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il Kurzfassung

Kinetische Charakterisierung der mittels Laser-Doppler-Flowmetrie erfassten post-
okklusiven reaktiven Hyperimie-Reaktion

Kardiovaskuldre Erkrankungen sind weltweit die hdufigste Todesursache. Zur Pravention sind
effiziente Diagnoseverfahren vonnéten, die einfach, nichtinvasiv und kostengiinstig eine
reliable Quantifizierung des kardiovaskuldren Risikos ermoglichen, um therapeutische
Interventionen frithzeitig in Gang zu setzen. Als etablierter Marker gilt die endotheliale
Dysfunktion (EDF), die durch eine mangelnde vasodilatatorische Gefafireaktion auf einen
Flussanstieg mittels bildgebendem Ultraschall erfasst wird (flow mediated dilatation — FMD).
Verantwortlich fiir die Vasodilatation gilt das vom Endothel freigesetzte Stickoxid (NO).

Wir haben in einer vorausgegangenen ,,Feasibility-Study* festgestellt, dass die postokklusive
reaktive Hyperdmie, erfasst iiber Laser-Doppler-Flowmetrie an der Haut (PORH/LDF), die
die metabolisch-autoregulatorischen Eigenschaften der Mikrozirkulation erfasst, ein einfaches
und kostengiinstiges diagnostisches Werkzeug darstellen kann. Zur Quantifizierung der
PORH/LDF-Reaktion wird dabei die Modellierung der Reaktionskinetik {iiber ein
Zweikompartment-Modell und eine nachfolgende Parameter-Identifikation herangezogen.

Um diese Methode detailliert zu evaluieren und um die Frage abzukldren, ob die
Bioverfiigbarkeit von NO die PORH/LDF-Reaktion beeinflusst, wurde eine Studie mit dem
Ziel durchgefiihrt, die NO-Bioverfiigbarkeit durch orale Gabe von Glyceroltrinitrat (NTG) zu
modifizieren.

Zu diesem Zweck wurde an einem Kollektiv von 16 gesunden Probanden beiderlei
Geschlechts die PORH/LDF am Unterarm nach 5-miniitiger suprasystolischer Stauung mittels
Blutdruckmanschette jeweils ohne und nach Gabe von NTG (0,8mg oral) erhoben. Die
Perfusionsdaten wurden mittels LDF (Periflux 5000) erfasst und abgespeichert. Aus den
entsprechenden Datensédtzen wurden nach Normierung ein Zweikompartment-Modell, dessen
Losung die ,,Bateman-Funktion® darstellt, mittels nichtlinearer Regression angepasst und die
kinetischen KenngroBen k, (Aktivierungsphase) und k. (Restitutionsphase) ermittelt.
Zusitzlich wurde die Flache unter den Reaktionskurven (AUC) berechnet.

Die Experimentalserie brachte das Ergebnis, dass unter der Gabe von NTG sowohl der
Maximalwert der Reaktion als auch die AUC signifikant erhoht waren. Die kinetischen
Parameter k, bzw. k. zeigten hingegen keine signifikanten Anderungen unter NTG. Die
Medianwerte ohne NTG betrugen fiir k, 0,4078 bzw. fiir k. 0,0223, bei Gabe von NTG lagen
die Medianwerte fiir k, bei 0,3141 bzw. fiir k. bei 0,0198 (Einheiten jeweils 1/s).

Im Rahmen der Untersuchungsserie konnte gezeigt werden, dass die PORH/LDF ein
einfaches, kostengiinstiges und reliables Verfahren zur Quantifizierung der Autoregulation
der kutanen Mikrozirkulation darstellt. Im Gegensatz zur konventionellen FMD ist fiir dieses
Verfahren auch nur ein geringer Zeitaufwand fiir die Schulung des Untersuchers notwendig.
Die Parametrisierung der Reaktion liber das Zweikompartment-Modell bzw. die AUC erwies
sich als {liberaus robust.

Allerdings wird iliber die PORH/LDF nicht die NO-abhingige Dilatation der Blutgefif3e
erfasst, sondern die autoregulatorische Kapazitit der kutanen Mikrozirkulation. Daher wurde
in unserer Untersuchung keine signifikante Beeinflussung der Reaktionskinetik durch die
NTG-Gabe gefunden. Auch zeigten Vergleiche der PORH/LDF-Kinetik mit tierexperimentell




erhobenen Kinetiken von NO in der Literatur groenordnungsméflige Unterschiede im
Zeitverhalten.

In welchem Umfang die autoregulatorische Kapazitit der kutanen Mikrozirkulation in
Analogie zur FMD als diagnostischer Marker fiir die Entwicklung einer EDF herangezogen
werden kann und inwieweit die autoregulatorische Kapazitit mit der FMD korrespondiert,
muss durch weiterflihrende Untersuchungen an unterschiedlichen Patientenkollektiven
abgeklart werden.

Schliisselworter:

Post-okklusive reaktive Hyperdmie, Laser-Doppler-Flowmetrie, Endotheliale Dysfunktion,
Kardiovaskulare Erkrankungen, Zweikompartment-Modell, Bateman-Funktion,
Glyceroltrinitrat, Stickstoffmonoxid

Abstract

Kinetic characterization of post occlusive reactive hyperemia response determined by
laser Doppler flowmeter

Cardiovascular diseases are the most dominant causes of death worldwide. To initiate
preventive therapeutic interventions in an early phase of the disease, diagnostic means which
provide simple, noninvasive and economic quantification of cardiovascular risk are a
prerequisite.

Endothelial dysfunction (EDF) is an established marker which is characterized by a lack of
vasodilatation in blood vessels in consequence to an increase in blood flow measured by
ultrasound techniques. The immediate agent for vasodilatation is nitric oxide (NO), which is
liberated from the vascular endothelium.

In a preceding feasibility study we have observed that post occlusive reactive hyperemia, a
measure of autoregulative properties of the microcirculation, assessed by a laser Doppler
flowmeter (PORH/LDF) in the skin is a simple and economic procedure. To quantify the
PORH/LDF response a modeling approach using a two-compartment-model and subsequently
an identification procedure were applied.

For a detailed evaluation of this method and for the estimation of a possible effect of
bioavailability of NO onto the PORH/LDF response, an investigation was performed, where
the NO bioavailability was modified using an orally applied dose of glyceroltrinitrate (NTG).

In a group of 16 healthy volunteers (including males and females) PORH/LDF in the forearm
was assessed after a 5 minute’s suprasystolic occlusion by a pneumatic cuff, both with and
without an oral dose of NTG (0,8 mg). Microcirculatory perfusion was measured by a laser
Doppler flowmeter (LDF, Periflux 5000) and the data were stored on a laptop computer. A
“Bateman function”, which represents the mathematical solution of the applied two-
compartment-model, was fitted to the normalized sets of data using a nonlinear regression
procedure. The parameters ka (activating phase of PORH), ke (restitutive phase) and the area
under the response curve (AUC) were calculated.

Our experiments lead to the result that with NTG both maximal amplitude and AUC increased
significantly. The kinetic parameters (k, resp. ke) showed no significant changes with NTG.
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Median values without NTG were calculated as 0,4078 for k, and 0,0223 for k.. After the
application of NTG the median values for k, were 0,3141 and for k. 0,0198 (units 1/s).

Our study demonstrated that PORH/LDF is a simple, cost effective and reliable method for
the quantification of the autoregulative capacity of the cutaneous microcirculation. In contrast
to conventional FMD the expenditure of time for investigator’s training can be markedly
reduced. The parameterization of the response using a model oriented approach resp. AUC
calculation proved to be a robust method.

However, PORH/LDF does not reflect the NO-dependent vessel vasodilatation but the
autoregulative capacity of the cutaneous microcirculation. As a consequence of that fact our
investigation showed no significant effect of NTG on the kinetics of the response.
Furthermore a comparison of PORH/LDF kinetics to NO-kinetics (animal experiments in the
literature) exhibited enormous differences in the time constants of the responses.

To answer the question to which extend the autoregulative capacity of the cutaneous
microcirculation, as a substitute for FMD, can be taken as a diagnostic marker for endothelial
dysfunction, further explorative studies in different collectives of patients have to be
performed.

Key words:

Post occlusive reactive hyperemia, laser Doppler flowmeter, endothelial dysfunction,
cardiovascular diseases, two compartment model, “Bateman-function”, glycerol trinitrate,
nitric oxid
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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Ausgangspunkt

Kardiovaskuldre Erkrankungen (CVDs) waren 2008 weltweit die Todesursache fiir 17,3
Millionen Menschen. CVDs waren fiir 31% aller todlichen Ereignisse verantwortlich und
somit die Haupttodesursache (siche Abb. 1). Dariiber hinaus sind ungefihr 80 Millionen
Menschen akut von einer kardiovaskuldren Erkrankung betroffen. Einer Schéatzung der WHO
zufolge werden im Jahre 2030 23,6 Millionen Menschen an CVDs sterben. Die Mortalitét
durch CVDs soll aulerdem aufgrund inaddquater praventiver Messverfahren weiterhin steigen
(Holowatz et al. 2008; WHO 2011). Die jahrlichen Kosten, welche EU-weit durch CVDs
entstehen, werden auf 169 Milliarden Euro geschétzt. CVDs sind also nicht nur ein klinisches,

sondern auflerdem ein 6konomisches Problem (Leal et al. 2006).

H CVDs

H Andere chronische
Erkrankungen

u Verletzungen
H Maternale, perinatale und

ernahrungsbedingte
Ursachen

Abbildung 1: Verteilung der Todesursachen im Jahre 2008 (modifiziert nach WHO 20111)

1.2. Histologischer Aufbau von Blutgefiaf3en

Das Kreislaufsystem wird gegliedert in ein Hochdrucksystem (herznahe Arterien vom
elastischen Typ und periphere Arterien vom muskuldren Typ), in ein Niederdrucksystem
(periphere Venen und groBle Venenstimme; enthélt nahezu 85% des gesamten Blutvolumens)

und in die Mikrozirkulation (terminale Strombahn bestehend aus Arteriolen, Kapillaren und




Einleitung

Venolen.) Die zelluldren Schichten, vor allem das Endothel und die glatte GefaBmuskulatur,
regulieren den Durchmesser der BlutgefiBle. Dies geschieht primér iiber die vegetative
Innervation sowie durch Freisetzung vasoaktiver Substanzen (Klinke et al. 2005).
Grundlegend bestehen Blutgefifle aus 3 Schichten, welche sich je nach Lokalisation und der
Funktion des Gefifles in dessen Zusammensetzung unterscheiden. Lediglich die terminale
Endstrombahn zeigt eine andere morphologische Zusammensetzung mit fehlender

Muskelschicht (Marieb et al. 2010). Die Schichten eines Blutgefdl3es sind wie folgt definiert:

Tunica Adventitia / Tunica Externa Besteht vorwiegend aus kollagenen Fibrillen und
AuRerste Schicht elastischen Fasern, dient als Bindeglied zum

umliegenden Gewebe

Tunica Media Besteht aus Kollagen I u lll sowie Elastin, mit
Mittlere Schicht glatten Muskelzellen zur Regulation des

GefaRwiderstandes

Tunica Intima / Tunica Interna Diinne Bindegewebsschicht — Stratum
Innerste Schicht subendotheliale; besteht aus Endothelzellen;
verhindert Aggregation; wichtig fir

Tonusmodulation

Tab. 1: Morphologischer Aufbau der Geféalle (Marieb et al. 2010)

In Abb. 2 ist der Schichtenautbau von Gefallen dargestellt.

Abbildung 2: Darstellung der Wandschichten einer muskuléren Arterie. Tunica intima (Int), Endothel (End) mit
Stratum subendotheliale (SL) und Stratum internale (IL), Tunica media (Med) mit den elastischen Fasern (EF),
Tunica externa (Ext) mit den Lamina FElastica (EL) und EF, dazwischengelegenes Bindegewebe (CT), Vasa
vasorum (V)
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1.3. Gefifitonus
1.3.1. Definition — Allgemeines

Unter dem Begriff des ,,GefdBtonus® versteht man den Grad der Konstriktion eines
Blutgefdfles in Relation zu dessen maximal dilatiertem Zustand. Alle Arterien und Venen
zeigen unter Ruhebedingungen einen bestimmten Grad der Kontraktion der glatten

GefaBmuskulatur und dementsprechend einen Geféaf3tonus.

Der Gefdtonus ist das Ergebnis von kompetitiv. am BlutgefiB wirksamen
vasokonstriktorischen und vasodilatatorischen EinflussgroBBen. Diese Einflussgroflen lassen
sich in extrinsische Faktoren (von auBlerhalb des Gefifles oder Organs) und intrinsische

Faktoren (vom Gefdl3 selbst) einteilen.

Die Aufgabe der extrinsischen Faktoren ist die Regulation des Blutdrucks iiber eine
Verdnderung des GefdBwiderstands, die intrinsischen Faktoren sind fiir die lokale Regulation

der Durchblutung innerhalb eines bestimmten Organs verantwortlich (Klabunde 2012).
1.3.2. Extrinische Faktoren
1.3.2.1. Vegetatives Nervensystem (ANS)

Der Gefidfitonus, also die aktiv gehaltene Spannung, die in einem Gefdfabschnitt isometrisch
von der glatten Muskulatur entwickelt wird, steht in einem Gleichgewicht mit dem Blutdruck
bzw. kann den Blutdruck regulieren. Zur Modulation des Gefdfitonus dient die
Durchmesserdnderung durch das Endothel (basaler Tonus), die Regulation durch eine
myogene Antwort sowie auch der permanente Basistonus, welcher durch die blutgefal3-

umgebenden sympathisch-adrenergen Nervenfasern gebildet wird (Schmidt et al. 2007).

Die BlutgefiaBBe werden an der Grenze zwischen Tunica Adventitia (aulen) und Tunica Media
innerviert. Die Innervationsdichte nimmt in der Regel von Arterien zu Kapillaren hin ab. Das
venose System zeigt eine deutlich schwichere Innervation als das arterielle. Die
Plasmakonzentration von Noradrenalin (NA) gilt als indirektes Mall der efferenten
sympathischen Impulsaktivitit. NA, welches aus den Vesikeln der Nervenzellen freigesetzt
wird, hingt mit einer Reihe von Faktoren wie etwa dem Aktionspotenzial und lokal-
chemischen Substanzen zusammen (siche Abb. 15). Durch die Bindung von
ligandenabhéngigen Membranrezeptoren fiihrt NA zu einer Vasokonstriktion der

GefaBmuskelzelle (Schmidt et al. 2007; Klinke et al. 2005). In Abb. 3 werden die Faktoren
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der Neuromodulation von NA, sowie die Rezeptoren an der GefdBmuskelzelle, welche NA als

Liganden besitzen, dargestellt.

adrenerge Varikositat

1

GefdBmuskelzelle

Abbildung 3: Prisynaptische Modulation der Noradrenalinfreisetzung sowie Mechanismen der
Noradrenalininaktivierung in der GefaBBwand: NA Noradrenalin; Ach Acetylcholin; 5-HT Serotonin; His
Histamin; Ado Adenosin; A 11 Angiotensin II; NO Stickstoffmonoxid; a; a;-Adrenozeptor; o, a,-Adrenozeptor;
B, Po-Adrenozeptor; + Forderung der NA-Freisetzung; - Hemmung der NA-Freisetzung (Schmidt et al. 2007)

Cholinerge Nervenfasern bilden im Gegensatz zu adrenergen Nerven keine tonische
Grundaktivitdt. Eine funktionell wichtige Bedeutung der parasympathisch-cholinergen
Innervation der glatten GefaBmuskulatur wurde bisher nur an den Genitalorganen, den
Koronararterien sowie den kleinen Piaarterien nachgewiesen. Die Aktivierung dieser
Nervenfasern fiihrt iiber indirektem Wege, iiber die Freisetzung von NO aus den terminalen
Nervenendigungen, zu einer Vasodilatation (Schmidt et al. 2007; Burnett 1997; Rettori et al.
1992).

1.3.2.2. Humorale Faktoren

Zusitzlich zu Einfliissen des vegetativen Nervensystems konnen zahlreiche zirkulierende

Faktoren das GefiaBsystem beeinflussen. Zu diesen zédhlen:
e Zirkulierende Katecholamine
e Renin/Angiotension/Aldosteron-System (RAAS)
e Atriales natriuretisches Peptid (ANP)

e Antidiuretisches Hormon (ADH)




Einleitung

Dariiber hinaus besitzen andere Hormone wie Thyroxin, Ostrogen, Insulin und das
Wachstumshormon direkte bzw. indirekte Einfliisse auf das vaskuldre System (hier nicht im

Detail diskutiert).

Zirkulierende Katecholamine stammen sowohl aus dem Nebennierenmark als auch von den
sympathischen Nervenfasern, die die BlutgefiBe innervieren. Adrenalin stimuliert iiber B1-
Rezeptoren das Herz und senkt iiber [2-Rezeptoren den GefdStonus bzw. den
GefiBwiderstand. Uber al- bzw. o2-Rezepton wird der GefiBtonus bzw. der

Gefiaflwiderstand erhoht.

Das RAAS regelt prinzipiell die Wasserausscheidung iiber die Niere, Angiotensin II ist jedoch

zusétzlich ein potenter Vasokonstriktor.

ANP wird von den Myozyten der Vorhofe als Folge von deren Dehnung produziert und wirkt

als gegenregulatorisches System zum RAAS.

