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Zusammenfassung

Kardiovaskulare Erkrankungen zahlen zu den haufigsten Todesursachen in
westlichen Industrienationen. Ein hohes Lebensalter wird als entscheidender
Risikofaktor flr solche Erkrankungen postuliert. In diesem kommt es zur
Entwicklung einer endothelialen Dysfunktion, welche als Vorstufe der
Arteriosklerose angesehen wird. Au3erdem bildet sich eine Versteifung arterieller
Gefallwande aus, die eine systolische Hypertonie hervorruft. Fur die Manifestation
beider Prozesse scheint eine verringerte Bioverfligbarkeit von Stickstoffmonoxid
(NO") eine wichtige Rolle zu spielen. Physiologisches Altern geht mit einer
veranderten Regulation zellularer Signalwege und des Genexpressionsprofils der
Zellen einher. Anorganisches Nitrat, das vor allem in grunem Blattgemuse enthalten
ist, stellt ein Produkt im Oxidationsstoffwechsel von NO™ dar. Im Kérper kann Nitrat
erst zu Nitrit und dann zu NO’ reduziert werden. Das Ziel der vorliegenden Arbeit
war es, zu untersuchen, ob eine Modulation des endogenen NO-Pools durch eine
orale Supplementierung die altersabhangige vaskulare Dysfunktion beeinflusst.
Zudem sollte geklart werden, ob ein mdglicher Effekt dessen Gber eine differenzielle
Genexpression erklart werden kann. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen lassen
sich dabei wie folgt zusammenfassen:

1.) Die chronische Zufuhr von Nitrat fihrt bei alten und jungen Mausen zu einem
Anstieg der Plasmaspiegel von Nitrat. Bei alten Mausen kommt es zusatzlich
zu einem Anstieg von Nitrit.

2.)Im Alter sind funktionelle Veranderungen in Form einer erhohten
Pulswellengeschwindigkeit, erhohten systolischen und mittleren Blutdrucks
sowie einer verringerten endothelabhangigen Dilatation an isolierten
Aortenringen feststellbar. Eine exogene Zufuhr von Nitrat bewirkt eine
Verbesserung der Gefaldfunktion im Alter.

3.) Alterationen in der vaskularen Genexpression im Alter sind durch eine orale
Supplementierung mit Nitrat beeinflussbar und partiell reversibel.

Eine Applikation anorganischen Nitrats kann Veranderungen, die durch den
vaskularen Alterungsprozess hervorgerufen werden, gunstig beeinflussen. Im
Rahmen des fur die Untersuchungen gewahlten tierexperimentellen Modells
moduliert eine Gabe von Nitrat das Genexpressionsprofil im Alter. Dadurch
beeinflusst es zellulare Signalwege, die in den vaskularen Alterungsprozess
involviert sind, positiv. Oral zugeflhrtes anorganisches Nitrat kann daher bei
moglichen therapeutischen Ansatzen fur die Verbesserung der Gefaldfunktion im
Alter eine entscheidende Rolle spielen.
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1 Einleitung

Neben beeinflussbaren Faktoren wie dem Zigarettenrauchen oder der
Hypercholesterinamie gilt ein hohes Lebensalter als einer der grofiten
Risikofaktoren fir die Entwicklung von kardiovaskuldaren Erkrankungen.! 2
Angesichts des demographischen Wandels in der westlichen Welt ist daher in
Zukunft mit einer erhdhten Inzidenz und Pravalenz von Erkrankungen wie der
koronaren Herzkrankheit zu rechnen.® Schon heute gehdéren Herz-Kreislauf-
Erkrankungen zu den fiilhrenden Todesursachen in westlichen Industrienationen.*
Damit stellen sie ein erhebliches volkswirtschaftliches Problem dar.

Zwei Phanomene der Gefalialterung sind die endotheliale Dysfunktion und die
arterielle Steifigkeit.? Eine verringerte Bioverfligbarkeit von Stickstoffmonoxid (NO")
scheint bei der Alterung der Gefalke eine entscheidende Rolle zu spielen.®
Anorganisches Nitrat, welches auch uber die Nahrung aufgenommen werden kann,
ist im Organismus ein Oxidationsprodukt von NO". Nitrat kann jedoch auch
schrittweise zu NO' reduziert werden.® Ob eine chronische orale Supplementierung
von Nitrat die Bioverfligbarkeit von NO" erhdéhen und der Entwicklung der

vaskularen Alterung entgegenwirken konnte, war bislang nicht bekannt.

1.1 Physiologie des vaskuldren Systems

Elastische Elemente bewirken eine hohe ,Compliance” der zentralen Arterien, die
das Verhaltnis von Volumen zu Druckanderungen im Gefald beschreibt und als ein
MaR fir die Dehnbarkeit oder Elastizitat gilt.” Dadurch kénnen die durch den
Herzschlag erzeugten Druckschwankungen gedampft und ein nahezu
kontinuierlicher Blutfluss wahrend des gesamten Herzzyklus (Systole und Diastole)
sichergestellt werden.? Fir die Aufrechterhaltung der GefaRfunktion ist ein intaktes
Endothel entscheidend: Es nimmt eine Barriere- bzw. Schutzfunktion ein und
beeinflusst dartber hinaus vor allem den vaskularen Tonus durch die Produktion
von Mediatoren.® Zu diesen z&hlt NO*, welches von der im Endothel vorkommenden
NO’-Synthase (eNOS) kontinuierlich produziert wird."® Uber mechanische Reize
und die Bindung von Liganden an Rezeptoren der Endothelzellen kdnnen das Milieu
in der Zelle und so die Aktivitdit der eNOS verandert werden."" In einer
Adenosintriphosphat (ATP)-unabhangigen Reaktion katalysiert die eNOS die

Umwandlung von der Aminosaure L-Arginin zu L-Citrullin. Dabei kommt es zur
1



Bildung von NO". Hierfir werden verschiedene Kofaktoren wie Nicotinamid-Adenin-
Dinucleotid-Phosphat (NADPH) als Elektronendonor sowie Tetrahydrobiopterin
(BH4) und molekularer Sauerstoff (02) benétigt.'> NO" diffundiert zu den glatten
Muskelzellen und aktiviert intrazellular die l6sliche Guanylatzyklase, welche die
Konzentration von zyklischem Guanosinmonophosphat (cGMP) erhoht.
Infolgedessen wird die Proteinkinase G vermehrt aktiviert; es kommt zu einer
intrazellularen Abnahme von Ca2+, konsekutiv sinken Muskeltonus und Blutdruck.'3
NO" wirkt unter anderem auch inflammatorischen Prozessen entgegen, indem es
die Leukozytenadhésion verringert.’* Daneben hemmt NO" die Proliferation glatter

Muskelzellen und wirkt so einer Verengung des GefalRlumens entgegen.'

1.2 Vaskulare Alterung

Der physiologische Alterungsprozess bezeichnet allgemein eine progressive und
generalisierte Veranderung von Funktionen des Korpers, die den Organismus
gegenuber seiner Umwelt vulnerabel machen und mit einem erhdhten Risiko flr
Krankheit und Tod einhergehen.'® Diese Veranderungen betreffen auch das
vaskulare System. Somit wirken schadigende Einflisse im Alter starker auf die
Gefalde ein, wodurch das Risiko fur Herz-Kreislauf-Erkrankungen auch unabhangig

von anderen kardiovaskularen Risikofaktoren steigt.!”

1.2.1 Die altersabhangige endotheliale Dysfunktion

Die endotheliale Dysfunktion wird durch die Abnahme von vasodilatatorisch
wirksamen Mediatoren, wie NO°, charakterisiert.® Als vasoaktive Substanz
beeinflusst NO™ sowohl den Gefalltonus der glatten Muskelzellen als auch
intraluminal ablaufende Prozesse.'® '® Unabhangig von anderen Risikofaktoren tritt
die endotheliale Dysfunktion im hohen Lebensalter vermehrt auf.! Dies ist
groldtenteils auf einen gesteigerten oxidativen Stress im Organismus
zuruckzufuhren. Durch die inkomplette Reduktion von Sauerstoff in der
Atmungskette der Mitochondrien entstehen vermehrt reaktive Sauerstoffspezies
(ROS).2° Des Weiteren bewirkt die veranderte Regulation von prooxidativen
Enzymen im Alter eine vermehrte Generierung von ROS. Die Expression von
NAD(P)H Oxidase-p47Phox ist in den Endothelzellen alterer Menschen im Vergleich

zu denen junger Menschen erhoht.?! Durch eine Bindung an Untereinheiten der
2



membrangebundenen NADPH-Oxidase stimuliert dieses zytosolische Protein die
Bildung von Superoxidanionen (O2’), welche zu den ROS gezahlt werden.?! In der
Reaktion von O2- mit NO™ entsteht Peroxynitrit, wodurch die Konzentration von
freiem NO" abfallt. Peroxynitrit hemmt die Superoxid-Dismutase (SOD), die ein
antioxidatives Enzym darstellt.?? Darliber hinaus kommt es zur Oxidation von BH4
und dadurch zum sogenannten ,eNOS-Uncoupling“: In Ermangelung dieses
Kofaktors generiert das Enzym selbst ROS und stellt so eine Quelle oxidativen
Stresses dar.?®> Somit kann die verringerte Bioverfligbarkeit von NO in der
endothelialen Dysfunktion sowohl auf einen gesteigerten Abbau als auch auf eine
verringerte Produktion zurlickgefuhrt werden. Die Fehlfunktion des GefalRendothels
bewirkt die  Entwicklung eines  prokoagulativen, proliferativen  und
proinflammatorischen Milieus, das die Entstehung arteriosklerotischer Plaques in
allen Stadien beglinstigt.?* Auch in Abwesenheit von proatherogenen Risikofaktoren
tritt dieses Phanomen in unterschiedlich starkem Ausmal im Alter auf und ist als
Anzeichen eines physiologischen Alterungsprozesses zu deuten.? Dabei ist die
erhohte Vulnerabilitat fur die Entstehung von arteriosklerotischen Plaques im
Gefalksystem jedoch keinesfalls mit einer frihen, subklinischen Form der
Arteriosklerose gleichzusetzen, sondern muss von dieser unterschieden werden.2
Um jedoch der Entstehung der endothelialen Dysfunktion im Alter und damit der
Genese von kardiovaskularen Erkrankungen vorzubeugen, scheint eine frihe
Detektion und ggf. Behandlung von grof3er Bedeutung zu sein. Die Beurteilung der
endothelialen Funktion ist auf verschiedenen Ebenen maoglich, wobei die
endothelabhangige Dilatation (EDD) einen haufig genutzten funktionellen Ansatz
darstellt. Uber eine chemische Stimulation durch Agonisten wie Acetylcholin (ACh)
oder physikalische Reize, ausgeldst durch eine temporare Hyperamie, kommt es
dabei zur Dilatation der GefaRe, welche hauptsachlich durch NO™ des
GefaRendothels vermittelt wird.?% 27 Bereits im Jahr 2002 konnten Halcox et al. eine
positive Korrelation von verminderter EDD und dem Auftreten kardiovaskularer
Erkrankungen sogar bei angiographisch unauffalligen Patienten aufzeigen.?®
Zusatzlich weisen Patienten mit endothelialer Dysfunktion eine geringere
,Nitritreserve“ als gesunde Probanden auf: Dieser Begriff beschreibt einen
physiologischen Anstieg des Nitrits im Plasma nach Stimulation der endothelialen
NO-Synthase. Ein solcher Anstieg lasst sich durch eine reaktive Hyperamie, am

Unterarm nach einer Unterbrechung des Blutflusses?® oder nach korperlicher
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Belastung auf einem Fahrradergometer auslésen.®® Die Nitritreserve kann daher
Aufschluss Uber die endotheliale Funktion geben.?® 30 Eine Intervention, die der
endothelialen Dysfunktion entgegenwirkt, kdnnte das Risiko fur kardiovaskulare

Erkrankungen im Alter reduzieren.

1.2.2 Altersabhangige arterielle Steifigkeit

Unter ,arterieller Steifigkeit* versteht man das Gegenteil von arterieller Dehnbarkeit.
Dieser Begriff bezeichnet somit einen Zustand, der mit dem Alter zunimmt.? Die
arterielle Steifigkeit wird sowohl vom mittleren arteriellen Druck als auch von den
Strukturelementen der GefalRwand sowie dem Tonus glatter Muskelzellen
beeinflusst.3' Eine Erhohung dieser Steifigkeit hat bedeutende Auswirkungen auf
die Hamodynamik: Die Abnahme der Compliance zentraler Arterien sowie eine
Erhdhung des peripheren Widerstands lassen den systolischen Blutdruck (Psys)
ansteigen.3? Der diastolische Blutdruck (Pdia) steigt zwar durch einen erhohten
Widerstand zunachst ebenfalls; die kontinuierliche Abnahme der Dehnbarkeit
bewirkt mit der Zeit jedoch einen Abfall des Pdia.3? Durch den altersbedingten Verlust
elastischer Anteile flie3t in der Systole mehr Blut in die Peripherie ab, anstatt dass
es durch die elastische Ausdehnung der Gefallwand zuruckgehalten wird. Dadurch
entsteht ein starkerer Abfall des Flusses und so auch des Drucks im diastolischen
Intervall.®® Psys und Pdia steigen daher beim Menschen bis zum 50. Lebensjahr
kontinuierlich an, wobei der Pdia ab dem 60. Lebensjahr wieder zu fallen beginnt.
Die Differenz zwischen systolischem und diastolischem Spitzendruck, die als
Blutdruckamplitude (PP) oder Pulsdruck bezeichnet wird, erhéht sich von diesem
Zeitpunkt an stetig. Dieser Umstand wird auf die altersbedingte GefalRversteifung
zurlickgeflihrt.3* Daher ist eine isolierte systolische Hypertonie mit hoher
Blutdruckamplitude die haufigste Art der Hypertonie in dieser Altersklasse: Sie
erhoht das Risiko derselben fur Schlaganfélle, koronare Herzkrankheit und
Herzinsuffizienz mafgeblich.3°

Eine Versteifung der Gefalwand nimmt ebenfalls Einfluss auf die
Pulswellengeschwindigkeit (PVW).3¢ Wenn das Herz wahrend der Systole Blut in
den Korperkreislauf auswirft, wird eine Druckwelle erzeugt, die sich schneller als
das flieBende Blut in die Peripherie ausbreitet.3” Die Geschwindigkeit der

Druckwelle ist dabei in steifen GefalRabschnitten hoher als in dehnbaren. Damit
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kann sie Ruckschliusse auf die Beschaffenheit der Gefalwand zulassen. An
Verzweigungen der Gefale oder bei Anderung des Diameters bzw. der
Wandeigenschaften kommt es zur partiellen Reflexion der Druckwellen. Die
Pulswellen vereinen sich und erreichen die zentrale Aorta in der Diastole.8 Dadurch
wird der diastolische Druck physiologisch erhdéht und die Koronarperfusion wird
verbessert.® Mit einer erhdhten PWV erreicht die retrograd laufende Druckwelle das
Gefall bereits in der Systole, sodass es zu einem Zuwachs des systolischen
Blutdrucks und gleichzeitig der Blutdruckamplitude kommt.2® So gilt der pradiktive
Wert einer erhdhten PVW in der Aorta fur die Entwicklung von Herz-Kreislauf-
Erkrankungen heute als gesichert.39 40

Altersabhangige Veranderungen von Komponenten der arteriellen Gefallwand
stehen mit einer Erhohung der arteriellen Steifigkeit in Verbindung. Einige von ihnen
konnten in der Vergangenheit bereits konkret beschrieben werden: Sowohl
tierexperimentelle als auch klinische Studien zeigen eine dramatische Verdickung
der GefaRintima und -media im hoheren Alter! 42 auf, die mit einer Erhéhung des
luminalen Durchmessers und der arteriellen Steifigkeit einhergeht.?> Der Gehalt
elastischer Proteine nimmt ab, wahrend eine Deposition von versteifenden
Matrixproteinen festzustellen ist.*3 44 Daneben wird eine zunehmende Ablagerung
von Ca?* in Media und Intima beschrieben.*® Veranderungen der Ca?*-Homdostase,
wie eine vermehrte Ansammlung im Mitochondrium oder Veranderungen der
Funktion von Enzymen der Elektronentransportkette, werden au3erdem mit einer
héheren Zellvulnerabilitdt der Zelle sowie oxidativem Stress und Alterung in
Verbindung gebracht. Eine starke Alteration der Ca?*-Signalkaskade in alternden
Zellen geht daher mit einer erhdhten Produktion von ROS und einer ineffektiven
Respiration im Mitochondrium einher.*¢ In alternden GefaRen zeigt sich auerdem
eine Anhaufung von transforming growth factor beta 1 (TGF- 1), einem
profibrotisch wirkenden Zytokin.#” Es soll vor allem in der Adventitia eine
Vermehrung von Kollagen bewirken und somit zur Versteifung der Gefalde im Alter
beitragen.*8

Studien deuten darauf hin, dass eine Verringerung der NO-Spiegel mit einer
Zunahme der Steifigkeit der GefaRe zusammenhangt.*®-*' Abgesehen von einer
Erhohung des Gefaldtonus, der glatten Muskelzellen in der Media und somit des
Blutdrucks scheint die Abnahme der Konzentration von NO" zudem die Steifigkeit

der GefalRe Uber Umbauprozesse der arteriellen GefaRe zu erhohen.®' Chen et al.
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demonstrierten, dass NO" Uber die Induktion von einem Transkriptionsfaktor die
Expression von Matrix-Metalloprotease 2 (MMP-2) einschranken kénnte und so der
Degeneration von Extrazellularmatrix entgegenwirkt.>?> Diese Enzyme, die zur
Gruppe der Gelatinasen gehoren, sind an Abbauprozessen der extrazellularen
Matrix beteiligt.>® Weitere Hinweise auf einen protektiven Efekt von NO™ ergeben
sich aus einer NO-abhangigen Aktivitatsverminderung von TGF- 1 in der
Gefaltwand.48: %4

Welchen Stellenwert eine verringerte NO-Bioverflugbarkeit fur die altersbedingten
Umbauprozesse und deren hamodynamische Auswirkungen, vor allem fir die der
grol3en Leitungsarterien, einnimmt, wurde insgesamt jedoch noch nicht ausreichend
untersucht. Mdoglicherweise konnte eine Erhdhung der NO-Bioverfugbarkeit einer

Versteifung der arteriellen Gefalle im Alter entgegenwirken.

