Aus dem Universitatsklinikum Dusseldorf

Klinik fur Kardiologie, Pneumologie und Angiologie

Direktor: Univ.-Prof. Dr. med. Malte Kelm

Die Effekte einer flavanolreichen diatetischen Intervention
auf die vaskulare Funktion

bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz

Dissertation

Zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin

der Medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

vorgelegt von
Sarah Adamczyk

aus Berlin

2017



Als Inauguraldissertation gedruckt mit der Genehmigung der

Medizinischen Fakultit der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf
gez.: Univ.-Prof. Dr. med. Nikolaj Klocker

Dekan

Referent: Univ.-Prof. Dr. med. Tienush Rassaf

Korreferent: Priv.-Doz. Dr. med. Payam Akhyari



Den Patienten meiner Studie in Dankbarkeit gewidmet



Teile dieser Arbeit wurden verdffentlicht:

Originalarbeit:

e (. Rammos, U. B. Hendgen-Cotta, J. Sobierajski, S. Adamczyk, G. R. Hetzel,
W. Kleophas, F. Dellanna, M. Kelm, T. Rassaf,
Macrophage migration inhibitory factor is associated with vascular dysfunction

in patients with end-stage renal disease,

International Journal of Cardiology, August 2013. 168(6): p. 5249-56



Zusammenfassung

Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz weisen beschleunigte, atherosklerotische
Verdnderungen der Gefde auf. Daraus resultieren eine endotheliale Dysfunktion,
erhohter Blutdruck und GefédBsteifigkeit. Ursdchlich hierfiir sind fortschreitende mikro-
und makrovaskuldre Funktionsstorungen. Aus diesen Griinden weisen diese Patienten
eine erhohte Morbiditdt und Mortalitidt an Herz-Kreislauf-Erkrankungen, den haufigsten
Todesursachen in den westlichen Nationen, auf.

Die Erndhrung stellt einen wichtigen modifizierbaren Faktor dar, welcher die
kardiovaskuldre Gesundheit wesentlich beeinflusst. In diesem Zusammenhang haben
Flavanole als pflanzliche Nahrungsbestandteile besondere Aufmerksamkeit erzielt.
Erste interventionelle Arbeiten bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit konnten
zeigen, dass eine flavanolreiche Diit zu einer Verbesserung der Endothelfunktion und
des Blutdrucks fiihrt.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Effekte einer didtetischen
Supplementierung von Flavanolen auf die beeintrachtigte GefaBBfunktion bei Patienten
mit terminaler Niereninsuffizienz zu untersuchen.

Dafiir wurde eine placebokontrollierte, doppelblinde klinische Studie an Patienten mit
terminaler Niereninsuffizienz durchgefiihrt, die aus zwei Teilen bestand. Den ersten
Teil stellte die sogenannte Akutstudie dar, in der die Vertrdglichkeit der Priifpraparate
und deren kurzzeitigen Effekte auf die vaskuldre Funktion ermittelt wurden. Sie wurde
mit 10 Patienten durchgefiihrt. Den zweiten Teil stellte die sogenannte Langzeitstudie
dar, in der die Effekte einer chronischen Flavanoleinnahme untersucht wurden. 52
Patienten erhielten liber 4 Wochen ein Getrdnk von 200 ml, welches entweder
flavanolreich (kumulative Dosis/Tag 820 mg) oder frei von Flavanolen (0 mg) war.
Ferner unterschieden sich die Testgetranke beziiglich Energiedichte, Makro- und
Mikronéhrstoffen nicht. Am ersten und am letzten Tag der Studie wurden die Patienten
vor der Dialyse untersucht. Die Gefa3funktion wurde mittels flussmediierter Dilatation
der A. brachialis (FMD) gemessen und die arterielle Steifigkeit mittels
Pulswellengeschwindigkeit (PWV) dargestellt. Zudem wurde der Blutdruck gemessen
und es wurden laborchemische Analysen durchgefiihrt. Innerhalb dieser Analysen
wurde dem Zytokin macrophage migration inhibitor factor (MIF) besondere
Aufmerksamkeit zuteil. Dieser zeigt sich bei Inflammation erhéht und nimmt eine
zentrale Stellung in der Entstehung von Atherosklerose ein. Zudem stellen chronische
inflammatorische Prozesse die Grundlage fiir die gesteigerten atherosklerotischen
Gefalveranderungen von Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz dar.

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass bei Patienten mit terminaler Niereninsuffi-
zienz die MIF-Konzentration im Plasma erhoht ist und mit der endothelialen Funktion
der A. brachialis und der arteriellen GefdBsteifigkeit korreliert.

Des Weiteren konnte festgestellt werden, dass sowohl eine kurzzeitige als auch eine
chronische didtetische Supplementierung von Flavanolen die vaskuldre Funktion bei
terminaler Niereninsuffizienz verbessern kann. Zudem kann eine chronische diétetische
Einnahme von Flavanolen den diastolischen Blutdruck und die Herzfrequenz
beeinflussen.

Die Supplementierung mit Flavanolen stellt daher eine mogliche therapeutische Option
dar, der vaskuldren Dysfunktion entgegenzuwirken und damit den Gesundheitszustand
bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz zu verbessern.
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1. Einleitung

Im Verlauf dieser Einleitung werden zunéchst die Erkrankung der terminalen
Niereninsuffizienz und die  damit einhergehenden  kardiovaskuldren
Folgeerkrankungen erklirt. Dabei wird insbesondere auf das Zytokin macrophage
migration inhibitor factor eingegangen. Im Anschluss werden die Aufgaben eines
gesunden GefaBBendothels und die der endothelialen Dysfunktion zugrunde
liegenden  pathologischen = Prozesse  dargestellt. =~ Dann  wird  auf
Priventionsmafinahmen kardiovaskuldrer Krankheiten eingegangen.  Zuletzt
werden die Flavanole und ihre Funktion als priventive Mallnahme diese

Erkrankungen betreffend vorgestellt.

1.1 Die Bedeutung der terminalen Niereninsuffizienz fur das
kardiovaskulare System

Die Niereninsuffizienz ist definiert als irreversibler Funktionsverlust der Nieren. In
dessen Folge kommt es zu einer Erhohung der Konzentration harnpflichtiger
Substanzen wie Kreatinin und Harnstoff im Blut. Als chronische Niereninsuffizienz
fiihrt sie zu einer irreversiblen, progredienten Abnahme der glomeruldren
Filtrationsrate (GFR) als Ausdruck einer stetig abnehmenden Anzahl
funktionsfahiger Nephrone. Die Mortalitét des Patienten ist bereits bei geringer
Nierenfunktionseinschrinkung im Vergleich zu der des Nierengesunden deutlich
erhoht. Zudem steigt diese mit zunehmender Niereninsuftfizienz exponentiell an [1].
Anhand der GFR wird die chronische Niereninsuffizienz in fiinf Stadien (I-V) nach
NKF (National Kidney Foundation) eingeteilt. Beim Stadium V spricht man von
einer terminalen Niereninsuffizienz mit einer verbliebenen GFR von <15 ml/min.
Unbehandelt fiihrt dieses Stadium zum Tode, da die harnpflichtigen Substanzen
nicht mehr in ausreichender Menge mit dem Harn ausgeschieden werden konnen
und somit im Blut verbleiben. Zum Uberleben muss der Organismus daher von
diesen anfallenden Giftstoffen gereinigt und befreit werden. Dafiir wird eines der
drei folgenden Nierenersatzverfahren notwendig: Blutwésche (Himodialyse, HD),
Bauchfellwésche (Peritonealdialyse, PD) oder Nierentransplantation. Die chronisch
intermittierende Hdmodialyse ist das am hdufigsten angewandte Dialyseverfahren.
Unter dem Verfahren der Himodialyse versteht man die Entfernung von Plasma

und Molekiilen wie Elektrolyten, Harnstoff und Kreatinin. Dies erfolgt iiber ein



Filtersystem, das eine semipermeable Membran enthidlt. Dafiir wird das Blut tiber
eine kiinstlich angelegte arteriovendse Fistel (Dialyse/Cimino-Shunt) aus dem
Korper in das Filtersystem geleitet. Innerhalb dieses Filtersystems flieft das Blut
iber eine semipermeable Membran entlang eines Konzentrationsgefilles. Dadurch
konnen harnpflichtige Stoffe aus dem Blut in die Spiilfliissigkeit (Dialysat)
diffundieren und somit aus dem Blut entfernt werden.

Derzeit werden in Deutschland ca. 70.000 Patienten dialysiert [2]. Die Erkrankung
der terminalen Niereninsuffizienz ist in Deutschland von einer hohen Inzidenz
geprigt. Zudem steigt die Zahl der Betroffenen in Deutschland stetig weiter an.
Damit stellt die terminale Nephropathie ein Problem von zunehmender
gesundheitspolitischer Bedeutung dar.

Patienten mit Niereninsuffizienz sind eine der am schnellsten wachsenden
Populationen mit einem erheblich hohen Risiko fiir kardiovaskuldre Erkrankungen
[3]. Aus diesen Griinden ist die Vorbeugung von kardiovaskuldren Erkrankungen
bei niereninsuffizienten Patienten von enormer Wichtigkeit.

Gerade diese Tatsachen lassen die auch gesamtgesellschaftliche und
gesundheitspolitische Relevanz der in der hiesigen Studie untersuchten

Fragestellungen deutlich werden [3].

1.2 Kardiovaskulare Erkrankungen bei Patienten mit terminaler
Niereninsuffizienz

Aufgrund der Tatsache, dass Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz nicht nur
an der eingeschriankten Nierenfunktion leiden, sondern auch an kardiovaskuldren
Erkrankungen, kommt es zu einem drastischen Anstieg der Morbiditdt und
Mortalitdt des vorliegenden Patientenkollektivs [4]. Es existieren traditionelle
kardiovaskulire Risikofaktoren, wie u.a. Rauchen, Ubergewicht, hohes Alter, hohe
Blutfettwerte, hoher Blutdruck und Diabetes mellitus. Diese konnen die erhohte
Morbiditit und Mortalitit an kardiovaskuldren Erkrankungen bei dem vorliegenden
Patientenkollektiv allerdings nur teilweise erkldren. Bei chronisch Nierenkranken
kommen zudem nichttraditionelle kardiovaskuldre  Risikofaktoren wie
Urdmietoxine und chronische Inflammation hinzu [3, 5].

Vor dem Hintergrund, dass chronische inflammatorische Prozesse die Grundlage

fiir die gesteigerten, atherosklerotischen GefdBBverdnderungen von Patienten mit



Niereninsuffizienz darstellen, ist das Verstdndnis der pathophysiologischen

Vorginge von herausragendem Interesse.

1.2.1 Das Zytokin macrophage migration inhibitor factor

Macrophage migration inhibitor factor (MIF) ist ein Zytokin, das Zellen des
Immunsystems durch chemokinéhnliche Funktionen an den Ort einer entziindlichen
Reaktion locken kann [6]. Er wird von verschiedenen Zelltypen, insbesondere von
inflammatorischen Zellen wie Monozyten bzw. Makrophagen, aber auch von
glattmuskuldren Zellen und Kardiomyozyten, gebildet. MIF wirkt iiberwiegend
proinflammatorisch und induziert die Bildung der Mediatoren TNF-a, Interleukin-
1, -6 und -8. Dadurch nimmt MIF eine zentrale Stellung in der Entwicklung der
Atherosklerose ein. So findet sich in vaskuldren Endothelzellen einer bereits
geschidigten GefdBwand eine verstirkte MIF-Expression [6]. Zudem riickt MIF in
den Fokus vieler Studien, die Pathologien wie das akute Koronarsyndrom, die
stabile koronare Herzkrankheit und myokardiale Reperfusionsschiaden untersuchen
[7-9]. So konnte eine neuere Studie nachweisen, dass MIF ein Marker fiir eine
Herzschidigung sein kann [10]. Diese Studien zeigen, dass Patienten mit akutem
Myokardinfarkt hohe MIF-Konzentrationen im Plasma aufweisen [10] und diese
erhohten MIF-Konzentrationen wiederum mit instabilen Plaques korrelieren [7].
Bislang existieren keine Studien, die einen Zusammenhang zwischen
zirkulierenden MIF-Spiegeln und vaskuldrer Dysfunktion in der Hochrisikogruppe
der Niereninsuffizienten untersuchen. Da die terminale Niereninsuffizienz einer
chronischen Inflammation gleichkommt [11], wurden die MIF-Konzentrationen in

diesem Zusammenhang in der vorliegenden Arbeit untersucht.

1.3 Endotheliale Dysfunktion und Atherosklerose

Das gesunde GefdBlendothel ist von groBer physiologischer Bedeutung fiir die
Aufrechterhaltung des Vasotonus. Es reguliert den Blutdruck unter anderem durch
Bildung von Stickstoffmonoxid (nitric oxide, NO). NO iibernimmt als
Gefilldilatator ~ eine  zentrale @~ Funktion in  der  lokalchemischen
Durchblutungsregulation der Gefal3e. Es aktiviert die zytosolische Guanylatzyklase,
die aus Guanosintriphosphat (GTP) zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP)

synthetisieren kann. Im Anschluss daran kann cGMP Enzyme aktivieren, die iiber



Phosphorylierungsreaktionen zur Gefaf3dilatation fiihren. Des Weiteren beeinflusst
das Endothel die rheologischen Eigenschaften des Bluts durch Hemmung und
Aktivierung von Gerinnungsprozessen. Zudem weist ein gesundes Endothel
antikoagulative Eigenschaften auf: In gesunden Endothelzellen werden Substanzen
gebildet, welche die Adhidsion und Aggregation von Thrombozyten verhindern

[12].

