber keine
GC/MS/MS verfiigen ist die vorgestellte Methode auch zur Bestimmung mittels GC/MS
geeignet. Im Vergleich mit der Bestimmung als PFBox-Derivat (Luo et al. 1995) zeigte sich
eine recht gute Ubereinstimmung beider Methoden im Konzentrationsbereich bis 1500 nM.
Bei hoheren Konzentrationen wurden allerdings gravierende Abweichungen zwischen den
Methoden evident. Diese konnten in einer unterschiedlichen Selektivitit der Methoden

begriindet liegen.
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S. ZUSAMMENFASSUNG

Die Atherosklerose ist die wichtigste und haufigste Erkrankung der Arterien, die sich durch
einen entziindlichen Prozess mit einer gestorten Funktion des Endothels auszeichnet. Eine
zentrale Rolle bei der endothelialen Funktion spielt das NO. Forschungsarbeiten der
vergangenen Jahre konzentrierten sich auf die Bedeutung von NO und dessen Priakursor-
Substanz L-Arginin in der Entwicklung der Atherosklerose und auf die Stimulation der NO-
Synthese als Pravention. Wir entschieden uns daher diese prospektive, randomisierte,
multizentrische, placebo-kontrollierte, doppelblinde Pilotstudie zur Bestimmung des Effektes
einer sechsmonatigen L-Arginin-Therapie (10 g/Tag oral) an Patienten mit koronarer
Herzkrankheit nach Angioplastie durchzufiihren. Als Hauptzielkriterien wurden
kardiovaskuldre Ereignisse und Mortalitdt untersucht, als Nebenzielkriterien der
Gesundheitszustand der Patienten sowie Parameter des NO-Stoffwechsels und des oxidativen
Stresses. Neben der Erfassung der Marker des oxidativen Stresses zu Studienzwecken wurde
im Rahmen dieser Dissertation auch eine neue Gaschromatographie-Tandem-
Massenspektrometrie-Methode zur Bestimmung von Malondialdehyd, einem Marker des
oxidativen Stresses, entwickelt und validiert.

Die Interimsanalyse der Pilotstudie, die mit 60 Patienten durchgefiihrt wurde, ergab fiir die
Auswertung der Hauptzielkriterien keine statistisch signifikante, positive Wirkung von
L-Arginin. Kardiovaskuldre Ereignisse traten bei insgesamt 9 der 60 Patienten auf, wovon
sich 2 der kardiovaskuldren Ereignisse in der Placebogruppe und alle anderen in der
Verumgruppe ereigneten.

Somit heben sich unsere Studienergebnisse von zahlreichen anderen am Menschen
durchgefiihrten Studien ab, in denen ein positiver Effekt von L-Arginin auf die endotheliale
Dysfunktion nachgewiesen werden konnte. Diesen Studien lagen geringerer L-Arginin-
Tagesdosen und Therapiedauern, sowie striktere Einschluss- bzw. Ausschlusskriterien im
Vergleich zu unserer Pilotstudie zu Grunde. Unser Patientenkollektiv wies viele
Ausschlusskriterien anderer Studien (z.B. Myokardinfarkt, KHK, Diabetes mellitus) als
Begleiterkrankungen bzw. Einschlusskriterien auf, was dieses zu einem sehr
krankheitsbelasteten und dadurch praxisnahen Kollektiv macht. Diese offensichtlichen
Unterschiede konnen als Erklarungsansatz herangezogen werden, warum die in der Literatur
beschriebenen positiven Ergebnisse in unserer Pilotstudie nicht aufgezeigt werden konnten,

und somit bleibt die L-Arginin Wirkung in einem breiten Patientenkollektiv mit
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fortgeschrittener Atherosklerose und in der von uns gewéhlten Dosierung und Therapiedauer
ungewiss.

In Bezug auf den L-Arginin-Stoffwechsel konnten in unserer Pilotstudie zuvor publizierte
Ergebnisse fiir die Parameter L-Arginin, ADMA und DMA reproduziert werden. Allerdings
bleibt zu erwédhnen, dass sich fiir die L-Arginin-Ausscheidungsraten im Urin der
Verumgruppe ein leichter, aber nicht signifikanter Abfall der Werte von der U2 zur U3 ergab.
Dieser Abfall konnte auf eine geringere Compliance in der zweiten Studienhilfte hindeuten.
Als positive Effekte der L-Arginin-Therapie zeigten sich ein signifikanter Abfall des
diastolischen Blutdrucks in der Verumgruppe, sowie ein signifikanter Anstieg der HDL-
Konzentration im Plasma unter L-Arginin. In Bezug auf die 8-iso-PGF,,-Ausscheidungsrate
im Urin konnte zur Zwischenuntersuchung fiir die Verumgruppe eine signifikant niedrigere
Rate aufgezeigt werden als fiir die Placebogruppe, was auf einen weiteren positiven Effekt der
L-Arginin-Therapie hindeutet.

Die Entwicklung einer hoch selektiven, prdzisen und sensitiven Gaschromatographie-
Tandem-Massenspektrometrie-Methode, in der ein deuterierter, interner Standard Anwendung
finden sollte, war der zweite Teilaspekt dieser Doktorarbeit. Die von uns entwickelte Methode
wurde fiir die GC/MS und GC/MS/MS validiert, um so eine breite Anwendbarkeit zu
gewihrleisten. Die gewihlte Methode basiert auf der Aziditdt des Malonaldehyds, die einen
nucleophilen  Angriff zweier Pentafluorbenzylbromid-Molekiile — ermdglicht.  Die
Derivatisierungsreaktion lduft ohne Siure- oder Basezugabe und ohne hohe Temperaturen ab,
wodurch die artifizielle Bildung von MDA minimiert wird. Somit ist eine hohere Selektivitit
und Akkuratheit zur Bestimmung von freiem MDA gegeben. Als weitere Vorteile der
Methode sind der Einsatz eines deuterierten Analogons als interner Standard und die einfache
und schnell Aufarbeitung zu nennen.

Die Methodenvalidierung bestitigte die erwartete hohe analytische Zuverlédssigkeit. Durch die
Verwendung der GC/MS/MS konnte eine Nachweisegrenze weit unter der anderer
veroffentlichter Methoden erzielt werden. Der Validierungsprozess zeigte zusétzlich eine
Uberlegenheit der GC/MS/MS-Methode im Vergleich zur GC/MS-Methode, so dass der
Ersteren in der Praxis der Vorrang als Goldstandard einzurdumen ist. Zusammenfassend kann
die entwickelte Methode als eine Verbesserung der bereits verdffentlichten Methoden
angesehen werden, da sie durch den FEinsatz eines deuterierten Analogons als internen
Standard, ihre sehr charakteristische Derivatisierungsmethode, und die Verwendung der hoch
selektiven und sensitiven GC/MS/MS-Technik eine hochakkurate und -prizise Bestimmung

von MDA in Humanplasma ermoglicht.
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7.2. Randomisierungsliste

Patient | Zufallszah!l| Nr. @i Patient | Zufallszah! | Nr. [ Patient | Zufallszahl | Nr. [l Patient | Zufallszah! | Nr. Patient |Zufallszahl| Nr.
1 09621 1 41 04366 2 81 08603 1 121 04042 2 161 09822 2
2 05936 2 42 05904 2 82 07351 1 122 04922 2 162 03679 1
3 09466 2 43 09467 1 83 05399 1 123 05902 2 163 05337 1
4 03454 2 44 01238 2 84 02532 2 124 03275 1 164 07487 1
5 05281 1 45 04900 2 85 06721 1 125 02664 2 165 08353 1
6 01853 1 46 06453 1 86 03384 2 126 03593 1 166 04842 2
7 01416 2 47 07157 1 87 06300 2 127 02119 1 167 08834 2
8 05749 1 48 03577 1 88 02542 2 128 08721 1 168 03242 2
9 06234 2 49 09904 2 89 03351 1 129 01286 2 169 00846 2
10 00810 2 50 02366 2 90 07285 1 130 09938 2 170 02103 1
11 05433 1 51 02281 1 91 09190 2 131 01149 1 171 04878 2
12 03793 1 52 09783 1 92 01208 2 132 08221 1 172 04215 1
13 07842 2 53 02195 1 93 00408 2 133 06509 1 173 00922 2
14 03440 2 54 04722 2 94 08599 1 134 03549 1 174 04529 1
15 02959 1 55 06184 2 95 05576 2 135 00358 2 175 03382 2
16 01807 1 56 07423 1 96 08069 1 136 04198 2 176 04099 1
17 08336 2 57 02992 2 97 03488 2 137 05129 1 177 08634 2
18 01530 2 58 04164 2 98 03470 2 138 00506 2 178 05967 1
19 09402 2 59 02793 1 99 00643 1 139 07404 2 179 04143 1
20 08782 2 60 08220 2 100 01233 1 140 00244 2 180 04223 1
21 02175 1 61 07799 1 101 09161 1 141 03695 1 181 02252 2
22 03751 1 62 02066 2 102 07678 2 142 01925 1 182 07056 2
23 08827 1 63 04011 1 103 09945 1 143 04617 1 183 08517 1
24 01619 1 64 07671 1 104 02296 2 144 01828 2 184 03032 2
25 00248 2 65 08207 1 105 05670 2 145 02741 1 185 04357 1
26 02919 1 66 04099 1 106 01783 1 146 03101 1 186 09613 1
27 07193 1 67 02451 1 107 08619 1 147 09192 2 187 00296 2
28 09151 1 68 04616 2 108 02151 1 148 08563 1 188 06807 1
29 02541 1 69 07626 2 109 04951 1 149 07387 1 189 05355 1
30 01168 2 70 03608 2 110 05506 2 150 00050 2 190 02900 2
31 07884 2 71 04854 2 111 09248 2 151 08894 2 191 04384 2
32 07028 2 72 07819 1 112 08830 2 152 04288 2 192 09084 2
33 02224 2 73 01844 2 113 00051 1 153 03632 2 193 05703 1
34 04482 2 74 09242 2 114 05306 2 154 06123 1 194 01403 1
35 00820 2 75 09012 2 115 01902 2 155 06553 1 195 01872 2
36 08084 2 76 09868 2 116 04288 2 156 09595 1 196 06599 1
37 02937 1 77 00545 1 117 02064 2 157 07799 1 197 01378 2
38 00381 1 78 07019 1 118 05175 1 158 08878 2 198 05953 1
39 07415 1 79 05941 1 119 04625 1 159 07882 2 199 00190 2
40 07203 1 80 03743 1 120 04239 1 160 07840 2 200 09952 2
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7.3. Chargenzuordnungsliste

