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1 Einleitung

Herzkreislauferkrankungen stellen die haufigste Todesursache in
Deutschland dar. Im Jahr 2003 sind in Deutschland 396.622 Menschen an
Erkrankungen des Herzkreislaufsystems verstorben. 92.673 Menschen
starben an einem akuten Herzinfarkt, 39.286 Menschen an einem
Schlaganfall (Statistisches Bundesamt). Die meisten kardiovaskularen
Erkrankungen entstehen auf dem Boden arteriosklerotisch veranderter
GefalRe. Veranderungen des GefalRendothels und seiner Funktionen im
Sinne einer endothelialen Dysfunktion scheinen eine zentrale Rolle in der
Pathogenese der Arteriosklerose zu spielen. NO ist an der Regulation
wesentlicher Endothelfunktionen beteiligt und scheint Uber eine reduzierte
Bioverfugbarkeit Schlisselprozesse zu beeinflussen, die fur die Entwicklung
einer Arteriosklerose wichtig sind®"'"°. Unklar ist, ob ein Zusammenhang
zwischen der Anzahl kardiovaskularer Risikofaktoren und der Konzentration
an zirkulierenden nitrosierten/nitrosylierten Spezies (RXNOs), Reaktions-
produkte von NO und Plasmaproteinen, besteht. Der Nachweis einer
verminderten plasmatischen RXNO-Konzentration kénnte zur Friherkennung

der Arteriosklerose eingesetzt werden.

1.1 Synthese von Stickstoffmonoxid

Im Jahr 1980 stellten Furchgott und Zawadzki fest, dass Azetylcholin nur in
Anwesenheit einer funktionierenden endothelialen Zellschicht eine
Relaxation isolierter Gefalte ausloste. lhrer Vermutung nach setzte das
Endothel, durch Azetylcholin induziert, eine kurzlebige Substanz frei, die eine
Relaxation der glatten Muskulatur zur Folge hatte. Furchgott et al.*
benannten diese kurzlebige Substanz nach ihrem Ursprung und ihrer
Funktion zunachst als EDRF (endothelium derived relaxing factor).
SchlieBlich konnte gezeigt werden, dass diese von den Endothelzellen

abgegebene Substanz EDRF mit Stickstoffmonoxid (NO) identisch ist*¢47¢,



Die Bildung von NO wird von der NO-Synthase (NOS) katalysiert. Die NOS
setzt in Anwesenheit von molekularem Sauerstoff und NADPH die

Aminosaure L-Arginin zu L-Citrullin und NO um?',

Das Enzym ist
stereospezifisch fiir das L-lsomer der Aminosdure Arginin®'. Weitere
Kofaktoren fir das Enzym sind Tetrahydrobiopterin (BH,4), Flavin-Adenosin-
Dinukleotid (FAD) und Flavin-Mononukleotid (FMN)"'. Mittlerweile sind
verschiedene Isoformen der NOS bekannt. Die Isoformen werden unterteilt in
konstitutive (cNOS) und in induzierbare (iINOS) Formen. Die cNOS ist
Kalzium- und Calmodulin-abhangig. Dagegen ist die iINOS Kalzium- und
Calmodulin-unabhangig”'. Wahrend Calmodulin bei normaler intrazellularer
Kalzium-Konzentration an die iINOS gebunden ist, bindet Calmodulin erst bei
erhohten intrazellularen Kalzium-Konzentrationen an die c¢NOS. Die
intrazelluldare Kalzium-Konzentration ist abhangig von extrazellularen
Signalen wie z.B. der Freisetzung von Azetylcholin, Histamin, Bradykinin,

Substanz P und Serotonin®.

Es konnten zwei unterschiedliche Formen der konstitutiven NOS
nachgewiesen werden, so dass die Isoformen nach den Geweben benannt
wurden, in denen sie zuerst nachgewiesen wurden. Mittlerweile wurden die
Isoformen in weiteren Geweben identifiziert. Die neuronale konstitutive NOS
(ncNOS) wird in Neuronen, aber auch im Skelettmuskel oder im
respiratorischen Epithel exprimiert’’®. Die endotheliale konstitutive NOS
(ecNOS) wurde aufBer im Endothel auch im Skelettmuskel, im Herzen, in
pulmonalen Epithelzellen und in Neuronen identifiziert®*®”. Die iNOS ist
insbesondere in Makrophagen zu finden und wird im Rahmen

inflammatorischer Prozesse durch Zytokininduktion akut exprimiert.

1.2 Stoffwechsel von Stickstoffmonoxid

NO ist ein farbloses, wasserlosliches Gas. In wassrigen Lésungen ist die
Halbwertszeit abhangig vom Sauerstoffpartialdruck und schwankt von 3,8 bis

6,2s>. Stickstoffmonoxid weist ein ungepaartes Elektron auf. Diese Struktur
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verleint dem Molekul Radikalcharakter und erklart seine hohe Reaktivitat.
Aufgrund seiner Ladungsneutralitat kann NO frei in wassrigen Losungen und

Uber Zellmembranen diffundieren.

Der NO-Stoffwechsel ist in biologischen Systemen abhangig von den zur
Verfugung stehenden Reaktionspartnern. Im Besonderen muss der NO-
Stoffwechsel in An- und Abwesenheit von Hamoglobin (Hb) unterschieden
werden. In Abwesenheit von Hamoglobin, wie im Plasma, wird unter
physiologischen Bedingungen der grote Teil des endothelial gebildeten NO
mit molekularem Sauerstoff zu Nitrit (NO,) oxidiert®™® (s. Abb. 1.1). Daneben
kann NO mit Sauerstoff Stickstoffdioxid (NO2) und Distickstofftrioxid (N2O3)
bilden. Diese Stickoxide kdonnen entweder mit anderen Molekllen wie z.B.
Thiolen oder Aminen reagieren (s. Kapitel 1.4.1) oder zu Nitrit und Nitrat
(NO3") hydrolysieren. In biologischen Systemen gehen neben molekularem
Sauerstoff das Superoxidanion (O;’), Wasserstoffperoxid (H»O;) und das
Hydroxylradikal (HO") Reaktionen mit NO ein®. Bei vermehrtem Auftreten
reaktiver Sauerstoffspezies (oxidativer Stress) bekommt das Superoxidanion
als Reaktionspartner von NO eine groRe Bedeutung. NO reagiert nahezu
diffusionslimitiert mit O2" zu Peroxynitrit (ONOO’). Mit Wasserstoffperoxid
reagiet NO auch zu Peroxynitrit. Peroxynitrit kann als starkes
Oxidationsmittel tiber die Modifikation von Biomolekiilen zytotoxisch wirken®
oder Uber eine gesteigerte Lipid-peroxidation die Entstehung von
Arteriosklerose  begiinstigen®>. Bei der Reaktion von NO mit

Hydroxylradikalen entsteht vor allem Nitrit.

In Anwesenheit von oxygeniertem Hamoglobin (HbO;) im Erythrozyten
werden NO und Nitrit zu Nitrat und Methamoglobin umgesetzt**** (s. Abb.
1.1). Dieser Reaktionsweg wurde lange Zeit als Hauptabbauweg fur NO
angenommen und fiihrte zu der Uberlegung, dass NO nur in seiner direkten
Umgebung wirken kann, bevor es durch die Erythrozyten abgebaut wird.
Nitrat stellt das stabile Abbauprodukt des NO-Stoffwechsels dar, das mit dem
Urin ausgeschieden wird®®. Alternativ zur oxidativen Reaktion von NO mit
HbO, kann NO mit der Hamgruppe des deoxygenierten Hamoglobins zu

Nitrosylhdmoglobin (NOHb) reagieren'”” (s. Abb. 1.1). Eine weitere
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Mdglichkeit besteht in der Reaktion von NO oder einem seiner
Oxidationsprodukte (NO, N203) mit dem Cystein-93 der R-Kette des
Hamoglobin, wobei ein S-nitrosiertes Derivat des oxygenierten Hamoglobin
(SNOHDb) entsteht®***®. SNOHD ist an der Regulation des Blutflusses'® und

der Thrombozytenaggregation beteiligt””'%2.

Erythrozyten
NO + %0, =% NO, NO.- O
Plasma ;> 3
NO + O,y =% ONOO RSH/RNH
RSNO/RNNO
2NO + %0, — N,0, RSHRNHg RSNO/RNNO
NO
Endothelzellen |L-Arginin —> L- Cltrullm — >
NADPH, BH,—~
NO

Muskulatur COGMPA e
K_/).

Abb. 1.1: Schematische Darstellung einiger Stoffwechselwege des NO-
Metabolismus. Nach Freisetzung von NO in das GefaBlumen wird es mit
molekularem Sauerstoff (O,) zu Nitrit (NO,) abgebaut. Im Erythrozyten reagiert NO,
mit oxygeniertem Hamoglobin (oxyHb) zu Nitrat (NO3’). Im Plasma reagiert NO mit
Superoxidanionen (O2) zu Peroxynitrit (ONOQ’), das zu NOj3; abgebaut wird.
Alternativ kann NO Uber die Bildung von Distickstofftrioxid (N,O3) mit Thiolen (RSH)
oder Aminen (RNH) zu Nitrosothiolen (RSNO) und Nitrosaminen (RNNO) reagieren.
Im Erythrozyten entsteht bei der Reaktion von NO mit oxyHb NO; und
Methamoglobin  (MetHb). Mit deoxygeniertem Hamoglobin (Hb) entsteht
Nitrosylhdmoglobin (NOHb) oder S-nitrosohamoglobin (SNOHDb).

1.3 Stickstoffmonoxid als intra- und interzellularer

Botenstoff in der Kreislaufphysiologie

Das Endothel Ubernimmt eine wesentliche Rolle bei der Aufrechterhaltung

der Gefalfunktion. Es moduliert den aktuellen und bedarfsgerechten
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Gefalltonus, die antithrombotischen und antiadhasiven Eigenschaften der
GefaRwand, die Architektur der GefiRwand und die GefaRpermeabilitat'™.
Der Begriff der endothelialen Dysfunktion bezeichnet die Stérung dieser
wesentlichen Endothelfunktionen®. NO ist an der Regulation aller genannten
Endothelfunktionen beteiligt und nimmt CUber eine reduzierte NO-
Bioverfugbarkeit eine Schlusselfunktion in der Pathogenese der

Arteriosklerose ein'°.

Nach abluminal freigesetztes NO gelangt in die glatten Muskelzellen der
GefalRe und bewirkt Uber die Aktivierung der l6slichen Isoform der
Guanylatzyklase einen Anstieg des intrazellularen cGMP (zyklisches
Guanosinmonophosphat)-Gehalts**. Ein Anstieg des cGMP verursacht eine
Aktivierung von Proteinkinasen, die eine Dephosphorylierung von intra-
zellularen  Proteinen bewirken und die Relaxation der glatten
Gefalmuskulatur zur Folge haben'". Untersuchungen an transgenen
Mausen (eNOS-Knock-out) zeigten einen im Vergleich zu Wildtypmausen
deutlich erhdhten arteriellen Mitteldruck und eine um 50% reduzierte NOx-
Plasmakonzentration®”. NO hemmt auBerdem die Zellproliferation in glatten
Muskelzellen und steuert so der Zunahme der Intimaverdickung

entgegen®¥%.

Nach luminal freigesetztes NO inhibiert die Thrombozytenaggregation’®®

und die Adhasion von Thrombozyten am Endothel**”®. In neutrophilen
Granulozyten senkt NO die adhasiven Eigenschaften zum Endothel und

hemmt deren Migration in die GefaRBwand®"®4'"".

