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Referat 

Zielstellung: Mit zunehmendem Alter nimmt die Gefäßelastizität ab, der Blutdruck 

steigt. Da das kalendarische Alter nicht zwangsläufig das biologische Alter repräsentiert, 

ist die Identifikation von Faktoren von Interesse, welche das Gefäßalter beschreiben. In 

diesem Zusammenhang wird häufig die Autofluoreszenz der Haut (Haut-AF) gemessen, 

um Aussagen über das biologische Alter unserer Gefäße und somit auch über das 

kardiovaskuläre Risiko des Einzelnen treffen zu können. Andere mögliche Altersfaktoren 

wie die Blutplasmagehalte an Nikotinamidadenindinukleotid in oxidierter (NAD+) und 

reduzierter (NADH) Form oder Renalase, einer potentiellen NADH-Oxidase im Plasma, 

sind in ihrer Relevanz noch nicht überprüft worden. 

Methoden: Von 209 Probanden (18 - 83 Jahre) ohne schwerwiegende Erkrankungen 

wurden die Gefäßeigenschaften (u.a. Blutdruck in liegender und sitzender Position, 

Pulswellengeschwindigkeit bzw. PWG, Augmentationsdruck) mit dem Vicorder®-Gerät 

und die Haut-AF mit dem AGE Reader mu® ermittelt. Die Gehalte an NAD (NAD+ und 

NADH) und Renalase im Blutplasma wurden mit biochemischen Methoden bestimmt. 

Ergebnisse: Einige vaskuläre Parameter (Blutdruck in liegender und sitzender Position, 

Augmentationsdruck) unterscheiden sich zwischen Männern und Frauen. Daher wurden 

die Daten beider Geschlechter getrennt ausgewertet. Das kalendarische Alter korrelierte 

stark positiv mit der Haut-AF, wobei die Korrelation bei Männern besser als bei Frauen 

war. Trotz dieser starken Korrelation waren altersabhängige Veränderungen der 

Gefäßparameter (Blutdruck, PWG, Augmentationsdruck) und weitere aufgenommene 

Parameter (z.B. Handkraft, Medikamente) bei Männern und Frauen immer mehr vom 

kalendarischen Alter als von der Haut-AF abhängig. Der Plasmagehalt an NAD sowie 

NAD+/NADH war bei Männern und Frauen unabhängig vom kalendarischen Alter, 

vaskulären Parametern oder der Haut-AF. Jedoch zeigten Frauen eine höhere Plasma-

Ratio an NAD+/NADH als Männer, die sich mit zunehmendem Alter - insbesondere der 

altersabhängigen PWG und Haut-AF - anglich. Die Renalase konnte im Plasma nicht 

ermittelt werden, da sich bisher angewandte Messverfahren als fehlerhaft erwiesen. 

Fazit: Das kalendarische Alter ist ein besserer Indikator des Gefäßalters in einer 

Normalkohorte als die Haut-AF, die als indirekter Parameter von Gefäßalterung und 

kardiovaskulärem Risiko bestimmt wird. Der Gehalt an NAD sowie NAD+/NADH im 

Blutplasma sind keine Prädiktoren des kalendarischen und vaskulären Alters. 

Schwarzmann, Luisa: Nikotinamidadenindinukleotid-Blutplasmawerte sind unabhängig 
vom kalendarischen und vaskulären Alter in einer Normalkohorte aus der Region Halle-
Saalekreis, Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 54 Seiten, 2020
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1 Einleitung 

1.1 Bluthochdruck und Elastizitätsverlust der Blutgefäße 

1.1.1 Allgemein 

Blutgefäße bestehen aus drei Schichten, die als Intima, Media und Adventitia bezeichnet 

werden. Die Intima besteht aus dem Endothel, der von den Endothelzellen gebildeten 

zellarmen, subendothelialen Schicht und der Membrana elastica interna. Das Endothel 

ist eine einschichtige Grenzbarriere für den Blutstrom, die zusätzlich wichtige 

Botenstoffe (z.B. Zytokine, Chemokine, Endothelin, Stickstoffmonoxid) zur 

Gefäßhomöostase bildet (Lüllmann-Rauch, 2012). Durch seine negative Ladung ist das 

Endothel selektiv permeabel, was v.a. für die glomeruläre Filtration in der Niere wichtig 

ist. Die subendotheliale Schicht besteht hauptsächlich aus Extrazellulärmatrix, der 

Kollagen und elastische Fasern angehören. Glatte Muskelzellen und Kollagene sind 

primäre Bestandteile der Media, an die die Membrana elastica externa der Adventitia 

angrenzt. Die Media enthält in herznahen Bereichen elastisches Bindegewebe und in 

peripheren Bereichen zunehmend glatte Muskulatur. Die Adventitia enthält u.a. 

Fibroblasten, welche primär die Bindegewebsfasern der Gefäße ausbilden. Zu den 

weiteren Zelltypen der Adventitia zählen u.a. dendritische Zellen und Makrophagen zur 

Immunabwehr. Die Adventitia ist innerviert und verfügt in größeren Gefäßen über eine 

eigene Gefäßversorgung (Lüllmann-Rauch, 2012; Stenmark et al., 2013). 

Abhängig von der Art des Blutgefäßes (herznahe oder herzferne Arterien, Venen, 

Kapillaren oder Venolen) sind die drei Schichten unterschiedlich stark ausgeprägt. Die 

Elastica interna und die Elastica externa sind Membranen aus elastischen Fasern, die, 

neben dem Muskeltonus, die Gefäßelastizität eines Blutgefäßes entscheidend 

bestimmen und einen Einfluss auf den Blutdruck haben. Alle drei Schichten der 

Blutgefäße unterliegen Altersveränderungen (Guzik und Touyz, 2017), welche die 

Entstehung kardiovaskulärer Erkrankungen begünstigen. Funktionell führt dies mit 

zunehmendem Alter vor allem zur Abnahme der Gefäßelastizität und Veränderung des 

Drucks in den Blutgefäßen (Guzik und Touyz, 2017). 

Der gemessene Blutdruck bezieht sich üblicherweise auf den Druck in den großen 

arteriellen Gefäßen und wird in einen systolischen und einen diastolischen Wert 

unterteilt. Der systolische Blutdruck ergibt sich aus der maximalen Herzkontraktion und 

wird zu Beginn der Herzaustreibungsphase gemessen (Silbernagl und Despopoulos, 

2012). Der diastolische Blutdruck hängt von der Vorlast des Herzens und dem 

peripheren Gefäßwiderstand ab und ist der Minimaldruck, der während der Herzfüllung 

gemessen wird. Die Abnahme der Gefäßelastizität hat Einfluss auf beide Blutdrücke 
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(Greenwald, 2007). Durch sie erhöht sich die Geschwindigkeit, mit der die Druckwelle 

des Blutes, die während der Herzkontraktion generiert wird, das arterielle Gefäßsystem 

durchläuft. Folglich wird die Reflektion dieser Pulswelle in der Gefäßperipherie 

begünstigt, wodurch eine Erhöhung des systolischen und eine Erniedrigung des 

diastolischen Blutdruckes auftritt (Briet et al., 2012). 

Neben der Gefäßelastizität gibt es weitere, körpereigene Mechanismen, welche den 

Blutdruck regulieren. Zu den langsamen Regulatoren zählen das Renin-Angiotensin-

Aldosteron-System (RAAS), das Vasopressin (ADH) und das natriuretische Peptid 

(ANP). Sie wirken auf den Salz- und Wasserhaushalt ein. Zu den schnellen Regulatoren 

gehören die Katecholamine, die als Folge der Aktivierung von Barorezeptoren aus ihren 

Bildungsorten in den Nebennieren und im ZNS in die Blutbahn ausgeschüttet werden 

und den Zelltonus der glatten Gefäßmuskulatur regulieren (Paquet und Savic, 1978).  

Mit zunehmendem Alter verändert sich besonders der systolische Blutdruck, welcher 

ansteigt und so zum Krankheitsbild des Bluthochdrucks führt (Franklin et al., 1997). 

Daneben hat das Alter auch einen Einfluss auf den diastolischen Blutdruck, der im hohen 

Alter häufig abnimmt (Franklin et al., 1997). Dies führt zu einer Zunahme des Pulsdrucks, 

also der Differenz zwischen diastolischem und systolischem Blutdruck (Franklin et al., 

1997). Bei erhöhtem Blutdruck spricht man klinisch von einer arteriellen Hypertonie, 

Hypertonus oder Hypertension. In den meisten Fällen ist die genaue Ätiologie nicht klar 

abgrenzbar, weshalb die überwiegende Zahl der Betroffenen dem sogenannten 

essentiellen Bluthochdruck zugeordnet wird (Schaps et al., 2007). Zum einen kommen 

hier genetische Faktoren zum Tragen, zum anderen auch Risikofaktoren, die die 

individuelle Lebensführung betreffen. Zu diesen zählen Übergewicht, 

Bewegungsmangel, Stress, Salzüberschuss, Rauchen und Alkoholkonsum. Dem 

gegenüber steht ein kleiner Anteil Erkrankter, die dem sekundären Bluthochdruck 

zugerechnet werden. Diesem liegt in der Regel eine nephrologische oder eine vaskuläre 

Erkrankung zu Grunde (Schaps et al., 2007). 

Verminderte Gefäßelastizität und Bluthochdruck steigern das Risiko für Arteriosklerose, 

eine Erkrankung, bei der die Intima und die Media der zumeist großen Arterien 

sklerotisch verändert sind (Lusis, 2000). Es kommt zur Plaquebildung innerhalb der 

Intima, die zur Gefäßverengung (Stenose) und bei Ablösung eines Thrombus bis zum 

Gefäßverschluss führen kann (Lusis, 2000; Stocker und Keaney, 2004). Das Risiko, als 

Folgeerkrankung der Arteriosklerose eine koronare Herzerkrankung, eine periphere 

arterielle Verschlusskrankheit, einen Herzinfarkt, einen Schlaganfall oder eine 

Herzhypertrophie zu entwickeln, steigt ebenfalls an, da das Herz in der Systole gegen 
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eine erhöhte Nachlast arbeiten muss, wohingegen die Koronarperfusion in der Diastole 

verringert ist (Stern et al., 2003). 

Der Bluthochdruck erschwert auch die Filtrationsfunktion der Niere, sodass eine 

Niereninsuffizienz entstehen kann (Sternlicht und Bakris, 2017). Aus diesem Grund 

sollte er frühzeitig behandelt werden, wobei beim essentiellen Bluthochdruck zunächst 

nichtmedikamentöse Behandlungskonzepte (Gewichtsreduktion durch Diät und 

gesteigerte körperliche Aktivität, Nikotin- und Alkoholentwöhnung, reduzierte 

Salzaufnahme, Stressbewältigung) herangezogen werden (Whelton et al., 2017). 

Greifen diese Methoden nicht mehr oder liegt ein sekundärer Bluthochdruck vor, werden 

Medikamente zur Behandlung eingesetzt (Whelton et al., 2017). Dazu zählen in erster 

Linie Betablocker, die den Sympathikotonus und somit die Gefäßspannung senken, 

Diuretika, die das Blutvolumen durch gesteigerte Flüssigkeitsausscheidung über die 

Niere senken, Hemmer des Angiotensin-konvertierenden Enzyms (sog. ACE-Hemmer) 

oder des Angiotensin-Rezeptors 1 (sog. AT1-Rezeptorblocker), die das RAAS 

inhibieren, sowie Kalziumantagonisten, die eine Dilatation der glatten Gefäßmuskulatur 

in den Arterien bewirken (Graefe et al., 2011). Abgesehen von den Betablockern werden 

die o.g. Medikamente auch in Kombination eingesetzt. In Bezug auf die Nebenwirkungen 

erwies sich dieses Vorgehen als bessere Maßnahme als eine Dosissteigerung bei 

Monotherapie (Graefe et al., 2011). 

 

1.1.2 Methoden zur Bestimmung einer Gefäßerkrankung 

Hoher Blutdruck ist das einfachste messbare Symptom einer Gefäßerkrankung. Obwohl 

es direkte katheterbasierte invasive Verfahren zur Erfassung des arteriellen Blutdrucks 

gibt (Perloff et al., 1993; Schaps et al, 2007), wird dieser in der Routine indirekt durch 

die nicht-invasive Methode nach Riva-Rocci (RR) und Korotkoff erfasst (Perloff et al., 

1993; Eckert, 2006). In der Fachliteratur steht daher die Abkürzung RR auch für den 

indirekt gemessenen Blutdruck. Dieser wird mit Hilfe von Armmanschette und 

Stethoskop manuell erfasst. Mittlerweile hat sich die elektronische Messung 

durchgesetzt (Eckert, 2006). Diese ist weniger abhängig von der Messperson und kann 

zudem vom Patienten selbst vorgenommen werden. Bei den elektronischen 

Messgeräten wird zwischen Oberarm- und Handgelenksgeräten unterschieden, wobei 

besonders bei den Handgelenksmessgeräten darauf zu achten ist, dass die Manschette 

während der Messung auf Herzhöhe gehalten wird.  

Neben der Blutdruckmessung werden in der Praxis Gefäßwandveränderungen und 

damit verbundene Elastizitätsverluste der Arterienwände auch morphologisch mittels 

hochauflösender Ultrasonographie nicht-invasiv bestimmt (Marcus et al., 1994). Diese 
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beurteilt die Gefäßelastizität durch Messung der Verdickung von Intima und Media. So 

ist z.B. die Arteria carotis ab einer Intima-Media-Dickenzunahme über 80 mm 

pathologisch vergrößert (Naylor et al., 2018). 

