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Zusammenfassung

Der physiologische Alterungsprozess geht mit vaskularen Veranderungen einher,
welche unter anderem zu einer endothelialen Dysfunktion, erhdhtem Blutdruck
und Gefalisteifigkeit fuhren. Hierbei scheint eine beeintrachtigte Bioverfugbarkeit
von Stickstoffmonoxid (NO) mafgeblich zu sein. Diatetisches Nitrat kann in vivo
zu Nitrit und NO bioaktiviert werden und somit als Alternative zur enzymatischen
NO-Generierung dienen. Ziel dieser Arbeit war es, zu zeigen, dass eine
chronische diatetische Nitratgabe die altersabhangige vaskulare Funktion durch
eine Modulation der endogenen NO-Spiegel beeinflussen kann.

In einer doppelblind randomisierten klinischen Studie erhielten altere, gesunde
Probanden Uber einen Zeitraum von 4 Wochen taglich ein Glas Wasser, welchem
anorganisches Nitrat zugesetzt wurde. Die Menge an Nitrat entsprach dem
Nitratgehalt einer Portion Spinat (ca. 300 g; 150 ymol/kg Kérpergewicht). Dagegen
erhielt die Kontrollgruppe im Parallelgruppendesign ein Placebogetrank, welches
mit NaCl (Kochsalz) versehen war. Die Nitrateinnahme fuhrte zu einer
verbesserten endothelialen Funktion und zu einer Reduktion der arteriellen und
aortalen Steifigkeit. Ein reduzierter systolischer Blutdruck konnte beobachtet
werden, wahrend kein Einfluss auf den diastolischen Blutdruck festgestellt werden
konnte. Dies ging mit einer Steigerung der Nitritspiegel im Plasma um das 4-fache
einher. In der Kontrollgruppe zeigten sich keine Veranderungen.

Um den diesen Auswirkungen zugrundeliegenden Mechanismus zu untersuchen,
wurden zudem in einem tierexperimentellen Ansatz junge und alte C57 Bl 6 Wild-
Typ-Mause (6 bzw. 22 Monate alt) uber 8 Wochen mit diatetischem Nitrat (1 g/l)
versorgt und mit gleichaltrigen Kontrolltieren verglichen. Nach dieser
Supplementierung von Nitrat stiegen sowohl in den alten als auch in den jungen
Mausen die plasmatischen Nitratspiegel an. Ein Anstieg der plasmatischen
Nitritspiegel wurde hingegen nur bei den alten Mausen festgestellt.
Untersuchungen der aortalen GefaRe zeigten keine Anderungen im Nitrit- oder
Nitratgehalt. Durch die Supplementierung von Nitrat konnte die Aktivitat der
Proteinkinase G (PKG) in den Aorten bei alten und jungen Mausen signifikant
gesteigert werden.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass eine chronische diatetische
Supplementierung von Nitrat sowohl beim Menschen als auch bei Mausen die
plasmatischen Nitritspiegel moduliert. In den hier untersuchten alteren Personen
fuhrte die Gabe von anorganischem Nitrat zu einer Verbesserung der
endothelialen Dysfunktion, der altersabhangigen vaskularen GefalRsteifigkeit und
zu einer Reduktion des systolischen Blutdrucks. Diatetisches Nitrat scheint daher
eine mogliche therapeutische Option zu sein, um die altersabhangige vaskulare
Dysfunktion zu beeinflussen.
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1 Einleitung

Das Lebensalter der Menschen steigt heutzutage kontinuierlich an. Im Jahr 2000
lebten in den USA bereits 35 Millionen Menschen, die 65 Jahre oder alter waren.
In den nachsten 15 Jahren wird sich diese Zahl voraussichtlich ungefahr
verdoppeln.' Mit dem Alter steigt auch das Risiko fiir kardiovaskulare
Erkrankungen (cardiovascular disease, CVD): So betreffen mehr als zwei Drittel
der durch diese verursachten Todesfalle dltere Menschen.? Des Weiteren stellen
kardiovaskulare Erkrankungen derzeit mit einem Anteil von ca. 50 % die haufigste
Todesursache weltweit dar. Neben einem fortgeschrittenen Alter gibt es
verschiedene Faktoren, die das Risiko, eine CVD zu entwickeln, erhéhen. Dazu
zahlen unter anderem Diabetes mellitus, genetische Faktoren und ein ungesunder
Lebensstil." ® Das Alter ist jedoch zweifelsfrei der einflussreichste Risikofaktor
dafur, an einer koronaren Herzkrankheit (KHK), einem Schlaganfall oder einem
plétzlichen Herztod zu erkranken.* Der endothelialen Dysfunktion und der
arteriellen  Steifigkeit wird die groBRte Bedeutung im kardiovaskularen
Alterungsprozess zugeschrieben: Auf dem Boden dieser beiden Veranderungen
konnen sich weiterfuhrende Pathologien entwickeln.

Eine entscheidende Rolle fur die Entwicklung dieser morphologischen und
funktionellen Veranderungen im Alter scheint eine reduzierte Bioverfugbarkeit von
Stickstoffmonoxid (NO) zu spielen. Endothelial kann dieses uber die NO-Synthase
aus der Aminosaure L-Arginin gebildet werden. AulRerdem kann NO im
Organismus aus oral eingenommenem Nitrat Uber einen Zwischenschritt zu Nitrit
reduziert werden.

1.1 Die vaskulare Alterung

1.1.1 Endotheliale Dysfunktion

Storungen der essentiellen Endothelfunktionen, zu denen unter anderem die
Aufrechterhaltung des GefaRtonus® und der GefaBpermeabilitdit und die
Modulation der adhasiven Eigenschaften zahlen, werden als endotheliale
Dysfunktion bezeichnet. Diese ist ein initialer und kausaler Faktor in der
Entstehung von Atherosklerose. Durch ein Gleichgewicht von Gefallkontraktion
und -dilatation wird ein adaquater Blutfluss aufrechterhalten. Um diesen
gewahrleisten zu kdnnen, verfugt das Endothel iber Mechanismen, die sowohl auf
hamodynamische als auch auf humorale Veranderungen reagieren konnen. Dazu
zahlt zum Beispiel eine erhdhte Wandschubspannung (shear stress), die durch
intravasale Druckanstiege oder erhohte Flussraten bedingt wird. Das Endothel
kann selbst vasoaktive Lokalsubstanzen sezernieren, die fur den
Kontraktionszustand der glatten GefaBmuskulatur zustandig sind. Zu diesen zahit
beispielsweise auch Stickstoffmonoxid (NO). Da NO maldgeblich an der Steuerung
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der GefaRfunktionen beteiligt ist,° ist es wahrscheinlich, dass ein Mangel an
endothelial gebildetem NO der zugrundeliegende Faktor fur die endotheliale
Dysfunktion ist. Somit scheint die Bioverfugbarkeit von NO im Alter vermindert zu
sein.” ® Dies liegt zum einen an einer verminderten Verflgbarkeit von L-Arginin9
und zum anderen an der altersbedingten Herabregulierung der eNOS
(endotheliale  Stickstoffmonoxid-Synthase).’® Daher ist die verminderte
Bioverfugbarkeit von NO im Alter einerseits auf einen gesteigerten Abbau und
andererseits auch auf eine verringerte Produktion von NO zurtckzufuhren.

Als nichtinvasiver Goldstandard in der Diagnostik der endothelialen Dysfunktion
gilt die Messung der flussabhangigen Dilatation (flow-mediated dilation, FMD).""
Bei alten Menschen ist die FMD reduziert, was darauf hinweist, dass Altern im
Allgemeinen mit einer endothelialen Dysfunktion einhergeht.” Das GefaRsystem ist
im Alter nicht in der Lage, auf korperliche Belastungssituationen mit einem
adaquaten Anstieg des die NO-Synthase-Aktivitat wiederspiegelnden Plasmanitrits
zu reagieren.” Um einen weiteren Marker zur Quantifizierung der endothelialen
Dysfunktion zu etablieren, wurde der Begriff der ,Nitritreserve® eingeflhrt. Das
Prinzip derselben beruht auf dem Wissen, dass ein Mangel an endothelial
gebildetem NO fir die endotheliale Dysfunktion verantwortlich ist. Da man NO
aufgrund seiner enorm kurzen Halbwertszeit (HWZ) nicht im Plasma messen
kann, wird stattdessen sein Hauptabbauprodukt, das Nitrit, als Marker
herangezogen.12 Diese Nitritreserve berechnet sich aus der Differenz zwischen
der basalen Nitritkonzentration im Plasma und der Nitritkonzentration nach
fahrradergometrischer Belastung.7 Die Stimulation der eNOS bewirkt bei
Menschen mit einer endothelialen Dysfunktion einen geringeren Anstieg der
Nitritwerte im Plasma als bei gesunden Menschen. Somit bedingt eine verminderte
NO-Synthese eine erniedrigte Nitritreserve, welche als Marker fir die endotheliale
Dysfunktion dienen kann.” '

Durch eine Intervention, die es ermdglichen wirde, die endogenen NO-Reserven
zu erhdhen, konnte die Entwicklung der endothelialen Dysfunktion und somit
gegebenenfalls die Progression von kardiovaskularen Krankheiten minimiert
werden.

1.1.2 Arterielle Steifigkeit

Mit dem Begriff der arteriellen Steifigkeit lassen sich bestimmte funktionelle,
strukturelle und mechanische Eigenschaften des arteriellen Gefallsystems
beschreiben. Es konnte gezeigt werden, dass die Pravalenz der arteriellen
Steifigkeit mit zunehmendem Alter signifikant ansteigt.”* Mit zunehmender
arterieller Steifigkeit nimmt die Elastizitat der Gefalle ab, was die Hamodynamik
beeinflusst. Besonders der systolische Blutdruck steigt durch den erhohten
peripheren Widerstand an, wahrend der diastolische Wert anfangs ebenfalls
ansteigt. Mit der Zunahme der compliance fallt der diastolische Blutdruck mit der
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Zeit allerdings kontinuierlich ab. Somit ist die systolische Hypertonie die haufigste
Form der Hypertonie bei Menschen Uber 60 Jahren. In Langzeitstudien konnte
zudem nachgewiesen werden, dass eine isolierte systolische Hypertonie in 80 %
der Falle in eine generelle Hypertonie Ubergeht. Das bedeutet, dass neben dem
systolischen Wert auch der diastolische Blutdruckwert erhéht ist.”” Des Weiteren
steigt das Risiko fur Schlaganfalle, koronare Herzkrankheit und Herzinsuffizienz
erheblich.

Der Goldstandard, um die arterielle Steifigkeit zu quantifizieren, ist die PWV (pulse
wave velocity, Pulswellengeschwindigkeit).'® ' Durch die zunehmende
Versteifung der Arterien kommt es zum Anstieg der PWV und des Pulsdrucks
(pulse pressure, PP). Die erhohte PWV flhrt zu einer friheren Reflektion der
Pulswelle, wodurch es zu einem erhohten systolischen Blutdruck kommt. Der
diastolische Druck hingegen fallt ab und fuhrt so zu einer Minderperfusion der
Koronararterien wahrend der Diastole des Herzens. Infolge der erhohten
systolischen Dricke kommt es unter anderem zu Linksherzhypertrophie,
diastolischer Dysfunktion und einer erhthten Nachlast." '® Diese stellen wiederum
Risikofaktoren fiir kardiovaskulare Morbiditat und Mortalitat dar.'® %

Eine weitere Komponente, die die GefalRveranderungen im Alter bedingt, ist eine
Verdickung der GefaBintima und -media.?’ Es wird angenommen, dass eine
Verdickung der Intima-Media-Dicke (intima-media thickness, IMT) als Vorstufe der
Atherosklerose gewertet werden kann. Daher ist eine solche erhdhte IMT als
prognostischer Wert fiir die Entstehung von CVDs anzuerkennen.! Die
Wandverdickung im Alter ist auf die Intima begrenzt.' und kann auf eine
verminderte Bioverfugbarkeit von NO zurtckgehen, da NO eine Hyperplasie der
Intima verhindern kann und sich somit protektiv auswirkt.??

1.2 Kardiovaskulare Erkrankungen

Die Veranderungen des Gefal3systems fuhren zu einem gehauften Auftreten
kardiovaskularer Erkrankungen im Alter. Ein hohes Alter ist stark mit CVDs
assoziiert und stellt mit 47 % die haufigste Todesursache in Europa dar.® Als
kardiovaskulare Erkrankungen werden Krankheiten bezeichnet, die das Herz-
Kreislauf-System betreffen. Dazu zahlen der Apoplex, der Myokardinfarkt und die
koronare Herzkrankheit (KHK). Jedes Jahr sterben ca. 4,1 Millionen Menschen in
Europa an kardiovaskularen Erkrankungen.3 Die Pravention und die Behandlung
dieser Erkrankungen bilden daher heutzutage einen wesentlichen Teil der
kardiologischen arztlichen Tatigkeit.

Neben den Mortalitatsraten sprechen auch wirtschaftliche Aspekte fir die
Notwendigkeit einer effektiveren Einddammung der CVDs, denn der immense
Anstieg dieser Krankheiten ist mit hohen Kosten verbunden. Die direkten und
indirekten Kosten fur die EU werden so auf ca. 196 Milliarden Euro pro Jahr

geschétzt.®> Auch angesichts dessen ist es also von hdchster Bedeutung, neue
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und effektive Ansatze zu entwickeln, die primarpraventiv wirksam sind und das
Auftreten kardiovaskularer Erkrankungen somit vermindern kdnnen.

1.3 Arterielle Hypertonie

Die Entstehung der endothelialen Dysfunktion und der arteriellen Steifigkeit
begunstigen die Entwicklung einer arteriellen Hypertonie. Der Anstieg des
Blutdrucks ist ein altersabhangiger Prozess. Ein physiologischer Blutdruck liegt bei
systolischen Werten zwischen 120-129 mmHg und bei diastolischen Werten
zwischen 80-84 mmHg vor. Ab systolischen Werten von 140 mmHg und
diastolischen Werten von 90 mmHg liegt definitionsgemal bereits eine Hypertonie
vor.?

Der Europaischen Gesellschaft fur Kardiologie zufolge liegt die weltweite
Pravalenz der Hypertonie im Jahr 2013 insgesamt bei 30-45 %.2 Zwischen den
einzelnen Landern bestehen dabei Unterschiede bezlglich der jeweiligen
Pravalenz. In Deutschland ist diese im Landervergleich mit 55,3 % sehr hoch.?*
Laut Kearney et al. wird die Zahl der Menschen, die an einer Hypertonie leiden, im
Jahr 2025 auf ca. 1,65 Milliarden ansteigen.® Dies liegt darin begriindet, dass
nahezu jeder dltere Mensch an einer Hypertonie erkrankt." In einer Studie konnte
nachgewiesen werden, dass die Behandlung einer Hypertonie bei alteren
Menschen eine Abnahme der kardiovaskularen Letalitat um 38 % bewirken kann.
Aulerdem konnten kardiovaskulare Ereignisse durch eine Behandlung der
Hypertonie um 60 % gesenkt werden.?® Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass der
effektiven Behandlung der Hypertonie besonders auch bei alten Menschen eine
entscheidende Bedeutung zukommt.

Mit der Inzidenz dieser Krankheit steigt auch die Anzahl der Menschen, die
Medikamente zur Therapie der Hypertonie einnehmen muissen. Von diesen
mussen viele nicht nur mit einem, sondern gleich mit mehreren Medikamenten
therapiert werden, um den Bluthochdruck einzustellen. Ca. ein Drittel der
Patienten bendtigt sogar drei oder mehr Medikamente zur korrekten Einstellung
ihres Bluthochdrucks.?’

