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1. Einleitung

1.1. Arteriosklerose

Herzkreislauferkrankungen stellen heutzutage die haufigste Todesursache
in den westlichen Industrienationen dar'?. Im Jahre 2004 sind allein in
Deutschland 368.472 (45,0%) Menschen an den Folgeerkrankungen des
Herzkreislaufsystems verstorben, 84.163 (10,3%) davon allein an
chronisch ischamischer Herzkrankheit und 61.736 (7,5%) an akutem
Myokardinfarkt (statistisches Bundesamt). Kardiovaskulare Erkrankungen
haben im Jahre 2002 mit einem Anteil von 15,8% der Gesamtkrankheits-
kosten insgesamt 35,4 Milliarden Euro fur stationare und ambulante
Behandlungen, durch Arbeitsunfahigkeit, Invaliditat und vorzeitigem Tod
von Erwerbstatigen an Kosten verursacht.

Die Hauptursache der meisten kardiovaskularen Erkrankungen stellt die
Arteriosklerose dar. So sind bis zu 50% der kardiovaskularen Todes-
ursachen Folge einer koronaren Herzerkrankung. Die Arteriosklerose ist
eine chronisch progressive Erkrankung aller Arterien. Aus pathologischer
Sicht handelt es sich dabei um eine entzindliche Erkrankung der
arteriellen BlutgefaRe mit Infiltration von Makrophagen und Lymphozyten
in die GefaRintima®. Friiheste arteriosklerotische Verdnderungen lieRen
sich zum Teil bereits im Kindesalter nachweisen®. Durch zusatzliche
extrazellulare Fettablagerungen und regressive Veranderungen der
GefalRwand mit bindegewebigem Umbau und Verkalkungen im Laufe der
Jahre kommt es zur Entstehung arterieller Plaques®. Diese kdnnen
entweder zu einer progressiven hamodynamisch relevanten Einengung
der Gefalde fuhren oder durch ein appositionelles Thrombuswachstum auf
dem Boden eines rupturierten Plaques akute ischamische Ereignisse wie

Myokardinfarkt und Schlaganfall hervorrufen®”.

Die betroffenen Patienten kommen zumeist erst im fortgeschrittenen
Stadium beim Auftreten von Beschwerden in die Klinik, mit bereits
eingetretenen Organschadigungen, wie z.B. koronarer Herzerkrankung,

peripherer arterieller und cerebrovaskularer Verschlusserkrankung sowie



Nephrokalzinose. Die Diagnostik und Therapie erfolgt zu diesem Zeitpunkt
mit aufwendigen und kostenintensiven, interventionellen und chirurgischen
Revaskularisationsverfahren, sowie mit einer stetig wachsenden medika-
mentdsen Begleittherapie. Dies wirft aus soziobkonomischer Sicht
Probleme auf, da zum einen die Patienten durch das Auftreten von
Organschaden in ihrer Lebensqualitat eingeschrankt sind und sie zum
anderen der Volkswirtschaft nur noch beschrankt oder gar nicht mehr zur
Verfugung stehen. Die Entwicklung der Arteriosklerose beginnt allerdings
zu einem viel friheren Zeitpunkt. Veranderungen des Gefaltendothels und
seiner Funktion im Sinne einer endothelialen Dysfunktion spielen eine
zentrale Rolle sowohl in der Entstehung als auch der Progression einer
Arteriosklerose® und sind bereits viele Jahre vor manifesten Organ-

schadigungen nachweisbar *'°.

Endotholiale

Fruherkennung Diagnostik Therapiekontrolle

Biomarker

Abbildung 1: Arterielles Gefall mit Darstellung des Verlaufs der Arteriosklerose. Das
Schllsselereignis in der Entwicklung der Arteriosklerose ist die endotheliale Dysfunktion.
Die Biomarker finden Einsatz sowohl in der Friherkennung, der Diagnostik als auch in
der Therapiekontrolle sowie in der Prognostik der Major Adverse Cardiac Events (MACE).

Aus diesem Grund wurden daher in den vergangenen Jahren enorme
Anstrengungen zur Entwicklung und Etablierung von Biomarkern einer
vaskularen Dysfunktion unternommen, die (1.) zur Fruherkennung der
Arteriosklerose vor dem Auftreten von bedeutenden Organschaden, (2.)
zur individuellen Therapiekontrolle und (3.) zur prognostischen
Abschatzung des kardiovaskularen Risikos des einzelnen Patienten

eingesetzt werden kdnnen.
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1.2. Marker einer vaskularen Dysfunktion

Die Beurteilung des arteriosklerotischen Krankheitsprozesses und der
daraus resultierenden Organschadigung war lange Zeit durch aufwendige
Methoden, die haufig mit hohem Zeitaufwand, geringer Sensitivitat und
hohen Kosten vergesellschaftet waren, charakterisiert.

Durch ein immer weiterreichendes Verstandnis der pathophysiologischen
Vorgange und der Entwicklung von sensitiven, spezifischen und
einfacheren Technologien, ist die Moglichkeit einer Friherkennung und
Therapiekontrolle kardiovaskularer Erkrankungen immer attraktiver
geworden. Hieraus resultierte in den letzten Jahren die Entwicklung von
zum Teil vielversprechenden attraktiven Markern einer vaskularen
Dysfunktion. Um allerdings Einzug in die klinische Routinediagnostik zu
erlangen, muss ein geeigneter Marker folgende Kriterien erfiillen': Er
muss (1.) zusatzliche zu bereits bestehenden Markern unabhangige
Informationen Uber das kardiovaskulare Risiko und dessen Prognose
liefern, (2.) den klinischen Schweregrad der Erkrankung widergeben, (3.)
mit einer hohen Zuverlassigkeit und Genauigkeit bestimmbar sein, (4.)
eine hohe Sensitivitat, Spezifitat und einen hohen Vorhersagewert
aufweisen und (5.) Uber eine weitreichende Verflgbarkeit und praktische
Anwendung verflgen. Die bisher etablierten Marker lassen sich unterteilen
in die serologischen Biomarker, die funktionellen, strukturellen und

genetischen Marker.

1.2.1. Serologische Biomarker

Die Bestimmung von serologischen Biomarkern ermoglicht eine
Beurteilung biologischer Prozesse, die in der Pathophysiologie einer
Arteriosklerose eine entscheidende Rolle spielen. Zahlreiche mogliche
Biomarker, die bei Entzindungsreaktionen, der Fibrinolyse und beim
oxidativen Stress eine wichtige Rolle spielen, zeigten bereits gute Ansatze
in der Vorhersage zukinftiger kardiovaskularer Ereignisse und sind in

Tabelle 1 zusammengefasst.
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Tabelle 1: Klinische Epidemiologie serologischer Biomarker kardiovaskularer
Erkrankungen. Anordnung nach Biomarkern von Entziindung, Fibrinolyse, Oxidativem
Stress und veranderten Lipiden mit Auftragung der jeweiligen Kriterien eines Biomarkers.

Uberzeugende Standardisierte Additiv zum Additiv zum
prospektive Analysemethodik Lipid Framingham

Biomarker Studien Screening Risk Score
Entziindung
hsCRP ++++ +++ +++ ++
ICAM-1 ++ +/- + -
IL-6 ++ - + -
IL-18 ++ - + -
Myeloperoxidase + - +/- -
CD40 Ligand + - - -
Fibrinolyse
t-PA/PAI-1 ++ +/- - -
Fibrinogen +++ +/- ++ -
Homocystein +++ +++ +/- -
D-Dimer ++ + - -
Oxidativer Stress
oxLDL +/- - - -
veranderte Lipide
Lipoprotein (a) +++ +/- +/- -
LDL Partikelgrofie ++ +/- +/- -

hsCRP=high sensitivity C-Reactive Protein; ICAM-1=Intercellular Adhesion Molecule-1;
IL-6, IL-18=Interleukin 6 und 18; t-PA=tissue type Plasminogen Activator; PAI-
1=Plasminogen Activator Inhibitor; oxLDL=oxidated Low Density Lipoprotein

Das C-reaktive Protein (CRP) ist einer der best charakterisierten
verfugbaren Biomarker inflammatorischer Prozesse, der sich als
potentieller Marker kardiovaskularer Ereignisse herausstellte'. Es zahlt zu
den Akut-Phase Proteinen und spielt in der humoralen Immunantwort eine
entscheidende Rolle. Seine Expression fand sich unter anderem in der
glatten GefaRmuskulatur , besonders in der krankhafter Koronararterien'.
CRP beeinflusst direkt die Expression von Adhasionsmolekulen, die
Fibrinolyse und die endotheliale Dysfunktion'. Die Messung von CRP
kann mit Hilfe mehrerer standardisierter, validierter und kostengtinstiger
Analysemethoden durchgefuhrt werden. Mehr als 20 prospektive,
epidemiologische Studien belegen, dass hsCRP einen unabhangigen
Vorhersagewert von Myokardinfarkt, Apoplex, peripherer arterieller
Verschlusskrankheit und plotzlichem Herztod aufweist, sogar bei noch
scheinbar gesunden Individuen'. Es ist spezifisch fiir die Vorhersage

vaskularer Ereignisse und zeigte in mehreren Studien additive
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Informationen zur Bestimmung des LDL-Cholesterins und des Risikoprofils
gemal des Framingham Risk Scores. Allerdings stellt die Bestimmung
von hsCRP keinen Ersatz fur die HDL- und LDL-Cholesterin Bestimmung
dar, sondern dient eher zur Verlaufskontrolle, z.B. wahrend einer Statin-
Therapie. Der Einsatz von Statinen, Fibraten und anderen lipidsenkenden
Therapien fuhrte nachweislich zur gleichzeitigen Senkung der hsCRP-
Spiegel. Allerdings konnte bisher nicht gezeigt werden, dass eine
Senkung der hsCRP-Spiegel auch zu einer Senkung des kardiovaskularen
Risikos fuhren. Andere Parameter inflammatorischer Prozesse wie das
Interzellulare Adhasionsmolekil-1 (ICAM-1), Interleukin-6 und -18 (IL-6,
IL-18), Mpyeloperoxidase und CDA40-Ligand lieferten bisher keine
zusatzlichen Vorteile in der Prognose des kardiovaskularen Risikoprofils
gegenuber den bereits bestehenden Biomarkern.

Eine durch gestorte Fibrinolyse gesteigerte Thromboseneigung spielt eine
zentrale Rolle in der Pathogenese eines arteriellen Gefallverschlusses.
Verursacht wird die gesteigerte Thrombosierung durch ein Ungleich-
gewicht zwischen dem tissue-type Plasminogen-Aktivator (t-PA) und
seinem endogenen Inhibitor Plasminogen-Aktivator Inhibitor (PAI-1).
Experimentelle Daten geben Hinweis darauf, dass erhohte PAI-1-Spiegel
zu einem gesteigerten Risiko kardiovaskuldrer Ereignisse fiihren'.
Ahnliche prospektive Daten zeigen, dass basale Plasmaspiegel von t-PA
erstmalig auftretende Myokardinfarkte und Schlaganfalle vorhersagen'”®.
t-PA kann potentiell als ein relativ sensitiver Marker der endothelialen
Dysfunktion in Erganzung zur Messung der Endothel-abhangigen
Dilatation eingesetzt werden'®. Die D-Dimere, als Marker des Fibrin-
umsatzes, weisen wiederum erhohte Konzentrationen bei Personen mit

erhdhtem kardiovaskularem Risiko auf®®

. Die Bestimmung von Homo-
cystein stellte sich diagnostisch bei den Personen als relevant heraus, bei
denen die klassischen Risikofaktoren nicht diagnostizierbar waren.
Lipoprotein (a) und oxidiertes LDL (oxLDL) als diagnostische Parameter
veranderter Lipide bzw. von oxidativem Stress zeigten in ihrem
Vorhersagewert zukunftiger kardiovaskularer Ereignisse keine besonderen

Vorteile.
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Zusammengefasst lasst sich feststellen, dass mit Ausnahme des hsCRP,
keiner dieser Biomarker additive Informationen zu bestehenden
Risikoabschatzungen wie dem Framingham Risk Score lieferte. Aul3erdem
weisen die wenigsten kosteneffektive Analysemethoden auf, die durch
einen angemessenen Grad der Standardisierung und Genauigkeit flr den
klinischen Gebrauch einsetzbar sind. Zusatzlich gibt es bisher keinen
eindeutigen Nachweis daflr, dass die Senkung einer dieser Biomarker,
hsCRP miteinbezogen, das Risiko kardiovaskularer Ereignisse

verringert'?.

1.2.2. Funktionelle Biomarker

Attraktive funktionelle Marker kardiovaskularer Erkrankungen umfassen
die Bestimmung der endothelialen Dysfunktion mit Hilfe invasiver und
nicht-invasiver Untersuchungstechniken. In der Diagnostik einer endo-
thelialen Dysfunktion stellt die Messung der Endothel-abhangigen
Vasodilatation derzeit die zentrale Saule dar?’. Die nach intraarteriell
appliziertem Acetylcholin induzierte Gefalierweiterung gilt in diesem
Zusammenhang als invasiver und die Messung der Fluss-abhangigen
Dilatation (FMD) der Arteria brachialis mittels hochaufldsenden
Ultraschalls als nicht-invasiver Goldstandard®?*. Zahlreiche Studien
belegen die Bedeutung der Diagnostik einer endothelialen Dysfunktion in
der Fruherkennung der Arteriosklerose, der Therapiekontrolle und der

Risikostratifizierung bei Patienten mit KHK**%°

. Beide hier genannten
Verfahren haben aber noch keinen Einzug in die klinische
Routinediagnostik erhalten. Als Grinde hierfur kommen vor allem der
hohe Zeitaufwand und die HoOhe der Kosten der bendtigten
Untersuchungsgerate, sowie die Notwendigkeit erfahrener und gut

ausgebildeter Untersucher in Betracht.
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1.2.3. Strukturelle Biomarker

Als strukturelle Marker kardiovaskularer Erkrankungen sind die
Bestimmung der Intima-Media-Dicke (IMT) und der linksventrikularen
Hypertrophie (LVH) zu nennen (vgl. Tbl.2). Die Messung der IMT hat sich
als eine sichere nicht-invasive und relativ kostengunstige Methode
etabliert, welche arteriosklerotische Wandveranderungen ermitteln kann,
noch bevor ein Eingriff ins Lumen stattfindet. Allerdings fehlen bislang
noch standardisierte Messprotokolle und prospektive epidemiologische

Studien zur Festlegung geeigneter Referenzwerte?®.

Tabelle 2: Klinische Epidemiologie struktureller und funktioneller Marker kardiovaskularer
Erkrankungen mit Auftragung der jeweiligen Kriterien eines Biomarkers.

Uberzeugende identifiziert Veranderung

ubiquitar verfligbare  standardisierte Sensitivitat/  Erkrankungs- bei Therapie
Surrogatparameter Methodik Methodik Spezifitat schweregrad  der Erkrankung
Funktionelle
Marker
Endotheliale
Dysfunktion (FMD) + + ++ ++ +
Strukturelle
Marker
IMT ++ ++ ++ ++ +
LVH ++ ++ ++ ++ ++

FMD=Flow Mediated Dilation; IMT=Intima Media Thickness; LVH=Left Ventricular
Hypertrophy

1.2.4. Genetische Biomarker

GrolRe Hoffnung wird heutzutage in die Entwicklung und Etablierung
genetischer Marker gesteckt. Die Moglichkeit einer Intervention auf
genetischer Ebene erdffnet neue Perspektiven in der Pravention und
Behandlung kardiovaskularer Erkrankungen. So konnte unter anderem in

Untersuchungen von Zotz et al.?’

gezeigt werden, dass Polymorphismen
der Thrombozytenrezeptoren mit kardiovaskularen Ereignissen assoziiert
sind. Das humane Thrombozytenantigen 1b (HPA-1b oder P1A2) ist ein
hereditarer Risikofaktor einer erhdhten Plattchenthrombogenizitat, die zu

einem vorzeitig eintretenden Myokardinfarkt auf dem Boden einer KHK
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fihren kann®"?®, Ebenso scheint der Genotyp alpha(2)807TT des Integrins
alpha2betal mit dem verfrihten Auftreten eines Myokardinfarkts assoziiert
zu sein®®. Zur Verifizierung dieser Erkenntnisse sind allerdings noch
weiterflhrende prospektive Studien erforderlich.

