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Liste der Abkürzungen und chemischen Formeln 

Abb.   Abbildung 
AD   Averaged Deviation (Mittlere Abweichung vom Mittelwert) 
ADA   American Diabetes Association 
AHA   American Heart Association 
Cys-SNO  S-Nitrosocystein 
EDRF   Endothelium Derived Relaxing Factor 
FIA   Fluss-Injektions-Analyse 
FMD   Flow Mediated Dilation (Fluss-vermittelte Dilatation) 
GSNO   S-Nitrosoglutathion 
GTN   Glyzeroltrinitrat  
HbO2   oxygeniertes Hämoglobin 
H2O2   Wasserstoffperoxyd 
HO.   Hydoxylradikal 
HPLC High Pressure Liquid Chromatography (Hochdruckflüssigkeits-

chromatographie) 
HUVEC Human Umbilical Vein Endothelial Cells (menschliche Endothel-

zellen aus der Nabelschnurvene) 
ICAM-1 Intercellular Adhesion Molecule-1 (interzelluläres Adhäsions-

molekül-1) 
JNC   Joint National Committee 
MOD   Magneto-optische Diskette 
MW   Mittelwert 
NADP-  --Nicotinamidadenindinucleotidphosphat 
NHLBI   National Heart, Lung, and Blood Institute  
NO.   Stickstoffmonoxid * 
NO+   Nitrosoniumion 
NO-   Nitrosylanion 
NO2

-   Nitrit 
NO3

-   Nitrat 
N2O3   Distickstofftrioxid 
NOS   Stickstoffmonoxid Synthase 
eNOS   endotheliale NO-Synthase 
n.s.   nicht signifikant 
O2

-.   Superoxidanion * 
ONOO-  Peroxynitrit 
PW-Doppler  Pulsed Wave-Doppler 
RF   Risikofaktor 
RSH   Thiol 
RSNO   S-Nitrosothiole 
SD   Standard Deviation (Standardabweichung)  
SE   Standard Error (Standardfehler)  
SNO-Alb  S-Nitrosoalbumin 
TIF   Tagged Image Format 
Tab.   Tabelle 
VCAM-1  Vascular Cell Adhesion Molecule-1 (Gefäßzelladhäsionsmolekül-1) 
VVP   Venenverschlußplethysmographie 
WHO   World Health Organisation (Weltgesundheitsorganisation) 
 
(*  Im folgenden Text ohne Kennzeichnung des freien Elektrons) 
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1. Einleitung 

Herzkreislaufkrankheiten stellen die häufigste Todesursache in Europa, Nordamerika 

und Asien dar1;2. Im Jahre 1999 sind in Deutschland 406122 Menschen an 

Erkrankungen des Herzkreislaufsystems, 76961 davon allein an einem Herzinfarkt und 

85755 an Erkrankungen der Hirngefäße verstorben (statistisches Bundesamt). 

Kardiovaskuläre Erkrankungen haben im Jahre 1994 insgesamt 42,6 Mrd. DM an 

direkten Kosten für stationäre und ambulante Behandlungen sowie für Gesundheitsgüter 

verursacht. Hinzu kamen durchschnittlich 29,9 Mrd. DM an indirekten Krankheitskosten 

durch Arbeitsunfähigkeit, Invalidität und vorzeitigen Tod von Erwerbstätigen 

(Gesundheitsbericht für Deutschland 1998). Die meisten kardiovaskulären Erkrankungen 

entstehen auf dem Boden arteriosklerotisch veränderter Gefäße, so sind bis zu 50% der 

kardiovaskulären Todesfälle Folge einer koronaren Herzkrankheit. Veränderungen des 

Gefäßendothels und seiner Funktionen im Sinne einer endothelialen Dysfunktion scheint 

eine zentrale Rolle sowohl in der Entstehung, als auch dem Fortschreiten einer 

Arteriosklerose zuzukommen3;4. Neuere klinische Ansätze deuten darauf hin, dass eine 

endotheliale Dysfunktion therapeutisch rückführbar sein kann5. Somit kommt der 

Früherkennung der Arteriosklerose eine enorme sozioökonomische Bedeutung zu. In 

diesem Zusammenhang haben zahlreiche Arbeiten die Bedeutung des L-Arginin-

Stickstoffmonoxid(NO)-Stoffwechselweges für die Endothelfunktion nahegelegt. NO ist 

an der Regulation wesentlicher Endothelfunktionen beteiligt und beeinflusst direkt 

Schlüsselprozesse, die für die Entwicklung einer Arteriosklerose wichtig sind3. Der 

Nachweis einer eingeschränkten Bioverfügbarkeit von NO könnte somit zur 

Früherkennung der Arteriosklerose eingesetzt werden. 

 

1.1. Metabolismus von Stickstoffmonoxid 

Im Jahre 1980 konnten Furchgott und Zawadzki6 zeigen, dass isolierte Gefäße auf 

Azetylcholin und Bradykinin nur in Anwesenheit eines intakten Gefäßendothels 

dilatieren. In den darauffolgenden Jahren wurde in zahlreichen Arbeiten belegt, dass 

Endothelzellen kontinuierlich und unter Stimulation mit vasoaktiven Mediatoren eine 

kurzlebige Substanz freisetzen, welche eine Relaxation der glatten Gefäßmuskulatur, 

sowie eine Hemmung der Adhäsion von Thrombozyten bewirken. Rein 

phänomenologisch wurde diese Substanz zunächst als "Endothelium-Derived-Relaxing-

Faktor" (EDRF) bezeichnet7. In den Jahren 1987 und 1988 konnten Palmer et al.8, 

Ignarro et al.9 und andere Arbeitsgruppen10 den Nachweis erbringen, dass der von 

Endothelzellen unter basalen und stimulierten Bedingungen freigesetzte EDRF mit 

Stickstoffmonoxid (NO) identisch ist. In den folgenden Jahren gelang es den 

Stoffwechselweg, welcher zur Bildung von NO führt, umfassend zu charakterisieren.  
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Im Gefäßendothel wird NO aus der Aminosäure L-Arginin mittels der endothelialen 

Isoform der NO-Synthase (eNOS) produziert11;12. Als Kofaktoren sind unter anderem 

NADPH und O2 an dieser Reaktion beteiligt und neben NO entstehen L-Citrullin und 

NADP+.  Stickstoffmonoxid  ist  ein freies  Radikal mit einem ungepaarten Elektron. 

Aufgrund  seiner  Ladungsneutralität  kann  endothelial gebildetes NO frei über Zell-

membranen  hinweg in die Gefäßwand und  in das Gefäßlumen diffundieren. In 

biologischen Medien ist es sehr labil und besitzt im Vollblut nur eine sehr kurze 

Halbwertszeit. Die primären oxidativen Abbauprodukte des NO im menschlichen Blut 

sind Nitrit und Nitrat, deren relatives Verhältnis von den vorherrschenden 

Redoxbedingungen abhängt. Nitrat stellt das stabile vasoinaktive Endprodukt des L-

Arginin-NO-Stoffwechselweges dar und wird mit dem Urin ausgeschieden13. Der größte 

Teil des endothelial gebildeten NOs wird im Plasma in Anwesenheit von molekularem 

Sauerstoff unmittelbar zu Nitrit oxidiert14;15. Nitrit wird mit einem geringen zeitlichen 

Versatz intraerythrozytär in Gegenwart von oxygeniertem Hämoglobin (HbO2) unter 

Methämoglobinbildung zu Nitrat kooxidiert16. Alternativ kann NO direkt in Erythrozyten 

diffundieren und dort ebenfalls mit HbO2 zu Nitrat und Methämoglobin reagieren. Diesem 

direkten Abbauweg könnte vornehmlich in der Kapillarstrombahn eine Bedeutung 

zukommen13, da hier die Distanz zwischen Endothelzellen und Erythrozyten geringer ist 

als in Leitungsarterien. Unter pathologischen Bedingungen, die mit einer erhöhten Nitrit- 

oder NO-Belastung des Organismus einhergehen, kann es zu einer signifikanten 

Methämoglobinämie kommen.  

 

Neben molekularem Sauerstoff können reaktive Sauerstoffspezies wie 

Superoxidanionen (O2
-), Wasserstoffperoxyd (H2O2) oder das Hydroxylradikal (HO.) am 

Abbau von NO beteiligt sein17. Sowohl NO, als auch O2
- werden von der eNOS 

synthetisiert. Das relative Verhältnis der Bildung beider Substanzen hängt von der 

Konzentration des Substrates L-Arginin und dem Redoxzustand der Kofaktoren ab. 

Unter Bedingungen mit einer vermehrten Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (oxidativer 

Stress) kommt diesem Abbauweg von NO eine zunehmend große Bedeutung zu, zumal 

die Reaktion von NO mit O2
- zu Peroxynitrit beinahe ausschließlich durch die Diffusion 

limitiert wird. Das Peroxynitrit kann als starkes Oxidationsmittel über eine Veränderung 

von Biomolekülen zytotoxisch wirken18. In Gegenwart von Wasserstoffperoxyd kann 

Nitrit zu anderen, ebenfalls toxischen, Stickstoffspezies umgesetzt werden. Diese 

Reaktion scheint über Eisenperoxydasen, wie die Myeloperoxydase, katalysiert zu 

werden19. Neben direkt zytotoxischen Effekten können über eine gesteigerte 

Lipidperoxydation arteriosklerotische Gefäßwandveränderungen begünstigt werden20. 
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Bislang ist sehr wenig über den Transport und die biologische Aktivität von NO im 

menschlichen Kreislauf bekannt. Aufgrund der kurzen Halbwertzeit schien seine Wirkung 

auf die unmittelbare Umgebung seiner Bildung beschränkt zu sein. In den meisten 

Untersuchungen wurden deshalb die stabileren Metabolite Nitrit und Nitrat zur indirekten 

Quantifizierung der Aktivität der NOS bestimmt. Neuere Untersuchungen deuten darauf 

hin, dass NO in bioaktiver Form an Thiole gebunden, transportiert und systemisch 

wirksam werden kann15;21;22.  

 

Intermediate des NO können mit freien Thiolgruppen von plasmatischen und 

intraerythrozytären Proteinen und Peptiden (RSH) zu S-Nitrosothiolen (RSNO) 

reagieren23. Auch das intraerythrozytäre Hämoglobin kann endothelial gebildetes NO als 

S-Nitroso- und Nitrosylhämoglobin binden24-27. S-Nitrosoalbumin stellt mit >80%21 den 

größten Anteil der S-Nitrosothiole im Plasma dar. In viel niedrigeren Konzentration liegen 

die niedermolekularen S-Nitrosothiole, das S-Nitrosoglutathion und das S-Nitrosocystein 

im Plasma vor. In ihrer Gesamtheit werden die S-Nitrosothiole im Plasma als RSNO 

bezeichnet. Sowohl zwischen hoch- und niedermolekularen28, als auch zwischen 

plasmatischen und intraerythrozytären S-Nitrosothiolen29 besteht ein Austausch von NO. 

Aus S-Nitrosothiolen kann bioaktives NO frei werden22. Die Halbwertzeit von S-

Nitrosoalbumin im Plasma beträgt 15-40min16;18;21. Die Freisetzung von NO aus S-

Nitrosothiolen kann durch Temperatur, Licht, Askorbat oder Übergangsmetalle 

beschleunigt werden30. Zahlreiche Untersuchungen legen nahe, dass S-Nitrosothiolen 

eine physiologische Bedeutung als Speicherform von bioaktivem NO zukommt. 1992 

konnte Stamler et al.21 erstmalig zeigen, dass NO im Plasma gesunder Menschen in 

gebundener Form als S-Nitrosothiol zirkuliert. Gestützt wurde dies im wesentlichen 

durch drei Befunde: (1.) S-Nitrosothiole sind nitrosative Metabolite des NO, (2.) haben 

eine dem NO vergleichbare biologische Wirkung und (3.) haben eine längere 

Halbwertzeit als NO16;18;21;31. Weiterhin konnte am Kaninchenmodell in vivo gezeigt 

werden, dass es nach systemischer Applikation von L-NMMA, einem Inhibitior der NOS 

zu einer Abnahme der Konzentration von S-Nitrosothiolen und zu einem 

Blutdruckanstieg kam. Später konnte dieser Befund auch am Menschen bestätigt 

werden32. In anderen Untersuchungen am Hundemodell führte die Infusion von S-

Nitrosoalbumin zu systemischen Effekten wie einer Abnahme des arteriellen Blutdrucks 

und einer verminderten Blutgerinnung33. Untersuchungen an analbuminämischen 

Rattenmutanten belegen, dass ein wesentlicher Teil der NO-Wirkung durch langlebige 

S-Nitrosothiole als Speicherformen vermittelt wird. Im Vergleich zu Ratten vom Wildtyp 

führte die Injektion eines NO-Donators (NOC 7) bei analbuminämischen Ratten zu einer 

um 50% verringerten hypotensiven Blutdruckantwort34. In  neueren Untersuchungen der 
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eigenen Arbeitsgruppe konnte erstmals der Nachweis am Menschen erbracht werden, 

dass bioaktives NO im Plasma in Form von RSNO transportiert werden kann und auf 

diesem Wege systemisch wirken kann22. Nach intravenöser Injektion einer wässrigen 

NO-Lösung mit einer Dosis von 36µmol in eine Vene des Handrückens zeigte sich eine 

langanhaltende (>30min) Dilatation sowohl der Leitungs- als auch Widerstandsgefäße 

und ein Anstieg der RSNO-Konzentration im venösen Blut des kontralateralen Arms. 

 
Abbildung 1.  

Schematische Abbildung einiger Stoffwechselwege des NO-Metabolismus. (A=Gefäßwand; 
B=Endothelzelle; C=Erythrozyt; D=Plasma; eNOS=endotheliale NO-Synthase; NO2

-=Nitrit; NO3
-

=Nitrat; GSNO=S-Nitrosoglutathion; Hb=Hämoglobin; HbO2=oxygeniertes Hb; 
NO=Stickstoffmonoxid; N2O3=Distickstofftrioxid; ONOO-=Peroxynitrit; RSH=Thiol; RSNO=S-
Nitrosothiole; SNO-Alb=S-Nitrosoalbumin; modifiziert aus13) 
 

1.2. Beteiligung von NO an der Regulation wesentlicher 

Funktionen des Gefäßendothels 

Die physiologischen Funktionen des Endothels umfassen die Modulation (I.) des 

aktuellen und bedarfsgerechten Gefäßtonus35, (II.) der antit

antiadhäsiven Eigenschaften der Gefäßwand, (IV.) der Archit

(V.) der Gefäßpermeabilität. Die Regulation dieser wesentlich

eine endotheliale Freisetzung einer Vielzahl von Mediatoren

Faktor, dem Endothelin, dem Plasminogen, dem Fibronektin u

diesem Zusammenhang eine besondere Bedeutung zu, da 

genannten Endothelfunktionen beteiligt zu sein scheint4. Störu

Endothelfunktionen werden unter dem Oberbegriff der e

zusammengefasst37. 
 -
hrombotischen36 und (III.) 

ektur der Gefäßwand und 

en Funktionen erfolgt über 

 wie dem von Willebrand-

nd dem NO. NO kommt in 

es an der Steuerung aller 

ngen dieser wesentlichen 

ndothelialen Dysfunktion 
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Im Endothel gebildetes NO diffundiert sowohl in die Gefäßwand, als auch in das 

Gefäßlumen. Luminal hemmt NO die Adhäsion von Thrombozyten, neutrophilen 

Granulozyten und Monozyten an die Gefäßwand4. Dieser Effekt ist zumindest zum Teil 

durch eine NO induzierte Herunterregulation von endothelialen Adhäsionsmolekülen wie 

ICAM-1 oder VCAM-1 vermittelt38. Durch Hemmung der Aktivierung des nukleären 

Transkriptionsfaktors кB kommt NO eine antiinflammatorische Wirkung zu38. Zusätzlich 

führt eine Inhibition der NO Synthese zu einer gesteigerten endothelialen 

Permeabilität39;40. In der Gefäßwand relaxiert NO die glatten Muskelzellen der 

Gefäßwand durch Aktivierung der löslichen Guanylatzyklase als wesentliches 

Zielenzym7. Weiterhin scheint es sowohl die Proliferation und Migration, als auch die 

Produktion von Matrixproteinen der glatten Muskelzellen zu hemmen41. Somit kommt 

dem endothelial gebildeten NO eine essentielle Bedeutung für die Aufrechterhaltung 

sowohl der Gefäßfunktion, als auch Gefäßstruktur zu4;37. 