Patient Charge Patient Charge Patient Charge Patient Charge Patient Charge
1 L2289/2 41 L2289/1 81 L2289/2 121 L2289/1 161 L2289/1
2 L2289/1 42 L2289/1 82 L2289/2 122 L2289/1 162 L2289/2
3 L2289/1 43 L2289/2 83 L2289/2 123 L2289/1 163 L2289/2
4 L2289/1 44 L2289/1 84 L2289/1 124 L2289/2 164 L2289/2
5 L2289/2 45 L2289/1 85 L2289/2 125 L2289/1 165 L2289/2
6 L2289/2 46 L2289/2 86 L2289/1 126 L2289/2 166 L2289/1
7 L2289/1 47 L2289/2 87 L2289/1 127 L2289/2 167 L2289/1
8 L2289/2 48 L2289/2 88 L2289/1 128 L2289/2 168 L2289/1
9 L2289/1 49 L2289/1 89 L2289/2 129 L2289/1 169 L2289/1
10 L2289/1 50 L2289/1 90 L2289/2 130 L2289/1 170 L2289/2
11 L2289/2 51 L2289/2 91 L2289/1 131 L2289/2 171 L2289/1
12 L2289/2 52 L2289/2 92 L2289/1 132 L2289/2 172 L2289/2
13 L2289/1 53 L2289/2 93 L2289/1 133 L2289/2 173 L2289/1
14 L2289/1 54 L2289/1 94 L2289/2 134 L2289/2 174 L2289/2
15 L2289/2 55 L2289/1 95 L2289/1 135 L2289/1 175 L2289/1
16 L2289/2 56 L2289/2 96 L2289/2 136 L2289/1 176 L2289/2
17 L2289/1 57 L2289/1 97 L2289/1 137 L2289/2 177 L2289/1
18 L2289/1 58 L2289/1 98 L2289/1 138 L2289/1 178 L2289/2
19 L2289/1 59 L2289/2 99 L2289/2 139 L2289/1 179 L2289/2
20 L2289/1 60 L2289/1 100 L2289/2 140 L2289/1 180 L2289/2
21 L2289/2 61 L2289/2 101 L2289/2 141 L2289/2 181 L2289/1
22 L2289/2 62 L2289/1 102 L2289/1 142 L2289/2 182 L2289/1
23 L2289/2 63 L2289/2 103 L2289/2 143 L2289/2 183 L2289/2
24 L2289/2 64 L2289/2 104 L2289/1 144 L2289/1 184 L2289/1
25 L2289/1 65 L2289/2 105 L2289/1 145 L2289/2 185 L2289/2
26 L2289/2 66 L2289/2 106 L2289/2 146 L2289/2 186 L2289/2
27 L2289/2 67 L2289/2 107 L2289/2 147 L2289/1 187 L2289/1
28 L2289/2 68 L2289/1 108 L2289/2 148 L2289/2 188 L2289/2
29 L2289/2 69 L2289/1 109 L2289/2 149 L2289/2 189 L2289/2
30 L2289/1 70 L2289/1 110 L2289/1 150 L2289/1 190 L2289/1
31 L2289/1 71 L2289/1 111 L2289/1 151 L2289/1 191 L2289/1
32 L2289/1 72 L2289/2 112 L2289/1 152 L2289/1 192 L2289/1
33 L2289/1 73 L2289/1 113 L2289/2 153 L2289/1 193 L2289/2
34 L2289/1 74 L2289/1 114 L2289/1 154 L2289/2 194 L2289/2
35 L2289/1 75 L2289/1 115 L2289/1 155 L2289/2 195 L2289/1
36 L2289/1 76 L2289/1 116 L2289/1 156 L2289/2 196 L2289/2
37 L2289/2 77 L2289/2 117 L2289/1 157 L2289/2 197 L2289/1
38 L2289/2 78 L2289/2 118 L2289/2 158 L2289/1 198 L2289/2
39 L2289/2 79 L2289/2 119 L2289/2 159 L2289/1 199 L2289/1
40 L2289/2 80 L2289/2 120 L2289/2 160 L2289/1 200 L2289/1
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7.4. Therapiezuordnungsliste

Patient Therapie Patient Therapie
1 Placebo 35 Verum
2 Verum 36 Verum
3 Verum 37 Placebo
4 Verum 38 Placebo
5 Placebo 40 Placebo
6 Placebo 41 Verum
7 Verum 102 Verum
8 Placebo 103 Placebo
9 Verum 104 Verum

11 Placebo 105 Verum
12 Placebo 106 Placebo
13 Verum 107 Placebo
15 Placebo 109 Placebo
16 Placebo 110 Verum
17 Verum 111 Verum
18 Verum 112 Verum
19 Verum 114 Verum
21 Placebo 115 Verum
22 Placebo 116 Verum
23 Placebo 118 Placebo
24 Placebo 119 Placebo
25 Verum 120 Placebo
26 Placebo 121 Verum
27 Placebo 122 Verum
28 Placebo 123 Verum
29 Placebo 124 Placebo
30 Verum 125 Verum
31 Verum 126 Placebo
32 Verum 127 Placebo
33 Verum 129 Verum
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7.5. Meldebogen fiir unerwiinschte Ereignisse

7.5.1. Meldebogen fiir nicht schwere unerwiinschte Ereignisse

Meldebogen fiir unerwiinschte Ereignisse

Patientennummer:

Geburtsdatum: . . Initialen:

Datum: Uhrzeit: ~ :  Uhr

Art des unerwiinschten Ereignisses:

O Funktionsstdrungen der Leber und Galle

O Funktionsstorungen des Herzens O Stérungen des Nervensystems

O Funktionsstorungen der Gefifie O Funktionsstérungen der Haut und des
O Storungen des Elektrolythaushaltes Unterhautzellgewebes

O Stérungen des Blut und Lymphsystems O Stérungen des endokrinen Systems
O Gastrointestinale Beschwerden O Reaktion des Immunsystems

O Stoffwechsel- und Erndhrungsstorungen O Sonstige

Beschreibung des unerwiinschten Ereignisses:

Schweregrad des unerwiinschten Ereignisses:

O gering/ leicht
O maiBig/ deutlich
O stark/ ausgeprégt




ANHANG

149

7.5.2. Meldebogen fiir schwere unerwiinschte Ereignisse

Meldebogen fiir schwere unerwiinschte Ereignisse

Patientennummer:

Geburtsdatum: . . Initialen:

Datum: Uhrzeit: @

Art des schweren unerwiinschten Ereignisses:

_ Uhr

O Funktionsstorungen der Leber und Galle

O Funktionsstorungen des Herzens O Stérungen des Nervensystems

O Funktionsstorungen der Gefdfie O Funktionsstérungen der Haut und des
O Storungen des Elektrolythaushaltes Unterhautzellgewebes

O Stoérungen des Blut und Lymphsystems O Stoérungen des endokrinen Systems

O Gastrointestinale Beschwerden O Reaktion des Immunsystems

O Stoffwechsel- und Erndhrungsstorungen O Sonstige

Beschreibung des schweren unerwiinschten Ereignisses:

Grad des schweren unerwiinschten Ereignisses:

O langandauerndes Ereignis
O lebensbedrohliches Ereignis
O Todesfall

O Krankenhausaufenthalt
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7.6. Case Report Forms

7.6.1. Case Report Form Eingangsuntersuchung

Pilotstudie ,,Behandlung von Patienten mit koronarer Herzkrankheit mit
L-Arginin nach Angioplastie*

Case Report Form fiir die Eingangsuntersuchung Patientennummer:
Patientennummer: Initialen: _
Geburtsdatum: e e Alter: ____Jahre
GroBe: ____cm Gewicht: kg
Geschlecht: -
Diagnosen: ,seit

,seit

,seit

,seit

,seit

,seit

Angina-Pectoris-Beschwerden (Schmerzen in der Herzgegend, Luftnot):

O keine Beschwerden

a Beschwerden bei starker korperlicher Belastung (sportlicher Betitigung: Joggen, Wandern

in bergigem Gelénde u. 4.)

a Beschwerden bei mittelstarker korperlicher Belastung (Treppensteigen, Schwimmen, Fahrradfahren)
a Beschwerden bei leichter korperlicher Belastung (Spaziergang in flachem Gelédnde u. &)
m| Beschwerden in Ruhe

Art der Beschwerden:

Frequenz der Beschwerden:

a mehrmals taglich:  x téglich; Zeitpunkt: ~ :  Uhr
a einmal tiglich: Zeitpunkt: ~ :  Uhr
a mehrmals wochentlich:  x wochentlich; Zeitpunkt: ~ :  Uhr
a einmal wochentlich: Zeitpunkt: ~ :  Uhr
MafBnahmen:
1. Anfallsprophylaxe: O nein O ja,seit_
Art der Medikation:
2. Anfallsmedikation: O nein O ja,seit_
Art der Medikation:

Hiufigkeit der Anwendung:

Erstmaliges Auftreten der Beschwerden:
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Pilotstudie ,,Behandlung von Patienten mit koronarer Herzkrankheit mit
L-Arginin nach Angioplastie*

Case Report Form fiir die Eingangsuntersuchung Patientennummer:

Kardiovaskulire Risikofaktoren

1. Rauchen: O nie O ja,seit _ Jahren Zigaretten; Anzahl:  / Tag
O ja,seit ___ Jahren Pfeife
O ja;jedoch seit  Jahren Nichtraucher
2. Hypercholesterindmie: O nein O ja,seit
3. Hypertonie: O nein O ja,seit
RRsystolisch:_ ___ mm Hg
RRdiastolisch:_ - mmHg
Puls: _ Schldge/min
4. Adipositas: O nein O ja
BMIL: kg/m2
5. Diabetes mellitus: O nein O ja,seit
Medikamente: O nein O ja, s.u.