Flavanole

Inflammation

Blutdruck

endotheliale Funktion - PWV
FMD IMT

Atherosklerotisches Endothel

Abb. 1: Der Einfluss diitetischer Flavanole auf die Gefif3funktion bei terminaler
Niereninsuffizienz. Das gesunde, physiologische Endothel im Vergleich zum atherosklerotischen

Endothel, das durch endotheliale Dysfunktion verursacht wird.

Eine chronisch vorherrschende Inflammation im vaskuldren System fiihrt zu einer
Funktionsstérung des Endothels. Dadurch kommt es zu GefaBablagerungen, die aus
Fett, Bindegewebe, Thromben und Kalk bestehen [12]. Aus diesen Ablagerungen
resultieren eine Verdickung und Verhdrtung der arteriellen GefdBwand, die unter
dem Begriff der Atherosklerose zusammengefasst werden [12]. Diese
atherosklerotischen ~ Verdnderungen gehen mit einer  beeintrdchtigten
Gefallelastizitit und einem reduzierten Gefafllumen einher [12].

Bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz sind die atherosklerotischen

Prozesse beschleunigt. Hierfiir scheinen hauptsichlich eine Intima- und



Mediaverdickung, eine erhohte GefaBsteifigkeit, endotheliale Dysfunktion,
oxidativer Stress und eine konstant vorherrschende Inflammation verantwortlich zu

sein [13, 14].

Die endotheliale Dysfunktion ist somit sowohl ein initialer als auch ein kausaler
Faktor in der Entwicklung der Atherosklerose [12, 15]. Zudem ist sie mit einer
erhohten Haufigkeit von kardiovaskuldren Erkrankungen assoziiert [15-17].

Bei dieser Dysfunktion ist die Bildung von NO vermindert, wodurch die Regulation
des GefaBtonus eingeschrinkt wird [18]. Die endotheliale Funktion gilt als
verbessert, wenn das Endothel die Fihigkeit wiedererlangt, entsprechend der
Anforderungen des Herz-Kreislauf-Systems zu reagieren [18]. Eine Erh6hung der
NO-Verfiigbarkeit gilt in diesem Sinne als praventive MaBBnahme und wirkt damit
einer endothelialen Dysfunktion entgegen [19].

Als Goldstandard in der Bestimmung der Endothelfunktion gilt die Messung der
endothelabhéngigen flussvermittelten GetaBBerweiterung (flow-mediated dilatation,
FMD) [20]. In der vorliegenden Studie wurde diese gewéhlt, um die Wirkung einer
didtetischen Supplementierung von Flavanolen auf die Endothelfunktion zu
beurteilen. Einen weiteren Marker der GefaBBfunktion stellt die arterielle
GefaBsteifigkeit dar, die stark mit dem biologischen Alter der Gefdlle korreliert
[21]. Eine neuere Studie konnte bereits zeigen, dass die arterielle GeféaBsteifigkeit
mit einer erhohten Mortalitdit bei Dialysepatienten assoziiert ist [22]. Zur
Bestimmung der arteriellen GefaBsteifigkeit wird die Messung der
Pulswellengeschwindigkeit (pulse wave velocity, PWV) empfohlen [23, 24]. Diese
Methode wurde in der vorliegenden Arbeit ebenfalls angewandt, um den Einfluss
des applizierten flavanolreichen Getrianks auf die arterielle GefédBsteifigkeit zu

untersuchen.

1.4 PraventionsmaBnahmen kardiovaskuldrer Erkrankungen

In Bezug auf kardiovaskuldre Erkrankungen existieren primire, sekundédre und
tertidre Pridventionsmafnahmen. Primdre Malnahmen haben den Erhalt der
Gesundheit zum Ziel. Ein gesunder Lebensstil stellt ein Beispiel dafiir dar. Er
schliet eine gesunde Erndhrung, sportliche Betitigung, Nikotinkarenz und

gemifigten Alkoholkonsum mit ein. FEine Medikamenteneinnahme bei



Bluthochdruck kann als Sekundirpriavention Folgeerkrankungen verhindern.
Invasive Eingriffe konnen schlieflich als tertidre MaBBnahmen die Progredienz einer

Erkrankung verlangsamen.

Eine gesunde Erndhrung, die zu den priméren PriventionsmafBnahmen gehort, stellt
u.a. einen sehr wichtigen Faktor in der Pridvention dar, weil sie stark beeinflussbar
und modifizierbar ist [25]. Epidemiologische Daten haben gezeigt, dass Menschen
aus dem Mittelmeerraum eine Erndhrungsweise befolgen, die im Vergleich zu
anderen Erndhrungsstilen weniger mit chronischen kardiovaskuldren Erkrankungen
assoziiert ist [26]. Die mediterrane Erndhrungsweise ist reich an Gemiise, Obst und
Fisch. Olivendl stellt die einzige direkte Fettquelle dar und es wird insgesamt
wenig rotes Fleisch gegessen. Zudem gilt ein moderater Rotweingenuss wéhrend
der Mahlzeiten als positiv. Dieser Erndhrungsstil wirkt sich positiv auf den
Blutdruck, die endotheliale Funktion, den Fettstoffwechsel und die
Gewichtsregulierung aus und senkt damit die kardiovaskuldre Mortalitidt [27].
Durch ihn konnen viele GefdBerkrankungen wie z. B. die periphere
Verschlusskrankheit (pAVK), der Herzinfarkt (HI) und der Schlaganfall vermieden
werden [28, 29].

Die DASH-Studie hat die Auswirkungen einer Erndhrung mit viel Obst, Gemiise
und reduziertem Fettgehalt auf den Blutdruck untersucht [30]. Die Ergebnisse
zeigten, dass eine solche Didt den Blutdruck in der GroBenordnung einer
medikamentdsen Behandlung senken kann [30].

Griiner Tee wirkt sich ebenfalls positiv auf den Gesundheitszustand aus: Es konnte
nachgewiesen werden, dass der Blutdruck durch den regelmifBigen Konsum griinen
Tees gesenkt werden kann [31]. Fiir diesen gesundheitsfordernden Effekt werden
die im griinen Tee enthaltenen Flavanole verantwortlich gemacht [32].

Die Deutsche Gesellschaft fiir Erndhrung (DGE, 2012) ridt dazu, pro Tag flnf
Portionen an Obst und Gemiise zu verzehren, um das Risiko fiir Herz-Kreislauf-
Erkrankungen zu senken. Neue Studienergebnisse korrigieren diese Empfehlung
und raten zu mindestens sieben Portionen tdglich [33]. Diese sind fiir eine gesunde
Erndhrung essentiell, denn sie enthalten Vitamine, Mineralstoffe, sekundére
Pflanzenstoffe, Ballaststoffe und gleichzeitig wenig Energie und Fett.
Epidemiologische Studien haben zeigen konnen, dass der protektive Effekt einer

obst- und gemiisereichen Erndhrung auf die kardiovaskuldre Gesundheit teilweise



auf die in diesen Nahrungsmitteln enthaltenen Polyphenole (Flavanoide), besonders

auf die Subklasse der Flavanole, zuriickzufiihren ist [34, 35].

1.5 Wirkung von Flavanolen auf das GefaRsystem

Neben den primdren Pflanzeninhaltsstoffen, die sich aus den enthaltenen
Néhrstoffen wie den Kohlenhydraten, Proteinen und Fetten zusammensetzen, gibt
es auch sekundire Pflanzenstoffe. Diese sekunddren Stoffe erfiillen
unterschiedliche Funktionen: Sie dienen als Abwehrstoffe gegen Schédlinge, als
Wachstumsregulatoren und als Farbstoffe. Die hierzu zdhlenden Polyphenole
kommen in Pflanzen als Farb- und Geschmacksstoffe vor. Polyphenole sind fiir die
protektive Wirkung von Gemiise und Obst verantwortlich [35]. Die am hédufigsten
vorkommende Untergruppe der Polyphenole bilden die Flavonoide. Diese besitzen
eine gemeinsame urspriingliche chemische Struktur und werden anhand ihrer
verschiedenen Substituenten nochmals in die folgenden Untergruppen eingeteilt:

Flavanole, Flavonole, Flavone, Isoflavone, Flavanone und Anthocyanine [34].

Flavonoide

-
RN

Anthocyanine

Flavanole oH

Flavanone
Flavonole

Flavone

Nahrungsmittel reich an Flavanolen:

ﬁ \ﬁ \k\i

Kakao Apfel Rotwein  Griiner Tee

Abb. 2: Die Molekularstruktur diitetischer Flavanole und deren Vorkommen



Flavanole sind in Obst und Gemiise, aber auch in Kakao, Tee und Rotwein
enthalten. Die meisten Flavanole liegen in der Nahrung in einer Oligomerstruktur
vor. Fiir die beobachteten positiven Effekte der Flavanole auf die GefaB3funktion
scheinen jedoch die verstoffwechselten Monomer- und Dimerstrukturen der
Flavanole verantwortlich zu sein [36, 37]. Zu diesen positiven Effekten zdhlen die
Regenerierung der endothelialen Funktion, die Senkung des Blutdrucks und
Verbesserungen der Insulinsensitivitit [38-40].

Die verschiedenen pharmakologischen Mechanismen, die zu den genannten
Effekten fiihren, sind noch nicht endgiiltig geklart. Es gibt Hinweise darauf, dass
Flavanole eine Steigerung der NO-Bioaktivitit bewirken, wodurch die
flussabhingige Gefalerweiterung verbessert wird [41]. (Weitere Studienergebnisse
zeigen, dass Flavanole auch eine antithrombotische Wirkung haben [42].

AuBerdem besitzen Flavanole antioxidative Eigenschaften. Interessanterweise
gehoren sie nicht den direkten Antioxidantien, sondern den indirekten
Antioxidantien an [43, 44]. Direkte Antioxidantien konnen freie Radikale wie
reaktive Sauerstoffspezies und reaktive Stickstoffspezies abfangen. Indirekte
Antioxidantien induzieren hingegen antioxidative Enzyme wie die Superoxid-
Dismutase, die wiederum die schiadlichen Radikalen wie reaktive Sauerstoff- und
Stickstoffspezies inaktivieren [43].)

Studien konnten zeigen, dass die Wirkung von Flavanolen mit kardiovaskuldren
Effekten assoziiert ist: So wird die endothelabhingige GefaBerweiterung durch eine
akute und chronische Flavanoleinnahme verbessert [45, 46].

Ob die Verabreichung eines flavanolreichen Getrinks die GefdBBfunktion bei
terminaler Niereninsuffizienz beeinflusst, ist bis dato nicht bekannt. Sollte dies
jedoch festgestellt werden, konnte sich dadurch eine neue Mdglichkeit in der

Behandlung terminal niereninsuffizienter Patienten er6ffnen.

1.6 Fragestellungen der vorliegenden Arbeit

In der vorliegenden Arbeit sollte der Einfluss einer Supplementierung von
Flavanolen auf die GefaBfunktion bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz
untersucht werden. Zudem sollten die MIF-Konzentrationen bei terminal

niereninsuffizienten Patienten im Kontext mit der vaskuldren Funktion erortert



werden. In Anbetracht des derzeitigen Wissensstands ergaben sich hierfiir folgende

Fragestellungen:

1) Gibt es einen Zusammenhang zwischen der Konzentration von MIF und der
GefaBfunktion bei Niereninsuffizienten?

2) Haben Flavanole bereits einen kurzzeitigen Einfluss auf die endotheliale
Funktion bei terminaler Niereninsuffizienz?

3) Zeigen sich nach chronischer Supplementierung von Flavanolen bei

terminaler Niereninsuffizienz Langzeiteffekte auf die vaskuldre Funktion?

2. Material und Methoden

2.1 Studiendesign

Um die Effekte einer didtetischen Supplementierung von Flavanolen auf die
vaskuldre Funktion bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz zu untersuchen,
wurde eine zweiteilige klinische Studie durchgefiihrt (siehe Abb. 3). Den ersten
Teil stellte die Akutstudie dar, in der die Vertrdglichkeit der Priifprdparate und
deren kurzzeitigen Effekte an insgesamt 10 Patienten ermittelt wurden. Den
zweiten Teil stellte die im Anschluss durchgefiihrte Langzeitstudie dar, in der die
Effekte einer chronischen Flavanoleinnahme an insgesamt 52 Patienten untersucht
wurden.

Alle Patienten wurden beziiglich der Ein- und Ausschlusskriterien der Studie auf
thre Eignung zur Teilnahme an derselben hin gepriift. Dabei waren die
Haupteinschlusskriterien der Studie ein Mindestalter der Patienten von 18 Jahren
und die Teilnahme der Patienten an der chronisch intermittierenden Hdmodialyse.
Die Hauptausschlusskriterien der Studie waren folgende Diagnosen: ein akutes
Nierenversagen, eine Anurie, eine Hyperkalidmie, eine aktive maligne Erkrankung,
eine Herzinsuffizienz des Stadiums III-IV nach NYHA, eine akute Infektion, eine

hohergradige Herzrhythmusstérung und eine Schwangerschaft.



placebokontrollierte, doppelblinde, GCP-kontrollierte, randomisierte Studie
n=95 unter Berlicksichtigung der Auswahlkriterien Uberprift

n=38 ausgeschlossen
n=33 Teilnahme abgelehnt
n=5 Auswahlkriterien nicht erfllit

n=57
eingeschlossen l

Akuter Studienteil Chronischer Studienteil
im Crossoverdesign im Parallelgruppendesign
n=10 randomisiert und eingeteilt n=52 randomisiert
v ,L ¢
Flavanole | x | Placebo Flavanole Placebo
n=26 eingeteilt n=26 eingeteilt
y h 4 v
n=10 in Auswertung n=52 in Auswertung eingeschlossen

eingeschlossen

Abb. 3: Ablaufdiagramm der zweiteiligen Studie

Die Studie wurde randomisiert, doppelblind, placebokontrolliert und GCP-konform
(good clinical practice, GCP) durchgefiihrt; die Randomisierung erfolgte durch das
Koordinationszentrum fiir klinische Studien (KKS).

