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1 Einleitung

1.1 Hintergrund

1.1.1 Charakterisierung des Dialysekollektivs

Die Inzidenz und Prévalenz dialysepflichtiger Patienten ist weltweit steigend.
In der Nierenersatztherapie durch Dialyse gab es in den letzen 40 Jahren vie-
le Innovationen wie die Optimierung der Dialysegerdte, Membranen sowie der
Dialysatenfliissigkeit (Locatelli et al. , 2006). Trotz dieser Fortschritte ist die Mor-
talitdt der Langzeitdialysepatienten immer noch sehr hoch. Sie ist vergleichbar
mit der Mortalitat von Patienten mit metastasiertem Karzinom (Yao ef al. , 2004).
Die Haupttodesursache dieser Patienten ist kardiovaskuldr bedingt, wobei die
ischdmische Herzkrankheit an erster Stelle steht (Cheung et al. , 2004). Laut US
Renal Data System und des Europdischen Registers fiir Patienten mit Nierener-
satztherapie ist das Risiko dieser Patienten kardial-vaskulédre Ereignisse zu er-
leiden, im Vergleich zur allgemeinen Bevolkerung betrdchtlich erhoht (Locatel-
li et al. , 2003). Die Ursachen hierfiir sind vielfiltig. Neben den klassischen Ri-
sikofaktoren wie Alter, mannliches Geschlecht, Hypertonie, Fettstoffwechselsto-
rung, Diabetes, Nikotinmissbrauch und korperliche Inaktivitdt sind bei Nieren-
insuffizienz eine Reihe nicht klassischer Risikofaktoren involviert, wie die Ak-
kumulation von Advanced Glycation Endproducts (AGEs), Erthchung des Ho-
mocysteins und anderer Urdmietoxine wie z.B. Indoxylsulfat sowie eine erhoh-
te Plasmakonzentration von asymmetrischem Dimethylarginin (ADMA) (Zoccali
& Kielstein, 2006). Diese Faktoren tragen zu einer betrdchtlichen Erhhung der
Sauerstoffradikalbildung bei, deren Konsequenzen in Folge erniedrigter Antioxi-
dantienkonzentration (erniedrigtes Vitamin C, erniedrigte Glutathionperoxida-
sekonzentration) besonders ausgepragt sind. Hinzu kommt eine Stimulation des
sympathischen Nervensystems, des Renin-Angiotensin-Systems und des Endo-
thelins, die zusatzliche negative zirkulatorische und oxidative Effekte enfalten
sowie zur Mikroinflammation beitragen. Schliefilich besteht bei der Mehrzahl
der Patienten ein sekunddrer Hyperparathyeroidismus mit Erhéhung des Plas-
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maphosphatspiegels und eine erniedrigte Konzentration von Fetuin, wodurch
die Kalzifikation im Gewebe betrdchtlich gesteigert ist. Als Folge dieser zahl-
reichen Risikofaktoren ist es nicht tiberraschend, dass auch die Krebsinzidenz
bei Dialysepatienten im Vergleich zur Normalbevdlkerung deutlich gesteigert
ist. Dabei treten gehduft Karzinome der Niere, Harnblase, Prostata, Leber, des
Pharynx-und Larynxbereichs sowie des blutbildenden und lymphatischen Sys-
tems auf (Maisonneuve et al. , 1999; Teschner et al. , 2002). Auffallenderweise
werden die Krebsfélle vor allem im ersten Behandlungsjahr diagnostiziert. Un-
ter den zugrunde liegenden Faktoren der Karzinogenese spielt die Schwachung
des Immunsystems eine wichtige Rolle (Massry & Glassock, 2000). Die Patienten
weisen sowohl eine Beeintrachtigung der zelluldren wie humoralen Immunant-
wort auf. Die Zahl der T-Helferzellen ist reduziert, was durch die Dialysetherapie
nicht verbessert wird (Schollmeyer & Bozkurt, 1988). Gleichzeitig bestehen hédu-
tig chronische Infektionen, die ebenfalls als Ursache der Karzinome verantwort-
lich gemacht werden. Diese Infektionen manifestieren sich u.a. gehduft im harna-
bleitenden System (Maisonneuve et al. , 1999). Dialysepatienten sind auch einem
erhohten Risiko ausgesetzt, sich mit Hepatitis B und C Viren zu infizieren. Gleich-
zeitig wird eine Aktivierung der meisten immunkompetenten Zellen und ein
Anstieg der proinflammatorischen Zytokine wie Tumornekrosefaktor-a (TNF-«),
Interleukin-1 (IL-1) und Interleukin-6 (IL-6) beobachtet. Auch die Nierenersatz-
therapie begiinstigt infolge Bioinkompabilitdt der Membranen sowie bakterieller
Verunreinigungen der Dialysate diese Beobachtungen (Descamps-Latscha et al.
, 2002). Ferner besteht bei Niereninsuffizienz ein erhohter Anfall von reaktiven
Sauerstoffradikalen (ROS) , karzinogenen heterozyklischen Aminen und Nitros-
odimethylamin. Die vermehrte Bildung von ROS wird auch durch eine ungenii-
gende Konzentration der Antioxidantien (erniedrigte Gluthathionperoxidasesyn-
these sowie Verlust von Antioxidantien wahrend der Hamodialyse) begiinstigt.
Nicht selten besteht ein Selenmangel. Dieses Spurenelement wird fiir das aktive
Zentrum der Glutathionperoxidase benétigt (Vamvakas et al. , 1998). Oxidativer
Stress kann zu DNA-L&sionen mit konsekutiven Mutationen fithren, wodurch
sowohl die Krebsentstehung als auch die Arteriosklerose begiinstigt werden (Al-
bert et al. , 2003). Ferner wird der hdufige sekundédre Hyperparathyroeoidismus
und der Mangel an 1,25-Dihydroxycholecalciferol mit dem vermehrten Auftre-
ten von malignen Neoplasien in Verbindung gebracht (Vamvakas et al. , 1998).
Dieser sekunddre Hyperparathyroidismus ist ferner ursachlich fiir die Entste-
hung der renalen Osteopathie, insbesondere einer Ostitis fibrosa und Osteoma-

lazie (Classen et al. , 2004). Genomschdden sind zum Teil Folge eines gestorten
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DNA-Repairmechanismus, der bei terminaler Niereninsuffizienz sowie im Ver-
lauf der Langzeitdialyse auftritt (Vamvakas et al. , 1998). Auch die Begleitmedi-
kation der Patienten kann unerwiinschte Effekte zeigen. Diuretika, die von vielen
Patienten eingenommen werden, sind besonders bei langer Einnahmedauer mit
dem Risiko von Nierenzellkarzinomen verbunden (Grossman et al. , 2001). Dar-
tiber hinaus sind viele Patienten in ihrer Vorgeschichte beispielsweise auf Grund
einer Glomerulonephritis oder Nierentransplantation medikamentts immunsup-
primiert worden. Weiterhin besteht die Gefahr eines Analgetikaabusus. Zusam-
menfassend leiden niereininsuffiziente Patienten an einer ausgepragten Mikro-
inflammation, einer erhohten Sauerstoffradikalbildung sowie an einer gestorten

Immunfunktion.

1.1.2 Advanced Glycation Endproducts (AGEs)

Das Akronym AGE wurde initial mit dem normalen Alterungsprozess in Verbin-
dung gebracht, da die Modifikation gealterter Proteine durch diese Verbindun-
gen ein Signal fiir deren Entfernung darstellt (Raj ef al. , 2000). Sie sind im Alter,
bei Diabetes mellitus sowie progredientem Nierenversagen deutlich erhoht. Ei-
ne AGE-Akkumulation begiinstigt dariiber hinaus die Entziindungsreaktionen
bei Polyarthritis sowie neurologischen Erkrankungen. Dabei ist unklar, ob es sich
hier nur um ein Nebenprodukt oder die Erkrankungsursache selbst handelt (Sin-
gh et al. , 2001). AGEs gelten auch als potentielles Urdmietoxin bei terminalem
Nierenversagen (Raj et al. , 2000; Schinzel et al. , 2001). Die Plasmaspiegel sind um
ein Vielfaches der Norm gesteigert. Die Akkumulation von AGEs bei chronischer
Niereninsuffizienz wird einerseits dem zunehmenden Verlust der renalen Clea-
rance und andererseits der gesteigerten Neubildung durch oxidativen Stress und
dem Ansteigen reaktiver Vorstufen zugeschrieben (Schwedler et al. , 2002; Schin-
zel et al. , 2001; Kalousova et al. , 2004). AGE-Molekiile zeichnen sich insbeson-
dere durch eine gelb-braune Farbe mit charakteristischen fluoreszierenden An-
teilen aus, die einem diffusen Absorptionsspektrum entsprechen (Schinzel et al.
, 2001). Sie werden hauptsédchlich in der sogenannten Maillard Reaktion gebil-
det. Hier verbindet sich die Aldehydgruppe der Zucker mit einer freien Ami-
nogruppe von Proteinen, Lipiden oder Nukleinsduren zu einer Schiff Base. Die-
ser Schritt ist noch reversibel, ihm schliefst sich die nahezu irreversible Amadori-
Umlagerung an. Hier verlagert sich die Doppelbindung zum zweiten Kohlenstoff
des Zuckers, wodurch ein stabiles Ketoamin entsteht (Stryer, 1999). Die Glykosy-
lierung ist besonders am Anfang der Maillard Reaktion konzentrationsabhangig
(Singh et al. , 2001). Das Hamoglobin A-1c (HbA-1c), das zur Langzeitiiberwa-
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chung von Diabetikern verwendet wird, ist ein Beispiel dieser Reaktion. HbA-1c
gehort jedoch nicht zu den AGEs. Glykosylierte Proteine werden anschliefsend
dehydriert, oxidiert, neu arrangiert, und es findet eine Ringbildung statt (Raj et al.
, 2000). Hierbei ist interessant, dass die AGE-Bildungsrate bei Zuckern wie Fruk-
tose, Glucose-6-Phosphat und Glyceraldehyd-3-Phosphat viel schneller ablduft
als mit Glucose als Edukt. Amadori-Produkte sind die Hauptform der zirkulie-
renden glykosylierten Proteine bei Diabetikern (Raj et al. , 2000). Es gibt aber auch
viele weitere Wege der AGE-Synthese. So wurde zum Beispiel auch die soge-
nannte autooxidative Glykosylierung beschrieben, die durch Metalle katalysiert
wird (Baynes & Thorpe, 1999). a-Dicarbonyle oder Oxoaldehyde sind als reaktive
AGE-Zwischenstufen bekannt. 3-Deoxyglucoson (3-DG), Methylglyoxal (MGO)
und Glyoxal sind Vertreter dieser Gruppe und entstehen auf nicht oxidativem
Weg. Sie kdnnen jedoch oxidativen Stress und Apoptose induzieren . Die Struk-
turen von Pentosidin und Carboxymethyllysin (CML) sind am besten bekannt
(Singh et al. , 2001). Sie sind im Blut zu 90% an Albumin gebunden, wéhrend ca.
10% frei vorliegen. Sie entstehen auf oxidativem Weg und konnen sich aufler-
dem an Hamoglobin, Linsenkristallin und LDL-Cholesterin binden. CML wird
gleichzeitig auch durch Lipidperoxidation aus mehrfach ungesittigten Fettsau-
ren gebildet (Baynes & Thorpe, 1999). AGEs konnen auch auf exogenem Weg,
z.B. iiber Zigarettenrauch oder Nahrung, in den Organismus gelangen. Die ora-
le Bioverfiigbarkeit soll gering sein (Singh et al. , 2001), dennoch kann die jahr-
zehntelange tdgliche Aufnahme tiiber die Nahrung vor allem bei eingeschrank-
ter Nierenfunktion zu klinisch signifikanten AGE-Spiegelerh6hung fithren (Ko-
schinsky et al. , 1997). AGE-Rezeptoren werden auf vielen Zellen exprimiert. So
finden sie sich auf glatten Muskelzellen, Monozyten, Makrophagen, Endothelzel-
len, Podozyten, Astrozyten und Mikroglia (Singh et al. , 2001). Diese Rezeptoren
konnen in zwei Gruppen aufgeteilt werden. Die eine Gruppe bildet der Rezeptor
tir AGE (RAGE), ein Rezeptor der Immunglobulinsuperfamilie, der zu oxidati-
vem Stress durch die Expression von Nuclear Factor-xB (NF-£B) fiihrt. Die ande-
re Rezeptorengruppe ist fiir die Entgiftung von AGEs zustandig. Zu ihr gehoren
der Makrophagen-Scavenger-Rezeptor Klasse A Typ II (MSR-AII), Klasse B Typ I
(MRS-BI) sowie die AGE-Rezeptoren 1,2 und 3 (AGE-R1, -R2, -R3) (Lu C., 2004).
Auch auf T-Zellen wurden AGE-Rezeptoren entdeckt, die nach Stimulation zur
Produktion und Sekretion von Interferon-y (IFN-v) fiihrten (Imani et al. , 1993).
Eine Interaktion mit Makrophagen ist wahrscheinlich, da die Zellen in chronisch
inflammatorischen Regionen wie atherosklerotischen Plaques anzutreffen sind.