6. Familidre Haufung von kardiovaskuldaren Problemen:

O nein O ja:
7. Nierenfunktion: Serumkreatinin: ___ umol/l

Creatinin-Clearance: ___ (nach Cockroft und Gault)
8. Leberfunktion: ALAT: _  pmol/sl

ASAT: _~ upmol/sl
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Pilotstudie ,,Behandlung von Patienten mit koronarer Herzkrankheit mit

L-Arginin nach Angioplastie*

Case Report Form fiir die Eingangsuntersuchung

9. Weitere Laborparameter:
venoses Plasma:

E-lyte:

Kapillarblut:

Urin:

10. Angiographiebefund:

Patientennummer:
LDL _ mmol/l
HDL _____mmol/1
Homocystein: _____umol
ADMA: ~ umoll
NMMA: ___ pmoll
L-Arginin: _ umoll
C-reaktives Protein: _ mg/dl
8-iso-PGF 20 ~ nmol/l
MDA ______umol/
HNE ~ umoll
NO;~ _____umoll
NO;™: ___ pmoll
Na': _____mmol/l
K" ~____mmol/1
Cl: ___ mmoll
pO.: ___ mmHg
pCO;,: ___ mmHg
pH: _
HCO;: ~_____mmol/1
Blutzucker nii.: ___ mmoll
NO;~ _______ umol/ mmol Krea
NO,” ______ umol/ mmol Krea
8-is0-PGF 2a ___ pmol/mmol Krea
ADMA: ______ umol/mmol Krea
DMA: ____ pmol/mmol Krea
L-Arginin: ____ pmol/mmol Krea

11. Ergebnis des Belastungs-EKG:

O Stenosen in den Koronargefden:

GrofBe der Lasionen: ~~ ~ mm

%o;
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Pilotstudie ,,Behandlung von Patienten mit koronarer Herzkrankheit mit
L-Arginin nach Angioplastie*

Case Report Form fiir die Eingangsuntersuchung

12. Regelméfige Einnahme folgender Medikamente:

Patientennummer:

Datum

Lipidsenker: ~  mg seit:
Aggregationshemmer: seit:
B-Blocker: ~~  mg seit:
ACE-Hemmer:  ~  mg seit:
Ca-Antagonisten:  mg seit:
Nitrate: ~ mg seit:
andere:l1. ~~  mg seit:

2. mg seit:

3. mg seit:

4 mg seit:

Begriindung:

zu 1.

zu 2.

zu 3.

zu 4.

Unterschrift
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7.6.2. Case Report Form Zwischenuntersuchung

Pilotstudie ,,Behandlung von Patienten mit koronarer Herzkrankheit mit
L-Arginin nach Angioplastie*

Case Report Form fiir die Zwischenuntersuchung Patientennummer:
Patientennummer: Initialen: -
Geburtsdatum: e Alter: ___ Jahre
GrofBe: ______cm Gewicht: ke
Geschlecht: o
1. Nierenfunktion: Serumkreatinin: ~~ pmol/L
Creatinin-Clearance: __ (nach Cockroft und Gault)
2. Leberfunktion: ALAT: _ pmol/sl
ASAT:  umol/sl
3. Urin: NO5~ ___ pmol/mmol Krea
NO,” ______ umol/mmol Krea
8-is0-PGF 2a ___ pmol/mmol Krea
ADMA: __ umol/mmol Krea
DMA: ____ umol/mmol Krea
L-Arginin: _____ umol/mmol Krea

4. Ergebnis des Belastungs-EKG:

5.  RegelmiBige Einnahme folgender Medikamente:

O Lipidsenker: ~  mg seit:
O Aggregationshemmer: ~~ mg seit:
O B-Blocker: ~~ mg seit:
O ACE-Hemmer: _ _ mg seit:
O Ca-Antagonisten:  mg seit:

O Nitrate:  ~~ mg seit:
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Pilotstudie ,,Behandlung von Patienten mit koronarer Herzkrankheit mit
L-Arginin nach Angioplastie*

Case Report Form fiir die Zwischenuntersuchung Patientennummer:
O andere: 1.  mg seit:
2. mg seit:
3. mg seit:
4. mg seit:
Begriindung:
zu 1.
zu 2.
zu 3.
zu 4.

Datum Unterschrift
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7.6.3. Case Report Form Enduntersuchung

Pilotstudie ,,Behandlung von Patienten mit koronarer Herzkrankheit mit
L-Arginin nach Angioplastie*

Case Report Form fiir die Enduntersuchung Patientennummer:
Patientennummer: Initialen: o

Geburtsdatum: . . Alter: __Jahre

GrofBe: ______cm Gewicht: ke
Geschlecht:

Angina-Pectoris-Beschwerden (Schmerzen in der Herzgegend, Luftnot):

O keine Beschwerden
O Beschwerden bei starker korperlicher Belastung (sportlicher Betdtigung: Joggen, Wandern
in bergigem Gelénde u. &.)
a Beschwerden bei mittelstarker korperlicher Belastung (Treppensteigen, Schwimmen, Fahrradfahren)
| Beschwerden bei leichter korperlicher Belastung (Spaziergang in flachem Gelénde u. &)
m| Beschwerden in Ruhe
Art der Beschwerden:

Frequenz der Beschwerden:

a mehrmals tiglich: ~_ x téglich; Zeitpunkt: ~ : ~ Uhr
a einmal téglich: Zeitpunkt: ~ : ~ Uhr
| mehrmals wochentlich: ~ x wochentlich; Zeitpunkt: . Uhr
| einmal wochentlich: Zeitpunkt: ~ :  Uhr
MaBnahmen:
1. Anfallsprophylaxe: O nein O ja,seit
Art der Medikation:
2. Anfallsmedikation: O nein O ja,seit
Art der Medikation:
Haufigkeit der Anwendung:
Kardiovaskuliire Risikofaktoren
1. Rauchen: O nie O ja,seit __ Jahren Zigaretten; Anzahl:  / Tag
O ja,seit ___ Jahren Pfeife
O ja; jedoch seit  _ Jahren Nichtraucher
2. Hypercholesterindmie: O nein O ja,seit
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Pilotstudie ,,Behandlung von Patienten mit koronarer Herzkrankheit mit

L-Arginin nach Angioplastie*

Case Report Form fiir die Enduntersuchung Patientennummer:
3. Hypertonie: O nein O jayseit
RRsyslolisch:_ ___ mm Hg
RRdiastolisch:A I mmHg
Puls: _ _ Schldge/min
4. Adipositas: O nein O ja
BML: _ _ kg/m’
5. Diabetes mellitus: O nein O ja,seit
Medikamente: O nein O ja, s.u.
6. Nierenfunktion: Serumkreatinin: _ pmol/L
Creatinin-Clearance: __ (nach Cockroft und Gault)
7. Leberfunktion: ALAT: _ pmol/sl
ASAT:  umol/sl
8. Weitere Laborparameter:
venoses Plasma: LDL ______mmol/1
HDL _____mmol/1
Homocystein: __ upmoll
ADMA: __ umoll
NMMA: __ upmoll
L-Arginin: _____umol/
C-reaktives Protein: _ mg/dl
8-is0-PGF 2a ___ nmoll
NO;~ ___ umol/
NO,™ ____ umol/
E-lyte: Na': _____ mmol/
K™ _____ mmol/
CI: ~_____mmol/1
Kapillarblut: pOy: ___ mmHg
pCO,: _____ mmHg
pH: -
HCO;: _____mmol/1

Blutzucker nii.: ______mmol/1
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Pilotstudie ,,Behandlung von Patienten mit koronarer Herzkrankheit mit
L-Arginin nach Angioplastie*

Case Report Form fiir die Enduntersuchung Patientennummer:
Urin: NO;~ ___ umol/mmol Krea
NO,~ ____ pmol/mmol Krea
8-is0-PGF 2a ______ pmol/mmol Krea
ADMA: ____ umol/mmol Krea
DMA: ____ umol/mmol Krea
L-Arginin: _____ umol/mmol Krea

9. Angiographiebefund:

O Stenosen in den Koronargefdfen: ~ %;

GroBe der Lasionen: ~~~ mm

10. Ergebnis des Belastungs-EKG:

11. RegelméBige Einnahme folgender Medikamente:

O Lipidsenker:  mg seit:
O Aggregationshemmer: ~  mg seit:
O B-Blocker: ~~ ~ mg seit:
O ACE-Hemmer: ~ mg seit:
O Ca-Antagonisten:  mg seit:

O Nitrate:  _~ mg seit:
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Pilotstudie ,,Behandlung von Patienten mit koronarer Herzkrankheit mit
L-Arginin nach Angioplastie*

Case Report Form fiir die Enduntersuchung Patientennummer:
O andere: 1.  mg seit:
2. mg seit:
3. mg seit:
4 mg seit:
Begriindung:
zu 1.
zu 2.
zu 3.
zu 4.

