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1 Einleitung

1.1 Diabetes mdlitus

1.1.1 Definition und Epidemiologie
Der Diabetes mdlitus ist eine chronische Stoffwechsd erkrankung, die auf einem

absoluten oder reativen Mangd an Insulin beruht und in deren Folge zumeist erst nach
langerer Krankheitsdauer Schéaden an Blutgefd3en und Nervensystem auftreten konnen.
Nach einer Definition der WHO / American Diabetes Association (ADA) von 1997
werden folgende Typen unterschieden:

1. Typ 1Diabetes. b-Zdldestruktion, die zum absoluten Insulinmangd fihrt und kann
immunologisch bedingt sein oder idiopatisch vorkommen.

2. Typ 2 Diabetes Dieser kann sich von einer vorwiegenden Insulinresstenz mit
relativem Insulinmangd bis zu einem vorwiegend sekretorischen Defekt mit
Insulinresistenz erstrecken.

3. Andere Spezifische Typen, wie
genetische Defekte der b-ZdIfunktion
sdtene genetische Defekte der Insulinwirkung
Krankheiten des exokrinen Pankreas
Endokrinopathien
medikamentds induziert
Infektionen
sdltene immunol ogisch bedingte Formen

4. Gestationstliabetes.

Der Typ 2 Diabetes macht etwa 90% dler Fale von Digbetes in entwicketen Landern
aus und it eine wichtige Ursache von Morbidité und Mortditét. Diese Krankheit hat
daher eine starke soziodkonomische Bedeutung in diesen Landern, gerade unter dem
Aspekt, dass die Pravdenz dieser Erkrankung in den letzten Jahren in Deutschland
zugenommen hat.[*!

Vaskulére Komplikationen von Digbetes mdlitus zeigen sch in sowohl Mikro- dsauch

Makroangiopathien.!*1*!



Peatienten mit enem Diabetes mellitus Typ 2 und einer Hypertonie haben eine sehr vid
hohere Pravaenz fiir Schlaganfalle und ischémische Episoden.”! Sowohl Diabetes
mellitus as auch arterielle Hypertonie snd weiterhin zwe unabhangige Risikofaktoren
fir Atherosklerose#*

Vaskuldre diabetische Komplikation betreffen am haufigsten die Reting, die
Nierenglomerula und das kardiovaskulére System, einschlieldich des Herzens. Vor
1921 war die haufigste Todesursache, die diabetische K etoazidose und das
ketoazidotische Koma.

Nach der Erforschung des Insulins und der Einfuihrung der Insulinthergpie im Jahre 1921
and die haufigsten Ursachen von Morbiditét und Mortalitét diabetischer Patienten heute
die kardiovaskularen Komplikationen, wie die des Herzens, der grossen Arterien und
das Nierenversagen.'®

Vaskuldre Komplikationen bei Diabetes mdlitus sind chronische Erkrankungen und
bendtigen 10 bis 20 Jahre um sch zu manifestieren. Der Schweregrad der vaskuldren
Veranderungen kann von genetischen Faktoren beeinflusst werden, da es diabetische
Petienten gibt, welche kaum vaskulére Komplikationen haben, obwohl ihr Diabetes sehr
schlecht eingestd|t war.

Einer der wichtigsten Faktoren fir die Pathogenese vaskularer Komplikationen ist die
metabolische Umgebung dieser diabetischen Patienten und hier speziell die
Hyperglykamie!*-89.10°)

Auch die arteridle Hypertonie ist eine der haufigeren Erkrankungen in westlichen
Industrienationen. Die Pravaenz beider Erkrankungen steigt mit hoherem Alter. Obwohl
Diabetes mdlitus schon firr sich ein Risiko fiir GeféRerkrankungen darstellt,*® kommt es
be gleichzeitigem Vorkommen von arterieler Hypertonie zu einer verstérkten

Ausprégung von Gefalerkrankungen.



1.1.2 Bedeutung der Glukose fir Kontraktion

Die chronische Hyperglykdmie it in der Lage Uber mehrere Mechanismen die
Entwicklung von Hypertonie zu fordern. Im Tiermodell fiihrt eine Hyperglykamie zu
einer Hypertonie™ Es wurde festgestdllt, dass die Hyperglykamie zu einer Na -
Retention und zu einer Zunahme des austauschbaren K érper-Na' - Bestandes fiihrt [
Hyperglykamie bewirkt eine glomerulare Hyperfiltration von Glukose, welche dann Uber
eine Aktivierung des proxima tubuldren Glukose- Na'-Cotransporters die proximal
tubuldren Na'-K onzentration und die Aktivitét der Na'-K *-ATPase erhoht !
Chronische Hyperglykamie ist eine Ursache von verstérkter vaskul&rer Rigiditét
aufgrund von grukturellen Umbauvorgangen.

In hohen Konzentrationen scheint Glukose sogar einen direkten toxischen Effekt auf
humane Endothelzellen zu haben.!®

Glukose kann so zu verringerter endothelabhdngiger Relaxation, vermehrter
Kontraktion, Entwicklung von Hyperplase ba glatten Gefd3muske zellen und einem
vaskuléren Umbau (Remodeling) fihren.

Eswurde gezeigt, dass hohe Glukosespiegel in humanen glatten Gefdl3muskelzdllen eine
Uberexpression von Fibronectin und Kollagen 4 induzieren kénnen.®

Waeiterhin wurde gezeigt, dass in einer hyperglykamischen Umgebung nichtenzymatische
Glykolys erungsprodukte beschleunigt gebildet werden, welche sich dannin der
Gef&wand anreichern. Die Rate dieser Anreicherung ist proportiona mit dem Integra
der Blutglukosekonzentration tber die Zeit!*?

1.1.3 Bedeutung der Glukose fur Relaxation

Die Relaxation der Gefél3e wird Uber verschiedene vasodil atierende Substanzen aus
unterschiedlichen Gewebearten hervorgerufen, von denen das Endothd die
bedeutendste Funktion tbernimmt. Es sollen vom Endothel verschiedene
Relaxationsfaktorent®? gebildet werden, von denen as der Wichtigste
Stickstoffmonoxid NO® identifiziert worden ist, beziehungsweise Derivate!” die von
der Aminosiure L-Arginin abstammen.’®” Das NO wird von der NOS (Nitric Oxide

Synthase) katdysert, einem Enzym, welchesin drel verschiedenen Formen vorkommt.



Es lassen sch eine kongtitutive (cNOS) von einer neurden (NNOS) und einer
induzierbaren Form (iINOS) der NOS unterscheiden. Die Hohe des Blutglukosespiegels
und der fortgeschrittenen Glykolys erungsendprodukte kénnen die Aktivitét der NOS
(Nitric Oxide Synthase) beeinflussen.!*>*%“®l Uber eine Aktivierung der Proteinkinase C
durch die erhéhte Glukosg'® ™" wird eine weitere Wirkung auf die NOS ausgelibt.
PKC soll die Aktivitét der ecNOS (endothelial congtitutive NOS) mindern.®2

1.1.4 Bedeutung der Glukose fur langfristige Schaden an der
Gefalwand.

Die kausden Faktoren der Atherosklerose sind zum grof3en Teil bekannt. An erster
Sdleig die Hyperlipidémie zu nennen. Inshesondere eine Erhdhung desan LDL
gebundenen Cholesterins ist ein wichtiger atherogener Faktor.

Ein weiterer Risikofaktor ist die arterielle Hypertonie*”! Die Atiologie der arteridle
Hypertonie it dabel unerheblich.