Sowohl die Pateinten als auch die Untersucher waren beziiglich der Identitit der
Priifpraparate verblindet. Alle Patienten wurden wéhrend der ersten Visite
randomisiert. Dafiir erhielten sie jeweils nach der Reihenfolge ihres Eintritts in die
Studie eine Identifikationsnummer (1-52). Zudem enthielten die Priifpraparate auf
der Verpackung eine Chargennummer (B711J8 oder G3N45S). Diese Nummern
dienten der Doppelverblindung. Erst nachdem die Studie vollstindig abgeschlossen
war, wurde entblindet.

Registriert wurde die in dieser Arbeit beschriebene klinische Studie unter der
Clinical Trials-Nummer NCT00835887. Der Ethikantrag fiir die Studie wurde von
der Ethikkommission der Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf unter der

Studiennummer 3587 genehmigt.
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2.1.1 Studiendesign der Akutstudie
Ziel der Akutstudie war es, die Vertrdglichkeit und Sicherheit der beiden

verwendeten Préparate zu iberpriifen. Zudem sollten die Effekte auf die

Gefiallfunktion nach einmaliger Einnahme des flavanolreichen Getrdnks und des

Placebos untersucht werden.

Im Akutteil der Studie tranken die Patienten (n=10) an zwei dialysefreien

Untersuchungstagen im Abstand von einer Woche im Cross-over Design (siche

Abb. 4) das flavanolhaltige und alternierend das flavanolfreie Getréink.

10 Patienten *+ -+ -+

Wash-out
1 Woche

Flavanole Placebo

Flavanole

Placebo

1. Studientag 2. Studientag

Abb. 4: Cross-over Design der Akutstudie

2.1.2 Studiendesign der Langzeitstudie

Ziel der Langzeitstudie war es, die Effekte einer chronischen Einnahme des

flavanolreichen Getrinks auf die Gefalfunktion im Vergleich zu denen des

Placebos zu untersuchen.

Im Langzeitteil der Studie sollten die Patienten (n=52) an 30+5 Tagen jeweils

tiglich das flavanolhaltige oder das flavanolfreie  Getrink

(Parallelgruppendesign).

Flavanole

26 Patienten I

1

) e

Placebo

26 Patienten I

1

PR N

Abb. 5: Parallelgruppendesign der Langzeitstudie
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Zu diesem Zweck wurden die Patienten in zwei Gruppen eingeteilt (siche Abb. 5).
Eine Gruppe (n=26) erhielt die Priifsubstanz mit einer Konzentration von 820 mg
Flavanolen pro Tag (siehe dazu unter 2.4 Tabelle 1: Zusammensetzung der
Priifpriparate). Zum Vergleich erhielt die andere Gruppe (n=26) das flavanolfreie
Placebopréparat. Die Identitdt der jeweiligen didtetischen Intervention war wéahrend
der Studiendurchfiihrung sowohl den Priifern als auch den Patienten unbekannt.

Jeweils am ersten und letzten Tag der Studie wurden die Patienten am jeweiligen
Dialysetag untersucht. Der Dialysetag blieb dabei nach dem iiblichen Turnus des
Patienten bestehen: Erfolgte der erste Studientag beispielsweise an einem Mittwoch
(Dialyseintervall: Montag, Mittwoch, Freitag), wurde der letzte Studientag vier

Wochen spiter ebenfalls auf einen Mittwoch festgelegt.

2.2 Untersuchungsprotokoll

Zu Beginn der Studie wurden die Patienten iiber den Studienablauf und die
dazugehorigen Untersuchungen aufgeklért. Anschlieend erfolgte eine kursorische
internistische Anamnese, in der sowohl die Erkrankungen und die aktuelle
Medikation als auch die kardiovaskuldren Risikofaktoren erhoben wurden.

Des Weiteren wurde von jedem Patienten ein Erndhrungsfragebogen sowie ein
Fragebogen zum psychischen Gesundheitszustand (SF 36) ausgefiillt.

Nach einer 10-miniitigen Entspannungsphase auf einer Liege wurde der Blutdruck
manuell gemessen. Nach einer erneuten 10-miniitigen Entspannungsphase wurde
dann eine erste basale Ultraschalluntersuchung der A. brachialis durchgefiihrt: Die
basale endothelabhéngige GefaBdilatation (FMD) wurde gemessen. Zudem wurde
die GefdBsteifigkeit anhand einer Pulswellenanalyse untersucht. Diese Analyse
erfolgte mittels Applanationstonometrie der A. radialis, A. carotis und A. femoralis.
Im Anschluss daran wurde Blut abgenommen, um sowohl Routineparameter als
auch biochemische Parameter bestimmen zu konnen. Nach dem ersten
Untersuchungsablauf durfte der Patient das in Leitungswasser aufgeloste

Priifpréparat trinken.

12



2.2.1 Untersuchungsprotokoll der Akutstudie

In der Akutstudie erfolgten die Untersuchungen am jeweiligen Untersuchungstag
(sieche Abb. 6) zu den folgenden Zeitpunkten: basal (t=-1), eine Stunde nach
Einnahme des Priifpréparats (t=1), zwei Stunden nach der Einnahme (t=2), drei
Stunden nach der Einnahme (t=3) und zum Abschluss der Sitzung (t=4 bzw. t=5).
Fiir die im selben Rhythmus erfolgten Blutabnahmen wurde den Patienten am

shuntfreien Arm ein Zugang gelegt.

Verum oder Placebo

l
] |

!
{ { {

e —

= o —
C0 U —

0 1 3
*Endotheliale Funktion (FMD)
*Hamodynamik (HF/RR)
{ @t i i} i i}
*Biochemie (Inflammation, NO-Pool, Flavanole) ‘

Abb. 6: Ablauf eines Untersuchungstags der Akutstudie

2.2.2 Untersuchungsprotokoll der Langzeitstudie

In der Langzeitstudie wurden die genannten Untersuchungen am ersten und am
letzten Tag der Studie und damit jeweils an einem Dialysetag durchgefiihrt. Die
Blutabnahmen erfolgten direkt aus dem arteriellen Schenkel der Dialysemaschine.
Am Ende des ersten Studientags erhielten die Patienten noch das einzeln
abgepackte Priifpréiparat fiir die selbststindige tigliche Einnahme bis zum Ende der
Studie. Dabei wurden sie gebeten, die leeren Verpackungen nach erfolgter

Einnahme aufzuheben und am letzten Tag der Studie gesammelt mitzubringen.

2.3 Studienkollektiv

Die Studie wurde mit Patienten durchgefiihrt, die an terminaler Niereninsuffizienz
des Stadiums V nach NKF/KDOQI leiden und als Nierenersatzverfahren eine
chronisch intermittierende Hamodialyse (HD) vornehmen lassen. Die Patienten der
Studie wurden im Medizinischen Versorgungszentrum (MVZ) DaVita Karlstralle
GmbH in Diisseldorf akquiriert.
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2.4 Beschreibung der Priifsubstanz

Die in der Studie verabreichte Priifsubstanz war ein natiirliches
Nahrungsergdanzungsmittel, das von Mars Botanical (Mars, Inc. McLean, USA) zur
Verfiigung gestellt wurde. Es handelte sich hierbei um ein himbeerfarbenes Pulver,
das in weillen Plastikpdckchen verpackt war. Es war entweder als Verum reich an
Flavanolen (410 mg pro Péackchen) oder als Placebo frei von diesen (0 mg).
Beziiglich der restlichen Inhaltsstoffe unterschieden sich die zwei Priifgetranke
nicht (siehe Tabelle 1). Gekennzeichnet waren die unterschiedlichen Péickchen
anhand eines aufgedruckten Buchstaben- und Zahlencodes: B711J8 versus
G3N45S.

Es wurden jeweils zwei Packchen in einem Glas stillen Wassers (200 ml) aufgelost.

Handelte es sich um das Verum, wurde somit tdglich eine kumulative Dosis von

820 mg Flavanolen eingenommen.

Tabelle 1: Zusammensetzung der Priifpriparate

Inhaltsstoffe: Flavanolfreies Getrink: Flavanolreiches Getrink:
Kakaoflavanol (mg) Nicht Detektierbar 410
Monomere (mg) ND 62
(-)- Epicatechin (mg) ND 55
(-)- Catechin (mg) ND 6
Dimere (mg) ND 62
Trimere-Decamere (mg) ND 285
Theobromin (mg) 56 50
Koffein (mg) 5 7
Energie (kcal) 25 25
Fett (g) 0 0
Kohlenhydrate (g) 6 6
Proteine (g) 0 0
Natrium (mg) 3 2
Kalium (mg) 76 100
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2.5 Bestimmung der MIF-Konzentration

Da das Patientenkollektiv an einer erhohten chronischen Inflammation leidet, sollte
der macrophage migration inhibitory factor bestimmt werden. MIF unterliegt beim
Menschen einer zirkadianen Rhythmik. Aus diesem Grund wurden die
Konzentrationen von demselben nur bei den Patienten untersucht, die ihre Dialyse
vormittags begonnen hatten (n=39). Fiir die Bestimmung der MIF-Konzentration
wurde wihrend des Untersuchungsablaufs ein Heparinréhrchen entnommen, das 10
min bei 4°C und 800 g zentrifugiert wurde. Daraufhin wurde das Plasma in 200 pl-
Portionen in 1,5 ml-Eppendorf Safe-Lock GefaBBe™ pipettiert. Direkt im Anschluss
wurden die Proben mithilfe fliissigen Stickstoffs schockgefroren und im
Gefrierschrank bei -80°C bis zur Messung aufbewahrt.

Die MIF-Konzentration in den Plasmaproben wurde dann durch quantitative
Antigen/Sandwich-ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) des Herstellers
R&D Systems (Quantikine, R&D Systems, Minneapolis, USA) etablierten
Protokollen entsprechend [47] gemessen. Bei dieser ELISA-Technik werden zwei
Antikorper (AK) verwendet, die beide (an unterschiedlichen Epitopen) das zu
messende Antigen (AG) binden. Der erste AK befindet sich dabei schon in den
Vertiefungen der Mikrotiterplatte. In einem ersten Schritt wird die Probe mit dem
nachzuweisenden MIF-Antigen in die Vertiefungen der Titerplatte gegeben, damit
die erste AK-AG-Bindung erfolgen kann. Nach einer Inkubationszeit wird die
Mikrotiterplatte abgewaschen, um die nichtgebundenen Bestandteile der Probe zu
entfernen. In einem zweiten Schritt wird ein Detektions-AK in die Vertiefungen
zugefligt, um das gewiinschte AK-AG-AK-Produkt zu erhalten. Die Platte wird
daraufhin erneut gewaschen, um die nicht gebundenen Anteile zu entfernen.
Anschliefend kann das Antigen mithilfe eines Photometers detektiert und

quantifiziert werden.

2.6 Bestimmung der endothelialen Funktion

Zur nichtinvasiven Erfassung der endothelialen Funktion wurde die flussvermittelte
Vasodilatation duplexsonographisch gemessen. Die Ultraschalluntersuchungen
wurden bei Raumtemperatur in einem ruhigen Dialyseraum durchgefiihrt. Vor der

Untersuchung hatte der Patient jeweils immer eine Ruhephase von zehn Minuten.
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Zu Beginn der FMD-Untersuchung wurde die A. brachialis des shuntfreien Arms
mithilfe eines hochauflosenden 12 MHz Linear Array-Schallkopfs (Vivid i
Ultrasound, GE Healthcare, Miinchen, Deutschland) im Bereich der Ellenbeuge
longitudinal dargestellt. An der Stelle mit optimaler anteriorer sowie posteriorer
Abgrenzbarkeit wurde der basale GefaBdurchmesser (= Ruhediameter) bestimmit.
Um die endothelabhidngige Vasodilatation messen zu konnen, wurde eine reaktive
Hyperdmie  ausgelost. Daftir wurde der Blutfluss mithilfe  einer
Blutdruckmanschette fiinf Minuten lang durch suprasystolische Kompression (250
mmHg) am Unterarm gestaut. Nach Losung der Kompression wurde die reaktive
Hyperdamie erzeugt. Abschliefend wurden in den folgenden 100 Sekunden alle 20
Sekunden (jeweils drei Herzzyklen lang) Bilder der FMD aufgenommen. Diese
Bilder konnten anschlieBend mithilfe einer Software (MIA Vascular Research
Tools) ausgemessen werden [48].

Die FMD kann auch unabhingig von einer verminderten endothelialen Funktion
eingeschriankt sein. Daher wurde zum Abschluss der Untersuchungen auch die
endothelunabhédngige GefdBerweiterung untersucht. Dafiir wurde den Patienten
zundchst 400 pg Glyceroltrinitrat sublingual (Nitrolingual akut® Spray, G. Pohl-
Boskamp, Deutschland) verabreicht. Im Anschluss wurde die NMD-Messung
(nitroglycerinmediierte Dilatation, NMD) durchgefiihrt.

