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MALTE KELM, MIRIAM CORTESE-KROTT, ULRIKE
HENDGEN-COTTA und PATRICK HORN

Stickstoffmonoxid und Nitrit als Mediatoren
im kardiovaskuliren System:
Synthesewege, Speicherformen und Wirkmechanismen

Einleitung

Stickstoffmonoxid (NO") ist ein zentraler Mediator in vielen unterschiedlichen biologi-
schen Prozessen. Als intrazelluldrer und extrazelluldrer Botenstoff ist NO™ nicht nur an
physiologischen Regulationsmechanismen im Herz-Kreislauf-System, sondern auch im
Zentralnervensystem, im peripheren Nervensystem und im Immunsystem beteiligt.! Im
Zentralnervensystem dient NO™ als Neurotransmitter und ist unter anderem an der Ver-
mittlung von Schmerzreizen beteiligt. Im peripheren Nervensystem wirkt NO™ an der Si-
gnaliibertragung in Teilen des Gastrointestinaltraktes, der Atemwege und des Urogeni-
taltraktes mit. NO" ist an der Modulation der spezifischen und unspezifischen Immunab-
wehr beteiligt und spielt eine Rolle in der Pathophysiologie der Sepsis.> Das Gros der
physiologischen Effekte von NO* wird durch die Reaktion mit der Himgruppe der 16s-
lichen Guanylatzyklase mediiert, was in einem Anstieg der cGMP-Konzentration resul-
tiert.> Zyklisches GMP greift in unterschiedliche physiologische Prozesse ein und spielt
unter anderem eine wichtige Rolle in der Relaxation glatter Muskelzellen.* Ferner reguliert
NO' durch Inhibition der Zytochrom-c-Oxidase die mitochondriale Respirationskette> und
kann Einfluss nehmen auf die mitochondriale Generierung von H0,.° Bereits eine nano-
molare Konzentration ist ausreichend, um mit Disauerstoff (O2) um die Bindungsstelle
zu konkurrieren und dadurch die Apoptose iiber den mitochondrialen Weg zu initiieren.’
NO' entsteht substratspezifisch bei der von NO-Synthasen (NOS) katalysierten Umset-
zung von L-Arginin unter Verbrauch von O, zu L-Citrullin.® Zur Familie der NOS geho-
ren zwei konstitutiv exprimierte Enzyme, NOS-1, auch neuronale NOS (nNOS) genannt,
und NOS-3 (endotheliale NOS — eNOS) sowie die induzierbare NO-Synthase (NOS-2
oder iNOS). Unter physiologischen Bedingungen wird NO" im vaskuldren System primér
von der eNOS in Endothelzellen gebildet.’ Durch kontinuierliche Freisetzung von NO" aus

Vgl. Moncada und Higgs (1993).
Vgl. Moncada und Higgs (1993).
Vgl. Waldman und Murad (1988).
Vgl. Gold (1990).

Vgl. Cleeter et al. (1994).

Vgl. Brookes et al. (2000).

Vgl. Beltran et al. (2000).

Vgl. Palmer et al. (1988).

Vgl. Moncada und Higgs (1993).
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50 Malte Kelm, Miriam Cortese-Krott, Ulrike Hendgen-Cotta und Patrick Horn

der GefdlBwand spielt NO" eine direkte Rolle bei der Aufrechterhaltung der vaskuldren Ho-
moostase.'? So moduliert NO* verschiedene Funktionen in der luminalen und abluminalen
GefidBwand. Es senkt in den Leitungsarterien vom muskuldren Typ und in den prikapilld-
ren Widerstandsgefden den GefdB3tonus und tiber diesen Mechanismus den Blutdruck. In
Blutzellen sind verschiedene durch NO' mediierte Funktionen beschrieben: Es erhoht die
Verformbarkeit der Erythrozyten, inhibiert die Thrombozyten-Aggregation und verhindert
dadurch eine intravasale Gerinnung. Des Weiteren hemmt NO" die Adhision von Mono-
zyten, neutrophilen Granulozyten und Thrombozyten an die Gefdlwand, was infiltrative
entziindliche Prozesse der Gefiwand unterdriickt.!! Ein antiarteriosklerotischer Effekt
ist in der Inhibition der Lipidperoxidation respektive der Mitogenese und Proliferation der
vaskulédren glatten Muskelzellen begriindet.

