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1. Einleitung

Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems gehdren in der industrialisierten Welt
zu den haufigsten Todesursachen. Mit 41,1% lag 2010 in Deutschland der
Anteil von Erkrankungen des Kreislaufsystems an den Gesamttodesursachen
an erster Stelle’. Der entscheidende Faktor in diesem Zusammenhang stellt die
Atherosklerose dar. Das Schlisselelement in der Entstehung der
Atherosklerose ist die endotheliale Dysfunktion2. Die Entstehung und
Progression der Atherosklerose hangt von einer Reihe von Faktoren wie
erhohtes  LDL-Cholesterin, arterielle  Hypertonie, Diabetes mellitus,
Bewegungsmangel und Rauchen ab. Das Bestreben von vielen
Forschergruppen liegt in der Suche nach Einflussfaktoren, welche sich positiv
auf die Atherosklerose auswirken. Dabei scheinen sowohl Stickstoffmonoxid
(NO), als auch zirkulierende angiogene Zellen (CAC / Circulating Angiogenic

Cells) eine wichtige Rolle zu spielen.

1.1 Metabolismus des Stickstoffmonoxids

Stickstoffmonoxid (NO) stellt ein Radikal dar, welches durch die NO-Synthasen
(NOS) synthetisiert wird. Bei der NOS wird zwischen drei Isoformen
unterschieden: Die konstitutiv aktive neuronale NOS, die endotheliale NOS und
die induzierbare NOS®>. Des Weiteren konnte ebenfalls eine erythrozytire NOS
nachgewiesen werden®. Zur Bildung von NO wandeln die NO-Synthasen die
Aminosaure L-Arginin unter Verwendung von Kofaktoren zu NO und Citrullin
um?®. Ein wichtiger Kofaktor ist molekularer Sauerstoff, dessen Anwesenheit die
Aktivitat der NOS bestimmt®.

Im menschlichen Organismus stellt NO ein wichtiges Signalmolekdil dar.
Beispielsweise spielt das von der endothelialen NOS kontinuierlich gebildete
NO eine wichtige Rolle bei der Regulation und Aufrechterhaltung der
vaskuldren Homdostase. Dabei fungiert NO als Vasodilatator”® und inhibiert die
Proliferation glatter GefaRmuskelzellen®. Neben der Beteiligung von NO an der

101 und  Immunabwehr'>™'  hemmt es ebenfalls die

15,16

Neurotransmission
Aggregation von Thrombozyten , inaktiviert Leukozyten und kontrolliert somit

deren Adhasion’”.



Dabei ergeben sich die meisten Effekte von NO aus der Interaktion mit der
Hamgruppe der I6slichen Guanylatcyclase, welche zu einem Anstieg zyclischen
Guanosinmonophosphats (cGMP), fiihrt’®. c¢cGMP wiederum aktiviert die
Proteinkinase G.

NO ist in der Lage an die O»-Bindungsstelle der Cytochrom c-Oxidase zu
binden. Durch diese Tatsache ist es NO schon in nanomolaren Konzentrationen
moglich die Cytochrom c-Oxidase zu inhibieren und so die mitochondriale

Atmungskette zu beeinflussen'®".

NO stellt ein Radikal dar, welches sowohl mit molekularem Sauerstoff Uber
einen 1-Elektron-Transfer zum Nitrosoniumkation (NO*) oxidiert, als auch zum
Nitrosylanion (NO") reduziert werden kann. AnschlieRend reagieren das NO*
und das NO™ weiter zu hoher oxidierten Stickoxiden wie NO>™ oder N>Os3, wobei
das dabei entstehende Hauptoxidationsprodukt Nitrit ist, welches wiederum
zum stabileren Nitrat weiter oxidiert?.

Die Reaktion von NO mit oxygenierten Hamproteinen wie Hamoglobin und
Myoglobin ist ein zusatzlicher Weg zur Inaktivierung von NO, wobei die
Reaktion mit Myoglobin unter der Bildung von Metmyoglobin (MbFe(lll)) und
Nitrat (NO3) mit NO ablauft®. Hierbei spielt die assoziierte
Metmyoglobinreduktase eine wichtige Rolle. Sie ist in der Lage das
entstandene Metmyoglobin wieder in den Oz-bindungsfahigen Zustand
zuriickzufiihren®2°.

Allerdings ist zu beachten, dass die Kinetik der Oxidation bzw. Autooxidation
des NO von der Konzentration des jeweiligen Reaktionspartners bestimmt

wird?®.

1.2 Der Nitrat-Nitrit-NO Stoffwechsel

Bisher wurde das Nitritanion (NOy’) als inertes Abbauprodukt von NO
angesehen. Allerdings konnte gezeigt werden, dass Nitrit entgegen bisheriger
Annahmen wieder zu Stickstoffmonoxid reduziert werden kann. Aufgrund
dessen stellt Nitrit sowohl einen endokrinen, bioverfugbaren NO-Pool, als auch
eine Gewebsspeicherform von bioaktivem NO dar?=°. Der plasmatische

Nitritspiegel steht in einem engen Verhaltnis zur endogenen Produktion von
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NO, da Nitrit das Hauptoxidationsprodukt von NO ist. Der im menschlichem
Organismus physiologisch vorliegende plasmatische Nitritspiegel entsteht in
etwa zu 70% durch die Oxidation von NO*', wobei die Konzentration von Nitrit

im Plasma unter 1 pM und im Gewebe bei 1-20 pM*>~" liegt.

Neben der Oxidation endothelial gebildeten NOs beeinflusst auch die
Nahrungsaufnahme die plasmatische Konzentration von Nitrit*®. In diesem
Zusammenhang muss man zwischen der direkten Aufnahme von Nitrit und der
gastrointestinalen Reduktion von Nitrat unterscheiden, da etwa 10% des oral
zugefuhrten Nitrats durch Bakterien im menschlichen Speichel zu Nitrit reduziert
werden kann und dieses zu einer deutlichen Steigerung der Konzentration von
Nitrit im Blut fiihrt***2. Dieser Mechanismus gewinnt dadurch an besonderer
Bedeutung, dass Nitrat und Nitrit in relativ hoher Konzentration in grinem
Gemuse und gepdkelten Nahrungsmitteln vorhanden ist und damit Bestandteil
der taglichen Erndhrung ist.

Unter Anwesenheit von Sauerstoff oxidiert Nitrit, als Hauptoxidationsprodukt
von NO, im Blut zum stabileren Nitrat (Abb. 1)?.

Nahrung

/
/
/
/
/
Vv
0, O HbO,
NOS—— NO =—= NO, T NO
L-Arginin DesoxyHb Bakterien
DesoxyMb im Speichel

Xanthin-Oxidase

Abbildung 1
Produktion und Abbau des Nitrits (Modifiziert nach Lundberg*®)

Der Kofaktor Sauerstoff ist essentiell fur die Funktion der NOS. Fehlt dieser z.B.
bei Ischamie und Hypoxie, so findet die NO-Produktion bei niedrigem
Sauerstoffpartialdruck und Azidose nicht mehr enzymatisch uber die
NO-Synthase statt. Desoxygeniertes Hamoglobin und Myoglobin sind in der
Lage Nitrit entlang des physiologischen Sauerstoffgradienten zu NO zu
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reduzieren und damit unter Hypoxie die verminderte Aktivitat der NOS

27283044 Diese Funktion verdeutlicht die ambivalenten

auszugleichen
Eigenschaften von Myoglobin und Hamoglobin. Unter normoxischen
Bedingungen bauen sie NO ab, wobei sie unter hypoxischen Bedingungen an
der Produktion von NO beteiligt sind. Diese Eigenschaften des desoxygenierten
Myoglobins sind entscheidend fur den von Hendgen-Cotta et al. beschriebenen
kardioprotektiven Effekt von Nitrit unter Ischamie und anschlieender
Reperfusion**. Bei der Reaktion von Myoglobin mit Nitrit entsteht MbFe(lll). Die
Metmyoglobinreduktase katalysiert anschlie3iend die Reaktion von MbFe(lll) zu
seinem nitritreduzierenden Zustand Fe(I1)**?°.

Neben der enzymatischen NO-Bildung durch die NO-Synthase gibt es mehrere
Madglichkeiten einer nicht-enzymatischen Bildung von NO. Eine dieser
Madglichkeit stellt die Bildung von NO Uber die Reduktion von desoxygeniertem
Hamoglobin und Myoglobin dar. Einen weiteren Weg beschreibt die chemische
Reduktion bei einem azidischen pH-Wert***>%®_Vor allem im Magen, bei einem
pH-Wert von annahernd 1 findet diese Reaktion statt, wobei Nitrit zu salpetiger
Saure reagiert und anschlieRend NO abgespalten wird.

Des Weiteren sind sowohl die mitochondriale Cytochrom c-Oxidase*’, als auch
die Xanthinoxidoreduktase®®, welche hauptsachlich im Endothel von

KoronargefaRen zu finden ist*’ in der Lage NO zu bilden.

1.3  Herkunft und Funktion zirkulierender angiogener Zellen

Lange Zeit ging man davon aus, dass das Endothel eine inerte Zellschicht der
Blutgefalte sei. 1980 konnten allerdings Furchgott und Zawadzki diese
Annahme widerlegen, indem sie autokrine und parakrine Funktionen des
Endothels, sowie die essentielle Rolle dessen bei der Regulation des
GefaRtonus nachwiesen®®. Das Endothel ist konstant sowohl chemischen, als
auch mechanischen Kraften ausgesetzt, welche zu Desquamation von
Endothelzellen fiihren®'. Deswegen sind auch beim gesunden Menschen
effektive Reparationsmechanismen notwendig. Die Regeneration verletzten
Endothels wurde lange Zeit der Migration und Proliferation von lokal
ausgereiften Endothelzellen zugeschrieben52. Asahara et al. war allerdings

1997 in der Lage zu zeigen, dass auch dem Knochenmark entstammende
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zirkulierende angiogene Zellen (ehemals EPC = Endotheliale Progenitorzellen)
einen entscheidenden Einfluss auf die endotheliale Regeneration haben®.
Enddifferenzierte Endothelzellen sind in ihrer regenerativen Potenz limitiert,
wohingegen zirkulierende angiogene Zellen zu den Gefallasionen gelangen wo
sie benétigt werden, dort proliferieren und zu Endothelzellen differenzieren®*>°.
Dies geschieht mit Hilfe von Wachstumsfaktoren und Zytokinen welche vom
verletzten Endothel und Gewebe sezerniert werden®®. Des Weiteren sind
zirkulierende angiogene Zellen (CAC) selbst in der Lage parakrine Funktionen
auszuuben, indem sie vaskulare Wachstumshormone ausschiitten®’. Als
Konsequenz fuhrt eine Reduktion der CAC-Anzahl und -Funktion zu einer
eingeschrankten Reendothelialisierung und Endothelfunktion®®.

Zirkulierende angiogene Zellen stellen eine kleine Subpopulation der
mononukledren Zellen im peripheren Blut dar®®. Sie stammen von adulten
Stammzellen des Knochenmarks ab und differenzieren Uber hamatopoetische
Stammzellen zu hamatopoetischen Progenitorzellen weiter zu zirkulierenden

angiogenen Zellen (Abb. 2)%°.

Hamatopoetische
Stammzelle

Hamatopoetische
Progenitorzelle

?
®

- Lymphoide Myoloide
S o Progenitorzelle @ Progenitorzelle

‘ Erythrozyten Neutrophiler
o D .
o @
- T 14

Endothel- Natiirliche Y. B-Lymphozyt

Mega- £ .
zelle i o) .8 Basophiler
Killerzelle - karyozyt \\_!/ p
T-Lymphozyt -
(0)—
Thrombozyten 3 o @ Eosinophiler
Monozyt/
. Makrophage
Abbildung 2

Stammzellen des Knochenmarks und ihre Differenzierung. Endothelzellen stammen von
adulten Stammzellen des Knochenmarks ab. Die Differenzierung lauft Gber die
hamatopoetische Stammzelle weiter zur hamatopoetischen Progenitorzelle und zirkulierenden
angiogenen Zelle (CAC) letztendlich zur Endothelzelle ab. (Modifiziert nach Domen6°)



Im Knochenmark machen sie in etwa 0,02% der Zellen aus®'. Klassische
Marker  zirkulierender angiogener Zellen stellen zum einen die
Oberflachenproteine CD34 wund CD133 dar, welche vor allem far
hamatopoetische Stammzellen charakteristisch sind, sowie das fur
Endothelzellen spezifische Rezeptorprotein VEGF-R2 (KDR)®%2,

Diese Marker sind essentiell fur die Quantifizierung zirkulierender angiogener
Zellen mittels Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS-Analyse). Eine
weitere etablierte Methode sowohl zur Quantifizierung, als auch zur
Funktionsanalyse von CAC ist der Colony Forming Unit-Assay (CFU-Assay)
nach Hill®*,

Nach der Entdeckung der CAC konnten eine Reihe von Studien zeigen, dass
die zirkulierenden angiogenen Zellen nicht nur einen positiven Einfluss auf die
Regeneration von Gefallasionen haben, sondern sich positiv auf eine Reihe
von kardiovaskularen Erkrankungen auswirken wie 2z.B. myokardiale
Ischamie/Reperfusionsschaden, Wundheilung, Atherosklerose und

Extremitatenischamig®%°

. Im Gegenzug sind kardiovaskuare Risikofaktoren
wie Rauchen, Diabetes, Atherosklerose oder auch das Alter mit einer
eingeschrankten Funktion und reduzierten Anzahl von CAC assoziiert und mit

einer Dysfunktion des Endothels verbunden’®"?

. In diesem Zusammenhang
war es Werner et al. moglich die Anzahl der im Blut zirkulierenden angiogenen
Zellen als prognostischen Biomarker flr kardiovaskulare Erkrankungen zu
etablieren™.