 

1.3. Endotheliale Dysfunktion und Arteriosklerose 

Eine Störung der endothelialen Funktion und damit der Integrität der Gefäßwand wird als 

frühes Schlüsselereignis in der Entwicklung der Arteriosklerose angesehen3. Die 

Arteriosklerose ist eine chronisch progressive Erkrankung aller Arterien. 

Formalpathologisch handelt es sich um eine entzündliche Erkrankung mit Makrophagen- 

und Lymphozyteninfiltraten in der Gefäßintima3. Bereits im Kindesalter sind vereinzelt 

Makrophagenansammlungen mit intrazellulären Fettablagerungen in der Intima 

nachweisbar42. Im weiteren Verlauf entstehen zusätzlich extrazelluläre Fettablagerungen 

sowie regressive Veränderungen mit einem bindegewebigen Umbau und Verkalkungen, 

welche als fortgeschrittene Läsionen oder Plaques bezeichnet werden43. Diese können 

entweder zu einer progressiven hämodynamisch relevanten Einengung führen oder 

durch ein appositionelles Thrombuswachstum auf dem Boden eines rupturierten Plaque 

akute ischämische Ereignisse hervorrufen44;45.  

 

Die Ätiologie der Arteriosklerose war lange Zeit unklar. Mit ersten Ergebnissen der 

Framinghamstudie wurde 196146 das Konzept der kardiovaskulären Risikofaktoren 

etabliert. Aufgrund empirisch erhobener Daten schien der arteriellen Hypertonie, der 

Hypercholesterinämie, dem Rauchen und dem Diabetes mellitus eine wichtige Rolle in 

der Entwicklung einer koronaren Herzkrankheit, dem Herzinfarkt und dem Schlaganfall 

zuzukommen47. Neuere Untersuchungen weisen darauf hin, dass kardiovaskuläre 

Risikofaktoren, über die Induktion einer endotheliale Dysfunktion, die Entwicklung und 

Progression einer Arteriosklerose begünstigen3;44;45. Der Begriff der endothelialen 
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Dysfunktion wird zur Beschreibung einer Vielzahl von pathologischen Situationen 

verwendet. Diese umfassen Störungen aller oben beschriebenen essentiellen 

Endothelfunktionen. In der Literatur wird der Ausdruck der endothelialen Dysfunktion 

häufig verwendet um eine Einschränkung der Endothel-abhängigen Vasorelaxation zu 

beschreiben, welche in großen Teilen durch eine reduzierte Bioverfügbarkeit von NO 

bedingt zu sein scheint48.  

 

Eine reduzierte Bioverfügbarkeit von NO kann durch eine verminderte Expression der 

endothelialen NO-Synthase (eNOS), einen Substrat- oder Kofaktoren-Mangel der eNOS, 

eine eingeschränkte Aktivierung der eNOS oder einen beschleunigten NO-Abbau 

verursacht sein48. Unter anderem führen die arterielle Hypertonie, die 

Hypercholesterinämie, der Diabetes mellitus und der Nikotinabusus zu einer 

gesteigerten Bildung reaktiver Sauerstoffspezies wie Superoxidanionen (O2
-)17, welche 

NO vorzeitig zu vasoinaktiven Metaboliten wie Nitrat abbauen können. Neben der 

vorzeitigen Inaktivierung von NO kommt es zu einer gesteigerten Bildung von oxidiertem 

LDL-Cholesterin (oxLDL) in der Gefäßwand. Bei der Reaktion von NO mit O2
- entsteht 

unter anderem Peroxynitrit, welches Endothel-toxisch ist18;49;50 und zu einer Entkopplung 

der eNOS  mit einer reduzierten NO-Synthese sowie einer gesteigerten O2
--Bildung 

führt51. Durch die Aufnahme von oxLDL in Makrophagen kommt es zur Bildung von 

Schaumzellen und Ausschüttung von chemotaktischen Entzündungsmediatoren. Die 

verminderte Menge an bioverfügbarem NO begünstigt die Proliferation von glatten 

Muskelzellen in der Gefäßwand und die Adhäsion von Thrombozyten. Die 

proatherogene Wirkung von kardiovaskulären Risikofaktoren scheint somit zumindest in 

Teilen durch eine chronische Einschränkung der NO-Bioverfügbarkeit durch vermehrten 

oxidativen Stress verursacht zu sein52.  

 

1.4.    Diagnostik der endothelialen Dysfunktion 

Lange bevor hämodynamisch relevante Einengungen im arteriellen Gefäßsystem in 

Form von Plaques entstehen, sind Einschränkungen der basalen Endothel-abhängigen 

Vasorelaxation und nach Stimulation der NO-Synthese bei Personen mit 

kardiovaskulären Risikofaktoren nachweisbar53. Bislang stellt die Bestimmung der 

Endothel-abhängigen Dilatation die zentrale Säule in der Diagnostik der endothelialen 

Dysfunktion dar37. Zur Bestimmung der Endothel-abhängigen Dilatation stehen eine 

Vielzahl von Untersuchungsverfahren zur Verfügung. Als Goldstandard gilt in diesem 

Zusammenhang die durch intraarterielle Gabe von Azetylcholin induzierte 

Vasodilatation54-56. Ein etabliertes nicht-invasives Verfahren zur Früherkennung57 einer 

endothelialen Dysfunktion und Risikostratifizierung bei Personen mit koronarer 
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Herzkrankheit58 stellt die Quantifizierung der Fluß-abhängigen Dilatation (FMD=Flow-

Dependent Dilation) der Arteria brachialis mittels hochauflösendem Ultraschall dar. Trotz 

des potentiell großen epidemiologischen Nutzens der Früherkennung einer 

endothelialen Dysfunktion wird bislang keines der genannten Verfahren in die 

Routinediagnostik eingesetzt. Als Gründe für die mangelnde Integrierung in den 

klinischen Alltag kommen vor allem der Zeitaufwand, die Notwendigkeit einer speziellen 

Ausbildung des Untersuchers, sowie eine teure Ausrüstung in Betracht. Ungleich 

einfacher durchzuführen wäre ein einfacher Bluttest, bei dem die Konzentration

endothelialer Signalstoffe quantifiziert wird. Zur Zeit existiert kein biochemischer Marker 

mit gesicherter diagnostischer Wertigkeit als Parameter einer Störung der 

Endothelfunktion37;59. Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher einen direkten 

biochemischen Marker für die endotheliale Dysfunktion zu identifizieren. Mit dem 

Hintergrund, dass kardiovaskuläre Risikofaktoren zu einer verminderten NO-

Bioverfügbarkeit führen und S-Nitrosothiole eine bioaktive NO-Speicherform zu sein 

scheinen, wurde folgende Hypothese aufgestellt: 

 

Eine Erniedrigung der S-Nitrosothiole im menschlichen Plasma kann als biochemischer 

Marker zur Diagnose einer endothelialen Dysfunktion beitragen 

  

Zur Überprüfung dieser Hypothese wurde sowohl die Konzentration der S-Nitrosothiole 

im Plasma, als auch der Grad einer endothelialen Dysfunktion mit Hilfe eines etablierten 

nicht-invasiven Verfahrens (FMD) bei Personen mit einer steigenden Anzahl an 

kardiovaskulären Risikofaktoren bestimmt. Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit 

galten daher der Klärung der folgenden drei Fragen:  

 

(1.) Ist die Konzentration von S-Nitrosothiolen im Plasma von Personen mit einer 

steigenden Anzahl an kardiovaskulären Risikofaktoren zunehmend vermindert?  

(2.) Besteht eine reziproke Korrelation zwischen der Konzentration der S-Nitrosothiole 

im Plasma und dem Grad der funktionellen endothelialen Dysfunktion?  

(3.) Wie sensitiv und spezifisch ist die Konzentration S-Nitrosothiole im Plasma als 

Parameter einer endothelialen Dysfunktion? 
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2. Material und Methoden 

2.1. Studienprotokoll 

Das Studienprotokoll (Abb. 2) der vorliegenden Untersuchung setzt sich aus drei Teilen 

zusammen: (1.) der Probandenrekrutierung, (2.) einer Blutentnahme und (3.) einer 

Ultraschalluntersuchung. Die Genehmigung des Studienprotokoll erfolgte durch die 

Ethikkommission der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf (Votum Prof. Dr. med. M. 

Kelm). Die Probanden wurden zunächst im Rahmen eines Aufklärungsgesprächs um 

ihre Einwilligung zur Studienteilnahme gebeten. Daran schloss sich eine 

Anamneseerhebung und eine körperliche Untersuchung an. Am Morgen der 

Untersuchung erfolgte zunächst die Blutentnahme. Hieraus wurde das Routinelabor, 

sowie das Nitrit, das Nitrat und die S-Nitrosothiole im Plasma bestimmt. Unmittelbar 

anschließend erfolgten die Ultraschalluntersuchungen der Arteria brachialis. Diese 

umfassten die Quantifizierung der Endothel-abhängigen (Fluß-vermittelte-Dilatation; 

FMD) und Endothel-unabhängigen Dilatation nach oraler Gabe von 400µg 

Glyzeroltrinitrat (GTN). Während der gesamten Zeit waren die Probanden nüchtern.  

Abbildung 2.  
Flussdiagramm des Studienprotokolls 
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2.2.  Studienkollektiv  

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung wurden Normalpersonen (n=8) und 

Personen mit kardiovaskulären Risikofaktoren (n=43) untersucht. Zur Klassifizierung des 

Risikoprofils wurden sowohl anamnestische Angaben, als auch die klinische 

Untersuchung und laborchemische Parameter herangezogen. Bei jedem Probanden 

wurde daher nach der Anamneseerhebung eine internistische Untersuchung, ein Ruhe- 

und Belastungs-EKG, sowie eine Kontrolle des Routinelabors (Blutbild, Natrium, Kalium, 

Harnsäure, Gesamtcholesterin, HDL- und LDL-Cholesterin, Triglyzeride, Glukose) und 

drei nicht-invasive Blutdruckmessungen an 3 unterschiedlichen Tagen durchgeführt. 

Sämtliche Studienteilnehmer wurden aus dem Patientengut der Kardiologie der 

Medizinischen Klinik B der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf rekrutiert.  

 

Als Risikofaktoren erster Ordnung wurden die arterielle Hypertonie, der Diabetes 

mellitus, ein Nikotinabusus und eine Hypercholesterinämie gewertet. Eine arterielle 

Hypertonie wurde anhand der JNC-Kriterien (JNCVI60) bzw. der WHO-Richtlinien61 

diagnostiziert, wenn arterielle Blutdrücke >140/>90mmHg bei drei Messungen an 3 

separaten Tagen gemessen wurden oder bereits eine antihypertensive Therapie 

bestand. Ein Diabetes mellitus wurde nach den Richtlinien der WHO62 und ADA63 

diagnostiziert, wenn bei Messungen an zwei unterschiedlichen Tagen die 

Plasmaglukosespiegel nüchtern >126mg/dl gemessen wurde, ein oraler 

Glukosetoleranztest mit 2 Stunden-Werten von >200mg/dl oder zu einem beliebigen 

Zeitpunkt eine Diabetessymptomatik in Kombination mit Plasmaglukosewerten von 

>200mg/dl bestanden. Ebenfalls wurden Personen, die bereits mit oralen Antidiabetika 

oder Insulin behandelt wurden, als Diabetiker klassifiziert.  In Anlehnung an die 

Richtlinien der AHA und des NHLBI wurde eine Hypercholesterinämie definiert als 

Vorliegen eines Gesamtcholesterins >240mg/dl, eines LDL-Cholesterins >160mg/dl, 

eines HDL-Cholesterins <35mg/dl (NCEP ATPIII 64) oder einer bestehender 

cholesterinsenkender Therapie. Als  Raucher wurden diejenigen klassifiziert, die jemals 

täglich mindestens 20 Zigaretten über >1Jahr (1 Packungsjahr) geraucht hatten65.  

 

Das Kontrollkollektiv setzte sich aus 8 Normalpersonen (3 Frauen, 5 Männer) 

zusammen, bei denen die oben definierten kardiovaskulären Risikofaktoren 

ausgeschlossen werden konnten. Das mittlere Lebensalter war 52±4Jahre, die 

durchschnittliche Körpergröße war 168±3cm und das mittlere Gewicht betrug 71±4kg 

(Details siehe Ergebnisteil Tab. 1). 
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Die Gruppe der Personen mit kardiovaskulären Risikofaktoren (n=43) wurde in 4 

Untergruppen unterteilt.  Die Einteilung erfolgte aufgrund der kumulativen Anzahl an 

Risikofaktoren. Die Untergruppe der Personen mit einem Risikofaktor (n=8) bestand aus 

8 Männer im Alter von 56±4Jahre (Größe: 170±2cm; Gewicht: 74±5kg). Die Untergruppe 

mit zwei Risikofaktoren setzte sich aus 4 weiblichen und 11 männlichen Probanden 

zusammen (Alter 59±3Jahre; Größe: 169±2cm; Gewicht: 73±2kg). Die Untergruppe mit 

drei Risikofaktoren setzte sich aus 6 weiblichen und 9 männlichen Probanden 

zusammen (Alter 62±2Jahre; Größe: 172±1cm; Gewicht: 82±4kg). Die Untergruppe mit 

allen vier Risikofaktoren bestand aus 2 weiblichen und 3 männlichen Probanden (Alter 

59±3Jahre; Größe: 169±4cm; Gewicht: 85±5kg).   

 

Von den Personen mit kardiovaskulären Risikofaktoren waren 27 Hypertoniker, 33 

Raucher, 10 Diabetiker und 34 Hypercholesterinämiker. Die antihypertensive Therapie 

bestand aus Calciumkanalantagonisten (26%), Diuretika (26%), Alpha-

Rezeptorantagonisten (7%), Beta-Rezeptorantagonisten (63%) und Inhibitoren des 

Angiotensin-Konversionsenzyms (33%). Bei 44% des Patientenkollektives lag eine 

Monotherapie vor, bei 33% bestand eine Kombinationstherapie aus 2 Substanzklassen 

und bei 15% aus 3 Substanzklassen. Von den Hypercholesterämikern wurden 41% mit 

Cholesterin-Synthese-Hemmern behandelt. Bei allen Diabetikern handelte es sich 

ausschließlich um Typ 2 Diabetiker. Die Therapie bestand bei 4 von ihnen aus oralen 

Antidiabetika, bei 2 aus Insulin und die übrigen 4 wurden ausschließlich diätetisch 

behandelt.  
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2.3.  Biochemische Quantifizierung Konzentrationen von 

Nitrit, Nitrat und S-Nitrosothiolen im Plasma 

2.3.1. Blutentnahme 

Die Blutentnahmen erfolgten beim nüchternen Patienten zwischen 7:00 und 8:00 Uhr 

morgens nach fünfminütiger Ruhe im Liegen aus einer Kubitalvene. Die Punktion wurde 

mit Einwegkanülen (W.I.N. 21G, B.Braun Melsungen AG, Deutschland) durchgeführt. 

Zunächst erfolgte die Entnahme von Blutproben in Vakuumröhrchen (BD Vacutainer 

Systems, Plymouth, Großbritannien) zur Bestimmung des Routinelabors (Blutbild, 

Serumelektrolyte, Harnsäure, Gesamtcholesterin, HDL- und LDL-Cholesterin, 

Triglyzeride, Glukose). Anschließend wurde 1ml Blut zur Quantifizierung der 

Konzentrationen von Nitrit und Nitrat und 1ml Blut zur S-Nitrosothiol-Bestimmung 

entnommen. Die Entnahme erfolgte in 5ml Einwegspritzen (B.Braun Melsungen AG, 

Deutschland). Diese waren bereits mit 4ml eisgekühlter Citrat-Lösung (0,9% NaCl, 

308mOsm/l, B. Braun Melsungen AG, Deutschland mit 3,8% Citrat, Tri-Natrium-Dihydrat, 

Merck, Deutschland) gefüllt und wurden mit Blut luftblasenfrei auf 5ml aufgezogen. Dann 

wurden die gefüllten Spritzen bis zur Aufarbeitung in Eis gelegt. Die Lagerungszeit 

betrug maximal 30min.   