So konnen AGEs zur gesteigerten Bildung von Zytokinen, Adh&sionsmolekiilen
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und Chemokinen fithren (Forbes et al. , 2003). AGEs spielen eine wichtige Rolle
bei der Entstehung der Diabeteskomplikationen einschliefslich der diabetischen
Nephropathie (Heidland et al. , 2001). Da Proteine der extrazelluldren Matrix nur
langsam umgesetzt werden, sind sie ein Angriffspunkt fiir AGE-vermittelte Ver-
dnderungen. So wird glycosyliertes Kollagen durch intra- und intermolekulare
Quervernetzungen steifer, es wird thermisch instabiler und kann schwerer pro-
teolytisch abgebaut werden (Forbes et al. , 2003). Diese Veranderungen tragen
zu Verdickungen der kapilliren Basalmembran, Sklerosierung der Nierenglome-
ruli und Atheroskleroseentstehung bei (Singh et al. , 2001). Aber auch kurzlebi-
gere Molekiile wie Plasmaproteine und Lipide werden angegriffen. Verdndertes
Low-Density-Lipoprotein (LDL) wird schlecht von den mesangialen Rezeptoren
erkannt und tragt so tiber geringere Clearance zur Hyperlipiddmie und Athe-
rosklerose bei (Vlassara & Palace, 2002). Es wird aber von Monozyten und Ma-
krophagen aufgenommen und fiigt durch Bildung freier Sauerstoffradikale den
Gefdafswanden oxidative Schdden zu (Raj et al. , 2000). Im Tiermodell liefs sich bei
experimentellem Diabetes zeigen, dass durch Aufbrechen der Quervernetzungen
die Entwicklung der Albuminurie verhindert werden kann (Forbes et al. , 2003).
AGEs werden wahrscheinlich hauptsdchlich von Gewebsmakrophagen in klei-
ne losliche Peptide zerlegt, die dann nach glomerulérer Filtration in den Tubuli
abgebaut sowie mit dem Urin ausgeschieden werden (Singh et al. , 2001). Die Ent-
fernbarkeit der AGEs ist also von einer guten Nierenfunktion abhdngig, denn die
AGE-Clearance korreliert direkt mit der Kreatinin-Clearance (Koschinsky et al.
, 1997). Die AGE-Clearance wird in gesunden Individuen auf etwa 0,72 ml/min
geschédtzt. Auch die Leber konnte theoretisch tiber den Scavenger-Rezeptor in Le-
bersinusoiden AGEs aufnehmen und zur ihrer Entfernung beitragen. Auch Insu-
lin soll durch Steigerung der Rezeptorfunktion in diesen Eliminationsweg invol-
viert sein (Raj et al. , 2000). Ein weiterer Entgiftungsweg ist der Abbau von AGEs
durch spezifische Enzyme wie Reduktasen (Kalousové et al. , 2004). In vitro wur-
de unter Verwendung von Schweinenierenzellen gezeigt, dass AGEs gentoxisch
wirken konnen (Stopper et al. , 2003). Dies ist wahrscheinlich rezeptorvermittelt,
da sich die DNA-Schdadigungen durch Coinkubation mit Proteasen (Trypsin) in-
folge Cleavage der dufieren Doméne des Rezeptors stark reduzieren liefen. Die
genomschddigende Wirkung der AGEs erfolgt wahrscheinlich tiber oxidativen
Stress beziehungsweise direkt durch DNA-Modifikationen (Stopper et al. , 2003).
AGEs konnen durch ihre charakteristischen Fluoreszenzeigenschaften und die
Reaktion mit Antiserum gegen AGE-modifizierte Ribonuklease oder Rinderseru-

malbumin identifiziert werden, die Isolation ist aber wegen ihrer Instabilitat und
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Heterogenitat schwierig (Raj et al. , 2000).

1.1.3 Charakterisierung von Benfotiamin
1.1.3.1 Besonderheiten des Vitamins

Benfotiamin (S-Benzoylthiaminmonophosphat BTMP) gehort zur Stoffgruppe
der Allithiamine. Es wurde erstmals 1960 synthetisiert. Bei dieser Substanz han-
delt es sich um das Prodrug des wasserloslichen Thiamin oder Vitamin B1. Die
Absorption des letzteren folgt einer Sattigungskinetik und ist so selbst in gesun-
den Individuen relativ gering (Woelk et al. , 1998). Die Vorstufe Benfotiamin ist
dagegen lipophil und durchdringt somit leichter die Blut-Gewebeschranke. Es
ermdglicht im Vergleich zu Thiamin um den Faktor 5 gesteigerte Blut- und Ge-
webekonzentrationen (Schreeb et al. , 1997). Weiterhin konnen auch im Liquor ho-
here Spiegel erreicht werden und Benfotiamin verbleibt dariiber hinaus linger im
Organismus (Woelk et al. , 1998; Frank et al. , 2000) konnte in einer Studie an Dia-
lysepatienten zeigen, dass die Thiamindiphosphatkonzentration in Erythrozyten
nach Benfotiamingabe um 170% anstieg. Nach Thiaminnitratsubstitution dage-
gen stieg sie lediglich um 40% an. Dartiber hinaus besitzt Benfotiamin im Tiermo-
dell weniger toxische Eigenschaften als Thiamin (Woelk et al. , 1998). Nach ora-
ler Gabe wird die Substanz im Darm durch Phosphatasen in das lipidlosliche S-
Benzoyl-Thiamin dephosphoryliert und anschlieflend resorbiert. Zur reduktiven
enzymatischen Spaltung in Thiamin werden in der Zelle Glutathion und Cystein
verbraucht. Die Plasmakonzentration steigt ohne Sattigungskinetik proportional
zur Dosis nach 1-3 Stunden auf den Maximalwert an. Benfotiamin ist sowohl
zur Therapie als auch zur Prophylaxe von Vitamin Bl-Mangelzustinden zuge-
lassen. Zu diesen zdhlen Mangel- und Fehlerndhrung, langandauernde parente-
rale Erndhrung, Nulldidt, Malabsorption, chronischer Alkoholismus und Diabe-
tes. Abgesehen von einzelnen Uberempfindlichkeitsreaktionen wie Nesselsucht
und Hautausschlag sind keine Nebenwirkungen bekannt. Die Standarddosis be-
tragt bei einfachem Vitamin B1-Mangel 150 mg Benfotiamin tédglich. Bei Polyneu-
ropathien ist anfanglich die doppelte Dosis fiir ca. drei Wochen indiziert. In der
Neurologie wird es besonders auch zur Behandlung der Wernicke Enzephalopa-
thie eingesetzt. Einige klinische Studien zeigten, dass sich selbst bei kurzzeitiger
Behandlung mit Benfotiamin neuropatische Symptome qualitativ und quantita-
tiv besserten (Stracke et al. , 2001).
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1.1.3.2 Beschreibung der Vorstufe Thiamin

Im Zuge der Identifikation der Beri-Beri Erkrankung als Vitaminmangelerkran-
kung wurde Thiamin (Aneurin) erstmals 1936 synthetisiert. Das Molekiil besteht
aus einem Pyrimidinring (2,5-dimethyl-6-aminopyrimidin) und einem Thiazoli-
umring (4-methyl-5-hydroxyethylthiazol), die durch eine Methylenbriicke ver-
bunden sind. In Leber und Nervengewebe wird Thiamin durch die Thiamindi-
phosphokinase in Thiamindiphosphat umgewandelt. Der gesamte Thiaminge-
halt des menschlichen Korpers betragt etwa 30 mg. In Herz, Leber, Niere und Ge-
hirn finden sich die hochsten Thiaminkonzentrationen gefolgt von Leukozyten
und Erythrozyten (WHO, 1999). Das Vitamin liegt hauptsdchlich als Diphosphat
vor, achtzig Prozent des Thiamingehalts im Blut findet sich in den Erythrozyten
(Frank et al. , 2000). Die Konzentration des Thiamintriphosphat wird im Gewe-
ben von Sdugetieren durch eine spezielle Thiamintriphosphatase gesteuert. Die
Bedeutung dieses Molekiils ist aber noch weitgehend unklar (Lonsdale, 2006).
Taglich werden etwa 1,5 mg Thiamin abgebaut und 100-200 ug renal ausgeschie-
den (Schmidt, n.d.). Thiamin kann aber auch durch reaktive Sauerstoffradikale zu
den biologisch unwirksamen Produkten Thiochrom und Oxodihydrothiochrom
oxidiert werden (Hammes et al. , 2003).

1.1.3.3 Empfohlene Tagesdosis und Vitaminquellen

Laut WHO sollten erwachsene Frauen 0,9 mg und Ménner 1,2 mg Thiamin pro
Tag zu sich nehmen (WHO, 1999). Die empfohlene Tagesdosis betrdagt 1-1,5 mg
pro Tag, wobei diese Empfehlung nur fiir gesunde Individuen gilt. Thiaminquel-
len sind mageres Schweinefleisch, Weizenkeime, Eier, Fisch, Gefliigel, Bohnen,
Erbsen, Niisse und ganze Korner. Es ist dagegen kaum in Milchprodukten und
Gemiise enthalten. Erhitzen der Nahrung fiihrt genauso wie Polyphenole in Kaf-
fee oder Tee zu Vitamininaktivierung (Lonsdale, 2006) .

1.1.3.4 Thiaminmangelzustande

1.1.3.4.1 Vorkommen Thiaminmangel tritt vor allem bei Individuen auf, de-
ren Erndhrung hauptsdchlich auf Kohlenhydraten beruht. Beri-Beri ist noch en-
demisch in Asien anzutreffen, da sich grofie Teile der Bevolkerung von geschal-
tem Reis erndhren und das Vitamin hauptsédchlich in der Schale lokalisiert ist.
Dartiber hinaus verschérft roher Fisch teilweise zusitzlich die Mangelsituation,
da er bakterielle Thiaminasen enthalten kann, die das Vitamin spalten, bevor es

resorbiert werden kann (WHO, 2004). In industrialisierten Landern ist ein mani-
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tfester Mangel vor allem mit chronischem Alkoholabusus und damit verbundener
Malnutrition assoziiert. Weiterhin konnte auch bei hypermetabolischen Zustan-
den, bei parenteraler Erndhrung, chronisch dialysierten Patienten und bei Zu-
stand nach Gastrektomie ein Mangelzustand beobachtet werden. Besonders bei
Diabetikern sind niedrige Thiaminspiegel aufgefallen (Thornalley et al. , 2007).
Auflerdem sind einige Falle nach Wurmbefall bekannt (WHO, 2004). Aber auch
die hochkalorische Fehlerndhrung in Industrieldindern kann zu einem relativen
Thiaminmangel fithren, da diese Kalorien hauptsidchlich zu Glukose abgebaut
werden (Lonsdale, 2006). Autopsiestudien lassen vermuten, dass Thiaminman-

gel zu Lebzeiten oft nicht diagnostiziert oder fehlinterpretiert wird.