Ein ebenfalls geeignetes Verfahren zur Bestimmung der Gefäßelastizität ist die nicht-

invasive Messung der Pulswellengeschwindigkeit (Horváth et al., 2010; AlGhatrif et al., 

2013), die als PWG abgekürzt wird. Die Berechnung der PWG erfolgt auf der Basis der 

Pulswellenmessung durch einen Druckpulsmesser an zwei definierten Punkten einer 

Gefäßstrecke. Dabei wird der Zeitverzug des Eintreffens der Pulswelle an diesen 

definierten Punkten erfasst und durch Messung der Strecke zwischen den Punkten die 

Geschwindigkeit berechnet. Die PWG ist umgekehrt proportional zur Gefäßelastizität 

und sollte für die Stecke zwischen Arteria carotis und Arteria femoralis unter 10 m/s 

liegen (Mancia et al., 2013). Da die PWG vom Gefäßlumen abhängt, wird sie immer für 

zwei definierte Gefäße angegeben. Der Einfluss der verminderten Gefäßelastizität auf 

die PWG und den Pulsdruck ist schematisch in Abbildung 1 dargestellt. Anhand der 

Pulswellenreflektion können auch die subendocardial viability ratio (SEVR) sowie der 

Augmentationsdruck und -index bestimmt werden (Debowska et al, 2018). Die SEVR 

gibt Aufschluss über die myokardiale Mikrozirkulation (Debowska et al, 2018). Ist die 

SEVR vermindert, ist der Bedarf an Sauerstoff im Herzmuskel nicht gedeckt (Amah et 

al., 2017). Folglich können mit Hilfe der SEVR indirekt Aussagen über die Herzleistung 

getroffen werden. Der Augmentationsdruck dagegen ergibt sich aus der Differenz der 

gemessenen Druckunterschiede zwischen dem Blutauswurf in die Aorta und der 

Reflektion in den großen Arterien. Normalwerte für den Augmentationsdruck liegen für 

Männer zwischen 8 und 30 mmHg und für Frauen zwischen 15 und 32 mmHg (Gomez-

Sanchez et al., 2015). Je kleiner der Augmentationsdruck ist, desto elastischer ist das 

vorliegende Gefäß (Abb. 1). 
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Abb. 1 Schematische Darstellung zum Einfluss der Gefäßelastizität auf die Pulswelle und die daraus 
errechneten Parameter; modifiziert nach Zanoli et al. (2015) und Poleszczuk et al. (2018). Ad, diastolic area; 
As, systolic area; AI, Augmentationsindex; AP, Augmentationsdruck; P, Puls; PP, Pulsdruck; RRs, systolischer 
Blutdruck (Riva-Rocci); RRd, diastolischer Blutdruck (Riva-Rocci); SEVR, subendocardial viability ratio 

 

1.1.3 Gefäßalterung  

Eine arterielle Hypertonie liegt, trotz vielfältiger Behandlungsmöglichkeiten, in der 

Bundesrepublik Deutschland überdurchschnittlich häufig im Bundesland Sachsen-

Anhalt vor (Stang und Stang, 2014).  

Nach Bundesländern getrennte Messdaten zur Gefäßelastizität sind nicht verfügbar. 

Wegen der überdurchschnittlich hohen Blutdrücke liegt möglicherweise auch die 

Gefäßelastizität in der Bevölkerung Sachsen-Anhalts überproportional häufig außerhalb 

der Norm. 

Einhergehend mit der Hypertonieproblematik ist in Sachsen-Anhalt im 

Bundesländervergleich auch das Risiko, kardiovaskulären Erkrankungen im 

Allgemeinen zu erleiden, besonders hoch (Abb. 2). Gründe dafür sind im bundesweiten 

Vergleich häufiger auftretende kardiovaskuläre Risikofaktoren, wie z.B. Adipositas, 

ungünstige Körperfettverteilung, Rauchen, Diabetes mellitus, Depressionen, körperliche 

Inaktivität. Sie treten häufig zusammen mit geringer Bildung und niedrigem sozialen 

Status auf (Stang und Stang, 2014). Ein weiterer Einflussfaktor ist das Alter, denn 

Sachsen-Anhalt hat mit durchschnittlich 45,9 Jahren die älteste Bevölkerung in ganz 

Deutschland (Stand 2008; Stang und Stang, 2014). Da kardiovaskuläre Erkrankungen 

laut statistischem Bundesamt die häufigste Todesursache darstellen (Statistisches 
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Bundesamt (Destatis), 2017), spielt die Prävention und Aufklärung der Ätiologie dieser 

Erkrankungen eine wichtige Rolle. 

 

Abb. 2 Anteil Herzkreislaufkranker in der Bundesrepublik Deutschland in Abhängigkeit vom Bundesland. 
Sachsen-Anhalt ist weiß hervorgehoben. Modifizierte Darstellung nach den Daten von Stang und Stang, 
2014.  

 

Doch was sind zelluläre und morphologische Veränderungen, die die Gefäßelastizität 

vermindern und zum Bluthochdruck führen?  

Die Alterung der Gefäße stellt ein multifaktorielles Geschehen dar. Zu den zellulären 

Veränderungen zählt die endotheliale Dysfunktion. Unter normalen Bedingungen 

reguliert das Endothel den Gefäßtonus mit Hilfe von Mediatoren, die eine 

Vasokonstriktion oder Vasodilatation bewirken (Xu et al., 2017). Sickstoffmonoxid (NO) 

ist eine starker Vasodilatator, der bei der endothelialen Dysfunktion vermindert vorliegt 

(Zieman et al., 2005). Ein Grund dafür ist die reduzierte Bildung von NO durch 

Inhibierung der NO-Synthase durch das C-reaktive Protein (CRP; Jialal et al., 2009; 

Mikael et al., 2017), welches infolge inflammatorischer Prozesse vermehrt vorliegt 

(Wilkinson et al., 2002; Tsioufis et al., 2007; Abdul-Salam et al., 2010). Gleichzeitig wird 

NO durch die gesteigerten CRP-Level vermehrt abgebaut (Mikael et al., 2017). Die 

Zunahme an proinflammatorischen Faktoren ist auch mit der Zunahme an reactive 

oxygen species (ROS) und der erhöhten Stimulation des Transkriptionsfaktors nuclear 

factor-B (NF-ᴋB) verbunden (Donato et al., 2009; Scioli et al., 2014). ROS haben 

mehrere degenerative Wirkungen auf das Gefäßsystem (Guzik und Touyz, 2017) und in 

diesem Zusammenhang auch auf NO (u.a. verminderte Expression der NO-Synthase, 

Inaktivierung von bereits gebildetem NO), während NF-ᴋB die Apoptose der 

Endothelzellen fördert (Xu et al., 2017). Als weitere Veränderung ist im Rahmen der 

endothelialen Dysfunktion und der damit verbundenen inflammatorischen Prozesse 
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auch die Permeabilität der Endothelschicht für Plasmaproteine erhöht (Zieman et al., 

2005). Zu den Plasmaproteinen gehören z.B. Lipoproteine, die eine Anlagerung von Fett 

(fatty streaks) in der Intima fördern (Stocker und Keaney, 2004). Unter normalen 

Bedingungen verhindert die Endothelschicht die Adhäsion von Blutzellen. Durch 

gesteigerte Expression von Adhäsionsmolekülen bei der endothelialen Dysfunktion wird 

eine vermehrte Anlagerung von Leukozyten an der Gefäßwand beobachtet (Stocker und 

Keaney, 2004). In der Folge dieser Veränderungen kann es zur weiter oben 

beschriebenen Gefäßverengung kommen. Deshalb wird die endotheliale Dysfunktion 

häufig als Vorstufe der Arteriosklerose gesehen (Stocker und Keaney, 2004). Eine 

weitere zelluläre Veränderung ist die Zunahme der glatten Gefäßmuskelzellen in der 

Media, sowie ihre Proliferation in die Intima (Xu et al., 2017). Damit zusammenhängend 

tritt eine gesteigerte G-Protein-vermittelte Signalwirkung mit nachfolgender Zunahme 

des Gefäßtonus auf (Wirth et al., 2016).  

Zusätzlich zu den zellulären Veränderungen in alternden Gefäßen kommt es zum 

Umbau der extrazellulären Matrix. So nimmt der Anteil elastischer Fasern innerhalb der 

Gefäßwand ab und der an kollagenem Bindegewebe zu, was letztlich zu einer 

Dickenzunahme von Intima und Media führt (Zieman et al., 2005; Mikael et al., 2017). 

Sowohl das Kollagen als auch das Elastin in Intima und Media werden durch 

Einlagerungen von advanced glycation end products (AGEs; s. 1.2) steifer (Zieman et 

al., 2005). Dieser altersbedingte Umbau der extrazellulären Matrix wird vor allem in den 

großen Arterien beobachtet und fördert neben Bluthochdruck die Entstehung und das 

Fortschreiten von Gefäßerkrankungen wie Arteriosklerose und Aneurysma (Cocciolone 

et al., 2018). Neben der Intima und Media wird auch in der Adventitia vermehrt Kollagen 

gebildet (Zieman et al., 2005; Xu et al., 2017). Dazu kommt, dass Adventitia-nahe/ -

ständige Adipozyten bei erhöhtem Blutdruck weniger Adiponektin bilden (Peri-Okonny 

et al., 2017). Da Adiponektin zusammen mit anderen Adipokinen die Glukoseaufnahme 

und Fettsäureoxidation fördert (El Husseny et al., 2017), wird hier auch eine Verbindung 

zwischen Gefäßveränderungen und Stoffwechselerkrankungen (Diabetes mellitus, 

Adipositas) im Alter gesehen (Villarreal-Molina und Antuna-Puente, 2012).  

Der Prozess der Gefäßalterung ist allerdings nicht bei allen Menschen gleich und scheint 

zudem vom Geschlecht abzuhängen. Insbesondere Geschlechterunterschiede in den 

hormonellen Faktoren wie dem Östrogen werden als Ursache angenommen (Mozos et 

al., 2017). In diesem Zusammenhang ist bekannt, dass Frauen erst ab dem 

postmenopausalen Alter und damit später als Männer eine Hypertonie entwickeln 

(Doumas et al., 2013). Das Substituieren von Östrogen bei Frauen im 

postmenopausalen Alter hatte jedoch keinen Schutzeffekt, wie zunächst angenommen 
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wurde (Hulley et al., 1998). Vielmehr scheinen Veränderungen im Endothelin-System 

wichtige Gründe für das verminderte kardiovaskuläre Risiko von Frauen zu sein (Gohar 

und Pollock, 2018). Zusätzlich war auch unter Rauchern die Gefäßalterung bei Männern 

stärker als bei Frauen ausgeprägt (Mozos et al., 2017).  

 

1.2 Advanced glycation end products 

Die elastischen Fasern alternder Gefäße sind nicht nur durch quantitative (1.1.3), 

sondern auch durch qualitative Veränderungen wie Oxidation durch ROS und 

enzymatische Fragmentierung gekennzeichnet (Duca et al., 2016). Hauptbestandteil der 

elastischen Fasern ist das Elastin. Aufgrund seiner hohen Halbwertzeit von 70 Jahren 

(Moore und Thibeault, 2012) sind chemische Veränderungen am Elastin im Laufe eines 

Lebens relativ wahrscheinlich. Unter diesen Veränderungen spielt die 

Elastinmodifikation durch fortgeschrittene Glykierungsendprodukte, die allgemein AGEs 

genannt werden, eine wichtige Rolle (Greenwald, 2007). Einige dieser AGEs können 

Elastinmoleküle irreversibel quervernetzen und tragen so zur Abnahme der Elastizität 

der elastischen Fasern bei. AGEs am Elastin und andere intra- und extrazelluläre 

Moleküle entstehen primär als Folge der nicht-enzymatischen Reaktion der 

Aminosäuren Arginin und Lysin mit reaktiven Carbonylen (z.B. Glyoxal, Methylglyoxal), 

die Metabolite des Glukose-, aber auch des Fettsäurestoffwechsels sind (Thornalley, 

2008). Die Gegenwart von ROS trägt zusätzlich zur AGE-Bildung bei (Marques et al., 

2017). Einige AGEs weisen fluoreszierende Eigenschaften auf, was man sich bei ihrer 

Quantifizierung in biologischen Proben zu Nutze macht. In diesem Zusammenhang hat 

sich die nicht-invasive Messung der AGEs in der Haut mittels eines AGE Readers der 

Firma Diagnoptics Technologies B.V. etabliert (Mulder et al., 2006). Bei dieser 

Messmethode wird die Autofluoreszenz der Haut (Haut-AF) durch eine Lichtquelle mit 

300 - 420 nm Wellenlänge angeregt und die fluoreszierenden AGEs durch einen 

Detektor bei 420 - 600 nm erfasst. Die Bestimmung der Haut-AF wird oft als Parameter 

für die Beurteilung des biologischen Alters sowie des kardiovaskulären Risikos 

herangezogen. So steigt mit zunehmendem Alter die Haut-AF hochsignifikant an 

(Hofmann et al., 2013; van Waateringe et al., 2016). Auch haben Patienten mit Diabetes 

mellitus oder Niereninsuffizienz, die allgemein ein sehr hohes Risiko für kardiovaskuläre 

Erkrankungen haben, eine besonders hohe Haut-AF (Rigalleau et al., 2015). 

Obwohl die Haut-AF nicht notwendigerweise mit dem AGE-Gehalt in den elastischen 

Fasern der Gefäße zusammenhängen muss, haben vorangegangene Arbeiten an der 

hiesigen Klinik gezeigt, dass es bei herzkranken Patienten eine positive Korrelation 
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zwischen der Haut-AF, dem Gehalt an fluoreszierenden AGEs in der Extrazellularmatrix 

(Kollagene) von Gefäßen und der PWG gibt (Hofmann et al., 2013; Hofmann et al., 

2015). 

