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Zusammenfassung

ZUSAMMENFASSUNG

Hintergrund

Epidemiologische Daten unterstiutzen die Hypothese, dass ein mangelhafter oraler
Gesundheitszustand und Zahnverlust mit einem erhdhten kardiovaskularen Risiko
einhergehen. Parodontitis steht in Zusammenhang mit endothelialer Dysfunktion
und eine parodontale Therapie verbessert die endotheliale Dysfunktion bei
Patienten mit schwerer Parodontitis. Die Mechanismen mit denen Parodontitis die
endotheliale Funktion beeintrachtigt sind im Wesentlichen noch unbekannt. Das
Ziel dieser Studie ist es zu klaren, ob veranderte Konzentrationen von L — Arginin
und dem endogenen NO — Synthase Hemmer ADMA an der Verminderung der

endothelialen Funktion von Patienten mit schwerer Parodontitis beteiligt sind.

Methoden

Patienten mit schwerer Parodontitis waren fur die Teilnahme an der Studie
geeignet. Gesunde Freiwillige vergleichbar in Alter und Geschlecht dienten als
Kontrollen. Die Plasma — Konzentrationen von L - Arginin und ADMA wurden zu
Beginn der Studie gemessen und ebenfalls 3 Monate nach einer erfolgreichen
Therapie der Parodontitis. Die Behandlung der schweren Parodontitis umfasste
beides, manuelle und pharmakologische Therapie, in Ubereinstimmung mit

publizierten Richtlinien.

Resultate

Die L — Arginin Konzentrationen der Patienten mit schwerer Parodontitis waren vor
der Therapie im Vergleich zu den gesunden Kontrollen signifikant vermindert (70.3
pmol/l £ 13.4 vs. 79.4 umol/l £ 19.7; p = 0.04). Die ADMA Konzentrationen waren
zu Beginn der Studie in beiden Gruppen ahnlich (0.65 umol/l £ 0.08 bei Patienten
mit Parodontitis vs. 0.64 pymol/l £ 0.08 bei der Kontrollgruppe; p = 0.56). Die L —
Arginin/ADMA Ratio war in der Gruppe der Parodontitispatienten niedriger (109.3
+ 20.9 vs. 126.1 £ 32.5; p = 0.02). In der Regressionsanalyse mit HDL, Alter,

Body Mass Index, Nikotinkonsum und Geschlecht als unabhangigen Variablen
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Zusammenfassung

blieb die Differenz der Arginin/ADMA — Ratio zwischen Patienten und Kontrollen
signifikant. 3 Monate nach der Behandlung stiegen die L — Arginin Konzentration
und die Arginin/ADMA — Ratio signifikant an (von 70.6 umol/l £13.5 auf 87.8 umol/l
+15.7; p < 0.01 bei L - Arginin und von 109.3 + 21.3 auf 143.9 + 27.9; p < 0.01 bei
der L - Arginin/ADMA Ratio). Die ADMA Konzentrationen fielen signifikant von
0.65 pmol/l £ 0.08 auf 0.62 pmol/l £ 0.08; p = 0.01 ab.

Schlussfolgerung
Eine Behandlung von schwerer Parodontitis reduziert die ADMA Konzentration im

Blut und erhdht die L — Arginin Konzentration und die Arginin/ADMA — Ratio, was

maoglicherweise zu einer Verbesserung der endothelialen Dysfunktion fuhrt.



Abstract

ABSTRACT

Purpose

Epidemiologic data support the hypothesis that poor oral health and tooth loss
increase the risk for cardiovascular disease. Periodontitis has been associated
with endothelial dysfunction and periodontal treatment improves endothelial
dysfunction in patients with severe periodontitis. The mechanisms by which
periodontal disease impairs endothelial function are not well understood. The
purpose of study was to elucidate if altered concentrations of L-arginine and the
endogenous nitric oxide synthase inhibitor ADMA may contribute to vascular

impairment in patients with severe periodontitis.

Methods

Patients with severe periodontitis were eligible for participation in the study.
Healthy volunteers matched for age and sex served as controls. Plasma
concentrations of L-arginine and ADMA were studied at baseline and three months
after successful treatment of periodontitis. Severe periodontitis was treated
including both mechanical and pharmacological therapy according to published

guidelines.

Results

L-arginine concentrations were significantly lower in patients with periodontal
disease before treatment when compared to healthy controls (70.3 pmol/l + 13.4
vs. 79.4 umol/l £ 19.7; p = 0.04). ADMA concentrations were similar in both groups
at baseline (0.65 ymol/l + 0.08 in patients with periodontitis vs. 0.64 ymol/l + 0.08
in controls; p = 0.56). The L-arginine/ADMA ratio was lower in patients with
periodontal disease (109.3 £ 20.9 vs. 126.1 + 32.5; p = 0.02). On regression
analysis using age, sex, smoking status, BM|I and HDL-C as covariates the
difference of the L-arginine/ADMA ratio in patients and controls remained

significant.



Abstract

Three months after treatment L-arginine concentrations and the L-arginine/ADMA
ratio significantly increased (from 70.6 ymol/l £13.5 to 87.8 ymol/l £ 15.7; p < 0.01
for L-arginine and from 109.3 + 21.3 to 143.9 £ 27.9; p < 0.01 for L-arginine/ADMA
ratio). ADMA concentrations significantly decreased from 0.65 pmol/l + 0.08 to
0.62 umol/l £ 0.08; p = 0.01.

Conclusions
Treatment of severe periodontitis reduces ADMA concentrations and increases L-

arginine concentrations and the L-arginine/ADMA ratio which may contribute to

improvement of endothelial dysfunction.



Biochemische Grundlagen Asymmetrisches Dimethylarginin

BIOCHEMISCHE GRUNDLAGEN

Asymmetrisches Dimethylarginin

Asymmetrisches Dimethylarginin (ADMA) ist eine methylierte Aminosaure, die im
Blutplasma, auch bei gesunden Patienten in geringer Konzentration, nachweisbar
ist. Das Molekul ist seit Anfang der neunziger Jahre Gegenstand zahlreicher
wissenschaftlicher Studien, wegen seines Einflusses auf die Regulation des
vaskularen Systems, wo es als endogener Inhibitor der NO — Synthase (NOS)
wirkt und damit die Produktion von Stickstoffmonoxid (NO) hemmt. Folglich kommt
es zu einer mangelnden Wirkung des potenten Vasodilatators NO, was wiederum
durch Effekte wie Vasokonstriktion, Blutdruckanstieg und endothelialer

Dysfunktion zu einem erhéhten kardiovaskuléren Risiko fiihrt.”

Methylierte Arginine

Man unterscheidet bei den Methylargininen 3 Typen:

= N®Monomethylarginin (L-NMMA)
= N°NC® Dimethylarginin (Asymmetrisches Dimethylarginin, ADMA)
=  N°®N’® Dimethylarginin (Symmetrisches Dimethylarginin, SDMA)
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Abbildung 1 Die Aminosaure Arginin und die 3 Formen der methylierten Arginine. Die PRMT Typ 1 bildet L-NMMA und
ADMA wahrend die PRMT Typ 2 L-NMMA und SDMA bildet. (2)




Biochemische Grundlagen Asymmetrisches Dimethylarginin

Die methylierten L — Arginin Analoga unterscheiden sich wesentlich in ihrem
biologischen Effekt auf die NO — Synthase. Wahrend SDMA keinen Einfluss auf
das Enzym hat, sind die beiden anderen Subtypen kompetetive Hemmer der
NOS.?

Aufbau/Entstehung von ADMA

Durch Proteinargininmethyltransferasen (PRMT) kommt es zur Methylierung von
der, in der Struktur von Proteinen integrierten, Aminosaure Arginin. Die
Methylierung von freiem, nicht proteinstandigem, Arginin konnte bisher noch nicht
nachgewiesen werden.? Proteinmethylierungen sind  posttranskriptionelle
Vorgange, die in allen Zellen vorkommen und deren Funktion bis jetzt noch nicht
ganzlich geklart werden konnte. Sehr wahrscheinlich spielt die Methylierung der
Proteine, die meist im Nukleus lokalisiert sind, eine Rolle in der Regulation von
RNA — Bindung, Transkription, DNA — Reparaturmechanismen, Rezeptoren —
Recycling, Signaltransduktion und Protein — Protein Interaktionen. Proteine die
haufig das Substrat fir Methylierungen darstellen sind unter anderem Histone und

RNA bindende Proteine wie heterogene nukledre Ribonukleoproteine (hnRNP). 3
Die fUr die Methylierung verantwortlichen PRMTs werden in 2 Gruppen unterteilt:

* Typ 1 PRMTs (PRMT 1,3,4,6,8)

* Typ 2 PRMTs (PRMT 5,7)

= (Obwohl ihre Aktivitdt wahrscheinlich dem Typ 1 entspricht, wurde die
PRMT 2 bis jetzt noch keiner Gruppe zugeteilt, da sie noch nicht

ausreichend untersucht wurde)

Ausschlaggebend flr die Unterteilung in diese 2 Gruppen ist deren gesonderte
enzymatische Funktion. Sowohl die Typ 1 wie auch die Typ 2 PRMTs kdnnen,
durch Anlagerung von einer Methylgruppe an ein Stickstoffatom der Guanidin —
Gruppe des Arginins, L — NMMA bilden. Allerdings konnen nur die PRMTs vom
Typ 1 die Reaktion zur Bildung von ADMA katalysieren, welches 2 Methylgruppen
an einem Stickstoffatom tragt. Durch die Typ 2 PRMTs wird hingegen SDMA

durch Transfer von jeweils einer Methylgruppe auf beide Guanidin -
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Stickstoffatome erzeugt. S — Adenosylmethionin stellt den Methylgruppendonor fur
die Proteinmethylierung durch die PRMTs dar. Als Nebenprodukt dieser Reaktion
entsteht S — Adenosylhomocystein, das eine Vorstufe von Homocystein ist. Es
scheint ein enger Zusammenhang zwischen ADMA und Homocystein zu
bestehen. So wurde von Lentz SR et al.* in einer tierexperimentellen Studie ein
Anstieg von ADMA und der Konzentration von Homocystein im Plasma und eine
gleichzeitig verringerte L — Arginin/ADMA Ratio bei einer speziellen
hyperhomocysteinamischen Diat nachgewiesen. Die Korrelation der Werte ist
moglicherweise durch eine herabgesetzte Metabolisation von ADMA durch eine
Hemmung des Enzyms Dimethylarginin Dimethylaminohydrolase (DDAH) durch
Homocystein bedingt. Eher unwahrscheinlich scheint jedoch eine durch
Homocystein getriggerte erhdhte PRMT Aktivitét zu sein.*

Kommt es nun zur Proteolyse eines methylierten Proteins, wird das

entsprechende Methylarginin freigesetzt.

> Homocystein
Protein
SAM
PRMT
Typl
Proteolyse DDAH

Methylierte ————> ADMA ——"= Citrullin +
Proteine Methylamin

Endotheliale
Dysfunktion

Abbildung 2 Zusammenhang zwischen ADMA und Homocystein. Proteine werden durch PRMT Typ 1 methyliert. Danach
erfolgt die Freisetzung von ADMA durch Proteolyse von diesen. SAM (S-Adenosylmethionin) SAH (S-

Adenosylhomocystein)
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Abbau/Metabolisation von ADMA

Der Abbau von Methylargininen kann Gber folgende 3 Wege erfolgen:®°

» Renale Ausscheidung
» Transaminierung durch Dimethylarginin — Pyruvat — Aminotransferase

» Metabolisation durch DDAH zu Citrullin und Di — bzw. — Monomethylarginin

Die Ausscheidung von unveranderten Methylargininen Uber die Niere ist
besonders fir symmetrisches Dimethylarginin von Bedeutung. Wahrend die
beiden anderen Methylarginine nur zu einem sehr geringen Teil renal
ausgeschieden werden, ist die Exkretion Uber die Niere der wichtigste Weg der
SDMA — Elimination.