ADH (Vasopressin) wird vom Hypophysenhinterlappen sezerniert und verringert die
Wasserausscheidung iiber die Niere. Gleichzeitig besitzt es eine vasokonstriktorische

Wirkung — daher die Bezeichnung ,,Vasopressin®.
1.3.3. Intrinsische Faktoren
1.3.3.1. Myogene Faktoren

Bei der myogenen Tonusmodulation wird ohne Beteiligung der Geféllnerven -eine
Konstriktion der glatten Muskelzellen erreicht. Durch die Erhdhung des transmuralen Drucks
(Pm) 1in den terminalen Arterien und Arteriolen reagieren GefdBmuskelzellen
dehnungsabhingig mit einer verringerten myogenen Tonusentwicklung. Auf zelluldrer Ebene
kommt es zu einer Offnung mechanosensitiver Kationenkanile und daher zu einer spontanen
Depolarisation. Ein Einstrom von Kalziumionen iiber spannungsabhéngige Kalziumkanile
wird ausgelost. Aufgrund dieser Tatsache verringert sich der Gefdradius soweit, sodass die
tangentiale Wandspannung wieder in die Nihe des Ausgangswerts zuriickgefiihrt wird (siche
Abb. 4). Aufgrund dieser dehnungsinduzierten Kontraktion, welche auch als ,,Bayliss-Effekt*
bezeichnet wird, kann der Blutdruck in den Organen auf einem konstanten Niveau gehalten
werden. Die gilt vor allem fiir Niere und Gehirn. Bei einer Verdnderung der Korperlage
(Orthostase), die zu einer Erhhung des transmuralen Drucks in den Beingefdfen fiihrt, sorgt

der Bayliss-Effekt dafiir, dass der kapilldre Filtrationsdruck einigermafBlen konstant gehalten
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wird. Dies dient zur Vorbeugung von Odemen (Klinke et al. 2005; Schmidt et al. 2007;
Guyton et al. 2006)

transmuraler Druck Py,
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b hoch mittel gering

passive Dehnung \//
bzw. Entdehnung
1a /
aktive myogene
Antwort /
Py = 2
120 mmHg /
100 mmHg 3

80 mmHg
AN

Wandspannung
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Abbildung 4: Passive und aktive Antwort der GefaBmuskulatur auf Dehnung: A: bei einer pltzlichen Erhdhung
des transmuralen Drucks Py, folgt nach kurzer passiver Zunahme des Gefdfradius r;, eine aktive
Vasokonstriktion unterhalb des Ausgangswertes und vice versa. B: Beziehung zwischen GefédBradius und
Wandspannung fiir drei Tonuslagen der GefaBBmuskulatur. Ausgangspunkt 1 fithrt durch Verdnderung von Py,
passiv zu den Punkten la bzw. 1b. Die aktive myogene Antwort fithrt aufgrund GefaBdurchmesserverédnderung
zu Punkt 2 bzw. 3. Dieser Schritt fiihrt die Wandspannung des GefiBles wieder zuriick in die Néhe des
Ausgangswertes (Klinke et al. 2005)

1.3.3.2. Endotheliale Faktoren

Das Endothel, die innerste Schicht der Blutgefédl3e, ist eine Grenzbarriere zwischen Blut und
GefaBwand. Es produziert Substanzen, welche einerseits autokrin auf das Endothel selbst,
parakrin auf benachbarte Zellen und endokrin {iber den Blutweg wirken (Schechter et al.
2003). AuBBerdem sind Endothelzellen fiir die Thrombozytenaktivierung, Leukozytenadhdsion

und die Regulation des vasomotorischen Tonus durch die Produktion vasoaktiver Substanzen
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von wesentlicher Bedeutung. Als vasoaktive Substanzen werden meist Autakoide
(Gewebshormone) bezeichnet, welche die Féhigkeit besitzen, den GefdB3tonus zu modulieren
und damit verbunden den Blutfluss - gefdBdurchmesserabhéngig - zu regulieren. Die
wichtigsten Vertreter dieser vasoaktiven Substanzen sind Stickstoffmonoxid (NO),
Endothelin, Prostazyklin und Angiotensin II (Furchgott et al. 1980). In Tabelle 2 werden die
endothelialen Faktoren aufgelistet, welche an der vaskuliren Homoostase beteiligt sind.
Durch die Produktion, Freisetzung und Aktivierung/Inaktivierung dieser vasoaktiven
Substanzen stellt das Endothel einen wichtigen Modulator bei der Regulation des Gefdf3tonus
dar. Aufgrund der NO-Produktion ist das Endothel der Protagonist bei der vaskuldren
Homdostase (Rafikov et al. 2011). NO ist dariiber hinaus ein Schliisselmolekiil bei der
Priavention von Atherosklerose und wird lediglich vom gesunden Endothel produziert (Cooke
& Dzau 1997; R K Kharbanda & J E Deanfield 2001). Ist das Endothel beschidigt, fallt dieser
protektive Faktor weg (Forstermann & Miinzel 2006; Al-Qaisi et al. 2008). Die
Endothelfunktion wird in der modernen Medizin als Surrogat verwendet, um den
Gefdllzustand zu evaluieren und ist dadurch ein prognostisches Hilfsmittel bei der
Fritherkennung von Herz-Kreislauf-Erkrankungen. Die Methoden zur Beurteilung der
Endothelfunktion werden in den folgenden Kapiteln diskutiert. Die Regulation des
Gefafltonus kann sowohl durch Scherkrafteinwirkung am Endothel (physikalisch) sowie

biochemisch durch ligandenabhéngige Rezeptoren erfolgen.

Vasoaktive NO

Faktoren Prostazyklin

Prostaglandin

EDHF, Endothel Derived Hyperpolarizing Factor
C-natriuretisches Peptid
Endothelin-1

Endoperoxide (PGH,)

Angiotensin Il

Urotensin Il

Hamostatische Tissue Plasminogen Aktivator (tPA)
und fibrinolytische | Thrombomodulin

Faktoren Plasminogenaktivator Inhibitor-1 (PAI-1)
Tissue-Faktor
Von-Willebrand-Faktor
Wachstums- NO

modulatoren Prostazyklin

EDHF

C-natriuretisches Peptid
Endothelin-1

Angiotensin Il

Urotensin Il
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Entziindungs- Chemokine (MCP-1)
modulatoren Adhasionsmolekiile (VCAM-1, ICAM-1, Selektine)
Zytokine (TNF-q, Inteleukine 1, 16 und 18)

Tab. 2. Endotheliale Faktoren fiir die Aufrechterhaltung der vaskuldren Homdoostase (modifiziert nach Schmidt
& Lang 2007)

1.3.3.3. Lokale Regulation des Blutflusses (lokale Hormone und Metabolite)

Gewebe und Organe besitzen in wechselndem Ausmal} die Fahigkeit zur lokalen Regulation
ithrer eigenen Versorgung mit Blut. Dieses Phdnomen wird hiufig als ,,lokale Regulation*
bezeichnet oder — da Metaboliten aus dem Zellstoffwechsel tiberwiegend dafiir verantwortlich

sind — als ,,metabolische Autoregulation® (metAR).

Dabei verdndert der Anstieg oder Abfall der lokalen Stoffwechselaktivitit die Freisetzung
dieser vasoaktiven Substanzen, sodass metabolische Aktivitit und Organdurchblutung eng

miteinander gekoppelt sind.

Beteiligt an der lokalen Regulation sind Faktoren aus dem Gewebe, das die Blutgefilie
umgibt, entweder parakrine Substanzen (Histamin, Bradikinin, Prostaglandine) oder
Metaboliten des Zellstoffwechsels (CO,, Laktat, H', K" etc.). Eine iibersichtliche Darstellung

der Wirkung vasoaktiver Substanzen auf die Arteriolen zeigt Abb. 5.

Zell-

Parakrine Stoffwechsel

Zellen /—
ijz
Parakrine Vasodilatatorische
HHQﬁmc_)ne Substanzen
- AIstamin \ ’ ' — i
- Bradykinin _écioenOSIn
- Prostaglandin - Lak4tat
- CO,
. B K*
Arteriole -H

Abbildung 5: Metabolische Autoregulation (schematisch) nach Klabunde 2012
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Zu den wichtigsten metabolisch autoregulativ wirksamen Substanzen zdhlen die im

Folgenden diskutierten Faktoren (Klabunde 2012).

Adenosin ist ein potenter Vasodilatator in den meisten Organen, es entsteht durch die
Dephosphorylation von AMP, das wiederum iiber die Hydrolyse von ATP und ADP zustande

kommt.

Anorganisches Phosphat (POs) wird aus der Hydrolyse von AMP, ADP und ATP
freigesetzt und weist vasodilatatorische Wirkungen vor allem in der arbeitenden Muskulatur

auf.

Kohlendioxid (CO;) entsteht als Endprodukt des oxidativen Stoffwechsels. Es kann
ausgezeichnet von den Parenchymzellen zur glatten GefdaBmuskulatur diffundieren und

verursacht eine Vasodilatation.

Wasserstoffionen und Laktat (H" und La): H' steigt als Folge der Abpufferung von CO,
iber das Bikarbonat-Puffersystem an, ebenso wird es beim anaeroben Stoffwechsel zugleich

mit La als Endprodukt produziert. H™ verursacht eine lokale Vasodilatation.

Kaliumionen (K") werden von Muskelzellen freigesetzt, die Aktionspotentiale erzeugen. In
der Repolarisationsphase eines Aktionspotentials kommt es zu einem K'-Ausstrom aus dem
intrazelluliren Raum, die durch die Na'/K'-Pumpe nicht rasch genug kompensiert werden

kann. K" hyperpolarisiert die glatten GefaBmuskelzellen und fiihrt zu deren Relaxation.

Sauerstoff (O,) spielt im Blut, in der GefdBwand und im umgebenden Gewebe eine wichtige
Rolle bei der lokalen metabolischen Regulation. Ein Abfall des O,-Partialdrucks (als Folge
unzureichender Versorgung oder verstirktem Bedarf) fiihrt direkt oder indirekt {iber H', CO,

und Laktat zu Vasodilatation (mit Ausnahme des Lungenkreislaufs).
1.4. Rolle des Endothels bei der Tonusmodulation

1.4.1. NO-Bildung

1.4.1.1. Grundprinzip

Endothelzellen exprimieren eine konstitutive NO-Synthase (eNOS), welche mittels
Ca**/Calmodulin, sowie iiber mehrere Proteinkinasen (Phosphorylierung) aktiviert wird.
Diese eNOS bilden aus der Aminosdure L-Arginin unter Abspaltung von L-Zitrullin

Stickstoffmonoxid (NO). In Ruhe kommt es in nahezu allen Gefillen zu einer
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kontinuierlichen Freisetzung von NO aus dem Endothel und damit zu einer Abschwichung
der sympathisch-adrenergen Vasokonstriktion. Die Ca®"/Calmodulin - Abhingigkeit der
eNOS beinhaltet, dass alle Agonisten, welche die intrazellulire Ca**-Konzentration in den
Endothelzellen erhohen, die NO-Bildung steigern. Als wichtige Agonisten gelten ACh,
Bradykinin, Histamin, Thrombin und Substanz P (Schmidt et al. 2007; Furchgott et al. 1989).
Interessanterweise steigt die Expression von eNOS mit dem Alter an, obwohl die
Endothelfunktion (also die Produktion von NO) sinkt. Dies konnte ein Mechanismus sein, um
die Bioverfiigbarkeit von NO zu steigern (Donato et al. 2009). In Abb. 6 werden die

generellen Mechanismen der endothelialen NO-Bildung schematisch dargestellt.

A
[ /e_%)
NO Zitrullin Argin <
|
v

Abbildung 6: Schematische Darstellung des endothelialen L-Arginin-Pathways zur Illustration der endothelialen
NO Bildung

1.4.1.2. Effekte von NO an der glatten Muskulatur

Einige Studien in den letzten 20 Jahren haben gezeigt, dass NO als Modulator einer Vielzahl
von Funktionen wie Muskelkontraktilitdit, Thrombozytenaggregation, Metabolismus,
neuronale Aktivitdit und Immunfunktionen gilt. Weiters wird die Zellatmung der
Mitochondrien durch cytochrome C-Oxidase inhibiert und diverse Proteine und Enzyme NO-
abhingig nitrosyliert. Unter pathophysiologischen Bedingungen fiihrt die erhdhte Produktion
von NO wiederum zu einer Bildung von Peroxynitrit, einem potenten Oxidant, und dadurch
zu Gewebeschddigung (Gao 2010). Die sehr unterschiedlichen biologischen Effekte von NO
liegen an der Interaktion zwischen NO und NO-Derivaten und vielen weiteren relevanten
Biomolekiilen wie zum Beispiel ,,Reactive Oxygen Species (ROS)“ (Laroux et al. 2000;
Erusalimsky et al. 2007; Jobgen et al. 2006). NO gilt als hochpotenter Faktor bei der
Vasodilatation durch Relaxation am glatten Muskel des GefdaBBes. Dieser Effekt ist auf die
erhohte intrazellulire c¢GMP Konzentration durch die Stimulation von cytosolischer
Guanylatzyklase (sGC) zuriickzufiihren, einem heterodimeren Enzym, welches aus einer

Alpha - (al oder a2) und einer Beta - Untereinheit (1) besteht. Das alfB1-Dimer ist die

10
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dominierende Isoform und in den meisten Geweben exprimiert. Die a21 Isoform ist jedoch
in Hirn, Lunge, Darm, Herz, Milz, Uterus und Plazenta exprimiert. sGC wird bei NO-
Konzentrationen <10 nM aktiviert (Cathrine et al. 2009). Die Aktivierung von sGC erhoht die
Produktion von ¢cGMP um das 100- bis 400-fache. Es wird davon ausgegangen, dass die
Bindung von NO an die Eisenuntereinheit von sGC zu einer Konformationsédnderung des
benachbarten katalytischen Zentrums desselben fiihrt und damit die inaktive Form in eine
aktive umgeformt wird. Aufgrund dessen wird die Konversionsrate von GTP zu cGMP erhoht
(Schmidt et al. 2007; Friebe et al. 2009). Die cGMP-abhéngige Protein Kinase (PKG) ist das
Hauptenzym fiir cGMP, damit der Muskeltonus der glatten Muskulatur reduziert werden
kann. In eukaryotischen Zellen werden 2 Formen von PKG ausgeformt. PKG I kommt
hauptsdchlich in Thrombozyten, glatter Muskulatur, Lunge und in einigen Gehirnbereichen
vor. PKG II ist im Bereich der intestinalen Mukosa, der Niere, Driisen, Chondrozyten und
ebenfalls im Gehirn lokalisiert. Jedoch findet man PKG II nicht in Herz- und
GefaBmuskelzellen, was PKG I zum funktionellen Bestandteil der
Muskelrelaxation/Vasodilatation macht (Francis et al. 2005; Hofman et al. 2009). PKG
abhingige Muskelrelaxation funktioniert hauptsdchlich iiber die Inhibierung des
extrazelluliren Ca®"-Influx in die Zelle. Weiters wird die Ca®’-Ausschiittung aus dem
sarkoplasmatischen Retikulum (SR) verhindert und die Ca”*-Sensitivitit der Myofilamente
gesenkt. PKG I hat aulerdem die Fihigkeit, den Inositol 1,4,5-triphosphat (IP3) Rezeptor zu
phosphorylieren um dadurch wiederum die Ca**-Ausschiittung aus dem SR zu inhibieren
(Gao et al. 2010). Die intrazellulidre Ca**-Konzentration ist ein wesentlicher Mechanismus des
NO-cGMP-Pathways bei der Regulation des Muskeltonus. PKG konnte aulerdem die Myosin
Light Chain Phosphatase (MLCP) inhibieren und somit RhoA ersetzen, welches GTPase
Aktivitdt besitzt (Hofman et al. 2009; Ito et al. 2004). Der Phosphorylierungsgrad der Myosin
Light Chain (MLC) gilt als wesentlicher zelluldrer Mechanismus bei der Regulation des
Gefalmuskeltonus (siehe Abb. 7) (Klinke et al. 2005).

11
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Guanylatzyklase

cGMP

Relaxation

Abbildung 7: Mechanismus der NO-abhéngigen Vasodilatation in der glatten Muskelzelle

Es muss beachtet werden, dass die vasomotorische Antwort eines Gefdfles einen Nettoeffekt
von endothelabhédngiger Dilatation (NO) und direkt glattmuskuldr vermittelter Konstriktion
darstellt. Ist das Endothel nicht intakt, wie zum Beispiel bei Diabetes mellitus, Arteriosklerose
oder Hypercholesterindmie, sinkt die Bioverfiigbarkeit des NO stark ab, was in einem Nicht-
Gleichgewicht der vasodilatatorischen und vasokonstriktorischen Faktoren zu Gunsten

Letzterer resultiert (Schmidt et al. 2007). In Abb. 8 wird dieser Zusammenhang verdeutlicht.
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Abbildung 8: Effekt der flussvermittelten NO-Bildung auf die myogene Vasokonstriktion bei Mesenterialarterien
(Schmidt et al. 2007)

Die spontane Erhéhung des transmuralen Druckes (siche Abb. 8, oberstes Bild) fiihrt in einem

GefaBl ohne NO- Produktion (durch Hemmung der eNOS meist durch L-NMMA; Abb. 8§,

12
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Bildmitte) ausschlieBlich zu einer myogenen Antwort. Nach kurzer druckvermittelter
Gefidllzunahme folgt eine starke Vasokonstriktion. Bei einem intakten Gefdll mit funktioneller
eNOS (siche Abb. 8, unteres Bild) erfolgt flussvermittelt eine Vasodilatation, welche die
vasokonstriktorische myogene Antwort iibertrifft (Schmidt et al. 2007; Tschudi et al. 1996).

1.4.1.3. Flussvermittelte NO-Bildung

Laminare Strdomungen homogener Fliissigkeiten konnen mittels des ,,Newtonschen Gesetztes
iiber die innere Reibung von Fliissigkeiten* beschrieben werden. Dieses besagt, dass wenn
sich zwischen zwei Platten eine homogene Fliissigkeit befindet, eine Kraft K zum Ziehen der
oberen Platte mit der Flache F und der Geschwindigkeit v erforderlich ist (siche Abb. 9).
Aufgrund des Anhaftens der duBleren Fliissigkeitsschichten an den jeweiligen Platten betrdgt
die Geschwindigkeit der oberen Platte v, die Geschwindigkeit der unteren Platte ist Null.
Infolge der Reibung stellt sich ein lineares Geschwindigkeitsprofil (Geschwindigkeitsgetélle
dv/dx) zwischen den Platten ein (siche Abb. 9). Der Quotient K/F wird als Schubspannung t
(shear stress) bezeichnet, der Geschwindigkeits-Gradient dv/dx als Scherrate y (shear rate).

Der Quotient t/y wird als dynamische Viskositit n bezeichnet (Schmidt & Lang 2007).

bewegte Platte K
E —-

1

B ]
feste Platte

Abbildung 9: Schematische Darstellung der Scherung (nach Schmidt & Lang 2007)

Bei laminaren Stromungen in zylindrischen Rohren haftet die unmittelbar an der GefaBwand
angrenzende Schicht an dieser, die {ibrigen Schichten verschieben sich teleskopartig
gegeneinander. Das resultierende Geschwindigkeitsprofil ist eine quadratische Parabel mit

dem Maximum von v im Axialstrom (siche Abb. 10 — links)

13
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Abbildung 10: Darstellung des Geschwindigkeitsprofils und der Schubspannung bei laminarer Stromung (nach
Schmidt & Lang 2007)

Nach dem Hagen-Poiseuillschen Gesetz ldsst sich bei laminarer stationdrer Strdmung im
starren Rohr (Radius r, Lange 1) zwischen Stromstirke I und der Druckdifferenz Ap folgende
Beziehung ableiten:

. rt.m Ap
-~ 8m.l

Die Schubspannung t variert linear von einem Maximalwert an der GefdBwand und Null in

der GefdBmitte (siche Abb. 10 — rechts).

Mittelt man die Stromungsgeschwindigkeit v iiber den GefdBquerschnitt (mittlere

Geschwindigkeit vy,), so ergibt sich die Wandschubspannung tw zu:

Die flussvermittelte, auch schubspannungsabhéngige oder stromungsinduzierte NO-Bildung
genannt, gilt als wesentliche Regulation des erhohten Durchblutungsbedarfs der Gewebe.
Dies erfolgt durch die Anpassung der Leitfdhigkeit der vorgeschalteten Gefdfabschnitte,
welche nicht von der metabolisch induzierten Vasodilatation in der Mikrozirkulation erfasst
werden. Sie tritt sowohl an groBen als auch an kleinen, widerstandsbestimmenden Arterien
und Arteriolen auf. Aufgrund dieser Anpassung ldsst sich bei gegebenem Perfusionsdruck,
zusitzlich zur metabolischen Dilatation, die volle Durchblutungsreserve eines Organs
ausschopfen (Schmidt et al. 2007). Der an der Endothelzelloberfldche einwirkende erhohte
Blutfluss fiihrt zu einer erhohten Schubspannung. Uber diesen Mechanismus wird das
interendotheliale Adhdsionsmolekiil PECAM-1 phosphoryliert. Nachfolgend wird die PI3-
Kinase (P13K) aktiviert, welche erneut zu einer verstirkten Bildung von PIP3 fiihrt. PIP3
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rekrutiert die Proteinkinase B/Akt an die Plasmamembran, wobei PDK phosphoryliert und
dadurch aktiviert wird. In weiterer Folge wird iiber Akt die endotheliale NO-Synthase
ebenfalls phosphoryliert. Diese Phosphorylierung erfolgt an der Aminoséure Serin an Stelle
1177 (Serin 1177). Die Enzymaktivitdt wird aufgrund des gesteigerten Elektronenfluxes
erhoht und NO synthetisiert (Schmidt & Lang 2007). In folgender Abbildung wird der

molekulare Mechanismus der flussvermittelten NO-Bildung der Endothelzelle dargestellt.

M

Abbildung 11: Molekularer Mechanismus der flussvermittelten NO-Bildung (Schmidt & Lang 2007) PIP2
Phosphatidylinositid-Biphosphat; PIP3 Phosphatidylinositid-Triphosphat; PIK3 Phosphatidylinositid-3-Kinase;
PDK Phosphatidylinositid-abhingige Kinase

1.4.2. Endotheliale Dysfunktion

Das Endothel ist ma3gebend an der vaskuldren Homdoostase und an der Tonusmodulation der
GefaBe beteiligt (siche vorne). Als wichtigster Faktor bei der Kontrolle des Gefaf3tonus gilt
vom Endothel produziertes Stickstoffmonoxid (NO), welches durch eine Vielzahl von
Faktoren stimuliert beziehungsweise reguliert wird. In Tabelle 3 werden die relevanten

Einflussfaktoren fiir die NO-Stimulation aufgelistet.