1.4 Praventionsmafnahmen

Abgesehen von der medikamentosen Therapie gibt es wenig Strategien, um die
altersabhangigen vaskularen Veranderungen beeinflussen zu konnen. Die ersten
Praventionsmalnahmen greifen in den Lebensstil der Patienten ein. Entsprechend
existieren nationale Richtlinien, um beispielsweise der arteriellen Hypertonie
vorzubeugen. Zu diesen zahlen unter anderem die Kontrolle des Kérpergewichts
bzw. eine gesunde Ernahrung, der gemaligte Umgang mit Alkohol, der Verzicht
auf Tabakprodukte und ein reduzierter Genuss von Salz.?®

4



Anderen Ansatzen, die sich mit der nichtpharmakologischen Behandlung der
Hypertonie beschaftigen, wurde bereits vor geraumer Zeit nachgegangen. Schon
Anfang des 20. Jahrhunderts wurde der Zusammenhang zwischen einer
vegetarischen Diat und einer Blutdrucksenkung in verschiedenen Populationen
beobachtet.?® 3° Seitdem beschaftigen sich zahlreiche Arbeitsgruppen mit dem
Einfluss der Ernahrung auf die kardiovaskulare Gesundheit.

So sind bereits verschiedene diatetische Malinahmen bekannt, die positiven
Einfluss auf den Blutdruck nehmen koénnen. Solche konnten auch Appel et al.
1997 in der DASH-Studie (dietary approaches to stop hypertension) belegen.
Diese Studie wurde durchgeflhrt, um die Veranderungen des Blutdrucks zu
erfassen, die eine Diat mit vielen Friuchten und viel Gemuse mit sich brachte.
Dabei wurde kein spezieller Inhaltsstoff fokussiert, sondern der Effekt von Obst
und Gemiise im Allgemeinen beobachtet.*’

Des Weiteren wurde demonstriert, dass das Risiko fur kardiovaskulare
Erkrankungen durch einen téglichen Verzehr von Obst und Gemiise sinkt.*? In
einer Metaanalyse von 12 Kohortenstudien mit insgesamt 1,5 Millionen Probanden
konnte gezeigt werden, dass durch eine solche mediterrane Diat eine signifikante
Reduktion der gesamten und der durch CVDs bedingten Mortalitat erreicht werden
konnte.*

Nachdem so nachgewiesen wurde, dass der Konsum von Obst und Gemuse
einen positiven Effekt auf die Senkung des Blutdrucks hat, sollte dem dies
auslésenden Mechanismus auf den Grund gegangen werden. In einigen Studien
wurde gezeigt, dass besonders der Verzehr von grinem Blattgemuise (Spinat,
Salat) und Kreuzblatlern (Broccoli, Rosenkohl, Kohlrabi) das Risiko, an einer KHK
oder an einem Schlaganfall zu erkranken, signifikant reduzieren konnte.** * Da
diese Gemiisesorten anorganisches Nitrat in hohen Konzentrationen aufweisen,®
fuhrten diese Beobachtungen zu der Annahme, dass anorganisches Nitrat zu den
positiven Effekten auf das kardiovaskuldre System beisteuern wiirde.*” Dieses
Nitrat wirkt Uber die Reduktion zu NO, welches die Gefal¥funktion letztendlich
beeinflusst.

1.5 Diatetisches Nitrat

Bis vor einigen Jahren wurden Nitrit und Nitrat als inerte Abfallprodukte von NO
angesehen: |hnen wurde keine besondere Funktion zugesprochen. Diese
Ansichten haben sich im Laufe der Jahre jedoch gewandelt, denn anders als zuvor
angenommen konnte gezeigt werden, dass Nitrat zu Nitrit und schliellich wieder
zu NO reduziert werden kann. Hierdurch wurde eine Alternative zum klassischen
L-Arginin-NO-Synthase-Signalweg dargestellt. Deshalb ist vor allem Nitrit sowohl
ein wichtiger verfugbarer NO-Speicher als auch eine Gewebsspeicherform von
bioaktivem NO.® Der Nitritspiegel im Plasma, der zu 70 % aus der Oxidation von

NO entsteht, weist daher auf die endogene Produktion von NO hin.*® Neben der
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Oxidation des endothelial gebildeten NOs beeinflusst allerdings besonders auch
die Nahrungsaufnahme die plasmatische Konzentration von Nitrit. Nimmt man
nitratreiche Lebensmittel zu sich, wird das aufgenommene Nitrat durch den
enterosalivaren Zyklus Uber mundstandige Bakterien zunachst zu Nitrit reduziert
und Uber den Speichel geschluckt (Abb.1). Im Magen-Darm-Trakt wird es dann
resorbiert und im Gewebe Uber verschiedene Reaktionen in bioaktives NO
umgewandelt.*’ Ein groRer Teil davon wird iber die Nieren ausgeschieden.*’ Im
Plasma steigen dadurch die Nitrit- und Nitratspiegel an, wodurch der NO-Pool
beeinflusst werden kann.*" %2

Das exogene, also mit der Nahrung aufgenommene Nitrat spielt eine
entscheidende Rolle als Quelle fir den Nitrit- und den NO-Pool.*" In hohen
Konzentrationen findet man Nitrat in Lebensmitteln wie Rucolasalat (3,35 mmol
pro 80 g), Spinat (2,76 mmol pro 80 g) oder Roter Bete (1,88 mmol pro 80 g).*®
Dem Mechanismus der Blutdrucksenkung durch das oral aufgenommene Nitrat
liegt der enterosalivare Kreislauf zugrunde.**

Anactive uptake of nitrate |
fram the blaod occurs in
the salivary glands

1 Mitrate and nitrite

n blood originate from
the food and fram
systermnic NO production

Nitrate and some
nitrite from food

Bacteria in the
aral cavity reduce
nitrate to nitrite

In the gastric acidic N ’
milieu, a non-enzymatic \\-\h__" o F o+
reduction of nitrite to U

NG occurs

Nitrate and remaining nitrite Nitrate is excreted
is abscrbed in the intestine by the kidneys

Mature Reviews | Dr

Abb. 1: Enterosalivédrer Kreislauf: Reduktion oral aufgenommenen Nitrats zu Nitrit durch
kommensale Bakterien im Mund. Im Magen-Darm-Trakt wird das Nitrit schlieBlich nicht-
enzymatisch zu NO reduziert. Das Ubrige Nitrat und Nitrit kann intestinal in den Blutkreislauf
absorbiert werden. AulRerdem wird Nitrat Uber die Nieren ausgeschieden. Des Weiteren kann es in
den Speicheldrisen konzentriert und dem Kreislauf so wieder zugefuhrt werden. Aus Lundberg et
al.*



NO ist ein wichtiges intra- und interzellulares Signalmolekul, das an zahlreichen
Regulationsmechanismen im  Herz-Kreislauf-System,  Immunsystem und
Nervensystem beteiligt ist.** Zudem ist es ein Vasodilatator und spielt somit eine
entscheidende Rolle bei der Aufrechterhaltung des physiologischen
GefaRdrucks.** *° Einerseits wird es durch die NOS endogen synthetisiert,
andererseits durch exogene Zufuhr Uber Nahrungsmittel aufgenommen. In einer
Redoxreaktion wird NO aus dem GefalRendothel durch eine endotheliale NOS aus
der Aminosaure L-Arginin gebildet.46 Nach der Bildung diffundiert es in die
benachbarte GefalRmuskelzelle. Dort kann es den Kalziumsignalweg beeinflussen,
indem es wichtige kalziumregulierende Proteine moduliert. Hierzu zahlen die
sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase (SERCA), der Ryanodin-
Rezeptor und der L-Typ-Kalziumkanal, die fur die Relaxation der glatten
Muskulatur zustandig sind.*”*° AuBerdem aktiviert NO die NO-sensitive Guanylat-
Cyklase (sGC). Diese wiederum katalysiert die Umwandlung von
Guanosintriphosphat (GTP) zum aktiven zyklischen Guanosinmonophosphat
(cGMP). Letzteres aktiviert die Proteinkinase G (PKG), welche zur
Gefalrelaxation fuhrt, indem verschiedene Zielproteine phosphoryliert werden. Zu
diesen zahlen zum Beispiel die Myosin-Leichtketten-Kinase oder der IP3-
Rezeptor, der (iber die intrazelluldre Kalziumkonzentration (Ca?") reguliert wird.*
Im Korper existieren fur die NO-Bildung neben dem enterosalivaren Kreislauf
einige  NOS-unabhangige @ Wege: die nichtenzymatische, azidische
Disproportionierung sowie die Reaktion von Nitrit mit Desoxyhamoglobin und
Desoxymyoglobin unter hypoxischen Gegebenheiten.** >

Aufgrund der Erkenntnis, dass oral aufgenommenes Nitrat Gber NO Einfluss auf
die Gefal¥funktion ausuben kann, fuhrten Larsen et al. eine Studie durch, in der
junge, gesunde Probanden 3 Tage lang entweder Nitrat gelost in Wasser oder ein
Placebo erhielten. Diese Studie zeigte, dass das anorganische Nitrat den
diastolischen Blutdruck verglichen mit der Placebogruppe um 3,7 mmHg senkte.
Beziiglich des systolischen Blutdrucks wurde kein Effekt beobachtet.>

Ob eine im Alter bestehende eingeschrankte Gefal¥funktion mithilfe von Nitrat
verbessert werden kann, ist nicht klar. Es war von hochster Relevanz, dass die
von uns durchgefuhrte Studie nur minimal in den Lebensstil der Probanden
eingreifen wurde: Dadurch sollte sichergestellt werden, dass sie moglicherweise
zur  Entwicklung einer praktikablen, alltagstauglichen Malinahme zur
Primarpravention fur kardiovaskulare Krankheiten dienen kann.



1.6 Problemstellung

Aufgrund des derzeitigen Kenntnisstands Uber die Wirkung von Nitrat auf das
Herz-Kreislaufsystem, ergeben sich fur diese Arbeit folgende Fragestellungen:

1. Welchen Effekt hat diatetisches Nitrat auf die endotheliale Funktion alterer
Menschen?

2. Wie werden die arterielle und die aortale Gefalisteifigkeit durch eine
chronische Supplementierung von Nitrat beeinflusst?

3. Kann der Blutdruck bei alteren Menschen durch eine Nitrateinnahme gesenkt
werden?
4. Wie verandern sich die Nitrit- und Nitratspiegel sowie die nachgeschalteten

Signalwege im Plasma und im Gewebe durch eine chronische diatetische
Supplementierung von Nitrat?



2 Material und Methoden

Um die Frage zu klaren, ob eine diatetische Supplementierung von Nitrat beim
Menschen eine Verbesserung der im Alter bestehenden eingeschrankten
Gefalfunktion bewirken kann, wurde eine klinische Studie durchgefuhrt.

2.1 Klinische Studie

2.1.1 Studiendesign

Fir die klinische Studie wurde ein randomisiertes, doppelblindes,
placebokontrolliertes Design gewahlt. Dazu wurden sowohl die Probanden als
auch das Prifpraparat bzw. das Placebo von unbeteiligten Personen aus dem
Labor randomisiert und jeweils zugeordnet. Die Probanden wurden in zwei
Gruppen eingeteilt. Die erste Gruppe (n=11) erhielt als Prufpraparat
anorganisches Nitrat (150 pmol/kg Korpergewicht pro Tag). Um die Ergebnisse
vergleichen zu konnen, erhielt die andere Gruppe (n=10) als Placebo taglich
Kochsalz (NaCl) (150 umol/kg Korpergewicht pro Tag).

2.1.2 Studienprotokoll

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefuhrte klinische Studie wurde unter der
Clinical Trials-Nummer NCT01729234 registriert.

Der Ethikantrag, um die Studie durchfiihren zu kdnnen, wurde am 21.12.2011 von
der Ethikkommission der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf unter der
Studiennummer 3719 genehmigt.

Das Studienprotokoll der klinischen Studie setzt sich aus folgenden Teilen
zusammen: Probandenrekrutierung, klinische Untersuchung, verschiedene
nichtinvasive Untersuchungen der vaskularen Funktion, Blutabnahme und
schliel3lich Ausgabe des Praparats bzw. des Placebos.

Die Teilnehmer der Studie wurden zunachst in einem Aufklarungsgesprach tber
die Untersuchungen informiert. Anschlieend wurde eine internistische Anamnese
zur Erfassung von Krankheiten, kardiovaskularen Risikofaktoren und Art und
Umfang gegebenenfalls aktueller taglicher Medikationen erhoben. Die
Untersuchungen erfolgten jeweils morgens, nachdem die Probanden nuchtern
erschienen.

Im Anschluss an eine ca. 10-minutige Ruhephase auf einer Liege wurde der
Blutdruck der Probanden in Doppelbestimmung gemessen. Danach wurde eine
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Blutentnahme durchgefuhrt, woraus gangige Laboruntersuchungen und einige fur
die Studie relevante Parameter wie unter anderem Elektrolyte, Plasmaproteine
und Nierenwerte bestimmt wurden. Anschlieend erfolgten Untersuchungen zur
aortalen und arteriellen Steifigkeit durch eine Applanationstonometrie
(SphygmoCor, AtCor Medical, Meinerzhagen, Germany) und die
Ultraschalluntersuchung der Arteria brachialis. Diese umfasste die Quantifizierung
der endothelabhangigen (FMD) und bei den meisten Probanden auch einer
endothelunabhangigen Dilatation nach oraler Gabe von 400 pg Glyzeroltrinitrat
(GTN). Hiernach wurde der Blutdruck erneut gemessen.

Nachdem die korperlichen Untersuchungen beendet waren, fullten die Probanden
zum einen einen Ernahrungsfragebogen und zum anderen einen Fragebogen, der
sich mit dem korperlichen und psychischen Wohlbefinden befasste, aus.

2.1.3 Studienkollektiv

Um altersabhangige Veranderungen der vaskularen Funktion untersuchen zu
kénnen, wurden fur diese Studie nur Probanden ausgewahlt, die Uber 60 Jahre alt
waren. Dabei musste sichergestellt werden, dass die gemessenen Ergebnisse
wirklich auf das Prufpraparat zuruckzufuhren sind und nicht durch andere
Faktoren wie zum Beispiel Medikamente beeinflusst werden konnten. Deswegen
wurden im Rahmen dieser Studie nur gesunde Probanden von uber 60 Jahren
untersucht, die keine kardiovaskularen Erkrankungen aufwiesen und
dementsprechend auch keine kardiovaskulare Medikation einnahmen. Allerdings
wiesen die Probanden einen moderat erhohten HeartScore auf. Der HeartScore
stellt eine Mdglichkeit dar, das kardiovaskulare Erkrankungsrisiko eines Patienten
einschatzen zu konnen. Angepasst an verschiedene Lander, die unterschiedlichen
Stufen von kardiovaskularen Risiken unterliegen, basiert der HeartScore auf
folgenden Faktoren: Alter, Geschlecht, Raucherstatus, Cholesterinspiegel und
systolischem Blutdruckwert.