Der Digbetes mellitus mit seinen metabolischen Entgleisungen, insbesondere
Hyperglykamien und Lipidstoffwechse storungen, ist ebenfalls Riskofaktor erster
Ordnung und aufgrund der Haufigkeit ein besonders wichtiger Faktor.™%°)

Von Rigkofaktoren erster Ordnung werden Risikofaktoren zweiter Ordnung
abgegrenzt. Hierzu gehdren Adipositas, Hyperurikdmie, Stress, Bewegungsmangel und
ein durch Vererbung determiniertes Risko, sowie weitere in der Literatur diskutierte
Faktoren.

Die Ursachen und Mechanismen der makrovaskularen Gefd3veranderungen bel
Petienten mit einem Diabetes mdlitus Typ 2 snd bis heute nur unvollsténdig bekannt.
Es gibt gut belegte Hinweise dafUr, dass Insulinres stenz und hohe
Insulinkonzentrationen dabei eine wichtige Rolle spiglen. 249

Esig bekannt, dass Insulinresstenz mit einer Erhdhung von Triglyzeriden, einer
Erniedrigung des HDL und einer Tendenz zur arterielen Hypertonie vergesdlschaftet
ist,? zusitzlich zu sanem Lipideffekt.



Sowohl die Diabetes Control and Complication Tria Studie ds auch die United
Kingdom Prospective Diabetes Study (UKPDS) haben gezeigt, dass eine gute
Eingtellung des Diabetes, aso das Verme dung von Hyperglykémien das Erscheinen von
Mikroangiopatien und Neuropathien verhindern und kardiovaskul&re Schéden
vermindern kann.!**"*%! Eine grolke Anzahl von Studien haben eine mogliche Rolle der
Hyperglykémie und deren Mechanismen bel der Induktion von Gefé&l3veranderungen
beschrieben, [1219.39.51,57.88,103,105,115)

Es gibt gut belegte Hinweise, dass Stickstoffmonoxid (NO) in der Pathogenese der
Atherosklerose eine wichtige Rolle spidt.*

NO soll nicht nur eine rdaxierende Wirkung auf das Gefél3 haben sondern soll auch die
Pléttchen-Adhésion, -Aggregation und Zellproliferation beeinflussen.[*

Auch bel der Atherosklerose findet man Verénderungen von ecNOS und der
nNOS." |n verchiedenen Tiermodelen gibt es zur Zeit unterschiedliche Aussagen
bezliglich der ecNOS-Aktivitét im Endothel. Es hdufen sch aber Annahmen, dassim
Rahmen der Atherosklerose ecNOS-Protein und ecNOS- mRNA vermindert

sind*> |n verschiedenen pathophysiologischen Modellen wurde alerdings auch von

19]

gegensiizlichen Annahmen ausgegangen.|

1.2 Adrenerge Rezeptoren

Adrenerge Rezeptoren vermitteln die zentrae und periphere Wirkung des vorwiegend
sympathischen Neurotransmitters Noradrenalin und des Uberwiegend in der Nebenniere
produzierten Hormons Adrendin.

Historisch wurden die Adrenozeptoren in a - und b-Rezeptoren eingetellt, in a ;-, a,-
und b- (1,2,3 und 4)-Rezeptoren. Diese Unterteilung wird durch Affinitétsvergleiche
gestitzt. Ein waterer Anhdt ist die unterschiedliche Wirkung auf second messenger
Sysemein den Zidzdlen,™



Char akteristik von a ;-Rezeptor en

Alle Subtypen werden von Adrendin und Noradrendin gleichermal3en aktiviert.

Es gibt keine bedeutenden Affinitdtsunterschiede von den beiden Neurotransmittern zu
bekannten a ;-Subtypen.™ Alle a;-Rezeptoren aktivieren ihrerseits ein G-Protein der
Gq-Familie, welches die phosphatidylinositol spezifische Phospholipase C (PI-PL C)
simuliert. Als second messenger entstehen Inositol-1,4,5-triphosphat( 1Ps) und
Diacylglyoerin; 1P; setzt aus dem endoplasmatische Retikulum Ca* frei; Diacylglyoerin
aktiviert die Proteinkinase C, die spezifische Ziel proteine phosphoryliert ™

Derzeit stehen vier pharmakologisch definierten Rezeptorsubtypen a1 , @15 , &1c und
ap 3 rekombinante Rezeptorsubtypen a 144, a1, UNd a1 gegeniber. Lediglich der
a1 -Typ ist mit groRer Ubereingimmung in der Literatur in sowohl Mensch, Ratte und
Hamster dem Typ a 15 zuzuordnen.™

Bel den anderen Subtypen bestehen noch zu klérende Unterschiede in
pharmakol ogischem Verhdten und Speziesabhangigket.

Char akteristik von a ,-Rezeptor en

Alle Subtypen werden von Adrendin und Noradrendin gleichermalen aktiviert. Es gibt
es keinen Anhdt fir bedeutende Affinitétsunterschiede von den beiden

Neurotransmittern zu den bekannten a ,-Subtypen.*4

Die a ,-Rezeptoren, wenn
aktiviert, aktivieren ihrerseits ein G-Protein der G-Familie; dieses hemmt entweder die
Adenylylcyclase, o dass die intrazellulare Konzentration von cAMP sinkt, oder es
erhoht die Offenwahrscheinlichkeit von spannungsabhangigen K*-Kanden, oder es
vermindert die Offenwahrscheinlichkeit von spannungsabhéngigen Caf*-Kandlen. B!
Den pharmakol ogisch definierten Subtypen (a2, @28, @ 2c, a2p) Stehen 3

rekombinante a ,-Subtypen a,C10?, a,C2!*! und a,C4"** gegeniiber.
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1.3 Imidazolinrezeptoren

1.3.1 Geschichtliche Entwicklung der I midazoline

Bei der Entwicklung strukturanaoger Substanzen zum Clonidin, fanden sich Substanzen,
die geringere Nebenwirkungen haben ds Clonidin. Die Ergebnisse dieser Studien
deuteten auf die Existenz einer neuen Klasse von Rezeptoren hin, welche eine hohe
Affinitét zu oezifischen imidazolin-dhnlichen Verbindungen hatten, und sch in [hren
Eigenschaften von a ,-adrenergen Rezeptoren unterschieden. Als Wirkort dieser zentra
wirksamen Substanzen wurde der Nucleus reticularis laterdis ( NRL) des
rogtroventrolateralen Teil der Medulla Oblongata (RVLM) vermutet.!*!

Einige Autoren nahmen schon damd's an, dass présynaptische a ,-adrenerge
Rezeptoren nicht fir zentrale kardiovaskulare Wirkung von Clonidin verantwortlich
snd.

Spezifische Imidazolin-Bindungsstellen

Von Bousoet et d.! wurden a ,-adrenergen Rezeptoren von einer neuen Klasse, den
Imidazolinrezeptoren unterschieden, aber erst Ernsberger® konnte 1987 zeigen, dass
es spezifische Imidazolin-Bindungsstellen gibt.

Schon von Michel wurde 1989 vermutet, dass es verschiedene Imidazolinrezeptoren
gibt™ der Bewes fehlte jedoch.

Seit 1992 ist durch die Arbeit von Ernsberger und Michell™ die Nomenklatur
akzeptiert, bei der 13-Imidazolinrezeptoren mit [*H]-Clonidin und |-
Imidazolinrezeptoren durch [*H]-ldazoxan charakterisiert werden.

[*H]-Clonidin bindet auch mit geringerer Affinité an |-l midazolinrezeptoren, [*H]-
|dazoxan jedoch nicht an |;-Imidazolinrezeptoren.