 

1.3 Renalase 

Der Blutdruck wird durch eine Reihe von kurz- und langfristig wirkenden Mechanismen 

reguliert (1.1), die seit langem bekannt sind. Weniger bekannt ist dagegen die 

blutdruckregulierende Wirkung der Renalase. Obwohl zunächst als Nieren-spezifisches 

Protein entdeckt, wird die Renalase auch von anderen Organen exprimiert und ins 

Plasma sezerniert (Xu et al., 2005). Durch Injektion von rekombinanter Renalase, aber 

auch durch Studien an Renalase knockout-Mäusen, konnte eine blutdrucksenkende 

Wirkung durch die Renalase festgestellt werden (Desir, 2012). Als zugrundeliegender 

Mechanismus wurde zunächst der Abbau von Katecholamin durch die Renalase 

beschrieben (Li et al., 2008). Allerdings gibt es weitere Theorien, da sich die Renalase 

später als Oxidase für Nikotinamidadenindinukleotid (NADH) und -phosphat (NADPH) 

erwiesen hat (Milani et al., 2011; Beaupre et al., 2013a; Moran, 2015). In diesem 

Zusammenhang soll Renalase auf der Oberfläche von Endothelzellen NADPH oxidieren 

können und damit eine Dilatation der Blutgefäße bewirken (Beaupre et al., 2013b). 

Obwohl die blutdrucksenkende Wirkung der Renalase im tierexperimentellen Modell 

offensichtlich ist (Wu et al., 2011), zeigen Humanstudien an gesunden Probanden keine 

eindeutige Korrelation zwischen Blutdruck und dem Renalase-Gehalt im Plasma oder 

Serum (Tab. 1). Auch weichen die ermittelten Renalase-Gehalte im Blut stark 

voneinander ab (Tab. 1), obwohl alle Studien den Renalase-Gehalt mit dem identischen 

Assay der Firma Wuhan USCN Business Corp. (jetzt Cloud-Clone Corp.) bestimmt 

haben. Zudem wurden fast alle Studien an Patienten mit verschiedenen 

Grunderkrankungen durchgeführt (Tab. 1). Studien, die an gesunden Probanden den 

Renalase-Gehalt im Blut in Abhängigkeit von Alter und Blutdruck untersucht haben, 

fehlen dagegen. 
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Tab. 1 Blutgehalt an Renalase (ng/ml) von gesunden Probanden und Abhängigkeit des Renalasegehaltes 
zum Blutdruck in bisherigen humanen Studien. 

Proben Gesunde a Patienten mit Abhängig- 
keit zum 
Blutdruck 

Referenz 
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th
o

c
h

- 
d

ru
c
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n

d
e

re
 

H
e

rz
k
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la
u
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e

rk
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k

u
n

g
e

n
 

N
ie

re
n

- 
in

s
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ff
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ie
n

t 

D
ia

b
e

te
s 

Plasma 13160     x x n.d. Stec, 2017 
Plasma 3720 x       keine Wang et al., 2016 
Plasma 16 x   x x positiv Stojanovic et al., 2015  
Plasma 8564 x       negativ Wybraniec et al., 2014 
Plasma 0,12    x   x n.d. He et al., 2014  
Serum 112 x x x x positiv Gok Oguz et al., 2017  
Serum 27     x   positiv Skrzypczyk et al., 2017  
Serum 135000         n.d. Yoshida et al., 2017 
Serum 116 x x x x positiv Oguz et al., 2016  
Serum 39800               x   positiv Qi et al., 2015 
Serum 3980 x   x   positiv Malyszko et al., 2015 
Serum 3950 x   x   positiv Maciorkowska et al., 2015 
Serum 3860 x x x  n.d. Przybylowski et al., 2013 
Serum 4000  x   x x keine Koc-Zorawska et al., 2012 
Serum 3860 x   x   keine Zbroch et al., 2012 

a Konzentrationen sind mittlere Angaben der gesunden Probanden 
n.d., nicht definiert; x, Probanden der Studie mit Vorerkrankungen 

 

1.4 Nikotinamidadenindinukleotid  

Die Renalase ist vermutlich eine extrazelluläre Oxidase, die NADH zu NAD+ bzw. 

NADPH zu NADP+ oxidiert (Milani et al., 2011; Beaupre et al., 2013a; Moran, 2015). 

NAD besteht aus Nikotinamid (Pyridinring mit einer Amidgruppe am C2-Atom), Ribose 

und Adenosindiphosphat (ADP; Abb. 3). Erstmal entdeckt wurde das NAD-Molekül 1906 

von Harden und Young. In den darauffolgenden Jahren, bis in die heutige Zeit, wurden 

Bildung und Funktion von NAD erforscht (Cantó und Auwerx, 2011).  

 

NAD+ + H+ + 2e-                                       NADH 

Abb. 3 Vereinfachte Strukturformel von NAD in seiner oxidierten und reduzierten Form; modifiziert nach 
Pehar et al., 2018. ADP, Adenosindiphosphat; e-, Elektron; NAD+, oxidierte Form von 
Nicotinamidadenindinukleotid; NADH, reduzierte Form von Nicotinamidadenindinukleotid 
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1.4.1 Bildung und intrazelluläre Wirkung 

Die Bildung von NAD+ erfolgt auf drei unterschiedlichen Wegen. Zum einen kann NAD+ 

auf Grundlage des Kynurein-Stoffwechsels de novo aus L-Tryptophan gebildet werden 

(Xiao et al., 2018). Dieser Syntheseweg spielt eine untergeordnete Rolle für den Großteil 

des vom Körper benötigten NAD+, da sich die meisten zugehörigen Enzyme 

ausschließlich in der Leber befinden (Okabe et al., 2019). Über den Preiss-Handler 

Stoffwechselweg wird NAD+ aus seinen Vorstufen Nicotinsäure (Niacin) bzw. 

Nicotinsäure-Ribose gebildet (Okabe et al., 2019). Der letzte und gleichzeitig 

vorherrschende Stoffwechselweg ist der Salvage Weg, bei dem Nicotinamid zur NAD+-

Synthese dient (Okabe et al., 2019). Das geschwindigkeitsbestimmende Enzym 

Nicotinamid-Phosphoribosyltransferase (NAMPT) im Salvage Weg wird v.a. im 

Knochenmark, in der Leber und in Muskeln exprimiert (Xiao et al., 2018)., kann aber 

auch extrazellulär lokalisiert sein (Friebe et al., 2011). Niacin und die weiter oben 

genannten Vorstufen gehören zum Vitamin B3-Komplex (Belenky et al., 2007). Sie 

werden u.a. über fleischhaltige Ernährung und Milchprodukte aufgenommen oder 

können in Tablettenform als Nahrungsergänzungsmittel dem Körper zugeführt werden 

(Belenky et al., 2007; Okabe et al., 2019). Zusätzlich kann über körperliche Aktivität oder 

Diät das Verhältnis von NAD+ zu NADH in Richtung NAD+ verschoben werden (Connell 

et al., 2019). Die intrazelluläre Wirkung von NAD entfaltet sich hauptsächlich im 

katabolen Stoffwechsel (Abb. 4). Dort wird NAD+ reversibel an ein Enzym gebunden, 

nimmt ein H+-Ion und zwei Elektronen auf und wird als reduziertes NADH wieder 

abgegeben (Stein und Imai, 2012). So ist es z.B. an der Oxidation der Glycerinaldehyd-

3-phosphat-Dehydrogenase im Rahmen der Glykolyse beteiligt (Stein und Imai, 2012). 

Auch im mitochondrialen Citratzyklus und in der Atmungskette trägt es als Coenzym zur 

Energiegewinnung der Zelle bei, während NADH in der oxidativen Phosphorylierung der 

Atmungskette unter Bildung von Adenosintriphosphat (ATP) wieder zurück oxidiert wird 

(Stein und Imai, 2012; Xiao et al., 2018).  

Einige Enzyme nutzen NAD+ auch als Cosubstrat. Sie spalten NAD+ in Nicotinamid und 

ADP-Ribose (Belenky et al., 2007; Imai und Guarente, 2014; Nikiforov et al., 2015). Dazu 

zählt z.B. Poly(ADP-Ribose)-Polymerase 1 (PARP-1), die zur DNA-Reparatur dient (Imai 

und Guarente, 2014). Auch Sirtuine (1.4.3) gehören zu den NAD+-abhängigen Enzymen 

(Imai und Guarente, 2014). Zudem gibt es sterile α and TIR motif-containing 1 protein 

(SARM1), eine NADase, die mitochondriales NAD+ im Zusammenhang mit der 

Degeneration von Axonen abbaut (Gerdts et al., 2015; Hikosaka et al., 2019). 
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1.4.2 Freisetzung und extrazelluläre Wirkung 

Die zelluläre Freisetzung von NAD+ in den Extrazellularraum erfolgt über Connexin-43-

(Cx43)-Kanäle (Billington et al., 2006), die besonders stark in Gehirn und Herz exprimiert 

werden (Mühlfeld et al., 2010). Außerdem kann NAD+ auch während nervaler Stimulation 

aus verschiedenen glatten Muskelzellen sezerniert werden (Alefishat et al., 2015). Eine 

Möglichkeit wie sowohl NADH als auch NAD+ ins Blut abgegeben werden, ist ihre 

Freisetzung während der Zelllyse. 

Die cyclic ADP ribose hydrolase 1 (CD38) ist ein Ektoenzym, d.h. sie liegt 

zellmembrangebunden vor und übt eine extrazelluläre Wirkung aus (Belenky et al., 

2007). Sie wird hauptsächlich in lymphatischem Gewebe exprimiert (Malavasi et al., 

2008). Zusammen mit der cyclic ADP ribose hydrolase 2 (CD157) reguliert CD38, als 

extrazelluläre NADase, über die aus der Reaktion mit NAD gewonnene ADP-Ribose den 

intrazellulären Kalzium (Ca2+)-Stoffwechsel (Belenky et al., 2007; Malavasi et al., 2008). 

Das Ca2+ wiederrum hat als Signalmolekül Einfluss auf weitere Stoffwechselwege, wie 

Immunantwort, Muskelaktivität, Zellproliferation und Hormonsekretion (Malavasi et al., 

2008). Im Tierversuch konnte extrazelluläres NAD+ und NADH über purinerge 

Rezeptoren eine Veränderung des Gefäßtonus in unterschiedlichen Spezies bewirken 

(Burnstock, 2007; Alefishat et al., 2015). Diese Entdeckung zeigt, dass eine 

kardiovaskuläre Wirkung im Zusammenhang mit NAD möglich ist. Zur Familie der 

purinergen Rezeptoren, die in der Zellmembran lokalisiert sind, gehören die P1, P2X und 

die P2Y-Rezeptoren (Alefishat et al., 2015). Sowohl durch Aktivierung von P2X, als auch 

durch P2Y wurde in Gegenwart von NAD+ eine intrazelluläre Erhöhung des Ca2+ 

festgestellt (Grahnert et al., 2009; Klein et al., 2009). Für P2X wird vermutet, dass es 

über ATP-abhängige Ionenkanäle, die auch von extrazellulärem NAD geöffnet werden 

können, wirkt (Grahnert et al., 2009). P1 und P2Y hingegen sind G-Protein gekoppelte 

Rezeptoren (Rossi et al., 2012). Ebenso wie CD38 liegen P2Y-Rezeptoren vorwiegend 

in immunmodulatorischem Gewebe vor (Rossi et al., 2012), weshalb NAD 

möglicherweise auch eine entscheidende Rolle bei Immunreaktionen spielt (Umapathy 

et al., 2010). 

Inwiefern im extrazellulären Bereich gebildetes NADH wieder zu NAD+ oxidiert werden 

kann, ist nicht erforscht (Abb. 4). Theoretisch kämen dafür extrazellularständige NADH-

Oxidasen in Frage, zu denen neben den ecto-nicotinamide dinucleotide oxidase disulfide 

thiol exchanger 1 und 2 als membranständige Enzyme (Bosneaga et al., 2008) auch die 

Renalase als lösliches Enzym (Severina et al., 2015) gehören könnte (Abb. 4). Auch 

kann die bereits erwähnte extrazelluläre NAMPT, die auch als Visfatin - da in Adipozyten 

gebildet - bekannt ist, neue NAD-Vorstufen regenerieren (Revollo et al., 2007). Sie kann 
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vermutlich NADPH-Oxidasen aktivieren und so auf den Blutdruck einwirken (Boini et al., 

2010; Vallejo et al., 2011; Romacho et al., 2013). Außerdem wird Visfatin sowohl als 

Biomarker für chronische Erkrankungen wie Arteriosklerose und Diabetes, als auch für 

Krebs angesehen, obwohl die genauen Mechanismen dahinter noch nicht bekannt sind 

(Xia et al., 2011; Carbone et al., 2017). 