1.4 Der zirkulierende NO-Pool

141 Bedeutung von RXNO in der humanen Zirkulation

In der humanen Zirkulation unterliegt NO einem schnellen Abbau. Im Plasma

wird NO mit molekularem Sauerstoff zu Nitrit und im Erythrozyten mit
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Oxyhamoglobin zu Nitrat umgesetzt (s. Kapitel 1.2). Deshalb wurde bislang
angenommen, dass NO lediglich an seinem Bildungsort wirkt. Es gibt jedoch
Hinweise, dass NO uUber bioaktive Zwischenprodukte im Kreislauf trans-

portiert wird>® 30:84,

und so systemisch wirksam werden kann
Im Plasma bildet NO in Anwesenheit von Thiolen S-Nitrosothiole (RSNOs)®*.
Albumin macht den grof3ten Anteil der Plasmathiole aus (O,5-1mmo|/|)51. Die
Nitrosierung von Albumin erfolgt an der freien Thiolgruppe (Cys-34) unter
Bildung von SNOAIb. Neben Albumin zirkulieren im Plasma die Thiole
Glutathion und Cystein, die ein niedrigeres Molekulargewicht aufweisen und
mit NO S-Nitrosoglutathion und S-Nitrosocystein bilden. Uber den genauen
Mechanismus der Nitrosierungsreaktion besteht allerdings noch Unklarheit.
Es wird angenommen, dass NO nicht direkt mit Plasmathiolen reagiert,
sondern dass Thiole in Anwesenheit von Elektronenakzeptoren uber das
Nitrosylkation RSNOs bilden'”. RSNOs scheinen eine potentielle
Speicherform von NO im Plasma zu sein, welche bei Bedarf NO freisetzen

%101 In vitro Untersuchungsergebnisse zeigen, dass Cu®*-lonen

kdnnen
einen Zerfall von RSNOs unter Bildung von Disulfiden und NO bewirken'.
Durch den Zerfall von RSNOs werden Transnitrosierungsvorgange
eingeleitet, die Thiole wie Glutathion und Cystein zu S-Nitrosoglutathion und

8191 Uber diesen Mechanismus kann NO von

S-Nitrosocystein nitrosieren
Plasmaproteinen hohen Molekulargewichts auf Plasmaproteine kleineren
Molekulargewichts Ubertragen werden und so den Transport von NO zur
glatten Muskulatur, zur Thrombozytenoberflache und in den Intrazellularraum
erleichtern®’. In welchem AusmaR die Reaktionen in vivo ablaufen, ist nicht
abschlielRend geklart. Da Kupferionen in groen Mengen im menschlichen
Organismus vorhanden sind (1umol gelostes und 15umol Gesamtkupfer),
wird angenommen, dass die endogenen RSNOs durch Kupferionen unter

NO-Freisetzung abgebaut werden kdnnen.
Die physiologische Bedeutung von RSNOs als Reservoir von NO wird durch

Untersuchungen bestatigt, die zeigen, dass RSNOs uber eine NO-

Freisetzung ahnliche Eigenschaften wie NO aufweisen®. RSNOs bewirken
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intravends appliziert eine Relaxation von GefiaRen® und eine Inhibition der
Thrombozytenaggregation®’%°",

Neben nitrosierten Thiolen zirkulieren auch nitrosierte Amine (RNNO) im
humanen Blutkreislauf. RNNOs entstehen wéhrend infektiéser Prozesse’,
aber auch unter physiologischen Bedingungen im humanen Plasma®?. In der
sauren Umgebung des Magens werden RNNOs durch die Reaktion von Nitrit
mit Aminen von Nahrungsbestandteilen gebildet. Potentiell wirken sie
kanzerogen’®. Welche Rolle RNNOs in der Herzkreislaufphysiologie spielen,

muss noch untersucht werden.

Da SNOAIb den groRten Anteil der Plasmanitrosothiole darstellt, wurde lange
Zeit angenommen, dass ihm die grof3te Bedeutung als NO-Reservoir
zukommt®. Mittlerweile wird davon ausgegangen, dass neben SNOAIb auch
N-nitroso-Proteine, nitrosylierte Eisenverbindungen®'"® und Nitrit?"*® eine

Rolle als NO-Reservoir im Plasma spielen.

1.4.2 Messung des zirkulierenden NO-Pool

In der Literatur werden verschiedene Methoden zur Bestimmung der Spezies
des zirkulierenden NO-Pools beschrieben. In der vorliegenden Arbeit wurden
Methoden verwendet, die die Bestimmung der jeweiligen Spezies aus
biologischem Material erlaubten und eine hohe Sensitivitat, eine hohe

Wiederfindungsrate und einen niedrigen Variationskoeffizienten aufwiesen.

Far die Bestimmung der Nitrat-Konzentration wurde die Fluss-Injektions-
Analyse (FIA) verwendet®®. Fir die Bestimmung der Nitrit- und RXNO-
Konzentration wurde die reduktive Gasphasen-CLD eingesetzt?. Die
Gasphasen-CLD beruht auf der reduktiven Denitrosierung der jeweiligen NO-
Spezies (Nitrit oder RXNO) und der anschlieBenden Detektion des
freigesetzten NO durch die Gasphasen-Chemilumineszenz-Reaktion mit
Ozon*. Neben der Méglichkeit, die Denitrosierung, wie bei der reduktiven
Gasphasen-CLD, mit einer Chemikalie  (lodine/Triiodide-Losung)
durchzufihren, lasst sich NO aus RXNO auch durch UV-Licht abspalten.
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1.9 entwickelten 1992 diese Methode und beschrieben eine

Stamler et a
basale RXNO-Konzentration von 7pumol/l. Die genaue Konzentration der
RXNOs im Plasma wird noch diskutiert, die Angaben schwanken von
wenigen nmol/I°®®? bis auf 10umol/I'™. Arbeitsgruppen, die die Gasphasen-
Chemilumineszenz®’, die Griess/Saville-Methode*'®® oder die Gas-
Chromatographische-Massen-Spektrometrie  (GC-MS)''?  verwendeten,
beschrieben Konzentrationen im niedrig nanomolaren Bereich (s. Tab 1.1).
Die unterschiedlichen Angaben konnten in methodischen Problemen der

Photolyse-CLD begrindet liegen.

biologisches RXNO- Methode Literaturangabe
Material Konz.
[nmol/l]
humanes Plasma 9200+1600 Photolyse-DAF/CLD Tyurin,V.A., Circ Res (2001);88:1210-1215
humanes Plasma 7000+5730 Photolyse/CLD Stamler,J.S., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1992);89:7674-7677
humanes Plasma  321+139 Sauville/Vanadium(lll))CLD  Ewing, J.F., Free Radic. Biolo. Med. (1998);25:621-628
humanes Plasma  220+190 Griess/HPLC Goldman,R.K., Anal. Biochem. (1998);259:98-103
humanes Plasma 181+150 Saville/GCMS Tsikas,D., J. Chrom. (1999);726:13-24
humanes Plasma 62+24 Griess/HPLC Jourd'heuil,D., Free Radic. Biol. Med. (2000);28:409-417
humanes Plasma 40+7 lodid-lodine/CLD Rassaf,T., J. Clin. Invest. (2002);109:1241-1248
humanes Plasma 2847 Cu(l)-lonen/lodid-lodine/CLD  Marley,R., Free Radic. Res. (1999);32:1-9
humanes Plasma 7+1 lodid-lodine/CLD Rassaf,T., Free Radic. Biol. Med. (2002);33:1590-1596

Tab. 1.1: Darstellung der RXNO-Konzentrationen im humanen Plasma ermittelt
durch unterschiedliche Methoden. Diaminifluoreszein (DAF); Chemilumi-
neszenzdetektion (CLD); High Pressure Liquid Chromatographie (HPLC); Kupfer
(Cu).

1.5 NO in der Pathogenese der Arteriosklerose

Die Arteriosklerose ist eine wesentliche Ursache fur chronische
Gefalerkrankungen wie die koronare Herzkrankheit, zerebrovaskulare
Erkrankungen und die periphere arterielle Verschlusskrankheit. Bei der
Arteriosklerose handelt es sich um eine chronisch entzindliche Erkrankung
mit Makrophagen- und Lymphozyteninfiltration in die GefaRwand®. Im
weiteren Verlauf kommt es zur extrazellularen Fettablagerung, sowie zu
regressiven Veranderungen der Gefallwand mit einem bindegewebigen
Umbau und Verkalkungen, die als fortgeschrittene Lasionen oder Plaques

bezeichnet werden'®®. Diese kdnnen entweder zu einer progressiven
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hamodynamisch relevanten Einengung flihren oder durch ein appositionelles
Thrombuswachstum auf dem Boden einer rupturierten Plaque akute

ischamische Ereignisse hervorrufen®¥®,

Die Atiologie der Arteriosklerose blieb lange Zeit unklar. Mit den Ergebnissen
der Framinghamstudie®® wurde 1961 das Konzept der kardiovaskuldren
Risikofaktoren etabliert. Zu den kardiovaskularen Risikofaktoren wird die
arterielle Hypertonie, die Hypercholesterinamie, das Rauchen und der
Diabetes mellitus gezahlt. Spatere Untersuchungen haben gezeigt, dass
kardiovaskulare Risikofaktoren zur Stérung der endothelialen Funktion
beitragen und die Entwicklung und Progression einer Arteriosklerose

begiinstigen®3>4%.

Als Schlisselereignis in der Entwicklung der Arteriosklerose wird die Stérung
der endothelialen Funktion angesehen® (s. Kapitel 1.3). NO ist an den
wesentlichen Endothelfunktionen beteiligt und scheint durch eine reduzierte
Bioverfugbarkeit auch fur die Entwicklung der Arteriosklerose mitver-

antwortlich zu sein.

Eine reduzierte NO-Bioverfugbarkeit kann durch eine verminderte Expression
der endothelialen NOS, einen Substrat- oder Kofaktorenmangel, eine
eingeschrankte Aktivierung der eNOS oder einen beschleunigten NO-Abbau
verursacht sein'®. Unter anderem fiihren kardiovaskulére Risikofaktoren zu
einer gesteigerten Bildung reaktiver Sauerstoffspezies wie 0,%. In
Anwesenheit von O, wird NO vorzeitig zu NO3;  abgebaut oder es entsteht
der Endothel-toxische Metabolit Peroxynitrit®®'%. Peroxynitrit sorgt fiir eine
Entkopplung der eNOS, die zur Reduktion der NO-Synthese sowie einer
gesteigerten O,-Bildung fiihrt®. In Anwesenheit von O, wird auRerdem die
Bildung von oxidiertem LDL-Cholesterin (oxLDL) in der GefaBwand erhdht'®.
Durch die Aufnahme von oxLDL in Makrophagen kommt es zur Bildung von
Schaumzellen'™ und zur Ausschiittung von chemotaktischen Entziindungs-
mediatoren und Wachstumsfaktoren®. Daraus resultieren eine Proliferation
von glatten Muskelzellen und eine Intimaverdickunggs. Gleichzeitig fuhrt die

Abnahme von biologisch aktivem NO zur Adhasion von Thrombozyten® und

17



Leukozyten®” "’

am Endothel. Die proatherogene Wirkung von
kardiovaskularen Risikofaktoren scheint somit teilweise infolge einer
chronischen Einschrankung der NO-Bioverfugbarkeit durch vermehrten

oxidativen Stress verursacht zu sein?.