Bei beiden FMD-Verfahren wurde die prozentuale Zunahme des
Gefilldurchmessers (= Diameters) in Relation zum Ausgangsdurchmesser
gemessen:
FMD=[(max. Hyperamiediameter—Ausgangsdiameter)/
Ausgangsdiameter]x100

2.7 Bestimmung der Himodynamik: Blutdruck und Herzfrequenz

Zur Untersuchung der Wirkung einer Supplementierung von Flavanolen auf den
Blutdruck und die Herzfrequenz wurden deren Werte nach einer Ruhephase von 10
min manuell erhoben. Die Zeitpunkte der Messungen waren mit denen der FMD-

Messungen und Blutabnahmen identisch.
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2.8 Messung der GefaBsteifigkeit

Zur Messung der arteriellen Gefaf3steifigkeit wurde die Pulswelle der A. radialis
aufgezeichnet und analysiert. Fiir diese Pulswellenanalyse wurde das SphygmoCor
(AtCor Medical, Australia) verwendet. Hierbei handelt es sich um eine
nichtinvasive klinisch validierte Technologie, die auf der Applanationstonometrie
beruht. Damit war es mdglich, anhand peripherer Pulsdruckmessung (periphere
Tonometrie) zentrale Blutdruckwerte und kardiovaskuldre Funktionsparameter zu
erfassen.

Hierfiir wurde ein stiftdhnlicher Sensor senkrecht auf die A. radialis gehalten. An
diesem Auflagepunkt enthilt der Sensor eine druckempfindliche Membran, iiber
die Pulswellen aufgezeichnet werden konnen. Anhand dieser oszillometrischen
Aufzeichnungen war das verwendete Computerprogramm in der Lage, eine
kalibrierte = Blutdruckkurve der Aorta unter Zuhilfenahme einer sog.
Transferfunktion abzuschétzen [49].

Zur Messung der Gefdl3steifigkeit wurde die Ausbreitungsgeschwindigkeit der
peripheren Pulswelle (Pulswellengeschwindigkeit, PWV) errechnet. Dafiir wurden
die Pulswellen an zwei arteriellen Messpunkten aufgezeichnet: an der A. carotis
und an der A. femoralis. Um die Zeit vom Beginn der Pulswelle, die mit der
Auswurfphase des linken Ventrikels beginnt, bis zur Ankunft in der Peripherie
ermitteln zu kénnen, wurde parallel zur Messung ein EKG des jeweiligen Patienten
aufgezeichnet. Anhand der zusitzlich ausgemessenen Distanz zwischen den beiden
Messpunkten konnte schlieBlich die Pulswellengeschwindigkeit (= Weg/Laufzeit)

errechnet werden.

2.9 Bestimmung der Intima-Media-Dicke

Um das allgemeine Ausmaf3 der Artherosklerose der groflen Arterien einschitzen
zu konnen, wurde die Intima-Media-Dicke (IMD, englisch IMT) der A. carotis
bestimmt.

Die Messung derselben erfolgte bei jedem Patienten am ersten und am letzten
Studientag. Dafiir wurden per Ultraschall (12 MHz Linear Array-Schallkopf, Vivid
1 Ultrasound GE Healthcare, Miinchen, Deutschland) am Hals der Patienten jeweils
Bilder der A. carotis (I cm distal der Bifurkation der A. carotis communis)

aufgenommen. Mithilfe dieser Aufnahmebilder konnten die Dicke der Intima und
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die der Media ausgemessen werden. Die Intima bezeichnet die innerste
GefaBschicht aus Endothelzellen und die Media die mittlere GefaB3schicht aus
glatten Muskelzellen. Sind die Werte grofer als die Normwerte (z. B. im Alter von
60-70 Jahren: 0,7- 0,8 mm), liegen GefiBBwandverdickungen vor. Ab einer Dicke
von 1,0 mm liegen pathologische GefaBwandveridnderungen vor [50]. Auf diese
Weise kann das pathologische Ausmall der Atherosklerose mithilfe der IMT-

Messung ermittelt werden.

2.10 Bestimmung der Konzentrationen von Nitrit und Nitrat im Plasma
Fir die biochemischen Analysen wurden wihrend jeder der Untersuchungen
zweimal 3,6 ml Blut mittels 5 ml-Einwegspritzen (B.Braun Melsungen AG,
Deutschland) aufgezogen. Direkt im Anschluss wurden die zweimal 3,6 ml aus den
5 ml-Spritzen jeweils in separate 15 ml-Réhrchen (Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, Deutschland) iiberfiihrt. Diese waren bereits mit 3,6 pl Heparin
(Heparinnatrium, Hoffmann-La Roche AG, Grenzach, Wyhlen, Deutschland)
gefiillt. Beide Rohrchen (gefiillt mit jeweils 3,6 pl Heparin + 3,6 ml Vollblut)
wurden sofort danach fiir 10 min bei 4°C und 800 g zentrifugiert. Direkt danach
wurde das klare Plasma aus den zwei Rohrchen in 1,5 ml-Eppendorf-Safe-Lock-
Gefille™ aliquottiert. Im Anschluss wurden alle Proben mithilfe fliissigen
Stickstoffs schockgefroren und im Gefrierschrank bei -80°C bis zur Vermessung
gelagert.

Die Messung der Konzentrationen von Nitrat und Nitrit aus diesen Plasmaproben
erfolgte nach etablierten Methoden mithilfe des automatischen NOx-Analyzers
ENO-20 (EiCom, Kyoto, Japan) [51, 52]. Fiir diese wurden die Plasmaproben
langsam auf Eis aufgetaut. AnschlieBend wurden sie im Verhéltnis 1:1 mit
eisgekiihltem Methanol vermengt. Direkt danach wurden die Proben bei 4°C fiir 10
min bei 10.000 g zentrifugiert. Der dabei entstandene Uberstand wurde in spezielle
HPLC-Reaktionsgefifle (Eppendorf-Reaktionsgefdl 3810, Eppendorf Vertrieb
GmbH, Wesseling, Deutschland) {berfiihrt. In dieser Form wurden die
Plasmaproben in den dem NOx-Analyzer vorgeschalteten Autosampler gestellt. So
wurden die Proben nacheinander bei einer Temperatur von 4°C gemessen.

Die Reaktionen, die dem Verfahren der Nitrat- und Nitritmessung zugrunde liegen,

sind die Griess-Reaktion und die Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (high
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performance liquid chromatography, HPLC). Bei der Griess-Reaktion wird bei
Anwesenheit von Nitrit ein roter Azofarbstoff gebildet, dessen Farbintensitit
proportional ~ zur  Nitritmenge in  der  Probe ist.  Bei  der
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie wird der Nitritgehalt durch die
photometrische Messung der Absorption bestimmt. Zu Beginn der Messung werden
das Nitrit und das Nitrat einer Probe aufgetrennt. Dies erfolgt mittels
Umkehrphasenchromatographie: Die enthaltene Trennsdule (NO-PAK, EiCom,
Dublin, Irland) ist hierbei mit einem Material (Polystyrol-Polymer) versehen, das
eine hohere Affinitdt zu Nitrat aufweist. AnschlieBend wird das Nitrat mittels
Cadmium-Kupfergranulat in der Reduktionssédule zu Nitrit reduziert.

Im Anschluss daran wurde das sog. Griess-Reagenz hinzugefiigt, woraufhin rétlich-
violette Diazoverbindungen entstanden. Diese Verbindungen wurden bei einer
Wellenldnge von 540 nm absorbiert und konnten somit spektrophotometrisch
gemessen werden. Dies erfolgte mithilfe des UV/Vis-Spektrophometers (EiCom,
Dublin, Irland). Uber eine Computerschnittstelle war es mdglich, die
Probenkonzentrationen von Nitrit und Nitrat als Integrale darzustellen. Eine
Software (eDAQ PowerChrom, Version 2.5.9) berechnete die Konzentrationen
bzw. die Integrale. Dabei arbeitete sie laut Angaben des Herstellers mit
Kalibrierungen durch standardisierte Nitrit- und Nitratlosungen.

Durch dieses Verfahren war es moglich, den Nitrit- und Nitratgehalt derselben
Plasmaprobe getrennt voneinander bis zu einem Schwellenwert von 1 nmol/L zu

detektieren.

2.11 Bestimmung der Flavanolkonzentration im Plasma

Fiir die Messung der Konzentration von Flavanolen wurden innerhalb der
Untersuchungen immer jeweils zwei EDTA-RShrchen abgenommen. Diese wurden
unmittelbar nach der Abnahme fiir 10 min bei 4°C und 800 g zentrifugiert. Im
Anschluss wurden aus diesen zweimal 600 pl Plasma pipettiert und in speziell
beschichtete 1,5 ml-Eppendorf-Safe-Lock-Gefdlle™ iiberfiihrt. Dabei wurde
jeweils 3 ul Ascorbinsdure hinzugefiigt. AnschlieBend wurden die einzelnen Proben
mit  flissigem  Stickstoff  schockgefroren. Dann  wurden sie zum
Studienkooperationspartner der University of California, Davis, USA geschickt.
Dort konnten entsprechend etablierter Methoden Flavanolmetabolite detektiert
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werden  [53]. Die Flavanolkonzentrationen = wurden  mittels HPLC
(Hochleistungsfliissigkeitschromatographie) — analysiert. Dabei wurden die
Konzentrationen von folgenden strukturell dhnlichen Epicatechinmetaboliten
gemessen:

e (—)-epicatechin-3'-b-D-glucuronide (E3'G)

e (—)-epicatechin-3'-sulfate (E3'S)

e (—)-epicatechin-5-sulfate (E5S)

e 3'-O-methyl(—)-epicatechin-5-sulfate(3'MESS)

e 3'-O-methyl(—)-epicatechin-7-sulfate(3'ME7S)

2.12 Klinisches Routinelabor

Zur Bestimmung des Routinelabors wurden wihrend des Untersuchungsablaufs
Blutproben in Vakuumréhrchen (Vacutainer® Systems, Plymouth, GroB3britannien)
entnommen.

Im Zentrallabor des Universititsklinikums Diisseldorf wurden durch routineméBige
analytische ~Methoden folgende Parameter jedes Patienten bestimmt:
Elektrolytwerte (Natrium, Kalium, Calcium, Phosphat, Magnesium und Eisen), ein
kleines Blutbild (Leukozyten, Erythrozyten, HB, Hkt, Thrombozyten), Enzyme
(CK/CK-MB, LDH, GOT, GPT, GGT, AP, CHE, Amylase), Plasmaproteine
(Gesamteiweil, CRP, Troponin, Albumin, Cystatin C, Ferritin, Transferrin,
Transferrinséttigung,  Haptoglobin), = Nierenretentionsparameter  (Kreatinin,
Harnstoff, Harnséure, Bilirubin gesamt), Cholesterinwerte (Cholesterin,
Triglyceride, HDL-/ LDL-Cholesterin), Schilddriisenwerte (TSH), Zuckerwerte
(HbA1c) sowie Homocystein und BNP.

2.14 Ernahrungsprotokoll

Um nachvollziehen zu kénnen, wie sich die Patienten gewohnheitsgemil3 erndhren,
und um dadurch gegebenenfalls verursachten Auswirkungen auf die endotheliale
Funktion nachgehen zu konnen, wurde fiir den ersten, den zehnten, den
zwanzigsten und den letzten Studientag ein Erndhrungsprotokoll gefiihrt. Die
Patienten sollten fiir einen Zeitraum von 24 Stunden aufschreiben, welche

Nahrungsmittel und Getrénke sie zu sich nahmen. In diesen Erndhrungsprotokollen
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wurde explizit nach dem Verzehr von Obst und Gemiise gefragt, die nach
unterschiedlichen ~ Sorten  aufgelistet  waren  (Zitrusfriichte/Stidfriichte,
Beerenfriichte, = Kernobst,  Steinobst,  Salate/Blattgemiise, = Fruchtgemiise,
Hiilsenfriichte etc.). Zudem wurde auch der konkrete Verzehr von Fleisch, Fisch,
Nudeln, Reis, Kartoffeln, SiiBigkeiten und Schokolade erfragt. Des Weiteren
wurden beziiglich der Getrdnke zwischen den Unterklassen Wasser, Tee (Griiner
Tee, Schwarzer Tee, Kréutertee, Friichtetee), Kaffee und Sifte differenziert.
Jeweils Zutreffendes sollte auf dem Protokoll angekreuzt und mit der jeweils
verzehrten Menge angegeben werden.

Somit wurde die Moglichkeit gesichert, bei eventuell untypisch hohen Messwerten

einen Zusammenhang zur Erndhrung aufdecken zu konnen.

2.15 Short-Form (36)- Gesundheitsfragebogen

Mittels des Short-Form (36)-Gesundheitsfragebogens wurde die gesundheitsbe-
zogene Lebensqualitidt der Patienten erhoben. Dieser dient der Therapiekontrolle
und der Verlaufsmessung. Zudem bewertet er den Nutzen medizinischer Therapien,
indem er durch die gleichen spezifischen Fragen zu unterschiedlichen Zeitpunkten
den individuellen Gesundheitszustand der Patienten in seinem jeweiligen Verlauf
misst.

Der Fragebogen setzt sich aus den folgenden acht Skalen zusammen, die dazu
dienen, das selbst eingeschitzte allgemeine Gesundheitsbefinden darzustellen:

» korperliche Funktionsfihigkeit

» korperliche Rollenfunktion

* korperliche Schmerzen

* allgemeine Gesundheitswahrnehmung

o Vitalitdt

» soziale Funktionsfdhigkeit

» emotionale Rollenfunktion

» psychisches Wohlbefinden
In der Auswertung wurden die jeweils gegebenen Antworten der Patienten in

prozentuale Werte transformiert. Hohe Werte entsprechen dabei einer besseren

empfundenen Lebensqualitidt als niedrige Werte. Damit werden hohe Werte als
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positiv bewertet. In den Skalen allgemeine Gesundheitswahrnehmung, Vitalitdt und
psychisches Wohlbefinden gelten bereits mittlere Werte als normal bzw. nicht
eingeschriankt: Da diese Skalen methodisch anders konstruiert wurden, sind hier
solche mittleren Werte schon als positiv zu bewerten. Nur eine besonders hohe
Selbsteinschédtzung namlich fiihrt auch in diesen Skalen zu hohen Werten [54].

