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Hufrehe -
Ein neuer Behandlungsansatz liber den Stickstoffmonoxid-
Signalweg mittels Arginin 4.0

Einleitung

Schon Uber drei Jahrzehnte beschaftigt sich die Wissenschaft mit dem GefalRmolekail
Stickstoffmonoxid, kurz Stickstoff oder NO.

Erste groBere Bekanntheit erlangte der Botenstoff, nachdem die drei US-amerikanischen
Wissenschaftler Robert F. Furchgott, Louis J. Ignarro und Ferid Murad ,Fur die Erforschung
der Wirkungen von Stickstoff als Signalmolekiil im menschlichen Herz-Kreislauf- und
GefaRsystem” 1998 mit dem Nobelpreis fir Medizin geehrt wurden.

Seither sind die Forschungsarbeiten zum sogenannten Masterregulator des Herz-Kreislauf-
Systems regelrecht explodiert. Anfang 2019 listete die Wissenschaftsdatenbank pubmed.gov
flr das Stichwort ,,Nitric Oxide” Giber 160.000 Arbeiten auf — und deren Anteil steigt taglich.

Stickstoffmonoxid wird im Endothel, der Grenzschicht zwischen Blut und Media, von dem
Enzym endotheliale NO-Synthase (kurz: eNOS) produziert. Dem Endothel kommt in diesem
Zusammenhang eine zentrale Bedeutung zu. Beim Menschen wird es aufgrund seiner
Zellzahl (6 x 10*3), Masse (1,5 kg) und Oberfldche (1.000 m?) inzwischen als eigenstidndiges
Organ betrachtet.

Mit der Entdeckung von NO zeichnete sich ab, dass das Endothel (iber autokrine
(,intrazellulare”), epikrine (,,Gber die Endotheloberflache vermittelnde”) und parakrine
(,,durch Freisetzung von Mediatoren vermittelnde”) Signalwege die Kommunikation
zwischen Intravasalraum, GefaBwand und Gewebe erméglicht und dadurch lebenswichtige
homoostatische Funktionen wahrnimmt. So reguliert das Endothel durch Freisetzung von NO
die Blutgerinnung, den Gefalltonus, die Adhdsion und trans-endotheliale Migration von
Monozyten sowie die Proliferation von GefaBwandzellen. Ein Versagen bzw. Fehlsteuerung
dieser komplexen Endothelfunktion, die durch einen Mangel an der Produktion von NO
charakterisiert ist, wird bei akuten und chronischen kardiovaskuldren Erkrankungen wie zum
Beispiel Arteriosklerose, Thrombosen, Hypertonie und Diabetes beobachtet.

Im Jahr 2010 bildete sich um Prof. Rainer Boger, Leiter des pharmakologischen Instituts der
Universitatsklinik Hamburg-Eppendorf und ein weltweit flihrender Forscher fiir L-Arginin und
Stickstoffmonoxid, ein naturheilkundlich orientierter Interessenkreis. Die Gruppe setzte sich
das Ziel, eine natiirliche Formulierung fiir die NO-Bildung zu finden. Nach Uber sieben Jahren
Forschung konnte ein solcher Wirkstoffkomplex identifiziert werden. Er wird aktuell als
Arginin 4.0 der Offentlichkeit zugdnglich gemacht. 2017 dnderte sich die Zusammensetzung
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der Interessensgruppe, da sich neue Schwerpunkte herauskristallisierten. Anfang 2018
stellten sich Robert Muntendorf, ein Griindungsmitglied der Gruppe, und Dr. Felix Schonfeldt
der Aufgabe, den Wirkstoffkomplex Arginin 4.0 einer breiten Offentlichkeit Giber das Portal
www.arginin.de zuganglich zu machen.

Mitte 2018 wurde Robert Muntendorf mit einem Hufrehe-Fall aus dem Bekanntenkreis
konfrontiert. Die Beschaftigung mit dem Pferd und der Erkrankung flihrte zur Annahme, dass
die Hufrehe mit einem funktionellen Zusammenbruch der Endothelfunktion und einem
daraus resultierenden NO-Mangel im Zusammenhang stehen kdnnte.

Eine erste Fiitterung mit dem L-Arginin 4.0 verbesserte rasch die Symptomlage. Schon nach
sechs Wochen kontinuierlicher Futterung war das Beschwerdebild komplett abgeklungen!
Es folgten weitere Falle in verschiedenen Stadien, bei denen ebenfalls eine Abheilung
beobachtet werden konnte. Motiviert von diesen Einzelfdllen wurde in Zusammenarbeit mit
dem Pharmakologen Dr. Felix Schénfeldt folgende Hypothese aufgestellt:

Wenn die Hufrehe auf einer Schéidigung des Endothels und einer damit einhergehenden
verminderten NO-Bildung durch Endotoxine, Gefdfimediatoren, Glukokortikoide oder
Uberlastung basiert, dann sollte die Fiitterung eines Arginin-4.0-Préiparats die
Endothelfunktionalitiit wiederherstellen und so die Symptomatik signifikant verbessern
bzw. zum Abklingen bringen.

Aktuell arbeitet die Forschungsgruppe an der fundierten und tGberpriifbaren Bestatigung
dieser Hypothese. Die bisherigen Arbeitsergebnisse deuten auf ihre Richtigkeit hin. Den
ersten theoretischen Background liefert die vorliegende Zusammenstellung.

In dieser stellen wir die Erkrankung Hufrehe zundchst mit Blick auf die BlutgefaRveranderung
sowie der damit einhergehenden Komplikationen Durchblutungsverschlechterung,
Bluthochdruck und Thrombusbildung dar. Der zweite Teil kreist um die Endothelfunktion
und deren Bedeutung fir die Bildung freier Radikaler (ROS), die eine zentrale Rolle im
Krankheitsgeschehen der endothelialen Dysfunktion spielen. Im letzten Abschnitt gehen wir
auf die Praparation L-Arginin 4.0 und dessen Rolle bei der Wiederherstellung der NO-
Produktion im Endothel ein.

Die Ubersicht erhebt keinen Anspruch auf Vollstindigkeit. Sie will interessierte Fachleute aus
dem veterinarmedizinischen Bereich liber die Zusammenhange zwischen endothelialer
Dysfunktion und Stickstoffmonoxid sowie daran anknlipfend das therapeutische Potential
von Arginin 4.0 informieren.

Hinweis: Die Zusammenstellung macht sich Ergebnisse der Doktorarbeiten von Dr. Sabrina
Glockner (,,Eine retrospektive Studie Uber die Hufrehe bei Pferden”, Berlin 2002) und Dr.
Felix Schonfeldt (,,Optimierung des NO-Redox-Gleichgewichtes mittels pflanzlicher Extrakte®,
Hamburg 2017) zu Eigen. Wir mochten Frau Dr. Sabrina Gléckner an dieser Stelle fir die
Genehmigung der Ubernahme teilweiser ganzer Kapitel nochmals danken.
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1. Die Erkrankung Hufrehe

Die Hufrehe ist eine Stoffwechselstorung mit Manifestation in den Hufen [1]. Sie kann durch
verschiedene Ursachen ausgeldst werden:

e Fiitterungsrehe: Kohlenhydratiiberschuss und eine daraus resultierende Schwemme
von Giftstoffen in der Dickdarmflissigkeit und im Blutplasma [1,2,3,4].

o Uberbelastung einer GliedmaRe: Zum Beispiel als Folge einer Lahmheit der
Gliedmalie der entgegengesetzten Korperseite [1,3,4,5,6,7,8].

e Managementfehler: Aufnahme kalten Wassers bei Gberhitzten Pferden, Arbeit auf zu
hartem Boden, Ubergewicht, zu starkes oder falsches Kiirzen der Hufe [1,6,9].

e Erkrankungen: Gebdarmutterentziindung durch Nachgeburtsverhaltung
[1,2,4,5,10,11] Lungenerkrankungen bzw. Viruserkrankungen des Respirationstraktes
[2,3,4], nach Gabe hoher Dosen Glukokortikoide bzw. Langzeit-Kortikosteroide bei
der Behandlung kortisonwirksamer Krankheiten [1,3,4,12,13,14].

e Endotoxine: Bakterielle Zerfallsprodukte, die bei Kontakt mit den Schleimhauten und
Ubertritt ins Blut physische Reaktionen auslésen [1,6,15].