Lange bevor hamodynamisch relevante Einengungen in Form von Plaques
entstehen, sind Einschrankungen der basalen Endothel-abhangigen
Vasorelaxation und der Endothel-unabhangigen Vasorelaxation bei Personen
mit kardiovaskuldren Risikofaktoren nachweisbar'. Zur Bestimmung der
Endothel-abhangigen und NO-abhangigen Vasorelaxation stehen ver-

65:90:107 qder nicht-

schiedene invasive (intraarterielle Gabe von Azetylcholin)
invasive (FMD=Flow Mediated Dilation, Fluss-abhangige Dilatation)' Ver-
fahren zur Verfugung. Allerdings sind diese Verfahren aus Grinden des
hohen Zeitaufwands, der Kostenintensivitdt und der Notwendigkeit einer
speziellen Ausbildung des Untersuchers nicht in den klinischen Alltag
integriert worden. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, einen einfach aus dem
Blut zu bestimmenden biochemischen Marker zu etablieren, der eine
Aussage uber die endotheliale Dysfunktion macht. Vor dem Hintergrund,
dass kardiovaskulare Risikofaktoren die Endothelfunktion einschranken,

wurde folgende Hypothese aufgestellt:

Mit zunehmender Anzahl an kardiovaskularen Risikofaktoren nimmt die

Konzentration an zirkulierenden RXNOs im Plasma ab.

Um diese Hypothese zu prifen, wurden zunachst biologische und
methodische Einflisse auf die Plasma RXNO-Konzentration untersucht, um
dann in einem Kollektiv von 110 Probanden die RXNO-, Nitrit- und
Nitratkonzentration zu bestimmen und mit der Anzahl an kardiovaskularen

Risikofaktoren zu korrelieren.
Die vorliegende Arbeit soll folgende Fragen klaren:

1.) Wie lassen sich die Unterschiede der RXNO-Konzentration zwischen
der Photolyse-CLD und der reduktiven-CLD erklaren?
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2.) Bestehen tageszeitliche oder Tag-zu-Tag Schwankungen in der
plasmatischen RXNO-Konzentration?
3.) Besteht eine Korrelation zwischen der Anzahl an kardiovaskularen

Risikofaktoren und der RXNO-Konzentration im Plasma?
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2 Material und Methoden

2.1 Messung des zirkulierenden NO-Pool

Zur Bestimmung des zirkulierenden NO-Pool kamen drei verschiedene
Methoden zum Einsatz: die reduktive Gasphasen-Chemilumineszenz-
detektion (CLD), die nicht reduktive Gasphasen-Chemilumineszenzdetektion

und schlie3lich die Fluss-Injektions-Analyse (FIA).

Alle Chemikalien wurden, wenn nicht gesondert aufgefihrt, von Sigma-

Aldrich Chemie GmbH, Minchen, Deutschland bezogen.

2.1.1 Reduktive Gasphasen-Chemilumineszenz

Zur Detektion des NO-Gehalts der untersuchten Plasmaproben wurde ein
NO-Analysator der Firma Eco Physics (CLD 88 AM, Dirnten, Schweiz)
verwendet. Dem Analysator war eine Apparatur vorgeschaltet, die die
Freisetzung von NO aus der Probe und die Zuleitung des gasformigen
Molekuls ermoglichte (s. Abb. 2.1).

In dem Reaktionsgefal® befand sich eine Reaktionslésung bestehend aus
Kaliumjodid (1g; Merk, Darmstadt, Deutschland), Jodine (0,38g), HPLC-
Wasser (10ml; Merk, Darmstadt, Deutschland) und Essigsaure (55ml; Merk,
Darmstadt, Deutschland). Durch ein Heizaggregat wurde die Reaktions-
l6sung auf eine Temperatur von 95°C erhitzt. Diese Losung setzte NO aus
der Plasmaprobe frei. Ein inertes Gas (Helium) durchstromte die
Reaktionslosung und transportierte das gasformige NO durch ein
Klhlaggregat und eine gekuhlte Natriumhydroxid-Losung (NaOH, 1mol/l;
Chemikalienfalle) in die Reaktionskammer des Analysators. Das
Kuhlaggregat und die gekuhlte NaOH-Losung verhinderten ein Eindringen

von Chemikalien und Wasserpartikeln in den Analysator.
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Im Analysator reagierte NO mit Ozon, wobei angeregtes Stickstoffdioxid
(NO;) entstand. NO, gab seine iiberschiissige Energie in Form von Licht
ab*?. Das Licht wurde von einem Photomultiplier erfasst, verstarkt und das
resultierende Signal Uber einen Datenumwandler (Knauer, Berlin,

Deutschland) an die Auswertungseinheit weitergeleitet.

Die flussigen Proben wurden mit einer gasdichten Spritze (Hamilton, Reno,
Nevada, USA) durch eine gasdichte Kunststoffmembran in die

Reaktionslosung appliziert. Das Probenvolumen betrug 100 bzw. 110pl.

Zur Datenaufnahme und Datenauswertung diente die Software Euchrom 1.2
(Knauer, Berlin, Deutschland). Bei der Auswertung wurden nur Ausschlage

akzeptiert, die Uber einem Signal-Rausch-Verhaltnis von 3:1 lagen.

I
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Abb. 2.1 Schematische Darstellung der Gasphasen-Chemilumineszenzanlage.
Die zu untersuchende Probe wurde in die Reaktionslésung injiziert. NO
(Stickstoffmonoxid) trat in die Gasphase Uber und gelangte mit dem Heliumgasfluss
in die Reaktionskammer des NO-Analysators, in der die Lichtreaktion mit O; (Ozon)
stattfand.
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2.1.2 Nicht reduktive Gasphasen-Chemilumineszenz

Die nicht reduktive Gasphasen-Chemilumineszenz, beschrieben von Stamler
et al.gg, ist eine weitere Moglichkeit zur RXNO-Bestimmung im Plasma. Um
NO aus der Plasmaprobe freizusetzen, wird, anstatt der oben beschriebenen

Reaktionsldosung, UV-Licht eingesetzt.

Eine 400W Halogen Vakuum Lampe (HPA 400W Cleo lamp, Philips,
Deutschland) wurde in einem Abstand von 15cm zu dem Reaktionsgefald
(cell type 117, Hellma, Mullheim, Deutschland) positioniert. Die UV-Lampe
emittierte Licht Uber einen Wellenlangenbereich von 270-800nm mit einem
Maximum bei 320-400nm. Das Probenvolumen in dem Reaktionsgefaf
betrug 2ml. Ein inertes Gas (Helium) durchstromte die Reaktionskammer und
transportierte das freigesetzte NO durch eine gekuhlte NaOH-LAsung (1M;
Chemikalienfalle) in den Analysator. Zur Detektion von NO wurde ein NO-
Analysator der Firma Eco Physics (CLD 88 AM, Duirnten, Schweiz)
verwendet, in dem die oben beschriebenen Reaktionen stattfanden (s. 2.1.1).
Das resultierende Signal wurde durch einen Datenumwandler (Knauer,
Berlin, Deutschland) auf einen Rechner Ubertragen und mit der Software

Euchrom 1.2 (Knauer, Berlin, Deutschland) ausgewertet.

2.1.3 Fluss-Injektions-Analyse

Zur Quantifizierung des Nitratgehalts der Plasmaproben wurde in dieser
Untersuchung die Fluss-Injektions-Analyse eingesetzt, die von Gharini et

al.>® beschrieben wurde.

Die FIA-Anlage bestand aus einem Degaser (2-Kanal-Degaser Populair,
SunChrom, Friedrichsdorf, Deutschland), einer HPLC-Pumpe (SunFlow 100,
SunChrom, Friedrichsdorf, Deutschland), einem automatischen
Probenaufnehmer (Triathlon, Spark, Niederlande) und einem UV-Vis-
Detektor (SpectraFlow 501, Sunchrom, Friedrichsdorf, Deutschland). Die

Verbindungskapillaren wurden moglichst kurz gehalten und wiesen einen
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Innendurchmesser von 0,5mm auf. Lediglich die Reaktionsschleife vom
Autoinjektor zum Detektor hatte eine Lange von 90cm. Der automatische
Probenaufnehmer zog jeweils 20ul der Probe auf und injizierte sie in das

flieRende Griess-Reagenz.

Nitrat wurde durch die Zugabe von Nitratreduktase (10U/ml; Roch Life
Science, Mannheim, Deutschland) zunachst vollstandig zu Nitrit umgesetzt.
Das entstandene Nitrit ging eine Farbreaktion in der Reaktionsschleife mit
den Bestandteilen des Griessreagenz (10g/l Sulfanilamid, gelost in 1%iger
HCL (Merck, Darmstadt, Deutschland) und 0,2g/l N-(1-naphtyl)ethylendiamin
gelost in HPLC-Wasser (Merck, Darmstadt, Deutschland)) ein. Das
Griessreagenz diente als Laufmittel und wurde durch die HPLC-Pumpe mit
einem konstanten Fluss von 1ml/min durch das System gepumpt. Nitrit
reagierte unter sauren Bedingungen in einer Diazotierungsreaktion mit
Sulfanilamid zu einem Diazoniumsalz. Im Anschluss fand die Azokupplung
mit N-(1-naphtyl)ethylendiamin statt. In der Messzelle des Photometers
wurde die Absorption bei der fur den entstandenen Farbstoff

charakteristischen Wellenlange (545nm) bestimmt.

Die Daten wurden durch einen Datenumwandler (Knauer, Berlin,
Deutschland) an die Auswerteinheit Ubertragen und mit Hilfe der
Chromatographiesoftware (ChromStar 2.55, Knauer, Berlin, Deutschland)

ausgewertet. Die Auswertung der Ausschlage erfolgter nach ihrer Amplitude.
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2.2 Probenaufarbeitung

2.2.1 Probenaufarbeitung zur Bestimmung von Nitrit und RXNO

mittels reduktiver Gasphasen-Chemilumineszenz

Die Kubitalvene eines Probanden wurde durch eine Einwegkanule (W.I.N.
21G, B. Braun Melsungen AG, Deutschland) punktiert. 2ml Blut wurden
mittels Einwegspritzen (Amefa 2ml Luer, B. Braun Melsungen AG,
Deutschland) luftblasenfrei aufgezogen und in schon vorbereiteten Losungen
im Verhaltnis 1:5 verdinnt. Die Lésungen enthielten EDTA (2mmol/l) und
NEM (10mmol/l, N-Ethylmaleinimide, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland).
EDTA ist ein Chelator, der zweiwertige Metallkationen bindet und den
Kupferionen-vermittelten RXNO-Abbau verhindert®®>. NEM ist eine Substanz,
die durch Alkylierung von Thiolgruppen eine artifizielle Entstehung von
nitrosierten Thiolen verhindert®®. Alle Lésungen wurden bei 4°C gekdiihlt. Zur
Gewinnung des Plasmas wurde das Vollblut 10min bei 4°C und 800g
zentrifugiert. Das Nitrit wurde mittels reduktiver Gasphasen-CLD bestimmit.
Zur Bestimmung der RXNOs wurde dem Plasma Sulfanilamidlésung (5%ig)
in einem Verhaltnis von 1:10 zugegeben und dann mittels reduktiver
Gasphasen-CLD analysiert. Sulfanilamid bildet mit Nitrit ein stabiles

Diazoniumsalz, das kein NO mehr freisetzen kann®.

2.2.2 Probenaufarbeitung zur Bestimmung von RXNO mittels nicht

reduktiver Gasphasen-Chemilumineszenz

Blut gesunder Probanden wurde aus einer Unterarmvene entnommen und in
Greiner-Rohrchen (Bio-One, Frickenhausen, Deutschland) gefullt. Als
Antikoagulanz wurde Lepirudin (15lU/ml; Refludan, Schering, Berlin,

Deutschland) verwendet.