Entsprechend der wichtigen Rolle von NO" im kardiovaskulidren System gehen viele Er-
krankungen mit Anderungen des Stickstoffmonoxidhaushaltes einher. Einen Zusammen-
hang mit koronarer Herzkrankheit und Diabetes konnte unter anderem unsere Arbeits-
gruppe aufzeigen. Angaben iiber Korrelationen mit Erkrankungen wie dem kardiogenen
Schock oder der Sepsis, die ebenfalls mit kardiovaskuldren Dysfunktionen assoziiert sind,
fehlen aber.

Methodenentwicklung

Aufgrund seines schnellen Metabolismus kann der NO'-Gehalt indirekt tiber seine Oxida-
tionsprodukte, Nitrit und Nitrat, gemessen werden. Durch die Entwicklung neuer sensiti-
ver und spezifischer biochemischer Analyseverfahren und hochauflosender In-vivo-Assays
zur Bestimmung der GefidB3funktion gelang uns eine umfassende Charakterisierung der we-
sentlichen Komponenten des zirkulierenden NO'-Pools. Hierbei handelt es sich um oxida-
tive und nitrosative Intermediate des NO'-Stoffwechsels im Plasma, in Erythrozyten und
im Gewebe. Zunichst wurde eine Flussinjektionsanalytik entwickelt, die eine reproduzier-
bare, sensitive und spezifische Bestimmung der oxidativen Produkte (Nitrit und Nitrat) des
NO'-Stoffwechsels im Plasma bis in den niedrig-nanomolaren Bereich erlaubt.'> Durch
die Entwicklung und Validierung gruppenspezifischer Reagenzien (NEM, EDTA, HgCls,
Sulfanilamid) in Kombination mit reduktiver und nichtreduktiver Gasphasenchemilumi-
neszenz (Abb. 1) gelang die Charakterisierung des nitrosativen Metabolismus von NO™ im
Plasma und in Erythrozyten aus menschlichen Blutproben.'? Parallel zu diesen protein-
biochemisch analytischen Arbeiten wurden In-vivo-Assays entwickelt, die eine sensitive,
pulssynchrone In-vivo-Erfassung von minimalen Tonusénderungen arterieller Leitungsge-
fille am Menschen mit einer minimalen Auflosung bis in einen Bereich von 20 Mikrometer
(um) erlauben'* und zudem die Untersuchung von Interaktionen zwischen der Makro- und
Mikrostrombahn hinsichtlich der flussmediierten Dilatation (FMD) durch zeitgleiche An-
wendung der Venenverschlussplethysmografie ermdglichen. !’

10'vgl. Moncada und Higgs (1993).

11'ygl. Nathan (2002).

12 vgl. Kleinbongard et al. (2002).

13 Vgl. Feelisch er al. (2002) sowie Rassaf er al. (2003).
14 Vgl. Rassaf ef al. (2002).

15 vgl. Lauer er al. (2005).
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Barometer NO' Chemilumineszenz Analysator

Wasser 4°C

Wasser
60°/37°C

Oxidations-/
Reduktionsmittel

Probenaufgabe
Trigergas Datenaufzeichnung

Abb. 1: Schematischer Aufbau der Apparatur zur Detektion der Chemilumineszenz

Hamatogene NO -Synthese (I): Nitritreduktion als NO -Quelle

Nitrit ist ein anorganisches Anion, das im Blut und Gewebe durch Oxidation von NO
unter aeroben Bedingungen'® sowie bei Nitrosierungsreaktionen produziert wird:

2 NO + 02 — 2 N02

2NO + 2 °'NOy — 2 N203

2N203 + 2H,O0 — 4H'T+4NO;