Die ldentifizierung der genetischen Marker stellt sich bislang noch als
schwierig heraus, da die Entstehung der kardiovaskularen Erkrankung
multifaktoriell bedingt ist und auf einen polygenetischen Ursprung
zuriickzufiihren ist®.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass zahlreiche attraktive
serologische, funktionelle und strukturelle Parameter etabliert wurden, die
in Ansatzen die Kriterien eines geeigneten Biomarkers zur Fruh-
erkennung, Therapiekontrolle und Prognose einer Arteriosklerose erfullen.
Gemeinsames Charakteristikum ist aber die bislang noch unzureichende
Sensitivitat und Spezifitat, die eine Integration dieser Biomarker in die

klinische Routinediagnostik zum momentanen Zeitpunkt nicht ermdglicht.

1.2.5. Plasmatisches Nitrit als Biomarker

Das Endothel als grofdtes Organ im Korper ist essentiell an der Aufrecht-
erhaltung der vaskularen Homdostase beteiligt. Seine physiologischen
Funktionen umfassen die Modulation (I.) des aktuellen und bedarfs-
gerechten GefaRtonus®!, (Il.) der antithrombotischen®* und (lIl.) anti-
adhasiven Eigenschaften der Gefallwand, (1V.) der Architektur der Gefaf3-
wand und (V.) der Gefallpermeabilitdt. Endothelial gebildetem NO kommt
in diesem Zusammenhang eine besondere Bedeutung zu, da es an der
Steuerung aller genannten Endothelfunktionen beteiligt ist'®. Stérungen
dieser essentiellen Endothelfunktionen werden als endotheliale
Dysfunktion bezeichnet und stellen ein Schllsselereignis in der
Entstehung einer Arteriosklerose dar. Die sehr kurze Halbwertzeit, die NO
in vivo aufweist, fuhrt allerdings zu der Problematik, dass schon wahrend
einer Blutenthahme NO vollstandig zu seinen primaren Abbauprodukten,

Nitrit und Nitrat, oxidiert wird. Daher wurde in verschiedenen Arbeiten die

16



Madglichkeit der indirekten Bestimmung der NO-Bioverfligbarkeit durch
Bestimmung von Nitrit und Nitrat, untersucht. Der groRte Teil des
endothelial gebildeten NOs wird im Plasma unmittelbar zu Nitrit
oxidiert®*3 Nitrat stellt das stabile vasoinaktive Endprodukt des L-Arginin-
NO-Stoffwechselweges dar.

In verschiedenen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass
plasmatische Nitritspiegel akute und chronische Anderungen der

333536 Unter-

endothelialen NO-Synthase(eNOS)-Aktivitat widerspiegeln
suchungen von Lauer et al.*® am GefaRbett des Unterarms belegen die
Spezifitdt von Nitrit als einen Indikator fur die basale endotheliale NO-
Synthese als auch nach rezeptor- und substratvermittelter Stimulation der
NOS. Weiterhin zeigte sich bei Untersuchungen an transgenen Mausen
eine um 50% reduzierte Nitritkonzentration bei eNOS-Knock-Out(eNOS-/-)
Mausen, im Gegensatz zum NOS-inhibierten Wildtyp (eNOS+/+) nach
Gabe von L-N®-Nitroarginin Methylester (L-NAME)*. Dariiber hinaus
konnte gezeigt werden, dass die Nitritkonzentrationen im Plasma von 350
Blutspendern normalverteilt sind®’. Zudem zeigte sich, dass die
plasmatische Nitritkonzentration mit steigender Anzahl an kardio-
vaskularen Risikofaktoren erniedrigt ist® (vgl. Abb. 2). Bei allerdings
bestehender grolRer Streuung der Messwerte, konnte keine ausreichende
Trennscharfe fir die klinische Routine bestimmt werden, so dass nach
einer Alternative zur Bestimmung der vaskularen Dysfunktion gesucht
wurde. Im Gegensatz zur basalen Nitritbestimmung koénnten die
Unterschiede durch eine maximale Stimulation der scherkraftinduzierten
NOS-AKktivitat deutlicher hervorgebracht werden. In Vorarbeiten zu dieser
Arbeit wurde daher erstmalig das Konzept der plasmatischen Nitrit-

Reserve eingeflhrt.
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Abbildung 2: Nitritkonzentration in Abhangigkeit von der Anzahl kardiovaskularer
Risikofaktoren. Die Abnahme der Nitritkonzentration zeigt aufgrund einer zu grof3en
Streuung keine ausreichende Trennscharfe bei steigender Anzahl kardiovaskularer
Risikofaktoren.

1.2.6. Definition der plasmatischen Nitrit-Reserve

Der nicht-invasive Goldstandard zur Bestimmung einer endothelialen
Dysfunktion nutzt als Prinzip eine Einschrankung der scherkraftinduzierten
Vasodilatation. Im Gegensatz zur lokalen Induktion der eNOS bei der
Messung der Fluss-vermittelten Dilatation (FMD), beruht das Prinzip der
Nitrit-Reserve auf einer systemischen Induktion der eNOS mittels
fahrradergometrischer Belastung. Die Nitritkonzentration im Plasma wird
hierbei basal und nach fahrradergometrischer Ausbelastung bestimmt. Die
Differenz der Nitritkonzentrationen entspricht der plasmatischen Nitrit-

Reserve:
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NO; post— NOy pra
Nitrit-Reserve = x 100
NO5 pra

Abbildung 3: Formel zur Bestimmung der Nitrit-Reserve. NO, pra = basale Nitritkon-
zentration im Plasma; NO,post = Nitritkonzentration im Plasma nach fahrradergo-
metrischer Belastung

Die Untersuchungen zur Etablierung der Nitrit-Reserve wurden an einem
Kollektiv von 31 jungen gesunden Normalpersonen ohne kardiovaskulare
Risikofaktoren durchgefuhrt. Nach einer basalen Blutenthahme wurden die
Probanden maximal durch fahrradergometrische Belastung ausbelastet.
Die weiteren Blutentnahmen wurden daran anschlieBend in einem
Zeitintervall von bis zu 60 min durchgeflhrt. Dabei zeigte sich ein
signifikanter Anstieg der Nitritkonzentration im Plasma mit einem
Maximum von 56 + 11% 10 min nach Beendigung der Belastung. Im
weiteren Zeitverlauf fiel die Nitritkonzentration wieder auf Ausgangsniveau
zuruck (vgl. Abb. 4).

Mit der Intention die Bestimmung der Nitrit-Reserve als diagnostische
Routineuntersuchung in den klinischen Alltag zu integrieren, wurden in der
vorliegenden Arbeit zusatzlich Versuche zur Lagerungsmaoglichkeit nitrit-
und nitrathaltiger Plasmaproben durchgefuhrt. Die Madoglichkeit der
Aufbewahrung von Plasmaproben kdnnte somit die Handhabung bei der
Bestimmung nitrithaltiger Proben und die Anwendbarkeit der Nitrit-
Reserve als serologischen Biomarker in der Kklinischen Routine

vereinfachen.
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Abbildung 4: Prinzip der plasmatischen Nitrit-Reserve. Untersuchungen an einem
jungen Normalkollektiv zeigten signifikante Anstiege der Nitritkonzentration nach
fahrradergometrischer Belastung mit einem Maximum bei 5 bis 10 Minuten.

1.3. Problemstellung

Seit langem weil3 man, dass neben klassischen Risikofaktoren wie
Diabetes mellitus, Dyslipidamie, Rauchen, Alter auch neuere Risiko-
faktoren wie korperliche Inaktivitat, postprandialer Zustand, Homocystein,
Ubergewicht, Infekte gepaart mit intrinsischer Infektanfalligkeit, sowie
genetische und Umwelteinflisse auf unterschiedliche Art und Weise zu
einer vaskularen Dysfunktion fuhren.

Der Begriff der vaskularen Dysfunktion wird in der Mehrzahl klinischer

Studien synonym mit Stérungen des endothelialen L-Arginin-NO-
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Stoffwechsels gebraucht®. Dabei fiihrt die proatherogene Wirkung
kardiovaskularer Risikofaktoren unter anderem durch Zunahme von
oxidativem Stress zu einer chronischen Einschrankung der NO-
Bioverfiigbarkeit®™. Unter der Annahme, dass eine verminderte NO-
Synthese zu einer verminderten Nitrit-Reserve im Plasma flhrt, wurde
versucht die Nitrit-Reserve als Marker einer vaskularen Dysfunktion zu
etablieren.

Mit dem Hintergrund, dass kardiovaskulare Risikofaktoren zu einer
Einschrankung der NO-Bioverfligbarkeit fuhren, wurde folgende

Hypothese aufgestellt:

Der Anstieg der Nitritkonzentration im Plasma ist nach fahrrad-
ergometrischer Steigerung der endothelialen NOS-Aktivitat bei Patienten
mit kardiovaskularen Risikofaktoren und koronarer Herzkrankheit

erniedrigt.

Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurde sowohl die Konzentration von
Nitrit im Plasma, als auch der Grad der vaskularen Dysfunktion mit Hilfe
eines etablierten nicht-invasiven Verfahrens (FMD) bei Personen mit
bekannter koronarer Herzerkrankung (KHK) bestimmt. Die Unter-
suchungen der vorliegenden Arbeit galten daher der Klarung folgender

drei Fragen:

(1.) Ist die Nitrit-Reserve im Plasma von Personen mit kardiovaskularen
Risikofaktoren und bekannter koronarer Herzerkrankung ver-
mindert?

(2.) Besteht eine Korrelation zwischen der Nitrit-Reserve im Plasma und
dem Grad der vaskularen Dysfunktion?

(3.) Wie sensitiv und spezifisch ist die Nitrit-Reserve im Plasma als

Parameter einer vaskularen Dysfunktion?
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2. Material und Methoden

2.1. Studienprotokoll

Das Studienprotokoll der vorliegenden Untersuchungen setzt sich aus
folgenden Teilen zusammen: der Probandenrekrutierung, einer fahrrad-
ergometrischen Belastung, Blutentnahmen vor und 5 und 10 min nach
fahrradergometrischer Belastung und einer Ultraschalluntersuchung der
Arteria brachialis (vgl. Abb. 5).

Alle Studienteilnehmer wurden zunachst im Rahmen eines Aufklarungs-
gesprachs Uber die Untersuchungen informiert und bekundeten ihr
schriftliches Einverstandnis. Nachfolgend wurde eine routinemafige
internistische  Anamnese zur Erfassung von Erkrankungen, kardio-
vaskularen Risikofaktoren und der aktuellen Medikation erhoben, sowie
ein internistisches Routinelabor bestimmt. Die Untersuchungen erfolgten
jeweils morgens in nuchternem Zustand. Zunachst wurde die basale
Blutentnahme durchgefuhrt. Hieraus wurden das Routinelabor, sowie das
Nitrit und das Nitrat im Plasma bestimmt. Daraufhin erfolgte die
fahrradergometrische Intervention, nach deren Beendigung die weiteren
Blutentnahmen zur Bestimmung von Nitrit und Nitrat im Plasma
durchgefuhrt wurden. Im Anschluss daran erfolgte die Ultraschall-
untersuchung der Arteria brachialis. Diese umfasste die Quantifizierung
der Endothel-abhangigen (FMD) und Endothel-unabhangigen Dilatation
nach oraler Gabe von 400 ug Glyzeroltrinitrat (GTN).
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Abbildung 5: Zeitlicher Ablauf des Studienprotokolls.

2.2. Studienkollektiv

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung wurden gesunde
Normalpersonen (n=29) und Personen mit kardiovaskularen Risiko-
faktoren und bekannter KHK (n=28) untersucht. Zur Klassifizierung des
Risikoprofils wurden sowohl anamnestische Angaben, als auch die
klinische Untersuchung und laborchemische Parameter herangezogen.
Bei den Probanden wurde daher nach der Anamneseerhebung eine
internistische Untersuchung, ein Ruhe- und Belastungs-EKG, sowie eine
Kontrolle des Routinelabors (Blutbild, Natrium, Kalium, Harnsaure,
Gesamtcholesterin, HDL- und LDL- Cholesterin, Triglyzeride, Glukose,
HbA1c, CRP) durchgefuhrt.

Als Risikofaktoren erster Ordnung wurden die arterielle Hypertonie, der
Diabetes mellitus, ein Nikotinabusus und eine Hypercholesterinamie
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gewertet. Eine arterielle Hypertonie wurde anhand der JNC-Kriterien
(UNCVI®) bzw. der WHO-Richtlinien*' diagnostiziert, wenn arterielle
Dricke an drei verschieden Tagen >140/90 mmHg gemessen wurden
oder bereits eine antihypertensive Therapie bestand. Ein Diabetes mellitus
wurde nach den Richtlinien der WHO*? und der ADA* diagnostiziert, wenn
bei Messungen an zwei unterschiedlichen Tagen Plasmaglukosespiegel
nuchtern >126 mg/dl gemessen wurden. Ebenfalls wurden Personen, die
bereits mit oralen Antidiabetika oder Insulin behandelt wurden, als
Diabetiker klassifiziert. In Anlehnung an die Richtlinien der AHA und des
NHLBI wurde eine Hypercholesterinamie definiert als Vorliegen eines
Gesamtcholesterins >240 mg/dl, eines LDL-Cholesterins >160 mg/dl,
eines HDL-Cholesterins <35 mg/dl oder bestehender cholesterin-
senkender Therapie. Als Raucher wurden diejenigen klassifiziert, die
jemals taglich mindestens 20 Zigaretten uber ein Jahr, also ein
Packungsjahr, geraucht hatten.

Das Kontrollkollektiv setzte sich aus 29 gesunden Normalpersonen (19
Frauen, 10 Manner) zusammen, bei denen die oben definierten kardio-
vaskularen Risikofaktoren ausgeschlossen werden konnten. Hier betrug
das mittlere Lebensalter 58 + 2 Jahre, bei einer durchschnittlichen Korper-
gréfke von 169 + 2 cm und einem mittleren Kérpergewicht von 68 + 3 kg.
Fur die Untersuchungen stellten sich Mitarbeiter des kardiologischen
Labors und deren Angehorige zur Verfugung.

Die Gruppe der Personen mit kardiovaskularen Risikofaktoren und
bekannter KHK (n=28) bestand aus 8 Frauen und 20 Mannern mit einem
mittleren Lebensalter von 64 *= 2 Jahren, einer durchschnittlichen
Korpergrofle von 171 + 2 cm und einem mittleren Kérpergewicht von 79 +
3 kg. Samtliche Studienteilnehmer wurden aus dem Patientengut der
Kardiologie der Medizinischen Klinik B der Heinrich-Heine-Universitat

Dusseldorf rekrutiert.
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Alle Studienteilnehmer wurden unter Berlcksichtigung folgender
Ausschlusskriterien fur die Untersuchungen ausgewahlt:

- akute Entzundungen (CRP > 0,5 mg/dl)

- Nierenfunktionsstérungen oder Hamodialyse

- Herzinsuffizienz gemafl NYHA Ill. oder IV. Grades

- relevante Herzrhythmusstorungen wie Arrhythmia absoluta

- Malignom-Erkrankungen

- BMI > 30 kg/m?

