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1.  Einleitung

1.1. Bedeutung der Arteriosklerose

Die Hauptursache fiir kardiovaskulare Erkrankungen ist die Arteriosklerose,
welche sich auf dem Boden einer endothelialen Dysfunktion entwickelt'. Bei
der Arteriosklerose handelt es sich um eine chronisch progressive Erkrankung
aller Arterien. Hierbei kommt es zu einer entzindlichen Erkrankung der
arteriellen Blutgefalke mit Makrophagen- und Lymphozyteninfiltration in die
GefaRintima. Fruhste arteriosklerotische Veranderungen lielen sich bereits im
Kindesalter nachweisen®. Im weiteren Verlauf entstehen zusatzlich extrazellulire
Fettablagerungen, sowie regressive Veranderungen mit einem bindegewebigen
Umbau und Verkalkungen, welche als fortgeschrittene L&sion oder Plaques
bezeichnet werden®. Diese kdnnen entweder zu einer progressiven hamo-
dynamisch relevanten Einengung fllhren oder durch ein appositionelles
Thrombuswachstum auf dem Boden eines rupturierten Plaque akute
ischamische Ereignisse, wie einen Myokardinfarkt und Schlaganfall, hervor-
rufen®®. Haufig kommen die betroffenen Patienten erst in einem fort-
geschrittenen Stadium in die Klinik, wenn bereits Beschwerden mit
eingetretenen Organschadigungen (z.B. koronare Herzerkrankung, periphere
arterielle und cerebrovaskulare Verschlusskrankheiten, Nephrokalzinose)
vorliegen. Zu diesem Zeitpunkt erfolgt eine Diagnostik und Therapie mit
aufwendigen und kostenintensiven interventionellen und chirurgischen
Revaskularisationsverfahren, sowie mit einer stetig wachsenden medi-
kamentésen Therapie. Dies hat zur Folge, dass die Patienten in ihrer
Lebensqualitdt eingeschrankt sind und der Volkswirtschaft nur noch einge-
schrankt oder gar nicht mehr zur Verfiigung stehen.

Da die sozioOkonomischen Auswirkungen sehr betrachtlich sind, ist es von
entscheidender Bedeutung das Krankheitsgeschehen in seiner frihsten
Entwicklung zu diagnostizieren und zu therapieren. Die Entwicklung der
Arteriosklerose beginnt allerdings schon zu einem friiheren Zeitpunkt. Ver-
anderungen des Gefallendothels und seiner Funktion im Sinne einer
endothelialen Dysfunktion spielen sowohl in der Entstehung als auch in der
Progression einer Arteriosklerose eine zentrale Rolle und sind bereits viele

Jahre vor einer manifesten Organschadigung nachweisbar. Eine verminderte



NO-Bioverfuigbarkeit ist hierbei von besonderer Bedeutung. Daher wurden in
den vergangenen Jahren enorme Anstrengungen zur Entwicklung und
Etablierung von neuen Biomarkern einer endothelialen Dysfunktion unter-

nommen.

1.2. Marker einer endothelialen Dysfunktion

1.2.1. Funktionelle Marker

Ein attraktiver, funktioneller Marker’ ist die Bestimmung der endothelialen
Dysfunktion mit Hilfe invasiver und nicht-invasiver Untersuchungstechniken,
welche auf der Bestimmung der Endothel-abhangigen Dilatation beruhen®?
(Tab. 1).

Tabelle 1:
Klinische Anwendbarkeit funktioneller Marker einer kardiovaskularen Erkrankung

identifiziert Veranderung
Funktionelle verflgbare standardisierte ~ Sensitivitat/ Schwere der  bei Therapie

Marker Methode Methode Spezifitat Krankheit der Erkrankung
Endotheliale
Dysfunktion + + ++ ++ +

Als Goldstandard wird die intraarterielle Gabe von Acetylcholin angesehen,
welches zu einer Vasorelaxation fiihrt'>'2. Allerdings ist dieses Verfahren nicht
spezifisch flur Stickstoffmonoxid (NO), da es zu einer Stimulation der endo-
thelialen Synthese von Prostacyclin, dem endothelialen hyperpolarisirenden
Faktor (EDHF) und NO kommt®. Ein anderes etabliertes, nicht-invasives Ver-
fahren, welches ausschlie8lich durch endotheliales NO vermittelt wird, stellt die
Fluss-mediierte-Dilatation (FMD) dar. Dieses Verfahren beruht auf einer
scherkraftinduzierten Stimulation der NO-Synthese, wodurch es zu einer
Endothel-abhangigen Dilatation kommt. Hierbei wird die Arteria brachialis mittels
eines hochauflésenden Ultraschalls gemessen. Zahlreiche Studien belegen die
Bedeutung der Diagnostik einer endothelialen Dysfunktion in der Friherkennung
der Arteriosklerose, Therapiekontrolle und Risikostratifizierung bei Patienten mit
koronarer Herzerkrankung. Die Messung der FMD eignet sich prinzipiell sowohl
fur Verlaufsuntersuchungen zur Abschatzung prognostischer Indices als auch
von Therapieinterventionen. Diese wird aber in der taglichen klinischen Routine
noch nicht eingesetzt. Als mogliche Griinde hierfir kommt der groRe zeitliche
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Aufwand, die hohen Kosten fir die Gerate und die hohen Variabilitaten der

Untersuchungen in Betracht.

1.2.2. Strukturelle Marker

Als ein attraktiver, struktureller Marker'® kardiovaskularer Erkrankungen wird die
Bestimmung der Intima-Media-Dicke (IMT) angesehen (Tab. 2), welche mittels
Ultraschall an der Arteria brachialis oder Arteria carotis durchgefiihrt wird.

Tabelle 2:
Klinische Anwendbarkeit struktureller Marker einer kardiovaskularen Erkrankung.

identifiziert Veranderung
Strukturelle verfligbare standardisierte  Sensitivitdt/ ~ Schwere der bei Therapie
Marker Methode Methode Spezifitat Krankheit der Erkrankung
Intima-Media-
Dicke ++ ++ ++ ++ +

Auch bei der Bestimmung der IMT handelt es sich um ein nicht-invasives,
reproduzierbares und zuverlassiges Verfahren, welches die arteriosklerotischen
Wandveranderungen ermitteln kann, bevor ein Eingriff in das Lumen stattfindet.
Um Gefallwandveranderungen unter pathologischen Bedingungen beurteilen zu
koénnen, ist die Kenntnis einer physiologischen Arterienwanddicke erforderlich™.
Hierzu waren altersabhangige und geschlechtsspezifische Unterschiede an
grolen Kollektiven erforderlich. Allerdings liegen solche standardisierten Unter-

suchungen mit den entsprechenden Werten noch nicht vor'>'.

1.2.3. Serologische Marker

Die Bestimmung serologischer Biomarker'® erméglicht eine Beurteilung
biologischer Prozesse, welche in der Pathosphysiologie der Arteriosklerose eine
entscheidende Rolle spielen. Zahlreiche mogliche Biomarker, die bei Ent-
zindungsreaktionen, bei der Homoostase, der Fibrinolyse und beim oxidativen
Stress eine wichtige Rolle spielen, zeigten bereits gute Ansatze in der Vorher-
sage zukunftiger kardiovaskularer Ereignisse.

Zu den serologischen Markern zahlen beispielsweise das hoch-sensitive C-
reaktive Protein (hsCRP), Interleukin-6 und -8, Myeldoperoxidase, tPA,

Fibrinogen, Homocystein, Lipoprotein(a), die LDL Partikelgrofle und oxidiertes
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LDL". Allerdings liefert keiner dieser Biomarker, mit Ausnahme von hsCRP,
additive Informationen zu den bestehenden Risikoabschatzungen, wie dem
Framingham Risk Score. Das CRP, als inflammatorischer Marker, kann daher
als potentieller Marker fur das Risiko einer kardiovaskularen Erkrankung dienen.
Vorteilhaft ist, dass dieser Parameter mit verschiedenen standardisierten,
validen und kostengiinstigen Analysemethoden gemessen werden kann'®. Ein
neuer, attraktiver Ansatz wurde in Vorarbeiten dieser Untersuchung etabliert.
Hierbei handelt es sich um die Nitrit-Reserve, welche bei einer endothelialen

Dysfunktion vermindert ist"’-"°.

1.2.4. Plasmatisches Nitrit als Biomarker

Das vaskulare Endothel ist ein auferordentlich aktives auto- und parakrines
Organ®, welches fiir die Aufrechterhaltung der GefaRfunktion von essentieller
Bedeutung ist’. In diesem Zusammenhang kommt Stickstoffmonoxid (NO),
welches aus dem GefaRendothel in einer Redoxreaktion durch eine endotheliale
Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) aus der Aminosaure L-Arginin gebildet
wird?"? eine besondere Bedeutung zu, da es an allen Funktionen des
Endothels beteiligt ist. Das Endothel reguliert die Modulation des GefaRtonus?,
es hemmt die Thrombozytenaggregation®, sowie die Einwanderung von Ent-
ziindungszellen® und beeinflusst die Architektur der GefaBwand und der GefaRk-
permeabilitat®.

Stérungen dieser Endothelfunktionen werden als endotheliale Dysfunktion be-
zeichnet® und stellen ein Schliisselereignis in der Entstehung der Arteriosklerose
dar. NO qilt als potentieller Marker fir die endotheliale Dysfunktion, allerdings
kann es in vivo nicht bestimmt werden. NO ist ein freies Radikal mit einem
ungepaarten Elektron. Es kann Uber die Zellmembran aus der Endothelzelle
heraus in das GefaRlumen diffundieren. In biologischen Medien ist NO sehr labil
und hat im Vollblut nur eine sehr kurze Halbwertzeit?®. Wahrend NO in der
glatten Muskelzelle der Gefalwand Uber die Aktivierung der Guanylatzyklase
und eine Erhdhung des zyklischen Guanosinmonophosphat (cGMP) vaso-
dilatatorisch wirkt, wird es im Vollblut oxidativ zu Nitrit (NO2") und Nitrat (NO3’)

t26

abgebaut™. Der grofdte Teil des endothelial gebildeten NOs wird im Plasma in

Anwesenheit von molekularem Sauerstoff (O2) unmittelbar zu Nitrit oxidiert” 2.
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In verschiedenen Untersuchungen wurde gezeigt, dass Nitrit die akuten und

chronischen Veranderungen der eNOS-Aktivitat widerspiegeln®’#%2°,

Untersuchungen von Lauer et al.?’

am Gefalbett des Unterarms belegen die
Spezifitdt von Nitrit als einen Indikator flr die basale endotheliale NO-Synthese
nach rezeptor- und substratvermittelter Stimulation. In anderen Untersuchungen
an transgenen Mausen (eNOS-knock-out) zeigte sich eine um 50% reduzierte
Nitritkonzentration im Plasma im Vergleich zu wild-type Mausen®’. Dariiber
hinaus konnte gezeigt werden, dass die Nitritkonzentration im Plasma von 350
Blutspendern normal verteilt sind. Aufbauend auf diese Untersuchungen wurden
Versuche an Patienten mit einer steigenden Anzahl an kardiovaskularen Risiko-
faktoren durchgefiihrt®’, welche zeigten, dass zwar tendentiell eine Abnahme
der basalen Nitritkonzentration zu sehen ist, aber dass es aufgrund der hohen
Streuung der Konzentrationen zu keinem signifikanten Ergebnis kam (Abb.1).
Aus diesem Grund wurde nach einer Alternative gesucht, um einen Biomarker
zu finden, welcher in der klinischen Routine einsetzbar ist. In Vorarbeiten zu
dieser Arbeit wurde ein Verfahren etabliert, welches nicht die basalen Nitrit-
konzentrationen im Plasma bestimmt, sondern die plasmatische Nitrit-

Reserve'’??,
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Abbildung 1:

Darstellung der Nitritkonzentration im Plasma in Abhangigkeit von der Anzahl der kardio-
vaskularen Risikofaktoren. Die Abnahme der Nitritkonzentration zeigt aufgrund einer zu grof3en
Streuung keine signifikanten Unterschiede mit steigender Anzahl kardiovaskularer Risiko-
faktoren.
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1.2.5. Definition der plasmatischen Nitrit-Reserve

Der nicht-invasive Goldstandard der Bestimmung einer endothelialen
Dysfunktion nutzt als Prinzip eine Einschrankung der scherkraftinduzierten
Vasodilatation. Das Prinzip der Bestimmung der plasmatischen Nitrit-Reserve
beruht, im Vergleich zur FMD-Messung, auf einer systemischen Scherkraft-
induktion mittels der Fahrradergometrie. Hierbei kommt es zu einem noch
starkeren Stimulus fir die scherkraftinduzierte eNOS-Aktivierung. Den Pro-
banden wurde zu verschiedenen Zeitpunkten Blut zur Bestimmung der Nitrit-
konzentration abgenommen. Die Nitrit-Reserve errechnet sich aus der Differenz
der Nitritkonzentration nach Belastung (NO, ) und der basalen Nitritkonzen-

tration (NO; ) im Plasma.

Nitrit- NOZ post — NO2 e
Reserve

NOZ- pra

In den Vorarbeiten wurde die fahrradergometrische Belastung an 31 gesunden,
jungen Probanden durchgefiihrt. Den Probanden wurde zu verschiedenen Zeit-
punkten (nach 2,5,8,10,15,20,25,30,45,60 Min.) nach Belastung Blut abgenom-
men. Der grofite Nitritanstieg zeigte sich 10 Minuten nach der fahrradergo-
metrischen Belastung (Abb.2).

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass es bei einem jungen Probanden-
kollektiv nach fahrradergometrischer Belastung zu einem signifikanten Anstieg

der Nitritkonzentration im Plasma von maximal 56+11% kommt.
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Abbildung 2:

Darstellung der plasmatischen Nitrit-Reserve bei einem gesunden jungen Normalkollektiv. Die
Nitritkonzentrationen wurden zu verschiedenen Zeitpunkten nach der fahrradergometrischen
Belastung bestimmt. Der grofite Anstieg zeigte sich 10 Minuten nach der Belastung.