1.3 Altersbedingte vaskulare Genexpression

In der Vergangenheit konnten bereits zahlreiche Gene identifiziert werden, welche
die Lebenszeitspanne eines Organismus beeinflussen.'® Trotzdem erscheint es
unwahrscheinlich, dass lediglich ein genetisches Programm den Grad der Alterung
im Leben eines Individuums bestimmt. Flr die biologischen Ursachen des Alterns
wurden in der Vergangenheit verschiedene Theorien formuliert. Diese weisen
teilweise Verknlpfungen untereinander auf, weswegen es keineswegs so zu sein
scheint, dass die Genetik alleiniger Determinant fir das Ausmalf} der Alterung sei.
Zusatzlich wird dieses namlich von der Anzahl schadigender Prozesse bestimmt,
welche im Laufe des Lebens kumulativ auf die Zelle einwirken und so deren
Funktion verandern. Die genetische Voraussetzung eines Individuums kann dabei
jedoch das Ausmalf, in dem diese Einfliisse den Alterungsprozess voranschreiten
lassen, beeinflussen.'®

Ein Zusammenhang mit der Verringerung des endogenen NO-Pools und
altersabhangigen Veranderungen der BlutgefalRe wurde somit verdeutlicht. Wie
viele andere biologische Prozesse wird der Alterungsprozess Uuber zellulare
Signalwege und Transkriptionsfaktoren gesteuert. AuRere Stressoren wie
Nahrungsrestriktion bewirken unter anderem eine Veranderung der Genexpression,
sodass zellprotektive Systeme hochreguliert werden.>® Anorganisches Nitrat kann

ebenfalls als ein effektiver Modifikator der Genexpression in braunem und weildem
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Fettgewebe fungieren und den Stoffwechsel positiv beeinflussen.%¢ Ob
altersabhangige Veranderungen der Genexpression durch eine orale
Supplementierung von Nitrat beeinflusst werden kénnen, soll in der vorliegenden

Arbeit ndher untersucht werden.

1.4 Oral aufgenommenes Nitrat im NO-Stoffwechsel und seine Wirkung auf

das Herz-Kreislauf-System

Der Gesundheitszustand eines Lebewesens wird mallgeblich von dessen
Ernahrungsgewohnheiten beeinflusst. Eine Ernahrung, die reich an grinem
Blattgemulse ist, kann das Risiko fur Herz-Kreislauf-Erkrankungen wie dem
ischamischen Insult oder der koronaren Herzkrankheit reduzieren.%”- % Auf Gemise
basierende Ernahrungsformen gehen aul3erdem mit niedrigeren Blutdruckwerten
einher.®® Dem hohen Anteil anorganischen Nitrats im Gemise wird eine groRe
Bedeutung fiir diese Effekte zugeschrieben.®® In der westlichen Erndhrung wird ein
Anteil von ungefahr 80 % des exogen aufgenommenen Nitrats Uber den Verzehr
von Gemdise zugefihrt.6' In Europa betragt die durchschnittliche Aufnahme von
Nitrat Gber die Nahrung zwischen 50 mg und 140 mg pro Tag.®’ Tomaten oder
Zwiebeln enthalten pro kg durchschnittlich weniger als 100 mg Nitrat, wahrend
Spinat im Mittel um die 2100 mg pro kg enthalt.6? Die biologische Wirksamkeit oral
aufgenommenen Nitrats im Herz-Kreislauf-System wird Uber die Reduktion zu Nitrit
und NO’ erklart.6? Von dem Uber die Nahrung zugefiihrten Nitrat werden ca. 25 %
im gastrointestinalen Trakt aufgenommen und im Mundspeichel konzentriert; der
grofte Teil davon wird Gber die Nieren ausgeschieden.® Uber Nitratreduktasen
bewirken kommensale, fakultativ anaerobe Bakterien der Mundhohle die Reaktion
zu Nitrit.% Im sauren Magenmilieu wird dieses Uber weitere Reaktionen zu NO™ und
anderen Nitrosospezies umgewandelt oder tritt als Nitrit im intestinalen Trakt in die
Korperzirkulation ein.® Daher kommt es nach der Einnahme von Nitrat zu einem
Anstieg des Nitrits im Plasma®, der beispielsweise durch die Anwendung einer
antibakteriellen Mundsplilung vermindert wird.®® Zusétzlich scheinen auch
korpereigene Enzyme wie die Xanthin-Oxidorekutase eine Aktivitat im Sinne einer
Nitratreduktase aufzuweisen.%*

Die Reduktion von Nitrit zu NO™ findet besonders unter hypoxischen Bedingungen

statt.5% 66 Das Myoglobin des Herzmuskels fungiert unter Hypoxie als
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Nitritreduktase, sodass die mitochondriale Elektronentransportkette Uber die
Generierung von NO' inhibiert und die Bildung von ROS reduziert wird.%® Am Gefaly
wirkt Nitrit unter reduziertem Sauerstoffpartialdruck vasodilatatorisch, da es mit
zirkulierenden Desoxyhamoglobin reagiert und zu NO' reduziert wird.%® Uber die
Reaktion zu NO" wirkt Nitrit auRerdem Entziindungsprozessen am Gefal} entgegen,
welche die EDD verringern.%” Ca. 75 % des im Korper enthaltenen Nitrits entstehen
endogen.®® Der grofte Teil des endothelial gebildeten NO* oxidiert zu Nitrit, das mit
dem oxygenierten Hamoglobin der Erythrozyten weiter zu Nitrat reagieren kann.®°
Mit Hamoglobin kann NO’ dartber hinaus auch verschiedene Verbindungen
eingehen, die in der Lage sind, wieder freies NO" abzugeben.”® 7' Der NO-
Metabolismus wird dabei durch Faktoren wie pOz, pH, die Anzahl der Erythrozyten
und die Konzentration der ROS beeinflusst.”?> 73 Die Reaktion mit Thiolgruppen von
Plasmaproteinen, wie z. B. mit Albumin oder Glutathion, lasst Verbindungen
entstehen, die den Transport von NO™ im Kreislauf und so eine Wirkung desselben
fernab vom Ort der Synthese ermdglichen. Diese S-Nitrosothiole (RSNO) stellen
stabile Verbindungen dar, kénnen aber in einer Reaktion mit Ubergangsmetallen
erneut NO° freisetzen.”* Unter physiologischen Bedingungen sind kovalente
Bindungen mit Aminen in Form von N-Nitrosaminen (RNNO) finfmal haufiger, ihre
Funktion im NO-Metabolismus bleibt jedoch unbekannt.”

Trotz der positiven Effekte auf das Herz-Kreislauf-System wird eine exzessive
Aufnahme von Nitrat und Nitrit kritisch gesehen, sodass in der EU und den USA ein
maximaler Grenzwert fiir den Gehalt beider im Trinkwasser festgesetzt wurde.”® In
Nahrung und Trinkwasser enthaltenes Nitrat kann im sauren Magenmilieu die
Bildung von N-Nitrosaminen bewirken, denen eine kanzerogene Wirkung
nachgesagt wird.”> Eine Verbindung zwischen einer erhdhten exogenen Zufuhr von
Nitrat und dem Auftreten von Magenkarzinomen oder einer erhéhten Mortalitat
konnte jedoch in Uber 50 epidemiologischen Studien nicht bestatigt werden.”® Des
Weiteren beruht die Reglementierung auf der potentiellen Gefahr einer vermehrten
Bildung von Methamoglobin. In einer Studie aus dem Jahr 1945 wurde der Verdacht
geaulert, dass eine hohe exogene Zufuhr von Nitrat bei Kleinkindern zyanotische
Zustande auslésen konnte. Nitrit kann Hamoglobin zu Methamoglobin oxidieren,
sodass erhohte Spiegel von Nitrit, hervorgerufen durch die Einnahme hoher
Mengen von Nitrat, bei den Kindern eine Methamoglobindmie zur Folge gehabt

hatte.”® Neuere Betrachtungen der Daten lassen jedoch auf eine andere Ursache
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schlielfen: Demnach fuhrten wahrscheinlich infektiose Gastroenteritiden zu einer
erhdhten Konzentration von NO' im Gastrointestinaltrakt. Dieses reagierte mit dem
Oxyhamoglobin im Blut zu Methamoglobin und fuhrte unabhangig von einer oralen
Aufnahme von Nitrat zur Methamoglobindmie.”” So konnte auch in einer
nachfolgenden Studie aus dem Jahr 1948 selbst nach der Gabe hoher Dosen Nitrat
keine kritische Bildung von Methamoglobin bei Kleinkindern festgestellt werden.”®
Problematischer ist hingegen die orale Aufnahme von Nitrit: Die Toxizitat kann mit
der von Cyanid verglichen werden, sodass vor einer zusatzlich zur Nahrung
aufgenommenen Supplementierung dringend gewarnt werden muss. Bereits
geringe Mengen kdnnen eine akut toxische Wirkung entfalten, durch die es zur
Methamoglobinadmie und Hypotension kommt.”®

Es zeigt sich daher, dass eine kontrollierte Aufnahme von oralem Nitrat nicht die
ursprunglich angenommenen Risiken birgt, wahrend maogliche positive Effekte bis

jetzt nur in wenigen Studien beleuchtet wurden.

1.5 Fragestellung

Eine verringerte NO-Bioverfugbarkeit gilt als wichtiger Faktor in der Entwicklung der
vaskularen Dysfunktion im Alter.% 881 Anorganisches Nitrat ist vor allem in griinem
Blattgemuse enthalten und kann Uber die Nahrung eine alternative NO-Quelle
darstellen.8> 6 Die Alterung eines Individuums geht mit einer veranderten
Regulierung von zellularen Signalwegen einher und kann durch dulere Faktoren
beeinflusst werden.®® Deshalb befasst sich die vorliegende Arbeit mit folgenden

Fragestellungen:

1. Kann eine orale Supplementierung von Nitrat Uber das Trinkwasser die
Spiegel von Nitrit und Nitrat im Plasma bei alten und jungen Mausen
gleichermal3en beeinflussen und den NO-Pool erhdhen?

2. Lasst sich die altersabhangige vaskulare Dysfunktion im Mausmodell
beschreiben und fuhrt eine chronische exogene Zufuhr von Nitrat zu einer
Verbesserung der Gefaldfunktion?

3. Zeigt die Analyse der Genexpression in den Aorten alter Mause im Vergleich

zu der bei jungen Mause Hinweise, welche vaskulare Alterungsprozesse



erklaren kdonnen, und kann eine Supplementierung von Nitrat Einfluss auf

diese Genexpression nehmen?
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchsaufbau und Design

Die vorliegende Arbeit gliedert sich in eine Vor- und eine Hauptstudie. In der
Vorstudie wurde der Einfluss verschiedener Trinkwassersorten  mit
unterschiedlichen Konzentrationen von Nitrat und Nitrit auf den endogenen NO-Pool
der Versuchstiere im Vergleich zu dem von mit Nitrat angereichertem Trinkwasser
analysiert. Im Hauptversuch sollten die Auswirkungen einer chronischen
Supplementierung von Nitrat auf das Gefaldsystem von jungen und alten Tieren
Uberprift werden. Dazu wurden nach einer acht Wochen andauernden oralen Gabe
anorganischen Nitrats verschiedene in vivo- sowie ex vivo-Versuche zur Beurteilung
der Gefalfunktion und eine Analyse der Genexpression durchgefihrt. Zum
Zeitpunkt der Experimente waren die jungen Tiere im Alter von 8 bis 10 Monaten,

die alten Tiere im Alter von 22 bis 24 Monaten.

2.1.1 Versuchstiere und Haltung

Fir die Versuche wurden mannliche Mause vom Stamm C57BL/6 verwendet, die
von der Firma Janvier (Elevage Janvier, Le Genest St. Isle, Frankreich) bezogen
wurden. Nach Ankunft in der Tierversuchsanlage der Heinrich-Heine-Universitat
verweilten die Tiere zunadchst fur eine Woche unter standardisierten
Haltebedingungen (20 mbar, 24°C, 40 % Luftfeuchtigkeit, 12 h Tag-/Nachtrhythmus,
Futter/Wasser ad libitum). Die Unterbringung erfolgte in Kunststoffkafigen in
Kollektiven von 2-8 Tieren; als Standardfutter wurden fur alle Gruppen Futterpellets
Typ V1530 der Firma Ssniff verwendet (Ssniff Spezialdidten GmbH, Soest,
Deutschland). Die Haltung und adaquate Pflege fand in den Raumlichkeiten der
Tierversuchsanlage der Heinrich-Heine-Universitat in Dusseldorf statt und wurde
von deren Mitarbeitern Gberwacht und durchgefuhrt. Alle Versuche wurden gemaf
§ 8 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes durch das Landesamt flir Natur, Umwelt und
Verbraucherschutz NRW genehmigt (84-02.04.2011.A189).

2.1.2 Vorstudie

Eine Gruppe erhielt mit Nitrat angereichertes Trinkwasser in der Konzentration von
1 g/l. Zwei weitere Gruppen erhielten das Wasser der Marke ,Evian“ (Danone
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Waters Deutschland GmbH, Frankfurt, Deutschland), wobei einer von beiden sechs
Stunden vor der Toétung und Probenentnahme die Trinkwasserflaschen von den
Kafigen entfernt wurden, wodurch die Trinkmenge begrenzt wurde (ntchtern). Eine
weitere Gruppe erhielt das Wasser der Marke ,San Benedetto“ (San Benedetto
S.P.A., Venedig, Italien), wahrend eine andere Gruppe normales Leitungswasser
erhielt (siehe Abb. 2.1). Alle verwendeten Wassersorten wurden vor
Versuchsbeginn in einem NOx-Analyzer (ENO-20, EiCom, Kyoto, Japan) auf die
jeweils enthaltene Konzentration von Nitrat und Nitrit hin untersucht. Nach zwei
Wochen, in denen die Mause ausschlielSlich eine Sorte Trinkwasser erhielten,
wurden Plasma- und Gewebsproben entnommen und die Tiere getotet. Alle Tiere
wurden am ersten sowie am letzten Tag auf einer Feinwaage gewogen; das dabei

ermittelte Gewicht wurde jeweils dokumentiert.

/1. 1 g/l Nitrat \ / \

e Messung des

2. Evian ) _
.. zwei Korpergewichts
3. nlichtern
Wochen
4. San Benedetto

e Analyse des NOx-Pools
5. Leitungswasser

K im Gewebe/Plasma /

Abb. 2.1: Studiendesign der Vorstudie. Die Mause wurden in 5 Gruppen unterteilt und erhielten
demgemal nur eine bestimmte Trinkwassersorte. Nach zwei Wochen folgte die Messung des
Kérpergewichts sowie eine Bestimmung des NOx -Pools in Plasma und Gewebe.
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2.1.3 Hauptstudie

Alte und junge Mause erhielten im Zeitraum von acht Wochen mit Nitrat
angereichertes Leitungswasser (1 g/l). Die Kontrolltiere erhielten pures
Leitungswasser. Anschlieliend wurden die Konzentrationen von zirkulierendem
Nitrat, Nitrit und Nitrosospezies bestimmt und die endotheliale Funktion an isolierten
Aortenringen sowie die aortale Genexpression mittels Microarray und real time

polymerase chain reaction (RT-PCR) charakterisiert. In vivo erfolgte die Messung

der PWV und des Blutdrucks.
ﬁ\tersuchungen \

[ Gruppen ] in vivo:
Messung der PWV
YN Messung des Blutdrucks
YC ex vivo:
D E— acht
Messung von NOx
Wochen . .
isolierte Aortenringe
ON
q _ Microarray

oc k real time PCR j
Ne——

Abb. 2.2: Studiendesign der Hauptstudie. Die Mause wurden in 4 Gruppen unterteilt, von denen
zwei eine orale Supplementierung mit Nitrat erhielten und zwei als Kontrollgruppen fungierten (junge
Mause, Nitrat=YN; junge Mause, Kontrolle=YC; alte Mause, Nitrat=ON; alte Mause, Kontrolle=OC).
Nach acht Wochen erfolgten in vivo- sowie ex vivo-Versuche.

2.1.4 Gewinnung von Plasma

Nach dem letzten Tag der Supplementierung wurden die Tiere mittels
gewichtsadaptierter intraperitonealer Injektion von Ketamin (100 mg/kgKG) und
Xylazin (10 mg/kgKG) anasthesiert. Dann erfolgte eine transthorakale Punktion des
Herzens und die Entnahme von ca. 500-1000 ul Vollblut. Dabei wurden Spritzen
verwendet, die zuvor mit Heparin gespult wurden (Heparin-Natrium-2500,
Ratiopharm). Anschlieiend wurden die Proben 1 min bei 5000 g und 4°C
zentrifugiert und das so gewonnene Plasma in 1,5 ml-Reaktionsgefale Uberfuhrt,

in flussigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C asserviert. Die Plasmaproben
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wurden dem weiteren Versuchsaufbau entsprechend am Tag der Analyse
prozessiert.

2.1.5 Prozessierung des Plasmas

In der Vorstudie wurden zunachst die Spiegel von Nitrat und Nitrit in den einzelnen
Trinkwassersorten bestimmt; nach zwei Wochen, in denen die Mause jeweils ein
bestimmtes Trinkwasser erhielten, erfolgte die Analyse der gewonnenen
Plasmaproben. Nach acht Wochen erfolgte in der Hauptstudie ebenfalls die
Messung der Spiegel von Nitrat und Nitrit im Plasma mittels
Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC). Die Wasserproben, welche mit
1 g/l Nitrat angereichert waren, wurden vor der Messung im Verhaltnis 1:100 mit
Millipore-Wasser verdunnt. Die anderen Trinkwasserproben erforderten keine
Vorbehandlung. Am Tag der Messung wurden die Plasmaproben aus beiden
Versuchsteilen zunachst auf Eis lichtgeschutzt aufgetaut. Dafur wurden als Erstes
50 ul Plasma abgenommen, im Verhaltnis 1:1 mit auf -20°C gekihltem Methanol
gemischt und anschlielfend bei 4°C fir 10 min mit 10.000 g zentrifugiert. Der
proteinfreie Uberstand wurde in Eppendorfgefalie Uberfiihrt und entweder bis zur
Analyse bei -20°C eingefroren oder kurzzeitig bei 4°C gelagert.

Das restliche Plasma wurde fur die Messung von Nitrosoverbindungen (RXNO)
mittels Chemilumineszenz-Detektion (CLD) verwendet. Dazu wurden die Proben im
Verhaltnis 10:1 mit 5%iger Sulfanilamidlosung (0,5 g Sulfanilamid gelost in 10 ml
0,5 M HCI) in einem braunen 1,5 ml-Reaktionsgefal} (lichtgeschutzt) fur 15 min auf
Eis inkubiert. Im Plasma enthaltenes Nitrit und das Sulfanilamid bilden ein stabiles
Diazoniumsalz, welches nicht mehr reduziert werden kann, sodass mittels

reduktiver Losung aus den RXNO freigesetztes NO" gemessen werden kann.

2.2 Quantifizierung der Konzentrationen von Nitrit und Nitrat

Die Analyse der Spiegel von Nitrat und Nitrit erfolgte mittels HPLC-Technik (ENO-
20, Fa.EiCom, Kyoto, Japan) durch eine Kombination aus Flussigchromatographie
und Azokopplung mittels Griess-Reagenz.”