2.1.4 Endotheliale Funktion

Prinzip der duplexsonographischen Bestimmung der endothelabhdngigen
und endothelunabhangigen Dilatation der Arteria brachialis

Das Verfahren der flussvermittelten Dilatation (flow-mediated dilation, FMD) beruht
auf einer flussvermittelten Vasodilatation nach Hyperamie und dient der
Bestimmung der Endothelfunktion. Durch die scherkraftinduziere Stimulation der
eNOS kommt es zu einer Diameterzunahme der Arteria brachialis."" *3

Nach einer 10-minutigen Ruhephase auf einer Liege wurde die Arteria brachialis
oberhalb der Bifurkation im Bereich der Ellenbeuge duplexsonographisch
dargestellt. Die Aufzeichnungen erfolgten mithilfe eines hochauflosenden 15 MHz
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Linear Array-Schallkopfs (Vivid i ultrasound, GE Healthcare, Munich, Germany).
Die Messungen erfolgten enddiastolisch EKG-getriggert zur R-Zacke. Die
Eindringtiefe des Ultraschalls betrug 3 cm. Der Diameter der Arteria brachialis
wurde dadurch festgelegt, dass beide Arterienwande klar vom Lumen abgrenzbar
waren.""  Um eine reaktive Hyperamie zu induzieren, wurde eine
Blutdruckmanschette auf suprasystolische Werte aufgepumpt. Die Stauung
erfolgte fur 5 Minuten. Dann wurde der Diameter der Arterie nach 20, 40, 60, 80
und 100 Sekunden bestimmt. AuRerdem wurde der Diameter nach einer darauf
folgenden 10-minutigen Ruhephase erneut bestimmt. Im Anschluss wurden dem
Probanden 400 pg Glyzeroltrinitrat (GTN, Nitrolingual, Pohl, Deutschland)
verabreicht.>® Vier Minuten spéter erfolgte die erneute Messung des Diameters
und es wurden kontinuierlich drei Herzzyklen aufgenommen. AbschlieRend wurde
der arterielle Blutdruck des Probanden erneut kontrolliert. Die Messung erfolgte
offine mittels spezieller Software (MIA Vascular Research Tools). Die
Untersuchungen fanden bei Raumtemperatur in einem ruhigen Raum statt.

Durch die ischamische Vasodilatation, auf die ein gesteigerter Blutfluss folgte, kam
es zu einer Steigerung der Schubspannung. Scherkraftinduziert wurde Uber die
eNOS vermehrt endotheliales NO freigesetzt wurde. Daher kam es zu einer
Vasodilatation der Arteria brachialis."

Verschiedene Faktoren kénnen fur eine Einschrankung der FMD verantwortlich
sein. Dazu zahlen eine reduzierte eNOS-Aktivitat, aber auch ein vermindertes
Ansprechen der glatten GefaBRmuskulatur auf NO oder ein vermehrter NO-Abbau.
Im Anschluss an die endothelabhangige Dilatation wurde daher auch die
endothelunabhangige Dilatation bestimmt. Sowohl die endothelabhangige als
auch die endothelunabhangige Dilatation wurden als prozentuale Zunahme des
Diameters in Relation zum Ruhediameter gemessen.>®

2.1.5 GefaBsteifigkeit

Mit dem SphygmoCor (AtCor Medical, Australia) steht ein klinisch validiertes
System zur Verfugung, welches die hamodynamischen Veranderungen bei
erhohter arterieller Gefalsteifigkeit nichtinvasiv erfasst. Es beruht auf der
Applanationstonometrie.54

Das stiftgrosse Tonometer wird mit leichtem Druck auf der jeweiligen
abzuleitenden Arterie (Arteria femoralis, Arteria carotis, Arteria radialis) aufgesetzt.
Uber einen Sensor kénnen nun die Blutdruckveréanderungen gemessen werden;
zudem kann so die Pulswelle aufgezeichnet werden. Damit wird ein Durchschnitt
der Pulswellen und somit auch ein Qualitatsindex erstellt.
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21.51 PWV

Die Pulswellengeschwindigkeit (pulse wave velocity, PWV) bezeichnet die
Geschwindigkeit, mit der sich die Druckwelle des aus dem linken Ventrikel
ausgeworfenen Volumens peripher liber das arterielle GefaRsystem ausbreitet."’
Zur PWV-Messung erfolgt die Aufzeichnung der Pulswellen an der Arteria carotis
und der Arteria femoralis in der Leiste des Probanden. Um die Zeitspanne vom
Beginn der Pulswelle in der Systole bis hin zu ihrer Ankunft in der Peripherie
bestimmen zu kénnen, wurde gleichzeitig ein EKG aufgezeichnet.®® Danach wurde
die Distanz zwischen dem Messpunkt an der Arteria carotis und dem an der
Arteria femoralis mit einem Messband gemessen. Die besagte Geschwindigkeit
konnte dann mithilfe der Formel Weg/Zeit in m/s ermittelt werden.*

21.5.2 AIX@75

Ein Mall fur die Zunahme des =zentralen arteriellen Drucks stellt der
Augmentationsindex dar, der durch eine erhohte Pulswellenreflexion
gekennzeichnet ist: Die durch den linken Ventrikel ausgeworfene Druckwelle wird
peripher an den Gefallabgangen reflektiert. Durch die retrograd laufende
Druckwelle fiihrt sie zur zusétzlichen Erhéhung des Blutdrucks.®® Die absolute
zentrale Blutdruckzunahme als Folge der Pulswellenreflexion wird als
Augmentation in mmHg angegeben. Der durch die reflektierte Welle verursachte
Druckanstieg wird als Augmentationsdruck (augmentation pressure, AugP)
bezeichnet. Die Augmentation dividiert durch die Blutdruckamplitude ergibt den
Augmentationsindex. Somit zeigt der Augmentationsindex die Erhohung des
zentralen Blutdrucks durch die reflektierte retrograde Druckwelle auf.>> °° Dieser
wird wegen seiner Abhangigkeit von der Herzfrequenz (HF) auf eine HF von 75
Schlagen pro minute (bpm) automatisiert umgerechnet.57 Ein weiteres Mal} fur die
Gefalelastizitat ist der pulse pressure (Pulsdruck, PP). Dieser berechnet sich aus
der Differenz von systolischem und diastolischem Blutdruckwert.

2.1.5.3 IMT (intima-media thickness)

Mittels Sonographie wurde der Abstand von der Tunica intima bis zur Tunica
media der Arteria carotis communis der Probanden Dbestimmt, um
atherosklerotische GefaRveranderungen erfassen zu kdnnen.*® Spater wurde der
Abstand mithilfe eines Computerprogramms ausgemessen. Die Messungen
wurden sowohl vor als auch nach der 4-wochigen Nitrateinnahme durchgefihrt,
um eventuelle Veranderungen der GefalRwanddicke zu erfassen.

12



2.1.6 Hamodynamik

Um den Effekt der Supplementierung von Nitrat auf den Blutdruck zu untersuchen,
wurde dieser zweimalig nach einer Ruhephase von 10 Minuten, die im Liegen
verbracht wurde, gemessen.

2.1.7 Blutabnahme

Nach einer 10-minutigen Ruhephase der Probanden erfolgte die Blutentnahme
aus der Kubitalvene, welche. mit einer Einwegkanule (W..LN. 21G, B.Braun
Melsungen AG, Deutschland) punktiert wurde. Als Erstes erfolgte die Bestimmung
des Routinelabors mit Blutproben in Vakuumréhrchen (BD Vacutainer Systems,
Plymouth, Grol3britannien). Pro Proband wurden 2 EDTA-R&hrchen, 1 Lithium-
Heparin-Réhrchen und 1 Serumrdhrchen fur das Zentrallabor abgenommen.

Im Anschluss daran wurden 2-mal 3,6 ml Blut zur Bestimmung der
Konzentrationen von Nitrit und Nitrat entnommen. Die Blutproben wurden in 5 ml-
Einwegspritzen (B.Braun Melsungen AG, Deutschland) entnommen. AnschlieRend
wurden sie direkt in 15 ml-Greinerrdhrchen (Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, Deutschland), welche mit 3,6 pl Heparin (Heparin: 10 IE/ml,
Liquemin N5000, Wirkstoff: Heparinnatrium, Hoffmann-La Roche AG, Grenzach,
Wyhlen, Deutschland) befullt waren und auf Eis lagen, Uberfuhrt. Aul3erdem
wurden fur weitere biochemische Analysen weitere 2 EDTA-Rohrchen und 1
Serumrdhrchen mit Blut gefullt.

2.1.8 Bestimmung der Konzentrationen von Nitrit und Nitrat im Plasma

Die Messung von Nitrit und Nitrat im Plasma der Probanden wurde mittels HPLC-
Technik (NOx-Analyzer ENO-20 EiCom, Kyoto, Japan) durchgefuhrt. Der NOx-
Analyzer ist in der Lage, Nitrit und Nitrat mittels einer Kombination aus
Farbstoffbildung (Griess-Reaktion) durch eine Diazokupplung mit Griess-Reagenz
und der Hochleistungsflissigkeitschromatographie (high performance liquid
chromatography, HPLC) zu messen. Durch eine Umkehrphasenchromatographie
werden Nitrit und Nitrat aufgetrennt.>® &

Die daflr zuvor bei -80°C eingefrorenen Plasmaproben wurden lichtgeschutzt auf
Eis aufgetaut; zur Proteinfallung wurden sie mit auf -20°C gekuhltem Methanol im
Verhaltnis 1:1 vermengt und bei 4°C fir 10 Minuten bei 10000x g zentrifugiert.
Danach wurde der Uberstand abgenommen und in HPLC-ReaktionsgefaRe
(Eppendorf Reaktionsgefal® 3810, Eppendorf Vertrieb GmbH, Wesseling,
Deutschland) uberfihrt. Nun wurden die Proben in den vorgeschalteten
Autosampler (Varian ProStar 420 Triathlon Cool, Sunchrom, Friedrichsdorf,
Deutschland) gestellt und hintereinander bei 4°C gemessen. Durch die mobile
Phase aus Chloridpuffer (0,3 M NaCl und 0,1 M NH4CI, pH 8,5) wurde die Probe
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mit einem konstanten Fluss durch das System geleitet. Dieses besteht aus 3
Saulen: einer Vorsaule (NO-PrePAK, EiCom, Dublin, Irland), die noch vorhandene
Proteine eliminiert, einer Trennsaule (NO-PAK, EiCom, Dublin, Irland) und einer
Reduktionssaule (NO-RED, EiCom, Dublin, Irland). In der Trennsaule mit einer
stationaren Phase aus Polystyrol-Divinylbenzol-Harz kommt es durch die hdhere
Polymeraffinitdt des Nitrats zu einer zeitlichen Trennung von Nitrit und Nitrat.
Durch Anionen der mobilen Phase werden Nitrit und Nitrat wieder abgelost und im
System weiter transportiert. Das Nitrat wird dann mittels Cadmium-Kupfergranulat
in der Reduktionssaule zu Nitrit reduziert. Durch die Bildung von
Diazoverbindungen nach Zufuhrung von Griess-Reagenz (Sulfanilammid und N-
(1-naphthyl)ethylendiamin) kann es dann sowohl in seiner primaren Form als auch
in seiner Form als aus Nitrat reduziertes Nitrit spektrometrisch gemessen werden.
Dies erfolgt mithilfe des UV/Vis-Spektrophometers (EiCom, Dublin, Irland),
welches die Absorption der Azoverbindung bei 540 nm Wellenlange misst und es
ermaoglicht, die Konzentration von Nitrit und Nitrat als AUC (area under the curve)
Uber eine PC-Schnittstelle mithilfe der zugehdrigen Software (eDAQ PowerChrom,
Version 2.5.9) zu berechnen.®’ Die Kalibrierung der Software wird dabei mit
standardisierten Nitrit- und Nitratlosungen durchgefuhrt. Auf diese Weise kdnnen
Nitritwerte bis zu einem Schwellenwert von 1 nmol/l detektiert werden.

2.1.9 Ernahrungsfragebogen

Damit ein Uberblick (iber die Erndhrungsgewohnheiten der Probanden gewonnen
werden konnte, fullten diese insgesamt 4 Ernahrungsfragebdgen aus. Jeweils an
Tag 1, Tag 10, Tag 20 und Tag 30 sollten die Probanden aufschreiben, was sie in
den letzten 24 Stunden an Lebensmitteln und Getranken zu sich genommen
hatten. Die Fragebogen dienten auf3erdem zur Kontrolle, falls ein Proband extrem
hohe Nitritwerte im Plasma aufwies, damit gegebenenfalls ein Zusammenhang zu
dessen Ernahrung ausgeschlossen werden konnte.

2.1.10 SF-36

Jeweils am ersten und auch am zweiten Untersuchungstag fullten die Probanden
einen SF-36-Gesundheitsfragebogen (Short-Form-Fragebogen) aus. Dieser
bezieht sich auf die gesundheitsbezogene Lebensqualitdt der Probanden
innerhalb der letzten 4 Wochen und dient der Verlaufsmessung derselben. Er setzt
sich aus acht Domanen zusammen, mit denen der individuelle
Gesundheitszustand jeweils vor und nach der Intervention erfasst werden sollte:

e Kkorperliche Funktionsfédhigkeit

e kérperliche Rollenfunktion

e Kkorperliche Schmerzen

e allgemeine Gesundheitswahrnehmung (*)
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o Vitalitat (*)

e soziale Funktionsféhigkeit

e emotionale Rollenfunktion

e psychisches Wohlbefinden (*)
o kérperliche Summenskala

e psychische Summenskala

Maximal konnte fir jede Skala ein Wert von 100 erreicht werden. Die Werte
zwischen 0 und 100 stellen den prozentualen Anteil der héchstmoglichen mit dem
SF-36 messbaren gesundheitsbezogenen Lebensqualitat in einer Skala an. Ein
hoher Wert in einer Skala ist dabei also jeweils positiv zu werten. So deutet ein
hoher Wert in der Skala der kérperlichen Funktionsfahigkeit zum Beispiel auf eine
gute korperliche Funktionsfahigkeit hin. Die mit einem Stern (*) markierten Skalen
der allgemeinen Gesundheitswahrmehmung, der Vitalitdt und des psychischen
Wohlbefindens sind allerdings bipolar konstruiert. Das bedeutet, dass die
Probanden mit mittleren Skalenwerten keine Einschrankungen bezuglich der
jeweiligen Kategorien angaben und bereits solche mittleren Werte in diesen
Skalen also positiv zu werten sind. Liegen die Werte hier dagegen sehr hoch,
dann schatzten die Probanden ihren Zustand entsprechend als besonders positiv
ein.

2.1.11 Probenaufarbeitung

Alle vorbereiteten Lésungen, die Réhrchen der Firma Greiner und die Zentrifugen
wurden wahrend der gesamten Aufarbeitung auf 4°C gekuhlt. Zur Separation des
Plasmas von zellularen Bestandteilen wurden sowohl die mit Heparin
antikoagulierten Blutproben als auch die mit EDTA antikoagulierten Blutproben 10
Minuten lang bei 4°C und 800x g zentrifugiert. Das Serumréhrchen wurde
zunachst 30 Minuten lang bei Raumtemperatur stehen gelassen und anschlie3end
10 Minuten lang bei 4°C und 800x g zentrifugiert. Der klare Uberstand wurde
anschlieBend in 1,5 ml-EppendorfgefalRe dberfuhrt, in flissigem Stickstoff
schockgefroren und danach bei -80°C bis zur weiteren Verarbeitung aufbewahrt.

2.1.12 Klinisches Routinelabor

Dem Zentrallabor lieRen wir Proben zukommen, um wichtige Parameter im Blut
bestimmen zu lassen. Neben einem kleinen Blutbild (Leukozyten, Erythrozyten,
Hb, Hkt, Thrombozyten), den Elektrolyten (Natrium, Kalium, Kalzium, Phosphat,
Magnesium und Eisen), verschiedenen Enzymen (CK/CK-MB, LDH, GOT, GPT,
GGT, AP, CHE, Amylase), verschiedenen Plasmaproteinen (Gesamteiweil3, CRP,

Troponin, Albumin, Cystatin C, Ferritin, Transferrin, Transferrinsattigung,
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Haptoglobin) und den Nierenwerten (Kreatinin, Harnstoff, Harnsaure, Bilirubin
gesamt) wurden dort auch die Werte von NT-pro-BNP und ACE bestimmt.
AuRerdem wurden Homocystein, TSH und Cholesterinwerte (Cholesterin,
Triglyceride, HDL-/ LDL-Cholesterin) sowie der HbA1c gemessen.