 

Abb. 4 Schematische Darstellung zur intra- und extrazellulären Wirkung von NAD nach den unter 1.4.1 und 
1.4.2 genannten Referenzen. ADP-Ribose, Adenosindiphosphat-Ribose; Ca2+, Kalzium-Ion; CD38, cyclic 
ADP ribose hydrolase 1; CD157, cyclic ADP ribose hydrolase 2; Cx43, Connexin-43; eNAMPT, extrazelluläre 
Nicotinamid-Phosphoribosyltransferase; ENOX, ecto-nicotinamide dinucleotide oxidase disulfide thiol 
exchanger; i, intrazellulär; Na+, Natrium-Ion; NAD, Nicotinamidadenindinukleotid; NAD+, oxidierte Form von 
NAD; NADH, reduzierte Form von NAD; NAM, Nikotinamid; P1, P2X, P2Y, purinerge Rezeptoren; PARP-1, 
Poly(ADP-Ribose)-Polymerase 1; SARM1, sterile α and TIR motif-containing 1; SIRT, Sirtuine 

 

1.4.3 NAD und Altern  

Mehrere Tierstudien und einige Humanstudien weisen darauf hin, dass intrazelluläres 

NAD im Alter reduziert vorliegt und dass damit verbunden vermehrter Zelltod auftritt 

(Massudi et al., 2012; Imai und Guarente, 2014; Zhu et al., 2015). Eine Ursache ist das 

verringerte Vorliegen von NAMPT, dass folglich zu einer verringerten Bildung von NAD 

im Salvage Weg führt (Stein und Imai, 2012). Neben NAD-Bildungsstörungen wird der 

vermehrte Verbrauch von NAD durch NAD-konsumierende Enzyme im Alter diskutiert 

(Camacho-Pereira et al., 2016). So soll es bei starker Aktivierung von CD38 und PARP-

1 zur Leerung der NAD+-Speicher kommen, sodass anderen mitochondrialen oder im 

Cytoplasma liegenden Enzymen nicht mehr genug NAD+ zur Verfügung steht (Stein und 

Imai, 2012; Imai und Guarente, 2014; Camacho-Pereira et al., 2016). Zu den 

benachteiligten Enzymen gehören auch die Sirtuine. Sie sind eine Gruppe von NAD+-

abhängigen Protein-Deacetylasen, denen eine Bedeutung für die Verlangsamung des 
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Alterungsprozesses zugeschrieben wird (Stein und Imai, 2012; Imai, 2016). Die Sirtuine 

sollen u.a. positiv auf Gen-Expression, Immunantwort und oxidativen Stress einwirken 

(Imai und Guarente, 2014; Okabe et al., 2019). Wird ihnen das Substrat NAD+ entzogen, 

können die Sirtuine ihre Wirkung nicht entfalten und die Zellalterung wird beschleunigt 

(Imai und Guarente, 2014).  

Bei allen Funktionen die zur Charakterisierung des NADs untersucht werden, ist es 

wichtig, sensitive Messmethoden für intrazelluläres und extrazelluläres NAD zu 

entwickeln. 

 

1.4.4 NAD-Messmethodik 

In den meisten Humanstudien, die den NAD-Status an biologischem Material untersucht 

haben, wurde NAD bisher mittels enzymatischer Verfahren in Blut- oder Gewebeproben 

bestimmt (Singhal und Zhang, 2006; Massudi et al., 2012; Braidy et al., 2013; Guest et 

al., 2014; Shi et al., 2017). Bei der enzymatischen Bestimmung von NAD wird die Probe 

mit einem NAD+-abhängigen Enzym und einem NADH-abhängigen Enzym versetzt. 

Dabei wird das vorhandene NAD+ in der Probe komplett zu NADH reduziert. In einer 

zweiten Reaktion wird NADH verstärkt zu NAD+ oxidiert, wobei ein photometrisch 

messbarer Farbumschlag stattfindet. Durch die Verstärkung der Reaktion können auch 

geringe Konzentrationen gemessen werden. Allerdings sind die Konzentrationsangaben 

für NAD, die im Plasma oder Serum enzymatisch bestimmt worden sind, sehr inhomogen 

(Singhal und Zhang, 2006; Braidy et al., 2013; Guest et al., 2014; Shi et al., 2017).  

Neben der enzymatischen Bestimmung von NAD in biologischen Proben hat sich die 
31P-Magnetresonanzspektroskopie (31P MRS), eine Methode zur in vivo NAD-

Bestimmung, etabliert (Lu et al., 2014), die bisher jedoch nur für die Messung des NAD-

Status im Gehirn angewandt worden ist (Zhu et al., 2015; Kim et al., 2017). Dabei wird 

das im zu untersuchenden Gewebe enthaltene ATP zuvor mit radioaktivem Phosphor 

markiert. Anschließend wird der markierte Phosphor in einer 

Magnetresonanzspektroskopie dargestellt, wobei neben ADP/ATP das Spektrum von 

NAD+ und NADH abgebildet wird. Mit Hilfe der theoretisch angenommenen pro Gramm 

ATP-Konzentration im Gehirn kann dann eine Normalisierung des NAD-Anteils 

vorgenommen werden (Zhu et al., 2015). 

Einige der durchgeführten Humanstudien weisen darauf hin, dass sich mit 

zunehmendem Alter oder bei definierten Erkrankungen (Multiple Sklerose, Schwindel) 

das Verhältnis von NAD+ zu NADH (NAD+/NADH-Ratio) in den Geweben bzw. im Blut 

verringern können (Braidy et al., 2013; Kao et al., 2014). Jedoch muss beachtet werden, 
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dass der Zellmetabolismus und somit die NAD+/NADH-Ratio sehr zelltypabhängig sein 

dürften. Es ist auch nicht klar, welche Zelltypen exakt zum extrazellulären Vorkommen 

von NAD beitragen und in welchem Verhältnis. Zudem muss eine mit dem Alter 

zunehmende Insulinresistenz der insulinabhängigen Zelltypen in Betracht gezogen 

werden (Abdelhafiz und Sinclair, 2015). Da die Insulinresistenz zur verminderten 

Glukoseaufnahme in den Zellen führt, hätte dies natürlich einen Einfluss auf die zelluläre 

NAD+/NADH-Ratio. Ob sich mit zunehmendem Alter auch der NAD-Gesamtgehalt 

ändert, ist nicht ausreichend untersucht. 

 

2. Zielstellung 

Die Doktorarbeit sollte herausarbeiten, ob die Haut-AF als ein bekannter Parameter für 

das biologische Alter sowie die Gehalte an NAD und Renalase im Blutplasma als 

potentielle Altersparameter für die Bestimmung der Gefäßalterung bei Mann und Frau in 

Frage kommen. Dazu sollte eine Normalkohorte ohne schwerwiegende kardiovaskuläre 

Erkrankung aus der Region Halle-Saalekreis rekrutiert und daraufhin untersucht werden. 

 

3. Material und Methodik 

3.1 Materialien 

3.1.1 Geräte 

AGE-Reader mu® Diagnoptics Technologies B.V., Groningen, 
Niederlande 

Blutdruckmessgerät, boso-
medicus control  

Boso Bosch + Sohn GmbH u. Co. KG, Jungingen, 
Deutschland 

Dynamometer, Saehan Grip Saehan Corp./Corporation, Changwon-City, Südkorea 

Eismaschine AF100  Scotsman Ice Systems, Mailand, Italien 

Gefriertruhe -150 °C Panasonic, Hamburg, Deutschland  

Kühlschrank 4 °C  Kirsch, Offenburg, Deutschland 

Kühlschrank 4 °C  Liebherr GmbH, Biberach an der Riss, Deutschland 

Personenwaage Typ Gala Soehnle, Leifheit AG, Nassau, Deutschland 

Photometer Fluostar® optima  BMG Labtech, Offenburg, Deutschland 

Pipetten Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Pipettierhilfe Pipet-Aid® XP  Drummond, Broomall, Pennsylvania, USA 
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Infinite® M1000 Plattenreader Tecan Group Ltd., Männedorf, Schweiz  

ThermoScan® Braun, Kronberg, Deutschland 

TRIO-Thermoblock Biometra Biomedizinische Analytik GmbH, Göttingen, 
Deutschland 

Vicorder® SMT medical GmbH&Co., Würzburg, Deutschland 

Vortex Genie 2  Scientific Industries, New York, USA 

Zentrifuge Biofuge fresco Heraeus Sepatech GmbH, Osterode, Deutschland 

Zentrifuge Biofuge stratos Heraeus Sepatech GmbH, Osterode, Deutschland 

 

3.1.2 Verbrauchsmaterialien 

CRT® bacteria refill paraffin Ivoclar Vivadent AG, Schaan, Liechtenstein 

Cryogenic vial 2 ml Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, 
USA 

Klare 384-well-Mikroplatte Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland 

Safety-Multifly®-Kanülen 20G SARSTEDT AG & Co. KG, Nümbrecht, Deutschland 

9 ml K3E S-Monovetten® SARSTEDT AG & Co. KG, Nümbrecht, Deutschland 

9 ml Li-Heparin S-Monovetten® SARSTEDT AG & Co. KG, Nümbrecht, Deutschland 

Pierce™ Protein 
Concentrators, 10 kDa  

Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, 
USA 

Weitere Verbrauchsmaterialien SARSTEDT AG; Eppendorf AG 

 

3.1.3 Lösungen und Kits 

Gibco® PBS pH 7,4 (10×) Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, 
USA 

Human Renalase ELISA 

- USC- SEC845HU-96 

- LS-F67597 

 

Cloud-Clone Corp., Wuhan, China 

LifeSpan BioScience, Seattle, Washington, USA 

PierceTM BCA Protein Assay                Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, 
USA 

Total NAD+/ NADH Assay  

- ab186032 

 

Abcam, Cambridge, England 
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Triton X-100 Sigma Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA 

 

3.1.4 Auswertungssoftware 

Microsoft® Office Paket 2016              Microsoft® Deutschland GmbH, Unterschleißheim, 
Deutschland 

Origin 6.0                                              OriginLab Corporation, Northampton, Massachusetts, 
USA 

SigmaStat® 3.5                                           Systat Software Inc., San Jose, Kalifornien, USA 

 

3.2 Methodik 

3.2.1 Probandenaufnahme und -untersuchung 

Die nachfolgend beschriebene Studie wurde durch die Ethikkommission der 

Medizinischen Fakultät der Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg am 30.09.2016 

genehmigt. An dieser Studie am Universitätsklinikum Halle (Saale) nahmen 209 

Probanden im Alter von 18 bis 83 Jahre teil (91 Männer, 118 Frauen). Bereits zum 

Zeitpunkt der Rekrutierung wurden die Probanden nach dem kalendarischen Alter in 

Gruppen unterteilt, um eine gleichmäßige Altersverteilung zu erreichen (Abb. 5). 

Ausschlusskriterien waren: Alter < 18 Jahre, Verwendung von Selbstbräunern, 

(vermutete) Schwangerschaft, Tumorerkrankungen, Niereninsuffizienz (≥ KDIGO G3), 

Herzinsuffizienz (≥ NYHA 2), Lebererkrankungen, Diabetes mellitus Typ I, Diabetes 

mellitus Typ II mit Niereninsuffizienz, neurologische Erkrankungen, chronisch 

entzündliche Erkrankungen (z.B. Multiple Sklerose, Rheuma, Morbus Crohn), akute 

Erkältung und Fieber (> 38 °C). Die Fiebermessung wurde am Ohr durchgeführt. 
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Abb. 5 Sieben-Jahres-Altersgruppierung mit Anzahl der männlichen und weiblichen Studienprobanden.  
 

Die Untersuchung wurde nach einem definierten Protokoll durchgeführt und dauerte pro 

Proband ca. 60 Minuten: 

1. Aufklärung und Erfassung von allgemeinen Angaben, Einwilligung in die Studie 

auf einem Dokumentationsbogen. 

2. Ermittlung des body mass index (BMI = kg/m²) nach Messung von Größe und 

Gewicht mittels Maßband bzw. Personenwaage. Erhebungsbogen mit Befragung 

zur individuellen Lebensführung. Die Fragen enthielten Angaben zur sportlichen 

Aktivität, Ernährung, Allergien, Krankheiten und Medikamenteneinnahme (s. 

Anlagen).   

3. Sterile Blutabnahme mit Stauschlauch aus einer Armvene durch geschultes 

Personal oder den studienbetreuenden Arzt von insgesamt 20 ml Blut in Lithium-

Heparin- (Li-Heparin) und 10 ml Blut in K3-Ethylendiamintetraacetat (K3EDTA)-

S-Monovetten®.  

4. Messung der PWG mit dem Vicorder®: 

a. cf-PWG: gleichzeitige Messung mit Manschette inklusive Sensor an der 

Arteria carotis (c) und Arteria femoralis (f).  

b. bf-PWG: Analog oben an Arteria carotis (c) und Arteria brachialis (b) 

Die Messung wurde nach Herstellervorgaben im Liegen und als 

Dreifachbestimmung durchgeführt. Der Abstand zwischen den 

Manschettenunterkanten wurde mit einem Zentimetermaßband bestimmt. 
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5. Messung weiterer kardiovaskulärer Parameter mit dem Vicorder® analog dem 

Messaufbau zur bf-PWG-Bestimmung (Vicorder®-Menü: Pulswellenanalyse): 

Puls, Pulsdruck, Augmentationsdruck und -index sowie SEVR.  

6. Aufsitzen des Probanden und Messung der Haut-AF am Unterarm mit dem AGE-

Reader mu® nach Herstellerangaben und als Dreifachbestimmung. 

7. Messung von Blutdruck und Puls am linken Oberarm mit einem durch die 

deutsche Hochdruckliga zertifizierten, automatischen Blutdruckmessgerät nach 

einer zweiminütigen Ruhezeit im Sitzen. Die Zeitdifferenz zwischen der 

Blutdruckmessung im Liegen und Sitzen betrug dadurch ca. fünf Minuten. 

8. Abwechselnde Messung der maximalen Handkraft beider Hände mit einem 

Dynamometer. Der Bestwert von drei Versuchen wurde notiert. 

9. Messung von Blutdruck und Puls ohne Ruhezeit im Sitzen analog 7. 

10. Gewinnung einer Speichelprobe nach zweimaligem Ausspülen des Mundes mit 

Leitungswasser, 30-sekündigem Kauen eines Paraffin-Kaugummis und 5-

minütigem Sammeln in einem Kunststoffbehältnis. 