Datum Unterschrift




ANHANG 160

7.7. Fragebogen zum Gesundheitszustand FS-12

MEDILZINISCRIE ROCHSCRULE RANRNOWVER

Fragebogen zum Gesundheitszustand (SF-12)

Name: Datum:

In diesem Fragebogen geht es darum, wie Sie Ihren Gesundheitszustand beurteilen. Wir mochten uns ein
umfassendes Bild machen, wie Sie sich fiihlen und wie Sie im Alltag zurechtkommen.

Bitte beantworten Sie jede der folgenden Fragen, indem Sie bei jeder Antwortmdglichkeit das Kastchen bzw. die
Zahl ankreuzen, die zur Zeit (d.h. in den letzten 7 Tagen) am besten fiir Sie zutrifft.

1. Wie wiirden Sie Thren Gesundheitszustand im allgemeinen beschreiben?

ausgezeichnet sehr gut gut weniger gut schlecht

() 02 03 Cl4 Os

Im folgenden sind einige Tatigkeiten beschrieben, die Sie vielleicht normalerweise am Tag ausiiben. Wie stark
sind Sie durch IThren derzeitigen Gesundheitszustand bei diesen Tatigkeiten eingeschrinkt?

Ja, Ja, Nein,
stark etwas iiberhaupt
eingeschrinkt eingeschrinkt nicht
eingeschrinkt
2. mittelschwere Titigkeiten (z.B. einen 1 2 3
Tisch verschieben, staubsaugen, kegeln)
3. mehrere Stockwerke Treppe steigen 1 2 3

Hatten Sie in den vergangenen 7 Tagen aufgrund Ilhrer korperlichen Gesundheit irgendwelche
Schwierigkeiten bei der Arbeit oder bei Ihren téglich zu erledigenden Tatigkeiten?

ja nein
4. Ich habe weniger geschafft als ich wollte 1 2
5. Ich konnte nur bestimmte Dinge tun 1 2

Hatten Sie in den vergangenen 7 Tagen aufgrund seelischer Probleme irgendwelche Schwierigkeiten bei der
Arbeit oder bei Thren tdglich zu erledigenden Tétigkeiten (z.B. weil Sie sich niedergeschlagen oder dngstlich
fiihlten)?

ja nein
6. Ich habe weniger geschafft als ich wollte 1 2
7. Ich konnte nicht so sorgfiltig wie iiblich arbeiten 1 2

SF-12 1
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8. Inwieweit haben Schmerzen Sie in den vergangenen 7 Tagen bei der Ausiibung lhrer alltiglichen
Tétigkeiten zu Hause und im Beruf behindert?

iiberhaupt nicht ein wenig mabig ziemlich sehr

(HB] () O3 04 Os

Bei den folgenden Fragen geht es darum, wie Sie sich fiihlen und wie es Ihnen in den vergangenen 7 Tagen
gegangen ist. (Bitte kreuzen Sie in jeder Zeile die Zahl an, die IThrem Befinden am ehesten entspricht.)

Wie oft waren Sie in den letzten 7 Tagen...

immer meistens ziemlich manchmal selten nie

oft
9. ruhig und gelassen? 1 2 3 4 5 6
10. voller Energie? 1 2 3 4 5 6
11. entmutigt und traurig? 1 2 3 4 5 6

12. Wie hiufig haben Ihre korperliche Gesundheit oder Ihre seelischen Probleme in den vergangenen 7
Tagen Ihre normalen Kontakte zu Familienangehdrigen, Freunden, Nachbarn oder zu Threm Bekanntenkreis

beeintrachtigt?
immer meistens manchmal selten nie
04 02 L3 O4 Os

SF-12 2
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7.8. Fragebogen zum motorischen Funktionsstatus (FFB-Mot)
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7.9. VAS-Tagebuch
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7.10. Patienteninformation

Pilotstudie: Behandlung von Patienten mit koronarer Herzkrankheit mit L-Arginin nach Angioplastie 1

Patienteninformation

Pilotstudie:
»Behandlung von Patienten mit koronarer Herzkrankheit mit L-Arginin nach
Angioplastie”

Sehr geehrte Patientin, sehr geehrter Patient,

bei Ihnen wurde eine Herzkrankheit festgestellt, die auf einer Verengung der Blutgeféal3e
beruht, die das Herz mit Sauerstoff und Néahrstoffen versorgen. Durch diese Enge ist die
Versorgung unzureichend, sie macht sich meist durch Schmerzen in der Herzgegend
bemerkbar.

Verengungen treten auf, wenn entweder die Muskeln, die das Gefal umgeben, dieses
Engstellen, oder es zu Verdickungen der GefalBwand gekommen ist, wodurch sich der
Durchmesser des Gefalies vermindert. Der letztere Fall ist bei Ihnen aufgetreten.

Eine Mdglichkeit, den Durchmesser des Gefalles zu vergrol3ern, ist eine so genannte
Ballondilatation. Diese wird oft im Rahmen einer Herzkatheteruntersuchung
durchgefiihrt. Uber die Durchfiihrung dieser Untersuchung sowie die Ballondilatation
selbst hat Ihr behandelnder Arzt sie bereits aufgeklart oder wird sie aufklaren. Die
Ballondilatation selbst ist nicht Teil der Ihnen hiermit vorgeschlagenen Studie.

Neueren Studien zufolge kommt es zu einer starkeren Verengung, wenn das Verhaltnis
zwischen dem korpereigenen Botenstoff ADMA und der Aminosaure L-Arginin, einem
Nahrungsbestandteil, von dem wir tglich 4-5g zu uns nehmen, sich unginstig verhalt.
Man hat gefunden, dal3 ADMA die naturlichen Wirkungen von L-Arginin beeintrachtigt; L-
Arginin bewirkt eine Weitstellung der Gefalle, Verhinderung der Anheftung von
Blutplattchen an der Gefallwand; es verhindert die Aktivierung von weil3en
Blutkdrperchen. Werden diese Ablaufe durch ADMA gehemmt, setzt ein Prozel} ein, der
letztendlich zur Atherosklerose und damit zur Verengung der GefaRe flhrt. Eine
Mdglichkeit wére es also, das Verhéltnis von ADMA und L-Arginin zugunsten des L-
Arginins zu verbessern. Dieses wollen wir durch L-Arginin-Gabe erreichen. Wir mochten
untersuchen, ob dadurch das Fortschreiten der Atherosklerose und die erneute
Verengung der Koronargefal3e verhindert oder wenigsten verzogert werden kann.
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Pilotstudie: Behandlung von Patienten mit koronarer Herzkrankheit mit L-Arginin nach Angioplastie 2

Wir mochten Sie bitten an dieser Pilotstudie teilzunehmen. Die Teilnahme an der Studie
ist freiwillig und ein Ricktritt auch ohne Angabe von Griinden méglich. Der Rucktritt aus
der Studie ist jederzeit mdglich und wirkt sich nicht nachteilig auf lhre weitere
Behandlung aus.

Sie als Patient nehmen nach einer Ballondilatation taglich 12g L-Arginin-HCI in Form von
sechs Brausetabletten (morgens, mittags, abends je zwei Brausetabletten mit insgesamt
4g L-Arginin-Hydrochlorid) ein oder Sie befinden sich in der Kontrollgruppe, die
Brausetabletten ohne diesen Wirkstoff erhalt. Weder Sie als Patient noch der Sie
betreuende Arzt weil3, ob die Tabletten, die Sie erhalten, den Wirkstoff L-Arginin
enthalten oder ob es sich um ein Scheinmedikament, ein so genanntes Placebopraparat
handelt. Sie nehmen diese Medikation das erste Mal am Vorabend des Eingriffes und
danach Uber sechs Monate regelmédfRig zu den Mahlzeiten ein. Sie erhalten die
Brausetabletten von Ihrem behandelnden Arzt und geben ihm nicht verbrauchte wieder
zuriick. Sie werden 3 und 6 Monate nach der Entlassung Ihren Arzt besuchen und ihm
von lhren Erfahrungen mit dem Medikament berichten. Ihr Arzt wird diese Informationen
aufnehmen und zur Auswertung an uns weitergeben. Es liegt im Ermessen lhres
behandelnden Arztes nach sechs Monaten eine erneute Herzkatheteruntersuchung
durchzufiihren, um festzustellen, inwieweit sich erneut GefaRverengungen ausgebildet
haben. Diese Herzkatheteruntersuchung ist ebenfalls nicht Teil dieser Studie. Zur
weiteren Auswertung werden noch einige zusatzliche Blutuntersuchungen durchgefihrt,
die Hinweise auf die atherosklerotischen Veranderungen geben. Anschliel3end werden
die Daten der Patienten, die das L-Arginin erhielten, mit denen verglichen, die die
Kontrollgruppe darstellten.