Imidazolinrezeptoren werden in unterschiedlichen Spezieswie Mensch, Rind, Rette,
Meerschweinchen, Kaninchen und Hund vermutet.”

Im Jahre 1994 wurde der endogene Ligand flr den Rezeptor, welcher vorher as
"Clonidin Displacing Substance” bezeichnet wurde, bem Kaninchen, ds Agmatin, einem

decarboxilierten Arginin vermutet.**4
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I,-Agonisten zeichnen sich durch ihren antihypertensiven Effekt aus. Dabei scheint Uber
zentrae |;-Rezeptoren an der rogtraen ventrolateralen Medulla der Sympatikus
gehemmt zu werden.®# |n der folgenden Tabellel, sind verschiedene Imidazolin-
Rezeptoren beainflussende Substanzen dargestdl It mit Ihren jewelligen Affinitdten zu a

und Imidazolinrezeptoren.

Tabellel I midazolin-Rezeptor en beeinflussende Wirkstoffe

K nM K nM
Substanz?® l,- aor l,- /a,-Ratio
Moxonidin?®! 2,3+0,5 75+8 32,61
Rilmenidin®® 6,1+1,5 180+14 29,51
Clodinin®® 1,0+0,3 3,8+1,0 3,80
Guanfacin®’ 2500+190  2,3+0,7 0,00092
| dazoxar®”! 186+17 3,6+0,85 0,01935

Moxonidin ist ds bisher sérkster sdektiver |-

i Agonig, ds zentraes Anti ensvum
Clonidin @—g—{: J J hypert

= zugelasen.
it o ";}H -{:'J Fur Nebenwirkungen, wie Sedation oder

c Mundtrockenheit, soll die a,- adrenerge

? Wirkung der zentrd wirksamen
Rilmenidin HC— “—{:"]

A Antihypertensiva verantwortlich sain.

@.n Moxonidin besitzt daher im Vergleich zu dem
Idazoxan G_H:j i . e
H klass schen zentrden a -Agonisten Clonidin

El + - . . .
Guanfacin Q—Ez— E-—n—{: be gleicher Wirkung weniger
= " Nebenwirkungen.
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Periphere Imidazolinwirkung

|,-Imidazolinrezeptoren werden zentrd im Hirnstamm vermutet. Inwieweit weitere
Gewebe aulRerhab des zentraen Nervensystems, wie unter anderem das
Gefalzendothel*, Bindungsstellen fir I;-Imidazolinrezeptoren enthalten und ob diese
pré- oder postsynaptisch sind, ist Gegenstand derzeitiger Forschung, 1343727
Waeiterhin gibt es Hinwe se, dass Imidazolinrezeptoren in verschiedenen Geweben, wie
im Gehirn, Aorta, Nieren, Leber, Vas deferenz, Thrombozyten und Pankreas exigtieren
sollen. 1,-Imidazolinrezeptoren sollen an der externen Membran von Mitochondrien
lokaisert und sollen in vielen Geweben zu finden sein. Darunter finden sich Gewebe wie
Prostata, VVas deferenz und Nierengewebe* Eswird ein Zussmmenhang zwischen
diesen 1,-Imidazolinrezeptoren mit Monoaminooxidasen vermutet.[*!

Weterhin sollen Imidazolin- Agonisten die Noradrendin und Plasma:
katecholaminspiegel Uber periphere présynaptische Imidazolin- und a ,-adrenerge
Rezeptoren senken.!*” Dabe soll die Senkung durch Imidazoline unabhangig von a »-
adrenergen Rezeptoren sein.*® Weiterhin soll es Unterschiede im Verhalten dieser

Substanzen an der Aorta vom Kaninchen geben, daraus wird gefolgert, dass es an der

Aorta des Kaninchens weitere Subtypen von Imidazolin Rezeptoren geben soll.[”

1.3.2 Bedeutung der Imidazoline fur den Typ 2 Diabetes
Médlitus

Zentrale Wirkung der Imidazoline

Es gibt vide Steuerungsmechanismen der Insulinsekretion, von denen der
Blutglukosespiegel sicher der Wichtigste ist. Die Insulinabgabe wird von parakrinen
EinflUssen verandert, so kdnnen u.a. Somatostatin oder Gukagon die Insulinsekretion
beanflussen.

Die kephdische Phase der Insulinsekretion soll Uber eine Abgabe von Acetylcholin aus
den parasympatischen Nerven eingdleitet werden, wahrend aus der Stimulation des
sympathischen Nervensystems eine Noradrendinabgabe resultiert, welche die
Insulinsekretion hemmt.[244
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So konnte am Tiermode,* wie auch schon bei Patienterf®® gezeigt werden, dass
Zusténde mit erhdhten Blutglukosespiegeln nach Gabe von Maoxonidin gesenkt werden
konnen, 4

Der seektive Einsatz von Imidazolinrezeptor Agonisten, wie Moxonidin bel Petienten
mit einer arteriellen Hypertonie und gleichzeitig bestehender Glukaoseintoleranz oder
Dydipiddmieist daher ene logische Therapieliberlegung.”

Periphere Wirkung der Imidazoline

Maoxonidin hat an isolierten Insalzellen eine biphas sche Wirkung, die bel

K onzentrationen von 10 bis 1000 nM Moxonidin die Insulinsekretion fordert.[*!

Der Mechanismus, welcher die Ausschiittung von Insulin bewirkt, it noch unklar, es
wird jedoch ein direkter oder indirekter hemmender Einfluss auf ATP-sendtive- K*-
Kandle (K*atp)?¥, bzw. eéine Wirkung tber Imidazolinrezeptoren vermutet. Fir
Imidazolinrezeptoren, die an der Insulinausschittung am Pankress betelligt snd, wird
vermutet, dass sich die Rezeptoren von ;- und 1,-Rezeptoren unterscheidert™ und

werden as |;-Rezeptoren diskutiert.

1.4 Protein KinaseC

1.4.1 Biochemische Grundlagen

Die Proteinkinese C it éne Familie von Kinasen mit mindestens 8 Isoenzymen.*Die
PK C wurde urspriinglich as Serin-Threonin-spezifische Kinase isoliert. Es konnte
jedoch spéter gezeigt werden, dass auch Ca?*, Phospholipide und Diacylglycerin
(DAG) das native Enzym stimulieren kdnnen.

Dievier Isoenzyme (¢, b:- und b.- und a-l1soform) benétigen Ca*, Phospholipide
oder DAG fur ihre Aktivitét, obwohl fur die einzelnen Isoformen Unterschiede in der
Abhéngigkeit von sowohl den Kaofaktoren ds auch den Substraten der einzelnen
Kinasen bestehen.>*® Aufgrund ihrer Ahnlichkeiten wurden Se as Gruppe A

Proteinkinasen zusammengefasst.
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Die Hybridigerung von Regtriktionsfragmenten von a -, b, - und g-cDNA Proben mit
Rattenhirn-cDNA-K omponenten fuhrte zur Isolierung welterer 3 1soenzyme der PKC,
welchedsd-, e- und x-Isoformen bezeichnet werden und unter der Gruppe B der
Proteinkinasen zusammengefasst werden.® Nachtraglich wurde noch durch
molekulares Klonen eine h-Isoform der Gruppe B hinzugeftigt. Die Gruppe B
Proteinkinasen bendtigen, wenn se zum Beispid in COS-Zdlen