16



2.2 Tierexperimentelle Studie

Um die diesen Beobachtungen aus der klinischen Studie zugrundeliegenden
Mechanismen und Signalwege eruieren zu konnen und festzustellen, ob
diatetisches anorganisches Nitrat Einfluss auf den NO-Spiegel im Gewebe nimmt,
wurde eine tierexperimentelle Studie durchgefuhrt.

2.2.1 Versuchstiere und Studiendesign

Mit dem Ziel, altersabhangige Unterschiede des NO-Pools zu untersuchen,
wurden in einem tierexperimentellen Ansatz junge (6 Monate, YN) und alte (22
Monate, ON) Wild-Typ-Mause vom Stamm C57 Bl 6 von der Firma Janvier aus
Frankreich verwendet. Die Tiere wurden in den R&umlichkeiten der
Tierversuchsanlage der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf unter
standardisierten Haltebedingungen (20 mbar, 24°C, 40 % Luftfeuchtigkeit, 12 h
Tag-/Nachtrhythmus, Futter/Wasser ad libitum) versorgt. Uber 8 Wochen wurden
die Versuchstiere Uber das Trinkwasser mit jeweils 1 g/l diatetischen Nitrats (=150
pmol gemessen an der taglichen Trinkmenge) versorgt und mit gleichaltrigen
Kontrolltieren (YC, OC) verglichen. Die Nitrit- und Nitratlevel sowohl im Plasma als
auch im kardiovaskularen Gewebe der alten und nitratreich ernahrten Tiere
wurden via HPLC und ENO gemessen. Alle Versuche wurden gemal} § 8 Abs. 1
des Tierschutzgesetzes durch das Landesamt fir Natur, Umwelt und
Verbraucherschutz NRW genehmigt (AZ 84-02.04.2011.A189).

2.2.2 Organentnahme

Um die Nitrit- und Nitratlevel im Gewebe der Tiere messen zu kdnnen, wurden den
Tieren durch Mitarbeiter des kardiologischen Labors folgende Organe
entnommen: Aorten, Herzen, Lebern und Lungen. Dazu wurden die Tiere
gewichtsadaptiert mit Ketanest (100mg/kgkKG) und Xylazin (10mg/kgKG)
narkotisiert und dann mit einer N-Ethylmaleimid-Losung (NEM) perfundiert. Das
NEM wurde taglich frisch angesetzt und beinhaltete 0,63 g NEM, welches in 500
ml PBS im Ultraschallbad aufgelost wurde. Anschlie®end wurden 2,5 ml EDTA
hinzugegeben. Die Organe wurden in flissigem Stickstoff schockgefroren und in
einer -80°C Kuhltruhe aufbewahrt.

2.2.3 Bestimmung der RXNO-Konzentration im Gewebe

Die CLD (ECO PHYSICS, Switzerland) wird zur Bestimmung der NO-Metaboliten
(RXNO) unter anderem im Gewebe eingesetzt. Das Prinzip derselben beruht
darauf, dass Lichtquanten gemessen werden, die bei der Reaktion von NO mit
Ozon aquimolar zur Nitrit- und Nitrosothiolkonzentration der Probe freigesetzt
werden %% 6364
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Vor jeder Analyse erfolgt eine Eichung der Anlage durch dreifache Aufgabe einer
Nitritstandardreihe.

Um NO aus der Probe freisetzen zu konnen, werden je 100 pl mit einer
Glasspritze (Typ 1710/50 RN, Hamilton, Bonaduz, Schweiz) 3-mal in ein
Glasinjektionsgefald gegeben. Dort sind 40 ml einer iodhaltigen, reduktiven
Reaktionslosung enthalten, die sich aus 0,81 g Kaliumjodid (Merck, Darmstadt,
Deutschland) und 0,285 g lod (Sigma, Steinheim, Deutschland) gelost in 7,5 ml
HPLC-Wasser (Merck, Darmstadt, Deutschland) und versetzt mit 100 ml
Essigsaure  (Merck, Darmstadt, Deutschland)  zusammensetzt. Die
Reaktionsldsung wird durch ein zirkulierendes Wasserbad auf 60°C erhitzt.

In diesem sauren Medium wird Nitrit aquimolar zu NO reduziert.

Dabei werden zunachst aus dem in der Probe enthaltenem Nitrit Nitrosoniumionen
(NO") freigesetzt, die mit lodid (I) weiter zu NO reagieren. Nach Zusatz von

Sulfanilamid stammte das freigesetzte NO ausschliel3lich aus den Thiolbindungen.
62, 65

NO, + 2 H" > NO" + H,O
NO* + I — ONI
2 ONIl —- 2 NO.+ I,

Das gebildete NO wird nun durch Helium als inertes Tragergas zur
Reaktionskammer befordert. Das NO tritt in die Gasphase uber und stromt
zunachst durch ein Kondensatorsystem, um wassrige Bestandteile zu eliminieren.
Danach fliel3t es durch eine Glaskammer. Diese ist mit gekuhlter 1 M Natronlauge
(NaOH) gefullt und dient dem Abfangen von hoheren Stickoxiden aus dem Gas.
Der Kammer wird aus Sauerstoff generiertes Ozon zugeleitet. Ozon reagiert mit
NO zu energetisch angereichertem Stickstoffdioxid (NO,*). Ein Teil des gebildeten
NO; befindet sich in einem angeregten Zustand (NO,*). Dessen Energie wird dann
als Photon frei:

NO,* — NO, + hv

Die Lumineszenzreaktion findet in der Reaktionskammer statt. Das emittierte Licht
ist direkt proportional zur NO-Konzentration der Probe.®? Das Signal wird als
Flache unter der Kurve gemessen (area under the curve, AUC). Zur
Datenaufnahme und —integration dient ein PC mit der Software ChromStar der
Firma SCPA aus Weyhe-Leeste, Deutschland.

2.2.4 cGMP-Bestimmung

NO kann in der glatten Muskelzelle der Gefallwand Uber die Aktivierung der
Guanylatzyklase und eine Erhdhung des zyklischen Guanosinmonophosphat
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(cGMP) vasodilatatorisch wirken. cGMP ist im Korper ein wichtiger second
messenger und aktiviert die Proteinkinase G (PKG), welche andere Proteine, die
zur GefaRrelaxation beitragen, phosphoryliert.?® Um somit eine Erhéhung der
cGMP-Spiegel in den Aorten der Mause nachweisen zu kénnen, wurde das Kit
RPN 226 von GE Healthcare Life Sciences nach Herstellerangaben verwendet.

Zuerst wurde das Gewebe in 6 % Trichloressig bei einer Verdunnung von 1:10 bei
4°C homogenisiert. Nach einer 15-minutigen Zentrifugation bei 4°C und 2000x g
wurde der entstandene Uberstand abgenommen und in Eppendorfgefalie
uberfuhrt. Anschlie®Bend wurde er 4-mal mit dem 5-fachen Volumen an
Diethylether gewaschen, wobei die obere Etherschicht bei jedem Waschschritt
entfernt wurde. Im Anschluss daran wurde das Extrakt in der SpeedVac bei 60°C
so lange getrocknet, bis nur ein trockenes Pellet Ubrig blieb. Dieses wurde dann in
450 pl Assaypuffer aufgelost.

Die Proteinkonzentration wurde mittels DC protein assay (Bio-Rad) nach
Herstellerangeben mit einer vorher festgelegten Konzentration aus einer BSA-
Standardreihe gemessen.

Zunachst wurde eine Standardkurve angefertigt. Dazu wurde 1 ml des verdunnten
Assaypuffers mit 10,24 pmol/ml acetylierten Stock-Standards bis hin zu einer
Verdlinnung von 512 fmol insgesamt 9-mal verdunnt. Dann wurde zu jeder Probe
und zu den Standards die Acetylierungsreagenz hinzugefugt. In die Wells der
Platte wurde anschlieRend das Antiserum pipettiert; Ausnahmen stellten hierbei
das Blank und die NSB-Wells (nonspecific binding) dar. In Doppelbestimmung
wurden dann die Standards und die Proben in die Wells pipettiert. In die fir die
NSB vorgesehenen Wells kam Assaypuffer hinzu. Die Inkubationszeit betrug 2
Stunden bei 4°C. Danach kam das geloste cGMP-Konjugat mit Ausnahme des
Blanks in alle Wells. Erneut musste die Platte bei 4°C fur 1 Stunde inkubieren.
Nach dem Waschen wurde sofort das Enzymsubstrat (TMB) in alle Wells
pipettiert, um auf einem Plattenshaker 30 Minuten zu inkubieren. Nach der Zugabe
von 1 M Schwefelsaure, die den Reaktionsvorgang anhalten sollte, wurden die
cGMP-Spiegel der Aorten bei einer Wellenlange von 450 nm gemessen.

2.2.5 PKG-Aktivitat

Um die PKG-Aktivitat in Aorten zu messen, wurde das CycLex Cyclic GMP
dependent protein kinase (cGK) Assay Kit der Firma MBLinternational Corporation
verwendet 67 68. 69, 70, 71

Das gefrorene Gewebe wurde in dreifachem Volumen DE-Puffer aufgenommen
und homogenisiert bzw. gemorsert. Um unlosliche Bestandteile zu entfernen,
wurde das Homogenat anschlieRend bei 30.000x g und 4°C fur 30 Minuten
zentrifugiert. Danach wurde bei den Aorten der Uberstand auf Amiconsaulen
aufgetragen und erneut zunachst 30 Minuten bei 14000x g und anschliel3end 2
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Minuten bei 1000x g zentrifugiert. Anschlielend wurde er in Eppendorfgefalle
uberfuhrt, um zur Proteinbestimmung und zum Assay verwendet zu werden.

Zunachst wurde eine Standardverdunnungsreihe mit BSA angefertigt. Dann
wurden je 50 pl der zuvor verdinnten Proben und der Standardreihe in die
entsprechenden Wells pipettiert. Es wurde jeweils eine Doppelbestimmung
durchgefuhrt. Die vorher nach Herstellerangaben verdiinnte Arbeitslosung wurde
zu den Standards und Proben pipettiert.

Nach 5-minudtiger Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurde die Platte im
Photometer bei den Wellenlangen 590 nm und 450 nm vermessen, um die
optischen Dichten mithilfe der Referenzwellenlange zu bestimmen. Die
Auswertung erfolgte mit der Photometersoftware.

Vor Durchfuhrung des Assays wurden die wash solution, der kinase reaction
buffer (KRB) und der cGMP plus kinase reaction buffer nach Herstellerangaben
vorbereitet.

In Doppelbestimmung wurden 10 ul Probe je Well aufgetragen. Aulderdem wurde
eine Positivkontrolle mit eingeschlossen. Durch Zugabe des cGMP plus Kinase
reaction buffers wurde die Reaktion in Gang gesetzt. Nach einer 30-minutigen
Inkubationszeit bei 30°C wurden die Wells gewaschen. Danach wurde HRP-
conjugated detection antibody 10H11 in jedes Well pipettiert und die Platte bei
Raumtemperatur fur eine Stunde inkubiert. Darauf folgte erneut ein Waschschritt.
Nachdem dann die substrate reagent in jedes Well aufgetragen worden war,
erfolgte eine weitere Inkubationszeit von 10-15 Minuten bei Raumtemperatur unter
Beobachtung der Farbentwicklung. Dann wurde die Stopplésung in jedes Well
gegeben, um anschlieend die Messung bei den Wellenlangen von 450 nm und
540 nm durchzufuhren.

2.2.6 Statistische Auswertung

Sofern dies nicht anders gekennzeichnet wurde, wurden die deskriptiven
statistischen Daten als Mittelwerte (MW) + Standardfehler (SEM) angegeben. Die
Daten der tierexperimentellen Studie wurden mithilfe der einfaktoriellen
Varianzanalyse (ANOVA) und des Post-hoc-Tests (Bonferroni) auf signifikante
Unterschiede hin geprtft. Die Werte der klinischen Studie wurden in den einzelnen
Gruppen mithilfe eines gepaarten Student's t-Tests Uberpruft, wahrend die
Differenzen zwischen den Gruppen mittels eines ungepaarten t-Tests errechnet
wurden. Als statistisch relevant galt ein p-Wert <0,05.
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3 Ergebnisse

3.1 Klinische Studie

3.1.1 Studienkollektiv

Insgesamt wurden n=28 Probanden flr die Teilnahme an der Studie rekrutiert, von
denen n=7 ausgeschlossen werden mussten, da n=5 ihre Teilnahmebereitschaft
widerriefen und n=2 die vorgegebenen Kriterien nicht erflllten. Somit konnten
n=21 Probanden entweder in die Nitratgruppe oder in die Placebogruppe
randomisiert werden. Die Zuweisung in die jeweilige Gruppe erfolgte doppelblind
randomisiert Uber das kardiologische Labor. Dabei wurden n=11 Probanden der
Nitratgruppe und n=10 Probanden der Placebogruppe zugeteilt.

3.1.2 Charakterisierung der Studienpopulation

Das in die Nitratgruppe eingeteilte Probandenkollektiv bestand aus 4 Frauen und 7
Mannern mit einem durchschnittichen Alter von 63+2 Jahren, einer
durchschnittlichen Gré3e von 173+3 cm und einem mittleren Korpergewicht von
7415 kg. Die Gruppe der Personen, die das Placebo zu sich nahmen, bestand
hingegen aus 4 Frauen und 6 Mannern mit einem durchschnittlichen Alter von
6311 Jahren, einer durchschnittlichen GroRe von 176+3 cm und einem mittleren
Koérpergewicht von 8315 kg.

Zwischen beiden Gruppen bestand somit kein signifikanter Unterschied bezlglich
Alter, Korpergrolde, Korpergewicht, HeartScore und BMI. Bei der Bestimmung der
Cholesterinwerte, des CRPs, der Kreatinin- und Triglyceridkonzentration, des
HbA1c, des Hamoglobingehalts und der Zahl der Leukozyten konnten ebenfalls
keine signifikanten Unterschiede zwischen ihnen festgestellt werden (siehe
Tabelle 1).
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Kontrolle Nitrat p-Werte
n=10 n=11
Alter (y) 63 £ 1 6312 0,68
Grolde (cm) 176 £ 3 173+ 3 0,46
Gewicht (kg) 835 74 +£5 0,23
BMI (kg/m?) 26 £1 24 + 1 0,13
Manner/Frauen (n) 6/4 7/4 0,87
Raucher/Nichtraucher (n) 2/8 1/10 0,5
Cholesterin (mg/dl) 219+ 13 238 + 11 0,28
CRP (mg/dl) <0,3 <0,3 0,48
Kreatinin (mg/dl) 0,8+0,1 0,85+0,1 0,42
Triglyceride (mg/dl) 105 £ 13 125+ 19 0,37
Hba1c (%) 56+0,1 58+0,1 0,14
Hamoglobin (g/dl) 145104 14,1+ 0,3 0,32
Leukozyten (*10/ul) 6,4+04 56+0,5 0,27
HeartScore 4,7 £ 3,1 4,7+25 0,46

Tabelle 1: Charakterisierung der Kontroll- und der Nitratgruppe (MW+SE)

3.1.3 Endotheliale Funktion

Hinsichtlich des basalen Durchmessers der Arteria brachialis zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen. Die FMD der
Kontrollgruppe betrug im Mittel 6,0+0,2 % und die der Nitratgruppe 6,0£0,2 %.
Nach der 4-wochigen Einnahme des Placebos bzw. des Nitrats war bei der
Kontrollgruppe keine Veranderung zu beobachten (6,0+0,3 %, p=0,97); die FMD
der Nitratgruppe stieg hingegen signifikant an (von 6,0+0,2 % auf 6,5+0,2 %,
p=0,01) (Abb. 2).