Nach COFFMAN [16] kann die Entstehung und Entwicklung der Hufrehe in zwei den
Organismus betreffende Moglichkeiten unterteilt werden:

1. Veranderung der BlutgefaBbeweglichkeit

2. Gerinnungsstorung

HOOD [17] unterscheidet drei Hypothesen:
1. Es besteht eine gestorte Funktion der GefalRe (Erweiterung — Zusammenziehen).
2. Toxische Stoffwechselprozesse, die von einem Angriff auf die Oberhautzellen
ausgehen.
3. Eine direkte Schadigung des Gefasystems in der Huflederhaut.

Grundlage dieser Hypothesen ist eine Stoffwechselentgleisung, die ihren Ursprung in einem
Kohlenhydratiiberschuss, einer Endotoxinstreuung bei Kolik oder einer
Nachgeburtsverhaltung hat.

So unterschiedlich die Ausloser sind, alle bewirken eine Verdanderung der Blutzirkulation in
den Hufen bis hin zu einer lokalen Minderdurchblutung in der Huflederhaut. Die
GefaRveranderungen, die sich durch einen erhohten GefaBwiderstand zeigen, behindern den
Blutabfluss aus den Huflederhautkapillaren. Dadurch steigt der kapillare Druck und es tritt
FlUssigkeit in das Hufinnere aus. Der zunehmende Druck behindert die Mikrozirkulation des
Blutes und bewirkt eine Blutarmut in der Huflederhaut. In der Folge entstehen Blutgerinnsel.

Diese mangelnde Versorgung mit Blut bei der Hufrehe wurde von den Autoren durch licht-

und elektronenmikroskopische Untersuchungen, angiographische oder szintigraphische
Techniken dargestellt [18,19,20,21,22,23].

1.1. BlutgefalRveranderungen
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Der Ausgangspunkt der Zirkulationsstérung sind die Venen. Sie zeigen bei Erkrankung einen
erhohten GefaRwiderstand [24] und reagieren zudem starker auf GefaBmediatoren [22,25].
Die Minderdurchblutung kann eine GefdlRverengung, ausgeldst durch GefaRmediatoren oder
eine Vasokompression, wie bei der Belastungsrehe, als Ursache haben [26,27,28]. Eine
Venenverengung behindert den Abfluss des Blutes aus den Huflederhautkapillaren [22,24].
Daraus entsteht ein zunehmender Kapillardruck und durch einfache hydrostatische
Bewegung tritt Fllssigkeit in den Interstitialraum ein. Der zunehmende Druck behindert die
Mikrozirkulation im Gewebe, bewirkt die mangelnde Versorgung in der Huflederhaut und
schafft die notwendigen Voraussetzungen fiir die Entstehung von Mikrothromben [22,27].

Zusatzlich kommt es zur Offnung von arteriovendsen Anastomosen (AVAs):

Simple arteriovenous anastomosis
(Anastomosis arteriovenosa simplex)

Arteriolem___

Venule

Capillary bed

B Anastomosis arteriovenosa simplex

Den AVAs werden eine zentrale Rolle bei der Entstehung der Hufrehe zugeschrieben. Da die
AVAs den geringeren Widerstand haben, flieBt das Blut unter Umgehung des Kapillarbettes
von den Arterien direkt in die Venen [29]. Zahlreiche AVAs wurden an der Basis entlang der
Lederhautblattchen und am Kronsaum gefunden [30,31]. Es konnte eine Abhangigkeit
zwischen dem Grad der klinisch feststellbaren Lahmheit und der verminderten Durchblutung
sowie der Anzahl der AVAs dargestellt werden [20].

1.2. Blutgerinnung

Der Blutgerinnung in den BlutgefalRen kommt bei der Hufrehe eine besondere Bedeutung zu,
da sie einen vielversprechenden therapeutischen Ansatz bietet. Licht- und
elektronenmikroskopische Untersuchungen lieBen Degenerationen der kapillaren
Endothelzellen erkennen, die im Sinne einer gestreuten Gerinnung im Blutgefald
(disseminierten intravasalen Gerinnung-DIG) zu Mikrozirkulationsstérungen flihrten [32].

1.3. Bluthochdruck

Ein weiterer Forschungsschwerpunkt ist der systemische Bluthochdruck wahrend der Rehe
[16,22,33,34,35,36]. Bei einer futterinduzierten Hufrehe geht Flissigkeit Gber das
Darmlumen verloren und die dabei entstehende Verminderung der im Blutkreislauf
befindenden Menge Blut lasst tiber die Reninfreisetzung Angiotensin Il entstehen [22].
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Die bisher beschriebenen Mechanismen, die die mangelnde Versorgung mit Blut in der
Huflederhaut verursachen, werden durch den Bluthochdruck in ihrer Wirkung verstarkt.
Durch den Sauerstoffmangel in der erkrankten Huflederhaut kommt es zu erhéhter
Schmerzhaftigkeit und Nekrosen der Huflederhautblattchen.

Ein weiterer in den letzten Jahren diskutierter Wirkungsmechanismus fiir die Entstehung der
Hufrehe ist der L-Arginin-Stickstoffmonoxid-Weg [37]. Endotheliales Stickstoffmonoxid wird
durch die endotheliale NO-Synthase aus L-Arginin im Endothel gebildet.

NO wird stetig aus dem Endothel freigesetzt. Substanzen wie Acetylcholin, Bradykinin und
aus Thrombozyten stammende Faktoren wie Serotonin fordern die Freisetzung von NO
weiter. ELLIOT et al. [38] konnten eine Verbindung nachweisen zwischen dem
Stickstoffmonoxid-Weg und der Vermittlung von endothelabhangiger Relaxation durch
Carbochol und Bradykinin in den Zehenvenen von Pferden. Eine Infusion von 10 % L-Arginin
in physiologischer Kochsalzlésung bewirkte eine Gefdllerweiterung im Huf von gesunden
Ponys und eine Wiederdurchblutung der Lederhaut von Ponys mit akuter Hufrehe.

Durch die vermehrte NO-Bildung kann das ursachliche Krankheitsgeschehen fiir Hufrehe
gezielt und sehr effektiv behandelt werden.

Endothel

Membrana Membrana
elastica externa  elastica interna

1.4. Schaden der Huflederhautblattchen

Am Ende der Kaskade mikrozirkulatorischer Entgleisungen bei der Hufrehe steht die Bildung
von Gewebsnekrosen in den Huflederhautblattchen. Die Nekrosen der
Huflederhautblattchen beginnen mit der Loslosung der Basalmembran und der fehlenden
Zusammenheftung der Basalzellen der Oberhaut. Die Folge ist ein Zusammenbruch der
Blattchenarchitektur [39]. Diese Fehlorganisation der Strukturen kann in einer
unkontrollierten Uberproduktion bestimmter Enzyme, den Metalloproteinasen, begriindet
sein [40].