Acetylcholin Blutfluss (Schubspannung)
Bradykinin Katecholamine

Serotonin A 23187 Ca**-ionophore
ADP, ATP Ca’* Gen-abhingiges Peptid
Histamin Platelet-activating factor
Thrombin Substanz P

Tab. 3: Faktoren zur NO-Stimulation (Anderson et. al 1999)
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Zu endothelialer Dysfunktion (engl. ,,Endothelial Dysfunction — EDF) kommt es, wenn die
Substanzsezernierung aus dem Endothel gestort ist und es daher zu einer Dysbalance
zwischen gefdBerweiternden (vasodilatierenden) und gefdfBverengenden
(vasokonstriktorischen) Substanzen kommt (Deanfield et al. 2007). Es besteht die
Moglichkeit, dass die endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) an Stelle von NO das
hoch reaktive, atherogene Superoxid exprimiert. (Wever et al. 1998). Superoxid reagiert sehr
leicht mit NO zu Peroxynitrit, welches wiederum den Kofaktor der NO-Bildung
Tetrahydrobiopterin (BH4) abbaut. Es entsteht ein Teufelskreis, in dem die normalerweise
gefaBschiitzende eNOS zu einem gefdflschddigenden Faktor entkoppelt wird. Man spricht in
diesem Zusammenhang von ,,eNOS-Entkoppelung* (Forstermann et al. 2006). Endotheliale
Dysfunktion (EDF) wurde 1990 zum ersten Mal bei Patienten mit Hypertonie beschrieben
(Panza et al. 1990). Die Dysfunktion der Endothelzelle fiihrt zu einer gestorten vaskuldren
Homoostase und wird daher als Vorstufe von atherosklerotischen Prozessen angesehen. Die
EDF geht morphologisch-pathologischen Verdnderungen der GefaBwand voraus und eignet
sich daher auch fiir Prognose und Risikoeinschitzung bei Atherosklerose und anderen
kardiovaskuldren Erkrankungen (Epstein et al. 1999; Anderson et al. 1999). In folgender

Tabelle werden die wesentlichsten Risikofaktoren bei der EDF aufgelistet.

Atherosklerose Diabetes Mellitus Typ  und Il
Hypercholesterindmie Hyperglykamie

Niedriges HDL-Cholesterin Akukte postprandiale Hypertriglyceridamie
Hohes Lp(a) Rauchen (aktiv und passiv)

Kleine LDL-Partikel Kardiomyopathie

Oxidiertes LDL Chagas-Krankheit (Parasitose)

Hypertonie Jegliche Art von Herzfehlern
Hyperhomocysteindamie Familidre Pradisposition von Herzkrankheiten
Alter Postmenopause

GefaBentziindungen Post-Kawasaki Krankheit (Form einer Vaskulitis)
Transplantation Schwangerschafts-induzierte Hypertonie
Kardiales Syndrom X Pulmonale Hypertonie

Insulinresistenz Erhohte Konzentration von Methionin

Tab. 4: Risikofaktoren, welche mit eingeschrankter endothelabhéngiger Vasodilatation einhergegen. (Anderson
1999)

Wird ein gesundes Endothel stimuliert, resultiert dies primir in einer Vasodilatation. Daraus
ergibt sich, dass bei einer endothelialen Dysfunktion vorwiegend die Dilatation des Gefal3es
eingeschrinkt ist. Einige Studien im letzten Jahrzehnt konnten dies bestétigen ( Park et al.

2001; Schiffrin et al. 2000; Park et al. 2001; Beckman et al. 2003; Rizzoni et al. 2001;
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Schofield et al. 2002; Endemann et al. 2004; Landmesser et al. 2002; Bolton et al. 2001;
Thambyrajah et al. 2000; Yildiz et al. 2003). Endemann et al. zeigten 2001, dass bei rund 60%
aller Hypertoniepatienten eine eingeschrinkte Vasodilatation der kleinen Arterien vorhanden
ist (Park et al. 2001). In Abbildung 12 werden die Zusammenhinge der Risikofaktoren mit
den pathologischen Auswirkungen verdeutlicht, eine Messung der Endothelfunktion gilt daher
als wichtiger prognostischer Marker zur Evaluierung eines kardiovaskuldren Ereignisses.
Sowohl bei Patienten mit, als auch ohne Kardiopathien, konnte EDF mit kardiovaskuldren
Ereignissen assoziiert werden (Halcox et al. 2002; Schichinger et al. 2000; Suwaidi et al.
2000). In der folgenden Abbildung sind sowohl die Risikofaktoren als auch die Auswirkung
der EDF dargestellt.

Classical Risk Factors Novel/Emerging Risk Factors
Diabetes mellitus Infection/Inflammation
Dyslipidemia Physical inactivity
Smoking Post-prandial state
Hypertension \ / Homocysteine
Aging Obesity

Intrinsic susceptibility — Genetic and environmental factors

Endothelial Dysfunction

o + + ~
Impaired vasomotion/tone Prothrombotic state  Pro-Inflammatory State Proliferation in arterial wall

Atherosclerotic Lesion Formation and Progression
Plaque Activation/Rupture
Decreased Blood Flow due to Thrombosis and Vasospasm

Cardiovascular Disease Events

Abbildung 12: Ursache und Auswirkung der EDF (Widlansky et al. 2003)

1.4.3. Rolle von Nitraten bei der NO-Bildung

Unter Nitraten werden im medizinischen Kontext Ester der salpetrigen Sdure und der
Salpetersdure mit antiangindser (Anti-Angina-pectoris) Wirkung beschrieben. Einige Studien
haben gezeigt, dass Glyceroltrinitrat (frither: Nitroglycerin, Abb. 13) iiber SH-Gruppen aus
vorwiegend Cystein, zur Freisetzung von NO fiihrt und wiederum zu einer Vasodilatation in

der GefaBmuskulatur beitrdgt (Desk et al. 1986; Mutschler 1991). Sublingual wirkt
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Glyceroltrinitrat unretardiert als ZerbeiBBkapsel am schnellsten (innerhalb von Sekunden bis

wenigen Minuten), aber auch am kiirzesten (ca. 10 Minuten) (Mutschler et al. 1991).

O/NO2

Abbildung 13: Chemische Strukturformel von Glyceroltrinitrat

In Abb. 14 wird der biochemische endotheliale L-Arginin-Pathway auch unter Einfluss von
Glyceroltrinitrat vereinfacht dargestellt. Durch reduzierende SH-Gruppen, vorwiegend aus
Cystein, werden Nitrate zur eigentlichen Wirksubstanz NO iiberfithrt. NO wirkt dann, wie
schon in den vorhergehenden Kapiteln beschrieben, iiber die Stimulation von cytosolischer
Guanylatcyclase. Diese katalysiert die Bildung von cyclischem Guanosinmonophosphat
(cGMP) aus Guanosintriphosphat (GTP). Uber eine Abnahme der intrazelluliren
Calciumionen-Konzentration wird schlussendlich der Gefdftonus erniedrigt. Medizinische
Bedeutung kommt Glyceroltrinitrat bei der Behandlung von Angina pectoris und
Herzinsuffizienz zu. In der Notfallmedizin kommt es auch bei Linksherzinsuffizienz und
kardial bedingtem Lungenddem zum Einsatz (Mutschler 1991). In Tabelle 5 werden die

wichtigsten pharmakologischen Auswirkungen von Nitraten zusammengefasst.

Vorlastsenkung (Preload — Reduktion) Nachlastsenkung (Afterload — Reduktion)
Vasodilatation Dilatation groRRer Arterien

Venous Pooling Senkung des Aortendrucks

Senkung des vendsen Riickstroms Senkung des Totalen Peripheren Widerstand (TPR)
Senkung des Fiillungsvolumen Senkung der systolischen Wandspannung
Senkung der diastolischen Wandspannung

N _
—

Generelle Auswirkung

Sauerstoffbedarf sinkt, Herzarbeit sinkt, Verbesserung des Sauerstoffangebots

Tab. 5: Nitrate und deren Wirkung; modifiziert nach Mutschler 1991
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Glyceroltrinitrat
Acetylcholin )SH-Gruppen (Cystein)

NO-Synthase Cl Stickstoffmonoxid |

Scherkraft ——>  (eNo$)

/, Arginin

Cytosolische Guanylatcyclase 11

Bradykinin

cGMPT1

|

Intrazellulire Ca2*l |,

/N

Thrombozytenadhésion- GefiRtonus | |
und Aggregationdr \:

Abbildung 14: Vereinfachter eNOS-NO-Pathway: erstellt nach Toutouzas et al. 2008; Desk et al. 1986;
Mutschler 1991

1.5. Nichtinvasive Methoden zur Beurteilung der Endothelfunktion
1.5.1. Allgemeines

Die Ermittlung der Endothelfunktion hat im Laufe der Zeit einen hohen Stellenwert bei der
Fritherkennung von Herz-Kreislauf-Erkrankungen eingenommen. Aus diesem Grund haben
sich viele Techniken zur Beurteilung verschiedenster Aspekte der Pathologie des
Kreislaufsystems eingebiirgert. Es wird jedoch primdr versucht Techniken zu entwickeln,
welche einerseits nichtinvasiv, verldsslich, reproduzierbar, einfach handhabbar und

andererseits giinstig in der Durchfiihrung sind.
1.5.2. PWV

Die elastischen Eigenschaften der GefiaBle sind hochkomplex, anisotrop, dynamisch und
nichtlinear. Des Weiteren sind alle arteriellen GefdBabschnitte aufgrund der zelluldren und
histologischen Strukturen morphologisch unterschiedlich. Die Elastizitit der Blutgefile
nimmt aufgrund des Verhéltnisses von GefaBdurchmesser zur Wanddicke von proximal nach
distal zu. Die Ausbreitungsgeschwindigkeit der Pulswelle (PWYV), welche schneller ist als die
Blutstromungsgeschwindigkeit, hingt nun invers mit der Dehnbarkeit (Compliance) der

Arterie zusammen. Bei jungen Menschen betrdgt die PWYV in der aszendierenden Aorta ca. 4—
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5 m/s, in der abdominellen Aorta ca. 5-6 m/s in a. femoralis und in der der a. iliaca ca. 89
m/s. Bei 80-jdhrigen Personen ist eine Karotis-Femoralis- (cf-) PWV von mehr als 12 m/s
moglich (siche Abb. 15) (Weber 2010).
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Abbildung 15: Effekt der altersabhéngigen Verdnderung der Pulswellengeschwindigkeit (McEniery et al. 2005).
In dieser Abbildung wird die Pulswellengeschwindigkeit (m/s) gegen das Alter in Jahren aufgetragen. Die
durchgehende Linie, welche sich aus den Punkten ergibt, stellt die Verdnderung bei Ménnern dar; die
unterbrochene Linie, welche sich aus den Quadraten ergibt, stellt die Verdnderung bei Frauen dar.

Die Messung der PWV dient somit als MaB fiir die regionale arterielle Elastizitit bzw. zur
Beurteilung der arteriellen Steifigkeit (,,arterial stiffness) (Weber et al. 2008). Die
Pulswellengeschwindigkeit erhélt man, indem die Zeit gemessen wird, welche die Pulswelle
braucht, um eine gewisse Strecke in einer Arterie zu durchlaufen. Die Pulswelle wird mittels
Ultraschall, Applanationstonometrie oder mit MR erfasst (Kroger et al. 2007). Die arterielle
Steifigkeit dient als unabhingiger Pradiktor fiir kardiovaskuldre GefaBkrankheiten und wird
von einer Vielzahl von Faktoren beeinflusst. Man spricht in diesem Zusammenhang auch von
»Vascular Aging“. McEniery et al. zeigten in ihrer Studie im Jahre 2006, dass es eine
Korrelation zwischen Endothelfunktion und Pulswellengeschwindigkeit gibt. In dieser Studie
wurde 309 Probanden sowohl ein endothelabhidngiger $2-Agonist (Albuterol) als auch ein
endothelunabhéngiges Glyceroltrinitrat verabreicht und anschlieBend die

Pulswellengeschwindigkeit ermittelt (McEniery et al. 2006).
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1.5.3. Flow mediated dilatation - FMD
1.5.3.1. Grundprinzip

Unter dem Begriff ,,Flow-mediated dilatation (kurz: FMD, deutsch: ,flussvermittelte
Vasodilatation*) versteht man die Vasodilatation aufgrund erhohten Blutflusses. Die FMD ist
auf Schubspannungsinderungen am Endothel zuriickzufiihren und ldsst sich, wie spéter
beschrieben, auf einfache Weise mittels Ultraschall messen. Das Ausmall der an der a.
brachialis, a. radialis bezichungsweise a. femoralis gemessenen Vasodilatation wird zur
Beurteilung der Endothelfunktion herangezogen und ist somit ein Werkzeug fiir die Prognose
eines moglichen Atheroskleroserisikos. Silber et al. haben 2005 gezeigt, dass die Auspragung
der FMD stark von der Grofe des jeweiligen Gefdlles abhingig ist. Kleine Gefdfle wie die a.
brachialis zeigen aufgrund stirkerer Scherkrafteinwirkung eine stirkere Vasodilatation im
Vergleich zu grofBeren Geféallen (Silber et al. 2005; Kroger et al. 2007). Auch bei der FMD gilt
vom Endothel produziertes NO als Hauptfaktor bei der Gesamtreaktion der Vasodilatation.
Tschudi et al. konnten bereits 1996 zeigen, dass NO vor allem in den ersten Sekunden nach
Stauoffnung vorwiegend an der Vasodilatation beteiligt ist (Tschudi et al. 1996). Durch die
Inhibierung der eNOS durch NG-Monomethyl L-Arginin (L-NMMA) konnte bei mehreren
Studien eine starke Verminderung der FMD gezeigt werden und demnach NO als
mediierende Substanz evaluiert werden (Dakak et al. 1998; Joannides et al. 1995; Rajesh K
Kharbanda et al. 2001). In anderen Arbeiten konnte durch die Substitution von L-NMMA
keine Verdnderung im Verlauf der Gefdlreaktion gezeigt werden (Engelke et al., 1996;
Tschakovsky et al. 2005; Wong et al. 2003). Nach unbestimmter Zeit folgen weitere, noch
weitgehend unbekannte Mechanismen bei der Charakteristik der FMD (Pyke et al. 2005). In
folgender Abbildung wird die hypothetische Abfolge von Mechanismen wéhrend einer FMD
dargestellt.

21



Einleitung

L J

Zeit (s)
Ubergang der Mechanismen:
kontinuierlicher, verwaschener Verlauf

Mechanismus 2 Mechanismus 3
{unbekannt) (unbekannt; eventuell
Zusatzmechanismen zu M. 2)

Endotheliales NO Nach unbestimmter Zeit Zusatzmechanismen
wird folgt ein weiterer treten in Kraft, wobei
scherkraftabhangig Mechanismus welcher fiir Zeitfaktor und
durch eNOS den Ablauf der Reaktion Mechanismen
produziertund zustdndig ist. Die bisweilen unbekannt
fuhrtzur Plasmakonzentration von sind.
Vasodilatation. NO hat ihr Maximum

erreicht

Abbildung 16: Mechanismus der FMD als Funktion der Zeit: modifiziert nach Pyke et al. 2005

1.5.3.2. Bestimmung mittels Magnetresonanz-Tomografie (MRT)

Die Magnetresonanztomographie (MRT; Tomographie von altgriechisch tour, tome,
»Schnitt und ypdéoew, graphein, ,,schreiben®) ist ein weiteres nichtinvasives, bildgebendes
Verfahren und wird vor allem in der medizinischen Diagnostik bei der Darstellung von
Organstruktur und -funktion angewendet. Bei der MRT wird das physikalische Prinzip der
Kernspinresonanz ausgeniitzt, deswegen wird die MRT auch oft als Kernspintomographie
bezeichnet. Dabei werden starke magnetische Gleichfelder, sowie elektromagnetische
Wechselfelder im Radiofrequenzbereich, zur resonanten Anregung von Atomkernen
(meistens Wasserstoffprotonen) geniitzt. Diese Anregung induziert elektrische Signale. Je
nach Protonengehalt der Gewebe erzielt man unterschiedliche Relaxationszeiten. Dies ist die
Grundlage zur Bildkontrastgebung (Reiser et al. 2002). In Abb. 17 erkennt man die

Gefidlverdnderung der a. brachialis, welche mittels MRT dargestellt wurde.
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Abbildung 17: MRT der a. brachialis (sagittal) nach proximaler Okklusion am Unterarm (Wiesmann et al. 2004).
(a) Versuchsanordnung mittels pneumatischer Manschette am Unterarm und einer Magnetspule distal des
Ellbogens fiir die optimale Magnetresonanzsignaldetektion. (b) Baseline der a. brachialis (Pfeil) vor der
Okklusion; (¢) 1 min nach Okklusion und (d) 3 min nach der Okklusion. Der senkrechte Strich, jeweils rechts
unten, dient als Langenmal} (3mm).

1.5.3.3. Bestimmung mittels Ultraschall

Diese Methode ist die géngigste und am hdufigsten genutzte Technik zur Beurteilung der
Endothelfunktion. Sie wird sowohl bei Erwachsenen als auch bei Kindern angewandt und war
die methodische Grundlage vieler Forschungsstudien mit grofler Probandenzahl. Die Messung
der Endothelfunktion in der Brachialarterie stellt schon seit iiber 18 Jahren (Anderson 1999;
Sorensen et al. 1995) ein gutes Werkzeug dar, um ein préklinisches kardiovaskuldres Risiko
bei Patienten mit oder ohne weiteren Risikofaktoren zu ermitteln (Sorensen et al. 1995;
Corretti et al. 2002), wobei noch Resultate grofer longitudinaler Kohortenstudien erwartet
werden (Shimbo et al. 2010). Bei der FMD-Messung werden die schubspannungsabhingigen
(flussvermittelten) Verdnderungen des Durchmessers der a. brachialis mittels bildgebenden

Ultraschalls ermittelt (siche Abb. 18).
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Abbildung 18: Ultraschallbild der Brachialarterie (longitudinal, 8-fach vergroBert, 1 1MHz) mit Beschriftung der
Gefalschichten und des GefaBdurchmessers (Lumen) (Corretti et al. 2002)

Ein erhohter Fluss in der Brachialarterie wird durch das Anlegen und Aufpumpen einer
pneumatischen Manschette 50 mmHg suprasystolisch vorbereitet und durch Ablassen des
Manschettendrucks nach 5 Minuten erzielt. FEine Minute nach Ablassen des
Manschettendruckes wird die relative Anderung des Arteriendurchmessers im Vergleich zur
Ausgangslage (prdokklusiv) beurteilt (Al-Qaisi et al. 2008). Da der arterielle Durchmesser in
der Systole, also wihrend der Anspannungs- und Austreibungsphase, zu Beginn der Systole
groBer ist als zum Ende der Systole, muss der Messzeitpunkt genau an den Herzzyklus
angepasst werden (Corretti et al. 2002). Um den richtigen Messzeitpunkt zu erzielen,
orientiert man sich am EKG des Probanden. In Abb. 19 wird die Versuchsanordnung der

FMD schematisch dargestellt.