2.3. Untersuchungsprotokoll der fahrradergometrischen Belastung

Die Untersuchungen wurden in einem klimatisierten Raum bei 23°C
zwischen 7:00 und 9:00 Uhr morgens in der Ergometrieabteilung der
Universitatsklinik Dusseldorf durchgefuhrt. Die Ausbelastung wurde unter
arztlicher Kontrolle durch eine 12-Kanal-EKG-Aufzeichnung Uberwacht.
Nach Messung von Ruhe-Blutdruck und Herzfrequenz erfolgte die basale
Blutentnahme. Die ergometrische Ausbelastung der Probanden wurde
gemal den Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fur Kardiologie (DGK)
durchgefuhrt. Dieses Schema sieht eine Belastungssteigerung um jeweils
25 Watt alle 2 Minuten vor, beginnend bei 25 Watt. Zur Kontrolle der
Kreislauffunktion wurden dabei alle 2 Minuten Blutdruck und Herzfrequenz
registriert. Bei Erreichen der allgemeinen Abbruchkriterien gemall DGK
wurde die Belastung beendet und wiederum Blutdruck und Herzfrequenz
bestimmt. Als absolute Indikation zum Belastungsabbruch ist dabei das

Auftreten folgender Symptome beschrieben:

- ST-Strecken-Senkung = 3 mm

- ST-Strecken-Hebung 2 1 mm

- Blutdruckabfall >10 mmHg mit Zeichen der myokardialen Ischamie
- MaRig schwere Angina-pectoris-Symptomatik

- Schwere Dyspnoe

- Klinische Zeichen einer Minderperfusion (Zyanose)

- Anhaltende ventrikulare Tachykardien (Dauer > 30 Sekunden)

- Erschopfung des Patienten
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Nach einer zweiminitigen Ruhepause erfolgten die weiteren Blut-
entnahmen nach 5 und 10 Minuten. Parallel zu diesen Zeitpunkten wurden
wiederum Blutdruck und Herzfrequenz bestimmt.

Nach einer 45 minutigen Ruhepause erfolgte schliellich die Ultraschall-

untersuchung der Arteria brachialis.

2.4. Biochemische Quantifizierung der Konzentrationen von Nitrit

und Nitrat im Plasma

2.4.1. Blutentnahme

Die Blutentnahmen erfolgten nach einer funfzehnminutigen Ruhephase
der Probanden aus der Kubitalvene. Die Punktion wurde mit Einweg-
kanulen (W.I.N. 21G, B.Braun Melsungen AG, Deutschland) durchgefihrt.
Zunachst erfolgte die Entnahme von Blutproben in Vakuumréhrchen (BD
Vacutainer Systems, Plymouth, Grol3britannien) zur Bestimmung des
Routinelabors. Anschlieend wurden 2 ml Blut zur Quantifizierung der
Konzentrationen von Nitrit und Nitrat Iluftblasenfrei aufgezogen und
entnommen. Die Blutproben wurden in 2 ml Einwegspritzen (B.Braun
Melsungen AG, Deutschland) enthommen und direkt in 15 ml Greiner-
Réhrchen (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland)
uberfuhrt. Diese waren bereits mit 8 ml eisgekihltem PBS-Puffer (Serag
Wiessner, Naila, Bayern, Deutschland) und 2 pl Heparin (Heparin:
10IE/ml; Liquemin N5000, Wirkstoff: Heparinnatrium, Hoffmann-La Roche
AG, Grenzach, Wyhlen, Deutschland) gefillt.

2.4.2. Probenaufarbeitung

Alle vorbereiteten Losungen, die Greiner-Réhrchen und die Zentrifugen
wurden wahrend der gesamten Aufarbeitung auf 4°C gekuhlt. Die
Aufbereitungszeit betrug 2 Stunden von der Blutentnahme bis zur
Analyse. Zur Separation des Plasmas von zellularen Bestandteilen

wurden die 1:5 in PBS-Puffer verdiinnten und mit Heparin antikoagulierten
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Blutproben zunachst 15 Minuten lang bei 800 g zentrifugiert. Der klare
Uberstand wurde anschlieRend in 15 ml Greiner-Réhrchen uberfiihrt und
bis zur Analyse auf Eis gelagert. Die Bestimmung der Nitritkonzentration
erfolgte mit Hilfe der Chemilumineszenz-Detektion (CLD). Ein Aliquot des
klaren Uberstands wurde in Ultrafiltrationsréhrchen (Centrisart, cut-off
20.000 Dalton, Fa. Sartorius, Deutschland) zur Nitrat-Bestimmung
uberfuhrt. Die Ultrafiltrationsrohrchen wurden bei 3.000 g uber den
Zeitraum von 60 Minuten zentrifugiert. Das Ultrafiltrat wurde fur die
spatere Nitrat-Bestimmung bei —20°C eingefroren. Die Analyse der
Nitratkonzentration erfolgte mit Hilfe der Fluss-Injektions-Analyse (VCI-
FIA). Parallel zu jeder Messung wurden Leerwerte mitgefuhrt, um
mogliche Kontaminationen wahrend der Aufarbeitung zu erfassen.

Bisher mussten Proben zur Nitritbestimmung direkt am Abnahmetag
bestimmt werden, da Nitrit in plasmatischen Medien durch seine geringe
Halbwertzeit schnell abgebaut wird. Die Stabilitat von Nitrat hingegen ist
nach Lagerung hoher. Um die Messung von Nitrit und Nitrat besser in den
klinischen Alltag integrieren zu kénnen, wurden bereits Untersuchungen
im kardiologischen Forschungslabor zur Haltbarkeit durchgefihrt. Hier
wurde bislang gezeigt, dass Nitrit eine optimale Wiederfindungsrate von
100,0 + 9,9% bei einer Lagerung von 2 Tagen bei —-80°C in
unbehandeltem Plasma aufweist. Bei der Lagerung von Nitratproben
zeigte sich die hochste Stabilitat bei —80°C in wassrigen Lésungen wie
Phosphatpuffer und Ultrafiltrat.

Als weiterfuhrende Untersuchungen wurden in der vorliegenden Arbeit
Versuche zur Bestimmung der Stabilitdt von nitrit- und nitrathaltigen
Plasmaproben nach 2zwei unterschiedlichen Aufarbeitungsprotokollen
durchgefuhrt:

1.) Anhand der oben beschriebenen Ergebnisse wurde exemplarisch eine
Lagerung von unverdunnten, mit Heparin antikoagulierten Plasmaproben
bei -80°C uber einen Zeitraum von 3, 6, 9 und 24 Stunden durchgefuhrt.
Da allerdings die Verfugbarkeit adaquater Kihlgerate im klinischen Alltag

zumeist eingeschrankt ist, wurde zusatzlich die Moglichkeit der Lagerung
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Messung der Nitritkonzentration

Abbildung 6: Schematische Ubersicht des Lagerungsprotokolls (1.)

2.) Unverdunnte, mit Heparin antikoagulierte Plasmaproben (n=7) und 1:5
in PBS-Puffer heparinisierte Proben (n=9) wurden bei einer Kuhlungs-
temperatur von -80°C Uber einen Zeitraum von 30 bzw. 60 Tagen
aufbewabhrt.

Die Probenaufarbeitung wurde wie bereits oben beschrieben durchgefuhrt.
Die Lagerung samtlicher Proben erfolgte unter lichtgeschutzten
Bedingungen in Plasma-Rohrchen der Firma Cryo (Nunc Cryo Tube Vials,

Roskilde, Danemark).

Lagerung bei -80°C

— .

1:5 verdinnte Plasmaproben Unverdinnte Plasmaproben
30 Tage 60 Tage 30 Tage 60 Tage

Messung der Nitrit- und Nitratkonzentration

Abbildung 7: Schematische Ubersicht des Lagerungsprotokolls (2.)

28




2.4.3. Bestimmung der Nitritkonzentration im Plasma mittels

Gasphasen-Chemilumineszenz

Die Gasphasen-Chemilumineszenz stellt eine der sensitivsten und
spezifischsten Methoden zur Messung von NO in flussigen oder
gasformigen Proben dar. Die Methode beruht auf der Messung von
Lichtquanten, die stdchiometrisch bei der Reaktion von NO mit Ozon frei-
gesetzt werden. Die Messungen wurden an einer Chemilumineszenz-
anlage der Firma Ecophysics (Typ CLD 88 NO e, Eco Physics, Schweiz)
durchgefuhrt.

Zur Bestimmung des Nitritgehalts flissiger Proben werden je 100 pl
dreifach mit einer gasdichten Glasspritze (Typ 1710/50 RN, Hamilton,
Bonaduz, Schweiz) durch eine Kunststoffmembran in die Lésungskammer
(Verhees, Deutschland) der Anlage injiziert. In dieser Injektionskammer
befinden sich 20 ml einer iodhaltigen, reduktiven Reaktionslosung, die fur
die Freisetzung von NO aus Nitrit verantwortlich ist. Diese Losung setzt
sich zusammen aus 1,62 g Kaliumjodid (Merck, Darmstadt, Deutschland)
und 0,57 g lod (Sigma, Steinheim, Deutschland) gelost in 15 ml HPLC-
Wasser (Merck, Darmstadt, Deutschland) und versetzt mit 202,5 ml
Essigsaure (Merck, Darmstadt, Deutschland). Die Reaktionslosung setzt
zunachst aus in der Probe enthaltenem Nitrit Nitrosoniumionen (NO¥) frei,

die mit lodid (I") weiter zu NO reagieren:

NO, + 2 H" — NO* + H,O
NO* +1I — ONI
2 ONI — 2NO+ 1,

Das auf diese Weise aquimolar aus Nitrit gebildete NO wird nun in einem
NO-Analysator mittels Photoreaktion bestimmt.

Das Reaktionsgefal® wird von einem Wasserbad mit 60°C warmem
Wasser ummantelt. Durch eine Glasfritte stromt wahrend der gesamten
Messung mit konstantem Fluss Helium (vgl. Abb.8). Aufgrund des hohen
Loslichkeitskoeffizienten tritt das gebildete NO schnell von der

Fliissigkeits- in die Gasphase uber. Dabei erleichtert Helium den Ubertritt
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von NO in die Gasphase und transportiert das Gas in die
Reaktionskammer der Anlage. Dabei stromt das Gas zunachst durch
einen Kuhlungsbereich und anschlieBend durch eine mit 1 M Natrium-
hydroxid (NaOH) gefullte Waschflasche.

In der Reaktionskammer wird das zugeleitete NO mittels einer
Photoreaktion gemessen. Hierfur wird der Kammer aus Sauerstoff
generiertes Ozon mit konstantem Fluss zugeleitet. Ozon reagiert dabei
spezifisch mit NO zu Stickstoffdioxid (NO). Diese Reaktion lauft sehr
schnell ab (107 I*mol™**s™ bei Raumtemperatur), so dass selbst schnelle
Anderungen der NO-Konzentrationen erfasst werden kdnnen. Ein Teil des
gebildeten NO, befindet sich nach der Reaktion in einem angeregten
Zustand (NOy*). Diese uberschussige Energie wird dann in Form von

Lichtquanten (hv) emittiert:

NOy* — NO, + hv

Das emittierte Licht befindet sich in einem Rot- und Infrarotbereich von
~640-3000 nm und ist fir einen grollen Konzentrationsbereich linear
proportional zum NO-Gehalt der Probe. Die schwache Rotlichtemission
wird durch einen Photoverstarker erfasst. Dieser ist durch einen
Rotlichtfilter von der Reaktionskammer getrennt und verhindert die
Verstarkung von Licht anderer Wellenlangen, z.B. von ultravioletten
Emissionen durch Reaktion von Alkenen und schwefelhaltigen Verbin-
dungen. Dabei muss die Temperatur des Photoverstarkers madglichst
konstant gehalten werden, da die Lichtemission der Chemilumineszenz-
reaktion zwischen Ozon und NO temperaturabhangig ist. Durch konstante
Kdhlung des Analysators auf -15°C reduziert man ein durch Temperatur
beeinflusstes Storrauschen.

Die Grole des Signals wird als Flache unter der Kurve bestimmt. Vor
jeder Analyse wird durch Aufgabe wassriger Nitritstandards eine Eichung
der Anlage durchgefihrt. Zur Datenaufnahme und Integration wurde ein

handelsublicher PC mit der Software Eurochrom (Knauer, Berlin,
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Deutschland) verwendet. Zur Verbindung zwischen Rechner und Anlage

diente eine Interfacebox der Firma Knauer (Berlin, Deutschland).

-:)—\ NO-Analyzer
4°C Wasser —| _

il | |
5

{
1Y

o Eis

NaOH-Falle
Probe : Interface |
? Box

lodhaltige
Reaktions- —
16sung

| 60°C Wasser —

o C?
Datenaufnahme und

. -verarbeitun
Helium 9

Abbildung 8: Schematische Darstellung der Chemilumineszenz-Detektions-Anlage
(CLD). Die zu untersuchende Probe wird in ein Reaktionsgefal injiziert. NO ftritt in die
Gasphase Uber und gelangt mit dem Heliumgasfluss in die Reaktionskammer des NO-
Analysators, in der die Lichtreaktion mit Ozon stattfindet.

2.4.4. Bestimmung der Nitratkonzentration im Plasma mittels

Vanadium(lll)-Chlorid-Fluss-Injektions-Analyse

Die Vanadium(lIl)-Chlorid-Fluss-Injektionsanalyse (VCI-FIA) ist eine valide
und sensitive Methode zur Messung von Nitrat in flissigen Proben. Das
Prinzip der VCI-FIA beruht auf der spektrophotometrischen Bestimmung
von Nitrit mittels der Griess-Reaktion (vgl. Abb.9) und der durchfluss-
spektrometrischen Quantifizierung dieser Farbreaktion.

Die flissigen Proben werden zunachst mit einer Reaktionsldésung versetzt,
die im Verhaltnis von 5:1 aus VCl;-Losung und Griess-Reagenz besteht.
Im ersten Schritt wird in der Probe enthaltenes Nitrat chemisch durch
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Vanadium(lll)-Chlorid (VCl3) zu Nitrit reduziert. Das Reduktionsreagenz
besteht aus 0,4 g VCIs (Sigma Aldrich, Darmstadt, Deutschland) gelost in
6,5 ml 25% Salzsaure (Merck, Darmstadt, Deutschland) und versetzt mit
43,5 ml hochreinem HPLC-Wasser (Merck, Darmstadt, Deutschland).
Diese Losung wird anschlielRend Uber einen Filter mit einer Porengrélie
von 0,45 pm filtriert (RC 25, Sartorius, Gottingen, Deutschland). Im
zweiten Schritt reagiert das entstandene Nitrit nach der Griess-Reaktion
mit dem Griess-Reagenz. Dieses besteht zu gleichen Teilen aus 4 g
Sulfanilamid (Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland), gelost in 16 ml 25%
HCI und 100 ml HPLC-Wasser, und 0,08 g N-(1-Naphtyl)-Ethylendiamin
(Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland), gel6st in 100 ml HPLC-Wasser.
Die Proben werden mit den Reagenzien im Verhaltnis 6:5:1 (Probe: VCls-
Lésung: Griess-Reagenz) in eine Mikrotiterplatte (Cellstar®, Greiner Bio-
One, Frickenhausen, Deutschland) pipettiert und abgedeckt flir 90 min bei
36°C lichtgeschutzt inkubiert.