Mithilfe eines vorgeschalteten Autoinjektors (Varian ProStar 420 Triathlon Cool,
Sunchrom, Friedrichsdorf, Deutschland) wurden jeweils 10 pl einer Probe

aufgegeben und mittels einer mobilen Phase aus Chloridpuffer (0,3 M NaCl und 0,1
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M NH4CI, pH 8,5) mit einem Fluss von 0,33 ml/min durch das System befdrdert.
Dieses setzt sich aus einer Vorsaule (NO-PrePAK, EiCom, Dublin, Irland) zur
Beseitigung von noch in der Probe enthaltenen Proteinen und der unmittelbar
nachgeschalteten Trennsaule (NO-PAK 4,5 x 50 mm, EiCom, Dublin, Irland)
zusammen. Mit einer stationaren Phase aus Polystyrol-Divinylbenzol-Harz erfolgt
hier die Trennung von Nitrit und Nitrat. Da Nitrat eine hdhere Affinitat zur
lonenaustauschergruppe hat, werden Nitrit und Nitrat durch Anionen der mobilen
Phase zeitversetzt wieder abgeldst und weiter im System transportiert. Dabei
passiert Nitrit die sich anschlieRende Cadmium und Kupfer enthaltende
Reduktionssaule (NO-RED, EiCom, Dublin, Irland), ohne eine Reaktion
einzugehen. Hier wird Nitrat zu Nitrit reduziert. In dem folgenden Abschnitt reagieren
sowohl das primare als auch das aus Nitrat reduzierte Nitrit in der 35°C warmen
Reaktionskapillare mit dem hinzugefiuigten Griess-Reagenz (5 g/l Sulfanilammid und
0,25 g/l N-(1-naphthyl)ethylendiamin). Zunachst reagiert Nitrit mit dem Sulfanilamid
zu einem Diazoniumsalz, welches in einer weiteren Reaktion mit N-(1-
naphthyl)ethylendiamin einen rétlich-violetten Diazofarbstoff bildet. Bei einer
Wellenlange von 540 nm lasst sich daraufhin die Absorption dieses Farbstoffs
mittels eines Vis-Spektrophometers (EiCom, Dublin, Irland) messen und auswerten.
Dafur wurde das erfasste Signal Uber eine PC-Schnittstelle an die dazugehdrige
Software (eDAQ PowerChrom, Version 2.5.9) weitergeleitet und den Angaben des
Herstellers entsprechend mittels Kalibrierung durch standardisierte Nitrit- und
Nitratldsungen als Flache unter der Kurve berechnet. Uber die gesamte Messung
hinweg wurden Separations- und Reduktionssaule und Reaktionskapillare zur
Beschleunigung der Reaktion in einem 35°C warmen Saulenofen gehalten,
wahrend die zu messenden Proben im Autoinjektor konstant bei 4°C gekuhlt

wurden.

2.3 Bestimmung von RXNO

Die Quantifizierung von RXNO im Plasma erfolgte mittels CLD. Dabei werden
Lichtquanten gemessen, welche bei der Reaktion von NO™ mit Ozon entstehen.
Diese Methode Iasst in diesem Versuchsaufbau einen direkten Ruckschluss auf die
Konzentration von RXNO durch die Messung von aus diesen Verbindungen

freigesetztem NO™ zu. Dem Analysator CLD 88e (Eco Physics, Dlrnten, Schweiz)
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wurde ein System vorangeschaltet, in dem NO" aus der Probe freigesetzt und
anschlieBend der eigentlichen Messeinheit zugefuhrt wurde. Von den Proben
wurden jeweils 330 pl mit einer gasdichten Glasspritze (Typ 1710/50 RN, Hamilton,
Bonaduz, Schweiz) in das Reaktionsgefald der Anlage injiziert. In diesem Kolben
befanden sich 20 ml einer reduktiven Reaktionslésung, die von einer
Warmwasserkammer umgeben waren und so auf 60°C aufgeheizt wurden; die
Lésung besteht aus 0,57 g lod (1) und 1,62 g Kaliumiodid (Kl) in 15 ml Milipore-
Wasser und 200 ml Essigsaure. Dies bewirkt die reduktive Freisetzung von NO™ aus
kovalenten Bindungen mit Aminosaureresten der Plasmaproteine. Das gebildete
NO™ wurde mittels eines inerten Tragergases (Helium) zur Reaktionskammer
befordert. Das Gas passiert hier zunachst eine nachgeschaltete Glaskammer, die
mit 1M Natriumhydroxid (NAOH)-Lésung gefullt ist und auf 4°C gekuhlt wurde, und
gelangt danach in die Reaktionskammer. Diese ,NAOH-Falle“ dient dem Abfangen
von hdheren Stickoxiden aus dem Gas. In die Reaktionskammer wurde zusatzlich
aus Sauerstoff generiertes Ozon (O3%) gepumpt. Dieses Gas reagiert mit NO™ zu
Stickstoffdioxid, das sich dann in einem angeregten Zustand befindet. Bei der
Ruckreaktion in den Grundzustand werden Lichtquanten emittiert, die vom Gerat
erfasst werden kdnnen und direkt proportional zur enthaltenen NO-Stoffmenge sind.
Die Datenerfassung erfolgte uber einen PC mit der Software ChromStar der Firma
SCPA aus Weyhe-Leeste, Deutschland.

2.4 Ex vivo-Versuche an isolierten Aortenstiicken zur Beurteilung der

endothelialen Funktion anhand der endothelabhangigen Dilatation

FUr die Charakterisierung der Gefal3funktion wurden ex vivo-Versuche an isolierten
Stlcken von Mauseaorten durchgeflihrt. Dabei wurde die vasomotorische Reaktion
auf pharmakologische Reize bestimmt und digital aufgezeichnet. Um eine adaquate
Gefal¥funktion der Aorten im Versuch zu gewahrleisten, mussen die Tiere zugig und
endothelerhaltend operiert werden. Zu diesem Zweck wurde die Zeit von der
Thoraxerdéffnung bis zum Aufhangen der Aortensticke unter 10 min gehalten und
mit einer Stoppuhr Uberpruft. Die Tiere wurden zunachst mit Ketamin/Xylazin (100
mg/kgKG; 10 mg/kgKG) gewichtsadaptiert Uber eine intraperitoneale Injektion
anasthesiert und anschliellend auf einem 37°C warmen Operationstisch befestigt.

Unter dem Mikroskop wurde der Thorax eroffnet und zunachst das Herz mit einem
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kurzen Teil der Aorta ascendens entfernt. Lungen und Osophagus wurden nach
vollstandiger Entfernung ebenfalls verworfen. Die Aorta thoracalis wurde an der
Grenze zur Aorta abdominalis mit einer Mikroschere durchtrennt und vorsichtig aus
dem retroperitonealen Fett ausgeldst. In einer Petrischale mit eiskaltem Krebs-
Henseleit-Puffer (118 nM NaCl; 4,7 mM KCI; 0,8 mM MgSOs4; 25 mM NaHCOs; 1,2
mM KH2PO4; 10 mM Glucose; 2,5 mM CaClz) wurde das Gefal} in drei Stlicke von
2-3 mm Lange unterteilt.

Mittels Haken wurden die Stlcke jeweils in eine Messeinheit eingehangt und auf
eine Kraft von 1 g vorgespannt. Der Versuch erfolgte dann in 3 Messeinheiten
simultan.

Diese erlauben die Untersuchung von jeweils einem Aortenstick. Jede Einheit
enthalt ein 2 ml fassendes, doppelwandiges Organbad mit Ablasshahn (Graz Tissue
Bath System, Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten, Germany), welches mit
Krebs-Henseleit-Puffer gefullt wird, um ein physiologisches Milieu fur die
Gefalistucke herzustellen. Mithilfe eines Wasserbads (E100, Lauda, Lauda-
Konigshofen, Germany) erfolgt eine Zirkulation von warmem Wasser Uber die
Doppelwandung, das im Versuch die Temperatur des Puffers bei 38°C halt.
Zusatzlich wird die Pufferldsung Uber eine Glasfritte mit Carbogengas (95 % 02, 5
% CO2) begast, um einen pH-Wert von 7,4 zu gewahrleisten und das Ausfallen von
Ca?* zu verhindern. Die Aortenstiicke werden Uber zwei Drahte im Organbad
eingespannt, wobei einer der beiden Drahte unbeweglich in der Apparatur verankert
und der andere mit einem Kraftaufnehmer (F30 isometric Transducer, Hugo Sachs
Elektronik, March-Hugstetten, Germany) verbunden ist. Der Abstand der Drahte
kann Uber einen Schraubmechanismus reguliert und so die Spannung nachjustiert
werden. Das Signal wird von hier an einen Verstarker (Transducer Amplifier Module
Type-A, Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten, Germany) weitergeleitet, der
wiederum mit einer Datenerfassungseinheit (Powerlab 8/30, AD-Instruments,
Sydney, Australien) verbunden ist. Die Kontraktion und die Dilatationseigenschaften
konnen so in Form von Kraftanderungen in einem Computerprogramm (Lab Chart
7.0, AD-Instruments, Sydney, Australia) aufgezeichnet und anschlielend
interpretiert werden. Pro Versuchstag werden 1 | Krebs-Henseleit-Puffer
angemischt. Im Wasserbad wird der Puffer auf einer Temperatur von 38°C gehalten
und kontinuierlich begast. AnschlieRend werden die Organbader mit dem Puffer

gefullt und wie zuvor beschrieben weiter beheizt und begast. Aullerdem wird das
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System mit 1g-Gewichten kalibriert. In der nun folgenden 75-minatigen
Aquilibrierungsphase missen im Abstand von 15 min das Perfusat im Organbad
gewechselt und die Sticke bei Bedarf auf 1 g nachjustiert werden. Im Anschluss
daran wird in jedes Organbad Kaliumchloridiésung (KCI, 80 nM) appliziert. Die
nachfolgende Depolarisation der Gefalmuskulatur bewirkt eine maximale
Kontraktion und bestatigt so deren Intaktheit. Nach 20 min werden die Organbader
so lange mit Puffer gewaschen, bis erneut eine Spannung von 1 g aufgezeichnet
werden kann. Nachtraglich folgt der eigentliche Versuch: Nach der Applikation von
2 UM Phenylephrin (PHE) wird eine Kontraktion der glatten Gefallmuskulatur der
Aorten ausgeldst, die nach kurzer Zeit ein Maximum erreicht. AnschlieRend werden
kumulative Dosen von ACh verabreicht (1 nM-10 uM), welche zur Untersuchung der
endothelabhangigen Dilatation dienen und die Darstellung derselben in einer Dosis-
Wirkungs-Kurve erlauben. Zu beachten ist, dass hohere Folgekonzentrationen erst
mit Erreichen des vorherigen maximalen Effekts verabreicht werden. Im Anschluss
an die letzte Applikation werden alle Gefalde erneut gewaschen und auf den
Ausgangswert von 1 g zuruckgestellt. Im nachsten Abschnitt erfolgt die Applikation
von PHE in neun Schritten zu gleichen Konzentrationen wie zuvor ACh (1 nM-10
MM). Das System wird daraufhin wieder gewaschen und in die Ausgangsspannung
von 1 g gebracht. Im letzten Teil des Experiments wird Natrium-Nitroprussid (SNP)
verwendet, um als exogener NO-Donor die Sensitivitat der glatten Muskeln auf NO
und damit die endothelunabhangige Dilatation (EID) zu testen. Dabei werden die
Aortensticke mit 1 yM PHE vorkonstringiert und anschlieRend aufsteigende
Konzentrationen von SNP (0,1 nM-10 uM) hinzugefugt. Am Ende des Versuchs
wurden die Aortenringe verworfen und die aufgezeichneten Spannungskurven der

drei Kanale gespeichert und am Computer ausgewertet.

2.5 Messung der Pulswellengeschwindigkeit (PWV) in vivo

Am Ende der chronischen Supplementierung von Nitrat erfolgte zunachst die
nichtinvasive Bestimmung der Pulswellengeschwindigkeit zur Untersuchung der
vaskularen Beschaffenheit. Zunachst wurden die Tiere mithilfe einer
Maskenbeatmung mit 1,5 vol Isofluran in Narkose versetzt und auf einer
Warmeplatte fixiert. Wahrend der kompletten Untersuchung wurde die

Korpertemperatur mittels rektaler Temperatursonde Uberwacht sowie Uber in der
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Warmeplatte integrierte Elektroden ein EKG nach Eindhoven abgeleitet. Der Hals-
und der Brustbereich wurden mittels Rasierer und Enthaarungscreme (Nair Hair
Removal Lotion, Vhurch and Dwright Canada Corp) vollstandig enthaart.
Anschlieend wurde hier angewarmtes Ultraschallgel (Echogel 100 Eco-Med-
Pharmaceutucal Inc., Ontario, Kanada) fur den luftblasenfreien Kontakt des
Schallkopfs aufgetragen. Fur die Messung wurde ein Ultraschallgerat der Firma
Visual Sonics (Vevo 2100, High Resolution Imaging System, Visual Sonics, Toronto,
Kanada) verwendet.

Im PW-Doppler-Modus kann die Pulswellengeschwindigkeit ermittelt werden, indem
die Zeitspannen vom Auftreten der R-Zacke im EKG bis zum Erscheinen der
Pulswelle an Aorta ascendens und Arteria femoralis bestimmt werden. Die Differenz
dieser Zeitintervalle bezeichnet die Laufzeit der Pulswelle vom proximalen zum
distalen Messpunkt. Der Abstand zwischen beiden Punkten wird gemessen und die
Pulswellengeschwindigkeit als Strecke (s) in cm geteilt durch die Laufzeit (t) in

Sekunden rechnerisch bestimmt:

Geschwindigkeit (v)= Strecke (s)/ Zeit (t)

2.6 Messung des zentralen Blutdrucks

Im Hauptversuch erfolgte die invasive Messung des zentralen Blutdrucks in der
Aorta ascendens. Dafur wurde ein Tip-Katheter (1,4 French, Milar Instruments,
Houston, Texas, USA) verwendet. Dieser verfugt an der Spitze Uber ein
Miniaturbarometer, das eine kontinuierliche Detektion des intravasalen Drucks uber
Anderungen der elektrischen Spannung ermdglicht. Nach Freipraparierung und
Inzision der A. Caorits communis wurde der Katheter in die Aorta ascendens
vorgeschoben und der Druck aufgezeichnet. Dazu wurden die Mause zunachst
mittels Ketamin/Xylazin in tiefe Narkose versetzt. Im Anschluss wurden Brust- und
Halsbereich mit einem elektrischen Rasierer von Haaren befreit und die Mause mit
dem Kopf zum Operateur zeigend auf einem 37°C warmen Operationstisch fixiert.
Die Operation startet mit einer ca. 1,5 cm langen kranio-kaudal verlaufenden
Inzision des Halses. Unter dem Lichtmikroskop kénnen das subkutane
Bindegewebe und die Halsmuskulatur prapariert werden, sodass die Vagina

carotica paratracheal aufgefunden und er6ffnet werden kann. Die enthaltene Arteria
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carotis communis muss daflr zunachst mit Hilfe einer Mikropinzette mobilisiert und
bis zur proximalen Aufgabelung frei prapariert werden. Kurz unterhalb der
Bifurkation wird die Arterie mit einem Faden legiert und etwas weiter kaudal mit
einem Gefaliclip abgeklemmt. Zwischen diesen Punkten wird das Gefald mit einer
Mikroschere inzidiert. Hier wird der Katheter eingeflihrt. AnschlieRend wird ein
weiterer Faden kaudal der Inzision um das Gefal} gelegt, um diesen zu fixieren und
das Gefald im Anschluss an die Messung wieder verschlie3en zu kdnnen. Nach dem
Losen des Gefaliclips wird der Katheter vorgeschoben, bis eine typische
Aortendruckkurve sichtbar ist und die Platzierung in der Aorta ascendens bestatigt.
Vor der eigentlichen Messung wird 5 min abgewartet, um ein Einpendeln auf einen
stabilen Wert des Blutdrucks zu gewahrleisten. Im Anschluss wird das Gefaly
mithilfe des kaudalen Fadens verschlossen, um eine letale Blutung zu verhindern.

In diesem Versuchsaufbau wurden Herzfrequenz (HF), Psys und Pdia aufgezeichnet.

Der arterielle Mitteldruck (Pmean) wurde rechnerisch ermittelt:

Pmean = Pdia + 72 (Psys — Pdia)

Der Katheter war tber ein Druck-Volumen-System (MPVS-300, Millar Instruments,
Houston, Texas, USA) mit einem kompatiblen Computerprogramm zur

Datenaquisation (lox, Emka Technologies, Paris, Frankreich) verbunden.

2.7 Analyse der Genexpression

Nach der Erhebung von Daten durch Messung in vivo und ex vivo folgte die
Beschreibung der Genexpression. Dazu wurde die mRNA aus vaskularem Gewebe
isoliert; anschlie®Bend wurden in einem Microarray Unterschiede im
Genexpressionsprofil  zwischen den  Gruppen herausgestellt. Mogliche
Veranderungen im Genexpressionsmuster in den behandelten Gruppen sollten
uber eine RT-PCR verifiziert werden. Die genetische Analyse erfolgte aus
entnommenen Mauseaorten. Wahrend der Exzision wurden daher der grofite Teil
des retroperitonealen Fettes sowie Blutruckstande entfernt, damit lediglich Zellen
der arteriellen Wand in ihrer differentiellen Genexpression untersucht werden

konnten.
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Entsprechend der Versuche an isolierten Aortenringen wurden die Tiere
anasthesiert und auf dem Operationstisch befestigt (siehe Punkt 2.4). Die Gefalle
wurden in diesem Fall nicht sofort verwertet, sondern in einem Kryotube in flussigem
Stickstoff schockgefroren und anschlieBend bei -80°C asserviert, bis die RNA-

Isolation durchgefihrt wurde.