1.3. Lebensalter und endotheliale Dysfunktion

Eine intakte Funktion des Endothels ist essentiell flir die Pravention von
vaskularen Schaden und dient somit dem Schutz vor der Entstehung der

Arteriosklerose®**,

Eine kontinuierliche Schadigung des Endothels durch
Hyperlipidamie, Hypertonie und mechanischen Stress kann zu deutlichen
Veranderungen der Morphologie der Endothelzellen fihren. Diese Verander-
ungen koénnen einen Verlust der Orientierung der Endothelzellen, eine ver-
minderte Uberschneidung zwischen angrenzenden Endothelzellen oder einen
beschleunigten Umsatz der Endothelzellen sein®. Es wurde gezeigt, dass solch
eine Schadigung der vaskularen Homoéostase zu einer vermehrten Vaso-
konstriktion, Leukozytenadharenz, Thormbozytenaggregation, vaskularer Ent-
zindung und letztlich zu einer Bildung von arteriosklerotischen Plaques flhrt.
Neben anderen Risikofaktoren fur die Bildung von Arteriosklerose verursacht
auch das Altern eine signifikante Erniedrigung der Endothel-abhangigen

36,37 38-43

Dilatation und fordert die Entstehung der endothlialen Dysfunktion

Experimentelle und klinische Untersuchungen zeigen bei alteren Patienten
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sowohl ein erhdhtes Risiko fur Arteriosklerose als auch schlechtere Resultate
nach therapeutischen Interventionen.

Der Grund fir diese altersabhangige Veranderung der Gefalfunktion ist bis
heute nicht geklart®*****¢. Eine Ursache fiir die Entstehung einer endothelialen
Dysfunktion ist eine verminderte Bioverfiigbarkeit von NO?. Im Alter kann es
durch einen beschleunigten Abbau von NO, aufgrund des ansteigenden
oxidativen Stresses, zu einer Verminderung der Bioverfugbarkeit kom-
men>%43444748 Eine andere Méglichkeit besteht in der Hemmung der Bildung
von NO, welche durch (1.) eine verminderte eNOS-Expression, (2.) durch einen
Substrat- oder Cofaktorenmangel und (3.) durch eine verminderte Aktivitat der
eNOS entstehen kann.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war daher die nicht-invasive Charakterisierung

vaskularer Veranderungen mit zunehmendem Lebensalter darzustellen.
Vor diesem Hintergrund wurde folgende Hypothese aufgestellt:

Funktionelle, strukturelle und biochemische KenngrofRen der Endothelfunktion

sind im Alter verandert.

Hieraus leiteten sich folgende Fragen ab:

(1.) Ist die funktionelle KenngroRe der Endothelfunktion im Alter verandert?
Hierzu wurde der altersabhangige Grad der endothelialen Dysfunktion mittels
des etablierten nicht-invasiven Verfahrens (FMD-Messung) bei jungen und alten
Probanden bestimmt.

(2.) Ist die strukturelle KenngréRe der Endothelfunktion im Alter verandert?
Hierzu wurde die IMT mittels Ultraschallmessung bei jungen und alten Pro-
banden bestimmt.

(3.) Ist die biochemische KenngrtRRe der Endothelfunktion im Alter verandert?
Hierzu wurde die Nitrit-Reserve im Plasma wahrend der fahrradergometrischen

Belastung bei jungen und alten Probanden bestimmt.
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2. Material und Methoden

2.1. Studienprotokoll

Das Studienprotokoll der vorliegenden Untersuchung setzt sich aus 4 Teilen

zusammen:
(1.) der Probandenrekrutierung

(2.) einer Ultraschalluntersuchung der Arteria brachialis zur Bestimmung der
FMD und IMT

(3.) der fahrradergometrischen Belastung

(4.)den Blutabnahmen vor, sowie 5 und 10 Minuten nach Belastung zur

Bestimmung der Nitrit-Reserve.

Alle Studienteilnehmer wurden zunachst in einem Aufklarungsgesprach Uber die
Untersuchungen informiert und bekundeten ihr schriftiches Einverstandnis.
Nachfolgend wurde eine routinemaRig internistische Anamnese erhoben,
insbesondere zur Erfassung von Erkrankungen, kardiovaskularen Risikofaktoren
und einer aktuellen Medikation. Zusatzlich wurde ein internistisches Routine-
labor bestimmt. Die Untersuchungen wurden jeweils morgens nichtern durch-
geflhrt. Es erfolgte zunachst eine basale Blutabnahme, aus der Nitrit und Nitrat
im Plasma bestimmt wurden. Im Anschluss daran erfolgte eine fahrradergo-
metrische Belastung. Nach Beendigung der Belastung folgten weitere Blutab-
nahmen nach 5 und 10 Minuten. Hieraus wurden wiederum Nitrit und Nitrat
bestimmt. Als letzter Teil schloss sich nach einem 45-minitigen Ruheintervall
die Ultraschalluntersuchung der Arteria brachialis an. Diese umfasste die
Quantifizierung der Endothel-abhangigen (FMD) und Endothel-unabhangigen
Dilatation nach oraler Gabe von 400 ug Glyceroltrinitrat (GTN), sowie die

Bestimmung der IMT.

2.2. Studienkollektiv

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung wurden Probanden (n=31) im Alter
von 19 bis 28 Jahren und Probanden (n=29) im Alter von 35 bis 74 Jahren
untersucht. Zu den jungen Probanden wurden all diejenigen gezahlt, die unter

dem 30. Lebensjahr waren, da die Veranderungen der Gefaflifunktion, welche
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durch Surrogatparameter erfasst sind, in der Literatur vorwiegend ab der 3.
Lebensdekade beschrieben sind (Abb. 3). Das Kollektiv der jungen Probanden
setzte sich aus 16 Frauen und 15 Mannern zusammen. Das mittlere Lebensalter
betrug 24+0,4 Jahre, die durchschnittliche Koérpergrofie 177+2 cm und das
mittlere Gewicht betrug 70+2 kg. Das Kollektiv der alten Probanden setzte sich
aus 19 Frauen und 10 Mannern im Alter von 5842 Jahren (Grof3e 16912 cm;
Gewicht 6813 kg) zusammen. Als Studienteilnehmer stellten sich Studenten der
Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf, sowie Mitarbeiter und Angehérige des

kardiologischen Forschungslabors zur Verfiigung.
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Abbildung 3:

Darstellung der Anzahl der A. jungen Probanden und B. alten Probanden eingeteilt in die
jeweiligen Lebensdekaden. Zu den jungen Probanden zahlen diejenigen, die sich in der 1. und 2.
Lebensdekade befinden und zu den alten Probanden diejenigen, die sich in der 3. bis 7. Lebens-
dekade befinden.

Die Auswahl der Studienteilnehmer erfolgte nach folgenden Ausschluss-

kriterien:
- akute Entziindungen (CRP > 0,5 mg/dl)
- Nierenfunktionsstérungen oder Hamodialyse

- Herzinsuffizienz gemal NYHA Ill. oder IV. Grades
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- relevante Herzrhythmusstérungen wie Arrhytmia absoluta
- Malignom-Erkrankungen
- die im weiteren aufgeflihrten kardiovaskularen Risikofaktoren

Als Risikofaktoren erster Ordnung wurden die arterielle Hypertonie, der Diabetes
mellitus, ein Nikotinabusus und eine Hypercholesterinamie gewertet. Eine
arterielle Hypertonie wurde anhand der JNC-Kriterien** bzw. der WHO-
Richtlinie®® diagnostiziert, wenn arterielle Blutdriicke >140/90 mmHg bei drei
Messungen an drei separaten Tagen gemessen wurden oder bereits eine
antihypertensive Therapie bestand. Ein Diabetes mellitus wurde nach den Richt-
linien der WHO®' und ADA®? diagnostiziert, wenn bei Messungen an zwei
unterschiedlichen Tagen die Plasmaglukosespiegel >126 mg/dl gemessen
wurden, ein oraler Glukosetoleranztest mit 2 Stunden-Werten von >200 mg/dl
oder zu einem beliebigen Zeitpunkt eine Diabetessymptomatik in Kombination
mit Plasmaglukosewerten von >200 mg/dl bestanden. Ebenfalls wurden
Personen, die bereits mit oralen Antidiabetikern oder Insulin behandelt wurden,
als Diabetiker klassifiziert. In Anlehnung an die Richtlinien der AHA und des
NHLBI wurde eine Hypercholesterinamie definiert als Vorliegen eines Gesamt-
cholesterins >240 mg/dl, eines LDL-Cholesterins >160 mg/dl, eines HDL-
Cholesterins < 35 mg/dl oder einer bestehenden cholesterinsenkenden
Therapie. Als Raucher wurden diejenigen klassifiziert, die taglich mindestens 20

Zigaretten Uber >1 Jahr (1 Packungsjahr) geraucht hatten.

2.3. Prinzip der duplexsonographischen Bestimmung der Endothel-

abhangigen und Endothel-unabhéangigen Dilatation der Arteria brachialis

Die Bestimmung der Endothel-abhdngigen Vasodilatation beruht auf einer
Diameterzunahme der Arteria brachialis nach vorheriger physiologischer scher-
kraftinduzierter Stimulation der eNOS®®. Dieses Verfahren wird als Fluss-

vermittelte-Dilatation (FMD - Flow Mediated Dilatation) 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 Diametermessung wird nicht-

invasiv mit Hilfe hochauflosenden Ultraschalls durchgeflihnrt. Die reaktive
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Hyperamie wird durch eine 5-minditige Insufflation einer am proximalen Unterarm

platzierten Blutdruckmanschette induziert.

Die ischamische Vasodilatation der Widerstandsgefalte im Endstromgebiet fuhrt
zu einer Steigerung des Blutvolumenflusses im Bereich der dazugehdrigen
Leitungsarterie. Die Flusssteigerung fihrt zu einer Steigerung der an der
GefalRwand ansetzenden Scherkraft, welche als Stimulation der eNOS Uber eine
vermehrte Freisetzung endothelialen NOs zu einer Vasodilatation der Arteria
brachialis fuhrt. Die Messung der FMD findet 60 und 90 s nach Beendigung der

Ischamie statt.

Eine Einschrankung der FMD kann durch eine reduzierte NO-Synthase (NOS),
aber auch durch ein vermindertes Ansprechen der glatten Gefalmuskulatur 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 ug Glyceroltrinitrat (GTN; Nitrolingual; Pohl;
Deutschland) bestimmt. Sowohl die Endothel-abhangige Dilatation als auch die
Endothel-unabhangige Dilatation werden als prozentuale Zunahme des

Diameters in Relation zum Ruhediameter gemessen.

Die FMD errechnet sich aus der Differenz des Diameters der Arteria brachialis
nach dem Lésen der Ischédmie (Dgost) und dem basalen Diameter der Arterie
(Dpré)-

Dpost - Dpré

FMD= x100
Dpré’l

2.3.1. Untersuchungsprotokoll

Die Ultraschalluntersuchungen wurden in einem klimatisierten Raum bei 23 °C
durchgefihrt. Nach einer 10-mintlitigen 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 Zeitpunkt im Herzzyklus
(enddiastolisch) zu gewahrleisten. Im Anschluss daran wurde die Arteria
brachialis duplexsonographisch unter Ruhebedingungen im Bereich der Ellen-

beuge dargestellt und im B-Mode in einem langen und geraden Verlauf
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eingestellt. Die Aufzeichnungen erfolgten mit Hilfe eines hochauflésenden 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. AnschlieRend
wurde der GefaRabschnitt mit der Zoomfunktion vergrofiert. Zur optimalen
Kontrasteinstellung wurden Veranderungen der Verstarkungs- und Kompres-
sionseinstellungen vorgenommen. Die Schallkopfposition wurde an dem Arm
des Probanden markiert und weder die Schallkopfposition noch die Gerate-
einstellungen wurden wahrend der gesamten Zeit der Untersuchung verandert.
Anschlieflend erfolgten die Darstellung der IMT, sowie 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 Gber dem systolischen Druck des
Probanden) insuffliert. Der Druck wurde wahrend der gesamten Zeit iberwacht,

um Druckverluste direkt ausgleichen zu kénnen.

Nach dem Ldsen der 5-minttigen Stauung folgte nach 60 und 90 s die
Bestimmung des Diameters der Arterie (FMD). Nach einer 10-minttigen
Ruhephase wurde der Diameter erneut bestimmt. Anschlieend wurde dem
Probanden 400 uyg GTN verabreicht. Vier Minuten spater erfolgte erneut die
Messung des Diameters. Fir die Messungen der Diameter wurden kontinuierlich
3 Herzzyklen aufgenommen. AbschlieRend wurde der arterielle Blutdruck des
Probanden kontrolliert (Abb.4).
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Ultraschalluntersuchungen
Basal 1 FMD Basal 2

10min

10min

I_Zeitachse
Abbildung 4:
Zeitliche Abfolge des Untersuchungsablaufs. Nach der basalen Messung folgt eine 5minitige
Stauung des Unterarms. AnschlieRend wird die Endothel-abhangige Dilatation nach 60 und 90 s
gemessen. Nach einer weiteren basalen Messung folgt die Gabe von GTN. Abschlieffend wird
nach vier Minuten eine letzte Aufnahme des Diameters gemacht, um die Endothel-unabhangige
Dilatation zu bestimmen

2.3.2. Prinzip der duplexsonographischen Bestimmung des Durchmessers

der Arteria brachialis

Die Vermessungen des Arteriendurchmessers erfolgten EKG gesteuert am Ende
der Diastole (R-Zacke). Als Eckpunkte der Diametermessungen dient die M-
Linie (Abb.5). Diese echoarme M-Linie stellt den Ubergang zwischen Adventitia
und Media dar. Hierzu wird die Distanz zwischen der schallkopfnahen M-Linie

bis zur schallkopffernen M-Linie im rechten Winkel zur GefaRachse bestimmt®.

Abbildung 5:

—_ _ Aventitia Schematische Gegeniiberstellung des

' Ultraschallechos der A. brachialis und
Media _— .
Intima des anatomischen Korrelates der
wandbildenden Strukturen.
A: Sonographische Darstellung der
A.brachialis. Die M-Linie stellt sich
echoarm dar.
B:Anatomisches Korrelat der
echobildenden Strukturen
C: Den Diametermessungen
jima wurde die Strecke von der
f\ﬂeﬁ!a . . schallkopfnahen zur schall-

A l‘ Aventitia Diameter (mm) ;c;lpeffgetf’nen M-Linie zu Grunde
. B. C.