N
]

NH> N*

SO,NH; SO.NH,

Sulfanilamid
e NHz l

NNHz
HN
N-(1-Naphthyl)-
Ethylendiamin

SO,NH,
Azo-Verbindung
(Endprodukt)

+ A=540 nm

Abbildung 9: Reaktionsmechanismus zur Bestimmung von Nitrit Gber die Griess-
Reaktion. Nitrit reagiert in Anwesenheit von Saure mit Sulfanilamid zu einem
Diazoniumsalz, das durch die Reaktion mit N-(1-Naphthyl)-Ethylendiamin eine Azo-
Verbindung bildet.
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In der FIA Anlage wird mit einer konstanten Fliel3geschwindigkeit von 0,95
ml/min HPLC-Wasser uber eine HPLC-Pumpe (Sunflow 100, Sunchrom,
Friedrichsdorf, Deutschland) durch einen Entgaser (2-Kanal Degaser
Populair, SunChrom, Friedrichsdorf, Deutschland) gepumpt. Ein Auto-
injektor (Triathlon Spark Holland, Niederlande) injiziert ein konstantes
Volumen der aufgearbeiteten Proben von je 10 ul in das als Laufmittel
dienende HPLC-Wasser. Dabei wird jede Probe als Dreifachbestimmung
aufgegeben. Die wahrend der Inkubation abgelaufene Farbreaktion wird in
einem nachgeschalteten Photometer in einer Messzelle (6mm, 9ul, Kel-F,
Linear Instrument, Reno, NE, USA) bei einer Wellenlange von 540 nm
detektiert. Die gemessene Absorptionsanderung wird durch einen
Datenumwandler (Knauer, Dortmund, Deutschland) transformiert und an
einen handelsublichen Computer Gbermittelt. Die Grofke des Signals wird
als Peakhohe bestimmt. Diese gibt exakter die Nitritkonzentration der
Probe wider als die Flache des Signals. Vor Analyse der Probe erfolgte
durch Aufgabe wassriger Nitratstandards eine Eichung der Anlage. Die
Datenakquisition und Integration erfolgte unter Anwendung der
Chromatographie-Software ChromGate® (Chromgate 2.55, Knauer, Berlin,
Deutschland).

Entgaser
) - = e = .
VCIl; Griess Probe i aa
C— HPLC-Pumpe

il

Detektor

_ Daten- Datenaufnahme
libertragung Datenbearbeitung

i F
Inkubation bei 36°C E

I fiir 90 Minuten I | m

Reduktion von Nitrat zu
Nitrit tiber VCI; Nitritbestimmung tiber FIA

Abbildung 10: Arbeitsschritte der VCI-FIA. Diese Methode besteht aus zwei
Arbeitsschritten. Der erste Schritt ist die Reduktion von Nitrat zu Nitrit via Vanadium(lll)-
Chlorid (VCI3). Das Griess-Reagenz wird gleichzeitig den Proben zugegeben. Nach der
lichtgeschiitzten Inkubation bei 36°C fir 90 min erfolgt der zweite Schritt, die
photometrische Absorptionsmessung tber die FIA.

33



2.5. Prinzip der duplexsonographischen Bestimmung der Endothel-
abhangigen und Endothel-unabhangigen Dilatation der Arteria

brachialis

Die Bestimmung der Endothel-abhangigen Vasodilatation beruht auf einer
Diameterzunahme der Arteria brachialis nach vorheriger physiologischer
scherkraftinduzierter Stimulation der eNOS*. Dieses Verfahren wird als
Fluss-vermittelte Dilatation (FMD-Flow Mediated Dilation) bezeichnet.
Hierzu wird der Durchmesser der Arteria brachialis im Bereich der
Ellenbeuge unter Ruhebedingungen und im Anschluss an eine reaktive
Hyperamie des distalen Versorgungsgebietes bestimmt. Die Diameter-
messung wird nicht-invasiv mit Hilfe eines hochaufloésenden Ultraschalls
durchgefuihrt. Die reaktive Hyperamie wird durch eine 5 min(tige
Insufflation einer am proximalen Unterarm platzierten Blutdruck-
manschette induziert.

Die ischamische Vasodilatation der Widerstandsgefale im Endstrom-
gebiet fuhrt zu einer Steigerung des Blutvolumenflusses im Bereich der
dazugehodrigen Leitungsarterie. Die Flusssteigerung fuhrt zu einer
Steigerung der an der Gefallwand ansetzenden Schubspannung, welche
als Stimulus der eNOS Uber eine vermehrte Freisetzung endothelialen
NOs zu einer Vasodilatation der Arteria brachialis fihrt. Die Messung der
FMD findet 60 und 90 Sekunden nach Beendigung der Ischamie statt.
Eine Einschrankung der FMD kann durch eine reduzierte NO-Synthase,
aber auch durch ein vermindertes Ansprechen der glatten Gefal3-
muskulatur auf NO oder durch einen vermehrten NO-Abbau bedingt sein.
Daher wird im Anschluss an die Endothel-abhangige Dilatation die
Endothel-unabhangige Dilatation nach Gabe von 400 pg Glyzeroltrinitrat
(GTN; Nitrolingual; Pohl; Deutschland) bestimmt. Sowohl die Endothel-
abhangige Dilatation, als auch die Endothel-unabhangige Dilatation
werden als prozentuale Zunahme des Diameters (D post) in Relation zum

Ruhediameter (D ,rs) gemessen:
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D post — D pra
FMD = x 100
Dpré

Abbildung 11: Formel zur Bestimmung der Fluss-vermittelten Dilatation (FMD); D s =
Ruhediameter; D st = Diameter nach Dilatation

2.5.1. Untersuchungsprotokoll

Die Ultraschalluntersuchungen wurden in einem klimatisierten Raum bei
23°C durchgefuhrt. Nach einer 10 minlutigen Ruhephase in liegender
Position erfolgte zunachst eine nicht-invasive Messung des arteriellen
Blutdrucks nach Riva Rocci. Den Probanden wurde ein EKG angelegt, um
die spatere Vermessung des Arteriendurchmessers zu einem identischen
Herzzyklus (enddiastolisch) zu gewahrleisten. Im Anschluss daran wurde
die Arteria brachialis duplexsonographisch unter Ruhebedingungen im
Bereich der Ellenbeuge dargestellt und im B-Mode in einem langen und
geraden Verlauf eingestellt. Die Aufzeichnungen erfolgten mit Hilfe eines
hochauflosenden 15 MHz Linear Array Schallkopfes (Hewlett Packard,
Sonos 2000, USA). Die Eindringtiefe des Ultraschalls betrug 3 cm. Der
Diameter der Arteria brachialis wurde dadurch identifiziert, dass man
sowohl die anteriore als auch die posteriore Arterienwand klar vom Lumen
abgrenzen konnte. AnschlieBend wurde der GefalRabschnitt mit der
Zoomfunktion vergroRert. Zur optimalen Kontrasteinstellung wurden
Veranderungen der Verstarkungs- und Kompressionseinstellungen
vorgenommen. Die Schallkopfposition wurde am Arm des Probanden
markiert und weder die Schallkopfposition noch die Gerateeinstellungen
wurden wahrend der gesamten Zeit der Untersuchung verandert.
Daraufhin erfolgte die Messung des Ruhediameters der Arterie.

Um eine reaktive Hyperamie zu induzieren, wurde wie oben beschrieben
eine Blutdruckmanschette am Unterarm des Probanden angelegt und auf

suprasystolische Werte (mindestens 50 mmHg Uber dem systolischen
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Druck) insuffliert. Der Druck wurde wahrend der gesamten Zeit Gberwacht,
um Druckverluste direkt ausgleichen zu konnen.

Nach dem Loésen der 5 minutigen Stauung folgte nach 60 und 90
Sekunden die Bestimmung des Diameters der Arterie (FMD). Nach einer
10 mindtigen Ruhephase wurde der Diameter erneut bestimmt.
AnschlieBend wurde dem Probanden 400 pg GTN verabreicht. Vier
Minuten spater erfolgte erneut die Messung des Diameters. Fur die
Messungen der Diameter wurden kontinuierlich drei Herzzyklen
aufgenommen. Abschlieiend wurde der arterielle Blutdruck des

Probanden kontrolliert.

Ultraschalluntersuchungen
Basal 1 FMD Basal 2

1 10min Smin 60 + 90sek 10min
! Zeitachse

Abbildung 12: Zeitliche Abfolge des Untersuchungsablaufs. Nach der basalen Messung
folgt eine 5 minitige Stauung des Unterarms. Anschlieend wird die Endothel-abhéngige
Dilatation nach 60 und 90s gemessen. Nach einer weiteren basalen Messung folgt die
Gabe von GTN. Abschlieend wird nach vier Minuten eine letzte Aufnahme des
Diameters gemacht, um die Endothel-unabhéngige Dilatation zu bestimmen.

2.5.2. Prinzip der sonographischen Bestimmung des arteriellen
Durchmessers

Die Vermessungen des Arteriendurchmessers erfolgten EKG-gesteuert

am Ende der Diastole (R-Zacke). Als Eckpunkte der Diametermessungen

dient die M-Linie (vgl. Abb.13). Diese echoarme M-Linie stellt den Uber-

gang zwischen Adventitia und Media dar. Hierzu wird die Distanz
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zwischen der schallkopfnahen M-Linie bis zur schallkopffernen M-Linie im

rechten Winkel zur GefaRachse bestimmt #°.

—- Aventitia

Media
lnﬁma

A u Aventltla
A. B.

Diameter (mm)

C.

Abbildung 13: Schematische Gegen-
Uberstellung des Ultraschallechos der
A.brachialis und des anatomischen
Korrelates der wandbildenden Struk-
turen.

A: Sonographische Darstellung der
A.brachialis. Die M-Linie stellt sich
echoarm dar.

B: Anatomisches Korrelat der echo-
bildenden Strukturen.

C: Den Diametermessungen wurde die
Strecke von der schallkopfnahen zur
schallkopffernen M-Linie zu Grunde

gelegt.

Die Untersuchungen wurden nach der Methode von Preik et al.*®

computergestutzt ausgewertet. Bei dieser Methode wird jeweils eine

Bildschleife aufgenommen und digital gespeichert. Jede Bildschleife setzt

sich aus ca. 60 Einzelbildern zusammen und umfasst dadurch 3-4

Herzzyklen.

Abbildung 14: Schematische An-
ordnung des Messplatzes zur duplex-
sonographischen Quantifizierung der
endothelialen Funktion. Registrierung
des EKG (a). Bildgebung der
A.brachialis (im Langsschnitt) mit
Schallkopf (b). Blutdruckmanschette
(c).

Ultraschallgerat (d).

Synchrone Aufzeichnung von Bild-
schleifen (ca 150 Einzelbilder) und
EKG (a und d). Speicherung digital
auf Datentrager (MOD) (e), Transfer
zum Computer (f) und digitale
Auswertung der aufgenommenen Bild-
schleifen.

Der Transfer des Bildmaterials vom Ultraschallgerat auf den Computer

erfolgt mit Hilfe eines Wechseldatentragers (MOD). Am PC werden die

Bilder mit einer speziell entwickelten Software in ein Standard-Bildformat



(TIF-Format) konvertiert (Brachial Converter, Medical Imaging
Applications, lowa City, lowa, USA). Diese kdnnen nachfolgend mit einer
hochsensitiv entwickelten Software (Brachial Analyse, Medical Imaging

Applications, lowa City, lowa, USA) analysiert werden (vgl. Abb. 14).

CIES) B 1123 i e | e Abbildung 15: PC-gestitzte
et 45| o Vermessung des Diameters der

A.brachialis. Die Bestimmung
des Diameters erfolgte durch
Mittelung von ca. 150-300
einzelnen Messpunkten in ei-
nem zu definierenden Mess-
abschnitt.

Nachdem das Bildmaterial in die zur Diametermessung verwendete
Software importiert ist, wird der zu vermessende Gefallabschnitt manuell
markiert. Anschlie3end wird das Programm anhand von mitgespeicherten
Eichmarken kalibriert. Nun werden die GefaRwande automatisch detektiert
und farbig angezeigt. Die farbig markierten Begrenzungen der Gefallwand
werden auf Ubereinstimmung mit dem Ultraschallbild tberpriift. Die
Bestimmung des Diameters erfolgt R-Zacken-synchron durch Mittelung
von ca. 150-300 einzelnen Messpunkten im definierten Messabschnitt*®
(vgl. Abb.15).

2.6. Mathematisch-statistische Methoden

Deskriptive statistische Daten wurden als Mittelwert + Standardfehler (MW
+ SE) angegeben. Anderungen der Gruppenmittelwerte der Nitrit-, und
Nitratkonzentration zwischen den Kollektiven nach ergometrischer
Belastung wurden durch den Student’s t-Test fur ungepaarte Daten auf
signifikante Unterschiede Uberpruft. Beim Vergleich der Konzentrations-

veranderungen von Nitrit und Nitrat innerhalb eines Gruppenkollektives
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wurde der Student’s t-Test von ungepaarten Daten durchgefuhrt. Lineare
Korrelationen wurden zweiseitig nach Pearson berechnet. Als statistisch
relevant galt ein p-Wert < 0,05. Zur Analyse diente das Computer-
programm SPSS® 11.0 fur Windows (Chicago lll., USA).

Die graphische Darstellung der Daten und die lineare Regression,
insbesondere zur Erstellung der Eichgeraden der Nitrit- bzw. Nitrat-
standards, wurde mit Hilfe des Computerprogramms MicroCal Origin®
(Version 7.0, MicroCal Software Inc., Northhampton, MA, USA)
durchgefuhrt.
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3. Ergebnisse

3.1. Charakterisierung der Studienpopulation

Zwischen dem gesunden Kontrollkollektiv und der Gruppe mit bekannter
KHK bestand kein signifikanter Unterschied bezuglich Alter, Korpergrofe,
Koérpergewicht und BMI. Ebenfalls konnten bei der Bestimmung der
Natrium-, und Kaliumkonzentration, des Hamatokrit, der LDL- und HDL-
Werte, der Ratio aus LDL/HDL, der Triglyzeride, des HbA1c, der
Harnsaurekonzentration, des CRP, des Fibrinogens sowie des mittleren
arteriellen Blutdrucks (MAP) keine signifikanten Unterschiede festgestellt
werden.

Hingegen zeigten sich im untersuchten KHK-Kollektiv ein signifikant
hdheres Gesamtcholesterin (p<0,05), hohere Glukosespiegel (p<0,05) und
héhere Leukozytenzahlen (p<0,05), sowie eine geringere Belastungs-

intensitat und -dauer (p<0,05).

Tabelle 3: Charakterisierung der Normalpersonen und der Patienten mit kardio-
vaskularen Risikofaktoren und bekannter KHK (MW+SE). Signifikante Unterschiede sind
mit p<0,05 gekennzeichnet, nicht signifikante Unterschiede durch n.s.

Parameter Einheit Kontroll-Kollektiv KHK-Kollektiv Signifikanz
n 29 28

Geschlecht [w/im] 19/10 8/20

Alter [ Jahre ] 58+2 64 +2 n.s.
KorpergroBe [em] 169 +2 1712 n.s.
Gewicht [ kgl 683 79+3 n.s.
BMI [ kg/m?] 24,8 +0,7 27,1+£0,9 n.s.
Natrium [ mmol/l ] 143 £0,5 141+ 0,6 n.s.
Kalium [ mmol/l ] 4,0+0,1 45+0,1 n.s.
Hamatokrit [%] 42,8 +0,6 42,3+0,9 n.s.
Gesamtcholesterin [ mg/dl ] 207 £13 168 + 6 P<0,05
LDL [ mg/dl ] 144+ 8 1289 n.s.
HDL [ mg/dl ] 723 63 +5 n.s.
LDL/HDL-Ratio 22+0,2 22+03 n.s.
Triglyzeride [ mg/dl ] 122+12,8 141+ 13,5 n.s.
Glukose [ mg/dl ] 92+25 113 +9,1 p<0,05
HbA1c [%] 53+0,1 5,6+0,2 n.s.
Harnsaure [ mg/dl ] 51+0,2 6,1+0,3 n.s.
CRP [ mg/dl ] 0,36 + 0,03 0,44 £ 0,06 n.s.
Fibrinogen [ mg/dil ] 294 + 17 318 £ 19 n.s.
Leukozyten [ *1000/ul ] 5168 + 193 6196 + 387 P<0,05
MAP [ mmHg ] 98 +2 99+3 n.s.
Belastungsintensitat [ Watt ] 1617 129+8 P<0,05
Belastunsdauer [min] 7,7+04 3,9+0,3 P<0,05
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Die bei der Fahrradergometrie erreichte Belastungsintensitat war in dem
KHK-Kollektiv niedriger im Vergleich zum Kontrollkollektiv (129 £ 8 vs. 161
+ 7 Watt). Als Mall fur die ergometrisch induzierte Steigerung der
Scherkrafte wurde die Anderung des Druck-Frequenz-Produktes
bestimmt. Dabei zeigte sich ein vergleichbarer Anstieg innerhalb beider
Kollektive. In dem Normalkollektiv stieg das Druck-Frequenz-Produkt von
basal durchschnittlich 6414 + 235 auf maximal 16621 + 710 mmHg/s, in
dem Kollektiv mit kardiovaskularen Risikofaktoren von basal 7125 + 260
auf maximal 16315 + 940 mmHg/s.