Im unmittelbaren Anschluss wurden die entnommenen Blut- und Speichelproben für 10 

Minuten bei 2.000 g zentrifugiert. Durch die Zentrifugation trennte sich das Blutplasma 

von den sich absetzenden Erythrozyten. Das erhaltene Blutplasma sowie der klare 

Speichel in der oberen Schicht der S-Monovette® wurden jeweils in 2 ml-Kryogefäße 

aliquotiert, im flüssigen Stickstoff eingefroren und dann bei - 150° C gelagert. 

 

3.2.2 Renalase-Messung 

Die Messung der humanen Renalase im Plasma wurde mit den enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA)-Kits der Firmen LifeSpan BioScience (LS-F67597) und 

Cloud-Clone Corp. (zuvor Wuhan USCN Business Corp.; USC-SEC845HU-96) nach 

Herstellerangaben durchgeführt. Es wurden sowohl Li-Heparin- als auch K3EDTA-

versetzte Plasmaproben verwendet. Diese wurden in einer Verdünnungsreihe von 1:100 

bis 1:1.000 in phosphate buffered saline (PBS) getestet, da die Hersteller jeweils eine 

Vorverdünnung von 1:500 für humane Plasmaproben empfohlen hatten. Die Proben 

wurden im Plattenreader bei 450 nm im Vergleich zur rekombinanten humanen Renalase 

als Standard gemessen und nach Herstellerangaben ausgewertet. 
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3.2.3 NAD-Messung 

Die NAD-Gehalte in Plasma- und Speichelproben wurden mit Hilfe des Total 

NAD+/NADH Assay (ab186032), jedoch in Anlehnung an die Anleitung des NAD+/NADH 

Assay (ab65348) von Abcam untersucht. Hierbei handelte es sich um die indirekte 

Bestimmung von NAD mithilfe zweier Enzyme, einem NAD+- und NADH-abhängigem 

Enzym, die wiederum unter Bildung eines redoxabhängigen Farbsubstrates NADH und 

NAD+ generieren. Aufgrund der zyklischen Aktion beider Enzyme und der daraus 

resultierenden Verstärkung des NAD-Signals wird auch von einem Enzymatic Cycling 

Assay gesprochen. Die Differenzierung zwischen NAD+ und NADH erfolgte dabei auf 

der Basis der Hitzelabilität von NAD+ bei bereits 60 °C, die durch eine vergleichende 

Analyse von gereinigtem NAD+ und NADH in der high-performance liquid 

chromatography HPLC zuvor überprüft wurde (Arbeiten durch Katja Zunkel in der 

Arbeitsgruppe).  

Die Probenvorbereitung und NAD-Messung wurden analog der Darstellung in 

Abbildung 6 durchgeführt. Aufgrund der Abhängigkeit des Enzymatic Cycling Assay von 

bivalenten Kationen wurde kein K3EDTA-, sondern Li-Heparin-Blutplasma, verwendet. 

Für die NAD-Messung wurden zunächst die Proben (Plasma, Speichel) aufgetaut und 

dann durch einen 10 kDa-Filter für 30 Minuten bei 13.000 g und 4 °C zentrifugiert. Der 

Zentrifugationsschritt diente dem Ausschluss größerer Moleküle, die den Enzymatic 

Cycling Assay beeinflussen, und der Anreicherung von NAD. Das Filtrat wurde dann im 

gleichen Verhältnis mit PBS verdünnt und auf zwei Reaktionsgefäße verteilt. Ein 

Reaktionsgefäß wurde für 30 Minuten bei 60 °C inkubiert, um das thermolabile NAD+ in 

der Probe zu zersetzen, wohingegen das andere Reaktionsgefäß auf Eis verblieb. Daher 

konnte in der unbehandelten Probe der NAD-Gesamtgehalt und in der erhitzten Probe 

das NADH bestimmt werden. Aus der Differenz beider Messwerte ergab sich der NAD+-

Gehalt. Aufgrund der hohen Probenanzahl wurde zunächst die Probenpräparation 

durchgeführt. Die präparierten Proben wurden anschließend eingefroren und zu einem 

späteren Zeitpunkt zusammen mit den NADH-Konzentrationsstandards im 384-well-

Mikrotiterplattenformat untersucht. Die Verdünnung des NADH-Standards (0 bis 5 µM) 

in PBS wurde nach Angaben des Herstellers durchgeführt. 

Zur Durchführung des Enzymatic Cycling Assay wurden 20 µl des jeweiligen Standards 

sowie 20 µl der jeweiligen Probe in Vierfachbestimmung in die Wells einer klaren 

Mikrotiterplatte pipettiert und anschließend mit je 20 µl des zyklischen Enzymmixes 

versetzt. Die Messung der Absorptionsveränderung (OD), infolge der Reduktion des 

Farbsubstrates, erfolgte bei 460 nm im infinite® M1000 Plattenreader jede Minute über 

insgesamt 120 Minuten für das Plasma bzw. über 80 Minuten für den Speichel (Abb. 6).  
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Abb. 6 Schematische Darstellung der NAD-Messung in Plasmaproben. PBS, phosphate buffered saline 
 

Die anschließende Beurteilung des Verlaufs der Enzymreaktion und deren Auswertung 

wurden im Softwareprogramm Excel (Microsoft® Office 2016) durchgeführt. Die 

Bestimmung von ∆OD per Minute wurde von x - 120 Minuten vorgenommen, wobei x 

den Zeitpunkt angab, ab dem die Enzymreaktion im steady state war. Aus den 

Mehrfachbestimmungen wurden die Mittelwerte bestimmt und eine Umrechnung auf den 

Standard durchgeführt. Bei starken Werteschwankungen wurden Messungen 

wiederholt. 

 

3.2.4 Auswertung  

Die direkt am Probanden aufgenommenen Parameter wurden zunächst in eine Access-

Datenbank (Microsoft® Office 2016) eingetragen und für spätere statistische 

Auswertungen in das Softwareprogramm Excel (Microsoft® Office 2016) importiert. Die 

abschließende graphische Darstellung und statistische Auswertung der Daten wurde mit 

dem Softwareprogramm Origin 6.0 bzw. SigmaStat® 3.5 durchgeführt. Der Rank-sum-

Test bzw. der unpaarige Student`s t-Test wurden zum statistischen Vergleich von zwei 

Gruppen verwendet. Die Altersabhängigkeiten wurden als polynomischen Regression 

berechnet. Die Signifikanzen der P-Werte wurden mit * < 0.05, ** < 0.01, *** < 0.001 

angegeben. 
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4. Ergebnisse 

4.1 Studienpopulation 

4.1.1 Mittlere Geschlechtsunterschiede 

Die Studienpopulation umfasste 91 Männer und 118 Frauen. Das durchschnittliche Alter 

lag bei den Männern bei 46,7 Jahren und bei den Frauen bei 48,2 Jahren. Während die 

meisten aufgenommenen Studienparameter im Mittel kaum Unterschiede zwischen 

beiden Geschlechtern zeigten, war die Handkraft bei den Frauen wesentlich geringer als 

bei den Männern (Tab. 2). Frauen nahmen außerdem insgesamt mehr Medikamente als 

Männer ein, jedoch nicht mehr Antihypertensiva (Tab. 2). 

Die Bestimmung der Gefäßqualität durch Pulswellenanalyse im Liegen zeigte bei den 

Frauen einen leicht höheren Augmentationsdruck und -index als bei den Männern ohne 

geschlechterabhängige Unterschiede in der PWG für die cf- und bf-Messung (Tab. 2). 

Zudem war auch die SEVR bei den Frauen niedriger als bei den Männern (Tab. 2). Die 

im Liegen und Sitzen gemessenen Blutdrücke zeigten ebenfalls 

Geschlechterunterschiede, die wiederum von der Körperposition abhingen. So waren 

bei vergleichbaren RRs-Werten im Liegen die RRd-Werte bei den Männern geringfügig 

höher als bei den Frauen und somit deren Pulsdrücke etwas geringer (Tab. 2). 

Blutdruckmessungen in der Sitzposition, die ca. 5 Minuten nach der Liegeposition 

durchgeführt wurden, zeigten jedoch bei vergleichbaren RRd-Werten höhere RRs-Werte 

und somit höhere Pulsdrücke bei den Männern als bei den Frauen (Tab. 2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tab. 2 Geschlechtsabhängigkeit der aufgenommenen Studienparameter in einer Normalkohorte aus der 
Region Halle-Saalekreis.  

Nr. Parameter     Männer (n = 91) Frauen (n = 118) 
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1 Alter Jahre 46,7 ± 17,5 48,2 ± 17,2 
2 Haut-AF aU 2,05  ± 0,48 2,01 ± 0,48 
3 BMI kg/m² 25,7 ± 3,37 25,1 ± 4,66 
4 Handkraft (schwächere Hand) kg 45,3  ± 9,94  27,2 ± 5,37 ** 

5a Medikation n 1,00  ± 1,58  1,59 ± 1,90 * 
5b Antihypertensiva n 0,43 ± 0,75 0,42 ± 0,92 
 Messungen in liegender Position:      
6 cf-PWG m/s 8,84 ± 1,63 8,99 ± 2,13 
7 bf-PWG m/s 12,7 ± 3,92 13,6 ± 5,20 
8a Augmentationsdruck mmHg 8,05 ± 5,03  11,5 ± 6,86 ** 
8b Augmentationsindex % 17,1  ± 9,01  22,0 ± 10,1 ** 
9 SEVR % 172  ± 28,8  162  ± 38,5 * 
10 Puls n/min 64,5 ± 9,32 66,3 ± 9,50 
11a RRs mmHg 129 ± 12,1 129 ± 16,4 
11b RRd mmHg 77,1 ± 8,20  74,2  ± 9,21 * 
12 Pulsdruck mmHg 52,3  ± 7,50  54,8  ± 11,4 * 
 Messungen in sitzender Position:      
13 Puls n/min 66,5 ± 10,2 67,8 ± 8,90 
14a RRs mmHg 136 ± 15,9  130  ± 19,4 * 
14b RRd mmHg 86,9 ± 9,60 87,8 ± 11,3 
15 Pulsdruck  mmHg 49,2 ± 11,9  43,0 ± 12,7 ** 

Die Daten sind als Mittelwerte ± SD mit *P < 0.05, ** P < 0.01 vs. Männer angegeben. 
bf-, zwischen Arteria carotis (c) und Arteria brachialis (b); BMI, body mass index; cf-, zwischen Arteria carotis 
(c) und Arteria femoralis (b); Haut-AF, Autofluoreszenz der Haut; PWG, Pulswellengeschwindigkeit; RRd, 
diastolischer Blutdruck; RRs, systolischer Blutdruck; SEVR, subendocardial viability ratio 
 

4.1.2 Altersabhängigkeit 

Auswertungen zur Altersabhängigkeit der in Tabelle 2 gelisteten Parameter wurden 

mithilfe der polynominellen Regressionsanalyse durchgeführt, da diese die 

Altersabhängigkeit am besten repräsentieren konnte. Je höher der Regressionswert R² 

ausfiel, desto ähnlicher war der Parameter dem entgegengestellten kalendarischen Alter 

bzw. der Haut-AF. Abgesehen von der Handkraft, nahmen alle in Tabelle 3 gelisteten 

Parameter mit zunehmendem Alter zu. Als Alter wurden das kalendarische Alter und die 

Haut-AF als Marker des biologischen Alters für die Analyse herangezogen und 

miteinander verglichen. Aufgrund der unter 4.1.1 beschriebenen basalen 

Geschlechtsunterschiede wurden die Regressionsanalysen zudem getrennt für Männer 

und Frauen durchgeführt. Diese ergaben, dass sowohl bei den Männern als auch bei 

den Frauen eine bessere Altersabhängigkeit aller ermittelten Gefäßparameter sowie 

sonstigen Parameter vom kalendarischen Alter als von der Haut-AF bestand (siehe R²-

Werte, Tab. 3). In diesem Zusammenhang zeigten vor allem die cf-PWG und bf-PWG 

der Frauen deutlich unterschiedliche Korrelationswerte zwischen dem kalendarischen 

Alter und der Haut-AF, mit deutlich schlechteren Werten bei der Haut-AF (Tab. 3). 

Vergleicht man Haut-AF und bf-PWG zwischen Männern und Frauen, fällt auf, dass die 

Männer eine bessere Korrelation von Haut-AF zum kalendarischen Alter hatten und für 

die Frauen die bf-PWG einen besseren Regressionswert zum kalendarischen Alter hatte 

(Tab. 3).  Unter den Gefäßparametern korrelierten bei beiden Geschlechtern die PWG 
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sowie der Augmentationsdruck und -index deutlich besser als die Blutdrücke mit dem 

Alter (Tab. 3).   

 

Tab. 3 Vergleichende Abhängigkeit der aufgenommenen Studienparameter vom kalendarischen Alter und 
der Haut-AF für Männer und Frauen.  