Eine Vielzahl weiterer Faktoren beeinflussen die Anzahl und Funktion von
zirkulierenden angiogenen Zellen. Hierbei gibt es sowohl positive Einflisse auf
CAC, welche die Mobilisierung, Migration, Proliferation und Funktion steigern,
als auch negative Einflisse.

Als positive Faktoren sind Hormone wie Ostrogen’’®, Statine’’, sportliche
Aktivitat®?°, Gemiise®!, Rotwein®?, griiner Tee®® und Zigarettenkarenz®* zu

nennen® (Abb. 3).
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Abbildung 3

Gleichgewicht zwischen Endothelreparatur und Endothelverletzung. Endothelverletzungen
kénnen zu Atherosklerose und anderen kardiovaskuldren Erkrankungen fiihren. Die
Endothelreparatur wird von CAC positiv beeinflusst, welche wiederum von einer Reihe von
Faktoren beeinflusst werden (Modifiziert nach Umemura® )

1.4 Rolle von NO auf die Mobilisierung zirkulierender angiogener Zellen

Zirkulierende angiogene Zellen stammen aus dem Knochenmark. Die
Mobilisierung der CAC wird mittels einer Reihe von Zytokinen aktiviert. In
ischamischem bzw. hypoxischem Gewebe werden von Markrophagen,
Fibroblasten und Epithelzellen Zytokine wie Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGF) und Stromal cell-derived factor-1a (SDF-1a) in das Blut sezerniert®’8.
Diese Faktoren aktivieren die eNOS und flihren somit zu einer Erhdhung des
NO-Spiegels. Dieser erhohte NO-Spiegel scheint essentiell fur die Mobilisierung
von CAC zu sein®®. In einem weiteren Schritt wird die
Matrix Metalloproteinase 9 (MMP9) aktiviert. MMP9 ist im Knochenmark fur das
Lésen des zunachst membrangebundenen Kit-Liganden zum I6slichen Kit-
Liganden verantwortlich. Die Aktivierung der MMP9 ist dabei NO abhangig®
Der I6sliche Kit-Ligand wiederum interagiert mit dem cKit-Rezeptor der CAC.
Diese Interaktion zwischen Ioslichem Kit-Liganden und cKit-Rezeptor der CAC
fuhrt letztendlich zur Mobilisierung der zirkulierenden angiogenen Zellen aus
dem Knochenmark ins periphere Blut (Abb. 4)*"%2 SDF-1a hat neben der
Mobilisierung von CAC eine weitere entscheidende Rolle beim “Homing“ der im
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peripheren Blut zirkulierenden angiogenen Zellen. Durch die Interaktion von
SDF-1a mit dem von CAC exprimierten Rezeptor CXCR4 sind die Zellen in der
Lage an den Ort ihrer Bestimmung zu gelangen®®. Studien waren in der Lage zu
zeigen, dass die positiven Effekte von Statinen, Wachstumshormonen (Growth
Hormone), Ostrogen, Resveratrol, L-Arginin, Clopidogrel und Sport auf die
Mobilisierung und Funktion von CAC ohne Ausnahme NO abhangig sind®*%*
1% Diese Beobachtungen unterstreicht die Tatsache, dass der NOS-Hemmer
asymmetrisches Dimethylarginin (ADMA), sowohl die Aktivitat der eNOS, als

auch die Funktion der CAC hemmt'%4+-197

VEGF
—> eNOST—% NOT
SDF-1a l
MMP-9 > -0-S-
S-Nitrosierung MMP-9-S-NO
mKit-L —> sKit-L
CACT
Abbildung 4

Kaskade zur Mobilisierung von CAC. Aufgrund der Aktivierung der eNOS durch VEGF und
SDF-1a steigt die Konzentration von NO im Plasma. NO ist wiederum in der Lage durch eine S-
Nitrosierung MMP9 zu aktivieren, welches den membrangebundenen Kit-Liganden (mKit-L) 16st.
Der nun Iésliche Kit-Ligand (sKit-L) aktiviert die Mobilisierung von CAC durch die Interaktion mit
dem cKit-Rezeptor (Modifiziert nach Heissigg1).



1.5

Zielsetzung

Aufgrund des dargelegten Stands der Forschung werden mit der vorliegenden

Arbeit folgende Fragestellungen verfolgt:

1.

2.

3.

Welche Auswirkungen hat oral aufgenommenes Nitrat auf die
Konzentration von Nitrat und Nitrit im Plasma?

Welchen Einfluss hat oral aufgenommenes Nitrat auf die
Endothelfunktion?

Welche Effekte hat oral aufgenommenes Nitrat auf die Funktion und

Anzahl zirkulierender angiogener Zellen im peripheren Blut?

. Beeinflusst oral aufgenommenes Nitrat die Konzentration von Zytokinen

im Plasma?



2. Material und Methoden

21 Chemikalien, Losungen, Gase

AMD 3100
Albumine, Bovin Fraction V Solution
BD FACS Lysing Solution

Carrierlésung
CD133/1 (AC133)-PE, human

CD34-PE, human

cPTIO

ddH,0
Dulbeccos PBS without Ca & Mg

Essigsaure (CH3COOH) 100%
FITC Rat anti-Mouse CD34

Glyceroltrinitrat

Helium 5.0

Heparin

Human CXCR4 FITC Mab
Human VEGF R2/KDR APC Mab
Isofluran (C3H,CIF50)

Jod (I2)

Kaliumiodid (KI)

Methanol HiPerSolv CHROMANORM 100%
Mouse IgG1 APC Isotype Control

Mouse IgG2A FITC Isotype Control

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
BD Biosciences,
Heidelberg

Eicom, Kyoto, Japan
Miltenyi Biotec,

Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec,

Bergisch Gladbach
Cayman Chemical Co.,
Ann Arbor, MI, USA
Millipore, Schwalbach
PAA Laboratories,
Pasching

Roth, Karlsruhe

BD Biosciences,
Heidelberg

GTN, Spray, Nitrolingual
N, Pohl, Germany

Linde, Pullach
Ratiopharm, Ulm

R&D Systems, Wiesbaden
R&D Systems, Wiesbaden
Forene®, Abbott,
Wiesbaden
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

VWR, Darmstadt

R&D Systems, Wiesbaden
R&D Systems, Wiesbaden
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Mouse 1gG2a-PE, Isotype

Natriumnitrit (NaNOy)
Natriumnitrat (NaNO3)
Natriumhydroxid (NaOH)
Nitrat/Nitrit-Standard

PE Rat Anti-Mouse FIlk-1

Purified Human IgG
Reaktionslosung

Salzsaure rauchend 37%

2.2 Verbrauchsmaterialien

BD Discardit 20 mi

Omnican Insulinspritzen

Coagulation (Citrat) S-Monovette 3 ml
EDTA K S-Monovette 2,7 ml

Eppendorf-Reaktionsgefalle 2ml

FACS Reagenzrohrchen (Polystyrol)
Glasfritte

Glas-Reaktionsgefafl

Human CXCL12/SDF-1 alpha Quantikine ELISA Kit

Human SCF Quantikine ELISA Kit

Human Total MMP-9 Quantikine ELISA Kit

Human VEGF Quantikine ELISA Kit
Safety-Multifly-Set

Serum-Gel S-Monovette 4,9 ml

Spritze, gasdicht

Miltenyi Biotec,

Bergisch Gladbach
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Eicom, Kyoto, Japan

BD Biosciences,
Heidelberg

Invitrogen, Karlsruhe
Eicom, Kyoto

Merck, Darmstadt

BD Biosciences,
Heidelberg

B. Braun Melsungen AG,
Melsungen

Sarstedt, Sarstedt
Sarstedt, Sarstedt
Eppendorf,
Wesseling-Berzdorf
Sarstedt, Sarstedt

Hugo Sachs Elektronik,
March-Hugstetten
Verhees, Neuss

R&D Systems, Wiesbaden
R&D Systems, Wiesbaden
R&D Systems, Wiesbaden
R&D Systems, Wiesbaden
Sarstedt, Sarstedt

Sarstedt, Sarstedt
Hamilton, Bonaduz,

Schweiz
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Zentrifugenroéhrchen (Greiner) 15 ml, 50 ml

2.3 Gerate
BD FACSDiva Software

Brachial Analyse

Chromstar Version 6.2

CLD-Detektor Typ CLD 88 NO e
Fluorescence Activated Cell Sorter (FACS) Canto

HPLC/ENO

Ultraschallgerat (12MHz Linear Array transducer)

Zentrifugen

Greiner bio-one,

Frickenhausen

BD Biosciences,
Heidelberg

Medical Imaging
Applications, lowa City,
lowa, USA

Software fur
Chromatographie

und Prozessanalytik
GmbH, Weyhe-Leeste
Eco Physics, Schweiz
BD Biosciences,
Heidelberg

ENO 20, Eicom, Kyoto
Vivid |, Philipps,
Niederlande

Hettich, Tuttlingen
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2.4 Bestimmung von Nitrat im Plasma mittels

Hochdruck-Flussigkeitschromatographie (HPLC)

Zur Bestimmung der Konzentration an Nitrat im Blutplasma wurde die
Hochdruck-Flussigkeitschromatographie (HPLC) mit einem Griel3-System
(ENO 20, Eicom, Kyoto) verwendet. Dieses System beruht auf der Reaktion von
GrielRreagenz mit Nitrit, welches zu einem Farbumschlag fuhrt, der mittels eines
Detektors durchflussspektrophotometrisch bestimmt werden kann. Die dabei
detektierte Wellenlange betragt 540 nm.

Die Anlage bestand aus einer Vorsaule, Auftrennungssaule, Reduktionssaule,
einer Reaktionslésung mit GrieRreagenz und einem 540nm Detektor (Abb. 5).
Die Vorsaule diente zum Schutz des Systems vor nicht gefallten Proteinen der
Probe.

Saulenofen
Vorsaule | Seperations- Reduktions-
Autoinjektor T

Abbildung 5

Schematischer  Aufbau  der  Hochdruck-Flussigkeitschromatographie ~ Anlage  mit
angeschlossenem GrieB-S}/stem zur Bestimmung von Nitrat im Plasma (Modifiziert nach
Schulz'® und Kleinbongard ).

Nach Aufgabe von 10 pl des proteinfreien Plasmas wurden Nitrit und Nitrat
mittels der Auftrennsaule durch die Bindung an ein Polymer
(Styrol-divinylbenzol-Harz) zeitlich aufgetrennt. Das Nitrat wurde dann durch die
Reduktionssaule, welche aus Kadmium-reduziertem Kupfer bestand, zu Nitrit
reduziert. Anschlielfend kam es zur Reaktion von Nitrit mit der GrieRreagenz,

welche aus 1% ortho-Phosphorsaure, 5 g/l Sulfanilamid und 0,248 g/l
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N-(1-naphtyl)-Ethylendiamin  bestand. Hierbei entstand eine Vviolette
Azo-Verbindung (Abb. 6), die mittels eines 540-nm Detektors gemessen

wurde'°.

H H,0
NO, + H2NOZS-©-NH2 AV HNO,S{O)-N,

Sulfanilamid

N-(1-Naphthyl)- '
Ethylendiamin
NH

H 2
HNO,S{O)-N=N 4O} N
Azo-Verbindung @

A=540 nm

Abbildung 6
Reaktlonsschema zur Bestimmung von Nitrit mittels Grielreagenz (Modifiziert nach Schulz
und Klembongard )

108

Der Saulenofen wies dabei eine konstante Temperatur von 40°C auf. Vor der
Messung wurde das Gerat durch eine vom Hersteller mitgelieferte Nitrit / Nitrat
Standardlosung geeicht. Die Auswertung erfolgte automatisch mittels der
Software ChromStar (Software fur Chromatographie und Prozessanalytik
GmbH, Weyhe-Leeste).

2.5 Bestimmung von Nitrit im Plasma mittels

Chemilumineszenz-Detektion (CLD)

Zur Bestimmung von Nitrit im Plasma wurde die reduktive Gasphasen
Chemilumineszenz-Detektion (CLD) genutzt.

Diese Methode besitzt flir die Detektion von Stickstoffmonoxid sowohl eine
hohe Sensitivitit als auch Spezifitit''!. Das zu Grunde liegende Prinzip beruht
auf der Reaktion von NO mit Ozon, wobei stdchiometrisch Lichtquanten

freigesetzt und mittels eines Chemilumineszenz-Detektors detektiert werden.
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NO +0, "NO,

) NO, > NO, + hv
Zur Messung von Nitrit musste dieses zunachst zu NO reduziert werden. Dies
geschah in einem dem Chemilumineszenz-Detektor vorgeschalteten
Reaktionsgefal® mittels einer iodhaltig-reduktiven Reaktionsldsung bestehend
aus 45 mM Kaliumiodid und 10 mM lod, gelost in Essigsaure (Aufbau der
reduktiven  Gasphasen-Chemilumineszenz-Anlage s. Abb. 7). Die

Reduktionsldésung wurde konstant auf 60°C temperiert''?".

NO, +2H’ NO™ +H,0

2NO +27 2NO +1,

Das injizierte Volumen der Plasmaproben in das Reaktionsgefall betrug 300 ul
und wurde als Einfachbestimmung mit einer gasdichten Spritze aufgetragen.
Als inertes Tragergas, welches das Reaktionsgefald durchstromte, wurde

Helium verwendet, da es nicht mit NO reagieren kann.

Nach dem Durchstromen des Reaktionsgefalles wurde das gasférmige
Proben-Helium-Gemisch auf 3°C gekuhlt und mittels einer ebenfalls gekuhlten
NaOH-Falle, bestehend aus einer 1 M Natriumhydroxid-Lésung, von hdheren
Stickoxiden und  niedermolekularen  Proteinen  befreit und zum
Chemilumineszenz-Detektor geleitet (Abb. 7).

Zur Registrierung der Daten wurde die Software ChromStar auf einem
handelsublichen Computer verwendet.

Zur genauen Bestimmung der Konzentration von Nitrit in den Plasmaproben,
fand die Aufgabe einer Nitrit-Eichreihe vor jeder Messung statt.