Druck-Frequenz
Produkt
[mmHg/s]

20000 -

16000

12000 -

8000 4 —o— "Gesund"

—o— "KHK"

4000 -

Ll M Ll
basal maximal

Abbildung 16: Anderung des Druck-Frequenz-Produktes als MaR fir die ergometrisch
induzierte Steigerung der Scherkrafte. Der Anstieg des Druck-Frequenz-Produktes ist
nach ergometrischer Belastung im Kontrollkollektiv und KHK-Kollektiv annahernd gleich

(p=n.s.).
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3.2. Biochemische Quantifizierung der NO-Metabolite

Unter basalen Bedingungen betrugen die Nitritkonzentrationen im Mittel
96 + 6 nmol/l im Kontrollkollektiv, bzw. 128 + 10 nmol/l im KHK-Kollektiv
(p<0,05). Die basalen Nitratkonzentrationen betrugen 23,4 + 1,7 ymol/l im
Kontrollkollektiv und 23,2 + 1,3 umol/l im KHK-Kollektiv (p=n.s.).

Nach der fahrradergometrischen Ausbelastung zeigten sich signifikante
Unterschiede hinsichtlich des Nitritanstiegs zwischen dem gesunden
Kollektiv und dem KHK-Kollektiv (p<0,05). Wahrend die Nitritkonzentration
in dem gesunden Normalkollektiv um 14,6 + 5,4% zum Zeitpunkt nach 5
min und 8,8 £ 4,1% nach 10 min anstieg (96 + 6 basal vs. 108 + 7 nach 5
min und 104 £ 8 nmol/l nach 10 min), fiel in dem Kollektiv mit bekannter
KHK der Nitritspiegel um 8,2 £ 3,1% nach 5 min und 8,5 £ 3,1% 10 min
nach Beendigung der Belastung unter den Basalwert ab (basal 128 + 10

vs. 116 £ 9 nmol/l nach 5 min und 116 + 8 nmol/l nach 10 min).

Delta-Nitrit Delta-Nitrat Delta-NOx
[nmol/l] [umol/l] [umol/l]
307 30 30
A. B. C.
20 7 20 - 20
107 /%\+ ,gesund* 10 ns 10 s
JKHK® SKHK*
0 & % 0 —3—3 0 - S —
\ ~gesund” ~gesund
-10 a0 - 210
% % JKHK® 10
-20 7 -20 - -20 1
30T T T T 1 30 ¢ T T T 1 30y T T T 1
5min 10 min 5min 10 min 5min 10 min
Zeitpunkte der Blutentnahme Zeitpunkte der Blutentnahme Zeitpunkte der Blutentnahme

Abbildung 17: A-Nitrit-(A.), A-Nitrat-(B.) und A-NOx-Konzentration (C.) zu den
Zeitpunkten der Blutentnahmen nach fahrradergometrischer Belastung. Die A-
Nitritkonzentration ist signifikant unterschiedlich zwischen dem Normalkollektiv und dem
KHK-Kollektiv, nicht hingegen die A-Nitrat- und A-NOx-Konzentration (*=p<0,01;
n.s.=nicht signifikant; Fehlerbalken=SE).
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Abbildung 18: A%-Nitrit-(D.), A%-Nitrat-(E.) und A%-NOx-Konzentration (F.) zu den
Zeitpunkten der Blutentnahmen nach fahrradergometrischer Belastung. Die A%-
Nitritkonzentration ist signifikant unterschiedlich zwischen dem Normalkollektiv und dem
KHK-Kollektiv, nicht hingegen die A%-Nitrat- und A%-NOx-Konzentration (*=p<0,01;
n.s.=nicht signifikant; Fehlerbalken=SE).

Im Gegensatz dazu blieb bei beiden Untersuchungsgruppen die Nitrat-
und NOx-Konzentration nach fahrradergometrischer Belastung annahernd
konstant (p=n.s.): im gesunden Kontrollkollektiv zeigten sich Werte von
basal 23,4 £ 1,7 umol/l, 5 min nach Beendigung der Belastung von 23,0 +
1,6 umol/l und nach 10 min 22,8 + 1,7 umol/l. Im KHK-Kollektiv lagen die
Werte basal bei 23,2 + 1,3 ymol/l, zum Zeitpunkt nach 5 min bei 24,4 £+ 1,4

pmol/l und nach 10 min bei 24,5 + 1,4 mmol/l.

3.3. Lagerung nitrit- und nitrathaltiger Proben

Die Untersuchungen zur Stabilitat der Nitritkonzentration in plasmatischen
Proben zeigten 1.) Wiederfindungsraten von 119,9 + 16,7% nach 3
Stunden und 131,2 + 23,6% nach 24 Stunden Lagerung bei 4°C (65 + 17
vs. 75 £ 10 nach 3 h und 81 £ 8 nmol/l nach 24 h). Nach Lagerung bei
-20°C lagen diese bei 111,6 + 0,6% nach 3 Stunden und 116,9 + 7,4%
nach 24 Stunden bei (basal 48 + 2 vs. 54 £ 1 nach 3 h und 56 £ 2 nmol/I
nach 24 h). Bei -80°C-Lagerung zeigten sich Werte von 93,3% nach 3

43



Stunden, 101,1% nach 6 Stunden, 108,2% nach 9 Stunden und 118,15%
nach 24 Stunden (basal 83 nmol/l vs. 77 nach 3h, 84 nach 6 h und 98
nmol/l nach 24 h).

200 4 200 7 200 1

A. B. C.

160 160 A 160 4

120 [ 120 1 —

Wiederfindungsrate
[%] -

40 4 40 4 40 1

T T T T T T T T T T

basal 3h 24 h basal 3h 24 h basal 3h 6h 9h 24h

Abbildung 19: Prozentuale Wiederfindungsrate von Nitrit nach Lagerung. Unverdiinnte
Plasmaproben wurden bei (A) 4°C, (B) -20°C und (C) -80°C lichtgeschutzt gelagert. Die
Ergebnisse sind als %-Wiederfindungsrate der Nitritkonzentration nach Lagerung in
Bezug auf die basale Nitritkonzentration vor Lagerung (100%) dargestellt
(Fehlerbalken=SE).

2.) Die Wiederfindungsraten von Nitrit lagen bei den unverdinnten
Plasmaproben bei 97,4 £ 10,7% nach 30 Tagen und 98,7 + 8,3% nach 60
Tagen Lagerung (basal 80 + 11 vs. 72 = 8 nach 30 d und 75 £ 12 nmol/l
nach 60 d). Bei den verdunnten Plasmaproben fanden sich Wieder-
findungsraten von 99,8 + 16,5% nach 30 Tagen und 108,9 £ 9,2% nach 60
Tagen Lagerung (basal 80 + 11 vs. 79 = 6 nach 30 d und 84 £ 10 nmol/l
nach 60 d).

Far Nitrat fanden sich hingegen Wiederfindungsraten von 102,6 + 6,8%
nach 30 Tagen und 88,8 £ 4,4% nach 60 Tagen in unverdiinntem Plasma
(basal 23,6 £ 2,9 vs. 24,6 + 3,6 nach 30 d und 20,4 + 3,6 pmol/l nach
60 d). Bei verdinnten Plasmaproben betrugen diese 96,5 + 4,6% und
88,17 +. 2,4% nach 30 bzw. 60 Tagen Lagerung (basal 23,6 + 2,9 vs. 22,4
+ 2,3 nach 30 d und 20,9 £ 2,9 ymol/l nach 60 d).
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Abbildung 20: Prozentuale Wiederfindungsraten von Nitrit (D) und Nitrat (E) nach
Lagerung bei -80°C. (1) und (2) zeigen die Wiederfindungsraten von unverdiinnten
Plasmaproben nach 30 und 60 Tagen. (3) und (4) geben die Wiederfindungsraten der
verdinnten Proben nach 30 bzw. 60 Tagen wider.

3.3. Duplexsonographische Bestimmung der Endothel-abhéngigen

und Endothel-unabhangigen Dilatation der Arteria brachialis

Der basale Diameter der Arteria brachialis zeigte signifikante Unterschiede
zwischen beiden Kollektiven (p<0,01). Im Kontrollkollektiv wurde dieser mit
durchschnittlich 4,2 £ 0,1 mm bestimmt. In der Gruppe mit bekannter KHK
lag der Durchmesser bei 4,9 £ 0,1 mm.

Es zeigte sich eine verminderte FMD im Kollektiv mit bekannter KHK im
Gegensatz zum Kontrollkollektiv (p<0,05): 5,4 + 0,4% (Kontrollkollektiv) vs.
3,9 £ 0,4 % (KHK-Kollektiv).

Auch die Endothel-unabhangige Dilatation der Arteria brachialis war bei
den KHK-Patienten signifikant eingeschrankt (p<0,05). Im Kontrollkollektiv
betrug sie 11,8 + 0,7%, im KHK-Kollektiv wurde sie mit 8,4 + 0,8%

bestimmt.
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Zur Bestimmung des quantitativen Ausmales der jeweiligen Komponente,
wurde in jedem Kollektiv die Ratio aus Endothel-abhangiger und Endothel-
unabhangiger Dilatation (FMD/GTN) bestimmt. In der Kontrollgruppe
betrug diese 44,7 + 4,4. Im KHK-Kollektiv hingegen lag das Verhaltnis bei
39,6 + 5,3. Somit war bei den Personen mit KHK die FMD nicht nur
absolut, sondern ebenfalls in Relation zur Endothel-unabhangigen
Dilatation eingeschrankt.

A. B. C.
FMD [%] GTN [%] FMD/GTN
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Abbildung 21: Bei den Personen mit bekannter koronarer Herzkrankheit zeigt sich eine
signifikante Reduktion der FMD im Vergleich zum gesunden Kontrollkollektiv (A.). Auch
die Endothel-unabhangige Dilatation nach Gabe von GTN ist beim KHK-Kollektiv
vermindert (*=p<0,05; Fehlerbalken=SE).

3.4. Korrelation zwischen NO-Metaboliten, Endothel-abhangiger

und Endothel-unabhangiger Vasodilatation

Da sowohl der Nitritanstieg nach fahrradergometrischer Belastung als
auch die Endothel-abhangige Dilatation bei Patienten mit koronarer
Herzerkrankung vermindert waren, wurden beide Parameter auf
Korrelation Uberpruft. Dabei korrelierte der absolute Nitritanstieg nach 10
min sowohl mit der FMD (n=57; r=0,542; p<0,01), als auch mit der Ratio

46



aus FMD/GTN (n=57; r=0,439; p<0,01). Im Gegensatz hierzu bestand

keine Korrelation zur Nitratkonzentration (p=n.s.).
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Abbildung 22: A. Korrelation zwischen der Endothel-abhangigen Dilatation (FMD) der
Arteria brachialis und der Nitritkonzentration 10 min nach Beendigung der Belastung (A-
Nitrit). (r = 0,542; p<0,01) B. Es besteht keine Korrelation zwischen der FMD und der
Nitratkonzentration 10 min nach Belastungsende (A-Nitrat). (p=n.s.)

3.5. Plasmatische Nitrit-Reserve als biochemischer Marker einer

vaskuldren Dysfunktion

Zur Quantifizierung der diagnostischen Wertigkeit der Nitrit-Reserve als
biochemischen Marker der vaskularen Dysfunktion wurden die Sensitivitat
und die Spezifitat im Vier-Felder-Test ermittelt. Die Sensitivitat ist definiert
als relativer Anteil aller als ,krank® erkannten Personen, bezogen auf alle
.Kranken®. Die Spezifitdt gibt den relativen Anteil aller als ,gesund”

erkannten Personen wider, bezogen auf alle ,Gesunden®.
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Fir die Nitrit-Reserve wurde ein Trennwert von 14,5% festgelegt. Diesen
Trennwert ermittelten wir durch eine Quartiltrennung des maximalen
relativen Nitritanstieg (A-% Nitrit max), d.h. %2 des gesamten Kollektivs
wies eine Nitrit-Reserve im Plasma unter 14,5% auf, % des gesamten
Kollektivs verfugten Uber eine Nitrit-Reserve im Plasma tUber 14,5%. Somit
wurden die Werte im untersten Quartil als pathologisch definiert. Daraus
ergab sich im untersuchten Kollektiv eine diagnostische Sensitivitat von
93% und eine Spezifitat von 66%. Der positiv pradiktive Wert zur

Diagnose einer vaskularen Dysfunktion konnte mit 72% bestimmt werden.

Tabelle 4: 4-Felder-Test zur Bestimmung der Sensitivitdt und Spezifitadt der Nitrit-Reserve
in der Diagnostik der vaskularen Dysfunktion.

KHK
[n] ja nein
Nitrit- <14,5 % 26 10
Reserve >14,5% 2 19
Gesamt 28 29
Sensitivitat: Spezifitat:
93 % 66 %

48



4. Diskussion

Die wesentlichen Ergebnisse dieser Arbeit sind:

(1.) Die Nitrit-Reserve ist im Plasma von Personen mit kardiovaskularen
Risikofaktoren und bekannter KHK vermindert.

(2.) Die Nitrit-Reserve im Plasma korreliert mit der Fluss-abhangigen
Dilatation der Arteria brachialis als nicht-invasiver Goldstandard der
endothelialen Dysfunktion.

(3.) Bei einer Nitrit-Reserve im Plasma von 14,5% ergab sich im Vier-

Felder-Test eine Sensitivitat von 93% und eine Spezifitat von 66%.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung eines biochemischen
Markers fur die Diagnostik einer vaskularen Dysfunktion. Hierzu wurde der
Grad einer vaskularen Dysfunktion mit Hilfe eines etablierten Verfahrens
(FMD) bestimmt und mit der Konzentration der oxidativen Abbauprodukte
des NO im Plasma, Nitrit und Nitrat, korreliert. Als Vorraussetzung fur die
Einfuhrung in die klinische Routinediagnostik, wurde die Lagerungs-
madglichkeit nitrit- und nitrathaltiger Plasmaproben nachgewiesen.

(1.) Bei Personen mit kardiovaskularen Risikofaktoren und bekannter KHK
zeigte sich eine Reduktion sowohl der FMD, als auch der Nitrit-Reserve im
Plasma, nicht jedoch der Nitratkonzentration im Plasma. (2.) Die Hohe der
Nitrit-Reserve im Plasma korrelierte mit der Héhe der FMD. Es zeigte sich
dagegen keine Korrelation zwischen der FMD und der Hohe der
Nitratkonzentration im Plasma. (3.) Bei einer Nitrit-Reserve im Plasma von
14,5% ergab sich im Vier-Felder-Test eine Sensitivitat von 93% und eine
Spezifitat von 66%.