NQOg + RyNH — RQN—NO + NOZ_ +H*

Ferner wird es durch die Aufnahme von Nitrit und Nitrat in Nahrung akkumuliert;!’
dabei wird ein Teil des zugefiihrten Nitrats von Bakterien im Speichel zu Nitrit reduziert.'$
Die Konzentration im Plasma betrégt 0,3 bis 1,0 pM19 und im Gewebe 450 nM bis 22,5
]JM.ZO

Lange Zeit ging man davon aus, zelluldres Nitrit sei ein inertes Oxidationsprodukt von
NO'. Neue Erkenntnisse belegen jedoch, dass Nitrit entlang eines physiologischen Os-
Gradienten in vivo zu NO" reduziert wird und somit einen potenziellen NO'-Speicherpool
darstellt. Das bedeutet, dass die NO'-Wirkung durch Speicherformen®!' auch systemisch,
bildungsortfern, also endokrin, vermittelt werden kann.

Fiir die Umwandlung von Nitrit zu NO" sind verschiedene Mechanismen beschrieben:
die azidische Disproportionierung,??> die enzymatische Umwandlung durch die Xanthin-

16 vg]. Kelm (1999).

17 Vel. Ysart et al. (1999).

18 vgl. Spiegelhalder et al. (1976)sowie Tannenbaum et al. (1976).
19Vel. Grau et al. (2007) sowie Rassaf et al. (2003).

20'vgl. Bryan et al. (2004) sowie Rodriguez et al. (2003).

21 Vgl. Gladwin et al. (2003) sowie Jia et al. (1996).

22 Vgl. Zweier et al. (1995).
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oxidoreduktase?® und Zytochrom-c-Oxidase?* sowie die Reduktion durch desoxygeniertes
Himoglobin:?>

NO,~ + HbFe()+2H* — NO + HbFe(lll) + H,O.

Eine nichtenzymatische NO'-Bildung aus Nitrit in vivo wurde am Modell des Unter-
armes unter Verwendung von physiologischen Nitritkonzentrationen untersucht. In den
physiologischen Konzentrationen ist Nitrit nicht vasoaktiv.?® Jedoch konnte in Uberein-
stimmung mit den Befunden der Arbeitsgruppe von Dr. Mark Gladwin (NIH, Washing-
ton) im supraphysiologischen Dosisbereich (40 umol/min) nach durchschnittlich 90 Se-
kunden eine Vasodilatation ausgelost werden. Bei niedrigeren Dosen (40 nmol/min bis
400 nmol/min iiber fiinf Minuten), die den endogenen Plasmaspiegel an Nitrit lediglich
verdoppeln bezichungsweise vervierfachen, war hingegen keine Anderung des Unteram-
blutflusses zu beobachten.”’ Derzeit arbeiten wir an dem Nachweis, dass der endogene
plasmatische NO'-Pool sowohl durch eine systemische NOS-Inhibition (als negative Kon-
trolle) als auch durch Substratgabe manipulierbar ist.

Hiamatogene NO'-Synthese (II):
Nachweis einer NO-Synthase in Erythrozyten

Neben Endothelzellen exprimieren auch Erythrozyten eine aktive NOS. Durch die Ver-
wendung von immunzytochemischen Verfahren und konfokaler Mikroskopie respektive
Immunogoldmarkierung an Ultradiinnschnitten konnte eine eNOS-Isoform als zytosol-
und membranstindig lokalisiert werden (Abb. 2).

Der Nachweis einer funktionellen Aktivitit dieser erythrozytiren NOS konnte in huma-
nen und murinen (Wildtyp-)Erythrozyten, nicht jedoch in aus eNOS-defizienten Miusen
gewonnenen Erythrozyten gefiihrt werden.”® Die NO'-Synthese in Erythrozyten ist ste-
reospezifisch stimulierbar, NOS-spezifisch inhibierbar, isoformspezifisch und kofaktoren-
abhingig.?’ Posttranslationale und posttranskriptionelle von der eNOS bekannte Regulati-
onswege wurden bisher nicht untersucht.