Nr. Parameter         Männer (n = 91) Frauen (n = 118) 

 Abhängigkeit von:  Alter Haut-AF  Alter Haut-AF 

1 Alter Jahre   0,60 ***   0,42 *** 
2 Haut-AF aU 0,60  ***   0,42 ***   
3 BMI kg/m² 0,05 * 0,01  0,07 * 0,08 ** 
4 Handkraft (schwächere Hand) kg 0,17 *** 0,12 ** 0,21 *** 0,08 ** 
5a Medikation n 0,34 *** 0,13 ** 0,23 *** 0,15 *** 
5b Antihypertensiva n 0,35 *** 0,10 ** 0,18 *** 0,16 *** 
 Messungen in liegender Position:          
6 cf-PWG m/s 0,49 *** 0,32 *** 0,51 *** 0,18 *** 
7 bf-PWG m/s 0,56 *** 0,28 *** 0,61 *** 0,26 *** 
8a Augmentationsdruck mmHg 0,51 *** 0,32 *** 0,64 *** 0,36 *** 
8b Augmentationsindex % 0,47 *** 0,30 *** 0,58 ** 0,32 *** 
9 SEVR % 0,01  0,01  0,11 ** 0,02  
10 Puls  n/min 0,01  0,01  0,02  0,01  
11a RRs (systolischer Blutdruck) mmHg 0,23 *** 0,12 ** 0,36 *** 0,20 *** 
11b RRd (diastolischer Blutdruck) mmHg 0,16 *** 0,06  0,15 *** 0,08 ** 
12 Pulsdruck  mmHg 0,25 *** 0,09 * 0,52 *** 0,20 *** 
 Messungen in sitzender Position:          
13 Puls n/min 0,03  0,01  0,04  0,01  
14a RRs  mmHg 0,16 *** 0,09 * 0,39 *** 0,21 *** 
14b RRd  mmHg 0,11 ** 0,02  0,15 *** 0,08 ** 
15 Pulsdruck  mmHg 0,23 *** 0,08 * 0,48 *** 0,29 *** 

Die Altersabhängigkeiten sind als Korrelationskoeffizient einer polynomischen Regression zweiter Ordnung 
(R2) und deren Signifikanz (*P < 0.05, ** P < 0.01, ***P < 0.001) angegeben. 
bf-, zwischen Arteria carotis (c) und Arteria brachialis (b); BMI, body mass index; cf-, zwischen Arteria carotis 
(c) und Arteria femoralis (b); Haut-AF, Autofluoreszenz der Haut; PWG, Pulswellengeschwindigkeit; RRd, 
diastolischer Blutdruck; RRs, systolischer Blutdruck; SEVR, subendocardial viability ratio 
 

4.2 Renalase 

Die Bestimmung der Renalase im humanen Plasma erfolgte mit den kommerziellen 

ELISA-Kits der Firmen LifeSpan BioScience und Cloud-Clone Corp. (zuvor Wuhan 

USCN Business Corp.), von denen letzterer in den anderen Humanstudien verwendet 

worden ist (Tab. 1). Beide ELISA-Testverfahren zeigen keine ausreichend gute 

Linearität zwischen der verwendeten Verdünnung der Plasmaproben (Li-Heparin- und 

K3EDTA-Plasma) und den im Bezug zum Renalase-Standard kalkulierten 

Konzentrationen (Abb. 7 für den ELISA von Cloud-Clone Corp.). Aufgrund der 

unzureichenden Spezifität beider kommerziellen ELISA-Kits konnten keine Renalase-

Messungen in den Plasmaproben der Studienprobanden durchgeführt werden. 
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Abb. 7 Kalkulierte Plasmakonzentrationen von Renalase im Bezug zur Verdünnung der humanen 
Plasmaprobe für Li-Heparin-Plasma (n = 3) und K3EDTA-Plasma (n = 2). Die Daten sind Mittelwerte ± SD. 

 

4.3 Extrazelluläres NAD 

4.3.1 Etablierung der enzymatischen Bestimmung von extrazellulärem NAD 

In der Arbeitsgruppe zuvor durchgeführte NAD-Messungen per HPLC zeigten einen 

Schwellenwert für die Detektion von gereinigtem NAD+ und NADH bei einer 

Konzentration von ca. 1 µM. Gleichzeitige Untersuchungen ausgewählter humaner 

Blutplasmaproben wiesen dabei auf einen NAD+- bzw. NADH-Gehalt im Bereich dieses 

Schwellenwertes hin. Alternativ wurde ein Enzymatic Cycling Assay für die NAD-

Messung etabliert und auf Nutzbarkeit für die Quantifizierung von NAD in humanen 

Proben überprüft. Dabei wurde neben dem Blutplasma auch Speichelflüssigkeit von 

jungen Probanden in verschiedenen Vorverdünnungen getestet. Der kinetische Verlauf 

der Messung von Plasma in der später genutzten Verdünnung sowie unverdünntem 

Speichel ist vergleichend mit gereinigtem NADH in Abbildung 8 dargestellt. Diese 

Darstellung zeigt: 

1. den linearen Anstieg der Absorption für gereinigtes NADH. 

2. den anfänglich hyperbolen, dann linearen Anstieg der Absorption für das Li-

Heparin-Plasma (unbehandelt). 

3. den linearen, flacheren Anstieg der Absorption für das erhitzte Li-Heparin-

Plasma. 

4. keinen Anstieg für den Speichel (unbehandelt). 
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Abb. 8 Zeit-abhängige Signalintensität der Enzymatic Cycling Assay-Reaktion für gereinigtes NADH, 
unbehandelte und erhitzte Plasmaproben, sowie Speichelflüssigkeit. Der Schwellenwert der Detektion lag 
bei ca. 0,15 µM NADH. 
NADH, reduzierte Form von Nicotinamidadenindinukleotid 

 

Die Auswertung der Messwerte für unbehandeltes Plasma im hyperbolen Kurven-

bereich der enzymatischen Reaktion ergab im Vergleich zum NADH-Standard NAD-

Werte von über 10 µM, was sich nicht mit den Messwerten der vorangegangenen HPLC-

Analyse und mit den Werten für erhitztes Plasma deckte. Daher wurde für unbehandeltes 

Plasma die zeitliche Änderung der Absorption im linearen (steady state) Bereich der 

Enzymreaktion für die Datenauswertung herangezogen. Die dabei ermittelten Werte 

deckten sich mit den vorrangegangenen, im Bereich des Schwellenwertes liegenden 

HPLC-Untersuchungen von Plasmaproben. Für den Speichel wurde die Messung nach 

80 Minuten eingestellt, da eine insignifikante Menge von NAD in der Speichelflüssigkeit 

vorlag und keine weitere Steigerung der Menge an umgesetzten NAD zu erwarten war.  

 

4.3.2 NAD-Gehalt im humanen Plasma  

Im Anschluss an die Etablierung des Enzymatic Cycling Assays wurden die 

Plasmaproben aller Studienprobanden im Vergleich zum NADH-Standard in 

Mehrfachbestimmung untersucht. Aufgrund einer technischen Standardabweichung von 

knapp 30 % des daraus berechneten Mittelwertes (Abb. 9) dürfte die Genauigkeit der 

ermittelten Plasma-NAD-Gehalte bei ca. 70 % liegen. 
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Abb. 9 Technische Standardabweichung der mit dem Enzymatic Cycling Assay in Vierfachbestimmung 
ermittelten NAD-Gehalte im humanen Plasma (n = 209) im Vergleich zum 1,25-µM-NADH-Standard (n = 
15). Die Daten sind gezeigt als Mittelwerte ± SD. 
NADH, reduzierte Form von Nicotinamidadenindinukleotid 

 

Die detaillierte Auswertung der NAD-Plasmawerte für die Studienprobanden wurde, wie 

zuvor, für beide Geschlechter getrennt durchgeführt. Die Plasmagehalte von NAD+ und 

NADH lagen im Median bei ca. 0,6 - 0,7 µM für Männer und Frauen, wobei NADH etwas 

geringer als NAD+ konzentriert war (Abb. 10). Frauen hatten einen etwas höheren 

Plasmagehalt an NAD+ als NADH im Vergleich zu den Männern (Abb. 10) und aufgrund 

dessen eine signifikant höhere NAD+/NADH-Ratio (Abb. 11). 

 

Abb. 10 Geschlechter-abhängige Konzentrationen an NAD+ und NADH im Plasma. Die Daten sind als 
Boxplot-Diagramme (25 - 75 % Bereich) dargestellt. Die mittleren Linien in den Boxen sind die Median-
Werte. Die Whisker zeigen die 5 - 95% Abweichungen, wohingegen die Punkte die 1 - 99 % Abweichung 
darstellen. 
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Der mediane Gesamtgehalt an NAD lag für alle untersuchten Proben bei 1,34 µM 

(Bereich: 0,44 - 2,88 µM) ohne Unterschiede zwischen beiden Geschlechtern (Abb. 11). 

Eine direkte Korrelation zwischen dem NAD-Gesamtgehalt und der NAD+/NADH-Ratio 

konnte weder bei den Männern noch den Frauen festgestellt werden 

(Regressionsanalysen; Daten nicht gezeigt). 

 

Abb. 11 Geschlechter-abhängige Konzentrationen an Gesamt-NAD sowie die NAD+/NADH-Ratio im 
Plasma. Die Daten sind als Boxplot-Diagramme (25 - 75 % Bereich) dargestellt. Die mittleren Linien in den 
Boxen sind die Median-Werte. Die Whisker zeigen die 5 - 95 % Abweichungen, wohingegen die Punkte die 
1 - 99 % Abweichung darstellen.  

 

Regressionsanalysen der NAD-Plasmawerte zeigten für beide Geschlechter keine 

Abhängigkeiten vom kalendarischen Alter. So korrelierten weder der Gesamtgehalt an 

NAD noch die NAD+/NADH-Ratio mit dem Alter der Probanden (Abb. 12). Allerdings 

deutet die graphische Darstellung in Abbildung 12 darauf hin, dass 

Geschlechterunterschiede in der NAD+/NADH-Ratio bevorzugt für das mittlere 

kalendarische Alter zutreffen. 
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Abb. 12 NAD-Gesamtgehalt und NAD+/NADH-Ratio im Plasma von Männern und Frauen in Abhängigkeit 
vom kalendarischen Alter. Die Daten sind als Punktauftragung dargestellt. 

 

Aufgrund der Geschlechtsunterschiede in der Plasma-NAD+/NADH-Ratio wurden alle 

Männer und Frauen entsprechend dem geschlechtsabhängigen Median in zwei 

Untergruppen aufgeteilt und bezüglich aller in der Studie aufgenommenen Parameter 

ausgewertet. Diese Untergruppen-Analyse zeigte, dass Probanden mit niedriger 

Plasma-NAD+/NADH-Ratio auch weniger Gesamtgehalt an NAD im Plasma hatten als 

Probanden mit hoher Plasma-NAD+/NADH-Ratio (Abb. 13). Allerdings war diese 

Beziehung zwischen der NAD+/NADH-Ratio und dem NAD-Gesamtgehalt bei den 

Männern deutlich stärker als bei den Frauen ausgeprägt (Abb. 13). Die anderen in der 

Studie aufgenommenen Parameter waren zwischen beiden Untergruppen nicht 

verändert (Daten nicht gezeigt).  
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Abb. 13 NAD-Gesamtgehalt im Plasma in Abhängigkeit von der NAD+/NADH-Ratio. Die Untergruppierung 
in Probanden mit hohen und niedrigen Plasma-NAD+/NADH-Ratios erfolgte sowohl anhand des 
Medianwertes für Männer (1,09), als auch anhand des Medianwertes für Frauen (1,33). Die Daten sind als 
Boxplot-Diagramme (25 - 75 % Bereich) dargestellt. Die mittleren Linien in den Boxen sind die Median-
Werte. Die Whisker zeigen die 5 - 95% Abweichungen, wohingegen die Punkte die 1 - 99 % Abweichung 
darstellen.  

  

Da die Darstellung in Abbildung 12 darauf hindeutete, die Plasma-NAD+/NADH-Ratio 

könne je nach Alter vom Geschlecht abhängen, wurde auch hier eine 

Untergruppenanalyse durchgeführt. Dabei wurden die Männer und Frauen entsprechend 

ihres kalendarischen Alters sowie ihrer Haut-AF in je drei Altersgruppen eingeteilt. Für 

das kalendarische Alter bestätigte sich, dass die Geschlechterunterschiede in der 

Plasma-NAD+/NADH-Ratio besonders hoch in der mittleren Altersgruppe (40 - 60 Jahre) 

waren (Abb. 14). Für die Haut-AF zeigte sich allerdings, dass die 

Geschlechterunterschiede in der Plasma-NAD+/NADH-Ratio mit zunehmender Haut-AF 

abnehmen (Abb. 14). Dies konnte auch beobachtet werden, wenn statt der Haut-AF die 

PWG für die bf-Messung als Marker für das biologische Alter herangezogen wurden 

(Abb. 14). Frauen mit einem Alter über 60 Jahren, einer Haut-AF über 2,3 aU oder einer 

bf-PWV von mehr als 14 m/s hatten keine höhere NAD+/NADH-Ratio mehr als die 

Männer (Abb. 14). 
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Abb. 14 NAD+/NADH-Ratio im Plasma von Männern und Frauen in Abhängigkeit vom kalendarischen Alter 
(oben), Haut-AF (mittig) und bf-PWV (unten). Die Daten sind als Boxplot-Diagramme (25 - 75 % Bereich) 
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dargestellt. Die mittleren Linien in den Boxen sind die Median-Werte. Die Whisker zeigen die 5 - 95% 
Abweichungen, wohingegen die Punkte die 1 - 99 % Abweichung darstellen. 

5 Diskussion 

Meine Studie an gesunden Probanden aus der Region Halle-Saalekreis konnte zeigen, 

dass bei Mann und Frau das kalendarische Alter besser mit ausgewählten Parametern 

der Gefäßalterung korreliert als die getesteten biologischen Faktoren, zu denen die 

Haut-AF und der Plasmagehalt an NAD zählten. Zudem konnte ich zeigen, dass neben 

dem Puls- und Augmentationsdruck als bekannte vaskuläre Parameter auch der relative 

Plasmagehalt an NAD+/NADH bei den Frauen höher als bei den Männern ist. Allerdings 

war die Geschlechterdifferenz im NAD+/NADH-Plasmagehalt nur bei jungen und 

mittelalten (18 - 60 Jahre) aber nicht alten Probanden (> 60 Jahre) nachweisbar. Ob 

unterschiedliche Plasmagehalte an Renalase, einer potentiellen extrazellulären NADH-

Oxidase, eine Ursache für die Geschlechtsunterschiede in der Plasma-NAD+/NADH-

Ratio sind, konnte aufgrund technischer Einschränkungen nicht beantwortet werden. 