Durch die Transaminierung von allen 3 methylierten Arginin Analoga durch die
Dimethylarginin — Pyruvat — Aminotransferase, die wie viele andere Enzyme
Pyruvat als Aminoakzeptor nutzt, entstehen die jeweils zugehoérigen a —
Ketosauren.®

Neben den beiden oben genannten Mechanismen, die fir die ADMA
Ausscheidung nur eine untergeordnete Rolle spielen, gibt es noch die Mdglichkeit
des Katabolismus durch die Dimethylarginin Dimethylaminohydrolase. Dieses
Enzym ist fur den Abbau des Grofdteils von ADMA zustandig und ist
wahrscheinlich die wesentlichste Determinante, die Einfluss auf die gesamte
ADMA Menge hat. Pro Tag werden in etwa 260 pymol (ca. 50 mg) von ADMA
metabolisiert, wahrend nur ca. 60 pmol im Harn ausgeschieden werden.? Als
Substrat dienen ADMA und L — NMMA, aber nicht SDMA.® Bei diesem Prozess
wird ein ADMA Molekil in ein L — Citrullin Molekll und ein Dimethylamin Molekdl
hydrolytisch gespalten. Die DDAH hat zwei Isoformen die als DDAH 1 und DDAH
2 bezeichnet werden. Die DDAHSs sind hauptsachlich zytoplasmatische Enzyme,
die jedoch ein unterschiedliches Verteilungsmuster im Organismus haben. Die
DDAH 1 kommt vor allem in Leber, Nieren, Pankreas, Aorta, neutrophilen
Granulozyten und Makrophagen vor. Die Hauptstandorte der DDAH 2 sind das
vaskulare Endothel, Herz, Plazenta, die lymphatischen Organe und auch die

Nieren.” Das Gen fiir die DDAHSs ist gut konserviert und das Enzym ist auch in
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primitiven  Organismen nachweisbar, was darauf hindeutet, dass es
Uberlebensvorteile in der Evolution darstellte.” Fiir ihre Funktion benétigt die
DDAH keine Co - Faktoren. Sie wird in ihrer Funktion aber durch
Stickstoffmonoxid reguliert. Wesentlich ist dabei ein Cysteinmolekil der DDAH,
das an seiner Thiolgruppe durch Stickstoffmonoxid nitrosyliert werden kann. Durch
diese reversible S — Nitrosylierung kommt es bei hohen NO Spiegeln zu einer
Inhibierung der DDAHs und damit zu einem ADMA Anstieg, was zu einer Art
Homdostase zwischen ADMA und NO fiihrt.?

H,hl\ryO
NH

ND + (

Hi coo
CITRULLINE
1 H:HYC'
MH
o DDAH , Bt
L - HM
DMA
wil “coo WA Coo
ADRA,

Abbildung 3 Arginin dient als Substrat fir die NOS, welche daraus NO + Citrullin produziert. ADMA als Inhibitor der NOS
wird wiederum von DDAH zu Citrullin + Dimethylamin (DMA) gespalten. Da NO aber die DDAH hemmt, kommt es

gewissermalen zu einer Homoostase zwischen NO und ADMA. (2)
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ADMA im Organismus

Die ADMA Konzentration im Blutplasma beim Gesunden betragt in etwa 1 pmol/l
und kann bei Patienten mit schwerer Atherosklerose bis zu 10fach erhoht sein.
Weiters ist ADMA auch im Harn, im Liquor cerebrospinalis und im, durch

bronchoalveolire Lavage gewonnenen Material nachweisbar.®

Die Methylierung von Proteinen ist ein intrazellularer Prozess und die
Methylarginine werden durch die folgende Proteolyse im Zellinneren freigesetzt.
Im Intrazellularraum erfolgt auch die Metabolisation von ADMA durch die DDAHs
zu L - Citrullin und Dimethylamin. Durch so genannte kationische Aminosauren
Transporter (KAT), Uber die auch L — Arginin transportiert wird, kénnen die
Methylarginine zwischen Extra — und Intrazellularraum wechseln und so, nach
Austritt aus einer Zelle, von einer anderen Zelle wieder aufgenommen werden.®
Es ist also mdglich, dass ADMA aus einer bestimmten Zelle, in einer anderen
Zelle zu einer Hemmung der NO — Synthase fuhrt. Darum ist es denkbar, dass
ADMA eine Transmitterfunktion zwischen verschiedenen Zellen, wie zum Beispiel

zwischen glatten Muskelzellen und Endothelzellen in GefaRen, erfiillt.?

Die wesentlichen Faktoren fir die gesamte Menge an asymmetrischem
Dimethylarginin sind also die Rate an Proteinmethylierungen durch die PRMTs,
die Hydrolyse von diesen Proteinen und der Abbau von ADMA, hauptsachlich
durch die DDAHSs. Fur die im Plasma messbaren Konzentrationen ist aul3erdem
noch der ADMA - Shift zwischen dem Zellinneren und dem Extrazellularraum von
Bedeutung. Eine Veranderung dieser Faktoren fihrt zu Abweichungen im ADMA
Stoffwechsel. So fuhrt eine schlechte Nierenfunktion Uber eine verminderte renale
Clearance zu einem leichten Anstieg der ADMA Konzentration und starkem
Anstieg der SDMA Konzentration im Plasma, da die Exkretion Uber die Nieren fur
symmetrisches Dimethylarginin einen hdheren Stellenwert einnimmt als fiur
ADMA 2
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Biologische Effekte von ADMA

Asymmetrisches Dimethylarginin ist ein endogener kompetetiver Hemmer von
allen 3 Isoformen der Stickstoffmonoxid — Synthase. Dabei hat es eine starkere
Wirkung auf die endotheliale und die neuronale NOS als auf die induzierbare NO —
Synthase. Durch diesen hemmenden Effekt kommt es zu verminderter Synthese
von  Stickstoffmonoxid, welches relevant an der Regulation der
Endothelzellfunktion beteiligt ist.” Obwohl auch L — NMMA ein Inhibitor der NO —
Synthase ist, wird ADMA, da es in 10facher Konzentration im Plasma vorliegt, als

primarer hemmender Faktor angenommen. ™

Stickstoffmonoxid gilt als der starkste Vasodilatator des Organismus und wird als
Reaktion auf gesteigerten Blutfluss (,shear stress®) der Gefalle freigesetzt. Durch
die Aktivierung von loslicher Guanylatcyclase bewirkt es eine intrazellulare
Erhdhung von zyklischem Guanosinmonophosphat (cGMP). Dies fuhrt zu einer
Senkung des intrazellularen Kalziumspiegels mit konsekutiver Gefalirelaxation.
Neben dem Effekt der Gefalkerweiterung kommt es durch NO zu einer
verminderten Adhasion von Leukozyten am Endothel, zu herabgesetzter
Thrombozytenaggregation und zu Abnahme der Proliferation von glatten
Muskelzellen in der Gefallwand. All diese Faktoren dienen der Aufrechterhaltung

eines regelrechten Blutflusses.?

Es wird vermutet, dass es durch L — NMMA und ADMA nicht nur zu einer
verminderten NO Synthese kommt, sondern dass die NOS unter deren Einfluss
auch reaktive Sauerstoffspezies bildet, welche die Verfuigbarkeit von NO noch

weiter verschlechtert.?*®

Ein weiterer pathologischer Mechanismus der Methylarginine kénnte den y* -
Transporter betreffen, der groRe Bedeutung flr die Beférderung von Arginin ins
Zellinnere zu haben scheint. Moglicherweise kommt es bei starker Anhaufung von
Methylargininen zu einem verminderten Transfer von L — Arginin, welches das
Substrat fir NO darstellt, in die Zellen.*®
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Auch wenn der ADMA Stoffwechsel noch einiges an Aufklarung bedarf, konnte in
vielen wissenschaftlichen Arbeiten eine enge Beziehung von asymmetrischem
Dimethylarginin mit Atherosklerose, chronischer Niereninsuffizienz und weiteren

Erkrankungen nachgewiesen werden.

Bereits 1998 konnte von Boger RH et al.' gezeigt werden, dass
hypercholesterinamische Patienten erhdhte ADMA Spiegel aufweisen und eine
schlechtere renale Stickstoffexkretion haben als Patienten mit normalem
Cholesterinspiegel. Weiters ergab sich eine negative Korrelation zwischen ADMA
und der Fluss mediierten Vasodilatation (FMD), welche heute als Messmethode

fur die endotheliale Funktion anerkannt ist.

Zhang WR et al.” untersuchten die ADMA Werte bei Patienten mit chronischer
Niereninsuffizienz und konnten auch hier erhohte ADMA Konzentrationen messen.
Im Rahmen dieser Studie wiesen sie auch einen positiven Zusammenhang von
asymmetrischem Dimethylarginin mit der Bildung von atherosklerotischen Plaques
und einer Zunahme der Intima — Media — Dicke der A. carotis communis (IMT)
nach.

In einer Studie von Lajer M et al.™

zeigte sich, dass sich ADMA als prospektiver
Marker fur kardiovaskulare Ereignisse bei Typ 1 Diabetikern eignet und dass
erhohte ADMA Spiegel mit einem gesteigerten Risiko flr eine progressive

diabetische Nephropathie einhergehen.

Auch bei Morbus Bechterew wurde ein Anstieg der ADMA Werte durch Sari | et
al." festgestellt. Durch Behandlung mit einem TNF — o Blocker (Etenercept oder
Infliximab) konnte interessanterweise ein, im Vergleich zu konventionell mit
nichtsteroidalen Antirheumatika bzw. mit Sulfasalazin behandelten Patienten,
niedrigerer ADMA Spiegel erreicht werden.

Bei Cao Y et al.”® wiesen Patienten mit stabiler Angina Pectoris ebenfalls erhohte

ADMA Konzentrationen auf. Noch deutlicher erhoht waren in derselben Studie die
ADMA Werte von Probanden mit akutem Koronarsyndrom.
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Kielstein et al.’ beobachteten einen Anstieg des systemischen
GefalRwiderstandes und des Blutdrucks, bei gleichzeitiger Abnahme des
Herzschlagvolumens und des renalen Blutflusses, als Reaktion auf Infusion von

asymmetrischem Dimethylarginin.

Der haufige Nachweis von erhdhten ADMA Konzentrationen in wissenschaftlichen
Arbeiten im Rahmen verschiedener Krankheitsbilder wie akutem Koronarsyndrom
oder auch Diabetes Mellitus spricht sicherlich flr die Bedeutsamkeit von
asymmetrischem Dimethylarginin, das in Zukunft mdoglicherweise auch eine
wichtige Rolle in der pharmakologischen Therapie von GefalRerkrankungen, wie

beispielsweise Atherosklerose, spielen konnte.
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Die Aminosaure Arginin

Arginin ist eine proteinogene Aminosaure und wird nach heutigen Erkenntnissen
als semiessentiell bzw. konditionell essentiell bezeichnet. Obwohl gesunde
Erwachsene ihren Arginin - Bedarf meist durch die eigene Syntheseleistung
decken kdénnen, kann bei Beanspruchung des Organismus durch Infektionen oder

Entziindungen mdglicherweise der Bedarf nicht gedeckt werden."

Nachdem es im Jahre 1886 erstmals gelungen war Arginin aus Lupinen (Lupinus)
zu isolieren, konnte die Aminosdure kurz darauf auch als Bestandteil von
tierischem Eiweil3 nachgewiesen werden. Es dauerte aber bis in die friihen
dreilBiger Jahre des vergangenen Jahrhunderts bis, initiiert durch die Entdeckung
des Harnstoffzyklus durch Krebs und Henseleit, das vielfaltige Spektrum an
Funktionen, die von Arginin erfullt werden, erkannt wurde. Zahlreiche
wissenschaftliche Arbeiten in den folgenden Jahrzehnten gipfelten 1988 in der
Erkenntnis dass Arginin als Substrat flir die Synthese von EDRF (endothelium

derived relaxing factor = Stickstoffmonoxid) dient.'