1.1.3.4.2 Krankheitsbilder bei Thiaminmangel : Die Beri-Beri Erkrankung
kann sich bei Erwachsenen in zwei verschiedenen Formen manifestieren. Zum
einen als periphere Neuropathie oder auch trockenes Beri-Beri und zum anderen
als Herzversagen oder kardiovaskuldres Beri-Beri (Kawano et al. , 2005). Letz-
tere Erkrankungsform tritt in westlichen Landern hauptsédchlich in Verbindung
mit chronischem Alkoholabusus auf und kann zusétzlich in eine fulminante und
chronische Form unterteilt werden. Das fulminante Herzversagen ist vergesell-
schaftet mit Odemen, die besonders in den Beinen auftreten. Weiterhin sind ge-
steigertes Herzminutenvolumen, Ventrikelinsuffizienz, Dilatation von Arterio-
len, Lungenstauung sowie gesteigertes Serumlactat und Pyruvat zu beobach-
ten (WHO, 1991). Die periphere Neuropathie zeichnet sich durch Pardsthesien
der Extremitiaten, reduzierte Reflexauslosbarkeit, fortschreitende schwere Mus-
kelschwéche und Muskelschwund aus. Aufierdem besteht gesteigerte Infektan-
talligkeit. Meist zeigen sich jedoch Mischbilder der verschiedenen Erkrankungs-
formen mit mehreren Symptomen. Im Zuge eines endemischen Thiaminmangels
in Cuba wurden beispielsweise periphere Neuropathie, retrobulbdre Optikus-
neuropathie, sensorische periphere Neuropathie, sensorineurale Taubheit, spas-
tische Paraparese, Dysphagie und Dysphonie beschrieben. Zu den Hauptdiagno-
sekriterien der Beri-Beri Krankheit gehoren Hyporeflexie, Hypésthesie, Odeme,
niedriger diastolischer Blutdruck und Wadendruckschmerz, wobei zur Diagno-
sestellung zwei Symptome positiv sein miissen (Lonsdale, 2006). Chronischer
Alkoholismus kann in der westlichen Welt als Paradebeispiel fiir Thiaminman-
gelerscheinungen gelten, denn es wird nicht nur zu wenig Vitamin aufgenom-
men, es kann auch schlecht resorbiert und in die Zellen aufgenommen wer-
den. Dariiber hinaus konnen es die Zellen schlechter verwerten (Martin et al.
, 2003). Das Wernicke-Korsakov Syndrom wird hauptsédchlich bei Alkoholikern



1.1 Hintergrund

beobachtet, die einen autosomal-rezessiven Defekt der Transketolase besitzen.
Es manifestiert sich mit Verwirrtheitszustdnden, Orientierungsverlust, Ophthal-
moplegie, Nystagmus, Diplopie, Ataxie und Gedéchtnisverlust. Im Gehirn fin-
den sich hyperdmische Lasionen des Hirnstamms, Hypothalamus, Thalamus und
den Corpora mamillaria (WHO, 1991). In unseren Breiten ist es jedoch, vom
Alkoholismus-verursachten Krankheitsbild abgesehen, sehr selten dem Vollbild
einer der genannten Erkrankungen zu begegnen. Der Mangel bewegt sich eher
im Grenzbereich. Aber auch ein zusitzliches Defizit an anderen Vitaminen und
Spurenelementen kann mogliche Krankheitssymptome modifizieren. Nach 2 bis
3 Wochen einer thiamindefizienten Erndhrung kann es zu ersten Symptomen wie
Appetitlosigkeit, Schwachegefiihl, Muskelkater, Brennen an Handen und Fiifen,
Verdauungsstorungen und Depressionen kommen. Nach 6 bis 8 Wochen kénnen
als einzig verbliebene Zeichen leichter Blutdruckabfall und Gewichtsverlust be-
obachtet werden (WHO, 1999). Interessanterweise kann grenzwertiger Thiamin-
mangel sogar zu aggressiven Verhaltensweisen fiithren, die oft als funktionell ein-
gestuft werden (Lonsdale, 2006). Fiir diese Studie von Bedeutung ist aufierdem,
dass ca. 25% aller urdmischen Patienten an Neuropathien leiden. Diese konnen
durch intravendse Thiamindiphosphatgabe verbessert werden, indem die Thia-
minspiegel in Plasma und Erythrozyten sowie die Transketolaseaktivitit gestei-
gert werden (Frank et al. , 2000). Thiaminmangel wird dariiber hinaus im Zusam-
menhang mit dem plotzlichen Kindstod, Schlaf-Apnoe und der Leigh- Krankheit
bei Kindern diskutiert (Lonsdale, 2006).

1.1.3.5 Wirkungsweise des Vitamins

Vitamin B fungiert im menschlichen Organismus unter anderem als Co-Enzym

der folgenden vier Enzyme (vgl. Abb. 1.1):

Pyruvat-Dehydrogenase

a- Ketoglutarat- Dehydrogenase

Verzweigtketten-a-Keto-Dehydrogenase

Transketolase

Diese Enzyme haben die Gemeinsamkeit, dass sie mit Hilfe von Thiamindiphos-
phat aktivierte Aldehydeinheiten iibertragen. Bei der Pyruvat-Dehydrogenase
handelt es sich um einen Enzymkomplex, der die irreversible Bildung von
Acetyl-CoA aus Pyruvat katalysiert. Acetyl-CoA wird in den Mitochondrien
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Glykolyse

Glukose

Glukose-6-Phosphat

Fruktose-6-Phosphat

Pentoseshunt X NADP+

NADPH+

Fruktose-1,6-Biphosphat

v\

Glyceron-3-P—Glyceral-3-P,

titochondrien Citratzyk

/) [Pyrovatdehydrogenase] .

S

------------ Thiamin-abhangige Enzyme

Abbildung 1.1: Uberblick iiber den Einfluss von Thiamin im Glukosestoffwechsel

tiir den Citratzyklus benotigt (Stryer, 1999). Die a-Ketoglutarat-Dehydrogenase
ist ebenfalls ein Enzymkomplex des Citratzyklus und gleichzeitig ein wichtiger
Kontrollpunkt, da sie durch ihre Produkte Succinyl-CoA und NADH gehemmt
wird. Mit der Verzweigtketten-a-Keto-Dehydrogenase werden die Aminosduren
Leucin, Valin und Isoleucin abgebaut. Die Transketolase ist ein wichtiger Be-
standteil des nichtoxidativen Zweiges des Pentosephosphatweges und gehort
zur Gruppe der Transferasen. Sie ist ein dimeres Enzym und benétigt als Co-
faktoren neben dem Thiamindiphosphat ein divalentes Kation (Esakova et al. ,
2004; Kochetov, 2001). Die Transketolaseaktivitdt der Erythrozyten ist neben der
Thiaminkonzentration im Plasma auch ein géngiger Parameter, um die Thiamin-
versorgung des Organismus zu ermitteln (Forth et al. , 2001). Der Pentosephos-
phatweg findet im Zytosol aller Kérperzellen statt und erfiillt zwei wichtige Auf-
gaben: Zum einen wird der Elektronentransporter NADPH /H+ hergestellt. Die-
ser wird aufer fiir reduktive Biosythesen von Fettsduren, Cholesterin und Steroi-
den fiir die Biotransformation in Leber und Entgiftung von Peroxiden in Erythro-
zyten bendtigt. Zum anderen entsteht Ribose-5-Phosphat, das zur Synthese von
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RNA, DNA und Nucleotid-Coenzymen verwendet wird (Horn, 2002). Netto ent-
stehen tiber diesen Weg aus drei Molekiilen Ribose-5-Phosphat zwei Molekiile
Fruktose-6-Phosphat und ein Molekiil Glycerinaldehyd-3-Phosphat. Der Trans-
ketolase kommt hier zusammen mit der Transaldolase die wichtige Aufgabe zu,
den Pentosephosphatweg reversibel mit der Glykolyse zu verbinden. Dies wird
gewaihrleistet, indem sie folgende Reaktionen katalysiert:

e Xylulose-5-Phosphat + Ribose-5-Phosphat < Glycerinaldehyd-3-Phosphat
+ Sedoheptulose-7-phosphat

¢ Xylulose-5-Phosphat + Erythrose-4-phosphat <« Glycerinaldehyd-3-
Phosphat + Fructose-6-Phosphat

Die Endprodukte Glycerinaldehyd-3-Phosphat und Fructose-6-Phosphat kénnen
als Zwischenstufen der Glykolyse weiter verarbeitet werden. Glukosemetabo-
lite konnen also in Pentosen zerlegt werden, die unter anderem fiir Endothel-
zellen weniger toxisch sind (Gadau et al. , 2006). Hyperglykdmie kann in Ge-
faflendothelien dartiber hinaus funktionell einen Thiaminmangel hervorrufen,
wobei der Mechanismus dieses Vorgangs noch ungeklart ist (Hammes et al. ,
2003). In Tierversuchen zeigte der Einsatz von Thiamin bzw. seiner Vorstufe be-
reits eine deutliche Wirkung auf die Einddmmung von Schaden durch oxidati-
ven Stress und Hyperglykdmie. Durch Thiamindiphosphat lief3 sich die Transke-
tolaseaktivitdt in Glukose inkubierter Erythrozyten steigern. Gleichzeitig senkte
es dort die Methylglyoxalbildung (Shangari et al. , 2003). Besonders der Einsatz
von Benfotiamin lieferte in diabetischen Ratten interessante Ergebnisse. Benfo-
tiamin blockierte iiber die Transketolaseaktivierung vier Stoffwechselwege, die
tir die typischen Hyperglykdmieschdadigungen verantwortlich gemacht werden.
Zu diesen gehort der Polyolweg, der Hexosaminweg, der Diacylglycerol- Prote-
inkinase C-Weg und die Bildung von AGEs. Auflerdem konnte in tierischen Re-
tinae die durch Hyperglykdmie induzierte NF-xB-Aktivierung verhindert wer-
den (Hammes et al. , 2003). Das Schliisselenzym des Polyolweges, Aldosereduk-
tase, wandelt D-Glukose in D-Sorbitol um. Dieses Enzym hat eine geringe Af-
finitdt zu Glukose. Im hyperglykdmischen Zustand wird die Hexokinase jedoch
schnell gesittigt, so dass mehr Glukose iiber die Aldosereduktase verstoffwech-
selt wird. Letztere wird besonders fiir die diabetische Retinopathie verantwort-
lich gemacht, da ihre Hemmung zur Reduzierung vaskuldrer Komplikationen
tithrt (Berrone et al. , 2006). Sorbitol wird dariiber hinaus nur langsam verstoft-
wechselt und akkumuliert in der Zelle, da es durch die Zellmembranen schlecht
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diffundieren kann. Es trdgt dadurch zu den langfristigen Komplikationen bei dia-
betischer Stoffwechsellage bei (Berrone et al. , 2006). Fruktose-6-Phosphat wird im
hyperglykdmischen Zustand vermehrt der Glykolyse entzogen und dem Hexo-
saminweg zugefiihrt (Brownlee, 2001). Dieser trdagt sowohl durch Veranderun-
gen der Genexpression als auch von Proteinfunktionen zur Entwicklung diabe-
tischer Komplikationen bei. So werden beispielsweise vermehrt Tumor Growth
Faktor-a (TGF-«a), Transforming Growth Faktor-81 (TGF-£1) und Plasminogen
Activator Inhibitor-1 (PAI-1) gebildet. Aufierdem wird die Aktivitdt der endothe-
lialen NO-Synthetase durch O-Acetylglucosaminylierung im aktiven Zentrum
gehemmt (Brownlee, 2001). Diacylglycerol (DAG), das bei Hyperglykdmie ver-
mehrt de novo aus Dihydroxyacetonphosphat synthetisiert wird, aktiviert Prote-
inkinase C. Hiervon sind vor allem die - und -Isoformen betroffen. Dieses En-
zym kann dariiber hinaus auch durch Bindung an AGE-Rezeptoren und gestei-
gerte Aktivitit des Polyolweges stimuliert werden, wobei dieser Mechanismus
vermutlich durch reaktive Sauerstoffspezies vermittelt wird (Brownlee, 2001).
Proteinkinase C fiihrt zu Abnormalitiaten im Blutfluss, indem die endotheliale
NO-Synthetase supprimiert und Endothelin 1 vermehrt ausgeschiittet wird. Vas-
cular Endothelial Growth Factor (VEGF) fiihrt bei gesteigerter Bildung in glatten
Muskelzellen zu erhohter vaskuldrer Permeabilitat (Brownlee, 2001). Weiterhin
steigert Proteinkinase-C iiber NF-+<B die Expression proinflammatorischer Zyto-
kine. Dartiber hinaus erhoht das Enzym die Akkumulation von Matrixproteinen
in der Mikrozirkulation, indem es die Expression von TGF-31, Fibronektin und
Typ IV Kollagen fordert (Brownlee, 2001). Benfotiamingabe reduzierte in peri-
pheren Nerven diabetischer Ratten die AGE-Bildung. Dagegen war Thiamin in
diesem experimentellen Modell unwirksam, wobei der Mechanismus unklar ist.
Dariiber hinaus konnte beim experimentellen Diabetes der Ratte das Auftreten
der diabetischen Retinopathie durch Benfotiamin verhindert werden (Hammes
et al. , 2003). Die unterschiedlichen und unabhdngigen Stoffwechselwege fiihren
schlieflich iiber einen final common pathway zur vermehrten Produktion reakti-
ver Sauerstoffradikale (Berrone et al. , 2006). Letztere konnen die Glyceraldehyd-
phosphatdehydrogenase teilweise hemmen. Das Glyceraldehyd-3-Phosphat, das
hierdurch vermehrt anféllt, kann die AGE-Bildung und Proteinkinase C-Aktivitat
steigern sowie einen erhohten Fluss durch den Hexosaminweg induzieren (Ber-
rone et al. , 2006). Im Rattenmodell konnte dartiber hinaus bei Thiaminrestrikti-
on, abgesehen von einer reduzierten erythrozytaren Transketolaseaktivitdt eine
gesteigerte Zahl aberranter Krypten im Colon festgestellt werden. Letztere gelten
als Marker fiir Kolonkarzinogenese (Shangari et al. , 2003).
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1.2 Fragestellung der Arbeit