Diese Form der Behandlung bei der koronaren Herzkrankheit ist noch nicht etabliert. Wir
mdochten mit dieser Pilotstudie untersuchen, ob man die erneute Verengung der Gefalie
aufhalten kann. Bei bisherigen Versuchen mit diesem Medikament traten keine
schwerwiegenden Nebenwirkungen auf. Als mogliches Risiko kdnnte es zu einer
Ubersauerung des Blutes kommen; diese kann sich durch Symptome wie tiefe, spater
beschleunigte Atmung, Gefal3erweiterung mit warmer gertteter Haut sowie
Blutdruckabfall bemerkbar machen.
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Pilotstudie: Behandlung von Patienten mit koronarer Herzkrankheit mit L-Arginin nach Angioplastie 3

Alle Daten, die wir von Ihnen erhalten, werden vertraulich behandelt; es besteht die
arztliche Schweigepflicht. Zur Auswertung der Studie werden alle Daten anonymisiert.

Ihnen entstehen durch die Teilnahme an der Pilotstudie keine Kosten; ebensowenig
entstehen lhnen Nachteile, wenn Sie die Teilnahme an der Studie ablehnen. Wir
mochten Sie jedoch bitten einzuwilligen, da wir uns aus den Ergebnissen erhoffen, eine
Mdglichkeit zur verbesserten Behandlung Ihrer Herzkrankheit zu finden.

Fur Fragen zur Studie stehen lhnen jederzeit lhr behandelnder Arzt und lhr
Studienbetreuer vor Ort zur Verfugung.

Ilhr Studienbetreuer:

Telefon:
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7.11. Einwilligungserklirung

Einwilligungserklarung

(zum Verbleib beim Patienten)

Name des Patienten:

Datum:

Ich habe die schriftliche Information zur Pilotstudie

“Behandlung von Patienten mit koronarer Herzkrankheit mit
L-Arginin nach Angioplastie”
gelesen und wurde des weiteren miindlich unterrichtet. Uber Nutzen und Risiken wurde ich im

Gesprach mit Dr. informiert. Ich bestétige, daf’ alle meine Fragen
beantwortet worden sind.

Ich wurde dariiber aufgeklart, daf? die Daten, die ich meinem behandelnden Arzt im Rahmen
von Arztbesuchen anvertraut habe und die im Zusammenhang mit der Therapie stehen, in
anonymisierter Form gesammelt und ausgewertet werden. Nur der behandelnde Arzt kann
meine Identitdt nachvollziehen. Im Falle einer Verdffentlichung der Studienergebnisse bleibt die
Vertraulichkeit personlicher Daten gewahrt. Das Bundesdatenschutzgesetz findet Anwendung.

Notwendige &rztliche Behandlungen werde ich von dem Arzt durchfihren lassen, der die
Pilotstudie begleitet. Falls ich wegen eines medizinischen Notfalls von einem anderen Arzt
behandelt werde, melde ich dies baldmdglichst dem Studienarzt.

Die Durchfuhrung der Studie erfolgt auf der Grundlage der europaischen Richtlinien, die als
Qualitatsstandard fur Klinische Studien in der europaischen Union gelten.

Die Teilnahme an der Studie ist freiwillig; ich kann die Einwilligung jederzeit widerrufen, ohne
dall mir daraus Nachteile in Bezug auf klinische Untersuchungen und Behandlung entstehen.

, den
Ort Unterschrift des Patienten

, den
Ort Unterschrift des aufklarenden Arztes
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7.12. Studien-Medikation

C. Hedenkamp GmbH
Ziegler Str. 11
33161 Hovelhof

Dr. Jaeniche GmbH & Co. KG
Bodersweierer Str. 30

77694 Kehl-Leutesheim

7.13. Studienzentren

Klinik fiir Kardiologie, Angiologie und Pneumologie
Otto-von-Guericke-Universitit Magdeburg
Magdeburg

Prof. Dr. med. H. Klein

Klinik fiir Kardiologie

Integriertes Herzzentrum Oldenburg
Klinikum Oldenburg gGmbH
Oldenburg

Prof. Dr. med. G. H. Reil
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7.14. Normwerte

Parameter Einheit Normwert*
Literatur** | Magdeburg | Oldenburg | Schottdorf

L-Arginin, Plasma pumol/l 70 - 100

L-Arginin, Urin pmol/mmol | ***

L-NMMA, Plasma pmol/l ok

ADMA, Plasma pmol/1 0,4-0,5

ADMA, Urin pM/mM 1,3

Nitrat, Plasma pmol/1 30-50

Nitrat, Urin puM/mM 49 - 109

Nitrit, Plasma pmol/1 1-3

Nitrit, Urin uM/mM 0,5

DMA, Urin pmol/Tag | 100 - 500

8-is0PGF,,, Plasma nmol/l 0,2

8-i1s0PGF,,, Urin pM/mM 50

MDA, Plasma nmol/l kK

HNE, Plasma nmol/l Hokkk

Homocystein, Plasma pumol/l <10

CRP, Plasma mg/1 <5 <4

LDL, Plasma mmol/l <40 <3,5

HDL, Plasma mmol/l >0,9 >1,0

Blutdruck systolisch mmHg <140

Blutdruck diastolisch mmHg <90

Puls Schldge/min | 62 - 86

Blutzucker, Kapillarblut | mmol/l 3,1-6,4 39-6,1

Kreatinin, Serum pmol/l 59 -104 53-106

ALAT, Plasma pmol/s.1. <0,68 <0,57

ASAT, Plasma pmol/s.1. <0,63 <0,52

Natrium, Plasma mmol/] 130 - 150 130 - 150

Kalium, Plasma mmol/l 35-5 35-5

Chlorid, Plasma mmol/l 98 - 106 96—-110

pH, Kapillarblut 7,35-746 |735-745

pO,, Kapillarblut mmHg 65 - 100 65 - 100

pCO,, Kapillarblut mmHg 36-42 32-46

HCO;, Kapillarblut mmol/l 23-27 22 -26

* die Normwerte sind abhédngig vom Labor und/oder der Messmethode, sie sind angegeben
als publizierte Mittelwerte oder obere und untere Grenzen der Normbereiche

**%  Achan et al. 2003, Blum et al. 2000, Bode-Boger et al. 1999, Creager et al. 1992,
Horowitz und Heresztyn 2006, Liicke et al. 2006, Martens-Lobenhoffer und Bode-Boger 2007,
Pschyrembel 2002, Rector et al. 1996, Teerlink 2007, Thum et al. 2005, Tsikas et al. 2003a,
Tsikas et al. 2006, Zhang et al. 1993

**%  fiir die gewahlte Messmethode sind noch nicht ausreichend Daten vorhanden

**%%*  die Normwerte sind methodenabhingig
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7.15. Chemikalien

Aceton supra solv
Acetonitril HPLC grade
Ameisensdure, 98-100 % pro analysi
Ammoniumsulfat pro analysi
Aqua Spiilllésung

L-Arginin, mind. 98 %

Borséure gepulvert reinst
Chlortrimethylsilan supra solv
Citronensaure, wasserfrei reinst
Diethylether uvasol

d¢-Dimethylamin-HCl
L-Homoarginin-HCl

3,3,3,3",4,4,4",4"-dg-
DL-Homocystin

Dikaliumhydrogenphosphat, pro analysi
wasserfrei

NY,N“-Dimethylarginin-HCI

di-Natriumhydrogen- pro analysi
phosphat-2-Hydrat

Ethanol abs.

Ethylacetat pro analysi
N-Ethyldiisopropylamin
4-Hydroxy-2-nonenal

9,9,9-d;-4-Hydroxy-2-nonenal

Merck, Darmstadt, Germany

Mallinckrodt Baker, Deventer,
Netherlands

Merck, Darmstadt, Germany
Merck, Darmstadt, Germany
Delts Select, Pfullingen, Germany
Sigma, Steinheim, Germany
Merck, Darmstadt, Germany
Merck, Darmstadt, Germany
Merck, Darmstadt, Germany
Merck, Darmstadt, Germany
Aldrich, Steinheim, Germany
Sigma, Steinheim, Germany

Cambridge Isotope Lab, Andover,
USA

Merck, Darmstadt, Germany

Sigma, Steinheim, Germany
Riedel-de Haen, Seelze, Germany
Mallinckrodt Baker, Deventer,
Netherlands

Merck, Darmstadt, Germany
Aldrich, Steinheim, Germany
Cayman, An Arbor, USA

Cayman, An Arbor, USA
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Isooctan
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhydroxid, Plattchen
Kreatinin, 98 %
2-Mercaptoethanol, 99 %

Methanol

ds-Methanol

NS-Methyl-L-arginin-acetat,
mind. 98 %

Natriumcarbonat, wasserfrei

Natriumchlorid

Natriumhydroxid, Pldttchen
N Natriumnitrat

"N Natriumnitrit

>N Natriumnitrat

N Natriumnitrit
Natriumsulfat, wasserfrei
ortho-Phosphorséure, 85 %
Pentafluorbenzoylchlorid
Pentafluorbenzylbromid

0-(2,3,4,5,6-Pentafluoro-
benzyl)-hydroxylamin-HCl

Pentafluoropropionséure-
anhydrid

0-Phthaldialdehyd,
mind. 99 %

supra solv
pro analysi

pro analysi

pro analysi

reinst

pro analysi
pro analysi
pro analysi
pro analysi
pro analysi

pro analysi

pro analysi

Merck, Darmstadt, Germany
Merck, Darmstadt, Germany
Merck, Darmstadt, Germany
Aldrich, Steinheim, Germany
Aldrich, Steinheim, Germany

Mallinckrodt Baker, Deventer,
Netherlands

Aldrich, Steinheim, Germany

Sigma, Steinheim, Germany

Merck, Darmstadt, Germany

Mallinckrodt Baker, Deventer,
Netherlands

Merck, Darmstadt, Germany
Riedel-de Haen, Seelze, Germany
Riedel-de Haen, Seelze, Germany
Aldrich, Steinheim, Germany
Aldrich, Steinheim, Germany
Merck, Darmstadt, Germany
Merck, Darmstadt, Germany
Aldrich, Steinheim, Germany