(SV40 trandformierte Zellinie) exprimiert werden, ebenfals Phospholipid und DAG zur
Aktivierung, jedoch kein CaZ*.1®% Die Aktivierung der PKC induziert die
Phosphorylierung unterschiedlicher Proteine und verursacht dedurch eine Verénderung
in diversen biologischen Systemen und kommt dadurch auch bel einer groferen Anzahl
pathol ogischer Verénderungen vor. Darunter falen zum Beispiel pathologische
Zustande, wie der arterielle Hypertonus!”, kardiale Hypertrophie®, 1schamie!®® und
Atheroklerose.®® Neben cAMP- und Ca?*-Camodulin-abhéngigen Proteinkinasen,
enthdten Endothelzdlen auch PKC. Se spiden eine Schiiissdrolle bel einer Reihe von
Signaltransduktionsvorgangen. &Y

1.4.2 Bedeutung der PKC bei Diabetes mellitus:

Esgibt gut belegte Hinwe se, dass die Erhdhung der DAG und konsekutive Aktivierung
der PKC eine wichtige Ursache der diabetischen GefaRveranderung ist**Y Die
Glukose wird aus dem Blut in die Gefélizellen iber den GLUT;- Transportert
aufgenommen und dort in den Zellen zu mindestens 95 % Uber den Abbau durch
Glykolyse und weniger d's 5% Uber andere Mechanismen abgebaut. 1990 wurde
ersmas entdeckt, dass eine hyperglykamische Umgebung zu einem Angtieg der DAG-
Spiegd fihrté®! und damit ihrersaits die Proteinkinase C aktivieren kann.
Hyperglykdmie oder Diabetes-induzierte Erhdhungen der DAG- und PKC-Spiegel sind
sowohl in ener Rethe von Zdlkulturen ds auch in Gefal3 und Gewebeprdparaten in
verschieden Spezies gefunden worden,! %Y wie Tabdle 2 zeigt.
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Tabelle2

Zusammenfassung der PKC und DAG Veranderungen ver schiedener Zellen

(invitro)®™ DAG PKC
Endothelzellen der Retina - -
Endothelzellen der Aorta - -
glatte Muskulatur der Aorta - -
Mesangiumzellen - -
Gewebe
Retina (diab. Retten) - -
Herz (diab. Hunde und Ratten) - -
Aorta (diab. Ratten) - -
rende Glomerula (diab. Ratten) - -
Gehirn (digb. Ratten) » »
Granulationsgewebe - -

Weitergehende Studien haben gezeigt, dass diese DAG-Aktivierung
héchstwahrscheinlich tber die De novo-Synthese abl&uft, da die DAG-Erhdhungen
Uberwiegend in @nem Palmitat-markierten DAG-Pool zu finden warerf® und diesein
erster Linie die PKCh,-Isoform aktiviert 241

Eswurde gezeigt, dass es schwierig i, hyperglykdmisch bedingte Verénderung der
Gefélzellen in den urspriinglichen Gefalzustand wiederherzustellen. )

Als Folgen ener PKC-Erhohung werden unter anderem eine Aktivierung der
zytosolischen oder Cat*-sengtiven Phospholipase A, (CPLA,), einer vermehrten
Bildung von Prostaglandinen und einer Inhibition der Na' -K *-ATPasd® ™ sowie der
Stimulation einer Rethe von Wachstumshormonen und Cytokinen, wie zum Beispiel der
c-fos-Exprimierung und Stimulation von Endothelin und Gefé3-Endothel -
Wachstumsfaktor, genannt.®? Aufgrund dieser und anderer Mechanismen ist es nur
vergandlich, dass die PK C-Erhohung urséchlich fir viele Gefé3veranderungen wie
Kontraktions- und Relaxationsveranderung, Permesabilitétsstorung,

Basa membranverdickung, Gerinnungsstérungen, Zdlwachstum oder

Neovaskularisation sein soll.
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1.4.3 PKCb als besondere | soform der Proteinkinase

Die Erforschung dieser Mechanismen fuhrte zur Entwicklung von neuen Substanzen, die
zeigen konnten, dass Se selektiv die Protein-Kinase C hemmen konnen. Der b-
selektive Protein-Kinase-Hemmer LY 333531 it ein Inhibitor*¥, welcher schon an
GeféRen an der Nieré® und an der Retina diabetischer Ratterf>” gezeigt hat, dass
bestimmite diabetisch bedingte V erénderungen wiederhergestellt werden kdnnen. Der
Protein-Kinase-Hemmer LY 333531 hat am Auge des Schweines gezeigt, dass
diabetische Neovaskul arisationen im Auge verhindert werden kénnen. 'Y

Weiterhin bestehen gut belegte Hinweise dafiir, dass PKC Hemmer die NOS
bedinflussen konnen, 17825

Fur Staurosporin, einem nicht selektiven Protein-Kinase C-Antagonisten, wurde die

Steigerung der ecNOS Aktivitét gezeigt.*?
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1.5 Fragestelung der Arbeit

Es gibt Hinweise, dass die Insulinresstenz mit sympatholytischen Substanzen positiv
beainflusst werden kann.!?>%52%! Dje Auswirkung derartiger Substanzen auf
hyperglykamisch verénderte Gefal3e ist zur Zeit noch nicht untersucht worden, so dass
keine Aussagen Uber die lokale Wirkung solcher Substanzen unter einer
hyperglykamischen Bedingung vorhanden sind.

Die Substanzen Clonidin und Moxonidin wirken sympatholytisch Uber einen a ;- und
Imidazolin-agonigtischen Wirkmechanismus. Die sympatholytische Wirkung wird zentra
erzielt, Uber die periphere Wirkung dieser Substanzen ist weniger bekannt.

Der Einsatz von Proteinkinase-Hemmern, wie zum Beispie des b-selektiven
Proteinkinase-Hemmers LYY 333531, kdnnten demnéchst in der Indikation der
Prophylaxe diabetischer Komplikationen zur Marktreife gelangen.!#+4%

Mit dieser Subgtanz liegen ebenfdls keine Erfahrungen an hyperglykamisch veranderten
Gefélen vor.

Deshdb haben wir in einem etablierten invitro Relaxationamoddl ene hyperglykamische
Gefél3schédigung nachgestellt und Verénderungen der Kontraktion und Relaxation von
isolierten Aortenringen im Vergleich zur normoglykamischen Umgebung untersucht.
Weiterhin sollte der Einfluss von sowohl Imidazolinen a's auch PKC-Hemmern auf
Kontraktion und Relaxation untersucht werden.