A
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Die Untersuchungen werden nach der Methode von Preik et al. computer-
gestiitzt ausgewertet®. Bei dieser Methode wird jeweils eine Bildschleife aufge-
nommen und digital gespeichert. Jede Bildschleife setzt sich aus ca. 60 Einzel-
bildern zusammen und umfasst dadurch 3-4 Herzzyklen (Abb.6).

Ultraschallgerat:

Ia]
-E -Bildgebung der Arteria brachialis
(im Langsschnitt)

-Registrierung des EKG

-synchrone Aufzeichnung von:

— Bildschleifen (ca.60 Einzelbilder)
EKG
-Speicherung digital auf
| Datentrager (MOD)
I Datentréger:

El -Datentransfer zwischen
Ultraschallgerat und Computer

] Computer:
_ -Konvertierung der Bildaten in
TIF-Format
-Halbautomatische Vermessung des
GefaBdiameters

(tber einen breiten Abschnitt)

-Archivierung der Daten

]

Abbildung 6:

Schematische Anordnung des Messplatzes zur duplexsonographischen Quantifizierung der
endothelialen Funktion. (a=EKG, b=Schallkopf, c=Blutdruckmanschette zur Stauung des
Unterarms, d=Ultraschallgerat, e=Datentrager, f=Computer)

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) kon-
vertiert (Brachial Converter, Medical Imaging Applications, lowa City, lowa,
USA). Diese kénnen nachfolgend mit einer hochsensitiv entwickelten Software
(Brachial Analyse, Medical Imaging Applications, lowa City, lowa, USA) an-
alysiert werden (Abb.7).
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izl slal | = st vls] wlabl Abbildung 7:

el — @ it s PC-gestitzte Vermessung des
. = Diameters der A. brachialis. Die

Bestimmung des Diameters erfolgt

durch Mittelung von ca. 150-300

einzelnen Messpunkten in einem zu

definierenden Messabschnitt.

Nachdem das Bildmaterial in die zur Diametermessung verwendete Software
importiert ist, wird der zu vermessende Gefallabschnitt manuell markiert.
Anschlieflend wird das Programm anhand von mitgespeicherten Eichmarken
kalibriert. Nun werden die Gefallwande automatisch detektiert und farbig ange-
zeigt. Die farbig markierten Begrenzungen der GefaRwand werden auf Uberein-
stimmung mit dem Ultraschallbild Gberprift. Die Bestimmung des Diameters
erfolgt R-Zacken synchron durch Mittelung von ca. 150-300 einzelnen Mess-

punkten im definierten Messabschnitt®.

Zur Gewahrleistung einer validen Untersuchungsqualitdt wurden weitere

Untersuchungen zur Intra- und Inter-Observer-Variabilitdt durchgefiihrt.

Hierzu wurden 8 Probanden an zwei unterschiedlichen Tagen von zwei
Untersuchern untersucht. Die Intra-Observer-Variabilitat spiegelt die Abweich-
ung von wiederholten Messungen eines einzelnen Untersuchers am gleichen
Probanden wider. Die Inter-Observer-Variabilitdt stellt Abweichungen von

Messungen verschiedener Untersucher am gleichen Probanden fest™.

2.3.3. Prinzip der duplexsonographischen Bestimmung der Intima-Media-
Dicke (IMT)
Die Untersuchungen zur Bestimmung der IMT wurden neben der Bestimmung
der FMD als weiterer Surrogatparameter einer Frihform der Arteriosklerose
durchgefihrt.
Im Ultraschallbild lassen sich bei der Wand der Arteria brachialis sowohl die

sondennahe als auch die sondenferne Arterienwand als Doppelkontur
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darstellen, wobei zwei parallel verlaufende hyperdense Schichten (Tunica intima
und Adventitia) eine hypodense Schicht (Tunica media) umsaumen (Abb.8). Zur
Bestimmung der IMT wird die sondenferne Arterienwand betrachtet.

Vorraussetzung fir die automatische Bestimmung der IMT ist das Vorliegen

eines geraden iiber 1 cm langen GefaRabschnittes'.

Anteriore
Anatomie Echozonen

Adventitia
Media
R (171 TR
Diameter
r -
Intima-media i
thickness ¢+  Medis
(INIT) _Adveatitia
: o e
Posteriore
Abbildung 8:

Zuordnung der im duplexsonographischen B-Bild dargestellten Strukturen zum anatomischen
Aufbau der anterioren und posterioren Gefalwand. Die Vermessung der IMT erfolgt von
Grenzlinie 15 zu Grenzlinie 17 an der posterioren GefalRwand.

Zur Bestimmung des Intima-Media-Komplexes dient der Ubergang vom Lumen
zur Intima und der Ubergang von der Media zur Adventitia. Nach der Einstellung
eines Langsschnittes der Arteria brachialis erfolgt die Bestimmung der IMT EKG
gesteuert am Ende einer Diastole (R-Zacke).

Nach der Ubertragung dieser Aufzeichnung mittels MOD auf einen PC folgt die
Konvertierung in ein Standard Bildformat (BMP-Format) und die Speicherung in
einem speziellen Auswertungs- und  Archivierungsprogramm  (Artery
Measurement System, AMS, Wallenberg Laboratory for Cardiovascular
Research, Goteborg, Schweden). AnschlieRend erfolgen eine Kalibrierung und
eine manuelle Markierung des auszuwertenden Gefalkabschnittes. Nun wird die
IMT automatisch detektiert und farblich markiert®® (Abb.9). Diese Markierung
wird auf Ubereinstimmungen geprift und ein Mittelwert aus 100-200 Einzel-

punkten bestimmt.
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Abbildung 9:

Darstellung der PC-gestiitzten Auswertung des Intima-Media-Komplexes. Die beiden ge-
punkteten Linien stellen die Messpunkte an der Lumen-Intima-Grenze und der Media-Adventitia-
Grenze dar.

2.4. Untersuchungsprotokoll der fahrradergometrischen Belastung

Die Untersuchungen wurden in einem klimatisierten Raum bei 23 °C zwischen
7:00 und 9:00 Uhr morgens durchgefiihrt. Nach einer 5-minltigen Ruhepause
wurden der basale Blutdruck und die basale Herzfrequenz des Probanden in
sitzender Position gemessen und notiert. Hierauf folgte eine basale Blutent-
nahme. AnschlieRend folgte die fahrradergometrische Belastung. Die ergo-
metrische Belastung der Probanden wurde nach dem Schema der Deutschen
Gesellschaft fiir Kardiologie (DGK) durchgefiihrt. Den Probanden wurde ein 12-
Kanal-EKG angelegt, um die Ausbelastung zu Uberwachen. Die Belastung
begann mit 25 Watt und wurde alle zwei Minuten um 25 Watt gesteigert.
Gleichzeitig wurden wahrend der Belastung alle zwei Minuten der Blutdruck und
die Herzfrequenz gemessen, um eine Kontrolle Uber die Kreislauffunktion zu

haben. Als Abbruchkriterien galten:
- ST-Strecken-Senkung = 3mm
- ST-Strecken-Hebung = 1 mm
- Blutdruckabfall > 10 mmHg mit Zeichen einer myokardialen Ischamie
- MaRig-schwere Angina-Pectoris-Symptomatik
- Schwere Dyspnoe

- Klinische Zeichen einer Minderperfusion (Zyanose)
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- Anhaltende ventrikulare Tachykardien
- Erschépfung der Probanden

Am Ende der Belastung wurden der Blutdruck und die Herzfrequenz ab-
schliefend gemessen. Nach einer 2-minltigen Ruhepause im Sitzen erfolgten
die weiteren Blutenthahmen nach 5 und 10 Minuten nach Beendigung der
Belastung. Gleichzeitig wurden zu diesen Zeiten der Blutdruck und die Herz-
frequenz bestimmt. Im Anschluss an die fahrradergometrische Belastung folgte

die Ultraschalluntersuchung der Arteria brachialis.

2.5. Biochemische Quantifizierung der Konzentrationen von Nitrit und

Nitrat im Plasma

2.5.1. Blutentnahme und Probenaufbereitung

Die Blutentnahmen wurden bei den nuchternen Probanden zu den oben
genannten Zeitpunkten durchgefiihrt. Die Punktion erfolgte mit Einwegkanilen
(W.LN. 21G, B.Braun Melsungen AG, Deutschland). Zur Bestimmung des
Routinelabors (Blutbild, Natrium, Kalium, Harnsaure, Gesamtcholesterin, HDL-
und LDL-Cholesterin, Triglyceride, Glukose, HbA1c, Fibrinogen) erfolgte die
Entnahme von  Blutproben in  Vakuumréhrchen (BD  Vacutainer
Systems,Plymouth, GrofRbritannien). Im Anschluss daran wurden zur Quanti-
fizierung der Konzentration von Nitrit und Nitrat 2 ml Blut enthommen. Die
Entnahme erfolgte in 2 ml Einwegspritzen (B.Braun Melsungen AG,
Deutschland) und die Blutproben wurden anschlieend in 15 ml Greiner-
Roéhrchen (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland) Uberfihrt. In
diesen Rohrchen befand sich bereits 8 ml eisgekihlter PBS-Puffer (Serag
Wiessner, Naila, Bayern, Deutschland) und 2 pl Heparin (Heparin: 10IE/ml;
Liquimin N5000, Wirkstoff: Heparinnatrium, Hoffmann La Roche AG, Grenzach,
Wyhlen, Deutschland).

Wahrend der gesamten Aufbereitungszeit wurden alle vorbereiteten Lésungen,
die Greiner-Réhrchen und die Zentrifugen auf 4 °C gekuhlt. Die Aufbe-
reitungszeit betrug 2 Stunden von der Blutentnahme bis zur Analyse. Um
zelluldre Bestandteile abzutrennen wurden die 1:5 in PBS-Puffer verdiinnten und

mit Heparin antikoagulierten Blutproben zunachst 15 min lang bei 800 g
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zentrifugiert. AnschlieBend wurde der klare Uberstand in 15 ml Greiner-
Roéhrchen geflllt und bis zur Analyse auf Eis gelagert. Um die Nitratbestimmung
durchfilhren zu kénnen, wurde ein Aliquot des klaren Uberstands in Ultra-
filtrationsréhrchen (Centrisart, cut-off 20.000 Dalton, Fa. Sartorius, Deutschland)
Uberfuhrt. Die Ultrafiltrationsréhrchen wurden bei 4.000 g tber den Zeitraum von
1 Stunde zentrifugiert. Anschlielend wurde das Ultrafiltrat fir die spatere
Nitratbestimmung bei —20 °C eingefroren. Zu jeder Messung wurden parallel
Leerwerte mitgefiihrt, um maogliche Kontaminationen wahrend der Aufarbeitung

zu erfassen.

2.5.2. Bestimmung der Nitritkonzentration im Plasma mittels Gasphasen-

Chemilumineszenz

Die Gasphasen-Chemilumineszenz (CLD) ist eine der sensitivsten und
spezifischsten Methoden zur Messung von NO in flissigen oder gasférmigen
Proben. Die Methode beruht auf einer Messung von Lichtquanten, welche
stéchiometrisch bei der Reaktion von NO mit Ozon (O3) freigesetzt werden. Hier
kam eine Chemilumineszenzanlage der Firma Ecophysics (Typ CLD 88 NO e,

Eco Physics, Schweiz) zum Einsatz.

Zuerst werden die Proben dreifach mit einer gasdichten Glasspritze (Typ
1710/50 RN, Hamilton, Bonaduz, Schweiz) durch eine Kunststoffmembran in die
Lésungskammer (Verhees, Deutschland) der Anlage injiziert, um den Nitritgehalt
zu bestimmen. Das Aufgabevolumen bei der Nitritmessung betragt 100 pg. In
der Injektionskammer befinden sich 20 ml einer iodhaltigen, reduktiven
Reaktionslésung (Braun’sche Lésung). Diese enthalt 1,62 g Kaliumjodid (Merck,
Darmstadt, Deutschland) und 0,57 g lod (Sigma, Steinheim, Deutschland),
welches in 15 ml HPLC-Wasser (Merck, Darmstadt, Deutschland) gel6ést und mit
202,5 ml konzentrierter Essigsaure (Merck, Darmstadt, Deutschland) versetzt ist.
Diese Losung setzt zunachst Nitrosoniumionen (NOY) frei, welche aus Nitrit
entstehen, dass sich in der Lésung befindet (Gleichung 1). Diese NO* -ionen

reagieren mit lodid (I") weiter zu NO (Gleichung 2 und 3).

NO, +2H" —  NO"+H,0 (1)
NO* + I —  ONI (2)
2 ONI —  2NO +1, (3)
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Das gebildete NO, welches aquimolar aus Nitrit gebildet wurde, kann dann

mittels einer Photoreaktion in einem NO-Analysator bestimmt werden.

Das Reaktionsgefa® wird von einem Wasserbad ummantelt und mit 60 °C
warmen Wasser umspult. Wahrend der gesamten Messung stromt Helium mit
einem konstanten Fluss durch eine Glasfritte. Das gebildete NO tritt aufgrund
des hohen Léslichkeitskoeffizienten schnell in die Gasphase Uber und gelangt so
in die Reaktionskammer der Anlage. Dabei stromt das Gas zunachst durch
einen Kihlungsbereich und anschlielend durch eine mit 1 M NaOH geflllte

Waschflasche.