Neben seinen Funktionen als Komponente von Proteinen und als
Ausgangsprodukt fur Stickstoffmonoxid, spielt Arginin auch eine zentrale Rolle im
Metabolismus von Harnstoff, Kreatin, Agmatin, Polyaminen und Prolin."® Synonym
mit Arginin (Summenformel CgH14N4O2) werden die chemischen Bezeichnungen
2-Amino-5-guanidinovaleriansaure und 2-Amino-5-guanidinopentansaure
verwendet, ebenso wie die Abklrzungen Arg und R im Drei — bzw.
Einbuchstabencode fir Aminosauren. Wie Lysin und Histidin gehort auch Arginin
zur Gruppe der basischen Aminosauren, wobei die Guanidin-Gruppe der
Seitenkette einen pKs Wert von 12,5 hat.'®?®?' Die Aminosaure, deren
Molekulargewicht bei 174,20096 g/mol liegt, ist nur in der L — Form physiologisch

aktiv, wahrend D — Arginin geringeren Stellenwert hat.??
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Aufbau/Entstehung von Arginin

Der Organismus hat 3 Méglichkeiten um seinen Argininbedarf zu decken:"’

» durch Nahrungsaufnahme
= durch endogene Synthese

= durch Proteinumsatz

Bei erwachsenen Menschen stammt dabei der Grofteil des bendtigten Arginins
aus Umsatz von korpereigenem Eiweild, wahrend die exogene Zufuhr und die

de novo Synthese eine eher untergeordnete Rolle spielen.®

Eine genaue Darstellung der Argininsynthese wird in Abbildung 4 Ubersichtlich
illustriert. Der Produktionsweg von Arginin beinhaltet eine Vielzahl von
Zwischenprodukten und Enzymen, die zum Teil organspezifisch sind, wahrend
andere dieser Enzyme im Korper weit verbreitet sind. So beschrankt sich das
Vorkommen der Pyrrolin — 5 — Carboxylat (P5C) Synthase im Wesentlichen auf die
Darmschleimhaut. Die Enzyme Carbamoyl — Phosphat — Synthase 1 (CPS1),
Acetyl — Glutamat — Synthase und Ornithin — Carbamoyl — Transferase, die alle
Bestandteile des Harnstoffzyklus sind, findet man in Darmmukosa und Leber. Die
Prolin — Oxidase konnte zusatzlich zu den bereits genannten Lokalisationen auch
in den Nieren nachgewiesen werden.' So ist es leicht nachvollziehbar, dass vor
allem Dunndarm, Nieren und Leber die bedeutendsten Organe in der
Argininsynthese sind. Die vollstandige Argininsynthese, vom ersten bis zum
letzten Schritt, innerhalb eines einzelnen dieser Organe kommt aber nur bei
Neugeborenen vor, wahrend bei Erwachsenen ein Zusammenspiel zwischen den
Organen notwendig ist. Nach der Geburt lauft die Synthese von Arginin aus
Glutamin, Glutamat und Prolin  hauptsachlich Uber die Enterozyten des
Ddnndarms. Doch mit zunehmender Aktivitat der intestinalen Arginase, kommt es
zu einer Abnahme der Argininproduktion und einer vermehrten Citrullinproduktion
in der Schleimhaut des Dinndarms. Gleichzeitig steigt allerdings die Fahigkeit der
Nieren zur Argininsynthese an und gleicht diesen Effekt wieder aus.'® Bei dieser

sogenannten ,intestinal — renalen Achse® wird das von der Diunndarmmukosa ins
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Blut abgegeben Citrullin hauptsachlich von den Nieren aufgenommen und

letztendlich zu Arginin weiter metabolisiert.?

In den proximalen Tubuli der Nieren wird in etwa 60 % der Nettomenge an Arginin
bei erwachsenen Menschen hergestellt. Aber auch bei chronischer
Niereninsuffizienz ist der Korper in der Lage die Konzentration von Arginin im Blut
annahernd aufrecht zu erhalten. Die genauen Kompensationsmechanismen sind
bis dato noch nicht genau bekannt. Wahrscheinlich sind aber ein erhohter
Katabolismus der quergestreiften Muskulatur, eine Hypertrophie der proximalen
Tubuli, eine vermehrte extrarenale Synthese bzw. ausgleichende Regulationen im

Argininabbau.'®

Obwonhl die Nieren den groRten Anteil an Netto — Arginin erzeugen, leisten die
periportalen Hepatozyten der Leber im Rahmen des Harnstoffzyklus eine noch
grolRere Arginin - Synthesearbeit. Jedoch entsteht, bedingt durch die hohe
Arginaseaktivitat und die effektive Weiterleitung der einzelnen Zwischenprodukte
bei der Generation von Harnstoff (CH4N,0), hdchstens ein minimaler Uberfluss an

Arginin.™

Auch in vielen anderen Zellen kann Arginin in sehr niedrigen Dosen erzeugt
werden. Dies geschieht verstarkt bei Aktivitat der induzierbaren NO — Synthase.
Das bei der Stickstoffmonoxidproduktion anfallende Citrullin wird dabei wieder zu
Arginin weiter metabolisiert (Citrullin — Stickstoffmonoxid bzw. Arginin — Citrullin
Kreislauf).?

Die exogene Zufuhr von Arginin bewegt sich bei normaler Erndhrung etwa im
Bereich von 3 — 5 g/Tag. Hohe Anteile an Arginin sind vor allem in Fleisch, Fisch,
Soja und Nuissen zu finden. Der prozentuelle Anteil von Arginin am
Gesamtproteingehalt betragt bei Fisch ca. 7 % und bei Walnlissen sogar in etwa
15 %.2%?* Die Aufnahme von Arginin Uber die Nahrung ist, wie zuvor bereits
angefuhrt, im Kindes — und Jugendalter und in Zeiten grof3er Belastung flir den

Menschen sinnvoll, aber nicht bei gesunden Erwachsenen.'’1823
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Abbildung 4 Argininsynthese. 1...Glutaminase 2 & 3...P5C-Synthase 4...spontaner nicht enzymatischer Schritt
5...Ornithinaminotransferase 6...Ornithincarbamoyltransferase 7...Argininosuccinatsynthase 8...Argininosuccinatlyase
9...Acetylglutamatsynthase 10...Carbamoylphosphatsynthase 11...Prolinoxidase 12...Aspartataminotransferase
Lokalisation: 1-6 und 9-11...Mitochondrium 7,8...Cytosol 12...Mitochondrium und Cytosol

6,7,8,9,10 + Arginase stellen die Enzyme des Harnstoffzyklus dar. (18)

Abbau/Metabolisation von Arginin

Die Regulation des Katabolismus von Arginin scheint einen hoheren Stellenwert
fiir regelrechte Argininwerte zu haben als die Argininsynthese.'” Die Abbildung 5
gibt einen Uberblick Uber die unterschiedlichen Wege des Argininabbaus und die

dadurch entstehenden Produkte.
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Arginin

Arginin dient als Substrat fur 5 Enzyme:
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Abbildung 5 Argininabbau. 1...Arginase 2...NOS 3...Arginindecarboxylase 4...Argininglycinamidinotransferase

5...Guanidinoacetatmethyltransferase 6...Ornithinaminotransferase 7...P5C Reduktase 8...spontaner nicht enzymatischer
Schritt 9...P5C Dehydrogenase 10...Glutamatdehydrogenase 11...Alaninaminotransferase 13...Glutaminsynthase
14...Glutaminase 15...0Ornithindecarboxylase 16...Spermidinsynthase 17...Sperminsynthase Arginyl-tRNA-Synthase ist
nicht gezeigt, ist aber Bestandteil in der Proteinbiosynthese. (18)
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Durch die Aktivitat der Arginase kommt es zu einer hydrolytischen Spaltung von
Arginin zu Harnstoff und Ornithin. Diese Reaktion stellt den letzten Schritt des
Harnstoffzyklus dar und ist quantitativ der wichtigste Weg im Argininmetabolismus.
Das Enzym ist sowohl intrazellular, als auch extrazellular (Plasma, Wunden)
aktiv.?® Beim Menschen liegen 2 verschiedene Isoformen der Arginase vor, die
von unterschiedlichen Genen codiert werden und sequentiell zu 58 %
Ubereinstimmen. Beide erfillen die gleiche enzymatische Aufgabe, unterscheiden
sich aber in ihrer Lokalisation. Wahrend Typ 1 im Zytosol, vor allem in
Hepatozyten, vorkommt, ist Typ 2 ein mitochondriales Enzym, dass in Nieren,

Prostata und Diinndarm zu finden ist.?’

So wie Arginase nutzt auch die NO — Synthase Arginin als Substrat. Dabei
bewegt sich die Michaeliskonstante Ky, fur Arginin bei der Arginase im Bereich von
2 — 20 mmol/l. Demgegenuber stehen als direkte Konkurrenten um das Substrat
die verschiedenen Typen der NOS mit einer K, von 2 — 20 umol/l, was einer
1000fach hoheren Affinitdt zu Arginin entspricht. Da die Arginase aber eine um
den Faktor 10° héhere Maximalgeschwindigkeit Vmax hat, haben die Enzyme
einen annahernd gleichen Verbrauch an Arginin. So kann eine hohe
Arginaseaktivitit die NO — Synthese behindern.'® Bei der Produktion von NO
entsteht allerdings das Zwischenprodukt N — Hydroxy — Arginin (NOHA) das
wiederum einen potenten Inhibitor der Arginase darstellt.?®> Wie bereits angefiihrt
entsteht bei der enzymatischen Reaktion von Arginin durch die NO — Synthase
Stickstoffmonoxid und Citrullin. Dass dieses wieder fur die Gewinnung von Arginin
eingesetzt wird, konnte an Zellen gezeigt werden, die Citrullin zur Unterstitzung
der NO — Produktion nutzten.??

Die Arginin — Decarboxylase Aktivitat ist in Leber und Nieren am starksten
ausgepragt. Das dabei entstehende biogene Amin  Agmatin scheint einen
hemmenden Effekt auf die Ornithin — Decarboxylase zu haben.?® Agmatin selbst
kann durch Agmatinase zu Harnstoff und Putrescin, dem Produkt der Ornithin —
Decarboxylase, gespalten werden und bindet an mehrere Rezeptoren im Gehirn,
weshalb dem Amin neuromodulatorische Funktionen zugeschrieben werden, die

allerdings noch nicht ausreichend wissenschaftlich untersucht wurden.'”?°
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Die Enzyme im Argininmetabolismus, die zur Bildung von Kreatin fuhren, sind die
Arginin — Glycin — Amidinotransferase und Guanidinoacetat — Methyl —
Transferase. Beide sind zytosolische Enzyme, wobei die Arginin — Glycin —
Amidinotransferase auch im intermembranésen Raum der Mitochondrien
vorkommt. Im ersten Schritt der Synthese von Kreatin, wird aus Arginin und Glycin
neben Guanidinoacetat auch Ornithin gebildet, welches im Sinne eines negativen
Feedback Mechanismus hemmend auf diese Reaktion wirkt. Demgegenuber
haben Somatotropin und Thyroxin eine fordernde Wirkung auf die Aktivitat des
Enzyms. Die nachfolgende Reaktion weist Ahnlichkeit mit der ADMA — Synthese
auf. Denn auch hier fungiert S — Adenosylmethionin als Methylgruppendonor und
es entsteht durch die katalytische Wirkung der Guanidinoacetat — Methyl —

Transferase neben Kreatin auch S — Adenosylhomocystein.*

ok N [ARGININE] "~ samare

jl fumarate

ASS R {S} 3 creatine
[NOHA]
aspartate
NO
CITRULLINE* GRNITHINE
an
" ADMA carbamyl
phosphate pnlyamines
[Meg-argmme]Pm.n [citrulline]praies  [OrNthINE ] orein Fsr;
FR:IT\ * /
[arginine]srosmin glutamale pruline

Abbildung 6 Argininstoffwechsel. ADC...Arginindecarboxylase AGAT...Argininglycylamidinotransferase ARG...Arginase
ASL...Argininosuccinatlyase ASS...Argininosuccinatsynthase NOS...NO-Synthase OTC...Ornithincarbamoyltransferase
ODC...Ornithindecarboxylase OAT...Ornithinaminotransferase DDAH...Dimethylarginin Dimethylaminohydrolase
PRMT...Proteinargininmethyltransferasen NOHA...N-Hydroxy -Arginin

Gepunktete Linien stellen hemmende Wirkung dar. (17)
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Arginin im Organismus/Biologische Effekte

Arginin ist im menschlichen Organismus in Zellen in weitaus hoherer
Konzentration vorhanden als extrazellular. Dennoch ist ein weiterer zusatzlicher

Shift von Arginin in den Intrazellularraum bei entsprechendem Bedarf méglich.?

jungere Manner 81,6 + 7,3 mmol/l
dltere Manner 113,7 £ 19,8 ymol/l

jungere Frauen 72,4 £ 6,7 pmol/l
altere Frauen 88,0 £ 7,8 ymol/l

Tabelle 1 Arginin Normwerte beim Menschen. (20)

Die Verteilung von Arginin steht in engem Zusammenhang mit der Aktivitat bzw.
der Anzahl an Membrantransportproteinen. An der Zellmembran finden sich
kationische Aminosaurentransporter (KAT), die bei Fehlfunktion eine mangelnde
NO - Synthese herbeifihren konnen. Die Kenntnisse uber mitochondriale
Membrantransporter sind noch eher gering. Zu diesen zdhlen ORNT 1 und
ORNT 2, die vorrangig in Hepatozyten vorkommen und dort fur den
Harnstoffstoffwechsel, dessen Reaktionen teilweise im Zytosol und zum Teil im
Mitochondrium stattfinden, notwendig sind."” Das im Kreislauf vorkommende
Arginin wird bei Saugetieren eher schnell verstoffwechselt. Die Werte fur die
Halbwertszeiten bei Schweinen betragen 1,06 h fir ausgewachsene Tiere, 0,75 h

bei trachtigen Schweinen und 0,65 h bei Neugeborenen.?