Durch eine Mikrozirkulationsstorung kommt es zu einer Minderversorgung mit
keratinogenen Substraten und bereits im akuten Stadium zu elektronenmikroskopisch
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erkennbaren Defekten der Synthese und Aggregation der keratinogenen Filamente, wodurch
der Zellzusammenhalt erheblich gestort ist [21]. Der hierdurch entstandene Hohlraum wird
mit Narbenhorn aufgefiillt [4,8,41,42].

Bei der chronischen Hufrehe treten in Folge der Nekrosen Zusammenhangstrennungen in
allen Bereichen des bindegewebigen und epithelialen Anteils des Hufbeintragers auf. Es
kommt zu einer Hufbeinsenkung und durch den Zug der tiefen Beugesehne zusatzlich zur
Rotation des Hufbeines [1,43,44,45].

Die gestorte Blutversorgung ist der Schlissel fur die akute Phase der Hufrehe. Bei einer
ausbleibenden Behandlung resultiert eine Rotation und/oder eine Absenkung des Hufbeines
[46]. Die Absenkung und Rotation des Hufbeines bewirken eine zusatzliche Reduktion der
Blutversorgung [47,48,49].

Zentraler Ansatzpunkt fir die Aufrechterhaltung der Durchblutung ist der Schutz und die
Wiederherstellung der Funktionen des Endothels. Das Endothel als innerste GefdaRschicht mit
allen beschrieben Funktionen ist vom Menschen Ubertragbar auf alle Saugetiere.

1.5. Therapie der Hufrehe

Die folgenden Informationen zur Therapie der Hufrehe sind dem Hufrehe-Leitfaden der
Gesellschaft fir Pferdemedizin (GPM) von 2017 entnommen.
https://www.bundestieraerztekammer.de/tieraerzte/leitlinien/

Das Prinzip bei der Behandlung der Hufrehe des Pferdes besteht darin, die Ursache zu
beseitigen, die Grundkrankheit zu behandeln und Schaden am Hufbeintrager durch eine
engmaschige Kontrolle des Krankheitsverlaufes zu begrenzen.

Die Therapie unterscheidet generell zwischen dem akuten sowie dem chronischen Stadium.
Das akute Stadium umfasst drei Mallnahmenbereiche:

1. Allgemeine MaBnahmen

2. Medikamentdse MaRnahmen

3. Orthopéadische MaBnahmen

Therapieempfehlungen im akuten Stadium:
1. Allgemeine MaRBnahmen:
e Kalteanwendung initial Gber 2-3 Tage (Eisbad, Cool-pads etc.)
e Boxenruhe bei tiefer, weicher Einstreu
e Hufverband mit Unterstiitzung der hinteren Hufhalfte, evtl. mit
Trachtenhochstellung
e Heufltterung
2. Medikamentdse MaRBnahmen:
e Falls notwendig, dem Krankheitsgrad entsprechend medikamentdse analgetische
und antiphlogistische Therapie
e Brust-Bauch-Lage anstreben (z. B. Acepromazin)
3. Orthopéadische MaBBnahmen:
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e Wenn notig/moglich Beschlag entfernen oder Zehennégel ziehen

e Hufkorrektur nur bei mangelhafter Hufpflege (liberlange Zehe)

e Unterstitzung der hinteren Hufhalfte, z. B. Rehegips bzw. alternative
MaBnahmen mit Strahlunterstiitzung (Freilassen der Sohle vor der Strahlspitze)

Therapieempfehlungen im chronischen Stadium:
1. Chronisch instabile Hufrehe:
e Fortsetzung der MaBnahmen des akuten Stadiums bis ein chronisch stabiles
Stadium erreicht ist.
2. Chronisch stabile Hufrehe:
e Tiefe und weiche Einstreu
e Bewegung auf weichem Untergrund und nicht unter Zwang
e Systemische MaRRnahmen:
— Restriktive Flitterung, Zink und Biotin nach Bedarf
— Medikamentdse Mallnahmen (Schmerztherapie, Therapie der
Grundkrankheit)
— Dopamin-Agonist bei Equinem Cushing Syndrom (ECS, PPID)

Orthopadische MaRnahmen erfolgen gemal der tierarztlicher Verlaufs- und
Rontgenkontrolle. Fir beschlagtechnische MaRnahmen (einschl. Klebeschuh/-eisen) bei
chronischer Hufrehe existieren keine einheitlichen Empfehlungen. Die Grundlage hierfiir sind
der Rontgenbefund und der Gangkomfort des Pferdes. Dabei finden folgende Prinzipien
Bericksichtigung:

e Hufsohle schonen

e Hintere Hufhalfte regular kiirzen

e Zehe kiirzen, um den Abrollpunkt palmar/plantar zu verlagern
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2. Das Endothel

Das Endothel ist eine einzellige Schicht aus Endothelzellen, welche die Innenseite von
blutleitenden GefdalRen auskleidet. Aufgrund seiner anatomischen Lage wurde bei der
Entdeckung des Endothels davon ausgegangen, dass es lediglich die Bedeutung einer
physikalischen Barriere zwischen Gefafllumen und vaskuldrer Media innehat.

Seit ihrer Entdeckung im Jahr 1929 hat die Erforschung der Endothelzellen viele wichtige
Erkenntnisse Uber die Bedeutsamkeit dieser Grenzschicht hervorgebracht und damit vor
allem fir die Atherosklerose potentielle Therapieziele eréffnet.

Da das Endothel im gesunden Zustand eine antithrombotische Oberflache darstellt,
verhindert es die Adhasion und Aggregation der zirkulierenden Blutzellen an der
Gefalloberflache. Damit ist das Endothel ein essentieller Bestandteil bei der
Aufrechterhaltung des Blutflusses. Bei einer Verletzung der Endotheloberflache kommt es
infolge einer hamostatischen Antwort zur Bildung eines Thrombus, welcher bei einer akuten
Verletzung den Verlust von Blut verhindert. Durch ein erhéhtes Thromboserisiko stellt eine
chronische Beeintrachtigung der antithrombotischen Oberflache des Endothels einen
wichtigen Risikofaktor fiir die Entstehung von Atherosklerose dar.

Unter gesunden Bedingungen kann das Endothel Makromolekiile in Abhangigkeit von deren
Eigenschaften, GroRRe und Ladung beschleunigt oder verlangsamt durch die
Endothelzellschicht transportieren. Eine Beeintrachtigung der natiirlichen Funktion des
Endothels als selektive permeable Barriere flihrt zu einem beschleunigten Transport von
Lipoproteinen. Dadurch wird die Entstehung von atherosklerotischen Lasionen forciert [50].

Das Endothel hat nicht nur eine Funktion als Sensor und Empfanger, sondern kann infolge
der Bildung von Stoffen ebenfalls als Signalgeber fungieren. Auf dieser Basis kann das
Endothel verschiedene Gleichgewichte in beide Richtungen beeinflussen: Beispielsweise
wird das Gefal} durch die Sekretion von Stickstoffmonoxid oder Prostacyclin relaxiert.