Die Untersuchungen wurden in sowohl einem Versuchsaufbau von Aortenringen ohne
weltere Gefadomplikationen, wie den isolierten Aortenringen des weissen
Neusedléndischen Kaninchen as auch an pathologisch veranderten Gefé3en, wie den
Aortenringen der spontan hypertensven Ratte die zu Schlaganfdlen neigt (SHSP),
durchgeftihrt, jewells unter normo- und hyperglykamischer Umgebung.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien und Labormaterial

Acetylcholin (Merck), Staurosporin ( Merck ),

Moxonidin (Lilly) , LY333531 (Lilly),

L-Phenylephrin hydrochlorid (Sgma), Clonidin (Sgma),

CaEDTA (Fluka Chemie, CH 9470), Songtige Substanzen (Sigma)
Div. Scheren und Pinzetten (Aesculab Schulz und Sohn)
Kraftaufnehmer (Gould)+ Verstarker IMT Attenuator TF 83100
Mehrkana schreiber (Watanabe )

Tabelle3 -LY333531

(9)-13-[(Dimethylamino)methyl]-10,11,14,15
tetrahydro-4,9:16,21 - dimethenolH,13H-
dibenzo (e, k) pyrrolo (3,4,-h) (1,4,13)
oxadiaza-cyclohexadeken-1,3 (2H)-dion

2.2 Nahrlésung:

Eswird eine modifizierte Krebs-Ringerlésung (10 Liter) ersdlt, welche folgende
Substanzen enthdt. MM mg/l GranmMG
CaCl,-Dihydrat 2,5 367 3,67 147,02
MgSO, -Heptahydrat 1,2 295,8 2,958 246,47
NaCl 112 6550 65,5 58,44

KCL 5 373 3,73 74,56
NaHCO; 25 2100 21 84,01
KH,PO, 1 136 1,36 136,09

L (+)-Ascorbat 0,284 50 0.5 176,13
Ca-Na-EDTA 0,026 9,69 0,0969 374,28

Die Lsung wird dann mit entweder

Glukose 5,75 1139 11,39 198,2 oder
Glukose 46 9120 91,2 198,2 versetzt.
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Die Lésungen werden auf zwel isolierten Organgpparaturen je sechs Béder vertellt, so
dass die Apparatur mit modifizierter Krebs-Ringerl sung und

5,75 mM oder 46 mM Glukose gefullt wird.

Jedes Organbad, mit eéinem Volumen von 20 ml, 1&sst sich unabhéngig von anderen
Organbé&dern regulieren. Die Organbéder werden auf 37 Grad Celsius erwarmt und mit
5% CO, und 95 % O, durchperlt. Die Lésung hat jetzt einen pH von anndhernd 7,4.

2.3 Versuchsaufbau isolierter Aortenringe

Aortenringe des Kaninchens

Linearer Kraftaufnehmer und Mehrkanal schreiber werden auf

5 Gramm = 49,05mN, die 10 cm graphischer Abbildung entsprechen vorjudtiert. Ein
Gramm entspricht einer Kraft von

9,81 mN. Die Aortenringe des Kaninchens werden nach dem Einhéngen innerhalb 90
Minuten auf 5 Gramm vorgespannt und insgesamt 6 Stunden lang inkubiert. Die
Inkubationszeit beinhdtet die Einhéngezeit, so dass 6 Stunden Inkubation bedeuten: 90
Minuten Einhéngezeit + 270 Minuten (4,5 h) Inkubation.

Die modifizierte Krebs-Ringerl6sung wird wahrend der Inkubation rege méddg dle 60-
90 Minuten ausgetauscht.

Aortenringe der Ratte

Die Mehrkana schreiber werden bel der Verwendung von Aortenringen der SHSP-
Ratten auf 2 Gramm = 19,62 mN, die 20 cm graphischer Abbildung entsprechen
vorjudtiert. Die Aortenringe werden innerhalb 60 min auf 19,62 mN vorgespannt und
nun unterschiedlich lang inkubiert. Es werden 90 Minuten, 3 Stunden und 6 Stunden
Inkubationszeit unterschieden, wobel die Inkubationszeit die Einhéngezeit beinhatet. 90
Minuten Inkubation bedeuten dso 60 Minuten Einhéngezeit und 30 Minuten eigentliche
Inkubation.

Eswird der Einfluss der Inkubationszeit und Glukosebelastung auf das Gefél3

untersucht.
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Jewells am Versuchstag werden dle Losungen frisch angesetzt.

Acetylcholin wird 10? Molar eingewogen und in Aqua Bidest auf 10°M,
Phenylephrin wird 102 Molar eingewogen und in Aqua Bidest auf 10 M verdiinnt. Die
Imidazoline werden mit eingewogen und mit Dimethylsulfoxid (DMSO) auf 102 M
gelost. Staurosporin und LY 333531 werden eingewogen und mit DMSO auf 10° M

gd 6. Die weteren Verdiinnungsschritte werden mit Aqua Bidest vorgenommen.

Versuchsbeginn:

Die Badgefd3e werden mit 20 m Phenylephrin versetzt, was bal enem Badinhdt von 20
ml ener Endkonzentration im Bad von 107 M Phenylephrin entspricht.

Nach 30 Minuten (Kaninchen) und 20 Minuten (Ratte), wenn die Kontraktion der
Gefél3e durch Phenylephrin ein Plateau erreicht haben, werden die Substanzen
Moxonidin und Clonidin und die Proteinkinase-Hemmer in die Badgefél3e verdoreicht.
Nachdem die Substanzen 15 Minuten inkubiert haben, wird dle 15 Minuten
Acetylcholin in seigender Konzentration zugesetzt von 3 nM (Kaninchen) und 1 nM
(Rette) bis 700 nM (Kaninchen) und 2000 mM (Ratte) Acetylcholin.

Wir snd von einem unspezifischen Abbau des Acetylcholins ausgegangen.

24 Tiere

Es werden sowohl ménnliche wie weibliche Neused ndische Kaninchen verwendet,
welche unter standardis erten Bedingungen gehdten werden. Die Tiere werden bel einer
Luftfeuchtigkeit von 60 % +10 %, be 23 + 1 Grad Cesus, einem Tag-Nacht-Zyklus
von 12/12 h und einer Erndhrung mit Tabs und Wasser ad libitum gehalten. Es werden
Tiere verwendet im Gewichtsbereich von 1500 g bis 3020 g bel einem Mittelwert der
Tierevon 2191 g und be einer Standardabweichung von 467 g ( n=49). Nachdem die
Tiere mit einem Bolzenschussgerét getdtet wurden, werden die Karotiden
aufgeschnitten und das Tier entblutet.
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Es werden nur weibliche SHSP Ratten verwendet.

Die Tiere werden beal einer Luftfeuchtigkeit von 60 % +£10 %,

be 23 + 1 Grad Celsus, einem Tag-Nacht-Zyklus von 12/12 h und einer Erndhrung mit
Tabs und Wasser ad libitum gehalten

Eine mindestens 12 Wochen ate und hochstens 40 Wochen dte SHSP-Ratte wird
gewogen und bel Mindestgewicht von 185 g verwendet. Der Mittelwert der Tiere liegt
bel 201,5 Gramm mit 7,61 g (n=35) Standardabweichung

Der Blutdruck einer Stichprobe dieser Rattenpopulation betrug

170 £ 7 mmHg (n=10).

Nach einer CO,-Anédsthesie, werden die Karotiden aufgeschnitten und das Tier durch
entbluten getttet. Die Hatung von Ratten, wie Kaninchen und deren Prdparation haten
sch an die Empfehlungen und Bestimmungen nationder Tierschutzbestimmungen.
Pré&paration

Mit einer kleinen Schere wird die Haut des Tieres entfernt, mit einer Pinzette das
Sternum gefasst und vorsichtig abgeschnitten. Mit einer grof3eren Schere wird der
Bauchraum in Hohe des Zwerchfells erdffnet und am Rand der Rippen entfernt.

Nun wird von dista nach krania der Brustkorb er6ffnet, indem die Rippenim
proximaen Drittel durchtrennt werden. Perikardia es Fettgewebe wird entfernt und der
Brustkorb nach oben geklappt. Mit einer Pinzette und einer kleinen gebogenen Schere
wird die Aortathoracica vorsichtig aus ihrem Mesenteriabett prapariert. Die Aorta
wird bel der Ratte in ener Lange von ca. 2,5 cm, beim Kaninchenin ca 4 cm Lange
herausgeschnitten und z{gig in eine Krebs-Ringer-L 6sung hineingdegt und eventudll
vorhandenes Blut abgewaschen.