 

2.3.2. Probenaufarbeitung 

Alle vorbereiteten Lösungen, die Spritzen und die Zentrifugen wurden während der 

gesamten Aufarbeitung auf 4°C gekühlt. Die Aufbereitungszeit betrug 1,5h von der 

Blutentnahme bis zur Analyse. Die nun 1:5 in Citrat-Lösung verdünnten Blutproben 

wurden zunächst 10min lang bei 1.000g zentrifugiert, um zelluläre Bestandteile 

abzutrennen (Abb. 3). Der klare Überstand wurde anschließend in gekühlte 

Ultrafiltrationsröhrchen (Centrisart, cut-off 10.000 Dalton, Fa. Sartorius, Deutschland) 

überführt. Den zur Bestimmung von S-Nitrosothiolen vorgesehenen 

Ultrafiltrationsröhrchen wurde 100µl 5% Quecksilberlösung (HgCl2)(Quecksilber(ll)-

chlorid pA, Merck, Deutschland) in HPLC-Wasser zugesetzt. Entsprechend dem ersten 

Teil der Saville-Reaktion66 katalysieren Quecksilberionen die Freisetzung des zuvor 

gebundenen NO als Nitrosoniumionen (NO+). Aus diesem entsteht in wässriger Lösung 

unmittelbar Nitrit, welches später quantifiziert wird. Dann wurden alle 

Ultrafiltrationsröhrchen bei 4.000g über den Zeitraum von einer Stunde zentrifugiert. Ein 

Aliquot des Quecksilberfreien-Ultrafiltrats wurde für die spätere Nitrat-Bestimmung bei –

80°C eingefroren.  
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Abbildung 3.  
Ablaufschema der Probenaufarbeitung.  
 
Das Ultrafiltrat wurde entsprechend der Methode des Standardadditionsverfahrens 

(Details unter 2.3.3. und 67) in 5 Einzelproben zu je 190µl in Reaktionsgefäße (Fa. 

Eppendorf, Deutschland) aliquotiert und mit jeweils 10µl aufsteigenden Konzentrationen 

an NO2
- (Natriumnitrit, Merck, Deutschland) (Endkonzentration = 0, 50, 100, 200, 400 

nmol/l) versetzt. Die Analyse erfolgte mit Hilfe der Fluss-Injektions-Analyse (FIA). 
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Parallel zu jeder Aufarbeitung wurden Leerwerte mitgeführt, um mögliche 

Kontaminationen während der Aufarbeitung zu erfassen. 

 

2.3.3. Bestimmung der Nitritkonzentration im Plasma  

Die Fluss-Injektions-Analyse (FIA; Abb. 4)67 zur Nitritbestimmung im Plasma beruht auf 

der Griess-Reaktion68. Hierbei wird der Farbstoff, der bei der Reaktion von Nitrit mit 

Naphthylethylendiamin und Sulfanilamid entsteht, photometrisch quantifiziert. 

 

 
Abbildung 4.  
Anordnung der Fluss-Injektions-Anlage  
 
In der FIA Anlage wird das Farbreagenz mit einer konstanten Fließgeschwindigkeit von 

1ml/min mittels einer HPLC-Pumpe (Shimadzu LC-6A, Japan) durch die Messzelle eines 

Photometers (Shimadzu SPD-6AV, Japan) gepumpt. Das als Laufmittel dienende 

Griess-Farbreagenz besteht aus gleichen Teilen Sulfanilamid (Sigma, Deisenhofen, 

Deutschland) und in 1% Salzsäure (Merck, Darmstadt, Deutschland) gelöstes N-(1-

Naphtyl)-Ethylendiamin (Sigma, Deisenhofen, Deutschland). Die aufbereiteten 

Plasmaproben werden mit einem automatischen Probenaufnehmer (Spark Holland 

Triathlon, Niederlande) in das fließende Farbreagenz injiziert. Auf ihrem Weg zur 

Messzelle reagiert das, in den Proben enthaltene Nitrit, mit dem Farbreagenz und es 

kommt zu einem inkompletten Farbumschlag. Dieser wird im nachgeschalteten 

Photometer in einer Messzelle mit einem Messvolumen 8µl bei einer Wellenlänge von 

545nm detektiert. An das Photometer war ein Integrator zur Datenaufnahme (Shimadzu 

C-R4AX Chromatopac, Japan) angeschlossen.  

 

Die fünf im Integrator bestimmten Peakhöhen dienten als Grundlage für eine lineare 

Regression. Der Schnittpunkt dieser Geraden mit der x-Achse (y=0) entsprach der in der 

Probe aufgegebenen Konzentration an NO2
-. Nach mathematischer Korrektur der 

Verdünnungsfaktoren und Subtraktion der Leerwerte ergab sich die 

Ausgangskonzentration in der Probe (Abb. 5). 
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Abbildung 5. 
A.Originalchromatogramm eines Probenlauf B. Die fünf im Integrator bestimmten Peakhöhen 
dienten als Grundlage einer Regressionsgeraden. Der Schnittpunkt mit der Y-Achse ergibt die 
Nitrit-Konzentration. 
 

2.3.4.  Bestimmung der S-Nitrosothiole im Plasma 

Den Hintergrund für die Bestimmung der S-Nitrosothiol Konzentation im Plasma bildet 

die Saville-Reaktion66. Diese Reaktion besteht aus zwei Schritten. In einem ersten 

Schritt katalysieren Quecksilberionen die Freisetzung von Nitrosoniumionen (NO+) aus 

S-nitrosierten Thiolen.  In einem zweiten Schritt reagiert dieses mit Sulfanilamid. Das so 

entstandene Diazoniumsalz koppelt sich nun an N-(1-Naphthyl)-Ethylendiamin HCl, 

wodurch eine purpurne Verbindung entsteht. Der zweite Schritt entspricht der oben 

genannten Griess-Reaktion zur Quantifizierung der Nitrit-Konzentration69. Aus diesem 

Grunde wurde die Bestimmung der S-Nitrosothiole, mit Ausnahme der Zugabe von 

Quecksilberionen, wie die Nitrit-Bestimmung mit Hilfe der FIA durchgeführt. Die S-

Nitrosothiol-Konzentration wurde ebenfalls mit Hilfe des Standardadditionsverfahrens 

und abschließender Subtraktion der parallel quantifizierten Nitrit-Konzentration 

errechnet.  

 

2.3.5.  Bestimmung der Nitratkonzentration im Plasma 

Die Nitratkonzentration wurde mit einem Colorimetrischen Nitrat/ Nitrit Assay Kit 

(Cayman Chemical Company, USA) quantifiziert. Das Prinzip dieses Assay Kits beruht 

auf einer Umsetzung des in der Probe enthaltenen Nitrats mittels Nitratreduktase zu 

Nitrit, welches mit Hilfe der Griess-Reaktion quantifiziert wird. Somit entspricht die 

bestimmte Nitrit-Konzentration der NOx-Konzentration, als Summe aus Nitrit und Nitrat. 

Da das bereits im Plasma vorhandene Nitrit bei den untersuchten Proben in einem 

Konzentrations-Bereich zwischen 100 und 600nmol/l unterhalb der Nachweisgrenze 

(>1µmol/l) und innerhalb der Streubreite (VK 5%) des Colorimetrischen Nitrat/ Nitrit 
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Assay Kit lag, wird die so bestimmte NOx-Konzentration in der vorliegenden Arbeit als 

Nitratkonzentration bezeichnet.  

 

2.4.  Duplexsonographische Bestimmung der Endothel-

abhängigen Dilatation der Arteria brachialis  

Parallel zu der Quantifizierung von Metaboliten des L-Arginin-NO-Stoffwechsels wurden 

funktionelle, duplexsonographische Untersuchungen der Endothel-abhängigen Dilatation 

durchgeführt. Das Prinzip dieses Untersuchungsverfahrens ist die Bestimmung der 

Diameterzunahme der Arteria brachialis nach einer physiologischen Stimulation der 

endothelialen NO-Synthese durch einen gesteigerten Blutvolumenfluss. (Fluss-

vermittelte, Endothel-abhängige Dilatation; FMD)37;70-72.  

 

Hierzu wurde der Durchmesser der A. brachialis im Bereich der Ellenbeuge sowohl 

unter Ruhebedingungen, als auch im Anschluss an eine reaktive Hyperämie des distalen 

Versorgungsgebietes der Arterie bestimmt. Die Diametermessungen erfolgten nicht-

invasiv mit Hilfe eines hochauflösenden Ultraschalls. Induziert wurde die reaktive 

Hyperämie durch 5minütige Insufflation einer am proximalen Unterarm platzierten 

Blutdruckmanschette (Abb. 11). Aus der ischämischen Vasodilatation der 

Widerstandsgefäße im Endstromgebiet resultiert eine Steigerung des 

Blutvolumenflusses im Bereich der Leitungsarterie, der Arteria brachialis. Diese 

Flusssteigerung geht mit einer Steigerung der Schubspannung einher, welche über eine 

vermehrte Freisetzung endothelialen Stickstoffmonoxids zu einer Dilatation der Arteria 

brachialis führt. Diese Fluss-vermittelte Vasodilatation erreicht etwa 75s nach 

Beendigung der Ischämie ihr Maximum (Abb. 6). 

 

Abbildung 6. 
Zeitliche Abfolge der 
relativen Änderungen  
von Blutvolumenfluß.(∆V 
linke Achse) und des 
Diameters der Arteria 
brachialis (Dilatation; 
rechte Achse) nach 5 
minütigen Ischämie des 
Unterarms bei gesunden 

Normalprobanden. 
(eigene Voruntersuch-
ungen; n=5; MW±SE ) 

. 
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Prinzipiell kann einer verminderten FMD, neben einer reduzierte NO-Synthese des 

Endothels, auch ein vermindertes Ansprechen der glatten Gefäßmuskulatur auf NO oder 

ein vermehrter NO-Abbau zu Grunde liegen. Deshalb wurde in einem zweiten Schritt die 

Endothel-unabhängige Dilatation nach sublingualer Gabe von 400µg Glyzeroltrinitrat 

(GTN; Nitrolingual, Pohl, Deutschland) als positiv-Kontrolle quantifiziert. In 

Voruntersuchungen konnte gezeigt werden, dass GTN zu keiner signifikanten 

Steigerung des Blutvolumenflusses in der Arteria brachialis führt und die Wirkung nicht 

Fluss-vermittelt ist. Die maximale Dilatation wurde nach 3,5min bestimmt73(Abb. 7).  

 

Abbildung 7.  
Nach sublingualer 
Gabe von 400µg 
Glyzeroltrinitrat (GTN) 
kommt es zu einer 
Zunahme des 
Diameters (Dilatation; 
rechte Achse) der 
Arteria brachialis, aber 
nicht des Blu volumen- 
flusses (∆V; linke 
Achse). (eigene Vor-
untersuchungen; n=5; 
MW±SE) 

t. 

 

 

 

 
Sowohl die Endothel-abhängige, als auch die Endothel-unabhängige Vasodilatation 

wurden als prozentuale Zunahme des Diameters in Relation zum Ruhediameter 

angegeben.  

 

2.4.1.  Untersuchungsprotokoll 

Alle Untersuchungen wurden in einem klimatisierten Raum bei 23°C zwischen 7:00 und 

9:00Uhr morgens durchgeführt. Zuerst wurde die Arteria brachialis duplexsonographisch 

aufgesucht, dann im B-Mode längs dargestellt. Die Eindringtiefe des Ultraschalls wurde 

auf 3cm festgelegt. Der Diameter wurde dadurch identifiziert, dass man sowohl die 

anteriore als auch die posteriore Arterienwand klar vom Lumen abgrenzen konnte. 

Anschließend wurde der Bereich unmittelbar um das Gefäß mit der Zoomfunktion 

vergrößert. Der Kontrast zwischen Arterienlumen und Arterienwand wurde durch 

Veränderung der Verstärkungs- und Kompressioneinstellungen optimiert. Nach 
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Markierung der Schallkopfposition am Arm, wurden weder der Schallkopf noch die 

Geräteeinstellungen während der gesamten Untersuchung verändert. 

 

Nach einer 10 minütigen  Ruhephase (Abb. 8) in liegender Position erfolgte die Messung 

des arteriellen Blutdrucks (nicht-invasiv nach Riva-Rocci), sowie des Ruhediameters. 

Parallel dazu wurde mittels PW-Doppler die Fließgeschwindigkeit unter 

Ruhebedingungen gemessen.  

 

Anschließend wurde eine am proximalen Unterarm lokalisierte Blutdruckmanschette 

über 5min auf suprasystolische Werte insuffliert. Unmittelbar nach Lösung des Staus 

wurde dopplersonographisch die maximale Fließgeschwindigkeit während der reaktiven 

Hyperämie gemessen, 75s später wurde der Diameter bestimmt (FMD). Anschließend 

erfolgte eine weitere Registrierung der Fließgeschwindigkeit. Nach einer 10 minütigen 

Ruhephase wurde der Diameter und die Fließgeschwindigkeit bestimmt. Danach wurden 

400µg Glyzeroltrinitrat (Nitrolingual, Pohl, Deutschland) als Zerbeißkapsel sublingual 

verabreicht. Vier Minuten später erfolgte die Quantifizierung des Diameters und der 

Fließgeschwindigkeit.  

 

 
Abbildung 8.  
Zeitliche Abfolge des Untersuchungsablaufs. Zu den jeweiligen Messzeitpunkten sind im unteren 
Teil exemplarische Originalaufnahmen eingefügt (Oben: Längsschnitt der A. brachialis; Unten 
Flussprofil).  
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2.4.2.  Prinzip der sonographischen Quantifizierung des 

arteriellen Durchmessers 

Die Bestimmung des Durchmessers der Arteria brachialis im Bereich der Ellenbeuge 

erfolgte anhand von Längsschnitten. Diese wurden mit Hilfe eines hochauflösenden 

7,5MHz Linear Array Schallkopfes (Hewlett Packard, Sonos 2000, USA) aufgezeichnet.   

Die Vermessungen des Arteriendurchmessers erfolgten EKG gesteuert am Ende der 

Diastole (R-Zacke). Als Eckpunkte der Diametermessungen diente die M-Linie (Abb. 9). 

Diese echoarme M-Linie stellt den Übergang zwischen Adventitia und Media dar. Hierzu 

wurde die Distanz zwischen der schallkopfnahen M-Linie bis zur schallkopffernen M-

Linie  im rechten Winkel zur Gefäßachse bestimmt74.  

 
A. 

Adventitia

B. C. 
Abbildung 9.  
Schematische Gegenüberstellung des 
Ultraschallechos der A. brachialis und 
des anatomischen Korrelates der 
wandbildenden Strukturen (Modifiziert 
nach Wendelhag74).  
 
A: Sonographische Darstellung der 
Arteria brachialis. Die M-Linie stellt sich 
echoarm dar.  
B: Anatomisches Korrelat der echo-
bildenden Strukturen. 
C: Den Diametermessungen wurde die 
Strecke von der schallkopfnahen zur 
schallkopffernen M-Linie zu Grunde Adventitia

 
Nach der herk

von Einzelbild

messungen du

 

 

gelegt.   

ömmlichen Methode war die Vermessung des Arteriendiameters anhand 

ern erfolgt (Abb. 10). Im Standbild wurden manuell jeweils 4 Einzelpunkt-

rchgeführt, welche anschließend gemittelt wurden.  