In der Reaktionskammer wird das zugeleitete NO mittels einer Photoreaktion
gemessen. Hierzu wird der Kammer aus O, generiertes O3 mit einem konstanten
Fluss zugeleitet. O3 reagiert dabei spezifisch mit NO zu Stickstoffdioxid (NO3).
Diese Reaktion lauft sehr schnell ab (107 I*mol™**s'bei Raumtemperatur) und
ermdglicht damit die Erfassung schneller Anderungen der NO-Konzentration. Ein
Teil des gebildeten NO, befindet sich nach der Reaktion in einem angeregten
Zustand (NOy*). Diese uberschiissige Energie wird dann in Form von Licht-

quanten emittiert:

NO* — NOz+ hv

Das emittierte Licht befindet sich in einem Rot- und Infrarotbereich von ~640-
3000 nm und ist fiir einen groRen Konzentrationsbereich linear proportional zum
NO-Gehalt der Probe. Die schwache Rotlichtemission wird durch einen Photo-
verstarker erfasst. Dieser ist durch einen Rotlichtfilter von der Reaktionskammer
getrennt und verhindert die Verstarkung von Licht anderer Wellenlédngen, z.B.
von ultravioletten Emissionen durch Reaktion von Alkenen und schwefelhaltigen
Verbindungen. Dabei muss die Temperatur des Photoverstarkers moglichst
konstant gehalten werden, da die Lichtemission der Chemilumineszenzreaktion
zwischen O3 und NO temperaturabhangig ist. Durch konstante Kiihlung des
Analysators auf -15°C reduziert man ein durch Temperatur beeinflusstes
Stdrrauschen.

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 handelsiiblicher PC

mit der Software Eurochrom (Knauer, Dortmund, Deutschland) verwendet. Zur
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Verbindung zwischen Rechner und Anlage diente eine Interfacebox der Firma
Knauer (Dortmund, Deutschland) (Abb.10).

NO-Analyzer

4°C Wasser =—
Braun®sche \Qe
Lésung Q\o
NaOH-Falle _
60°C Wasser Interface
Box
ECW
2000
S — o _/
= e
Datenaufnahme und
o Verarbeitung
Helium
Abbildung 10:

Schematische Darstellung der Chemielumineszenz-Detektions-Anlage. Die zu untersuchende
Probe wird in ein Reaktionsgefal injiziert. NO tritt in die Gasphase uber und gelangt mit dem
Heliumgasfluss in die Reaktionskammer des NO-Analysators, in der die Lichtreaktion mit Oj
stattfindet.

2.5.3. Bestimmung der Nitratkonzentration mittels Vanadium(lil)-Chlorid-
FIA (VCL-FIA)

Die Vanadium(lll)-Chlorid-Fluss-Injektionsanalytik (VCL-FIA) ist eine valide und
sensitive Methode zur Messung von Nitrat in flissigen Proben. Das Prinzip
dieser Methode beruht auf der spektrophotometrischen Bestimmung von Nitrit
mittels der Griess-Reaktion und der durchflussspektrometrischen Quantifizierung
dieser Farbreaktion. Die flissigen Proben werden zunachst mit einer Reaktions-
I6sung versetzt, welche im Verhaltnis von 5:1 aus VCLs-Lésung und Griess-
Reagenz besteht. Bei dieser Methode wird im ersten Schritt enthaltenes Nitrat
chemisch durch VCIs zu Nitrit reduziert. Das Reduktionsreagenz besteht aus 0,4
g VCls (Sigma Aldrich, Darmstadt, Deutschland), welches in 6,5 ml 25%iger
Salzsdure (HCL) (Merck, Darmstadt, Deutschland) gelést und mit 43,5 ml
hochreinem HPLC-Wasser versetzt ist. Diese Lésung wird Uber einen Filter mit
0,45 pym Porengrofle (RC 25, Sartorius, Goéttingen, Deutschland) filtriert. Das

entstandene Nitrit reagiert im zweiten Schritt nach der Griess-Reaktion (Abb.11)
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mit dem Griessreagenz. Dieses besteht zu gleichen Teilen aus 4 g Sulfanilamid
(Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland), geldst in 16 ml 25%iger HCI und 100
ml HPLC-Wasser, und 0,08 g N-(1-Naphtyl)-Ethylendiamin (Sigma Aldrich,
Steinheim, Deutschland), geldst in 100 ml HPLC-Wasser. Die Probe wird nun
mit den Reagenzien im Verhaltnis 6:5:1 (Probe: VCIs;-Lésung: Griess-Reagenz)
in eine Mikrotiterplatte (Cellstar®, Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland)
pipettiert. AnschlieRend wird die Probe fir 90 min bei 36 °C lichtgeschiitzt und
abgedeckt inkubiert.

- -z

AH
Al + —..

SOMH; SOz
Sulfanilamid,

e S l
HE

H
i S CIID '

:N—(1—Naphthyl,1—'

Ethylendiamin

S0:MH:
Azo-Verbindyng
(Endprodukt)
i A=540 nm

Abbildung 11:

Reaktionsmechanismus zur Bestimmung von Nitrit Uiber die Griess-Reaktion. Nitrit reagiert in
Anwesenheit von Saure mit Sulfanilamid zu einem Diazoniumsalz, der durch die Reaktion mit N-
(1-Naphthyl)-Ethylendiamin eine Azo-Verbindung bildet.

In der FIA Anlage wird mit einer konstanten Flie3geschwindigkeit von 0,95
ml/min HPLC-Wasser (ber eine HPLC-Pumpe (Sunflow 100, Sunchrom,
Friedrichsdorf, Deutschland) durch einen Entgaser (2-Kanal Degaser Populair,
SunChrom, Friedrichsdorf, Deutschland) gepumpt. Ein Autoinjektor (Triathlon
Spark Holland, Niederlande) injiziert ein konstantes Volumen der aufge-
arbeiteten 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 Photo-
meter in einer Messzelle (6 mm, 9 ul, Kel-F, Linear Instrument, Reno, NE, USA)
bei einer Wellenlange von 540 nm detektiert. Die gemessene Absorptions-
anderung wird durch einen Datenumwandler (Knauer, Dortmund, Deutschland)
transformiert und an einen handelstiblichen Computer Ubermittelt. Die Grole
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des Signals wird als Peakhdhe bestimmt. Diese gibt exakter die Nitrat-
konzentration der Probe wieder als die Flache des Signals. Vor der 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) (Abb.12).

Entgasert
:;I |-|.e. -
" m =2 Rt
- = "%
33 _—
@ IHPLC-Pumpe

VIA-Detektor

s e
Datenlbertragung Datenaufnahme
Datenibertragung

Autoinjektor

Inkubation bei 36°C
fiir 90 Minuten
- J L

" Reduktion von Nitrat zu Nit}itﬁestim;‘nung iiber FIA
Nitrit Gber VCI;

J

Abbildung 12:

Arbeitschritte der VCI-FIA. Diese Methode besteht aus zwei Arbeitschritten. Der erste Schritt ist
die Reduktion von Nitrat zu Nitrit via Vanadium(lll)-Chlorid (VCI3). Das Griess-Reagenz wird
ebenfalls gleichzeitig den Proben zugegeben. Nach der lichtgeschiitzten Inkubation bei 36°C fiir
90 Min. erfolgt der zweite Schritt, die photometrische Absorptionsmessung uber die FIA .

2.6. Mathematisch-statistische Methoden

Alle deskriptiven statistischen Daten wurden als Mittelwert + Standardfehler
(MW+SE) angegeben. Mit Hilfe des Kolmogorovv-Smirnov-Tests wurde auf
Normalverteilung gepruft. Anderungen der Gruppenmittelwerte wurden mittels
Students t-Test fir gepaarte Daten Uberpriift. Die Korrelationen wurden zwei-
seitig nach Spearmean berechnet. Zur Varianzaufklarung wurde die schrittweise
lineare Regression berechnet. Als statistisch relevant galt ein p-Wert < 0,05. Zur
Analyse diente das Computerprogramm SPSS® 11.0 fiir Windows (Chicago IlI.,
USA). Die graphische Darstellung der Daten und die lineare Regression
insbesondere zur Erstellung der Eichgeraden der Nitrit- bzw. Nitratstandards
wurde mit Hilfe des Computerprogramms MicroCal Origin® (Version 7.0,
MicroCal Software Inc., Northhampton, MA, USA) durchgeftihrt.

31



3. Ergebnisse

3.1. Validierung zur automatischen Vermessung des Diameters der

Arteria brachialis

Um eine valide Bestimmung der FMD und IMT zu gewahrleisten wurden die
Variabilititen der jeweiligen Messungen an der Arteria brachialis in
Voruntersuchungen ermittelt (Tab.3; Abb.13). Bei der Bestimmung der FMD
betrug die Intra-Observer-Differenz 0,8%, die Inter-Observer-Differenz 0,8%, die
Tag-zu-Tag-Differenz 1,3%. Der Variationskoeffizient betrug 0,78%. Bei der IMT-
Bestimmung betrug die Intra-Observer-Differenz 1,1%, die Inter-Observer-
Differenz 1,9%, die Tag-zu-Tag-Differenz 1,1% und der Variationskoeffizient
1,8%.

Tabelle 3:
Gegenuberstellung der ermittelten Untersucherseitigen Differenzen, der Tag-zu-Tag Differenz,
sowie des Variartionskoeffizienten fur die FMD-, und IMT-Bestimmung (n=8; MW+SE).

Parameter Einheit FMD IMT
Intra-Observer-Differenz [%] 0,8+0,2 1,110,1
Inter-Observer-Differenz [%] 0,8+0,1 1,9+0,9
Tag-zu-Tag-Differenz [%] 1,310,3 1,11£0,2
Variationskoeffizient [%] 0,78 1,8

FMD [%] IMT [%]
3,0+
3,0+
2,5
2,54
2,01
2,0
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Intra- Inter- Tag-zu-  Variations- Intra- Inter- Tag-zu-  Variations-
Observer- Observer- Tag- koeffizient Observer- Observer- Tag- koeffizient
Differenz Differenz  Differenz Differenz Differenz  Differenz
Abbildung 13:

Graphische Darstellung der untersucherseitigen und Tag-zu-Tag-Variabilitdt, sowie des
Variationskoeffizienten der PC-gestiitzten Analyse des GefaRdiameter der FMD-Messung und
der IMT-Messung (n=8; Fehlerbalken=SE).
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3.2. Charakterisierung der Studienpopulation

Es bestanden signifikante Altersunterschiede zwischen dem Kollektiv der jungen
Probanden und dem der alten Probanden (p<0,01). In Hinsicht auf die
KoérpergroRe waren beide Studienkollektive vergleichbar. Auch die Blutwerte
unterschieden sich nicht signifikant voneinander. Hingegen zeigten sich
signifikante Unterschiede bei der Grofle (p<0,05), dem BMI (p<0,05), dem MAP
(p<0,05) und der erbrachten Leistung wahrend der fahrradergometrischen
Belastung (p<0,01) zwischen den beiden Kollektiven. Die jungen Probanden
waren im Durchschnitt grofRer und hatten einen niedrigeren BMI als die alten
Probanden. Bei der Belastung zeigte sich, dass das Kollektiv der jlingeren
Probanden durchschnittlich eine hohere Leistung erbrachte (Tab.4).

Tabelle 4:
Charakterisierung der Kollektive der jungen Probanden und der alteren Probanden (MW+SE).

Parameter Einheit Junges Altes Signifikanz
Kollektiv Kollektiv

N 31 29
Geschlecht [w/m] 16/15 19/10
Alter [Jahre] 24+0,4 58+2 p<0,01
GroRe [cm] 17712 169+2 p<0,05
Gewicht [kal 70+2 6813 n.s.
BMI [kg/m2] 22,1+0,4 24,8+0,7 p<0,05
MAP [mMmMHG] 120,5+1,9 98,0+1,7 p<0,05
Druck-Frequenz-
Produkt basal [mmHg/s] 6506,7+234,8 6590,9+229,8 n.s.
Druck-Frequenz-
Produkt maximal [mmHg/s] 18633,91672,4 16892,4+655,9 n.s.
Leistung W] 196,017,6 164,8+8,9 p<0,01
Gesamtcholesterin [mg/dI] 191161 213,212 n.s.
LDL/HDL 1,7+0,2 2,2+0,2 n.s.
Triglyceride [mg/dl] 84+8,5 122+12,8 n.s.
Glucose [mg/dI] 81+1,3 91,5+2,5 n.s.
HbA1c [%] 4,940,2 5,3+0,1 n.s.
Harnsaure [mg/dI] 4,740,3 5,13+0,2 n.s.
Gesamteiweill [g/dI] 6,8+0,1 7,62+0,1 n.s.
Leukozyten [*1000/ul] 5645+164 5200+187,6 n.s.

Als Mal fir die ergometrisch induzierte Steigerung der Scherkrafte wurde das
Druck-Frequenz-Produkt bestimmt (Tab.4). Der Anstieg der Kollektive unter-
schied sich nicht signifikant voneinander. Das Kollektiv der jungen Probanden
hatte ein mittleres basales Druck-Frequenz-Produkt von 6506,7+234,8 mmHg/s.
Zum maximalen Endpunkt der Belastung stieg dies auf 18633,91672,4 mmHg/s
an. Bei den altenProbanden zeigte sich ein dhnliches basales Druck-Frequenz-
Produkt von 6590,9+229,8 mmHg/s, welches auf 16892,41655,9 mmHg anstieg.
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3.3. Funktionelle und strukturelle  Veranderungen peripherer
Leitungsarterien

Tabelle 5:
Zusammenfassung der sonographischen Untersuchungsergebnisse des jungen Kollektivs und
des alten Kollektivs gemessen an der Arteria brachialis.

Parameter Einheit "jung" "alt" Signifikanz
Ruhediameter [mm] 3,9+0,1 4,27+0,1 p<0,05
FMD [%] 7,9+0,4 5,1+0,3 p<0,05
GTN [%] 14,7+0,5 12,0+0,6 p<0,05
FMD/GTN [%] 53,9+2,3 44,7+4,4 p<0,05
IMT [mm] 0,34+0 0,38+0 p<0,05

3.3.1. Endothel-abhéngige Dilatation peripherer Leitungsarterien

Der basale Diameter der Arteria brachialis wurde bei dem Kollektiv der jungen
Probanden durchschnittlich mit 3,9+0,1 mm bestimmt. In dem Kollektiv der alten
Probanden betrug der Diameter 4,31£0,1 mm (p<0,05).