Die Stoffmenge stellte bei der Auswertung die Flache unter der Kurve dar.
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Chemilumineszenz
Detektor

Kaltwasser-
zufuhr 4°C

Optische

Filter
Oz

Verstarker

Generator

Warmwasser-
zufuhr 60°C

Computer

Abbildung 7

Schematischer Aufbau der verwendeten reduktiven Gasphasen-Chemilumineszenz-Anlage zur

Bestimmung von Nitrit im Plasma. Zur Registrierung und Auswertung wurde die Software

ghr(m)Star auf einem handelsiiblichen Computer verwendet (Modifiziert nach Feelisch'" und
ox ).

2.6 Bestimmung der Endothelfunktion mittels
Fluss-mediierter Dilatation (FMD)

Die Endothelfunktion wurde duplexsonographisch anhand der
endothelabhangigen Vasodilatation untersucht. Das Prinzip dieser Technik
beruht auf der Zunahme des Durchmessers der Brachialarterie durch die
endogene  endotheliale NO-Synthese unter einem  gesteigertem
Blutfluss-Volumen (Fluss-mediierte Dilatation, FMD)'">""8,

Alle Untersuchungen wurden in einem auf 23°C klimatisietem Raum
durchgefuhrt. Die Probanden lagen vor der Messung 15 Minuten ruhig in
Ruckenlage zur Akklimatisierung. AnschlieRend erfolgte die Darstellung der
Brachialarterie duplexsonographisch an der Oberarminnenseite kurz oberhalb
der Fossa cubitalis longitudinal im B-Modus. Die Position des Schallkopfes
wurde markiert und wahrend des kompletten Versuches nicht mehr verandert.
Die Bestimmung des Durchmessers erfolgte dabei nicht invasiv mittels eines
hochauflosenden Ultraschallgerates, mit dem Aufnahmeschleifen von 5
Herzzyklen im B-Modus angefertigt wurden.

Nach der basalen Messung in Ruhe wurde zur Einleitung der Fluss-mediierten

Dilatation eine Blutdruckmanschette am Unterarm distal der Fossa cubitalis fur
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5 Minuten suprasystolisch aufgepumpt. Dieses fihrte zu einer Ischamie und
damit verbundener Dilatation der stromabwarts gelegenen Widerstandsgefale.
Nach der anschlieenden Druckentlastung entsteht nach kurzer Zeit ein sehr
hoher Fluss in der Brachialarterie. Dieser erhdhte Fluss kommt aufgrund des
nachfolgenden geringeren Widerstandes zustande. Des Weiteren waren die
erhohten Flussgeschwindigkeiten mit einer Steigerung der Scherkrafte
verbunden. Diese wiederum fuhrten zu einer erhohten endothelialen NO-
Freisetzung, welche eine Dilatation der Brachialarterie bewirkte. Das Maximum
der Fluss-mediierten Dilatation liegt bei etwa 75 Sekunden nach
Druckentlastung, weshalb zu diesem Zeitpunkt eine weitere Bestimmung des
Durchmessers, wie vorher beschrieben, stattfand. Eine zusatzliche Messung
erfolgte nach 15 Minuten Ruhe.

Die endothelunabhangige Dilatation wurde 4 Minuten nach der sublingualen
Gabe von 400 pg Glyceroltrinitrat (GTN) bestimmt, da vorherige Experimente
zeigen konnten, dass der durch GTN gesteigerte Blutfluss in der Brachialarterie
nicht signifikant ansteigt und der vasodilatative Effekt nicht flussmediiert ist’®.
Sowohl die endothelabhangige, als auch die endothelunabhangige
Vasodilatation wurden als Prozent des Durchmesseranstieges im Vergleich
zum Durchmesser unter Ruhe bestimmt.

Bei der Auswertung der gespeicherten Aufnahmeschleifen wurde die Software
Brachial Analyse (Medical Imaging Applications, lowa City, lowa, USA)
verwendet. Nach der Auswahl des zu untersuchenden GefalRbereiches erfolgte
die Erkennung und Markierung der GefalRwande automatisch vom Programm.
Hierbei dienten die vorderen und hinteren M-Linien, welche rechtwinklig zur
GefalRachse gewahlt wurden als Referenzpunkte. Die echoarmeren M-Linien
stellen dabei die Schicht zwischen Media und Adventitia dar. Zur Sicherheit
wurden die vom Programm getatigten Markierungen nochmals manuell mit den
Ultraschallbildern verglichen. In den Fallen, in denen die M-Linien nicht korrekt
erkannt wurden, nahm man von der Méglichkeit Gebrauch die Grenzen manuell
einzustellen. Die Errechnung des Durchmessers erfolgte dann synchron zur R-
Welle aus 150-300 einzelnen Orientierungspunkten in dem vorher

ausgewahlten Gefallbereich im Mittel.
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2.7 Relative Quantifizierung zirkulierender angiogener Zellen mittels

Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS-Analyse)

Um den relativen Anteil der zirkulierenden angiogenen Zellen im peripheren
Blut zu bestimmen wurde die Durchflusszytometrie benutzt. FACS-Gerate
messen gleichzeitig sowohl mehrere Fluoreszenzsignale, als auch ZellgroRRe
und -granularitdt. Die CAC wurden in der lymphozytaren und monozytaren
Fraktion bestimmt (Abb.8).

Um die Expression bestimmter Oberflachenproteine nachzuweisen, wurde die
Fluoreszenz mit Fluorochromen konjugierter monoklonaler Antikorper
gemessen. Hierbei kamen bei den humanen Proben zwei fir CAC spezifische
Farbungen zur Anwendung. In der ersten Farbung wurden alle fir CD34 / KDR /
CXCR4 dreifachpositiven Zellen gezahlt'®®. Die dabei verwendeten
Fluorochrome waren Phycoerythrin (PE) fur CD34, Allophycocyanin (APC) fur
KDR und Fluoresceinisothiocyanat (FITC) fur CXCRA4.

Die zweite Farbung zahlte alle doppeltpositiven Zellen fir CD133 / KDR. Die
Flourochrome hierbei waren PE fir CD133 und APC fur KDR.

Sowohl PE, als auch FITC werden Uber einen 488 nm Laser, APC uber einen
647 nm Laser angeregt. Um unspezifische Antikérperbindungen
auszuschlielen, wurden sowohl isotypische Immunglobuline mit den oben
genannten  Fluorochromen (Isotypenkontrollen) verwendet, als auch
FMO-Kontrollen (Fluorescence-Minus-One) durchgefuhrt, indem man die Zellen
mit allen Antikdrpern, auf’er mit dem Marker mit der schwachsten Expression,
markierte. Die Durchfihrung der FMO-Kontrollen diente als so genannte
Gating-Kontrolle, um die Unterscheidung zwischen falsch und richtig positiven
Zellen zu vereinfachen''. Die Quantifizierung der CAC erfolgte im Vollblut.
Hierbei wurden 3 ml im Citratrohrchen abgenommenes Vollblut zunachst mit
10 ml Phosphat gepufferter Kochsalzlésung (PBS) gewaschen (300xg, 4°C,
7 Min.), daraufhin die Fc-Rezeptoren mittels 300 yl humanem IgG (1000 pg/ml)
fur 15 Minuten auf Eis geblockt und anschlieRend 100 pl des Blutes fur
30 Minuten mit 10 pl der Antikérper spezifisch fur CD34, KDR und CXCR4
(CD34: 2,2 pg/ml; VEGF-R2: 2,5 pg/ml; CXCR4: 10 pg/ml) bzw. CD133
(2,2 pg/ml) und KDR im Dunkeln auf Eis inkubiert.
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Neutrophile
Granulozyten

P SSC / Zellgranularitat

Monozyten

Debris

Lymphozyten

P FSC/ Zellgroke

Abbildung 8

Schematische Darstellung eines FACS-Dotplots einer humanen Blutprobe. Auf der X-Achse ist
die ZellgréRe, auf der Y-Achse die Zellgranularitat abgebildet. Die Bestimmung der CAC-Anzahl
erfolgte in der lymphozytaren und monozytaren Fraktion. (Modifiziert nach Asaharaee)

Nach der Lyse der roten Blutzellen mittels FACS Lysing Solution fur 10 Minuten
im Dunkeln unter Raumtemperatur (RT) und einmaligem Waschen (300xg, RT,
5 Min.) mit FACS Puffer (PBS + 0,5% BSA) wurden die Proben bis zur Messung
bei 4°C aufbewahrt.

Die Proben wurden am selben Tag am Fluorescence Activated Cell Sorter
(FACS) Canto mittels der Software BD FACSDiva gemessen und hierbei
50000 Events im Lymphozyten + Monozyten Gate aufgenommen.

Die FMO-Kontrollen wurden nach dem gleichem Vorgehen gemessen. Als
FMO-Kontrollen dienten die Antikdrperkombinationen CD34 / CXCR4, CD34 /
KDR und CXCR4 fir die erste Farbung (Tab. 1).
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Tabelle 1: Kombination der Antikorper fiir die erste Farbung und Kontrollen

CD 34 KDR CXCRA4
1. Farbung + + +
FMO 1 + - +
FMO 2 + + -
FMO 3 - - ¥

Die FMO-Kontrollen der zweiten Farbung waren CD133 und KDR (Tab. 2).

Tabelle 2: Kombination der Antikorper fiir die zweite Farbung und Kontrollen

CD 133 KDR
2. Farbung + +
FMO 1 + -
FMO 2 - +

Bei den murinen Proben wurden 100 pl des heparinisieren Vollblutes far
30 Minuten mit 7,5 uyl der Antikorper spezifisch fur CD34 und FIlk-1
(CD34: 0,5 mg/ml; Flk-1: 0,2 mg/ml) im Dunkeln auf Eis inkubiert. Die dabei
verwendeten Fluorochrome waren FITC fur CD34 und PE fur Flk-1.
AnschlielRend wurde analog den humanen Proben verfahren. Die verwendeten
FMO-Kontrollen bestanden jeweils aus der Farbung mit CD34 und der Farbung
mit Flk-1.

2.8 Isolierung zirkulierender angiogener Zellen aus dem peripheren Blut
und Bestimmung der Colony Forming Units (CFU)

Zur Isolierung der mononuklearen Zellen wurde die
Ficoll-Dichtezentrifugation'®® verwendet. Dabei erfolgte die Durchfiihrung aller
Arbeitsschritte unter einer Flow Bench, um die Sterilitat zu gewahrleisten. Unter
Raumtemperatur wurden hierbei 15 ml BioColl vorsichtig mit 25 ml
heparinisiertem Vollblut Gberschichtet und anschlieBend einer 25 minttigen
Zentrifugation bei 450xg und 25°C unterzogen. Unter der Zentrifugation erfolgte
die Auftrennung der unterschiedlichen Blutbestandteile, wobei Erythrozyten und

Granulozyten aufgrund der Aggregation mit der Polysaccharose der
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BioColl-Lésung schneller sedimentieren. Die Schicht zwischen der Plasma- und
der BioColl-Schicht wird Plasma-Biocoll-Zwischenphase genannt und beinhaltet
die mononuklearen Zellen (Abb. 9).

Die Uberflihrung der BioColl-Zwischenphase erfolgte in ein Zentrifugenréhrchen
mittels einer Einmalspritze und einer Einmalkanule. Vor der 10 minutigen
Zentrifugation bei 450xg und 4°C wurde das Zentrifugenréhrchen mit
EDTA /PBS (5 mmol/l EDTA in PBS) auf 50 ml aufgefullt. Mit dem Ziel noch
vorhandene Thrombozyten zu beseitigen wurde im Anschluss der Uberstand
vorsichtig verworfen und das zurickgebliebene Pellet in EDTA/PBS
resuspendiert. Die anschlieBende Zentrifugation erfolgte bei 300xg fur 10

Minuten unter 4°C.

Plasma-
Schicht T

Plasma-Biocoll- [
Zwischenphase

BioColl-
Schicht

Erythrozyten {

Abbildung 9
Auftrennung des Blutes mittels Ficoll-Dichtezentrifugation in seine Bestandteile.

Dieser Waschschritt wurde nochmals wiederholt und die nun isolierten Zellen
mittels Erythrozyten-Lyse-Puffer resuspendiert und fur 8 Minuten auf Eis
gelagert. Dieser Schritt diente der Lyse noch vorhandener restlicher
Erythrozyten. Das nach erneuter Zentrifugation fir 10 Minuten bei 300xg und
4°C gewonnene Zellpellet wurde in auf 37°C erwarmten EndoCult Liquid
Medium resuspendiert, welches zur Vermeidung von bakteriellen Infektionen
mit einer Mischung aus Penicillin-Streptomycin supplementiert wurde. Bei der

I64

Durchfuhrung des von Hill et al* beschriebenen Colony Forming Unit Assays
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fur zirkulierende angiogene Zellen, kam das speziell hierfur entwickelte
EndoCult Liquid Medium zur Anwendung. Das EndoCult Liquid Medium fordert
insbesondere das Wachstum und die Vermehrung der CFU-Hill Kolonien.
Dieser standardisierte Versuch uber funf Tage unterstutzt nicht das Wachstum
enddifferenzierter Endothelzellen. Die sich bildenden Kolonien sind als zentral
runde Zellen mit elongierten spindelférmigen Zellen in der Periphere zu
erkennen (Abb. 10).

Abbbildung 10
CFU-Hill Kolonie unter dem Lichtmikroskop nach flunftagiger Kultur. Zentral sind runde, in der
Peripherie elongierte spindelférmige Zellen zu erkennen.