Demgegenliber steht die vasokonstriktive Wirkung von Endothelin-1 und Angiotensin Il,
welche ebenfalls vom Endothel produziert werden. Bei der Beeinflussung von Inflammation,
der Hamostase und vaskularem Wachstum sind vergleichbare Effekte zu beobachten. Das
Endothel kann somit in den dynamischen Gleichgewichten sowohl den agonistischen als
auch den antagonistischen Anteil verstarken (Tabelle 1) [51].
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Relaxation Kontraktion
Geféalitonus
Stickstoffmonoxid Endothelin-1
Prostacyclin Angiotensin 1l
EDHF Adrenalin
Hemmung Induktion
Inflammation
Stickstoffmonoxid Cytokine (IL-1B, IL-1a, M-CSF, GM-CSF)
Prostacycin Chemokine (IL-8, MCP-1)
Antioxidative Enzyme ELAMs
Komplementrequlierende Faktoren E-, P-Selektine, ICAM-1, VCAM-1
Kininase Il L-Selektin-Liganden
Thrombus
Prostacyclin Plattchenaktivierender Faktor
Thrombomodulin Gewebefaktor
Heparin-Proteoglykane Von Willebrand-Faktor
Gewebeplasminogenaktivator Plasminogenaktivator-Inhibitor-1
Urogenase
Wachstum
TGF-8 BFGF
Heparinsulfate GAGs VEGF
Thrombospondin IGFs
Stickstoffmonoxid PDGF

Tabelle 1: Ubersicht der vom Endothel beeinflussten dynamischen Gleichgewichte.
2.1. Stickstoffmonoxid (NO)

Stickstoffmonoxid (NO) stellt ein bedeutendes Signalmolekiil im kardiovaskularen System
dar. Im Jahr 1980 konnten FURCHGOTT et al. zeigen, dass die vasodilatierenden
Eigenschaften von Acetylcholin (ACh) in vitro von der Beschaffenheit des Endothels abhangig
sind [52]. Bei einer Beschadigung des Endothels wurde keine Relaxation der praparierten
GefaRe gemessen. Das flhrte sie zu dem Schluss, dass es bei der ACh-induzierten
Vasodilatation zur Ausschiittung eines endothelabhdngigen Relaxationsfaktors (EDRF, engl.
,Endothelium Derived Relaxing Factor”) kommen muss. 1987 haben MONCADA et al. sowie
IGNARRO et al. den Beweis erbracht, dass es sich bei dem vermuteten EDRF um NO handelt
[53-54].
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Eine NO-induzierte Vasodilatation wird durch die Relaxation der glatten GefaBmuskulatur
erreicht, welche infolge der Stimulation der I6slichen Guanylylcylase und der damit
einhergehenden Erh6hung der Konzentration des cyclischen Guanosinmonophosphats
(cGMP) erzielt wird [55-56]. Weiter konnte gezeigt werden, dass NO die
Plattchenaggregation verhindert sowie die Adhasion von Leukozyten und Monozyten hemmt
[57-58]. AuRerdem unterbindet es die Proliferation glatter Muskelzellen und die Oxidation
von LDL (engl. ,Low Density Lipoprotein®) [59-60]. Zusatzlich kommt es bei der Interaktion
mit reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) zu deren Inaktivierung, wodurch NO einen
wesentlichen Bestandteil der antioxidativen Abwehrmechanismen darstellt (Abbildung 2)
[61].

Vasodilatation

LDL Oxidation
° > O Plattchenaggregation

O-®. t %

Interaktion mit ROS

Monozytenadhasion
Proliferation glatter
Muskelzellen

Abbildung 2: Physiologische Effekte des Signalmolekiils Stickstoffmonoxid. Neben der Vasodilatation
hemmt Stickstoffmonoxid die Plattchenaggregation, die Monozytenadhasion sowie die Proliferation glatter
Muskelzellen. Zusétzlich interagiert es mit reaktiven Sauerstoffspezies und inhibiert dadurch die Oxidation von
LDL. Abbildung modifiziert nach Béger et al. [62].

2.2. NO-Stoffwechsel

MONCADA et al. konnten zeigen, dass NO durch NO-Synthasen (NOS) aus der Aminosaure L-
Arginin unter Abspaltung von L-Citrullin und Wasser produziert wird [63-64]. Die Co-
Faktoren Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (NADPH), Tetrahydrobiopterin (BH4),
Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD), Flavinmononukleotid (FNM) sowie Calmodulin vermitteln
die Synthese (Abbildung 3) [65].

Drei verschiedene Isoformen der NOS sind seither beschrieben worden. Diese unterscheiden
sich unter anderem hinsichtlich ihrer Expressionsmuster in verschiedenen Geweben. Zwei
Isoformen sind konstitutiv aktive, Calcium- und Calmodulin-abhéngige Enzyme, deren
physiologische Funktion die Signaltransduktion ist. Dabei handelt es sich um die urspriinglich
im Endothel entdeckte endotheliale NOS (eNOS) sowie die zunachst im Nervensystem
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entdeckte neuronale NOS (nNOS). Die dritte Isoform, die induzierbare NOS (iNOS), ist
Calcium-unabhéangig. Sie wurde in Makrophagen nachgewiesen und ist kausal
zusammenhangend mit der durch Makrophagen ausgeldsten Zytotoxizitat. Infolge einer
Stimulierung mit Cytokinen wird die Transkriptions-regulierte Expression dieser Isoform
drastisch gesteigert, infolgedessen pathologisch hohe NO-Mengen produziert werden [66-
69].

Asymmetrisches Dimethyl-L-Arginin (ADMA) ist ein durch posttranslationale Modifikation
gebildeter endogener Metabolit und ein Derivat der Aminosadure L-Arginin. Es inhibiert die
NO-Synthase kompetitiv und hemmt die Aufnahme vom NOS-Substrat L-Arginin seitens des
kationischen Aminosaure-Transporters (y+-Transporter) [70-73]. Es konnte gezeigt werden,
dass die Akkumulation von ADMA im Zusammenhang mit einer erh6hten Wahrscheinlichkeit
far kardiovaskuldre Ereignisse und Mortalitat steht [74]. Protein-L-Arginin-
Methyltransferasen (PRMT) methylieren L-Arginin-Reste in Proteinen und infolge einer
anschlieenden Hydrolyse werden diese freigesetzt [75]. Neben dem ADMA werden auf
diesem Wege auch die Derivate Monomethyl-L-Arginin (L-NMMA) und symmetrisches
Dimethyl-L-Arginin (SDMA) synthetisiert. Wahrend L-NMMA ebenfalls die NOS kompetitiv
hemmt, inhibiert SDMA wie ADMA den y+-Transporter [73, 76].

ADMA wird enzymatisch durch die Dimethyl-L-Arginin-Dimethylaminohydrolase (DDAH)
abgebaut oder direkt renal eliminiert [70, 77-78]. Von den zwei bisher beschriebenen
Isoformen der DDAH ist die Isoform 1 hauptséachlich in der Leber und Niere sowie in Co-
Lokalisation mit der nNOS in neuronalem Gewebe anzutreffen. Demgegeniiber wird die
Isoform 2 vorzugsweise im vaskuldaren Gewebe in Co-Lokalisation mit der eNOS exprimiert
[77, 79].
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y*-Transporter

L-Arginin
Pﬁh

ADMA ——] | enos

L-Citrullin /\A H.0

\_ o Y,

Endothelzealle

Co-Faktoren:
MNAPDH
BH.
FaD
FMM
Calmeodulin

DDAH

Abbildung 3: Synthese wvon Stickstoffmonoxid durch die endotheliale NO-Synthase. Die endotheliale
NO-Synihase produzied aus der Aminosaure L-Arginin unter Abspaliung wvon L-Citrullen und  Wasser
Stckstoffmonoxid (NO). Wichlige Co-Faktoren dieser Reakiion sind Micotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat
[MADPH), Tetrahydrohioptenn (BHai), Flavin-Adenin-Dinukieatid (FAD), Flavinmononukleotid (FNM) sowie
Calmodulin. Einen kompetitiven Inhibitor der eNOS stellt das Asymmetnsche Dimethylasginin (ADMA) dar,
Dargber hinaus hemmi ADMA die Aufnahme von L-Arginin durch den Kationentransproter (y*-Transporter). Das
von Pratein-Arginin-Methyltransferasen (PRMT) synthetisierte und durch anschlislende Pratealyse freigesetzie
ADMA wird enzymatisch ven Dimethylarginin-Dimethylaminahydrolasen (DDAH) abgebaut

2.3. Endotheliale Dysfunktion

Kommt es aufgrund von biochemischen Stérungen oder mechanischen Verletzungen des
Endothels zu einer verminderten NO-Bioverfiigbarkeit, kann das Endothel seinen
physiologischen Funktionen nicht mehr nachkommen. Dann wird von einer endothelialen
Dysfunktion gesprochen. Vor allem die GefaRtonusregulation, die Permeabilitat, die
Thrombozyten-Aggregationshemmung sowie die Verhinderung der Adh&sion von Leukozyten
und Monozyten sind betroffen. Diese Situation steigert massiv das Risiko fiir die Entstehung
von atherosklerotischen Plagues und stellt damit eine Vorstufe fiir Atherosklerose dar.