Die FMD war in dem alten Kollektiv gegeniber dem jungen Kollektiv
beeintrachtigt (7,910,4% vs. 5,1+0,3%; p<0,05). Die Endothel-unabhangige
Dilatation zeigte bei den alten Probanden eine Einschrankung gegenuber der
Endothel-unabhéangigen Dilatation der jungen Probanden (14,7+0,5% vs.
12,01£0,6%; p<0,05). Um das quantitative Ausmal’ der jeweiligen Komponenten
zu bestimmen, wurden firr beide Kollektive die Ratio aus Endothel-abhangiger
Dilatation und Endothel-unabhangiger Dilatation (FMD/GTN) gebildet, welche in
Prozent ausgedriickt wurde. Im Kollektiv der alten Probanden betrug diese
44,7+4,4%, im Kollektiv der jungen Probanden war die FMD/GTN-Ratio
53,912,3% (p<0,05) (Tab.5; Abb.14). Dies bedeutet, dass die Reduktion der
FMD vorwiegend durch eine verminderte NO-Bioverfugbarkeit und zu einem
geringeren Anteil durch eine eingeschrankte NO-Sensitivitat des glattmuskularen

Kompartiments erklart werden kann.
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Abbildung 14:

Gegenlberstellung der Messung der A. Endothel-abhangigen Dilatation (FMD), B. der Endothel-
unabhangigen Dilatation (GTN) und C. der Ratio von FMD und GTN, des jungen und des alten
Kollektivs. Es zeigt sich, dass die FMD und GTN-Antwort im Alter signifikant eingeschrankt sind.
Auch die FMD/GTN-Ratio ist im Alter vermindert, d.h., dass die FMD stabiler reduziert, als die
GTN (*=p<0,05; Fehlerbalken=SE).

3.3.2. Strukturelle Eigenschaften der GefaBwand

Der Intima-Media-Komplex der Arteria brachialis war bei den alten Probanden
dicker als bei den jungen Probanden (Tab.5; Abb.15).

Sie betrug bei dem alten Kollektiv 0,38+0,01 mm und bei dem jungen

Kollektiv 0,34+0 mm (p<0,05).
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Abbildung 15:

Gegenuberstellung der Dicke des Intima-Media Komplexes der Arteria brachialis der jungen und
der alten Probanden. Es zeigt sich eine signifikante Zunahme der IMT bei dem Risikofaktor Alter
(*=p<0,05; Fehlerbalken=SE).

3.4. Biochemische Quantifizierung der NO-Metabolite

Nach der fahrradergometrischen Belastung zeigten sich signifikante Unter-
schiede bezlglich des Nitritanstiegs zwischen dem jungen und dem alten
Kollektiv (Abb.16). Die Nitritkonzentration der jungen Probanden stieg um
maximal 58+11,2% zum Zeitpunkt 5 Minuten nach Beendigung der Belastung an
(107,948,3 nmol/l basal vs. 157+£8,6 nmol/l nach 5 min und 154,5£11,6 nmol/l
nach 10 min). Dagegen stieg die Nitritkonzentration der alten Probanden um
maximal 15,1£5,6% 5 min nach der Beendigung der Belastung (96,3+5,5 nmol/l
basal vs. 108+7,3 nmol/l nach 5 min und 105£7,5 nmol/l nach 10 min).

Im Gegensatz zu der Nitritkonzentration blieb die Nitratkonzentration nach der

fahrradergometrischen Belastung annahrend konstant. Bei den jungen

Probanden stieg die Nitratkonzentration um maximal 3,88+2,5% 5 Minuten nach
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Darstellung der absoluten Nitrit-, Nitrat- und NOx-Konzentration (A-C) sowie des prozentualen
Anstiegs der Nitrit-, Nitrat- und NOx-Konzentrationen (D-F) des jungen und des alten Kollektivs.

Die jeweiligen Konzentrationen sind den verschiedenen Zeitpunkten der

Bestimmung

gegenlbergestellt. Es zeigten sich signifikante Unterschiede bei dem Anstieg der Nitrit-
konkonzentration, wohingegen die Anstiege der Nitrat- und NOx-Konzentrationen keinen
signifikanten Unterschied in den beiden Kollektiven aufwiesen (*=p<0,05; Fehlerbalken=SE;
n.s.=nicht signifikant)
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3.5. Korrelation zwischen dem Alter und der funktionellen, strukturellen

und biochemischen KenngréBe der endothelialen Dysfunktion

Da die funktionellen, strukturellen und biochemischen Kenngréften im Alter
verandert waren, wurden diese auf Korrelation gepruift.

Als funktionelle KenngréRe korrelierte die FMD invers mit dem Lebensalter
(n=48;r=-0,54;p<0,0001). Ebenfalls korrelierte die IMT, als strukturelle Kenn-
gréRe mit dem Lebensalter (n=53;r=0,48;p<0,0001). Als biochemische Kenn-
gréle korrelierte der absolute Nitritanstieg 10 Minuten nach der Belastung invers
mit dem Lebensalter (n=53;r=-0,52;p<0,0001). Zusammenfassend zeigt sich ein
signifikanter Zusammenhang zwischen dem Lebensalter, eingeschrankter FMD,
zunehmender IMT und Abnahme der Nitrit-Reserve (Abb. 17). Das bedeutet,
dass funktionelle, strukturelle und biochemische Veranderungen der endo-

thelialen Dysfunktion im Lebensalter nicht-invasiv abgebildet werden kdnnen.
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Abbildung 17:

Darstellung der funktionellen, strukturellen und biochemischen Veranderungen im Alter nach
Einteilung der Probanden in die jeweiligen Lebensdekaden. Mit zunehmendem Lebensalter zeigt
sich eine A. Verminderung der FMD, B. Zunahme der IMT, sowie C. eine Abnahme der Nitrit
Konzentration, welche 10 Minuten nach der fahrradergometrischen Belastung bestimmt wurde
(MW+SE; Fehlerbalken=SE).
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3.6. Korrelation zwischen der strukturellen und funktionellen
Verdnderung und biochemischen KenngréRBen der endothelialen

Dysfunktion

Da sich mit zunehmendem Lebensalter sowohl die funktionelle als auch die
strukturelle Kenngrélie der endothelialen Dysfunktion verandert, wurden diese
auf Korrelation geprift. Hierbei zeigte sich eine signifikant inverse Korrelation
zwischen der FMD und der IMT (n=43; r=-0,55; p<0,001) (Abb. 18).

Weiterhin wurde als biochemische Kenngréf3e die absolute Nitritkonzentration
zehn Minuten nach der Belastung mit der funktionellen und strukturellen
KenngroRRe korreliert. Hierbei zeigte sich eine geringere Korrelation der Nitrit-
konzentration und der FMD (n=44; r=0,25; p<0,05).

Zwischen der IMT und der absoluten Nitritkonzentration 10 Minuten nach der
Belastung zeigte sich eine inverse Korrelation mit zunehmendem Alter (n=45; r=-
0,17; p<0,05).

Das bedeutet, dass funktionelle und strukturelle Veranderungen der Endothel-
funktion altersabhangig einen engen Zusammenhang zeigen, wahrend der Zu-

sammenhang der biochemischen Veranderung geringer ausgepragt ist.
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Abbildung 18:
Korrelation zwischen der Endothel-abhangigen Dilatation und der IMT der Arteria brachialis
(n=43; r=-0,55; p<0,001).
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4. Diskussion

Die wesentlichen Ergebnisse dieser Arbeit sind:

(1.) Die Endothel-abhangige Dilatation (FMD), als funktionelle Kenngréf3e der
Endothelfunktion, ist mit zunehmendem Alter vermindert.

(2.) Die Intima-Media-Dicke, als strukturelle KenngréRe der Endothelfunktion,
ist mit zunehmendem Alter vergrof3ert.

(38.) Die Nitrit-Reserve im Plasma, als biochemische Kenngré3e der Endothel-
funktion, ist mit zunehmendem Alter vermindert.

(4.) Die funktionellen (gemessen mittels FMD) und strukturellen (gemessen
mittels IMT) Veranderungen der Endothelfunktion im Alter zeigen eine
enge Korrelation zueinander. Die Nitrit-Reserve, als biochemische
KenngroRRe, zeigt dabei nur eine geringe Korrelation zu den funktionellen

und strukturellen KenngréfRen der Endothelfunktion.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Darstellung der Veranderungen der
funktionellen, strukturellen und biochemischen Kenngréen der Endothelfunktion
mit zunehmendem Lebensalter. Hierzu wurde der Grad einer endothelialen Dys-
funktion mit Hilfe des etablierten Verfahrens der FMD-Messung bestimmt. Zu-
satzlich wurde mittels Intima-Media-Messung die Wanddicke der Arteria
brachialis erfasst, welche bei Verdickung auf einen arteriosklerotischen Prozess
hindeutet. Des Weiteren wurde die Nitrit-Reserve im Plasma ermittelt. Diese
Verfahren wurden auf Korrelation gepruft.

(1.) Bei Personen mit dem alleinigen kardiovaskularen Risikofaktor Alter zeigte
sich eine Reduktion sowohl der FMD als auch der Nitrit-Reserve im Plasma,
nicht jedoch der Nitratkonzentration im Plasma. Gleichzeitig zeigte sich bei
diesen Personen eine Verdickung des Intima-Media-Komplexes. (2.) Die FMD
zeigte eine reziproke Korrelation mit der IMT, wohingegen diese beiden Kenn-
grolen eine geringe Korrelation mit der Nitrit-Reserve im Plasma aufwiesen.
Das bedeutet, dass die Nitrit-Reserve als biochemische Kenngrofle die

funktionellen und strukturellen Kenngrof3en nur bedingt widerspiegelt.
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4.1. Methodenkritik

4.1.1. Messung der endothelialen Dysfunktion mit Hilfe der Fluss-

vermittelten-Dilatation

Es gibt verschiedene Untersuchungsverfahren, um die Quantifizierung der endo-
thelialen Dysfunktion zu erfassen. In der vorliegenden Arbeit wurde die
Endothel-abhangige Dilatation mit Hilfe der nicht-invasiven Messung der FMD
der Arteria brachialis ermittelt. Die Dilatation wurde durch einen physikalischen
Stimulus induziert. Als mechanischer Stimulus fihrt Scherstress Uber Kon-
formationsanderugen des endothelialen Zytoskeletts zu einer Phosphorylierung

t*’. Die daraus

der eNOS, welche eine Steigerung der Kalziumsensitivitat bewirk
resultierende gesteigerte NO-Produktion kann Uber eine Vasodilatation der
Leitungsarterien sonographisch gemessen werden?.
Der Nachweis, dass die Messung der FMD peripherer Leitungsarterien als
funktioneller Surrogatparameter fir die NO-Synthese und Freisetzung dienen
kann, wurde durch Untersuchungen erbracht, in denen die FMD durch intra-
arterielle Gabe von L-NMMA, einem kompetitivem Inhibitor der NOS,
vollkommen unterdriickt werden konnte®®,
Es gibt verschiedene Einflussmoglichkeiten, welche die Endothel-abhéngige
Dilatation bzw. die Genauigkeit der Quantifizierung beeinflussen kénnen:

1. biologische Faktoren

2. methodische Variabilitaten

3. untersucherseitige Variabilitaten
Es sind verschiedene biologische Einflussfaktoren bekannt, welche die Hohe der
FMD beeinflussen kénnen. So wurde in Untersuchungen festgestellt, dass eine
negative Korrelation zwischen Ruhediameter der Arteria brachialis und der Héhe
der FMD vorliegt™*°. Arterien, die einen kleineren Diameter als 2,5 mm haben,
sind schwieriger zu messen®' und dilatieren im Verhéltnis zu groRen Arterien
starker®. Als weiteres konnte eine zirkadiane Rhythmik mit einem Maximum der
FMD am spaten Nachmittag festgestellt werden®®. Einen weiteren Einfluss stellt
die Konzentration der weiblichen Geschlechtshormone Ostrogen und Pro-
gesteron wahrend des Menstruationszyklus dar®®. AuRerdem kann die FMD
durch die Nahrungsaufnahme beeinflusst werden, so flihrt eine akute Hyper-
glykamie® und fettreiche Nahrung® zu einer Reduktion der FMD. Einen
weiteren Einfluss auf eine veranderte FMD hat der Kaffeekonsum und die
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Einnahme von Vitamin C®°. Akuter psychischer Stress®® und Zigarettenrauchen
filhren ebenfalls zu einer Verminderung der FMD®’.

Um den Einfluss dieser Faktoren mdglichst gering zu halten, wurden die Unter-
suchungen der vorliegenden Arbeit immer zu der gleichen Tageszeit zwischen
7:00 und 9:00 Uhr an nlchternen Probanden durchgeflihrt. Die Probanden
wurden darlber aufgeklart, dass sie eine Niichternphase 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-minitigen Ruhephase
durchgeflhrt. Die Herzfrequenz und der Blutdruck, als Parameter der sympatho-
adrenergen Stimulation, unterschieden sich nicht signifikant vor und nach der
Untersuchung.

Als Einschrankungen der Untersuchung sind eine inhomogene Geschlechter-
verteilung bei dem Kollektiv der alten Probanden und die fehlende Zyklus-
anamnese zu nennen. Bei dem mittleren Alter von 58 Jahren der weiblichen
Probanden des alten Kollektivs kann jedoch zumeist ein postmenopausaler
Hormonstatus angenommen werden.

Neben den biologischen Einflussfaktoren auf die FMD kommen folgende
Faktoren als mdgliche Quellen methodischer Variabilitét in Betracht:

(1.) die GroRe des ischamischen Gebietes, (2.) die Ischamiezeit, (3.) die der
Diametermessung zugrunde gelegenen Eckpunkte, (4.) der Zeitpunkt der
Messung nach Beendigung der Ischamie und ( 5.) innerhalb des Herzzyklus.

In der Literatur herrscht kein Konsens darlber, welche Positionierung der

Blutdruckmanschette zu bevorzugen ist>

. So zeigte sich in manchen Unter-
suchungen eine groflere FMD, wenn die Blutdruckmanschette proximal der
Ellenbeuge am Oberarm angelegt wurde®®, wahrend in anderen Untersuch-
ungen eine gréRere FMD bei dem Anlegen der Manschette am Unterarm erzielt
wurde®. Bei der proximalen Okklusion kann die induzierte Dilatation falschlicher-
weise zu hoch gemessen werden, da es zum Anfall einer Vielzahl von Meta-
boliten?®, insbesondere Adenosin kommen kann. Bei der distalen Okklusion
kénnen diese Fehlerquellen ausgeschaltet werden, da sich die Substanzen nicht
auf den untersuchten Gefaflabschnitt auswirken kénnen. Aus diesem Grund und

um darlber hinaus potentielle Einflisse einer direkten Kompression auf den
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untersuchten Bereich der Arteria brachialis zu vermeiden, wurde die Blutdruck-
manschette 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-minttigen Ischamie erreicht, welche auch
durch eine langere Ischamiezeit nicht signifikant gesteigert werden kann®3%7°.
Daher wurde in den vorliegenden Untersuchungen die tolerierbare Dauer von 5
Minuten bevorzugt.