Von Beginn der Préparation bis zur Inkubation in einem Krebs-Ringer-L 6sungshad
sollten nicht mehr d's 90 Sekunden vergehen.

Anschlief?end werden bel der Ratte Aortenringe von 1 bis 1,5 mm Lange, beim
Kaninchen 2-2,5 mm Lange prépariert. Diese werden vertika in die Badgefalle
eingehangt, indem se zwischen einem festen und einen in der Hohe verstdlbaren V,A
Draht eingespannt werden.
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2.5 Auswertung und Ein- und Ausschlusskriterien
Nach dem Vorspannen werden die Schreiber in eine neutrale Position verstdIt und die

Mehrkand schreiber bei einem Bandvorlauf von 30 cm / h gedtartet.

Die maximae Kontraktion nach Phenylephrin, die Hohe der Kontraktion vor der
jewelligen Gabe von Acetylcholin und die dos sabhéngige Relaxation fir jede
Konzentration werden bestimmt.

Die Hohe der Relaxation wird bezogen auf die Stérke der Kontraktion vor der ersten
Acetylcholingabe. Aortenringe, die bei 3* 10 " M Acetylcholin nicht mehr as 25 %
relaxieren werden aus dem Versuch ausgeschlossen. Werden mehr als 1/3 der Ringe
ausgeschlossen, wird der ganze Versuchstag verworfen.

Von der relativen Relaxationskurve wird das Integral

(AUC [area under the curve]) berechnet, indem die Fl&che zwischen der Kurve der
relaiven Relaxation und der negativen logarithmierten Acetylcholinkonzentration
bestimmt wird.

2.6 Statistik
Die Daten werden mit eénemt-Test , im Fdle einer Nichtstandardverteilung einem Mann

Whitney Rang Summen Test sowie bel Vergleich mehrerer Relaxationskurven einem
ANOVA , im Fale ener Nichtstandardverteilung mit einem Kruska-Wallis One Way
ANOVA auf ihre gatistische Signifikanz gepruft. Die Untersuchungen erfolgen mit Hilfe
von Sigmadtat (Jandel soft Scientific Software, San Rafael CA), wobel p < 0,05 ds
datigtisch sgnifikant angesehen wird. Fir eine grafische Darstdllung werden die Daten in
Sigmaplot (Jandelsoft Scientific Software, San Rafael CA) formatiert.

Die Daten werden as Mittelwert + SEM dargestellt, wenn es nicht anders
gekennzeichnet is. Die Anzahl n der Versuche ergibt sch aus Anzahl der Ringe aus
einem isolierten Badversuch und Tiere, so soll zum Belspid n= 14 (4) anzeigen, dass

14 Aortenringe von 4 Tieren verwendet wurden.
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3 Ergebnisse

3.1 Einflussvon Glukose auf Kontraktion und Relaxation
von Aortenringen des Kaninchens

3.1.1 Einflussvon Glukose auf die Kontraktion
Die Simulation der Aortenringe vom Neused éndischen Kaninchen mit 107 M

Phenylephrin fiihrt nach Vorspannung der Ringe auf 49,05 mN und 6 Stunden
Inkubation zu einer Kontraktion von 35,71 + 2,64 mN bel

5,75 mM (n=125), 35,71 £ 2,84 mN bel 11,5 mM (n=13) und

34,35+ 1,86 mN bei 46 mM Glukose (n=127).

Abbildung 1
[ 1575mM n=125(34)
50 B 11.5mM n=13 ( 3)
i B 46 MM n=127(35)
] Kontrolle ns ns
40
30
Kontraktion -
in mN .
20
10
0 |
5,75 mM 11,5 mM 46 mM
Abbildung 1

Die Wirkung von Glukose auf die Kontraktion von Aortenringen des Kaninchens
nach Gabe von 10 7 M Phenylephrin. Die Kontraktion ist unabhéngig von der

Glukosekonzentration bei einer Inkubationszeit von 6 Stunden.( ns= p > 0,05)
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Die Kontraktion auf Phenylephrin unterscheidet sich in den einzelnen Gruppen nicht. Bel
einem Vergleich der verschiedenen Gruppen 1&sst Sich kein Unterschied nachweisen.
Die Kontraktionen stabiliseren sch auf @nem Plateau in Hhe von

31,20 + 2,06 mN bei 5,75 mM (n=125), 33,53+ 2,84 mN bel 11,5 mM (n=13) und
32,47 £ 1,56 mN (n=127) bel 46 mM Glukose. Zwischen den Gruppen

5,75mM, 11,5 mM und 46 mM Glukose bestehen keine statistisch signifikanten
Unterschiede in der Stérke der Kontraktion. Die Stimulation mit Phenylephrin fihrt zu
einer schndll einsetzenden Kontraktion, die jedoch im Zeitverlauf leicht abnimmt und
dabe ein Plateau erreicht.

3.1.2 Einfluss von Glukose auf die Relaxation durch
Acetylchalin

30 Minuten nach Kontraktion mit Phenylephrin werden die Aortenringe mit Acetylcholin
in seigender Konzentration versatzt. Acetylcholin wirkt in einem Konzentrationsbereich
von ca. 3* 10°bisca. 2* 10" M relaxierend. Ab einer Konzentration von 7 * 107
M ig der relaxierende Einfluss von Acetylcholin enschrénkt. Dieser Effekt it sowohl in
5,75 mM, 11,5 mM inkubierten Aortenringen ds auch in 46 mM Glukose inkubierten
Aortenringen zu sehen. Bei éiner Konzentration von 2* 107 M Acetylcholin betragt die
acetylcholinbedingte Relaxation 64 % + 3 % (n=23) ba 5,75 mM Glukose, 60 % * 6
% bei 11,5 mM (n=16) und 57 % * 3 % bel 46 mM Glukose (n=21).
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Abbildung 2
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Abbildung 2

Einfluss von Glukose auf Aortenringe des Kaninchens auf die Relaxation durch
Acetylcholin. Die Relaxation auf einzelne Acetylcholingaben ist in den
Glukosekonzentrationen 11,5 und 46 mM im Vergleich zur 5,75 mM
Glukosekontrolle vermindert. (* entspricht p< 0,05). Ein statistischer
Unterschied in der Relaxation unter 11,5 und 46 mM Glukose besteht nicht.

Die grélte Relaxation ist in den Konzentrationen von 2* 10 * M Acetylcholin und 7 *
107 M zu sehen. Unter 5,75 mM  Glukose zeigen 8 von 16 (50 %) Aortenringen eine
maximale Relaxation bel 2¢107 M Acetylcholin bei 46 mM Glukose sind 12 von 29
(41%) Aortenringen maximal relaxiert.

Die Aortenringe, die sowohl in 46 mM Glukose dsauch in 5,75 mM oder

11,5 mM Glukose inkubiert wurden, Sind in Ihrer Fahigkeit zu relaxieren gemindert.
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Abbildung 3

Integral der max Ach -Relaxation

Die maximae Reaxation be 5,75 mM, 11,5 mM und ba 46 mM Glukose liegt bel

61 % . Dies entspricht einer Einschrankung von 39 % gegeniiber einer vollsténdigen
Relaxation. Die Gabe von mindestens 7 * 10° M Acetylcholin filhrt zu einer Relaxation
mit anschliel¥ender Kontraktion. Wir haben eine Acetylcholingabenserie untersucht,
indem en Integral (areaunder the curve (AUC)) dieser Relaxationskurve und dem
negativen Logarithmus der Acetylcholin-Konzentration die relative Relaxation nach
jeder einzelnen Acetylcholingabe gebildet wurde. Das Integra der 5,75 mM
Relaxationskurve ist gegeniiber dem Integra der 46 mM Glukose Relaxationskurve
Satistisch signifikant vergrof3ert, ebenso ist das Integra der 5,75 mM Relaxationskurve
datistisch dgnifikant gegentiber dem Integrd der 11,5 mM Glukose Relaxationskurve
vergrof3ert. Das Integral der Glukoserelaxationskurven von

46 mM und 11,5 mM unterscheiden sich statigtisch nicht.