Abbildung 10.  
Manuelle Zweipunktmessung des 
Gefäßdiameters der Arteria brachialis 
im Standbild. Die Aufzeichnung der 
Untersuchung erfolgte auf S-VHS Band. 
Die manuelle Diametermessung wurde 
später direkt am Ultraschallgerät im 
Standbild des S-VHS Signals 
durchgeführt. Hierzu wurden jeweils  4 
Zweipunktmessungen gemittelt 
(Exemplarische Orginalabbildung) 
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Der Einsatz dieser konventionellen Methode in der klinischen Routine, einerseits zum 

individuellen Screening auf eine endotheliale Dysfunktion und andererseits zur 

Therapiekontrolle, wurde bislang durch gravierende Nachteile erschwert. Die Nachteile 

dieser Messmethode waren der hohe Zeitaufwand von 35 min und die hohe Tag-zu-Tag 

Variabilität von 3-4% bei einer Gesamtdiameteränderung von 0-12%74;75. Auf Grund der 

hohen Streuung waren große Studienpopulationen notwendig, um statistisch signifikante 

Veränderungen nachweisen zu können. Mit dem Ziel (1.) den Zeitaufwand und (2.) die 

Variabilität zu reduzieren wurde deshalb eine PC-gestützte Methode zur Datenanalyse 

in Zusammenarbeit mit Prof. M. Sonka (Iowa City, The University of Iowa, Dept. of 

Electrical and Computer Engineering, IA, USA) entwickelt. 

  

Bei dieser neuen Methode wurde jeweils eine Bildschleife aufgenommen und digital 

gespeichert. Jede Bildschleife setzte sich aus ca. 60 Einzelbildern zusammen und 

umfasste dadurch 3-4 Herzzyklen. Das kontinuierlich mitlaufende EKG wurde immer mit 

aufgezeichnet, um die R-Zacken getriggerte Vermessung des Arteriendiameters zu 

ermöglichen. 

Abbildung 11.  
Schematische Anordnung des Messplatzes zur duplexsonographischen Quantifizierung der 
endothelialen Funktion. (a=EKG, b=Schallkopf, c=Blutdruckmanschette zur Stauung des 
Unterarms, d=Ultraschallgerät, e=Datenträger, f=Computer) 
 
Der Transfer des Bildmaterials vom Ultraschallgerät auf den Computer erfolgte mit Hilfe 

eines Wechseldatenträgers (MOD). Am PC wurden die Bilder mit einer speziell dafür 
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entwickelten  Software in ein Standard-Bildformat (TIF-Format) konvertiert  (Brachial 

Converter, Medical Imaging Applications, Iowa City, Iowa, USA). Die so konvertierten 

Bildschleifen konnten nachfolgend in die zur Diametermessung verwendete Software 

(Brachial Analyse, Medical Imaging Applications, Iowa City, Iowa, USA) importiert 

werden (Abb. 12). 
 

Abbildung 12.  
PC-gestützte Vermessung des 
Diameters der A. brachialis. Die 
Bestimmung des Diameters erfolgte 
durch Mittelung von ca. 150-300 
einzelnen Messpunkten in einem zu 
definierenden Messabschnitt. 
 

 

 

 

 

 

 
Nachdem das Bildmaterial in die zur Diametermessung verwendete Software importiert 

war, wurde der  zu vermessende Gefäßabschnitt manuell markiert.  Dann wurde das 

Programm anhand von mitgespeicherten Eichmarken kalibriert. Anschließend wurden 

die Gefäßwände automatisch detektiert und farbig angezeigt. Die farbig markierten 

Begrenzungen der Gefäßwand wurden auf Übereinstimmung mit dem Ultraschallbild 

überprüft. Die Bestimmung des Diameters erfolgt R-Zacken synchron durch Mittelung 

von ca. 150-300 einzelnen Messpunkten im definierten Messabschnitt.  

 

Mit dem Ziel der Validierung dieses PC-gestützten Analysesystems wurden 

vergleichende Untersuchungen zwischen dem neuen und dem herkömmlichen 

manuellen Messverfahren durchgeführt. Für beide Verfahren wurde sowohl die Intra-, als 

auch die Interobserverdifferenz, der Variationskoeffizient und der benötigte Zeitaufwand 

bestimmt.  Hierzu wurden 8 gesunde Probanden an zwei unterschiedlichen Tagen vom 

gleichen Untersucher geschallt76 (Tab. 1). Die Vermessung der Untersuchungsdaten 

erfolgte durch zwei unterschiedliche Personen, an zwei separaten Tagen sowohl auf die 

herkömmliche Art manuell vom Videoband, als auch digital am Computer mit Hilfe der 

Software. Die Ermittlung des Variationskoeffizienten beider Verfahren erfolgte durch 

32malige Diametermessung an derselben Gefäßdarstellung, welche unter 

Ruhebedingungen aufgezeichnet worden war.  
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2.4.3.  Dopplersonographische Messung der Blutvolumenflusses 

in der Arteria brachialis 

Die Messung der Fließgeschwindigkeiten erfolgten im PW-Doppler Mode. Das 

Messvolumen wurde hierzu in die Gefäßmitte der Arteria brachialis gelegt. In die 

Berechnung der Fließgeschwindigkeit mit Hilfe der Doppler-Gleichung geht der Kosinus 

des Einstrahlungswinkels im Nenner ein. Mit steigendem Winkel von 0° auf 90° wächst 

deshalb der Messfehler und macht die Messung bei 90° unmöglich (cos 90°=0). 

Grundsätzlich erfolgten alle Messungen bei einem Doppler-Winkel von <60°, da dies als 

äußerste Grenze für quantitative Flussmessungen erachtet wird. Durch manuelle 

Anpassung einer Hilfslinie parallel dem Arterienverlauf wurde der Winkel zwischen 

Gefäßachse und Dopplerstrahl bestimmt. Aus der Doppler-Registrierung wurde die 

maximale, minimale und durchschnittliche Fließgeschwindigkeit ermittelt.  

Aus Fließgeschwindigkeit und Diameter wurde der Volumenfluss nach der folgenden 

Formel berechnet77: 

Volumenfluss [ml/min] 

= π  *  (Diameter [mm] / 2)2  * Fliessgeschwindigkeit [cm/sec] * 0.6 

Der Blutvolumenfluss wurde sowohl unter Ruhebedingungen, als auch bei der reaktiven 

Hyperämie bestimmt. Zur Berechnung der arteriellen Blutflussreserve, als maximale 

Volumenflusssteigerung, wurde der maximale Volumenfluss bei der reaktiven Hyperämie 

in Relation zum Volumenfluss unter Ruhebedingungen gesetzt und in Prozent 

angegeben. Dabei wurde der Blutvolumenfluss unter Ruhebedingungen als 100% 

gesetzt. 

 
2.5.   Statistik 

Deskriptive statistische Daten wurden, wenn nicht anders vermerkt, als Mittelwert±SE 

angegeben. Mit Hilfe des Kolmogorov-Smirnov-Tests wurde auf Normalverteilung 

geprüft. Gruppenmittelwerte wurden mit Hilfe der einfaktoriellen Varianzanalyse 

(ANOVA) auf signifikante Unterschiede überprüft. Im konsekutiven Post-Hoc Test 

(Bonferroni) erfolgte der Einzelgruppenvergleich. Lineare Korrelationen wurden 

zweiseitig nach Pearson berechnet. Zur Varianzaufklärung wurde die schrittweise lineare 

Regression berechnet. Die statistische Datenverarbeitung wurde mit Hilfe des SPSS-

Paketes (Statistical package for analysis in social sciences, release 10, SPSS Inc., 

Chicago, Ill., USA) durchgeführt. 
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3. Ergebnisse 

3.1.  Charakterisierung der Studienpopulation 

Es bestanden keine signifikanten Altersunterschiede zwischen dem Normalkollektiv und 

den Gruppen mit kardiovaskulären Risikofaktoren (Tab. 1). Auch bezüglich der 

Körpergröße und des Gewichts waren alle untersuchten Gruppen vergleichbar. Die 

Natrium-, Kalium- und Harnsäurekonzentrationen im Plasma, sowie der Hämatokrit und 

der arterielle Mitteldruck des Kontrollkollektivs unterschied sich nicht signifikant von den 

Patienten mit kardiovaskulären Risikofaktoren.  

 

Mit steigender Anzahl an kardiovaskulären Risikofaktoren zeigt sich eine Zunahme des 

LDL/HDL-Quotienten (p<0,05), der Triglyzeride (p<0,05), der Packungsjahre (p<0,01) 

und der Hypertoniedauer (p<0,05). Das HDL-Cholesterin war zunehmend vermindert 

(p<0,05). (Details Tab. 1) 
 

Tabelle 1.  
Charakterisierung der Normalpersonen und der Patienten mit steigender Anzahl an 
kardiovaskulären Risikofaktoren (RF). (MW±SE) Signifikante Unterschiede (p<0,01) sind durch * 
gekennzeichnet. In Klammern sind die Gruppen angegeben, gegenüber denen der signifikante 
Unterschied besteht (z.B. *(0 RF) = p<0,01 gegenüber Normalpersonen). 
 

 
 

3.2. Methodische Validierung der automatischen Vermessung 

des Diameters der Arteria brachialis 

Die automatisch detektierten absoluten Ruhediameter stimmten mit denen, von einem 

erfahrenen Untersucher manuell gemessenen Werten, überein (r=0,89; p<0,01; Abb. 

13A). Der Variationskoeffizient des PC-gestützten Analyseverfahrens war geringer: 

1,35% vs. 0,78%. Weiterhin konnte durch dieses neue Verfahren die Intraobserver- und 

Interobserverdifferenz der FMD Messungen signifikant reduziert werden: von 2,5% auf 
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0,8% bzw. von 2,0% auf 0,8%. Auch die Tag-zu-Tag Differenz der FMD Messungen war 

bei den automatischen Messungen signifikant kleiner: 2,1% vs. 1,3%. Im Vergleich zum 

konventionellen, manuellen Auswerteverfahren konnte mit Hilfe des PC-Systems eine 4-

fache Reduktion des zeitlichen Aufwandes erreicht werden: 35min vs. 9min (Abb. 13B). 

 

Tabelle 2.  
Gegenüberstellung der manuellen und der PC-assistierten Vermessung des Arteriendiameters 
unter Ruhebedingungen bzw. der FMD. (n=8; MW±SE) 

 
  
 

 
Abbildung 13.  
A. Lineare Korrelation zwischen den manuell gemessen Diametern und den mit der PC-
gestützten Auswertung bestimmten Diametern (r= 0.89; p<0.01); 
B. Vergleich des zeitlichen Aufwandes für die Vermessung der Gefäßdiameter. Das PC-gestützte 
Analysesystem ermöglicht eine mehr als 75% ige Reduktion des Zeitaufwandes von 35 auf 
durchschnittlich 9 Minuten. (n=8; MW±SE) 
C. Graphische Darstellung der Untersucher-seitigen und Tag-zu-Tag-Variabilität, sowie des VK 
der manuellen und PC-gestützten Analyse der Gefäßdiameter. (n=8; MW±SE) 
 

 

3.3.  Biochemische Quantifizierung der NO-Metabolite  

Die mittlere Konzentration der S-Nitrosothiole im Plasma betrug im Kontrollkollektiv 

682±109nmol/l (Tab. 3). Mit steigender Anzahl kardiovaskulärer Risikofaktoren war die 

Konzentration vermindert:         453±76nmol/l (1 RF)>   404±41nmol/l (2 RF)> 

368±79nmol/l (3 RF)> 140±50nmol/l (4 RF); (p<0,01).  Im Post-hoc Test zeigten sich 

signifikante Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe und den Gruppen mit 3 und 4 

Risikofaktoren. 
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Die durchschnittliche Nitritkonzentration der Normalpersonen betrug 268±52nmol/l. Im 

Gegensatz zum RSNO zeigten sich keine Unterschiede in der Nitritkonzentration in 

Abhängigkeit von der Anzahl der Risikofaktoren: 265±85nmol/l (1 RF), 216±35nmol/l (2 

RF), 258±54nmol/l (3 RF), 225±48nmol/l (4 RF); (p=n.s.). 

 

Die mittlere Nitratkonzentration im Kontrollkollektiv wurde mit 33±5µmol/l bestimmt. Auch 

diese zeigte keine signifikanten Einschränkung mit steigender Anzahl kardiovaskulärer 

Risikofaktoren: 32±5µmol/l (1 RF), 40±8µmol/l (2 RF), 38±3µmol/l (3 RF), 37±8µmol/l (4 

RF); (p=n.s.). 

 

 
Abbildung 16.  
S-Nitrosothiol- (RSNO; A.), Nitrit- (B.) und Nitrat-Konzentrationen (C.) gegen die kumulative 
Anzahl an kardiovaskulären Risikofaktoren aufgetragen (0 Risikofaktoren =Normalkollektiv). Mit 
steigender Anzahl an Risikofaktoren ist die RSNO-Konzentration reduziert, nicht hingegen die 
Nitrit- und Nitrat-Konzentration. (*=p<0,01; Fehlerbalken=SE) 
 

Weiterhin zeigten sich keine signifikanten Korrelationen zwischen RSNO, Nitrit bzw. 

Nitrat und dem Alter, dem Geschlecht, dem Gesamtcholesterin, dem LDL-Cholesterin, 

dem HDL-Cholesterin, dem LDL/HDL-Quotient, den Triglyzeriden, der Glukose, der 

Hypertoniedauer, den Packungsjahre, dem systolischen und diastolischen Blutdruck.  
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Tabelle 3.  
Zusammenfassung der Untersuchungsergebnisse in den einzelnen Gruppen mit 
unterschiedlicher kumulativer Anzahl an Risikofaktoren (Mittelwert±SE). Signifikante 
Unterschiede (p<0,01) sind durch * gekennzeichnet. In Klammern sind die Gruppen angegeben, 
gegenüber denen der signifikante Unterschied besteht (z.B. *(0 RF) = p<0,01 gegenüber 
Normalpersonen). 
 

 
 

3.4. Duplexsonographische Bestimmung der Endothel-

abhängigen Dilatation der Arteria brachialis 

Der Durchmesser der Arteria brachialis im Kontrollkollektiv wurde mit durchschnittlich 

4,2±0,2mm bestimmt. In den Gruppen mit kardiovaskulären Risikofaktoren betrug der 

Diameter 4,8±0,2mm (1 RF), 4,5±0,2mm (2 RF), 4,8±0,3mm (3 RF) bzw. 4,9±0,4mm (4 

RF); (p=n.s. vs. Kontrollgruppe).  

 

Es zeigte sich eine zunehmende Reduktion der FMD in Abhängigkeit von der Anzahl der 

Risikofaktoren: 11,4±0,9% (Kontrollkollektiv)> 5,5±1,3% (1 RF)> 3,0±0,6% (2 RF)> 

2,8±0,6% (3 RF)> 2,2±0,5% (4 RF); (p<0,01). Der Post-hoc Test ergab, dass die FMD 

im Kontrollkollektiv signifikant größer war als in allen anderen Gruppen.  

 

Auch die Endothel-unabhängige Dilatation war mit steigender Anzahl kardiovaskulärer 

RF zunehmend eingeschränkt. Im Kontrollkollektiv betrug sie 19,0±2,0%, in den 

Gruppen mit RF: 14,5±3,1% (1 RF)> 9,9±1,2% (2 RF)> 6,6±1,0% (3 RF)> 5,2±1,4% (4 

RF); (p<0,01). Im Post-hoc Test unterschied sich die Kontrollgruppe signifikant von den 

Gruppen mit 2, 3 und 4 RF. Zusätzlich bestanden signifikante Unterschiede zwischen 

der Gruppe mit einem RF und den Gruppen mit 3 und 4 RF (p<0,01). 
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Abbildung 17.  
Mit zunehmender Anzahl 
an kardiovaskulären Risiko-
faktoren zeigt sich eine 
Reduktion sowohl für die 
Endothel-abhängige (A.; 
FMD), als auch die 

Endothel-unabhängige 
Dilatation (B.; nach GTN) 
der Arteria brachialis. (*= 
p<0,01; Fehlerbalken=SE)  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Zur Bestimmung des quantitativen Ausmaßes der jeweiligen Komponente wurde, im 

eigenen Kollektiv, die Ratio aus Endothel-abhängiger- und Endothel-unabhängiger 

Dilatation (FMD/GTN), in Prozent ausgedrückt, gebildet. In der Kontrollgruppe betrug 

diese 64±7%. Im Gegensatz hierzu betrug das Verhältnis von FMD zur GTN induzierten 

Vasodilatation bei RF 41±10% (1 RF), 34±7% (2 RF), 47±8% (3 RF) bzw. 42±6% (4 RF); 

(p<0,05 vs. Kontrollgruppe). Somit war bei den Personen mit kardiovaskulären RF die 

FMD nicht nur absolut, sondern ebenfalls in Relation zur Endothel-unabhängigen 

Dilatation eingeschränkt.  