Zur Kultivierung der Zellen wurde eine 6 Well Platte verwendet, wobei
5x10° Zellen/Well ausgesdt wurden. Die Bestimmung der Anzahl der
mononuklearen Zellen in der Suspension erfolgte mittels eines Lichtmikroskops
unter Zuhilfenahme einer Neubauer-Zahlkammer, wobei die Probe vor dem
Zahlen, um tote Zellen auszuschlief3en, mit Trypanblau gefarbt wurde. Jedes
Experiment wurde in Duplikaten durchgefihrt. Im Anschluss erfolgte nach
zweitagiger Inkubation im CO.-Inkubator die Uberfihrung des Uberstands in
separate Zentrifugenrbhrchen, um adharente Zellen zu entfernen. Nach
erneuter Zellzahlbestimmung wurden 1x10° Zellen/Well in 1 ml frischem
Medium auf vorher mit Fibronectin beschichteten 24 Well Platten in Duplikaten
dberflhrt und anschlief3end fur weitere 3 Tage im COz-Inkubator kultiviert. Nach
insgesamt 5 Tagen in Kultur fand die Fixierung und Farbung der Zellen statt,

indem das Medium abgesaugt und die Zellen vorsichtig mit 1 ml PBS
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gewaschen wurden. Nach erneutem Absaugen wurden die Zellen zur Fixierung
3 Minuten in 300 pl/Well Methanol inkubiert und anschlielfend mittels
300 pl/Well Giemsa-Losung (Verdunnung von 1/20 in ddH,O) gefarbt. Nach
erneuter 3 minutiger Inkubation wurde die Giemsa-Ldsung abgesaugt und die
Wells vorsichtig mit PBS gespllt, bis sich die Kolonien vom Hintergrund
abgrenzen lielen. Zur Auszahlung der Kolonien kam ein Lichtmikroskop mit

einem 10x Objektiv zur Anwendung.

2.9 Bestimmung der Konzentration von Zytokinen im Plasma mittels

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
Um die Konzentrationen von VEGF, MMP9, SDF1-a und Stem cell factor (SCF)

im Plasma zu bestimmen, wurden quantitative nach dem “Sandwichprinzip®
aufgebaute ELISAs verwendet. Eine 96-well Platte war dabei mit einem
monoklonalen Antikérper spezifisch flir das zu bestimmende Protein
vorbeschichtet (Abb. 11). Die verwendeten Quantikine® Kits enthielten die mit
dem spezifischen Antikdrper vorbeschichtete 96-well Platte, den fur die
Eichreihe bendtigten Standard, eine Verdunnungslésung, einen Waschpuffer,
eine Substratlésung, eine Stopplésung und eine Konjugatlésung bestehend

aus spezifischen enzymgebundenen polyklonalen Antikdrpern.

A
A

\YARY 4 \/‘ \/\

Abbildung 11

Schematische Darstellung eines Enzyme-Linked Immunosorbent Assays nach dem
“Sandwichprinzip®. (roter Punkt: Antigen; lila Viereck: Enzym; weil3es Dreieck: Substrat; oranges
Dreieck: Farbe) (Modifiziert nach Janeway'*®)

23



Zunachst wurden 100 pl der Verdunnungslosung in jedes Well vorgelegt.
AnschlieRend erfolgte die Aufgabe der Proben in die Wells, wobei das zu
bestimmende Protein an die unbeweglichen Antikorper im Well band. Nach
einer zweistlndigen Inkubation auf dem Rdttler folgten vier Waschschritte mit
400 pl des Waschpuffers.

Im Anschluss wurden 200 ul der Konjugatlosung in die Wells gegeben, worauf
weitere zwei Stunden Inkubationszeit auf dem Ruttler folgten. Hierbei band der
enzymkonjugierte polyklonale Antikorper an das Protein, welches in den Wells
verblieben war. AnschlieBend fanden wiederum vier Waschschritte mit dem
Waschpuffer statt, um ungebundene Antikorper zu entfernen, bevor 200 ul der
Substratldsung in die Wells pipettiert und flir 30 Minuten im Dunkeln inkubiert
wurden. Das Substrat wurde dabei von dem Enzym in Farbe umgesetzt, die
proportional zu dem Anfangs gebundenen Proteinanteil war. Nach dem
Stoppen der Reaktion mittels der Stopplosung erfolgte die Messung der
Absorption am Plattenphotometer bei 450 nm mit einer Korrekturwellenlange
von 540 nm. Die Konzentration wurde mit Hilfe einer ebenfalls aufgetragenen
Eichreihe errechnet.

Als Proben wurden fur alle ELISAs thrombozytenfreies Plasma verwendet.

Fir die Bestimmung von MMP-9 und SCF wurde das Plasma vor der Aufgabe
mit der im Kit enthaltenen Verdinnungslésung verdinnt (MMP-9: 1:40;
SCF: 1:2). Die Bestimmung von SDF1-a und VEGF erfolgte aus unverdinntem

Plasma.

2.10 Blutabnahme

Die Blutentnahme beim humanen Studienkollektiv erfolgte aus der Vena cubiti
mittels eines Safety-Multifly-Sets unter Vermeidung einer Hamolyse. Zu jedem
Abnahmezeitpunkt erfolgte die Entnahme von Vollblut. Dabei wurden pro
Zeitpunkt 15 ml Vollblut zur Bestimmung der Konzentrationen von Nitrat, Nitrit,
VEGF, MMP9, SDF1-a und SCF im Plasma bendtigt. Zur Erfassung der Anzahl
zirkulierender angiogener Zellen mittels FACS Messung wurde das Vollblut mit
Hilfe einer Citrat-Monovette abgenommen. Die Blutentnahmen fur das

Basislabor (Differential Blutbild, Kreatinin, C-reatives Protein, Glukose,
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Triglyzeride, Cholesterin, HDL-Cholesterin, LDL-Cholesterin) fanden mittels
einer EDTA-Monovette und einer Serum-Gel-Monovette statt.

Beim murinen Studienkollektiv erfolgte die Blutgewinnung transthorakal direkt
aus dem Herzen mittels Omnican Insulinspritzen bei gleichzeitiger
Isofluran-Anasthesie. Die Mause wurden 10 Minuten vor der Abnahme mit

intraperitoneal appliziertem Heparin (1000 IE) antikoaguliert.

2.11 Probenaufarbeitung

Die 15 ml humanes Vollblut wurden umgehend in ein mit Heparin vorgelegtes
50 ml Zentrifugenréhrchen Uberfihrt und bei 800xg und 4°C fir 15 Minuten
zentrifugiert, um die zellularen Bestanteile vom Plasma abzutrennen. Der
Plasmauberstand wurde auf Eppendorf-Reaktionsgefalle aliquotiert.

Die Bestimmung von Nitrit im Plasma erfolgte unmittelbar durch Aufgabe von
400 pl des Plasmalberstandes mittels Chemilumineszenz-Detektion (CLD).

Fir die Messung von Nitrat, VEGF, MMP9, SDF1-a und SCF mussten weitere
Schritte zur Aufreinigung des Plasmas erfolgen (Abb. 12).

Zur Messung von Nitrat wurden 500 pl Plasma zur Fallung der Proteine 1:1 mit
Methanol verdinnt und anschlieRend bei 14000xg und 4°C fur 10 Minuten
zentrifugiert. Der proteinfreie Plasmaulberstand wurde in ein neues
Eppendorf-Reaktionsgefaly Uberfihrt und bis zur spateren Messung bei -80°C
gelagert.

Die Bestimmung von VEGF, MMP9, SDF1-a und SCF erfolgte aus
thrombozytenfreiem Plasma. Hierflir wurden 2 ml Plasma bei 10000xg und 4 °C
fur 10 Minuten zentrifugiert. Anschlieend wurden jeweils 400 i
thrombozytenfreier Plasmatuberstand auf Eppis aliquotiert und bis zur spateren
Messung bei -80°C gelagert.

Die Aufbereitung der murinen Blutproben zur Messung von Nitrat und Nitrit im

Plasma fand analog dem humanen Protokoll statt.
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4 °C
800 rcf

ELISA CLD HPLC
Plasma direkte CLD- Plasma : Methanol
Aufgabe des 1:1

Plasmas (400 pl)

thrombozytenfreies proteinfreies
Plasma Plasma
Abbildung 12

Schematischer Ablauf der weiteren Blutverarbeitung fir die einzelnen Assays nach der
Abnahme aus der Vena cubiti (ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay; CLD:
Chemilumineszenz-Detektion; HPLC: Hochdruck-Flussigkeitschromatographie; min: Minuten;
°C: Grad Celsius; rcf: relative Zentrifugalbeschleunigung)
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2.12 Humane Studienkollektive und Studienprotokolle

Bei der durchgefiuihrten Humanstudie handelte es sich um eine randomisierte,
placebokontrollierte  Studie im  cross-over Aufbau (Studiennummer
ClinicalTrials.gov: NCT01262521; Ethikvotum RWTH-Aachen: EK 089/07). Die
Studie bestand dabei aus zwei Teilen (Abb. 13).

15 Probanden

T

10 Probanden 5 Probanden

» Endothelfunktion (FMD) » Zytokine im Plasma (ELISA)
» CAC-Funktion (CFU) * CAC-Anzahl (FACS)

+ NO,/NO, im Plasma (CLD/HPLC)

Abbildung 13

Ubersicht tber die Aufteilung der 15 Probanden auf die beiden Teile der Humanstudie und die
Untersuchungen mit Methoden in Klammern. (FMD: Fluss-mediierte Dilatation; CFU: Colony
Forming Units; ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay; FACS: Fluorescence Activated
Cell Sorting; CLD: Chemilumineszenz-Detektion; HPLC: Hochdruck-
Flussigkeitschromatographie)

Das Probandenkollektiv, welches auf beide Teile aufgeteilt wurde, bestand
insgesamt aus flinfzehn gesunden mannlichen Freiwilligen.

Dem ersten Teil der Studie, welcher sich mit der Endothelfunktion und der
Funktion zirkulierender angiogener Zellen nach oraler Aufnahme von Nitrat
befasste waren 10 Probanden zugeteilt. Alle 10 Probanden waren Raucher,
weil sowohl die Endothelfunktion, als auch die Funktion zirkulierender
angiogener Zellen bei Rauchern eingeschrankt ist”".

Bei Versuchsbeginn waren alle 10 Probanden mindestens 12 Stunden nuchtern
und mussten nach der Ankunft im Versuchsraum zur Stabilisierung ihres
Kreislaufes mindestens 15 Minuten lang ruhig in einem Bett liegen. Im
Anschluss wurden 15 ml vendses Blut aus der Vena cubiti zur Bestimmung der
basalen Werte der Colony Forming Units (CFU) abgenommen. Die Messung

der basalen Fluss-mediierten Dilatation (FMD) erfolgte nach weiteren 15
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Minuten Erholung von der Blutabnahme am rechten Arm. Anschlielend wurde
den Probanden vom Versuchsleiter randomisiert 0,15 mmol Natriumnitrat / kg
Korpergewicht bzw. Natriumchlorid in Wasser gelost zur oralen Aufnahme
gegeben. Die Menge an Nitrat entsprach einer Menge von 150 — 250 g Spinat,
rote Beete oder Kopfsalat®®'®*. Natriumchlorid in einer aquivalenten Menge
diente als Kontrolle. Zur erleichterten Aufnahme wurde das Natriumnitrat bzw.
Natriumchlorid in nitratarmem stillem Wasser der Marke Chapelle geldst.
Zwischen den Einnahmen von Natriumnitrat oder Natriumchlorid lag als
Auswaschungsphase ein Zeitraum von mindestens einer Woche.

Weitere Bestimmungen der FMD fanden 90, 180 und 270 Minuten nach der
Aufnahme von Natriumnitrat bzw. Natriumchlorid statt. Zur postinterventionellen
Bestimmung der CFUs erfolgte eine erneute Blutabnahme nach 270 Minuten.

Eine schematische Ubersicht des ersten Versuchsteils stellt Abbildung 14 dar.

NaNO3 / NaCl - Aufnahme

|

N
7

[ | I I
0 1,5 3 4,5 Stunden
Blutabnahme, FMD FMD Blutabnahme,
FMD FMD
Abbildung 14

Protokoll des ersten Teils der Humanstudie. Vor der Natriumnitrat/Natriumchlorid-Aufnahme
erfolgte sowohl eine Blutabnahme, als auch eine Bestimmung der Fluss-mediierten Dilatation
zur Bestimmung des basalen Zustandes.

Dem zweiten Teil der Studie, welche die Mobilisierung zirkulierender
angiogener Zellen nach oraler Aufnahme von Nitrat untersuchte, waren
5 Nicht-Raucher zugeordnet.

Die 5 Probanden mussten analog zum ersten Studienteil nach der Ankunft im
Versuchsraum zur Stabilisierung ihres Kreislaufes flir mindestens 15 Minuten
ruhig im Bett liegen. Bevor die Freiwilligen das in Wasser der Marke Chapelle
geldste Natriumnitrat bzw. Natriumchlorid zu sich nahmen, wurde eine
Blutabnahme durchgefuhrt, um die basalen NOx-, CAC- und Zytokin-Werte zu
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bestimmen. Weitere vier Blutabnahmen erfolgten im stindlichen Abstand
(Abb. 15).

NaNO3 / NaCl - Aufnahme

|

Blutabnahme | | | | | >
0 1 2 3 4 Stunden

Abbildung 15

Protokoll des zweiten Teils der Humanstudie. Vor der Natriumnitrat/Natriumchlorid-Aufnahme
erfolgte eine Blutabnahme zur Bestimmung der basalen NOx-, CAC- und Zytokin-Werte.
Anschlieend fanden stlindliche Blutabnahmen statt.

2.13 Murines Studienkollektiv und Studienprotokoll

Bei dem murinen Studienkollektiv wurden mannliche Mause der Linie C57BL/6
aus der Versuchstierkunde der RWTH Aachen (Tierversuchsgenehmigung
RWTH-Aachen: G. 086/08; LANUV-Aktenzeichen: 8.87-50-10.35.08.086)
verwendet. Die Tierversuche wurden von einer Person mit entsprechender
Befahigung durchgeflihrt. Das durchschnittliche Alter der Versuchstiere lag bei
12 + 3 Wochen mit einem Gewicht von 25 g bis 30 g. Die Tiere wurden bis zum
Tag des Versuches in der Versuchstierkunde bei einer Raumtemperatur von
19-21°C, einer Luftfeuchtigkeit von 50-60% und einem zwolf Stunden Tag-
Nacht-Rhythmus gehalten.