Durch Zentrifugation bei 800g und 4°C fur 10min wurde das Plasma
gewonnen. Die weitere Verarbeitung erfolgte wie in den Versuchsprotokollen

unter 2.3 beschrieben.
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2.2.3 Probenaufarbeitung zur Bestimmung von Nitrat mittels Fluss-

Injektions-Analyse

Fir die Nitratbestimmung aus Plasma wurden 2ml Blut luftblasenfrei
aufgezogen und in einem Verhaltnis von 1:5 zu einer Antikoagulationslosung
gegeben. Als Antikoagulanz wurde Heparin (201U/ml, Liquemin, Roche,
Mannheim, Deutschland) eingesetzt. Die Losungen wurden standig auf 4°C
gekunhlt. Zur Gewinnung des Plasmas wurden die Proben 10min bei 4°C und

8009 zentrifugiert.

2ml Plasma wurden in Ultrafiltrationsrohrchen mit einer Durchlassgrenze von
10kD (Centricons, Millipore GmbH, Eschborn, Deutschland) gefullt und fur
weitere 120min bei 4°C und 6000g zentrifugiert. Das gewonnene Ultrafiltrat

wurde anschlieRend mittels FIA vermessen.

2.3 Methodische Einflussfaktoren auf die RXNO-

Konzentration im Plasma

Stamler et al.*® beschrieben 1992 die nicht reduktive Gasphasen-CLD
(Photolyse-Methode) zur RXNO-Bestimmung. Im Gegensatz zur reduktiven
Gasphasen-CLD erfolgt die Denitrosierung bei der nicht reduktiven
Gasphasen-CLD nicht durch eine Chemikalie, sondern durch UV-Licht. Die

von Stamler et al. bestimmte RXNO-Konzentration lag bei 7umol/I®. |

m
Gegensatz dazu lag die durch die reduktive Methode gemessene
Konzentration im niedrig nanomolaren Bereich. Im Rahmen dieser Arbeit
wurden 5 Versuchsprotokolle durchgefuhrt, um die Ursache der

unterschiedlichen GrolRenordnungen zu ermitteln.

Um den Einfluss von UV-Licht auf Plasma zu beschreiben, wurden Plasma

und Wasser durch eine UV-Lichtquelle bestrahlt. Als Negativkontrolle wurden
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2ml Wasser (Aqua Injectabilia Braun, Melsungen, Darmstadt, Deutschland)
und danach 2ml Plasma der UV-Lichtquelle fir 10min ausgesetzt. Vor der
Bestrahlung und im Anschluss wurden die vorhandenen Nitrat-, Nitrit-, und

RXNO-Konzentrationen bestimmt.

Zur Validierung des Systems wurden 2ml Plasma in das Reaktionsgefal®
gegeben und das Basissignal erfasst. Dann erfolgte die Bestrahlung fur
180s. Die Bestrahlung wurde in Anwesenheit von Oxyhamoglobin (oxyHb)
wiederholt. OxyHb bindet spezifisch NO. Die oxyHb-Lésung®* wurde frisch
zubereitet und zwischen Reaktionsgefal® und Analysator positioniert. Als
Kontrolle wurde NO-Losung (20pl einer 1,5mmol/l NO-LOosung) in das
Reaktionsgefal® injiziert und das resultierende Signal mit und ohne

zwischengeschaltete oxyHb-Lésung erfasst.

Um die Substanz zu identifizieren, die NO durch Bestrahlung mit UV-Licht
freisetzt, wurden Nitrit und Nitrat aus den Plasmaproben entfernt. Zur
Entfernung der N-Oxide diente folgender Ansatz: Plasma wurde (im
Verhaltnis 3:1) mit einer Lésung aus Nitratreduktase (10U/ml, Roch Life
Science Mannheim, Deutschland), Glukose-6-Phosphat (50mmol/l, Roch Life
Science, Mannheim, Deutschland), Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase
(100U/ml Roch Life Science, Mannheim, Deutschland) und NADPH
(40umol/l) fur eine Stunde bei 25°C inkubiert®’. Das Reaktionsprodukt Nitrit
wurde durch eine 5%ige Sulfanilamid/HCI-Lésung gebunden?®®. Die N-Oxid-
freie Probe wurde mit UV-Licht bestrahlt und die NO-Freisetzung bestimmit.
Im nachsten Schritt wurde in der einen Halfte der Proben die physiologische
Nitrat- (20umol/l) und in der anderen Halfte die physiologische Nitrit-
(200nmol/l) Konzentration wiederhergestellt. AnschlieBend wurden die

verschiedenen Plasmaproben bestrahlt und die NO-Freisetzung detektiert.

Plasma bzw. Wasser wurden mit jeweils ansteigenden Konzentrationen an
Nitrit (0; 0,02; 0,2; 2umol/l) bzw. Nitrat (0; 2; 20; 200umol/l) versetzt und der
UV-Lichtquelle ausgesetzt, um die Beteiligung von Nitrit und Nitrat an der

NO-Freisetzung zu bestimmen. Aliquots der Plasmaproben wurden durch
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Aceton (50%Vol, Merck, Darmstadt, Deutschland) deproteiniert, ebenfalls
bestrahlt und die NO-Freisetzung detektiert (Daten nicht gezeigt).

Um die Beteiligung von Thiol-Gruppen an der NO-Freisetzung zu erfassen,
wurden den Plasmaproben folgende Substanzen zugeflgt: Dithiotreitol (DTT,
10mmol/l; eine Substanz, die Thiolgruppen reduziert), L-Cystein (L-Cys,
1mmol/l, Aminosaure, die eine Thiolgruppe aufweist) und N-Ethylmaleinimide
(NEM, 10mmol/l; eine Substanz zur Blockade der Thiolgruppen), EDTA
(2,5mmol/l; Chelatbilder, der Metallionen katalysierte Transnitrosierung
verhindert) und Quecksilber-(Il)-Chlorid (HgCly; 0,2-1%ig, Merck, Darmstadt,
Deutschland; eine Substanz, die selektiv S-Nitrosothiole spaltet). Die

Plasmaproben wurden jeweils bestrahlt und die NO Freisetzung bestimmt.

2.4 Biologische Einflussfaktoren auf die RXNO-

Konzentration im Plasma

24.1 Erfassung der Tag-zu-Tag Variabilitat

Um die Tag-zu-Tag Variabilitat der RXNO-Konzentration im Plasma zu
ermitteln, wurden drei Probanden an funf Tagen nuchtern einbestellt. Die
Blutabnahme erfolgte jeweils zur gleichen Zeit (8 Uhr). Die Blutabnahme
sowie die Aufarbeitung des Plasmas erfolgten wie in der Probenaufarbeitung
zur Bestimmung von RXNOs im Plasma beschrieben (s. Kapitel 2.2.1). Die
RXNO-Konzentration wurde aus dem Plasma mittels reduktiver Gasphasen-
CLD bestimmt (s. Kapitel 2.1.1).

2.4.2 Erfassung der tageszeitlichen Schwankung

Um festzustellen, ob die RXNO-Konzentration im Plasma einer relevanten
tageszeitlichen Schwankung unterliegt, wurden um 8 und um 12 Uhr des
jeweiligen Tages die RXNO-Konzentrationen aus dem Plasma von funf

Probanden bestimmt. Die Patienten waren zum Zeitpunkt der Blutabnahme
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nichtern. Die Plasmagewinnung und Aufarbeitung erfolgte wie in der
Probenverarbeitung (s. Kapitel 2.2.1) beschrieben. Die RXNO-Konzentration
wurde aus dem Plasma mittels reduktiver Gasphasen-CLD (s. Kapitel 2.1.1)

bestimmt.

2.5 Einfluss der Anzahl kardiovaskularer Risikofaktoren

auf die RXNO-Konzentration im Plasma

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung wurden, um den Einfluss der
Anzahl an kardiovaskularen Risikofaktoren auf den zirkulierenden NO-Pool
im Plasma zu charakterisieren, gesunde Probanden (n=40) und Personen
mit kardiovaskularen Risikofaktoren (n=68) untersucht. Bei jedem Probanden
wurde eine Kontrolle des Blutdrucks und der Routinelaborwerte
vorgenommen (Blutbild, Natrium, Kalium, Harnsaure, Gesamtcholesterin,
HDL- und LDL-Cholesterin, Triglyceride, Glukose, CRP). Samtliche Patienten
wurden aus dem Patientengut der Kardiologie der Medizinischen Klinik B der
Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf rekrutiert. Das Studienprotokoll der
vorliegenden Untersuchung setzte sich aus folgenden Teilen zusammen: (1.)
der Probandenrekrutierung, (2.) einer Blutabnahme. Die Genehmigung des
Studienprotokolls erfolgte durch die Ethikkommission der Heinrich-Heine-
Universitat Dusseldorf (Votum Prof. Dr. med. M. Kelm). Die Probanden
wurden zunachst in einem Aufklarungsgesprach um ihre Einwilligung zur
Studienteilnahme gebeten. Daran schloss sich eine Anamneseerhebung und
eine korperliche Untersuchung an. Am Morgen der Untersuchung erfolgte
zunachst die Blutabnahme. Aus dem Blut wurden die Routinelaborwerte,
sowie die Plasmakonzentrationen von Nitrat, Nitrit und RXNO bestimmt. Die
Patienten  waren nlchtern, hatten nicht geraucht und die
Medikamenteneinnahme wurde mindestens 12 Stunden vorher unter-

brochen.

Als Risikofaktoren erster Ordnung wurden eine arterielle Hypertonie, ein

Diabetes mellitus, ein Nikotinabusus und eine Hypercholesterinamie
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gewertet. Eine arterielle Hypertonie wurde anhand der JNC-Kriterien'®
diagnostiziert, wenn der arterielle Blutdruck bei drei Messungen an drei
separaten Tagen >140/>90mmHg betrug oder bereits eine antihypertensive
Therapie bestand. Ein Diabetes mellitus wurde nach den Richtlinien der
ADA'®® diagnostiziert, wenn bei Messungen an zwei unterschiedlichen Tagen
die Plasmaglukosespiegel nuchtern 2126mg/d lagen oder zu einem
beliebigen Zeitpunkt eine Diabetessymptomatik in Kombination mit
Plasmaglukosewerten >200mg/dl bestand. Ebenfalls wurden Personen, die
bereits mit oralen Antidiabetika oder Insulin behandelt wurden, als Diabetiker
klassifiziert. Eine Hypercholesterinamie wurde definiert bei Vorliegen eines
Gesamtcholesterin >240mg/d|, eines LDL-Cholesterin >160mg/dl oder einer
bestehenden cholesterinsenkenden Therapie'. Als Raucher wurden
diejenigen klassifiziert, die innerhalb der letzten funf Jahre mindestens 20

Zigaretten ber 21Jahr (1 Packungsjahr) geraucht hatten.

2.6 Statistische Auswertung

Deskriptive statistische Daten wurden, wenn nicht anders vermerkt, als
Mittelwerte (MW) x Standardfehler (SE) angegeben. Gruppenmittelwerte
wurden mit Hilfe der einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) und mit dem
post-hoc Test (Bonferroni) auf signifikante Unterschiede gepruft. Als
statistisch relevant galt ein p-Wert < 0,05. Fur die statistische
Datenverarbeitung wurde die Software SPSS 11.0.1 (SPSS Inc., Chicago, IL,
USA) verwendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Methodische Einflussfaktoren auf die RXNO-

Konzentration im Plasma

Das erste Versuchsprotokoll (s. Kapitel 2.3) diente zur Charakterisierung des
Einflusses von UV-Licht auf die im nativen Plasma enthaltenen
Konzentrationen des zirkulierenden NO-Pool. Nachdem das Plasma fur zehn
Minuten einer UV-Licht Bestrahlung ausgesetzt wurde, nahm die
Nitratkonzentration von 22,6 = 1,3umol/l auf 154 % 1,6umol/l ab. Die
Nitritkonzentration nahm von 150 + 10nmol/L auf 770 + 130nmol/l zu und die
Konzentration an RXNO stieg von 18 + 5nmol/l auf 1662 + 658nmol/l. In der
wassrigen Negativkontrolle stieg nur die Nitritkonzentration von 14 £ 2nmol/|
auf 30 £ 6nmol/l, die Nitratkonzentration blieb annahernd gleich (1,4 + 0,2 vs.
1,3 £ 0,1umol/l) (Daten nicht dargestellt).