Ausgehend von diesen acht Hauptkomponenten wurden dann zwei Summenskalen
erfasst, um die korperliche und die psychische Dimension des allgemeinen

Gesundheitszustands zu erfassen:

* korperliche Summenskala

* psychische Summenskala

Dabei setzt sich die korperliche Summenskala aus den Skalen kérperliche
Funktionsfdhigkeit, korperliche Rollenfunktion, kérperliche Schmerzen und
allgemeine  Gesundheitswahrnehmung zusammen, wobei die psychische
Summenskala aus den Skalen Vitalitit, soziale Funktionsfihigkeit, emotionale

Rollenfunktion und psychisches Wohlbefinden erfasst wird.

2.16 Mathematisch-statistische Auswertung

Die mathematisch-statistische Auswertung erfolgte mithilfe der Software GraphPad
Prism (Version 5.0). Die dabei gewonnenen Ergebnisse sind, soweit nicht anders
vermerkt, als Mittelwert (MW) + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) angegeben.
Zum Vergleich der Unterschiede zwischen den beiden Gruppen (Flavanolgruppe
versus Placebogruppe) wurde der ungepaarte zweiseitige Student’s t-Test
angewendet. Beziiglich der Unterschiede innerhalb einer Gruppe wurde der
gepaarte t-Test verwendet. Als Signifikanzwert wurde ein p-Wert von p<0,05

angenommen.
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3. Ergebnisse

3.1 Studienkollektiv

Insgesamt 95 Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz wurden beziiglich der
Ein- und Ausschlusskriterien der Studie auf ihre Eignung zur Teilnahme an
derselben hin gepriift. Von den 95 gepriiften Patienten mussten gemal3 dieser
Kriterien n=38 ausgeschlossen werden, da n=5 die vorgegebenen Kriterien nicht
erfiillten und n=33 ihr Einverstdndnis zur Teilnahme widerriefen (siche Abb. 3). 57
Patienten wurden schlieflich in die Studie eingeschlossen. Von diesen nahmen n=5
nur an der Akutstudie, n=47 nur an der Langzeitstudie und n=5 sowohl an der
Akut- als auch an der Langzeitstudie teil. Die n=10 Patienten der Akutstudie
nahmen die Priifprdparate in randomisierter Reihenfolge im Abstand von einer
Woche ein. Die n=52 Patienten der Langzeitstudie wurden randomisiert in zwei
Gruppen aufgeteilt. Somit gab es eine Gruppe mit n=26 Patienten, die das
Flavanolpréparat einnahmen, und eine Parallelgruppe mit ebenfalls n=26, die das
Placebo erhielten. In der Flavanolgruppe haben zwei Patienten die Einnahme des
Priifpriparats vorzeitig abgebrochen. Ein Patient erwies sich zudem als nicht
compliant. Dariiber hinaus kam es in derselben Gruppe bei zwei Patienten zu den
folgenden unerwiinschten Ereignissen (adverse event, AE): Angina, Schwindel und
Reflux. Bei einem weiteren Patienten musste innerhalb des vierwochigen
Studienzeitraums ein schwerwiegendes unerwiinschtes Ereignis (serious adverse
event, SAE) notiert werden: Es kam zu einer Blutung. In der Placebogruppe wurde
die Intervention von einem Patienten zu friih abgebrochen. Bei drei Patienten
wurden die folgenden AEs notiert: Schwindel und Juckreiz. Bei allen genannten

AEs und SAE:s ist ein Zusammenhang zum Priifpraparat unwahrscheinlich.

3.2 Charakterisierung der Studienpopulation

3.2.1 Akutstudie

n=10 Patienten (9 Ménner und 1 Frau), die an der Akutstudie teilnahmen, waren
durchschnittlich 64,1 + 3,1 Jahre alt, 173,8 £ 3,1 cm groB3 und 87,6 + 3 kg schwer
(siche Tabelle 2).

23



3.2.2 Langzeitstudie

Die Kontrollgruppe, die das Placebo einnahm, bestand aus insgesamt n=26
Personen (davon 20 Méanner und 6 Frauen). Diese waren durchschnittlich 65,7 + 2,7
Jahre alt, 174,5 £ 2,2 cm grof3 und 90,4 + 3,3 kg schwer. Die Gruppe, die das
Verum einnahm, bestand aus n=26 Personen (davon 18 Minner und 8 Frauen).
Diese waren im Durschnitt 65,5 + 2,7 Jahre alt, 173,1 + 1,9 cm grof3 und 84,6 + 4,1
kg schwer. Die Gruppen unterschieden sich in Bezug auf das Alter, die Grofle und
das Gewicht nicht. Auch beziiglich der erhobenen klinischen Routineparameter
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden zu

vergleichenden Gruppen (siehe Tabelle 2).

Tabelle 2: Charakterisierung der Akut- und der Langzeitstudie mit der Aufteilung in Placebo-

und Flavanolgruppe und den p-Werten

Charakteristika: Akut Placebo Flavanole p-Wert
n=10 n=26 n=26

Alter (j) 64 +3 66 +3 65+3 0,96
Grofie (cm) 174 +£3 174 +2 173 +£2 0,63
Gewicht (kg) 88+ 3 90+3 85+4 0,28
BMI (kg/m?) 29+1 29+1 281 0,3
maéannliches Geschlecht (n) 9 20 18 0,54
Nephropathie (n)

Hypertensive N. 2 10 7 0,39
Diabetische N. 3 7 4 0,32
Polyzystische N. 1 5 4 0,72
Glomeruolnephritis 2 3 8 0,09
andere/gemischt 2 1 3 0,31
Dialysedauer (Monate) 22+6 37+£5 52+7 0,09
Bluthochdruck (n) 9 25 23 0,96
Diabetes (n) 4 13 6 0,15
Raucher (n) 2 4 8 0,25
Hypercholesterinimie (n) 3 14 10 0,63
Medikamente (n)

ASS 5 15 11 0,28
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Statine 6 12 12 1,0
AT-Blocke 3 10 6 0,16
ACE-Hemmer 4 3 6 0,38
B-Blocker 6 16 13 0,4
Ca-Kanal-Inhibitor 6 10 11 0,96
Diuretika 9 19 16 0,39

3.3 MIF-Plasmaspiegel sind bei Patienten mit terminaler
Niereninsuffizienz erhoht und korrelieren mit der GefaBRfunktion und
der GefaBsteifigkeit

Die Analysen zeigten erhohte MIF-Level im Plasma bei Patienten mit terminaler
Niereninsuffizienz n=39 im Vergleich zu den Werten gesunder Probanden n=16
(p=0,009). In dem Kollektiv der Nierenkranken betrugen die basalen MIF-
Konzentrationen 83,8 + 28,4 ng/ml (MW =+ SD). Im Vergleich dazu betrugen die
MIF-Konzentrationen der im Alter entsprechenden Gesunden nur 62,7 + 14,3 ng/ml
(sieche Abb. 7 unter A). Die zum Vergleich dienende Gruppe aus gesunden
Probanden wurde innerhalb einer anderen Studie des eigenen Labors
(Kardiologisches Labor, Klinik fiir Kardiologie, Pneumologie und Angiologie,
Universitétsklinikum Diisseldorf) untersucht.

Zudem zeigte sich (siche Abb. 7 unter B), dass diese erhohten MIF-
Konzentrationen mit der endothelialen Funktion, gemessen an der FMD, bei
Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz signifikant korrelieren (r= —0,43,

p=0,007, n=39).
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Abb. 7: MIF-Plasmaspiegel sind bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz erhéht und
korrelieren mit der Gefififunktion (FMD).

(A) zeigt die im Vergleich zu Gesunden erhohte MIF-Konzentration bei Niereninsuffizienten. (B)
zeigt die signifikante negative Korrelation (p=0,007) zwischen den FMD-Werten und den MIF-

Konzentrationen bei terminal Niereninsuffizienten (end stage renal disease, ESRD). [55]

Des Weiteren zeigen die hier gewonnenen Ergebnisse, dass die zirkulierenden MIF-
Konzentrationen  eine  statistisch  signifikante  Korrelation mit  den
Surrogatparametern der GefaBsteifigkeit aufweisen. Es handelt sich hierbei um die
Indikatoren, die mithilfe des SphygmoCor (AtCor Medical, Sydney, Australia)
ermittelt wurden: den peripheren Pulsdruck (PP) und den normierten
Augmentationsindex (Alx@75). Der periphere Pulsdruck ergab einen
Korrelationswert (r) von 0,37 und einen p-Wert von 0,019 (siche Abb. 8 unter A);
der normierte Augmentationswert ergab einen Korrelationswert (r) von 0,42 und

einen p-Wert von 0,028 (siche Abb. 8 unter B).
Dagegen zeigte sich keine Korrelation zwischen den MIF-Leveln und der

arteriellen Steifigkeit gemessen an der Pulswellengeschwindigkeit (PWV) bei

Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz (p=0.299).
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Abb. 8: MIF-Plasmaspiegel korrelieren mit den Parametern der GefiBsteifigkeit.
(A) zeigt die Korrelationen zwischen den MIF-Konzentrationen und dem peripheren Pulsdruck
(peripheral PP) und (B) die Korrelationen mit dem zentralen (auf eine einheitliche Herzfrequenz von

75 Schlage/min) normierten Augmentationsindex. [55]

3.4 Diatetische Flavanole verbessern die endotheliale Funktion

3.4.1 Akute Verbesserung der endothelialen Funktion

Die Gefdllfunktion der Patienten wurde anhand der FMD (flussvermittelte
Dilatation der A. brachialis) gemessen. Der basale Wert, der zu Beginn des
Studientags vor der Einnahme des Priifpriparats aufgezeichnet wurde, betrug im
Mittel 3,2 = 0,1 %. Nach der Einnahme der Priifpréparate zeigten sich in der
Flavanolgruppe im Vergleich zu der Kontrollgruppe erhohte FMD-Werte
(p<0.0001). Zum Zeitpunkt t=1 h ist der basale Wert in der Flavanolgruppe von 3,2
% auf 4,4 % gestiegen, zum Zeitpunkt t=2 h von 3,2 % auf 4,7 % (siche Abb. 9).
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Abb. 9: Akute Verbesserung der FMD durch Flavanoleinnahme. Der Zeitpunkt t=-1 spiegelt die
basale FMD-Messung wieder, der Zeitpunkt t=0 die Einnahme des jeweiligen Priifpraparats. Zu den
Zeitpunkten t=1 und t=2 kam es in der Flavanolgruppe zu einer signifikanten Zunahme der FMD im

Vergleich zur Placebogruppe (p=<0,0001) (*p<0.05).

3.4.2 Verbesserung der endothelialen Funktion nach chronischer
Flavanoleinnahme

Die basale FMD der A. brachialis betrug in der Flavanolgruppe durchschnittlich 3,4
+ 0,2 % und in der Vergleichsgruppe 3,5 + 0,1 % ohne signifikanten Unterschied
zwischen den beiden Gruppen (p=0,6033). Nach der 4-wochigen Einnahme der
Priifsubstanz kam es in der Flavanolgruppe von 3,4 = 0,2 % auf 3,9 + 0,2 % im
Vergleich zu der Placebogruppe (von 3,5 £ 0,1 % auf 3,5 + 0,1 %) zu einer
signifikanten Verbesserung der FMD (p=0,0008) (siche Abb. 10).
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Abb. 10: Durch die chronische Flavanoleinnahme kam es zu einer signifikant verbesserten
GefiaBfunktion. Die endotheliale Funktion der Patienten wurde anhand der FMD (flussvermittelte
Dilatation der A. brachialis) gemessen. Die FMD der A. brachialis zeigt eine signifikante

Verbesserung durch eine chronische, 4-wdchige Flavanoleinnahme (*p<0.05).

3.5 Einfluss der Flavanolsupplementierung auf die Hamodynamik

3.5.1 Diatetische Flavanole zeigen keinen Effekt auf den Blutdruck
oder die Herzfrequenz in der Akutstudie

In der Akutstudie zeigte sich kein Unterschied des mittleren Blutdrucks zwischen
den zu vergleichenden Gruppen (siehe Abb. 11). Der mittlere Blutdruck betrug vor
der Einnahme des Priifpraparats in der Placebogruppe 96 + 3 mmHg und nach der
Einnahme zum Zeitpunkt t=1 91 £ 3 mmHg. In der Verumgruppe lag der mittlere

Blutdruck bei 92 + 4 mmHg und zum Zeitpunkt t=1 bei 96 = 3 mmHg.
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Abb. 11: Es kam zu keiner akuten Verinderungen des Blutdrucks.
Die Abbildung zeigt die Effekte der einmaligen Flavanoleinnahme auf den peripheren Blutdruck der
Patienten (n=10).

In Bezug auf die Herzfrequenz konnte in der Akutstudie kein Unterschied zwischen
den beiden zu vergleichenden Gruppen festgestellt werden (siehe Abb. 12). In der
Placebogruppe betrug die mittlere Herzfrequenz vor der Einnahme des
Priifpriparats 74 = 4 Schldge/min und nach der Einnahme zum Zeitpunkt t=1 71 +
5 Schldge/min. In der Flavanolgruppe lag die mittlere Herzfrequenz basal bei 72 +

4 Schldge/min und zum Zeitpunkt t=1 bei 74 + 4 Schlidge/min.
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Abb. 12: Es kam zu Kkeiner akuten Verinderung der Herzfrequenz durch die

Flavanoleinnahme. Herzfrequenz gemessen in Schlagen pro Minute (Schlédge/min) beider Gruppen.