Den Mausen wurde, um akute diatetische Einflisse auszuschlieen, zwolf
Stunden vor Versuchsbeginn das Futter entzogen und das normale Trinkwasser
gegen ddH,0 ausgetauscht.

Die Injektion der Stimulanzien fand mit Hilfe einer Insulinspritze in die
Schwanzvene statt. Als Stimulanzien dienten Natriumnitrat (10 nmol i.v;
1 ymol i.v.), Natriumnitrit (10 nmol i.v.) und als Positivkontrolle AMD3100
(5 mg/kg s.c.). Als NO-Radikalfanger wurde das Kalisalz Carboxy-PTIO (cPTIO;
1 mg/kg i.v.) eingesetzt. Jede Versuchsgruppe bestand aus 5 Versuchstieren
(n=5). Eine Stunde nach der Injektion der oben genannten Stimulanzien erfolgte
die Blutabnahme transthorakal aus dem Herzen, nachdem 10 Minuten zuvor

200 pl Heparin (1000 IE) intraperitoneal zur Antikoagulation injiziert wurde.
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In den Carboxy-PTIO enthaltenden Versuchsgruppen wurde dieses 30 Minuten

vor der Injektion der Stimulantien intravends appliziert (Abb. 16).

Cgrquy-_PTIO Injektion der Injektion von
Injektion i.v. Stimulans Heparin i.p. Blutabnahme
.'g,_; ‘l‘%_f; &,_; ¥ o

-30 Min. 0 Std. 50 Min. 1 Std.

Abbildung 16

Murines Studienprotokoll. Die Blutabnahme erfolgte transthorakal aus dem Herzen eine Stunde
nach intravendser Injektion der Stimulans. Die Applikation von Carboxy-PTIO erfolgte in den
jeweiligen Versuchsgruppen 30 Minuten vor dem Stimulans.

2.14 Mathematisch-statistische Methoden

Die statistische Auswertung erfolgte mit der Software Origin 7GSR2 (OriginLab
Corporation, Northampton, USA).

Alle Daten sind, soweit nicht anders vermerkt, als Mittelwert (MW) £
Standardfehler (SE) angegeben. Der ,Student’s t-Test* wurde nach der
Uberpriifung auf Gaul'sche Normalverteilung verwendet. Als statistisch

signifikant wurde ein p-Wert von p < 0,05 angenommen.
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3. Ergebnisse

3.1 Probandencharakteristika

Das Studienkollektiv der durchgefiihrten Studie bestand aus finfzehn
mannlichen gesunden Probanden. Anamnestisch wurden Herz-, Kreislauf-,
Lungen- und GefalRerkrankungen ausgeschlossen. Um aktuelle Infekte
auszuschlieBen wurde ein Basislabor durchgeflihrt. Die Werte des
Studienkollektivs fur CRP, Glukose, Triglyzeride, Cholesterin, HDL, LDL und

Kreatinin lagen dabei alle im Normbereich (Tab. 3).

Tabelle 3: Basislabor des Studienkollektivs

Raucher Nicht-
Raucher
(n=10) (n=5)
Einheit Mittelwert Mittelwert Normwerte
Alter Jahre 26 28
CRP mg/dl <5 <5 <5
Glukose mg/dl 94 90 60 - 100
Triglyzeride mg/dl 78 62 <200
Cholesterin mg/dl 175 160 <240
HDL mg/dl 57 55 >40
LDL mg/dl 94 88 <159
Kreatinin mg/dl 0,7 0,8 0,7-1,2

3.1.1 Konzentration von Nitrat und Nitrit im Plasma nach oraler Aufnahme

von Nitrat

Um die Effekte oral aufgenommenen Nitrats auf die Mobilisierung zirkulierender
angiogener Zellen zu untersuchen, musste zunachst die Resorption des Nitrats
ins Blut gewahrleistet werden. Dafur wurde nach der oralen Aufnahme von
0,15 mmol Natriumnitrat/kg Kérpergewicht bzw. Natriumchlorid als Kontrolle, die
Konzentration von Nitrat im Plasma zu jedem Zeitpunkt (T0-T4) mittels
Hochdruck-FlUssigkeitschromatographie (s. 2.4) bestimmt. Um akute
diatetische Einflussfaktoren auf die Konzentration von Nitrat und Nitrit im
Plasma 2zu vermeiden, durften die Probanden 12 Stunden vor der
Versuchsdurchfihrung keine feste oder flissige Nahrung zu sich nehmen. Wie
in Abbildung 17 A zu sehen, stieg die Konzentration von Nitrat im Plasma eine

Stunde nach oraler Gabe von in Wasser der Marke Chapelle gelostem Nitrat
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signifikant an. AnschlieBend sank die Konzentration von Nitrat langsam ab,
blieb aber deutlich erhéht (TO: 26,4 + 1,7 pM; T1: 522,2 + 29,4 uM; p<0,0005).
Die Aufnahme von Natriumchlorid fuhrte hingegen zu keiner signifikanten
Veranderung der Konzentration von Nitrat im Plasma (T0: 28,1 + 4,8 uM; T1:
28,1 £ 6,1 uM; p=0,05).

Nachdem die Resorption des oral aufgenommenen Nitrats nachgewiesen
werden konnte, bestand der nachste Schritt in der Sicherstellung der Reduktion
des resorbierten Nitrats zu Nitrit. Um diese Reduktion nachzuweisen wurde die
Konzentration von Nitrit im Plasma mit Hilfe der reduktiven Gasphasen-
Chemilumineszenz-Detektion (s. 2.5) zu jedem Zeitpunkt gemessen. Aufgrund
der Kurzlebigkeit von Nitrit wurde die Messung direkt im Anschluss der
Blutaufbereitung durchgefihrt (s. 2.11).
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Abbildung 17

(A) Konzentration von Nitrat im Plasma [uM] in Bezug auf die unterschiedlichen Zeitpunkte
[Std.]. Eine Stunde nach oraler Gabe von Nitrat stieg die Konzentration von Nitrat im Plasma an
(TO: 26,4 £ 1,7 uM; T1: 522,2 £ 29,4 uyM) und zeigte anschlieRend einen leichten Abwartstrend.
Nach oraler Aufnahme von Natriumchlorid war keine signifikante Verdnderung der
Konzentration von Nitrat im Plasma zu beobachten. (B) Konzentration von Nitrit im Plasma [nM]
in Bezug auf die unterschiedlichen Zeitpunkte [Std.]. Eine Stunde nach oraler Gabe von Nitrat
stieg die Konzentration von Nitrit im Plasma signifikant an (T0: 21 £ 6 nM; T1: 116 + 33 nM) und
blieb daraufhin konstant. Die orale Aufnahme von Natriumchlorid bewirkte keine Veranderung
der Konzentration von Nitrit im Plasma. (*p < 0,05; Mittelwert + SE)
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Eine Stunde nach oraler Gabe von Nitrat stieg die Konzentration von Nitrit im
Plasma signifikant von TO: 21 £ 6 nM auf T1: 116 + 33 nM (p<0,05) an und blieb
uber den Zeitraum der Messung konstant (Abb. 17 B).

Im Gegensatz zur oralen Aufnahme von Nitrat war nach der Aufnahme von
Natriumchlorid als Kontrolle keine signifikante Anderung der Konzentration von
Nitrit im Plasma zu beobachten (T0: 23 + 6 nM; T1: 19 £ 5 nM; p=0,05).

3.1.2 Einfluss oral aufgenommenen Nitrats auf die Endothelfunktion

Nach der oralen Aufnahme von Nitrat kam es bereits nach 1,5 Std. zu einem
Anstieg der Fluss-mediierten Dilatation der Arteria brachialis von 3,0 + 0,4% auf
4,7 + 0,7% (p=<0,05). Diese Steigerung der FMD erreichte ihr Maximum
3 Stunden nach der Gabe von Nitrat (5,1 £ 0,9%; p<0,05). AnschlieRend fiel die
Dilatation beim Zeitpunkt von 4,5 Stunden wieder auf 4,6 + 1% ab (Abb. 18). Im
Vergleich zur oralen Aufnahme von Nitrat zeigte die Gabe von Natriumchlorid
als Kontrolle zu keinem Messzeitpunkt einen signifikanten Unterschied bezogen
auf den Basalwert (Basal: 2,8 + 0,8%; 1,5 Std.: 3,1 + 0,8%; 3 Std.: 2,9 + 0,5%;
p=0,05).

Als Positiv-Kontrolle wurde die endothelunabhangige Dilatation 4 Minuten nach
der sublingualen Gabe von 400 ug Glyceroltrinitrat bestimmt. Durch die Gabe
von GTN kommt es zu keinem signifikanten Anstieg des Flussvolumens,
allerdings zu einer maximalen Vasodilatation, welche nicht flussmediiert ist.
Nach der sublingualen Gabe von GTN zeigte sich kein signifikanter Unterschied
zwischen der Nitrat- und der Natriumchlorid-Gruppe (Nitrat: 13,2 + 1,1%; NaCl:
14,5 + 2,0%; p=0,05).
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Abbildung 18

(A) Fluss-mediierte Dilatation in [%] in Bezug auf die unterschiedlichen Zeitpunkte der Messung
nach der Aufnahme von Nitrat bzw. Natriumchlorid als Kontrolle. Nach der oralen Aufnahme
von Nitrat kam es zu einem signifikanten Anstieg der Dilatation nach 1,5 Std. (Basal: 3 + 0,4%;
1,5 Std.: 4,7 £ 0,7%; p < 0,05) welche ihr Maximum nach 3 Stunden erreichte (5,1 £ 0,9%) und
anschlielend wieder leicht abfiel. Die Gabe von Natriumchlorid zeigte Uber alle Messzeitpunkte
hinweg keine signifikante Anderung der FMD im Vergleich zum Basalwert. (B) Als Positiv-
Kontrolle wurde die endothelunabhdngige Dilatation nach der sublingualen Gabe von
Glyceroltrinitrat gemessen. Die FMD zeigte dabei sowohl in der Nitrat als auch in der
Natriumchlorid Gruppe keinen signifikanten Unterschied (Nitrat: 13,2 = 1,1%; NaCl: 14,5 = 2%).
(*p £ 0,05; Mittelwert + SE)

3.1.3 Mobilisierung zirkulierender angiogener Zellen nach oraler

Nitrataufnahme

Zusatzlich zu dem Effekt von oral zugefuhrtem Nitrat auf die Konzentration von
Nitrat und Nitrit im Plasma und die Fluss-mediierte Dilatation, wurde die
Wirkung auf die Mobilisierung zirkulierender angiogener Zellen untersucht.
Hierbei wurde mit Hilfe der Durchflusszytometrie die relative Anzahl der CAC im
peripheren Blut gemessen. CAC lassen sich mittels spezifischer Antikdrper
gegen Oberflachenproteine in der Lympho- und Monozytenpopulation
bestimmen. Die in der Studie verwendeten Antikdrperkombinationen waren
CD34 / KDR / CXCR4 und CD133 / KDR (s. 2.7). Die erhobenen Daten nach
der Aufnahme von Nitrat bzw. Natriumchlorid wurden auf den jeweiligen

Basalwert normiert, um die genaue Veranderung der Anzahl an CAC erfassen
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zu kénnen. Die Anzahl zirkulierender angiogener Zellen wird in Prozent von der
Lympho- und Monozytenpopulation angegeben.

In Abbildung 19 A ist zu erkennen, dass eine Stunde nach oraler Aufnahme von
Nitrat ein  signifikanter Anstieg der dreifachpositiven Zellen fur
CD34 / KDR / CXCR4 im Vergleich zur oralen Aufnahme von Natriumchlorid zu
verzeichnen war (T1: NaCl: 0,003 + 0,006%, Nitrat: 0,023 + 0,007%; p=<0,05).
Im Anschluss an den Anstieg nach einer Stunde zeigte die relative Anzahl an

CAC in der Nitratgruppe einen leichten Abwartstrend.

A B m Nitrat
O NaCl
__ 0,03 # 0,03-
<
o —
2 l x
o S 0,02;
X 0,02- \ E
X - #
£ o
3 O 0,01 I I
i s N
2 0,011 I < / %\
= b N 0,00 =Sy N
© <
& &’
o
2 0,00 V 0,011
© 0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Zeitpunkte [Stunden] Zeitpunkte [Stunden]
Abbildung 19

(A) Auf den Basalwert normierte CAC-Anzahl in der Lympho- und Monozytenpopulation [%] der
Antikérperkombination CD34 / KDR / CXCR4 in Bezug auf die unterschiedlichen Zeitpunkte
nach oraler Aufnahme von Nitrat bzw. Natriumchlorid. Eine Stunde nach der Aufnahme von
Nitrat stieg die relative CAC-Anzahl im Vergleich zur Anzahl nach oraler Aufnahme von
Natriumchlorid signifikant an (#p<0,05) und glich sich Uber den zeitlichen Verlauf wieder an.

(B) Auf den Basalwert normierte CAC-Anzahl in der Lympho- und Monozytenpopulation [%] der
zweiten Antikdrperkombination CD133 / KDR. Eine Stunde nach der oralen Aufnahme von
Nitrat zeigte die relative CAC-Anzahl einen Aufwartstrend und zum Zeitpunkt T2 einen
signifikanten Unterschied in Bezug auf die Kontrollgruppe mit Natriumchlorid. (#p < 0,05;
Mittelwert + SE)

Zur weiteren  Verifizierung der Ergebnisse wurde eine zweite
Antikérperkombination gegen die Oberflachenmarker CD133 und KDR
verwendet. Der Unterschied zur ersten Farbung lag in der Verwendung des
Oberflachenmarkers CD133, welcher spezifisch fur hamatogene Vorlauferzellen

ist. In Ubereinstimmung mit Abbildung 19 A war eine Stunde nach der oralen
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Aufnahme von Nitrat ein Aufwartstrend der relativen Anzahl von CAC
(Abb. 19 B) zu erkennen. Ebenfalls war zum Zeitpunkt T2 ein signifikanter
Zuwachs der relativen CAC Anzahl in der Nitratgruppe gegenuber der Kontrolle
mit Natriumchlorid zu verzeichnen (T2: NaCl: 0,0082 * 0,0039%,
Nitrat: 0,0151 £ 0,0035%; p<0,005).