 

Der Blutvolumenfluss betrug unter Ruhebedingungen 140±27ml/min im Kontollkollektiv 

und 157±26ml/min (1 RF), 154±14ml/min (2 RF), 194±26ml/min (3 RF) bzw. 

148±33ml/min (4 RF) in den Patientengruppen mit RF (p=n.s.). Der maximale 

Blutvolumenfluss im Normalkollektiv während der reaktiven Hyperämie war 

476±73ml/min, dies entspricht einer Flusssteigerung (arteriellen Durchblutungsreserve) 

um 364±39%. In den Gruppen mit kardiovaskulären RF betrug die Flussreserve 

427±49% (1 RF), 543±115% (2 RF), 367±43% (3 RF) bzw. 367±60% (4 RF) (p=n.s.).  

Weder der Blutvolumenfluss unter Ruhebedingungen, noch der maximale Volumenfluss 

bzw. arterielle Durchblutungsreserve korrelierten mit der FMD bzw. der Endothel-

unabhängigen Dilatation.  
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Es zeigten sich inverse univariante Korrelationen zwischen der FMD und dem Alter 

(n=51; r=-0,34; p<0,05), dem Ruhediameter (n=51; r=-0,31; p<0,05), den Triglyzeriden 

(n=50; r=-0,28; p<0,05), dem Gesamtcholesterin (n=51; r=-0,33; p<0,05), dem LDL-

Cholesterin (n=51; r=-0,4; p<0,01), dem HDL/LDL-Quotienten (n=51; r=-0,29; p<0,05) 

und den Packungsjahren (n=51; r=-0,31; p<0,05). Weiterhin bestanden inverse 

Korrelationen zwischen der Endothel-unabhängige Dilatation und dem Ruhediameter 

(n=51; r=-0,43; p<0,01), den Triglyzeriden (n=50; r=-0,44; p<0,01), der Glukose (n=37; 

r=-0,35; p<0,05), der Hypertoniedauer (n=48; r=-0,35; p<0,05) und den Packungsjahren 

(n=51; r=-0,43; p<0,01). 

 

3.5. Korrelation zwischen Endothel-abhängiger Dilatation und  

Metaboliten des NO-Stoffwechsels 

Da sowohl die Konzentration der S-Nitrosothiole (RSNO), als auch die Endothel-

abhängige Dilatation mit zunehmender Anzahl an kardiovaskulären Risikofaktoren 

eingeschränkt waren, wurden beide auf Korrelation überprüft (Abb. 19). Dabei korrelierte 

die Konzentration von RSNO sowohl mit der FMD (n=51; r=0,42; p<0,01) als auch der 

Endothel-unabhängigen Dilatation (n=51; r=0,36; p<0,01). Im Gegensatz hierzu bestand 

keine Korrelation zu Nitrit oder Nitrat (p=n.s.). 

 

 
Abbildung 19.  
A. Korrelation zwischen der Endothel-abhängigen Dilatation (FMD) der A. brachialis und der 
Konzentration der S-Nitrosothiole (RSNO). (r=0.42; p<0,01) 
B. u. C. Es besteht keine Korrelation zwischen der FMD und der Nitrit- und Nitrat-Konzentration 
(p=n.s.). 
 
Zur Bestimmung der Größe des Einflusses sowohl der zirkulierenden NO-Speicher, als 

auch von Parametern des Schweregrades des kardiovaskukären Risikoprofils 
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(bestehende KHK, mittlerer arterieller Blutdruck, Dauer der Hypertonie, HDL/LDL-

Quotient, Dauer der Hypercholesterinämie, Packungsjahre, Glukose und Anzahl an 

kardiovaskulären Risikofaktoren) auf die Endothel-abhängige Dilatation der Arteria 

brachialis wurde eine schrittweise, lineare Regressionsanalyse durchgeführt. Die 

Konzentration der S-Nitrosothiole, die kumulative Anzahl an kardiovaskulären 

Risikofaktoren und bestehende KHK erreichten hierbei ein Bestimmtheitsmaß R2 von 

0,54, d.h. sie konnten 54% der Gesamtvarianz der FMD in dieser Studie erklären. Die 

weitere Aufnahme der übrigen Parameter des Schweregrades des kardiovaskulären 

Risikoprofils erbrachten keine signifikante Änderung in R2 und wurden deshalb aus dem 

Modell ausgeschlossen. 

 
Tabelle 4.  
Schrittweise, lineare Regressionsanalyse zur Bestimmung des Einflusses der Nitrosothiole und 
Parametern für den Schweregrad eines kardiovaskulären Risikoprofils auf die Fluss-abhängige 
Dilatation der A. brachialis.  

 

(2) 

 

3.6. Zirkulierende NO-Speicherformen als biochemischer 

Marker der endothelialen Dysfunktion 

Zur Quantifizierung der diagnostischen Wertigkeit der S-Nitrosothiol-Konzentration als 

direkten biochemischen Marker der endothelialen Dysfunktion wurde die Sensitivität und 

Spezifität im Vier-Felder-Test ermittelt. Die Sensitivität ist definiert als relativer Anteil 

aller als "krank" erkannten Personen, bezogen auf alle "Kranken". Die Spezifität ist 

definiert als der relative Anteil aller als "gesund" erkannten, bezogen auf alle 

"Gesunden". Die Diagnose einer endothelialen Dysfunktion wurde gestellt, wenn die 

Endothel-abhängige Dilatation kleiner als 8% war. Für die RSNO-Konzentration wurde 

ein Trennwert von 600nmol/l festgelegt. Daraus ergab sich im untersuchten Kollektiv 

eine diagnostische Sensitivität von 85% und eine Spezifität von 64%. 
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Tabelle 6.  
Vier-Felder-Test zur Bestimmung der Sensitivität und Spezifität von RSNO in der Diagnostik der 
endothelialen Dysfunktion 
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4. Diskussion 

Die wesentlichen Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind:  

(1.) Die Konzentration der S-Nitrosothiole ist im Plasma von Personen mit 

kardiovaskulären Risikofaktoren in Abhängigkeit von der Anzahl der 

kardiovaskulären Risikofaktoren vermindert. 

(2.) Die Konzentration S-Nitrosothiole im Plasma korreliert mit der Höhe der Fluß-

abhängigen Dilatation der Arteria brachialis. 

(3.) Bei einem Grenzwert von 600nmol/l ergab sich im Vier-Felder-Test für die 

Konzentration der S-Nitrosothiole im Plasma als diagnostischer Marker einer 

endothelialen Dysfunktion eine Sensitivität von 85% und eine Spezifität von 64%.  

 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung eines biochemischen Markers für 

die Diagnostik einer endothelialen Dysfunktion. Hierzu wurde der Grad einer 

endothelialen Dysfunktion mit Hilfe eines etablierten Verfahrens (FMD) bestimmt und mit 

der Konzentration der oxidativen Abbauprodukte des NO, Nitrit und Nitrat, sowie der S-

Nitrosothiole im Plasma korreliert. Als wesentliche Grundvoraussetzung hierfür wurde 

die Messung der Fluß-abhängigen Dilatation der Arteria brachialis (FMD) verbessert. 

Durch die Einführung eines automatischen, PC-assistierten Auswertungssystem zur 

Bestimmung des Diameters der Arteria brachialis konnte die Variabilität des Verfahrens 

halbiert und der zur Auswertung benötigte Zeitaufwand auf ein Viertel reduziert werden. 

(1.) Mit steigender Anzahl an kardiovaskulären Risikofaktoren zeigte sich eine Reduktion 

sowohl der FMD, als auch der Konzentration der S-Nitrosothiole im Plasma nicht jedoch 

der Konzentrationen von Nitrit und Nitrat im Plasma. (2.) Die Konzentration der S-

Nitrosothiole im Plasma korrelierte mit der Höhe der FMD. Es zeigte sich keine 

Korrelation zwischen der FMD und den Konzentrationen von Nitrit und Nitrat im Plasma. 

(3.) Bei einem Grenzwert von 600nmol/l ergab sich im Vier-Felder-Test für die 

Konzentration der S-Nitrosothiole im Plasma als diagnostischer Marker einer 

endothelialen Dysfunktion eine Sensitivität von 85% und eine Spezifität von 64%. 

 

Daraus kann geschlossen werden, dass S-Nitrosothiole im Plasma als potentielle 

biochemischen Marker bei der Diagnostik einer endothelialen Dysfunktion hilfreich sein 

können. Vor dem Einsatz in der klinischen Routine sind jedoch Untersuchungen an 

größeren Fallzahlen zur Etablierung von Referenzwerten und der Identifizierung 

möglicher Einflussfaktoren notwendig. 

 

Im Folgenden soll zunächst auf die Bestimmung der Endothelfunktion mittels Ultraschall 

(4.1.1.) und die biochemischen Quantifizierungsmethoden (4.1.2.) eingegangen werden. 
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Danach soll der Einfluss kardiovaskulärer Risikofaktoren auf die endogene NO-Synthese 

(4.2.) und die Endothelfunktion peripherer Leitungsarterien (4.3.) diskutiert werden. 

Anschließend wird auf die Beziehung zwischen der Endothelfunktion und endogenen 

NO-Speichern (4.4.) eingegangen.  Im letzten Abschnitt soll die klinische Bedeutung und 

der Ausblick (4.5.) erörtert werden.   
 
4.1. Methodenkritik 

4.1.1. Quantifizierung der Endothel-abhängigen Dilatation mit 

Hilfe der FMD-Messung 

Bei den meisten Untersuchungsverfahren zur Quantifizierung einer endothelialen 

Dysfunktion wird die dilatatorische Antwort von Widerstands- und Leitungsarterien auf 

physikalische Stimuli oder vasoaktive Substanzen untersucht, welche an Endothelzellen 

zu einer gesteigerten NO-Ausschüttung führen72;78. Die resultierende Vasodilatation 

kann an Leitungsgefäßen direkt angiographisch oder sonographisch dargestellt werden, 

an den Widerstandsgefäßen zum Beispiel indirekt venenverschlußplethysmographisch 

über einen gesteigerten Blutfluss. Die pharmakologische Stimulation der NO-Synthese, 

zum Beispiel durch Azetylcholin oder Bradykinin,  wird über endotheliale 

Membranrezeptoren und eine intrazelluläre, G-Protein-vermittelte Signalkaskade 

vermittelt, welche eine Erhöhung der intrazellulären Kalziumkonzentration bewirkt. In 

Abhängigkeit von Calmodulin führt dies zu einer Aktivitätssteigerung der endothelialen 

NO-Synthase79;80. Physikalische Stimuli, wie Änderungen der Schubspannung, führen 

über Konformationsänderungen des endothelialen Zytoskeletts zu einer 

Phosphorylierung der eNOS, welche eine Steigerung der Ca2+-Sensitivität verursacht81. 

So erreicht die eNOS schon bei subphysiologischen intrazellulären 

Kalziumkonzentrationen eine maximale Aktivität82.  

    

Untersuchungsprotokolle, die eine pharmakologische Stimulation der endothelialen NO-

Bildung voraussetzen, sind nur begrenzt routinemäßig einsetzbar, da die 

entsprechenden vasoaktiven Substanzen intraarteriell appliziert werden. Im Gegensatz 

dazu wurde die Endothel-abhängige Dilatation in der vorliegenden Arbeit nicht-invasiv 

durch einen physikalischen Stimulus induziert. Durch Insufflation einer 

Blutdruckmanschette am Unterarm wurde das Versorgungsgebiet der Arteria brachialis 

über einen Zeitraum von 5 Minuten vom Blutfluss und damit der Sauerstoffversorgung 

abgeschnitten. Nach Deflation der Manschette führt dies, über eine ischämische 

Dilatation der Widerstandsgefäße, zu einem gesteigerten Blutfluss im zuführenden 

Leitungsgefäß. Mit der resultierenden Steigerung der auf die Endothelzellen 

einwirkenden Schubspannung, kommt es zu einer vermehrten NO-Synthese und 

 35



 
 

Dilatation der Arteria brachialis, welche nicht-invasiv sonographisch quantifiziert wird. 

Eine Änderung der Schubspannung scheint zumindest einen äquipotenten Reiz zur NO-

Ausschüttung darzustellen wie pharmakologische Agonisten, deren Wirkmechanismus 

eine Steigerung der intrazellulären Kalziumkonzentration beinhaltet82. Der Nachweis, 

dass die Messung der FMD peripherer Leitungsgefäße als funktioneller 

Surrogatparameter für die NO-Synthese und Freisetzung dienen kann, wurde durch 

Untersuchungen erbracht, in denen durch die intraarterielle Gabe von L-NMMA, einem 

kompetitiven Inhibitor der NO-Synthase, die FMD vollkommen unterdrückt werden 

konnte83.  

 

Die Bestimmung der FMD stellt seit Jahren ein etabliertes Verfahren zur Diagnostik einer 

endothelialen Dysfunktion dar. Celermajer konnte bei Kindern und Erwachsenen mit 

kardiovaskulären Risikofaktoren 1992 erstmals eine Reduktion der Fluss-vermittelten 

Dilatation an der Arteria femoralis und brachialis nachweisen57. Bei Kindern mit familärer 

Hypercholesterinämie zeigte sich eine signifikant geringere FMD als bei normalen 

Kindern. Bei erwachsenen Rauchern und Personen mit bekannter koronarer 

Herzkrankheit war die Fluss-vermittelte Dilatation ebenfalls signifikant vermindert. In 

weiteren Untersuchungen zeigte sich, dass nahezu alle bekannten kardiovaskulären 

Risikofaktoren47 und deren Anzahl53 mit einer Reduktion der FMD einhergehen: 

Hypercholesterinämie53, Hypertonie, Diabetes mellitus84;85, Zigarettenrauchen57, höheres 

Lebensalter86, männliches Geschlecht87;88, positive Familienanamnese53;89 und bekannte 

koronare Herzkrankheit57;77;90. Bei Männern setzt die altersabhängige Abnahme der FMD 

früher ein als bei Frauen88. In Übereinstimmung mit den vorliegenden 

Untersuchungsergebnissen sind inverse Korrelationen der FMD mit dem 

Ausprägungsgrad von Parametern durch die die einzelnen Risikofaktoren definiert sind, 

wie der Cholesterinkonzentration53, dem Glukosespiegel85, dem systolischen Blutdruck53, 

den Packungsjahren65, dem Lebensalter53 sowie der Schwere und dem Ausmaß einer 

koronaren Herzkrankheit90;91 bekannt. Als wesentlicher Mechanismus, über den 

kardiovaskuläre Risikofaktoren zu einer endothelialen Dysfunktion führen können, wird 

eine gesteigerte Bildung reaktiver Sauerstoffspezies innerhalb der Gefäßwand 

diskutiert92. Eine besondere Bedeutung scheint hierbei den Superoxidanionen 

zuzukommen, welche NO unter Peroxynitritbildung deaktivieren können. Peroxynitrit 

wiederum kann die NO-Synthase inhibieren und zu einer Einschränkung der NO-Bildung 

führen51. Weiterhin scheint der Bildung von asymmetrischem Dimethylarginin (ADMA), 

einem endogenen Inhibitor der NO-Synthase, eine Bedeutung in der endothelialen 

Dysfunktion zuzukommen93;94. Als weiterer Faktor wird ein Mangel an L-Arginin, dem 

Substrat der NO-Synthase, diskutiert95. Mit Hilfe der FMD ist es möglich eine 

 36



 
 

Einschränkung der Endothelfunktion nachzuweisen. Eine Differenzierung zwischen 

potentiellen Pathomechanismen ist aber nicht möglich.    

 

Neben kardiovaskulären Risikofaktoren einschließlich des Alters sind weitere biologische 

Einflussfaktoren der Vasomotion bekannt, die die Höhe der FMD beeinflussen können. 

So besteht eine negative Korrelation zwischen dem Ruhediameter der Arteria brachialis 

und der FMD57;96. Weiterhin ist eine zirkadiane Rhythmik mit einem Maximum am späten 

Nachmittag97 und eine Abhängigkeit von der Konzentration der weiblichen 

Geschlechthormone Östrogen und Progesteron im Menstruationszyklus87 bekannt. 