Um festzustellen, ob die UV-Lichtbestrahlung spezifisch NO freisetzte, wurde
eine oxyHb-LOsung, die spezifisch NO bindet, in die Apparatur
zwischengeschaltet. Wahrend der Bestrahlung lag die NO-Freisetzung aus
dem Plasma bei 19 £ 3nmol/l/min, die aus der wassrigen Probe lag bei 4 +
2nmol/l/min. Die basale NO-Freisetzung aus Plasma lag unter der
Detektionsgrenze. In Anwesenheit von oxyHb wurden sowohl das NO-Signal
aus der Plasmaprobe als auch das Signal durch exogen hinzugegebenes NO
vollstandig reduziert (s. Abb. 3.1).
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Abb. 3.1 UV-Licht setzt aus Plasma NO frei: A: Die Abbildung zeigt eine
Originalaufzeichnung der Photolyse-CLD. Als erstes ist die NO-Freisetzung aus
Plasma vor und dann wahrend der UV-Bestrahlung in Ab- und Anwesenheit von
oxyHb aufgezeichnet. Danach ist das Signal einer NO-Ldsung in Ab- und
Anwesenheit von oxyHb dargestellt. B Zeigt die kontinuierliche Aufzeichnung der
NO-Freisetzung von Plasma utber 10min. Die Pfeile markieren den Beginn und das
Ende der UV-Licht Bestrahlung.

Die folgende Untersuchung diente der Identifikation der plasmatischen
Substanzen, die NO durch UV-Licht Bestrahlung freisetzten. Im von N-
Oxiden depletierte Plasma reduzierte sich die NO-Freisetzung von 19 + 3 auf
2 = 1nmol/lI/min. Der Nitrat und Nitrit depletierten Plasmaprobe wurde Nitrat
zugegeben, um eine der nativen Plasmaprobe vergleichbare Nitrat-
konzentration wiederherzustellen (20pumol/l). Dadurch nahm die NO-
Freisetzung durch UV-Licht auf 17 £ 5nmol/l/min zu. Nachdem der N-Oxid-
depletierten Plasmaprobe Nitrit zugegeben wurde, um die endogene
Nitritkonzentration annahernd wiederherzustellen (200nmol/l), lag die NO-
Freisetzung durch UV-Licht bei 3 £ 1Tnmol/l/min (s. Abb. 3.2).
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Als Kontrolle diente eine wassrige Probe, aus der Nitrit und Nitrat entfernt
wurden. Nach der Bestrahlung kam es zu einem leichten Ruckgang der NO-

Freisetzung von 4 + 2 auf 2 £ 1nmol/lI/min (Daten nicht dargestellt).
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Abb. 3.2 Nitrat ist verantwortlich fur die UV-Licht induzierte NO-Freisetzung
aus Plasma. A: Plasmakontrolle. B: Nitrit und Nitrat depletiertes Plasma. C: N-
Oxid-depletiertes Plasma nach wiederhergestellten endogenen Konzentrationen an
Nitrat (20pmol/l). D: N-Oxid-depletiertes Plasma nach wiederhergestellten
endogenen Nitritkonzentrationen (0,2nmol/l). * signifikante Abweichung zu A. §
signifikante Abweichung zu B.

Um die Freisetzung von NO durch UV-Licht aus Nitrit und Nitrat in Plasma
und Wasser zu vergleichen, wurde Plasma und Wasser jeweils mit
ansteigenden Konzentrationen an Nitrit und Nitrat versetzt und mit UV-Licht
bestrahlt. Nach der Zugabe von Nitrat in aufsteigenden Konzentrationen (0O;
2; 20; 200umol/l) zu Plasma konnte eine Zunahme der NO-Freisetzung von
19 + 3 auf 465 £ 45nmol/l/min festgestellt werden. In wassrigen Proben
wurde eine Zunahme der NO-Freisetzung (4 £ 2 auf 10 £ 2nmol/lI/min, Daten

nicht dargestellt) erst bei einer hohen Nitratkonzentration (200umol/l)
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beobachtet (s. Abb. 3.3). Die Applikation von Nitrit in aufsteigenden
Konzentrationen (0; 0,02; 0,2; 2umol/l) hatte weder Einfluss auf die UV-Licht
abhangige NO-Freisetzung aus plasmatischen noch aus wassrigen Proben
(s. Abb. 3.3). Eine hohe Nitritkonzentration (10umol/l) in der Probe konnte die
NO-Freisetzung im Plasma auf 50 £ 12nmol/lI/min und in wassrigen Proben

auf 29 £ 7nmol/l/min steigern (Daten nicht dargestellt).
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Abb. 3.3 Plasma verstarkt die UV-Licht induzierte NO-Freisetzung aus Nitrat.
A: Plasma versetzt mit zunehmenden Konzentration an Nitrat. B: Wasser versetzt
mit zunehmenden Konzentrationen an Nitrat. C: Zunehmende Nitritkonzentration in
Plasma. D: Zunehmende Nitritkonzentration in Wasser. * signifikante Abweichung
gegeniiber dem Nullwert. Der grau schattierte Bereich kennzeichnet die endogene
Nitrit- bzw. Nitratkonzentrationen.

Plasma enthalt thiolgruppenhaltige Proteine, die eine Rolle bei der
Freisetzung von NO aus Plasma spielen. Um diese Rolle zu charakterisieren,
wurden zunachst die Proteine aus dem Plasma durch Fallung entfernt und
das proteinfreie Plasma mit UV-Licht bestrahlt. Die NO-Freisetzung

verminderte sich von 19 + 3 auf 1 £ 1Tnmol/l/min (Daten nicht dargestellt).
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Danach wurden den Plasmaproben Substanzen zugegeben, die die
Thiolverfugbarkeit erhdhten. Durch Applikation von DTT zu nativem Plasma
wurde die NO-Freisetzung von 19 £ 3 auf 43 £ 7nmol/l/min gesteigert.
Daneben bewirkte auch die Zugabe von L-Cys eine Zunahme der NO-
Freisetzung auf 47 £ 4nmol/l/min. Das NO-Signal durch die Einzelsubstanzen
konnte durch die gleichzeitige Applikation von DTT und L-Cys noch
ubertroffen werden (68 % 7nmol/l/min). Die UV-Licht-induzierte NO-
Freisetzung dieser Probe konnte durch die Zugabe von NEM, einem

Thiolblocker, von 68 + 7 auf 4 £ 1nmol/l/min vermindert werden (s. Abb. 3.4).

Durch Zugabe von Quecksilber-(Il)-Chlorid (HgCl,), eine Substanz, die
selektiv RS-NO-Verbindungen spaltet, konnte die NO-Freisetzung aus
Plasma reduziert werden. Die Verminderung der NO-Freisetzung war
abhangig von der HgCl, Konzentration in der Probe. Eine 0,2%ige HgCl,-
Losung bewirkte eine Abnahme von 19 + 3 auf 12 + 2nmol/l/min, eine
0,4%ige HgCly-Losung eine Abnahme auf 9 £ 1nmol/l/min und schlieRlich
eine 0,8%ige HgCl,-Ldsung eine Abnahme auf 7 £ 2nmol/l/min (Daten nicht
dargestellt). Das Antikoagulanz EDTA beeinflusste die UV-abhangige NO-

Freisetzung nicht.
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Abb. 3.4 Plasmathiole steigern die NO-Freisetzung aus Nitrat. Von links nach
rechts wurden Plasmakontrolle, Plasma+Dithiotreitol (10mmol/l, DTT), Plasma+L-
Cystein (1mmol/l, L-Cys), Plasma+DTT+L-Cys und schliel3lich Plasma+DTT+L-
Cys+N-Ethylmaleinimide (10mmol/l, NEM) der UV-Lichtquelle ausgesetzt.
*signifikanter Unterschied zur Plasmakontrolle; # signifikanter Unterschied zu
Plasma+DTT oder Plasma+L-Cys; § signifikanter Unterschied zu Plasma+DTT+L-
Cys.

3.2 Biologische Einflussfaktoren auf die RXNO-

Konzentration im Plasma

3.2.1 Erfassung der Tag-zu-Tag Variabilitat

Um auszuschliefen, dass die Plasmakonzentration der RXNO-Konzentration
eines Probanden signifikant von einem Tag zum anderen schwankte, wurde
das Plasma von drei Probanden an funf aufeinander folgenden Tagen

gewonnen und die RXNO-Konzentration im Plasma bestimmt. Die
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Untersuchung zeigte keine signifikant abweichenden RXNO-Konzentrationen
von Tag zu Tag (Proband 1: 17 + 2nmol/l; Proband 2: 29 + 3nmol/l; Proband
3: 16 = 2nmoll/l).

3.2.2 Ausschluss tageszeitlicher Schwankungen der RXNO-

Plasmakonzentration

Um eine Beeinflussung der Messung durch madgliche tageszeitliche
Schwankungen der RXNO-Konzentration zu charakterisieren, wurde das
Plasma von funf Probanden um 8 Uhr und um 12 Uhr eines Tages gewonnen
und die RXNO-Konzentration bestimmt. Es zeigten sich in Abhangigkeit vom
Zeitpunkt der Messung keine signifikanten Unterschiede (8 Uhr: 19 + 4nmol/l;

12 Uhr: 18 =+ 5nmol/l).

3.3 Einfluss der Anzahl kardiovaskularer Risikofaktoren

auf die RXNO-Konzentration im Plasma

3.3.1 Charakterisierung der Studienpopulation

Die Patienten mit steigender Anzahl an kardiovaskularen Risikofaktoren
zeigten eine Zunahme des BMI, der Triglyceride, der Glukosekonzentration,
des arteriellen Mitteldrucks und eine erhohte Anzahl der Packungsjahre. Das

HDL-Cholesterin war zunehmend vermindert (s. Tab. 3.1).

Das Studienkollektiv setze sich zusammen aus 40 Normalpersonen (21
Frauen, 19 Manner), bei denen Risikofaktoren ausgeschlossen werden

konnten. Das mittlere Lebensalter lag bei 41,7 + 2,9 Jahren.

Die Gruppe der Personen mit kardiovaskularen Risikofaktoren (n= 68) wurde
in 4 Untergruppen aufgeteilt. Die Einteilung erfolgte aufgrund der kumulativen

Anzahl an Risikofaktoren. Die Untergruppe der Personen mit einem
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Risikofaktor (n= 31) bestand aus 15 Frauen und 16 Mannern im Alter von

45,1 £ 2,7 Jahren. In der Untergruppe mit zwei Risikofaktoren befanden sich
3 weibliche und 7 mannliche Probanden (Alter: 53,5 £ 4,6 Jahre). Die

Untergruppe mit drei Risikofaktoren setzte sich aus 3 weiblichen und 11

mannlichen Probanden zusammen (Alter: 60,6 + 2,0 Jahre). Die Untergruppe

mit vier Risikofaktoren bestand aus 1 weiblichen und 12 mannlichen
Probanden (Alter: 68,4 + 2,4 Jahre). 34 der Probanden mit kardiovaskularen

Risikofaktoren hatten eine arterielle Hypertonie, 48 waren Raucher, 17

Probanden hatten einen Diabetes mellitus und 42 Probanden hatten eine

Hypercholesterinamie.