Bei experimentellem Diabetes der Ratte wurde der Nachweis gefiihrt, dass hoher
dosiertes Vitamin B1, verabreicht als Thiamin oder Benfotiamin, in der Lage ist,
die Manifestation der diabetischen Nephropathie, der Neuropathie und der inzi-
pienten Nephropathie zu verhindern (Hammes et al. , 2003; Babaei-Jadidi et al. ,
2004). Die gtinstigen Effekte werden dabei insbesondere mit Erhéhung der Trans-
ketolaseaktivitdt, die bei Diabetes deutlich reduziert ist, interpretiert (Hammes
et al. , 2003). Auch beim Menschen besteht bei Diabetes eine erniedrigte Trans-
ketolaseaktivitdt. Dieses Enzym ist interessanterweise auch bei fortgeschrittener
Niereninsuffizienz in seiner Aktivitat reduziert (Pietrzak et al. , 2000) und konnte
hierdurch unter Umstdnden zu den negativen Stoffwechseleffekten der Urdmie,
einschliefSlich den genotoxischen Wirkungen des urdmischen Milieus (Stopper
et al. , 2004), beitragen. Hauptziel der vorliegenden Arbeit war die Untersu-
chung einer moglichen Modulation von molekularen DNA-Schidden in periphe-
ren Blutlymphozyten durch fortgesetzte Gabe von hoherdosiertem Benfotiamin,
das sich in bisherigen klinischen Untersuchungen durch eine gute Vertraglichkeit
ausgezeichnet hat. Daher wurde der Effekt von Benfotiamin an Urdmiepatienten
mit und ohne Diabetes gepriift. Das Vorliegen der DNA-Schdden der Patienten
wurde in peripheren Blutlymphozyten mit zwei gut etablierten Methoden wie
der Einzelzellgelektrophorese (Comet-Assay) und der Mikrokernmethode unter-
sucht. Weiterhin wurde die Plasmakonzentration der Advanced Glycation End-
products (AGEs) durch Messung der AGE-assoziierten Fluoreszenz gemessen.
Zur Beurteilung des oxidativen Stresses diente die Bestimmung der Advanced
Oxidation Protein Products (AOPPs). Um Einblick in die aktuelle Mikroinflam-
mation der Patienten zu erhalten, wurden C-reaktives-Protein (CRP), Neopterin
und Interleukin-6 bestimmt.
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2 Material und Methoden

2.1 Medikation

Benfotiamin wurde in Form von milgamma® mono 150 Tabletten fiir diese Stu-
die verwendet, das von der Firma Worwag Pharma (Boblingen) vertrieben wird.
Die Patienten erhielten es in der Packungsgrofie N3, die 100 Dragees mit jeweils
150 mg Benfotiamin enthdlt. Die Patienten begannen mit einer Dosis von 300 mg
taglich, nach 2 Monaten erfolgte eine Dosissteigerung auf 450 mg pro Tag fiir
weitere 3 Monate. Nach Studienende haben einige Patienten diese Dosis noch fiir
weitere 2 Monate eingenommen. Die klinische Priifung des Benfotiamin in die-
ser Fragestellung war von der Ethikkommission der medizinischen Fakultédt der

Universitat Wiirzburg genehmigt worden.

2.2 Chemikalien und Arbeitsgerate

2.2.1 Allgemeine Laborchemikalien und Verbrauchsmaterial

Alle Chemikalien wurden von den Firmen Sigma Chemie GmbH (Taufkirchen),
Roth (Karlsruhe), Biochrom (Berlin) sowie Aldrich-Chemie (Steinheim) bezogen.
Puffersalze stammten von Merck AG (Darmstadt) und die Losungsmittel von
Roth (Karlsruhe). Fiir spezielle Mediumzusétze wurden Produkte der Firma Hy-
Clone (Logan, Utah, USA) verwendet.

Allgemeine Verbrauchsmaterialien stammten von der Firma Hartenstein
(Wiirzburg). Die Verbrauchsmaterialien fiir die Zellkultur wurden von Grei-
ner (Nirtingen), die Lithium Heparin Monovetten von Sarstedt (Niimbrecht-
Rommelsdorf) bezogen.

Hochreines Wasser wurde aus der hauseigenen Reinstwasser — Anlage ent-
nommen (Milliporesystem).

Puffer und Losungen wurden autoklaviert oder durch Millipore Filter steril
filtriert.
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2.2.2 Arbeitsgerate

AutoklavMelag Typ 28, Melag, Deutschland
Brutschrank Typ B 5060 EK-CO2, Heraeus, Deutschland
Coulter-Counter Z1 bzw. Z2, Coulter Electronics, UK
Fluoreszenzmikroskop Nikon, Deutschland
Lichtmikroskop Zeiss, Deutschland

Netzgerdte Power Pac 300, Biorad, Deutschland Power Supply 500/500, Roth,
Deutschland

Pipetten Gilson, Frankreich; Eppendorf, Hamburg, Deutschland; Labsystem,
Finnland

Sterile Werkbank Gelaire BH 26, Flow Laboratories, Deutschland
Sterilisator Heraeus, Deutschland

Wasserbad GFL, Burgwedel, Deutschland

Zentrifuge Universal K25, Hettich, Tuttlingen, Deutschland

Zytozentrifuge Cytospin 3, Shandon, UK

2.3 Zellkultur

2.3.1 Kulturmedium

Zur Isolation und Kultivierung humaner Lymphozyten wurden 500 ml des Me-
diums RPMI 1640 mit folgenden Substanzen versetzt:

¢ 75 ml hitzeinaktiviertes (30 Minuten, 56°C) Pferdeserum
¢ 5 ml Natrium-Pyruvat (100mM)
¢ 5ml L-Glutamin (200mM)

* 2ml Penicillin-Streptomycin (10.000 I.U./ml Pen., 10.000 pg/ml Strept.)
(GIBCO, Maryland, USA)

¢ 500myg Tylosin (8mg/ml)

e 5ml MEM (100% Konzentration an “non essential amino acids”)
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2.4 Puffer und Loésungen fiir den Mikrokernversuch

2.3.2 Verwendete Zellinie

Als Negativkontrollen, die fiir den Comet-Assay erforderlich waren, dienten
Mauslymphomzellen der Linie L516Y. Fiir die Positivkontrollen wurden die Lym-
phomzellen {iber 4 Stunden mit 25 ;1g/ml Methylmethansulfanat geschadigt.

2.4 Puffer und Losungen fur den Mikrokernversuch

¢ Acridin-Orange Losung: 450 pl 1%ige Acridin-Orange Stammldsung (Sig-
ma) auf 71, 5 ml Sorensen-Puffer. Dieser Fluoreszenzfarbstoff wurde zur

Farbung der Zellen fiir die Mikrokernauswertung verwendet.

¢ Sorensen-Puffer: Dinatriumhydrogenphosphatdihydrat : 5,84 g in 492ml
H20 (bidest) Kaliumhydrogenphosphat: 4,61g in 508 ml H20 (bidest) pH
Wert des Puffers: 6,8

Dieser Puffer diente dem Waschen der Objekttrager beim Farben der Mikrokern-

praparate.

2.5 Puffer und Losungen fur den Comet Assay

¢ PBS (Phosphate Buffered Saline)

- NaCl p.a. 8000 mg

- KCl p.a. 200 mg

- Na2HPO4*H20 1150 mg

— KH2PO4 200 mg

- CaClI2*2H20 130 mg

- MgClI2*6H20 100 mg

- Hochgereinigtes Wasser ad 1000 ml
- pH-Wert des Puffers: 7,0

— steril filtrieren

e PBS/CMEF:

- NaCl p.a. 8000 mg
- KCl p.a. 200mg
- Na2HPO4*2H20 572 mg
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- KH2PO4 200 mg
- Hochgereinigtes Wasser ad 1000 ml
- pH Wert des Pulffers: 7,0

— autoklavieren

¢ Lysepuffer-Stammlosung

- NaCl2,25M

- EDTA 100 mM (Sigma Chemicla Co., Taufkirchen)

— Tris 10 mM (Sigma Chemical Co., Taufkirchen)

- Natrium-Saccrosinat 0,9 % (Sigma Chemical Co., Taufkirchen)
— Hochgereinigtes Wasser

— pH-Wert des Puffers: 10,0

— Um ihn als Lyselosung verwenden zu konnen, muss dieser Puffer bei

jedem Versuch frisch angesetzt werden unter Zusatz von:

*+ Triton X-100 1 % (Sigma Chemical Co., Taufkirchen) DMSO 10%
(Sigma Chemical Co., Taufkirchen)

¢ Elektrophoresepulffer:

— NaOH 300 mM

- EDTA 1 mM

- pH Wert des Puffers : 10,0
- Hochgereinigtes Wasser

— Autoklavieren

¢ Neutralisationspuffer:

— Tris 400 mM

- Hochgereinigtes Wasser

- pH-Wert des Puffers: 7,5

- Autoklavieren

— Agarose 0,75% (HMP) (Roth, Karlsruhe)

+ Agarose (HMP) 750 mg
+ PBS/CMF 100 ml
+ Aufkochen (Mikrowelle)

- Agarose 0,5% (LMP) (Sigma Chemical Co., Taufkirchen)
+ Agarose (LMP) 50 mg
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+ PBS/CMF 10 ml
+ Aufkochen (Mikrowelle)

2.6 Isolierung peripherer Blutlymphozyten

Zunidchst wurde fiir jeden Patienten ein 15 ml Zentrifugenrohrchen der Marke
Greiner mit 6 ml raumtemperiertem Histopaque© 1077 gefiillt. Das frische Voll-
blut wurde anschlieffend gut gemischt, um den Dichtegradienten vorsichtig mit
6 ml davon zu tiberschichten. Die Rohrchen wurden nun mit 1600 U/min ge-
nau 30 Minuten zentrifugiert. Dazu wurde Raumtemperatur eingestellt, um ein
Verklumpen der Zellen bei niedriger Temperatur zu verhindern. Mit Hilfe einer
Pasteurpipette konnte nun das Blutplasma, das sich in der obersten Schicht des
Rohrchens befand, abgenommen und fiir jeden Patienten in jeweils zwei Cryo-
rohrchen umgefiillt werden. Das Plasma wurde bis zur weiteren Verarbeitung
bei -20 °C gelagert. Die Lymphozyten befanden sich in der undurchsichtigen In-
terphase, welche ebenfalls mit Hilfe der Pasteurpipette aufgenommen werden
konnte. Sie wurden in ein neues Zentrifugenréhrchen pipettiert, in welches zu-
satzlich 10 ml Lymphozytenmedium gegeben wurde. Anschlieffend wurden die
Zellen durch vorsichtige Resuspension vereinzelt und erneut 10 Minuten bei 1300
U/min zentrifugiert. Der Uberstand, der sich iiber dem Zellpellet gebildet hatte,
wurde verworfen und die Zellen erneut mit 10 ml Lymphozytenmedium resus-
pendiert. Nach dem zehnminiitigen Zentrifugieren bei 1300 U/min wurde der
Uberstand wieder verworfen, aber das Pellet nun mit 3 ml Lymphozytenmedi-
um resuspendiert. Aus der Suspension wurden 200 pl in ein Zdhlglas mit 9,8 ml
isotoner Losung gegeben, um mit dem Coulter-Counter die Zellzahl bestimmen
zu konnen. Die Zellzahl wurde auf 1x 106 Zellen pro Milliliter eingestellt und
die Zentrifugenrohrchen auf Eis gelagert. Anschlieffend konnten die Zellsuspen-
sionen direkt fiir den Comet-Assay und den Mikrokernversuch weiterverarbeitet

werden.

2.7 Mikrokerntest

2.7.1 Charakterisierung

Der Mikrokerntest dient dem Nachweis von DNA- Schiadigungen in sich teilen-
den Zellen, wobei Chromosomenbriiche und spontane Chromosomenverluste er-

fasst werden. Er kann sowohl in vitro als auch in vivo als Gentoxizitatstest ge-
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nutzt werden. Er besitzt den Vorteil, dass er leicht durchzufithren und zu auto-
matisieren ist (Stopper & Muller, 1997).