Die Messung der NMD, also der endothelunabhangigen Dilatation, zeigte keine
Unterschiede zwischen den Gruppen auf. Die Kontrollgruppe wies eine NMD von
14 % auf, wahrend die NMD der Nitratgruppe 14,6 % betrug (p=0,2).
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Abb. 2: Endotheliale Funktion: Einfluss der Nitrateinnahme auf die endotheliale Funktion. A)
Messung der endothelialen Funktion der Probanden. Durch die Supplementierung von Nitrat
konnte die FMD signifikant verbessert werden (p= 0,01). FMD = flussvermittelte (Vaso-)Dilatation.
B) NMD = endothelunabhéngige Dilatation; die endothelunabhéangige Dilatation unterscheidet sich
zwischen den Gruppen nicht (p= 0,2).

3.1.4 Verbesserung der GefaBsteifigkeit durch Nitrateinnahme

3.1.4.1 PWV

Auch die aortale Steifigkeit der Gefalle, die mit der Pulswellengeschwindigkeit
(pulse wave velocity, PWV) gemessen wurde, zeigte unter basalen Bedingungen
keine signifikanten Unterschiede. So betrug sie bei der Kontrollgruppe im Mittel
9,241 m/s und nach der 4-wochigen NaCl-Einnahme 9,6+1 m/s (p=0,15). Im
Gegensatz dazu konnte die aortale Steifigkeit durch die Supplementierung von
Nitrat signifikant gesenkt werden: Hier lag sie basal bei 10,2+1 m/s und fiel nach
der 4-wochigen Einnahme auf 9,01 m/s (p=0,01) ab (Abb. 3).

3.1.4.2 AIX@75

Ein Mal} fUr die arterielle Steifigkeit der Gefalde stellt der Augmentationsindex dar.
Dieser anderte sich in der Kontrollgruppe nach 4-woéchiger Placeboeinnahme nicht
(von 25,312 auf 25,512, p=0,86). Die arterielle Steifigkeit hingegen konnte mit der
Nitratintervention signifikant von 23,412 auf 19,913 gesenkt werden (p=0,01).

Der Pulsdruck (pulse pressure, PP) wurde weder in der Kontrollgruppe (von
56,4+4 mmHg auf 55,63 mmHg, p=0,78) noch in der Nitratgruppe (von 54,9113
mmHg auf 51,64+3 mmHg, p=0,07) signifikant gesenkt.

Der Augmentationsdruck (augmentation pressure, AP) wurde in der
Kontrollgruppe mit einem Abfall von 15,3t2 mmHg auf 15,242 mmHg nicht

23



signifikant verandert (p=0,78). In der Nitratgruppe konnte der AP allerdings
signifikant von 12,7+1 mmHg auf 9,82 mmHg gesenkt werden (p=0,04) (Abb. 3).

3.1.4.3 IMT (intima-media thickness)

Um feststellen zu kdnnen, ob sich die Wand der Gefal3e der Probanden im Alter
verdickt bzw. ob eine solche Veranderung durch eine diatetische
Supplementierung von Nitrat wieder rickgangig gemacht werden kann, wurde die
Intima-Media-Dicke mittels Ultraschall bestimmt.

Dabei zeigte sich, dass weder bei der Kontroligruppe (von 0.76£0.03 mm auf
0.76£0.03 mm, p=0.49) noch bei der Nitratgruppe (von 0.77+0.02 mm auf
0.77+0.02 mm, p=0.28) eine signifikante Anderung der Intima-Media-Dicke
verzeichnet werden konnte (Abb. 3).
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Abb. 3: Arterielle GefaRsteifigkeit: Die Gefalisteifigkeit der Probanden konnte mit der 4-wdchigen
Nitrateinnahme verbessert werden. A) Pulswellengeschwindigkeit (PWV); die aortale Steifigkeit
konnte durch die Nitrateinnahme reduziert werden (p=0,01). B) Augmentationsindex (AlX); die
arterielle Steifigkeit konnte mit der Intervention gesenkt werden (p=0,01). C) Intima-Media-Dicke

24



(IMT); in keiner der beiden Gruppen konnte eine Veranderung der Intima-Media-Dicke festgestellt
werden.

3.1.5 Hamodynamik

Der systolische Blutdruck der Probanden der Kontrollgruppe anderte sich nicht
signifikant: Vor der Intervention betrug er hier im Mittel 1386 mmHg und nach der
4-wochigen Placeboeinnahme 136+4 mmHg (p=0,71). In der Nitratgruppe wurde
der Blutdruck im Mittel von 137+4 mmHg auf 129,415 mmHg (p=0,01) nach der 4-
wochigen Diat gesenkt.

Beim diastolischen Blutdruck waren weder in der Kontrollgruppe (von 83+3 mmHg
auf 812 mmHg, p=0,51) noch in der Nitratgruppe (von 80+3 mmHg auf 79+3
mmHg, p=0,39) signifikante Veranderungen zu beobachten (Abb. 4).
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Abb. 4: Hamodynamik: Nach chronischer Supplementierung von Nitrat sank der systolische
Blutdruck der Probanden. A) Systolic blood pressure (SBP); der periphere systolische Blutdruck
konnte durch eine chronische diatetische Nitrateinnahme signifikant gesenkt werden (p=0.01). B)
Diastolic blood pressure (DBP); es konnte weder in der Kontroll- noch in der Nitratgruppe ein Effekt
auf den diastolischen Blutdruck beobachtet werden.

3.1.6 NOx-Analytik

Die Nitratlevel im Plasma der Probanden der Kontrollgruppe stiegen mit einer
Veranderung von 31+6 uM auf 4016 uM (p=0,06) nicht signifikant an. In der
Interventionsgruppe liel® sich hingegen ein signifikanter Anstieg derselben von
32144 yM auf 264+54 yM (p=0,01) messen.

Auch bei den gemessenen Nitritwerten konnten in der Kontrollgruppe keine
signifikanten Unterschiede festgestellt werden (von 0,1£0,01 yM auf 0,11+0,01

MM, p=0,45). Die Nitritwerte im Plasma der Probanden der Nitratgruppe, die basal
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bei 0,090,007 uM lagen, stiegen hingegen nach 4-wochiger Supplementierung
von Nitrat signifikant auf 0,33+0,07 uyM (p=0,01) an.

Die Werte der im Plasma der Kontrollgruppe detektierten nitrosierten NO-Spezies
betrugen vorher 20,9+2,8 nM und nachher 21,1+3,2 nM (p=0,28). In der
Nitratgruppe wurden basal 17,9+1,8 nM gemessen; hier stiegen die Plasmawerte
nach 4-wochiger Nitrateinnahme signifikant auf 26,8+3,3 nM (p=0,01) an (Abb. 5).
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Abb. 5: Modulation des Plasma-NO-Pools: A) Die Nitratlevel im Plasma der Probanden stiegen
durch die 4-wochige Nitrateinnahme signifikant an (p=0,01). B) Auch die Plasmanitritkonzentration
wurde durch die anorganische Supplementierung von Nitrat signifikant erhoht (p=0,01). C) Die
nitrosierten NO-Spezies (R-NO) im Plasma stiegen in der Nitratinterventionsgruppe nach 4-
wochiger Einnahme signifikant an (p=0,01).

3.1.7 SF-36

Mit dem Short-Form-Fragebogen, den die Probanden der Studie ausfullten, lasst
sich die Lebensqualitdt im Bezug auf die Gesundheit feststellen. In der unten
aufgefuhrten Tabelle 2 werden die mithilfe desselben ermittelten
durchschnittlichen Werte der Probanden der Kontrollgruppe (Kontrolle) und der
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Nitratgruppe (Nitrat) jeweils vor (V1) und nach (V2) der 4-wochigen Intervention
aufgefuhrt. Dabei ist festzustellen, dass bezuglich keiner der Skalen Unterschiede
zwischen den vor und nach der Intervention ermittelten Werten verzeichnet
werden konnten. Auch im Vergleich zueinander weisen die Gruppen keine

nennenswerten Abweichungen zwischen den jeweiligen Werten auf (Tab. 2).

kdrperliche Funktionsfdhigkeit
kérperliche Rollenfunktion
kérperliche Schmerzen
allgemeine Gesundheitswahrnehmung (¥)
Vitalitdt (*)
soziale Funktionsfdhigkeit
emotionale Rollenfunktion
psychisches Wohlbefinden (*)
kdrperliche Summenskala
psychische Summenskala

Kontrolle V1 Kontrolle V2| p-Wert | NitratVl NitratV2 | p-Wert
92,5+2 9243 0.73 91,443 91,8+2 0.68
90£10 92,55 0.84 93,247 10010 0.34
77,918 8117 0.54 86,36 89,65 0.55
72,543 73,55 0.73 79,615 85,814 0.09
73,5t4 7315 0.88 73,64 75,93 0.62
96,32 92,543 0.08 95,543 95,543 0
1000 100£0 0 95,55 1000 0.34
85,612 86,413 0.78 83,614 85,83 0.54
50,5¢2 51,09+2 0.72 53,1+2 54,611 0.30
57,1#1 56,61 0.76 55,42 56,41 0.50

Tabelle 2: Ergebnisse der Auswertung des SF-36-Fragebogens. (*) = bipolare Skalen (siehe

Material und Methoden).

3.1.8 Kilinisches Routinelabor

Insgesamt konnten bei den im Zentrallabor festgestellten Blutwerten keine
relevanten Unterschiede festgestellt werden: Weder waren die basalen Werte der
beiden Gruppen unterschiedlich, noch konnten signifikante Anstiege oder Abfalle
der Werte nach der Intervention mit NaCl oder Nitrat beobachtet werden.
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3.2 Tierexperimentelle Studie

Um die Nitrit- und Nitratspiegel im Plasma und im Gewebe nach der chronischen
Supplementierung von Nitrat untersuchen zu konnen, wurde eine
tierexperimentelle Studie durchgefuihrt, deren Ergebnisse im Folgenden aufgefihrt
werden sollen.

In den nachfolgenden Abschnitten werden die Bezeichnungen fur die
verschiedenen Mausegruppen unterschiedlich abgekurzt. O (old) steht dabei fur
die alten (= 22 Monate alten) und Y (young) fur die jungen (= 6 Monate alten)
Mause, die jeweils entweder der Kontrollgruppe (C) oder der Nitratgruppe (N)
angehoren.

3.2.1 Plasmaspiegel von Nitrat und Nitrit

Nach der Supplementierung von Nitrat stiegen sowohl in alten (OC 38,8+3,5 uM,
ON 304,4+46,7 uM, p=0,01, n=6) als auch in jungen Mausen (YC 45,65 uM, YN
291,4+50,5 uM, p=0,01, n=6) die plasmatischen Nitratspiegel an. Nur in alten
Mausen jedoch stiegen auch die Nitritwerte im Plasma signifikant an (OC 0,810,2
MM, ON 4,2+0,6 uM, p=0,01, n=6). Bei den jungen Mausen war kein signifikanter
Nitritanstieg zu detektieren (YC 1,31£2,7 uM, YN 2,2+0,5uM, p=0,17, n=6) (Abb. 6).
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Abb. 6: Die Plasmawerte von Nitrat und Nitrit in jungen und alten Mausen vor und nach der
4-wochigen Nitrateinnahme: A) Die Nitratwerte im Plasma stiegen sowohl bei den alten (p=0.01)
als auch bei den jungen (p=0.01) Mausen signifikant an. B) Die plasmatischen Nitritlevel der alten
Mause stiegen nach der Intervention mit Nitrat signifikant an (p=0.01).

Die im Plasma gemessenen Nitrosothiolwerte (R-SNO) stiegen nach der
Supplementierung von Nitrat an. Bei den alten Mausen (OC 29.1+12 nM, ON
112.8446.5 nM, p=0.12, n=5) war dabei jedoch kein signifikanter Anstieg zu
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erkennen. Dagegen konnte bei den jungen Mausen ein signifikanter Anstieg
festgestellt werden (YC 184+8.8 nM, YN 66+17 nM, p=0.03, n=5). Bezuglich der
gemessenen Nitrosamine (R-NNO) wurde in der Gruppe der alten Mause (OC
6.7+£2.6 nM, ON 44+20 nM, p=0.1, n=5) eine Tendenz beobachtet. In der Gruppe
der jungen Mause (YC 3.4+1.2 nM, YN 16.2+3.7 nM, p=0.01, n=5) wurde
bezlglich derselben ein signifikanter Anstieg festgestellt.

Die im Plasma gemessenen nitrosierten NO-Spezies (R-XNO) waren nach 8-
wochiger Supplementierung von Nitrat bei den alten Mausen (OC 36114 nM, ON
15759 nM, p=0.08, n=5) nicht signifikant erhdht. Bei den jungen Mausen (YC
21+£9 nM, YN 82120 nM, p=0.02, n=5) war der verzeichnete Anstieg jedoch
signifikant (Abb. 7).
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Abb. 7: Die Werte der R-SNO, R-NNO und R-XNO-Level im Plasma der jungen und alten
Mause: A) Die reduktiven NO-Spezies im Plasma der jungen Mause stiegen nach der
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Supplementierung von Nitrat signifikant an (p=0.02). B) Die Nithrosothiolspiegel im Plasma der
jungen Mause stiegen nach 4-wochiger Nitratintervention signifikant an (p=0.03). C) Auch die
Nitrosaminlevel im Plasma der jungen Mause zeigten einen signifikanten Anstieg (p=0.01).

3.2.2 Gewebemessungen von Nitrat und Nitrit

Die Nitratlevel stiegen weder bei den jungen (YC 8.1£4.4 ymol, YN 10.3+3 umol,
p=0.35, n=6) noch bei den alten Mausen (OC 8.2+1.5 pmol, ON 9.4+2 umol,
p=0.64, n=6) an. Auch die Nitritspiegel in den Aorten der jungen Mause (YC
1.5£0.2 pmol, YN 1.7+£0.3 pmol, p=0.3, n=6) zeigten keinen Anstieg. Die
Nitritspiegel der alten Mause (OC 1.1+0.05 pmol, ON 0.8+0.06 pmol, p=0.002,
n=6) fielen ab (Abb. 8).
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Abb. 8: Die Nitrit- und Nitratlevel in den Aorten der jungen und alten Mause vor und nach der
4-wochigen anorganischen Nitratsupplementierung: A) In den Aorten der jungen und alten
Mause konnte kein Anstieg der Nitratkonzentration gezeigt werden. B) Die Nitritspiegel in den
Aorten zeigten bei den alten Mausen einen Abfall (p=0.002).

In den Herzen der jungen (YC 31+£9.8 uM, YN 35.3+6 pM, p=0.71, n=6) und alten
Mause (OC 23.4+41 uyM, ON 37.5+6.7 pM, p=0.1, n=6) konnten keine
signifikanten Veranderungen der Nitratspiegel festgestellt werden.

Auch die Nitritspiegel in den Herzen der jungen (YC 1+0.2 pM, YN 1.2+0.2 pM,
p=0.26, n=6) und alten Mause (OC 0.7+0.1 pM, ON 0.8+0.1 pM, p=0.5, n=6)
wiesen bei den Messungen keine signifikanten Veranderungen auf (Abb. 9).

Die in den Herzen der jungen Mause gemessenen Nitrosothiolwerte (R-SNO)
betrugen YC 22.44+8 nM und YN 100.9+20 nM, p=0.01, n=6. Die Werte der alten
Mause lagen bei OC 4916 nM und ON 102.3+11 nM, p=0.01, n=6.
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Bei den gemessenen Nitrosaminen (R-NNO) in den Herzen der jungen (YC 5048
nM, YN 77+4 nM, p=0.03, n=6) und der alten Mause (OC 39+8 nM, ON 7118 nM,
p=0.02, n=6) waren signifikante Anstiege erkennbar.