4.1. Methodenkritik

4.1.1. Quantifizierung der zirkulierenden NO-Metabolite

Die meisten Ansatze klinischer Studien legen nahe, dass Stérungen des
endothelialen Stoffwechsels eine wesentliche Rolle der vaskularen

Dysfunktion darstellen®’. Die in den letzten Jahren etablierten Biomarker
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zeigen in ihrem Vorhersagewert zuklnftiger kardiovaskularer Ereignisse
bereits gute Ansatze. Allerdings konnte bislang noch keiner dieser
Biomarker in ausreichendem Male die eingangs erwahnten Kriterien
eines idealen Markers (vgl. 1.2.) erfullen, wie additiven Informations-
gewinn zu bereits bestehenden Markern, Darstellung des klinischen
Schweregrads der Erkrankung, zuverlassige und genaue Bestimmbarkeit,
hohe Sensitivitat und Spezifitat, ubiquitare Verfugbarkeit und einfache
Bestimmbarkeit. Daher war eine Einfuhrung einer dieser Marker in die

klinische Routine bislang nicht mdglich.

So stellte sich das CRP als potentieller Marker fur das Auftreten
zukiinftiger kardiovaskularer Ereignisse heraus'®. Daneben zeigten auch
andere Entzindungsparameter wie das Fibrinogen, das Serum Amyloid A
(SAA), die inflammatorischen Zytokine Interleukin-6 (IL-6), IL-18 und TNF-
a, der I6sliche CD40-Ligand, die Lipoprotein-assoziierte Phospholipase A2
und die Leukozyten-aktivierende Myeloperoxidase bereits gute klinische
Ansatze. Gleiches gilt flir die Bestimmung von E-Selektin, VCAM-1 und
Fibronectin als mogliche Marker der antiadhasiven Eigenschaften des
Endothels. Mit Ausnahme von CRP und Fibrinogen, ist die Effektivitat
dieser alternativen inflammatorischen Biomarker flr populationsbasierte
Screnning-Untersuchungen allerdings eher als gering einzuschatzen, da
ihre diagnostische Wertigkeit aufgrund einer zu geringen Sensitivitat und
Spezifitat bislang nicht gesichert werden konnte. Untersuchungen zum
Homocystein zeigten, dass erhdohte Plasmaspiegel zu fruhzeitigen
arteriellen Thrombosierungen filhren kénnen. Uber verschiedene
Mechanismen wie die endotheliale Dysfunktion, Thrombozytenaktivierung,
proinflammatorische Prozesse und vermehrte Oxidation von LDL-
Cholesterin fuhrt die Hyperhomocysteindmie zu einem erhohten
kardiovaskularen Risiko*’. Trotz einer Reihe prospektiver Studien, die eine
Assoziation zwischen Hyperhomocysteinamie und erhohtem Risiko
nachweisen, und einer relativ leichten Analysemethodik, wird ein
Screening auf Homocystein in neueren Richtlinien bislang nicht

empfohlen. Es fehlen noch definitive Versuchsdaten, die zeigen, dass eine
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Homocysteinsenkung auch zu einer Verminderung des kardiovaskularen
Risikos fuhren. Die Homocysteinbestimmung stellte sich bisher nur bei
den Patienten als relevant heraus, bei denen die klassischen Risiko-
faktoren nicht diagnostiziert werden konnten.

Die Identifizierung genetischer Polymorphismen von thrombozytaren
Rezeptoren zeigte in der Vorhersage kardiovaskularer Ereignisse bereits
gute Erfolge. So scheint das Auftreten des HPA-1b- und alpha(2)807TT-
Polymorphismus mit dem vorzeitigen Eintritt eines Myokardinfarkts
assoziiert zu sein’”?°. Auch hier stehen noch Verlaufsstudien offen, um
diese Assoziation verifizieren zu kénnen. Die Analysemethodik zur
Identifizierung genetischer Aberationen ist allerdings aufwendig und
kostenintensiv in der Handhabung.

Die Bestimmung der zirkulierenden Plasmaspiegel der endothelialen
Signalstoffe von vWF, sThrombomodulin, t-PA, Plasminogen-Aktivator
PAI-1 bzw. Stoffwechselprodukten als Surrogatparameter einer Funktions-
storung der Endothelfunktion konnten ebenfalls in ihrer diagnostischen
Wertigkeit nicht gesichert werden®'. Zwar kommen t-PA und sein Inhibitor
PAI-1 potentiell als relativ sensitive Marker der vaskularen Dysfunktion in
Betracht, die die Diagnose mittels FMD-Messung komplementieren.
Allerdings fehlen noch prospektive Studien, die den Zusammenhang
zwischen der vaskularen Dysfunktion und der akuten t-PA-Freisetzung
genauer definieren. Ebenso erlaubt die Messung von Metaboliten des
vasokonstringierenden Endothelin und des vasodilatierenden Prosta-
cyclins im Plasma keinen spezifischen Ruckschluss auf die Funktion des

Endothels*.

Eine Ausnahme stellt hier das NO dar. Seine Bestimmung im Plasma kann
die Konzentration an oder in der Endothelzelle reflektieren*®. Mit dem
Hintergrund, dass eine Beeintrachtigung wesentlicher homdostatischer
Endothelfunktionen mit einer Einschrankung der endothelialen NO-
Synthese und somit der Bioverfugbarkeit von NO einhergeht und die
Entwicklung einer Arteriosklerose begunstigen kann, wurden Metabolite

des NO-Stoffwechselweges quantifiziert. So wurden die direkten
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Abbauprodukte des NO, (1.) das Nitrit und (2.) das Nitrat, im Plasma
bestimmit.

(1.) In humanem Plasma wird NO primar nahezu vollstdndig zu Nitrit
umgesetzt. Nitrit als instabiles Abbauprodukt des NO reagiert unter
normogenen Bedingungen mit einer Halbwertzeit von 110 s in Gegenwart

t*%°0 Durch eine spezielle

von Erythrozyten zum stabileren Nitra
Probenaufarbeitung wurde versucht diesen Abbauprozess zu
verlangsamen. So wurden die vendsen Blutproben direkt in 4°C kalten
PBS-Puffer gegeben und dadurch 1:5 verdinnt. Durch die Verdlinnung
wird die Nitritkonzentration im Blut stabilisiert. Durch Zentrifugation
unmittelbar nach Entnahme der Blutproben wurden die Proben von
zellularen Bestandteilen, insbesondere Erythrozyten, befreit. Dieses
Aufarbeitungsverfahren zeigte in experimentellen Untersuchungen von
Kleinbongard et al.’’ und Lauer et al.*® gute Ergebnisse fiir die
diagnostische Genauigkeit der Nitritbestimmung zur Beurteilung der
eNOS-Aktivitat in  vivo. Die Nitritkonzentrationen wurden nach
Acetylcholin-induzierter eNOS-Stimulation und nach L-NMMA-induzierter
Inhibition mit einer Placebo-Gruppe, die lediglich physiologische
Kochsalzlésung infundiert bekam, verglichen. Dabei zeigte sich nach
eNOS-Stimulation ein Anstieg und nach eNOS-Inhibition ein Abfall der
plasmatischen Nitritkonzentration. Der Vergleich zwischen den Gruppen
mit und ohne Intervention, zeigte statistisch signifikante Unterschiede
hinsichtlich der Nitrit-Spiegel im Plasma. Damit konnte die Spezifitat von
plasmatischem Nitrit als Marker der regionalen NO-Formation nach-
gewiesen werden, der mit einer hohen Sensitivitat akute Anderungen der
regionalen eNOS-Aktivitat widerspiegeln kann.

Die Bestimmung der Nitritkonzentration erfolgte mit Hilfe der
Chemilumineszenz-Detektions-Anlage (CLD). Dieses Verfahren stitzt sich

I°2. Die verwendeten Konzen-

auf Untersuchungen von Feelisch et a
trationen der Reaktionslosungen sowie die Messtemperatur entsprachen
den in der Arbeit vorgegebenen Angaben. Das Verfahren beruht auf einer
reduktiven Denitrosierung von Nitrit. Eine lod/lodid-haltige Redoxlésung

fuhrt zur Freisetzung von NO aus Nitrit, welches dann mittels einer
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Photoreaktion mit Ozon detektiert wird®. Die Sensitivitat dieser Methode
betragt bei einem Probenvolumen von 100 pl 5nmol/l und ist geeignet fur
die Messung von Nitritkonzentrationen in einem Bereich von 10-100.000
nmol/l. Die Tag-zu-Tag Variabilitdt identischer Proben hat einen
Variationskoeffizienten von 4,7%>. Die Chemilumineszenzdetektion
erweist sich somit als ein Verfahren mit hoher Sensitivitat, Spezifitat und
Reproduzierbarkeit zur Bestimmung von Nitrit in plasmatischen Proben.
Die in der vorliegenden Arbeit bestimmten plasmatischen Nitritkonzen-
trationen sind mit durchschnittlich 112 nmol/l in Einklang mit dem in der

33;49;55;56 Derzeit

Literatur angegebenen Bereich (100-600 nmol/l)
existieren keine allgemein akzeptierten Referenzwerte der Nitrit-Reserve
bei gesunden Personen. Daher wurde in den eigenen Untersuchungen ein
Trennwert der Nitrit-Reserve im Plasma von 14,5% festgelegt. In weiter-
fuhrenden prospektiven Studien stehen noch Untersuchungen zur
Ermittlung eines Referenzwertes aus. Die Bestimmung von Nitrit
ermdglicht es auch kleinere Veranderungen der NO-Bioverfugbarkeit zu
erfassen. Somit eignet sich Nitrit als Marker akuter Anderungen der

endothelialen NOS-Aktivitat.

(2.) Nitrat stellt das stabile Endprodukt des L-Arginin-NO-Stoffwechsels
dar. Die Nitratbestimmung erfolgte mit Hilfe der Vanadium-(lIl)-Chlorid-FIA
in Kombination mit der Griess-Reaktion. Nach chemischer Reduktion des
Nitrats wird die Nitritkonzentration spektrophotometrisch quantifiziert. Die
Methode stellt ein etabliertes Verfahren zur validen Messung nitrathaltiger
Proben in einem Bereich von 0-25 umol/l dar. Die Sensitivitat dieses
Verfahrens von 200 nmol/l war aufgrund von Voruntersuchungen und
Literaturangaben fur die durchgefuhrten Untersuchungen ausreichend. Die
bestimmten Nitratkonzentrationen sind im Einklang mit den erwarteten

Werten aus der Literatur von 19-60 pmol/|*%49:°¢,

Um den Eingang der Nitrit-Reserve als serologischen Biomarker in die

klinische Routine zu vereinfachen, wurde die Haltbarkeit nitrithaltiger

Plasmaproben nach Lagerung untersucht. In Voruntersuchungen konnte
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gezeigt werden, dass Nitrit im Ultrafiltrat aus dem Plasma wahrend der
Lagerung abgebaut wird®”. Durch den Einfrierprozess wird das Nitrit in
wassrigen Losungen zu Nitrat oxidiert®® . Diese Autoxidations-Reaktion
ist wahrend des Einfrierprozesses schneller als die analoge Reaktion bei
Raumtemperatur. Dies ist dadurch zu erklaren, dass der pH-Wert wahrend
des Einfrierens sinkt und Nitrit im sauren Milieu zu Salpetriger Saure
umgewandelt wird. Salpetrige Saure wird in Anwesenheit von gelostem
Sauerstoff zu Nitrat oxidiert. Plasma enthalt zahlreiche Proteine,
Phosphat, Bikarbonat und Elektrolyte, die zur Stabilisierung des pH-
Wertes fuhren und damit auch zur Stabilisierung des Nitrits wahrend der
Lagerung. Einmal eingefroren, kdnnen unbehandelte Plasmaproben bis zu
60 Tagen bei -80°C gelagert werden. Die Nitritkonzentrationen zeigten
nach dieser Lagerungszeit noch Wiederfindungsraten von 99,8 + 16,5%.
Dieser Befund stellt eine Erleichterung flr die Bestimmung der Nitrit-
Reserve als moglichen Biomarker in der klinischen Routinediagnostik dar.
So besteht z.B. die Moglichkeit, dass die zu untersuchenden Blutproben
zur weiteren Analytik von der Klinik in geeignete Labore verschickt werden
konnen. Die Moglichkeit der Lagerung nitrithaltiger Plasmaproben ohne
signifikante Veranderung der Konzentration tragt somit zur Erflllung des
an einen idealen Marker gestellten Kriteriums einer einfachen und

praktischen Bestimmbarkeit bei.

4.1.2. Quantifizierung der Endothel-abhangigen Dilatation mittels

Fluss-vermittelter Dilatation

In der vorliegenden Arbeit wurde die Fluss-vermittelte Dilatation der Arteria
brachialis als nicht-invasiver Goldstandard der endothelialen Dysfunktion
verwendet. Der Nachweis, dass die Messung der FMD peripherer
Leitungsarterien als funktioneller Surrogatparameter fur die NO-Synthese
und Freisetzung dienen kann, wurde durch Untersuchungen erbracht, in
denen die FMD durch intraarterielle Gabe von L-NMMA, einem

kompetitivem Inhibitor der NOS, vollkommen unterdriickt werden konnte®°.
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Es gibt verschiedene Einflussmoglichkeiten, welche die Endothel-
abhangige Dilatation bzw. die Genauigkeit der Quantifizierung beein-
flussen kénnen. Dazu zahlen (1.) biologische Einflussfaktoren, (2.) metho-

dische Variabilitaten und (3.) untersucherseitige Variabilitaten.

(1.) In verschiedenen Untersuchungen konnten zahlreiche biologische
Einflussfaktoren nachgewiesen werden. So wurde festgestellt, dass eine
negative Korrelation zwischen Ruhediameter der Arteria brachialis und der
Hoéhe der FMD vorliegt?*®!. Arterien mit einem Diameter kleiner 2,5 mm
sind schwieriger zu messen und dilatieren im Verhaltnis zu grof3en
Arterien in einem starkeren AusmaR?*. Als weiteres konnte eine zirkadiane
Rhythmik mit einem Maximum der FMD am spaten Nachmittag festgestellt
werden®.  Zudem spielt die Konzentrationsdnderung weiblicher
Geschlechtshormone wahrend des Menstruationszyklus eine Rolle in der
Beeinflussung der FMD®. AuRerdem kann die FMD durch die
Nahrungsaufnahme beeinflusst werden. So fuhrt eine akute Hyper-
glykamie® und fettreiche Nahrung®® =zu einer Reduktion. Auch
Kaffeekonsum und die Einnahme von Vitamin C sind mit Veranderung der
FMD beschrieben worden®. Akuter psychischer Stress®” und Zigaretten-
rauchen filhren ebenfalls zu einer Verminderung®.

Um den Einfluss dieser Faktoren mdglichst gering zu halten, wurden die
Untersuchungen der vorliegenden Arbeit immer zu der gleichen Tageszeit
zwischen 7:00 und 9:00 Uhr morgens durchgefuhrt. Die Probanden
wurden darUber aufgeklart, dass sie eine Nuchternphase von 8-12
Stunden vor der Untersuchung einhalten sollten. Dies schloss auch den
Verzicht von Kaffee-, Tee- und Vitamin C-Konsum mindestens 4-6
Stunden vor der Untersuchung ein®®. Die Untersuchungen wurden in
einem vollklimatisierten, ruhigen Raum in entspannter Koérperhaltung nach
einer mindestens 10 mindtigen Ruhephase durchgeflhrt. Die Herz-
frequenz und der Blutdruck, als Parameter der sympathoadrenergen
Stimulation, unterschieden sich nicht signifikant vor und nach der

Untersuchung.
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Als Einschrankung der Untersuchung ist eine inhomogene Geschlechter-
verteilung innerhalb beider Kollektive zu nennen. Aufgrund des post-
menopausalen Hormonstatus der weiblichen Studienteilnehmer konnte die
zyklusbedingte Beeinflussung der FMD weitgehend ausgeschlossen

werden.