2.7.1 RNA-Isolation aus Aorten

Fur Analysen der Genexpression mittels Microarray sowie real time PCR (RT-PCR)
werden genetische Informationen in Form von RNA-Transkripten bendtigt. Sie
geben Aufschluss darlUber, welche spezifischen Gene bzw. DNA-Abschnitte in der
Zelle repliziert werden. Zur Isolation von RNA wurde das RNeasy MiniKit der Firma
Quiagen aus Hilden in Deutschland verwendet. Basierend auf der Bindung von
RNA-Fragmenten an einer Silikagelmembran kdnnen diese aus Gewebe extrahiert
und im Anschluss in RNAse-freiem Wasser gelost werden. Zu Beginn werden die
tiefgefrorenen Aorten mit 350 pl RLT-Puffer homogenisiert. Diesem wurde zuvor 2-
Mercaptoethanol hinzugefiigt, um die Lyse der Zellen zu unterstitzen. Das
Homogenat wird 3 min bei 14.000 g bei Raumtemperatur zentrifugiert, der
Uberstand anschlieBend in ein 2 ml-ReaktionsgefaR Gberfiihrt und mit 590
RNAse-freiem Wasser und 5 pl Proteinase K resuspendiert. Die Losung muss bei
55°C fir 10 min inkubieren und wird darauffolgend mit 100 % Ethanol versetzt und
auf die Membran der RNeasy Spin Columns aufgetragen. Die Saule wird nun auf
einem 2 ml-Reaktionsgefal® platziert und flr 15 s bei 10.000 g zentrifugiert, das
Eluat wird anschliel3end verworfen. Gemall dem Herstellerprotokoll erfolgte danach
in mehreren Waschschritten die Aufreinigung der RNA mit den im Kit enthaltenen
Puffern RW1 und RPE. Letzterer muss zuvor mit der vierfachen Menge an
100%igem Ethanol aufbereitet werden. Fur die finale Elution der RNA werden 30 pl
RNAse-freies Wasser in die Mitte der Membran pipettiert und das Eluat in einem 1,5
ml-Reaktionsgefal® gesammelt. Von dem Eluat werden 5 pl aliquotiert und zur RNA-
Quantifizierung und Qualitatsuberprufung in einem Spektralphotometer verwendet
(Nanodrop 2000, Wilmington, USA). Der Rest der Probe wurde in dieser Studie bei
-20°C zwischengelagert.
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2.7.2 Analyse der Genexpression mittels Microarray

Die differentielle Analyse der Genexpression mittels Microarray wurde in
Kooperation mit dem ,Genomics & Transcriptomics Labor‘ des Biologisch-
Medizinischen Forschungszentrums (BMFZ) der Heinrich-Heine-Universitat
Dusseldorf durchgeflhrt.
Microarrays ermdglichen eine breite Analyse des Genexpressionsmusters eines
Organs. Sie erlauben die Analyse mehrerer tausend Gene auf einmal und so die
Erstellung eines umfassenden Expressionsprofils. Ein Tragerchip wird vom
Hersteller in einer bestimmten Anordnung mit tausenden synthetisch hergestellter
Oligonukleotiden bedruckt. Dafur werden die Nukleotide einzeln Base fur Base auf
Pixel des Mediums aufgetragen. Pro Pixel entsteht je ein Oligonukleotid, die
sogenannten ,Probes”. Diese entsprechen speziellen Regionen bestimmter Gene,
die aus verschiedenen Datenbanken enthommen wurden. Auf dem in dieser Studie
verwendeten Array ,SurePrint G3 Mouse GE 8x60K Microarray” der Firma Agilent
sind Uber 50.000 Gene des Mausegenoms angeordnet, deren Expressionsmuster
in den jeweiligen Proben untersucht werden konnen. Dazu wird die gewonnene
RNA des Probenmaterials zunachst mit einem Bioanalyser (Bioanalyser 2100,
Agilent) auf ihre Qualitat hin Uberpruft. Das Instrument erfasst die Kettenlange von
kodierenden mRNA und bildet den RIN-Wert (RNA Integrity Number), welcher
Aufschluss Uber die Intaktheit der Nukleotidketten gibt. Die weiteren Schritte werden
gemall dem Protokoll des Herstellers ,One-Color Microarray-Based Gene
Expression Analysis (Low Input Quick Amp Labeling)“ durchgefuhrt. Dabei wird die
RNA zunachst in komplementare DNA (cDNA) umgeschrieben. Wahrend der
Replikation werden durch eine T7 RNA-Polymerase mit Cyanin-3 markierte
Cytidintriphosphatmolekile (CTP) in den Strang eingebaut. Die spater detektierte
Fluoreszenz gibt dann Aufschluss Uber die Aktivitat bestimmter Gene in der Probe.
Im nachsten Schritt werden die markierten DNA-Molekule, die ,Targets®, mit dem
Microarray hybridisiert. Anschlielend wird der Array am Agilent High-Resolution
Scanner gescannt. Aus dem gescannten Bild (TIFF-File) werden die einzelnen
Rohfluoreszenzwerte mittels Feature Extraction Software (Vers. 10.7) ermittelt und
in Genespring GX 11.5 importiert. Durch die anschlieRende statistische Analyse
kénnen dann Unterschiede der Genexpression genau herausgestellt werden.
Um die grolle Datenmenge eines Microarrays zu bewaltigen, bedient man sich
bioinformatischer Software. Diese erlaubt es, die differentiellen Gene in bestimmte
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funktionelle Gruppen einzuordnen und eine systematische Analyse zu ermdglichen.
In der vorliegenden Studie wurde dazu die im Internet frei verfligbare Software
,database for annotation, visualization and integrated discovery“ (DAVID) des
Laboratory of Immunopathogenesis and Bioinformatics des National Institute of
Allergy and Infectious Deseases (NIAID, Maryland, USA) genutzt. Statistisch
signifikant unterschiedlich exprimierte Gene kénnen hier mittels des ,functional
annotation tool“ jeweils drei Genontologie-Kategorien (GO-Terme), namentlich
,Biologischer Prozess®, ,Zellulare Komponente® und ,Molekulare Funktion®,
zugeordnet werden. Aul’erdem wurden in einer Signalweganalyse die Zuordnungen
zu biologischen Signalwegen, welche in verschiedenen Datenbanken gespeichert
sind, Uberpruft. Je nachdem, welchen Anteil eine Gruppe von differentiellen Genen
am Referenzgenom des Programms hat, wurde ein p-Wert errechnet, welcher die
Bedeutung der Terme flr das Experiment wiederspiegelt. Diese Berechnung
erfolgte mit dem modifizierten Fisher's exact test. AnschlieRend wurde der negative
Logarithmus der p-Werte bestimmt, sodass hohere Werte eine groliere Bedeutung
wiederspiegeln. Als Referenzgenom wurden alle ,Probes® des Arrays verwendet,
welche sowohl bei der alten Kontrollgruppe als auch bei der jungen Kontrollgruppe
detektiert werden konnten. So wurde fir die Datenanalyse ein genetischer
Hintergrund gewahlt, welcher der Genexpression im Gewebe der Mausaorta

entsprach.

2.7.3 Positivkontrolle mittels RT-PCR

Um die Ergebnisse des zuvor durchgefuhrten Microarrays zu bestatigen, wurde im
Anschluss eine RT-PCR durchgefuhrt. Hierflr wurden einige differentiell exprimierte
Gene ausgewahlt und quantifiziert.

Fir die Genanalyse in der RT-PCR muss gewonnene RNA ebenfalls in cDNA
umgewandelt werden. Dazu wurde das ,High Capacity RNA-to-cDNA kit“ von
Ambion genutzt und gemal den Herstellerangaben verwendet. Durch die Bindung
spezifischer Primer werden dabei bestimmte Sequenzen von cDNA repliziert und
erlauben es so, ein Gen oder Teile eines Gens in vitro zu vervielfaltigen. Dadurch
lassen sich kleinste Mengen von DNA in einer Probe nachweisen. Die RT-PCR
ermdglicht zusatzlich eine semiquantitative Analyse der DNA-Menge in Echtzeit und

kann so Aufschluss Uber die Aktivitat eines Gens aus der jeweiligen Probe geben.

23



Zu diesem Zweck wird nach jedem Zyklus eine Messung der Fluoreszenz
durchgefuhrt, die in ihrer Intensitat proportional zur Menge des replizierten DNA-
Abschnitts ist. Dazu nutzt man das Prinzip des Fluoreszenz-Resonanz-Energie-
Transfers (FRET). Fiur die Bestimmung der cDNA, respektive der mRNA-Menge,
wurde das relative expression software tool (REST) der Firma Quiagen verwendet.
Die DNA-Menge erhoht sich mit jedem Zyklus der PCR und somit auch die
detektierte Fluoreszenz. Fir die Quantifizierung muss der sogenannte Ct-Wert
(cycle threshold) der Gene ermittelt werden. Dieser gibt Aufschluss Uber die Anzahl
der Zyklen, bei der sich die Fluoreszenz gerade vom Hintergrundsignal der No-
Template-Kontrolle abhebt. Der Ct-Wert des Gens in der behandelten Probe wird
zunachst in Relation zu einem nichtregulierten Kontrollgen (,House-Keeping-Gen*
oder Referenzgen) gesetzt, wozu in dieser Studie das Gen fur Glycerinaldehyd-3-
Phosphat-Dehydrogenease (GADPH) genutzt wurde. Dieses wird nicht
unterschiedlich reguliert und konnte so mit dem Zielgen verglichen werden.
Abschlielend werden die Expressionsunterschiede zwischen der Kontrollgruppe
und der behandelten Gruppe herausgestellt.

Pro DNA-Probe wurde jeweils eine Dreifachbestimmung des Ct-Werts durchgeflhrt,
weswegen eine ausreichende Menge des Reaktionsmix hergestellt werden musste.
Dazu wurden zunachst 4 pl des jeweiligen TagMan Assay-Primer mit 16 pl der
vorher verdunnten cDNA gemischt. Im Anschluss daran wurden 60 pl des PCR-
Mastermix hinzugegeben. Dieser wird aus 40 uyl 2x TagMan Gene Expression
Master Mix und 20 ul RNAse freiem Wasser hergestellt. Die Mischung wird kurz
geschuttelt und fur einige Sekunden in der Tischzentrifuge zentrifugiert. Nun wurden
nach Plattenschema jeweils 20 pl der Mischung vorsichtig in 3 Wells einer 96-Well-
Platte pipettiert, wobei darauf geachtet werden musste, eine Blaschenbildung zu
vermeiden. In entsprechendem Verhaltnis wurde ein Reaktionsmix mit der cDNA
des Kontrolilgens GADPH sowie eine RNA-Kontrolle und eine No-Template
Kontrolle hergestellt. Die cDNA wurde dafur durch RNA bzw. RNAse-freies Wasser
ersetzt. Alle Kontrollen wurden 2-fach bestimmt und entsprechend der Probe zu je
20 ul in zwei Wells der Platte pipettiert. AnschlieRend wurde die Platte mit Deckel
und Alufolie versiegelt, auf Eis zum Thermocycler transportiert, dort eingesetzt und
die PCR durchgefuhrt.
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2.8 Mathematisch-statistische Verfahren

Deskriptive statistische Daten wurden, sofern nicht anders vermerkt, in dieser Arbeit
als arithmetische Mittelwerte * Standardabweichung oder Mittelwert =+
Standardfehler (MW + SD oder MW + SE) mit der jeweiligen Anzahl (n) an
Versuchstieren angegeben. Die Prufung auf signifikante Unterschiede wurde mittels
Student’s t-test fur gepaarte (Vorstudie: Gewicht) und ungepaarte Daten (Vorstudie:
Gruppenvergleiche Gehalt von Nitrit- und Nitrat im Plasma) durchgefiihrt. Die Daten
der Hauptstudie (Aortenringe, zentraler Blutdruck, Pulswellengeschwindigkeit,
Nitrit- und Nitratgehalt nach achtwochiger oraler Supplementierung) wurden mit
einem One-Way-ANOVA mit post hoc Bonferroni Korrektur analysiert. Ein p-Wert <
0,05 wurde als signifikant angesehen. Zur Darstellung der endothelabhangigen und
-unabhangigen Dilatation (Aortenring-Versuche) in einem kurvenférmigen Verlauf
wurden die Daten durch den negativen dekadischen Logarithmus transformiert und
anschlieRend in einer Dosis-Wirkungs-Kurve sigmoidal dargestellt. Alle
statistischen Analysen wurden mit dem Computerprogramm Graph Pad Prism 5.0
fur Windows (GraphPad Software, Kalifornien, USA) durchgeflihrt. Probesets des
Microarrays wurden mithilfe des moderated Student’'s t-tests analysiert. Die
Schwelle fur einen signifikanten Unterschied in der Genexpression zwischen zwei
Gruppen wurde auf einen p-Wert von 0,05 gesetzt. Aullerdem wurde ein fold

change von > 1,2 fir die weitere Analyse als biologisch relevant vorausgesetzt.
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3  Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der Vorstudie

In der Vorstudie wurde der Einfluss verschiedener Trinkwassersorten auf die
plasmatischen Spiegel von Nitrat und Nitrit veranschaulicht. Es sollte au3erdem
festgestellt werden, welches Wasser fur die Kontrollgruppen in der Hauptstudie

geeignet war.

3.1.1 Nitrat und Nitrit in unterschiedlichen Trinkwassersorten

Zu Beginn der Vorstudie wurden zunachst die Spiegel von Nitrat und Nitrit in den
Trinkwassersorten der verschiedenen Gruppen mittels HPLC-Technik bestimmt.
Die Mittelwerte sind in der folgenden Tabelle 3.1 abgebildet: Die Ergebnisse zeigen
abweichende Konzentrationen der Wassersorten im Vergleich untereinander und

im direkten Vergleich zu unbehandeltem Wasser aus der Wasserleitung.

Tabelle 3.1 Nitrat- und Nitritkonzentration der verschiedenen Wassersorten der
Vorversuche, n.d.=nicht detektierbar (MW+SD)

Wasser Nitrat Nitrit

UM mg/I MM Mg/l
Evian 66 + 0.77 43+0.0.5] 0.016 £0.023 1.1+1.5
San Benedetto 157 £ 0.8 9.7 £ 0.05 n. d. n. d.
Leitungswasser 223 £ 1.7 13.8+0.11 | 0.034 £ 0.019 23+13
1 g/l Nitrat 16915 + 1039.9 1048.8 + 64.47| 0.153 £ 0.071 10.6 £4.9

3.1.2 Nitrat und Nitrit im Plasma junger Mause nach zwei Wochen

Nach zwei Wochen wurden die Spiegel von Nitrat und Nitrit im Plasma der Tiere
gemessen, um den Einfluss verschiedener Wassersorten mit einem
unterschiedlichen Gehalt an Nitrat und Nitrit bzw. einer hoch dosierten Applikation
von Nitrat festzustellen. Dabei zeigte sich im Vergleich zu den anderen Gruppen ein
deutlicher Anstieg des Nitrats im Plasma in der Gruppe, die das mit 1 g/l Nitrat
angereicherte  Trinkwasser verabreicht bekam. Alle anderen Gruppen
unterschieden sich in Bezug auf die Konzentration von Nitrat im Plasma nicht
signifikant. Die plasmatischen Spiegel von Nitrit zeigten ebenfalls keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen (siehe Abb. 3.1). Die

unterschiedlichen Kontrollwassersorten wirkten sich also trotz einer geringflugig
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schwankenden Konzentration von Nitrat und Nitrit nicht unterschiedlich auf die
Plasmakonzentration aus. Eine hoch dosierte Gabe von Nitrat jedoch flhrte zu einer

deutlichen Erhéhung der plasmatischen Spiegel von Nitrat nach 2 Wochen.

A
| *%k*% |
: *%k% I
*%k*%
300+ P
| *%k*% |
E' 200-
=
' [xed
(o]
Z 1004
c v v
& > & N\
(’\0
B
1.5+
E:_ 1.0+
N
(@)
Z 0.5-
0.0 T T
& : >
& e

Abb. 3.1: Plasmakonzentration von Nitrat und Nitrit nach Einnahme unterschiedlicher
Trinkwasser in einem Zeitraum von zwei Wochen. Nach zwei Wochen mit einem bestimmten
Trinkwasser wurden Plasmaproben zur Bestimmung der Spiegel von (A) Nitrat und (B) Nitrit
abgenommen (Evian n=21, San Benedetto (S.B.) n=8, Nitrat n=12, nlichtern n=5, Leitungswasser
(LW) n=5). Im Vergleich zu allen anderen Gruppen zeigte sich ein deutlicher Anstieg des Nitrats im
Plasma in der Gruppe, welcher Nitrat zugefihrt wurde (***p<0,001) (Mittelwert + Standardfehler).
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3.1.3 Veranderungen des Korpergewichts junger Mause nach zwei Wochen

Zu Beginn der zwei Wochen, in denen junge Mause lediglich eine bestimmte Sorte
Trinkwasser erhielten, sowie unmittelbar vor der Blutentnahme am Ende dieses
Zeitraums wurde das Gewicht der Tiere bestimmt. Bei keiner der Gruppen waren
signifikante Unterschiede zwischen dem Korpergewicht zu Beginn der zwei Wochen
andauernden Applikation von Nitrat und dem am Ende derselben feststellbar (vgl.
Abb. 3.2). Dies deutet darauf hin, dass es innerhalb der einzelnen Gruppen zu

keiner Veranderung des Fressverhaltens gekommen ist.
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Abb. 3.2: Messung des Korpergewichts. Messung des Korpergewichts am ersten Tag (Start)
sowie am letzten Tag der oralen Supplementierung von Nitrat (Ende) unmittelbar vor Abnahme
des Bluts (Evian n=10, San Benedetto (S.B.) n=8, Nitrat n=12, niichtern n=5, Leitungswasser (LW)
n=5) (Mittelwert + Standardfehler).

3.2 Ergebnisse der Hauptstudie

In  der Hauptstudie wurde der Einfluss einer mehrwdchigen oralen
Supplementierung von Nitrat bei jungen und alten Tieren Uberpriuft. Dazu wurden
die Konzentrationen von Nitrat und Nitrit bestimmt sowie verschiedene in vivo- und

ex vivo-Untersuchungen durchgeflnhrt.

28



3.2.1 Bestimmung von Nitrat und Nitrit im Plasma nach achtwaéchiger oraler

Supplementierung mit anorganischem Nitrat

Jeweils eine Gruppe der alten und der jungen Mause erhielt im Zeitraum von acht
Wochen eine orale Supplementierung mit anorganischem Nitrat. Daftr wurde
dieses in einer Konzentration von 1 g/l im Trinkwasser der Tiere geldst. Die
Kontrolltiere erhielten pures Leitungswasser. Nach acht Wochen wurden Nitrat und
Nitrit im Plasma der so behandelten alten und jungen Tiere sowie in dem der
Kontrollgruppen bestimmt, um den Einfluss einer chronischen oralen
Supplementierung bei jungen und alten Tieren zu Uberprufen. Sowohl in der Gruppe
der alten als auch in der Gruppe der jungen Tiere bewirkte die Supplementierung
von Nitrat Uber das Trinkwasser einen deutlichen Anstieg der Spiegel von Nitrat im
Plasma. Ein Anstieg von Nitrit und damit eine mogliche Biokonversion von Nitrat zu
Nitrit konnte hingegen nur bei den alten Tieren nachgewiesen werden (*p<0,05,
siehe Abb. 3.3). Eine orale Supplementierung mit Nitrat konnte also keine Erhdhung
der Spiegel von Nitrit im Plasma von jungen Tieren bewirken, obgleich die
Konzentration von Nitrat und Nitrit im Plasma alter Tiere durch eine derartige

Supplementierung mit Nitrat dauerhaft angehoben werden konnte.
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Abb. 3.3: Plasmakonzentration von Nitrat und Nitrit nach achtwochiger oraler
Supplementierung von Nitrat. Vergleich der plasmatischen Nitrat- (A) und Nitritspiegel (B). Im
Vergleich zur Kontrollgruppe zeigte sich bei beiden Gruppen ein deutlicher Anstieg des Spiegels
von Nitrat (NOs) im Plasma (A:*p<0,05 YN vs. YC, ON vs. OC), wahrend nur bei den alten Tieren
ein signifikanter Anstieg des Nitrits (NO2") im Plasma aufgezeigt werden konnte (B:*p<0,05 OC
vs. ON) (n=6 pro Gruppe, Mittelwert + Standardfehler), YC=junge Mause (Kontrolle), YN=junge
Mause (Nitrat), OC=alte Mause (Kontrolle), ON=alte Mause (Nitrat).