Fluka, Steinheim, Germany

Aldrich, Steinheim, Germany

Pierce, Rockford, USA

Sigma, Steinheim, Germany
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3,3,4,4-d4-8-1s0-

Prostaglandin Fy,

Salzsédure, 32 % pro analysi
Schwefelsédure, 95-97 % pro analysi
Tetraethoxypropan

1,3-d,-Tetracthoxypropan

Toluol

N,O-bis(Trimethylsilyl)-
trifluoroacetamid

Cayman, An Arbor, USA

Merck, Darmstadt, Germany
Riedel-de Haen, Seelze, Germany
Aldrich, Steinheim, Germany

Cambridge Isotope Lab, Andover,
USA

Mallinckrodt Baker, Deventer,
Netherlands

Pierce, Rockford, USA
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7.16. Gerate

Evaporatoren:

Turbo Vap LV Evaporator, Zymark, Hopkinton USA

The Meyer N-EVAP analytical evaporator, Organomation, Thomson Instruments, Clear

Brook, USA

Speed vac Concentrator SVC 100 H, Bachofer, Reutlingen, Germany

GC/MS-Anlage:

Autosampler:
Gaschromatograph 1:
Massenspektrometer 2:
Software:

Saule:

GC/MS/MS-Anlage:

Autosampler:

Gaschromatograph:

Tandem-Massenspektrometer:

Software:

Séulen:

HP 7673, Hewlett Packard, Waldbronn, Germany

HP 5890 series 11, Hewlett Packard, Waldbronn, Germany
MS-Engine 5989A, Hewlett Packard, Waldbronn, Germany
ChemStation, Hewlett Packard, Waldbronn, Germany

Optima 17 (15 m x 0,25 mm ID, 0,25 pm Filmdicke 50 %
Phenyl, 50 % Methylpolysiloxanphase), Macherey-Nagel,
Diiren, Germany

ThermoQuest AS 2000, CE Instruments, Austin, USA

ThermoQuest Trace GC 2000 series, CE Instruments,
Austin, USA

TSQ 7000, Finnigan MAT, San Jose, USA
Xcalibur, Finnigan MAT, San Jose, USA

Optima 17 (30 m x 0,25 mm ID, 0,25 pm Filmdicke 50 %
Phenyl, 50 % Methylpolysiloxanphase), Macherey-Nagel,
Diiren, Germany

Optima 5-MS (30 m x 0,25 mm ID, 0,25 pm Filmdicke 5 %
Diphenyl, 95 % Dimethylpolysiloxanphase), Macherey-
Nagel, Diiren, Germany

FactorFour VF-17ms (30 m x 0,25 mm ID, 0,25 um
Filmdicke vergleichbar mit 50 % Phenyl, 50 %
Dimethylpolysiloxanphase) mit 10 m EZ-Guard Vorséule,
Varian, Darmstadt, Germany
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Heizblocke:

Bioblock Scientific, Code 92607, Thermolyne, Barnstead International, Dubuque , USA

Bioblock Scientific, Code 92675, Thermolyne, Barnstead International, Dubuque , USA

neoBlock 1, Code 2-2503, neoLab Migge, Heidelberg, Germany

MBT 250, Kleinfeld Labortechnik, Gehrden, Germany

HPLC-Anlage 1:

Autosampler:

Pumpe:

Saule:

Heizung:

Detektor:

Integrator:

Online-Degaser:

HPLC-Anlage 2:

Autosampler:

Pumpe:

Saule:

Vorséule:

Detektor:

Integrator:

Online-Degaser:

Waters 717 Plus Autosampler, Milford, USA

Pharmacia LKB Gradient Pump 2249, Pharmacia
Biotech, Freiburg, Germany

Synergi 4 pu Polar-RP 80 A 250 x 4.6 mm, Phenomenex,
Aschaffenburg, Germany

Column-Thermostat Jetstream 2 Plus, Langenzersdorf,
Austria

Spectroflow 783, Kratos Analytical, Ramsey, USA
Shimadzu C-R6A, Kyoto, Japan

Uniflows, Degasys Populaire, Tokyo, Japan

Gynkotek Gina 160 Autosampler, Gemering, Germany

Gynkotek HPLC-Pumpe M 480, Gemering, Germany
Gynkotek HPLC-Pumpe 300, Gemering, Germany

CC 250/4 Nucleosil 100-5 C¢Hs, Macherey-Nagel,
Diiren, Germany

CC 8/4 Nucleosil 100-5 C¢Hs, Macherey-Nagel,
Diiren, Germany

Gynkotek RF 1002 Fluoreszence HPLC Monitor,
Gemering, Germany

Software Gynkosoft 5.5, Gemering, Germany

Uniflows, Degasys Populaire, Tokyo, Japan
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Magnetriihrer:

IKAMAG RCT, IKA Labortechnik, Staufen, Germany

pH-Meter:

MP 220, Mettler Toledo, Giessen, Germany

Elektrode Inlab 419, NTC Electrolyte 9823, Mettler Toledo, Giessen, Germany

Pipetten:

Variable Pipetten (Volumenbereiche 0,5 — 10 ul, 10 — 100 ul, 100 — 1000 pl, 500 — 5000 pl),

Eppendorf, Hamburg, Germany

Multipetten, Eppendorf, Hamburg, Germany

Riittler:
2x3, Velp Scientifica, Usmate, Italy

REAX 2000, Heidolph, Schwabach, Germany

Spritzen:

ul-Spritzen (10 pl, 25 ul), Hamilton, Bonaduz, Switzerland
ul-Spritzen (10 pul), SEG, Ringwood, Australia

ul-Spritzen (10 pl), Hewlett-Packard, Waldbronn, Germany

Ultraschallbad:

Bransonic, Typ 220, Omnilab, Gehrden ,Germany

UV/VIS-Spektralphotometer

Spektralphotometer: Specord 50, Analytik Jena, Germany
Lampen: D,-Lampe und Halogenlampe
Messbereich: 190-1100nm

Software: Aspekt Plus, Analytik Jena, Germany
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Vakuumpumpen:

Membranpumpe N 726 FT.18, KNF Neuberger, Freiburg, Germany

Trivac D8A, Leybold-Heraeus, Kéln, Germany

Waagen:

Sartorius Typ 1574, Sartorius, Gottingen, Germany

Sartorius Typ 1712, Sartorius, Gottingen, Germany

Zentrifugen:

Jouan CR 412, Jouan, Thermo Electron, Dreieich, Germany
Eppendorf Centrifuge 5415, Hamburg, Germany

Sorvall Instruments RC5C, Du Pont, Thermo Electron, Dreieich, Germany
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7.17. Materialien

Computerprogramme:

SPSS, Version 13, 14 und 16
Mircrosoft Office, Excel 2001 und XP

MDL Inforamtion System, Isis Draw 2.5

Einmalpipetten:

Pasteurpipetten aus Glas (150 mm), Brand, Wertheim, Germany

Serum Pipette (170 mm), Copan, Brescia, Italy

Fragebdgen:

SF-12, QualityMetric Incorporated, Lincoln, USA

FFB-Mot, Prof. K. Bos, Institut fiir Sport und Sportwissenschaft, Universitidt Karlsruhe,
Karlsruhe, Germany

Kiivetten:

Halbmikroprézisions-Kiivette, Quarzglas Suprasil®, 10 mm, Hellma GmbH & Co. KG,
Miillheim, Germany

Monovetten:

Plastik EDTA KE S-Monovetten (9 ml), Sarstedt, Nlimbrecht, Germany

Plastik Serum S-Monovetten (9 ml), Sarstedt, Niimbrecht, Germany

Glas EDTA BD Vacutainer Systems (4 ml, 7 ml, 10 ml), Franklin Lakes, USA

Patiententagebuch:

VAS-Tagebuch, Sabine Rothmann, Institut fiir Klinische Pharmakologie, Medizinische
Hochschule Hannover, Hannover, Germany
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Pipettenspitzen:

Volumenspitzen (0,1 — 10 ul), Eppendorf, Hamburg, Germany
Volumenspitzen (200 ul, 1000 pl), Sarstedt, Niimbrecht, Germany
Combitips plus (5 ml), Eppendorf, Hamburg, Germany

PD-Tips (100 — 5000 pl), Plastibrand, Brand, Wertheim, Germany

ReaktionsgefiBle und Messgefilie:

Cellstar Polypropylen-Rohrchen 50 ml, steril, Schraubverschluss, konischem Boden, Geiner,
Frickenhausen, Germany

Polypropylen-Réhrchen runder Boden 4 ml, Geiner Bio-One, Frickenhausen, Germany
Polypropylen-Rohrchen runder Boden 5 ml, Geiner Bio-One, Frickenhausen, Germany
Polypropylen-Rohrchen runder Boden 10 ml, Geiner Bio-One, Frickenhausen, Germany
Griffstopfen 11 mm, Geiner Bio-One, Frickenhausen, Germany

Griffstopfen 14 mm, Geiner Bio-One, Frickenhausen, Germany

Safety Cap Reagiergefdlle 1,5 ml, Sarstedt, Niimbrecht, Germany

Safe-seal Reagiergefa3e 2 ml PP, Sarstedt, Niimbrecht, Germany

Probengldschen N11-1HP 1 ml, Macherey-Nagel, Diiren, Germany

Probengldschen konisch N11-1c 1 ml, Macherey-Nagel, Diiren, Germany
Bordelkappen N11 TB/oA-1.0 Macherey-Nagel, Diiren, Germany