Abbildung 3
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3.2 Einflussvon I midazolinen auf Relaxation

Eigenwirkung von Moxonidin auf den Aortenring

Um die Wirkung von Imidazolinen auf die Relaxation beschreiben zu kdnnen, wird die
direkte Wirkung der jewelligen Gabe gesondert betrachtet. Moxonidin wirkt in
Konzentrationen von 10® M relaxierend auf die Aortenringe. Die Relaxationen liegen
bel 8 % + 3 % unter 5,75 mM Glukose (n=15) und

8 % + 5 % unter 46 mM Glukose (n=15). Die Relaxation setzt langsam ein und bleibt
bestehen. Bei der Gabe von 107 M Moxonidin ist der Einfluss auf das Gefdz am
geringsten. Ab 10° M Moxonidin nimmt ein kontrahierender Einfluss stark zu. Die
Kontraktionen der Aortenringe liegt 36 % =5 % fur 5,75 mM (n=16) und 29 % +6 %
fir 46 mM Glukose (n=15). Die Kontraktionen sind in den Konzentrationen 10° und
10" M Moxonidin statistisch signifikant vermindert. Die Aortenringe kontrahieren bei
10" M Moxonidin und stabilisieren sich so auf einem Niveau, welches etwa 2/3 unter
dem Maximum liegt. Bei der Gabe von 107 M Moxonidin erfolgt eine geringe
Kontraktion von 2 % + 1 % (n=17) gegenuiber einer Relaxation von3% + 1 % be
46 mM Glukose (n=17). Diese Kontraktion setzt schndl ein, hdlt jedoch nicht lange an.
Glukosebd astung verdndert nicht die Gefal3wirkung nach Gabe von 102 M Moxonidin.
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Abbildung 4
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Abbildung 4

Direkte Gefaliwirkung von Moxonidin an Aortenringen des Kaninchens.
Glukosebelastung vermindert die Kontraktion nach Substanzgabe in den
Konzentrationen 10 ° und 10 M Moxonidin. (* entspricht p <0,05)



Eigenwirkung von Clonidin auf den Aortenring

Clonidin wirkt in Konzentrationen von 102 Ieicht kontrahierend auf die Aortenringe. Die
Kontraktionen liegen bel 2 % + 4 % fur 5,75 mM Glukose (n=15) und 2 % £ 2 % fur
46 mM Glukose(n=14). Die Kontraktion setzt schndll ein, bleibt aber nicht lange
bestehen. In dieser Konzentration ist der Einfluss auf das Gefd3 am geringsten. Unter
107 M Clonidin ist der Einfluss auf das Gefal’ am groften, hier betragt die Kontraktion
18 % £ 5 % (n=15) bei 5,75 mM Glukose und 6 % * 6 % bei 46 mM Glukose
(n=26). In dieser Konzentration bewirkt die Glukosebelastung mit 46 mM Glukose eine
Verminderung der Kontraktion.

In der Konzentration von 10° M Clonidin nimmt der kontrahierende Einfluss wieder &b.
Die Kontraktion der Aortenringe liegt 11 % £ 9 % fir 5,75 mM (n=15) und

7 % £ 10 % fur 46 mM Glukose (n=13). Die Kontraktion der Ringe, diein 46 mM
Glukose inkubiert wurden, ist statistisch signifikant nur in der Konzentration von 107 M
Clonidin vermindert.

In der Konzentration von 107 M Clonidin ist die Kontraktion unter 46 mM Glukose mit
6 % * 6 % (n=26) gegeniiber der 5,75 mM Glukosekontrolle

mit 18 % + 5 % (n=15) vermindert.

Diese Kontraktion setzt schnell ein, hdlt jedoch nicht lange an.

Die Aortenringe kontrahieren bei 10° M Clonidin und stabilisieren sich o auf einem

Niveau, welches etwa 50 % unter dem Maximum dieser Kontraktion liegt.
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Substanzwirkung in %
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Abbildung 5

Direkte Gefarwirkung von Clonidin an Aortenringen des Kaninchens.
Unter 46 mM Glukose ist die Kontraktion durch die Gabe von 107 M Clonidin
vermindert. (* entspricht p<0,05)
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Wirkung von Moxonidin auf die Relaxation durch Acetylcholin

Moxonidin fiihrt in der Konzentration von 10° M zu einer Abnahme der Relaxation
durch Acetylchalin, inkubiert in 5,75 mM Glukose. Das Integral der
Moxonidinreaxationskurve liegt mit 133,07 £ 19,06 (n=16) unter dem Integra der
5,75 mM Glukosekontrolle und ist satistisch signifikant kleiner. Be einer Gabe von 10°
M Moxonidin unter 46 mM Glukose ist die Relaxation gegenliber der entsprechenden
Glukosekontrolle nicht eingeschrankt (Abbildung 9). Das Integra der
Moxonidinrelaxationskurve unter 46 mM Glukosebel astung unterscheidet Sch mit
148,02 £15,85 (n=15) statistisch nicht von der 46 mM Glukosekontrolle mit 152,18
1+9,59 (n=21). Die Relaxation der Aortenringe durch Acetylcholinist auf 54% £7%
unter 5,75 mM und 57 % £ 7% unter 46 mM Glukose vermindert. Im Vergleich zur
5,75 mM Glukosekontrolle filhrt die Gabe von 107 M Moxonidin zu einer Relaxation,
welche sch gatigtisch nicht von der Kontrolle unterscheidet (Abbildung 7).

Das Integrd der Moxonidinreaxationskurve unterscheidet sch mit

189,12 + 32,85 (n=17) nicht gegentiber dem Integral der 5,75 mM Kontrolle mit
186,11 +11,73 (n=23). Bei Gabe von 107 M Moxonidin unter 46 mM Glukose it die
Relaxation gegentiber der Glukosekontrolle nicht eingeschrankt (Abbildung 10). Das
Integral der Moxonidinrelaxationskurve mit 147,27 £14,82 (n=17) unterscheidet sich
nicht von der Glukosekontrolle (Abbildung 13). Die Relaxation der Aortenringe betragt
66% 7% (n=17) unter 5,75 mM Glukose, und ist unter 46 mM Glukose auf

55 % £ 6% (n=17) vermindert. Nach Gabe von

10® M Moxonidin unter 5,75 mM Glukose ist die Relaxation gegentiber der Kontrolle
eingeschrankt (Abbildung 8). 10® M Moxonidin unter 5,75 mM Glukose verringert das
Integra der Relaxationskurve auf 147,07+28,40 (n=15) und fUhrt einer statistisch
ggnifikanten Abweichungen zur 5,75 mM Glukosekontrolle (Abbildung 12).