Wie auch bei den meisten anderen Arbeitsgruppen® wurde die Diameter-
messung von der schallkopfnahen zur schallkopffernen M-Linie durchgefiihrt,
welche dem anatomischen Adventitia-Media-Ubergang entspricht’".

Die maximale Dilatation der Arteria brachialis wurde 60 s nach der Beendigung
der Ischamie bestimmt. Da neue 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 nach 90 s bestimmt, um eine exaktere Bestimmung der
maximalen Dilatation zu erreichen. Dennoch ist es nicht auszuschlieRen, dass
der wahre maximale Wert der FMD in einigen Fallen unterschatzt wird.

Alle Messungen wurden EKG getriggert enddiastolisch durchgefiihrt, da der
Diameter der Arteria brachialis entsprechend dem Herzzyklus pulsatilen
Veranderungen unterworfen ist.

Das verwendete Untersuchungsprotokoll entsprach zusammenfassend den in
den Leitlinien empfohlenen Standards®°.

Folgende drei Variablen reprasentieren die Hauptquellen der untersucher-
seitigen Variabilitdt von Ultraschalluntersuchungen: (1.) die technische
Ausrustung, (2.) der Untersucher und (3.) die Auswertung.

Als technische Vorraussetzung wurde fir die nicht-invasive Vermessung des
Diameters der Arteria brachialis ein linearer Schallkopf mit einer Ultraschall-
frequenz von 15 MHz mit einer axialen Auflésung von 0,1 mm eingesetzt. Dies
entsprach dem gegenwaértigen Standard fiir diese Ultraschalluntersuchungen®,
welche mindestens einen Schallkopf mit Frequenzen von 7,5 MHz voraussetzen.
Nur einem gut geschulten Untersucher” ist es médglich, Diametermessungen
von 0,1 mm zu erkennen und somit die technischen Vorraussetzungen

auszuschopfen. Da die technische Auflésung sehr nahe an dem zu
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bestimmenden biologischen Bereich liegt, hangt die duplexsonographische
Untersuchung der Gefal¥funktion umso starker von der Erfahrung des Unter-
suchers ab. Der Untersucher sollte in einer ruhigen und bequemen Position
sitzen und mindestens 100 Probeuntersuchungen unter Aufsicht vollbracht
haben, bevor unabhingige Messungen durchgefilhrt werden kénnen®®. 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%)°.

Auch die Variabilitdt der Bestimmung von peripheren Gefalddiametern hangt,
neben der Genauigkeit des Ultraschallgerats und der Untersuchung selbst, von
der Art der Bilddatenanalyse ab. Diese umfassen die Unterschiede, welche vom
Untersucher ausgehen (Intra-Observer-Differenz), die bei der Auswertung durch
zwei verschiedene Personen (Inter-Observer-Differenz) und die durch die
Untersuchung an unterschiedlichen Tagen entstehen (Tag-zu-Tag-Differenz).
Letztere hangt wiederum von der biologischen Variation der Gefalfunktion und
der untersucherseitigen Variabiltat ab. In den meisten publizierten Studien ist der
Variationskoeffizient fir die Messung der FMD zwischen 1% bis 3% fiir die Intra-

und Inter-Observer-Variabilitdt angegeben’"®

|_77

. Neuere Untersuchungen von
Enderle et a zeigen Intra-Observer-Variabilitaten von 1,9-2,6%. Die
Untersucher dieser Studie berichten, dass die Diameter, welche von zwei
verschiedenen Untersuchern gemessen wurden, in 95% der Falle nicht grofier
als 0,2 mm waren. In eigenen Voruntersuchungen konnte eine Intra-Observer-
Differenz von 0,8%£0,2%, eine Inter-Observer-Differenz von 0,8+0,1% und eine
Tag-zu-Tag-Differenz von 1,3+0,3% erzielt werden.

Die meisten Untersuchungen der FMD wurden bislang an gro3en Kollektiven
durchgefihrt, um signifikante Unterschiede feststellen zu kénnen. Bei gesunden
Personen findet sich in der Literatur ein Mittelwert der Endothel-abhangigen
Dilatation von 6,5+0,4% %%, In der vorliegenden Untersuchung betrug die FMD
des jungen gesunden Kollektivs 7,9+0,4%. Um Fehlerquellen bei der Auswert-
ung zu vermeiden, wurde ein von Preik et al.>® entwickeltes PC- assistiertes
Analyseverfahren zur Diametermessung verwendet. Mittels dieses Analyse-
verfahrens war es maoglich die Intra- und Inter-Observer-Differenz gering zu
halten und die Untersuchungen mit einem geringen Zeitaufwand durchfiihren zu

kénnen.
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4.1.2. Messung der Intima-Media-Dicke

Die Vermessung der IMT setzt eine genaue Kenntnis Uber die ultraschall-
physikalische Entstehung des Ultraschallechos und Uber die anatomischen
Strukturen, welche diese Echos erzeugen, voraus. Im Folgenden soll zunachst
auf den Einfluss des Auflésungsvermdgens der Ultraschallsonden, auf die
Grundlagen der Entstehung eines Grenzechos und anschlieBend auf die
Strukturen, welche an der sondennahen und sondenfernen GefalRwand diese
Echos erzeugen, eingegangen werden.

Damit eine hohe Bildqualitat und die Mdglichkeit der Differenzierung arterieller
Wandstrukturen erreicht werden kann, wird eine hohe bildliche Auflésung der
Ultraschallsonde vorausgesetzt. Aulerdem muss ein senkrechter Einfall der von
der Sonde ausgesandten Ultraschallwellen zur GefaRlangsachse gewahrleistet
sein. Hochfrequente Schallgeber ermdglichen so eine optimale Darstellung des
Ultraschallbildes™.

Ein Grenzflachenecho entsteht im Ultraschallbild am Ubergang zweier Geweben
verschiedener Dichte. Die obere Begrenzung dieses Echos wird als ,leading

edge“ und die untere Begrenzung als ,far edge“ bezeichnet'

. Die genaue
anatomische Lage kann nur am oberen Grenzflaichenibergang einer echo-
reichen Struktur (,leading edge*) quantifiziert werden. Der Grund hierfir liegt
darin, dass beim distalen Ubergang eines echoreichen in ein echoarmes
Ultraschallecho automatisch echoreiche Reflexechos auftreten kdnnen. Diese
kdnnen zusatzlich durch die vom Untersucher verstellbare Ultraschall-
verstarkung und von anderer Gerateeinstellung (z.B. Komprimierung oder
Fokuseinstellung) beeinflusst werden. Zur Ausmessung der IMT wird die
.leading edge® Methode angewandt, bei der die Distanz zwischen zwei leading
edges bestimmt wird. Die IMT ist durch die Distanz zum nachsten leading edge
definiert und nicht durch die Breite des Echos®'.

Um die Bestimmung der IMT zu verstehen, ist die Kenntnis des
Zusammenhangs zwischen dem sonographischen Erscheinungsbild der
Arterienwand und den anatomischen Gewebsstrukturen von besonderer
Bedeutung. Bei der Wand einer gesunden Arterie imponiert sowohl eine sonden-
ferne als auch sondennahe Doppelkontur, wobei zwei parallel verlaufende
echoreiche Linien eine dunkle, echoarme Linie umsdumen. In verschiedenen
Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die erste innere echoreiche Linie
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der sondenfernen Arterienwand durch eine Reflexion von Ultraschallwellen an
der Grenzfliche GefaRlumen zu Intimaschicht erreicht wird®*®. Die zweite
aulere echoreiche Linie hingegen hat ihren Ursprung von der Grenzflache der
Gewebeschichten Media und Adventitia. Die Gesamtdicke von innerer echo-
reicher und mittlerer echoarmer Linie der sondenfernen Arterienwand entspricht

T828 |m Jahre 1990 wies P.Pignoli®® darauf hin, dass die

der histologischen IM
sondenferne Arterienwanddicke nicht mit der der sondennahen Ubereinstimmt.
Die Ursache hierfir liegt darin, dass die Ultraschallechos an der sondennahen
GefalRwand durch andere anatomische Strukturen hervorgerufen werden als an
der sondenfernen GefaRwand, wo die Schallsignale durch die Ubergéange
Lumen zu Media und Media zu Adventitia entstehen. Die Bestimmung der IMT
ist somit nur an der sondenfernen und nicht an der sondennahen Arterienwand
maoglich, da hier genau definierte sonographische Grenzen zwischen Media zu
Adventitia sowie Intima zu GefaRlumen fehlen. Die Vorraussetzung fur die
Vermessung ist die oben beschriebene ,leading edge“ Methode. Dagegen
publizieten R.W. Barnes und M.G. Bond® 1990, dass die arteriellen IMT
Messungen im Bereich der sondennahen Arterienwand durchzufiihren seien,
diese Messungen reflektieren aber nicht die IMT, sondern die Dicken von
Adventitiaanteilen, Media- und Intimaschichten.

Da die Unterscheidung der Intima- von der Mediaschicht sonographisch nicht
moglich ist kann die Zunahme der IMT der Arterienwand nicht nur Folge einer
Arteriosklerose sein, sondern auch in einer hypertoniebedingten Mediamuskel-
zellhyperplasie oder -hypertrophie begriindet sein™.

Es gibt verschiedene Madoglichkeiten an welchem GefaRabschnitt die IMT
gemessen werden kann. Die meisten Untersuchungen finden an der Arteria

carotis communis®-88

statt. Die Messungen kdnnen aber auch an der Arteria
radialis® oder an der Arteria brachialis®® durchgefiihrt werden. Die Auswertung
dieser Untersuchungen findet an einem PC-gestitzten-Analysesystem statt,
welches von Prof. Gustavson (Universitat, Goteburg, Schweden) entwickelt
wurde. Die Vorraussetzung fur die automatische Auswertung ist das Vorliegen
eines 1cm langen, geraden GefiRabschnittes mit parallelen Wandkonturen™.
Mit Hilfe dieses Analyseverfahrens ist, im Gegensatz zu der manuellen Aus-
wertung, der zeitliche Aufwand wesentlich reduziert. Schmidt-Truckass et al.%

verglichen ein automatisches Messprogramm mit manuellen IMT Messungen an
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den sondenfernen Arterienwanden der Arteria carotis communis bei gesunden
Probanden. Dabei lieRen sich die Untersuchungszeiten im Mittel von 74,5£18,2
s auf 25,4+3,3 s verringern. Nachteilig ist die Anwendung der automatischen
Auswertung bei lokalisierten Intima-Media-Verdickungen von mehr als 1,0 mm,
wie sie zum Beispiel bei der Plaquebildung in der Arteria carotis communis
vorkommen kénnen'*. Hier kommt es sonographisch zu einem Verlust der scharf
abgrenzbaren Doppelkontur. Die Messungen der vorliegenden Untersuchungen
wurden an der Arteria brachialis durchgefiihrt, an der Plaquebildungen nicht
bekannt sind. So fallen diese Beschrankungen, wie sie bei der IMT Bestimmung
der Arteria carotis communis bestehen, weg. Die Variabilitdten der Messung der
IMT ist abhangig von dem Ort der Messung'. Die Intra-Observer-Differenz
betrug in eigenen Voruntersuchungen 1,11£0,1%, die Inter-Observer-Differenz
1,940,9% und die Tag-zu-Tag-Differenz 1,1+0,2%. Somit liegen diese
Variabilitidten noch unterhalb von denen in der Literatur. Nachteilig fir die Mes-
sung der IMT und die Anwendung in der klinischen Routine ist noch, dass kein
standardisiertes Protokoll fiir die Messung vorliegt’®. Um pathologische
Veranderungen der GefaBwand beurteilen zu kénnen, ist die Kenntnis einer
physiologischen Arterienwanddicke erforderlich™. Solche standardisierten Unter-
suchungen an groRen Kollektiven liegen allerdings noch nicht vor'*'. Hierzu
waren altersabhangige, da eine Zunahme der Wanddicke im Alter normal ist,

und geschlechtsspezifische Unterschiede erforderlich.

4.1.3. Quantifizierung der zirkulierenden NO-Metabolite

Die meisten Ansatze klinischer Studien legen nahe, dass Stérungen des endo-
thelialen Stoffwechsels eine wesentliche Rolle der endothelialen Dysfunktion
darstellen®. Die in den letzten Jahren etablierten Biomarker wurden zu Beginn
dieser Arbeit diskutiert. Das CRP ist der bevorzugte potentielle Marker fiur das
kardiovaskulére Risiko'®.
Eine besondere Bedeutung hat dabei NO. Seine Bestimmung im Plasma kann
die Konzentration an oder in der Endothelzelle reflektieren®®. Mit dem
Hintergrund, dass eine Beeintrachtigung wesentlicher homdostatischer Endo-
thelfunktionen mit einer Einschrankung der endothelialen NO-Synthese und
somit der Bioverfugbarkeit von NO einhergeht und die Entwicklung der Arterio-
sklerose beglinstigen kann, wurden Metabolite des NO-Stoffwechselweges
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quantifiziert. So wurden die direkten Abbauprodukte des NOs, (1.) das Nitrit und
(2.) das Nitrat im Plasma bestimmt.

(1.) Das primare Abbauprodukt von NO im humanem Plasma ist Nitrit, welches
als instabiles Abbauprodukt weiter zu dem stabileren Nitrat reagiert?®?. Durch
eine spezielle Probenaufarbeitung wurde versucht, diesen Abbauprozess zu
verlangsamen. Mittels dieser Aufarbeitung zeigten sich in experimentellen

1.3 und Lauer et al.?’