Die nitrosierten NO-Spezies (R-XNO) betrugen in den Herzen der jungen Mause
YC 72111 nM, YN 161.6£91 nM, p=0.01, n=6, und in denen der alten Mause OC
88.217 nM, ON 173.4+x11 nM, p=0.01, n=6.
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Abb. 9: Die Konzentrationen von Nitrit und Nitrat in den Herzen der jungen und alten Mause
jeweils vor und nach der Supplementierung von Nitrat fiir 4 Wochen: A) Auch bei den
Nitratleveln im Gewebe der Herzen konnte kein Unterschied bei den jungen und alten Mausen
aufgezeigt werden. B) Die Gewebenitritievel der Herzen stiegen bei beiden Gruppen nach der
Intervention mit Nitrat nicht an.

Bei den Messungen der Lebern konnten bei den jungen (YC 0.67+0.23 umol, YN
7.7£2.4 pymol, p=0.02) und den alten Mausen (OC 1.13+0.3 pmol, ON 16.84+6
pmol, p= 0.02) signifikante Anstiege der Nitratspiegel beobachtet werden.

Auch bei den Nitritspiegeln wurden sowohl bei den jungen Mausen (YC
0.094£0.003 pmol, YN 0.14£0.01 pymol, p=0.01) als auch bei den alten Mausen (OC
0.11£0.02 pmol, ON 0.241+0.04 pmol, p= 0.02) signifikant erhdhte Nitritwerte
festgestellt (Abb. 10).
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Abb. 10: Die Nitrit- und Nitratwerte im Gewebe der Lebern der jungen und alten Mause nach
4-wochiger Supplementierung von Nitrat: A) Die Nitratwerte in den Lebern der alten (p=0.02)
und der jungen Mause (p=0.02) stiegen signifikant an. B) In den Lebern der beiden Gruppen von
Mausen konnte ein Anstieg der Nitritlevel beobachtet werden. Der Anstieg des Gewebenitrits bei
den alten (p=0.02) und den jungen Tieren (p=0.01) war signifikant.

Nach der Supplementierung von Nitrat zeigte sich in den Lungen der alten Mause
ein signifikanter Anstieg der Nitratwerte (OC 2.8+0.7 pmol, ON 12.8+3 pmol,
p=0.01). Bei den jungen Mausen konnten diesbezlglich keine signifikanten
Veranderungen beobachtet werden (YC 4.4+2.3 ymol, YN 4.3£1.8 uymol, p=0.1).

Die Nitritspiegel der Lungen wiesen in beiden Gruppen keine signifikanten
Unterschiede auf. (YC 0.26+0.12 uymol, YN 0.26£0.04 ymol, p=0.1; OC 0.16+£0.02
pgmol, ON 0.194£0.02 pymol, p=0.3) (Abb. 11).
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Abb. 11: Die Nitrit- und Nitratspiegel im Gewebe der Lungen vor und nach 4-wéchiger
Supplementierung von Nitrat bei den jungen und alten Mausen: A) In den Lungen der alten
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Mause konnte nach 4-woéchiger Nitratsupplementierung ein signifikanter Anstieg der Nitratwerte im
Gewebe der alten Mause gezeigt werden (p=0.01). Bei den jungen Mausen zeigten sich keine
signifikanten Veranderungen. B) Die Nitritlevel im Gewebe der Lungen anderten sich bei jungen
M&usen und alten Mausen nicht.

3.2.3 cGMP-Bestimmung

In den Aorten der Tiere konnte nach der Supplementierung von Nitrat sowohl bei
den alten (OC 7.9+0.43 fmol/mg Protein, ON 4.4+0.65 fmol/mg Protein, p=0.002)
als auch bei den jungen Mausen (YC 14.91£0.24 fmol/mg Protein, YN 7.29+0.8
fmol/mg Protein, p=0.0001) ein signifikanter Abfall der cGMP-Level beobachtet
werden. Auch die cGMP-Level der jungen und alten Kontrollgruppen
unterschieden sich bereits unter basalen Bedingungen signifikant voneinander
(p=0.0001) (Abb. 12).

Aorta

I i Hl Kontrolle
201 % Bl Nitrat

Jung Alt

Abb. 12: Die cGMP-Spiegel der Aorten der beiden Gruppen vor und nach der
Supplementierung von Nitrat: Die cGMP-Level der jungen Mause (p=0.0001) und der alten
Mause (p=0.002) fielen nach der Nitrateinnahme signifikant ab. Auch die cGMP-Level der beiden
Kontrollgruppen wiesen bereits unter basalen Bedingungen signifikante Unterschiede auf
(p=0.0001).

3.2.4 PKG-Aktivitat

Die Aktivitat der PKG in den Aorten der jungen Mause (YC 4.5+1 Aktivitat/mg
Protein, YN 10.5+2 Aktivitat/mg Protein, p=0.02) wurde durch die nitratreiche
Ernahrung signifikant gesteigert. Auch die PKG-Akivitat in den Aorten der alten
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Mause (OC 5.6+0.7 Aktivitat/mg Protein, ON 18.4+3 Aktivitat/mg Protein, p=0.001)
stieg signifikant an (Abb. 13).
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Abb. 13: Die PKG-Aktivitit in den Aorten der beiden Gruppen vor und nach der
Nitratintervention: Sowohl bei den jungen (p=0.02) als auch bei den alten Mausen (p=0.001)
konnte ein signifikanter Anstieg der PKG-Aktivitat festgestellt werden.

34



4 Diskussion

Die wesentlichen Ergebnisse dieser Arbeit lassen sich wie folgt zusammenfassen:

(1.) Diatetisches Nitrat nimmt beim Menschen Einfluss auf die
altersabhangige endotheliale Dysfunktion.

(2.) In der klinischen Studie wird die altersabhangige vaskulare
Gefalsteifigkeit nach 4-wdchiger Nitrateinnahme verbessert.

(8.) Durch eine chronische diatetische Supplementierung von Nitrat kann
der systolische Blutdruck beim Menschen gesenkt werden.

(4.) In einer tierexperimentellen Studie konnte nachgewiesen werden, dass
durch eine orale Nitrateinnahme Einfluss auf die endogenen NO-Level
sowohl im Gewebe als auch im Plasma genommen werden kann.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, nachzuweisen, dass eine chronische
diatetische Nitratgabe altersabhangige vaskulare Funktionen beeinflussen und die
endogenen NO-Spiegel modulieren kann. Hierzu wurden die Gefal3funktionen im
Alter jeweils vor und nach der Intervention mit Nitrat bzw. einem Placebo mittels
FMD, Applanationstonometrie und Blutdruck bestimmt. AuRerdem wurden in einer
tierexperimentellen Studie die Nitrit- und Nitratwerte im Plasma und in
verschiedenen Geweben gemessen.

Nitrit und Nitrat spielen im Gefal3- und Immunsystem eine entscheidende Rolle,
allerdings kommt der Ernahrung als wichtiger Nitrit- und Nitratquelle bislang wenig
Aufmerksamkeit zu. Ca. 80 % der taglichen Nitrataufnahme stammt aus dem
Verzehr von Gemiise.”? Aber auch Friichte und verschiedene Arten von Fleisch
enthalten einen hohen Anteil an Nitrat. Obwohl der Verzehr dieser Lebensmittel
grundsatzlich als gesund gilt, setzte die European Food Safety Authority (EFSA)
fur eine angemessene tagliche Nitrateinnahme (acceptable daily intake, ADI)
einen Wert von 3,7 mg/kg (=0,06 mmol/kg) fest. Das bedeutet, dass ein
durchschnittlicher 70 kg schwerer Erwachsener demnach eine tagliche Menge von
260 mg (=4,2 mmol) Nitrat zu sich nehmen darf. Mit einer durchschnittlichen und
ausgewogenen Ernadhrung nimmt man ca. 1,2 mmol Nitrat pro Tag auf,
wohingegen Vegetarier taglich ca. 4,3 mmol Nitrat aufnehmen.*?

Die DASH-Diat hingegen, deren positiver Einfluss auf den Blutdruck
nachgewiesen werden konnte, beinhaltet eine tagliche Dosis von ca. 1222 mg
Nitrat. Diese Ubersteigt den ADI von 260 mg flr einen 70 kg schweren Menschen
jedoch um iber 500 %.%® Zudem belegte eine Studie den Benefit, den die
Einnahme von hohen Dosen Nitrat mit sich bringt: Dabei wurde der systolische
Blutdruck mit einer einmaligen Einnahme von 0,5 | Rote-Bete-Saft gesenkt.73 Mit
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dem Rote-Bete-Saft, der hier als Prufpraparat verwendet wurde, nahmen die
Probanden ca. 1360 mg Nitrat auf. Eine solche Dosis Ubersteigt den ADI
deutlich.” Diese Studien zeigen offensichtlich, dass die von der DASH
empfohlene Erndhrungsweise, die den Verzehr von reichlich Obst und Gemuse
vorgibt, teilweise den von der EFSA vorgeschriebenen Grenzwert der taglichen
Nitrateinnahme Uberschreitet. Da durch sie jedoch die gewlnschten positiven
Effekte, wie unter anderem die Verbesserung der endothelialen Funktion und die
Reduktion des Blutdrucks, eintreten, sollten die Grundgedanken hinter den
strengen Regulationen fur die Nitrit- und Nitrateinnahme noch einmal Uberdacht
und die darauf basierenden Empfehlungen gegebenenfalls revidiert werden.

4.1 Bewertung des Studienkollektivs

Die in der vorliegenden Studie untersuchten alteren Menschen stellten Alter,
Gewicht und GrolRe betreffend ein homogenes Studienkollektiv dar. Im
Durchschnitt waren die Probanden 63 Jahre alt. Allerdings wiesen sie insgesamt
auch ein erhdhtes Risiko fur kardiovaskulare Erkrankungen auf, da ihr HeartScore
durchschnittlich einen Wert von 4.7 betrug. Der HeartScore beschreibt das Risiko,
an einem kardiovaskularen Ereignis zu erkranken. Somit sind die basalen
Messwerte der Probanden nicht allein auf das erhdhte Alter zurtckzufuhren,
sondern sie reprasentieren das Zusammenspiel von Alter und einem zusatzlich
erhohten kardiovaskularen Risiko. Dies ist aber durchaus gewollt, da es nicht die
Intention der Studie war, eine selektierte Gruppe alterer Menschen ohne
kardiovaskulares Risiko zu untersuchen, sondern vielmehr Probanden, die den
Charakteristika der generellen Population entsprechen. Durch dieses Spezifikum
wird die Relevanz der hiesigen Studie fur die gesamte Bevdlkerung unterstrichen.
Zudem ist das kardiovaskulare Risikoprofil der hier untersuchten Probanden
vergleichbar mit Probandenkollektiven anderer Studien, welche sich ebenfalls mit
der Untersuchung von gesunden, alteren Menschen ohne kardiovaskulare
Erkrankungen beschaftigten.”"’

Es gibt verschiedene Erklarungsansatze dafur, warum das Altern mit
Veranderungen der kardiovaskularen Gesundheit einhergeht. Die erste Hypothese
besagt, dass ein hohes Alter mit Krankheit gleichzusetzen ist. Gegen diese
Annahme spricht jedoch die Tatsache, dass es auch sehr alte Menschen gibt, die
durchaus gesund sind. Eine weitere diesbeziigliche Uberlegung ist die, dass es
eventuell zu der erhohten Inzidenz von kardiovaskularen Erkrankungen im Alter
kommt, weil Menschen lange Zeit vielen Risikofaktoren ausgesetzt sind, die die
Chance auf eine CVD erhohen. Somit wirken exogene Noxen auf den Organismus
ein, die im hoheren Lebensalter additiv zunehmen. Einer weiteren Hypothese
zufolge unterliegt das kardiovaskulare System einem Alterungsprozess, der mit
der Zeit die Basis fur pathophysiologische Prozesse wie Atherosklerose andert
und somit (iberlagert.”
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4.2 Reversion der endothelialen Funktion durch chronische
Nitratgabe

In der vorliegenden Arbeit wurde die endotheliale Funktion mithilfe der fluss-
mediierten Dilation der Arteria brachialis gemessen. Die FMD gilt als nichtinvasiver
Goldstandard in der Beurteilung der endothelialen Funktion." Dass die Messung
der FMD von peripheren Leitungsarterien als funktioneller Marker fir die NO-
Synthese und -Freisetzung dienen kann, konnte durch Untersuchungen gezeigt
werden, bei denen die FMD durch intraarterielle Gabe von L-NMMA (L-NG-
Monomethyl-Arginin-Zitrat), einem kompetitivem Inhibitor der NOS, unterdruckt
werden konnte.”®

Unsere Ergebnisse zeigen, dass die im Alter auftretende endotheliale Dysfunktion
durch eine 4-wochige tagliche Nitrateinnahme signifikant verbessert werden kann.
Dies wird durch die in der Studie dokumentierte Erh6hung der FMD von 6 % auf
6,5 % nach der Intervention reprasentiert. Die Verbesserung um 0,5 % scheint
zwar im ersten Moment gering zu sein, ist jedoch statistisch gesehen signifikant.

Trotz statistischer Signifikanz muss die vermeintlich geringe Verbesserung
hinsichtlich einer biologischen Relevanz diskutiert werden. In einigen Studien
konnte gezeigt werden, dass selbst Medikamente wie ACE-Hemmer, die eine
enorme Wirkung auf das kardiovaskulare System ausliben, die FMD nach
chronischer Verabreichung nur um 1-2 % verbessern kénnen.”® & Somit ist der
Effekt, der hier durch die chronische Supplementierung von Nitrat erreicht werden
konnte, dullerst relevant: Verglichen mit den Ausgangswerten konnte hier namlich
insgesamt eine fast 10%ige Steigerung der FMD beobachtet werden. Auch
anderweitige diatetische Interventionen, wie beispielsweise eine 30-tagige Gabe
flavanolhaltigen Kakaos, konnten eine Erhéhung der FMD um 30 % bewirken.?" &2

Um technische Variabilitaten zu vermeiden, wurde stets dasselbe Gerat (Vivid i
ultrasound, GE Healthcare, Munich, Germany) verwendet und die Auswertung der
Ultraschallbilder wurde mit einem standardisierten, etablierten Programm
durchgefuhrt (MIA Vascular Research Tools). Damit selbst geringflugige
Unterschiede in der Messmethode ausgeschlossen werden konnten, wurden die
Messungen sowohl vor als auch nach der 4-wochigen Nitratintervention jeweils
von derselben Person durchgefuhrt. Da auch biologische Faktoren wie zum
Beispiel der Einfluss, den vasoaktive Medikamente auf die endotheliale Funktion
nehmen, zu falschen Messwerten fuhren kénnen, wurden in der vorliegenden
Studie nur Probanden untersucht, die keine die Gefal¥funktion beeinflussenden
Medikamente einnahmen. Die Einwirkungen der zirkadianen Rhythmik wurden
umgangen, indem die Untersuchungen jeweils vor und nach der Intervention zur
gleichen Zeit durchgefihrt wurden. Des Weiteren wurde damit, dass die
Probanden an beiden Untersuchungstagen niichtern erschienen, darauf geachtet,
dass die individuelle Nahrungsaufnahme derselben keine entscheidende Rolle
spielen konnte. AuRerdem wurde am Tag der Untersuchung auf Kaffee- und
Tabakkonsum verzichtet. Um den psychischen und physischen Stress zu
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unterbinden, fanden die Messungen in entspannter Korperhaltung in einem
ruhigen, temperierten Raum statt.