(2.) Die methodische Variabilitat wird verursacht durch Einflussfaktoren
wie die GroRe des ischamischen Gebietes, die Ischamiezeit, die der
Diametermessung zugrunde gelegenen Eckpunkte, der Zeitpunkt der
Messung nach Beendigung der Ischamie sowie innerhalb des Herzzyklus.
In der Literatur herrscht kein Konsens daruber, welche Positionierung der
Blutdruckmanschette zu bevorzugen ist**. Bei der proximalen Okklusion
kann die induzierte Dilatation falschlicherweise zu hoch gemessen
werden, da es zum Anfall einer Vielzahl von Metaboliten66, insbesondere
Adenosin  kommen kann. Bei der distalen Okklusion koénnen diese
Fehlerquellen ausgeschaltet werden, da sich die Substanzen nicht auf den
untersuchten GefaRabschnitt auswirken kdnnen. Aus diesem Grund und
um daruber hinaus potentielle Einfliisse einer direkten Kompression auf
den untersuchten Bereich der Arteria brachialis zu vermeiden, wurde die
Blutdruckmanschette in den vorliegenden Untersuchungen distal der
Ellenbeuge am Unterarm angelegt. Weiterhin hangt die Hohe der FMD
von der Ischamiezeit ab. Eine maximale Dilatation wird erst nach einer 4,5
minutigen Ischamie erreicht, welche auch durch eine langere Ischamiezeit

44;69

nicht signifikant gesteigert werden kann Daher wurde in den

vorliegenden Untersuchungen die tolerierbare Dauer von 5 Minuten
bevorzugt. Wie auch bei den meisten anderen Arbeitsgruppen®*7%"2
wurde die Diametermessung von der schallkopfnahen zur schallkopf-
fernen M-Linie durchgefuhrt, welche dem anatomischen Adventitia-Media-
Ubergang entspricht’®. Die maximale Dilatation der Arteria brachialis
wurde 60 Sekunden nach Beendigung der Ischamie bestimmt. Da
Untersuchungen darauf hinweisen, dass die maximale Dilatation sowohl
bei Kindern™ als auch bei Erwachsenen’® sehr voneinander abweichen

kann, wurde die Dilatation bei den vorliegenden Untersuchungen erneut
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nach 90 Sekunden bestimmt, um eine exaktere Bestimmung der
maximalen Dilatation zu erreichen. Dennoch ist es nicht auszuschliel3en,
dass der wahre maximale Wert der FMD in einigen Fallen unterschatzt
wird. Alle Messungen wurden EKG-getriggert enddiastolisch durchgeflhrt,
da der Diameter der Arteria brachialis entsprechend dem Herzzyklus
pulsatilen Veranderungen unterworfen ist. Das verwendete Unter-
suchungsprotokoll entsprach zusammenfassend den in den Leitlinien

empfohlenen Standards*.

(3.) Folgende drei Variablen reprasentieren die Hauptquellen der
untersucherseitigen Variabilitat von Ultraschalluntersuchungen: die tech-
nische Ausrustung, der Untersucher und die Auswertung.

Als technische Voraussetzungen wurde flr die nicht-invasive Vermessung
des Diameters der Arteria brachialis entsprechend dem gegenwartigen
Standard ein linearer Schallkopf mit einer Ultraschallfrequenz von 15 MHz
mit einer axialen Aufldsung von 0,1 mm eingesetzt*>. Nur einem gut
geschulten Untersucher’ ist es méglich Diametermessungen von 0,1 mm
zu erkennen und somit die technischen Voraussetzungen auszuschopfen.
Da die technische Auflosung sehr nahe an dem zu bestimmenden
biologischen Bereich ist, hangt die duplexsonographische Untersuchung
der Gefalfunktion umso starker von der Erfahrung des Untersuchers ab.
So sollte der Untersucher mindestens 100 Probeuntersuchungen unter
Aufsicht vollbracht haben, bevor unabhangige Messungen durchgefuhrt
werden konnen. Die Diameteranderung der Endothel-abhangigen und
Endothel-unabhangigen Dilatation mit einem Ruhediameter von 3,8 mm
liegen im Bereich von 0,1-0,6 mm (2,7%-16,7%)"®.

Im kardiologischen Forschungslabor wurde ein Normwert fur die FMD fur
junge Erwachsene ohne kardiovaskulare Risikofaktoren (Hypertonie,
Nikotin, Hypercholesterinamie, Diabetes) von 6,5 £ 0,4% (95% Konfidenz-
intervall des Mittelwerts: 5,8% - 7,3%) bestimmt. Daher gebrauchten wir
den unteren Wert von 5,8% als Trennwert zur Diagnose einer
endothelialen Dysfunktion’”"®. In den eigenen Untersuchungen betrug die

FMD des gesunden Kollektivs 5,4 + 0,4% und liegt damit geringgradig
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unterhalb des Normwertes. In Untersuchungen zur Beeinflussung des
Alters auf die Endothel-abhéngige Dilatation wurde gezeigt, dass der
Faktor Alter auch ohne Auftreten weiterer kardiovaskularer Risikofaktoren
zu einer eingeschrankten Vasorelaxation fihrt®.

.78 entwickelten PC-

Durch die Verwendung eines von Preik et a
assistierten Analyseverfahrens zur Diametermessung konnten Fehler-
quellen bei der Auswertung weitgehend vermieden und mit einem

geringen Zeitaufwand durchgefuhrt werden.

4.1.3. Ausbelastungskriterien der fahrradergometrischen Interven-
tion
Als Mal} fur die ergometrisch induzierte Steigerung der Scherkrafte wurde
die Anderung des Druck-Frequenz-Produktes bestimmt. Dabei zeigte sich
in beiden Kollektiven ein vergleichbarer Anstieg. Somit konnten wir zeigen,
dass trotz der unterschiedlichen Konstitution der Personen mit bekannter
KHK im Vergleich zum gesunden Kontrollkollektiv eine gleichwertige
Ausbelastung erzielt werden konnte. Allerdings ist in diesem
Zusammenhang anzumerken, dass sich die beiden Kollektive hinsichtlich
der Belastungsdauer und damit auch der Belastungsintensitat
voneinander unterschieden. So wurden die KHK-Patienten im
Durchschnitt 3,9 + 0,3 min bei einer Belastungsintensitat von
durchschnittlich 129 + 8 Watt belastet, die gesunden Normalpersonen
hingegen 7,7 £ 0,4 min bei 161 £ 7 Watt. Ein besserer Vergleich der
aquivalenten scherkraftinduzierten Steigerung der eNOS-Aktivitat konnte
durch eine fest definierte Belastungsdauer und -intensitat erzielt werden.
Allerdings soll die Bestimmung der Nitrit-Reserve als biochemischer
Marker einer vaskularen Dysfunktion auf einfache Weise in die klinische
Routinediagnostik integrierbar sein. So war die Intention die Bestimmung
der Nitrit-Reserve mit der Ergometrie-Untersuchung, welche im Bereich
der kardiologischen Diagnostik eine Routineuntersuchung darstellt, zu

kombinieren. Gemal den Leitlinien der DGK erfolgt die fahrrad-
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ergometrische Belastung durch eine intervallgesteigerte Belastungs-
intensitat bis zum Erreichen der individuellen Ausbelastung (vgl. 2.3.).
Daher wurde in den vorliegenden Untersuchungen die fahrrad-
ergometrische Belastung entsprechend der Leitlinien der DGK
durchgefuhrt.

4.2. Einfluss kardiovaskularer Risikofaktoren auf die Konzentration

zirkulierender NO-Metabolite

Mit dem Ziel einen biochemischen Marker zur individuellen Diagnostik der
vaskularen Dysfunktion zu entwickeln, wurden in den Untersuchungen der
vorliegenden Arbeit die Nitrit- und Nitratkonzentrationen bei Personen mit
kardiovaskularen Risikofaktoren und bekannter KHK untersucht. Aus
folgenden Grinden wurde NO nicht direkt bestimmt:

NO wird mit einer nur sehr geringen Halbwertzeit aus dem menschlichen
Blut eliminiert. In wassrigen Medien wird NO konzentrationsabhangig mit
einer Halbwertzeit von 9-900 s abgebaut®. Im Vollblut hingegen wurden
Halbwertzeiten von 0,05-1,8 ms®' gemessen, es finden sich allerdings
auch Angaben, die die Halbwertzeit mit 1 ps bemessen haben®'. Die viel
kirzere Halbwertzeit lasst sich durch die hohe Reaktivitdt von NO mit
oxygeniertem Hamoglobin erklaren. Dies konnte in Untersuchungen von
Rassaf et al. bestatigt werden®2. Nach Zugabe von 5 pmol/l NO wurde im
Plasma eine Halbwertzeit von 68 s gemessen. Nach Zugabe der gleichen
Menge NO in Vollblut, erfolgte der Abbau so schnell, dass mit der NO-
Elektrode kein NO messbar war. Somit schied NO selbst als
biochemischer Marker der vaskularen Dysfunktion aus, da es aufgrund
seiner kurzen Halbwertzeit schon wahrend einer Blutenthnahme vollstandig

abgebaut wird.

Bislang wurden Nitrat oder NOx als stabile Abbauprodukte des NO zur
Abschatzung der endothelialen NO-Synthese in vivo verwendet. Der NOXx-
Gehalt entspricht der Gesamtheit des im Plasma zirkulierenden Nitrit und

Nitrat. Den Hintergrund dafir bilden Untersuchungen, die zeigen, dass NO
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nach Inhalation oder Infusion zu Nitrit und Nitrat umgewandelt und Nitrit
letztendlich in den Erythrozyten weiter zu Nitrat oxidiert wird. Weiterhin
zeigte sich, dass das im Lumen von Blutgefallen bestimmte NOx einen
konstanten Anteil der endothelialen NO-Synthese darstellt’’. Bei
Untersuchungen an transgenen eNOS-Knock-Out-Mausen war eine um
50% reduzierte Konzentration des zirkulierenden NOx im Vergleich zum
Wildtyp nachweisbar. Im Uberstand von Endothelzellkulturen aus Aorten
derselben Tiere waren nur Hintergrundkonzentrationen nachzuweisen®.

In den vorliegenden Untersuchungen zeigte sich keine signifikante
Veranderung der Nitratkonzentration nach  scherkraftinduzierter
Steigerung der eNOS-Aktivitat, weder bei Personen mit bekannter KHK
noch im gesunden Kontrollkollektiv. Auflerdem bestand auch keine
Korrelation zur FMD. Im Wesentlichen schranken zwei Grinde die
Aussagekraft der Nitratkonzentration im Plasma bezlglich der endogenen
NO-Synthese ein. Im Gegensatz zu Nitrit ist die Nitratkonzentration nicht
uberwiegend von der endogenen NO-Synthese abhangig, sondern wird
von zahlreichen NOS-unabhangigen Faktoren beeinflusst, wie z.B. der
Nahrungsaufnahme, der Speichelbildung, der bakteriellen Nitrat-Synthese
im Darm, enzymatischen Prozessen in der Leber, der Inhalation von
atmosphérischen Nitrogen-Oxiden und der Nierenfunktion®*. Der Einfluss
der Nahrungsaufnahme wurde in Untersuchungen verdeutlicht, bei denen
sich nach einer 12 stundigen Fastenperiode eine Reduktion der Nitrat-
konzentration von 54% zeigte®®. Hinzu kommt, dass das Nitrat im Plasma
sehr hohe Hintergrundkonzentrationen aufweist (mikromolarer Bereich),
ein Verteilungsvolumen einnimmt, welches ca. funfmal gréRer als das
Plasmavolumen ist und somit dem Extrazellularvolumen entspricht und nur
langsam aus dem Korper eliminiert wird. Die exakte Bestimmung von
Anderungen, die auf die endogene NO-Bildung (nanomolarer Bereich)
zuruckzufihren sind, ist deshalb nur sehr eingeschrankt moglich. Aus
diesen Grunden erlaubt die Bestimmung der Nitratkonzentration nur eine

grobe Abschatzung der endogenen NO-Synthese.
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Zusammenfassend ergibt sich daraus die Schlussfolgerung, dass Nitrat
nicht als biochemischer Marker einer scherkraftinduzierten Steigerung der

eNOS-Aktivitat und damit einer vaskularen Dysfunktion geeignet ist.

Im Gegensatz zur Nitratkonzentration im Plasma, zeigte sich in den
vorliegenden Untersuchungen eine Anderung der Nitritkonzentration nach
scherkraftinduzierter Steigerung der eNOS-Aktivitat. Es waren signifikante
Unterschiede der Nitrit-Reserve bei Personen mit KHK im Vergleich zum
gesunden Kontrollkollektiv nachweisbar. Weiterhin korrelierte die Nitrit-
Reserve mit dem funktionellen Grad einer vaskularen Dysfunktion (FMD).
Mit dem Hintergrund, dass die Nitrit-Reserve die vaskulare Funktion
widerspiegelt, stehen diese Befunde im Einklang mit der Hypothese, dass
kardiovaskulare Risikofaktoren zu einer eingeschrankten Bioverfugbarkeit
von NO fuhren.

In mehreren Studien wurde bereits bestatigt, dass Nitrit als Parameter der
basalen, als auch als Parameter akuter Anderungen der eNOS-Aktivitat
geeignet ist. Experimentelle Untersuchungen, bei denen nlchterne
Probanden '°N markiertes L-Arginin infundiert bekamen, wiesen nach,
dass 90% des im Blut zirkulierenden Nitrits aus dem L-Arginin-NO-

Stoffwechsel stammt>®

. Aufgrund des stdchiometrischen Abbaus von NO
zu Nitrit spiegeln sich akute Anderungen der eNOS direkt in der
Nitritkonzentration wider. Untersuchungen von Kelm et al.>® und Lauer et
al.*®> am GefaRbett des Unterarms belegen die Spezifitit von Nitrit als
einen Indikator sowohl fur die basale endotheliale NO-Synthese als auch
nach Stimulation. Durch pharmakologische Stimulation der eNOS mittels
Acetylcholin, stieg der Nitritspiegel im Plasma signifikant an. Nach Gabe
von Papaverin, einem Endothel-unabhangigen Vasodilatator, blieb die
Konzentration von Nitrit dagegen unverandert. Ebenso fuhrte eine
Inhibition der eNOS durch Gabe von L-NMMA zu keiner signifikanten
Veranderung der Nitritspiegel im Plasma®®. Nitrit besitzt im menschlichen
Blut eine kurze Halbwertzeit von 110 s und kann damit kurzfristige und

lokale Anderungen der Aktivitat der eNOS widerspiegeln®®.
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Nur wenige Studien haben bisher den Einfluss der scherkraftinduzierten
Steigerung der NO-Synthase auf die Konzentration zirkulierender NO-
Metabolite nach akuter korperlicher Belastung untersucht. Aufgrund
mangelnder sensitiver analytischer Methoden zur Nitritbestimmung im
Plasma wurde nur die Summe aus Nitrit und Nitrat (NOx) bestimmt. Brown
et al.® fiihrten Untersuchungen zur belastungsinduzierten Steigerung der
eNOS-Aktivitat am Unterarm gesunder Personen durch. Die korperliche
Belastung bestand hier in einer rhythmischen Kontraktion des Unterarms
mit konstant ansteigendem Belastungsgrad. Die gemessenen NOx- und
L-Citrullin-Konzentrationen im Plasma, als Marker der NO-Produktion,
zeigten nach Belastung einen signifikanten Anstieg im belasteten Arm. Bei
Untersuchungen von Allen et al.?® wurde ebenfalls die Bedeutung von
NOx als Marker der endothelialen NO-Produktion Uberprift. Die
Steigerung des Blutflusses, die durch maximale kérperliche Belastung mit
Hilfe eines Laufbandes mit intervallgesteigerter Zunahme der
Geschwindigkeit und des Anstiegs erzielt wurde, fuhrte zu erhdhten NOx-
Konzentrationen im Plasma. Im Vergleich zum gesunden Kontrollkollektiv
waren die NOx-Anstiege bei Personen mit kardiovaskularen Erkrankungen
signifikant geringer. Die Messung von Nitrit im Plasma zeigte hingegen
keine signifikanten Veranderungen. Ein Erklarungsansatz fur die zu den
eigenen Untersuchungen bestehenden kontroversen Ergebnisse bietet die
in den Untersuchungen angewandte Aufarbeitungs- und Analysemethodik,
die zu einer weniger sensitiven Vermessung der NO-Metabolite im Plasma
fuhrte. Der Nachweis, dass die Bestimmung der Nitritkonzentration, aber
nicht die der Nitratkonzentration, einen spezifischen Indikator der
scherkraftinduzierten Steigerung der NOS-Aktivitat darstellt, konnte in
mehreren Studien erbracht werden. So spiegeln sich nachweislich akute
Anderungen der endothelialen NOS-Aktivitat in &quivalenten Verande-

rungen der Nitritkonzentration im Plasma wider>>°"%7,

Eine verminderte Nitrit-Reserve bei Personen mit bekannter KHK lasst

sich auf den Erklarungsansatz zuruckfuhren, dass kardiovaskulare

Risikofaktoren zu einem Anstieg von oxidativem Stress flihren. Zahlreiche
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Untersuchungen sprechen dafir, dass kardiovaskulare Risikofaktoren
uber eine gesteigerte Radikalbildung zu einem beschleunigten Abbau von
NO fiihren®®. Weiterhin belegen neuere Befunde, dass die NO-
Deaktivierung durch Radikale wie den Superoxidanionen ebenfalls zu
einer verringerten NO-Synthese flhren kann. Das durch die Interaktion
von Superoxidanionen und NO entstehende Peroxynitrit kann Uber die
Interaktion mit Tetrahydrobiopterin zu einer Entkopplung der eNOS
filhren®®. Diese synthetisiert anstelle von NO vermehrt Superoxidanionen.
So zeigte sich bei Untersuchungen an HUVECs nach Inkubation mit
Serum von Rauchern eine gesteigerte Expression bei verminderter NO-
Produktion®.