Außerdem kann die Nahrungsaufnahme die FMD beeinflussen. So kommt es bei akuter 

Hyperglykämie85 und nach fettreicher Nahrung98 zu einer signifikanten Reduktion. Akuter 

psychischer Stress99 und akutes Zigarettenrauchen100 führen ebenfalls zu einer akuten 

Verminderung der FMD. Um den Einfluss dieser Faktoren auf die FMD möglichst 

konstant zu halten, wurden die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit immer zur 

gleichen Tageszeit zwischen 7:00 und 9:00Uhr an nüchternen Probanden durchgeführt. 

Außerdem erfolgten alle Untersuchungen in einem, vollklimatisierten, ruhigen Raum in 

entspannter Körperhaltung nach einer mindestens 10minütigen Ruhephase. Die 

Herzfrequenz und der Blutdruck, als Parameter einer sympathoadrenergen Stimulation, 

unterschieden sich nicht signifikant vor und nach der Untersuchung. Zwischen den 

Gruppen bestanden keine signifikanten Altersunterschiede. Als Einschränkungen der 

Untersuchung sind die inhomogene Geschlechterverteilung und die fehlende 

Zyklusanamnese zu nennen. Bei einem mittleren Alter der weiblichen Probanden von 60 

Jahren kann jedoch zumeist ein postmenopausaler Hormonstatus angenommen 

werden.  

 

Neben den biologischen Einflussfaktoren der FMD kommen folgende Faktoren als 

mögliche Quellen methodischer Variabilität in Betracht: (1.) die Größe des ischämischen 

Gebietes, (2.) die Ischämiezeit, (3.) die der Diametermessung zugrunde gelegten 

Eckpunkte, (4.) der Zeitpunkt der Messung nach Beendigung der Ischämie und (5.) 

innerhalb des Herzzyklus. So wurde in der vorliegenden Arbeit die Blutdruckmanschette 

zur Erzeugung der Ischämie distal der Ellenbeuge angelegt, die Ischämiezeit betrug 

5min und die FMD wurde 75s nach Lösung der Stauung gemessen. (1.) In 

vergleichenden Untersuchungen bezüglich der Position der Blutdruckmanschette und 

somit der Größe des ischämischen Bereichs, zeigte sich in manchen Untersuchungen 

eine größere FMD, wenn die Blutdruckmanschette proximal der Ellenbeuge am Oberarm 

angelegt wurde101;102. In einer anderen Untersuchung war die FMD bei Unterarmokklusion 

größer77. Momentan herrscht kein Konsens darüber, welche Methode besser und zu 
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bevorzugen ist102;103. Um die potentiellen Einflüsse einer direkten Kompression und 

Ischämie auf den untersuchten Bereich der Arteria brachialis zu vermeiden, wurde die 

Manschette in den eigenen Untersuchungen distal angelegt. (2.) Die Höhe der FMD 

hängt weiterhin von der Dauer der Ischämie ab. Erst eine 4,5minütige Ischämie führt zu 

einer maximalen Dilatation, welche auch durch längere Ischämiezeiten nicht signifikant 

gesteigert werden kann71;103. Aus diesem Grunde wurde die besser tolerierbare Dauer 

von 5 Minuten gewählt. (3.) Entsprechend den meisten anderen 

Arbeitsgruppen70;74;103;104, wurden die Diametermessungen von der schallkopfnahen zur 

schallkopffernen m-Linie, welche dem anatomischen Adventitia-Media-Übergang 

entspricht105, durchgeführt. (4.) Auf der Basis eigener Voruntersuchungen wurde eine 

maximale Dilatation der Arteria brachialis 75s nach Beendigung der Ischämie bestimmt. 

Neuere Untersuchungen weisen darauf hin, dass der Zeitpunkt an dem die maximale 

Dilatation erreicht wird, sowohl bei Kindern106, als auch bei Erwachsenen104 individuell 

erheblich voneinander abweichen kann. Da die Messungen nur zu einem einzigen 

Zeitpunkt durchgeführt wurden, ist nicht auszuschließen, dass in einigen Fällen die 

gemessene FMD den wahren maximalen Wert unterschätzt. (5.) Da der Diameter der 

Arteria brachialis entsprechend dem Herzzyklus pulsatilen Veränderungen unterworfen 

ist, wurden alle Messungen EKG getriggert enddiastolisch durchgeführt. 

Zusammenfassend entsprach das verwendete Untersuchungsprotokoll den in den 

aktuellen Leitlinien103 empfohlenen Standards. 

 

Drei Variablen repräsentieren die Hauptquellen der untersucherseitigen Variabilität von 

Ultraschalluntersuchungen: (1.) die technische Ausrüstung, (2.) der Untersucher und (3.) 

die Auswertung. Sowohl die Ausrüstung, als auch die Erfahrung des Untersuchers107 am 

Ultraschallgerät sind wichtige Determinanten der Genauigkeit von sonographischen 

Vermessungen von Gefäßen. (1.) Als technische Voraussetzung für nicht-invasive 

Untersuchungen der Endothelfunktion galten zum Zeitpunkt der Untersuchungen lineare 

Schallköpfe mit Ultraschallfrequenzen von 7,5MHz mit einer axialen Auflösung von 

0,1mm als gegenwärtiger Standard74. (2.) Nur ein gut geschulter Untersucher107 ist in der 

Lage Diameteränderungen von 0,1mm zu erkennen und damit die technischen 

Vorraussetzungen auszuschöpfen. Da die technische Auflösung sehr nahe an dem zu 

bestimmenden biologischen Bereich ist, hängt die Qualität von duplexsonographischen 

Untersuchungen der Gefäßfunktion um so stärker von der Erfahrung des Untersuchers 

ab. Die Diameteränderungen der Endothel-abhängigen und Endothel-unabhängigen 

Dilatation einer Arterie, mit einem Ruhediameter von 3,8mm, liegen im Bereich von 0,1 - 

0,6mm (2,7%-16,7%). Sorensen et al.70 haben die Genauigkeit von 

Ultraschallmessungen an Hand von "Phantomarterien" mit bekanntem Diameter 
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bestimmt. Diese "Phantomarterien" bestanden aus in Agar gegossenen Metallzylindern. 

Dabei konnte gezeigt werden, dass Diameteränderungen von 0,1-0,2mm korrekt 

bestimmt werden können. "Wahre" Unterschiede von 0,2mm konnten zu 67% und 

Unterschiede von 0,1mm zu 52% korrekt bestimmt werden. Keine der Abweichung vom 

bekannten Phantomdiameter war größer als 0,1mm. (3.) Neben der Genauigkeit des 

Ultraschallgerätes und der Untersuchung selbst, hängt die Variabilität der Bestimmung 

von peripheren Gefäßdiametern weiterhin von der Art der Bilddatenanalyse ab. Diese 

setzt sich zusammen aus den Unterschieden, die vom Auswerter ausgehen (Intra-

Observer-Differenz), die bei Auswertung durch zwei unterschiedliche Personen (Inter-

Observer-Differenz) und  bei Untersuchungen an unterschiedlichen Tagen (Tag-zu-Tag-

Differenz) entstehen. Die Tag-zu-Tag-Differenz hängt wiederum von der biologischen 

Variation der Gefäßfunktion und der Observer-seitigen Variabilität ab. In den meisten 

publizierten Studien53;65;77  ist der Variationskoeffizient  für die Messung der FMD 

zwischen 1 und 3% für die Intra- und Interobservervaribilität angegeben. Neuere 

methodische Untersuchungen von Enderle et al.108 zeigen Intra-Observer Variabilitäten 

von 1,9 bis 2,6%. Die erfahrenen Untersucher dieser Studie berichten, dass die 

Diameter, die von zwei unterschiedlichen Personen gemessen wurden, in 95% der Fälle 

nicht größer als 0,2mm waren.  

 

Bislang wurden die meisten Untersuchungen der FMD an großen Kollektiven 

durchgeführt um signifikante Gruppenunterschiede feststellen zu können. 

Voraussetzung für den Einsatz der FMD als Untersuchungsverfahren zum 

Individualscreening in der Diagnostik der endothelialen Dysfunktion ist eine hohe 

diagnostische Trennschärfe. Bei Gesunden findet sich in der Literatur eine Endothel-

abhängige Vasodilatation im Bereich von 8-10%, bei Personen mit kardiovaskulären 

Risikofaktoren oder mit manifester Arteriosklerose Werte von <8%53;65;109;110. In der 

vorliegenden Untersuchung  war die FMD in der Kontrollgruppe 11,4% (8,5% - 15,1%). 

Um die methodische und untersucherseitige Variabilität zu reduzieren und damit die 

diagnostische Trennschärfe zu verbessern wurde ein neues PC-assistiertes 

Analysesystem zur Diametervermessung entwickelt76. In eigenen methodischen 

Voruntersuchungen wurde dieses dann mit der herkömmlichen, manuellen Meßmethode 

verglichen. Mit Hilfe des automatisierten Analysesystems war es möglich den 

Variationskoeffizienten für die Messung des Durchmessers der Arteria brachialis von 

1,34%, bei manueller Messung, auf 0,78% zu reduzieren. Sowohl die Intra- als auch die 

Inter-Observer Differenzen konnten mit diesem Verfahren auf durchschnittlich 0,8% 

halbiert werden. Weiterhin konnte der benötigte Zeitaufwand wesentlich verringert 

werden. Die Ergebnisse dieser Untersuchung legen nahe, dass nun eine Verbesserung 
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der FMD von 2,6% (die doppelte Tag-zu-Tag-Differenz) auch bei einzelnen Personen mit 

statistischer Sicherheit nachgewiesen werden kann. Mit dem Nachweis dieser 

niedrigeren Intra- und Interobservervariabilität wurde eine wesentliche Voraussetzung für 

die Anwendung der Methode auch an kleineren Gruppen bzw. zum Individualscreening 

geschaffen. 

 

4.1.2. Quantifizierung der zirkulierenden NO Metabolite 

Die meisten klinischen Studien legen nahe, dass Störungen des endothelialen 

Stoffwechsels einen wesentlichen Aspekt der endothelialen Dysfunktion darstellen37. Die 

diagnostische Wertigkeit der Bestimmung der zirkulierenden Plasmaspiegel von 

endothelialen Signalstoffen bzw. Stoffwechselprodukten, wie dem asymmetrischen 

Dimethylarginin, dem Endothelin-1, dem von Willebrand-Faktor, dem tissue-type 

Plasminogen Aktivator sowie von Adhäsionsmolekülen als Surrogatparameter einer 

Störung der Endothelfunktion ist derzeit nicht gesichert37;72. Mit dem Hintergrund, dass 

eine Beeinträchtigung wesentlicher homöostatischer Endothelfunktionen mit einer 

Einschränkung der endothelialen NO-Synthese bzw. der Bioverfügbarkeit von NO 

einhergeht und die Entwicklung einer Arteriosklerose begünstigen kann, wurden 

Metabolite des NO-Stoffwechselweges quantifiziert. So wurden sowohl die direkten 

oxidativen Abbauprodukte des NO, (1.) das Nitrit und (2.) das Nitrat, als auch (3.) die S-

Nitrosothiole als potentielle Speicherformen von bioaktivem NO bestimmt.  

 

(1.) Im menschlichen Plasma wird NO primär nahezu vollständig zu Nitrit umgesetzt. In 

Gegenwart von Erythrozyten reagiert Nitrit mit einer Halbwertzeit von 110s weiter zu 

Nitrat16;111. Durch eine spezielle Probenaufarbeitung wurde versucht, diesen Abbau zu 

verlangsamen. So wurden die venösen Blutproben direkt in eine 4°C kalte Citratlösung 

abgenommen und dadurch 1:5 verdünnt. Außerdem wurden die Proben unmittelbar 

nach der Entnahme durch Zentrifugation von zellulären Bestandteilen, insbesondere 

Erythrozyten, befreit. Die Bestimmung der Nitritkonzentration im Plasma erfolgte mit 

Hilfe der Fluss Injektions Analyse (FIA) in Kombination mit der Griess Reaktion67. Die 

Sensitivität dieser Methode beträgt 8nmol/l in  Plasmaproben und ist geeignet für die 

Messung von Nitritkonzentrationen in einem Bereich von 0,008-5µmol/l. Die Tag-zu-Tag-

Variabilität bei identischen Proben hat einen Variationskoeffizienten von 0,8%. Diese 

Methode ist damit genauso sensitiv wie die Oxyhämoglobin Methode und 7mal sensitiver 

als HPLC-Verfahren67. Verglichen mit der traditionellen Griess Methode ist dieses 

Verfahren um den Faktor 500 sensitiver. Die in der vorliegenden Arbeit bestimmten 

plasmatischen Nitritkonzentrationen sind mit durchschnittlich 269nmol/l in Einklang mit 

dem in der Literatur angegebenen Bereich (100-600nmol/l)14;16;112;113. 
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(2.) Nitrat stellt das stabile Endprodukt des L-Arginin-NO-Stoffwechsels dar. Die Nitrat 

Bestimmung erfolgte mit Hilfe eines kommerziell erhältlichen Colorimetrischen Assay 

Kids. Dieses basiert auf der traditionellen Griess Reaktion. Diese Methode wurde trotz 

seiner geringen Sensitivität von 1µmol/l verwendet, weil aufgrund von 

Voruntersuchungen und der Literatur Werte im mikromolaren Bereich (19-

60µmol/l)14;16;113 erwartet wurden. Diese hätten damit oberhalb des reproduzierbaren 

Bereichs von sensitiveren Verfahren wie der FIA gelegen. Die bestimmten 

Nitratkonzentrationen sind in Einklang mit den erwähnten Werten aus der Literatur.  

 

(3.) NO kann mit freien Thiolgruppen von Plasmaproteinen zu langlebigen Intermediaten 

reagieren, deren biologische Aktivität der von NO entspricht. S-Nitrosoalbumin stellt den 

größten Anteil der im Plasma enthaltenen S-Nitrosothiole. Die nitrosativen Metabolite 

des NO wurden in der vorliegenden Arbeit in Analogie zur Nitritbestimmung mit Hilfe der 

FIA bestimmt. Hierbei wurde gebundenes NO zunächst mit Quecksilberionen aus seine 

Schwefelbindung gelöst und dann mit der FIA quantifiziert. Anschließend erfolgte die 

Korrektur um die basale Nitritkonzentration. Derzeit existieren keine allgemein 

akzeptierten Referenzkonzentrationen von S-Nitrosothiolen bei jungen, gesunden 

Erwachsenen. Zur S-Nitrosothiolbestimmung in biologischen Proben wird derzeit eine 

weites Spektrum an Techniken verwendet, von denen keine frei von Artefakten ist114. Die 

Angaben zur RSNO-Konzentration in der Literatur weichen erheblich voneinander 

ab21;24;69;115-117. Das Spektrum reicht von 7,2µmol/l21, über 200nmol/l115, bis zu 28nmol/l69. 

Bislang ist ungeklärt, mit welcher Methode die "wahren" Konzentrationen bestimmt 

werden können, obschon sich eine deutliche Tendenz zum unteren nanomolaren 

Bereich abzuzeichnen scheint114. Wenngleich für die vorliegende Arbeit die relativen 

Veränderungen und nicht die Absolutwerte von entscheidender Bedeutung sind, soll im 

folgenden auf das Prinzip einzelner gängiger Bestimmungsverfahren eingegangen 

werden.  