Dass der in dieser Studie dokumentierte Effekt des Nitrats nur voribergehender,
akuter Natur ist, kann weitestgehend ausgeschlossen werden, da die FMD einen
Tag nach der letzten Einnahme des Prufpraparats gemessen wurde. Schon in
friheren Studien konnte die akute Verbesserung der endothelialen Funktion nach
anorganischer Supplementierung von Nitrat bei jungen gesunden Probanden
gezeigt werden.*> 8 In diesen Akutstudien fiel die FMD 4 Stunden nach der
Nitrateinnahme allerdings wieder auf dem Ausgangswert ahnlichen Werten
zuriick.®* Da die FMD in der vorliegenden Studie jedoch einen Tag nach der
letzten Nitrateinnahme gemessen wurde und sie zu diesem Zeitpunkt immer noch
signifikant erhoht war, ist von einem langanhaltenden Effekt des Nitrats bei
chronischer Einnahme auszugehen.

Im Gegensatz zu den von uns beobachteten Ergebnissen wurden weitere Studien
durchgefuhrt, in denen gesunde Probanden anorganisches Nitrat einnahmen, in
denen jedoch kein Effekt desselben auf die endotheliale Funktion (gemessen an
der FMD) beobachtet werden konnte. 3 Stunden nach der Einnahme wurde
festgestellt, dass zwar eine Reduktion des Blutdrucks und der arteriellen Steifigkeit
(gemessen an der PWV) stattgefunden hatte, die endotheliale Funktion allerdings
durch die Nitrateinnahme unbeeinflusst blieb.®* Der Differenz zwischen diesen und
den in unserer Studie dokumentierten Ergebnissen kdénnte der Umstand
zugrundeliegen, dass sich die Probandenkollektive der beiden Studien hinsichtlich
des Alters der Probanden stark unterscheiden. Wahrend in unserer hiesigen
Studie alte Probanden (durchschnittlich 63 Jahre alt) untersucht wurden, waren
die Probanden der anderen Studie zwischen 18 und 45 Jahre alt. Die
unterschiedlichen Altersgruppen konnten eine Erklarung dafur sein, dass die
Probanden in der zuvor genannten anderen Studie schon basal viel hohere
Plasmanitritwerte aufwiesen als die Probanden in der hier vorliegenden Studie.
Dies kdnnte also ein Grund daflir sein, dass sich die FMD der jungen Probanden
nicht signifikant steigern lie®. Im Gegensatz dazu wiesen die Probanden in der
hier durchgefuhrten Studie basal sehr niedrige Nitritwerte im Plasma auf, welche
jedoch durch die chronische Nitrateinnahme mit einer damit einhergehenden
signifikanten Verbesserung der FMD signifikant anstiegen.

4.3 Diatetisches Nitrat verbessert die GefaRsteifigkeit

Ein wesentlicher Faktor, der das Auftreten von CVDs erhoht, ist die fortschreitende
Steifigkeit der arteriellen Gefalde, die im Alter zunimmt. Der Goldstandard, um die
arterielle Steifigkeit zu messen, ist die Pulswellengeschwindigkeit: Sie ist ein
unabhangiger Faktor, der dazu dient, das Risiko eines kardiovaskularen
Ereignisses voraussagen zu kénnen.% 8¢
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In der vorliegenden Studie konnte die altersabhangige aortale Steifigkeit nach 4-
wochiger Nitrateinnahme verbessert werden. Sindler et al. stellten in einer
tierexperimentellen Studie bei alten Mausen eine um 70 % hohere aortale PWV
als bei jungen Mausen fest. Auch hier konnte der altersabhangige Anstieg der
PWV mit einer chronischen NO-modulierenden Diat verbessert werden.®’

Ein weiteres Verfahren zur Bestimmung der arteriellen Steifigkeit stellt der
Augmentationsindex dar. Durch die Supplementierung von Nitrat konnte dieser
signifikant gesenkt werden. Auch in anderen Studien konnte gezeigt werden, dass
der Augmentationsindex bei Patienten mit arterieller Hypertonie nach chronischer
Nitratdiat gesenkt wurde. "

Ein moglicher dem zugrundeliegender Mechanismus liegt in der Reduktion des
oxidativen Stresses. Der Effekt des Alterns auf die Gefale ist namlich unter
anderem darauf zurlckzufihren, dass der Alterungsprozess mit einem Anstieg
des oxidativen Stresses einhergeht.®® In der Atmungskette der Mitochondrien
kommt es dabei zu einer inkompletten Reduktion von Sauerstoff, wodurch reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) entstehen.®® Durch die damit verbundene Erhéhung der
O, Konzentration kommt es zu einer Inaktivierung von NO und damit zu einer
vasomotorischen Dysfunktion.” Das O, reagiert mit NO, wodurch Peroxynitrit
entsteht. Die Konzentration von freiem NO fallt somit ab. Des Weiteren wird ein
antioxidatives Enzym, die Superoxid-Dismutase (SOD), gehemmt.*® Zusatzlich
kommt es zum sogenannten eNOS-uncoupling, bei dem ein wichtiger Cofaktor der
eNOS, das Tetrahydrobiopterin (BH4), oxidiert wird und die eNOS somit kein NO,
sondern ROS generiert.”’

In einer tierexperimentellen Studie wurde gezeigt, dass Nitrit die Superoxide
reduziert und dass die Aktivitdt der SOD durch eine Nitriteinnahme wieder
normalisiert wird. Des Weiteren konnte das Nitrotyrosin, welches einen Marker fur
oxidativen Stress darstellt, in alten Tieren durch die Einnahme von Nitrit auf das
Level von jungen Tieren reduziert werden.?’

Durch die Reduktion des oxidativen Stresses wird der altersabhangige Anstieg
von advanced glycation endproduct (AGE) groRtenteils verhindert,®? was einen der
Hauptgriinde fiir die erhéhte arterielle Steifigkeit im Alter darstellt.*®

Diese Erkenntnisse sind klinisch relevant, da die PWV ein pradiktiver Faktor fur
kardiovaskulare Ereignisse ist.* Eine chronische Supplementierung von Nitrat
fuhrt zu einer Reduktion der arteriellen Steifigkeit. Ob hierdurch CVDs und die
daraus resultierende Morbiditdt und Mortalitdt bei alteren Menschen beeinflusst
werden konnen, ist noch unklar.

Um eventuelle strukturelle Veranderungen der Gefallwand, die Auswirkungen auf
die arterielle Steifigkeit haben kénnten, zu bestimmen, wurde die Intima-Media-
Dicke (IMT) gemessen. Die Probanden in unserer Studie wiesen sowohl vor als
auch nach der Intervention Intima-Media-Dicken der Arteria carotis communis auf,
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die vergleichbar mit denen bei anderen gesunden Menschen in ihrer Altersgruppe
95
war.

Zu den Wandveranderungen zahlen zum einen eine Vermehrung der
Kollagenfasern und eine Verminderung des Elastins.®®  In der hier
durchgefuhrten Studie konnten keine Veranderungen in der Gefaldwanddicke nach
der Intervention mit Nitrat nachgewiesen werden. Auch in verschiedenen anderen
Studien wurden keine Effekte von Nitrat auf diese Proteine beobachtet.®? Ob eine
langere Interventionsdauer andere Ergebnisse erzielen konnte, muss in
weiterfihrenden Studien geklart werden. Im Gegensatz dazu wurde in anderen
tierexperimentellen Studien beobachtet, dass eingenommenes Nitrit (oral, inhaliert
oder intraperitoneal appliziert) Uber die Bildung von NO in den Gefal3en in der
Lage ist, eine Hyperplasie der Intima zu verhindern. Diese Hyperplasie ist mit
einer geringeren NO-Bioverfugbarkeit und -Produktion assoziiert. 9

4.4 Die Auswirkungen diatetischen Nitrats auf den Blutdruck

In der hier durchgeflihrten Studie konnten wir signifikante Effekte auf die
Reduktion des systolischen Blutdrucks (SBP) durch die diatetische Nitrateinnahme
beobachten. Durchschnittlich konnte der SBP im Vergleich zur Kontrollgruppe um
8 mmHg gesenkt werden. Auf den diastolischen Blutdruck konnten keine
signifikanten Effekte beobachtet werden. Dieses Phanomen wurde auch in einer
Metaanalyse beschrieben, die insgesamt 254 Patienten einschloss, welche als
Prifpraparat entweder anorganisches Nitrat oder Rote-Bete-Saft erhielten. Die
Studiendauer reichte von 2 Stunden bis 15 Tage mit einem in diesem Zeitraum
applizierten Nitratgehalt von =2,5 bis 24 mmol/Dosis (157-1488 mg). Insgesamt
konnte dabei gezeigt werden, dass durch die Supplementierung von Nitrat groRRere
Effekte auf die Reduktion des systolischen Blutdrucks (-4,4 mmHg) als auf die des
diastolischen Blutdrucks (-1,1 mmHg) erzielt wurden.*®

Larsen et al. wiesen bereits nach, dass schon eine kurzzeitige Einnahme
anorganischen Nitrats Effekte auf den Blutdruck ausiben kann. Es wurde
beobachtet, dass der Blutdruck bei jungen (=24 Jahre alten) Probanden nach 3-
tagiger Einnahme signifikant sinkt.> Diese Effekte wurden auch in weiteren
Studien, die mit normotensiven Ratten durchgefiihrt wurden, dargestelit.'®
Blutdrucksenkende Effekte konnten jedoch nicht nur bei gesunden Probanden
erkannt werden, sondern auch bei Patienten, die an milder Hypertonie leiden.'’
Selbst 24 Stunden nach der Einnahme von 250 ml Rote-Bete-Saft, der 3,5 mmol
Nitrat (=217 mg) enthielt, konnte im Vergleich zur Kontrollgruppe immer noch ein
Abfall des systolischen Blutdrucks um 8,5 mmHg festgestellt werden.’®" Dieser
blutdrucksenkende Effekt gleicht dem der Standardmedikamente (Thiazide, B-
Blocker, ACE-Hemmer, Kalzium-Antagonisten und AT1-Rezeptor-Blocker), die zur
Therapie der Hypertonie verwendet werden. Bei Einnahme eines dieser
Medikamente in einer gelaufigen Dosis wird der Blutdruck systolisch um 9,1
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mmHg gesenkt.'” Diese Erkenntnisse verdeutlichen, dass Nitrat ebenso potente
Fahigkeiten zur Blutdrucksenkung besitzt wie im klinischen Alltag taglich
verwendete kinstlich hergestellte Medikamente.

Auch in anderen Studien konnten nach einmaliger Einnahme von 0,5 | Rote-Bete-
Saft (ca. 1360 mg Nitrat) blutdrucksenkende Effekte sowohl auf den systolischen
als auch auf den diastolischen Blutdruck von ca. -10/-8 mmHg beobachtet werden.
Dort wurde gezeigt, dass der systolische Blutdruck sogar 24 Stunden nach der
Einnahme des Praparats signifikant gesunken war. Wie auch in der hier
vorliegenden Studie wurde dabei eine Korrelation zwischen erhdéhten Nitritspiegeln
im Plasma und gesunkenem Blutdruck beobachtet.”® Diese Beobachtungen legen
nahe, dass die Reduktion des Blutdrucks plasmanitritmediiert ist.

Um zu Uberprifen, ob die Senkung des Blutdrucks wirklich durch das oral
reduzierte Nitrit, das Uber das Nitrat eingenommen wurde, verursacht wird, wurden
bereits verschiedene Studien durchgefiihrt."® ™ In einer Studie wurden die
Probanden dazu aufgefordert, ihren Speichel nicht herunterzuschlucken, sondern
auszuspucken.” Auf diesem Wege wurde der enterosalivire Kreislauf
unterbrochen und es kam weder zu einer erhdhten Nitritkonzentration im Plasma
noch zu einem gesunkenen Blutdruck.” Weiterfiihrend wurde belegt, dass das
Nitrat, welches durch mundstandige Bakterien reduziert wird, schon unter basalen
Umstanden und ohne exogene Supplementierung von Nitrat zur Regulation des
Blutdrucks beitragt. In einer Studie konnte zudem gezeigt werden, dass der
systolische Blutdruck bei einer 7-tagigen, zweimal taglich ausgefuhrten Benutzung
einer antiseptischen Mundspulung um ca. 3 mmHg ansteigt.104 Zusatzlich wurden
dadurch die orale Nitritproduktion um 90 % und die Nitritspiegel im Plasma um 25
% gesenkt. Nach Beendigung der Benutzung der Mundspulung kehrten die
beobachteten Parameter wieder auf die Ausgangswerte zuriick.'® Diese Studien
verdeutlichen die funktionelle Relevanz des enterosalivaren Kreislaufs: Es wird
somit suggeriert, dass der Anstieg des Blutdrucks nach Benutzung der
Mundspulung darauf zurlckzufihren ist, dass durch die Unterbrechung des
enterosalivaren Kreislaufs weniger NO aus Nitrat und Nitrit generiert werden
kann." Dies demonstriert gerade der Zusammenhang von erniedrigten
Konzentrationen von Nitrit im Plasma und erh6htem Blutdruck.

Zusammenfassend konnte durch oben genannte Studien gezeigt werden, dass
sowohl endogen generiertes als auch diatetisches Nitrat durch mundstandige
Bakterien zu Nitrit und schlieBlich zu NO reduziert werden kann. Dieser
Mechanismus ist fur eine adaquate Regulation des Blutdrucks von grundlegender
Bedeutung. Anhand der oben dargestellten Daten wird deutlich, dass eine Storung
der Nitritregulation — beispielsweise durch die Verwendung eines Mundwassers —
entscheidende Konsequenzen flr das kardiovaskulare System mit sich bringt.
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4.5 Einfluss erhohter Plasmanitritwerte auf das GefaRsystem

In der hier durchgefuhrten Studie konnte festgestellt werden, dass sowohl die
Nitrat- als auch die Nitritspiegel im Plasma der Probanden nach der 4-wdchigen
Supplementierung von Nitrat signifikant gestiegen waren. In der Kontrollgruppe
konnten hingegen keine Anstiege derselben beobachtet werden. In einer anderen
Studie wurde neben einer Reduktion des Blutdrucks ebenfalls ein Anstieg der
Nitrat- und Nitritspiegel im Plasma nach einer Supplementierung mit 24 mmol
Nitrat nachgewiesen. Es konnte au3erdem gezeigt werden, dass die im Plasma
erreichten Spiegel abhangig von der jeweiligen Nitratdosis waren. %
Interessanterweise konnte dargestellt werden, dass die biologischen Effekte nicht
mit den Veranderungen der Plasmalevel von Nitrat, aber dafur mit den
Veranderungen der Nitritkonzentration im Plasma korrelierten.'® Ahnliche Effekte
konnten in der hier durchgefuhrten tierexperiementellen Studie beobachtet
werden: Sowohl bei den alten als auch bei den jungen Mausen stiegen die
Plasmaspiegel der Nitratkonzentration signifikant an. Ein signifikanter Anstieg der
Nitritwerte im Plasma konnte allerdings nur bei den alten Mausen beobachtet
werden. Nach der Nitratgabe stiegen die Nitritspiegel derselben auf fast doppelt so
hohe Werte wie die Nitritspiegel der jungen Mause nach der Supplementierung.
Diese Effekte wurden auch in einer anderen Studie beobachtet, in der eine
Supplementierung mit Nitrit erfolgte.®®

Die geringen basalen Nitritwerte der alten Mause scheinen mit einer
eingeschrankten Gefald¢funktion im Alter einherzugehen. Allerdings scheinen die
alten Mause nach der nitratreichen Diat mehr Nitrat zu Nitrit umzusetzen als die
jungen Mause. Eine Erklarung hierflr kdnnte darin liegen, dass sich im Speichel
der alten Mause andere Bakterien befinden, die mehr Nitrat zu Nitrit reduzieren. In
einer Studie konnte gezeigt werden, dass Veranderungen des oralen Microbioms
die NO-Bioverfugbarkeit beeinflussen kénnen. Ob dies der Mechanismus ist, der
den Resultaten der vorliegenden Studie zugrundeliegt, muss in weiterfihrenden
Untersuchungen erortert werden. Zudem kann angenommen werden, dass eine
nitratreiche Ernahrung das orale Microbiom so verandert, dass die Reduktion von
Nitrat zu Nitrit und NO an Effizienz gewinnt.®” Dies ist ein mdglicher
Erklarungsansatz fur die Tatsache, dass die Nitritwerte im Plasma der alten
Mause nach der Nitratdiat fast doppelt so hoch waren wie die entsprechenden
Werte im Plasma der jungen Mause.