NO' beeinflusst die Membranfluiditit und Verformbarkeit des Erythrozyten als wesent-
liche Voraussetzung fiir dessen erfolgreiche Passage der Mikrozirkulation.*® Die systemi-
sche Gabe von NOS-Inhibitoren fiihrt in polyglobulen Miusen zu einer Okklusion der ter-
minalen Arteriolen durch Erythrozyten und zum Tod aller Tiere innerhalb von Stunden.?!
Der Einfluss der erythrozytiren NOS auf die Verformbarkeit des Erythrozyten wurde in
situ am bebriiteten Hiihnerei durch Intravitalmikroskopie untersucht. In diesem Modell
konnten wir nachweisen, dass eine himatogene NO'-Synthese die Verformbarkeit und die
Flussgeschwindigkeit der Erythrozyten bestimmt. Um die Rolle der intraerythrozytiren
NO'-Synthese von der der endothelialen NO'-Synthese zu unterscheiden, haben wir ein

23 Vgl. Webb ez al. (2004).

24 Vagl. Castello et al. (2006).

25 ygl. Cosby er al. (2003) sowie Nagababu ez al. (2003).
26 Vgl. Heiss et al. (2006) sowie Rassaf et al. (2002).

27 Vgl. Gladwin er al. (2005).

28 Vgl. Kleinbongard et al. (2006).

29 vgl. Kleinbongard et al. (2006).

30 Vgl. Dejam et al. (2005).

31 ygl. Kleinbongard et al. (2006).
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A B

—
10 ym

Abb. 2: Expression von eNOS in humanen Erythrozyten (A I, Il) und in Wildtyp-Mausen (B I). eNOS-
defiziente Mause exprimieren keine eNOS (B ll). Lokalisierung von zytosol- und membran-
standiger eNOS in humanen Erythrozyten, nachgewiesen durch Immunogoldmarkierung (C).

Knochenmarktransplantations-Mausmodell etabliert. NOS-defiziente Miuse exprimieren
die NOS nur in Blutzellen nach Transplantation von Knochenmark aus Wildtypen oder —
vice versa — Wildtypen tragen NOS-defiziente Blutzellen nach Transplantation von Kno-
chenmark aus NOS-defizienten Tieren. Die himatogene NO'-Synthese in diesem Modell
wird durch Gasphasenchemilumineszenz, die rheologischen Parameter mittels Intravital-
mikroskopie und die Endothelfunktion tiber die FMD-Analyse charakterisiert.

Um die proteinbiochemische Charakterisierung der erythrozytiren NOS vorzunehmen
und weiteren Einblick in die Regulationsmechanismen der erythrozytiren NOS zu bekom-
men, isolierten wir das Enzym aus humanen Erythrozyten durch Immunprézipitation. Die
Aminosduresequenz sowie posttranslationale Modifikationen wurden durch Gelelektro-
phorese und Massenspektrometrie bestimmt. Auf der Basis der gewonnenen Erkenntnisse
sollen neue diagnostische und therapeutische Ansitze einer endothelialen Dysfunktion in
der Behandlung von Patienten mit koronarer Herzerkrankung entwickelt werden.

NO'-Bildung in Herzgewebe: Die Rolle von Myoglobin

Myoglobin gehort zu den bestuntersuchten Proteinen und ist das Hamprotein mit der
hochsten Konzentration in Skelett- und Myokardmuskelzellen. Kiirzlich konnte es aber
auch in glatter Muskulatur nachgewiesen werden. Im aktiven Herz- und Skelettmuskel
dient Myoglobin als Speicher fiir Oy. Des Weiteren haben Experimente mit myoglobinde-
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fizienten Médusen gezeigt, dass Myoglobin unter normoxischen Bedingungen ein wichtiger
Abfinger von NO' ist*? und das Myokard vor oxidativem Stress schiitzt.??

In experimentellen Untersuchungen konnte unsere Arbeitsgruppe zeigen, dass die Re-
duktion von Nitrit zu NO' nicht nur fiir die Zirkulation, sondern auch fiir das Myokard
zutrifft. Sinkt in Bereichen des Myokards die Sauerstoffkonzentration, dann zeigt desoxy-
geniertes Myoglobin eine Nitritreduktase-Aktivitit. Diese myoglobinmediierte NO'-Bil-
dung garantiert eine konstante NO'-Versorgung entlang eines groen Sauerstoffgradienten
im Myokard und beeinflusst die Herzfunktion und den Energiehaushalt der Myozyten.>*
Sie ist ein Schliisselmechanismus in der zelluldren Hibernation und wirkt zytoprotektiv im
Stadium der Hypoxie® (Abb. 3).