Ein Mikrokern definiert sich als
abgerundete, DNA enthaltende und
von einer Membran umgebene Struk-
tur, die dhnliche Farbintensitit wie
der Zellkern aufweist (vgl. Abb. 2.1).
'. Er ist von diesem getrennt, jedoch
nicht mehr als 2 Hauptkerndurchmes-

- ser entfernt im Plasma zu finden .

i
Mikrokerne Seine Grof3e darf die eines Drittel-

Zellkerns nicht tiberschreiten. Er ent-
steht wahrend der Mitose durch Aus-
Abbildung 2.1: Mikrokerne mit Acridin-  schluss ganzer Chromosomen oder
Orange gefarbten L5178Y (Foto: Stop- Chromosomenfragmente, worauf sei-
per/ Full) ne ultrastrukturelle Ahnlichkeit mit
dem Zellkern hinweist (Schiffmann & Boni, 1991). Die spontane Mikrokernfre-
quenz in peripheren Lymphozyten steigt mit dem Alter an (Bolognesi et al. ,
1999). Es ist aber noch unklar, ob Mikrokerne selbst an der Karzinogenese be-
teiligt sind, da unbekannt ist, was mit ihnen im weiteren Zellzyklus passiert. Es
ist zum Beispiel noch nachzuweisen, ob das Genmaterial wieder in den Kern in-
tegriert werden kann oder verloren geht (Stopper & Muller, 1997). In prikan-
zerdsen Geweben wurde jedoch eine erhohte Mikrokernfrequenz nachgewiesen.
Es kann dort aber nicht vorhergesagt werden, ob und wann eine Tumorerkran-
kung ausbricht (Bloching et al. , 2000; Delfino et al. , 2002). Ein grofser Teil der en-
dogenen DNA-Schidden entsteht durch reaktive Sauerstoffspezies, die vom Kor-
per nicht entgiftet werden konnten. Grofie Mengen dieser Radikale verursachen
Einzelstrang- oder Doppelstrangbriiche, welche dann gesteigerte Mikrokernra-
ten bedingen. Bei Krebspatienten, die eine Zytostatika- oder Radiotherapie er-
hielten, waren sie ebenfalls erhoht. Himodialysepatienten zeigten dagegen erst
nach zehn Jahren Dialysedauer leicht gestiegene Werte, wihrend die Mikrokerne
vor dieser Zeitspanne nicht gesteigert waren (Stopper et al. , 1999).

2.7.2 Durchfiihrung

In dieser Studie wurde der cytokinesis-block micronucleus assay (CBMN) nach
der Methode von Fenech durchgefiihrt (Fenech, 2000). Dazu wurden die isolier-
ten humanen Lymphozyten mit 10 pg/ml Phytohdmagglutinin zur Teilung sti-

20



2.8 Comet-Assay (Einzelzell-Gelelektrophorese)

muliert und bei 37 °C und 5% CO2 im Brutschrank inkubiert. Nach 42-44 Stunden
wurde 5 ng/ml Cytocalasin B zugesetzt, welches Aktinfilamente auflost, und die
Zellen so an weiterer Zytokinese hindert. Danach war eine weitere Inkubation
fiir 24 Stunden erforderlich. Pro Patient wurden mindestens 4 Cytospin Prépa-
rate erstellt, wobei auf einen Objekttrager bei 1000 Umdrehungen in der Minute
in 5 Minuten ca. 20 000 Zellen aufgetragen wurden. Die Objekttrager wurden in
Methanol fixiert und bei -20°C gelagert. Vor der Auswertung wurden die Zellen
mit Acridin Orange angefarbt. Hierfiir wurden die Prédparate fiir 3 Minuten in
die Farbelosung getaucht um dann anschlieffend zweimal jeweils fiir 5 Minuten

durch ein Bad in Sorensen-Puffer entfarbt zu werden.

2.7.3 Auswertung

Unter dem Fluoreszenzmikroskop wurden pro Ansatz und Patient etwa 2000
doppelkernige Zellen ausgezahlt. Hierbei wurden aufierdem die Leukozyten mit
jeweils nur einem, drei oder vier Kernen erfasst. Die Mirokerne wurden aus-
schliefllich in doppelkernigen Zellen ausgewertet, um nur teilungsfdhige Zellen
unabhingig von ihrer Zellzyklusgeschwindigkeit erfassen zu konnen.

2.8 Comet-Assay (Einzelzell-Gelelektrophorese)

2.8.1 Charakterisierung

Der alkalische Comet-Assay nach der Methode von Singh et al. bietet sich be-
sonders fiir Biomonitoring Studien als preiswertes, hoch sensitives Verfahren
an. Er verspricht eine hohe Datenausbeute in einer relativ kurzen Zeitspanne,
da im Vorfeld keine Zellkultur erforderlich ist (Faust et al. , 2004). Die Zellen
werden in Agarose eingebettet, lysiert und einem elektrischen Feld ausgesetzt.
Aufgrund ihrer negativen Ladung wandert die DNA in Richtung Anode, wobei
kleinere Bruchstiicke sich weiter vom Zellkern entfernen. Nach Anfarbung mit
einem DNA-Farbstoff ldsst sich unter dem Fluoreszenzmikroskop eine Konstel-
lation erkennen, die einem Kometenschweif dhnelt (vgl. Abb. 2.2 B). In den iso-
lierten Lymphozyten werden mit diesem Vorgehen sowohl DNA-Strang-Briiche,
alkalilabile Stellen als auch aufgelockertes Chromatin erfasst. Besonders bei ur-
dmischen Patienten wurde mit diesem Verfahren ein Anstieg von Genschdden
testgestellt (Stopper et al. , 2001). Der pradiktive Wert des Tests ist jedoch unbe-
kannt, da er nicht in prospektiven Kohortenstudien tiberpriift wurde. Der Basal-
wert von DNA-Schidden in humanen Lymphozyten steht sowohl mit kérperlicher
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2 Material und Methoden

Kopf Schwanz

Schwanz

Abbildung 2.2: Comet-Assay mit unbehandelten (Bild A) und mit Methylme-
thanesulfonat (MMS) vorgeschadigten (Bild B) L5178Y.(Foto: Ar-
beitsgruppe Stopper)
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2.8 Comet-Assay (Einzelzell-Gelelektrophorese)

Belastung, Luftverschmutzung und Sonnenlichteinwirkung als auch der Erndh-
rung in Verbindung (Meller, 2006).

2.8.2 Durchfiihrung

Zunidchst wurden 20 pl der aus Vollblut isolierten Lymphozyten in 180 ul LMP
Agarose suspendiert um anschlieffend wiederum 45 pl des Gemisches auf auf-
geraute Objektrager (Labcraft, Dakin Fully Frosted, Curtin Matheson Scientific
Inc., Huston, Texas) aufzutragen. Die Gelschicht wurde mit einem Deckglas ab-
gedeckt, welches nach kurzer Erhdrtungszeit sofort wieder entfernt wurde, um
Risse zu vermeiden. Die so prédparierten Objekttrager mussten nun bei 4°C min-
destends eine Stunde in ein vor Lichteinfall geschiitztes GefdfS mit alkalischer
Lyseldosung verbracht werden. Im nédchsten Schritt wurden die Ansétze kurz ab-
getropft und fiir das sogenannte ,unwinding” 20 Minuten in eine abgedunkelte
und mit Eis auf 4 °C temperierte Elektrophoresekammer gelegt. Anschliefiend
wurde fiir weitere 20 Minuten eine Spannung von 300 mA angelegt. Die Strom-
starke von 25 V konnte {iber das Puffervolumen eingestellt werden. Nach dem
Abtropfen wurden die Proben noch fiir 5 Minuten mit Neutralisationspuffer be-
handelt und konnten nach weiterem Abtropfen mit 10 ul Ethidiumbromid ange-

farbt werden.

2.8.3 Auswertung

Zur Auswertung wurden pro Patient 50 Zellen (25 je Objekttrdager) unter dem
Fluoreszenzmikroskop mit 200-facher Vergrofserung erfasst. Zur Bildverarbei-
tung wurde das Programm Komet 5 Kintetic Imaging (LTD, Liverpool, UK) ver-
wendet. Zunédchst wurde der gesamte Komet markiert und die Intensitdt der
Fluoreszenz dieser Fliche gemessen, was der Gesamt-DNA der Zelle entspricht.
Anschlieffend wurde nur der Kometenschweif ausgewéahlt um die Intensitat der
gewanderten DNA erfassen zu konnen. Sie setzte sich aus der Summe der Grau-
stufen jedes Pixels des gewdhlten Feldes zusammen. Aus diesen Daten konnte
der relative Zellschaden, also der Anteil der geschddigten DNA an der Gesamt-
DNA ermittelt werden. Berechnet wurden jeweils der Mittelwert und die Stan-
dardabweichung.
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2.9 Bestimmung der restlichen Serummarker

Die Patientenseren wurden bei Dr. Katarina Sebekova, Slovak Medical Universi-
ty, im Institut fiir Praventive und Klinische Medizin, Bratislava, Slovakei ausge-
wertet. Dort wurden AGE-assoziierte Fluoreszenz, Advanced Oxidation Protein
Products (AOPPs), Interleukin-6 (IL-6) und Neopterin bestimmt.

2.10 Probandenkollektiv

An dieser Studie nahmen 15 Patienten aus dem chronischen Dialyseprogramm
(8 Ménner, 7 Frauen) teil. Ihr Alter betrug im Mittel 63 +/- 15,72532 [SD]. Die
Probanden waren durchschnittlich seit 5,73 +/- 4,99 [SD] Jahren in Dialysebe-
handlung. Fiinf Patienten litten unter Diabetes mellitus, zehn waren nicht zucker-
krank. Klinische Charakteristika sind in Tabelle 2.1 zusammengefasst. Die Pro-
banden wurden drei mal wochentlich mit Polysulfonmembrandialysatoren ha-
modialysiert. Die Blutproben wurden vor Beginn der Hamodialyse vom Pflege-
personal abgenommen. Tabelle 2.2 zeigt einen Uberblick der zusitzliche Medika-

tion der Patienten.
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2.10 Probandenkollektiv

Geschlecht Alter Primére Nierenerkrankung Dialyseart Dialyse (Jahre)

m 49 Glomerulonephritis HD 4
m 69 Glomerulonephritis HD 4
w 83 Andere HD 9
m 79 Glomerulonephritis HD 5
w 40 Glomerulonephritis HD 2
w 59  Primire Nierenerkrankung HD 5
w 79  Diabetische Nephropathie HD 2
m 66 Glomerulonephritis HD 8
m 54 Glomerulonephritis HD 22
m 70 Diabetische Nephropathie HD 2
m 29 Nephrosklerose HD 7
w 54  Primire Nierenerkrankung HD 4
m 82  Diabetische Nephropathie HD 3
m 69  Primare Nierenerkrankung HD 6
w 63  Diabetische Nephropathie HD 3

Tabelle 2.1: Charakteristika des Patientenkollektivs

Medikament Anzahl der Patienten
Beta Blocker 11
Calciumantagonist 4

Angiotensin I Antagonist

ACE Hemmer
Diuretika 10
Statine 4

Erythropoetin

Tabelle 2.2: Basis-Medikation der Patienten
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3 Ergebnisse

3.1 Untersuchung der peripheren Lymphozyten auf
DNA-Schaden mit Hilfe der Mikrokernmethode

3.1.1 Bestimmung der Basiswerte

Fiir die Basiswerte wurden im vierzehntagigen Abstand dreimal Blutproben ge-
wonnen und auf DNA-Schiaden untersucht, bevor die Probanden mit der Befo-
tiamineinnahme begannen. Bei vier Patienten erfolgte eine weitere Messung, da
bei ihnen in der Kontrollphase eine zunehmende Mikrokernfrequenz aufgefal-
len war. Hiermit sollte eine unspezifische Frequenzerh6hung z.B. durch Infek-
tionen ausgeschlossen werden, da einige Kranke tiber entsprechende Symptome
geklagt hatten. Abbildung 3.1 zeigt, dass die Mikrokerne leicht angestiegen sind,

was moglicherweise auf das Vorliegen von latenten Infekten hinweisen konnte.