Die Dysfunktion resultiert aus einem Mangel von NO, welcher wiederum aus einer
verminderten Produktivitdat der eNOS stammt [80]. Eine erhohte Konzentration des
kompetitiven Inhibitors ADMA kann dafiir eine Ursache sein. Klinische Studien zeigten in
verschiedenen pathologischen Zustanden, wie chronischem Nierenversagen,
Hypercholesterinamie, Herzinsuffizienz, Hypertonie, koronare Herzerkrankungen,
Schlaganfall und Diabetes mellitus Typ Il, erh6hte ADMA-Konzentrationen [138, 70, 81-89].
Aullerdem blockieren erhohte ADMA-Konzentrationen den y+-Transporter, infolgedessen es
zu einem Mangel des Ausgangsproduktes der NO-Synthese L-Arginin kommt [72-73]. Dies
stellt einen weiteren Ausloser flr eine verminderte Bioverfligbarkeit von NO dar.
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Zusatzlich besteht die Moglichkeit, dass hohe Konzentrationen an ROS und damit oxidativer
Stress eine Rolle spielen. Die Interaktion von NO mit ROS vermindert die Bioverfligbarkeit
von NO. Des Weiteren kdnnen ROS den Co-Faktor der eNOS BH4 oxidieren. Infolgedessen
entkoppelt die eNOS und produziert anstatt des antioxidativen NO selbst Radikale in Form
von Superoxid-Anionen [90-91]. AuBerdem steigern ROS die Expression vom ADMA-
produzierenden Enzym PRTM und senken dabei gleichzeitig die Expression des ADMA-
abbauenden Enzym DDAH [92-93].

2.4. eNOS-Entkopplung

In Studien konnte beobachtet werden, dass die Erhdhung der eNOS-Expression nicht
zwangsladufig zu einer vermehrten Produktion von NO fiihrt. Weiterfiihrende Studien
konnten darlegen, dass diese Beobachtungen auf dem Phdnomen der Entkopplung
resultieren.

Der Zustand der Entkopplung tritt vor allem bei verminderter Verfligbarkeit des Substrates L-
Arginin oder der Co-Faktoren ein. Von zentraler Bedeutung ist der Co-Faktor
Tetrahydrobiopterin (BH4), welcher unter anderem durch oxidativen sowie nitrosativen
Stress verringerte Konzentrationen aufweist.

Im Zustand der Entkopplung produziert eNOS anstatt des vasoprotektivem NO schadliche
ROS vor allem Superoxid-Anionen. Dies geschieht da die Elektronen nicht auf das Stickstoff-
Atom im L-Arginin sondern auf ein Sauerstoff-Atom Ubertragen werden. Infolgedessen kann
Peroxynitrit (ONOO-) entstehen, das wiederum BH4 abbaut und somit zur Verstarkung der
negativen Entkopplungseffekten beitragt. Ein Teufelskreis entsteht, der im ersten Schritt zu
erhohtem oxidativem Stress fiihrt und durch den Wandel von eNOS von einem gefal3-
schiitzendem zu einem gefaR-schadigendem Faktor in der endothelialen Dysfunktion endet.
[91, 139, 140].

2.5. Glukokortikoide

Glucocorticoide vermindern lber unterschiedliche Mechanismen die Expression und damit
einhergehend die verfligbare Menge am NO-produzierenden eNOS [141]. Dies geht einher
mit einem Abfall der Bioverfiligbarkeit von NO. Zu messen sind dann reduzierte
Plasmaspiegel von NO2-/NO3-, den stabilen Oxidationsprodukte des NO.

In der Mikrozirkulation lasst sich nach Glucocorticoid-Behandlung eine Abschwéachung der
endothelabhangigen Vasodilatation nachweisen. Die funktionelle Relevanz dieser
Glucocorticoid-induzierten Herunterregulation der eNOS (und damit der NO-Produktion)
zeigt sich in einem signifikanten, reversiblen Anstieg des Blutdrucks [141, 142]

2.6. Reaktive Sauerstoffspezies
Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) sind chemische Molekiile, die Sauerstoff beinhalten und
unter physiologischen Bedingungen hochreaktiv sind. Es werden radikalische und nicht-

radikalische ROS unterschieden. Die Radikale beziehen ihre Reaktionsfreudigkeit aus einem
oder mehreren ungepaarten Valenzelektronen.
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Der physiologisch und pathophysiologisch wichtigste Vertreter dieser Gruppe ist das
Superoxid-Anion. Zu der Gruppe zdhlen auch das Hydroxyl- sowie das Hydroperoxyl-Radikal.
Demgegeniiber stehen die nicht-radikalischen ROS. Diese sind vor allem aufgrund der
Konfiguration ihrer Elektronen, beispielsweise deren Spin, hochreaktiv, denn dadurch
konnen sie einen direkten oxidativen Effekt haben oder leicht in ein Radikal umgewandelt
werden. Zu dieser Gruppe zahlen Wasserstoffperoxid, Ozon sowie Singulettsauerstoff

(Tabelle 2).
Radikalische Nicht-Radikalische
Superoxid-Anionen Oy e Wasserstoffperoxid H-0:
Hydroxyl-Radikal OHe Ozon O3

Hydroperoxyl-Radikal ~ HQOe Singulettsauerstoff 0,

Tabelle 2: Ubersicht der Einteilung der reaktiven Sauerstoffspezies in radikalische und nicht-radikalische
ROS anhand einiger Vertreter.

Im Jahr 1900 wurden freie Radikale erstmalig von GOMBERG beschrieben [94]. Aufgrund
ihrer hohen Reaktivitat und der extremen Kurzlebigkeit wurde jahrelang davon
ausgegangen, dass sie keine physiologische Bedeutung haben. Uber 50 Jahre spéter konnten
Radikale zum ersten Mal in biologischen Systemen nachgewiesen werden und wurden sofort
mit verschiedenen pathophysiologischen Vorgdngen in Zusammenhang gebracht [95-96].
Unter anderem veroéffentlichte HARMAN 1956 die Theorie der Alterung durch freie Radikale
(engl. , The Free Radical Therory of Aging“) [97].

Seitdem wuchsen die Erkenntnisse auf dem Gebiet des Einflusses der Radikale enorm,
jedoch wurde fast immer von einer schadigenden Wirkung ausgegangen. Die Entdeckung der
Superoxid-Dismutase durch MCCORD und FRIDOVICH 1969 als erster enzymatischer
Abwehrmechanismus unterstiitzte diese These [98].

In den darauffolgenden Jahren dnderte sich die Auffassung der Bedeutung der ROS. Unter
anderem konnte nachgewiesen werden, dass ROS bei der Bekampfung von Infektionen
durch das Immunsystem beteiligt sind [99-100]. Weitere Forschungen ergaben, dass die
ROS-Produktion von Hormonen wie Insulin reguliert werden kann [101]. Daher wurde
vermutet, dass die Radikale selbst ebenfalls Regulatoren wichtiger Stoffwechselwege sind
[102].