Bei Untersuchungen von Personen mit peripherer arterieller Verschluss-
krankheit wurde unter maximaler Belastung ebenfalls ein Anstieg des
oxidativen Stresses nachgewiesen, im Gegensatz zum gesunden Kontroll-
kollektiv, bei dem sich keine Veranderung zeigte. Nach Gabe von Vitamin
C als Antioxidanz konnte diese gesteigerte Radikalbildung nicht mehr
nachgewiesen werden®. Diese Erkenntnisse legen nahe, dass neben dem
bereits erhdhten oxidativen Stress bei Personen mit kardiovaskularem
Risikoprofil, der oxidative Stress nach maximaler korperlicher Belastung
noch zusatzlich gesteigert wird. Somit lieRe sich der Erklarungsansatz
dafir finden, dass in den eigenen Untersuchungen die Nitrit-
konzentrationen bei Patienten mit kardiovaskularen Risikofaktoren und
bekannter KHK nach maximaler korperlicher Belastung sogar unter die
basalen Ausgangswerte gesunken sind. Bei gesunden Personen kann
dieser akute oxidative Stress durch die Wirkung korpereigener
Antioxidanzien kompensiert werden. Dies steht im Einklang mit den
Beobachtungen am eigenen Kontrollkollektiv, bei dem die scherkraft-
induzierte Steigerung der eNOS-Aktivitat durch maximale korperliche

Belastung zu einer vermehrten NO-Konzentration im Plasma fuhrte.
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4.3. Einfluss kardiovaskularer Risikofaktoren auf die Endothel-

abhangige Dilatation peripherer Leitungsarterien

Die Arteriosklerose ist eine chronisch progressive Erkrankung der Arterien.
Von grofRtem klinischem Interesse ist die Arteriosklerose der Koronar-
arterien und der Karotiden. Doch sind strukturelle und funktionelle
Veranderungen in fast allen Arterien des Organismus nachzuweisen®'. Bei

Sorensen et al.%?

zeigte sich eine gute Korrelation zwischen dem
histologischen Schweregrad einer Arteriosklerose in den Koronararterien
bzw. der Arteria carotis und der Arteria brachialis. In anderen
Untersuchungen konnte eine enge Beziehung zwischen der Endothel-
funktion der Koronararterien und der Arteria brachialis nachgewiesen
werden®®*. So wird die Messung der FMD der Arteria brachialis aufgrund
seiner einfachen und nicht-invasiven DurchfUhrbarkeit seit Jahren als
Surrogatparameter einer endothelialen Dysfunktion verwendet. Im
Einklang damit zeigte sich die FMD auch im eigenen Studienkollektiv mit
kardiovaskularen Risikofaktoren und bekannter KHK eingeschrankt.
Zudem bestanden inverse Korrelationen zu Parametern durch die
kardiovaskulare Risikofaktoren definiert sind, wie dem Alter, dem
Gesamtcholesterin, dem LDL-Cholesterin, der HDL/LDL-Ratio, und den
Triglyzeriden. Unter der Pramisse, dass die FMD zum grofdten Teil NO
vermittelt ist®, folgt aus diesen Befunden, dass kardiovaskuldre
Risikofaktoren entweder zu einer Einschrankung der Freisetzung von
bioaktivem NO flhren oder freigesetztes NO seine Wirkung nicht entfalten

kann.

Wie bereits beschrieben, sprechen zahlreiche Untersuchungen dafur,
dass kardiovaskulare Risikofaktoren Uber eine gesteigerte Radikalbildung
zu einem beschleunigten Abbau von NO filhren®®. Noch bevor NO als
EDREF identifiziert wurde, war bekannt, dass die Halbwertzeit von EDRF
durch Zugabe der Superoxiddismutase verlangert werden konnte. Am
Rattenmodel des Streptozotocin-induzierten Diabetes ist die Endothel-
abhangige Dilatation ebenfalls eingeschrankt®™. In GefaRen dieser Tiere

wurde eine Uberexpression einer dysfunktionalen NO-Synthase
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nachgewiesen, welche eine reduzierte NO-Produktion und eine auf das 3-
fache gesteigerte Superoxidanionenproduktion aufwies. Weiterhin war die
Aktivitat der NADPH-Oxidase signifikant gesteigert, was ebenfalls eine
gesteigerte  Superoxidanionenproduktion zur Folge hat. In einer

Untersuchung von Arcaro et al.%’

wurde gesunden Probanden Insulin und
Glukose parallel infundiert. Dies flhrte zu einer signifikanten Verringerung
der FMD im Vergleich zum Kontrollkollektiv. Wurde hingegen Vitamin C
als Antioxidanz parallel infundiert, kam es zu keiner Einschrankung. Bei
Personen mit Hypercholesterinamie zeigt sich nach Infusion von Vitamin C
ebenfalls eine Verbesserung der verminderten Endothel-abhangigen
Dilatation®®. Bei experimentellen Untersuchungen an menschlichen
Endothelzellen aus der Nabelvene (HUVECs) fuhrt die Inkubation mit
oxLDL zu einer Steigerung der NADPH-Oxidase Expression mit
gesteigerter Superoxidanionen-Produktion®. Am Rattenmodell der
Angiotensin-ll-induzierten arteriellen Hypertonie konnte ebenfalls eine
gesteigerte Superoxidanionen-Produktion nachgewiesen werden.

Durch die Infusion von Superoxiddismutase konnte die verminderte
Endothel-abhangige Dilatation und der erhohte arterielle Blutdruck
normalisiert werden'®. Die fiir eine essentielle Hypertonie charakte-
ristische verstarkte kontraktile Wirkung von Noradrenalin auf die
GefaRwand konnte durch Antioxidanzien verhindert werden''. Nach
Applikation von Vitamin C zeigten Hypertoniker eine mit Normotonikern
vergleichbare Kontraktion der Widerstandsgefalle durch Noradrenalin. Bei
Rauchern kann durch eine Vitamin E Gabe die FMD akut gesteigert
werden'®?. Neben der Deaktivierung von NO scheint oxidativer Stress
uber eine Hemmung der NO-Synthese zu einer verminderten
Vasodilatation beizutragen. Fur alle klassischen kardiovaskularen Risiko-
faktoren wurde der Nachweis erbracht, dass sie zu einer Verminderung

von bioaktivem NO fuhren.
Als Ursache fir die beobachtete Einschrankung der FMD bei Patienten mit

kardiovaskularen Risikofaktoren und bekannter KHK kommt neben einer

verminderten NO-Synthese bzw. Menge an bioaktivem NO, eine
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verminderte NO-Wirkung in Betracht®'. Aus diesem Grunde wurde in der
vorliegenden Untersuchung neben der FMD, auch die Endothel-
unabhangige Dilatation nach oraler Gabe von GTN quantifiziert. In
Einklang mit anderen Untersuchungen zeigte sich in dem Kollektiv mit
bekannter KHK eine verminderte Endothel-unabhangige Dilatation als
Hinweis auf einen zunehmenden Umbauprozess innerhalb der
GefaRwand®*®'. Der relative Anteil der FMD, bezogen auf die durch GTN-
induzierte Dilatation, war bei Personen mit bekannter KHK kleiner als im

Kontrollkollektiv.

Daraus wurde abgeleitet, dass kardiovaskulare Risikofaktoren zu einer
eigenstandigen Stoérung der Endothel-abhangigen Komponente der
Vasorelaxation fuhren und die gefundene Reduktion der FMD bei
Personen mit kardiovaskularen Risikofaktoren und bekannter KHK nicht

allein durch eine eingeschrankte NO-Sensitivitat erklart werden kann.

4.4. Klinische Bedeutung und Ausblick

Erst in den letzten Jahren konnte der Nachweis erbracht werden, dass ein
Zusammenhang zwischen der vaskularen Dysfunktion und der Prognose
einer koronaren Herzkrankheit besteht. Durch die Etablierung neuer
Biomarker ist es moglich das kardiovaskulare Risiko schon frihzeitig
abschatzen zu kdénnen und noch vor einer irreversiblen Manifestation zu
intervenieren.

Bevor ein neu etablierter Biomarker allerdings Einzug in die klinische
Routinediagnostik erhalt, muss dieser erst den Anforderungen eines
geeigneten Biomarkers ausreichend gerecht werden.

In den vorliegenden Untersuchungen konnte erstmalig gezeigt werden,
dass Patienten mit einer bekannten KHK Uber eine verminderte Nitrit-
Reserve verfugen im Vergleich zu Personen ohne kardiovaskulare
Risikofaktoren. Die Messung der Nitrit-Reserve stellt ein sensitives
Verfahren dar, allerdings muss die Analysemethodik noch so weiter-

entwickelt werden, dass diese ubiquitar durch eine kostengunstige und
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leichte Handhabung in der klinischen Routine eingesetzt werden kann. Die
Moglichkeit der Lagerung nitrithaltiger Proben Uber einen gewissen
Zeitraum, die in den eigenen Untersuchungen nachgewiesen werden
konnte, stellt hier bereits einen guten Ansatz dar. Daruber hinaus konnte
in Untersuchungen von Kleinbongard et al. gezeigt werden, dass die
Nitritkonzentration normalverteilt ist>’.

Durch die Etablierung der Nitrit-Reserve als einen sensitiven und
spezifischen Biomarker konnte somit die Fruherkennung eines
bestehenden kardiovaskularen Risikos ermdglicht werden. Dieser
Friherkennung kommt eine entscheidende Rolle zu, da die zugrunde
liegende vaskulare Funktionsstorung zu diesem Zeitpunkt zumindest in
Teilen ruckfuhrbar sein kann®'®. So beruht die Therapie der
Arteriosklerose zu grof3en Teilen auf einer Reduktion der kardiovaskularen
Risikofaktoren. Bei einigen Therapiensatzen hat sich gezeigt, dass ACE-
und CSE-Hemmer neben ihren urspriinglich bekannten Wirkungen'® auch
die Bioverfugbarkeit von NO erhdhen kdnnen und dadurch einen direkten
Einfluss auf die vaskuldre Dysfunktion haben'®'%. Des Weiteren konnte
nachgewiesen werden, dass korperliches Training mit einer Verminderung

', Somit stellt die vaskulare

der vaskularen Dysfunktion einhergeh
Dysfunktion ein kausales Bindeglied und dadurch eine therapeutische
ZielgroRe in der Prophylaxe und Therapie einer Arteriosklerose dar®'.
Durch die Etablierung der Nitrit-Reserve als serologischen Marker konnte
es nun moglich sein, die endotheliale Dysfunktion in die individual-
spezifische Risikostratifizierung mit einzubeziehen. Zudem kdnnten
Behandlungserfolge nun durch einen einfachen Bluttest objektiviert
werden. Vor dem Einsatz in die klinische Routine mussen allerdings
physiologische und pharmakologische Einflisse genauer identifiziert und
Normalwerte in epidemiologischen, prospektiven Studien an groflien
Fallzahlen etabliert werden. Auch die prognostische Wertigkeit muss noch

in Langsschnitt-Untersuchungen nachgewiesen werden.
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5. Zusammenfassung

Die morphologischen und funktionellen Veranderungen des GefaRendothels
scheinen eine entscheidende Rolle in der Entstehung einer Arteriosklerose, als auch
in deren Progress zu spielen. In diesem Zusammenhang wurde in zahlreichen
Arbeiten die Bedeutung des L-Arginin-Stickstoffmonoxid(NO)-Stoffwechselweges fir
die Endothelfunktion nahe gelegt. NO beeinflusst direkt Schlisselprozesse, die fur
die Entwicklung einer Arteriosklerose bedeutend sind. Die klassischen
kardiovaskularen Risikofaktoren sind mit einer vaskularen Dysfunktion assoziiert und
scheinen hierlber ihre proatherogene Wirkung zu vermitteln. Neuere klinische
Ansatze deuten darauf hin, dass eine vaskulare Dysfunktion therapeutisch
ruckflihrbar sein kann. Trotz der enormen soziodkonomischen Bedeutung, die der
Friherkennung zukommt, konnte bisher noch kein einfaches Verfahren zur
Friherkennung einer Arteriosklerose etabliert werden, welches in der klinischen
Routine eingesetzt werden kann. Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher einen
serologischen Biomarker zur Diagnose der vaskularen Dysfunktion zu identifizieren.
Untersuchungen der letzten Jahre wiesen nach, dass Nitrit akute Anderungen der
NOS-Aktivitat widerspiegelt. Daraus ergab sich die Hypothese, dass die
plasmatische Nitrit-Reserve als direkter serologischer Marker der vaskularen
Dysfunktion dienen kann. Daher wurde sowohl die plasmatische Nitrit-Reserve, als
auch die Fluss-abhangige Dilatation der Arteria brachialis als etablierter nicht-
invasiver Parameter einer vaskuldren Dysfunktion bei Normalpersonen und bei
Personen mit kardiovaskuldren Risikofaktoren und bekannter KHK bestimmt. Die
Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung lassen sich wie folgt zusammenfassen:
(1.)  Die plasmatische Nitrit-Reserve ist bei Personen mit koronarer Herzkrankheit
nach fahrradergometrischer Belastung vermindert.
(2.) Die plasmatische Nitrit-Reserve korreliert mit der Héhe der Fluss-abhangigen
Dilatation der Arteria brachialis.
(3.) Bei einer Nitrit-Reserve im Plasma von 14,5% ergab sich im Vier-Felder-Test
eine Sensitivitat von 93% und eine Spezifitadt von 66%.
In der vorliegenden Arbeit konnte somit erstmalig gezeigt werden, dass die
Bestimmung der plasmatischen Nitrit-Reserve nach fahrradergometrischer Belastung
zur Ildentifikation von Patienten mit KHK geeignet sein kénnte. Untersuchungen an
grolieren Kollektiven und eine Weiterentwicklung der Analytik sollten hierzu zukuinftig

durchgefiihrt werden.
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