3.2.2 Bestimmung von RXNO im Plasma nach achtwochiger oraler

Supplementierung von Nitrat

Nach achtwochiger oraler Supplementierung von Nitrat wurde ebenfalls in allen
Gruppen die Konzentration der RXNOs im Plasma untersucht. Weder
unterschieden sich die Konzentrationen der alten im Vergleich zu denen der jungen
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Kontrollgruppe, noch konnte nach einer zusatzlichen oralen Zufuhr von Nitrat ein
signifikanter Unterschied der RXNO-Konzentration im Plasma festgestellt werden
(siehe Abb. 3.4) Dadurch konnte gezeigt werden, dass eine orale Supplementierung

von Nitrat die Konzentration der Nitrosoverbindungen im Plasma nicht erhéhen

konnte.
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Abb. 3.4: Plasmakonzentration der RXNOs nach achtwochiger oraler Supplementierung
von anorganischem Nitrat.

Vergleich der plasmatischen RXNO-Konzentration. Bezlglich der Konzentration an RXNOs im
Plasma konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den verschiedenen Gruppen festgestellt
werden (n=6 pro Gruppe, Mittelwerte mit Standardfehler), YC=junge Mause (Kontrolle), YN=junge
Mause (Nitrat), OC=alte Mause (Kontrolle), ON=alte Mause (Nitrat).

3.2.3 Messung der endothelabhangigen Dilatation an isolierten Aortenringen

nach achtwochiger oraler Supplementierung von Nitrat

Um den Einfluss einer chronischen oralen Supplementierung von Nitrat auf die
vaskulare Funktion bzw. die altersabhangige vaskulare Dysfunktion zu
untersuchen, wurden ex vivo-Versuche an isolierten Aortenringen durchgeftihrt. Die
maximale EDD, ausgeldst durch Applikation von ACh, war in alten Mausen niedriger
als in jungen Mausen (OC 60 + 2% vs. YC 78 + 3%, **p<0.01, siehe Abb. 3.5 A).
Eine orale Aufnahme von Nitrat Uber das Trinkwasser konnte diese Dysfunktion
aufheben (OC 60 + 2% vs. ON 74 + 4%, *p<0,05, siehe Abb. 3.5 A), zeigte bei den
jungen Tieren jedoch keinen Effekt. Die vasodilatatorische Antwort auf ACh zeigte
keinen Unterschied in den Gruppen YC (76 = 3%), YN (79 £ 3%) und ON (74 £ 4%)
(MW<SE).
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Abb. 3.5: Endothelabhéngige Dilatation. (A) Vergleich der maximalen EDD nach Applikation von
ACh. (B) Logarithmische Auftragung der Dilatation nach kumulativer Verabreichung mehrerer Dosen

ACh (YC, YN, OC, ON: n=5-6; *p<0,05; **p<0,01; Mittelwert + Standardfehler), YC=junge Mause
(Kontrolle), YN=junge Mause (Nitrat), OC=alte Mause (Kontrolle), ON=alte Mause (Nitrat).
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3.2.4 Messung der endothelunabhangigen Dilatation und Vasokonstriktion
an isolierten Aortenringen nach achtwochiger oraler Supplementierung

von Nitrat

Durch Applikation des exogenen NO-Donors SNP wurde die endothelunabhangige
Dilatation Uberpruft und gab so Aufschluss Uber die Dilatationsfahigkeit der glatten
Gefallmuskulatur (siehe Abb. 3.6 A). Im Alter zeigte sich keine Einschrankung der
Dilatationsfahigkeit der GefalRe. Eine verminderte EDD im Alter ist daher nicht auf
eine verringerte Sensibiliat der glatten Muskulatur zurtickzufihren. Des Weiteren
bewirkte eine orale Supplementierung von Nitrat keine Veranderung der Sensibilitat.
Mit der Gabe von PHE wurde eine Vasokonstriktion ausgeldst (siehe Abb. 3.6 B).
Die Reaktion bei unterschiedlich hohen Dosierungen von PHE war in allen Gruppen

gleich.
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Abb. 3.6: Endothelunabhédngige Vasoreaktivitat. (A) Endothelunabhangige Dilatation nach Gabe
von SNP. (B) Vasokonstriktion ausgeldst durch Gabe von PHE. Es ist kein signifikanter Unterschied
in den jeweiligen Gruppen erkennbar (Mittelwert + Standardfehler), YC=junge Mause (Kontrolle),
YN=junge Mause (Nitrat), OC=alte Mause (Kontrolle), ON=alte M&duse (Nitrat).
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3.2.5 Messung der PWV zur Uberpriifung des Einflusses einer achtwdchigen

oralen Supplementierung von Nitrat auf die GefaRsteifigkeit

Im Alter konnte eine Zunahme der Pulswellengeschwindigkeit als Marker fur die
arterielle Steifigkeit bestatigt werden (OC 433 + 10 cm/s vs. YC 306 £ 11 cm/s
***p<0,001). Die Gruppe der mit Nitrat behandelten alten Tiere zeigte eine deutliche
Reduktion in der Pulswellengeschwindigkeit (OC 433 + 10 cm/s vs. 327 £ 9 cm/s
***p<0,001) (siehe Abb. 3.7, MW + SD). Als Schlussfolgerung konnte eine

altersabhangige Zunahme der Gefalisteifigkeit angenommen werden.
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Abb. 3.7: Pulswellengeschwindigkeit. In allen Gruppen (YC, YN, OC, ON: alle n=6) wurde die
Pulswellengeschwindigkeit (PWV in cm/s) bestimmt. Es zeigte sich eine signifikante Zunahme im
Vergleich von jungen zu alten Kontrolltieren (OC 433 + 10 cm/s vs. YC 306 £+ 11 cm/s, ***p<0,001)
sowie eine signifikante Abnahme der PWV im Vergleich zwischen alten Kontrolltieren und mit alten
Tieren, welche eine Supplementierung von Nitrat erhielten (OC 433 + 10 cm/s vs. 327 + 9 cm/s
***n<0,001) (Abbildung Mittelwert + Standardfehler), YC=junge Mause (Kontrolle), YN=junge Mause
(Nitrat), OC=alte Mause (Kontrolle), ON=alte Mause (Nitrat).

3.2.6 Messung des zentralen arteriellen Blutdrucks nach achtwochiger oraler

Supplementierung von Nitrat

Die Gruppe der unbehandelten alten Tiere zeigte hohere systolische Blutdruckwerte
als die junge Kontrollgruppe (OC 104 £ 9 mmHg vs. YC 90 + 4 mmHg, *p<0,05),
wahrend sich bei den Werten des mittleren arteriellen Drucks und des diastolischen
Drucks keine Unterschiede zwischen diesen Gruppen zeigten. Die chronische Gabe
von Nitrat konnte sowohl die systolischen Blutdruckwerte (OC 104 £ 9 mmHg vs.

ON 80 * 4 mmHg, **p<0,01, siehe Abb. 3.8 A1) als auch den mittleren arteriellen
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Druck (OC 75 + 3 mmHg vs. ON 60 £ 3 mmHg, *p<0,05, sieche Abb. 3.8 A3) sowie
den diastolischen Druck (OC 61 £ 2 mmHg vs. ON 50 + 3 mmHg, *p<0,05, siehe
Abb. 3.8 A2) der alten Tiere deutlich reduzieren. So zeigte sich auch eine Reduktion
der PP, die rechnerisch aus den systolischen und diastolischen Werten bestimmt
wurde (OC 42 + 3 mmHg vs. ON 30 + 2 mmHg, *p<0,05, siehe Abb. 3.8 B). In den
genannten Gruppen zeigte sich kein Unterschied in der Herzfrequenz (Schlage pro
Minute/“beats per minute®, bpm) (YC 557 £ 26 bpm, OC 551 + 53 bpm, ON 544 +
37 bpm, YN 543 + 4 bpm, MW % SE)).

Die Untersuchungen ergaben somit, dass die vermehrte Aufnahme von Nitrat im
Alter eine Reduktion der Blutdruckwerte bewirkt, welche mit denen des Kollektivs

der jungen Tiere vergleichbar sind.
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Abb. 3.8: Invasive Messung des Blutdrucks und der Blutdruckamplitude. (A1) Psys in mmHg,
(A2) Pdia in mmHg, (A3) Pmean in mmHg, (B) Psys-Pdia = PP in mmHg (YC und ON: n=5; OC und YN:
n=4; *p<0,05; **p<0,01; Mittelwert + Standardfehler, YC=junge Mause (Kontrolle), YN=junge Mause
(Nitrat), OC=alte Mause (Kontrolle), ON=alte Mause (Nitrat).
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3.2.7 Analyse des Einflusses des Alters sowie einer achtwochigen

Supplementierung auf die Genexepression mittels Microarray

Mittels Microarray wurden die verschiedenen Profile des Genexpression, namlich
sowohl die altersabhangigen als auch das durch orale Supplementierung von Nitrat
induzierte, dargestellt. Mit dem verwendeten Chip konnten in jedem der beiden
Versuchsansatzen insgesamt 55682 Gene untersucht werden; davon wurden in den
verwendeten Proben 26774 Transkripte detektiert. Im Vergleich zwischen den
jungen und den alten Kontrolltieren (YC vs. OC) zeigten sich 1503 differentiell
exprimierte Gene. Von diesen wurden 898 hoch und 605 herunter reguliert.
Zwischen alten Kontrolltieren sowie mit Nitrat alten Tieren, die Nitrat oral erhielten
(OC vs. ON) zeigten sich 1400 differentiell exprimierte Gene; hier wurden 731 hoch
und 669 herunter reguliert (sieche Abb. 3.9). Eine Modulation der Genexpression
sowohl durch ein hdheres Lebensalter als auch durch eine Supplementierung von

Nitrat im Alter konnte so dargestellt werden.
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Abb. 3.9: Differentiell exprimierte Transkripte in Aorten. Verglichen wurde die differentielle
Genexpression von jungen und alten Mausen (YC vs. OC; jeweils n=6), sowie von alten Kontrolltieren
und der mit Nitrat supplementierten Gruppe alter Mause (OC vs. ON; jeweils n=6) (Alle Transkripte
signifikant mit p<0,05, insgesamt 26774 Gene detektiert), YC=Junge Mause (Kontrolle), YN=Junge
Mause (Nitrat), OC=Alte Mause (Kontrolle), ON= Alte Mause (Nitrat). Abbildung modifiziert nach
Rammos et al..32

3.2.7.1 Genontologie und Signalweganalysen

Fiur die weitere Datenanalyse wurde die DAVID Bioinformatics Software genutzt.

Die differentiell regulierten Gene wurden von diesem Computerprogramm

kategorisiert, sodass eine allgemeine Ubersicht der Bedeutung der Gene fiir den
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Organismus ermoglicht wurde. Rechnerisch wurden diese Prozesse hierarchisch
angeordnet; dadurch konnten starker regulierte Kategorien hervorgehoben werden.
Dabei wurden die Gene verschiedenen GO-Terme zugeordnet und zudem ihre
Stellung in verschiedenen biochemischen Signalwegen aufgezeigt. Tabelle 3.2
zeigt die im Alter differenziell am starksten regulierten GO-Terme. Hier erfolgt eine
Unterteilung in die Kategorien ,Biologischer Prozess®, ,Zellulare Komponente® und
,Molekulare Funktion®“. Tabelle 3.3 prasentiert den Einfluss oral supplementierten
Nitrats im hoheren Lebensalter mit den jeweils differentiell regulierten GO-Termen.
Es wird die gleiche Einteilung wie in Tabelle 3.2 verwendet. Abb. 3.10 und Abb. 3.11
stellen die Zuordnung der differentiell exprimierten Gene zu den jeweiligen
Signalwegen dar. Fur die Datenanalyse wurden drei verschiedene Datenbanken
genutzt (,KEGG“, ,PANTHER® und ,BIOCARTA"). Tab. 3.2 markiert die
altersabhangig differentiell regulierten Gene (YC vs. OC), wahrend in Tab. 3.3 die
durch eine Supplementierung von Nitrat bei alten Mausen differentiell regulierten
Signalwege dargestellt sind (OC vs. ON). Exemplarisch sieht man in Tab. 3.4 und
Abb. 3.12 eine nahere Betrachtung des Signalwegs ,Calcium signaling pathways"“.
Sowohl altersabhangig als auch durch eine orale Supplementierung ausgeldst
gehort dieser zu den am starksten regulierten Signalwegen (YC vs. OC, 15
differentiell regulierte Gene, 4 herunter reguliert und 11 hoch reguliert; OC vs. ON,
19 differentiell regulierte Gene, 7 herunter reguliert, 12 hoch reguliert). Ebenfalls
aufgefuihrt ist in Tab. 3.5 und Abb. 3.13 der Signalweg ,TGF-Beta signaling
pathway*, der sowohl durch Alter als auch durch eine Supplementierung mit Nitrat
differentiell exprimierte Gene aufwies (YC vs. OC, 12 differentiell exprimierte Gene,
1 herunter reguliert, 11 hoch reguliert; OC vs. ON, 5 differentiell exprimierte Gene,
1 herunter reguliert, 4 hoch reguliert). Bis auf eine Isoform des TGF-Beta-Rezeptors
waren alle kodierenden Gene des Signalwegs im Alter vermehrt exprimiert. Eine
zusatzliche Gabe von Nitrat bewirkte funf differentiell exprimierte Gene im
Signalweg, wobei keine Ubereinstimmung mit altersabhangig differentiell
exprimierten Genen vorlag. Es handelte sich jedoch dabei zumeist um Gene, die
lediglich fur andere Isoformen kodieren und daher ahnliche Funktionen aufweisen
konnten. Allein die Genexpression von Activin A Rezeptors Typ 1C (ACVR1C)
konnte durch die Supplementierung von Nitrat im Alter reduziert werden. Die
Stellung des Genprodukts im Signalweg ist in der jeweiligen Abbildung illustriert. Die

Ergebnisse weisen demnach einen Einfluss von héherem Lebensalter und oraler
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Supplementierung von Nitrat auf teilweise gleiche Signalwege aus, die eine
gegensinnige Regulation darstellen kdonnten.
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Tabelle 3.2: Altersabhéngig differentiell regulierte GO-Terme in der Aorta junger und
alter Mause (YC vs. OC), unterteilt in die Kategorien ,Biologischer Prozess“,
»Zellulaire Komponente“ und ,,Molekulare Funktion“.Die GO-Terme sind nach dem
Fisher's exact test mit den am starksten beeinflussten Termen beginnend absteigend
geordnet (—Log [p-Wert]). Differentiell exprimierte Gene mit einem fold change >1,2 und
einem p<0,05 wurden in die Analyse einbezogen, FDR="False discovery rate®, YC=junge
Mause (Kontrolle), OC=alte Mause (Kontrolle). Tabelle entsprechend DAVID Bioinformatics

Software.'33. 134 Tabelle modifiziert nach Rammos et al..'32

YC vs. OC
GO-Term Anzahl Genel -log(p-Wert) | FDR
Biologischer Prozess
cell adhesion 35 8,49 0,00
biological adhesion 35 8,47 0,00,
regulation of cell growth 10 3,44 0,60
regulation of morphogenesis of a branching structure 6 3,17 1,10
multicellular organismal development 69 2,82 2,60
response to wounding 18 2,80 2,60
regulation of multicellular organismal process 29 2,54 4,80
cell-cell adhesion 14 2,52 5,10
extracellular structure organization 1 2,49 5,40
regulation of neurotransmitter secretion 5 2,43 6,20
positive regulation of cell division 6 2,40 6,70
regulation of neurotransmitter transport 5 2,26 9,10
GO-Term Anzahl Gene| -log(p-Wert) FDR
Zellulare Komponente
extracellular region 74 11,24 0,00
extracellular region part 36 5,25 0,01
extracellular matrix 18 3,30 0,64
proteinaceous extracellular matrix 17 2,96 1,40
GO-Term Anzahl Gene| -log(p-Wert) FDR
Molekulare Funktion
calcium ion binding 41 6,74 0,00
pattern binding 15 6,11 0,00
polysaccharide binding 15 6,11 0,00
glycosaminoglycan binding 14 5,85 0,00
heparin binding 10 3,74 0,26
carbohydrate binding 19 3,72 0,27
growth factor activity 1" 2,62 3,40
carboxypeptidase activity 6 2,42 5,40
binding 231 2,31 6,80
protein binding 133 2,16 9,70
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Tabelle 3.3: Durch eine Supplementierung von Nitrat differentiell regulierte GO-
Terme in der Aorta alter Mause (OC vs. ON), unterteilt in die Kategorien
,Biologischer Prozess*, ,,Zellulare Komponente“ und ,,Molekulare Funktion®.. Die
GO-Terme sind nach dem Fisher's exact test (-Log [p-Wert]) mit den am starksten
beeinflussten Termen beginnend absteigend geordnet (-Log [p-Wert]). Differentiell
exprimierte Gene mit einem fold change >1,2 und einem p<0,05 wurden in die Analyse
einbezogen, FDR=,False discovery rate“ OC=alte Mause (Kontrolle), ON=alte Mause
(Nitrat). Tabelle entsprechend DAVID Bioinformatics Software.133.134