Parameter Einheit ORF 1RF 2RF 3 RF 4 RF [p]
n n=40 n=31 n=10 n=14 n=13

Alter [Jahre] 41,1+29 451+27 535+46 606+20 684+24 <0,001
Geschlecht [m/w] 19/21 16/15 7/3 11/3 12/1

BMI [kg/m?] 23,1+0,4 240+05 27,3+0,9 27,0+£0,7 28,6+1,1 <0,001
arterielle Hypertonie n=0 n=4 n=4 n=13 n=13
Hypercholesterinamie n=0 n=9 n=7 n=13 n=13

Diabetes mellitus n=0 n=1 n=1 n=4 n=11

Raucher n=0 n=17 n=6 n=12 n=13

mittlerer arterieller Druck [[mmHg] 93 =1 90 +2 96 +3 101+ 2 100 3 0,002
Packungsjahre 0 89+20 13,2+4,3 29,8 +4,1 37,9+4,6 <0,001
Gesamtcholesterin [mg/dl] 200 +4 2098 214 £ 16 245 + 44 195 + 20 0,289
LDL [mgl] 137 +4 147 £ 7 150 + 13 144 + 10 135 + 12 0,587
HDL [mgl] 68+2 68 + 4 57+6 48 +5 56 + 3 0,002
Triglyceride [mgrl] 906 110 £ 91 146 + 18 432 + 261 207 £ 59 0,021
Glucose [mg/dl] 90 + 1 90 + 2 97 +7 1119 136 + 15 <0,001

Tab. 3.1 Studiencharakteristik: Charakterisierung der Normalpersonen und der
Patienten mit steigender Anzahl kardiovaskularen Risikofaktoren (RF) (MW + SE).

37



3.3.2 Einfluss der Anzahl kardiovaskuldrer Risikofaktoren auf die

Nitratkonzentration im Plasma

Die mittlere Nitratkonzentration lag im Normalkollektiv bei 21 + 3umol/l. In
den folgenden Gruppen lagen die Konzentrationen bei 23 + 3umol/l (1 RF),
26 £ 5pymol/l (2 RF), 32 + 7umol/l (3 RF), 23 + 4umol/l (4 RF) (p=0,800). Die

Konzentrationen unterschieden sich nicht signifikant (s. Abb. 3.5).

3.3.3 Einfluss der Anzahl kardiovaskuldrer Risikofaktoren auf die

Nitritkonzentration im Plasma

Die durchschnittliche Nitritkonzentration im Kollektiv mit keinem RF betrug
142 + 13nmol/l, 125 £ 13nmol/l im Kollektiv mit 1 RF, 131 + 23nmol/l im
Kollektiv mit 2 RF, 118 + 17nmol/l im Kollektiv mit 3 RF und schlie3lich 106 +
19nmol/l (p=0,821) im Kollektiv mit 4 RF. Es war eine leichte Abnahme der

Nitritkonzentrationen feststellbar, die keine Signifikanz erreichte (s. Abb. 3.5).

3.34 Einfluss der Anzahl kardiovaskuldrer Risikofaktoren auf die
RXNO-Konzentration im Plasma

Die mittlere RXNO-Konzentration im Kollektiv mit keinem RF betrug 39 +
2nmol/l. Mit steigender Anzahl kardiovaskularer Risikofaktoren verringerten
sich die Konzentrationen signifikant: 30+ 2nmol/l (1 RF), 24 + 3nmol/l (2 RF),
22 *+ 3nmol/l (3 RF), 16 = 2nmol/l (4 RF) (p<0.001). Es zeigten sich
signifikante Unterschiede zwischen der Gruppe mit keinem RF und der
Gruppe mit 4 RF (s. Abb. 3.5).
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Abb. 3.5 A: Plasmanitrat-, B: Plasmanitrit-, C: RXNO-Konzentration im Plasma
aufgetragen gegen die kumulative Anzahl an kardiovaskularen Risikofaktoren. 0
Risikofaktoren=Kontrollkollektiv. Mit steigender Anzahl an Risikofaktoren nimmt die
RXNO-Konzentration ab.
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4 Diskussion

Die wesentlichen Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind:

1) UV-Bestrahlung von Plasma flhrt zu einer thiolabhangigen NO-
Freisetzung aus Nitrat.

2) Die plasmatische @ RXNO-Konzentration  unterliegt  geringen
tageszeitlichen (8-12 Uhr) Schwankungen und weist eine geringe Tag-
zu-Tag Variabilitat auf.

3) Mit zunehmender Anzahl kardiovaskularer Risikofaktoren nimmt die

RXNO-Konzentration im Plasma signifikant ab.

In den folgenden Abschnitten wird zunachst auf die biochemische
Quantifizierung des zirkulierenden NO-Pool eingegangen (4.1-4.3). Danach
wird der Einfluss kardiovaskularer Risikofaktoren auf die Endothelfunktion
(4.4), die Nitrat-, Nitrit- und RXNO-Konzentration diskutiert (4.5-4.6),

abschlief3end wird ihre klinische Bedeutung erortert (4.7).

4.1 Methodenkritik

Fir die zuverlassige Messung niedriger RXNO-Konzentrationen aus
biologischen Proben wurde eine sensitive Methode auf Basis der
Chemilumineszenzdetektion verwendet. Im Vergleich zu anderen Methoden
zur Bestimmung von RXNO zeichnet sich diese Methode durch eine hohe
Sensitivitat fir RXNO aus. Im Folgenden werden verschiedene Methoden
vorgestellt und beurteilt, die in der Literatur zur Bestimmung von RXNO

beschrieben werden.
1998 beschrieb Samouilov®® eine Methode zur Bestimmung von
Nitrosothiolen basierend auf der Chemilumineszenzreaktion. Die

Reaktionslosung bestand aus Hydrochinon (0,1mmol/l) und Quinon
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(0,0lmmol/) in 1M Trispuffer (pH 10). Die Bestimmung des
Nitrosothiolgehalts ist mit dieser Methode madglich, jedoch nicht die
Bestimmung des Nitritgehalts. Aufgrund starker Schaumbildung in
Anwesenheit hoher Proteinkonzentrationen ist die Zugabe
schaumreduzierender Reagenzien, wie 2-Oktanol oder Silikon, zu

proteinreichen Proben nétig?®.

Fang et al.?® beschrieben eine weitere Methode basierend auf der
Chemilumineszenzdetektion. Die reduktive NO-Freisetzung erfolgt durch eine
Reaktionsléosung bestehend aus 1mmol/l L-Cystein und 100umol/l
Kupferchlorid. Diese Methode erlaubt die Quantifizierung von Nitrosothiolen
aus wassrigen Losungen und aus dem Serum bei einem pH von 3,5. Bei
physiologischem pH ist eine Bestimmung von Nitrosothiolen nicht mdglich.
Solche Bedingungen kénnen in biologischem Material, durch Reduktion von
Nitrit zu NO, zu einer artifiziellen Nitrosierung von Thiolen fihren und erhdhte
Nitrosothiolkonzentrationen erzeugen?®. Nitrit kann mit dieser Methode nicht

bestimmt werden.

Eine weitere Methode, die sich die Chemilumineszenzdetektion zu Nutze
macht, wurde von Ewing et al.?” beschrieben. Die Arbeitsgruppe verwendete
das klassische Saville-Verfahren, um aus Nitrosothiolen Quecksilber-
katalysiert Nitrosoniumionen freizusetzen, die weiter zu Nitrit reagierten. Nitrit
wurde durch eine Reaktionslosung bestehend aus Vanadium-(lll)-Chlorid
(0,fmol/l VCI3 in 2mol/ll HCI) zu NO reduziert und mittels
Chemilumineszenzreaktion detektiert. Die Messgenauigkeit der Methode
nahm bei niedrigen Nitrosothiolkonzentrationen ab, da sich diese in
Anwesenheit hoher Nitritkonzentrationen schlecht abgrenzen lieen. Ein
weiteres Problem bestand darin, dass die Reaktionslosung 50-70% des in
der Probe vorhandenen Nitrats zu NO reduzierte und dies zu einer
Uberschatzung der Nitritkonzentrationen fiihrte®®. AuRerdem sorgte die
Saville-Methode nicht fur eine vollstandige Freisetzung von NO aus

Nitrosothiolen und unterschatzt somit die Nitrosothiolkonzentration®°.
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Im Vergleich zu den beschriebenen Methoden erwies sich die
Chemilumineszenz-Methode basierend auf einer jodidhaltigen

1.7 verwendete

Reaktionsldosung als Uberlegen. Die zunachst von Marley et a
Reaktionslésung wurde insofern modifiziert, dass kein Kupfer-(ll)-sulfat vor
der Probenaufgabe zugegeben wurde und keine schaumreduzierenden
Substanzen notig waren. Ein Austausch der Reaktionsldsung war erst nach
15, 10 bzw. 3 Probenaufgaben bei wassrigen, plasmatischen bzw.
hamoglobinhaltigen Proben notig. Somit bewahrte sich die Methode als
besonders schnell und wenig storanfallig. Sowohl Nitrit als auch RXNO
konnten aus wassrigen und aus biologischem, proteinhaltigem Material bei
physiologischem pH-Wert mit hoher Sensitivitat, Spezifitat und
Reproduzierbarkeit bestimmt werden. Eine Extraktion oder Deproteinierung
war nicht noétig. Durch die Zugabe von Sulfanilamid konnte zwischen Nitrit

und RXNO unterschieden werden?®.

4.2 Plasmaproteine erhdhen die UV-induzierte NO-

Freisetzung aus Nitrat

Die in der Literatur beschriebene RXNO-Konzentration im Plasma schwankt
von nicht detektierbar Giber 40nmol/l bis zu 10umol/I¥’. Eine Erklarung fir die
grollen Schwankungen der RXNO-Konzentration kdnnte in der verwendeten
Methode zur Bestimmung der NO-Spezies begrindet liegen. Mit der oben
beschriebenen Chemilumineszenzdetektion liegt die RXNO-Konzentration fur
gesunde Personen im niedrig nanomolaren Bereich (39 £ 3nmol/l) und steht
im Einklang mit Ergebnissen neuerer Studien''*%%_ Arbeitsgruppen, die tiber
eine hohere RXNO-Konzentration berichteten, verwendeten die Photolyse-
Methode. Die Photolyse-Methode bedient sich der UV-Strahlung, um die RX-
NO-Bindung zu spalten und NO freizusetzen. Die Verwendung der
Photolysereaktion konnte eine Fehlerquelle der Methode darstellen, da sie

¥, Wie in der Literatur

nicht spezifisch fur Nitrosothiole zu sein schein
beschrieben setzt UV-Licht NO nicht nur aus Nitrosothiolen frei, sondern

auch aus Nitrit, Nitrosaminen und Dinitrosyl-Eisen-Komplexen?. Im Abschnitt
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2.3 der vorliegenden Arbeit werden die zur Bestimmung der Spezifitat der
Photolysereaktion  fur  Nitrosothiole  notigen  Untersuchungsschritte

beschrieben.

Es konnte gezeigt werden, dass UV-Bestrahlung von Plasma zu einer
messbaren NO-Freisetzung fuhrte. Gleichzeitig kam es in der Plasmaprobe
neben der Bildung von RXNO und Nitrit zu einer Abnahme der
Nitratkonzentration. In weiteren Experimenten konnte gezeigt werden, dass
die Zugabe von Nitrat zu Plasma, nicht jedoch zu wassrigen Proben, zu
einem Ansteigen der UV-abhangigen NO-Freisetzung fuhrte. Die Entfernung
von Nitrat aus Plasma bewirkte eine starke Verringerung der UV-abhangigen
NO-Freisetzung. Dieses Ergebnis legt die Vermutung nahe, dass das im
Plasma vorhandene Nitrat die Quelle der photolytischen NO-Freisetzung sein
konnte. Gleichzeitig scheinen die im Plasma vorhandenen Proteine, die in
wassrigen Losungen nicht vorhanden sind, ebenfalls eine Rolle bei der NO-

Freisetzung aus Plasma zu spielen.