 

5.1 Geschlechtsunterschiede und Gefäßalter 

Meine Studienpopulation zeigte eine relativ ausgeglichene Alters- und 

Geschlechtsverteilung. In Übereinstimmung mit der Studie von Yue et al. (2011) konnten 

keine geschlechtsabhängigen Unterschiede in der Haut-AF, einem bekannten nicht-

invasivem Altersparameter, gefunden werden. Aufgrund der geringeren Muskelmasse 

bei Frauen als bei Männern (Janssen et al., 2000), war die Handkraft zwischen beiden 

Geschlechtern erwartungsgemäß unterschiedlich. Aufgrund der zusätzlichen Einnahme 

von oralen Antikontrazeptiva von Frauen war auch die Anzahl der eingenommenen 

Medikamente zwischen Frauen und Männern erwartungsgemäß verschieden. 

Entsprechend meiner Vermutungen gab es auch geschlechterabhängige Unterschiede 

bei einigen vaskulären Parametern, wie dem Augmentationsdruck- bzw. -index und der 

SEVR. Auch Higashi et al. (2013) stellten fest, dass gesunde Frauen einen höheren 

Augmentationsindex als gesunde Männer hatten, obwohl die brachiale PWG keine 

Unterschiede zeigte. Gleichzeitig war der SEVR der Frauen in der von mir 

durchgeführten Studie niedriger. In einigen Studien wurden geringere SEVR-Werte bei 

Frauen gefunden, so z.B. durch Laugesen et al. (2016) und Amah et al. (2017). Gonzales 

und Hadri (2016) sehen als Ursache einen höheren Ruhepuls bei den Frauen, der die 

Diastole und somit auch die Durchblutungszeit des Myokards verkürzt.  

Aufgrund meiner zeitlich versetzten Blutdruckmessungen in der liegenden und sitzenden 

Position, konnte ich zudem Unterschiede in den Blutdrücken je Körperposition 

identifizieren, welche sich durch den Baroreflex erklären lassen (Rienzo et al., 2009). Bei 
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den Frauen war auch der systolische Blutdruck nach dem Aufsitzen kaum erhöht, was 

mit dem verbreiteten, schlechteren Ansprechen des weiblichen Körpers auf 

orthostatische Veränderungen zusammenhängt (Convertino, 1998; Cheng et al., 2011). 

Im Gegensatz dazu reagierte der diastolische Blutdruck bei beiden Geschlechtern 

erwartungsgemäß mit einer Erhöhung auf die orthostatische Veränderung (Privšek et 

al., 2018).  

Die Haut-AF korrelierte in meiner Studie gut mit dem kalendarischen Alter, das konnte 

laut Hofmann et al. (2013) und van Waateringe et al. (2016) bereits vermutet werden. In 

meiner Studie fiel die Korrelation bei den Männern besser aus als bei den Frauen, was 

auch bei van Waateringe et al. (2016) der Fall war. Außerdem korrelierte die Haut-AF in 

meiner Studie auch mit der PWG, einem Parameter des vaskulären Alters, was auch 

Hofmann et al. (2013) gefunden haben. Allerdings habe ich festgestellt, dass das 

kalendarische Alter besser mit den ermittelten Gefäßparametern korrelierte als die Haut-

AF (Tab. 3), was auch Randag et al. (2015) bei gesunden Frauen zeigen konnten. Es 

bleibt hierbei zu berücksichtigen, dass in meiner Studie gesunde Probanden untersucht 

wurden, während in anderen Studien Patienten mit kardiovaskulären und metabolischen 

Vorerkrankungen untersucht wurden (Hofmann et al., 2013; van Waateringe et al., 

2016). Speziell bei Patienten mit vaskulären Erkrankungen ist dabei davon auszugehen, 

dass das kalendarische Alter schlechter mit Gefäßparametern korreliert als die Haut-AF. 

Im Gegensatz zur PWG sowie zum Augmentationsdruck und -index korreliert der 

zunehmende Blutdruck wesentlich schlechter mit dem Alter. Dies wurde u.a. auch durch 

Cho et al., (2015) gezeigt. Neben der stärkeren natürlichen Schwankung des Blutdrucks 

(McAlister und Straus, 2001) dürfte hierbei die Einnahme von Antihypertensiva bei 

älteren Probanden einen Einfluss haben.  

 

5.2 Renalase 

Als potentielle NADH- bzw. NADPH-Oxidase ist die extrazellulär vorliegende Renalase 

vermutlich an der Gefäßregulation beteiligt (Moran, 2015; Beaupre et al., 2013b). Auch 

wenn der zugrundeliegende Regulationsmechanismus noch nicht bekannt ist, gibt es 

tierexperimentelle Ansätze, denen zu folge extrazelluläres NAD eine Wirkung auf den 

Blutdruck ausübt (Alefishat et al., 2015). Daher sollte im Rahmen meiner Arbeit auch der 

Plasmagehalt der Renalase in der Normalkohorte aus der Region Halle-Saalekreis 

untersucht und auf seine Korrelation mit den erhobenen vaskulären Parametern sowie 

dem Plasma-NAD-Gehalt analysiert werden. Allerdings habe ich in meinen 

Voruntersuchungen festgestellt, dass der einzige kommerzielle Assay zur Bestimmung 



 

34 
 

des Renalase-Gehaltes im humanen Plasma nicht spezifisch ist. Da ausschließlich 

dieser Assay, ein ELISA der Firma Wuhan USCN Business Corp. (jetzt Cloud-Clone 

Corp.), in sämtlichen bisherigen humanen Studien zur Detektion der Renalase 

verwendet worden ist (Tab. 1), deutet dies auf eine mögliche Inkorrektheit dieser Studien 

hin. Zudem erklärt die unspezifische Funktion des verwendeten Assays bzw. der im 

Assay verwendeten Antikörper die sehr unterschiedlichen Konzentrationen, die für die 

Renalase im Blutplasma oder -serum rechnerisch ermittelt worden sind, sowie die sehr 

widersprüchlichen Korrelationen mit dem Blutdruck in der jeweiligen 

Untersuchungsgruppe (Tab. 1). Weiterführende Untersuchungen zu der Funktionalität 

dieses EILSA-Kits sollten daher durchgeführt werden. 

 

5.3 Plasma-NAD  

Bisher gibt es nur wenige klinische Studien, die sich mit dem Plasmagehalt an NAD 

beschäftigt haben (Tab. 4). Zudem geben diese sehr unterschiedliche Konzentrationen 

für NAD an (Tab. 4). Ein weiterer Unterschied ist, dass Guest et al. (2014) und Singhal 

und Zhang (2006) gesunde Probanden untersucht haben, während in den anderen 

Studien Patienten mit Multipler Sklerose, chronischem Schwindel oder zerebralen 

Fehlbildungen einbezogen wurden (Braidy et al., 2013; Kao et al., 2014; Shi et al., 2017). 

In meiner Studie wurden Probanden mit schwerwiegenden Erkrankungen von 

vornherein ausgeschlossen, weshalb meine Ergebnisse mit den Studienergebnissen 

aus Tabelle 4 nur bedingt vergleichbar sind. 

 

Tab. 4 NAD-Gehalt im Blut bisheriger humaner Studien. 

Proben  Gehalt in µM a 

G
e

s
u

n
d

e 

P
a

ti
e

n
te

n
 Referenz 

 
NAD 
total 

NAD+ 

 
NADH 
 

NAD+/NADH-
Ratio 

 

Plasma ~ 550       x  Guest et al., 2014 
Plasma < 0,07  < 0,03 < 0,04 < 1,4 x x Shi et al., 2017 
Plasma        2,0 x x Kao et al., 2014 
Serum     < 1,2  x b x  Singhal und Zhang, 2006  
Serum ~ 55 ~ 27 ~ 18 ~ 1,5 x x Braidy et al., 2013  

a Konzentrationen sind mittlere Angaben der gesunden Probanden  
b Kongressabstrakt ohne detaillierte Zahlenabgaben 
x, Probanden der Studie 
NAD+, oxidierte Form von Nicotinamidadenindinukleotid; NADH, reduzierte Form von 

Nicotinamidadenindinukleotid 
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In meiner Studienpopulation lag der gemessene Plasmagesamtgehalt für NAD bei 

durchschnittlich 1,34 µM in einem Bereich zwischen 0,44 µM und 2,88 µM. Dabei 

stimmen meine Messwerte am besten mit den Werten überein, die in einem 

Kongressbeitrag von Singhal und Zhang (2006) vorgestellt worden sind (Tab. 4). In 

dieser Studie wurde der Serumgehalt von NADH in einem Enzymatic Cyling Assay 

bestimmt, den auch ich für meine Messungen verwendet habe. Obwohl auch Braidy et 

al. (2013) und Guest et al. (2014) einen Enzymatic Cyling Assay zur Bestimmung von 

extrazellulärem NAD im Blut verwendet haben, sind meine ermittelten Werte dagegen 

deutlich geringer. Nach genauem Vergleich mit deren Messprotokoll dürfte ein Grund 

dafür sein, dass beide Studien keine Kinetik, sondern eine Endpunktmessung der 

Enzymatic Cyling-Reaktion nach bereits 10 Minuten Enzymreaktion durchgeführt haben 

(vgl. Abb. 8 unter Beachtung des anfänglich hyperbolen Kurvenverlaufs der 

Enzymreaktion bei Plasmaproben). Zusätzlich ist in den beiden beschriebenen Studien 

nicht erwähnt, ob die verwendeten Proben vor der Untersuchung filtriert wurden (Braidy 

et al., 2013; Guest et al., 2014). Die Filtration stellt jedoch einen essentiellen Bestandteil 

der Enzymmessung dar, weil so verhindert wird, dass größere Proteine die 

Enzymreaktion stören. Die Studie von Shi et al. (2017), welche keine Angaben zum 

Messverfahren gemacht hat, zeigt dagegen sehr geringe NAD-Gehalte im Blutplasma. 

Diese Werte sind allerdings unglaubhaft, da sie unterhalb des 

Detektionsschwellenwertes für die Enzymatic Cyling-Reaktion liegen (0,15 µM 

entsprechend der Enzymkinetik in Abb. 8). 

Andere Plasmamoleküle liegen in humanem Blut häufig mit höheren Konzentrationen 

vor als NAD, wie z.B. Albumin, welches mit durchschnittlich 50 mg/l Plasma das am 

häufigsten vorkommende Plasmaprotein ist (Parviainen et al., 2011). Genauso gibt es 

auch Moleküle, die geringfügig im Plasma vorkommen. Darunter fallen z.B. die Zytokine, 

die im Bereich von pg/ml im Plasma gemessen wurden (Parviainen et al., 2011). NAD 

mit Konzentrationen von umgerechnet 0,89 µg/ml (1,34 µM) liegt darüber. Trotzdem 

bleibt NAD ein Molekül mit vergleichsweise geringen Plasmawerten. 

Der vice-versa-Vergleich zwischen allen humanen Studien, die sich mit der Bestimmung 

von extrazellulärem NAD im Blut beschäftigt haben, zeigt, dass es technische 

Schwierigkeiten bei der NAD-Bestimmung gibt. Auch konnte ich zeigen, dass - trotz viel 

Etablierungsarbeit - die technische Standardabweichung der Enzymatic Cyling-Reaktion 

mit durchschnittlich 30 % des errechneten Mittelwertes nicht gering ist (Abb. 9). Gründe 

dafür dürften eine zu geringe Sensitivität des Assays aber auch, trotz vorheriger Filtration 

(Abb. 6), verbleibende Assay-beeinflussende Bestandteile im Blutplasma sein. 
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Da die HPLC nicht genügend sensitiv ist, ist der Enzymatic Cycling Assay in niedrigen 

Messbereichen, wie sie im Blut vorkommen, die geeignetere Bestimmungsmethode für 

NAD. Auf der einen Seite sind enzymatische Reaktionen zwar einfach und im 

Multiwellformat durchzuführen, auf der anderen Seite werden sie aber durch meist 

unbekannte Faktoren im Blut beeinflusst. Diesen Umstand konnte ich in der Auswertung 

der unbehandelten Plasmaproben im hyperbolen Kurvenverlauf beobachten (Abb. 8), 

der vermutlich durch interferierende Plasmamoleküle ausgelöst wurde. Dabei könnte es 

sich z.B. um ein niedermolekulares Molekül handeln, das die Reaktion beschleunigte. 