In weiterfiihrenden experimentellen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass im
Rahmen eines myokardialen Ischamie/Reperfusionsschadens die exogene Applikation von
Nitrit zytoprotektiv wirkt’® und desoxygeniertes Myoglobin eine zentrale Rolle in die-
sem protektiven Mechanismus spielt’” (Abb. 3). Durch den Vergleich von Myoglobin-
Wildtyp- mit myoglobindefizienten Miusen konnte demonstriert werden, dass Myoglobin
wihrend der Ischdmie/Reperfusion exogenes Nitrit zu NO' reduziert. In der frithen Phase
der Reperfusion kommt es durch die Reoxygenierung des Gewebes zur Bildung von reakti-
ven Sauerstoffspezies. Durch das myoglobinabhingig gebildete NO™ wird die Generierung
von reaktiven Sauerstoffspezies limitiert und damit die Proteinschddigung vermindert. In
den myoglobindefizienten Miusen steigt die Konzentration der reaktiven Sauerstoffspe-
zies und fiihrt zu einer erhohten oxidativen Inaktivierung der Akonitase. Ob Nitrit die
Produktion reaktiver Sauerstoffverbindungen verursacht oder inhibiert, ist abhingig von
der Anwesenheit von Myoglobin. Die Ergebnisse zeigen eindeutig, dass nur mit Myo-
globin assoziiertes Nitrit eine zytoprotektive Wirkung auf subzelluldrer Ebene aufweist.
Ein Einfluss dieses myoglobinvermittelten protektiven Effektes von Nitrit konnte sowohl
fiir die Himodynamik als auch fiir die myokardiale InfarktgroB3e nachgewiesen werden.
In Myoglobin-Wildtyp-Maiusen fiihrt die Infusion von Nitrit zu einer Verbesserung der
Wiedererlangung der myokardialen Pumpfunktion sowie zu einer Reduktion des myokar-
dialen Infarktes um 61 Prozent. Hingegen hat Nitrit in myoglobindefizienten Méusen keine
protektive Wirkung.?

Ziel des derzeitigen Forschungsvorhabens zur Entwicklung neuer Strategien in der The-
rapie des akuten Myokardinfarktes ist die Identifizierung und Modifikation spezifischer
zelluldrer Targets, durch die myokardiale Gewebsschidden reduziert beziehungsweise ver-
hindert werden sollen.

32 vgl. Flogel er al. (2001).

33 Vgl. Flogel et al. (2004).

34 Vgl. Shiva er al. (2007) sowie Rassaf ef al. (2007).

35 Vgl. Rassaf et al. (2007).

36 Vgl. Webb ez al. (2004), Hendgen-Cotta ef al. (2008) sowie Duranski et al. (2005).
37 vgl. Hendgen-Cotta et al. (2008).

38 Vgl. Hendgen-Cotta er al. (2008).
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IIschémie-Reperfusion

Kontrolle Nitrit

Myokardialer l IlR-Schadenl

Sauerstoffverbrauch Proteinschiadigung l

Koronarer Blutfluss l
Reaktive
Herzkontraktilitéat l Sauerstoffspezies l

Abb. 3: Einfluss der Nitritreduktase-Aktivitat von desoxygeniertem Myoglobin unter hypoxischen Be-
dingungen und wahrend der Ischamie/Reperfusion; aus Hendgen-Cotta et al. (submitted)

Die Rolle von iNOS, nNOS und eNOS
im Kklinisch relevanten Sepsismodell

Die massive Freisetzung von NO", die in experimentell induzierter und klinischer Sep-
sis nachgewiesen werden konnte,?® spielt eine zentrale pathophysiologische Rolle in der
Sepsis. Folgen der erhohten NO'-Produktion sind eine systemische Vasodilatation mit Ab-
nahme des systemischen Widerstandes, eine Downregulation der Adrenorezeptoren an den
Zellmembranen glatter Muskelzellen und eine Unterdriickung der biologischen Aktivitit
von Katecholaminen.** Hohe NO'-Dosen fiihren zudem zu einer direkten Beeintrichti-
gung der kardialen Funktion mit Abnahme der Kontraktilitit*' und sind mitverantwortlich
fiir die Ausbildung der so genannten septischen Kardiomyopathie.*?