Schraubampullen N8-1 1 ml, Macherey-Nagel, Diiren, Germany

Schraubampullen konisch N8-1c 1 ml, Macherey-Nagel, Diiren, Germany
Schraubkappen N8, Macherey-Nagel, Diiren, Germany

Mikroeinsétze Standard 5 x 30 mm, Macherey-Nagel, Diiren, Germany
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Saulen:
8-Isoprostane Affinity Columns, Cayman, An Arbor, USA

SPE-Séulen, CV-C18ec, 500mg, 15ml, Macherey-Nagel, Diiren, Germany

Ultrazentrifugenkartuschen:

Vivaspin 2 Kartuschen, Vivascience, Hannover, Germany
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7.18. Labordiagnostik

Institut fiir Klinische Pharmakologie
Medizinische Hochschule Hannover

Hannover

Prof. Dr. med. J.C. Frolich

PD Dr. med. D.O. Stichtenoth (kommissarisch)

Gemeinschaftspraxis Dr. med. Bernd Schottdorf
Augsburg

Labor Hannover

Institut fiir Klinische Chemie und Pathobiochemie
Otto-von-Guericke-Universitit Magdeburg
Magdeburg

Prof. Dr. med. Dipl. Chem. C. Luley

Institut fiir Laboratoriumsdiagnostik und Mikrobiologie
Klinikum Oldenburg gGmbH

Oldenburg

Prof. Dr. med. Dr. Klaus P. Kohse
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7.19. Abweichungen der Kontrollparameter

Parameter Einheit gemeldeter Wert Normwert*
Blutzucker mmol/l 8,1 3,1-6,4
9,7 3,9-6,1
9,8 3,9-6,1
10,6 3,9-6,1
13,0 3,1-6,4
Kreatinin pmol/l 106 59-104
ALAT pmol/s.1. 1,29 <0,57
2,69 <0,68
ASAT pmol/s.1. 1,39 <0,52
2,20 <0,63
* die Normwerte sind abhéngig vom Labor, das die Untersuchung durchgefiihrt hat, und variieren
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7.20. Methodenvalidierung zur Bestimmung von MDA in Plasma als PFB-

7.20.1. Standardkurven zur Methodenvalidierung mittels GC/MS

Derivat

Standardkurve |hinzugegebene Konzentration IS |Konzentration MDA-d2 |Flache MDA-d2 |Flache MDA-dO |gefundene Konzentration MDA-dO [STABWN |Variationskoeffizient |Wiederfindungsrate

[um] [um] [um] [um] [um] [%] [%]

1 0,0 1 4599650 1077100 0,2342 0,2604 0,0262 10,07
0,0 1 5132480 1471010 0,2866
0,2 1 5001830 1935910 0,3870 0,3840 0,0030 0,79 76,52
0,2 1 4932400 1879120 0,3810
04 1 4837100 3382540 0,6993 0,6722 0,0271 4,04 90,43
0,4 1 4905940 3164520 0,6450
0,6 1 3172480 3423530 1,0791 0,9269 0,1523 16,43 94,12
0,6 1 4017130 3111760 0,7746
0.8 1 2517120 2690960 1,0691 1,0395 0,0295 2,84 84,78
0,8 1 4047960 4088370 1,0100
1,0 1 2465770 3226750 1,3086 1,3653 0,0567 4,15 93,03
1,0 1 3402740 4838850 1,4220
12 1 3243330 5310700 1,6374 1,5111 0,1264 8,36 88,41
12 1 3261740 4516540 1,3847
14 1 3033240 4996810 1,6474 1,6413 0,0060 0,37 84,15
14 1 2808300 4592460 1,6353
16 1 2719660 5143730 1,8913 1,8931 0,0018 0,10 86,37
16 1 2945920 5582320 1,8949
1.8 1 2534830 5410480 2,1345 2,1213 0,0131 0,62 87,18
18 1 3011280 6348380 2,1082
2,0 1 2749830 6745980 2,4532 2,4353 0,0179 0,74 91,04
2,0 1 2916050 7049220 2,4174

2 0,0 1 5159590 976210 0,1892 0,1865 0,0027 1,44
0,0 1 5929520 1089980 0,1838
0,2 1 5171940 1732980 0,3351 0,2876 0,0475 16,52 67,21
0,2 1 4474410 1074210 0,2401
04 1 4300760 2452830 0,5703 0,5709 0,0006 0,11 85,29
0,4 1 3929460 2245810 0,5715
0,6 1 3816230 3260770 0,8544 0,8429 0,0115 1,37 92,54
0,6 1 2999120 2493530 0,8314
0.8 1 2690740 2546920 0,9466 0,9520 0,0054 0,57 82,62
0,8 1 2633090 2520820 0,9574
1,0 1 2313670 3001930 1,2975 1,3148 0,0174 1,32 94,34
1,0 1 2561630 3412590 1,3322
12 1 1970210 3038840 1,5424 1,5139 0,0285 1,88 92,58
12 1 2311650 3433780 1,4854
14 1 1949380 3216510 1,6500 1,6458 0,0043 0,26 87,70
14 1 2081920 3417480 1,6415
16 1 1921080 3856130 2,0073 1,9752 0,0320 1,62 93,26
16 1 1898180 3688510 1,9432
1.8 1 1976020 4401210 2,2273 2,1617 0,0656 3,04 91,62
18 1 1756550 3681870 2,0961
2,0 1 1656830 3939680 2,3778 2,8000 0,4222 15,08 107,65
2,0 1 1039110 3348230 3,2222

3 0,0 1 418010 111310 0,2663 0,2601 0,0062 2,40
0,0 1 592730 150450 0,2538
0,2 1 501760 207500 0,4135 0,4544 0,0409 9,00 90,61
0,2 1 463590 229620 0,4953
04 1 496290 300230 0,6049 0,6563 0,0513 7,82 88,33
0,4 1 460170 325610 0,7076
0,6 1 463810 413480 0,8915 0,9198 0,0283 3,07 93,43
0,6 1 413020 391550 0,9480
08 1 338760 514680 1,5193 1,3759 0,1434 10,42 112,24
0,8 1 364060 448720 1,2325
1,0 1 333600 482280 1,4457 1,4253 0,0204 1,43 97,14
1,0 1 315400 443120 1,4049
1.2 1 330150 532680 1,6134 1,6301 0,0167 1,02 95,40
1,2 1 318760 524920 1,6468
14 1 323070 548280 1,6971 1,7994 0,1023 5,69 92,27
14 1 306120 582150 1,9017
16 1 257970 548420 2,1259 2,1062 0,0197 0,93 96,10
1,6 1 255940 534030 2,0865
18 1 287520 638560 2,2209 2,1807 0,0402 1,84 89,63
18 1 269780 577460 2,1405
2,0 1 349630 953090 2,7260 2,5613 0,1647 6,43 95,77
2,0 1 263840 632330 2,3966
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Standardkurve |hinzugegebene Konzentration IS |[Konzentration MDA-d2 |Flache MDA-d2 |Flache MDA-dO |gefundene Konzentration MDA-dO |Mittelwert |[STABWN |Variationskoeffizient| Wiederfindungsrate
M) [M] [um] [uM] [um] [%] [%]
4 0,0 1 840570 264080 0,3142 0,3234 0,0093 2,86
0,0 1 919850 306030 0,3327
0,2 1 1030360 571610 0,5548 0,5543 0,0004 0,08 98,13
0,2 1 1038090 574990 0,5539
04 1 989630 741080 0,7488 0,7343 0,0145 1,98 91,07
04 1 1103690 794460 0,7198
0,6 1 1110460 1038830 0,9355 0,9487 0,0132 1,39 90,54
0,6 1 1061870 1021370 0,9619
0,8 1 995470 1092640 1,0976 1,0946 0,0030 0,27 84,90
0,8 1 1037820 1132910 1,0916
1,0 1 959160 1333800 1,3906 1,4283 0,0377 2,64 93,31
1,0 1 867820 1272250 1,4660
12 1 985960 1493920 1,5152 1,5247 0,0095 0,62 86,04
12 1 965110 1480720 1,5342
14 1 892580 1550410 1,7370 1,7765 0,0395 2,22 88,22
14 1 895830 1626780 1,8159
1,6 1 835170 1688600 2,0219 1,9716 0,0502 2,55 87,43
16 1 846310 1626080 1,9214
18 1 836220 1891110 2,2615 2,2921 0,0306 1,34 91,81
18 1 678050 1574920 2,3227
2,0 1 760350 1886030 2,4805 2,4420 0,0384 1,57 89,19
2,0 1 621750 1494430 2,4036
5 0,0 1 1237280 324290 0,2621 0,2519 0,0102 4,04
0,0 1 1312510 317260 0,2417
0,2 1 1312030 755230 0,5756 0,4884 0,0872 17,86 99,00
0,2 1 1659970 665960 0,4012
04 1 1517760 1091970 0,7195 0,6561 0,0634 9,66 89,29
04 1 1256690 744830 0,5927
0,6 1 1329880 1105210 0,8311 0,8341 0,0031 0,37 85,45
0,6 1 1268200 1061750 0,8372
0,8 1 1304620 1423340 1,0910 1,1310 0,0400 3,53 92,88
0,8 1 1193050 1397000 1,1709
1,0 1 1196960 1538870 1,2856 1,3491 0,0635 4,71 92,46
1,0 1 1050720 1484280 1,4126
12 1 1108280 1701440 1,6352 1,6273 0,0921 5,66 95,69
12 1 1008160 1733420 1,7194
14 1 965440 1772490 1,8359 1,8331 0,0028 0,16 94,39
14 1 1001510 1833010 1,8302
1,6 1 934630 1884730 2,0166 1,9991 0,0175 0,87 91,56
16 1 919250 1821630 1,9816
18 1 841080 1902760 2,2623 2,2801 0,0178 0,78 94,03
18 1 771010 1771710 2,2979
2,0 1 790450 1891820 2,3933 2,4522 0,0588 2,40 91,97
2,0 1 689200 1730570 2,5110
MDA Plasma Standardkurve | GC/MS y = 1,0631x + 0,2324
R*=0,9942
. 3
i 25
g 2
el
S 15
e
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0 \ \ \
0,5 1 15 2 2,5
MDA dazu gegeben [uM]
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MDA Plasma Standardkurve Il GC/MS

y =1,2247x + 0,0708

2,5 1

R®=0,9792
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MDA dazu gegeben [uM]
MDA Plasma Standardkurve Illl GC/MS y =1,1261x + 0,2711
R?=0,988
3