3.1.2 Mikrokernfrequenz wahrend der Benfotiamin-Einnahme

Nachdem die Benfotiaminmedikation an die Patienten ausgehdndigt worden
war, wurde eine Messpause von sechs Wochen eingelegt, um dann in ca. einmo-
natigem Abstand weitere Blutproben zu gewinnen. Insgesamt wurde das Blut zu
sieben Zeitpunkten ausgewertet. Pro Patient wurde der Mittelwert aus zwei Ob-
jekttrageruntersuchungen unter Auszdhlung der Mikrokerne in jeweils 1000 dop-
pelkernigen Zellen ermittelt. Wie in Abbildungen 3.2 und 3.3 zu sehen, kann eine
Abnahme der Mikrokernrate im Vergleich zum Zeitraum vor Medikamentenein-
nahme verzeichnet werden. Dabei féllt jedoch auf, dass der Abfall bei den diabe-
tischen Patienten deutlicher und schneller auftritt. Am Ende der Studie erklarten
sich neun Probanden bereit die Medikation fortzusetzen. Zu diesem letzten Zeit-
punkt wurden die Mikrokerne in 3000 doppelkernigen Zellen (DK) bestimmt, um
bei einem einzigen Messzeitpunkt einen verldsslicheren Wert zu erhalten. Die-
se Auswertung wurde in kodierter Form durchgefiihrt. Aus Abbildung 3.4 geht
hervor, dass die Mikrokernrate der fiinf Patienten, die die Medikamenteneinnah-
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Abbildung 3.1: Anzahl der Mikrokerne (MK) pro 1000 DK Zellen aller fiinfzehn
Patienten vor Medikationsbeginn (Mittelwert +/- Standardab-
weichung)

me vor sechs Wochen beendet hatten, mit durchschnittlich 10 MK hoher liegt als
die der Probanden unter weiter fortgesetzter Medikation mit 7 MK. Der Effekt
gewinnt zusatzlich an Bedeutung, da die Patientengruppe, die Benfotiamin ab-
setzte, unter Therapie im Vorfeld sogar etwas niedrigere Mikrokerne aufweist als
ihre Vergleichsgruppe.

3.2 Bestimmung des relativen DNA-Schadens der
peripheren Lymphozyten

Zur Ermittlung eines validen Grundwertes wurden die isolierten Lymphozyten
jeweils zu drei Zeitpunkten mit Hilfe des alkaline Comet-Assays untersucht, be-
vor mit der Benfotiamineinnahme begonnen wurde. Dabei wurde fiir jeden An-
satz eine Positiv- sowie eine Negativkontrolle verwendet. Hierzu dienten Maus-
Lymphomzellen, die fiir die Negativkontrolle unbehandelt verwendet wurden
und fiir die Positivkontrolle mit MMS vorgeschddigt worden waren. Die relativen
DNA-Schidden der Patienten wurden in Bezug auf die Positivkontrolle angege-
ben, da bei dem ersten Auswertungstag die Negativkontrolle verloren ging. Un-
ter Medikation wurde ebenfalls zu drei Terminen gemessen. Die DNA-Schiaden
tielen auf die einzelnen Probanden bezogen unterschiedlich aus (Abbildung 3.5),
wobei jedoch insgesamt ein Anstieg der Schadigung festzustellen ist (Abbildung
3.6). Lediglich bei fiinf Patienten kam es zu dem erwarteten Abfall des prozen-
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Abbildung 3.2: Zeitverlauf der Mikrokerne unter Benfotiaminbehandlung im
Vergleich zum Grundwert. Trennung nach diabetischen und nicht
diabetischen Dialysepatienten. (Mittelwert +/- Standardabwei-
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Abbildung 3.3: Mittelwerte der Mikrokerne vor und nach Intervention bei diabe-
tischen und nicht diabetischen Dialysepatienten. (Mittelwert +/-
Standardabweichung)
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Abbildung 3.4: Verhalten der Mikrokerne vor und wéahrend der fortgesetzten
Benfotiaminmedikation. Darstellung des letzten Zeitpunktes vor
Absetzen der Medikation und zum Ende der Studie. (Mittelwert
+/- Standardabweichung)

tualen DN A-Schadens.

3.3 Blutdruckverhalten der Dialysepatienten

Elf Patienten zeigten Blutdruckwerte tiber 140/95, wahrend nur vier normotensiv
waren. Pro Patient wurden vor und wihrend der Behandlung jeweils drei Werte-
paare aus systolischem und diastolischem Blutdruck nach Riva Rocci bestimmt.
Aus Abbildung 3.7 geht hervor, dass der Blutdruck iiber die gesamte Studien-
dauer hinweg stabil blieb. Er betrug im Mittel 148 [+/-20]/ 81 [+/-14] mmHg
[SD].

3.4 Plasmaproteinkonzentration im Verlauf der
Studie

Wie in Abbildung 3.8 gezeigt, hat die Gesamteiweifskonzentration im Plasma ge-
ring zugenommen. Dieser Effekt zeigt sich besonders bei den Diabetikern, wah-
rend sich bei den Nichtdiabetikern keine Anderung auftrat. Betrachtet man je-
doch die Albuminkonzentration, so ist diese in beiden Patientengruppen gering
angestiegen.
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Abbildung 3.5: DNA-Schaden im Comet-Assay aller Probanden zum Zeitpunkt
vor und nach Benfotiamin-Einnahme jeweils bezogen auf die Po-
sitivkontrolle
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Abbildung 3.6: Mittelwert des DNA-Schadens (Comet-Assay) aller Patienten in
Prozent bezogen auf die Positivkontrolle im Vergleich zum Zeit-
punkt vor und wihrend Medikation
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Abbildung 3.7: Systolischer (SBD) und diastolischer (DBD) Blutdruck der Pro-
banden vor und wahrend Benfotiamingabe. (Mittelwert +/- Stan-

dardabweichung)
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Abbildung 3.8: Plasmaprotein und Albumin der Patienten vor und am Ende der
Studie. (Mittelwert +/- Standardabweichung)
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3.5 CRP-Konzentration im Studienverlauf
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Abbildung 3.9: CRP [mg/1] vor und unter der Benfotiamintherapie in der Ge-
samtgruppe, sowie bei den Diabetikern (DM) und Nichtdiabeni-
kern(NDM)n = 14. (Mittelwert +/- Standardabweichung)

3.5 CRP-Konzentration im Studienverlauf

Die Plasma-CRP-Konzentration von vierzehn Probanden zeigte eine Senkung im
Verlauf der Studie, was die Annahme auf eine leichte Verbesserung der Entziin-
dungssituation zuldsst (vgl. Abb. 3.9). Die Werte der Diabetiker liegen vor und
wihrend der Benfotiaminbehandlung tendenziell niedriger als die der Nichtdia-

betiker, was auf eine Besserung der Mikroinflammation hindeutet.

3.6 Advanced Glycation Endproducts und
Advanced Oxidative Protein Products

Von den fiinfzehn Studienpatienten konnte bei den fiinf Diabetikern ein Riick-
gang der AGE-Konzentration bezogen auf die Gesamtproteinkonzentration im
Plasma festgestellt werden. Bei den zehn Nichtdiabetikern wurde ein leichter
Konzentrationsanstieg verzeichnet. Die Werte setzen sich jeweils aus zwei Mess-
punkten vor und zwei wihrend Medikation zusammen. Die Konzentration der
Advanced Oxidation Protein Products (AOPPs) stieg ebenfalls tendenziell an. Die
Diabetiker wiesen zum Ende der Studie die hochsten Werte auf.
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Abbildung 3.10: AGE-Plasmakonzentration [AU] unterteilt in Diabetiker und
Nicht-Diabetiker vor und nach Benfotiamingabe. (Mittelwert
+/- Standardabweichung)
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Abbildung 3.11: AGE-Plasmakonzentration [AU pro mg Protein] bezogen auf die
Plasmaproteinkonzentration vor und nach Intervention. AOPP
Konzentration vor und nach Benfotiaminsubstitution. (Mittel-
wert +/- Standardabweichung)
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3.7 Aktivitdt des Inmunsystems anhand der Marker Neopterin und Interleukin-6 (IL-6)
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Abbildung 3.12: Neopterin [nmol/l] und Interleukin-6 [pg/ml] aller Patienten,
der Nicht-Diabetiker und Diabetiker vor und nach Benfotiamin-
gabe. (Mittelwert +/- Standardabweichung)

3.7 Aktivitat des Immunsystems anhand der Marker
Neopterin und Interleukin-6 (IL-6)

Neopterin, das als Marker der Immunreaktion von Monozyten und Makropha-
gen produziert wird, war nicht signifikant erhoht (vgl. Abb. 3.12). Es stieg bei den
Diabetikern tendenziell an. IL-6 zeigte sich im Studienverlauf insgesamt erhoht.
Lediglich die Diabetiker zeigten einen nahezu konstanten Spiegel.

3.8 Bewertung der Benfotiamintherapie durch die
Patienten

Abschliefiend erhielten die Patienten einen Fragebogen um ihre subjektiven Ein-
driicke beziiglich der Medikamentenwirkung zu erfassen. Die Mehrzahl der
Kranken gab eine Appetitsteigerung an. Einige Patienten berichteten auch tiber
ein verbessertes Wohlbefinden und eine erhohte korperliche Leistungsfahigkeit.
Auf die Schlafqualitdt hatte die Medikation keinen erkennbaren Effekt.
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Abbildung 3.13: Befragung der Patienten beziiglich ihres subjektiven Eindrucks
auf die Medikamentenwirkung.
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4 Diskussion

Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz leiden an einer akzellerierten Athe-
rosklerose sowie erhohter Karzinominzidenz. Diese Pathologie wird vor allem
durch die Kombination von Oxidativem- und Carbonylstress mit konsekutiven
DNA-Léasionen hervorgerufen, sowie durch eine Mikroinflammation, die durch
die urdmischen Retentionsprodukte, insbesondere die Akkumulation von AGEs,
ausgelost wird. Erschwert wird die klinische Situation durch ein geschwachtes
antioxidatives Entgiftungssystem in Folge eines Vitamin C und Selenium Defi-
zits, aber auch einer ungeniigenden Konzentration von Glutathionperoxidase.
Weitere Risikofaktoren sind das fortgeschrittenes Lebensalter, komplizierender
Bluthochdruck und das Vorliegen einer diabetischen Stoffwechsellage. Nicht zu-
letzt werden die Patienten wahrend der notwendigen extrakorporalen Himodia-
lysebehandlung durch zusatzliche Sauerstoffradikalfreisetzung belastet. (Loca-
telli et al. , 2003). Um die schlechte Prognose dieser Patienten zu verbessern, liegt
es nahe, neben einer effizienten Dialysebehandlung und Blutdruckeinstellung
auch den Effekt von Antioxidantien zu priifen. So konnten durch orale Vitamin
B-Substitution dieser Patienten sowie durch den Einsatz Vitamin-E beschichteter
Dialysemambranen verschiedene biochemische Parameter einschliefdlich das An-
sprechen der Erythropoese auf Erythropoetin verbessert werden (Locatelli et al.
, 2003; Yoshida et al. , 2002). Eine weitere Moglichkeit ist durch den Einsatz ho-
her dosierter B-Vitamine denkbar. Tierexperimentell waren insbesondere durch
Einsatz von hochdosiertem Vitamin B1 bzw. Benfotiamin verschiedene Kompli-
kationen des Diabetes gebessert worden, wie die inzipiente Nephrophathie, Re-
tinopathie und Neuropathie (Hammes et al. , 2003). In einer aktuellen Studie be-
schleunigte das Vitamin auch die Heilung ischdmischer Hinterldufe diabetischer
Maduse (Gadau et al. , 2006). Die besonders nachhaltige Wirkung des Benfotiamins
bei experimentellem Diabetes wird vor allem mit einer Erhohung der erniedrig-
ten Transketolaseaktivitdt interpretiert. Diese Aktivitdtserhohung soll die stimu-
lierte Proteinkinase-C-Aktivitdt reduzieren und zugleich den Anfall von AGEs
vermindern. Nachdem bei terminaler Niereninsuffizienz auch ohne Vorliegen ei-

ner diabetischen Stoffwechselstorung die Aktivitdt der Transketolase erniedrigt
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4 Diskussion

ist (Frank et al. , 2000), erschien es uns folgerichtig, an diesem Patientengut den
Einfluss einer hoher dosierten Benfotiamintherapie auf biochemische Alteratio-
nen, insbesondere die Beeinflussung von DNA-Léisionen in peripheren Blutlym-
phozyten zu priifen. Als Testmethode der DNA-Schadigung wurde die sehr be-
wihrte Mikronukleustestmethode sowie die Einzelzellgelelektrophorese (Comet-
Assay) herangezogen. Beide Testsysteme lassen sich leicht durchfiihren und sind
als genotoxische Endpunkte etabliert (Stopper & Muller, 1997). Chromosomena-
berrationen in humanen Lymphozyten stellen ein signifikant erhohtes Risiko dar,
an Krebs zu erkranken. Diese Beziehung ist von Alter und Geschlecht der Pa-
tienten sowie dem Zeitpunkt der Erfassung unabhéngig (Bonassi et al. , 2000).
Die Haufigkeit der Mikrokerne ist zum Alter positiv korreliert (Bolognesi et al. ,
1999). In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass die hochdosierte
Benfotiamintherapie im Verlauf von viereinhalb Monaten zu einer Reduktion der
DNA-Schédden im Mikronukleustest fiihrte. So fiel in diesem Zeitraum die Zahl
von durchschnittlich 17 Mikrokernen in 1000 doppelkernigen Zellen auf 10 Mi-
krokerne ab. Der Ausgangswert ist jedoch fiir Himodialysepatienten vergleichs-
weise niedrig. Andere Studien ermittelten bei Dialysepatienten durchschnittlich
40 Mikrokerne pro 1000 doppelkernige Zellen (Stopper et al. , 2004). Auffallend
war in unserer Untersuchung, dass bei Diabetikern der Abfall der Mirkokerne
ausgepragter und schneller verlief als bei den Nicht-Diabetikern. So erreichten
die Diabetiker bereits nach 1,5 Monaten einen Abfall auf 11 Mikrokerne, wihrend
die Nicht-Diabetiker den Ausgangswert von 15 Mikrokernen nur knapp unter-
schritten hatten. Bei Studienende erreichten die Nicht-Diabetiker ein Niveau von
durchschnittlich 12 Mikrokernen. Interessanterweise stiegen bei den Patienten,
die sich am Studienende gegen eine weitere Medikamenteneinnahme entschie-
den hatten, die Mikrokerne wieder deutlich an. Bei den Patienten mit fortgesetz-
ter Benfotiaminmedikation zeigte sich dagegen eine weitere Verbesserung auf ca.
7 Mikrokerne. Mithin scheint Benfotiamin einen Riickgang der DNA-Lé&sionen in
peripheren Lymphozyten zu bewirken. Der arterielle Blutdruck blieb wahrend
der Behandlung mit durchschnittlich 148/82 mmHg weitgehend unbeeinflusst,
so dass diese Grofse als modulierender Faktor der DNA-Lésionen zu vernachlas-
sigen ist.