Seither konnte eindeutig belegt werden, dass ROS nicht nur schadigende Wirkungen auf den

Organismus haben, sondern ebenfalls ein entscheidender Bestandteil wichtiger
physiologischer Prozesse sind (Tabelle 3).
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Physiologische Bedeutungen von ROS Referenz
Second Messenger bei Zellwachstum und -differenzierung [103]
Abwehr von pathogenen Mikroorganismen [104]
Forderung von Fibrobasten- und Kollagenwachstum
im Rahmen der Wundheilung [105-106]
Thyroxin Biosynthese [107]

Tabelle 3: Ubersicht physiologischer Prozesse mit Beteilung von ROS.

2.7. Entstehung und Produktion

Nachdem die Bedeutung der ROS herausgestellt wurde, entstand die Frage nach deren
Produktion. Es konnte gezeigt werden, dass 90 % der ROS durch fehlgeleitete Elektronen aus
der Energiegewinnung in den Mitochondrien entstehen [108]. Sauerstoff dient dabei als
Elektronenakzeptor und wird groBtenteils zu Wasser reduziert. Kommt es zu keiner
vollstandigen Reduktion, entstehen Superoxid-Anionen.

AuBerdem produzieren im Rahmen normaler physiologischer Prozesse eine Vielzahl von
Oxidoreduktasen, wie Oxidasen und Dehydrogenasen, ebenfalls ROS [109]. Bei Inflammation
werden von Makrophagen und anderen Zellen des Immunsystems auch ROS hergestellt
[104]. Neben den endogenen Faktoren fiir die Bildung von ROS spielen auch exogene Noxen
und Umwelteinflisse eine groRe Rolle.

Es konnte nachgewiesen werden, dass UV-Strahlung, Luftverschmutzung, Drogen (=
Medikamente), Alkohol, Rauchen, verschiedene Medikamente, Industriechemikalien wie
Pestizide sowie ein Ungleichgewicht in der Darmflora zu einer vermehrten ROS-Produktion
flhren.

2.8. Pathophysiologische Bedeutung

Wahrend die Beteiligung von ROS bei diversen Krankheiten diskutiert wird, konnte diese
jedoch bisher nicht in allen Fallen einwandfrei nachgewiesen werden. Fakt ist, dass ROS
aufgrund ihrer Reaktivitadt bei korpereigenen Molekiilen wie Nukleinsduren, DNA, Proteinen
und Lipiden strukturelle Modifikationen ausldsen, was haufig zum Verlust der jeweiligen
Funktion fiihrt (Tabelle 4) [110-111].
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Pathophysiologische Bedeutungen von ROS Referenz
Atherosklerose [112-113]
Ischémie/Reperfusionsschaden [114-115]
Diabetes mellitus [116]
Krebs [117-118]
Asthma [119-120]
Rheumatoide Arthritis [121]
Neurodegenerative Erkrankungen [122-123]
Leberzirrhose [124]
Alterung [125]

Tabelle 4: Ubersicht pathophysiologischer Prozesse mit Beteilung von ROS.
2.9. Abwehrmechanismen

Um Schaden durch ROS zu verhindern oder zu reparieren, sind Zellen mit einer Vielzahl von
Abwehrmechanismen ausgestattet. Das Regulationssystem zur Neutralisierung von ROS
umfasst neben antioxidativen, niedermolekularen Substanzen wie beispielsweise Vitamin C
auch ROS-abbauende Enzyme. Zusétzlich ist die Zelle mit Enzymen ausgestattet, die das
reduzierende Medium der Zellen aufrechterhalten sowie oxidativ geschadigte
Zellbestandteile abbauen.

Der enzymatische Abbau der Superoxid-Anionen beginnt mit der Superoxid-Dismutase
(SOD), indem es zwei Molekile des Radikals zu Wasserstoffperoxid und Sauerstoff
disproportioniert (Abbildung 4). Bisher sind drei SOD-Isoformen beschrieben worden. Die
Isoformen 1 und 3 beinhalten beide sowohl Kupfer als auch Zink im aktiven Zentrum.
Wahrend sich die Isoform 1 hauptsachlich im Cytosol befindet, ist die Isoform 3 meist im
extrazellularen Raum lokalisiert. Die in den Mitochondrien befindliche Isoform 2 hat im
Gegensatz zu den anderen beiden Formen Mangan in ihrem aktiven Zentrum. Die Isoformen
werden in allen Geweben stark exprimiert, was die elementare Bedeutung der SOD fiir den
ROS-Schutz des Organismus unterstreicht [98].

Das bei der Disproportionierung entstandene Wasserstoffperoxid wird anschlieBend von der
Katalase (CAT) und der Glutathion-Peroxidase (GPX) weiter abgebaut. Die Katalase
disproportioniert zwei Molekiile Wasserstoffperoxid zu Wasser und Sauerstoff. Die Aktivitat
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der Katalase ist abhangig vom Gewebe und dem jeweiligen Kompartiment [126]. Die
Glutathion-Peroxidase reduziert Wasserstoffperoxid zu Wasser unter dem Verbrauch des
Elektronendonators Glutathion (GSH).

Bisher wurden sechs verschiedene Isoformen beschrieben. Die bedeutendste ist die Isoform
1. Sie ist im Cytosol lokalisiert und wird ubiquitar exprimiert. Neben der Leber und der Niere
wurden besonders hohe Aktivitaten dieser Isoform in Erythrozyten nachgewiesen.
AuBerdem war die Isoform 1 der GPX das erste identifizierte Selenoprotein [127].

NADPH-Oxidase

Xanthin-Dehydrogenase

entkoppelte eNOS

Mitochondrien SOD

H:0:

GSH GSR
02
CAT GPX
GSSG
H20

H20

Abbildung 4: Enzymatischer Abbau des Superoxid-Anions. Superoxid-Anionen werden durch Enzyme wie
NADPH-Oxidase (NOX) oder Xanthin-Dehydrogenase (XDH) physiologisch produziert. Entkoppelte eNOS kann
anstatt des antioxidativ wirksamen NO ebenfalls Superoxid-Anionen bilden. AuBerdem entstehen
Superoxid-Anionen durch fehigeleitete Elektronen aus der Energiegewinnung in den Mitochondrien. Die
Superoxid-Dismutase (SOD) disproportioniert zwei Superoxid-Anionen zu Woasserstoffperoxid (H202) und
Sauerstoff (02). Das entstandene \Wasserstoffperoxid wird durch die Katalase (CAT) und die
Glutathion-Peroxidase (GPX) weiter abgebaut. Wahrend die Katalase zwei Molekile Wasserstoffperoxid (H202)
zu Wasser (H20) und Sauerstoff (0O2) disproportioniert, reduziert die Glutathion-Peroxidase das
Wasserstoffperoxid (H20z) zu Wasser (H20) unter dem Verbrauch des Elektronendonators Glutathion (GSH). Das
dabei entstandene Glutathion-Disulfid (GSSG) wird durch die Glutathion-Reduktase (GSR) wieder zu Glutathion
(GSH) reduziert.

Die antioxidativen Enzyme Superoxid-Dismutase, Katalase und Glutathion-Peroxidase sind in
aeroben Organismen weit verbreitet. Es konnte gezeigt werden, dass eine Inaktivierung
dieser Enzyme bei Kulturzellen bzw. Versuchstieren zu einer erhohten Anfalligkeit gegeniber
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oxidativem Stress flhrte. Ebenso konnte der gegenteilige Effekt demonstriert werden. Bei
einer Uberexpression dieser Enzyme waren die Organismen gegeniiber oxidativen
Stressoren weniger sensibel [128-131].