Abbildung 19: Position der Manschette (schwarz) und des Ultraschallkopfes (griin) bei der US-FMD (Al-Qaisi et
al. 2008)
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1.5.4. Postokklusive reaktive Hyperdmie (PORH)
1.5.4.1. Grundprinzip

Von einer ,,reaktive Hyperamie* spricht man, wenn zeitlich nach einer arteriellen Drosselung
und daher eingeschrinkten Blutzufuhr, ein Gewebe verstarkt durchblutet wird (Klinke et al.
2005). Ursachen flir diese ,,Mehrdurchblutung® sind vor allem korpereigene
Kompensationsmechanismen, wie eine Anhdufung von Metaboliten im Gewebe und ein
Abfall des Sauerstoffpartialdruckes (PO,) (Beaufort-Krol et al. 1989; Silverthorn et al. 2009;
Klinke et al. 2005). Aufgrund dieser Durchblutungssteigerung kommt es zu einer erhdhten
Scherspannung (Synonym: Schubspannung) am Endothel und dadurch zu einer
Vasodilatation (Pyke et al. 2005; Pohl et al. 1986; Koller et al. 1990). Die Beteiligung von
Stickstoffmonoxid (NO) bei der Vasodilatation wird jedoch teilweise widerspriichlich
diskutiert (Kooijman et al. 2008; Green et al. 2005; Tschakovsky et al. 2005; Wong et al.
2003).

Die PORH wird im Regelfall nach einer 5-miniitigen suprasystolischen Stauphase distal der
Okklusionsstelle gemessen. Nach Offnen der Okklusion kommt es bei einer gesunden Person
zu einer stark erhohten Durchblutung des betroffenen Gewebes. Dieser physiologische
Vorgang wird als ,,postokklusive reaktive Hyperamie* (PORH) bezeichnet. Ungefdhr 5
Minuten nach Beendigung der Stauphase wird wieder anndhernd eine Ruhedurchblutung

erreicht (siche Abb. 20).

Unterarm

Einzelkapillare

|

Durchblutung (ml/min pro 100g Gewebe)

i%@ Durchblutungs-Stopp

Owa”\:aos[\'q""\-Lf""\«l

L Y a0

Stromungsgeschwindigkeit (mm/s)

0 €0 120
Zett (s) Zeit (min)

Abbildung 20: Kurvenverlauf der PORH; am Beispiel einer Einzelkapillare (links) mit einer Stauphase
(Durchblutungs-Stopp) von 3 s, 30 s und 180 s; am Beispiel des Unterarms (rechts) mit einer Stauphase von 3
min, 10 min und 15 min; (Klinke et al. 2005)
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1.5.4.2. Erfassung der PORH mittels optischer Plethysmografie (PORH/OPG)

Photoplethysmographie (auch optische Plethysmographie; kurz: OPG) ist eine nichtinvasive
Technik, welche die relative Verdnderung des Blutvolumens mittels eines optischen
Verfahrens misst. Wéahrend der Systole erhoht sich sowohl der Durchmesser der Arterien als
auch die Menge an Licht, welches von Himoglobin absorbiert wird. Wahrend der Diastole
nimmt der Durchmesser und damit auch Blutfluss und Menge an absorbiertem Licht ab. Es
kommt dadurch zu einer pulsatilen Signalverdnderung (Zaheditochai et al. 2009; Kaltenegger
2010; Klasinc 2011). In Abb. 21 werden diese Verdnderungen verdeutlicht. Es ist somit
moglich, mittels Photoplethysmographie den erhohten post-okklusiven Blutfluss zu messen,

um in weiterer Folge die Endothelfunktion beurteilen zu konnen.

Systole
" Diastole
Intensitit des
austretenden Y Plethysmo-
Lichtes raphische
\fA“ gulskurve

icht

aust{etﬁndes TTTTTTTTT T¢ TT T TT

«—— arterielle Pulsation

" Arterielles Blut
Venodses Blut

“—— Gewebe

Zeit

Einfallendes Licht TT T T T T T T T T T T T T

Kein Puls Pulsierendes Blut

Abbildung 21: Prinzip der Lichtabsorption durch Blutvolumenverdnderung bei der OPG (Kaltenegger et al.
2010)

1.5.4.3. Erfassung der PORH mittels Laser-Doppler-Flowmetrie (PORH/LDF)

Mit Hilfe der Laser-Doppler-Flowmetrie (LDF) ist es mdglich, die mikrovaskulédre Perfusion
zu erfassen. Monochromatisches Licht verdndert seine Richtung, wenn es auf nicht bewegte
Strukturen trifft. Die Frequenz éndert sich in diesem Fall nicht. Trifft das Laserlicht jedoch
auf sich bewegende Teilchen, flihrt dies zu einer Frequenzverdnderung. Dieser Mechanismus
wird als Dopplershift (Doppler-Effekt) bezeichnet. Im konkreten Fall handelt es sich bei den
bewegten Strukturen um Erythrozyten. Je schneller die Erythrozyten und je hdéher deren
lokale Konzentration, umso stirker ist die Dopplershift. Die Eindringtiefe des Laserlichts wird
von  verschiedenen = Faktoren  beeinflusst wie  etwa  Gewebseigenschaften,

Kapillarisierungsdichte, Oxygenationsgrad der Erythrozyten, Pigmentation der Haut,
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Wellenldnge des Lichts und Abstand von Sender zu Empfinger des Laser-Doppler-Kopfes
etc. Die zu erwartende Eindringtiefe des Laserlichts bei 780 nm und einem Abstand von
Sender zu Empféanger von 0,25 mm betréigt etwa 0,5 — 1 mm. Aufgrund dieser sehr geringen

Eindringtiefe ist lediglich die Messung der oberflichlichen Mikrozirkulation moglich

(Perimed, 2011).
" ’ Sender Receiver
S | \ ~ . :

£y
Capillaries

Abbildung 22: Schematische Darstellung einer LDF-Mesung: vom Sender ausgehendes Laserlicht veréndert
seine Richtung bei nicht bewegten Strukturen. Trifft das Laserlicht auf sich bewegende Teilchen, wird die
Frequenz verdndert und vom Empfanger detektiert (Perimed 2001).

Die gemessenen Signale werden in ,arbitrary units angegeben und in dieser Arbeit als
»perfusion units® [PU] bezeichnet, die den gemessenen Blutfluss reprisentieren. Je nach
Architektur der Gefdfle, Konzentration des zirkulierenden Hamoglobins, Himatokrit, Dicke
der Epidermis und der moglichen Eindringtiefe des Lasers variiert die Reaktion der LDF-
Messung. Es ist somit nicht moglich, absolute Flussgrof3en mittels Laser-Doppler-Flowmetrie
aufzuzeichnen. Wiahrend der Okklusion, also bei fehlender Perfusion, wird ein geringes
Dopplersignal gemessen, das auf die Brownsche Molekularbewegung zuriickzufiihren ist.
Dieses Signal entspricht dem ,,biologischen Nullpunkt* (Cracowski et al. 2006; Perimed
2001; Klasinc 2011).

In folgender Abbildung ist eine generalisierte LDF-Reaktionskurve bei Anderung des

Perfusionszustandes dargestellt.
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Abbildung 23: Charakteristik einer LDF-Messung. In dieser Abbildung sind die wesentlichen Merkmale einer

LDF-Messung inklusive Stauphase (B)
welche zum Zeitpunkt C ihr Maximum

dargestellt. Nach der Stauphase kommt es zur reaktiven Hyperdmie (A),
erreicht und zum Zeitpunkt D nahezu Ausgangswerte annimmt.

Zwischen Zeitpunkt 1 und 2 ist die Ruhedurchblutung zu erkennen. Zusétzlich sind Bewegungsartefakte zu
sehen, diese weisen charakteristische, nicht-physiologische Peaks auf. Eine Durchblutungssteigerung der Haut
(z.B. durch vasoaktiven Substanzen) fiihrt zu einer Erhhung der Perfusion Units [PU]. (Perimed 2001)

1.6. Pharmakokinetische Modelle

1.6.1. Modelle allgemein

Modelle sind Abbildungen bzw. abstrakte Reprdsentationen von Gegenstinden oder

Prozessen der realen Welt (Stachowiak 1973; Stachowiak 1983). Sie sind durch 3 Merkmale

gekennzeichnet:
Abbildungs-Merkmal
Verkiirzungs-Merkmal

Pragmatisches Merkmal

Modelle sind demnach Abbildungen oder Repréisentationen von Originalen, die nicht alle

Attribute des Originals umfassen, sondern nur jene, die dem Modellersteller relevant

erscheinen. Modelle erfiullen ihre Funktion auch nur fir bestimmte modellbenutzende

Subjekte innerhalb eines bestimmten Zeitintervalls.
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Der Prozess der Modellbildung kann iiber Abstraktion oder Idealisierung von Systemen bzw.

Subsystemen des Modelloriginals erfolgen.
1.6.2. Kompartment-Modelle

Die Pharmakokinetik beschreibt den zeitlichen Verlauf von Arzneistoff-Konzentrationen im
Organismus bzw. dessen Subsystemen. Die Pharmakokinetik umfasst primér die Prozesse

Absorption/Aufnahme, Distribution/Verteilung und Elimination (siche Abb. 24).

: Liberation (Freisetzung)
I
(lrl\\ll%%?enn ) Absorption (Resorption)
Distribution (Verteilung)

Elimination | Metabolismus (Biotransformation)
(Abfluten) Exkretion (Ausscheidung)

Abbildung 24: Prozesse in der Pharmakokinetik

In der Pharmakokinetik ist es von Vorteil, den Organismus als System von sog.
»Kompartments® zu charakterisieren. Diese Kompartments sind Subsysteme, die rdumlich
oder funktionell begrenzt sind und die den entsprechenden Abschnitten des Organismus
zugeordnet werden. Die Subsysteme bzw. Kompartments sind homogen, ideal durchmischt
und werden hiufig durch mathematische Modelle auf der Basis von Massenbilanz-Ansitzen

beschrieben (siche Abb. 25).

o

m m

in speicher mout

Abbildung 25: Massenbilanz-Ansatz in einem Kompartment-Modell

dmspeicher = Mip — Moye

D.h. die Anderung der im Kompartment gespeicherten Masse einer Substanz ergibt sich als

Differenz von Massenzustrom und Massenabstrom.
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In der Pharmakokinetik werden im Massenbilanz-Ansatz die beteiligten Massen meist durch

Konzentrationen (C;) ersetzt, dementsprechend gilt:

Das bedeutet, dass die Konzentration im Kompartment i (mit C; bezeichnet) sich als Quotient
von Masse der jeweiligen Substanz im Kompartment (m;) und dem Volumen des

Kompartments (V;) ergibt.

Die jeweiligen Kompartments konnen miteinander verkniipft werden, um pharmakokinetische

Prozesse zu beschreiben.

Als klassisches Beispiel gilt das 2-Kompartment-Modell fiir die intramuskulédre Injektion
(siche Abb. 26). Das Kompartment 1 stellt das muskuldre Kompartment dar, in das eine
impulsformige Injektion (Dosis D) erfolgt. Kompartment 2 reprédsentiert das Blut- bzw.
Plasma-Kompartment. Der Parameter k, reprisentiert die Invasion vom Muskel- ins Blut-

Kompartment, der Parameter k. quantifiziert die Elimination aus dem Blut-Kompartment.

D

Kompartment 1 a Kompartment 2

C,V, C, V,

k

e
Abbildung 26: 2-Kompartment-Modell
Dieses 2-Kompartment-Modell kann durch ein System von 2  gekoppelten

Differentialgleichungen beschrieben werden, die Losung dieser Differentialgleichungen stellt

die bekannte ,,Bateman-Funktion‘ dar, die in Abb. 27 grafisch dargestellt ist.
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1,0

Konzentration
o
(&)}
I

0 >
Zeit

Abbildung 27: Bateman-Funktion: Zeitverlauf der Elimination (a) aus Kompartment 1; Zeitverlauf der Invasion
(b) in Kompartment 2; Zeitverlauf von gleichzeitiger Invasion und Elimination in Kompartment 2, Bateman-
Funktion (c)

Der Zeitverlauf der Konzentration im Kompartment 2, C(t), kann als Funktion der
Invasionskonstante (k,), der Eliminationskonstante (k.), der applizierten Dosis (D) und des

Verteilungsvolumens (V4) beschrieben werden:

koD

CO =y e — k)

— (e—ket _ e—kat)

Mittels mathematischer Methoden (z.B. nichtlineare Regression) kénnen die Modellparameter
auf Basis experimentell aufgezeichneter Konzentrations-Zeit-Verldufe (reales Experiment)
geschitzt werden. Diese Schédtzung der Parameter wird haufig mit dem Begriff der

»Systemidentifikation® belegt.

Kompartment-Modelle besitzen den Vorteil der Anschaulichkeit und Riickinterpretierbarkeit
der einzelnen Modell-Parameter, als Nachteil gilt die Notwendigkeit der Annahme einer
Kompartment-Struktur (Anzahl der Kompartments, Art der Verkniipfung etc.), die nicht

immer einfach aus den realen Gegebenheiten ableitbar ist.
1.6.3. Non-Kompartment-Modelle

Ein anderer Weg zur Modellierung pharmakokinetischer Prozesse ist die sog. ,,Non-
Kompartment-Analyse®. Dabei wird keine Kompartment-Struktur zugrunde gelegt, sondern
man bezieht sich auf sog. ,statistische Momente*, die mathematische Beschreibungen

diskreter Verteilungen darstellen. Ausgangspunkt hierfiir sind Flachen unter der
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Konzentrations-Zeit-Kurve (AUC — area under the curve) bzw. Fliachen unter der
zeitgewichteten Konzentrations-Zeit-Kurve (AUMC), die iiber numerische Integration

bestimmt werden (siche Abb. 28).

endogen
oder
exogen

Zuflisse

Rezirkulationen
oder
Austauschprozesse

Zentraler
Pool

Elimination

Abflisse Abbau etc.

Abbildung 28: Non-Kompartment-Modell

Durch einfache mathematische Verkniipfungen konnen aus diesen GroBBen KenngroBen wie
beispielsweise die Eliminations-Halbwertszeit, die mittlere Verweilzeit oder die Clearance

berechnet werden.
1.6.4. PORH-Kompartment-Modelle

Die in Betracht gezogene methodische Vorgangsweise zur Erfassung der PORH in der
kutanen Mikrozirkulation mittels LDF verwendet die Perfusion der Mikrozirkulation als

charakteristische Messgrof3e.

Der Prozess der PORH kann in 2 Phasen gegliedert werden:
e Okklusions-Phase
e Phase der postokklusiven Hyperdmie

Wihrend der Okklusionsphase nehmen in der Mikrozirkulation aufgrund der sistierenden
Blutzufuhr der O,-Partialdruck ab, der CO»,-Partialdruck und die Konzentration von
Metaboliten zu (siche vorne). Aufgrund der metabolischen Autoregulation kommt es in Folge
zu einer Offnung der prikapilliren Sphinkteren und der Stromungswiderstand des

Mikrozirkulations-Areals sinkt.
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Nach dem plétzlichen (,,sprungformigen) Losen der Okklusion kommt es aufgrund des
niedrigen Stromungswiderstands in der Mikrozirkulation zu einem Anstieg der Perfusion, die
tiber die NO-bedingte Vasodilatation der versorgenden Gefidlle zusétzlich verstarkt wird. Die
nunmehr supraoptimale Blutversorgung fiihrt zu einem Anstieg des O,-Partialdrucks, zu
einem Abfall des CO,-Partialdrucks und zu einem Abtransport der Metaboliten, dies bedingt
die Riickkehr des Stromungswiderstands zum Ausgangswert und damit eine Reduktion der
Perfusion. Die reaktive Zunahme und nachfolgende Abnahme der Perfusion der

Mikrozirkulation weisen einen charakteristischen Zeitverlauf auf.

Zur Quantifizierung dieses dynamischen Prozesses der zeitabhingigen Anderung der
Perfusion in der Mikrozirkulation hat sich ein Standard-2-Kompartment-Modell als gut

geeignet erwiesen (Klasinc 2011).

Offnen der
Okklusion

K1 K2
K,
Aktivierungs- > R
kompartment =
NO-Mechanismus Mikrozirkulation

I

Abbildung 29: Blockdiagramm und Zuordnung des Zwei-Kompartment-Modells (nach Klasinc 2011)

Dieses Modell (siche Abb. 29) kann den Zeitverlauf des Prozessablaufs mittels zweier
Parameter (k, bzw. k) beschreiben, wobei k, die Phase des Perfusionsanstiegs
(Aktivierungsphase), ke die Restitution der Perfusion zum Ausgangswert (Restitutionsphase)

charakterisiert.

Die gewidhlte Vorgangsweise stellt eine ausschlielich phdnomenologische Modellierung des

Prozesses der PORH in der kutanen Mikrozirkulation dar.
1.7. Ziele der Arbeit

Im Rahmen einer ,,feasibility study* (Klasinc 2011) wurde gefunden, dass die PORH in der

subkutanen Mikrozirkulation des Unterarms mittels LDF einfach und problemlos erfasst
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werden kann und dass eine Charakterisierung bzw. Parametrisierung der Reaktion mittels des

oben beschriebenen Modells mdglich und glinstig ist.

Um eine Anwendung der PORH und deren Parametrisierung als diagnostischen Ansatz zur
Fritherkennung der EDF beurteilen zu konnen, ist neben der methodischen Optimierung eine

Abklarung von moglichen Storeinfliissen erforderlich.

Einen der moglichen Einflussfaktoren auf Kinetik und Reaktionsstidrke der PORH stellt die
Bioverfiigbarkeit von NO dar.

Es ist daher das Hauptziel der vorliegenden Arbeit, die Reaktionsstirke und Kinetik der
PORH-Reaktion an einer Gruppe von Versuchspersonen einmal unter Ruhebedingungen
(Leerversuch) und danach nach oraler Gabe von NTG zur Modifikation der NO-
Bioverfiigbarkeit zu vergleichen. Als Nebenziel wird eine Optimierung und Standardisierung

der methodischen Vorgangsweise angestrebt.

Als MessgroBen dienen dabei globale Messgrof3en wie Amplitude der Reaktion, Zeitpunkt des
Maximums etc. und die Parameter der PORH-Reaktion aus der Anpassung eines
pharmakokinetischen Zwei-Kompartment-Modells sowie Kenngroen aus der Non-

Kompartment-Charakterisierung (AUC etc.).