Neben seiner Eigenschaft als struktureller Bestandteil von Proteinen, wird Arginin
vor allem mit der NO — Synthese in Zusammenhang gebracht. Wie schon erwahnt
fuhrt vom Gefallendothel freigesetztes Stickstoffmonoxid uber I6sliche
Guanylatcyclase in vaskularer glatter Muskulatur zu einer Vasodilatation. Aber

t.31

auch Zellproliferation und Angiogenese werden durch NO beeinflusst.”" Aul3erdem

wird Stickstoffmonoxid auch antineoplastisches Potential zugeschrieben.*
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Dem durch Decarboxylase entstehenden Agmatin werden neuroprotektive
Fahigkeiten zugesprochen und die daraus entstehenden Polyamine Putrescin,
Spermin und Spermidin sind fir ein regelrechtes Zellwachstum unabdingbar.*3*

Ebenso ist eine ausreichende Verfligbarkeit von Arginin fur Proliferation und
Funktion von T — Lymphozyten notwendig. Deren Argininverbrauch ist dabei in
Ruhe sehr gering, die Aufnahme steigt aber bei Aktivitat enorm an, durch
vermehrte Funktion von kationischen Aminosaurentransportern. Den Stellenwert
von Arginin fir das Immunsystem zeigten auch Uber 40 Studien an chirurgischen
Hochrisikopatienten, welche die Aminosaure erganzend mit der Nahrung
zugefuhrt bekamen, und wobei sich eine Verminderung der postoperativen

Infektionen zeigte.?*
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ALLGEMEINE GRUNDLAGEN

Endotheliale Dysfunktion

Der Begriff ,endotheliale Dysfunktion® ist nicht einheitlich definiert. Mit
endothelialer Dysfunktion bezeichnet man umfassende Veranderungen die das
Endothel betreffen. Wesentliches Merkmal der endothelialen Dysfunktion ist eine
systemische Funktionsstorung der Endothelzellen. Diese halten unter
physiologischen Umstanden durch eine Vielzahl an Mechanismen die
Homobostase der Gefallwand, sowie den Gefalltonus und die Flielfahigkeit des
Blutes aufrecht und garantieren damit die ausreichende Perfusion der Organe.®
Dieses Gleichgewicht zwischen endothelabhangigen vasodilatatorischen und
vasokonstriktiven Faktoren wird im Rahmen der endothelialen Dysfunktion
empfindlich beeintrachtigt, was sich vor allem in einer verminderten endothelialen
Verfliigbarkeit von Stickstoffmonoxid widerspiegelt.*>*® Diese Dysbalance ist
gekennzeichnet durch eine verminderte Verflgbarkeit von Vasodilatoren
wahrenddessen es zu einer Zunahme an vasokonstriktiven Faktoren kommt. Ein
weiteres Charakteristikum der endothelialen Dysfunktion ist die Entstehung eines
proinflammatorischen und koagulations- bzw. proliferationsfordernden Milieus,
welches das Auftreten von Atherosklerose begiinstigt.>” Die klinische Relevanz
endothelialer Dysfunktion wird von einer Metaanalyse der gegenwartigen Studien
zum Zusammenhang von kardiovaskularen Ereignissen und endothelialer
Dysfunktion unterstrichen. Die Analyse inkludierte annahernd 2500 Personen, die
uber einen Zeitraum von 1 bis 92 Monaten beobachtet wurden und demonstrierte
koronare und periphere endotheliale Dysfunktion als starken, unabhangigen

Risikofaktor fiir ein kardiovaskulares Event.>8
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Normale Funktion des Endothels

Das Endothel stellt eine biologisch aktive Barriere zwischen Blut und allen
anderen Geweben dar und bildet damit eine Grenzschicht zu potentiell
thrombogenen subendothelialen Geweben. Zur Funktion des Endothels zahlt die
Modulation von Gefaltonus, der Hamostase und von entzindlichen Prozessen im
GefaRsystem.*® Fir eine regelrechte Funktion muss die Balance bei der
Produktion vasokonstriktorischer und vasodilatatorischer Faktoren, wie NO,
gehalten werden. Genauso wie die Thrombozytenaggregation, die
Gerinnungskaskade und das fibrinolytische System dem Einfluss des Endothels
unterliegen, werden auch entzindliche Vorgange durch die Produktion von

Zytokinen und Adhasionsmolekiilen reguliert.*

Faktoren zur Aufrechterhaltung der vaskuldren Homoostase:®

Gewahrleistung des Gefaldtonus:

NO
Prostaglandine
Endothelin 1
Angiotensin Il

FlieRfahigkeit/Gerinnung des Blutes:

NO

Plasminogen Aktivator (t-PA)

Heparin

Plasminogen Aktivator Inhibitor (PAI-1)
Prostaglandine

Thromboplastin

Von Willebrand Faktor

Modulation von entzindlichen Prozessen:

Monozyten Chemotaktisches Protein (MCP-1)
Adhasionsmolekile (VCAM-1, ICAM-1)
Interleukin 1, 6, 18

Tumornekrosefaktor
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Klinische Bedeutung der endothelialen Dysfunktion

Assoziation von endothelialer Dysfunktion und kardiovaskularen

Risikofaktoren

Es konnte gezeigt werden, dass nahezu alle bekannten Risikofaktoren flr
Atherosklerose auch mit endothelialer Dysfunktion assoziiert sind.*” In zahlreichen
Studien wurde eine Verschlechterung der endothelialen Funktion bei steigender
Anzahl an vaskularen Risikofaktoren nachgewiesen. Auch scheint ein gewisser
individueller Schwellenwert vorzuliegen, der von der Summe aller Risikofaktoren
Uberschritten werden muss damit es zur Ausbildung einer manifester
Atherosklerose kommt.*® Wahrscheinlich stellen die Endothelzellen mit ihren
vasoprotektiven Funktionen die wesentliche Grolie fur diesen Schwellenwert dar.
In der Literatur wird daher der endotheliale Status auch als integrierter Index, in
den alle atherogenen und atheroprotektiven Faktoren einflie3en, bezeichnet. Viele
der kardiovaskularen Risikofaktoren, wie Hyperlipidamie, Hypertonie, Diabetes
mellitus oder Rauchen, gehen mit einer Uberproduktion von Sauerstoffradikalen
und einer reduzierten antioxidativen Kapazitat einher. Dieser vermehrte oxidative
Stress durfte wesentlich an der Entwicklung von endothelialer Dysfunktion beteiligt
sein und fuhrt Uber eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF kappa B zu
proinflammatorischen Prozessen und begunstigt damit die Entstehung von

Arteriosklerose.®®

Risikofaktoren fiir kardiovaskulare Erkrankungen:>®
e Diabetes mellitus

e Dyslipidamie

e Rauchen
e Hypertonie
e Alter

¢ Infektionen/Entzindungen
e Physikalische Inaktivitat
e Homocystein

e Adipositas

25



Allgemeine Grundlagen Endotheliale Dysfunktion

Mehrere Studien beschaftigten sich mit dem Zusammenhang von endothelialer

Dysfunktion und kardiovaskularen Risikofaktoren.

Den ersten Hinweis auf eine mangelhafte endotheliale Vasodilatation bei
Menschen mit Atherosklerose lieferten Ludmer et al. durch angiographische
Untersuchungen an den Herzkranzgefallen von mehreren Patienten nach
Applikation von Acetylcholin. Sie entdeckten eine paradoxe Vasokonstriktion der
Koronarien bei Patienten mit milder wie auch bei Patienten mit fortgeschrittener
koronarer Herzerkrankung.*®*" In weiteren Studien wurde durch die Bestimmung
der FMD bzw. durch Messungen nach Infusion von Acetylcholin bei Patienten, die
zwar kardiovaskulare Risikofaktoren aufwiesen, aber in der Angiographie keinen
Hinweis auf eine koronare Erkrankung zeigten, eine bestehende endotheliale
Dysfunktion objektiviert. Daraus kann gefolgert werden, dass endotheliale

Dysfunktion bereits im praklinischen Stadium von Arteriosklerose auftritt.*

Auch kommt es bereits bei einer milden Hypertriglyzeridamie zum Auftreten von
endothelialer Dysfunktion, wie von Lundman P et al. in einer Studie gezeigt

werden konnte.*?

Al Suwaidi J et al.** beschéftigten sich in einer Studie mit der Auswirkung von
Ubergewicht bzw. Adipositas auf die endotheliale Funktion der Koronarien. Die
Ergebnisse ihrer Untersuchungen lieferten deutliche Hinweise darauf, dass mit

zunehmendem Gewicht auch der Grad der endothelialen Dysfunktion zunimmt.

Eine von mehreren Studien zur Assoziation von Diabetes mellitus und
endothelialer Dysfunktion lieferten Clarkson P et al.**. Sie konnten eine negative
Korrelation zwischen endothelialer Funktion und der Erkrankungsdauer an
Diabetes mellitus Typ 2 nachweisen. Weiters konnte in derselben Arbeit ebenfalls
ein negativer Zusammenhang von endothelialer Funktion und LDL Cholesterin

gezeigt werden.
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Endotheliale Dysfunktion als prognostischer Marker

Da es bereits in einem sehr frihen Stadium der Atherosklerose zu einem Auftreten
von endothelialer Dysfunktion kommt, gibt es zahlreiche Studien, in denen die
Rolle der Endothelfunktion als prognostischer Marker fur kardiovaskulare

Erkrankungen untersucht wird.