2.10. Oxidativer Stress

Unter normalen physiologischen Bedingungen sind die beiden Seiten des dynamischen
Gleichgewichtes zwischen oxidativen und antioxidativen Vorgangen ausbalanciert. Auf der
einen Seite stehen die Oxidantien und die Prooxidantien, welche die Bildung von ROS
fordern. Demgegeniber stehen mit den Antioxidantien Substanzen, die die ungewollte
Oxidation von oxidierbaren Substanzen signifikant verlangsamen oder verhindern kénnen
[132]. Kommt es zu einer Verschiebung des Gleichgewichtes zu Gunsten der Oxidantien, wird
von ,oxidativem Stress” gesprochen. Eine solche Verschiebung kann durch eine vermehrte
Produktion von Oxidantien bzw. Prooxidantien ausgeldst werden. AuBerdem besteht die
Moglichkeit, dass diese Inbalance durch eine Verminderung der Konzentration oder der
Aktivitat der Antioxidantien hervorgerufen wird (Abbildung 5) [133].

Antioxidativ Oxidativ

Enzyme (SOD, CAT, GPX)

Niedermolekulare Substanzen endogen
(Harnsé&ure, Liponséure)

Enzyme (NOX, XDH)
Mitochondrien

UV-Strahlung, Luftverschmutzung,
exogen Drogen, Alkohol, Rauchen,
Medikamente, Industriechemikalien

Vitamine, sekundére Pflanzenstoffe,
Spurenelemente, Mineralien
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Physiologische Balance

Oxidativer Stress

= &

reduzierte Antioxidantien erhéhte Oxidantien

O Antioxidantien
. Oxidantien

Abbildung 5: Balance zwischen oxidativen sowie antioxidativen Kraften. Im gesunden Zustand ist das
dynamische Gleichgewicht zwischen den Prooxidantien und Oxidantien sowie den Antioxidantien ausbalanciert.
Durch verschiedene exogene Einflusse kann dieses Gleichgewicht kippen. Eine Ursache kann die vermehrte
Produktion oder Zufuhr von ROS darstellen. Auf der anderen Seite ist es ebenfalls méglich, dass nicht gentigend
Antioxidantien gebildet werden oder die ROS-abbauende Enzyme inhibiert werden. In beiden Fallen kénnen die
Abwehrmechanismen des Organismus die oxidativen Krafte nicht mehr neutralisieren und es kommt zum

oxidativen Stress.
2.11. Sekundare Pflanzenstoffe

Sekundare Pflanzenstoffe sind Substanzen, die von Pflanzen produziert werden. Sie dienen
der Farbgebung, als Abwehrstoffe gegen Fressfeinde und mikrobiellen Befall sowie als
Wachstumsregulatoren. Da sie in allen pflanzlichen Bestandteilen unseres Essens
vorkommen, sind sie eine feste Komponente der Ernahrung. Trotz des Einflusses sekundarer
Pflanzenstoffe auf verschiedene physiologische Prozesse des Korpers zahlen sie nicht zu den
essentiellen Nahrstoffen. Von den etwa 100.000 bisher bekannten sekundaren
Pflanzenstoffen kommen etwa 5.000 bis 10.000 in der Nahrung vor.

Hinsichtlich ihrer chemischen Struktur und funktionellen Eigenschaften werden sie in
verschiedenen Gruppen eingeteilt. Zu den bekanntesten zahlen die Polyphenole, Carotinoide
sowie Phytosterole. AuBerdem gibt es noch Phyto6strogene, Glucosinolate, Sulfide,
Monoterpene, Saponine, Protease-Inhibitoren und Lektine. In keine dieser Gruppen lassen
sich die ebenfalls zu den sekundaren Pflanzenstoffen zahlenden Substanzen Chlorophyll und
Phytinsaure zuordnen [134].
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Unterschiedliche gesundheitsfoérdernde Effekte werden den sekundéaren Pflanzenstoffen
zugeschrieben (Tabelle 5). Neben dem Schutz vor verschiedenen Krebsarten sollen sie vor
allem positive Auswirkungen auf den vaskularen Status haben, in dem sie den Blutdruck
senken und die Blutgefidlle erweitern. AuBRerdem werden sie in Verbindung gebracht mit
entziindungshemmenden, antibakteriellen sowie neurologischen Wirkungen.

Aufgrund der Durchflihrung von grof3en Beobachtungs- und Interventionsstudien hat sich in
den letzten Jahren die wissenschaftliche Datenlage beziiglich der Auswirkungen von
sekundaren Pflanzenstoffen deutlich verbessert. So konnten zwei Metastudien, die
insgesamt 22 prospektive Kohortenstudien einschlossen, eindeutig eine Verringerung des
KHK-Risikos durch sekundare Pflanzenstoffe demonstrieren. Diese Erkenntnis wird durch
verschiedene Interventionsstudien gestlitzt, die offenlegen, dass bei KHK involvierte
Stoffwechselprozesse positiv beeinflusst werden [135-136].

Den groBten Einfluss beziglicher einer KHK, die eine Manifestation der Atherosklerose
darstellt, sowie bei antioxidativen Eigenschaften zeigten neben den Polyphenolen auch die
Carotinoide, Sulfide sowie Phytosterole. Bei den Polyphenolen sind vor allem die Flavonoide
und Phenolsauren zu nennen. Daher sind diese Gruppen fiir eine Untersuchung des Effektes
auf das NO-Redox-Gleichgewicht besonders pradestiniert.
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Sekundarer T —
Pflanzenstoff 9
antioxidativ, antithrombotisch, blutdrucksenkend,
im Tiet/in vitro: entziindungshemmend, immunmodulierend,
Flavonoide antibiotisch

beim Menschen: kardioprotektiv, antikanzerogen

, e antioxidativ, immunmodulierend,

im Tier/in vitro: =
entzindungshemmend

Carotinoide

kardioprotektiv, bei Makula-Degeneration,

beim Menschen: ; e h
antikanzerogen (in Diskussion)

im Tier/in vitro: antioxidativ, immunmodulierend
Glucosinolate
beim Menschen: antikanzerogen

im Tiet/in vitro: cholesterinsenkend, antikanzerogen
Monoterpene
beim Menschen: -

im Tiet/in vitro: cholesterinsenkend

Phytosterole cholesterinsenkend,

Ggi MOTSCHEN; kardioprotektiv (in Diskussion)

Tabelle 5: Ubersicht der Wirkungen der unterschiedlichen Gruppen der sekundiren Pflanzenstoffe [95].
Verweis im Bild andern: [137]
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3. Der NO-steigernde und ROS-stabilisierende Wirkstoffkomplex L-Arginin 4.0

Da sich Bewegungsmangel, Erndahrung, Corticoide sowie Endo- und Exotoxine direkt auf die
Physiologie des Endothels sowie seiner Funktion auswirken, liegt ein groBes Potential in der
Prophylaxe und Therapie der endothelialen Dysfunktion, die unserer Vermutung nach im
Krankheitsbild der Hufrehe zu Grunde liegt.

Den allgemeinen, unter 2.5 beschriebenen Therapieempfehlungen folgend, schlagen wir
nach Sichtung der Studienlage als zusatzliche therapeutische MaBnahme die Versorgung mit
einer Kombination genau jener Aminosauren, Pflanzenextrakte, Vitamine und Mineralien
vor, welche die Aspekte der NO-Bildung im Endothel anregen und seine Funktion
stabilisieren.

Beginnend bei der Expression des Enzyms eNOS, der Verhinderung der Entkopplung der
eNQOS, der Bereitstellung des Substrats L-Arginin zur NO-Bildung, dem Hemmen der
Inhibitoren der eNOS bis hin zur Sicherstellung der enzymatischen Abwehrmechanismen von
ROS.