Unter den verschiedenen Isoformen der NOS wird in der Sepsis insbesondere die iNOS
als leistungsstarkes NO" produzierendes Enzym diskutiert. Unter anderem Entero- und En-
dotoxine sowie proinflammatorische Zytokine fordern die Expression der iNOS in Endo-
thelzellen, glatten GefdBmuskelzellen, Zellen des Endokards und Makrophagen. Als in-
novativer Therapieansatz fiihrte jedoch die Inhibition der iNOS in experimentellen Sep-

3 Vgl. Nava et al. (1991).
40 Vgl. Tsuneyoshi et al. (1996).
41 ygl. Kelly et al. (1996).
42 Vgl. Merx und Weber (2007).
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sismodellen zu widerspriichlichen Ergebnissen.* Die Rolle der konstitutiven NOS in der
Sepsis, eNOS und nNOS, die insbesondere fiir die physiologische NO'-Produktion verant-
wortlich sind, wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Einerseits hatten eNOS {iiberex-
primierende transgene Miuse eine verbesserte linksventrikuldre Funktion und eine bessere
Uberlebensprognose.** Andererseits wiesen eNOS-Knockout-Miuse nach LPS-Gabe ein
stabileres hamodynamisches Profil auf mit dem Resultat einer verbesserten Prognose der
Versuchstiere.* Die pharmakologische Inhibition der nNOS fiihrte zu einer verbesserten
Reaktion der Arteriolen auf Acetylcholin im Muskel septischer Ratten.*® In einem Entziin-
dungsmodell der Lunge bei Schafen hatte die Inhibition der nNOS eine Verbesserung des
pulmonalen Gasaustausches und einen verminderten Anstieg der Plasma-NO,.-Spiegel zur
Folge. Sears et al. zeigten, dass die Inhibition der nNOS assoziiert war mit einer Zunahme
des intrazellulldren Calciums in Kardiomyozyten und demzufolge mit einem positiv-in-
otropen Effekt.*” Welchen Einfluss die Inhibition der nNOS und eNOS auf den Verlauf
der Sepsis und insbesondere die Ausprigung der septischen Kardiomyopathie in einem
klinisch relevanten Sepsismodell hat, ist bislang nicht untersucht worden.

Da das Vorliegen einer kardiovaskuldren Dysfunktion bei septischen Patienten assozi-
iert ist mit einer signifikanten Erhohung der Mortalitit, ist es das Ziel des gegenwiértigen
Forschungsprojektes, den Einfluss der NOS-Isoformen (eNOS, iNOS und nNOS) auf kar-
diale Funktionsparameter und NO'-Produktionsraten im klinisch relevanten Sepsismodell
(Coecum-Ligatur und Punktion — CLP) der Maus zu kléren.

Endotheliale Progenitorzellen

Neueste Erkenntnisse deuten darauf hin, dass Subpopulationen himatopoetischer Stamm-
zellen an der postnatalen Neovasculogenese beteiligt sind und auch das Fortschreiten einer
Atherosklerose beeinflussen. Eine dieser Subpopulationen sind die im periphiren Blut zir-
kulierenden endothelialen Progenitorzellen (endothelial progenitor cells — EPC). Thnen
wird eine Beteiligung an der Regeneration des verletzten Endothels in atherosklerotischen
Lisionen und an der Endothelneubildung bei der Neovaskulogenese zugeschrieben.*® Bei
der Rekrutierung von EPC nach GefiBverletzung spielt NO" eine grofe Rolle.** Uber den
Einfluss von NO'-Metaboliten, insbesondere seines Hauptoxidationsproduktes Nitrit, ist
bisher nichts bekannt.