So wurde von Schachtinger V et al. bei einer Studie an 147 Patienten, die uber
einen Zeitraum von 7,7 Jahren verfolgt wurden, gezeigt, dass eine koronare
endotheliale Dysfunktion ein Fortschreiten von Atherosklerose und eine erhdhte

Rate an kardiovaskularen Ereignissen prognostiziert.*®

Eine andere Studie konnte eine verminderte FMD der A. brachialis als
unabhangigen  Pradiktor fur postoperative kardiovaskulare Ereignisse

ausmachen.*®

Interessante Details lieferte auch eine Studie zu endothelialer Dysfunktion und
ADMA Konzentrationen bei schwangeren Frauen. Bei dieser wurde bei 43 Frauen,
die eine auffallige Dopplersonographie der uterinen Arterien in der 23-25
Schwangerschaftswoche hatten, eine Messung der FMD durchgefihrt und der
Verlauf der Schwangerschaft beobachtet. Die Kontrollgruppe bestand aus 43
schwangeren Patientinnen mit normalem uterinem Ultraschallbefund. Wahrend bei
der Kontrollgruppe alle 43 Frauen Kinder mit normalem Gewicht zur Welt
brachten, kam es bei 24 Frauen der Untersuchungsgruppe zu Komplikationen
(intrauterine Wachstumsrestriktion, Praeklampsie). Diese 24 schwangeren Frauen
wiesen eine signifikant geringere flow-mediierte Vasodilatation der A. brachialis
auf als die Frauen, die keine Komplikationen hatten, unabhangig ob deren
Dopplersonografie der uterinen Arterien auffallig gewesen war oder nicht.
Interessant ist, dass eine inverse Korrelation zwischen FMD und ADMA bei
Patientinnen mit auffalligem Ultraschallbefund der uterinen Arterien bestand, nicht
jedoch bei den Frauen der Kontroligruppe, welche auch insgesamt deutlich
niedrigere ADMA Werte aufwiesen.*’
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Auch die Ergebnisse einer Langzeit Follow up Studie mit 147 Patienten, bei der
die Personen mit schwerer endothelialer Dysfunktion eine erhohte Inzidenz an
kardialen Events aufwiesen, lasst auf den prognostischen Wert der endothelialen

Funktion schlieRen.*8

In einem Review uUber die Endothelfunktion als potentiellen prognostischen Marker
bemangeln Vita A und Keaney J 9 die uneinheitlichen Messmethoden in den
bisherigen Arbeiten, wodurch die Vergleichbarkeit der Ergebnisse erschwert wird.
Als weiteres Problem sehen sie, dass sich die Untersuchungen meist auf
selektierte  Populationen  beziehen, was die Aussagekraft fur die
Gesamtbevolkerung einschrankt. Deswegen sind weitere prospektive Studien
notwendig bevor die Messung der Endothelfunktion im klinischen Alltag mit einer

standardisierten Messmethode etabliert werden kann.
Beeinflussung der endothelialen Dysfunktion

Die endotheliale Dysfunktion, bei der es sich um eine potentiell reversible Stérung

handelt, kann durch diverse Interventionen beeinflusst werden.®’

So fuhrt kontrolliertes korperliches Training in den Gefalken zu einer
Perfusionssteigerung. Dadurch werden Scherkrafte auf das Endothel wirksam, die
einen physiologischen Stimulus fur eine vermehrte NO Synthese aus Arginin
darstellen. Dieser Effekt wird beim medizinischen Gehtraining bei Patienten mit

peripherer arterieller Verschlusskrankheit genutzt.35

Eine bewegungsarme
Lebensweise aber beglinstigt Adipositas und daher auch endotheliale Dysfunktion,
erhohten oxidativen Stress und erhdhte Entzindungsmarker. Die American Heart
Association geht von einem protektiven Effekt von fettarmer Ernahrung bzw.
einem hohen Konsum von Frichten und Gemulse gegenuber kardiovaskularen
Erkrankungen aus. Moglicherweise geht ein Teil dieses Effektes von einer
erhdéhten Aufnahme von Flavonoiden aus, welche scheinbar die Endothelfunktion

verbessern.*®

Da oxidativer Stress in der Pathogenese von endothelialer Dysfunktion eine

wesentliche Rolle spielt, wurde auch die Auswirkung von Antioxidantien auf die

28



Allgemeine Grundlagen Endotheliale Dysfunktion

Endothelfunktion untersucht. Mit Glutathion wurde in einer Studie von Prasad A et
al. eine Verbesserung der endothelvermittelten Vasodilatation bei Patienten mit

Atherosklerose bzw. mit entsprechenden Risikofaktoren erreicht.*

Bezuglich Vitamin E sind die Daten nicht einheitlich.*® So konnte bei einer Arbeit
von Heitzer T et al. ®" durch die Gabe von Vitamin E an hypercholesterinamische
Raucher eine Verbesserung der endothelabhangigen Vasodilatation erreicht
werden. Demgegenuber wurde von Yusuf S %2 durch die Verabreichung von
Vitamin E an Hochrisikopatienten keine Verbesserung des kardiovaskularen

Outcomes nachgewiesen.

In grof3 angelegten randomisierten Studien zur Wirkung von Vitamin C konnte, bis
auf wenige Ausnahmen, gezeigt werden, dass eine Supplementation die
endotheliale Dysfunktion in koronaren und peripheren Arterien verbessern
kann.***"%® Studien wie jene von Levine GN et al.>*, die durch die orale Gabe von
Ascorbinsaure eine Verbesserung der FMD bei Patienten mit koronarer
Herzkrankheit nachwiesen oder auch von Ting H et al.*®, die dhnliche Ergebnisse
bei hypercholesterinamischen Patienten erhielten, lassen auf eine protektive

Wirkung von Vitamin C schlieRen.

Auch mit N — Acetylcystein konnten positive Effekte auf die Funktion des
Endothels erzielt werden. Nach der Applikation von N — Acetylcystein an Patienten
mit Atherosklerose wurde sowohl in den Koronarien, wie auch in den peripheren
Gefallen eine deutliche Zunahme der endothelabhangigen Vasodilatation

nachgewiesen.®

Eine mogliche therapeutische Option stellt auch die Gabe von L — Arginin, welches
das Substrat fiir die NO Produktion ist, dar. Creager MA et al.’” zeigten, dass es
durch intraven0s verabreichtes L — Arginin bei hypercholesterinamischen
Patienten zu einer verbesserten endothelabhangigen Vasodilatation kam. Ebenso
konnte durch orale Supplementation von L — Arginin in einer randomisierten Studie
eine Verbesserung der Endothelfunktion erzielt werden.”® Jedoch sind die
Ergebnisse zu L — Arginin nicht einheitlich. So konnte in einer Arbeit von Mullen
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MJ et al.>® bei Typ 1 Diabetikern unter L — Arginin Supplementation keine

signifikante Verbesserung der endothelialen Funktion erreicht werden.

Ein weiterer Ansatzpunkt in der Verbesserung der endothelialen Dysfunktion ist
die Reduktion von low - density Lipoproteinen (LDL). So bewirkt die Behandlung
mit HMG — CoA — Reduktasehemmern (Statine) wie Lovastatin eine Verbesserung
der Endothelfunktion.®® Dies ist neben der cholesterinsenkenden Wirkung auch auf
eine Reihe von weiteren positiven Effekten der Statine zuriickzufiihren. So kommt
es unter einer Therapie mit Statinen zu einer vermehrten Expression und Aktivitat
der endothelialen NO Synthase und zu einer verminderten Synthese des
Vasokonstriktors Endothelin 1. Zahlreiche Studien belegen auch die

antiinflammatorische und antioxidative Wirkung von Statinen.®’

Weitere Moglichkeiten der medikamentdsen Therapie bieten Angiotensin
Converting Enzym (ACE) Hemmer und Angiotensin Rezeptor Antagonisten
(Sartane). So wurde von Mancini GB et al.®? der positive Effekt von ACE -
Inhibitoren auf die endotheliale Funktion nachgewiesen. Auch O’Driscoll et al.
konnten in ihrer Studie durch die intraarterielle Infusion von Enalapril eine sofortige
Verbesserung der endothelialen Funktion erreichen. Ebenso bewirkte die orale
Gabe von Enalapril Uber den Zeitraum von einem Monat eine deutliche
Verbesserung der endothelialen Funktion bei Typ 1 Diabetikern.®® Die Wirksamkeit
von Sartanen belegen unter anderem eine Studie von Wassmann S. et al.%* bei
der 47 hypercholesterinamische Patienten untersucht wurden oder auch eine
Arbeit von Prasad et al.®®, die mit Losartan eine positive Beeinflussung von
endothelialer Dysfunktion bei Patienten mit Atherosklerose erreichen konnten.
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Messung der endothelialen Dysfunktion

Zur Messung der Endothelfunktion stehen mehrere sowohl invasive, wie auch
nicht invasive Verfahren zur Verfligung. Es zeigte sich dass, die Messung der
endothelabhangigen Vasodilatation als Indikator fur die erhaltene oder gestorte
Integritat des Endothels gilt.*® In den Verfahren wird eine gesteigerte NO
Produktion des Endothels durch verschiedene Stimuli hervorgerufen. Eine solche
NO Freisetzung kann durch eine Erhdéhung der Scherkrafte, die auf die
Gefalwand wirken, oder auch durch vasoaktive Substanzen wie Acetylcholin und

Bradykinin erreicht werden.*

Die ersten Studien uUber den Einfluss des Endothels auf die Regulation der Gefalle
wurden mittels quantitativer Koronarangiographie durchgefuhrt. Dabei wurde die
Reaktion der Koronararterien auf die Infusion von Acetylcholin beobachtet, wobei
dies in gesunden GefalRen zu Vasodilatation, bei gestorter Endothelfunktion aber
zu Vasokonstriktion fiihrt.*® Mit dieser Methode konnten Ludmer PL et al.*' bereits

1986 Funktionsstorungen des Endothels nachweisen.

Eine weitere invasive Messmethode stellt die Venenverschlussplethysmographie
dar. Dabei werden durch einen arteriellen Katheter Substanzen wie Acetylcholin
oder Methacholin appliziert, welche endothelabhangig durch Freisetzung von
Stickstoffmonoxid zu einer Vasodilatation fuhren. Bei der Untersuchung werden an
der zu untersuchenden Extremitat strain-gauge Dehnungsbander angelegt, an
denen eine Gewebsvolumenzunahme gemessen werden kann. Nach
Verabreichung der vasoaktiven Substanzen kann dann anhand der Zunahme des
Gewebsvolumens die Reaktion der GefaRe beurteilt werden.*

Wahrend die Venenverschlussplethysmographie in erster Linie zur Beurteilung der
Endothelzellfunktion der WiderstandsgefalRe dient, spiegelt die sonographische
Messung der Fluss-mediierten Vasodilatation (FMD) der A. brachialis die
Endothelfunktion in peripheren Leitungsgefallen wieder. Bei dieser nicht invasiven
Untersuchungsmethode wird am Unterarm des Patienten eine
Blutdruckmanschette mit suprasystolischem Druck angelegt und nach einigen
Minuten wieder gelockert. Die dann auftretende reaktive Hyperamie fuhrt in der A.
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brachialis zu einer endothelvermittelten Gefallerweiterung, die mittels

hochauflésenden Ultraschalls dargestellt werden kann.>®

Da es sich bei der Messung der flow-mediierten Vasodilatation um ein nicht
invasives Verfahren handelt ist es auch fur die Untersuchung von grofReren
Personengruppen geeignet. Bei der Untersuchung der FMD sind aber
Nebenbedingungen wie Raumtemperatur, Tageszeit, Menstruationszyklus und
Medikation der Patienten zu bertcksichtigen. Um die Ergebnisse verschiedener
Studien miteinander vergleichen zu konnen, ist es notwendig die Messung

international zu standardisieren zu kénnen.*®
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Parodontitis

Die Parodontitis ist als eine entzundliche Erkrankung des parodontalen
Stutzgewebes, die meist progressiv verlauft und eine Destruktion des
parodontalen Aufhangeapparates und Knochens verursacht, definiert. Sie wird als
eine Folgeerkrankung der Gingivitis angesehen, wobei dieser Zusammenhang
haufig gegeben aber nicht zwingend ist, da es Hinweise auf ein Auftreten von
parodontalen Destruktionen auch ohne die klinischen Zeichen einer Gingivitis gibt.
Die chronische Erwachsenenparodontitis wird in eine schwache, maflige und
schwere Verlaufsform eingeteilt. Dabei ist die schwache chronische
Erwachsenenparodontitis klinisch eher unauffallig und nur durch eine erhdhte
Sondierungstiefe charakterisiert. Bei der maligen Verlaufsform hingegen ist
ausgeldst durch eine starkere Gewebereaktion bereits ein Attachmentverlust von