Durch die gezielte Starkung ist es moglich, dem Organismus eine ausreichende NO-
Versorgung sicherzustellen sowie einen Puffer gegeniiber den Risikofaktoren zu geben.

3.1. Entwicklungen eines Arginin-4.0-Praparates

L-Arginin 4.0 beschreibt den aktuellen Entwicklungsstand NO-bildender, natirlicher
Praparate. Noch vor 20 Jahren ging man davon aus, dass die Aminosaure L-Arginin fir die
Funktionalitdat von eNOS genligt. Seinerzeit galten L-Arginin-Monopraparate (= L-Arginin 1.0)
als optimal. Inzwischen ist die Forschung jedoch drei Schritte weiter. Die folgende
Aufzahlung skizziert diese Entwicklung:

e L-Arginin 1.0: Nachdem die drei US-amerikanischen Wissenschaftler Robert F.
Furchgott, Louis J. Ignarro und Ferid Murad 1998 ,,Fiir die Erforschung der Wirkungen
von Stickstoffmonoxid als Signalmolekiil im menschlichen Herz-Kreislauf- und
GefaRsystem” mit dem Nobelpreis flir Medizin ausgezeichnet wurden, kamen die
ersten L-Arginin-Monoprodukte auf den Markt.

e L-Arginin 2.0: Ende der Nullerjahre folgten in einer zweiten Welle
Nahrungserganzungen, die L-Arginin und dessen natlirliche Vorstufe L-Citrullin
kombinierten, und damit eine vielfach langere Wirkung erméglichten.

e L-Arginin 3.0: Die L-Arginin-L-Citrullin-Kombinationen wurden von Prdparaten
abgelost, die man um bekannte herz- und gefdaRstarkende Vitalstoffe wie Omega-3-
Fettsduren angereichert hatte.

e L-Arginin 4.0: Supplemente, die vollstandig und in biologisch abgestimmter Weise die
korpereigene Bildung von Stickstoffmonoxid gewahrleisten und tber L-Arginin und L-
Citrullin hinaus spezifische Aminosauren, Antioxidantien, Co-Enzyme, Mineralien,
sekundare Pflanzenstoffe und Vitamine gemald dem Bauplan der Natur vereinen,
heillen L-Arginin 4.0.

23



ARGININ 4.0 ARGININ.ge

Alles, was Sie liber Arginin wissen miissen

Die Bildung von Stickstoffmonoxid lduft Gber drei Stufen ab. In einem vierten Schritt ist die
biologische Verfligbarkeit von NO sicherzustellen, da der Botenstoff sehr schnell mit ROS
reagiert. Dieser Reaktionsschritt kann mit einer ausreichenden Versorgung an Antioxidantien
sowie einer hohen Verfligbarkeit von kérpereigenen, ROS-Abbauenden Enzymen,
bewerkstelligt werden.

3.2. Aufbau eines Arginin-4.0-Praparates

1. Die eNOS-Expression:
Die Basis fiir eine ausreichende NO-Produktion setzt die Gegenwart einer ausreichenden
Menge des Enzyms eNOS voraus. Die Expression des Enzyms kann zuverldssig durch folgende
Pflanzenextrakte und Co-Enzyme gesteigert werden:

e Resveratrol

e OPC

e Rutin

e Quercetin

e Co-Enzym Q10

e Kurkuma

e Mariendistel

e Rosmarin

2. Co-Faktoren, die die Funktion der eNOS sicherstellen und eine Entkopplung verhindern:
e Riboflavin (Vitamin B2): Stellt die Funktion der Reduktase-Domain des Enzyms sicher
(Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD), Flavinmononukleotid (FNM))
e 5-MTHF-Calcium (Folat) + Vitamin C: Stellen die Regeneration der Oxidasedomain des
Enzyms sicher (Tetrahydrobiopterin (BH4))
e Zink: Fungiert als Verbindung der beiden Enzym-Monomeren zu einem Dimer

3. Bereitstellung des Substrats zur NO-Produktion:
e L-Arginin-Base: Die Ubertragung des Sauerstoffmolekiils auf das L-Arginin generiert
NO
e L-Citrullin: Wird zeitverzogert in L-Arginin umgewandelt. Stellt eine dauerhafte
Versorgung des Organismus mit L-Arginin sicher, da L-Citrullin zeitverzogert in der
Leber zu L-Arginin umgewandelt wird. Dies gleicht das Defizit der nur kurzen
Verfiligbarkeit von oral zugefiihrtem L-Arginin (max. 3 Std.) Gber 12 Std. aus

4. Antioxidantien zur Stabilisierung des ROS-Gleichgewichtes:
e Kurkuma
e Mariendistel
e OPC (Traubenkernextrakt)
e Quercetin
e Resveratrol
e Rutin
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3.3. Mengenverhaltnisse und Dosierung

Folgende Mengenverhaltnisse wurden fir das Arginin-4.0-Praparat gewahlt und 2017 von
dem naturheilkundlich orientierten Start-up-Unternehmen zestonics GmbH realisiert:

L-Citrullin 56,86 %
L-Arginin (Base) 28,43 %
Trauben-Polyphenole (OPC, Resveratrol,

Rutin, Quercetin) 4,26 %
Curcuma (Extrakt, 95 %) 3,55 %
Vitamin C, prolongiert 1,78 %
Mariendistel (Extrakt, 80 % Silymarin) 1,78 %
Q10 (aus Bio-Fermentation) 1,78 %
Rosmarinsauren (2 %) 0,89 %
Piperin 0,36 %
Zinkgluconat 0,27 %
Vitamin B2 0,03 %
5-MTHF-Calcium 0,02 %

Die Dosierung fur Pferde leitet sich an der fiir den Menschen ermittelten optimalen
Tagesdosis ab: Taglich 5 g Fertigpulver pro 90 kg Korpergewicht, aufgeteilt in zwei
Einzelgaben (optimaler Weise im 12-Stunden-Rhythmus).

4. Ausblick

Wir sind der Ansicht, dass die charakteristischen Symptome der Hufrehe auf eine Schadigung des
Endothels zurlickzufiihren sind. Diese driickt sich durch eine verminderte Stickstoff-Produktion aus.
Mit GefaRveranderungen, Blutgerinnung, Bluthochdruck und Schaden der Huflederhautblattchen
lassen sich die vorherrschenden Hufrehe-Symptome mit Stickstoff-Mangelzustdanden in einen
kausalen Zusammenhang bringen.

Die Betrachtung des Second-Messenger-Molekiils flihrt Gber das erweiterte Verstandnis des
Krankheitsgeschehens zu einem neuen Therapiekonzept: Arginin-4.0-Praparate ermdoglichen
gegeniber der bislang symptomatischen eine ursachenbezogene Behandlung. Sie lasst sich offenbar
auf andere Pferdekrankheiten tGbertragen.

Nach unseren Recherchen sind fiir Sommerekzem und Mauke ebenfalls Unterversorgungen mit
Stickstoff wesentlich. Versuchsweise Flitterungen mit Arginin-4.0-Praparaten bestatigen die
Literaturlage: sie fihrten zu einer raschen Abheilung! Nach ersten Recherchen hat Stickstoff eine
anregende Wirkung auf die Myoepithelzellen, was wiederum die apokrinen Schlauchdriisen zur
Abgabe ihres antibakteriellen Sekrets stimuliert. Dessen antibiotische Wirkung und die verstarkte
Mikrozirkulation bringen die Infektionen zum Abklingen.
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Da viele biochemische und NO-abhangige Prozesse noch auf ihre vollstandige Entschlisselung
warten, eroffnet die Beschaftigung mit den Endothel- und Stickstofffunktionen neue
wissenschaftliche Perspektiven. Als Anregung und Diskussionsbeitrag mogen die hier

zusammengetragenen Ergebnisse dienen.
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