Untersuchungen von Kleinbongard et a gute Ergebnisse flr
die diagnostische Genauigkeit der Nitritbestimmung zur NOS-Aktivitat in vivo.
Nach Acetylcholin-induzierter eNOS-Stimulation und nach L-NMMA-induzierter
Inhibition wurden die Nitritkonzentrationen mit einer Placebo-Gruppe, welche
physiologische Kochsalzlésung infundiert bekamen, verglichen. Dabei zeigte
sich nach eNOS-Stimulation ein Anstieg und nach eNOS-Inhibition ein Abfall der
plasmatischen Nitritkonzentration. Der Vergleich zwischen den beiden Gruppen,
zeigte signifikante Unterschiede hinsichtlich der Nitrit-Spiegel im Plasma. Damit
konnte die Spezifitdt von plasmatischem Nitrit als Marker der regionalen NO-
Freisetzung nachgewiesen werden, welcher mit einer hohen Sensitivitat akute
Anderungen der regionalen eNOS-Aktivitat widerspiegelt. Die Bestimmung der
Nitritkonzentration erfolgte mittels CLD, hierbei handelt es sich um ein Verfahren
mit hoher Sensitivitat, Spezifitdt und Reproduzierbarkeit. In der vorliegenden
Arbeit lagen die plasmatischen Nitritkonzentrationen durchschnittlich im Einklang
mit dem in der Literatur angegebenen Bereich von 100-600 nmol/I?*®?"94%°  Die
Bestimmung von Nitrit ermdglicht es auch kleinere Veranderungen der NO-
Bioverfligbarkeit zu erfassen. Somit eignet sich Nitrit als Marker akuter Ander-
ungen der endothelialen NOS-Aktivitat.

(2.) Die Nitratbestimmung erfolgte mittels Vanadium-(ll1)-Chlorid-FIA in Kombi-
nation mit der Griess-Reaktion, welches ein etabliertes Verfahren darstellt. Nach
der chemischen Reduktion des Nitrats, wird die Nitritkonzentration spektro-
metrisch quantifiziert. Die Sensitivitat dieses Verfahrens von 200 nmol/l war
aufgrund von Voruntersuchungen und Literaturangaben fiur die durchgefiihrten
Untersuchungen ausreichend. Die bestimmten Nitratkonzentrationen ent-
sprachen auch hier den Werten der Literatur, welche bei 19-60 pmol/l

Iiegen26;27;95
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4.1.4. Ausbelastungskriterien der fahrradergometrischen Belastung

Um die Scherkraftinduktion bei der fahrradergometrischen Belastung der beiden
Probandenkollektive quantifizieren zu kénnen, wurde in den vorliegenden Unter-
suchungen eine Messung der Druck-Frequenz-Produkte vor der Belastung und
zum maximalen Endpunkt der Belastung bestimmt. Dieses Druck-Frequenz-
Produkt stellt einen Parameter fiir die Herzkreislauffunktion und letztlich des
Blutflusses im GefalRsystem dar. Je héher das Druck-Frequenz-Produkt und
damit der Blutfluss ansteigt, desto starker steigt auch die Scherkraft im
GefalRsystem an. Es zeigte sich ein vergleichbarer, nicht signifikant
unterschiedlicher Anstieg des Druck-Frequenz-Produktes. Somit konnte gezeigt
werden, dass trotz der unterschiedlichen Kollektive, welche sicherlich aufgrund
des Alters eine unterschiedliche kérperliche Verfassung aufwiesen, eine gleiche
Scherkraftinduktion erzielt werden konnte.

Kritisch anzumerken ist die unterschiedliche Dauer und Intensitat der Belastung.
Das Kollektiv der jungen Probanden belastete sich durchschnittlich 11,5+0,5 min
bei einer Leistung von 196+7,6 Watt, wohingegen sich die Probanden des alten
Kollektivs im Durchschnitt 7,9+0,5 min bei 164,8+8,9 Watt belasteten.
Demzufolge kdnnte angenommen werden, dass der hohere Nitritanstieg des
jungen Probandenkollektivs bei der fahrradergometrischen Belastung im Ver-
gleich zu den alten Probanden aufgrund der héheren Leistung und der langeren
Zeit der Belastung vorliegt. So wirde sich ein besserer Vergleich erzielen
lassen, wenn beide Kollektive mit gleicher Belastungsdauer und Intensitat
belastet wirden. Allerdings zeigte eine weitere Unterteilung der Probanden in
Subkollektive mit einer vergleichbaren Belastung keine signifikanten Unter-
schiede der Hohe der Nitritkonzentration im Plasma nach der fahrradergo-
metrischen Belastung.

Da in den vorliegenden Untersuchungen ein biochemischer Marker gesucht
wurde, welcher in der klinischen Routine einsetzbar ist, wurde die Belastung
nach den Leitlinien der DGK durchgefiihrt. Diese Leitlinien sehen bei der
fahrradergometrischen Belastung einen stufenweisen Anstieg der Belastungs-
intensitat vor und eine Beendigung der Belastung bei der koérperlichen
Erschopfung oder den oben beschriebenen Abbruchkriterien. Demzufolge
konnte die Bestimmung der Nitrit-Reserve parallel der Fahrradergometrie,

welche in der klinischen Routine durchgefiihrt wird, eingesetzt werden.
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4.2. Einfluss des Alters auf funktionelle und strukturelle KenngroBen

peripherer Leitungsarterien

Bei der Arteriosklerose handelt es sich um eine chronisch progressive Er-
krankung der Arterien. Da die arteriosklerotischen Veranderungen der Arm-
gefalle nicht die gleiche Bedeutung bezlglich der Mortalitdt und Morbiditat
haben wie arteriosklerotische Veranderungen der koronar- bzw. hirnver-
sorgenden Gefalle, ist die entscheidende Frage, welcher Zusammenhang
zwischen brachialer Endothelfunktion und den vital relevanten GefaRRabschnitten
besteht. Sorensen et al.® beschaftigten sich mit dieser Frage und konnten eine
gute Korrelation zwischen dem histologischen Schweregrad einer Arterio-
sklerose in den Koronararterien bzw. der Arteria carotis und der Arteria

1.% wurde die

brachialis feststellen. Auch in Untersuchungen von Anderson et a
periphere und koronare Endothelfunktion untersucht. Sie fanden heraus, dass
Patienten mit einer koronaren Endotheldysfunktion eine signifikant reduzierte
FMD aufwiesen. Auch in anderen Untersuchungen konnte eine enge Beziehung
zwischen der Endothelfunktion der Koronararterien und der Arteria brachialis
nachgewiesen werden®*®. Somit handelt es sich bei der Messung der FMD der
Arteria brachialis um eine einfache und nicht-invasive Untersuchung, welche seit
Jahren als Surrogatparameter einer endothelialen Dysfunktion, welche als ein
Frihstadium der Arteriosklerose angesehen wird, verwendet wird.

Das Alter gilt als Risikofaktor fiir die Entstehung der Arteriosklerose®**'3  In
zahlreichen Versuchen wurde der Einfluss dieses Risikofaktors auf die Gefal-
funktion untersucht. In verschiedenen Tierversuchen konnte gezeigt werden,
dass mit zunehmendem Alter die Dilatation der Gefale eingeschrankt ist. Konga

|.99

et a untersuchten 1988 die Aorta von Ratten, welche nach der Gabe von

Acetylcholin, einem Endothel-abhangigen-Vasodilatator, mit zunehmendem Alter
vermindert dilatierte. Dieses Phanomen bestatigten auch andere Studien'®,
welche die GefaRfunktion nach der gleichen Methode untersuchten. Ahnliche

|_101

Versuche wurden von Blackwall et a an Mausen durchgeflhrt, welche zu

1192 stellten eine verminderte

dem Selben Ergebnis kamen. Taddei et a
Acetylcholin-induzierte Dilatation der Arteria brachialis mit zunehmendem Alter
fest. Aus anderen Untersuchungen geht hervor, dass bei Mannern die alters-

abhangige Abnahme der Dilatation friiher beginnt als bei Frauen. Diese Unter-
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suchung filhrte Celermajer et al.'® durch, indem er die FMD der Arteria
brachialis bestimmte. Es zeigte sich eine signifikante Abnahme der FMD,
insbesondere bei Mannern ab dem 40. Lebensjahr (Abnahme um 0,21%) und
bei Frauen ab dem 50. Lebensjahr (Abnahme um 0,49%). In anderen Unter-
suchungen hingegen wurde gezeigt, dass eine Abnahme der Dilatation in dem
vierten Lebensjahrzehnt vorliegt®.

Im Einklang mit der Literatur konnte auch in den vorliegenden Untersuchungen
eine altersabhangige Gefaltveranderung festgestellt werden. In dem Kollektiv
der alten Probanden zeigte sich eine geringere FMD als bei dem jungen
Kollektiv. Der genaue Pathomechanismus flr das Abfallen der Endothel-
abhangigen Dilatation bei dem Risikofaktor Alter ist noch ungeklart>*444¢.

Es kommen mehrere Mechanismen in Betracht, aus welchem Grund das Alter
als kardiovaskularer Risikofaktor zu einer verminderten Endothel-abhangigen
Dilatation fiihren kann. Viele Studien belegen, dass eine Verminderung der NO-
Bioverfiigbarkeit vorliegt®¥434448:1% \velche durch (1.) einen beschleunigten
Abbau von NO oder (2.) durch eine Hemmung der Bildung von NO hervor-
gerufen werden kann. Verschiedene Studien sprechen dafir, dass das Alter
Uber eine gesteigerte Radikalbildung zu einem beschleunigten Abbau von NO
fihren kann*’. Als wesentlicher Mechanismus hierzu wird eine gesteigerte
Bildung reaktiver Sauerstoffspezies innerhalb der GefaRwand diskutiert'®. Eine
besondere Bedeutung kommt hierbei den Superoxidanionen (O’) zu, welche die
Bioverfligbarkeit von NO unter Peroxynitritbildung (ONOO") verringern kénnen.
Diese Reaktion lauft dreimal schneller ab als der Abbau von O; durch die
Superoxiddismutase*’. ONOO™ kann wiederum die NOS inhibieren und somit zu
einer Einschrankung der NO-Bildung fiihren'®. Taddei et al. haben
Untersuchungen durchgefiihrt, welche besagen, dass der ansteigende oxidative
Stress erst ab einem Alter von uber 60 Jahren bedeutend ist. Zuvor scheint ein
Umbau des L-Arginin-Stoffwechsels zu einer endothelialen Dysfunktion zu
filhren*2. In anderen Untersuchungen wurde in einem Tierversuch gezeigt, dass
das Protein p66shc eine Bedeutung bei dem oxidativen Stress hat. Eine
Inaktivierung dieses Gens wiirde somit vor einer altersabhangigen endothelialen
Dysfunktion schiitzen'®”.
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Es wird auch diskutiert, ob es im Alter neben der vermehrten Bildung der freien
Radikale zu einer veranderten Aktivitdt der Superoxiddismutase kommt, aller-
dings ist dies nicht gut untersucht**,

Eine Mdglichkeit, welche im Alter zu einer Hemmung der Bildung von NO flhrt,
ist die verminderte eNOS-Expression'®. Die eNOS-Expression wird durch
Beeinflussung des eNOS Promotors oder der eNOS mRNA reguliert. Eine

1.1 und Chou et al.’°,

gegenteilige Ansicht vertreten hingegen Cernadas et a
welche in Tierversuchen keine Anderung oder sogar einen Anstieg der eNOS-
Expression beobachtet haben.

Eine Reduzierung der eNOS-Aktivitat fihrt ebenfalls zu einer Hemmung der
Bildung von NO''". Hierbei ist die Phosphorylierung des interkonvertierbaren
Enzyms von entscheidender Bedeutung. Durch einwirkenden Scherstress wird
eine Akt-abhangige Kaskade aktiviert, welche zu einer Phosphorylierung der
eNOS fiihrt. Smith und Hagen® haben in Tierversuchen herausgefunden, dass
diese eNOS Phosphorylierung, welche einem Mangel der Akt-Kinase Aktivitat
zuzuschreiben ist, in der Aorta von éalteren Ratten um bis zu 50% geringer ist,
als in der Aorta von jungeren Ratten.

Neben der Verringerung der Bioverfligbarkeit von NO wird der Anstieg von
Vasokonstriktoren wie Thromboxan A2 und Endothelin (ET-1) diskutiert, welche
im Alter zu einer verminderten Endothel-abhdngigen Dilatation der Gefalle
fuhren koénnen. Gleichzeitig kommt es zu einer Verminderung der
Vasodilatatoren, wobei nicht nur NO betroffen zu sein scheint, sondern auch
EDHF und Prostazyklin®***. Es ist nicht genau geklart, welcher Mediator
letztendlich dazu fiihrt, dass im Alter die Dilatation eingeschrankt ist*®.

Neuere Untersuchungen deuten darauf hin, dass es im Alter zu einer ver-
minderten Anzahl der endothelialen Vorlauferzellen kommt, welche zu einer
endothelialen Dysfunktion fiihrt*578.

Als Ursache einer eingeschrankten FMD kommt bei den klassischen
Risikofaktoren (Hypertonie, Diabetes mellitus, Hypercholesterindmie und
Rauchen) eine verminderte Wirkung von NO an den glatten Muskelzellen in
Betracht®. Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Untersuchung neben
der FMD auch die Endothel-unabhanige Dilatation bestimmt. In Einklang mit

39;59;103

anderen Untersuchungen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede

der Endothel-unabhangigen Dilatation des alten Kollektivs gegenuber dem
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Kollektiv der jungen Probanden. Das Verhaltnis der Endothel-abhangigen und
der Endothel-unabhangigen Dilatation war bei dem alten Probandenkollektiv
signifikant geringer als bei den jungen Probanden. Dies deutet darauf hin, dass
die Reduktion der FMD vorwiegend durch eine verminderte NO-Bioverfigbarkeit
und nur zu einem geringeren Anteil durch eine eingeschrankte NO-Sensitivitat
des glattmuskularen Kompartiments erklart werden kann.