OC vs. ON

GO-Term Anzahl Genel -log(p-Wert) | FDR
Biologischer Prozess
brown fat cell differentiation 15 7,36 0,00
fat cell differentiation 16 3,85 0,24
oxidation reduction 64 2,70 3,50
lipid localization 18 2,55 4,90
signal transduction 136 2,49 5,50
extracellular structure organization 21 2,47 5,80
nucleoside monophosphate metabolic process 11 2,39 7,00
organic acid transport 15 2,36 7,60
carboxylic acid transport 15 2,36 7,60
GO-Term Anzahl Gene| -log(p-Wert) FDR
Zellulare Komponente
integral to membrane 329 6,33 0,00
membrane part 420 6,30 0,00
membrane 460 6,16 0,00
intrinsic to membrane 340 6,05 0,00
extracellular region 112 4,28 0,07
immunoglobulin complex 6 3,60 0,35
extracellular region part 62 3,36 0,62
plasma membrane 196 3,26 0,77
mitochondrion 128 2,60 3,40
MHC class | protein complex 8 2,40 5,50
intrinsic to plasma membrane 40 2,40 5,50
extracellular space 39 2,28 7,00
integral to plasma membrane 37 2,15 9,40
GO-Term Anzahl Gene| -log(p-Wert) FDR
Molekulare Funktion
antigen binding 19 11,80 0,00
oxidoreductase activity, acting on the aldehyde or oxo grohoch

of donors, NAD or NADP as acceptor 9 3,09 1,30
transmembrane receptor activity 60 3,08 1,30
oxidoreductase activity, acting on the aldehyde or oxo grohoch of donors| 10 2,92 1,90
oxidoreductase activity, acting on the CH-CH grohoch of donors 1 2,40 6,10
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YC vs. OC

Calcium signaling pathway - 8 Bl KEGG
Bladder cancer - 4
Pancreatic cancer - 5
Cytokine-cytokine receptor interaction - 10
Cell adhesion molecules (CAMs) - 8
MAPK signaling pathway - 11
Renin-angiotensin system - 4
Chemokine signaling pathway - 10
ECM-receptor interaction - 7
Focal adhesion - 11

TGF signaling pathway - 16 Il Panther
T cell activation - 15
Whnt signaling pathway - 35
Muscarinic ach receptor 2 and 4 signaling pathway - 9
Nicotinic acetylcholine receptor signaling pathway - 12
Metabotropic glutamate receptor group Il pathway - 9
Ras Pathway - 13
Opioid proenkephalin pathway - 8
Cadherin signaling pathway - 21

Alpha adrenergic receptor signaling pathway - 8

-Iog10 [p Value]

Abb. 3.10: Analyse der altersabhingig (YC vs. OC) am starksten beeinflussten Signalwege in
der Aorta. Dargestellt sind Signalwege aus den Datenbanken ,KEGG* (rot) und ,Panther” (blau),

YC=junge Mause (Kontrolle), OC=alte Mause (Kontrolle). Abbildung modifiziert nach Rammos et
al..132
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OC vs. ON
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Abb. 3.11: Analyse der durch eine Supplementierung von Nitrat bei alten Mausen (OC vs. ON)
am starksten beeinflussten Signalwege in der Aorta. Dargestellt sind Signalwege aus den
Datenbanken ,KEGG® (rot) und ,Biocarta“ (griin), OC=alte Mause (Kontrolle), ON=alte Mause
(Nitrat).
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Tabelle 3.4: Differentiell exprimierte Gene im Signalweg ,Calcium signaling

pathway*“.

Tabelle entsprechend DAVID Bioinformatics Software.!33.134

YC vs. OC Gensymbol p-Wert |Fold Change| Regulation
adenosine A2a receptor Adora2a 0,403 1,4 herunter
adenosine A2b receptor Adora2b 0,587 1,4 herunter
adenylate cyclase 1 Adcy1 0,038 2,5 hoch
adrenergic receptor, alpha 1b Adra1b 0,573 1,2 hoch
angiotensin Il receptor, type 1b Agtrib 0,428 1,7 hoch
calcium channel, wltage-dependent, L type, alpha 1S subunit Cacnals 0,485 1,4 hoch
calcium channel, wltage-dependent, T type, alpha 1G subunit| Cacnailg 0,534 1,4 hoch
calcium channel, wltage-dependent, T type, alpha 1H subunit Cacnatlh 0,334 1,6 hoch
calmodulin-like 3 Calml3 0,472 2,7 herunter
oxytocin receptor Oxtr 0,574 1,5 hoch
phosphorylase kinase gamma 1 Phkg1 0,481 1,2 herunter
prostaglandin E receptor 1 (subtype EP1) Ptger1 0,257 1,4 hoch
purinergic receptor P2X ligand-gated ion channel, 7 P2rx7 0,552 1,8 hoch
solute carrier family 8 (sodium/calcium exchanger), member 3 Slc8a3 0,230 1,4 hoch
sphingosine kinase 1 Sphk1 0,519 1,4 hoch

OC vs. ON
ATPase, Ca++ transporting, plasma membrane 2 Atp2b2 0,021 1,3 hoch
PTK2 protein tyrosine kinase 2 beta Ptk2b 0,014 1,2 herunter
adenylate cyclase 7 Adcy7 0,001 1,4 hoch
adrenergic receptor, alpha 1a Adrala 0,018 1,5 herunter
adrenergic receptor, beta 3 Adrb3 0,006 1,9 herunter
calcium channel, wltage-dependent, L type, alpha 1D subunit Cacnatld 0,016 1,4 hoch
calcium/calmodulin-dependent protein kinase IV Camk4 0,020 1,4 hoch
coagulation factor Il (thrombin) receptor F2r 0,001 1,3 hoch
guanine nucleotide binding protein, alpha 14 Gna14 0,046 1,6 hoch
inositol 1,4,5-triphosphate receptor 2 Itpr2 0,001 1,3 herunter
nitric oxide synthase 2, inducible Nos2 0,021 1,2 herunter
phospholipase C, beta 4 Plcb4 0,008 1,4 hoch
phospholipase C, delta 1 Plcd1 0,000 1,2 hoch
platelet derived growth factor receptor, beta polypeptide Pdgfrb 0,009 1,2 hoch
prostaglandin E receptor 1 (subtype EP1) Ptger1 0,029 1,2 hoch
protein phosphatase 3, catalytic subunit, gamma isoform Ppp3cc 0,039 1,3 herunter
purinergic receptor P2X ligand-gated ion channel, 3 P2rx3 0,040 1,3 hoch
ryanodine receptor 2, cardiac Ryr2 0,010 1,4 hoch
sphingosine kinase 2 Sphk2 0,043 1,2 herunter
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Tabelle 3.5: Differentiell exprimierte Gene im Signalweg ,,TGF-Beta signaling pathway*.
Tabelle entsprechend DAVID Bioinformatics Software.'33 134 Tabelle modifiziert nach

Rammos et al..'32

YC vs. OC Gensymbol p-Wert |Fold Change| Regulation
activin A receptor, type 1B Acwr1B 0.40 1,5 hoch
cartilage oligomeric matrix protein comP 0.12 1,7 hoch
Decorin Dcn 0.59 1,2 hoch
inhibin beta-A Inhba 0.48 1,4 hoch
left-right determination factor 2 Lefty2 0.57 1,2 hoch
SMAD specific E3 ubiquitin protein ligase 1 Smurf1 0.53 1,2 hoch
thrombospondin 2 thbs2 0.29 1,3 hoch
transforming growth factor, beta 1 Tgfb1 0.25 1,3 hoch
transforming growth factor, beta 2 Tgfb2 0.46 1,5 hoch
transforming growth factor, beta 3 Tgfb3 0.59 1,3 hoch
transforming growth factor, beta receptor | Tgfbr1 0.42 1,3 hoch
transforming growth factor, beta receptor Il Tgfor3 0.33 1,2 herunter

OC vs. ON
activin A receptor, type IC ACVR1C 0,003 1,5 herunter
left right determination factor 1 LEFTY1 0,001 1,2 hoch
thrombospondin 3 Thbs3 0,017 1,2 hoch
Cartilage intermediate layer protein 1 CILP 0,047 1,4 hoch
latent transforming growth factor beta binding protein 4 LTBP4 0,006 1,2 hoch
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3.2.8 Genexpression mittels RT-PCR

Im Anschluss an die Genexpressionsanalyse im Microarray wurde die Expression
von zwei Genen aus dem ,TGF-Beta signaling pathway“ (Lefty 1 und Tgfb1)
zusatzlich mittels RT-PCR quantifiziert, um die differentielle Expression genauer zu
analysieren. Dabei konnte eine Vervielfaltigung der mRNA von Lefty1 um den
Faktor 2,02 in den Aorten alter gegenuber denen junger Tieren gemessen werden.
Die Genexpression von Tgfb1 zeigte hingegen keinen signifikanten Unterschied.
Eine Applikation von Nitrat bei alten Tieren bewirkte hingegen eine Erhéhung der
Expression der mRNA von Tgfb1 um den Faktor 2,73, wahrend sich keine

Unterschiede in der Expression von Lefty 1 zeigte (*p<0,05).
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4 Diskussion

Hohes Lebensalter markiert einen der Hauptrisikofaktoren fir die Entwicklung von
kardiovaskularen Erkrankungen, welche die haufigsten Todesursachen in
modernen Gesellschaften darstellen.®3 Eine im Alter auftretende vaskulare
Dysfunktion wird als Pradisposition hierfir angesehen, wobei ein Zusammenhang
derselben mit einer verringerten Bioverfligbarkeit von NO* angenommen wird.? 8
Anorganisches Nitrat ist ein Produkt im NO-Stoffwechsel und kann im Koérper Gber
Nitrit zu NO" reduziert werden.® Ziele der vorliegenden Arbeit waren es, mithilfe
eines tierexperimentellen Ansatzes zunachst den Einfluss einer Ernahrung mit
unterschiedlichem Nitrat- und Nitritgehalt auf die Spiegel im Plasma darzustellen.
Zudem sollte der Einfluss einer chronischen oralen Supplementierung von Nitrat auf
die altersabhangigen Gefallveranderungen funktionell und auf der Ebene der
Genexpression charakterisiert werden. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie

lassen sich folgendermalRen zusammenfassen:

1. Eine orale Supplementierung mit Nitrat Uber das Trinkwasser kann die
Plasmaspiegel von Nitrat bei alten und jungen Mausen und dadurch ebenfalls
den endogenen NO-Pool erhéhen. Bei alten Tieren bewirkt die zusatzliche
Zufuhr von Nitrat zusatzlich einen signifikanten Anstieg des Nitrits im Plasma.

2. Altersabhangige Veranderungen der arteriellen GefalRe lassen sich
funktionell mit der Messung der Pulswellengeschwindigkeit und des
Blutdrucks sowie durch Untersuchungen an isolierten Aortenringen
nachweisen. Eine exogene Zufuhr von Nitrat bewirkt eine Verbesserung der
Gefalfunktion im Alter

3. Die Analyse der Genexpression in den Aorten alter Mause im Vergleich zu
der in denen junger Mause =zeigt Hinweise, welche vaskulare
Alterungsprozesse erklaren konnten. Eine Supplementierung von Nitrat wirkt
ebenfalls modulierend auf die Genexpression im Alter. Zudem zeigt sie zum
Teil gegensinnige Regulationen in bestimmten Signalwegen, welche einen
protektiven Effekt erklaren kdonnten.

Im Folgenden werden diese Ergebnisse in Kontext mit der gangigen Literatur

diskutiert. Zunachst soll dabei die Bedeutung oral aufgenommenen Nitrats im NO-
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Stoffwechsel beleuchtet werden. AnschlieRend wird auf die funktionellen und
genetischen Veranderungen der Gefalde im Alter und den Einfluss der exogenen
Supplementierung von Nitrat eingegangen werden. Im letzten Teil der Diskussion
sollen mdgliche Wirkmechanismen des Uber das Trinkwasser zugefuhrten Nitrats
dargestellt und ein Ausblick auf zuklnftige Forschungsschwerpunkte gegeben

werden.

4.1 Der Einfluss verschiedener Trinkwasser mit unterschiedlichem Gehalt
an Nitrat und Nitrit auf die Spiegel von Nitrat und Nitrit im Plasma junger

Mause

Der Anteil des Uber die Nahrung aufgenommenen Nitrats und Nitrits zeigt
unmittelbare Auswirkungen auf die Konzentration im Plasma und somit auf den
Stoffwechsel.® €0 In zahlreichen vorherigen Humanstudien wurden diesbeziiglich
vor allem die akuten Effekte einer hoch dosierten Einnahme von Nitrat in
verschiedener Darreichungsform untersucht; die Interventionsgruppen erhielten
dabei Dosen von zwischen 3 mmol und 22,5 mmol.8%-87 Studien, die eine chronische
Einnahme von Nitrat untersuchten, beobachteten die Auswirkungen einer
nitratreichen Nahrung tber einen Zeitraum von 3-15 Tagen.® 8. 8 Hier zeigten sich
positive Effekte bei Dosen von zwischen 3 mmol und 18 mmol, die in Form von in
Wasser geldsten Nitratsalzen 60, aber auch durch die Einnahme von nitratreichem
Gemdise verabreicht wurden 8 8 Damit wurde die von der WHO empfohlene
maximale Tagesdosis von 3,7 mg/kgKG, respektive 0,06 mmol/kgKG, in den
meisten dieser Studien Uberschritten.®

Mit dem vorliegenden Studiendesign sollte zunachst Uberprift werden, ob eine
chronische Gabe von hoch dosiertem Nitratim Mausmodell ebenfalls eine Erhéhung
der Spiegel von Nitrat und Nitrit im Plasma hervorrufen wirde. Dazu wurde Nitrat in
der Konzentration 1 g/l in Leitungswasser gelost und den Tieren Uber das
Trinkwasser zugefluhrt. Die Menge an aufgenommenem Nitrat entsprach dabei pro
Maus ca. 150 umol, was auf den Menschen bezogen vergleichbar mit einer
nitratreichen Ernahrung ist.%® Ein signifikanter Anstieg des Nitrats im Plasma konnte
nachgewiesen werden. Innerhalb der Kontrollgruppen wurden keine signifikanten
Unterschiede der Spiegel von Nitrat oder Nitrit im Plasma festgestellt. Auch im Fall

der Gruppe ,Nuchtern“ zeigten sich im Vergleich zu den anderen Kontrollgruppen
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keine signifikanten Unterschiede. Vor Beginn der Vorstudie wurde der Gehalt von
Nitrat und Nitrit in drei verschiedenen Kontrollwassern bestimmt (vgl. Tabelle 3.1).
Hier zeigten sich Schwankungen von Uber 150 yM, wobei im Leitungswasser die
hochsten Werte detektiert wurden. In der Vorstudie wurde die Konzentration von
Nitrat von vier Proben Leitungswasser gemessen, welche einen mittleren Wert von
223 + 1,77 pM/l aufwies und damit eine sehr viel geringere Schwankungsbreite
zeigte, als zwischen den Kontrollwassern detektiert wurde. Aus diesem Grund
erhielten in der Hauptstudie die Kontrolltiere Leitungswasser, das Wasser der
Interventionsgruppen wurde mit dem gleichen Leitungswasser angemischt.

Im Plasma zeigen sich die maximalen Spiegel von Nitrat ca. 15-30 min nach der
oralen Aufnahme; die Halbwertzeit im Blut betragt ca. 6 Stunden.®! In der Gruppe
,Nuchtern“ wurde die Aufnahme von Trinkwasser 6 Stunden vor der Entnahme der
Proben unterbunden. Diese Gruppe zeigte jedoch beztiglich der Spiegel von Nitrat
im Plasma keine Unterschiede im Vergleich zu den anderen Gruppen der Vorstudie.
Daher konnte ein Akuteffekt im Sinne verringerter Spiegel von Nitrat durch eine
kurzzeitig verringerte Aufnahme des Trinkwassers vernachlassigt werden.

Zusammenfassend hat die Vorstudie bewiesen, dass eine Modifikation im 150 yM-
Bereich keine signifikanten Anderungen der NOx-Spiegel nach zwei Wochen
bewirken und dass Akuteffekte weitgehend ausgeschlossen werden kdnnen. Daher
wurde in der Hauptstudie auf industriell verarbeitetes Wasser verzichtet und

gewohnliches Leitungswasser verwendet.

4.2 Der Einfluss einer chronischen Supplementierung von anorganischem
Nitrat auf den NO-Pool

Die Spiegel der NO-Spezies im Plasma werden sowohl durch endogene Produktion
als auch durch exogene Faktoren wie die Ernahrung beeinflusst.®® Nitrit entstammt
dabei zum Groldteil der endogenen Produktion Uber oxidiertes NO°, welches von
der eNOS gebildet wird. Die Modulation der Konzentrationen von anorganischem
Nitrat im Plasma héangt dagegen weit starker von der exogenen Zufuhr ab.6" 2
Durch verschiedene Risikofaktoren, aber auch unabhangig davon im hoheren
Lebensalter entwickelt sich eine endotheliale Dysfunktion mit Veranderungen der

Gefalthomdostase und Verminderung der Bioverfligbarkeit von NO™.% 93 %4 Unter
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anderem kommt es dabei zur Einschrankung der Funktion der eNOS?23, welche Uber
die Synthese von NO' vor allem die Spiegel von Nitrit im Plasma beeinflusst.®®

In der vorliegenden Studie wurden Spiegel von Nitrat und Nitrit im Plasma junger
und alter Mause nach einer achtwdchigen Supplementierung von oralem Nitrat Gber
das Trinkwasser in der Konzentration 1 g/l bestimmt. Die vorliegenden Daten
zeigten keinen signifikanten Unterschied der basalen Konzentrationen von Nitrat
und Nitrit im Plasma zwischen der Gruppe der jungen und alten Kontrolltiere auf. Es
konnte lediglich eine Tendenz zu leicht reduzierten Spiegeln von Nitrat im Plasma
in der Gruppe der alten Tiere verzeichnet werden. Eine dem entsprechende
Beobachtung machten Lauer et al., die ebenfalls feststellten, dass die Spiegel alter
und junger Probanden einander glichen.3® Sindler et al. demonstrierten hingegen
einen um 46 % geringeren Anteil des plasmatischen Nitrits bei alten Mausen im
Vergleich zu einer jungen Kontroligruppe.®® Dieses Ergebnis wurde Uber die
verminderte endogene Produktion von NO' im Zuge der endothelialen Dysfunktion
erklart. Gleiche Tendenzen zeigten Arbeiten von Bryan et al.. In diesen konnten im
Vergleich zu den Kontrollgruppen niedrigere Spiegel von Nitrit im Plasma von
eNOS-Knockout-Mausen detektiert werden, einem transgenen Mausstamm,
welcher keine Gene fir die eNOS exprimiert.®” Stokes et al. induzierten Uber eine
cholesterinreiche Ernahrung eine endotheliale Dysfunktion. Sie konnten bei solchen
Tieren ebenfalls erniedrigte Spiegel des plasmatischen Nitrits demonstrieren.®” Die
vergleichbaren Kontrollgruppen in den drei genannten Studien wiesen jedoch
geringere Werte von Nitrit im Plasma auf als die in der vorliegenden Arbeit. So lagen
die basalen Plasmakonzentrationen von Nitrit in Studien von Sindler et al. und Bryan
et al. unter 0,5 yM, wahrend Stokes et al. Werte von unter 0,8 yM nachweisen
konnten.87. 9. 97 Mit einem Wert von 1,3 + 0,27 uM Nitrit im Plasma zeigte die junge
Kontrollgruppe in der vorliegenden Arbeit einen deutlich hoheren Wert. Auch die
Gruppe der alten Kontrolltiere war hier mit 0,8 £ 0,53 yM im Vergleich zu den
Gruppen mit postulierter verringerter NO-Produktion der anderen Studien erhoht.
Diese Unterschiede konnen in einem unterschiedlichen Gehalt von Nitrat und Nitrit
der Kontrollfutter begrindet liegen. Moglicherweise nehmen demnach bei
entsprechender Dauer einer oralen Aufnahme von Nitrat bereits geringe
Schwankungen durch verschiedene Standardfutter und Trinkwasser einen Einfluss
auf die Spiegel im Plasma. Unterstitzt wird diese These auch durch die

Unterschiede zwischen den Konzentrationen im Plasma der Kontrollgruppe in der
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Vorstudie, die Leitungswasser erhielt (LW), und denen im Plasma der jungen
Kontrollgruppe im Hauptversuch (YC) nach acht Wochen. Beide Gruppen erhielten
das gleiche Wasser und Futter. Trotzdem zeigten sich bezuglich der Spiegel des
plasmatischen Nitrits klare Unterschiede (NO.: LW 0,7 £ 0,16 uM; YC 1,3 £ 0,27
MM). Es ist nicht auszuschliel3en, dass diese Veranderungen auf den kumulativen
Effekt des Standardfutters und Leitungswassers in der um sechs Wochen langeren
in der Hauptstudie zurickzufuhren sind. Um diese Frage zu klaren, hatten vorab
Untersuchungen der basalen Spiegel unter kompletter Depletion von Nitrat und Nitrit
erfolgen und auch eine Gruppe von alten Tieren in diese Kontrolle eingeschlossen
werden mussen. So hatte der Einfluss der Kontrollfutter und Wasser auf junge und
alte Tiere weitgehend ausgeschlossen werden konnen.