 

Gemeinsames Prinzip aller Verfahren zur RSNO Bestimmung ist die initiale Abspaltung 

von dem an Schwefel gebundenen NO. Zur Spaltung der S-NO Bindung stehen unter 

anderem UV-Licht, Quecksilberionen und Jod/Jodid zur Verfügung, wobei die Spaltung 

mehr oder weniger spezifisch zu sein scheint. Bei Stamler et al.21 wird eine 

Plasmakonzentration von 7,2µmol/l bei Normalprobanden angegeben. Hier erfolgte die 

Abspaltung des NO durch Photolyse mit einer 200W Quecksilberdampf Lampe. In einem 

zweiten Schritt wurde dann das freigewordene NO mit einem auf Chemilumineszenz 

beruhenden Verfahren quantifiziert. Ein Nachteil dieser Methode ist die Tatsache, dass 
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UV-Licht nicht spezifisch nur die S-Nitrosothiole spaltet, sondern auch NO aus Nitrit118, 

Nitrosaminen  und  Nitosyl-Eisen-Komplexen freisetzen kann69;119.  Daraus könnten sich 

die im Vergleich mit den eigenen Befunden extrem hohen RSNO-Werte erklären. Bei 

Ewing et al.116 und Goldman et al.115 finden sich mit 320nmol/l bzw. 220nmol/l 

Konzentrationen in einer zumindest vergleichbaren Größenordnung wie in der 

vorliegenden Untersuchung (Kontrolle: 682nmol/l). Auch bei ihnen erfolgte die S-NO 

Spaltung mit Hg2+. In Analogie zur vorliegenden Arbeit wurde bei Goldman et al. nicht 

das freigesetzte NO selbst bestimmt, sondern das unmittelbar entstehende oxidative 

Abbauprodukt, das Nitrit. Die Quantifizierung erfolgte ebenfalls mit Hilfe der Griess-

Reaktion spektrophotometrisch, aber mit einer HPLC-Anlage. Bei Ewing et al. wurde das 

Nitrit durch Zugabe von Vanadium(III) wieder zu NO umgesetzt und anschließend mit 

einem auf der Chemilumineszenz beruhenden Verfahren bestimmt. Bei diesen 

Verfahren, zu denen auch das in der vorliegenden Arbeit verwendete Verfahren zu 

rechnen ist, müssen die gemessenen Werten um die basale Nitrit-Konzentration 

korrigiert werden. Dies ist insofern kritisch zu bewerten, als dass die im Plasma 

vorhandene Hintergrundkonzentration an Nitrit eine starke intra- und interindividueller 

Variabilität aufweist und bezogen auf die aus dem RSNO freigesetzten Nitrit 

vergleichsweise hoch ist69. Viel niedrigere Werte sind bei Marley et al.69 mit 28nmol/l und 

Gladwin et al. mit 50nmol/l beschrieben. Hier erfolgte die Spaltung der S-NO Bindung 

mit einem Gemisch aus Kupfer(I), Jod und Jodid, die NO Bestimmung mit der 

Chemilumineszenz. Das Prinzip der Chemilumineszenz beruht auf der Tatsache, dass 

Ozon mit Stickstoffmonoxid eine angeregte Form des Nitrits bildet. Wenn diese 

angeregte Form spontan in ihre nicht-angeregte Form übergeht, gibt sie 

elektromagnetische Strahlung einer bestimmten Frequenz ab, die zur Quantifizierung 

dienen kann. Eine mögliche Fehlerquelle bei der Bestimmung von NO mit der 

Chemilumineszenzmethode ist die Tatsache, dass NO nicht in Lösung bestimmt wird. 

Die Reaktion mit Ozon findet in der Gasphase über der Flüssigkeit statt. Gerade bei 

niedrigen NO Konzentrationen kann die Überführung von NO in die Gasphase schwierig 

und nicht reproduzierbar  sein120. Daraus ergibt sich ein möglicher Erklärungsansatz für 

die im Vergleich mit den eigenen Untersuchungen sehr niedrigen RSNO-

Konzentrationen. Bei der Etablierung der Chemilumineszenzmethode zur Bestimmung 

von plasmatischen NO-Addukten in der eigenen Arbeitsgruppe konnte jedoch eine 

100%ige Wiederfindungsrate für Nitrit und S-Nitrosothiole bei einer Detektionsgrenze 

von 5nmol/l gezeigt werden121. In unveröffentlichten Untersuchungen bei denen die 

Nitritkonzentration im Wässrigen sowohl mit Hilfe der Fluss-Injektions-Analyse, als auch 

der Chemilumineszenzmethode bestimmt wurde, zeigte sich ein hochsignifikante 

Korrelation der Messwerte beider Verfahren. 
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4.2.  Einfluss kardiovaskulärer Risikofaktoren auf die 

Konzentration zirkulierender NO-Metabolite 

Mit dem Ziel einen biochemischen Marker zur individuellen Diagnostik der endothelialen 

Dysfunktion und Risikostratifizierung zu entwickeln, wurden in der eigenen 

Untersuchung die Nitrit-, Nitrat- und RSNO-Konzentrationen bei Personen mit einer 

steigenden Anzahl an kardiovaskulären Risikofaktoren untersucht. Aus folgenden 

Gründen wurde NO nicht selbst quantifiziert. Aufgrund seiner kurzen Halbwertzeit 

gestaltet sich die Untersuchung von NO im menschlichen Blut als sehr schwierig14. In 

wässriger Lösung ist für NO eine Konzentrations-abhängige Halbwertzeit von 9-900s 

beschrieben16. Im Vollblut wird die Halbwertzeit auf 0,05-1,8ms geschätzt35, einige 

gehen von einer Halbwertzeit von 1µs aus122. Die viel kürzere Halbwertzeit erklärt sich 

aus der hohen Reaktivität des NO mit oxygeniertem Hämoglobin. Bestätigt wurde dies in 

Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe22. Bei Zugabe von 5µmol/l NO zu Plasma 

wurde eine Halbwertzeit von 68s bestimmt. Im Vollblut erfolgte der Abbau so schnell, 

dass mit der verwendeten NO-Elektrode kein NO messbar war. Somit schied NO selbst 

als biochemischer Marker der endothelialen Dysfunktion aus, da es aufgrund seiner 

kurzen Halbwertzeit noch während einer Blutentnahme vollständig abgebaut wird.   

 

Bislang wurden die direkten Abbauprodukte des NO, Nitrit und Nitrat bzw. NOX als 

Summe aus beiden, zur Abschätzung der NO-Synthese in vivo verwendet. Den 

Hintergrund dafür bilden Untersuchungen, die belegen, dass das im Lumen von 

Blutgefäßen bestimmte Nitrit und Nitrat einen konstanten Anteil der endothelialen NO 

Synthese darstellt35. Weiterhin zeigte sich bei Untersuchungen an transgenen Mäusen 

(eNOS-Knock-out)  eine um 50% verminderte NOX-Plasmakonzentration. Im Überstand 

von Endothelzellkulturen aus Aorten derselben Tiere waren nur 

Hintergrundkonzentrationen nachzuweisen123. Nitrit und Nitrat unterscheiden sich 

beträchtlich hinsichtlich ihrer Halbwertzeit und ihres Verteilungsvolumens. Daraus 

ergeben sich große Unterschiede hinsichtlich ihrer Fähigkeit die endotheliale NO-

Synthese wiederzuspiegeln16.  

 

In der vorliegenden Arbeit zeigten sich keine signifikant unterschiedlichen plasmatischen 

Nitratkonzentrationen bei Personen mit kardiovaskulären Risikofaktoren im Vergleich 

zum Kontrollkollektiv. Auch bestand keine Korrelation zur FMD. Im wesentlichen 

schränken zwei Gründe die Aussagekraft der Nitratkonzentration im Plasma bezüglich 

der endogenen NO-Synthese ein. Im Gegensatz zu Nitrit ist die Nitrat-Konzentration 

nicht überwiegend von der endogenen NO-Synthese abhängig. Sie wird durch eine 
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Reihe eNOS-unabhängiger Faktoren beeinflußt, wie z.B. der Speichelbildung, der 

Nitratbildung durch Darmbakterien, der Aufnahme von Stickoxiden aus der 

Umgebungsluft und der Nahrungsaufnahme16. Die Einfluss der Nahrungsaufnahme 

verdeutlichen Untersuchungen, bei denen es nach einer 12 stündigen Fastenperiode zu 

einer Reduktion der Nitrat-Konzentration um 54% kam113. Die Aussagekraft wird 

zusätzlich dadurch eingeschränkt, dass Nitrat in sehr hohen Hintergrundkonzentrationen 

(mikromolarer Bereich) vorliegt und ein Verteilungsvolumen einnimmt, das ca. fünfmal 

größer als das Plasmavolumen ist und damit dem Extrazellulärvolumen entspricht124. Die 

exakte Bestimmung von Änderungen, die auf die endogene NO-Bildung (nanomolarer 

Bereich) zurückzuführen sind, ist deshalb nur eingeschränkt möglich.  Aus diesen 

Gründen kann die Nitratkonzentration nur eine grobe Abschätzung der endogenen NO-

Bildung erlauben. Zusammenfassend ergibt sich daraus die Schlussfolgerung, dass 

Nitrat nicht als biochemischer Marker einer eingeschränkten NO-Bioverfügbarkeit und 

damit endothelialen Dysfunktion geeignet ist. 

 

Im Einklang mit anderen Untersuchungen125 zeigte sich in den 

Untersuchungsergebnissen der vorliegenden Arbeit kein Zusammenhang zwischen der 

Nitritkonzentration im Plasma und der Anzahl an kardiovaskulären Risikofaktoren. 

Weiterhin bestand keine Korrelation zwischen der Nitritkonzentration und dem 

funktionellen Grad einer endothelialen Dysfunktion (FMD. Experimentelle 

Untersuchungen, bei denen nüchternen Freiwilligen 15N markiertes L-Arginin infundiert 

wurde, haben gezeigt, dass 90% des im Blut zirkulierenden Nitrits aus dem L-Arginin-

NO-Stoffwechsel stammt113. Aufgrund des stöchiometrischen Abbaus von NO zu Nitrit, 

spiegeln sich akute Änderungen der Aktivität der NO-Synthase direkt in der 

Nitritkonzentration wieder. Untersuchungen von Kelm et al.112 und Lauer et al.126 am 

Gefäßbett des Unterarms belegen die Spezifität von Nitrit als einen Indikator für die 

lokale basale endotheliale NO-Synthese und nach Stimulation. Nitrit besitzt im 

menschlichen Blut aber nur eine kurze Halbwertzeit von 110s und kann damit nur 

kurzfristige und lokale Änderungen der Aktivität der NOS widerspiegeln16. Die 

Nitritkonzentration im Plasma erscheint deshalb nicht als langfristiger Parameter der NO-

Bioverfügbarkeit geeignet.  

 

Im Gegensatz zur Nitrit- und Nitratkonzentration im Plasma zeigte sich im eigenen 

Kollektiv eine zunehmende Abnahme der plasmatischen S-Nitrosothiol-Konzentration bei 

Personen mit einer steigenden Anzahl an kardiovaskulären Risikofaktoren. Weiterhin 

bestand eine Korrelation mit der Fluss-abhängigen Dilatation der Arteria brachialis. Mit 

dem Hintergrund, dass S-Nitrosothiole eine bioaktive Speicherform des NO darstellen, 
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stehen diese Befunde in Einklang mit der Hypothese, dass kardiovaskuläre 

Risikofaktoren zu einer eingeschränkten Bioverfügbarkeit von NO führen. Plasmatische 

S-Nitrosothiole könnten somit als biochemische Marker einer endothelialen Dysfunktion 

dienen. Bislang existieren nur wenige Arbeiten, die Veränderungen der Konzentrationen 

von S-Nitrosothiolen im Zusammenhang mit pathologischen Zuständen untersucht 

haben114. So scheinen Frauen mit Präeklampsie im Vergleich zu gesunden 

Schwangeren erhöhte S-Nitrosoalbuminspiegel aufzuweisen127. In einer anderen Studie 

zeigten sich bei Personen mit Hypercholesterinämie ohne weitere kardiovaskuläre 

Risikofaktor signifikant höhere S-Nitrosothiolkonzentrationen als im Kontrollkollektiv125. 

Dieser Befund konnte in der vorliegenden Untersuchung nicht bestätigt werden. Nur 

einer der untersuchten Probanden wies eine Hypercholesterinämie als einzigen 

Risikofaktor auf. Bei dieser Person wurde eine S-Nitrosothiolkonzentration von 140nmol/l 

im Plasma bestimmt und liegt damit deutlich unterhalb des Mittelwertes im 

Kontrollkollektiv.  

 

4.3.  Einfluss kardiovaskulärer Risikofaktoren auf die 

Endothel-abhängige Dilatation peripherer 

Leitungsarterien 

Die Arteriosklerose ist eine chronisch progressive Erkrankung der Arterien. Von größtem 

klinischem Interesse ist die Arteriosklerose der Koronararterien und der Karotiden. Doch 

sind strukturelle und funktionelle Veränderungen in fast allen Arterien des Organismus 

nachzuweisen. Bei Sorensen et al.128 zeigte sich eine gute Korrelation zwischen dem 

histologischen Schweregrad einer Arteriosklerose in den Koronararterien bzw. der 

Arteria carotis und der Arteria brachialis. In anderen Untersuchungen konnte eine enge 

Beziehung zwischen der Endothelfunktion der Koronararterien und der Arteria brachialis 

nachgewiesen werden90;91. So wird die Messung der FMD der Arteria brachialis aufgrund 

seiner einfachen und nicht-invasiven Durchführbarkeit seit Jahren als Surrogatparameter 

einer endothelialen Dysfunktion verwendet. Im Einklang damit zeigte sich die FMD auch 

im eigenen Studienkollektiv mit steigender Anzahl an kardiovaskulären Risikofaktoren 

als zunehmend eingeschränkt. Zudem bestanden inverse Korrelationen zu Parametern 

durch die kardiovaskuläre Risikofaktoren definiert sind, wie dem Alter, dem 

Gesamtcholesterin, dem LDL-Cholesterin, der HDL/LDL-Ratio, den Triglyzeriden und 

den gerauchten Packungsjahren. Unter der Prämisse, dass die FMD zum größten Teil 

NO vermittelt ist83, folgt aus diesen Befunden, dass kardiovaskuläre Risikofaktoren 

entweder zu einer Einschränkung der Freisetzung von bioaktivem NO führen oder 

freigesetztes NO seine Wirkung nicht entfalten kann.  

 45



 
 

 

Zahlreiche Untersuchungen sprechen dafür, dass kardiovaskuläre Risikofaktoren über 

eine gesteigerte Radikalbildung zu einem beschleunigten Abbau von NO führen48. Noch 

bevor NO als EDRF identifiziert wurde, war bekannt, dass die Halbwertzeit von EDRF 

durch Zugabe der Superoxiddismutase verlängert werden konnte. Am Rattenmodel des 

Streptozotocin-induzierten Diabetes ist die Endothel-abhängige Dilatation ebenfalls 

eingeschränkt129. In Gefäßen dieser Tiere wurde eine Überexpression einer 

dysfunktionalen NO-Synthase nachgewiesen, welche eine reduzierte NO-Produktion 

und eine auf das 3-fache gesteigerte Superoxidanionenproduktion aufwies. Weiterhin 

war die Aktivität der NADPH-Oxidase signifikant gesteigert, was ebenfalls eine 

gesteigerte Superoxidanionenproduktion zur Folge hat. In einer Untersuchung von 

Arcaro et al.84 wurde gesunden Probanden Insulin und Glukose parallel infundiert. Dies 

führte zu einer signifikanten Verringerung der FMD im Vergleich zum Kontrollkollektiv. 

Wurde hingegen Vitamin C als Antioxidans parallel infundiert, kam es zu keiner 

Einschränkung. Bei Personen mit Hypercholesterinämie zeigt sich nach Infusion von 

Vitamin C ebenfalls eine Verbesserung der verminderten Endothel-abhängigen 

Dilatation130. Bei experimentellen Untersuchungen an menschlichen Endothelzellen aus 

der Nabelvene (HUVEC)  führt die Inkubation mit oxidiertem LDL-Cholesterin zu einer 

Steigerung der NADPH-Oxidase Expression mit gesteigerter Superoxidanionen-

Produktion131. Am Rattenmodell der Angiotensin-II-induzierten arteriellen Hypertonie 

konnte ebenfalls eine gesteigerte Superoxidanionen-Produktion nachgewiesen werden. 