34



Methodik

2. Methodik

2.1. Ethische Konformitit

Die Versuchsplanung, Case Report Form und Informed Consent Form, sowie die
verwendeten medizintechnische Systeme wurden der Ethikkommission der Medizinischen
Universitidt Graz vorgelegt. Die Ethikkommission ist in ithrem Votum (EK-Nummer 25-084
ex 12/13) zu dem Schluss gekommen, dass kein Einwand gegen die Durchfiihrung der Studie

in der vorliegenden Form besteht.
2.2. Versuchskollektiv

2.2.1. Abschitzung der Sample Size (Probandenanzahl)

Die Sample Size wurde mit der Software ,,G*Power” Version 3.1.3 (Franz Faul, Universitit
Kiel) anhand der Mittelwerte und Standardabweichungen von Daten aus Vorversuchen
ermittelt. Die Probandenzahl wurde auf Basis des Parameters der Invasion (k,) errechnet, da
dieser die groBeren Standardabweichungen zeigt. Zusétzlich wurde ein Sicherheitszuschlag
von 4 Personen plus eine Drop-Out Quote von 10 % einbezogen. Die resultierende Sample
Size wurde demnach mit 16 Personen festgelegt. In Abb. 30 ist ein Screenshot der Sample

Size-Bestimmung zu sehen.

critical t =1.84418

0.3 =
FAREN
7 by
/ A
0.2 ’ E
A
J \
! ~
/ ~
0.1+ B\, S
YV
- S ——
04 T T = T T T T ==
-4 -2 o 2 4 ] 3 10
Test farmily Statistical test
trests W Means: Wilcoxon signed-rank test (matched pairs) w

(& Frorm group pararmeters
Type of power analysis

Mean group 1
Mean group 2
S0 group 1
S0 group 2

Correlation between groups

Calculate

Effect size dz

0275

05634

0.156

0.z7

0.5

1.228447

A priori: Compute required sample size - given o, power, and effect size

Input Parameters

Tail{s) | One b

Farent distribution | Marmal b

Effect size dz 1.2284470
o ert prob 0.05

Power {1-p err prob)

0.95

Dutput Parameters
Mancentrality parameter &

Critical t
Df
Total sample size

Actual power

3.7961391
1.6441768
8.5492966

il

09663178

Abbildung 30: Screenshot des Resultats der Sample-Size-Abschédtzung. Anhand der Mittelwerte (Mean) und
Standardabweichungen (SD) zweier Gruppen, welche aus Vorversuchen ermittelt wurden, konnte eine Sample
Size von 10 Personen bestimmt werden.
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2.2.2. Anthropometrische Daten der Versuchspersonen

Entsprechend der Abschitzung (siehe vorne) umfasste das Versuchskollektiv 16 gesunde
Probanden zwischen 25 und 68 Jahren, wobei 9 ménnliche und 7 weibliche Probanden an den
Experimenten teilnahmen. In Tab. 6 sind die anthropometrischen Daten der jeweiligen

Probanden aufgelistet.
Body-Mass-Index (BMI) und Korperoberfliche (BSA) wurden wie folgt berechnet:

Body-Mass-Index [kg/m?]:

m
BMI = l—z

m ... Korpermasse [kg], I ... KdrpergroBe [m]

Korperoberfliche BSA nach DuBois [m?]:

BSA = (m%*25 x [9725) % 0,007184

m ... Korpermasse [kg], I ... Korpergrofe [cm]

(7
()
x

height [cm]
167
186
171
172
183
163
175
156
154
186
163
188
185
176
167
173

m
m
m
m
m
w
m
w
w
m
w
m
m
w
w
w

Tab. 6: Anthropometrische Daten der Versuchspersonen
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2.3. Durchfiihrung der Experimente

Die Experimente wurden bei einer Raumtemperatur zwischen 24°C und 26°C durchgefiihrt,
die PORH-Messung erfolgte jeweils am rechten Arm. Dazu wurde der Messkopf des LDF-
Systems mit Hilfe eines Kleberings am Unterarm, circa 10 cm distal der regio cubitalis
anterior (Ellenbeuge) angebracht. Zusitzlich wurde eine Blutdruckmanschette am Oberarm so
positioniert, dass der untere Manschettenrand 2 bis 3 cm proximal der Ellenbeuge abschloss.
(siche Abb. 31). Die Probanden wurden in liegender Position untersucht, um

Bewegungsartefakte zu vermeiden.

LDF-Sonde™"

Abbildung 31: Lage der pneumatischen Manschette und der LDF-Sonde

Jeder Proband absolvierte zwei Messdurchginge der PORH, wobei jeweils ein
Messdurchgang ohne NTG (Abb. 32) und einer mit NTG durchgefiihrt wurde (Abb. 33). Jeder
Durchgang begann mit einer einminiitigen Vorlaufzeit, welche der Erfassung der
Ruhedurchblutung diente (Baseline). Im Anschluss daran wurde die Blutdruck-Manschette
auf 50 mmHg suprasystolisch fiir die Dauer von 5 Minuten aufgepumpt. Dadurch kam es zu
einer arteriellen Okklusion und damit verbunden zur Ischdmie der distalen Gewebepartien.
Nach Ablauf dieser Zeit erfolgten das Entliiften der Manschette und die anschlieSende
Erfassung der PORH fiir die Dauer von ca. 120 Sekunden.

37



Methodik

~
¢ 1 Minute

e Erfassung der Ruhedurchblutung

¢ 5 Minuten arterielle Okklusion durch Aufpumpen der
Manschette 50mmHg suprasystolisch

¢ Entliften der Manschette
® Messung der reaktiven Hyperamie ca. 120 Sekunden

€€«<

Abbildung 32: Versuchsablauf zur Erfassung der Normalreaktion

¢ 1 Minute
e Erfassung der Ruhedurchblutung

® Gabe von 0,8mg NTG und Verteilung fiir 30 Sekunden abwarten.

¢ 5 Minuten arterielle Okklusion durch Aufpumpen der Manschette
50mmHg suprasystolisch

¢ Entliften der Manschette
® Messung der reaktiven Hyperamie ca. 120 Sekunden

€€«

Abbildung 33: Versuchsablauf zur Erfassung der PORH bei erhohter NO-Verfiigbarkeit

Nach der ersten Messung wurde eine 10-miniitige Ruhephase eingehalten, welche dazu
diente, um Einfliisse der ersten Messung auf die zweite Messung zu minimieren (Corretti et
al. 2002). Im Anschluss begann die zweite Versuchs-Sequenz, in deren Rahmen den

Probanden ein kurzwirksames orales Glyceroltrinitrat (Nitrolingual®, Kapsel, Pohl Boskamp,
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Deutschland, Chargenbezeichnung: 206024, Wirkdauer 10 — 30 min., Einzeldosis 0,8 mg)

verabreicht und der Messablauf nach 30 Sekunden Wirkdauer wiederholt wurde.

Parallel dazu wurden Herzfrequenz und Blutdruck diskontinuierlich wéhrend des gesamten
Versuchs aufgezeichnet. Die Blutdruck-Messungen erfolgten am linken Oberarm, jeweils eine
Basismessung vor der Gabe von NTG, weitere Messpunkte lagen in der 2., 4., 7. und 10.
Minute nach der Einnahme von NTG. Die Zeitpunkte wurden an die Vorschlige von

Armstrong et al. 1979 angepasst.
2.4. Datenerfassung und -verarbeitung
2.4.1. Verwendete Messsysteme

Die Messung der PORH erfolgte mittels des Laser-Doppler-Systems PeriFlux® 5000
(PERIMED®, Schweden; CE Nummer 0413; Abb. 34), dessen prinzipielle Funktionsweise

vorne bereits beschrieben wurde.

Abbildung 34: PeriFlux® 5000 (Perimed, 2012)

Die Erfassung von Herzfrequenz und Blutdruck wurde mittels Critikon DINAMAP TM PRO
Series 100 V2 durchgefiihrt (© GE Healthcare, US, CE Nummer 0086; Abb. 35). In das

Periflux 5000 System war ein Modul zur Erfassung des Manschettendrucks integriert.
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Abbildung 35: Critikon DINAMAPTM PRO Series 100 V2 (Quelle: GE Healthcare)

Manschettendrucksignal und LDF-Signal des Perimed 5000 wurden einem Laptop liber USB-
Anschluss zugefiihrt. Der Laptop wurde verwendet, um die Daten vorzuverarbeiten und zu
speichern. Dies wurde durch die installierte systemspezifische Software PeriSoft for Windows
Version 1.30 (PERIMED®, Schweden) durchgefiihrt. Die Daten wurden mit einer
Abtastfrequenz von 0,1/s aufgezeichnet. In Abb. 36 ist ein Screenshot der Messung,
dokumentiert mit der Software Perisoft for Windows, dargestellt. Die Daten wurden im

Anschluss an die Experimente in ein Microsoft-Excel Datenfile tibergefiihrt.

Diskontinuierliche Daten (Blutdruck, Herzfrequenz etc.), die handschriftlich festgehalten

wurden, wurden ebenfalls in eine Excel-Tabelle {ibertragen.
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PeriSoft for Windows - [Burgi, Burgi 91919 - FMD] %
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Abbildung 36: Screenshot einer Messung, dokumentiert mit der Software Perisoft for Windows

2.4.2. Verarbeitung der LDF-Signale

Aus den als Excel-File vorliegenden LDF-Signalen wurde die Baseline errechnet. Diese ergab
sich als Mittelwert der letzten Messminute vor dem Aufblasen der pneumatischen Manschette
(Praokklusionszeit). Danach wurde ein Zeitfenster zur Berechnung der PORH festgelegt, das
mit dem Offnen der Manschette begann (erster PU Messwert > Baseline wird als Zeitpunkt 0
angenommen) und mit dem Ende der PORH-Reaktion (Wiedererreichen der Baseline,
ungefahr 120 Sekunden) endete. Von den Datenwerten (Abtastrate 0,1 s) wurde der Baseline-
Wert subtrahiert und die Daten durch Division durch den maximalen Signalwert auf den
Wertebereich von 0 bis 1 normiert. Danach wurden die Daten fiir die weiteren Analysen

zwischengespeichert (siche Abb. 37).

41



Methodik

Datenerfassung am
LDF - Hauptgerat ‘

Datentiibertragung

auf PC, Einlesen in ‘
Exceltabelle

Korrektur der

Daten durch
Subtraktion der 1

Baseline

Normierung der
Daten

Abspeichern der Daten zur

weiteren Analyse

Abbildung 37: Prozess der Datenverarbeitung

2.5. Berechnung der Kenngrofien der PORH
1.5.1 Globale KenngréBen der PORH

Aus den abgespeicherten LDF-Daten wurden vor der Normierung folgende globale

Kenngrofen der PORH-Reaktion berechnet:

e Basis: entspricht der normierten Ruhedurchblutung vor der Okklusion in Perfusion-

units (PU)

e Basisntg: entspricht der praokklusiven Ruhedurchblutung vor der Einnahme von NTG

in PU
e Maximum: entspricht dem Maximalwert der PORH in absoluten PU

e Maximumyrg: entspricht dem Maximalwert der PORH nach Einnahme von NTG in

PU
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e Tuax: entspricht der Zeitdifferenz vom Offnen der Manschette bis zum Erreichen des

maximalen Blutflusses in Sekunden

o Tyaxnra: entspricht der Zeitdifferenz vom Offnen der Manschette bis zum Erreichen

des maximalen Blutflusses nach Einnahme von NTG in Sekunden
e AMAX: entspricht der Differenz (Maximumyrg — Maximum) in PU
o ATwmax: entspricht der Differenz (Tyax-nte — Tmax) in Sekunden
1.5.2 Kinetische Kenngrof3en der PORH

Wie bereits vorne beschrieben, zeigen die PORH-Reaktionen einen analogen Kurvenverlauf
zur Plasmakonzentration eines Pharmakons nach intramuskuldrer Applikation. Daher wurde
die Kinetik der PORH mittels eines Zwei-Kompartment-Modells modelliert. Die Losung der
beschreibenden Differentialgleichung fiir den linearen Fall stellt die Bateman-Funktion dar
(siche vorne). Mit Hilfe einer nicht-linearen Regressions-Routine (Gauss-Newton-Verfahren),
realisiert in der Software @ MATLAB  (Mathworks, USA), konnten die
Geschwindigkeitskonstanten %, (Absorptionskonstante bzw. Invasionskonstante) und &,
(Eliminationskonstante) aus den normierten Daten ermittelt werden (Listing der Matlab-
Routine siehe Anhang). In Abb. 38 wird ein grafisches Beispiel einer solchen
Modellanpassung dargestellt. Bei dem Verfahren der nichtlinearen Regression werden die
Parameter derart errechnet, dass die quadratischen Abweichungen zwischen Original-Daten
und angepasster Kurve (Residuen) minimiert werden (,,least-square-Verfahren*). Die flir den
jeweiligen Datensatz berechneten Residuen beschreiben die Giite der Modellanpassung,

wobei ein geringeres Residuum eine bessere Anpassung charakterisiert.
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Abbildung 38: Darstellung einer Modellanpassung: mittels nichtlinearer Regression angepasste Kurve (fitted
curve, blau) an die gemessenen und normierten Perfusions-Units (PU; measured data, rot)

Zusitzlich wurden die Flichen unter den Perfusionskurven (area under the curve — AUC)
sowohl fiir die absoluten als auch fiir die normierten Perfusionskurven berechnet. Diese
Flachen wurden bis zum Zeitpunkt t = oo extrapoliert. Die Berechnung der Flachen erfolgte

ebenfalls mittels MATLAB.
Dementsprechend ergaben sich folgende kinetische Kenngrofen:

e k,: Invasionskonstante [1/s]; entspricht der Geschwindigkeit der Invasion bis hin zur

Maximalreaktion. Je groBer dieser Parameter, umso schneller die Invasion.

¢ k.. Eliminationskonstante [1/s]; entspricht der Geschwindigkeit der Elimination von
Beginn der Maximalreaktion bis zum Reaktionsende. Je groBer dieser Parameter,

umso schneller die Elimination.

e Residuen: diese beschreiben die Giite der Modellanpassung durch das Curve-Fit

Verfahrens.

e AUC: mittles Trapezregel errechnete Fliche unter der normierten Kurve. Diese

Berechnung geht iiber die Messung hinaus bis zum Zeitpunkt t = oo.

e AUCabs: mittels Trapezregel errechnete Fliche der absoluten, nicht normierten

Reaktionskurve, ebenfalls bis zum Zeitpunkt t = oo.
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2.6. Kardiovaskulire Messgrofien

Zusétzlich zu den Laser-Doppler Messungen wurden sowohl Herzfrequenz als auch Blutdruck
nach der Gabe von NTG aufgezeichnet. Es wurde eine Basismessung vor der Gabe von NTG
durchgefiihrt. Danach wurde 2 Minuten nach NTG, 4 Minuten nach NTG, 7 Minuten nach
NTG und 10 Minuten nach NTG (nach PORH) je eine Herzfrequenz- und Blutdruckmessung
durchgefiihrt.

Die kardiovaskuldren MessgroBen wurden zur Beurteilung der Wirkung des verabreichten
NTG registriert. Aufgrund der vasodilatierenden Wirkung des NTG ist ein Absinken sowohl
des systolischen als auch des diastolischen Drucks zu erwarten, die Gegenregulation {iber den

Barorezeptor-Regelkreis fiihrt zu einem Anstieg der Herzfrequenz.
2.7. Methoden der statistischen Analyse

Die Ergebnis-Daten wurden mithilfe des Softwarepakets MedCalc (MedCalc Software,
Mariakerke/B) analysiert. Nachdem gepaarte Stichproben vorliegen (Ergebnisse mit bzw.

ohne NTG), wurden 2 Testverfahren herangezogen:
e Wilcoxon-Vorzeichen-Rangsummentest fiir gepaarte Stichproben und
o t-Test fiir gepaarte Stichproben

Der Wilcoxon-Test setzt keine Normalverteilung voraus, der t-Test kann nur bei
Vorhandensein einer Normalverteilung schliissige Aussagen liefern. Die Priifung auf

Vorhandensein einer Normalverteilung erfolgte mittels des Kolmogorov-Smirnov-Tests.
Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.
2.7.1. Box-Whisker-Plot

Zur grafischen Darstellung der Ergebnisse wurde der Box-Whisker-Plot (Tukey 1977)
herangezogen. Sein Vorteil ist, dass verschiedene Streuungs- und Lagemale in einer Grafik
dargestellt werden und somit einen schnellen Eindruck iiber die Verteilung der Daten liefern.
Ein Box-Whisker-Plot besteht aus einem Rechteck (Box), welches durch zwei Linien
verldngert wird. Diese Linien werden als ,,Whisker bezeichnet. Die mittleren 50% der Daten
werden durch die Box reprisentiert, die Lédnge der Box entspricht also dem
Interquartilabstand (engl.: Interquartile Range, IQR). Der Median wird durch eine

durchgehende Linie in der Box eingezeichnet. Durch dessen Lage kann die Schiefe der
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zugrunde liegenden Verteilung abgeschétzt werden. Die Whisker stellen die Werte aul3erhalb
des IQR dar. Die Liange der Whisker wird durch die Datenwerte bestimmt, ist jedoch auf die
1,5-fache Lénge des IQR maximiert. Wird diese definierte Lange nicht iiberschritten, wird die
Lange der Whisker von Maximal- und Minimalwert begrenzt. Datenwerte auflerhalb des 1,5-
fachen IQR werden als ,,Ausreifler* bezeichnet. Werte zwischen 1,5xIQR und 3xIQR sind als
milde Ausreiler definiert, Werte {iber dem 3xIQR werden als extreme Ausreifler deklariert
(WeiB3 2010; Jann 2005; Tukey 1977). Ein Beispiel eines Box-Whisker-Plots wird in Abb. 39

dargestellt. In Tabelle 7 werden die dargestellten statistischen Kenngroflen aufgelistet und

beschrieben.
unterer unteres oberes oberer
"Whisker" Quartil Median Quartil  "Whisker"
Extremer Milder

AusreilSer AusreiBeli

X |

=15 -10 =B 0 5

Abbildung 39: Beispiel eines Box-Whisker-Plots

Untere Quartile 25% aller Werte liegen unterhalb und 75% oberhalb dieses Wertes
Obere Quartile 75% aller Werte liegen unterhalb und 25% oberhalb dieses Wertes
Median 50% aller Werte liegen unterhalb und 50% oberhalb des Medians

Interquartilabstand | Differenz aus oberer und unterer Quartile (Ldngsseite der Box)
(1QR)

Milde AusreiBBer Werte, die zwischen oberer oder unterer Quartile +1,5 IQR liegen (werden als
X dargestellt)

Extreme AusreiBer | Werte, die auBerhalb der Kategorie fiir milde AusreiBer liegen (werden als
Punkt dargestellt)

Tab. 7: Statistische Kenngrofen bei einem Box-Whisker-Plot
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3. Ergebnisse

3.1. Exemplarische Einzelergebnisse

In Abb. 40 ist ein gesamter Messzyklus, bestehend aus Praokklusion, Okklusion und PORH in
normierten PU dargestellt. Der Zeitverlauf einer PORH, ermittelt mittels LDF, kann der Abb.
41 entnommen werden. Bei diesen Abbildungen wurden aus Griinden einer besseren
Ubersicht die durch Vasomotion hervorgerufenen Schwankungen im LDF-Signal durch

Tiefpassfilterung mittels eines Moving-Average-Filters eliminiert.

)
o

0,8

PORH
0,6
0.4
Baseline
Okklusionszeit
0,2 /
O T T T T
0 100 200 300 400

t [s]

Abbildung 40: Einzelbeispiel der Durchblutungsreaktion wéhrend eines gesamten Messzyklus. Zu erkennen sind
sowohl die Baseline (Ruhedurchblutung: Dauer 1 Minute), die 5-miniitige Okklusionszeit und die post-okklusive
reaktive Hyperdmie
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Abbildung 41: Einzelbeispiel einer PORH (normiert und geglittet); in dieser Abbildung ist nur die PORH
dargestellt, Okklusionszeit und Baseline wurden entfernt.

Der Verlauf der PORH-Reaktion zeigt einen raschen Anstieg der Durchblutung bis hin zu
einem Maximum, das im Mittel bei ca. 10 s erreicht wird, danach erfolgt ein Abfall der
Durchblutung. Der Zeitverlauf der Kurve weist eine deutliche Analogie zur Bateman-

Funktion auf.

Beispiele fiir die Anpassung der Bateman-Funktion an die experimentellen Daten werden in

den nachfolgenden Abbildungen vorgestellt.

Abb. 42 zeigt den Fall einer guten Anpassung der Bateman-Funktion an die experimentellen
Daten (Residuen klein), Abb. 43 im Gegensatz dazu eine ungiinstige Anpassung (Residuen

grof3).

Im Falle der guten Anpassung wird die Bateman-Funktion an die ungeglittet vorliegenden
experimentellen Daten robust angendhert, d.h. die durch Vasomotion bedingten

Schwankungen in der Durchblutung werden ausgemittelt.
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Im Falle der mangelhaften Anpassung (siche Abb. 43) weicht der Zeitverlauf der
experimentellen Daten deutlich von jenem einer Bateman-Funktion ab, sodass entsprechend

groBBe Residuumswerte resultieren.

t[s]

Abbildung 42: Anpassung der Bateman-Funktion an experimentelle Durchblutungsdaten — Beispiel einer guten
Anpassung

t[s]

Abbildung 43: Anpassung der Bateman-Funktion an experimentelle Durchblutungsdaten — Beispiel einer
mangelhaften Anpassung.