Des Weiteren konnte eine signifikante Korrelation zwischen dem maximalen
Anstieg der Konzentration von Nitrit im Plasma und der relativen Anzahl
zirkulierender angiogener Zellen positiv fir CD133 / KDR festgestellt werden
(p=<0,05).

3.1.4 Einfluss oral aufgenommen Nitrats auf die Funktion

zirkulierender angiogener Zellen

Nachdem gezeigt werden konnte, dass nach oraler Aufnahme von Nitrat die
Anzahl zirkulierender angiogener Zellen im peripheren Blut signifikant ansteigt
(s. 3.1.3), bestand der nachste Schritt aus dem Nachweis der
Funktionsfahigkeit der mobilisieten CAC. Um die Funktionsfahigkeit der
mobilisierten CAC zu untersuchen, wurden diese aus dem peripheren Blut
isoliert und in Kultur genommen. Der durchgefiihrte Colony Forming Unit Assay
nach Hill (s. 2.8) unterstitzte spezifisch das Wachstum zirkulierender
angiogener Zellen, nicht aber das enddifferenzierter Endothelzellen. Neben der
Aussage zur Funktionsfahigkeit der CAC ist der Colony Forming Unit Assay
nach Hill ein semi-quantitativer Test zu Bestimmung der Anzahl von
zirkulierenden angiogenen Zellen im peripheren Blut®.

Abbildung 20 zeigt, dass 4,5 Stunden nach der oralen Aufnahme von Nitrat die
Colony Forming Units (n) im Vergleich zum Basalwert signifikant anstiegen
(Basal: 11,3 £ 4,5 n; 4,5 Std.: 29,3 + 15,9 n; p<0,05). Hingegen zeigte sich 4,5
Std. nach der oralen Aufnahme von Natriumchlorid kein signifikanter Anstieg in
Hinblick auf den Basalwert (Basal:15,2 £ 5,4 n; 4,5 Std.: 16,1 + 5,5 n; p=0,05).
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Abbildung 20

Anzahl der Colony Forming Units nach Hill (CFU) [n] im peripheren Blut vor und 4,5 Stunden
nach oraler Aufnahme von Nitrat bzw. Natriumchlorid. 4,5 Std. nach der oralen Aufnahme von
Nitrat stieg die Anzahl der CFU im Vergleich zum Basalwert signifikant an. Die Aufnahme von
Natriumchlorid fuhrte zu keinem signifikanten Anstieg nach 4,5 Std. verglichen mit dem
Basalwert. (*p < 0,05; Mittelwert + SE)

3.1.5 Konzentration der Zytokine VEGF, MMP9, SDF1-a und SCF

im Plasma nach oraler Nitrataufnahme

Um einen genaueren Einblick in die Mechanismen der Mobilisierung von
zirkulierenden angiogenen Zellen nach der oralen Aufnahme von Nitrat zu
bekommen, wurden die Zytokine VEGF, MMP9, SDF-1a und SCF im Plasma
bestimmt. Es konnte gezeigt werden, dass die Zytokine VEGF, MMP9, SDF1- a
und SCF eine wesentliche Rolle bei der Mobilisierung von CAC
spielen®®%°112° SCF und VEGF fiihren zu einer Mobilisierung von CAC, wobei
VEGF die eNOS aktiviert, was konsekutiv zum Anstieg der Konzentration von
NO im Plasma fiihrt®®'?®. SDF1-a hingegen aktiviert den CXCR4 Rezeptor und
spielt somit eine wichtige Rolle bei der Rekrutierung der zirkulierenden
angiogenen Zellen. Bei der Freisetzung von CAC aus der Knochenmarksnische
spielt MMP9 eine wichtige Rolle®*".

Aufgrund des signifikanten Anstiegs der Anzahl von CAC nach oraler Aufnahme

von Nitrat im Gegensatz zur Aufnahme von Natriumchlorid zum Zeitpunkt T1,
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lag der Fokus der Bestimmung der Zytokine im Plasma eine Stunde nach der
oralen Gabe von Nitrat bzw. Natriumchlorid.

Eine Stunde nach oraler Gabe von Nitrat bzw. Natriumchlorid als Kontrolle
zeigten sich zwischen den beiden Gruppen keine signifikanten Unterschiede in
der Konzentration von VEGF im Plasma (Abb. 21 A; NaCl: 299 + 66 pg/ml;
Nitrat: 283 £ 78 pg/ml; p=0,05).

Die MMP9 Konzentration im Plasma zeigte eine Stunde nach der Aufnahme
von Nitrat einen signifikanten Abfall gegeniber dem Basalwert
(TO: 31+ 3ng/ml; T1: 27 £ 3 ng/ml; p<0,05). In der Kontrollgruppe mit
Natriumchlorid hingegen war keine Veranderung der MMP9 Konzentration eine

Stunde nach oraler Aufnahme zu verzeichnen (Abb. 21 B).
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Abbildung 21

(A) Eine Stunde nach der oralen Aufnahme von Nitrat bzw. Natriumchlorid (NaCl) war kein
signifikanter Unterschied hinsichtlich der Konzentration von VEGF im Plasma erkennbar. (B)
Eine Stunde nach der oralen Aufnahme von Nitrat fiel die Konzentration von MMP9 im Plasma
im Vergleich zum Basalwert signifikant ab. Nach der oralen Aufnahme von NaCl waren keine
Unterschiede zu verzeichnen. (*p < 0,05; Mittelwert + SE)

Eine Stunde nach der oralen Aufnahme von Nitrat zeigte die Konzentration von
SDF1-a im Plasma einen signifikanten Anstieg im Vergleich zur Aufnahme von
Natriumchlorid zum Zeitpunkt T1 (Abb. 22 A; NaCl: 2565 = 99 pg/mi;
Nitrat: 2664 + 128 pg/ml; p<0,05).
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Ubereinstimmend mit der SDF1-a Konzentration im Plasma stieg die auf die
Basalwerte normierte Plasma SCF Konzentration eine Stunde nach oraler

Aufnahme von Nitrat im Vergleich zur Aufnahme von Natriumchlorid signifikant

an (Abb. 22 B).
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Abbildung 22

(A) Plasma SDF1-a Konzentration [pg/ml] eine Stunde nach oraler Aufnahme
von Nitrat bzw. Natriumchlorid. Die Plasma SDF1-a Konzentration eine Stunde nach der
Aufnahme von Nitrat war im Vergleich zu der Konzentration nach der Aufnahme von
Natriumchlorid signifikant erhéht. (B) Auf die Basalwerte normierte Plasma SCF Konzentration
[pg/ml] eine Stunde nach oraler Aufnahme von Nitrat bzw. Natriumchlorid. Eine Stunde nach
der Aufnahme von Nitrat stieg die Plasma SCF Konzentration im Vergleich zur Konzentration
nach der Aufnahme Natriumchlorid signifikant an. (#p < 0,05; Mittelwert + SE)
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3.2 Untersuchungen am Mausmodell

3.2.1 Konzentration von Nitrit und Nitrat im Plasma nach intravenoser
Nitrit- und Nitratinjektion

Um die bei der humanen Studie vermutete NO-abhangige Mobilisierung
zirkulierender angiogener Zellen zu verifizieren wurden weitere Versuche an
einem Mausmodell durchgefiihrt. Dabei bestand zum einen die Mdglichkeit die
Freisetzung von NO mit Hilfe eines NO-Radikalfangers abzufangen, zum
anderen konnten potente Positivkontrollen eingesetzt werden. Der verwendete
NO-Radikalfanger war das Kalisalz Carboxy-PTIO. Als Positivkontrolle wurde
AMD3100 verwendet. Des Weiteren wurde den Versuchstieren analog zum
humanen Studienkollektiv 12 Stunden vor Versuchsbeginn das Futter entzogen
und das normale Trinkwasser gegen ddH,O ausgetauscht.

Zunachst musste sichergestellt werden, dass bei der intravendsen Injektion von
in PBS geldéstem Natriumnitrat und Natriumnitrit in die Schwanzvene, die
Konzentration von Nitrat und Nitrit im Plasma ansteigt. Hierfir wurde nach der
Applikation von 10 pmol Natriumnitrat bzw. 10 nmol Natriumnitrit die
Konzentration von Nitrat und Nitrit im Plasma bestimmt. Alle Stimulanzien
waren hierfur zu Injektionszwecken in PBS gelost.

Die Konzentration von Nitrit im Plasma der basalen Versuchsgruppe lag bei
244 £ 71 nM. 10 Minuten nach der intravendsen Injektion von Natriumnitrit in
die Schwanzvene stieg die Konzentration signifikant auf 720 + 107 nM an
(p<0,05). Beim nachsten Untersuchungszeitpunkt nach 60 Minuten fiel die
Konzentration von Nitrit im Plasma leicht ab, war aber weiterhin signifikant zum
Basalwert erhoht (500 = 73 nM; p<0,05). Die intravendse Applikation von
Natriumnitrat zeigte nach 10 Minuten keine signifikante Veranderung der
Konzentration von Nitrit im Plasma (Abb. 23).

Analog zu der steigenden Konzentration von Nitrit im Plasma, stieg nach der
Injektion von Natriumnitrit die Konzentration von Nitrat im Plasma im Vergleich
zur Basalgruppe 60 Minuten nach der Injektion signifikant an
(Basal: 78 £ 26 pM; Nitrat 60 Min.: 191 + 43 uM; p<0,05) (Abb. 24).
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Abbildung 23

Konzentration von Nitrit im Plasma [nM] vor und nach der intravendsen Injektion von 10 nmol
Natriumnitrit bzw. 10 pymol Natriumnitrat gelést in PBS. 10 Minuten nach der Injektion von
Natriumnitrit stieg die Konzentration von Nitrit im Plasma signifikant zum Basalwert an und blieb
auch nach 60 Minuten erhéht, wohingegen die Injektion von Natriumnitrat keine Veranderung
der Konzentration von Nitrit im Plasma bewirkte. (*p < 0,05; Mittelwert + SE)
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Abbildung 24

Konzentration von Nitrat im Plasma [uM] vor und nach der intravendsen Injektion von
10 nmol Natriumnitrit. 10 Minuten nach der Stimulation mit Natriumnitrit stieg die Konzentration
von Nitrat im Plasma im Vergleich zum Basalwert an und war nach 60 Minuten signifikant
erhoht. (*p < 0,05; Mittelwert + SE)
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Nach der Injektion von Natriumnitrat war ebenfalls ein Anstieg der
Konzentration von Nitrat im Plasma von basal 78 + 26 yM auf 240 + 21 yM
(p=0,05) nach 10 Minuten zu beobachten (Abb. 25).
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Abbildung 25

Konzentration von Nitrat im Plasma [uM] vor und nach der intravendsen Injektion von 10 ymol
Natriumnitrat. Die Konzentration von Nitrat im Plasma stieg 10 Minuten nach der intravendsen
Injektion von Natriumnitrat im Vergleich zum Basalwert signifikant an.

(*p £ 0,05; Mittelwert + SE)

3.2.2 Einfluss von Nitrat, Nitrit und cPTIO auf die Mobilisierung

zirkulierender angiogener Zellen

Nachdem im humanen Studienkollektiv ein Anstieg der zirkulierenden
angiogenen Zellen im peripheren Blut nach der Aufnahme von Nitrat
nachgewiesen werden konnte, bestand der nachste Schritt darin den
Mechanismus dieses Anstieges aufzuzeigen. Die Vermutung der Abhangigkeit
des Anstieges von NO, welches durch Reduktion von Nitrat zu Nitrit und einer
weiteren Reduktion zu NO freigesetzt wird, sollte mit Hilfe eines NO-
Radikalfangers nachgewiesen werden. Der hierbei verwendete NO-
Radikalfanger Carboxy-PTIO (1 mg/kg i.v.) bindet das im Blut zirkulierende NO,
so dass dessen Einfluss auf die Mobilisierung zirkulierender angiogener Zellen
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unterdrickt wird. Des Weiteren ist es mit Hilfe des murinen Studienkollektives
moglich gut wirksame Positivkontrollen zu verwenden. Als Positivkontrolle kam
AMD3100 (5 mg/kg s.c.) zum Einsatz, da es sich in vorherigen Studien als
potentes Stimulans zur Mobilisierung zirkulierender angiogener Zellen
herausgestellt hat'?"'%8,

Abbildung 26 zeigt, dass nach der intravenosen Injektion von in PBS gelostem
Nitrit (10 nmol) die relative Anzahl zirkulierender angiogener Zellen im Blut
signifikant zur Injektion von PBS ohne Stimulans anstieg (PBS: 0,29 + 0,03%;
Nitrit: 0,44 + 0,04%; p<0,05). Dieser Effekt konnte mit einer Injektion von
Carboxy-PTIO 30 Minuten vor der Injektion von Nitrit unterdrickt werden (Nitrit
+ cPTIO: 0,32 £ 0,02%). Ferner waren nach der Injektion von Nitrat (1 pmol
bzw. 10 nmol) und von Carboxy-PTIO ebenfalls keine signifikanten Anderungen
in der relativen Anzahl zirkulierender angiogener Zellen im Vergleich zur
Injektion von PBS ohne Stimulans zu verzeichnen (Nitrat 1 ymol: 0,3 + 0,04%;
Nitrat 10 nmol: 0,25 £ 0,01%; cPTIO: 0,33 + 0,02%; p=0,05). Nach der Injektion
von AMD3100, welches als Positivkontrolle diente, stieg die relative Anzahl
zirkulierender angiogener Zellen ebenfalls signifikant an