MDA gefunden [uM]
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MDA Plasma Standardkurve IV GC/MS y = 1,061x + 0,3109
R? = 0,9962
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MDA Plasma Standardkurve V GC/MS y =1,1223x + 0,2324
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7.20.2. Standardkurven zur Methodenvalidierung mittels GC/MS/MS

Standardkurve |hinzugegebene Konzentration IS |Konzentration MDA-d2 |Flache MDA-d2 |Flache MDA-dO |gefundene Konzentration MDA-dO |Mittelwert |[STABWN |Variationskoeffizient | Wiederfindungsrate

M) M) M) [uM)] M) [%] [%]

1 0,0 1 24962292 7346003 0,2943 0,2723 0,0311 11,42
0,0 1 24689817 6180478 0,2503
0,2 1 21526358 9660428 0,4488 0,4310 0,0251 5,82 83,90
0,2 1 17939530 7413885 0,4133
0,4 1 20765378 14602324 0,7032 0,7085 0,0075 1,06 93,82
0,4 1 21074957 15044023 0,7138
0,6 1 14410862 19017577 1,3197 1,1365 0,2591 22,80 114,03
0,6 1 19167687 18272313 0,9533
0,8 1 13876592 17181298 1,2381 1,2044 0,0478 3,97 97,28
0,8 1 20252784 23707714 1,1706
1,0 1 9376746 12950800 1,3812 1,4030 0,0308 2,20 94,82
1,0 1 14695302 20937100 1,4247
1,2 1 16011810 27549136 1,7206 1,6734 0,0667 3,99 97,24
1,2 1 14940135 24295400 1,6262
14 1 15471606 29678326 1,9182 1,9107 0,0106 0,56 97,37
1.4 1 12973020 24690598 1,9032
1,6 1 10767908 22715169 2,1095 2,1123 0,0039 0,18 95,85
1,6 1 14731497 31157869 2,1151
18 1 12618351 29651183 2,3498 2,3471 0,0039 0,16 95,98
18 1 14170465 33221225 2,3444
2,0 1 13905321 36580101 2,6307 2,6975 0,0946 3,51 100,40
2,0 1 14211363 39285619 2,7644

2 0,0 1 17527672 3401637 0,1941 0,2003 0,0088 4,40
0,0 1 14690635 3034239 0,2065
0,2 1 13167239 5291079 0,4018 0,3457 0,0794 22,96 78,26
0,2 1 13190179 3819384 0,2896
0,4 1 13964014 8969148 0,6423 0,6367 0,0079 1,25 93,20
0,4 1 11967296 7552364 0,6311
0,6 1 11019699 10050492 0,9120 0,8942 0,0253 2,82 96,70
0,6 1 11005384 9644366 0,8763
0,8 1 10065325 10969402 1,0898 1,0956 0,0082 0,75 93,96
0,8 1 9529164 10495873 1,1014
1,0 1 10513948 14402473 1,3698 1,3778 0,0112 0,81 97,89
1,0 1 10566415 14642054 1,3857
1,2 1 7389320 12509671 1,6929 1,6862 0,0096 0,57 102,26
1,2 1 8129599 13652786 1,6794
14 1 8565159 15327926 1,7896 1,8607 0,1006 5,40 98,43
1.4 1 9232241 17834620 1,9318
1,6 1 8392574 18318874 2,1827 2,1841 0,0019 0,09 102,45
1,6 1 8634249 18869878 2,1855
18 1 9005970 21651027 2,4041 2,3914 0,0180 0,75 100,76
18 1 10805400 25702570 2,3787
2,0 1 9403660 24385730 2,5932 2,6265 0,0470 1,79 100,45
2,0 1 5752179 15299256 2,6597

3 0,0 1 27789012 6587710 0,2371 0,2231 0,0197 8,85
0,0 1 35300088 7382714 0,2091
0,2 1 27005598 10799755 0,3999 0,4286 0,0406 9,46 92,26
0,2 1 24856276 11365737 0,4573
0,4 1 27651966 16997064 0,6147 0,6341 0,0275 4,34 89,82
04 1 24614612 16088515 0,6536
0,6 1 26404397 24702357 0,9355 0,9365 0,0013 0,14 98,84
0,6 1 23948187 22448984 0,9374
0,8 1 21800195 30348908 1,3921 1,3055 0,1226 9,39 109,81
0,8 1 23850953 29069240 1,2188
1,0 1 21292440 30755495 1,4444 1,4763 0,0451 3,06 103,21
1,0 1 20888272 31504189 1,5082
1,2 1 23267409 39981871 1,7184 1,7321 0,0194 1,12 103,61
1,2 1 21215271 37037187 1,7458
14 1 21149081 40325073 1,9067 1,9316 0,0352 1,82 100,96
1.4 1 19283240 37726921 1,9565
1,6 1 16781776 36795450 2,1926 2,1562 0,0515 2,39 100,07
1,6 1 17954057 38057539 2,1197
18 1 20678512 49106746 2,3748 2,3696 0,0073 0,31 98,89
1.8 1 18621029 44028174 2,3644
2,0 1 26775896 71205296 2,6593 2,6589 0,0005 0,02 100,81
2,0 1 13423861 35688458 2,6586
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Standardkurve |hinzugegebene Konzentration IS  |[Konzentration MDA-d2 |Flache MDA-d2 |Flache MDA-dO |gefundene Konzentration MDA-dO |Mittelwert |[STABWN [Variationskoeffizient | Wiederfindungsrate
[uM] [uM] [um] [um] [um] [%] (%]
4 0,0 1 25884121 8504910 0,3286 0,3305 0,0027 0,82
0,0 1 25623513 8517309 0,3324
0,2 1 24078364 12478354 0,5182 0,5163 0,0028 0,54 90,26
0,2 1 23534408 12102971 0,5143
04 1 22327751 16662580 0,7463 0,7468 0,0008 0,11 91,82
04 1 23075136 17246550 0,7474
0,6 1 23166112 23611897 1,0192 1,0086 0,0151 1,50 95,61
0,6 1 22694060 22646832 0,9979
0,8 1 21847102 25777863 1,1799 1,1658 0,0199 1,71 89,93
0,8 1 22209520 25579216 1,1517
1,0 1 19188327 27466929 1,4314 1,4157 0,0223 1,57 92,07
1,0 1 16893408 23650100 1,4000
1,2 1 17242614 27473286 1,5933 1,5736 0,0279 1,77 88,45
1,2 1 19224723 29873574 1,56539
1.4 1 16803774 30838032 1,8352 1,8436 0,0119 0,65 91,24
14 1 18475435 34216884 1,8520
1,6 1 16829607 35699886 2,1213 2,1138 0,0106 0,50 93,45
1,6 1 15339006 32307987 2,1063
1.8 1 14973328 34404488 2,2977 2,2923 0,0076 0,33 91,57
1,8 1 11658125 26661769 2,2870
2,0 1 14002998 35296737 2,5207 2,5203 0,0005 0,02 91,82
2,0 1 13378465 33713838 2,5200
5 0,0 1 17069246 3889458 0,2279 0,2187 0,0130 5,93
0,0 1 15159819 3176455 0,2095
0,2 1 20716901 11693862 0,5645 0,4702 0,1333 28,35 102,19
0,2 1 23166706 8709206 0,3759
04 1 17482830 12470819 0,7133 0,6609 0,0741 11,22 94,20
04 1 15045389 9154452 0,6085
0,6 1 16089187 14541536 0,9038 0,9041 0,0005 0,05 95,88
0,6 1 15115707 13671466 0,9045
0,8 1 15916790 19070001 1,1981 1,1909 0,0102 0,85 100,54
0,8 1 15157889 17942944 1,1837
1,0 1 13140921 18894492 1,4378 1,4537 0,0224 1,54 101,94
1,0 1 13026342 19142657 1,4695
1,2 1 16284703 27064633 1,6620 1,7729 0,1569 8,85 106,33
1,2 1 14883070 28038583 1,8839
1.4 1 14959356 30251223 2,0222 1,9672 0,0779 3,96 103,06
1,4 1 15615796 29858830 19121
1,6 1 14719567 31270063 2,1244 2,1135 0,0154 0,73 98,29
1,6 1 14498869 30486119 2,1027
1.8 1 13728816 32236087 2,3481 2,3426 0,0078 0,33 97,95
1,8 1 12630999 29519724 2,3371
2,0 1 12080151 31965972 2,6462 2,6454 0,0010 0,04 100,47
2,0 1 12119319 32051651 2,6447
MDA Plasma Standardkurve | GC/MS/MS y =1,1827x + 0,2625
R®=0,9931
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MDA gefunden [uM]

MDA Plasma Standardkurve Il GC/MS/MS y =1.2491x+0,1418
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