Da bei erhitztem Plasma initial kein hyperboler Kurvenverlauf zu beobachten war, ist das 

interferierende Molekül vermutlich hitzelabil. Möglich wäre auch eine Interaktion mit 

mehreren aktivierenden als auch inhibierenden Faktoren, die insgesamt eine 

Reaktionssteigerung bewirken. Vermutlich sind diese Faktoren nach einigen Minuten 

vollständig verbraucht, sodass der steady state der Enzymreaktion erreicht wird. Ein 

weiterer Grund für eine hohe Varianz könnte darin liegen, dass NAD generell äußerst 

sensibel gegenüber äußeren Einflüssen ist. Zu den äußeren Einflüssen zählen der pH-

Wert, die Temperatur, die Lagerungsdauer vor der NAD-Messung und die gewählte 

Pufferlösung (Lowry et al., 1961). In dem Zusammenhang könnten auch das mehrmalige 

Einfrieren und erneute Auftauen der verwendeten Proben eine Rolle spielen. Die 

einheitliche NAD-Messung wird zusätzlich verkompliziert durch die Tatsache, ob 

gebundenes und ungebundenes NAD oder nur das ungebundene NAD gemessen wird 

(Zhu et al., 2015). In Enzymatic Cycling Assays wird allein das ungebundene NAD 

gemessen, während bei der 31P MRS-Methode davon auszugehen ist, dass beide 

Zustandsformen und damit das gesamte in einer Zelle enthaltene NAD gemessen wird 

(Zhu et al., 2015). Eine weitere Limitation der Studie stellt die Probandenzahl dar. So 

sollten überregionale NAD-Untersuchungen möglicherweise innerhalb einer Kohorten-

Studie, erwogen werden, um aussagekräftigere Ergebnisse zu erlangen und noch mehr 

Klarheit über eine mögliche Alters- bzw. Geschlechtsabhängigkeit des NAD+/NADH-

Status im Blutplasma zu gewinnen.  

Zusätzlich habe ich den NAD-Status im Speichel gemessen. Es wurden sehr geringe 

Konzentrationen ermittelt, die darauf zurückzuführen sind, dass der Speichel 

hauptsächlich aus dem wässrigen Anteil des Blutes filtriert wird, während andere 

Blutbestandteile nicht filtriert werden (Pedersen et al., 2018). 

 

 

5.3.1 Plasma-NAD und Alter 
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Bisherige Studien zu den intrazellulären NAD+-Gehalten in tierischen und humanen 

Probenmaterialien zeigten eine Abnahme von NAD+ bzw. NAD+/NADH mit steigendem 

Alter (Yoshino et al., 2011; Massudi et al., 2012; Zhu et al., 2015; Zhou et al., 2016; Yaku 

et al., 2018). Da auch die im Kongressbeitrag von Singhal und Zhang (2006) berichtete 

Studie eine altersabhängige Abnahme von NAD+/NADH im Blut humaner Probanden (46 

- 78 Jahre) andeutete, habe auch ich einen Einfluss des kalendarischen Alters auf den 

Plasma-NAD-Gehalt erwartet. Entgegen meiner Erwartung, zeigte meine Studie 

allerdings keinen Einfluss des kalendarischen Alters oder anderer altersrelevanter 

Parameter, wie die Haut-AF oder die PWG, auf den Gesamtgehalt an NAD und die 

NAD+/NADH-Redoxratio im Blut. Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass Gehalt und 

Redoxratio von extrazellulärem NAD bei gesunden Personen zumindest im Blut 

zeitlebens stabil sind. 

 

5.3.2 Plasma-NAD und Geschlecht 

Im Gegensatz zum Alter konnte meine Studie allerdings einen Einfluss des Geschlechtes 

auf die NAD+/NADH-Ratio im Plasma identifizieren. Analog der im Kongressbeitrag von 

Singhal und Zhang (2006) berichteten Studie mit gesunden Probanden, war auch in 

meiner Studiengruppe der relative Anteil an NAD+ bei den Frauen leicht höher als bei 

den Männern. Die anderen Studien aus Tabelle 4 fanden diese Geschlechterdifferenz 

nicht (Braidy et al., 2013; Guest et al., 2014) oder haben sie nicht untersucht (Kao et al., 

2014; Shi et al., 2017). Warum sowohl Braidy et al. (2013) als auch Guest et al. (2014) 

keinen geschlechterabhängigen Einfluss auf die Redoxratio von extrazellulärem NAD im 

Blut ermittelt haben, könnte an den bereits erwähnten technischen Unzulänglichkeiten 

(siehe 5.3.1), der Ungleichverteilung von Männern und Frauen in deren gesunden 

Kohorten sowie dem simultanen Einfluss des Alters liegen. So konnte ich im Rahmen 

meiner Studie zeigen, dass es nur bei jungen bis mittelalten Probanden Unterschiede in 

der Plasma-NAD+/NADH-Ratio zwischen beiden Geschlechtern gab. Bei der Einstufung 

der Probanden nach Alter erwiesen sich dabei Parameter für das biologische Alter 

(PWG, Haut-AF) als sinnvoller als das kalendarische Alter. Letzteres bestärkt auch den 

Nutzen von sogenannten Biomarkern des Alters.   

Mehrere Faktoren könnten die Geschlechterdifferenz in der Plasma-NAD+/NADH-Ratio 

und deren Altersabhängigkeit begründen. Zum einen könnte in der NAD+-freisetzenden 

Zelle schon die Bildung von NAD+ bei Frauen erhöht oder bei Männern vermindert sein, 

so z.B. über das Enzym NAMPT, welches sowohl intra- als auch extrazellulär auf die 

NAD-Synthese einwirkt (Garten et al., 2009). Auch die orale Aufnahme von NAD+-
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Vorstufen könnte eine Rolle spielen. Da Frauen häufiger zum Konsum von 

Nahrungsergänzungsmitteln neigen als Männer, jedoch mit zunehmendem Alter auch 

mehr Männer Nahrungsergänzungsmittel einnehmen, könnte ein solches Verhalten 

ebenfalls das Aufheben der Geschlechtsunterschiede im höheren Alter erklären 

(Dickinson und MacKay, 2014). Zum anderen könnten geschlechtsspezifische 

Unterschiede im Freisetzungsmechanismus existieren. NAD+ wird durch Cx43 aus den 

Zellen freigesetzt (Song et al., 2011). Daher könnte der Plasmagehalt an NAD 

entscheidend von der Aktivität der Cx43-bildenden Zellen abhängen, also von 

Herzmuskelzellen und Nervenzellen (Mühlfeld et al., 2010; Márquez-Rosado et al., 

2012). Für Cx43 wurde zumindest ein altersabhängiges vermindertes Vorkommen in 

Herzen männlicher Meerschweinchen, sowie in Astrozyten männlicher Mäuse 

nachgewiesen (Nagibin et al., 2016; Bronzuoli et al., 2019).  

Geschlechtsspezifische Unterschiede im Gehalt an extrazellulären NAD+-Oxidasen 

könnten die Plasma-NAD+/NADH-Ratio genauso beeinflussen, wobei die Renalase eine 

potentielle extrazelluläre NAD+-Oxidase ist, deren Gehalte jedoch nicht bestimmt werden 

konnte (vgl. 5.2). Während einige NADH-Oxidasen zumindest bekannt sind, sind nach 

aktueller Datenlage keine Reduktasen erforscht. Da im Blut aber auch NADH 

nachweisbar ist, müssen extrazelluläre NAD+-Reduktasen existieren. Zuletzt kommen 

geschlechtsspezifische Unterschiede in der NAD-Bindung an NAD+-verbrauchende 

Enzyme auch in Frage, da durch den Enzymatic Cycling Assay nur das freie NAD 

bestimmt werden kann. Beispielsweise könnte eine vermehrte Bindung von NAD+ an 

CD38 bei Männern auftreten. Diese Annahmen würden in den Kontext passen, dass 

Männer zusätzlich zur NAD+/NADH-Ratio auch niedrigere NAD-Gesamtgehalte haben. 

Mit den Ergebnissen von Camacho-Pereira et al. (2016) könnte das Verschwinden der 

Geschlechterdifferenz in der Plasma-NAD+/NADH-Ratio älterer Probanden ansatzweise 

erklärt werden. Sie zeigten, dass CD38 bei älteren Mäusen vermehrt vorliegt und 

dementsprechend mehr extrazelluläres NAD+ durch CD38 verbraucht wird. Da die 

anfänglichen Erwartungen, dass der NAD-Status im Plasma altersabhängig ist, nicht 

bestätigt wurden, werden die Regulationsmechanismen hinter dem NAD-Status im 

Plasma weitaus komplexer sein als anfänglich angenommen und müssen noch weiter 

untersucht werden.  

 

 

6 Zusammenfassung 
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In einer Normalkohorte aus der Region Halle-Saalekreis gibt das kalendarische Alter 

einen besseren Hinweis auf die Gefäßalterung bei Mann und Frau als die getesteten 

biologischen Faktoren, zu denen die Haut-AF sowie der Plasmagehalt an NAD zählten. 

Das Verhältnis von NAD+ zu NADH im Plasma ist bei den Frauen höher als bei 

gleichaltrigen Männern. Mit dem höheren Alter, insbesondere dem höheren vaskulären 

Alter und der mit dem Alter erhöhten Haut-AF, verschwindet der geschlechterabhängige 

Unterschied in der Redoxratio von extrazellulärem NAD+/NADH. Die 

Regulationsmechanismen, die hinter den zwischen beiden Geschlechtern gefundenen 

Unterschieden stehen, sind noch nicht bekannt. Detaillierte Studien, zu denen auch die 

korrekte Bestimmung der potentiellen extrazellulären NADH-Oxidase Renalase 

gehören, sind nun notwendig, um den simultanen Einfluss von Alter und Geschlecht auf 

die NAD+/NADH-Ratio im Blutplasma zu identifizieren. 
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8 Thesen 

 

1. In einer Normalkohorte wird das biologische Alter der Gefäße besser durch das 

kalendarische Alter vorhergesagt als durch die ebenfalls mit dem Alter veränderte 

Autofluoreszenz der Haut. 

 

2. Humanes Plasma enthält geringe Mikromolar-Konzentrationen an 

Nikotinamidadenindinukleotid (NAD), wobei der Anteil an NAD+ etwas höher als der 

von NADH ist. 

 

3. In einer Normalkohorte hat das kalendarische Alter keinen Einfluss auf die NAD-

Konzentration oder NAD+/NADH-Ratio im Plasma. 

 

4. Ausgewählte Parameter des vaskulären Alters (Blutdruck, 

Pulswellengeschwindigkeit) zeigen ebenfalls keinen Zusammenhang mit der NAD-

Konzentration oder NAD+/NADH-Ratio im Plasma. 

 

5. Die NAD+/NADH-Ratio im Plasma war bis zum mittleren Alter bei den Frauen höher 

als bei den Männern aber nicht darüber hinaus. 

 

6. Der Plasmagehalt von Renalase, einer potentiellen extrazellulären NADH-Oxidase, 

lässt sich derzeit technisch nicht einwandfrei auf dessen Rolle bei der geschlechter-

abhängigen NAD+/NADH-Ratio bestimmen. 
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9 Anlagen 

 

 

 



 

52 
 

 

 

 

 



 

53 
 

 

 

 

 



 

54 
 

 

 

  



 

V 
 

Eidesstattliche Erklärung  

Ich erkläre an Eides statt, dass ich die Arbeit selbstständig und ohne fremde Hilfe 

verfasst habe. Alle Regeln der guten wissenschaftlichen Praxis wurden eingehalten; es 

wurden keine anderen als die von mir angegebenen Quellen und Hilfsmittel benutzt und 

die den benutzten Werken wörtlich oder inhaltlich entnommenen Stellen als solche 

kenntlich gemacht.  

 

Erklärung zum Wahrheitsgehalt der Angaben  

Ich erkläre, dass ich mich an keiner anderen Hochschule einem Promotionsverfahren 

unterzogen bzw. eine Promotion begonnen habe. 

Ich erkläre, die Angaben wahrheitsgemäß gemacht und die wissenschaftliche Arbeit an 

keiner anderen wissenschaftlichen Einrichtung zur Erlangung eines akademischen 

Grades eingereicht zu haben.   

 

  



 

VI 
 

Lebenslauf 

 

Persönliche Daten 

Name:  Luisa Katharina Sultana Genia Schwarzmann 

Geburtsdatum: 19.06.1992 

Geburtsort:  Marl 

Staatsangehörigkeit:  deutsch 

 

Schulische Ausbildung 

1998 bis 2003  Overbergschule in Marl, Grundschule 

2003 bis 2012  Albert-Schweitzer-/Geschwister-Scholl-Gymnasium 

2012            Abitur 

 

Studium 

2012 bis 2017  Martin-Luther-Universität Halle, Studium der Zahnmedizin 

2013  Naturwissenschaftliche Vorprüfung 

2015  Medizinische Vorprüfung (Physikum) 

2017  Staatsexamen 

  

seit 2016  Herzchirurgie, Universitätsklinikum Halle, Promotionsarbeit 

 

Berufliche Tätigkeit 

Seit 2018  Zahnärztin in Gemeinschaftspraxis Schwarzmann Paßmann, Marl 

 

 

Halle (Saale), den 02.01.2020 

 

 



 

VII 
 

Danksagungen 

Mein besonderer Dank geht an meine Betreuerin, Frau PD Dr. rer. nat. Babett Bartling 

für ihre große Unterstützung dieses Projekts. Ich danke ihr für die Strukturierung meiner 

Arbeit, für das Aufzeigen neuer Perspektiven und dafür, dass sie mich bis zum Ziel 

immer aufmerksam begleitet hat. Des Weiteren möchte ich Anika Küttner und Katja 

Zunkel für die gute Zusammenarbeit danken. Mein Dank gilt dem gesamten Team im 

Forschungslabor der Herzchirurgie, sowie den ärztlichen Kollegen. An dieser Stelle 

möchte ich auch Herrn PD Dr. med. Rainer Pliquett für die Bereitstellung von 

Räumlichkeiten und Geräten für die Probandenuntersuchungen und Herrn Prof. Dr. 

Andreas Simm für die Akquirierung von Probanden im Rahmen der Altersvorlesung 

danken. Herzlichst danke ich allen Probandinnen und Probanden, die an meiner Studie 

teilgenommen haben und allen, die mir geholfen haben weitere Probanden zu finden. Zu 

guter Letzt danke ich meiner Familie und meinen Freunden für die Motivation und für die 

Korrekturen der Dissertation. 

 

 

 