Theoretisch konnte als Ursache der Abnahme der Mikrokerne auch eine zu-
nehmende Ubung bei deren Auswertung in Frage kommen. Um diesen Effekt zu
vermeiden, wurde gegen Studienende kodiert ausgewertet. Dennoch wire eine
weitere Studie mit Kontrollgruppen notig, um diesen Unsicherheitsfaktor sicher

ausschliefien zu konnen.
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Als weiteres Testsystem fiir die Beurteilung der DNA-Schdadigung diente der
alkalische Comet-Assay. Mit dieser Methode konnen Einzel- und Doppelstrang-
briiche sowie alkalilabile Stellen in der DNA erfasst werden (Stopper et al. , 2001).
Er wird klinisch vor allem zum Biomonitoring von DNA-Schdden bei Krebspa-
tienen sowie zur Erfassung von DNA-Schidden bei antineoplastischer Chemothe-
rapie oder Bestrahlung eingesetzt (Faust et al. , 2004). Von Vorteil ist hier seine
hohe Sensitivitdt und die Kostengiinstigkeit. In fritheren Untersuchungen konnte
gezeigt werden, dass DNA-Lasionen in peripheren Blutlymphozyten zu glome-
ruldren Filtrationsrate invers korreliert sind. Nach langjahriger Dialysetherapie
(tiber zehn Jahre) wurden im Comet-Assay die hochsten Werte erreicht (Stopper
et al. , 2004). In der vorliegenden Arbeit zeigte sich mit diesem Testsystem un-
ter der Benfotiamingabe entgegen unserer Erwartung ein Anstieg der prozentua-
len DNA-Lé&sionen. Individuell bestanden jedoch unterschiedliche Reaktionen.
So konnte bei fiinf Patienten eine Senkung beobachtet werden. Es ist aufSerdem
zu berticksichtigen, dass nach Medikationsbeginn nur zu zwei Zeitpunkten eine
Auswertung erfolgte. Aufierdem bestanden technische Probleme. So musste an-
stelle der tiblichen Negativkontrolle die Positivkontrolle herangezogen werden

woraus Fehlermoglichkeiten resultieren kénnen.

Viele Dialysepatienten leiden unter einer Mangelerndhrung, die einen wichti-
gen Risikofaktor fiir die Prognose darstellt. Zur Erfassung der Malnutrition dient
neben dem klinischen Bild die Bestimmung der Serumproteine und hier insbe-
sondere des Albumins (Basile, 2003). Dieses Protein gehort zu den wichtigsten
extrazelluldiren Abwehrmechanismen gegen oxidativen Stress. Es stellt im Plas-
ma die Hauptquelle an Thiolgruppen dar (Mircescu et al. , 2005). Bei Patienten
mit terminalem Nierenversagen ist Albumin auf Grund der Malnutrion sowie
als negatives Akutphasenprotein in Folge von Mikroinflammation reduziert. Es
wurde in einigen Studien als stdrkster Risikoindikator fiir Morbiditdt und Mor-
talitat identifiziert (Mircescu et al. , 2005). Unter der Benfotiamintherapie ist die
Gesamtproteinkonzentration der Patienten leicht angestiegen. Auch hier zeigen
die Diabetiker eine starkere Tendenz. Die Albuminkonzentration hat sich eben-
falls leicht erhoht und néherte sich dem Normbereich (> 36 g/dl ). Die tenden-
zielle Steigerung der Plasmaproteine konnte auf einer Benfotiamin induzierten
Senkung der Mikroinflammation und des oxidativen Stresses beruhen. Die Kon-
stanz des Korpergewichtes der behandelten Patienten spricht allerdings gegen
die Rolle einer Appetitsteigerung. AGEs spielen in der Pathogenese der kardio-
vaskuldren Komplikationen des Diabetes und des terminalen Nierenversagen ei-
ne wichtige Rolle, was sich in Studien iiber Alterungsprozesse erhértete (Schin-
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4 Diskussion

zel et al. , 2001). Auch die Niere wird durch die AGE-Akkumulation geschadigt
(Schinzel et al. , 2001). Bei Patienten unter Nierenseratztherapie durch Dialysever-
fahren tragt 52-Mikroglobulin in Folge nicht enzymatischer Glykosylierung von
AGEs zur dialyseassoziierten Amyloidose bei (Raj et al. , 2000). Das derart ver-
dnderte 32-Mikroglobulin steigert die Chemotaxis von Monozyten, die darauf-
hin vermehrt proinflammatorische Zytokine sezernieren (Schinzel et al. , 2001).
Konsekutiv wird vermehrt Interleukin-1-3 (IL13), Tumornekrosefaktor oo (TNF
a) und Interleukin 6 (IL 6) produziert. Ferner wird die Produktion von Kolla-
genasen in Synovialzellen gesteigert, die unter Umstdnden als Mediatoren die
Entziindungsreaktion steigern und zur erosiven Arthropathie beitragen konnen
(Raj et al. , 2000). Die meisten Hinweise der toxischen AGE- Wirkung wurden
im Tierexperiment gewonnen (Schinzel et al. , 2001). Bei Ratten konnte Vlassa-
ra bereits 1992 zeigen, dass die Verabreichung von AGE-modifiziertem Albumin
eine Glomerulosklerose und Albuminurie induziert. Die Basalmembran der Nie-
ren war verdickt, die extrazelluldre mesangiale Matrix vermehrt und das gesam-
te glomeruldre Volumen um 50% gesteigert. Angesichts ihrer toxischen Wirkun-
gen ist es wichtig die erhohten AGE-Spiegel bei terminaler Niereninsuffizienz
zu senken. Leider ist die konventionelle Himodialysebehandlung wenig effektiv
(Raj et al. , 2000). Wahrend im Verlaufe einer Himodialyse die Serumkonzen-
tration von Kreatinin um ca. 75% gesenkt werden konnte, wurde fiir die Plasma-
AGESs nur eine kurzzeitige Verminderung um 25% erzielt, die vor allem die freien
AGEs und AGE-Peptide betrifft (Raj ef al. , 2000). Durch Dialysebehandlung mit
high-flux Membranen kénnen die niedermolekularen AGEs (MW < 10,000 kD)
gesenkt werden, die eiweifigebundenen AGEs bleiben stattdessen unverdandert
erhoht (Schinzel et al. , 2001). Fortgesetzter Einsatz von high-flux Dialysatoren
erbrachte im Vergleich zu low-flux Systemen eine Verringerung der Serum AGE-
Werte um 33%. Diese stiegen aber bereits 3 Stunden nach Beendigung der Dialyse
partiell wieder an (Raj et al. , 2000). In der vorliegenden Studie lies sich unter der
Benfotiaminbehandlung keine signifikante Beeinflussung der AGE-assoziierten
Fluoreszenz erkennen (1178,93 AU versus 1186,61 AU). Diabetiker zeigten eine
Tendenz zu niedrigeren AGE Werten (ihr Ausgangswert lag bei 1107,33 AU wéah-
rend letztere bei 1232,63 AU lagen). Angesichts der kleinen Fallzahl (5 Patien-
ten) lassen sich jedoch keine sicheren Aussagen treffen. Was die Beziehung zwi-
schen Plasma-AGEs und Mortalitédt bei terminalem Nierenversagen betrifft, so
liegen inzwischen drei Studien vor. In zwei Untersuchungen wurde eine direkte
Beziehung zwischen AGE-Akkumulation und Mortalitdt nachgewiesen (Meer-
waldt et al. , 2005; Wagner et al. , 2006) wihrend in einer Arbeit von Schwedler
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et al eine inverse Beziehung zwischen AGEs und Mortalitdt nachgewiesen wur-
de ((Schwedler et al. , 2002). Moglicherweise sind die unterschiedlichen Resulta-
te mit einer differenten didtetischen AGE-Zufuhr zu erkldren. Interessanterweise
konnte in der vorliegenden Studie eine leichte Abnahme des C-reaktiven Proteins
festgestellt werden, was zusammen mit dem Anstieg der Gesamteiweifkonzen-
tration fiir eine giinstige Beeinflussung der Mikroinflammation sprechen kénn-
te. Allerdings waren diese tendenziellen Verdnderungen ohne Beeinflussung der
AGE-assoziierten Fluoreszenz aufgetreten. Das wiirde bedeuten, dass der giins-
tige Effekt des Benfotiamin nicht allein iiber eine Modulation des AGE-Spiegels
zu erkldren ist, wie in fritheren Tierversuchen von Hammes et al. Auch in ei-
ner aktuellen Arbeit wurde die Senkung des oxidativen Stresses durch Benfoti-
amin im Gehirn diabetischer Mduse ohne begleitende Verdnderungen der AGE-,
Gewebefaktor- und TNF-a Spiegel erreicht (Wu & Ren, 2006). Eine andere Er-
klarungsmoglichkeit bieten neueste Befunde von Schmidt et al, die in vitro eine
direkte antioxidative Wirkung von Benfotiamin auf oxidativen Stress dokumen-

tieren konnte.

Es ist zu fragen, warum ausschliefSlich bei den Diabetikern eine geringe AGE-
Spiegelsenkung beobachtet wurde. Bei diesen Patienten sind auch ohne Niere-
nerkrankung im Geweben hohe AGE-Spiegel nachzuweisen. (Baynes & Thorpe,
1999). Moglicherweise hat die Benfotiamingabe hier zu einer stdrkeren Steige-
rung der Transketolaseaktivitat gefiihrt. Die Nierentransplantation ist die erfolg-
reichste Moglichkeit um AGE-Spiegel bei Dialysepatienten zu senken. Dennoch
kann ein nicht unerheblich erhohter AGE-Spiegel persistieren und zu Transplan-
tationskomplikationen beitragen (Schinzel et al. , 2001). Die Advanced oxidati-
on protein products (AOPPs) sind stark mit Markern der Monozytenaktvierung
wie Neopterin oder Tumornekrosefaktor verbunden. Sie konnen als Inflammati-
onsmediatoren dienen und korrelieren mit Dityrosin und Plasmakonzentrationen
des AGEs Pentosidin (Locatelli et al. , 2003). Die hochsten AOPP-Werte wurden
bei Dialysepatienten beobachtet (Descamps-Latscha et al. , 2002). AOPPs werden
neuerdings als urdmischer Toxine betrachtet. Diese waren in beiden Patienten-
gruppen leicht angestiegen. Sie korrelierten aber weder mit dem Gesamtprotein
noch mit dem Albumin. Daher ist davon auszugehen, dass Benfotiamin zumin-
dest die Monozytenaktivierung nicht moduliert hat. Entztindungsmarker im Se-
rum korrelieren bei Patienten mit terminalem Nierenversagen stark mit der kar-
diovaskuldren Morbiditat und Mortalitat (Bodlaj et al. , 2004). Zur Beurteilung der
Mikroinflammation wurden die Marker CRP, Neopterin und IL-6 der Patienten
quantifiziert. Hier ist jedoch zu beachten, dass der Hamodialysevorgang selbst
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4 Diskussion

inflammatorische Prozesse auslosen kann. So fithren der Kontakt des Patienten-
blutes mit den Membranen selbst sowie mogliche bakterielle Kontamination der
Dialysate oder eventuell vorliegende Shunt-Infektionen zur Erh6hung der Ent-
ztindungsparameter (Bodlaj et al. , 2004). Das klassische , Akute-Phase-Protein”
C-reaktives Protein (CRP) steigt nach Beginn einer Entziindungsreaktion inner-
halb von 24-48 Stunden an und normalisiert sich bereits zwei Wochen nach deren
Ende (Herold & Mitarbeiter, 2004). Zusammen mit dem Alter hat sich der Marker
bei Dialysepatienten als Indikator fiir die kardiovaskulédre und allgemeine Mor-
talitat herausgestellt (Zimmermann et al. , 1999). Dartiiber hinaus sprechen neuere
Untersuchungen dafiir, das CRP auch als Mediator inflammatorischer Vorgange
fungieren kann. In einer schwedischen Studie zeigte sich, dass Patienten mit ho-
hem CRP auch hohe Parameter des oxidativen Stress aufweisen (Annuk ef al. ,
2005). Wie bereits erwidhnt, zeigte sich das CRP der vorliegenden Studie nicht er-
hoht. Auch der Ausgangswert von durchschnittlich 0,71 mg/1 spricht eher gegen
das Vorliegen einer manifesten Inflammation. Peppa et al. hat in einer Studie bei
Héamodialysepatienten bei der Halfte seiner Probanden CRP-Werte von durch-
schnittlich 12 mg /1 ermittelt, wobei die Zahl seiner Patienten deutlich grofser war
(Peppa et al. , 2004). Auch eine mit den vorliegenden Patientenzahlen vergleich-
bare Studie Bodlajs ergab hohere mittlere CRP-Level von 18 mg/1 (Bodlaj et al. ,
2004).