Die nachfolgende Abbildung stellt an einer Einzelperson die angepassten Bateman-
Funktionen mit und ohne NTG vor. Die geringen Unterschiede in der Reaktionskinetik

konnen deutlich ausgemacht werden.
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Abbildung 44: Vergleich zweier Einzelmessungen nach Modellanpassung einer PORH vor und nach der Gabe
von 0,8mg NTG. Die blaue Kurve entspricht der Reaktion nach der Gabe von NTG (PORH mit NTG); die rote
Kurve entspricht der Reaktion vor der Gabe von NTG.

3.2. Gruppenergebnisse

3.2.1. Globale Kenngro3en der PORH

3.2.1.1.

Tabellarische Ubersicht

Die nachfolgende Tabelle 8 gibt eine Ubersicht iiber die globalen KenngroBen der PORH:

ohne NTG mit NTG Beschreibung Einheit
Basis Basisntg Normierte Ruhedurchblutung PU
Maximum Maximumyrg Maximalwert der PORH PU
Tyax TMAX-NTG Zeitdifferenz vom Offnen der Manschette bis zum S
Erreichen des maximalen Blutflusses
AMAX AMAX Differenz Maximumyrg - Maximum PU
ATwmax ATmax Differenz Tyax-nte - Tmax s

Tab. 8: Globale Kenngr6fien der PORH

In Tabelle 9 werden die einzelnen Kenngréflen der PORH fiir alle Probanden aufgelistet.

Zusitzlich zu den Einzelwerten sind Mittelwert, Median und Standardabweichung angegeben.
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Proband Basis Basisnre Maximum Maximumysg Tmax Tmax-nTe AMAX ATmax
[PU] [PU] [PU] [PU] [s] [s] [PU] [s]
1 35,4283 23,3537 129,2147 124,1993 11 9,2 -5,0153 -1,8
2 17,0963 21,5173 156,8387 |  165,4947 8,6 8,2 8,6560 -0,4
3 68,7127 73,5450 72,8583 54,6590 6,9 9,7 -18,1993 2,8
4 205220 16,8317 160,2640|  177,1383 13,5 91| 16,8742 4,4
5 21,5988 27,1761 106,6972 118,3319 4,6 9,4 11,6347 4,8
6 50,5418 46,1014 75,0072 110,4846 25,4 19,4 35,4774 -6
7 20,8099 17,4942 80,5081 97,4658 4,1 16,5 16,9576 12,4
8 26,8824 21,8256 103,4276 111,1394 22 11 7,7118 -11
9 68,9716 79,6928 86,9734 76,6182 10,3 11| -10,3552 0,7
10 38,4808 27,6424 111,5442 122,8096 9 12 11,2654 3
11 29,2148 24,6816 84,1882 107,4294 10 10,8 23,2412 0,8
12 14,4218 11,4875 105,9092 110,7355 10,2 9,2 4,8263 -1
13 11,6329 17,7420 102,5641 92,4570 17,0 10,6| -10,1072 6,4
14 15,6807 18,3298 112,8293|  117,2292 14,9 14,4 4,3999 0,5
15 12,1842 10,1001 59,1658 78,5839 11,8 19,0 19,4181 7,2
16 21,3180 16,4533 95,5030 100,3987 1,3 18,2 4,8957 16,9
Mittelwerte 29,6498 28,3734 102,7183|  110,3234 11,3 12,4 7,6051 1,1
Median 21,4584 21,6715 102,9959 110,6101 10,3 10,9 8,1839 0,1
Standardabweichung 18,4680 20,5681 28,0977 30,3344 6,3 3,8 13,7884 7,0

Tab. 9: Gesamtliste der globalen PORH-Kenngrof3en
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3.2.1.2. Box-Plots und statistische Priifung

Die Box-Plot-Darstellung der Verteilungen der Maximalwerte der PORH-Reaktion mit und
ohne NTG kann Abb. 45 entnommen werden. Mittels des Kolmogorov-Smirnov Tests konnte
das Vorliegen einer Normalverteilung bestétigt werden. Der Mittelwert des Maximums ohne
NTG betriagt 102,7183 PU (Perfusion Units) mit einer Standardabweichung von 28,0977 PU.
Das Maximum mit NTG betrdgt 110,3234 PU mit einer Standardabweichung von 30,3344
PU. Jedoch konnte nur mittels t-Test statistische Signifikanz erreicht werden. (t-Test: p =
0,0434). Der Wilcoxon-Vorzeichen-Rangsummentest ergab keine statistische Signifikanz (p =

0,0654).
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Abbildung 45: Gegeniiberstellung der PORH-Maxima ohne NTG und mit NTG

Der Median-Wert des Maximalwerts der PORH nach der Gabe von NTG lag hoher als jener

ohne NTG. Die Interquartil-Abstinde waren in beiden Experimentalserien vergleichbar.

In Abb. 46 ist die Zeitdauer bis zum Maximalwert der PORH-Reaktion (Tymax) mit und
ohne NTG vergleichend dargestellt.

Der Kolmogorov-Smirnov Test akzeptierte die Annahme einer Normalverteilung, der
Mittelwert von Tyax ohne NTG betrdgt 11,29 Sekunden mit einer Standardabweichung von
6,31 Sekunden. Mit NTG betrdgt der Mittelwert von Tymax 12,36 Sekunden mit einer
Standardabweichung von 3,85 Sekunden. Es konnte weder mit dem t-Test noch mit dem
Wilcoxon-Vorzeichen-Rangsummentest ein statistisches Ergebnis erreicht werden. (t-Test:

p = 0,5508; Wilcoxon: p =0,7057)
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Abbildung 46: Vergleich der Reaktionsdauer bis zum Maximum ohne und mit NTG.

Der Median der Zeitdifferenzen vom Offnen der Manschette bis zum Erreichen des
maximalen Blutflusses Tyax lag bei Applikation von NTG geringfligig iliber dem
vergleichbaren Medianwert ohne NTG. Die Interquartilabstdinde waren in beiden Serien

vergleichbar.
3.2.2. Ergebnisse der kinetischen Kenngréf3en der PORH
3.2.2.1. Tabellarische Ubersicht

Die nachfolgende Tabelle 10 gibt eine Ubersicht iiber die kinetischen KenngroBen der PORH:

ohne NTG mit NTG Beschreibung Einheit
ka (& Invasionskonstante 1/s
ke ke Eliminationskonstante 1/s
Residuen Residuen Glte der Modellanpassung
AUC AUC Flache unter der normierten Kurve s
AUCabs AUCabs Flache der absoluten Reaktionskurve PU.s

Tab. 10: Kinetische KenngroBen der PORH

Tabelle 11 listet die Ergebnisse der kinetischen Berechnungen (Modellanpassungen) an die
PORH-Reaktionen auf. Es werden sowohl die KenngroBBen, die auf Basis des
Kompartmentmodells ermittelt wurden, als auch die AUC-Berechnungen, die dem Nicht-

Kompartment-Ansatz zuzuordnen sind, zusammengefasst.

Zusétzlich zu den Einzelwerten sind Mittelwert, Median und Standardabweichung angegeben.

53




Probanden ohne NTG mit NTG Differenzen
ka ke Residuen AUC AUCabs ka ke Residuen AUC AUCabs Aka Ake AAUC AAUCabs
1 0,4943| 0,0219 8,9934| 46,1856| 5967,90| 0,3244| 0,0188 7,7920| 54,3493 | 6750,10| -0,1699| -0,0031 8,1637 782,20
2 0,5145| 0,0200 6,2989| 50,1743 | 7869,30| 0,3821| 0,0195 6,0992 | 53,9830| 8933,90( -0,1324| -0,0005 3,8087 1064,60
3 0,4188| 0,0162 8,9466| 49,7139| 3629,80| 0,2866| 0,0109 12,5763 | 71,9662 | 4658,10| -0,1322| -0,0053| 22,2523 1028,30
4 0,2356| 0,0203 7,0998 | 46,9355| 7521,90| 0,3685| 0,0178 4,6138| 52,8743| 9366,20| 0,1329| -0,0025 5,9388 1844,30
5 1,1668 | 0,0213 6,0247 | 43,9877 | 4693,40| 1,3893| 0,0142 11,0667 | 56,6796| 6707,20| 0,2225| -0,0071| 12,6919 2013,80
6 0,4826| 0,0165| 15,4175| 55,5138| 4164,40| 0,2020| 0,0174| 11,7507 | 59,3968 | 6563,30| -0,2806| 0,0009 3,8830| 2398,90
7 0,6671| 0,0293 4,9681| 35,3398| 2845,20( 0,3068| 0,0363 3,7505| 33,6614 | 3275,30| -0,3603| 0,0070 -1,6784 430,10
8 0,1563| 0,0172 59958 | 59,1647 | 6119,30| 0,2463| 0,0132| 10,0641| 81,6719| 7788,80| 0,0900| -0,0040| 22,5072| 1669,50
9 0,1883| 0,0346 7,754 | 34,2471| 2954,40| 0,2162| 0,0583 6,7526 | 23,5267 | 1802,30| 0,0279| 0,0237| -10,7204| -1152,10
10 1,0028 | 0,0221 9,5749| 43,4815| 4850,10( 0,5377| 0,0201| 10,5643 | 53,1198| 6523,70| -0,4651| -0,0020 9,6383| 1673,60
11 0,3967| 0,0282 7,8990| 35,7380| 3008,70| 0,4102| 0,0258 7,0861| 37,3406| 4011,50| 0,0135| -0,0024 1,6026 1002,80
12 0,3420| 0,0225 7,2481| 42,5740| 4509,00| 0,5727| 0,0221 5,7377| 40,2021| 4451,80| 0,2307| -0,0004 -2,3719 -57,20
13 0,2241| 0,0232 6,1358 | 46,8442 | 4804,50| 0,3214| 0,0265 10,8703 | 41,6942 | 3854,90| 0,0973| 0,0033 -5,1500 -949,60
14 0,3955| 0,0264 5,1102 | 39,7808 | 4488,50| 0,2128| 0,0297 3,0195| 39,7937| 4664,90| -0,1827| 0,0033 0,0129 176,40
15 0,1976 | 0,0279 4,3489| 41,9729| 2483,40( 0,1876| 0,0172 4,2862| 61,4498| 4829,00| -0,0100| -0,0107| 19,4769 2345,60
16 1,1005| 0,0290 6,3043 | 33,5514 | 3204,20| 0,1464| 0,0384 12,0158 | 38,1310| 3828,30| -0,9541| 0,0094 4,5796 624,10
Mittelwert 0,4990| 0,0235 7,3463 | 44,0753 | 4569,63| 0,3819| 0,0241 8,0029 | 49,9900 5500,58| -0,1170| 0,0006 5,9147 930,96
Median 0,4078 | 0,0223 6,7021 | 43,7346 | 4498,75| 0,3141| 0,0198 7,4391| 52,9971| 4746,95| -0,0711| -0,0013 4,2313 1015,55
Stabw 0,3258 | 0,0052 2,6160 7,4228| 1620,76( 0,2942| 0,0120 3,2548 | 14,9231 | 2105,08| 0,3003| 0,0080 9,5926 1067,11

Tab. 11: Gesamtliste der kinetischen Kenngrof3en
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3.2.2.2. Box-Plots und statistische Priifung

Vergleicht man die Invasionskonstanten k,, die iiber die Anpassung des Zwei-
Kompartment-Modells mittels nichtlinearer Regression erhalten wurden, fiir den Fall ohne
und mit NTG, so ergibt sich fiir die Invasionskonstante ohne NTG ein Mittelwert von 0,4990
[1/s] mit einer Standardabweichung von 0,3258, fiir den Fall mit NTG ein Mittelwert von
0,3819 [1/s] mit einer Standardabweichung von 0,2942. Nach dem Kolmogorov-Smirnov-
Test liegt eine Normalverteilung vor, es konnte weder beim t-Test (p = 0,1398) noch beim
Wilcoxon-Rangsummentest (p = 0,2522) eine statistische Signifikanz der Differenzen der

Mediane bzw. Mittelwerte gefunden werden.

Abb. 47 zeigt die Box-Plot-Darstellung der Verteilungen der Invasionskonstante k, mit und
ohne NTG.
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Abbildung 47: Gegeniiberstellung der Invasionskonstante ka ohne Glyceroltrinitrat (NTG) und mit NTG

Der Median-Wert der Invasionskonstanten mit Applikation von NTG liegt niedriger als jener
in der Serie ohne NTG, der Interquartilabstand der Invasionskonstanten bei Applikation von

NTG war geringer als jener ohne NTG.

Ein Vergleich der Eliminationskonstanten k. mit und ohne NTG ergab fiir den Mittelwert
der Eliminationskonstanten k. ohne NTG den Wert von 0,02354 mit einer
Standardabweichung von 0,005240, mit NTG betrdgt der Mittelwert der k. 0,02414 mit einer

Standardabweichung von 0,01199. Es lag eine Normalverteilung vor, jedoch konnte keine
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statistisch signifikante Verdnderung der Eliminationskonstanten gefunden werden (t-Test: p =

0,7672; Wilcoxon: p = 0,7820).

Abb. 48 zeigt die Box-Plot-Darstellung der Verteilung der Eliminationskonstanten ohne und
mit NTG
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Abbildung 48: Vergleich der Eliminationskonstanten ke ohne Glyceroltrinitrat (NTG) und mit NTG

Der Medianwert der Eliminationskonstanten mit Applikation von NTG liegt niedriger als
jener in der Serie ohne NTG, der Interquartilabstand der Eliminationskonstanten bei

Applikation von NTG war groB3er als jener ohne NTG.

Additiv zu den kinetischen Parametern, welche aus dem Kompartmentmodell errechnet
wurden, wurden auch die AUCs (KenngréB3en aus dem Nicht-Kompartment-Ansatz) sowohl

in der normierten als auch in der nichtnormierten Form einander gegeniibergestellt.

Bei den normierten AUCs konnte eine Normalverteilung laut Kolmogorov-Smirnov
angenommen werden. Der Mittelwert der normierten AUCs ohne NTG betragt 44,0753 mit
einer Standardabweichung von 7,4228. Der Mittelwert der AUC mit NTG betrdgt 49,9900 mit
einer Standardabweichung von 14,9231. Es konnte sowohl im t-Test und im Wilcoxon-
Vorzeichen-Rangsummentest eine statistische Signifikanz erzielt werden (t-Test: p = 0,0262;

Wilcoxon: p = 0,0335).

Die nachfolgende Abb. 49 verdeutlicht die Unterschiede in der Verteilung der normierten
AUCSs mit und ohne NTG.
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Abbildung 49: Gegeniiberstellung der normierten AUCs ohne NTG und mit NTG

Die Medianwerte der berechneten AUCs bei Applikation von NTG lagen deutlich {iber jenen
ohne NTG, der Interquartilabstand mit NTG war grofer als jener ohne NTG.

Es wurden auch die nicht normierten AUCs mit und ohne NTG einander gegeniibergestellt.
Diese AUCs sind Absolutwerte und geben Aufschluss iiber die Stirke der PORH. Je groBer
die AUC, desto stirker ausgeprégt die Perfusion. Es konnte analog zu den normierten AUCs
eine Normalverteilung angenommen werden. Der Mittelwert der absoluten AUC ohne NTG
betrdgt 4569,6250 mit einer Standardabweichung von 1620,7639. Mit NTG betriagt der
Mittelwert der absoluten AUCs 5500,5812 mit einer Standardabweichung von 2105,0798. Es
konnte auch hier ein statistisch signifikantes Ergebnis errechnet werden (t-Test: p = 0,0033:

Wilcoxon: p = 0,0063).

Die nachfolgende Abb. 50 verdeutlicht die Unterschiede in den Verteilungen mit und ohne

NTG in Form eines Box-Plots.
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Abbildung 50: Vergleich der absoluten (nicht normierten) AUCs vor und nach der Gabe von NTG

Die Medianwerte der berechneten absoluten AUCs bei Applikation von NTG lagen deutlich
iiber jenen ohne NTG, der Interquartilabstand mit NTG war groBer als jener ohne NTG.

3.2.3. Ergebnisse der kardiovaskuldren Messgrof3en

Die nachfolgenden Tabellen 12, 13 und 14 geben eine Ubersicht iiber die parallel zur
Ermittlung der PORH erhobenen kardiovaskuldren MessgroBen Herzfrequenz (Hf),
systolischer Blutdruck (Sys) und diastolischer Blutdruck (Dia). Bei allen Tabellen sind neben

den Einzelwerten auch Median, Mittelwert und Standardabweichung angegeben.
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Proband Hf vor NTG Hf nach 2 Minuten Hf nach 4 Minuten Hf nach 7 Minuten Hf nach PORH
1 54 63
2 59 69 72 67 64
3 62 63 65 63 65
4 57 61 60 64 65
5 64 77 83 79 75
6 61 64 67 63 61
7 75 71 75 72 78
8 83 83 88 85 80
9 67 67 67 72 72
10 52 60 64 56 52
11 83 83 89 80 76
12 47 52 55
13 68 70 69 68 72
14 77 80 79 75 72
15 72 75 71 74 70
16 72 72 90 79 67
Median 65,5 70 71 72 71
Mittelwert 65,81 69,80 72,93 70,67 69,21
Standardabweichung 10,75 8,93 10,83 8,11 7,49

Tab. 12: Gesamtliste der Herzfrequenzen [1/min]

Proband Sysvor NTG | Sys nach 2 Minuten | Sys nach 4 Minuten | Sys nach 7 Minuten | Sys nach PORH
1 110 101 101
2 121 114 105 113 115
3 139 132 122 122 128
4 138 128 129 128 136
5 108 112 106 98 105
6 115 115 106 109 111
7 131 123 115 115 121
8 115 105 104 102 111
9 105 95 96 96 96
10 104 106 108 102 101
11 109 110 117 106 109
12 110 109 112 102 106
13 122 111 111 111 116
14 139 137 138 134 135
15 106 102 99 106 105
16 113 112 115 106 106
Median 114 111,5 111 106 111
Mittelwert 117,81 113,25 112,20 109,44 113,40
Standardabweichung 12,48 11,54 11,13 10,76 11,94

Tab. 13: Gesamtliste des systolischen Blutdruckes [mmHg]
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Proband Dia vor NTG | Dia nach 2 Minuten | Dia nach 4 Minuten | Dia nach 7 Minuten | Dia nach PORH
1 68 64 57
2 56 58 50 51 52
3 88 82 82 77 82
4 90 93 86 85 91
5 65 63 55 54 56
6 74 75 76 77 75
7 67 63 58 52 58
8 66 64 61 65 61
9 60 52 50 48 49
10 63 61 58 54 54
11 60 55 62 63 53
12 65 55 49 49 48
13 62 53 51 52 51
14 80 73 71 68 65
15 68 67 63 61 59
16 73 66 63 66 63
Median 66,5 63,5 61 59 58
Mittelwert 69,06 65,25 62,33 61,19 61,13
Standardabweichung 9,75 11,04 11,69 11,17 12,54

Tab. 14: Gesamtliste des diastolischen Blutdruckes [mmHg]

Zur besseren Ubersicht werden die Verteilungen der Messwerte im Kollektiv zu den
entsprechenden Zeitpunkten (sieche vorne) auch in Form von Box-Plots dargestellt, die
Abbildungen 51 und 52 zeigen die Box-Plots fiir den systolischen bzw. diastolischen
Blutdruck, Abb. 53 gibt den Box-Plot fiir die Herzfrequenz wieder.
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Abbildung 51: Boxplot des systolischen Blutdruckes

Sowohl der systolische als auch der diastolische Blutdruck zeigen bedingt durch die NTG-
verursachte Vasodilatation eine Abnahme, deren Maximalwert nach 7 Minuten (systolischer

Druck) bzw. nach 10 Minuten — nach PORH — (diastolischer Druck) erreicht wurde.
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Abbildung 52: Boxplot des diastolischen Blutdruckes

Nach Einnahme von NTG nahm die Herzfrequenz zu und erreichte nach 7 Minuten ein
Maximum. Dies ist eine Folge der Gegenregulation {iber den Barorezeptor-Regelkreis auf den

durch NTG bedingten Blutdruckabfall.
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Abbildung 53: Boxplot der Herzfrequenz

3.2.4. Zusammenfassung der statistischen Priifungen

In der folgenden Tabelle werden die analysierten Resultate sowohl aus dem t-Test
(Unterschiede in den Mittelwerten) als auch aus dem Wilcoxon-Vorzeichen-Rangsummentest
(Unterschiede in den Medianwerten) unter Beriicksichtigung einer zweiseitigen

Irrtumswahrscheinlichkeit (Two tailed probability, p) aufgelistet.