Des Weiteren zeigen die ermittelten Daten, dass der Einfluss oral aufgenommenen
Nitrats vor allem auf die starker endogen regulierten Werte von Nitrit im Plasma bei
alten Tieren hoher ist als bei jungen Tieren. Sowohl in der Vorstudie als auch in der
Hauptstudie konnten die plasmatischen Spiegel von Nitrat durch eine
interventionelle orale Supplementierung angehoben werden, wobei nur in der
Gruppe der alten Tiere eine signifikante Anderung der Werte von Nitrit verzeichnet
werden konnte. Auch die Daten der Studie von Sindler et al. zeigten bei alten Tieren
einen starkeren Effekt einer Supplementierung mit Nitrat auf die Spiegel von Nitrit
im Plasma als bei jungen Tieren.% Dies konnte moglicherweise in einen
Zusammenhang mit einer Veranderung der Aktivitat von korpereigenen
Nitratreduktasen gestellt werden. Die Xanthinoxidoreduktase (XOR) ist ein in
eukaryotischen Zellen vorhandenes Enzym. Unter Normoxamie bewirkt es eine
Reduktion von Nitrat zu Nitrit, wahrend es vor allem unter Hypoxamie eine
Reduktion von Nitrit zu NO™ ermoglicht. Des Weiteren stellt es auch selbst eine
Quelle oxidativen Stresses dar. % %, In einer Studie von Newaz et al. konnten bei
gealterten Ratten eine erhohte Aktivitat und Expression des Enzyms in der Aorta
festgestellt werden. Dies wurde in Zusammenhang mit einer erhohten
Konzentration von ROS und einer konsekutiven Erhohung des systolischen
Blutdrucks gebracht.®® Andererseits konnte eine Arbeit von Ghos et al. zeigen, dass
durch eine Gabe von Nitrat bei hypertensiven Probanden eine weitaus starkere
Blutdrucksenkung als bei normotensiven Probanden erreicht wurde. Mechanistisch
wurde eine Steigerung der Aktivitat der XOR der Erythrozyten als Grund fur eine

durch orale Supplementierung hervorgerufene Blutdrucksenkung vermutet. In
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einem Vorversuch mit hypertensiven Ratten konnten Gosh et al. Uber eine 1,5-fache
Erhéhung der Spiegel von Nitrit im Blut eine Reduktion des Blutdrucks bewirken,
wahrend kein Effekt bei normotensiven Versuchstieren gezeigt werden konnte. Der
aufgetretene Effekt wurde durch Inhibition der XOR mittels Allopurinol induziert,
sodass eine Mehraktivat der XOR zwar Uber die Bildung von ROS eine vaskulare
Dysfunktion begunstigt, jedoch dartber hinaus eine Intervention durch orale
Supplementierung mit Nitrat und Nitrit effektiver wird. Im vorliegenden
Versuchsaufbau zeigten die alten Tiere im Vergleich zu Jungtieren ebenfalls
deutlich erhéhte Blutdruckwerte. Zwar konnte keine erhdhte Genexpression der
XOR in den Zellen der Aortenwand festgestellt werden. Eine Steigerung der Aktivitat
in den Erythrozyten, so wie Gosh et al. sie beschreiben, und so auch ein starkerer
Anstieg des Nitrits im Plasma durch eine Supplementierung von Nitrat waren jedoch
durchaus denkbar.

Wie im vorliegenden Versuch geschieht die Konversion von zugefihrtem Nitrat zu
Nitrit bei einer oralen Aufnahme von Nitrat zum Teil Uber den enterosalivaren
Kreislauf, der eine Reduktion von Nitrat zu Nitrit durch mundstandige Bakterien
beinhaltet.® In einer Studie zeigten neugeborene Kinder bis zum Sauglingsalter von
2 Monaten eine deutlich verringerte Aktivitat der oralen Nitratreduktase als
Erwachsene mit  einem mikrobiologisch nachgewiesenen  gleichen
Bakterienspektrum der Mundhéhle.'® Bei Patienten mit gastrodsophagialen Reflux
konnte hingegen eine erhohte Aktivitat der Nitratreduktase nachgewiesen
werden.'®! Altersabhéngig ist daher Uber eine Vermehrung von mundstandigen
Bakterien eine erhohte Aktivitat der Nitratreduktase denkbar, welche zu einem
starkeren plasmatischen Anstieg von Nitrit nach Ingestion von Nitrat fUhren warde.
Um dies zu verifizieren, muss in zuklnftigen Versuchen eine quantitative sowie
qualitative Bestimmung des Keimspektrums bei alten und jungen Tieren vor einer
chronischen Gabe von Nitrat durchgefuhrt werden. Um den Einfluss korpereigener
Nitratreduktasen feststellen zu konnen, sollten Versuchsreihen mit kompletter
Keimdepletion durch eine  Mundspulung erfolgen. Bei  chronischer
Supplementierung von Nitrat kdnnte damit der Stellenwert des enterosalivaren
Kreislaufs fur die Effekte einer oralen Supplementierung von Nitrat bzw. die

Bedeutung der korpereigenen Regulation praziser dargestellt werden.
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4.3 Der Einfluss einer chronischen Supplementierung von Nitrat auf die
altersabhangige endotheliale Dysfunktion

Eine Reihe von Kkardiovaskularen Risikofaktoren, wie zum Beispiel hohes
Lebensalter, sind mit einer Einschrankung der endothelialen Funktion assoziiert.
Diese kann fir die Entwicklung von Arteriosklerose pradisponieren.8 93 Die fluss-
mediierte Dilatation (FMD) oder die chemisch vermittelte endothelabhangige
Dilatation durch die Gabe von ACh in vivo bzw. ex vivo am isolierten Gefal} stellen
geeignete Untersuchungsmethoden zur Beurteilung der endothelialen Funktion
dar.m 282 % |n der vorliegenden Arbeit wurden die EDD und EID an isolierten
Mauseaorten bestimmt. Die maximal erreichbare Dilatation nach ACh-Gabe war
dabei mit 60 + 2 % bei alten Tieren signifikant niedriger als bei jungen Tieren, bei
denen sie 78 £ 3 % betrug. Sindler et al. zeigten in ihrer Studie ahnliche reduzierte
EDD bei 26-28 Monate alten Mausen im Vergleich zu jungen Mausen.%: 102
Aulerdem wiesen sie nach, dass die maximale Dilatation durch ACh nach einer
Gabe des NOS-Inhibitors NG-Nitro-L-Arginin-Methyl-Ester (L-NAME) bei jungen
Tieren starker als bei alten Tieren gesenkt wurde. Dieses Ergebnis verdeutlicht
einen Verlust von bioverfigbaren NO" durch eine verringerte Aktivitat der eNOS im
Alter.
Gleichwohl konnte in den in dieser Arbeit vorliegenden Daten kein Unterschied
innerhalb der verschiedenen Gruppen in der EID festgestellt werden. Die Gabe des
exogenen NO-Donors SNP bewirkte sowohl in den Kontroll- als auch in den
behandelten Gruppen eine gleichartige Dilatation. Damit konnte ein Verlust der
Sensitivitat bzw. ein Funktionsverlust der glatten Muskelzellen der arteriellen
Gefalte im Alter ausgeschlossen werden.% Oral supplementiertes Nitrat I0ste in der
vorliegenden Arbeit eine Verbesserung der endothelialen Funktion aus und konnte
die maximale Dilatation nach ACh-Gabe bei der alten Kontrollgruppe nahezu auf
Werte der jungen Kontrollgruppe anheben. Bei jungen Mausen konnten dagegen
keine signifikanten Veranderungen durch eine Gabe von Nitrat festgestellt werden.
Sindler et al. zeigten ebenfalls, dass es zu keiner Verbesserung der EDD bei jungen
Mausen kam, nachdem diese uber vier Wochen mit Nitritsalzen behandelt worden
waren.% Die positive Wirkung von Nitrat auf die EDD alter Patienten konnte in einer
Humanstudie der eigenen Arbeitsgruppe bestatigt werden. Es zeigte sich eine
signifikante Verbesserung der FMD der Arteria brachialis bei alteren Patienten mit
moderatem kardiovaskularem Risiko, nachdem diese vier Wochen lang zusatzlich
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zur Nahrung Nitrat aufnahmen. Die Dosis von 150 umol/kgKG entsprach dabei
durchschnittlich einer Portion Spinat von 300 g und ging mit einer Erhohung der
plasmatischen Spiegel von Nitrat und Nitrit einher.'®® Eine weitere Humanstudie
konnte hingegen weder bei jungen noch bei alten Patienten eine akute
Verbesserung der EDD nach einmaliger Einnahme von 8 mmol Nitrat aufzeigen,
wenngleich es zu einer Erhéhung der NOx-Spiegel sowie zu einer Reduktion des
Blutdrucks kam.'%* Versuche an menschlichen Probanden demonstrieren damit
ebenfalls, dass eine orale Supplementierung von Nitrat oder Nitritsalzen zwar bei
alten Individuen eine Verbesserung der EDD bewirkt, ein Effekt bei jungen jedoch
ausbleibt.

Die EID wird durch eine zusatzliche Einnahme von Nitrat nicht beeinflusst, sodass
ein Effekt auf die Dilatationsfahigkeit der glatten Muskelzellen und damit eine
veranderte Regulation des Gefaldtonus ausgeschlossen werden kann. Folglich
scheint die Supplementierung von Nitrat bei alten Mausen und menschlichen
Probanden eine Verbesserung der endogenen NO-Bioverfugbarkeit zu bewirken.
Ausgehend von der Theorie, dass der Verlust von NO™ Uber die Reaktion mit ROS
geschieht, kdnnte die Erhéhung der Bioverfligbarkeit Uber die Steigerung der

plasmatischen Spiegel von Nitrit also Uber 4 verschiedene Prinzipien erfolgen.

(N Antioxidative Mechanismen kdnnten hoch reguliert bzw. gesteigert werden.
(I)  Die endogene Produktion von freien Radikalen kdnnte durch eine
Supplementierung von Nitrat reduziert werden.

(1) Oral aufgenommenes Nitrat kann lediglich Uber die Erhdhung der Spiegel
von Nitrat und Nitrit im Plasma einen Pool fur NO" bilden. Der Verlust von
bioverfugbaren NO" durch die Reaktion von selbigen mit freien Radikalen konnte so
ausgeglichen und die Gefal¥funktion im Alter verbessert werden.

(IV) Die endogene Produktion von NO™ kénnte durch eine Supplementierung von
Nitrat gesteigert werden.

In vergangenen Studien konnte gezeigt werden, dass die Konzentration von ROS
in den Aorten alter Mause hoher war als in denen junger Mause.%: 1% Sindler et al.
konnten dartber hinaus nachweisen, dass die NADPH-Oxidase als prooxidatives
Enzym vermehrt exprimiert wurde, wahrend die Aktivitat der SOD reduziert war.
Eine Erhohung von Nitrit im Plasma fuhrte zu einer Abnahme des oxidativen

Stresses, wobei die Expression der NADPH-Oxidase vermindert wurde und eine
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Steigerung der SOD-Aktivitat nachgewiesen werden konnte.®® Demnach konnte hier
eine Steigerung antioxidativer Mechanismen nachgewiesen und die Produktion von
ROS erniedrigt werden. In der vorliegenden Arbeit konnten durch eine orale Zufuhr
von Nitrat keine Unterschiede in der Genexpression dieser Enzyme dargestellt
werden, wobei auch posttranslationale Modifizierungen durch eine Erhéhung des
zirkulierenden Nitrits und damit eine Anderung der Enzymfunktion vorstellbar
waren. 106

Ein Zusammenhang zwischen der Abnahme der Steifigkeit der Gefalke und der
Reduktion von ROS wurde in der Folgestudie von Sindler et al. herausgestellt. Im
Alter kam es zu einer Vermehrung von versteifendem Kollagen, einer Anhaufung
von TGF-B und einer Reduzierung von Elastin der extrazellularen Matrix. Au3erdem
konnte eine erhohte Konzentration von advanced glycation end products (AGEP) in
der Gefalkwand festgestellt werden.'® Diese Verbindungen entstehen Uber die
nichtenzymatische Glykolisierung von Proteinen, welche eine Quervernetzung von
Bestandteilen der extrazellularen Matrix bewirken und dadurch zu einer Zunahme
der Steifigkeit fiihren.'9” In vitro-Experimente an isolierten Aortenringen zeigten
aulRerdem, dass eine erhdhte Konzentration von ROS mit der Bildung von AGEPs
einherging. Eine kurzzeitige Supplementierung von Nitrit konnte sowohl den
oxidativen Stress als auch die Konzentration von ROS in den Aorten alter Mausen
reduzieren.'® Interessanterweise konnte in einer weiteren Studie jedoch gezeigt
werden, dass Nitrit selbst keine antioxidativen Effekte aufweist und so zu keinem
direkten Abfangen von ROS flihrt.'%® Demnach muss es zunachst zu einer
Reduzierung zu NO* kommen, um freie ROS zu neutralisieren.?? In der vorliegenden
Arbeit wurde die Gesamtkonzentration der RXNOs im Plasma gemessen. Eine orale
Zufuhr von Nitrat konnte allerdings nur eine Tendenz zu hoheren RXNOs bei alten
und jungen Tieren zeigen (vgl. Abb. 3.4). Dagegen wies eine Studie aus der eigenen
Arbeitsgruppe einen deutlichen Anstieg bei einer gleichen Supplementierung nach
einem Zeitraum von nur sieben Tagen nach.%

Altersabhangig wird die endogene NO-Synthese Uber die Oxidation des eNOS-
Kofaktors BH4 eingeschrankt?3; in einer anderen Studie konnte jedoch ebenfalls
eine im Alter verringerte Expression dieses Enzyms festgestellt werden.®® Die
Erhohung des endogenen Nitrits konnte keine Steigerung der Expression bei alten
Mausen bewirken. Aerobes Training hingegen kann, moglicherweise uber eine

erhohte Scherkraft am Gefall, die Genexpression der eNOS bei alten

S7



Versuchstieren erhéhen.% 199 Die achtwdchige zusatzliche Gabe von Nitrat in der
vorliegenden Studie bewirkte ebenfalls keine Veranderung der Genexpression der
eNOS, wobei auch die von Sindler et al. beschriebene altersabhangige Reduzierung
der Genexpression nicht nachgewiesen wurde. Demnach ergaben sich hier keine
Hinweise, dass die Erhdhung des plasmatischen Nitrats und Nitrits eine vermehrte

NO-Bioverfugbarkeit Gber eine erhdhte Expression der eNOS zur Folge hatte.