Neopterin ist ein Pyrimidinderivat, das hauptsdchlich nach Stimulation von
Monozyten und Makrophagen mit Inferferon  produziert wird. Es wird als In-
dikator des zelluliren Immunsystems bei Autoimmunerkrankungen, der Effek-
tivitdt einer Therapie und Prognose maligner Tumoren sowie zur Erfassung von
Abstofsungsreaktionen nach Nierentransplantation genutzt (Yoshida et al. , 2002).
Es korreliert ferner mit der Schwere der Atherosklerose in den Karotiden bei Ha-
modialysepatienten (Erten et al. , 2005). Der mittlere Plasma-Neopterinspiegel
ist stark mit der Schweregrad des Nierenversagens verbunden. Er steigt in fort-
geschrittenen Stadien bis um den Faktor 15 an (Descamps-Latscha et al. , 1995;
Bodlaj et al. , 2004). Besonders Himodialysepatienten zeigen erhohte Werte, was
den Schluss zuldsst, dass dieses Verfahren die Monozytenfunktion stimuliert
(Descamps-Latscha et al. , 1995). Gegen Ende der Dialysebehandlung fallt der
Spiegel im Allgemeinen signifikant ab, da Neopterin auf Grund seines niedri-
gen Molekulargewichtes (250 kDA) gut dialysabel ist (Descamps-Latscha et al. ,
1995). Der Neopterinwert war im Verlauf dieser Studie nicht signifikant erhoht.
Der Ausgangswert von knapp 150 nmol/1 ist dem anderer Studiengruppen ver-
gleichbar (Descamps-Latscha et al. , 1995; Bodlaj et al. , 2004). Ahnlich wie die Stu-
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diengruppe von Bodlaj konnte auch hier zwischen Patienten mit und ohne Dia-
betes kein signifikanter Unterschied gefunden werden (Bodlaj et al. , 2004). Die
Mikrokernraten zu Beginn und gegen Ende der Studie korrelierten dagegen mit
dem Neopterinspiegel. Da letzterer {iber die Studie hinweg aber konstant blieb
ist davon auszugehen, dass der Riickgang der DNA-Schdden im Mikrokerntest
nicht durch Hemmung des Inflammationsstatus verursacht wurde, da dieser an-
scheinend stabil blieb. Die positive Benfotiaminwirkung konnte dagegen durch
eine Reduktion des oxidativen Stress oder weitere unbekannte Mechanismen er-
folgt sein.

Unter Berticksichtigung der aktuellen Studiendaten zum Einsatz von Benfoti-
amin ist jedoch davon auszugehen, dass die hier beobachteten Effekte wie Sen-
kung der Mikrokernraten und Ansteigen der Plasmaproteinkonzentration durch
Zunahme der Aktivierung der Transketolase mitbestimmt sind (Gadau et al. ,
2006; Berrone et al. , 2006; Hammes et al. , 2003). Besonders bei chronischem Nie-
renversagen konnte in mehreren Studien gezeigt werden, dass die erythrozytire
Transketolaseaktivitdt im Vergleich zu gesunden Individuen deutlich geringer ist
(Frank et al. , 2000). In einer Studie von Frank wurde festgestellt, dass die wich-
tigsten beiden Parameter, die die Transketolaseaktivitidt beeinflussen, die Thia-
minblutkonzentration und die Albuminkonzentration waren. Nur mit Benfoti-
amin war nach Frank ein Einfluss auf die Transketolaseaktivitit festzustellen. In
Ratten fiihrten hohe Benfotiamindosen in den Glomeruli zu einer Erhohung der
Transketolaseaktivitdt (Gadau et al. , 2006). Die renale Schutzwirkung von Benfo-
tiamin bei Diabetes erfordert nicht obligatorisch die Reduktion oxidativen Stres-
ses. Die in der vorliegenden Studie ermittelten AGE und AOPP Konzentrationen
zeigten zumindest keine sichere Beeinflussung. Da es sich bei diesen Parame-
tern jedoch nicht um direkte Endpunkte des oxidativen Stresses handelt, sollten
in weiteren Studien geeignetere Methoden wie die totale antioxidative Kapazitat
des Plasmas oder der Gluthathionspielgel beriicksichtigt werden. Angesichts der
spektakuldren Ergebnisse der Benfotiaminbehandlung bei der Pravention diabe-
tischer Komplikationen wére zu erwédgen, diese auch bei diabetischen Dialysepa-
tienten in die Grundversorgung einzufiihren. Hierzu wéren jedoch randomisier-
te Studien mit grofien Patientenzahlen notig. Bei weiteren positiven Ergebnissen
wdre es weiterhin wichtig eine optimale Dosisempfehlung fiir Benfotiamin im
klinischen Alltag zu ermitteln. Niereninsuffiziente Patienten sind ndmlich prin-
zipiell in der Lage, ohne Substitution normale Plasma- und Erythrozytenthiamin-
konzentrationen aufrechtzuerhalten (Frank et al. , 2000). Die Thiamindiphosphat-

bildung ist nach einer Studie von Frank in Patienten mit terminalem Nierenver-
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4 Diskussion

sagen im Vergleich zu gesunden Individuen viel hoher. Dabei fillt auf, dass bei
kleinen Dosen die Area under the curve (AUC) und die Maximalkonzentration
bei Dialysepatienten gesteigert ist. Bei stark verminderter Nierenfunktion kann
die Bildung von Thiamindiphosphat als alternativer Stoffwechselweg dienen, um
den Thiaminblutspiegel konstant zu halten (Frank et al. , 2000). Dartiiber hinaus
stieg unter Thiaminsubstituion auffilligerweise die Tumorprogression bei Mau-
sen an. Auch viele Tumorpatienten im fortgeschrittenen Stadium leiden an Thia-
minmangel. Bei diesen wird die Transketolase im Tumorgewebe iiberexprimiert
und zieht wahrscheinlich viel Thiamin an sich. Sobald die Krebsmé&use aber ein
Vielfaches der empfohlenen Tagesdosis erhielten, wurde das Tumorwachstum
unterdriickt (Comin-Anduix et al. , 2001). Da das Dialysekollektiv auch eine ho-
he Neoplasierate aufweist, ist es essentiell eine geeignete Substitutionsdosis zu
finden, um eine mogliche Tumorprogression auszuschliefien. Die erforderliche
Dosis konnte also im hoheren Bereich liegen, was durch das nebenwirkungsarme
Wirkungsprofil des Medikaments gut realisierbar erscheint. Benfotiamin hat sich
zusétzlich durch antinozizeptive, anti-hyperalgetische und anti-allodyne Eigen-
schaften in Ratten ausgezeichnet (Sdnchez-Ramirez et al. , 2006) und fand bei die-
ser Indikation bereits Anwendung bei der Linderung neuropathischer Schmerzen
von Alkoholikern (Woelk et al. , 1998). Der Wirkmechanismus ist wahrschein-
lich durch Inhibition des Diacylglycerol-Proteinkinase-C Stoffwechselwegs mit-
bedingt (Sanchez-Ramirez et al. , 2006). Da auch viele Dialysepatienten unter
neuronalen Schmerzen oder u.a. auch am sogenannten restless legs Syndrom lei-
den, konnte mit Benfotiamin ein wichtiger und multikausaler Wirkstoff gefunden

worden sein.
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5 Zusammenfassung

Der Einsatz der Vitamin B 1 Vorstufe Benfotiamin hat sich im Tiermodell durch
Verhinderung oder gar Aufhebung typischer diabetischer Folgeschdden wie Ne-
phropathie, Retinopathie und Neuropathie ausgezeichnet. Diese Wirkung wird
unter anderem der Aktivitdtssteigerung des Enzyms Transketolase zugeschrie-
ben, welches auch bei Dialysepatienten ohne diabetische Grunderkrankung sup-
primiert ist. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war, die Auswirkungen einer ora-
len Benfotiaminsubstitution auf den Stoffwechsel von Langzeithdmodialysepati-
enten zu untersuchen. Die 15 rekrutierten Patienten mit und ohne Diabetes mel-
litus erhielten iiber einen Zeitraum von 2 Monaten eine Dosis von 300 mg/d
Benfotiamin, die in den folgenden 2 Monaten bis maximal 450 mg/d gesteigert
wurde. Um einen Eindruck iiber den Verlauf der Entziindungssituation und des
oxidativen Stresses zu gewinnen, wurden im Patientenvollblut AGEs und pro-
inflammatorische Zytokine gemessen. Auflerdem wurden peripheren Lympho-
zyten mit Hilfe des alkaline Comet-Assay und des Mikrokerntestes auf DNA-
Schadigungen analysiert. In beiden Patientengruppen ldsst die Senkung der Mi-
krokernraten den Schluss zu, dass Benfotiamin DN A-Schiaden und somit eventu-
ell das Krebsrisiko reduziert. Dieses vielversprechende Ergebnis korreliert jedoch
nicht mit dem Resultat des Comet-Assay. Da hier der relative DN A-Schaden ten-
dentiell ansteigt, sollte es Ziel weiterer Studien sein, diesen Sachverhalt an ei-
nem grofseren Patientenkollektiv mit Kontrollgruppen zu iiberpriifen. Eventuell
ist letzteres Testsystem wegen seiner hohen Sensitivitit in diesem Fall nicht op-
timal geeignet. Aufierdem sollte gezielt auf die beobachtete schnellere und stér-
kere Mikrokernsenkung der diabetischen Patienten eingegangen werden, da die-
se in der vorliegenden Studie zahlenmaflig unterreprasentiert waren. Positiv zu
bewerten ist der leichte CRP-Abfall sowie der Anstieg des Gesamtproteins und
Albumin im Serum, was auf eine Reduktion der Mikroinflammation und oder
eine verbesserte Erndhrungssituation hinweist. Andererseits spricht der Anstieg
des Neopterin- und Interleukin 6-Spiegels gegen die Veranderung des Inflamma-
tionsstatus. Entgegen der Erwartung lief3 sich in dieser Studie keine Reduktion
der zirkulierenden AGEs und AOPPs im Serum erzielen. Um eine Reduktion des
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5 Zusammenfassung

oxidativen Stresses besser beurteilen zu konnen, sollten in Folgestudien direkte
und leicht verdnderliche Marker wie der Glutathionspiegel verwendet werden.

Zusammenfassend reduzierte Benfotiamin bei Himodialysepatienten mit und
ohne Diabetes mellitus DNA-Schidden in peripheren Lymphozyten bei unver-
dnderter Inflammationssituation und steigerte die Plasmaproteinkonzentration.
Dies wurde eventuell durch Reduktion von oxidativem Stress und oder Beein-
flussung seiner Ursachen wie Reduktion von Urdmietoxinen erreicht. Weitere kli-
nische Studien sind notwendig, um dieses vielversprechende Medikament in der
taglichen Praxis einsetzen zu konnen. Besonders vorteilhaft ist seine gute Vertrag-
lichkeit auch in hoher Dosierung. Dariiber hinaus soll das Praparat auch neuro-
patische Schmerzen reduzieren, die sich bei Dialysepatienten haufig manifestie-
ren, und wirkt somit multikausal.
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