3.5.2 Reduktion des diastolischen Blutdrucks nach chronischer
Flavanoleinnahme

Die Messung des systolischen Blutdrucks zeigte kein Unterschied zwischen der
Flavanolgruppe (von 139 + 4 mmHg auf 142 + 4 mmHg) und der Placebogruppe
(von 136 = 3 mmHg auf 138 + 4 mmHg) nach der 4-wochigen Intervention (p=0,8)
(siche Abb. 13 unter A).

Der diastolische Blutdruck hingegen sank in der Flavanolgruppe (von 73 + 2
mmHg auf 69 + 2 mmHg) im Vergleich zu der Placebogruppe (von 70 + 2 mmHg
auf 73 = 3 mmHg) nach der 4-wochigen Intervention (p=0,03) (siche Abb. 13 unter
B).
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Abb. 13: Durch die chronische Flavanoleinnahme konnte der diastolische Blutdruck gesenkt
werden, wohingegen der systolische Wert unveriindert blieb. Diec Abbildung bildet die Effekte
der chronischen Supplementierung von Flavanolen auf den peripheren Blutdruck der Patienten ab.
(A) zeigt den systolischen Blutdruck (SBP), der nicht beeinflusst werden konnte; (B) zeigt den
diastolischen Blutdruck (DBP), der gesenkt werden konnte (*p <0.05).

Die Herzfrequenz stieg in der Flavanolgruppe (vorher: 70 £+ 2 Schlidge/min,
nachher: 74 + 3 Schldge/min) im Vergleich zu der Kontrollgruppe (vorher: 75 + 3

Schldge/min, nachher: 74 + 3 Schldge/min) nach der 4-wochigen Intervention an

(p=0,01) (siche Abb. 14).
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Abb. 14: Nach der chronischen Flavanoleinnahme zeigte sich ein Anstieg der Herzfrequenz.
Die Herzfrequenz stieg durch eine chronische 4-wochige Flavanoleinnahme (¥p<0.05) an, wihrend

sich in der Kontrollgruppe keine Verdnderung zeigte.

3.6 Diatetische Flavanole zeigen keinen Effekt auf die
Pulswellengeschwindigkeit

Die Messung der Pulswellengeschwindigkeit ergab keinen Unterschied zwischen
der Flavanolgruppe (von 11,9 + 1,1 m/s auf 11,0 = 0,9 m/s) und der
Vergleichsgruppe (von 12,4 + 0,9 m/s auf 12,0 = 1,1 m/s) nach der 4-wdchigen
Intervention (p=0,32).

3.7 Die 4-wochige Flavanoleinnahme zeigte keinen Effekt auf die
Intima-Media-Dicke

Beziiglich der Messung der Intima-Media-Dicke zeigte sich kein Unterschied
zwischen der Flavanolgruppe (von 0,81 + 0,02 mm auf 0,79 + 0,02 mm) und der
Kontrollgruppe (von 0,81 £+ 0,02 mm auf 0,81 + 0,02 mm) nach der 4-wdchigen
Intervention (p=0,28) (siche Abb. 15).
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Abb. 15: Die Intima-Media-Dicke zeigte keine Verinderung nach der 4-wochigen

Flavanoleinnahme.

3.8 Die Konzentrationen von Nitrit und Nitrat im Plasma werden durch

eine Supplementierung von Flavanolen nicht beeinflusst

3.8.1 Diatetische Flavanole zeigen keinen akuten Effekt auf die
Konzentrationen von Nitrit und Nitrat im Plasma

Die Messungen der Konzentrationen von Nitrit und Nitrat innerhalb der Akutstudie
ergaben keine signifikanten Verdnderungen nach der Einnahme des Priifpraparats

(siche Abb. 16).
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Abb. 16: Die Konzentrationen von Nitrat und Nitrit werden durch die akute

Flavanoleinnahme nicht beeinflusst. (A) zeigt die Konzentration von Nitrat und (B) die
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Konzentration von Nitrit jeweils in pmol/L. Der Pfeil markiert den Zeitpunkt der Einnahme des

jeweiligen Priifpréparats.

3.8.2 Diatetische Flavanole zeigen keinen Effekt nach chronischer
Einnahme auf die Konzentrationen von Nitrit und Nitrat im Plasma

Die Nitritkonzentrationen des Plasmas zeigten kein Unterschied zwischen der
Flavanolgruppe (von 0,31 + 0,05 pumol/L auf 0,33 + 0,05 umol/L) und der
Kontrollgruppe (von 0,34 £ 0,05 pmol/L auf 0,35 + 0,09 pmol/L) nach der 4-
wochigen Intervention (p=0,49) (siche Abb. 17 unter A).

Beziiglich der Nitratkonzentrationen des Plasmas zeigte sich kein Unterschied
zwischen der Flavanolgruppe (von 57,5 + 4,9 pmol/L auf 71,7 + 11,8 umol/L) und
der Kontrollgruppe (von 84,5 £ 11,8 umol/L auf 76,8 £+ 8,0 umol/L) nach der 4-
wochigen Einnahme (p=0,12) (siche Abb. 17 unter B).
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Abb. 17: Die Konzentrationen von Nitrit und Nitrat werden durch die chronische
Flavanoleinnahme nicht beeinflusst. (A) zeigt die Konzentration von Nitrit und (B) die

Konzentration von Nitrat jeweils in pmol/L.
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3.9 Anstieg der Flavanolmetabolite im Plasma der Patienten durch die

Supplementierung von Flavanolen

3.9.1 Nachweis der Flavanolmetabolite im Plasma und deren Anstieg
in der Akutstudie

Die nachgewiesenen Konzentrationen der strukturell &hnlichen Epicatechinmeta-
bolite (structurally related (—)-epicatechin metabolites, SREM) zeigten, dass es im
Verlauf eines Studientags der Akutstudie zu einem Anstieg der unterschiedlichen
Metabolite kam (siche Abb. 18). Die hochste Konzentration konnte zu jedem

Zeitpunkt vom Epicatechin-3-glucuronid (E3G) festgestellt werden.
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Abb. 18: Nach der akuten Flavanoleinnahme konnte ein Anstieg der Metabolite gemessen
werden. Die Abbildung zeigt die Konzentrationen der Epicatechinmetabolite im zeitlichen Verlauf
eines Studientags der Akutstudie. Der Pfeil zeigt die Einnahme des jeweiligen Priifpréparats an (*p
<0.05). [56]

3.9.2 Nachweis der Flavanolmetabolite im Plasma und deren Anstieg
nach der chronischen Einnahme
Die Konzentrationsmessungen in der Langzeitstudie ergaben eine signifikante

Zunahme der im Plasma nachgewiesenen Epicatechinmetabolite nach der 4-

36



wochigen Einnahme in der Flavanolgruppe (sieche Abb. 19). Der basal gemessene
Wert fiir die Konzentration von 3MESS (3-Methylepicatechin-5-sulfat) lag bei 8,6
+ 9 nM und stieg nach der 4-wochigen Flavanoleinnahme signifikant auf eine
Konzentration von 885,7 £ 108 nM (p<0.05) an.

3ME7S (3-Methylepicatechin-7-sulfat) stieg vom Basalwert 36,9 £ 16 nM auf
639,3 + 138 nM an, wihrend die basal gemessene Konzentration des E3S
(Epicatechin-3-sulfat) von 0,8 = 0,8 nM auf 200,8 = 95 nM (p<0.05) anstieg.

Die Ausgangskonzentration von ESS (Epicatechin-5-sulfat) lag bei 17,9 + 11 nM;
nach 4-wochiger Einnahme von Flavanolen lag die Konzentration bei 240,5 + 81
nM (p<0.05). E3G (Epicatechin-3-glucuronid) stieg von 12,7 + 8§ nM auf 759,8 +
247 nM (p<0.05).
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Abb. 19: Die 4-wochige Flavanoleinnahme fiihrt zu einer signifikanten Zunahme der
Flavanolmetabolite im Plasma der Patienten. Diese Abbildung veranschaulicht die niedrigen
Konzentrationen von Flavanolen am ersten Tag der Studie und die signifikant erh6hten am letzten

Tag derselben (*p <0.05).
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3.10 Laborchemische Routineparameter bleiben nach der
Supplementierung von Flavanolen unverandert

Die klinischen Routineparameter zeigten weder basal noch nach 4-wdchiger
Intervention signifikante Unterschiede zwischen den zu vergleichenden Gruppen

(siehe Tabelle 3).

Tabelle 3: Einfluss der Einnahme von Flavanolen auf die klinischen Routineparameter

Parameter: Flavanole Flavanole Placebo Placebo p
V1 V2 V1 V2
CRP (mg/dl) 0,6+0,1 0,7+0,2 0,9 + 0,4 0.8+0.,5 0,77
Kreatinin (mg/dl) 8,3+0,5 8,4+0,6 7,5+0,5 7,8+0,5 0,42
Cystatin C (mg/dl) 52+0,3 53+0,2 5,6+0,2 53+0,2 0,86
Kalium (mmol/l) 5,1+£0,2 5,1+0,2 49+0,2 5,0+0,1 0,06
Homocystein (umol/l) 44,6 £4,7 480+44 36,2+1,7 39,6 £ 2,1 0,53
BNP (pg/ml) 109012299 1008042195 70481787 528241242 0,63
Troponin (ng/l) 62,6 £94 66,6 £10,3 61,5+8,0 62,9 +8,1 0,93
Gesamteiweil3 (g/dl) 7,0+0,1 6,9+0,1 6,9+0,2 6,9 +0,1 0,65

Die Tabelle zeigt exemplarisch die Ergebnisse der Routineparameter CRP, Kreatinin, Cystatin C,

Kalium, Homocystein, BNP, Troponin und Gesamteiweil3.

3.11 Keine Auffalligkeiten in den Ernahrungsprotokollen der Patienten
In der Analyse der Erndhrungsprotokolle der Patienten konnten keine
Auffalligkeiten beziiglich der Aufnahme flavanolreicher Produkte wie Schokolade,

Rotwein, Obst etc. festgestellt werden.
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3.12 Ergebnisse des Gesundheitsfragebogens SF-36
Die Analyse des Gesundheitsfragebogens SF 36 zeigte weder basal noch nach 4-
wochiger Intervention signifikante Unterschiede zwischen den zu vergleichenden

Gruppen (siche Tabelle 4).

Tabelle 4: : Der Einfluss der Flavanoleinnahme auf den Gesundheitszustand der Patienten

gemessen mithilfe des SF-36

Skalen: Kontrolle Kontrolle Flavanole Flavanole p
V1 V2 \"2! V2
Korperliche Funktionsfihigkeit 55,2 + 6,5 55,0+5,6 64,0 +4,6 66,9 + 4.5 0,3
Korperliche Rollenfunktion 42.3+9,0 51,0+ 8,6 56,3 +8,3 69,8 + 7,6 0,26
Korperliche Schmerzen 74,9 £ 6,5 76,3 +£5,9 79,8 +5,9 88,3+4,3 0,28
Allg.Gesundheitswahrnehmung 50,0 + 3.5 49,3 +3,7 52,8 +3,5 46,0 £4,6 0,41
Vitalitiit 53,7+4,0 59,0+37 548+3.6 51,2+4,0 0,3
Soziale Funktionsfihigkeit 87,0+4,5 87,0+4,2 88,5+2,5 87,5+3,2 0,37
Emotionale Rollenfunktion 84,6 £7,2 83,3+7,5 80,3+ 7,7 86,1 £6,4 0,5
Psychisches Wohlbefinden 83,0+29 81,1+3.)5 83,0+2,8 79,7 +3,1 0,79
Korperliche Summenskala 36,9+2,6 37,8+2,4 41,1 £2,1 430+ 1,8 0,58
Psychische Summenskala 56,7 £2,1 56,3 +£2,0 54,9 £1,7 53,1£1,7 0,99

In der Tabelle sind die Mittelwerte der acht Subskalen und der zwei Summenskalen aufgefiihrt, die
in den jeweiligen Gruppen sowohl vor (Visite 1) als auch nach (Visite 2) der 4-wochigen Interven-

tion evaluiert wurden. In der rechten Spalte sind die jeweils zugehorigen p-Werte aufgefiihrt.
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4. Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es einerseits, den Stellenwert des
inflammatorischen Zytokins MIF bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz zu
charakterisieren. Andererseits sollte der Effekt einer akuten und chronischen
didtetischen Flavanoleinnahme auf die GefdaBfunktion bei diesen Patienten
untersucht werden. Dafiir wurde den Patienten ein flavanolreiches Getrink

verabreicht und die endotheliale Funktion mittels FMD gemessen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen sich wie folgt zusammenfassen:

1. Bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz ist die MIF-Konzentration
im Plasma erhoht und korreliert mit der endothelialen Funktion der A.
brachialis und der arteriellen Geféal3steifigkeit.

2. Bereits eine kurzzeitige didtetische Einnahme von Flavanolen bei terminaler
Niereninsuffizienz vermindert die endotheliale Dysfunktion.

3. Eine chronische didtetische Supplementierung von Flavanolen bei
terminaler Niereninsuffizienz kann die vaskuldre Funktion verbessern und
den diastolischen Blutdruck senken. Zudem kommt es zu einem Anstieg der

Herzfrequenz.

Im Folgenden wird zunichst auf das vorliegende Studienkollektiv im Speziellen
(4.1) und im Anschluss auf die erhohten MIF-Konzentrationen bei Patienten mit
terminaler Niereninsuffizienz im Allgemeinen (4.2) eingegangen. Anschlieend
werden die Effekte eines flavanolreichen Getrinks auf die vaskuldre Funktion (4.3)
und auf den Blutdruck (4.4) diskutiert. Daraufhin werden die Messungen sowohl
der Konzentrationen von Nitrit und Nitrat (4.5) als auch der Flavanolmetabolite
(4.6) im Plasma der Patienten betrachtet. Im letzten Abschnitt (4.7) werden
schlieBlich die Bedeutung der Ergebnisse fiir die klinische Arbeit dargestellt sowie

weiterfilhrende Fragestellungen benannt.