Um die Beteiligung der Plasmaproteine bzw. der Thiolgruppen an der UV-
abhangigen NO-Freisetzung aus dem Plasma nachzuweisen, wurde die
Thiolverfigbarkeit im Plasma moduliert. Die Zugabe von L-Cystein und
Dithiothreitol zur Plasmaprobe fluhrte zu einem Anstieg der UV-abhangigen
NO-Freisetzung. N-Ethylmaleinimde, ein Thiolalkylanz, sowie HgCI, flhrten
zu einer Abnahme der NO-Freisetzung. Eine wassrige Nitratlosung zeigte in
Anwesenheit von L-Cystein, verglichen mit der NO-Freisetzung bei
Abwesenheit des Thiols, eine Zunahme der UV-abhangigen NO-Freisetzung
(Daten nicht gezeigt). Durch Zufiigen von HgCl, zu der wassrigen Nitrat/L-
Cystein-Losung konnte eine Reduktion der NO-Freisetzung beobachtet
werden (Daten nicht gezeigt). Demnach konnte aus einer nitrathaltigen
Ldsung in Anwesenheit von Thiolen durch UV-Licht NO freigesetzt werden,
ohne dass in der urspringlichen Losung RSNOs vorhanden waren. Die
Reduktion der UV-abhangigen NO-Freisetzung durch HgCl; ist folglich nicht
abhangig von der Spaltung der RSNOs durch Quecksilber, sondern vielmehr
durch eine Modifikation der Thiolverflgbarkeit zu erklaren. Dieses

uberraschende  Untersuchungsergebnis bestatigt die Validitat der
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Analysemethodik und die bestimmten RXNO-Konzentrationen im Plasma der

im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchten Probanden.

4.3 Tageszeitliche und Tag-zu-Tag Variabilitat der

plasmatischen RXNO-Konzentration

Bevor die Querschnittsstudie mit Normalprobanden und Probanden mit
kardiovaskularen Risikofaktoren begonnen wurde, wurden die Tag-zu-Tag
Variabilitat und die tageszeitliche Variabilitat der RXNO-Konzentration bei
gesunden Probanden bestimmt. Die RXNO-Konzentration unterlag einer
geringen, nicht signifikanten Tag-zu-Tag Variabilitat. Die tageszeitliche
Variabilitdt der RXNO-Konzentration wurde nur fir die Morgenstunden
bestimmt, da dieser Zeitraum fur die spatere Querschnittstudie von
Bedeutung war. Die RXNO-Konzentration unterlag in diesem Zeitraum keiner
signifikanten Schwankung. Uber die Schwankung zu anderen Tageszeiten
kann im Rahmen der vorliegenden Arbeit keine Aussage gemacht werden.
Trotz der zufriedenstellenden Reproduzierbarkeit der Untersuchungs-
ergebnisse zur Messung der RXNO-Konzentration, haben wir uns
entschieden, die Originalregistrierungen von einem verblindeten zweiten
Untersucher analysieren zu lassen, um einen Untersucherbias ausschlie3en

zu kdnnen.

4.4 Einfluss kardiovaskularer Risikofaktoren auf die

Endothel-abhéangige Dilatation

In friheren Verdffentlichungen wurden invasive Methoden wie die koronare
Angiographie verwendet, um die Endothel-abhangige GefalRantwort auf die
Infusion von Azetylcholin® zu bestimmen. Bei gesunden Probanden fiihrte
dieser Reiz Uber die Stimulation der NO-Synthese zu einer Vasodilatation der

Koronargefalte. Bei Patienten mit einer dokumentierten koronaren
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Herzkrankheit flhrte die Infusion von Azetylcholin zu einer verminderten
Vasodilatation bzw. zu einer Vasokonstriktion. Die vasokonstriktorische
Antwort ist durch den Verlust der Fahigkeit zur NO-Synthese und einen
uberwiegenden Einfluss muskarinerger Rezeptoren auf Ebene der glatten

Gefalmuskulatur zu erklaren®®.

Nicht-invasive Verfahren, wie die hochauflosende Duplexsonographie der A.
brachialis, konnten diese Beobachtung unterstiitzen. Celermajer et al.’®
konnten zeigen, dass die NO-abhangige, Fluss-vermittelte Dilatation
(FMD=Flow Mediated Dilation) bei Patienten mit kardiovaskularen
Risikofaktoren, vermindert war. Hierbei ging eine erhohte Anzahl
kardiovaskularer Risikofaktoren mit einer reduzierten FMD einher. Unter der
Voraussetzung, dass die FMD im wesentlichen NO-vermittelt ist*®, kann bei
Vorliegen von kardiovaskularen Risikofaktoren von einer Einschrankung der
NO-Bioverfugbarkeit ausgegangen werden. Allerdings ist die Messung der
FMD eine zeitaufwendige Methode, die eine spezielle Ausbildung erfordert
und groRer Erfahrung des Untersuchers bedarf. Deshalb ist die Methode

nicht in den klinischen Alltag integriert worden.

Zahlreiche Untersuchungen sprechen dafur, dass kardiovaskulare
Risikofaktoren Uber eine gesteigerte Radikalenbildung 2zu einem
beschleunigten NO-Abbau fiihren'™. Neben dem NO-Abbau scheinen
Radikale (oxidativer Stress) auch zu einer Hemmung der NO-Synthese
beizutragen®. Mittlerweile wurde fiir die wesentlichen kardiovaskuldren
Risikofaktoren wie der Diabetes mellitus, die arterielle Hypertonie, die
Hypercholesterinamie und das Rauchen der Nachweis erbracht, dass sie zu
einer Verminderung von bioaktivem NO fuhren, indem sie durch freie
Radikalenbildung die NO-Synthese vermindern und den NO-Abbau
beschleunigen®®%7%1% Da NO an der Vermittlung wesentlicher Endothel-
funktionen beteiligt ist, die der Entstehung einer Arteriosklerose entgegen
wirken, scheint die Minderung der NO-Bioverfugbarkeit eine wesentliche

Rolle fiir die Entwicklung einer Arteriosklerose zu spielen®.
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4.5 Einfluss kardiovaskularer Risikofaktoren auf die

Nitrat- und Nitritkonzentration im Plasma

Die Bestimmung eines Markers der endothelialen Dysfunktion aus dem Blut
konnte fur eine vereinfachte Diagnostik sorgen. Daruber hinaus ware eine
Standardisierung (Zentrallabor) sowie eine Reduktion der Kosten mdglich.
Mit diesem Ziel stieg in den letzten Jahren das Interesse an der

Identifizierung eines NO-Markers fir die endotheliale Dysfunktion.

Um einen NO-Marker aus dem Blut identifizieren zu kdnnen, ist eine genaue
Kenntnis der Hauptreaktionswege von NO in der humanen Zirkulation
wichtig. Vom Endothel nach luminal freigesetztes NO reagiert im Plasma mit
molekularem Sauerstoff zu Nitrit. Nitrit und NO koénnen in Erythrozyten
diffundieren und dort mit Oxyhamoglobin zu Nitrat reagieren. NO kann im
Plasma direkt mit freien Aminen Nitrosamine (RNNO) oder mit Thiolen
Nitrosothiole (RSNO) bilden. Es werden niedermolekulare NO-Spezies wie
S-Nitrosocystein oder S-Nitrosoglutathion von hochmolekularen NO-Spezies

wie S-Nitrosoalbumin oder N-Nitrosoalbumin unterschieden.

In publizierten und unpublizierten Ergebnissen der Arbeitsgruppe konnte
gezeigt werden, dass Nitrit ein Marker der regionalen und systemischen
endothelialen NO-Produktion im Menschen und anderen Saugetieren ist?"*,
In einer Querschnittstudie an 351 Blutspendern konnte gezeigt werden, dass
Nitrit mit steigender Anzahl an Risikofaktoren signifikant abfallt (nicht
publizierte Ergebnisse der Arbeitsgruppe). Die Variabilitdt innerhalb einer
Risikofaktorgruppe war jedoch so grol3, dass der positive sowie negative
pradiktive Wert der Nitrit-Messung zur Diskriminierung von gesunden und

kranken Probanden gering war.

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang
zwischen der Nitritkonzentration im Plasma und der Anzahl kardiovaskularer
Risikofaktoren. Es konnte lediglich eine tendenzielle Abnahme der

Nitritkonzentration im Plasma verzeichnet werden. Eine mogliche Erklarung
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fur die unterschiedlichen Ergebnisse der beiden Studien kdnnte die geringere

Anzahl an Studienteilnehmern in der vorliegenden Untersuchung sein.

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung stehen im Einklang mit
Ergebnissen, die Nitrit als Indikator einer lokalen, kurzfristigen Anderung der
Aktivitat der NOS beschreiben®*°. Ob die Nitritkonzentration als langfristiger
Parameter der NO-Bioverfligbarkeit geeignet ist, muss noch geklart werden.

Auch die plasmatische Nitratkonzentration zeigte in der vorliegenden Arbeit
keine signifikanten Unterschiede zwischen Personen mit kardiovaskularen
Risikofaktoren und dem Kontrollkollektiv. Die Nitratkonzentration im Plasma
unterliegt nicht allein der endogenen NO-Synthese, sondern kann z.B. durch
die Nahrungsaufnahme stark beeinflusst werden®®. AuRerdem liegt Nitrat in
sehr hohen Hintergrundkonzentrationen (mikromolarer Bereich) im Plasma
vor, wodurch die Bestimmung von Anderungen, die auf die endogene NO-
Synthese (nanomolarer Bereich) zurdckzufihren sind, nur eingeschrankt
mdglich ist. Daraus ergibt sich, dass Nitrat nicht als biochemischer Marker

einer eingeschrankten NO-Bioverfligbarkeit geeignet ist.

4.6 Identifizierung eines biochemischen Markers der

endothelialen Dysfunktion

Im Gegensatz zur Nitrit- und Nitratkonzentration im Plasma zeigen die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass die RXNO-Konzentration im
Plasma von Personen mit steigender Anzahl an kardiovaskularen

Risikofaktoren signifikant abfallt.

In frGherer Studien wurde gezeigt, dass NO Uber die Bildung langlebiger
Intermediate, wie L-Nitrosocystein, Nitrosoglutathion und SNOAIb, im
menschlichen Kreislauf zirkuliert?”**°. Weitere Untersuchungen belegten die
physiologische Relevanz von RXNO, indem sie nachwiesen, dass infundierte

Nitrosothiole und auch Nitrosothiole, die nach Infusion von NO gebildet
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wurden, vergleichbare hamodynamische Effekte auf das Gefalisystem der
Unterarmstrombahn hatten wie NO®%. In Voruntersuchungen der
Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass die systemische Infusion eines
NO-Syntheseinhibitors zu einem Anstieg des Blutdrucks und zu einem Abfall
der RXNO-Konzentration fihrte. Andere Studien zeigten, dass RXNO fir
eine Inhibition der Thrombozytenaggregation sorgt?®. Daraufhin wurde
vermutet, dass RXNO eine systemisch wirksame bioaktive Speicherform von

NO darstellt®*.