Unsere Forschung umfasst die Untersuchung der Wirkung von Nitrit auf EPC sowohl
in vitro als auch in vivo. Dies beinhaltet die Isolierung von EPC aus humanem peripha-
rem Blut, ihre Kultivierung und Charakterisierung sowie funktionale Untersuchungen. Im
Tiermodell soll die Revaskularisierungskapazitit ischdmischen Gewebes nach oraler Ni-
trit- und Nitratgabe untersucht werden. Dazu wird bei NMRI-Wildtyp-Méusen durch die
hindlimb-Operation eine Hinterlaufsischdmie der unteren Extremititen simuliert.

43 Vgl. Cobb et al. (1999).

4 Vgl. Jones et al. (2003).

45 Vgl. Connelly et al. (2005).
46 Vel. Lidington et al. (2007).
47 Vgl. Sears et al. (2003).

48 Vgl. Asahara ef al. (1997).
49 Vgl. Ozuyaman et al. (2005).
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Erndhrung und kardiovaskuléire Erkrankungen

Die Ernéhrung stellt einen der wichtigsten modifizierbaren Lifestylefaktoren dar, der die
kardiovaskuldre Gesundheit entscheidend beeinflusst. Epidemiologische Studien legen
nahe, dass obst- und gemiisereiche Erndhrung einen positiven Einfluss auf die kardio-
vaskuldre Mortalitidt und Morbiditit hat. Wein aus Trauben, griiner Tee und Kakao weisen
besonders hohe Konzentrationen an Flavanolen auf.>® Die Flavanole gehoren zu den Poly-
phenolen, bei denen in epidemiologischen Studien kardioprotektive Wirkungen aufgezeigt
werden konnten.

Interventionsstudien haben gezeigt, dass Flavanole einen positiven Einfluss auf Endo-
thelfunktion, Blutdruck und Zuckerstoffwechsel sowie einen inhibitorischen Einfluss auf
die Plattchenaggregation haben. Dariiber hinaus konnten wir fiir Patienten mit Diabetes
mellitus und endothelialer Dysfunktion nach Zufuhr von Kakaoflavanolen eine Verbesse-
rung der vaskulidren Funktion nachweisen.’! Schliisselmechanismen, die die regenerati-
ven Gefiallprozesse entscheidend regulieren, wie der NO'-Stoffwechselweg, die NADPH-
Oxidase und das Angiotensinkonversionsenzym, scheinen durch Flavanole moduliert zu
werden. Ob Flavanole die zelluldren Mechanismen regulieren, die zu einer Rekonstitution
der GefidBfunktion fithren und auch Angiogenese modulieren, ist bislang unklar. Deshalb
ist es das Ziel der gegenwirtigen Forschungsprojekte, den Einfluss von Nahrungsflavano-
len auf zelluldre Wirkmechanismen der Endothelregeneration und Angiogenese in einem
translationalen systembiologischen Ansatz zu charakterisieren.