Die Arbeitsgruppe von Kapil konnte bei Post-hoc-Analysen einer Studie aul3erdem
feststellen, dass es geschlechtsspezifische unterschiedliche Reaktionen auf die
Einnahme von Nitrat gab. Bei den weiblichen Probanden konnte sowohl systolisch
als auch diastolisch ein signifikant niedrigerer basaler Blutdruck als bei den
mannlichen Probanden beobachtet werden. Darlber hinaus waren die basalen
Level der Nitratkonzentration bei beiden Geschlechtern ahnlich; bei den Frauen
konnte jedoch eine signifikante Erhohung der basalen plasmatischen
Nitritkonzentrationen festgestellt werden.'® Auch diese Erkenntnisse legen die
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Vermutung nahe, dass ein starker Zusammenhang zwischen Nitritkonzentrationen
im Plasma, dem Blutdruck und einer intakten GefalRfunktion existiert.

Es ist gut modglich, dass die erhdhten Nitritspiegel bei Frauen und der damit
verbundene niedrigere Blutdruck mit einem geringeren Risiko fur die Morbiditat
und Mortalitdt von KHK einhergehen. Manner haben insgesamt ein doppelt so
hohes Risiko, an einer KHK zu erkranken. Die geschlechtlichen Unterschiede die
Morbiditat betreffend scheinen sich aber im Alter zu verringern, denn die
Morbiditat der KHK steigt bei Frauen ab dem 45. Lebensjahr rapide an. Dies
konnte mit der Menopause der Frauen in htherem Alter zu tun haben.'® Eventuell
fallen auch die basalen Nitritspiegel bei Frauen im Alter auf ein ahnliches Niveau
wie das der basalen Nitritspiegel der Manner ab. Hierin konnte das bei Frauen im
Alter erhohte Risiko, an einer CVD zu erkranken, also moglicherweise begrindet
liegen.

Die Probandinnen unserer Studie waren im Durchschnitt jedoch 63 Jahre alt; der
pramenopausale Effekt der basalen Nitritwerte auf den Blutdruck ist somit
auszuschlie3en. Die genauen Mechanismen, die den hier beobachteten Effekten
zugrundeliegen, sind daher nicht vollkommen klar. Zukunftig sollte deswegen
untersucht werden, welche Rolle geschlechtsspezifische Unterschiede
diesbezuglich einnehmen.

4.6 Diatetische Modulation des Nitrat-Nitrit-Signalwegs

NO wirkt unter anderem Uber die Steigerung der cGMP-Level vasodilatierend. In
den meisten Studien korrelierte der signifikante Anstieg der plasmatischen cGMP-
Level mit den positiven Effekten auf die GefaRfunktionen.'® Besonders die
erhohten plasmatischen Nitritkonzentrationen waren dabei mit einer erhohten
cGMP-Konzentration im Plasma assoziiert.'"’

Die Bildung von cGMP fuhrt zur Aktivierung der PKG, die besonders in der glatten
Muskulatur der Gefalke zu finden ist. Der ausschlaggebende Faktor fur die
GefalRdilatation ist daher die PKG, indem sie Proteine phosphoryliert, die die
Myosin-Leichtketten-Kinase und die intrazellularen Kalziumlevel beeinflussen.® In
einigen Studien mit PKG-Knockout-Mausen konnte gezeigt werden, dass der
NO/cGMP-Signalweg in der glatten GefalBmuskulatur durch den Wegfall der PKG
unterbrochen wird.'®® Daher ist die PKG ein unabdingbarer Faktor, um die
Vasodilatation uber den NO-Signalweg zu ermdglichen.

In der hier durchgefuhrten Studie konnte nach der Supplementierung von Nitrat
ein Abfall der cGMP-Spiegel festgestellt werden. In den Aorten junger Mause
wurde nach 4-wochiger Supplementierung von Nitrat ein signifikanter Anstieg der
PKG-Aktivitat beobachtet. Auch in den Aorten der alten Mause, die basal einen
ahnlichen PKG-Wert wie die jungen Mause aufwiesen, konnte die Aktivitat der
PKG nach Supplementierung von Nitrat auf mehr als das 3-fache gesteigert
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werden. Dies scheint auf einen erhohten Verbrauch des cGMPs im GefalRsystem
zuruckzufuhren zu sein. Die cGMP-Werte der jungen Mause waren basal deutlich
erhoht, was mit einer besseren Gefal¥funktion assoziiert zu sein scheint.

4.7 Die klinische Bedeutung des Nitrats im Wandel

Anorganischem Nitrat wird seit dem Ende der 40er Jahre ein schlechter Ruf
zuteil,"® wofiir es zwei Griinde gibt. Zum einen wird es haufig in Zusammenhang
mit Methamoglobinamie gebracht. Daher werden die Nitratkonzentrationen im
Trinkwasser streng kontrolliert. Die festgelegten Grenzwerte fur dasselbe liegen in
den meisten Landern bei 50 mg/l, was ca. 1 mmol/l entspricht. Bei der
Methamoglobinamie kommt es zu einer Interaktion von als Zwischenprodukt aus
Nitrat entstandenem Nitrit mit dem Eisenatom des Hamoglobins. Dabei oxidiert
das Nitrit das Eisen-lon von Fe?* zu Fe*". Somit entsteht Methamoglobin, welches
nicht mehr in der Lage ist, Sauerstoff zu transportieren. In einer Studie konnte
jedoch gezeigt werden, dass die Nitritwerte im Plasma selbst bei hohen
Einnahmen von Nitrat, zum Beispiel durch ca. 45 mmol/l Nitrat enthaltenden Rote-
Bete-Saft, unter 1 pMol/l blieben.” Auch Cosby et al. wiesen nach, dass bei
gesunden Probanden nach Nitritinfusion systemische Nitritspiegel von 16 pumol/l
erreicht wurden. Dabei liel sich jedoch keine bedeutende Methamoglobinamie
feststellen.””®  Neuere  Erkenntnisse ~ machen  deutlich, dass die
Methamoglobinamie in den 40er Jahren auf mehr Faktoren als nur auf erhdhte
Nitratwerte im Trinkwasser zurlckzuflhren ist. So litten beispielsweise die meisten
Kinder, bei denen Methamoglobindmie auftrat, auch an Diarrh6 und
Atemwegserkrankungen.”"" Angesichts dessen waren wahrscheinlich eher
Darmbakterien, die das Trinkwasser besiedelten, ausschlaggebend fur die
Produktion des Nitrits, das fiir die Methdmoglobindmie verantwortlich war.""

Zum anderen steht Nitrat im Verdacht, durch die Bildung von Nitrosaminen aus
Nitrit und Nitrat vor allem in der Blase kanzerogen zu wirken."'? Allerdings konnte
nie nachgewiesen werden, dass Nitrat kanzerogene Wirkungen auf die
menschliche Blase ausiibt."™ ''* Das US National Toxicology Program fiihrte dazu
eine Studie durch, in der Mause und Ratten 2 Jahre lang mit Wasser versorgt
wurden, das ca. 750-3000 nmg/l (16-65 nmM) Nitrit enthielt. In dieser konnte
festgestellt werden, dass Nitrit im Trinkwasser keine kanzerogenen Wirkungen auf
die Nagetiere ausiibte."”™ Auch groRe Studien, die am Menschen durchgefiihrt
wurden, zeigten, dass keine Assoziationen der Nitritwerte mit Krebs bei erhohtem
Verzehr von Obst und Gemuse vorzuweisen waren. Mit 5 Portionen Obst und
Gemuse am Tag wurde der acceptable daily intake (ADI) dabei meist deutlich
Uberschritten. Genau hierbei konnte jedoch eine Reduktion auf die Entwicklung
von chronischen Krankheiten bewiesen werden.*

Organisches Nitrat hingegen findet heutzutage im klinischen Alltag Anwendung
zur Therapie von Angina Pectoris, Herzinsuffizienz und KHK. In der glatten
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Muskelzelle werden organische Nitrate zu NO reduziert. Somit wirken sie
vasodilatierend und fuhren zu einem raschen Abfall des Blutdrucks. Das am
haufigsten verwendete organische Nitrat ist das Nitroglycerin (Glycerintrinitrat,
GTN). Ein wichtiger limitierender Faktor fur die Therapie mit organischen Nitraten
ist die Entwicklung der sogenannten Nitrattoleranz. Dabei spielt die mitochondriale
Aldehyddehydrogenase-2 (mMALDH2) eine entscheidende Rolle: Zur Bioaktivierung
von NO ist GTN namlich auf dieses Enzym angewiesen. Bei der in vivo-
Metabolisierung des GTNs entstehen aber neben NO auch weitere reaktive
Sauerstoffspezies (O,"), die wiederum die mALDHZ2 inhibieren und somit zur
Nitrattoleranz fiihren."® Aufgrund dessen ist der therapeutische Gebrauch der
organischen Nitrate eingeschrankt. Mittlerweile gibt es daher schon den Versuch,
alternative Medikamente zu entwickeln. Diese sollen aus einer Kombination von
schon vorhandenen Pharmaka und neu entwickelten Substanzen bestehen, die
NO freisetzen konnen. Ein Beispiel dafiir sind die Nitroaspirine."”” Als Vorteil
anorganischen Nitrats konnte in einer Studie belegt werden, dass es bei der
taglichen Einnahme desselben nicht zur Entwicklung einer Nitrattoleranz
kommt.""®

Anorganisches Nitrat dient als Vorstufe des bioaktiven Nitrits, welches von
mundstandigen Bakterien umgewandelt wird. Allerdings gibt es einige vorteilhafte
Grinde dafur, anstelle von Nitrit diatetisches Nitrat zuzufihren. Im Plasma weist
Nitrat eine lange Halbwertszeit von 5-7 Stunden und eine Bioverfugbarkeit von
100 % auf."® 2 Nitrit hingegen hat eine Halbwertszeit von ca. 30 Minuten und
eine Bioverfiigbarkeit von ca. 96 %."*" Durch die lange Bioverfiigbarkeit von Nitrat
ist es moglich, dass es, therapeutisch eingesetzt, nur einmal taglich eingenommen
werden musste. Dieser Fakt ist von enormer Relevanz, um die compliance der
Patienten zu erhéhen, und wirde somit den klinischen Alltag positiv beeinflussen.
Hinzu kommt der immense Vorteil, dass eine nitratreiche Diat zur Therapie bzw.
Pravention von kardiovaskularen Erkrankungen fur die Patienten sehr viel
attraktiver ist, da es ein naturlicher und kosteneffektiver Weg ware, diesen
Krankheiten entgegen zu treten.

Anorganisches Nitrat spielt allerdings nicht nur bei der Pravention bzw. Therapie
der CVD eine Rolle. Es wurde festgestellt, dass NO in den Mitochondrien an die
COX (Cytochrom-C-Oxidase) bindet und somit den Sauerstofftransport zu weiter
entfernten Mitochondrien ermdglicht. Dies fuhrt wiederum zu einem weitlaufigeren
Gebiet der Gewebeoxygenierung.'® In diesem Kontext konnten unter anderem
Larsen et al. in einer Studie zeigen, dass der Sauerstoffoedarf wahrend
korperlicher Anstrengung durch eine Supplementierung von Nitrat sinkt."? In einer
Metaanalyse, die 254 Patienten einschloss, konnte festgestellt werden, dass die
Einnahme diatetischen Nitrats die sportliche Leistungsfahigkeit begunstigt. Diese
Ergebnisse wurden bei Freizeitsportlern und dann, wenn die Einnahme des
diatetischen Nitrats chronisch Uber mehrere Tage durchgeflhrt wurde, haufiger
beobachtet.’?
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Somit stellt anorganisches Nitrat eine naturliche, kostengunstigere Alternative zu
den bisher entwickelten Medikamenten, die in der Therapie der Hypertonie
eingesetzt werden, dar. Es ist in der Lage, sowohl Uber eine akute als auch Uber
eine chronische Einnahme die im Alter beeintrachtigten Gefal3funktionen zu
verbessern. Zudem ist Nitrat maflgeblich an der Regulation des Blutdrucks und
der Gefalfunktionen beteiligt.
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5 Schlussfolgerung

Der physiologische Alterungsprozess geht mit vaskularen Veranderungen einher,
welche unter anderem zu einer endothelialen Dysfunktion und GefaRsteifigkeit
fuhren. Hierbei scheint eine beeintrachtigte Bioverfligbarkeit von Stickstoffmonoxid
(NO) verbunden mit morphologischen und molekularen Veranderungen der
GefalRe maldgeblich zu sein. Diatetisches Nitrat kann in vivo zu Nitrit und NO
bioaktiviert werden und somit als Alternative zur enzymatischen NO-Generierung
dienen. Eine zentrale Hypothese der vorliegenden Arbeit war die, dass eine
chronische diatetische Nitratgabe den endogenen NO-Pool modulieren kann und
dass dadurch altersabhangige vaskulare Funktionen beeinflusst werden. Diese
Hypothese konnte in einer klinischen und einer tierexperimentellen Studie belegt
werden.

Das in den Studien verwendete anorganische Nitrat befindet sich in hohen Dosen
in diversen Lebensmitteln wie Rote-Bete oder Rucolasalat und ist somit fur die
generelle Population verfugbar. Die praventive MalRnahme des regelmaligen
Verzehrs dieser Lebensmittel ist neben ihren geringen Kosten fur den Patienten
auch im Alltag ohne viel Aufwand umzusetzen.

Beim Menschen flhrte die Nitrateinnahme zu einer Reduktion der arteriellen und
aortalen Steifigkeit und zu einer erhéhten FMD. Die Nitritspiegel wurden um das 4-
fache erhoht. AuRerdem konnte ein reduzierter systolischer Blutdruck, jedoch kein
Einfluss auf den diastolischen Blutdruck beobachtet werden.

Nach der Supplementierung von Nitrat stiegen in der tierexperimentellen Studie
sowohl in alten als auch in jungen Mausen die plasmatischen Nitratlevel an. Ein
Anstieg des Plasmanitrits konnte jedoch nur in alten Mausen festgestellt werden.
In der Aorta und im Herzen zeigte sich kein signifikanter Anstieg des NO-Pools.

Die Ergebnisse beider Studien zeigen, dass eine chronische diatetische
Supplementierung von Nitrat sowohl bei Mausen als auch beim Menschen die
Nitritspiegel steigern kann. Durch die damit verbundene erhohte Bioverfugbarkeit
von NO konnen die altersabhangige endotheliale Dysfunktion und die vaskulare
Gefalisteifigkeit in alteren Personen verringert werden. Diatetisches Nitrat scheint
demnach eine madgliche therapeutische Option darzustellen, um die
altersabhangige vaskulare Dysfunktion zu beeinflussen und somit das Risiko zu
senken, an kardiovaskularen Krankheiten zu erkranken.
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