(AMD3100: 0,61 = 0,05%; p=<0,05).
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Abbildung 26

Relative Anzahl zirkulierender angiogener Zellen [%] im murinen Blut bei unterschiedlichen
Stimulanzien. Nach der intravendsen Injektion von in PBS geldstem Nitrit stieg die relative
Anzahl zirkulierender angiogener Zellen im Vergleich zur alleinigen Injektion von PBS signifikant
an. Dieser Effekt wurde durch eine 30 minutige vorherige Injektion von Carboxy-PTIO
unterdruckt. Des Weiteren zeigte die Injektion von Nitrat (1 ymol bzw. 10 nmol) keinen Einfluss
auf die relative Anzahl von CAC. AMD3100 als Positivkontrolle fiihrte zu einem signifikanten
Anstieg der CAC im Vergleich zur Injektion von PBS. (*p < 0,05; Mittelwert £ SE)
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4. Diskussion

41 Umwandlung oral aufgenommenen Nitrats zu Nitrit

Lange Zeit galt das Nitratanion als ein physiologisch inertes Abbauprodukt von

NO?*'%210  Dies liegt vor allem an der Tatsache, dass Saugetiere keine

entsprechenden Enzyme zur Reduktion von Nitrat zu Nitrit besitzen. Allerdings

konnte gezeigt werden, dass Bakterien in der menschlichen Mundhohle in der

%41 Dieses Nitrit kann nach erneuter

(S. 1 .2)42,45,46,131 ]

Lage sind Nitrat zu Nitrit zu reduzieren
Aufnahme in den Organismus weiter zu NO reduziert werden
Nitrat ist vor allem in grinem Gemuise und gepodkelten Nahrungsmitteln in
relativ hoher Konzentration vorhanden und somit ein Bestandteil der taglichen

Ernahrung>® 124130

. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass
nach oraler Gabe von 0.15 mmol/kg Korpergewicht (12.7 mg/kg Korpergewicht)
inorganischem Nitrat die Konzentration von Nitrat im Plasma von basal 26,4 +
1,7 uM auf 522,2 £ 29,4 uM nach einer Stunde anstieg. Konsekutiv war ein
Anstieg der Konzentration von Nitrit im Plasma zu verzeichnen. Die basale
Konzentration von Nitrit im Plasma lag bei 21+ 6 nM. Der Anstieg der
Konzentration von Nitrit auf 116 £ 33 nM war schon nach einer Stunde zu
beobachten und setzte sich bis zur zweiten Stunde (147 £ 35 nM) fort, wonach
die Konzentration von Nitrit im Plasma bis zur vierten Stunde weitgehend
konstant blieb. Die orale Aufnahme von Natriumchlorid als Kontrolle hingegen
zeigte keine Veranderungen der Konzentration von Nitrit im Plasma. Diese
Beobachtung ist in der Hinsicht grundlegend, da nur durch die Reduktion von
Nitrat zu Nitrit letzteres weiter zu NO reduziert werden kann. Bei der NO-
Bildung wird zwischen der enzymatischen und der nicht-enzymatischen Bildung
von NO unterschieden. Die enzymatische NO-Produktion findet mittels der
NO-Synthasen statt. Die nicht-enzymatische NO-Bildung kann auf mehreren
unterschiedlichen Wegen geschehen (s. 1.2). Eine Mdglichkeit stellt die
Reduktion von Nitrit bei einem azidischen pH-Wert im Magen dar. Zunachst
wird das im Speichel konzentrierte Nitrat von den Bakterien in der menschlichen
Mundhohle zu Nitrit reduziert. Nach Absorption des Nitrits Uber die
Magenschleimhaut und Darmmukosa gelangt es in den Magen, wo es weiter zu
NO reduziert werden kann (Abb. 27)*46:132

45



Nitrat in der Nahrung Aktive Aufnahme von Nitrat
(2-3 mM/Tag) N in die Speicheldriisen

N

Speicheldrisen konzentrieren
das Nitrat um ein vielfaches
bis zu einer Konzentration von
200-1000 pM und setzen es in
die Mundhohle frei

v

Bakterien in der
Mundhohle reduzieren
Nitrat zu Nitrit

V

Die Magensaure

reagiert mit dem

Nitrit im Speichel,
wobei NO entsteht

Das im Magen
entstandene NO wird
im Blut zu Nitrat

oxidiert

Ausgeschiedenes
Nitrat im Urin
(2-3 mM/Tag)

Abbildung 27

Der Nitrat-Nitrit-NO Stoffwechsel im menschlichem Organismus nach der oralen Aufnahme von
Nitrat. (Modifiziert nach Lundberg*®)
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Modin et al. konnten zeigen, dass selbst physiologische Mengen von Nitrit bei
einem reduzierten pH-Wert einen vasodilatativen Effekt aufweisen ™",
Begleitend zum vasodilatativen Effekt kam es zu einem Anstieg von NO. Ein
weiterer Weg der nicht-enzymatischen NO-Bildung stellt die NO-Freisetzung
mittels Deoxyhamoglobin und Deoxymyoglobin dar. Cosby et al konnten zeigen,
dass durch die Infusion von Nitrit eine lokale Vasodilatation durch die

t?’. Des Weiteren

deoxyhamoglobin abhangige Bildung von NO zu erreichen is
waren Rassaf et al. in Lage auch fur Deoxymyoglobin nitritreduzierende
Eigenschaften aufzuzeigen?®.

Nitrit stellt somit einen wichtigen NO-Pool dar. Die Synthese von NO ist von
zentraler Bedeutung, da es als ein wichtiges Signalmolekul im menschlichen
Organismus gilt. Neben der Regulation und Aufrechterhaltung der vaskularen
Homdostase® fungiert NO als Vasodilatator”®, inhibiert die Aggregation von

1316 hemmt die Proliferation glatter GefaRmuskelzellen® und

Thrombozyten
inaktiviert Leukozyten'”. Im Zusammenhang mit der Mobilisierung zirkulierender
angiogener Zellen spielen die Ergebnisse von lwakura et al. eine entscheidende
Rolle, da sie zeigen konnten, dass NO die Matrix Metalloproteinase 9 aktiviert,

welche essentiell fiir die Mobilisierung zirkulierender angiogener Zellen ist®.

4.2 \Verbesserte Endothelfunktion nach oraler Nitrataufnahme

Die Endothelfunktion stellt einen wichtigen Marker des kardiovaskularen
Systems dar’™®. Ein essentieller Faktor in Hinblick auf eine ungestorte
Endothelfunktion ist die Produktion von NO durch die endotheliale
NO-Synthase'**. Bei Probanden mit einer eingeschrankten NO-Synthese ist die
Endothelfunktion beeintrachtigt. Dieser Zustand fuhrt zu einem hoéheren Risiko
an einer koronaren Herzkrankheit zu erkranken oder eine Re-Stenose nach
erfolgreicher Stent-Implantation zu erleiden’>"3°,

Wie bereits beschrieben stellt Nitrit nicht nur ein Abbauprodukt von NO dar,

|28:44,129.130.136  Ninge Tatsache

sondern fungiert als ein wichtiger NO-Poo
qualifiziert die Konzentration von Nitrit im Plasma als einen wichtigen Parameter
zur Bestimmung der Endothelfunktion®?.

Des Weiteren stellt eine Erhéhung der Konzentration von Nitrit im Plasma eine

Méglichkeit dar, die eingeschrankte Endothelfunktion wieder herzustellen®”"’.
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Wichtig ist in dem Zusammenhang ebenfalls die Tatsache, dass Studien eine
positive Korrelation zwischen der Endothelfunktion und der Anzahl
zirkulierender angiogener Zellen im Blut belegen konnten®>®®'*®  Die
vorliegende Arbeit konnte zeigen, dass auch oral aufgenommenes Nitrat zu
einer Verbesserung der Endothelfunktion fuhrt. Die hierfir zu Grunde gelegte
Fluss-mediierte Dilatation lag bei der Aufnahme von Natriumchlorid als
Kontrolle bei 2,8% + 0,8% und verbesserte sich 1 Stunde nach der Aufnahme
von Nitrat auf 4,7 + 0,7%. Zwei Stunden nach der Aufnahme war ein weiterer
Anstieg der FMD auf 5,1% % 0,9% zu beobachten. Als Kontrolle zeigte die
endothelunabhangige Dilatation nach der sublingualen Gabe von
Glyceroltrinitrat keinen signifikanten Unterschied zwischen der Nitrat- und der
Natriumchlorid-Gruppe. Die mogliche Erklarung fir diesen Anstieg ist die
hdhere Konzentration von Nitrit im Plasma nach der oralen Aufnahme von
Nitrat. Durch die hdohere Konzentration von Nitrit im Plasma steigt ebenfalls die
Verflugbarkeit bioaktiven NOs, welches sich positiv auf die Endothelfunktion
auswirkt. Dies fihrt zu der Annahme, dass durch die Aufnahme von oralem
Nitrat die Endothelfunktion verbessert wird. Dieses Ergebnis ist vor allem in
Hinblick auf das Vorkommen von Nitrat in unserer taglichen Ernahrung
interessant.  Nitrat ist vor allem in grinem Gemuise und gepdkelten
Nahrungsmitteln vorhanden und somit Bestandteil unserer taglichen

Ernahrung>®'24130,

4.3 Mobilisierung und Funktionsfahigkeit zirkulierender angiogener

Zellen werden durch orale Nitrataufnahme beeinflusst

Zirkulierende angiogene Zellen stammen aus dem Knochenmark und

zirkulieren im peripheren Blut>

. Die wichtigsten Funktionen dieser Zellen sind
sowohl die Beteiligung an der Neovaskulogenese, als auch ihr positiver Einfluss
auf atherosklerotische Lasionen durch die Regeneration des verletzten
Endothels®®’. Neben diesen Eigenschaften von zirkulierenden angiogenen
Zellen foérdern auch die Beteiligung von CAC an der Wundheilung und der
Regeneration von Myokardinfarkten das klinische Interesse®®.

Es konnten bereits eine Vielzahl von Faktoren, welche sowohl einen positiven,

als auch einen negativen Einfluss auf die Anzahl und Funktion von CAC

48



ausliben identifiziet werden. Neben der Therapie mit Statinen’’ oder

75,76,96 {79 t'% anzufihren,

(")strogen , sind korperliche Aktivita und Rauchverbo
welche zu einem Anstieg der Anzahl zirkulierender angiogener Zellen im
peripheren Blut fuhren. Negative Einflisse, welche die Funktion oder Anzahl
von CAC beeintrachtigen, sind vor allem kardiovaskulare Risikofaktoren wie

-3 Das durch die endotheliale

Rauchen, Diabetes und Atherosklerose
NO-Synthase (eNOS) gebildete NO spielt eine entscheidende Rolle in dem der
Mobilisierung von CAC zu Grunde liegenden Mechanismus®. Das gebildete NO
ist in der Lage durch die Aktivierung der MMP9 im Knochenmark zirkulierende
angiogene Zellen zu mobilisieren®*'®. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
konnten zeigen, dass auch die orale Aufnahme von Natriumnitrat einen
signifikanten Anstieg der zirkulierenden angiogenen Zellen im peripheren Blut
im Vergleich zur Aufnahme von Natriumchlorid bewirkt. Mit Hilfe von zwei
unterschiedlichen fur CAC spezifischen Farbungen und anschlieRender
FACS-Messung konnte der Anstieg der CAC im peripheren Blut gezeigt
werden. Eine Stunde nach der oralen Aufnahme von Natriumnitrat betrug fur die
erste Farbung die relative Anzahl der CAC 0,023 + 0,007%. Nach Aufnahme
von Natriumchlorid hingegen lag die relative Anzahl der CAC bei 0,003 %
0,006%. Die zweite Farbung zeigte ebenfalls einen signifikanten Anstieg zwei
Stunden nach Aufnahme von Natriumnitrat. Vorherige Studien welche einen
Anstieg der CAC mittels Statin- oder Ostrogen-Therapie, Sport und
Rauchverbot zeigen konnten, beobachteten einen zwei- bis dreifachen
Zuwachs zirkulierender angiogener Zellen. Die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit, welche einen fast zweifachen Anstieg der CAC zeigten, entsprechen
somit der Gréllenordnung vorheriger Studien. Die Aussagekraft der Ergebnisse
wird durch die positive Korrelation zwischen dem maximalen Anstieg der
Konzentration von Nitrit im Plasma und der relativen Anzahl zirkulierender
angiogener Zellen im peripheren Blut unterstrichen.

Ein weiterer wichtiger Aspekt ist die Funktionsfahigkeit der mobilisierten
zirkulierenden angiogenen Zellen. Zwar war es vorherigen Studien mdglich
einen Anstieg der CAC im peripheren Blut nachzuweisen, allerdings war die
Funktionsfahigkeit der mobilisierten Zellen nicht immer gegeben®. Die
vorliegende Arbeit hingegen war in der Lage durch den durchgefuhrten Colony

Forming Unit Assay nach Hill zu zeigen, dass 4,5 Stunden nach der oralen
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Aufnahme von Nitrat die gebildeten Kolonien im Vergleich zum Basalwert
signifikant ansteigen (Basal: 11,3+4,5n; 4,5Std.:29,3 + 159 n). Die
Tatsache, dass die mobilisierten Zellen weiterhin in der Lage waren Kolonien zu
bilden fuhrt zu dem Schluss, dass die orale Aufnahme von Nitrat
funktionsfahige CAC mobilisiert. Diese Beobachtung ist dahingehend
grundlegend, da die Funktionsfahigkeit der mobilisierten Zellen essentiell fur die

spatere klinische Beurteilung der Mobilisierung von CAC durch Nitrat ist.