Sample Sample Sample | Two tailed probability | Two tailed probability
1 2 size t-Test Wilcoxon-Vorzeichen-
Rangsummentest

Maximum ohne NTG | Maximum mit NTG 16 0,0434 0,0654
Tmax ohne NTG Tmax mit NTG 16 0,5508 0,7057
ka ohne NTG ka mit NTG 16 0,1398 0,2522
ke ohne NTG ke mit NTG 16 0,7672 0,7820
AUC ohne NTG AUC mit NTG 16 0,0262 0,0335
AUCabs ohne NTG AUCabs mit NTG 16 0,0033 0,0063

Tab. 15: Gesamtliste der Irrtumswahrscheinlichkeiten, die signifikanten Ergebnisse sind gelb markiert.

3.2.5. Tabellarische Zusammenfassung der Ergebnisse

In der nachstehenden Tabelle werden die Ergebnisse iibersichtlich zusammengefasst, wobei
jeweils die Anderungsrichtungen nach Gabe von NTG zum Referenzexperiment ohne NTG

angegeben sind.
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KenngroRe Richtung der Anderung Signifikanz
Maximum T p<0,05
Tmax T n.s.
ka J n.s.
ke { n.s.
AUC T p<0,05
AUCabs ) p<0,05

Tab. 16: Zusammenfassung der Ergebnisse
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4. Diskussion

4.1. Diskussion der Fragestellung
4.1.1. Relevanz der Ziele der Arbeit

Eine Frilherkennung der EDF zum Zwecke der Abschitzung eines allfilligen
Artherosklerose-Risikos ist im Hinblick auf die Epidemiologie kardiovaskuldrer
Erkrankungen wesentlich. Daher sind nichtinvasive Methoden, die wenig kostenintensiv sind,

zur Detektion der EDF von Vorteil.

Fiir die Implementation eines diagnostischen Verfahrens in die Routine sind die Giitekriterien

von Testverfahren zu beachten (Lienert 1961). Diese umfassen als Haupt-Gitekriterien:
e Objektivitit
e Reliabilitit
e Validitat

Zu den Neben-Giitekriterien zihlen u.a. Normier- bzw. Standardisierbarkeit und Okonomie

des Verfahrens.

Diese Arbeit beschéftigt sich mit dem wichtigen Aspekt der Reliabilitét, die sowohl die Test-
Retest-Reliabilitdt (intraindividuelle Streuung bei Testwiederholung) als auch die
Empfindlichkeit des Tests gegeniiber Kofaktoren (zusitzliche Einfluss- bzw. Storfaktoren)

umfasst.

Als einer der relevanten Kofaktoren wird die Bioverfiigbarkeit von NO angesehen, daher
wurde diese durch orale Gabe von NTG modifiziert. Ebenso wurde die methodische
Standardisierung hinsichtlich der Dauer der Okklusion und der Vorverarbeitung der

experimentellen Daten bearbeitet.
4.1.2. Ziel der Modellierung

Dynamische Systeme werden sinnvollerweise mit dynamischen Methoden untersucht, d.h. es
erfolgt eine Anregung des Systems mit Standard-Testfunktionen (Sprungfunktion,
Impulsfunktion) und die zeitliche Anderung von SystemgroBen als Folge der Anregung wird

aufgezeichnet.
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Die PORH-Reaktion stellt einen dynamischen Prozess dar, ndmlich die Systemantwort der
Perfusion der Mikrozirkulation auf die ,,sprungformige® Authebung der suprasystolischen
Okklusion. Der Zeitverlauf der Perfusion zeigt einen Anstieg bis zu einem Maximum und
danach einen langsamen Abfall bis zum Wiedererreichen des Ausgangswerts vor der

Okklusion.

Die Modellierung iiber ein phidnomenologisch orientiertes 2-Kompartment-Modell erlaubt
eine quantitative Charakterisierung dieses Zeitverlaufs durch wenige Modellparameter, die
iiber nichtlineare Regression auf Basis des zugrundeliegenden Modells und der
experimentellen Daten bestimmt werden. Da der Modellansatz moglichst einfach gefasst
werden soll, wurde auf empirisch-induktiver Basis das Standard-2-Kompartment-Modell der

intramuskuldren Injektion gewihlt, das sich als giinstig erwiesen hat.

Diese Vorgangsweise der Modell-Identifikation bzw. Parameterschitzung stellt den

klassischen Ansatz der sog. ,,modellorientierten Diagnostik* dar.
4.1.3. NTG als modifizierender Ko-Faktor

Durch die Gabe von NTG wird eine endothelunabhéngige Vasodilatation erzeugt, die durch
eine zusdtzliche Bereitstellung von NO verursacht ist. Bislang sind keine Studien zur
Auswirkung von NTG bei der PORH bekannt. Direkte Vergleiche mit anderen
Forschungsarbeiten sind daher in dieser Hinsicht nicht moglich. Bei der FMD hat sich jedoch
NTG bereits als Positivkontrolle fiir die Messung etabliert. Als Alternative zu NTG wiirde
sich N%-monomethyl-L-Arginin (L-NMMA) anbieten. Durch diese Substanz wird die eNOS
blockiert und in weiterer Folge kein NO freigesetzt. Vorteil von L-NMMA wire, dass die
Reaktion die direkte Abhéngigkeit des Endothels zeigt. Nachteilig ist die Bedenklichkeit des
Einsatzes von L-NMMA am Menschen. Tagawa et al. konnten bei Experimenten L-NMMA
zeigen, dass NO primédr in der mid-to-late Phase der PORH-Reaktion, also in der
postokklusiven Zeitspanne von 35 Sekunden bis 110 Sekunden, die Hauptwirkung besitzt. In
Abb. 54 sind die Reaktionskurven der PORH vor und nach L-NMMA dargestellt. Der
Reduktion des Blutflusses nach L-NMMA liegt bei ca. 20 — 30%. Hingegen zeigen andere
Faktoren wie etwa Prostaglandin, Adenosin und ATP-sensitive Kaliumkanéle einen
wesentlich stirkeren Einfluss bei der PORH (Kilbom et al. 1976; Carlsson et al. 1987;
Aversano et al. 1991; Kanatsuka et al. 1992). In Tab. 17 sind die Einflussfaktoren inklusive

der blockierenden Substanzen, mit der Stiarke der Auswirkung aufgelistet.
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Abbildung 54: Vergleich PORH unter Einfluss von L-NMMA. Zu sehen ist der Blutfluss des Unterarms nach
10-miniitiger arterieller Okklusion vor (0) und nach (*) L-NMMA (n=13). *P < 0,05; **P < 0,01 (Tagawa et al.,
1994)

Ein anderer Weg zur Variation der bereitgestellten NO-Menge wire die Supplementierung der
Aminosdure L-Arginin. L-Arginin gilt als wichtiges Precursor-Molekiil fiir die NO Synthese
am Endothel. Eine hohere Konzentration dieser Aminosdure konnte in weiterer Folge zu einer
erhéhten Konzentration von NO fiihren und somit vasodilatierend wirken. Einer Studie von
Lerman et al. zufolge miisste jedoch L-Arginin iiber einen Zeitraum von 6 Monaten
verabreicht werden, um eine Verdnderung der Endothelfunktion beobachten zu koénnen
(Lerman et al. 1998). Aufgrund dieser langen Supplementierungsdauer, haben wir diese

Moglichkeit nicht in Betracht gezogen.

Einflussfaktor Blocker Einfluss Referenz
Prostaglandin Indomethacin, -50% Blutfluss in Peak (MAX) | Kiloom et al. 1974;
Ibuprufen und mid-to-late Phase Kilboom et al. 1976;
(Elimination) Carlsson et al. 1983;

Carlsson et al. 1987

Adenosin Theophyllin -35% Blutfluss Carlsson et al. 1987

ATP-sensitive Kalium | Glibenclamid -30% Blutfluss, Aversano et al. 1991;

Kanale -50% Reaktionsdauer Kanatsuka et al. 1992

Stickstoffmonoxid N®-monomethyl-L- | -20 — 30% Blutfluss in Tagawa et al. 1994
Arginin mid-to-late Phase

Tab. 17: Einflussfaktoren und Auswirkung auf die PORH
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4.2. Diskussion der Methodik
4.2.1. Praktikabilitit der PORH/LDF und Relevanz des Messgebiets

Die Erfassung der PORH mittels LDF gestaltet sich methodisch relativ einfach, da nur der
LDF-Messkopf mittels eines Schaumstoff-Kleberings am Unterarm befestigt werden muss.
Die Verbrauchsmaterial-Kosten sind dementsprechend gering und die Schulung des

Anwenders beschrinkt sich vornehmlich auf die Bedienung der Datenerfassungs-Software.

Die Messung ist nichtinvasiv und daher fiir den Probanden schmerzfrei und erfolgt iiberdies
an einer leicht zugénglichen Korperstelle (Unterarm), sodass Aus- und Ankleideprozeduren

entfallen.

Fiir die Datenerfassung sind nur einige Standardisierungs-Mafinahmen erforderlich, diese
betreffen neben Ausschluss von Medikamenten vorwiegend die Umgebungstemperatur, um

thermoregulatorisch bedingte Perfusionsénderungen in der Haut auszuschlief3en.

Als Nachteil der LDF-Methodik gilt jedoch, dass keine Absolutwerte der Perfusion, sondern
nur Relativwerte (,,perfusion units®) erhoben werden kdnnen, sodass die Messungen immer

auf einen Basiswert (Ruhewert) bezogen werden miissen.

In unserem Fall zeigten die Basiswerte vor dem Leerversuch und vor dem NTG-Experiment
nur geringe Schwankungen, wie Abb. 55 entnommen werden kann, dies kann als Indikator fiir

eine gute Reproduzierbarkeit interpretiert werden.
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Abbildung 55: Direktvergleich der Basiswerte: Die jeweiligen gemessenen Werte (0) sind probandenabhéngig
durch eine unterbrochene Linie verbunden

Die  Ubertragbarkeit der PORH der kutanen Mikrozirkulation auf andere
Mikrozirkulationsbereiche (Skelettmuskel, Herzmuskel etc.) ist bislang weder experimentell
noch klinisch verifiziert, es herrscht jedoch in der Literatur Ubereinstimmung, dass
beispielsweise Anderungen der Durchblutung der Netzhaut auf Flicker-Licht (,,dynamic
retinal vessel analysis* — Patel 2010; Baumann et al. 2012) als prognostischer Faktor fiir die
EDF herangezogen werden konnen. Daraus kann man vorsichtig schlussfolgern, dass
Anderungen in einem bestimmten Mikrozirkulations-Areal im Hinblick auf andere Areale

generalisierbar sind.
4.2.2. Vergleich der PORH/LDF mit konventioneller FMD

Die mittels Ultraschall gemessene Gefédf3dilatation nach arterieller Okklusion (FMD) gilt als
Goldstandard in der Diagnose und Prognose von EDF und damit von kardiovaskuldren

Erkrankungen.

Ein wesentlicher Unterschied zwischen PORH/LDF und FMD liegt im Ort der Okklusion. Bei
der FMD wird distal von der Messstelle die Arterie mittels Blutdruck-Manschette okkludiert,
bei der PORH/LDF liegt die Okklusionsstelle proximal zur Lage des LDF-Messkopfs.

69



Diskussion

Daruber hinaus sind die betrachteten Gefadurchmesser unterschiedlich: bei der FMD
verwendet man groere Gefille (z.B. a. brachialis), bei der PORH/FMD betrachtet man die

Mikrozirkulation der Haut, d.h. tiberwiegend Arteriolen und Kapillaren.

Ein weiterer wesentlicher Unterschied liegt in der Beurteilung der Reaktion. Bei der FMD
wird routineméBig nur zu einem Zeitpunkt (45-60 Sekunden nach Aufhebung der Okklusion)
die relative Anderung des GefiBdurchmessers gemessen. Eine Erfassung der Gesamtreaktion
ist duferst aufwidndig und in der Routine schwer umsetzbar. Bei der PORH/LDF kann die
relative Anderung der Perfusion jedoch kontinuierlich mit hoher zeitlicher Aufldsung erfasst

werden.

Der Vorteil der FMD liegt in der moglichen Erfassung von Absolutwerten und der zusétzlich
erzielbaren Information iiber die Intima-Media-Dicke. Als Nachteil gilt der hohe
Schulungsaufwand des Untersuchers und der Mangel an Automatisierbarkeit. Im Gegensatz
dazu ist die LDF-Methode einfach und gut automatisierbar, allerdings sind keine

Absolutwerte messbar.

Der Zeitverlauf der FMD-Reaktion im Vergleich zur PORH/LDF-Reaktion zeigt markante
Unterschiede, wie sie in Abb. 56 dargestellt sind.

FMD
0.9- LDF ||

0.7 B
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0.4 1 B
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|
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Abbildung 56: Darstellung der normierten Gesamtreaktion einer FMD und einer PORH. Die rote Kurve
entspricht der mittels Laser-Doppler gemessenen post-okklusiven reaktiven Hyperédmie, die FMD entspricht der
blauen Kurve. Tyax . Reaktionsdauer bis zur Maximalreaktion
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Bei Versuchen mit NTG und der Messung der konventionellen FMD konnte gezeigt werden,
dass nach der sublingualen Gabe eine GefdaBdurchmesserzunahme zwischen 18,3% und 21,2%
erfolgt, wobei es ohne NTG zu einer Kaliber-Anderung von ca. 11% ( Drexler et al. 1989;
Corretti et al. 2002) kommt. Dies bedeutet eine Verstarkung der Reaktion nach NTG-Gabe

um ca. 7-10%.
4.2.3. Einfluss der Okklusionsdauer auf die PORH-LDF

Im Rahmen von Vorversuchen haben wir ermittelt, dass die Dauer der arteriellen Okklusion
die Reaktionskinetik der PORH wesentlich beeinflusst. Dies ist eine Folge der metabolischen
Autoregulation (siehe vorne) des betreffenden Zirkulationsareals, da iiber die Dauer der

Okklusion das Ausmal der lokalen Hypoxie beeinflusst wird.

Dartiiber hinaus wiesen die kinetischen Parameter (k,, ke, AUC) bei 5 - bzw. 10 - miniitiger
Okklusionsdauer deutliche Verdnderungen auf. Dies wurde in einer Testserie mit 8 gesunden
Personen zwischen 25 und 66 Jahren erhoben, bei denen sowohl eine 5-miniitige als auch

eine 10-miniitige Okklusionsdauer angewandt wurde.

Nach der Anpassung des beschriebenen Kompartment-Modells der PORH konnte mit Hilfe
des Wilcoxon-Vorzeichen-Rangsummentests eine statistisch signifikante Verdnderung von k.
(p = 0,0078) und der normierten AUC (p = 0,0078) ermittelt werden. Bei der
Invasionskonstante k, konnte kein statistisch signifikantes Ergebnis erzielt werden (p =

0,1494).

In den Abbildungen 57 bis 59 sind die Resultate als Boxplot dargestellt. Da vor allem die
Elimination (Parameter k.) langsamer erfolgt, steigt die Flache unter der Kurve (AUC) an. In
Abb. 60 sind anhand einer beispielhaften Messung die wesentlichen Unterschiede der nicht

normierten PORH-Reaktionen zu erkennen.

Im Gegensatz dazu haben bei der konventionellen FMD weder Okklusionsdauer noch Lage
der Manschette (distal oder proximal des Messpunktes) einen Einfluss auf Zeitverlauf und
Intensitdt der Reaktion (Corretti et al. 2002). Dies bestdrkt die Annahme, dass mittels FMD

eine reduzierte autoregulatorische Kapazitit nicht detektiert werden kann.
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Abbildung 57: Boxplot der Invasionskonstante k, nach 10-miniitiger Okklusionsdauer und S5-miniitiger
Okklusionsdauer
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Abbildung 58: Boxplot der Eliminationskonstante k. nach 10-miniitiger Okklusionsdauer und 5-miniitiger
Okklusionsdauer
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Abbildung 60: Beispiel nicht normierter Reaktionsunterschiede bei einer Okklusionsdauer von 10 Minuten (rot)

und 5 Minuten (blau)

4.2.4. Verwendete Messgroflen

Wir unterscheiden in dieser Arbeit zwischen globalen, kinetischen und kardiovaskuldren

Messgroflen. Die globalen Messgroflen bieten eine einfache und summarische Beschreibung

des Zeitverlaufs der Gesamtreaktion. Die kinetischen Parameter beschreiben die Reaktion auf

Basis des vorne beschriebenen 2-Kompartment-Modells und geben iiber die Residuen

zusitzlich einen Hinweis zur Giite der Modellanpassung. Die kardiovaskuldren Messgrof3en

dienen zur Abschétzung der individuellen Wirksamkeit von NTG bei den Probanden.

73



Diskussion

Die globalen Messgroflen ,,Maximum® und ,, Tyax“ charakterisieren grob den Zeitverlauf der
PORH/LDF-Reaktion. Ihre mathematisch-analytische Zuordnung zur Bateman-Funktion ist in
Kapitel 4.3.1 erlautert.

Zur detaillierteren Beschreibung werden die auf Basis des 2-Kompartment-Modells
identifizierten Modellparameter herangezogen. Der Parameter k, charakterisiert die
Aktivierungsphase der PORH/LDF-Reaktion, der Parameter k. die Restitutionsphase. Da die
Maximalamplitude der Reaktion auf den Wert 1 normiert wurde, ist der ebenfalls bei der
Identifikation bestimmte Parameter D/Vy4 nur von geringem Informationsgehalt. Um die
Intensitit der Reaktion iibersichtlich beurteilen zu kénnen, wurden zusétzlich sowohl fiir den
normierten als auch den nicht normierten Reaktionsverlauf die Fliachen unter der Kurve

(AUC) bestimmt.

Die kardiovaskuldren MessgroBen (systolischer bzw. diastolischer Blutdruck und
Herzfrequenz) dienten zur individuellen Abschitzung der Wirkintensitit des verabreichten
NTG. Da NTG eine Vasodilatation verursacht, sinkt der arterielle Blutdruck (vor allem der
diastolische Wert), dieser Blutdruck-Abfall wird iiber den Barorezeptor-Regelkreis iiber einen

Herzfrequenz-Anstieg gegenregulatorisch ausgeglichen.
4.2.5. Adiquanz des Modells

Es konnte in der Arbeit von Klasinc 2011 bereits gezeigt werden, dass ein Zwei-
Kompartmentmodell fiir die Beschreibung der PORH-Reaktion im Vergleich zur Non-
Kompartmentanalyse einen praktikablen Ansatz darstellt. Durch die Anpassung der Bateman-
Funktion mittels nichtlinearer Regression an die experimentell erhobenen Datenpunkte wird
ein robustes Verhalten erreicht, d.h. dass einzelne Ausreifler in den Daten die Gesamtqualitit

der Parameterschédtzung nur unwesentlich beeinflussen.

Die Non-Kompartmentanalyse weist im Vergleich eine reduzierte Robustheit auf, da vor
allem die Schitzung von k. aus nur wenigen Datenpunkten im Endbereich der Reaktionskurve
erfolgt. Messfehler in diesem Bereich wirken sich dadurch betrichtlich auf die Berechnung
von k. aus (Klasinc 2011). Daher haben wir von der Berechnung von k. auf Basis des Non-

Kompartment-Modells abgesehen und nur die AUC aus diesem Ansatz verwendet.