2 — 4 mm bzw. eine klinische Sondierungstiefe von 5 — 6 mm mit Knochenverlust
feststellbar. Die schwere chronische Erwachsenenparodontitis prasentiert sich
durch starkere parodontale Einbriiche und eine Sondierungstiefe von Gber 6 mm
mit einer erheblichen Gefahrdung der Zahne. Als weitere Formen der Parodontitis
sollen noch die prapubertare Parodontitis, die juvenile Parodontitis und die rasch

fortschreitende Parodontitis erwahnt sein.®®

Epidemiologie der Parodontitis

Weltweit gehdren Entzindungen des Zahnhalteapparates zu den am weitesten
verbreiteten Erkrankungen. In der Bundesrepublik Deutschland gehen nach dem
40. Lebensjahr mehr Zahne durch Parodontalerkrankungen verloren als durch
Karies.®® In der Parodontologie werden unterschiedliche Indexsysteme verwendet
um klinische Symptome standardisiert und mit reduziertem subjektiven Faktor zu
skalieren. Der von der WHO empfohlene Index zur Erhebung des
Behandlungsbedarfs in groReren Bevolkerungsgruppen ist der Community
Periodontal Index of Treatment Needs (CPITN). Bei diesem wird das Gebiss in 6
Segmente geteilt und anhand von Indexzahnen (17/16, 11, 26/27, 47/46, 31,
36/37) bezuglich Blutung nach Sondierung, Zahnstein, Plaqueretentionsstellen
und Taschentiefe beurteilt. Die Einteilung von Grad 0 bis Grad 4 entspricht der

notwendigen Behandlung wobei das Spektrum hierbei von keiner Behandlung bis
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zu komplexer Parodontitistherapie reicht. In neueren Untersuchungen wird
allerdings auf Empfehlung der WHO von der Zuordnung der Behandlungs -
notwendigkeit abgesehen sodass nur noch von CPI gesprochen wird. Eine von
der American Academy of Periodontology (AAP) modifizierte Form des CPITN
stellt der Parodontale Screening Index (PSI) dar.?” Auch hier wird das Gebiss in
Sextanten eingeteilt wobei allerdings jeder Zahn untersucht wird und der jeweils
hdchste Wert (0 — 4) notiert wird. Wird an einer Stelle der Grad 4 ermittelt so kann
direkt zum nachsten Segment Ubergegangen werden. Mit Hilfe einer WHO —
Sonde erfolgt auch hier anhand von Blutungen, Sondierungstiefen und Zahnstein

eine Einteilung von Grad 0 bis 4.9

Grad 0 Grad 1 Grad 2 Grad 3 Grad 4
Gesund, .
ohne Blutung nach supra- LA Taschentiefe VEEEIETEHE
e . subginigvaler 6 mm und
klinischen  Sondierung 4-5mm ..
Befall groRer
Befund
Mundhygiene -  Mundhygiene -
Instruktion, Instruktion,
keine Mundhvaiene Zahnstein - Zahnstein - komplexe
. ol entfernung und entfernung und Parodontitis
Therapie - Instruktion .
Korrektur von Korrektur von -therapie
Plaque - Plaque -

retentionszysten retentionszysten

Tabelle 2 Bewertungskriterien und Behandlungskonsequenzen des CPITN (67)
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Im Rahmen der vierten Deutschen Mundgesundheitsstudie im Jahre 2005 wurde
in der Altersklasse der 35 — 44 jahrigen bei 45,3 % der Probanden eine moderate
Parodontitis und bei 7,8 % eine schwere Parodontitis diagnostiziert. Bei den 65 —
74 jahrigen steigt der Anteil der Erkrankten bereits auf 54,1 % bzw. auf 21, 6 %.%°

CPI0 0,5% 1,4%

CPI 2 14,4% 6,8%

CPl 4 20,5% 39,8%

Tabelle 3 CPI — Pravalenzen zur parodontalen Situation in Deutschland (2005). (69)
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Atiologie der Parodontitis

Bei der Parodontitis handelt sich um eine ausgepragte entzindliche Reaktion des
Peridontalligaments und des Alveolarknochens auf den Biofilm der
Parodontaltaschen. Diese bakteriellen Biofiime weisen eine sehr hohe
Erregerdichte auf (Zahnbelag: 10" Keime/g) und zeigen im Allgemeinen eine
hohe bis sehr hohe Resistenz gegenuber antibakteriellen Stoffen. Ortsstandige
Biofiilme (= Plaque) lassen sich im Gegensatz zu Bakterien in der frei
schwebenden, planktonischen Phase auch nur unvollstandig durch Verdunnung
oder (Wasser -) Durchfluss eliminieren.®” Der Biofilm setzt sich aus Mikrokolonien
von unterschiedlichen Bakterienspezies zusammen. Zwischen diesen Kolonien
findet ein Austausch von Nahr — und Botenstoffen statt, sodass es zu einer
Zunahme der Pathogenitat kommen kann. Ebenso werden dadurch das
Wachstum und das Uberleben der Bakterien geférdert. Eine Plaque ist umso
parodontopathogener, je mehr bewegliche, gramnegative und anaerobe Erreger in
ihr zu finden sind. In kontrollierten Studien, die den Einfluss von Plaque auf die
Entstehung von entzindlichen Parodontopathien zeigten, konnte belegt werden,
dass bei Verzicht auf MalRnahmen zur Mundhygiene, schon nach wenigen Tagen

erste Zeichen einer Gingivitis auftreten.®®
Parodontitisassoziierte Bakterien mit sehr hoher Relevanz:®’

¢ Actinobacillus actinomycetemcomitans
e Porphyromonas gingivalis
e Prevotella intermedia

e Tannerella forsythensis
Parodontitisassoziierte Bakterien mit hoher Relevanz:®’

e Eikanella corrodens
e Campylobacter recta
e Fusobacterium nucleatum

e Treponema denticola
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Pathogenese der Parodontitis

Die Parodontitis wird wesentlich von Wirtsfaktoren des Organismus
gekennzeichnet und verlauft schubweise.®” Bei der Pathogenese der Gingivitis
und Parodontitis werden histologisch nach Page und Schroeder vier Phasen

unterschieden:%®

e |nitiale Lasion

Sie entsteht nach etwa 2 bis 4 Tagen und ist vollstandig reversibel.
Klinisch sind noch keine Lasionen erkennbar. Durch die entzindlichen
Vorgange wird die Permeabilitat der Gefalle erhéht und es kommt zu
einer vermehrten Migration von neutrophilen Granulozyten.
e Fruhe Lasion

Entsteht innerhalb von 2 Wochen aus einer initialen Lasion. Es finden
sich mehr Abwehrzellen (70 — 90% Lymphozyten, mehrheitlich T —
Zellen) im Infiltrat und es kommt zu einem Verlust von Kollagen.

e FEtablierte Lasion

Im Zeitraum von wenigen Wochen kann sich bei Erwachsenen aus
einer fruhen Lasion eine etablierte Lasion entwickeln, die noch
vollkommen reversibel zu sein scheint. Bezeichnend sind ein
vermehrtes Auftreten von B — Lymphozyten und extravaskularen
Immunglobulinen. Es treten Taschen mit einer Tiefe von bis zu 3 mm
auf.

e Fortgeschrittene Lasion

Hierbei handelt es sich um einen destruktiven Prozess des Parodonts,
der nicht mehr vollstandig reversibel ist. Die Lasion dehnt sich im
fortgeschrittenen Stadium auf den Alveolarknochen und das
Desmodont aus und es kommt zu einer ausgedehnten entzundlichen

und immunologischen Gewebsreaktion.
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Die in den Biofilmen vorkommenden, vorrangig anaeroben, Bakterien leiten die
Gewebezerstorung durch ein breites Spektrum von Substanzen ein. Durch
Kapseln, Schleime, Immunglobulin — und komplementabbauende Enzyme und
Leukotoxine versuchen die Erreger einer Abwehr durch den Wirt zu entgehen.
Weiters wird eine direkte Gewebsschadigung durch Enzyme (Kollagenasen,
Hyaluronidase usw.) und zytotoxische Substanzen wie Ammonium oder Butyrat
verursacht. Lipoteichonsaure und auch Lipopolysaccharide, die beim Abbau von
gramnegativen Bakterien austreten sind wesentlich fir die Resorption von
Knochengewebe verantwortlich. Bei fortgeschrittener  Destruktion des
parodontalen Epithels treten zytotoxische Stoffwechselprodukte der Bakterien
(z.B.: Schwefelwasserstoff) in das Gewebe ein und bewirken eine Stérung der
Mikrozirkulation. In weiterer Folge treten in der Pathogenese der Parodontitis
immunologische Vorgange auf, die ebenfalls zur Destruktion des
Zahnhalteapparates beitragen. Dabei kann die unspezifische Immunantwort bei
aggressiven Formen der Parodontitis durch Leukotoxin (beispielsweise von A.
actinomycetemcomitans), welches phagozytierende Granulozyten schadigt,
beeintrachtigt sein. Bakterielle Antigene stimulieren die Freisetzung von
Antikdrpern aus B — Lymphozyten. Bei einem groRen Teil der Patienten lassen
sich vor allem hohe IgG — Titer gegenuber speziellen Erregern nachweisen. Durch
immunglobulinspaltende Proteasen kann es aber zu einer Verminderung des
Effektes kommen. Im entzindeten Parodont finden sich auch erhohte
Konzentrationen von inflammatorischen Zytokinen, welche die Entzindung
aufrechterhalten. Weiters wird der Abbau des Knochens durch eine erhdhte

Aktivitat der Osteoklasten forciert.®’
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Therapie der Parodontitis

Die systemische parodontale Therapie wird in 3 aufeinander folgende Bereiche

unterteilt:

1. Initialtherapie (unterteilt in 2 Phasen)
2. korrektive Therapie

3. unterstutzende Parodontitistherapie

Patienten mit einem Parodontalen Screening Index (PSI) von 1 werden meist nur
mit den Behandlungen der ersten Phase der Initialtherapie therapiert. Bei einem
PSI von 2 werden gegebenenfalls auch MalRnahmen der zweiten Phase der
Initialtherapie angewendet. Auch bei Patienten mit einem PSI von 3 oder 4 wird
zunachst die Initialtherapie durchgefuhrt. Danach erfolgt eine Reevaluation und

eventuell eine korrektive (chirurgische) Therapie.

Initialtherapie ®®
Das Behandlungsziel ist es plaque — und zahnsteinfreie orale Verhaltnisse zu

schaffen. Dabei sollen Veranderungen des Zahnfleisches behoben und eine
Progression der Krankheit verhindert werden.
Erste Phase:
- Patientenmotivation, Instruktion
- Kontrolle der Compliance
- Intensivierung der Mundhygiene
- Entfernung bakterieller Schlupfwinkel
- supragingivale Zahnstein — und Plaqueentfernung
- Nikotinreduktion
Zweite Phase:
- subgingivale Zahnstein — und Plaqueentfernung
- eventuell Weichteilkurettage
- eventuell Beseitigung von Okklusionsstérungen
- eventuell provisorische Restauration

- eventuell medikamentdse Therapie
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Korrektive Therapie 68

Sollten nach der Initialtherapie noch Parodontien vorhanden sein, die bei
Sondierung bluten und kein Rickgang der Sondierungstiefen nachweisbar sein,
wird der Patient einer chirurgisch — korrektiven Therapie zugefuhrt. Ziele der
chirurgischen Intervention sind eine Reduzierung der Sondierungstiefen, eine
Auffallung der Knochentaschen mit korpereigenem Gewebe, die Etablierung eines
entzindungsfreien Parodonts bzw. die Festigung gelockerter Zahne.
Die korrektive Phase setzt sich in Abhangigkeit von der Indikation aus folgenden
Bereichen zusammen:

- chirurgische MalRnhahmen

- Extraktionen von Zahnen

- endodontische Versorgungen

- Anfertigung definitiver Restaurationen

- orthodontische Therapie

Unterstiitzende Therapie %

Um den in den vorherigen Phase erreichten Behandlungserfolg dauerhaft zu
erhalten ist eine konsequente unterstitzende Parodontitistherapie (=
unterstitzende Nachsorge, Erhaltungstherapie) notwendig. Je nach Risiko sollten
zwischen einer bis zu zwolf Behandlungssitzungen pro Jahr erfolgen. Die
Erhaltungstherapie  beinhaltet unter anderem eine  Erhebung des
Entzindungsindex, eine Belag — und Zahnsteinentfernung, Remotivation des

Patienten und Fluoridierung.
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HINTERGRUND DER DIPLOMARBEIT

Kardiovaskulare Erkrankungen sind in den Industriestaaten als die haufigste
Todesursache zu sehen. Sie sind dort an der Gesamtmortalitat mit etwa 45%
beteiligt und sind auch in den Entwicklungsstaaten fur etwa 25% der Todesfalle
verantwortlich. Ischamische Herzerkrankungen und cerebrovaskulare Geschehen
fuhren dabei die Statistik der Todesursachen an. Und auch in Zukunft werden
Herz — Kreislauferkrankungen weltweit bedeutend zur Sterblichkeitsrate

beitragen.”