Abschlielend ist festzuhalten, dass das Alter als kardiovaskularer Risikofaktor
mit einer Einschrankung der Endothelfunktion einhergeht. Diese endotheliale
Dysfunktion lasst sich nicht nur durch eine verminderte NO-Bioverfiigbarkeit
erklaren. Als Ursache kommen eine Vielzahl von Pathomechanismen in Be-
tracht, wobei eine Differenzierung dieser Pathomechanismen nicht das Ziel
dieser Studie und mit diesem Versuchsaufbau nicht méglich war, da die hier
gemessene eingeschrankte FMD einen Summationseffekt aller dieser Einfluss-
faktoren darstellt.

Nicht nur die funktionelle Kenngrél3e weist Veranderungen im Alter auf, sondern
auch die strukturelle KenngréRRe ist im Alter verandert. Unter physiologischen
Veranderungen konnten verschiedene Studien altersabhangige Unterschiede
der Intima-Media-Dicke zeigen''*"'"*. Allerdings wurde die IMT an der Arteria
carotis bestimmt, wohingegen die IMT der vorliegenden Arbeit an der Arteria
brachialis bestimmt wurde. Die Ergebnisse dieser Untersuchung stimmen mit
denen der Literatur Uberein, welche besagen, dass die IMT verdickt ist, wenn
das Alter als Risikofaktor vorliegt. Die mittlere Zunahme der IMT wird mit 0,005-
0,01 mm/Jahr''?'" angegeben. Nicht nur das Alter, sondern auch das

mannliche Geschlecht''?

, sowie die oben beschriebenen Risikofaktoren fiihren
zu einer Zunahme der IMT. In der vorliegenden Untersuchung wurden Pro-
banden rekrutiert, welche den alleinigen Risikofaktor Alter aufwiesen. Kritisch
anzumerken ist hier, dass die geschlechtsspezifischen Unterschiede nicht
bertcksichtigt wurden. Allerdings war das Ziel der Arbeit festzustellen, ob im
Alter die strukturelle KenngréRe verandert ist und ob ein enger Zusammenhang

zwischen der funktionellen und der strukturellen Kenngrof3e besteht.
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4.3. Einfluss des Alters auf biochemische KenngréfRen

Mit dem Ziel Veranderungen der biochemischen Kenngrée zu untersuchen,
wurde in den eigenen Untersuchungen Nitrit und Nitrat bei Personen mit dem
Risikofaktor Alter im Plasma bestimmt. Aufgrund der kurzen Halbwertzeit von
NO im menschlichen Blut gestaltet es sich als sehr schwierig NO selbst zu
untersuchen?’. In wissriger Lésung ist eine konzentrationsabhéngige Halbwert-
zeit von NO von 9-900 s beschrieben?®, im Vollblut hingegen wird die Halbwert-
zeit auf 0,05-1,8 ms geschatzt®>. Andere Untersuchungen gehen sogar von einer
Halbwertzeit von 1 ps aus''®. Die viel kiirzere Halbwertzeit erklart sich aus der
hohen Reaktivitit des NO mit oxygeniertem Hamoglobin, welches durch
von 5 ymol/l NO zu Plasma wurde eine Halbwertzeit von 68 s bestimmt. Im
Vollblut folgte der Abbau allerdings so schnell, dass mit der verwendeten NO-
Elektrode kein NO messbar war. Aus diesem Grund schied NO als bio-
chemischer Marker fiir die endotheliale Dysfunktion aus, da es noch wahrend
der Blutentnahme vollstandig abgebaut wird.
NO wird in humanem Plasma primar nahezu vollstdndig zu Nitrit umgesetzt,
welches als instabiles Abbauprodukt mit einer Halbwertzeit von 110 s in
Gegenwart von Erythrozyten zu dem stabileren Nitrat reagiert?®%2.
In den vorliegenden Untersuchungen zeigten sich keine signifikanten Unter-
schiede der Nitratkonzentration im Plasma des alten Kollektivs im Vergleich zu
dem Kollektiv der jungen Probanden. Im Wesentlichen schranken zwei Grinde
die Aussagekraft der Nitratkonzentration im Plasma beziiglich der endogenen
NO-Synthese ein. Im Gegensatz zu Nitrit ist die Nitratkonzentration nicht
Uberwiegend von der endogenen NO-Synthese abhangig, sondern sie wird
durch eine Reihe von eNOS-unabhangigen Faktoren, wie zum Beispiel die
Speichelbildung, der Nitratbildung der Darmbakterien, der Aufnahme der
Stickoxide aus der Umgebungsluft und der Nahrungsaufnahme beeinflusst®®. Die
Aussagekraft wird zusatzlich dadurch eingeschrankt, dass Nitrat in sehr hohen
Hintergrundkonzentrationen (mikromolarer Bereich) vorliegt und ein Verteilungs-
volumen einnimmt, welches ca. funfmal groRer als das Plasmavolumen ist und
damit dem Extrazelluldrvolumen entspricht'"’. Daher ist die exakte Bestimmung
von Anderungen, welche auf die endogene NO-Bildung (nanomolarer Bereich)
zurtckzuflhren sind, nur eingeschrankt maoglich.
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Zusammenfassend ergibt sich hieraus die Schlussfolgerung, dass auch Nitrat
als biochemischer Marker einer endothelialen Dysfunktion nicht geeignet ist.
In verschiedenen Untersuchungen konnte (bereinstimmend gezeigt werden,

dass Nitrit die eNOS-Aktivitat reprasentiert?’2%118:119,

Durch die pharma-
kologische Stimulation der eNOS mittels Acetylcholin, stieg der Nitritspiegel im
Plasma signifikant an, wohingegen die Nitritspiegel nach Gabe von Papaverin,
einem Endothel-unabhangigen Vasodilatator, unverandert blieben. Dieser
Aspekt wurde ebenfalls von anderen Untersuchungen bestatigt, welche belegen,
dass annahrend 70-90% des im Plasma zirkulierenden Nitrit der eNOS-Aktivitat
sowohl im menschlichen als auch im Plasma verschiedener Saugetiere ent-
stammt*®%°. Aufbauend auf diese Untersuchungen wurde in Vorarbeiten dieser
Arbeit festgestellt, dass die Nitrit-Reserve die scherkraftinduzierte Steigerung
der eNOS-Aktivitat widerspiegelt. In der vorliegenden Untersuchung wurde die
Nitrit-Reserve im Plasma nach fahrradergometrischer Belastung bestimmt. Hier
zeigte sich eine Abnahme der Nitrit-Reserve in dem alten Kollektiv im Vergleich
zu dem jungen Kollektiv.

Ahnliche Versuche wie in der vorliegenden Arbeit wurden von Allen et al.'®
durchgefiuhrt. Bei diesen Versuchen wurde die Belastung mittels eines Lauf-
bands durchgefihrt und auch hier wurde die Intensitdt der Belastung stufen-
weise gesteigert. Anders als bei den vorliegenden Untersuchungen wurde hier
die NOx Konzentration, die Gesamtheit des im Plasma zirkulierenden Nitrit und
Nitrat, von gesunden Probanden und solchen mit kardiovaskularen Risiko-
faktoren bestimmt, da sie davon ausgehen, dass die Nitritkonzentration in der
klinischen Routine schwierig zu bestimmen ist, da es schon wahrend der
Lagerung zu einer Oxidation von Nitrit zu Nitrat kommt. Im Vergleich zu dem
gesunden Kontrollkollektiv waren die NOx Anstiege bei Personen mit
kardiovaskularen Erkrankungen signifikant geringer. Kritisch anzumerken sind
hier die oben aufgefihrten Griinde warum die Nitratkonzentration nicht die
endogene NO-Synthese widerspiegelt. Daraus folgend ist durch die Bestimmung
der zirkulierenden Nitrat- und NOx-Konzentrationen im Vergleich zu Nitrit eine

sensitive Bestimmung der eNOS-Aktivitat nicht moglich.
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4.4. Kilinische Bedeutung und Ausblick

Erst in den letzten Jahren konnte in verschiedenen Untersuchungen gezeigt
werden, dass ein Zusammenhang der endothelialen Dysfunktion und der
Entstehung einer manifesten Arteriosklerose besteht, welche zu kardio-

91112 Heitzer et al.'”?' zeigten, dass

vaskularen Ereignissen flhren kann
Personen, die eine eingeschrankte Endothel-abhangige Dilatation der Wider-
standsgefalle des Unterarms aufweisen, ein erhohtes Risiko haben, ein
kardiales Ereignis zu erleiden.

In der vorliegenden Arbeit wurde das Lebensalter als Risikofaktor betrachtet,
welches als einer der bedeutendsten Risikofaktoren fir die Entstehung der
Arteriosklerose angesehen wird*®. Daher muss der individuellen Risiko-
stratifizierung der endothelialen Dysfunktion groRBe Bedeutung geschenkt
werden, zumal einige Untersuchungen davon ausgehen, dass diese zumindest
in Teilen riickfilhrbar sein kann'?'?%. So konnte gezeigt werden, dass korper-
liches Training zu einer Steigerung der FMD fiihrt*¥*5'2 Auch die
therapeutische Gabe von Vitamin C zielt darauf ab, die Bioverfligbarkeit von NO
zu erhdhen'. Diese Befunde sprechen dafiir, dass die endotheliale Dysfunktion
ein kausales Bindeglied und somit eine ZielgréRe in der Prophylaxe und
Therapie der Arteriosklerose darstellt®'?°.

Daher wurden in der vorliegenden Arbeit drei unterschiedliche Kenngréfien
betrachtet, welche sich mit zunehmendem Alter verandern und eine umfassende
Charakterisierung der endothelialen Dysfunktion bieten. Kritisch anzumerken ist
die unterschiedliche Anzahl der Probanden in den einzelnen Lebensdekaden.
Allerdings war es Ziel der Arbeit festzustellen, ob eine Veranderung der
Endothelfunktion im Alter vorliegt. Weiterfihrend mussten Untersuchungen
durchgefihrt werden, welche die Veranderungen der Endothelfunktion im Alter
an einem gréReren Kollektiv mit gleicher Anzahl der Probanden in den jeweiligen
Lebensdekaden aufzeigen. Diese drei beschriebenen Kenngrélien bieten
moglicherweise einen Ansatz, welcher es mdglich macht altere Patienten
prophylaktisch zu untersuchen und eine eventuell diagnostizierte endotheliale
Dysfunktion friihzeitig zu therapieren und Folgen zu vermeiden.

Sowohl die Messung der FMD, als funktionelle KenngréRe, als auch die

Messung der [IMT, als strukturelle KenngrofRe, sind nicht-invasive
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Untersuchungsmethoden, welche bereits etabliert sind und somit in der Klinik
eingesetzt werden koénnten.

Ebenso konnte die Bestimmung der Nitrit-Reserve, als biochemische KenngrélRe
gut in der klinischen Routine- oder Vorsorgeuntersuchung eingesetzt werden.
Da die Fahrradergometrie in den Kliniken verfiigbar ist, ware neben einem
Belastungs-EKG eine zusatzliche Blutentnahme erforderlich, um die Nitrit-
konzentrationen bestimmen zu kénnen.

Vor dem Einsatz in die klinische Routine miuissten diese Untersuchungs-
methoden noch weiter modifiziert werden, damit es sich um eine kostenglinstige
Methode mit einer leichten Handhabung handelt.

Des Weiteren miissten vor dem Einsatz in die klinische Routine physiologische
und weitere methodische Einflussfaktoren und Normalwerte in einem gréeren
Kollektiv identifiziert werden. Auch die prognostische Wertigkeit miisste noch in

Langsschnittuntersuchungen nachgewiesen werden.

57



5. Zusammenfassung

Die endotheliale Dysfunktion, mit einer verminderten NO-Bioverfigbarkeit, spielt
eine zentrale Rolle in der Pathogenese der Arteriosklerose. Das Lebensalter
wird hierbei als einer der bedeutendsten Risikofaktoren angesehen.

In der vorliegenden Arbeit wurde daher die Hypothese untersucht, dass
funktionelle, strukturelle und biochemische Kenngréfien der Endothelfunktion im
Alter verandert sind.

Hierzu wurden 31 junge, gesunde Probanden im Alter von 19 bis 28 Jahren und
29 alte, gesunde Probanden im Alter von 35 bis 74 Jahren untersucht. Als
funktionelle Kenngrélke der Endothelfunktion wurde die Fluss-vermittelte
Dilatation der Arteria brachialis mittels des etablierten, nicht-invasiven
Verfahrens (FMD-Messung) bestimmt. Als strukturelle Kenngrofe wurde die
Intima-Media-Dicke (IMT-Messung) der Arteria brachialis ebenfalls mittels
Ultraschall bestimmt. Die Nitrit-Reserve im Plasma wahrend der fahrrad-
ergometrischen Belastung wurde als biochemische Kenngrée ermittelt.

Es zeigte sich im Alter eine Abnahme der FMD (7,9+0,4% vs. 5,1+0,3%;p<0,05),
eine Zunahme der IMT (0,34+0mm vs. 0,381£0,01mm;p<0,05) und eine Abnahme
der Nitrit-Reserve wahrend der fahrradergometrischen Belastung (58+11,2% vs.
15,1£5,6% funf Minuten nach Beendigung der Belastung;p<0,05). Des Weiteren
zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Lebensalter und
einer eingeschrankten FMD (n=48;r=-0,54;p<0,0001), einer zunehmenden IMT
(n=53;r=0,48;p<0,0001) und einer Abnahme der Nitrit-Reserve (n=53;r=-
0,52;p<0,001). Weiterhin zeigten die funktionellen und strukturellen
Veranderungen der Endothelfunktion eine enge Korrelation zueinander (n=43;r=-
0,55;p<0,001). Dagegen spiegelte die biochemische KenngréRe die funktionelle
(n=44;r=0,25;p<0,05) und strukturelle (n=45;r=-0,17;p<0,05) Veranderung nur
bedingt wider.

Zusammenfassend ist es moglich altersabhangig funktionelle, strukturelle und
biochemische Veranderungen der Endothelfunktion mit Hilfe nicht-invasiver
Untersuchungen sensitiv nachzuweisen. Dies erlaubt eine friihzeitige Erfassung
von komplexen Veranderungen der Gefal¥funktion. Eine mdgliche Bedeutung in
der Diagnostik und Therapiekontrolle einer endothelialen Dysfunktion im

klinischen Alltag muss zukinftig in umfangreichen Studien untersucht werden.
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