Durch die Infusion von Superoxiddismutase konnte die verminderte Endothel-abhängige 

Dilatation und der erhöhte arterielle Blutdruck normalisiert werden132. Die für eine 

essentielle Hypertonie charakteristische verstärkte kontraktile Wirkung von Noradrenalin 

auf die Gefäßwand konnte durch Antioxidantien verhindert werden133. Nach Applikation 

von Vitamin C zeigten Hypertoniker eine mit Normotonikern vergleichbare Kontraktion 

der Widerstandsgefäße durch Noradrenalin. Bei Rauchern kann durch eine Vitamin E 

Gabe die FMD akut gesteigert werden134. Neben der Deaktivierung von NO scheint 

oxidativer Stress auch zu einer Hemmung der NO-Synthese beizutragen. Für alle 

klassischen kardiovaskulären Risikofaktoren wurde der Nachweis erbracht, dass sie zu 

einer Verminderung von bioaktivem NO führen.  Zusammengenommen sprechen alle 

oben genannten Befunde für die Beteiligung eines beschleunigten NO-Abbau durch freie 

Radikale in der Pathophysiologie aller kardiovaskulären Risikofaktoren. Weiterhin 

belegen neuere Befunde, dass die NO-Deaktivierung durch Superoxidanionen ebenfalls 

zu einer verringerten NO-Synthese führen kann. Das durch die Interaktion von 

Superoxidanionen und Stickstoffmonoxid entstehende Peroxynitrit kann über die 

Interaktion mit Tetrahydrobiopterin zu einer Entkopplung der eNOS führen51. Eine so 
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entkoppelte eNOS synthetisiert an Stelle von NO vermehrt Superoxidanionen. Dies 

könnte ein Erklärungsansatz für die Befunde sein, die nach Inkubation von HUVECs mit 

dem Serum von Rauchern erhoben wurden. In dieser Untersuchung wurde eine 

gesteigerten Expression der eNOS bei verminderter NO-Produktion nachgewiesen135. 

 

Als Ursache für die beobachtete Einschränkung der FMD mit steigender Anzahl an 

kardiovaskulären Risikofaktoren kommt neben einer verminderten NO-Synthese bzw. 

Menge an bioaktivem NO, eine verminderte NO-Wirkung in Betracht96. Aus diesem 

Grunde wurde in der vorliegenden Untersuchung neben der FMD, auch die Endothel-

unabhängige Dilatation nach oraler Gabe von Glyzeroltrinitrat quantifiziert. In Einklang 

mit anderen Untersuchungen zeigte sich mit einer steigenden Anzahl an 

kardiovaskulären Risikofaktoren eine verminderte Endothel-unabhängige Dilatation als 

Hinweis auf einen zunehmenden Umbauprozess innerhalb der Gefäßwand57;96. Der 

relative Anteil der FMD, bezogen auf die durch GTN-induzierte Dilatation, war bei 

Personen mit kardiovaskulären Risikofaktoren signifikant kleiner als im Kontrollkollektiv. 

Daraus wurde abgeleitet, dass kardiovaskuläre Risikofaktoren zu einer eigenständigen 

Störung der Endothel-abhängigen Komponente der Vasorelaxation führen und die 

gefundene Reduktion der FMD bei einer steigenden Anzahl an kardiovaskulären 

Risikofaktoren nicht allein durch eine eingeschränkte NO-Sensitivität erklärt werden 

kann.     
 

4.4.  Endogene NO-Speicher und endotheliale Dysfunktion 

Aus früheren Untersuchungen wurde gefolgert, dass NO ausschließlich parakrine 

Wirkungen in der Gefäßwand entfalten kann. Neuere Untersuchungen belegen jedoch, 

dass NO über die Bildung langlebiger Intermediate im menschlichen Kreislauf wirksam 

sein kann. NO kann mit den Thiolgruppen von im Plasma zirkulierendem Albumin, 

Glutathion und Cystein zu S-Nitrosothiolen (RSNO) reagieren21. Andere Untersuchungen 

belegen, dass die gebildete RSNO-Menge von endogen gebildetem oder exogen 

zugeführtem NO abhängig ist und eine physiologische Relevanz bei der Blutdruck- und 

Gerinnungskontrolle hat15;22;33;34;136-138. RSNO scheint eine systemisch wirksame 

Speicherform des NO darzustellen15;21. In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals der 

Nachweis erbracht werden, dass der direkte Nachweis einer reduzierten Konzentration 

von bioaktivem NO als Marker einer endothelialen Dysfunktion dienen kann. 

 

Diese Ergebnisse bestätigen Untersuchungen, bei denen der Einfluss von NO auf den 

Ruhetonus von Arterien untersucht wurde. Untersuchungen an nicht arteriosklerotisch 

veränderten Arterien haben gezeigt, dass sowohl der systemische, als auch der 
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koronare Widerstand von der basalen NO-Freisetzung mitreguliert wird139;140. In 

systemischen und koronaren Leitungs- und Widerstandarterien von Normalpersonen 

führt die selektive Blockade der eNOS durch L-NMMA zu einer Kontraktion139;141. Bei 

Personen mit kardiovaskulären Risikofaktoren ist dieser Effekt vermindert141;142, was für 

eine geringere Beteiligung von NO am basalen Gefäßwiderstand bzw. eine 

Verminderung bioaktiven NOs unter basalen Bedingungen spricht. Dies ist im Einklang 

mit den gemessenen niedrigeren RSNO-Konzentrationen von Personen mit 

kardiovaskulären Risikofaktoren im Vergleich zum Kontrollkollektiv.  

 

Dieselben Mechanismen, die zu einer verminderten Bioverfügbarkeit von NO unter 

basalen Bedingungen führen, reduzieren auch die NO-Freisetzung nach Stimulation142. 

Wie in vielen anderen Arbeiten, konnte auch in der vorliegenden Arbeit eine 

zunehmenden Reduktion der FMD mit steigender Anzahl an kardiovaskulären 

Risikofaktoren gezeigt werden. Zum ersten Mal konnte eine positive Korrelation 

zwischen der Konzentration von plasmatischen S-Nitrosothiolen und dem Grad der 

endothelialen Dysfunktion, welche mit Hilfe der FMD quantifiziert wurde, nachgewiesen 

werden. Zusammenfassend bedeutet dies, dass RSNO als direkter biochemischer 

Marker der endothelialen Dysfunktion dienen kann. So ergab sich im untersuchten 

Kollektiv eine diagnostische Sensitivität von 85% und eine Spezifität von 64%. Hierzu 

wurde eine FMD von <8% als endotheliale Dysfunktion und eine RSNO Konzentration 

von 600nmol/l als diagnostischer Grenzwert definiert. 

 

4.5.  Klinische Bedeutung und Ausblick 

Erst in den letzten Jahren konnte der Nachweis erbracht werden, dass ein 

Zusammenhang zwischen der endothelialen Dysfunktion und der Prognose einer 

koronaren Herzkrankheit besteht. Schächinger et al.55 und Al Suwaidi et al.56 konnten in 

prospektiven Studien den prognostischen Einfluss einer reduzierten Endothel-

abhängigen Dilatation der Koronararterien auf die Rate an kardialen Ereignissen bei 

Personen mit koronarer Herzkrankheit nachweisen. Bei Heitzer et al.143 zeigte sich, dass 

auch Personen, die eine reduzierte Endothel-abhängige Dilatation der 

Widerstandsgefäße des Unterarms aufweisen, ein erhöhtes Risiko haben ein kardiales 

Ereignisse zu erleiden. Um den Einfluss von oxidativem Stress zu untersuchen, wurde 

an einem Subkollektiv dieser Studie parallel Vitamin C infundiert. Dabei wurde 

angenommen, dass Vitamin C umso mehr die Endothel-abhängige Dilatation steigern 

kann, je ausgeprägter der oxidative Stress ist. Es zeigte sich, dass Personen, die von 

Vitamin C stärker profitierten, signifikant häufiger kardiale Ereignisse erlitten. In einer 

weiteren Arbeit konnte auch für die FMD eine prognostische Wertigkeit für Patienten mit 
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koronarer Herzkrankheit etabliert werden58. In der individuellen Risikostratifizierung 

muss somit der endothelialen Dysfunktion eine besondere Beachtung geschenkt 

werden, zumal einige klinische Studien darauf hinweisen, dass eine endotheliale 

Dysfunktion zumindest in Teilen rückführbar sein kann5;144-147.  

 

Die Therapie der Arteriosklerose basiert zu großen Teilen auf einer Reduktion der 

kardiovaskulären Risikofaktoren. Bei einigen Therapieansätzen hat sich gezeigt, dass 

sie neben ihren ursprünglich bekannten Wirkungen auch die Bioverfügbarkeit von NO 

erhöhen können und dadurch direkten Einfluss auf die endotheliale Dysfunktion 

nehmen. Ein Teil der schon seit längerem bekannten prognostisch günstigen 

Eigenschaften von ACE- und CSE-Hemmern kann einer gesteigerten Bioverfügbarkeit 

von NO zugeschrieben werden146;148;149. Schon 1993 konnten Celermajer et al.65 zeigen, 

dass Rauchen zu einer dosisabhängigen Reduktion der FMD führt, welche zumindest in 

Teilen nach Nikotinkarenz reversibel ist. Auch körperliches Training geht mit einer 

Steigerung der FMD einher144. Diese Befunde sprechen dafür, dass die endotheliale 

Dysfunktion das kausale Bindeglied und somit eine therapeutische Zielgröße in der 

Prophylaxe und Therapie einer Arteriosklerose darstellt37;59. Durch die Bestimmung der 

S-Nitrosothiole könnte es nun möglich sein, die endotheliale Dysfunktion in die 

individualspezifische Risikostratifizierung mit einzubeziehen. Zudem könnten 

Behandlungserfolge nun durch einen einfachen Bluttest objektiviert werden. Vor dem 

Einsatz in der klinischen Routine müssen allerdings physiologische und weiter 

methodische Einflussgrößen identifiziert und Normalwerte in einem größeren Kollektiv 

etabliert werden. Auch die prognostische Wertigkeit muss noch im Längsschnitt 

nachgewiesen werden.   
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5.  Zusammenfassung 

Veränderungen des Gefäßendothels und seiner Funktionen scheinen eine zentrale Rolle 

sowohl in der Entstehung, als auch dem Fortschreiten einer Arteriosklerose 

zuzukommen. In diesem Zusammenhang haben zahlreiche Arbeiten die Bedeutung des 

L-Arginin-Stickstoffmonoxid(NO)-Stoffwechselweges für die Endothelfunktion 

nahegelegt. NO ist an der Regulation wesentlicher Endothelfunktionen beteiligt und 

beeinflusst direkt Schlüsselprozesse, die für die Entwicklung einer Arteriosklerose 

wichtig sind. Kardiovaskuläre Risikofaktoren wie die arterielle Hypertonie, die 

Hypercholesterinämie, der Diabetes mellitus und der Nikotinabusus sind mit einer 

Störung der Endothelfunktion assoziiert und scheinen hierüber ihre proatherogene 

Wirkung zu vermitteln. Neuere klinische Ansätze deuten darauf hin, dass eine 

endotheliale Dysfunktion therapeutisch rückführbar sein kann. Obwohl der 

Früherkennung der Arteriosklerose eine enorme sozioökonomische Bedeutung 

zukommt, existiert derzeit noch kein einfaches Verfahren zur Früherkennung einer 

Arteriosklerose, welches in der klinischen Routine eingesetzt wird. Ziel der vorliegenden 

Arbeit war es daher einen biochemischen Marker zur Diagnose der endothelialen 

Dysfunktion zu identifizieren.  

Untersuchungen der letzten Jahre deuten darauf hin, dass NO in gebundener Form als 

S-Nitrosothiole im Kreislauf transportiert und systemisch wirksam werden kann. Daraus 

ergab sich die Hypothese, dass die plasmatische Konzentration von S-Nitrosothiolen als 

direkter biochemischer Marker der endothelialen Dysfunktion dienen kann. Deshalb 

wurde sowohl die Konzentration plasmatischer S-Nitrosothiole, als auch die Fluß-

abhängige Dilatation der Arteria brachialis als etablierter nicht-invasiver Parameter einer 

endothelialen Dysfunktion bei Normalpersonen und Personen mit einer steigenden 

Anzahl an kardiovaskulären Risikofaktoren bestimmt. Die Ergebnisse der vorliegenden 

Untersuchung lassen sich wie folgt zusammenfassen:   

(1.) Die Konzentration plasmatischer S-Nitrosothiole ist bei Personen mit 

kardiovaskulären Risikofaktoren in Abhängigkeit von der Anzahl der 

kardiovaskulären Risikofaktoren zunehmend eingeschränkt. 

(2.) Die Konzentration plasmatischer S-Nitrosothiole korreliert mit der Höhe der Fluß-

abhängigen Dilatation der Arteria brachialis.  

(3.) Bei einem Grenzwert von 600nmol/l ergab sich im Vier-Felder-Test für die 

Konzentration plasmatischer S-Nitrosothiole als diagnostischer Marker einer 

endothelialen Dysfunktion eine Sensitivität von 85% und eine Spezifität von 64%. 

Daraus ergab sich die Schlussfolgerung, dass die Bestimmung der Konzentration 

plasmatischer S-Nitrosothiole als biochemischer Marker für die Diagnostik der 

endothelialen Dysfunktion dienen kann.  
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S-Nitrosothiole als biochemische Marker der endothelialen 

Dysfunktion 

- Christian Heiß - 

 

Veränderungen des Gefäßendothels und seiner Funktionen scheinen eine zentrale Rolle sowohl in 

der Entstehung, als auch dem Fortschreiten einer Arteriosklerose zuzukommen. In diesem 

Zusammenhang haben zahlreiche Arbeiten die Bedeutung des L-Arginin-Stickstoffmonoxid(NO)-

Stoffwechselweges für die Endothelfunktion nahegelegt. NO ist an der Regulation wesentlicher 

Endothelfunktionen beteiligt und beeinflußt direkt Schlüsselprozesse, die für die Entwicklung einer 

Arteriosklerose wichtig sind. Kardiovaskuläre Risikofaktoren wie die arterielle Hypertonie, die 

Hypercholesterinämie, der Diabetes mellitus und der Nikotinabusus sind mit einer Störung der 

Endothelfunktion assoziiert und scheinen hierüber ihre proatherogene Wirkung zu vermitteln. Neuere 

klinische Ansätze deuten darauf hin, dass eine endotheliale Dysfunktion therapeutisch rückführbar 

sein kann. Obwohl der Früherkennung der Arteriosklerose eine enorme sozioökonomische Bedeutung 

zukommt, existiert derzeit noch kein einfaches Verfahren zur Früherkennung einer Arteriosklerose, 

welches in der klinischen Routine eingesetzt wird. Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher einen 

biochemischen Marker zur Diagnose der endothelialen Dysfunktion zu identifizieren.  

 

      Untersuchungen der letzten Jahre deuten darauf hin, dass NO in gebundener Form als S-

Nitrosothiole im Kreislauf transportiert und systemisch wirksam werden kann. Daraus ergab sich die 

Hypothese, dass die plasmatische Konzentration von S-Nitrosothiolen als direkter biochemischer 

Marker der endothelialen Dysfunktion dienen kann. Deshalb wurde sowohl die Konzentration 

plasmatischer S-Nitrosothiole, als auch die Fluß-abhängige Dilatation der Arteria brachialis als 

etablierter nicht-invasiver Parameter einer endothelialen Dysfunktion bei Normalpersonen und 

Personen mit einer steigenden Anzahl an kardiovaskulären Risikofaktoren bestimmt. Die Ergebnisse 

der vorliegenden Untersuchung lassen sich wie folgt zusammenfassen:   

 

(1.) Die Konzentration plasmatischer S-Nitrosothiole ist bei Personen mit kardiovaskulären 

Risikofaktoren in Abhängigkeit von der Anzahl der kardiovaskulären Risikofaktoren zunehmend 

eingeschränkt. 

(2.) Die Konzentration plasmatischer S-Nitrosothiole korreliert mit der Höhe der Fluß-abhängigen 

Dilatation der Arteria brachialis.  

(3.) Bei einem Grenzwert von 600nmol/l ergab sich im Vier-Felder-Test für die Konzentration 

plasmatischer S-Nitrosothiole als diagnostischer Marker einer endothelialen Dysfunktion eine 

Sensitivität von 85% und eine Spezifität von 64%. 

 

Daraus ergab sich die Schlußfolgerung, dass die Bestimmung der Konzentration plasmatischer S-

Nitrosothiole als biochemischer Marker für die Diagnostik der endothelialen Dysfunktion dienen kann.  

 

 

Prof. Dr. med. M. Kelm 
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