Vaskuliire Kalzifizierung

Kardiovaskuldre Kalzifizierung ist sowohl ein Risikofaktor als auch ein Marker fiir Herz-
Kreislauf-Erkrankungen und fiihrt ferner zu einer erhohten GefaBrigiditit, was sich in
erhohter Blutdruckamplitude, beschleunigter Pulswellengeschwindigkeit, linksventriku-
larer Hypertrophie und verminderter Koronarperfusion widerspiegelt. Krankheitsbilder,
die mit einer erhohten kardiovaskuldren Mortalitédt einhergehen, wie zum Beispiel die
Niereninsuffizienz, weisen zum einen eine beschleunigte, inflammatorisch bedingte In-
timaverkalkung sowie zum anderen eine ausgeprigte Mediaverkalkung auf, die eine her-
abgesetzte Compliance der Leitungsgefifie bedingt. In den letzten Jahren wurde in der
Forschung iiber vaskuldre Kalzifizierung viel Wert auf die Tatsache gelegt, dass die Kalzi-
fizierung nicht nur Folge einer passiven, chemischen Prizipitation ist, sondern vielmehr
ein biologisch aktiv regulierter Prozess. Vor diesem Hintergrund befasst sich die Arbeits-
gruppe schwerpunktmifig mit dem Ungleichgewicht zwischen kalzifizierungsférdernden
und -hemmenden Faktoren. Insbesondere durch Studien zu den beiden zentralen Kalzifi-
zierungsinhibitoren Fetuin-A und dem lokal in der GefdBwand aktiven Matrix-Gla-Protein
(MPG) konnte die bedeutsame Rolle in der Hemmung der extraossédren Kalzifizierung be-
legt werden. Hierzu wurden sowohl Ex-vivo-Studien und Versuche an transgenen Maus-
modellen als auch humane Querschnittsuntersuchungen bis hin zu ersten Interventions-
studien durchgefiihrt. Einen weiteren Schwerpunkt stellt die Etablierung von Methoden
zur Risikostratifizierung von Patienten mit Niereninsuffizienz und kardiovaskulidren Er-
krankungen dar. Neben dem Goldstandart zur Detektion vaskuldrer Kalzifizierung, der

50 Vgl. Heiss et al. (2003) sowie Heiss et al. (2007).
51 Vgl. Heiss et al. (2005).
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postmortalen histologischen Aufarbeitung der Geféfle, haben sich seit den 1970er Jah-
ren zahlreiche Methoden zur intravitalen Kalkdetektion etabliert. Innovative Verfahren zur
sensitiven Quantifizierung und zeitgleichen exakten rdumlichen Auflosung der Kalzifi-
zierung umfassen den intravaskuldren Ultraschall (IVUS) sowie die optische Kohdrenz-
tomografie (OCT). Fiir beide Methoden stehen am Universitétsklinikum Diusseldorf die
infrastrukturellen Bedingungen sowie die personelle Expertise zur Verfiigung.

NRW Herzklappen-Initiative

Die Zahl degenerativer Herzerkrankungen, unter anderem der Aortenklappe, steigt in der
alternden Bevolkerung rasant. Viele dieser Patienten sind aufgrund ihrer Begleiterkran-
kungen mit den klassischen Verfahren nicht mehr operabel. Die einzige fiir diese so ge-
nannten ,,No-option-Patienten” momentan zur Verfiigung stehende Therapie besteht aus
dem Einsetzen einer perkutan implantierbaren Klappe aus biologischem Gewebe. Diese
Klappen besitzen jedoch einige elementare Limitierungen. So konnen sie nicht oder nur
unzureichend auf ausreichend kleine Durchmesser gefaltet werden. Zusitzlich besteht die
Gefahr von Dislokationen und paravalvulédrer Leckage. Die Langzeitstabilitdt ist wie bei
allen Bioprothesen auch hier nur bedingt ausreichend. Der Fokus des beantragten Projek-
tes liegt daher auf drei Aspekten der medizintechnischen Entwicklung minimalinvasiver
Therapieverfahren des Klappenersatzes: (1.) perkutan transluminal implantierbare Aor-
tenklappenprothesen aus Polyurethan, (2.) spezifische Apparatetechnik fiir die Fusions-
bildgebung sowie (3.) Monitoringsysteme und die Entwicklung addquater Strategien zur
Applikationstechnik der Prothesen. Die international ausgewiesene Expertise von zwei
akademischen Partnern der Universititen Diisseldorf und Aachen, einem grofindustriel-
len Partner und fiinf nordrhein-westfilischen kleinen und mittleren Unternehmen (KMU)
in Kombination mit einzigartigen Innovationen in Anlagentechnik, Monitoringsystemen
und Klappenprothesen kann den Wirtschaftsstandort Nordrhein-Westfalen in dem sozio-
okonomisch wichtigen Segment der kardiovaskuldren Medizintechnik im neuen Feld der
interventionellen Klappentherapie in Marktfiihrerschaft bringen und fiir nachhaltig mehr
Wachstum und Beschiftigung in diesem bedeutenden Zukunftsmarkt sorgen.
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