40



4.1 Bewertung des Studienkollektivs

Das in dieser Arbeit vorliegende Studienkollektiv niereninsuffizienter Patienten
zeigte innerhalb der zwei zu vergleichenden Gruppen keine signifikanten
Unterschiede. Beziiglich der basalen Charakteristika wie Alter, GroBe, Gewicht,
Dialysedauer und Laborwerte (siche Tabelle 2) unterschieden sich die Gruppen
nicht.

Des Weiteren ist das vorliegende Patientenkollektiv reprasentativ flir die terminal
niereninsuffiziente Population. Dies wird durch die gemessenen klinischen
Parameter wie Kreatinin, Troponin, BNP (B-natriuretisches Peptid) und der
Dialysedauer wiedergespiegelt [57, 58].

Zudem blieben die klinischen Routineparameter einschlieSlich der Nierenparameter
in der vorliegenden Studie konstant. Dies zeigt, dass die durchgefiihrte
Supplementierung von Flavanolen eine sichere Methode darstellt, die endotheliale
Dysfunktion zu vermindern und damit der Atherosklerose entgegenzuwirken.

Bei Niereninsuffizienten unterliegt das kardiovaskuldre System einem verfriihten
und damit beschleunigten Alterungsprozess [59]. Diesbeziiglich werden
verschiedene pathophysiologische Mechanismen angenommen, die zu dieser
GefaBalterung fiihren. Hierbei gelten die erhdhten Belastungen durch oxidativen
Stress und Inflammation sowie verminderte Gegenregulationsmechanismen als

relevant [59].

4.2 Einfluss der terminalen Niereninsuffizienz auf die zirkulierende
MIF-Konzentration

In den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die
MIF-Konzentration im Plasma bei terminal niereninsuffizienten Patienten im
Vergleich zu Gesunden signifikant erhoht ist. Dieses Ergebnis wird durch andere
Studien bestdtigt, die ebenfalls erhohte MIF-Konzentrationen bei Patienten mit
chronischer Niereninsuffizienz nachweisen konnten [60].

Diese Erkenntnis wird durch die Annahme bekriftigt, dass MIF eine zentrale Rolle
in der Entwicklung von Atherosklerose aufweist [61]. Terminal niereninsuffiziente
Patienten leiden vermehrt an oxidativem Stress und einem dadurch erhohten
GefaBschaden [11]. In Situationen mit erhdhter Inflammation und vermehrtem

oxidativen Stress kommt es zur Erhohung der Konzentration von Zytokinen im
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Plasma. Dies konnte die Ursache der beim vorliegenden Studienkollektiv erhohten
MIF-Konzentrationen sein [11, 60].

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die zirkulierenden MIF-
Konzentrationen mit der endothelialen Funktion bei Patienten mit terminaler
Niereninsuffizienz korrelieren. Die endotheliale Dysfunktion gilt als eines der
frilhesten Phdnomene bei atherosklerotischen Gefdllverdnderungen. Sie geht mit
einer beeintriachtigten Regulation des Gefaltonus einher. Durch oxidativen Stress
und Inflammation, beides bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz bekannt
[11], wird die endotheliale Dysfunktion aufrecht erhalten. Somit steigen die MIF-
Konzentrationen an, wihrend sich die endotheliale Funktion zunehmend
verschlechtert.

Zudem scheint die endotheliale Dysfunktion in Bezug auf kardiovaskulédre
Risikofaktoren prognostisch relevant zu sein [62]. Patienten mit terminaler
Niereninsuffizienz weisen ein erhohtes Risiko fiir kardiovaskuldre Komorbiditaten
auf, das vor allem durch beschleunigte atherosklerotische Prozesse bedingt ist [3,
63]. Vor dem Hintergrund der experimentellen Daten zum Einfluss von MIF auf
die Inflammation in der arteriellen Gefiwand liegt die Uberlegung nahe, dass die
erhohten MIF-Spiegel bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz zu einem
Progress der KHK bei dieser Patientenpopulation beitragen [6].

Fraglich bleibt, ob MIF durch Verfahren wie beispielsweise die Dialyse
beeinflussbar ist. Diese Frage stellt sich vor allem, da die Patienten der Studie der
intermittierenden Hidmodialyse unterlagen. Diese kann durch ihre hohe
Blutreinigungs- und Filterfunktion auch MIF aus dem Plasma filtrieren. Diese
Tatsache konnte damit einen vorteilhaften Einfluss auf die erhéhten MIF-Level

nehmen [64]. Hierfiir miissten weitere Untersuchungen durchgefiihrt werden.

4.3 Effekte der Flavanoleinnahme auf die vaskuldre Funktion

Eine anhaltend eingeschrinkte Nierenfunktion schidigt langfristig die Gefalle und
das Gewebe. Sie fiihrt schlieBlich zu dauerhaftem Organschaden. Den ersten
Angriffspunkt in diesem Prozess stellen vor allem die Gefdle dar. Es kommt zu
einer Beeintrichtigung der Endothelfunktion. Diese wurde innerhalb der
vorliegenden Arbeit mittels FMD gemessen und konnte durch die Verabreichung

eines flavanolreichen Getrinks effektiv verbessert werden [56].
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In der priméren Pravention kardiovaskuldrer Krankheiten stellt die Erndhrung einen
bedeutenden Faktor dar [65]. Studien haben gezeigt, dass eine Erndhrung, die reich
an Obst und Gemiise ist, das Risiko, an kardiovaskuldren Krankheiten zu
erkranken, senken kann [66, 67]. Der genaue Mechanismus, wie eine obst- und
gemiisereiche Erndhrungsweise positive Gesundheitseffekte bewirken kann, ist
bislang noch unklar [68].

Flavanole sind vor allem in Obst und Gemiise, aber auch in Kakao, Tee und
Rotwein enthalten. Die flavanolreichsten Quellen sind Schokolade und Kakao mit
Konzentrationen von 920-1220 mg/100 g, Apfel mit Konzentrationen von bis zu
120 mg/200 g und Tee mit Flavanolkonzentrationen von 300 mg/Aufguss.
Allerdings muss dabei beachtet werden, dass das Verhéltnis der unterschiedlichen
Flavanolmetabolite erheblich variieren kann [34, 69].

Epidemiologische Studien konnten zeigen, dass ein Zusammenhang zwischen einer
erhohten Flavanoleinnahme und einem verminderten Risiko fiir kardiovaskulére
Erkrankungen besteht [70]. Diese Annahme wird durch Studien unterstiitzt, die eine
Verbesserung der Surrogatparameter wie der endothelialen Funktion [41, 46, 71-
73] und des Blutdrucks [74, 75] durch eine Einnahme von Flavanolen zeigen.
Mehrere Studien haben bereits gezeigt, dass Flavanole vorteilhafte Effekte auf die
endotheliale Funktion [72, 76] und damit auch auf das gesamte kardiovaskulire
System haben [77]. Diese Beobachtungen konnten in der vorliegenden Studie
bestdtigt werden. In beiden durchgefiihrten Studien der vorliegenden Arbeit konnte
die FMD durch die didtetische Einnahme von Flavanolen signifikant verbessert
werden. In der Akutstudie konnte sowohl eine als auch zwei Stunden nach der
Flavanoleinnahme eine Zunahme der FMD im Vergleich zur Kontrollgruppe
beobachtet werden. Diese Zunahme bestiétigte sich auch in der Langzeitstudie, in
der die FMD durch die chronische Flavanoleinnahme um 18 % der gemessenen
Ausgangs-FMD verbessert worden ist.

Dieser Effekt wurde auch in einer Studie beschrieben, die Patienten mit Diabetes
mellitus nach einer Flavanolgabe mittels FMD-Messung untersuchte [46]. Es wurde
eine Tagesgesamtdosis von 963 mg Flavanolen zugefiihrt [46]. In dieser Studie
konnten ebenfalls sowohl eine akute Verbesserung der FMD von 3.7 auf 5.5 % als
auch eine chronische Verbesserung der FMD um 30 % durch die Supplementierung
von Flavanolen beschrieben werden [46]. In einer weiteren vergleichbaren Studie

zeigten sich ebenfalls signifikant verbesserte FMD-Werte von insgesamt 47 %.
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Diese Studie wurde mit insgesamt n=16 Patienten mit koronarer Herzkrankheit
durchgefiihrt. Uber 30 Tage nahmen die herzkranken Patienten in zufilliger
Reihenfolge ein flavanolreiches Kakaogetrink und nach einer Auswaschphase von
einer Woche ein flavanolarmes Kakaogetrink ein [45]. In dieser Studie wurde eine
Gesamtdosis von 750 mg Flavanolen pro Tag verabreicht [45].

Trotz vergleichbar hoher Konzentrationen an Flavanolen (820 mg), die verabreicht
wurden, war die FMD-Zunahme um 18 % in der hiesigen Arbeit im Vergleich zu
anderen Ergebnissen scheinbar gering [45, 46]. Fraglich ist, ob die vermeintlich
geringe Verbesserung dennoch biologisch relevant ist. Interessanterweise zeigen
Studien, welche die durch eine chronische Verabreichung erzielten Effekte
kardiovaskuldr potenter Medikamente wie ACE-Hemmer auf die endotheliale
Funktion untersuchten, FMD-Verbesserungen von nur 1-2 % [78, 79].

Vergleicht man die Ergebnisse dieser Studien mit den Ergebnissen, die in der
vorliegenden Arbeit durch eine chronische Einnahme von Flavanolen erzielt
werden konnten, wird deutlich, dass Flavanole sogar einen hoheren Effekt auf die

Verbesserung der FMD haben als im klinischen Alltag verwendete Medikamente.

Eine  weitere = Komponente der  GefdBBveranderungen  bei  terminal
niereninsuffizienten Patienten stellt die Zunahme der IMT dar [80]. In der
vorliegenden Arbeit konnte keine signifikante Verdnderung derselben nach der
chronischen Supplementierung von Flavanolen beobachtet werden. Dafiir konnte
das in dieser Studie gewdhlte Interventionsintervall von 30 Tagen verantwortlich
sein. Um messbare Verdnderungen der IMT zu erhalten, sind Untersuchungen iiber
mehrere Monate bis Jahre hinweg notwendig [81]. Zudem erhielten die Patienten in
den dazu durchgefiihrten Studien keine Flavanole, sondern zumeist Medikamente.
Hierbei handelte es sich um lipidsenkende oder auch um blutdrucksenkende und
antidiabetische Medikamente [81]. Welche Auswirkungen eine Supplementierung
von Flavanolen auf die IMT haben kann, muss in weiteren Studien mit ldngeren

Interventionsintervallen getestet werden.

Ein weiterer relevanter Faktor der Gefa3funktion ist die arterielle GefaBsteifigkeit,
die mittels der Pulswellengeschwindigkeit (PWV) dargestellt wird [24].
Verschiedene Studien konnten bereits nachweisen, dass die arterielle

Gefilisteifigkeit bei Dialysepatienten mit einer erhohten Mortalitét assoziiert ist
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[22]. Im Interventionszeitraum dieser Arbeit zugrundeliegenden Studie konnte kein
Effekt festgestellt werden. Léangere Einnahmezeitrdume konnten allerdings
gegebenenfalls andere Ergebnisse zeigen.

Die arterielle GeféBsteifigkeit kann von strukturellen und funktionellen
Verdanderungen beeinflusst werden [82]. Dazu zdhlen die Beschaffenheit der
arteriellen GefaBwand und Verdnderungen sowohl des Blutdrucks als auch ganz
besonders der Herzfrequenz [83]. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen
einen Anstieg der Herzfrequenz nach der vierwdchigen Supplementierung von
Flavanolen. Diese Beobachtung erkldrt wahrscheinlich, warum es zu keiner
sichtbaren Verdnderung der PWV kam. Bestitigt wird diese Hypothese durch die
folgende Erkenntnis: Wird die PWV auf eine einheitliche Herzfrequenz von 75
Schldgen/min normiert, kommt es zu signifikant reduzierten Werten der PWV in
der Flavanolgruppe (von 13,5 + 1,5 m/s auf 11,5 = 1,1 m/s, p=0,02).
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die arterielle GefaBsteifigkeit

stark von der Herzfrequenz beeinflusst wird.

4.4 Effekte der Flavanoleinnahme auf den Blutdruck

Mikrovaskuldre Funktionsstorungen bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz
fiihren zu einer beeintrichtigten Widerstandsregulation der Gefille, welche im
vorliegenden Studienkollektiv letztlich zur Entwicklung von Bluthochdruck
beitragt [84].

In der Langzeitstudie konnte eine Abnahme des diastolischen Blutdrucks von 4
mmHg beobachtet werden. Es existieren vergleichbare Beobachtungen in anderen
Studien [76, 85]. Eine dieser Studien wurde mit gesunden Probanden durchgefiihrt,
welche in fiinf aufeinander folgenden Wochen pro Woche stetig ansteigende
Flavanolkonzentrationen einnahmen [76]. Die Ergebnisse zeigen sowohl eine
Abnahme des diastolischen Blutdrucks um 3 mmHg als auch eine Abnahme des
systolischen Blutdrucks um 4,8 mmHg [76]. Eine vergleichbare Studie wurde mit
n=28 gesunden und jungen FuBlballspielern, die iiber zwei Wochen téglich einen
flavanolreichen Schokoladenriegel zusétzlich zu ihrer gewohnlichen Erndhrung
verzehrt haben, durchgefiihrt. In dieser Studie konnte eine Senkung des
diastolischen Blutdrucks um 5 mmHg und eine Senkung des mittleren Blutdrucks

um 5 mmHg festgestellt werden [85].
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Gemeinsam mit vorherigen Ergebnissen anderer Studien legen diese Erkenntnisse
die Vermutung nahe, dass Flavanole einen blutdrucksenkenden Effekt besitzen

[39].