4.4 Der Einfluss oral supplementierten Nitrats auf die arterielle Steifigkeit im
Alter

Die Versteifung der Gefalde stellt ein typisches Merkmal des Alterns dar und ist
gemessen an der PWV ein starker Pradiktor fiir kardiovaskulare Pathologien.? 110
Die Entwicklung einer arteriellen Hypertonie ist dabei eng mit der Beschaffenheit
der GefalRe verknlpft: Die essentielle Hypertonie tritt vorwiegend vor dem 50.
Lebensjahr auf und geht mit einer Erh6hung des systolischen und diastolischen
Drucks einher. Charakteristisch fur die Versteifung zentraler herznaher Arterien ist
die isolierte systolische Hypertonie, die so mit hoherem Lebensalter vermehrt
auftritt.3> 1" Wahrscheinlich bewirkt ein erhohter Psys wiederum eine Degeneration
der arteriellen Wand, sodass es so wiederum zu einer Erhohung der
Gefalsteifigkeit kommt."12

In der vorliegenden Studie wurden daher invasive Messungen sowohl des zentralen
Blutdrucks als auch der PWV durchgefuhrt. Die Messung der arteriellen PWV als
MalRR der Gefalisteifigkeit zeigte dabei bei alten Tieren erhohte Werte. Andere
tierexperimentelle Studien konnten diese altersabhangige Erhéhung der arteriellen
Gefalsteifigkeit bei gesunden, alteren Versuchstieren ebenfalls bestatigen.%: 113
Die Supplementierung von Nitrat Gber 8 Wochen hatte in der vorliegenden Arbeit
eine signifikante Reduktion der PWV bei alten Tieren zur Folge. Diese Reduktion
ging mit einer Erhohung des plasmatischen Nitrits einher. Sindler et al. zeigten
ebenfalls, dass eine Gabe von Nitritsalzen Uber einen Zeitraum von 4 Wochen die
PWYV bei alten Mausen reduzieren konnte.?® Diese Wirkung konnte auch in einer
Humanstudie der eigenen Arbeitsgruppe bei alteren Probanden nachgewiesen
werden, nachdem sie Uber 4 Wochen eine Therapie mit oral supplementiertem
Nitrat erhielten.'% Weitere Studien zeigten auferdem, dass bereits nach einmaliger

Einnahme von Nitrat ein akuter Abfall der PWV bei gesunden Probanden und
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Patienten mit Grad 1-Hypertonie moglich ist.''4 104 Lju et al. hingegen konnten keine
signifikante Reduktion der PWV durch die Einnahme von 220 mg Nitrat in Form
einer Spinatportion feststellen, obgleich die PP als Marker fur die arterielle
Steifigkeit reduziert war."® Parallel wurde in allen drei Akutstudien neben dem Abfall
von Markern fur die arterielle Steifigkeit eine Reduktion des Blutdrucks durch eine
Nitrateinnahme festgestellt.104 114, 115

Diese Tatsache ist nicht verwunderlich, da neben den Wandeigenschaften der
Gefalle auch Blutdruck und regulierter Gefaldtonus die Steifigkeit bzw. Dehnbarkeit
wesentlich beeinflussen.3¢ 116 Eine akute Veranderung der Zusammensetzung der
Proteine in der Gefallwand durch die einmalige Einnahme von Nitrat scheint in
diesen Arbeiten allerdings hochst unwahrscheinlich. Die vasodilatatorische
Blutdrucksenkung Uber die Reduktion von Nitrat zu Nitrit und schlussendlich zu NO*
ist demnach der entscheidende Mechanismus.®® Auch die vorliegenden Daten
konnten eine Reduktion des mittleren arteriellen sowie des systolischen und
diastolischen Blutdrucks bei alten Ma&usen durch Nitrat aufzeigen. Der
vasodilatatorische Effekt einer akuten Gabe von Nitrit ist seit Langem bekannt und
wird auf die nichtenzymatische Reduktion zu NO™ zuriickgeflhrt. Daher kann nach
der Gabe von Nitrit ein Abfall des Pmean festgestellt werden.®5 117. 118 Die hohe
Dosierung von Nitrat in verschiedenen Gemusesorten lasst einen Anstieg des Nitrits
im Plasma erwarten.®3 61 Der Einfluss anorganischen Nitrats im Hinblick auf eine
Absenkung des Blutdrucks ist in Humanstudien hinreichend belegt.0: 85, 86 87-89

Im Gegensatz zu Liu et al. und Bahara et al. sowie zu Studien, welche lediglich
Veranderungen des Blutdrucks durch eine Applikation von Nitrat bei ausschlieB3lich
jungen, gesunden Probanden untersuchten, konnte die chronische Zufuhr in der
vorliegenden Arbeit keinen Effekt auf Blutdruck oder arterielle Steifigkeit bei jungen
Tieren zeigen.60. 85-89, 104, 115 Gindler et al. beobachteten in ihrer Arbeit ebenfalls
einen langeren Zeitraum einer zusatzlichen Zufuhr von Nitrit und konnten, wie auch
in der vorliegenden Arbeit gezeigt, keine Effekte auf die Parameter der
Gefalsteifigkeit bei jungen Tieren nachweisen, obwohl Uber eine direkte
Supplementierung von Nitrit ein signifikanter Anstieg des Nitrits im Plasma gezeigt
werden konnte.% Ebenfalls wurde demonstriert, dass die Gefalke von jungen und
alten Mausen gleichermalen dilatierten, wenn NO™ Uber einen exogenen Donor
zugefiihrt wurde.®® Ausgehend von diesem Wissen missten akute NO-vermittelte

Effekte aber bei alten und jungen Tieren gleichermalden feststellbar sein.
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Daher ist es denkbar, dass die chronische Gabe von Nitrat oder Nitrit weniger eine
dauerhafte Vasodilatation mit konsekutivem Abfall von Blutdruck und Steifigkeit, wie
sie in Akutstudien gezeigt werden konnte, bewirkt.'94 114115 Tatsichlich scheinen
vielmehr Umbauprozesse des alternden, arteriellen Gefalles durch die
Supplementierung initiiert zu werden. Diese Vermutung wird von einer Arbeit von
Fleenor et al. untermauert: Hier konnte eine Veranderung der Zusammensetzung
der GefalRwand sowie eine Reduktion der Steifigkeit nach vierwochiger Gabe von

Nitrit bei alten Tiere dargestellt werden.'%>

4.5 Der Einfluss einer oralen Supplementierung von Nitrat auf die

Genexpression im Alter

Um Gene zu identifizieren, deren differentielle Regulation dem Alterungsprozess
zugrunde liegen bzw. welche die Entwicklung des alternden Phanotyps
begunstigen, wurde ein Microarray zur Analyse der Genexpression durchgefihrt.
Micorarrays erlauben die Identifikation und Analyse der Aktivitat von tausenden von
Genen aus einer Probe. Daher stellen sie ein effizientes Werkzeug dar, um Uber
Expressionsunterschiede der Gene Einsicht in die Biologie von
Krankheitsprozessen zu erhalten. Es ist offensichtlich, dass Uber die reinen
Unterschiede der Genexpressions keine komplette Beurteilung der Transkripition in
den Zellen der arteriellen Gefalke mdglich ist. Daher wurden in der vorliegenden
Arbeit die Expressionsunterschiede anhand verschiedener GO-Terme sowie in
Signalweganalysen beschrieben, um so die Koordination einer differentiellen
Genexpression besser verstehen zu kénnen.

Unter den zehn am starksten beeinflussten Signalwegen im Alter der KEGG-
Datenbank befanden sich dabei zwei Kategorien, welche mit der Entwicklung von
Malignomen assoziiert waren (siehe Abb. 3.10 YC vs. OC: ,Bladder Cancer”,
,Pancreatic Cancer®). Tatsachlich kann einerseits ein hohes Lebensalter die
Entwicklung von Tumoren fordern. Es scheint dabei vor allem zu einer Veranderung
der Homdostase des Immunsystems sowie des endokrinen Systems zu kommen.
Dies bewirkt eine erhohte Aktivitat von Tumorpromotoren und fuhrt so zu einer
Anh&ufung von DNA-Mutationen und Instabilitdt des Genoms.'® 20 Andererseits
konnte eine veranderte Genexpression von Genen aus dieser Familie in den

arteriellen Gefalden eine erhdhte Rate von Zellteilungen aufzeigen. Dies kdnnte als
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Zeichen der Hyperplasie der Intima und Hypertrophie von vaskularen Strukturen
gedeutet werden. Zusatzlich kann eine altersbedingte vermehrte Zellproliferation
auftreten, um einen konsekutiven Zellverlust zu kompensieren, was zu einer
Verdickung der Intima und Umbauprozessen der GefaRwand fiihrt.'2". 122 Eine orale
zusatzliche Zufuhr von Nitrat bewirkte bei alten Tieren ebenfalls eine differentielle
Expression von Genen, welche die Progression von bdsartigen Erkrankungen
(Malignomen) beeinflussen. Signalwege, die mit Tumorerkrankungen assoziiert
sind, zahlen zu den zehn am starksten veranderten Signalwegen der KEGG-
Kategorie (siehe Abb. 3.11 OC vs. ON: ,Pathways in Cancer®). Die vorliegenden
Daten weisen also mdglicherweise Uber die Signalweganalyse auf eine steigende
Pradisposition fur Tumorerkrankungen in hoherem Lebensalter hin. Die
mechanistische Grundlage fur die Entwicklung von Umbauprozessen, welche die
vaskulare Dysfunktion beglinstigen, ist einer unkontrollierten Zellproliferation, wie
sie im Rahmen von malignen Erkrankungen vorkommt, ahnlich. Die Ernahrung
beeinflussende Interventionen wie die kalorische Restriktion kdnnen die Inzidenz
und Progression von bosartigen Erkrankungen dber eine Modulation der
Genexpression reduzieren, sodass ein ahnlicher protektiver Effekt einer
Supplementierung von Nitrat denkbar ware.'?3

Ebenfalls zu den am starksten beeinflussten Signalwegen der KEGG-Kategorie im
Alter gehort der Signalweg Renin-Angiotensin Systems. Dieser wird auch durch eine
orale Supplementierung im Alter tangiert. Dementsprechend ist eine gegensinnige
Regulierung denkbar. Angiotensin |l ist vermehrt in den Aorten alternder Ratten,
doch auch in denen des Menschen zu finden. Bei jungen Individuen kann es
arterielle Umbauprozesse in Gang setzen, die dem vaskularen Phanotyp im Alter
ahneln.'?4 125 Eine Hochregulation des Renin-Angiotensin-Systems kann aufterdem
chronische Entziindungsreaktionen am Gefald auslésen und damit den oxidativen
Stress erhohen. Dies unterstlitzt die Entstehung von Arteriosklerose maRgeblich.'”
Eine Verschlechterung der Gefalfunktion im Alter konnte also auch in einer
Alteration dieses Signalwegs begrundet liegen.

In der ,Panther‘-Datenbank zeigte sich eine starke Beeinflussung des , TGF-Beta-
signaling Pathways® im Alter, wobei ebenfalls durch die Gabe von Nitrat Gene
dieses Signalwegs differentiell exprimiert wurden. TGF-Beta ist ein Zytokin und
nimmt Einfluss auf verschiedene vaskulare Umbauprozesse. Es ist einer der

wichtigsten Regulatoren der extrazellularen Matrix und zudem in die Entstehung

61



kardiovaskularer Erkrankungen involviert.'?6 Abb. 3.13 demonstriert eine detaillierte
Darstellung der differentiell exprimierten Gene des Signalwegs, wobei sowohl der
Einfluss des Alters als auch der der Gabe von Nitrat dargestellt sind. Im Vergleich
zu Jungtieren zeigten alte Mause eine erhdohte Expression der Gene von drei
verschiedenen Isoformen des Zytokins sowie eines spezifischen Rezeptors, was mit
einer zunehmenden Versteifung der GefaRe im Alter zusammenhangen konnte.4”
Um dieses Ergebnis weiter zu analysieren, wurden in der vorliegenden Arbeit
zusatzlich fur die Genexpression von zwei Genen des Signalwegs (Lefty1 und
Tgfb1) exemplarisch RT-PCR- Untersuchungen durchgefihrt. Hier zeigte sich eine
signifikante Erhéhung der Expression von Lefty1 um den Faktor 2,02, wahrend fir
Tgfb1 eine gesteigerte Expression im Alter nicht bestatigt werden konnte.
Erstaunlicherweise bewirkte eine erhohte Zufuhr von Nitrat im Alter hingegen eine
Steigerung der Expression von Tgfb1, wahrend in der Expression von Lefty1 keine
signifikanten Unterschiede festgestellt werden konnten. Da in der RT-PCR nur
ausschnittweise die Expression von zwei ausgesuchten Genen untersucht wurde,
ist dieses Ergebnis nur bedingt mit den Resultaten des Microarrays vergleichbar:
Auler im Fall der Expression von ACVR1C zeigte die Analyse der Genexpression
mittels Microarray unter der oralen Supplementierung von Nitrat bei alten Mausen
eine Steigerung der Expression der Gene im TGF-Beta-Signalweg im Vergleich zu
alten Kontrollmausen. Mittels RT-PCR konnten zunachst keine gegenteiligen
Resultate feststellt werden. Fur eine genaue Analyse hatten jedoch mdglicherweise
mehrere differentiell exprimierte Gene aus dem Genearray nachtraglich in der RT-
PCR untersucht werden mussen, um die Tendenz des Expressionsprofils im
Genearray zu bestatigen oder gegebenenfalls zu falsifizieren.

Zusammengefasst deuten die Daten darauf hin, dass es im Alter zu einer
vermehrten Expression von Genen des TGF-Beta-Signalwegs kommt. Deren
Aktivitat konnte im vorliegenden Versuch jedoch nicht durch eine chronische
Applikation von Nitrat reduziert werden. Fleenor et al. demonstrierten kurzlich eine
Anreicherung von TGF-Beta1 in den Aorten 26-28 Monate alter Mause im Vergleich
zu 4-6 Monate alten Kontrolltieren. Eine drei Wochen andauernde Gabe von Nitrit
bewirkte zwar eine Reduktion der arteriellen Steifigkeit, zeigte jedoch ebenfalls
keinen Effekt auf die Konzentration von TGF-Beta oder Kollagen Typ 1.1 Die
vorliegende Arbeit liefert damit zunachst keine Hinweise darauf, dass es durch eine
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erhohte Zufuhr von Nitrat allgemein zu einer Reduktion der Genexpression von
Proteinen dieses Signalwegs kommt.

In der KEGG-Kategorie konnte ebenfalls ein starker Einfluss des Alters und einer
erhohten Aufnahme von Nitrat im Alter auf die Genexpression im Ca?*-Signalweg
festgestellt werden. Es kommt in hdherem Lebensalter zu einer Ansammlung von
Ca?* in der Intima und Media von arteriellen Gefalken, die mit einer Umwandlung
von perivaskularen Stammzellen zu osteoblastenahnlichen Zellen einherzugehen
scheint.’?” Diese Kalzifizierung der Arterien tragt damit Gber eine Verringerung der
Elastizitat zu den altersabhangigen hamodynamischen Veranderungen
entscheidend bei.'?” Intrazellulares Ca?* fungiert in den meisten Zellen als
Signalmolekul, unter anderem im Endothel. Hier reguliert es verschiedene
Zellfunktionen, wie z. B. die Sekretion vasoaktiver Substanzen.’® Yuan et al.
zeigten in einer 2009 veroéffentlichten Arbeit, dass die Expression von Genen des
Ca?*-Signalwegs mit der Progression der Arteriosklerose zusammenhangt.
Untersuchungen der Genexpression von Aorten von Apolipoprotein E (ApoE)-
defizienten Black-6-Mausen und Mausen des Stamms C3H, der weitgehend
resistent fur die Entwicklung von Arteriosklerose ist, zeigten in Signalweganalysen
die starksten Unterschiede im Ca?*-Signalweg. Mechanistisch konnte auBerdem
festgestellt werden, dass oxidiertes LDL, welches proatherogen uber die Induktion
von proinflammatorischen Genen wirkt, seine Wirkung Uber eine Freisetzung von
Ca?* aus intrazellularen Speichern endothelialer Zellen erreicht.'?® In der Analyse
der Genexpression konnte supplementiertes Nitrat im Alter beispielsweise die
Genexpression des ,Inositol 1,4,5-trisphosphate receptor, type 2° (itpr2) reduzieren,
der fur die Freisetzung von intrazellularem Ca?* aus dem endoplasmatischen
Retikulum entscheidend ist.’?® Aulerdem konnte eine Steigerung der Expression
der ,plasma membrane calcium-transporting ATPase 2“ (Atp2b2) durch Nitrat
bewirkt werden, welche Ca?* aus dem Zytosol entfernt.'?® Moglicherweise kann
diese Veranderung eine antiatherogene Wirkung von Nitrat aufzeigen.

Der Ca?*-Signalweg spielt des Weiteren eine wichtige Rolle in der Induktion der
Apoptose. Die Akkumulation von Ca?* im Mitochondrium bewirkt eine Erhéhung der
Konzentration von ROS. So kann sie die Atmungskette sowie das mitochondriale
Membranpotential beeinflussen, was die Zelle in einen proapoptotischen Zustand
versetzt.*® Lu et al. untersuchten die Expression verschiedener Gene in

Gehirngewebe alter Menschen. Dabei fanden sie unter anderem Veranderungen in
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der Expression des Ca?*-Signalwegs, welche eine Stérung der Ca?*-Homdoostase
im Alter bewirken konnten.’® Die Untersuchung der Genexpression dieser Arbeit
zeigt moglicherweise ein Abbild dieses Prozesses, der durch oral zugefuhrtes Nitrat
jedoch ebenfalls beeinflusst wird.

Es lassen sich also verschiedene mogliche Zusammenhange zwischen einer
veranderten Genexpression im Alter und phanotypischen Veranderungen
aufstellen. Zudem konnte aufgezeigt werden, dass eine Supplementierung von
Nitrat im Alter in die Genregulation von Signalwegen eingreift, die fir den
Alterungsprozess bedeutsam zu sein scheinen. Diese Ergebnisse konnen aber
lediglich mechanistische Hinweise liefern und bedlrfen weiterer Analysen. Die
vorliegende Expressionsanalyse beschrankt sich nicht auf einzelne Zelltypen der
Gefalie, sondern beschreibt das Genom der gesamten arteriellen Wand. Parakrine
Regulationsmechanismen zwischen verschiedenen Zellen beeinflussen die
Zellfunktion jedoch maldgeblich und kénnen im vorliegenden Versuchsdesign nicht
differenziert werden.’®' Inwiefern auRerdem die vermehrte oder erniedrigte
Transkription eines einzelnen Gens einen gesamten Signalweg reguliert, bleibt in
einer globalen Genanalyse ungeklart. Zum anderen handelt es sich beim Prozess
der Alterung um einen dynamischen Prozess. Daher konnen Analysen der
Genexpression einer Gruppe alter und junger Tiere diesen nur punktuell abbilden.
Eine Erweiterung der Versuchsobjekte beispielsweise um Gruppen mittelalter, sehr
junger und sehr alter Tiere wurde eine detailliertere Analyse erlauben und sollte bei

zukUnftigen Untersuchungen in Betracht gezogen werden.

4.6 Zusammenfassung und Ausblick

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass eine orale Supplementierung von
Nitrat in hoherem Lebensalter die Spiegel von Nitrit im Plasma erhdhen und die
Gefal¥funktion der jungen Kontrolltiere entsprechend verbessern kann. Die Analyse
der Genexpression von alten Tieren im Vergleich zu der solcher alter Tiere, die
zusatzlich zu ihrer Nahrung Nitrat Uber das Trinkwasser erhielten, zeigte
Alterationen in Signalwegen, die mit dem Alterungsprozess am Gefal in Verbindung
gebracht werden konnen. Die differentielle Regulation von Genen, beispielsweise
des Ca?*-Signalwegs, weist auf einen Wirkmechanismus hin, der in Zukunft weiter

untersucht werden konnte. Hier scheint eine Supplementierung von Nitrat in die
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Genexepression von Proteinen einzugreifen, die mit der Entwicklung der
Arteriosklerose und damit auch einer verschlechterten Funktion des Endothels
zusammenhangen. Nitrat wirkt damit als ein Modifikator der Genexpression im Alter
und scheint zu einer Verbesserung der Gefalifunktion beizutragen. Eine Verbindung
der globalen Genexpressionsanalyse und der funktionellen Daten ermoglicht es
jedoch nur, diskrete Erklarungsansatze zu formulieren. Des Weiteren handelt es
sich bei dem vorliegenden Versuch um eine Analyse im Mausmodell, welche nur
bedingt auf die Gegebenheiten des menschlichen Stoffwechsels Ubertragbar ist. In
Folgestudien gilt es nun, die aufgefuhrten Hinweise weiter zu vertiefen, um die
Regulation von Genen durch eine hoch dosierte orale Aufnahme von Nitrat zu

verifizieren oder weitere Wirkmechanismen aufzudecken.
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