4.4 Bedeutung der Zytokine VEGF, MMP9, SDF1-a und SCF auf die
Mobilisierung zirkulierender angiogener Zellen nach oraler

Aufnahme von Nitrat

Nachdem ein Anstieg zirkulierender angiogener Zellen im peripheren Blut
aufgrund der oralen Aufnahme von Nitrat beobachtet werden konnte, bestand
der nachste Schritt darin, den zu Grunde liegenden Mechanismus zu
identifizieren.

Bei der Mobilisierung zirkulierender angiogener Zellen aus dem Knochenmark
ins periphere Blut spielen die Zytokine VEGF und SDF-1a eine wichtige
Rolle®®12>126  Ajcher et al. gelang es die Abhangigkeit der Mobilisierung
zirkulierender angiogener Zellen durch VEGF und SDF-1a von der eNOS zu
beweisen®. Das durch die erhdhte Aktivitit der eNOS gebildete NO scheint
dabei essentiell zur Aktivierung von MMP9 zu sein®. MMP9 wird als inaktive
Vorstufe sekretiert und kann erst nach Aktivierung durch NO ihre Proteinase-
Eigenschaften ausiben. Im Knochenmark ist sie an der Konversion von
membrangebundenem Kit-Ligand zu l6slichem Kit-Ligand beteiligt. Loslicher
Kit-Ligand, auch Stammzellfaktor (SCF) genannt interagiert in einem weiteren
Schritt mit cKit-positiven CAC im Knochenmark und fluhrt somit zur
Mobilisierung dieser Zellen ins periphere Blut®"*,

Welchen Einfluss oral aufgenommenes Nitrat auf diesen Mechanismus hat,
wurde bisher noch nicht untersucht. In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb
die Konzentration der fur die Mobilisierung zirkulierender angiogener Zellen
wichtigen Zytokine im Plasma nach der oralen Aufnahme von Nitrat untersucht.
Hierbei ist es denkbar, dass es durch die erhéhte NO-Verfugbarkeit nach der

Aufnahme von Nitrat zu einer gesteigerten  Expression von
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Mobilisierungsmarkern kommt. VEGF als potentes Zytokin zur Mobilisierung
von CAC ist im vorher beschriebenen Mechanismus der Bildung von NO
vorgestellt. Dies kénnte ein Grund sein, weswegen keine signifikante Anderung
der Konzentration von VEGF im Plasma nach der Aufnahme von Nitrat im
Vergleich zur Kontrolle feststellt werden konnte (NaCl: 299 £ 66 pg/ml; Nitrat
283 £ 78 pg/ml)

Im Gegensatz zu VEGF ist die Aktivierung von MMP9 der eNOS
nachgeschaltet und somit NO abhangig. Aufgrund der Reduktion des oral
aufgenommenen Nitrats zu Nitrit und der konsekutiv erhdhten NO-Verfligbarkeit
ware hierbei ein Anstieg der MMP9 Konzentration nach oraler Gabe von Nitrat
zu erwarten gewesen. Allerdings fiel im Gegensatz zu den Erwartungen die
Konzentration von MMP9 im Plasma eine Stunde nach oraler Gabe von Nitrat
ab (Basal: 31 £ 3 ng/ml; T1: 27 = 3 ng/ml). Der Grund fur diesen Abfall konnte
noch nicht geklart werden. Eine mogliche Ursache fur den Abfall der
Konzentration im Plasma konnte die erhohte Aktivitat und der Verbrauch von
MMP9 im Knochenmark sein, welche zu einer geringeren Konzentration im
peripheren Blut fuhren.

Diese Vermutung wurde die Beobachtung der SCF Konzentration im Plasma
stitzen. Eine Stunde nach der Aufnahme von Nitrat stieg die SCF
Konzentration im Plasma im Vergleich zur Aufnahme von Natriumchlorid
signifikant an. Als Ursache hierflir kann die vermutlich erhéhte Aktivitat von
MMP9 im Knochenmark angesehen werden, welche den zunachst
membrangebunden Kit-Liganden von der Membran 16st und somit den I6slichen
Kit-Liganden / SCF freisetzt. Die erhdhte Konzentration von SCF im Plasma
wirde auch den Anstieg der zirkulierenden angiogenen Zellen eine Stunde
nach der Aufnahme von Nitrat erklaren, da diese durch SCF aus dem
Knochenmark ins periphere Blut mobilisiert werden.

Als ein weiterer wichtiger Marker wurde SDF1-a untersucht. Diesbezlglich
konnte gezeigt werden, dass die Plasma SDF1-a Konzentration eine Stunde
nach der oralen Aufnahme von Nitrat im Gegensatz zur Kontrolle signifikant
héher war (Kontrolle: 2565 £+ 99 pg/ml; Nitrat: 2664 + 128 pg/ml). Eine Erklarung
hierfir konnte ein positiver Einfluss von NO sein, welches nach der oralen
Aufnahme von Nitrat und dessen Reduktion zu Nitrit vermehrt verfligbar ist. Als

weitere wichtige Beobachtung ist die positive Korrelation zwischen dem Anstieg
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der SDF1-a Konzentration im Plasma und dem Anstieg der zirkulierenden
angiogenen Zellen im peripheren Blut hervorzuheben. Da SDF1-a eine wichtige
Rolle bei der Rekrutierung von CAC aus dem Knochenmark ins periphere Blut

spielt, ist diese Beobachtung schliissig®.

4.5 Bildung von Stickstoffmonoxid ist entscheidend fur die

Mobilisierung zirkulierender angiogener Zellen

Ein entscheidender Schritt war es den zu Grunde liegenden Mechanismus der
Mobilisierung von zirkulierenden angiogenen Zellen nach der oralen Aufnahme
von Nitrat nachzuweisen.

Stickstoffmonoxid spielt bei der Mobilisierung von CAC eine essentielle Rolle®°.
Die Reduktion oral aufgenommenen Nitrats durch Bakterien in der Mundhohle
fiihrt zu einer Bildung von Nitrit*®®*'. Dieses Nitrit kann durch schlucken erneut
aufgenommen werden und weiter zu NO reduziert werden (s. 1.2)%4%46.131,
Dies lasst die Frage aufkommen, ob das aus dem oral aufgenommenen Nitrat
gebildete NO einen Einfluss auf die Mobilisierung von CAC hat. Auf der
anderen Seite stellt sich die Frage, ob Nitrat oder Nitrit nicht direkt mit CAC
interagieren kénnen bzw. direkt Zytokine beeinflussen, welche zur Mobilisierung
von CAC fiuhren und der erhohte NO-Pool nur ein weniger wichtiges
Nebenprodukt darstellt.

Um die Abhangigkeit der Mobilisierung zirkulierender angiogener Zellen von NO
nachzuweisen wurde im Mausmodell der NO-Radikalfanger Carboxy-PTIO
eingesetzt. Das im Organismus freigesetzte NO kann mit Hilfe des
Carboxy-PTIO abgefangen werden. Unter der Gabe von Carboxy-PTIO musste
bei einer direkten Wirkung von Nitrat bzw. Nitrit auf zirkulierende angiogene
Zellen ebenfalls ein Anstieg der relativen Anzahl zu beobachten sein.

Die Versuchsgruppe, welche sowohl mit Nitrit bzw. Nitrat, als auch Carboxy-
PTIO stimuliert wurde, zeigte allerdings keinen signifikanten Anstieg der
relativen Anzahl zirkulierender angiogener Zellen im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Wohingegen die alleinige Applikation von Nitrit zu einer
signifikanten Zunahme zirkulierender angiogener Zellen im Blut fuhrte. Diese
Ergebnisse unterstreichen die essentielle Rolle von NO bei der Mobilisierung

von CAC und fuhren zu der Schlussfolgerung, dass beim Menschen aufgrund
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des erhohten NO-Pools nach der oralen Aufnahme von Nitrat die Anzahl
zirkulierender angiogener Zellen im peripheren Blut steigt. Hierbei liegt die
Vermutung nahe, dass das durch die orale Aufnahme von Nitrat vermehrt
verfugbare Stickstoffmonoxid MMP9 aktiviert. MMP9 setzt wiederum SCF frei
und mobilisiert somit zirkulierende angiogene Zellen aus dem Knochenmark ins

periphere Blut.

4.6 Klinische Relevanz und Ausblick

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass oral aufgenommenes Nitrat
sowohl einen Effekt auf zirkulierende angiogene Zellen, als auch auf die
Endothelfunktion hat'*°. Diese Effekte sind potenziell protektiv in Hinblick auf
das kardiovaskulare System und unterstreichen schon vorher beschriebene
natzliche Effekte von Nitrat. Nitrat als Salz und als Bestandteil von Spinat oder
rote Beete-Saft besitzt die Eigenschaft den Blutdruck bei gesunden Probanden
zu senken'''*® Des Weiteren reduziert Nitrat den Sauerstoffverbrauch bei

141,144

korperlicher  Anstrengung Hinzu kommen Beobachtungen von

Tierversuchen, in denen sich Nitrat beim Metabolischen Syndrom™®,

t'*® und der peripheren Ischamie™’

Myokardinfark als protektiv erweist. Die
Mobilisierung zirkulierender angiogener Zellen findet physiologischerweise nach
der Verletzung des Endothels zur Reparatur dessen statt'*®. Die vorliegende
Arbeit konnte den Anstieg zirkulierender angiogener Zellen ebenfalls nach der
oralen Aufnahme von Nitrat nachweisen. Ferner konnten Forschergruppen
nachweisen, dass CD34'/KDR" positive CAC einen Marker sowohl fir das
Auftreten von kardiovaskularen Ereignissen als auch fur die Mortalitat aufgrund
kardiovaskularer Erkrankungen darstellen”. In der Studie von Werner et al.
unterscheidet sich die Anzahl an zirkulierenden angiogenen Zellen im
peripheren Blut in den Gruppen mit dem geringsten kardiovaskularen Risiko
und die mit dem Hdchsten um den Faktor 2 bis 3. Dabei differierten die beiden
Gruppen in Hinblick auf das Todesrisiko um einen Faktor hoher 3. Durch die
orale Gabe von Nitrat war fast eine Verdoppelung der im peripheren Blut
zirkulierenden angiogenen Zellen zu beobachten.

Die Tatsache, dass die in der vorliegenden Arbeit verwendete Nitratdosis leicht
durch Lebensmittel erreicht werden kann, bringt einen interessanten Aspekt der

Ernahrung hinzu. In der Tat war es vorherigen Studien mdglich zu beweisen,
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dass ein erhdhter Anteil von Gemuse in der taglichen Erndhrung zu einem
positiven Effekt auf CAC fuhrt?"'° In Hinblick auf die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit, ist der positive Effekt von Gemuse in der Ernahrung auf die
Mobilisierung zirkulierender angiogener Zellen zum Teil auf die ansteigende
Konzentration von Nitrit im Plasma zurlckzufihren.

Zusammenfassend stellen die gezeigten Ergebnisse einen neuen Mechanismus
dar, bei dem die orale Gabe von Nitrat zu positiven Effekten auf das
kardiovaskulare System fuhren konnte. Des Weiteren konnte die orale Gabe
von Nitrat zuklnftig eine interessante adjuvante Therapie zur endothelialen
Regeneration bei Verletzungen des Endothels, wie z.B. bei der Angioplastie,

darstellen.
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5. Zusammenfassung

Nitrit und Nitrat stellen entgegen bisheriger Auffassungen keine inerten

Abbauprodukte von Stickstoffmonoxid (NO) dar. Oral aufgenommenes

inorganisches Nitrat kann mittels Bakterien in der Mundhohle zunachst zu Nitrit

und anschlieBRend auf mehreren unterschiedlichen Wegen weiter zu NO
reduziert werden. Diese Tatsache qualifiziert Nitrit als einen endokrinen

Speicher von NO. Ein prognostischer Biomarker flr kardiovaskulare

Erkrankungen und die Endothelfunktion stellen die Anzahl zirkulierender

angiogener Zellen (CAC) im peripheren Blut dar. Die Mobilisierung von CAC

aus dem Knochenmark ins periphere Blut ist NO abhangig.

Die Ziele der vorliegenden Arbeit waren: (1.) Die Auswirkungen oral

aufgenommenen inorganischen Nitrats auf die Konzentration von Nitrat und

Nitrit im Plasma zu untersuchen, (2.) dessen Einfluss auf die Endothelfunktion

zu beobachten, (3.) die Folgen der oralen Aufnahme inorganischen Nitrats auf

die Funktion und Anzahl zirkulierender angiogener Zellen im peripheren Blut zu
analysieren, (4.) die Veranderungen der Konzentrationen von SCF, SDF1-q,

MMP9 und VEGF im Plasma nach der oralen Aufnahme inorganischen Nitrats

zu bestimmen.

Die Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen:

(1.) Oral aufgenommenes inorganisches Nitrat fuhrt zu einem Anstieg der
Konzentration von Nitrat und Nitrit im Plasma.

(2.) Der Anstieg der Konzentration von Nitrat und Nitrit geht mit einer
verbesserten Endothelfunktion einher.

(3.) Die Anzahl zirkulierender angiogener Zellen im peripheren Blut steigt
signifikant nach der oralen Aufnahme von inorganischem Nitrat an.
Hierbei bleibt die Funktion der CAC unbeeintrachtigt.

(4.) Zeitgleich mit der Mobilisierung der CAC kommt es zu einem Anstieg der
Zytokine SCF und SDF1-a im Plasma, wahrend die MMP9 Konzentration
abfallt. Die VEGF Konzentration zeigte keine signifikante Veranderung.

Die vorliegende Arbeit liefert neue Erkenntnisse zum Mechanismus der Wirkung

von oral aufgenommenem Nitrat auf CAC. Die Aufklarung dieses Mechanismus

kann dazu verhelfen, einen neuartigen adjuvanten therapeutischen Ansatz fur

akute Endothelverletzungen zu entwickeln.
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