Vor diesem Hintergrund stehen die Befunde der vorliegenden Arbeit im
Einklang mit der Hypothese, dass kardiovaskulare Risikofaktoren zu einer
eingeschrankten NO-Bioverfugbarkeit fuhren. Eine eingeschrankte NO-
Bioverfugbarkeit und eine damit einhergehende reduzierte plasmatische
RXNO-Konzentration kdnnte somit als biochemischer Marker einer
endothelialen Dysfunktion dienen. Diese Hypothese wurde durch weitere
Untersuchungen der Arbeitsgruppe bestatigt, die einen Zusammenhang
zwischen der FMD und der RXNO-Konzentration im Plasma nachwiesen

(unveroffentlichte Daten).

4.7 Klinische Bedeutung und Ausblick

In den letzten Jahren konnte der Nachweis erbracht werden, dass die
endotheliale Dysfunktion in Patienten mit kardiovaskularen Risikofaktoren

eine friihe Stufe in der Entstehung der Arteriosklerose darstellt*24741"8 Dije

endotheliale Funktion wurde bisher mittels FMD bestimmt'?

. Celermajer et
al.’® konnten =zeigen, dass es bei Personen mit kardiovaskuldren
Risikofaktoren zu einer Reduktion der FMD kommt. Die FMD konnte als ein
prognostischer Wert fur Patienten mit koronarer Herzkrankheit etabliert
werden’?. Der endothelialen Dysfunktion sollte auch deshalb eine besondere
Bedeutung geschenkt werden, weil einige Studien darauf hinweisen, dass

eine endotheliale Dysfunktion teilweise riickfiihrbar sein kann'®9%1,
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Trotzdem ist die FMD-Messung nicht in den klinischen Alltag integriert

worden.

NO ist an der Vermittlung wesentlicher Endothelfunktion beteiligt und
beeinflusst Uber eine reduzierte Bioverflgbarkeit Schlisselprozesse, die fir
die Entwicklung einer Arteriosklerose von Bedeutung sind. Mittels eines
geeigneten und einfach zu bestimmenden Markers des NO-Stoffwechsels,

konnte die Diagnostik einer endothelialen Dysfunktion erleichtert werden.

Die vorliegende Arbeit konnte zeigen, dass mit zunehmender Anzahl an
kardiovaskularen Risikofaktoren die RXNO-Konzentration, eine bioaktive
Speicherform von NO®, vermindert ist. Dieser Zusammenhang bietet die
Madglichkeit, Uber die Bestimmung der RXNO-Konzentration die Entstehung
bzw. das Fortschreiten einer Arteriosklerose zu erfassen und eine frihzeitig

Therapie einzuleiten.

Die Therapie der Arteriosklerose basiert zu groRen Teilen auf einer
Reduktion von kardiovaskuldren Risikofaktoren. Bei einigen Therapie-
ansatzen hat sich gezeigt, dass sie neben ihren urspringlich bekannten
Wirkungen auch die NO-Bioverfugbarkeit erhdhen konnen und dadurch
direkten Einfluss auf die endotheliale Dysfunktion nehmen. Ein Teil der schon
seit langerem bekannten prognostisch glnstigen Eigenschaften von
Angiotensin-Converting-Enzyme(ACE)- und Cholesterol-Synthese-Enzym-
(CSE) Hemmern kann einer gesteigerten NO-Bioverfugbarkeit zugeschrieben

Werden50;61;114.

Diese Befunde sprechen dafiur, dass die endotheliale
Dysfunktion das kausale Bindeglied und somit eine therapeutische Zielgrélie
in der Prophylaxe und Therapie einer Arteriosklerose darstellt®®. Die
vorliegende Arbeit weist den Zusammenhang zwischen der Anzahl an
kardiovaskularen Risikofaktoren und der RXNO-Konzentration nach. Durch
die Bestimmung der RXNO-Konzentration kénnte es moglich sein, die
endotheliale Dysfunktion in die individualspezifische Risikostratifizierung mit
einzubeziehen. Zudem koénnten Behandlungserfolge nun durch einen

einfachen Bluttest objektiviert werden.

49



5 Zusammenfassung

Zahlreiche Untersuchungen haben gezeigt, dass kardiovaskulare
Risikofaktoren die Endothelfunktion beeintrachtigen und u.a. Uber die
verminderte NO-Synthese bzw. Uber einen gesteigerten NO-Abbau eine
proatherogene Wirkung vermitteln. Ergebnisse der letzten Jahre weisen
darauf hin, dass NO als RXNO im Kreislauf transportiert wird und systemisch
wirksam werden kann. Zur Bestimmung der RXNO-Konzentration kann die
RX-NO-Bindung chemisch reduktiv oder durch UV-Licht gespalten werden.
Die mit der Photolyse-Methode gemessenen RXNO-Konzentrationen werden
in der Literatur um ein Hundertfaches hoher angegeben als die der
reduktiven Verfahren. Folgende Hypothesen wurden untersucht: (1) Aufgrund
eines systematischen Messfehlers Uberschatzt die Photolyse-Methode die
RXNO-Konzentration im Plasma. (II) Mit zunehmender Anzahl
kardiovaskularer Risikofaktoren nimmt die RXNO-Konzentration im Plasma
ab.
Zur Uberprifung der ersten Hypothese wurde die Photolyse-Methode mit der
reduktiven CLD verglichen. Zur Uberprifung der zweiten Hypothese wurden
die plasmatischen Nitrat-, Nitrit-, und RXNO-Konzentrationen bestimmt und
auf einen Zusammenhang mit der unterschiedlichen Anzahl kardiovaskularer
Risikofaktoren untersucht. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen
sich wie folgt zusammenfassen:

{)) Plasmathiole fuhren zu einer Erhdhung der Photolyse-induzierten

NO-Freisetzung aus plasmatischem Nitrat.
(I Mit steigender Anzahl an kardiovaskularen Risikofaktoren nimmt
die RXNO-Konzentration im Plasma ab.

Die Bestimmung der RXNO-Konzentration mittels reduktiver Gasphasen-
Chemilumineszenz aus dem Plasma konnte als einfacher Bluttest zur
Diagnostik  einer  endothelialen  Dysfunktion bei Patienten  mit
kardiovaskularen Risikofaktoren dienen und den Einstieg in eine fruhzeitige
Therapie ermoglichen. Dariber hinaus koénnten Uber die RXNO-

Konzentration Behandlungserfolge objektiviert werden.
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Einfluss der Anzahl kardiovaskularer Risikofaktoren auf die
RXNO-Konzentration im menschlichen Plasma: biochemischer
Marker des NO-Stoffwechsels und endotheliale Dysfunktion

Zahlreiche Untersuchungen haben gezeigt, dass kardiovaskulare
Risikofaktoren (RF) die Endothelfunktion beeintrachtigen und u.a. Uber die
verminderte Stickstoffmonoxid(NO)-Synthese bzw. Uber einen gesteigerten
NO-Abbau eine proatherogene Wirkung vermitteln. Ergebnisse der letzten
Jahre weisen darauf hin, dass NO als RXNO (nitrosierte und nitrosylierte NO-
Spezies) im Kreislauf transportiert wird und systemisch wirksam werden
kann. Zur Bestimmung der RXNO-Konzentration kann die RX-NO-Bindung
chemisch reduktiv oder durch Ultraviolett(UV)-Licht gespalten werden. Die
mit der Photolyse-Methode gemessenen RXNO-Konzentrationen werden in
der Literatur um ein Hundertfaches hoher angegeben als die der reduktiven
Verfahren. Folgende Hypothesen wurden untersucht: (1) Aufgrund eines
systematischen Messfehlers Uberschatzt die Photolyse-Methode die RXNO-
Konzentration im Plasma. (II) Mit zunehmender Anzahl kardiovaskularer RF
nimmt RXNO-Konzentration im Plasma ab.
Zur Uberprifung der ersten Hypothese wurde die Photolyse-Methode mit der
reduktiven Chemilumineszenzdetektion (CLD) verglichen. Zur Uberprifung
der zweiten Hypothese wurden die plasmatischen Nitrat-, Nitrit-, und RXNO-
Konzentrationen bestimmt und auf einen Zusammenhang mit der
unterschiedlichen Anzahl kardiovaskularer RF untersucht. Die Ergebnisse
der vorliegenden Arbeit lassen sich wie folgt zusammenfassen:

()] Plasmathiole fuhren zu einer Erhdhung der Photolyse-induzierten

NO-Freisetzung aus plasmatischem Nitrat.
(1) Mit steigender Anzahl an kardiovaskularen RF nimmt die RXNO-
Konzentration im Plasma ab.

Die Bestimmung der RXNO-Konzentration mittels reduktiver CLD aus dem
Plasma konnte als einfacher Bluttest zur Diagnostik einer endothelialen
Dysfunktion bei Patienten mit kardiovaskularen RF dienen und den Einstieg
in eine frlhzeitige Therapie ermdoglichen. Darlber hinaus kdnnte Uber die

RXNO-Konzentration Behandlungserfolge objektiviert werden.

Ort, Datum Prof. Dr. med. M. Kelm

65



	Dissertation
	Liste der Abkürzungen

	Einleitung
	Synthese von Stickstoffmonoxid
	Stoffwechsel von Stickstoffmonoxid
	Stickstoffmonoxid als intra- und interzellulärer Botenstoff 
	Der zirkulierende NO-Pool
	Bedeutung von RXNO in der humanen Zirkulation
	Messung des zirkulierenden NO-Pool

	NO in der Pathogenese der Arteriosklerose

	Material und Methoden
	Messung des zirkulierenden NO-Pool
	Reduktive Gasphasen-Chemilumineszenz
	Nicht reduktive Gasphasen-Chemilumineszenz
	Fluss-Injektions-Analyse

	Probenaufarbeitung
	Probenaufarbeitung zur Bestimmung von Nitrit und RXNO mittel
	Probenaufarbeitung zur Bestimmung von RXNO mittels nicht red
	Probenaufarbeitung zur Bestimmung von Nitrat mittels Fluss-I

	Methodische Einflussfaktoren auf die RXNO-Konzentration im P
	Biologische Einflussfaktoren auf die RXNO-Konzentration im P
	Erfassung der Tag-zu-Tag Variabilität
	Erfassung der tageszeitlichen Schwankung

	Einfluss der Anzahl kardiovaskulärer Risikofaktoren auf die 
	Statistische Auswertung

	Ergebnisse
	Methodische Einflussfaktoren auf die RXNO-Konzentration im P
	Biologische Einflussfaktoren auf die RXNO-Konzentration im P
	Erfassung der Tag-zu-Tag Variabilität
	Ausschluss tageszeitlicher Schwankungen der RXNO-Plasmakonze

	Einfluss der Anzahl kardiovaskulärer Risikofaktoren auf die 
	Charakterisierung der Studienpopulation
	Einfluss der Anzahl kardiovaskulärer Risikofaktoren auf die 
	Einfluss der Anzahl kardiovaskulärer Risikofaktoren auf die 
	Einfluss der Anzahl kardiovaskulärer Risikofaktoren auf die 


	Diskussion
	Methodenkritik
	Plasmaproteine erhöhen die UV-induzierte NO-Freisetzung aus 
	Tageszeitliche und Tag-zu-Tag Variabilität der plasmatischen
	Einfluss kardiovaskulärer Risikofaktoren auf die Endothel-ab
	Einfluss kardiovaskulärer Risikofaktoren auf die Nitrat- und
	Identifizierung eines biochemischen Markers der endotheliale
	Klinische Bedeutung und Ausblick

	Zusammenfassung
	Literaturverzeichnis
	Veröffentlichungen
	A. Publikationen
	B. Abstracts


	Danksagung
	Lebenslauf
	Hochschulausbildung
	Praktische Ausbildung
	Prakisches Jahr  04/2005-03/2006



	Einfluss der Anzahl kardiovaskulärer Risikofaktoren auf die 