4.2.6. Qualitit der Modellanpassung, Verteilung der Residuen
Da im Kompartmentmodell die Regression durch ein ,least-square-curve-fit-Verfahren*

durchgefiihrt wird, erfolgt eine robuste Anpassung an die gemessenen Datenpunkte. Die Giite
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der Anpassung wird durch die Residuen angegeben. Je grofler deren Wert, umso mangelhafter
ist die Modellanpassung. In der folgenden Abbildung ist die Verteilung der Residuen vor und
nach der Gabe von NTG dargestellt.

2 ] ]
Res ohne Res NTG

Abbildung 61: Boxplot der Residuen: Residuen vor NTG (Res ohne) und Res nach NTG (Res NTG)

Es ist zu erkennen, dass die Streuung der Residuen nach NTG grofer ist als bei der
Kontrolluntersuchung ohne NTG. Anhand des Wilcoxon-Vorzeichen-Rangsummentest
konnte keine statistisch signifikante Differenz in den Medianwerten gezeigt werden (p =
0,782). Die groBere Streubreite der Residuen nach NTG-Gabe kann moglicherweise tliber
Bewegungsartefakte, die als Folge der langen Versuchsdauer oder eines subjektiven Miss-

Empfindens nach NTG-Gabe auftreten, erklirt werden.
4.3. Diskussion der Ergebnisse

Die Gabe von NTG, welche mit einem erhohten Blutfluss einhergeht, fithrt zu keiner
statistisch signifikanten Verdnderung der Aktivierungsphase (k,) bzw. Restitutionsphase (ke)
der PORH/LDF. Es ldsst sich jedoch eine Tendenz zur Verkleinerung beider Parameter
ablesen. Vergleicht man jedoch die AUC und Maximalwerte, konnte eine statistisch
signifikante Differenz vor und nach der Gabe von NTG gefunden werden (p < 0,05), die

Reaktionsdauer bis zum Maximum (Tyax) wurde durch NTG nicht beeinflusst.
4.3.1. Bateman-Funktion und deren theoretische Analyse

Die phidnomenologische Beschreibung der PORH-Reaktion erfolgte durch ein Zwei-

Kompartment-Modell der intramuskuldren Injektion, das durch ein System von 2 gekoppelten
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gewoOhnlichen Differentialgleichungen mit entsprechenden Anfangsbedingungen beschrieben
werden kann. Die Losung dieses Differentialgleichungs-Systems ergibt die sog. ,,Bateman-
Funktion* (siehe auch Kap. 1.6.2), die einen biexponentiellen Verlauf der Konzentration C(t)
in Abhéngigkeit von Dosis und Verteilungsvolumen (D/Vy), Invasion (k,) und Elimination
(k) beschreibt.
k.,D
C(t) = 0 — (e7het — gHat)
Vd (ka - ke)
Durch Integration der Bateman-Funktion ergibt sich die Fliache unter der Konzentrations-

Kurve (AUC) wie folgt:

o)

AUC = | C(t)dt =
|

D
dee

Die berechnete AUC zeigt eine Abhéngigkeit von Dosis und Verteilungsvolumen sowie der

Eliminationskonstante ke, jedoch keine Abhingigkeit von k,.

Durch Differenzieren der Bateman-Funktion ergibt sich der Zeitpunkt des Maximums der

Konzentration (tyax) Zu:

k
In(9)

t =
max (ka - ke)
Fiir die maximale Konzentration C,,x folgt:

D
Cnax =€

Va

_ketmax

Im Verlauf der Arbeit wird der Zeitpunkt des Maximums der Konzentration (tyax) als ,, Tmax‘
bezeichnet, der Maximalwert der Konzentration (Cp,y) als ,,Maximum®.

4.3.2. Diskussion der globalen Messgrof3en

Die globalen Messgrof3en ,,Maximum* und der Zeitpunkt des Auftretens des Maximalwertes
Twmax zeigten nach Gabe von NTG beide eine schwache Tendenz zur Erhdhung (Bereich 5-10

%), die bei ,,Maximum® statistisch signifikant war (siche Abb. 45 bzw. 46, Ergebnisse).
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Aufgrund der Analyse der Bateman-Funktion (sieche oben) stellt Tyax eine funktionale
Beziehung der kinetischen Konstanten k, bzw. k. dar. ,,Maximum® wiederum zeigt eine

Abhéngigkeit von D/V4 und von den kinetischen Konstanten k, bzw. k..

D/Vg sollte aufgrund der Normierung der Primirdaten auf den maximalen Konzentrationswert
(siche Methodik) nahe am Wert 1 liegen und nur geringfligig aufgrund der

Messunsicherheiten schwanken.

Eine detaillierte Analyse der identifizierten Werte fiir D/V4 (siche Abb. 62) ergab jedoch, dass
bei NTG der Medianwert geringfiigig vom Wert 1 nach oben abwich und auBerdem der
Streubereich wesentlich groer war. Dies fiihrt zu einem Einfluss auf all jene Gré8en, die von

D/V 4 abhdngig sind, im Sinne einer Wertevergroflerung.

09

08 o

0,7 1 1
FxD_ohne NTG FxD_mit NTG

Abbildung 62: Fxd/Vd

Da k, bzw. k. keine signifikanten Anderungen bei Gabe von NTG aufwiesen (siche unten),
kann der Anstieg von ,,Maximum* mdglicherweise auf die Erhohung von D/V4 bei NTG-

Gabe zuriickgefiihrt werden.
4.3.3. Diskussion der kinetischen Messgroflen
4.3.3.1. Fldchen unter den PORH/LDF-Reaktionskurven (AUC)

Die Flachen unter den Reaktionskurven, die als Kenngréen der Non-Kompartment-Analyse
gelten, zeigen sowohl im normierten Fall (AUC) bzw. im nicht-normierten (absoluten) Fall

(AUCabs) nach NTG-Gabe eine statistisch sicherbare Erh6hung im Ausmal} von etwa 10%.
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Aufgrund der theoretischen Analyse der Bateman-Funktion ist eine Abhdngigkeit der AUC
von D/V4 und k. gegeben. Da k. (siehe vorne) keine signifikanten Anderungen bei NTG-Gabe
aufweist, diirfte der Anstieg der AUC auf den Einfluss von D/V4 zuriickzufiihren sein. Der
Anstieg der AUC kann dariiber hinaus wahrscheinlich als Effekt der hoheren
Bioverfiigbarkeit von NO interpretiert werden.

4.3.3.2. Kinetische Parameter k, (Aktivierungsphase) und k. (Restitutionsphase)

Wie im phidnomenologischen Modell der PORH/LDF (siche Abb. 29) bereits beschrieben,
reprasentiert die Invasionskonstante k, die Aktivierungsphase der PORH nach Aufheben der

arteriellen Okklusion, die Eliminationskonstante k. die Restitutionsphase der PORH/LDF.

Beide Konstanten k, und k. weisen unter NTG keine signifikanten Anderungen auf, besitzen
jedoch eine Tendenz zur Verkleinerung. Das bedeutet, dass die Gabe von NTG keinen
nennenswerten Einfluss auf den Zeitverlauf der PORH/LDF-Reaktion ausiibt. Dafiir

existieren zwei Erklarungsmoglichkeiten:
e Unterschiede in der NO-Kinetik im Vergleich zum PORH/LDF-Zeitverlauf
¢ Anordnung der Stromungswiderstéinde im Bereich distal der Okklusion.

Die NO-Kinetik, untersucht an der gesunden Rattenaorta (Tschudi et al. 1996), weist einen
wesentlich rascheren Verlauf auf als die PORH/LDF-Reaktion, d.h. die Gabe von NTG und
damit eine erhdhte Bioverfligbarkeit kann sich primdr in der friihen Aktivierungsphase
auswirken. Sie wird wahrscheinlich durch den starken Abfall des Stromungswiderstandes der

kutanen Mikrozirkulation aufgrund der metabolischen Autoregulation maskiert.

Die identifizierten KenngroBen der Reaktionskurven an der Rattenaorta werden den
Mittelwerten der von uns erhobenen kinetischen Kenngrofen der PORH/LDF-Reaktion in
Tabelle 18 sowie in der Abb. 63 gegeniibergestellt.

ka ke Twmax [s]

PORH 0,4078 |0,0223 | 10

NO-Release | 0,2646 | 0,1933 |4

Tab. 18: Pharmakokinetische Parameter der PORH und des NO-Release
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Abbildung 63: Vergleich PORH und NO-Release aus Aorta, blaue Kurve entspricht dem NO-Release aus der
gesunden Rattenaorta, die rote Kurve entspricht der PORH

Die Anordnung der Stromungswiderstdinde im Bereich distal der Okklusion kann durch ein
Widerstandsmodell, wie es in Abb. 64 dargestellt ist, angendhert werden. Der arterielle
Zustrom nach Authebung der Okklusion ist I,, der Strompfad fiihrt iiber den Widerstand der
zufilhrenden Gefille R, zu den beiden Widerstinden der Mikrozirkulation, jenem der
Mikrozirkulation des Muskels R, und jenem der Mikrozirkulation der Haut Ry. Der

Widerstand der Muskulatur Ry, liegt dabei deutlich niedriger als jener der Haut Rg.
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Vene <= 0—4—T

\

Abbildung 64: Anordnung der Stromungswiderstinde

Nach Autheben der Okklusion ist demzufolge der Strom I, groBer als der Strom Iy (blaue
Pfeilmarkierung in Abb. 64), demzufolge ist die Wandscherspannung in der muskuldren
Mikrozirkulation grofer als jene der Mikrozirkulation der Haut. Die NO-abhéngige
Dilatation, die eine Funktion der Wandscherspannung darstellt, tritt daher verstirkt im
Bereich der muskulidren Mikrozirkulation und auf und nur in geringerem Maf3e in der kutanen

Mikrozirkulation.
4.3.3.3. Analyse von Zusammenhdngen (Korrelationen)

Im Rahmen unserer Analysen wurde gefunden, dass der Parameter k. (Restitutionsphase)

deutlich mit der AUC korreliert (siche Abb. 65).

Dies kann iiber die theoretische Analyse der Bateman-Funktion erklirt werden, da die Flache
unter der Kurve (AUC) neben einer Abhadngigkeit von D/V,4 auch eine reziproke Abhdngigkeit
von k. aufweise (siche vorne). Dies bedeutet, dass eine Abnahme des Parameters k. zu einer

Zunahme von AUC fiihrt.
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Korrelation ke und AUC ohne NTG Korrelation ke und AUC nach NTG

Abbildung 65: Zusammenhang ke und AUC ohne NTG. Korrelationskoeffizient r = -0,8455; p < 0,0001;
Zusammenhang ke und AUC nach NTG. Korrelationskoeffizient r = -0,8455; p< 0,0001

Der Parameter k, (Aktivierungsphase) zeigt keine signifikante Korrelation mit der AUC,
ebenso konnten keine signifikanten Korrelationen zwischen AUC und ,,Maximum* (sowohl

ohne als auch mit NTG) nachgewiesen werden.

Zwischen dem Parameter k, und der globalen Messgrole Tmax konnte ohne NTG eine
negative Korrelation (Korrelationskoeffizient r = -0,6002; p = 0,0140) gefunden werden, bei
der Applikation von NTG war diese Korrelation allerdings nicht sicherbar
(Korrelationskoeffizient r = -0,4286; p = 0,0976). Aufgrund der theoretischen Analyse der
Bateman-Funktion (siehe vorne) weist Tyax sowohl eine funktionale Abhingigkeit von k, als
auch von k. auf. Nachdem der Zahlenwert fiir k, wesentlich grofer ist als jener fiir k. (Faktor

10), diirfte sich k, auf Tyax deutlicher auswirken.

Ein Einfluss der biometrischen Daten auf die PORH/LDF-Reaktion konnte ebenfalls nicht

nachgewiesen werden.
4.3.4. Monitoring des Effekts von NTG

In diskreten Zeitabstinden (siche Methodik/Ergebnisse) wurden die kardiovaskuldren
MessgroBBen Herzfrequenz und Blutdruck (systolisch / diastolisch) erfasst. Diese Messungen
dienten dem Monitoring der individuellen Wirksamkeit von NTG und der Beobachtung des
Zustandes der Probanden. Wie erwartet konnte nach der Gabe von NTG eine Erniedrigung
des Blutdruckes (sowohl des systolischen als auch des diastolischen Blutdruckes) beobachtet
werden. Als Gegenregulation zur Erniedrigung des Blutdruckes konnte eine gesteigerte

Herzfrequenz gefunden werden.
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4.3.5. Erweiterung/Verbesserung des Modellansatzes

Fiir detailliertere physiologische Aussagen ist eine Erweiterung des derzeit angewandten
»phdnomenologischen Modells* durch detailliertere Modelle, die die Architektur der kutanen
Mikrozirkulation strukturell abbilden und das Stromungsverhalten in den Blutgefiflen
einbeziehen, denkbar. Ebenso ist die Einbeziehung von einfachen Funktionsansétzen fiir die
metabolische Autoregulation bzw. die NO-abhingige Vasodilatation sinnvoll. Beispiele fiir
derartige Modelle sind in der Literatur bereits beschrieben (Middleman 1972) und werden
auch beispielsweise in der Radiologie fiir die Untersuchung der Verteilung von intravasal
applizierten Kontrastmitteln in der Magnetresonanz-Tomografie eingesetzt (Brix et al. 2009).
Ebenso existieren zahlreiche Modelle der metabolischen Autoregulation sowie der NO-

abhéngigen Vasodilatation (Carlson et al. 2008).

Derartige — im Vergleich zur verwendeten Bateman-Funktion — komplexere nichtlineare
Modelle erfordern verfeinerte Identifikations- bzw. Parameterschitz-Algorithmen,
beispielsweise die Erweiterung des in dieser Arbeit verwendeten Gauss-Newton-Verfahrens
durch eine Gradientensuche, wie sie beispielsweise im Levenberg-Marquardt-Algorithmus

implementiert ist.
4.3.6. Validitit von PORH/LDF im Hinblick auf die EDF

Unsere Untersuchungen kamen zu dem Ergebnis, dass die kinetischen Parameter k, bzw. ke,
die den Zeitverlauf der PORH-Reaktion charakterisieren, keine signifikante Beeinflussung

durch Erhéhung der NO-Bioverfiigbarkeit iiber NTG-Gabe erfahren.

Die endotheliale Dysfunktion EDF wird in der Literatur vorherrschend als Verschiebung der
Endothel-Reaktion in Richtung reduzierter Vasodilatation beschrieben (Endemann et al. 2004;
Esper et al. 2006). Sie wird iiber die endothelvermittelte, NO-abhidngige post-ischdmische
Vasodilatation, bezogen auf einen Basiswert, dargestellt. Als  klassisches
Bestimmungsverfahren gilt die FMD, wobei iiber Ultraschall-Verfahren an groBBeren Arterien
(a. brachialis, a. radialis, a. femoralis) die postischdmischen Durchmesserdnderungen erfasst

werden.

Die PORH/LDF hingegen bestimmt primdr den Grad der Ausprigung der metabolischen
Autoregulation in der kutanen Mikrozirkulation. Diese Autoregulation bewirkt nach
Okklusion des zufiihrenden GefdBBes ein Absinken des Stromungswiderstandes in der

Mikrozirkulation, in Folge der Anhdufung von lokalen Metaboliten, einem Abfall des O,-
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Partialdrucks und einem Ansteige des CO,-Partialdrucks sowie die Restitution des
Stromungswiderstands zum Ausgangswert nach Wiederherstellung der Perfusion (siehe

vorne).

Die PORH/LDF wird nur in geringem Mafle — wie in dieser Arbeit gezeigt wurde — von der
NO-abhéngigen Vasodilatation beeinflusst. Die EDF nach der klassischen Definition (sieche
oben) kann daher nicht direkt iiber die PORH/LDF charakterisiert werden.

Die PORH/LDF erfasst die autoregulatorische Kapazitét der kutanen Mikrozirkulation und es
stellt sich demzufolge die Frage, ob diese reprisentativ fiir die autoregulatorische Kapazitit in

anderen Gefdf3gebieten angesehen werden kann.

Anderungen der retinalen Mikrozirkulation (,,retinal vessel analysis* — RVA) hingegen wird

in der Literatur hohe Relevanz fiir die EDF beigemessen (Patel 2010; Baumann et al. 2012)

Die Bedeutung der autoregulatorischen Kapazitit als prognostischer Marker fiir
kardiovaskulidre Erkrankungen muss durch weiterfithrende Untersuchungen an speziellen
Patienten-Kollektiven (z.B. Diabetiker, Hypertoniker etc.) evaluiert werden. Ebenso sind
zusdtzliche Einflussfaktoren auf die PORH/LDF vonseiten experimenteller Randbedingungen
(Alter, Hauttemperatur, weiblicher Zyklus etc.) und Lifestyle-Faktoren (Rauchen, Alkohol,

Erndhrungsgewohnheiten) abzukliren.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Die PORH/LDF stellt ein einfach anzuwendendes, kostenglinstiges, nichtinvasives und gut
standardisierbares Verfahren zur Erfassung der autoregulatorischen Kapazitit der kutanen
Mikrozirkulation dar. Die experimentelle Methodik und Datenerfassung gestalten sich einfach

und sind automatisierbar.

Die Modellierung iiber ein phidnomenologisches Modell und die Schitzung der Modell-
Parameter {iber Identifikationsverfahren ldsst sich problemlos bewerkstelligen und liefert

verldssliche Resultate.

Die PORH/LDF erfasst nicht die EDF im Sinne der klassischen Definition, sondern es wird
die autoregulatorische Kapazitit der kutanen Mikrozirkulation quantitativ beurteilt. Fiir die
Anwendung als prognostisches Verfahren sind weiterfithrende Untersuchungen erforderlich,

beispielsweise:

e Uberpriifung der ,,Generalisierbarkeit” der Reaktion der kutanen Mikrozirkulation auf

andere Gefdfigebiete des Organismus

e Beeinflussung der PORH/LDF-Reaktion durch pathologische Prozesse oder Lifestyle-

Faktoren

e Die Korrespondenz zwischen FMD und PORH/LDF in unterschiedlichen

Patientengruppen.

Die PORH/LDF gestattet, funktionelle Einschrdnkungen der autoregulatorischen Kapazitit zu
quantifizieren und kann somit als diagnostisches und prognostisches Verfahren fiir Herz-

Kreislauf-Erkrankungen einen wichtigen untersuchungstechnischen Meilenstein darstellen.
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Anhang

9. Anhang

9.1. Listing der Matlab-Routine zur nichtlinearen Regression

function [] = bateman ()
$BATEMAN Fit einer Bateman-Funktion
Nichtlineare Regression zur Schaetzung der Modellparameter:

o°

% a(l) = F*D/Vd
% a(2) = ka
% a(3) = ke

%Einlesen der Daten*********************
data = xlsread ('Excel Data File.xls', 'Filename')

t=data(:,1)"'
Cp=data(:,2)"'

%Flttlnq Proqramm************************
randn ('state',1);

f fit=inline('(a(l)*a(2)/(a(2)-a(3))).*(exp(-a(3).*t)-exp(-a(2).*t))",

laI, ltl);

a0 = [3 1 0.1]; % Startwerte

options = optimset (@lsgcurvefit);

options = optimset (options, 'LargeScale', 'off');

[a, resnorm] = lsqcurvefit( £ fit, a0, t, Cp, [], [], options )

xm = linspace (0, max(t), 150);
ym = £ fit(a, xm);

%AUC*****************

x = linspace (0, 2500, 2500);
y = £ fit(a, x);

AUC=trapz (x,V)
AUCm=trapz (xm, ym)

%Graph****************

plOt( t, Cp/ 'or'l Xr Yr '_b'l
'Linewidth', 1.4,
'Markersize', 4,
'MarkerFaceColor', 'r');

grid on;

axis ([0 50 0 1.21);

xlabel ('t [s]', 'FontSize', 18);

ylabel ('Cp', 'FontSize', 18);

title('Filename', 'FontSize', 18);

end
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