Erhdhte Konzentrationen von ADMA, einem endogenen Inhibitor der NO -
Synthase, stellen mit ihren Auswirkungen wie Vasokonstriktion, Hypertonie und
endothelialer Dysfunktion einen wesentlichen Risikomarker dar. Die Parodontitis
als haufige Krankheit wird epidemiologisch mit kardiovaskularen Erkrankungen in
Zusammenhang gebracht. Bei Patienten mit aggressiver Parodontitis konnte
bereits eine endotheliale Dysfunktion, gemessen mittels Fluss mediierter
Vasodilatation, nachgewiesen werden.”! Die Mechanismen dieser endothelialen

Dysfunktion sind bis dato nicht eindeutig geklart.

Ziel dieser Arbeit ist es zu untersuchen ob diese endotheliale Dysfunktion von
erhohten ADMA Konzentrationen und einer Erniedrigung der Arginin
Konzentrationen, dem eigentlichen Substrat der NO — Synthase, begleitet ist. Da
eine Erniedrigung des Verhaltnisses der beiden konkurrierenden Substanzen
(Arginin/ADMA Ratio) bei Patienten mit endothelialer Dysfunktion, verursacht
durch eine Reihe von kardiovaskularen Risikofaktoren, gezeigt werden konnte, soll
nachgewiesen werden ob auch eine parodontale Erkrankung zu einer
Beeinflussung dieser Ratio fuhrt. Bei entsprechendem Zusammenhang zwischen
endothelialer Dysfunktion, ArgininfADMA Ratio und Parodontitis, ware dies ein
weiterer Hinweis daflr, dass eine Therapie der Parodontitis auch der Pravention

von kardiovaskularen Ereignissen dienen wurde.
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METHODEN

Patienten

In der Studie wurde eine Gruppe von 30 Personen mit schwerer Parodontitis
untersucht. Fur die Teilnahme an der Studie mussten die Patienten im Alter von
25 — 50 Jahren sein und an einer von einem Parodontologen festgestellten
schweren Parodontitis leiden. Ausschlusskriterien fur die Patientengruppe waren
eine bekannte Systemerkrankung oder eine Herzkreislauferkrankung. Auch
Diabetes mellitus, in Ubereinstimmung mit den Richtlinien der American Diabetes
Association "* oder eine arterielle Hypertonie (RR systolisch > 140 mmHg bzw.
diastolisch > 90 mmHg) stellten Ausschlussgrinde dar. Die Patienten durften sich
in den letzten 6 Monaten auch keiner parodontalen Therapie unterzogen haben
und keine Antibiotika oder Antioxidantien in den letzten 3 Monaten eingenommen
haben. AuRerdem nahm keiner der Patienten zur Zeit entziindungshemmende
Medikamente ein. Zusatzlich gab es eine aus 31 gesunden Personen bestehende
Kontrollgruppe. Die Objektivierung einer schweren Parodontitis erfolgte durch
erfahrene Parodontologen. Dabei wurde bei den Patienten jeder Zahn an 6 Stellen
bezlglich Sondierungstiefe, Zahnfleischriickgang und Blutungen nach Sondierung
beurteilt. Zur Beurteilung des Zahnfleischverlusts erfolgte die Abstandsmessung
von der Schmelz — Zement — Grenze zum Margo gingivalis, welcher auch als
Referenzpunkt fur die Sondierungstiefe verwendet wurde. Fur die Diagnose einer
schweren Parodontitis musste pro Patient an mindestens 6 Zahnen, an 3
untersuchten Stellen eine Taschentiefe von mehr als 5 mm und eine
Attachmentverlust von zumindest 3 mm vorhanden sein. Patienten die an einer
mittelgradigen Parodontitis litten wurden von der Studie ausgeschlossen. Die
Teilnehmer der Kontrollgruppe durften keine Taschentiefe von 2 mm und keinen

Attachmentverlust von 3 mm aufweisen.
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Alter (Jahre) 41,274 40,2+ 4,7
Frauen 19 (63%) 16 (51%)

BMI (kg/m2) 242+54 248+ 3,6
Raucher 9 (30%) 8 (26%)
Gesamt Cholesterin (mg/dl) 207 £ 35 203 £ 39
LDL Cholesterin (mg/dl) 123 + 33 133 £33
HDL Cholesterin (mg/dl) 67 £19 6113
Triglyceride (mg/dl) 84 £ 50 88 £ 48

Hb A4c (%) 514 £ 0,35 5,16 £ 0,39
RR systolisch (mmHg) 119 £ 20 115 £ 15
RR diastolisch (mmHg) 79£10 8010

Tabelle 4 Basiswerte der Parodontitispatienten und der Kontrollgruppe.

Werte sind Mittelwerte £ SD

Parodontale Therapie

Die 30 Patienten mit schwerer Parodontitis unterzogen sich zunachst alle einem
individuellem Mundhygieneprogramm, welches neben einer professionellen
Zahnreinigung eine Aufklarung Uber Parodontitis und eine Schulung Uber korrekte
Zahnhygiene beinhaltete. AnschlieBend wurden die klinischen Parameter
erstmalig erhoben. In weiterer Folge wurde jeder der Patienten in 2 Sitzungen, je
nach Bedarf, mit einer konservativen nicht — chirurgischen Therapie behandelt.
AuRerdem flhrten die Patienten fir 14 Tage lang Mundspulungen mit Chlorhexidin
Gluconat (0,1%) durch und es wurde eine systemische Antibiose flir 7 Tage
durchgefuhrt. Diese setzte sich aus Amoxicillin + Clavulansaure und zusatzlich
Metronidazol zusammen. In der darauf folgenden Zeit wurde die Compliance der
Patienten Uberprift und es wurde eine weitere professionelle Mundhygiene
gemacht. 3 Monate nach der Behandlung wurden die Patienten dann neuerlich
evaluiert. Eine erfolgreiche parodontale Therapie lag vor wenn keine Taschen mit
einer Tiefe von mehr als 5 mm mehr vorhanden waren und es zu keinem Auftreten

von Blutungen bei der Sondierung mehr kam.
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Messung der endothelialen Funktion

Die Beurteilung der endothelialen Funktion erfolgte anhand der
endothelabhangigen Fluss — mediierten Vasodilatation der Arteria brachialis.
Diese wurde bei den Parodontitispatienten 2mal gemessen. Die erste Messung
erfolgte innerhalb einer Woche nach der ersten Behandlung und die zweite
Messung der Endothelfunktion fand 3 Monate nach Beendigung der Therapie
statt. Die Untersuchung der FMD erfolgte mit einem Acuson Sequoia 512
Ultraschallgerat. Mit diesem wurden zweidimensionale Aufnahmen der Arteria
brachialis Uber der Ellenbeuge gemacht. Dabei wurde zunachst eine Aufnahme zu
Beginn der Untersuchung gemacht und anschlieBend eine Blutdruckmanschette
am Unterarm fir 5 Minuten suprasystolisch okkludiert. Eine Minute nach Ablassen
der Manschette wurde die Arteria brachialis erneut Uber der Ellenbeuge
sonographisch vermessen. Die Patienten waren zum Untersuchungszeitpunkt
nudchtern und die Messungen fanden in einem ruhigen, klimatisierten Raum statt.
Fir die Auswertung des Gefallddurchmessers, wurde der Abstand der Intima —
Lumen - Grenzen an mehreren Stellen manuell vermessen und daraus ein
durchschnittlicher Wert ermittelt. Die Analyse erfolgte durch einen einzelnen

Begutachter, dem keine Informationen Uber den Zustand der Patienten vorlagen.
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Laborchemische Analysen

Die Laborparameter wurden zu Beginn der Studie evaluiert sowie 3 Monate nach
Beendigung der erfolgreichen parodontalen Therapie. Die Bestimmung der ADMA,
sowie der Arginin Konzentrationen im Plasma der Patienten erfolgte anhand einer
Hochleistungsflussigkeitschromatographie (HPLC) durch das Klinische Institut fur
Medizinische und Chemische Labordiagnostik der Medizinischen Universitat Graz,
welches auch die Messung der Routinelaborparameter durchfihrte. Zum
Nachweis von Arginin bzw. ADMA kam eine leicht modifizierte Variante der HPLC
Methode nach Teerlink zur Anwendung, die in einer Arbeit zur Messung von
Argininmetaboliten von Meinitzer A et al.”® beschrieben wurde. Es handelt sich
dabei um eine HPLC mit pre — column Derivatisierung und abschlielender

Fluoreszenzdetektion.

Statistische Analysen

Fir samtliche statistischen Analysen wurde das Programm SPSS fur Windows
(Version 19.0) verwendet. Der Vergleich der Gruppen erfolgte durch ungepaarten
T — Test und die Veranderungen nach erfolgter Therapie wurden mittels
gepaartem T — Test analysiert. Zum Ausschluss von ungewollten Einflussfaktoren
wurde eine lineare Regressionsanalyse mit Alter, Geschlecht, Nikotinkonsum,
Body Mass Index und Geschlecht als unabhangigen sowie der Arginin/ADMA —
Ratio als abhangigen Variablen durchgefihrt. Alle Daten wurden als Mittelwert +
SD angegeben. Ergebnisse mit einem p — Wert < 0,05 wurden als statistisch

signifikant angenommen.
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ERGEBNISSE

Parodontitispatienten vs. Kontrollgruppe

Die Arginin bzw. ADMA Konzentrationen der untersuchten Gruppen sind in
Tabelle 5 dargestellt. Beim direkten Vergleich der Patienten mit schwerer
Parodontitis und der zahngesunden Kontrollgruppe konnten wir bei den
Parodontitispatienten eine deutlich niedrigere Argininf/ADMA — Ratio (109,3 + 20,9
vs. 126,1 £ 32,5; p = 0,02) nachweisen. Auch bei der linearen Regressionsanalyse
mit Alter, Nikotin, Body Mass Index, HDL und Geschlecht als unabhangige
Variablen blieb der signifikante Unterschied zu den Gruppen bestehen. Wahrend
sich die ADMA Konzentrationen der beiden Gruppen nicht signifikant
unterschieden (0,65 ymol/l £ 0,08 vs. 0,64 pmol/l + 0,08; p = 0,56), konnten wir
zeigen, dass bei der Kontrollgruppe im Vergleich zu den Parodontitispatienten
signifikant héhere Arginin — Werte vorlagen (70,3 pmol/l £ 13,4 vs. 79,4 umol/l
19,7; p = 0,04).

Parodontitispatienten vs. Follow up

Die Arginin und ADMA Konzentrationen der Parodontitispatienten wurden vor und
nach erfolgreicher parodontaler Therapie evaluiert. Durch die Behandlung der
Parodontitis verbesserte sich die Arginin/ADMA — Ratio statistisch signifikant
(109,3 + 21,3 vs. 143,9 + 27,9; p < 0,01). Wir konnten zeigen, dass es durch die
Therapie einerseits zu einem signifikanten Abfall der ADMA Konzentration kam
(0,65 umol/l £ 0,08 vs. 0,62 umol/l £ 0,08; p = 0,01) und andererseits die Arginin
Werte signifikant anstiegen (70,6 umol/l £13,5 vs. 87,8 ymol/l £ 15,7; p < 0,01).