In der vorliegenden Arbeit blieb der systolische Blutdruck nach der chronischen
Supplementierung von Flavanolen unbeeintrichtigt. Diese Beobachtung konnte mit
der erhohten GeféaBsteifigkeit durch eine extreme Kalzifizierung der Gefdlle bei
niereninsuffizienten Patienten erkldrt werden [86]. Es konnte bereits gezeigt
werden, dass Patienten, die sich einer Langzeitdialyse unterziehen, beschleunigte

Atheroskleroseprozesse aufweisen [87].

Ferner weisen Studien auf einen altersabhingigen Abfall des diastolischen
Blutdrucks hin [88]. Eine erhohte GefaBsteifigkeit scheint fiir die Reduzierung des
diastolischen Blutdrucks ab dem 60. Lebensjahr verantwortlich zu sein [88]. Sie
geht mit einer verminderten Kapazitit der Reservoirgefafle einher [88]. Dadurch
befindet sich weniger Blut in den Speichergefdllen, was schlieBlich zu verminderten
diastolischen Blutdruckwerten fithrt [88]. Da Patienten mit terminaler
Niereninsuffizienz eine vermehrte GefaBsteifigkeit aufweisen, wire dies eine
mogliche Begriindung fiir einen insgesamt verminderten diastolischen Blutdruck.
In der vorliegenden Arbeit zeigten sich die verminderten diastolischen
Blutdruckwerte allerdings erst nach der 4-wdchigen Intervention. Aus diesem
Grund ist anzunehmen, dass die beobachtete Senkung des diastolischen Blutdrucks
auf die Flavanoleinnahme und nicht auf einen generellen altersbedingten Abfall der

diastolischen Werte zuruckzufiihren ist.

4.5 Effekte der Flavanole auf die Konzentrationen von Nitrit und Nitrat

Die verschiedenen pharmakologischen Mechanismen einer Supplementierung von
Flavanolen, die zu den vorteilhaften Effekten auf die Gefaflfunktion fithren, sind
bisher noch nicht ausreichend geklért. Die vaskuldren Effekte der Flavanole sollen
in einer erhohten Aktivitdit der NO-Synthase, die fiir ein erhohtes Angebot an
bioaktivem NO sorgt, in Endothelzellen begriindet liegen [89-91]. Des Weiteren
gibt es Studien, die eine durch den Verzehr von Flavanolen bedingte gesteigerte

NO-Bioverfiigbarkeit messen konnten [41, 92].
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In der vorliegenden Arbeit wurden keine Effekte auf die Nitrat- und Nitritwerte im
Plasma beobachtet.

Interessanterweise konnte Janero et al. zeigen, dass es bei der Messung der Nitrat-
und Nitritlevel einige bedeutende Storfaktoren gibt, die zu intraindividuell
unterschiedlichen Ergebnissen fithren. Zu diesen Faktoren gehdren nicht nur die
Ernédhrung, Medikamente und Darmbakterien, sondern auch die renale Funktion
[93]. Dies konnte der Grund dafiir sein, dass es in dem vorliegenden
Studienkollektiv beziiglich der Konzentrationen von Nitrit und Nitrat zu keinen
messbaren Unterschieden nach der Einnahme des flavanolreichen Getridnks kam.
NO, das aus L-Arginin synthetisiert wird, ist mal3geblich an der Regulation des
Blutdrucks beteiligt. Die NO-Synthase kann durch endogenes asymmetrisches
Dimethylarginin (ADMA) inhibiert werden. Da ADMA zu Teilen iiber die Niere
ausgeschieden wird, liegt es bei terminal Niereninsuffizienten im Plasma in
erhohten Konzentrationen vor. Die Akkumulation von endogenen Inhibitoren wie
ADMA fiihrt schlieBlich zu einer beeintrachtigten NO-Synthase, die auch fiir die
Entwicklung einer endothelialen Dysfunktion bei Patienten mit terminaler
Niereninsuffizienz verantwortlich zu sein scheint [94, 95]. Diese Erkenntnis konnte
ebenfalls ein Grund dafiir sein, dass es bei dem vorliegenden Studienkollektiv zu

keinen messbaren Verdnderungen der Konzentrationen von Nitrit und Nitrat kam.

Des Weiteren zeigten sich in der hiesigen Arbeit keine Einflussnahme auf
Entziindungsparameter und auch keine auf den myokardialen Ischdmieparameter
Troponin. Warum die Entziindungsparameter unbeeinflusst blieben, konnten die
Ergebnisse einiger experimenteller Untersuchungen erkldren: Es gibt Hinweise
darauf, dass Flavanole die Freisetzung von Transkriptionsfaktoren reduzieren
konnen [96, 97]. Folglich werden weniger Interleukine produziert und es werden
weniger Sauerstoffradikale freigesetzt. Zudem konnte beobachtet werden, dass
Flavanole die Ausschiittung von Zytokinen wie die des Tumornekrosetfaktors alpha
modulieren konnen [98, 99]. Damit weisen Flavanole anti-inflammatorische
Wirkungen auf.

Es erfordert spezielle Untersuchungen, um eine mogliche Einflussnahme der
Flavanole auf die genannten Faktoren auf zelluldrer und subzelluldrer Ebene in
diesem Kollektiv untersuchen zu koénnen. Hierfliir miissen weitere Studien

durchgefiihrt werden.
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4.6 Flavanolmetabolite im Plasma terminal niereninsuffizienter
Patienten

In der vorliegenden Arbeit konnten nach Einnahme eines flavanolreichen Getranks
Flavanolmetabolite im Plasma nachgewiesen werden [56]. Dieser Nachweis gelang
sowohl nach einmaliger als auch nach chronischer Einnahme des flavanolreichen
Getrénks.

Hierin stimmen die vorliegenden Ergebnisse mit bisher verdffentlichten
Erkenntnissen iiberein. Schroeter et al. verabreichte gesunden ménnlichen
Probanden 917 mg Kakaoflavanole und konnte im Anschluss zirkulierende
Flavanolmetabolite im Plasma der Probanden nachweisen. Des Weiteren konnte in
dieser Studie gezeigt werden, dass der Metabolit Epicatechin-7-O-glucuronid einen
unabhingigen Préadiktor der vaskuldren Effekte nach Flavanoleinnahme darstellt
[72]. Ottaviani et al. konnte zeigen, dass die Flavanole in Abhédngigkeit von ihrer
stereochemischen Konfiguration in unterschiedlichen Mengen aufgenommen und
metabolisiert wurden. Innerhalb dieser Studie nahmen gesunde méinnliche
Probanden ein hochkonzentriertes Kakaoflavanolgetrdnk ein, das vier verschiedene
Flavanolstereoisomere enthielt: (—)-epicatechin, (+)-epicatechin, (+)-catechin und
(—)-catechin [100]. Obwohl die Ausgangskonzentration im Testprdparat fiir alle
Stereoisomere mit 1,5 mg/kg Korpergewicht gleich war, wurden im Plasma
unterschiedliche Konzentrationen der verschiedenen Metabolite nachgewiesen
[100]. Des Weiteren zeigte sich, dass die hochste Konzentration aller Stereoisomere
zwel Stunden nach Einnahme erreicht wurde und dass diese vier Stunden nach
Einnahme bereits wieder abgesunken war [100]. Diese Ergebnisse verdeutlichen,
dass es beziiglich der Absorption und des Metabolismus deutliche Unterschiede
zwischen den verschiedenen Flavanolisomeren gibt. Um eine suffiziente und
langfristige Flavanolkonzentration im Plasma zu erreichen, miissen alle moglichen
Einflussfaktoren bekannt sein. Neben der unterschiedlichen Absorption und dem
unterschiedlichen Metabolismus spielt auch die Exkretion eine entscheidende
Rolle. Diese drei Determinanten unterscheiden sich bei Patienten mit terminaler
Niereninsuffizienz von denen eines Gesunden. So zeigte sich bei den
niereninsuffizienten Patienten nach einmaliger Einnahme von Flavanolen eine

Steigerung der Flavanolkonzentration im Plasma [56]. Nach einer chronischen
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Flavanoleinnahme konnte ebenfalls eine Zunahme der im Plasma gemessenen
Flavanolkonzentration festgestellt werden. Diese Beobachtungen stimmen mit den
Erkenntnissen anderer Studien {iberein, welche zeigen, dass der Metabolismus, die
Anreicherung und die Ausscheidung fiir verschiedene Metabolite bei Patienten mit
terminaler Niereninsuffizienz im Vergleich zu denen bei Gesunden unterschiedlich
sind [101]. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind ebenfalls konform mit den
Resultaten von Studien, die beobachteten, dass die Ausscheidungen der einzelnen
Flavanolisomere unterschiedlich sind und von der Exkretionsrate des jeweiligen

Flavanolmetaboliten abhéngen [102].

Die Erndhrungsprotokolle der Patienten haben gezeigt, dass die didtetische
Intervention nicht durch andere Erndhrungsgewohnheiten beeinflusst wurde.
Schlussfolgernd bedeutet das, dass die Effekte, die sich bei den Patienten der
Verumgruppe zeigten, auf die Flavanole des Priifpraparats und auf keine anderen

Flavanolquellen zuriickzufiihren sind.

Da Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz aufgrund ihrer Erkrankung eine
eingeschrinkte Lebensqualitit aufweisen, war es ein weiteres entscheidendes
Anliegen dieser Studie, mogliche Effekte auf das korperliche Wohlbefinden dieser
Patienten zu untersuchen. Die Ergebnisse des SF 36-Fragebogens der vorliegenden
Arbeit zeigten keine Verdnderungen nach der 4-wochigen Supplementierung von
Flavanolen. Welche konkreten Auswirkungen eine chronische Einnahme von
Flavanolen auf die Lebensqualitit der Patienten haben konnte, ist noch nicht

bekannt und miisste in weiteren Studien untersucht werden.
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4.7 Klinische Bedeutung und Ausblick

Schlussfolgernd kann festgestellt werden, dass bereits eine tdgliche Einnahme von
820 mg Flavanolen bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz eine
Verbesserung der endothelialen Funktion bewirken kann. So konnte allein durch
eine didtetische Intervention die GefaBfunktion verbessert werden.

Die durchschnittliche Flavanoleinnahme eines Erwachsenen pro Tag wird auf 50—
100 mg geschétzt [34, 103]. Fiir einen protektiven Effekt auf die Gesundheit eines
gesunden Erwachsenen miisste laut der European Food Safety Authority (EFSA,
2012) eine tégliche Konzentration von 200 mg Flavanolen eingenommen werden.
Diese Empfehlungen wurden fiir die gesunde Allgemeinbevolkerung
ausgesprochen. Studien zeigen, dass bei bereits schwer erkrankten Personen hohere
Konzentrationen eingenommen werden sollten, um einen positiven biologischen
Effekt zu erhalten: In einer Studie mit herzkranken Patienten wurde eine
Gesamtdosis von 750 mg Flavanolen pro Tag verabreicht [45]; in einer Studie mit
Patienten, die unter Diabetes mellitus leiden, wurde in der Langzeitstudie eine
Tagesgesamtdosis von 963 mg Flavanolen zugefiihrt [46].

Flavanole sind in vielen Produkten der tiglichen Erndhrung wie in Obst und
Gemiise, griinem Tee und dunkler Schokolade enthalten. Daher kdnnte zukiinftig
eine Beratung der Patienten mit dem Hinweis auf den Nutzen einer flavanolreichen
Erndhrung erfolgen. Dies konnte schlieBlich zu einer dauerhaften Umstellung in der
Erndhrung fiihren, die vorteilhaft fiir das kardiovaskuldre System ist. Des Weiteren
konnte eine unterstiitzende Zufithrung iiber Nahrungsergdnzungsmittel erfolgen.
Auch als akute therapeutische Intervention konnte eine didtetische Verabreichung,
z. B. in Form eines Getranks oder einer Tablette, in Betracht gezogen werden.

Dies wiren einfach durchfiihrbare Moglichkeiten, regelmifBig Flavanole einnehmen
zu konnen und damit langfristig die Gefil3funktion zu verbessern. Des Weiteren
stellen sie im Vergleich zu bereits existenten Medikamenten, die in der Therapie
kardiovaskuldrer =~ Krankheiten eingesetzt werden, eine natiirliche und
kostengiinstige Option dar. Bevor ein in diesem Sinne neu etabliertes,
standardisiertes Produkt in die Routineempfehlungen fiir eine kardiovaskulére
Gesundheit Einzug erhilt, sind weitere Studien notwendig. Diese miissten
bestétigen, dass eine langfristige Flavanoleinnahme beziiglich der Entstehung und
Entwicklung von Gefaflkrankheiten vorbeugend wirken kann. Hierfiir miissten auch

relevante Endpunkte wie die Beeinflussung der Mortalitit untersucht werden. Des
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Weiteren sollte der Frage nachgegangen werden, ob diese Intervention auch einen

Einfluss auf die Prognose bei terminal niereninsuffizienten Patienten aufweist.

Zusammenfassend konnte die didtetische Flavanolbehandlung in der vorliegenden
Studie effektiv die endotheliale Dysfunktion vermindern [56]. Diese Ergebnisse
stimmen mit denen anderer Studien, die Flavanole verabreicht haben [45, 46],
iiberein.

Zukiinftig sollte Uberpriift werden, unter welchen Bedingungen eine didtetische
Flavanolgabe als Prévention oder Therapie geeignet ist. Dariliber hinaus sollte
untersucht werden, wie die didtetische Verabreichung der Flavanole optimal

umgesetzt werden kann.
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