Arginin/ADMA Ratio 126,1 £ 32,5 109,3 £ 20,9 * 143,9 £ 27,9
ADMA (umol/l) 0,64 £ 0,08 0,65+ 0,08 0,62 0,08 t
Arginin (umol/l) 79,4 £ 19,7 70,3 134" 87,8157t

Tabelle 5 Arginin/ADMA Werte der einzelnen Gruppen
* p <0,05 vs. Kontrollgruppe
1 p <0,01 vs. Parodontitispatienten
tp <0,05 vs. Parodontitispatienten
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Abbildung 9 Arginin Konzentrationen bei Parodontitispatienten, nach erfolgreicher Therapie und bei der Kontrollgruppe

Durch die gemessenen Arginin und ADMA Konzentrationen konnten wir zeigen,
dass die Gruppe der Patienten mit schwerer Parodontitis, im Vergleich zur
Kontrollgruppe, eine signifikant erniedrigte Arginin/ADMA — Ratio aufweist. Diese
steigt signifikant nach Behandlung der Parodontitis an und Ubersteigt dann sogar
das Niveau der Kontrollgruppe. Bei der Gegenuberstellung der ADMA Werte fallt
vor allem der Abfall der ADMA Konzentration nach erfolgreicher Therapie auf,
wahrend sich die ADMA Werte zwischen den Parodontitispatienten und den
Kontrollen nur geringfugig unterschieden. Das gemessene Arginin war in der
Parodontitisgruppe im Vergleich zu den anderen beiden Gruppen stark vermindert.
Zusammenfassend lassen die Ergebnisse erkennen, dass die niedrigere
Arginin/ADMA — Ratio der Parodontitispatienten im Vergleich zu den
zahngesunden  Kontrollen vor allem auf einer Erniedrigung der
Argininkonzentration beruht. Durch die Therapie der Parodontitis kommt es jedoch
zu einem Anstieg der Argininkonzentration bei gleichzeitigem Abfall der ADMA

Konzentration.
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Arginin/ADMA — Ratio und endotheliale Funktion

Wie in Abbildung 10 dargestellt, findet sich bei den Patienten mit besserer
endothelialer Funktion, dargestellt durch eine hohere Fluss mediierte
Vasodilatation auch eine hohere Arginin/ADMA — Ratio. In dem Tertil mit der
hochsten FMD konnten wir auch die hochste Arginin/ADMA — Ratio messen,
wahrend das Drittel mit der schlechtesten endothelialen Funktion die niedrigste
Ratio aufwies. Es besteht somit ein positiver Zusammenhang zwischen Ultraschall

gemessener endothelialer Funktion und der Arginin/ADMA — Ratio.
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Abbildung 10 Arginin/ADMA — Ratio der Patienten, welche anhand der Funktion des Endothels (dargestellt durch FMD) in

Tertile eingeteilt wurden
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DISKUSSION

In einer Vielzahl von Studien konnte eine erniedrigte Arginin/ADMA — Ratio bei
Patienten mit Hypercholesterinamie, Hypertriglyceridamie,
Nierenfunktionsstérungen, Typ 2 Diabetes oder peripherer arterieller
Verschlusserkrankung und auch anderen Erkrankungen gefunden werden.”
Mittermayer F et al. konnten in einer Arbeit zeigen, dass Personen nach der
Verabreichung von E.coli Endotoxin eine signifikant erniedrigte Arginin/ADMA —
Ratio aufwiesen und deuteten damit auf den Zusammenhang der Ratio mit
Infektionskrankheiten hin.”* Auch eine Studie bei septischen Patienten zeigte,
dass Patienten mit schwerer Sepsis im Vergleich zu einer Kontrollgruppe eine
deutlich verminderte Arginin/ADMA — Ratio aufwiesen. Es wurde auch gezeigt,
dass innerhalb der Gruppe der septischen Patienten, die Uberlebenden eine

hohere Arginin/ADMA — Ratio hatten als die verstorbenen Patienten.”

Somit fugen sich die Ergebnisse unserer Studie gut in die Reihe der vorliegenden
Arbeiten ein. Die Arginin/ADMA — Ratio der Parodontitispatienten war, verglichen
mit zahngesunden Kontrollen, deutlich vermindert. Unsere Ergebnisse liefern
damit einen weiteren Hinweis, dass es im Rahmen von entzindlichen
Erkrankungen zu einer Senkung der Arginin/ADMA — Ratio kommt und bekraftigen
damit bereits vorliegende Arbeiten, wie jene von Davis JS et al. die ebenfalls eine
Verminderung der Ratio bei septischen Personen zeigt.”® Die Assoziation von
verminderter Arginin/ADMA - Ratio und Parodontitis weist auf einen
pathogenetischen Zusammenhang zwischen Parodontitis und endothelialer
Dysfunktion und somit eventuell auch auf einen Zusammenhang von Parodontitis
und dem kardiovaskuldaren Outcome hin. Eine neuere Studie zu diesem Thema
wurde von Latronico M et al. durchgefiihrt, der bei kardial beeintrachtigten
Patienten eine wesentlich schlechtere parodontale Situation vorfand als bei

herzgesunden Kontrollen.””

Der signifikante Anstieg der Argininf/ADMA - Ratio nach erfolgreicher
Parodontitistherapie zeigt deutlich den Einfluss, einer professionellen Behandlung
der Parodontitis auf den Argininstoffwechsel und die endotheliale Funktion. An den

Ergebnissen kann man erkennen, dass neben der Verbesserung der parodontalen
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Situation auch eine Steigerung der Arginin/ADMA — Ratio auftritt, was mit
Verminderung des kardiovaskularen Risikos einhergehen kdonnte. Denn bereits in
mehreren Arbeiten wurde eine hohe Konzentration von asymmetrischem
Dimethylarginin als unabhangiger Risikofaktor fur ein kardiales Ereignis und auch

fiir die gesamte Mortalitat angefiihrt.”

Die verminderte Ratio der Parodontitispatienten beruht sowohl auf erniedrigten
Argininwerten, wie auch auf einer erhdhten Konzentration von asymmetrischem
Dimethylarginin. Die signifikant verminderten Argininkonzentrationen der
Parodontitisgruppe konnten auf einen vermehrten Verbrauch zurtckzufluhren sein,
was auch in einer Arbeit von Popovic PJ et al.** diskutiert wird. Die Autoren
demonstrieren in ihrer Arbeit eine vermehrte Metabolisierung durch die
induzierbare NO - Synthase bzw. Arginase in myeloische Zellen, die bei
entsprechender immunologischer Stimulation auftritt. Es kommt zu einer
vermehrten Ausbildung von kationischen Aminosaurentransportern und damit zu
vermehrtem Transport von Arginin in die myeloischen Zellen. Die Aktivitat der
Enzyme in den Zellen ist dabei genau geregelt. So kommt es vor allem bei
Traumen durch Vermittlung der Zytokine Interleukin 4, Interleukin 10, Interleukin
13 und TGF — B oder auch durch Prostaglandine zu vermehrter Aktivitat der
Arginase. Demgegenuber wird die induzierbare NOS durch die
proinflammatorischen Zytokine Interleukin 1, TNF — a, Interferon — y und durch
Endotoxine stimuliert. Nach suffizienter Therapie der Parodontitis konnte in
unserer Studie wieder ein Anstieg der Arginin — Konzentration gezeigt werden. In
einer Reviewarbeit Uber den Stellenwert von Aminosauren im Immunsystem
halten Li et al.” fest, dass bei Entzindungen, Traumen oder Verbrennungen eine
Arginindefizienz auftreten kann, wobei in diesen Situationen auch eine Arginin —

Substitution Uberlegenswert ware.

Die ADMA — Konzentrationen der Parodontitisgruppe liegen zwar hoher als die der
Kontrollgruppe, der Unterschied ist jedoch nicht signifikant. Die Erklarung dafur
konnte die schlechtere Endothelfunktion der Kontrollgruppe im Vergleich zur
Gruppe der Parodontitispatienten nach Therapie sein.”’ Maoglicherweise haben
noch andere kardiovaskulare Risikofaktoren als die in dieser Studie erfassten in

der Kontrollgruppe zu einer schlechteren endothelialen Funktion und damit
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korrespondierenden ADMA — Konzentrationserhohung gefuhrt. Eine Reduktion der
Plasma ADMA - Konzentration nach erfolgreicher Therapie ist in
Ubereinstimmung mit mehreren Studien, die erhéhte ADMA — Konzentrationen
wahrend entzliindlicher Prozesse nachgewiesen hatten. So konnten Owczarek D
et al.%° erhéhte Konzentrationen von asymmetrischem Dimethylarginin im Plasma
von Patienten mit chronisch entzindlicher Darmerkrankung nachweisen. Auch
eine Studie von Aydemir S et al.®", die einen &hnlichen Ansatz wie unsere Arbeit
hatte, lieferte vergleichbare Ergebnisse. In dieser Studie wurde eine Untersuchung
der ADMA — Konzentrationen von Patienten mit Helicobacter pylori Infektion, vor
und nach erfolgreicher Eradikationstherapie, durchgefihrt und es zeigte sich,
analog zu unserer Arbeit, ein statistisch signifikanter Rlckgang von
asymmetrischem Dimethylarginin. Die genauen Mechanismen, die zu dem ADMA
- Konzentrationsanstiegen bei Parodontitis, H. p. Infektion oder chronisch
entzundlichen Darmerkrankungen fuhren sind bis dato nicht restlos geklart.
Diskutiert wird unter anderem eine eingeschrankte Funktion der Dimethylarginin
Dimethylaminohydrolase. Bei einer in vitro Studie an humanen Endothelzellen der
Umbilikalvene wurde, nach Zugabe von TNF — a und oxidiertem LDL, zwar keine
reduzierte Expression der DDAHs, aber eine verminderte Aktivitat festgestellt, was
wiederum erhohte ADMA - Konzentrationen zur Folge hatte. Eine weitere
Untersuchung zeigte bei cholesterinreich ernahrten Hasen ebenfalls eine
herabgesetzte Aktivitdt der DDAHs und bestatigte damit den Einfluss von
oxidiertem LDL.%% Wie in einer Arbeit von Nijveldt RJ et al. ® erwahnt liegen jedoch
im Gegensatz dazu noch keine Daten aus in vivo Studien Uber den Einfluss von
TNF — a und anderer Entzindungsmediatoren auf die Dimethylarginin

Dimethylaminohydrolase vor.

Asymmetrisches Dimethylarginin, als Inhibitor der NO — Synthase, bzw. eine
erniedrigte Arginin/ADMA — Ratio wurden bereits in mehreren wissenschaftlichen
Arbeiten als wesentliche Faktoren in der Entstehung von endothelialer Dysfunktion
beschrieben.? %8¢ Wir konnten in unserer Arbeit zeigen, dass die Patienten mit
der besten endothelialen Funktion auch die hochste Ratio aufwiesen und dass,
korrespondierend dazu, bei den Personen mit der schlechtesten endothelialen
Funktion, auch die niedrigste Arginin/ADMA - Ratio auftrat. Interessante
Ergebnisse dazu lieferte auch eine Studie mit nierentransplantierten Patienten, bei

denen durch eine Diat mit Sojaprotein eine verbesserte endotheliale Funktion
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erreicht werden konnte. Dabei wurde festgestellt, dass der positive Effekt auf das
Endothel wesentlich durch eine erhdohte Arginin/ADMA — Ratio vermittelt wurde.
Nach Beendigung der Soja Supplementation kam es jedoch wieder zu einem
Ruckgang der positiven Auswirkungen.87 Auch Bode — Bdger S et al. konnten
durch die orale Verabreichung von reinem Arginin einen deutlichen Anstieg der
Arginin/ADMA — Ratio verbunden mit einer Verbesserung der endothelialen

Funktion bei alteren Personen bewirken.®®

Schlussfolgerung

Die negativen Auswirkungen von Parodontitis auf die endotheliale Funktion und
die Verbesserung nach erfolgreicher parodontaler Therapie konnten bereits
eindeutig nachgewiesen werden.”" Auch die Schiiisselrolle der endothelialen
Dysfunktion in der Pathogenese der Atherosklerose und damit in weiterer Folge
der koronaren Herzkrankheit wurde bereits wissenschaftlich untermauert.’” Die
Ergebnisse unserer Studie, die eine Assoziation zwischen parodontaler
Erkrankung und erniedrigter Arginin/ADMA — Ratio zeigt, liefern wegweisende
Details Uber den madglichen pathomechanistischen Zusammenhang von
entzindlichen  Erkrankungen des Zahnhalteapparats und endothelialer
Dysfunktion. Weiters stellt die Verminderung der Argininf/ADMA — Ratio einen
moglichen Ansatzpunkt fir eine wirkungsvolle Therapie der endothelialen
Dysfunktion im Rahmen von entzindlichen Erkrankungen dar. Ob dadurch
letztendlich auch kardiovaskulare Ereignisse zu verhindern sind mussen

entsprechende Endpunktstudien noch zeigen.
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