Die Moxonidingabe bel 46 mM Glukose unterscheidet sich nicht von der
entsprechenden Glukosekontrolle.
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Abbildung 6
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Abbildung 6
Aortenringe des Kaninchens sind fir 6 Stunden in 5,75 mM Glukose inkubiert

worden. Moxonidin zeigt in der Konzentration von 10° M eine statistisch
signifikante Relaxationsminderung gegentber der acetylcholinbedingten

Relaxation unter 5,75 mM Glukose. (* entspricht p<0,05).
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Abbildung 7
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Abbildung 8
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Abbildung 7

10 " M Moxonidin
zeigt keine
Auswirkung auf 6
Sunden in 5,75 mM
Glukose inkubierten
Aortenringe des
Kaninchens. Die
Relaxation durch
Acetylcholinist
nicht eingeschrankt.

(ns= p>0,05).

Abbildung 8
10®M Moxonidin
fuhrt zu einer
Einschréankung der
acetylcholin-
bedingten
Relaxation des
Aortenringes des
Kaninchens unter
5,75 mM Glukose
und 6 Stunden
Inkubation.

(* p<0,05).
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Abbildung 9
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Abbildung 9

Aortenringe des Kaninchens sind fir 6 Sunden in 46 mM Glukose inkubiert
worden. Die Relaxation durch Acetylcholin ist durch die Gabe von 10° M
Moxonidin im Vergleich zur 46 mM Glukose-Kontrolle nicht verandert.

(*entspricht p<0,05)
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Abbildung 10
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Abbildung 10
und 11
Acetylcholin-

bedingte
Relaxation von
Aortenringen
des Kaninchens
nach 6 Stunden
Inkubation in
46 mM
Glukose. Die
Gaben von 10’
und 10° M
Moxonidin
fuhren zu
keiner
Relaxations-
einschrankung
durch
Acetylcholinim
Vergleich zur
46 mM
Glukose-
kontrolle.
(* entspricht
p <0,05)
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Abbildung 12
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Wirkung von Clonidin auf die Relaxation durch Acetylcholin
Clonidin fiihrt in der Konzentration von 10° M zu einer Verminderung der durch

Acetylcholin hervorgerufen Relaxation (Abbildung 14). Das Integra der
Clonidinrelaxationskurve liegt mit 131,05 + 29,36 (n=15) dtatistisch sgnifikant unter
dem Integrd der 5,75 mM Kontrolle (Abbildung 20). Im Vergleich dazu unterscheidet
sch die Relaxationskurve unter Glukosebel astung sich mit 148,26 + 39,54 (n=13) nicht
von der 46 mM Kontrolle. Die Relaxation der Aortenringe durch Acetylcholin ist unter
5,75 mM auf 52 % £ 10 % (n=15), unter 46 mM Glukose auf 55 % + 11 % (n=13)
eingeschrénkt. Ein Unterschied zwischen den beiden Glukosekontrollen besteht
gatistisch nicht.

Unter 5,75 mM Glukose ist die Relaxation nach Gabe von 107 M Clonidin gegeniiber
der entsprechenden Glukosekontrolle eingeschrankt (Abbildung 15). Im Gegensatz zur
Gabe von 107 M Clonidin unter 46 mM Glukosebelastung bel der die Relaxation
gegentiber der Glukosekontrolle unveréndert ist (Abbildung 18). Das Integra der
Clonidinrelaxationskurve unterscheidet sich mit 139,79 + 34,12 (n=15) nicht von dem
Integral der Clonidinrelaxationskurve unter 46 mM Glukosebelastung mit 150,47 +
22,46 (n=26). Die maximale Relaxation besteht bei 10 M Clonidin bei 63 % + 6 %
(n=15) unter 5,75 MM Glukose und 62 % + 8 % (n=26 ) unter 46 mM Glukose.

Bei éiner Gabe von 10° M Clonidin bestehen vereinzelt Relaxationsminderung durch
die Clonidingabe (Abbildung 16). Das Integrd der Clonidinrdaxationskurve
unterscheidet sich jedoch mit 168,42 + 18,54 (n=15) nicht von der
Clonidinrelaxationskurve unter 46 mM Glukosebd astung mit

181,43 + 30,23 (n=14). In der Auswertung as Integral zeigt Schin der Kurve unter
5,75 mM Glukose keine Relaxationsminderung, in der Kurve unter 46 mM
Glukosebdastung eine Verminderung der Rel axationsa nschrénkung

(Abbildung 20). Die maximae Relaxation besteht bei 10° M Clonidin bei

60 % + 6 % (N=15) unter 5,75 MM Glukose und 65 % + 10 % (n=14) unter

46 mM Glukose.
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Abbildung 14
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Abbildung 14
und 15 zeigen
die Relaxation
von
Aortenringen
des Kaninchens
durch
Acetylcholin
unter dem
Einfluss von
Clonidinin den
Konzentrationen
von 10° M und
10" M unter
5,75 mM
Glukose. Die
Relaxation der
Aortenringe ist
durch die Gabe
von Clonidin
vermindert,

b. w. teilweise
vermindert.

(* entspricht
p< 0,05)
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Abbildung 16
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Abbildung 17
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Abbildung 16 zeigt die
Relaxation von
Aortenringen des
Kaninchens durch
Acetylcholin unter dem
Einfluss von

10 ® M Clonidin. Die
Relaxation der
Aortenringe ist
teilwei se vermindert.

( *entspricht

p< 0,05)

Abbildung 17

zeigt die Relaxation von
Aortenringen des
Kaninchens durch
Acetylcholin unter dem
Einfluss von

10 ° M Clonidin unter
46 mM Glukose. Die
Relaxation der
Aortenringe ist tellweise
vermin-dert.

(* p< 0,05
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Relaxation

Abbildung 18
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Abbildung 19

Relaxation

-~ 10°M Clonidin n= 15 (4)
* —O— 46 mM Glukose n= 21 (13)
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Abbildung 18 und
19

Aortenringe des
Kaninchens sind fir
6 Stunden in 46 mM
Glukose inkubiert
worden. Die
Relaxation durch
Acetylcholinist
durch die Gabe von
Clonidin nicht
verandert. Clonidin
hat in
Konzentrationen
von 10 ° bis10° M
bis auf einzelne
Ausnahmen
statistisch keinen
Einfluss auf die so
vorgeschadigten
Aortenringe.

(ns entspricht
p>0,05).
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Abbildung 20

250
200
c T -|_ *
o _
2 _ .
x
a _
& 150 - [ l
- 1
(&] 4
< -
x
g i
— 100
(] i
©
(_E -
5 ]
= T (1 5,75mM Glukose n=23(12)
— 50 B 46 mM Glukose n=21 (13)
] [ 10° M Clonidin  n=15 (3)
1 3 10" M Clonidin  n=15 (4)
- B 10® M Clonidin  n=15 (4)
0 T T T T T T
Kontrolle Clonidin unter 5,75 mM Glukose
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Abbildungen 20 bis 21
zeigen die Integrale
ver schiedener

Rel axationskurven an
Aortenringen des
Kaninchens. Eine
Einschrankung der
Relaxation besteht in
Konzentrationen von
10°und 10" M
Clonidinim Vergleich
zur 5,75 mM Kontrolle
(Abb. 20).

Clonidin kann die
eingeschrankte
Relaxation durch
Glukosein der
Konzentration von

10 M Clonidin
wiederherstellen

(Abb. 21). Inden
anderen
Konzentrationen ist die
Relaxation gegenuiber
der 46mM Glukose
Kontrolle nicht
eingeschrankt.

(* entspricht p<0,05)
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Relaxation

3.3 Einflussvon Staurosporin auf die Relaxation

107 M Staurosporin relaxiert isolierte Aortenringe des Kaninchens.

In enigen Ringen traten anfangs geringe Kontraktionen auf, die jedoch schndll
abnahmen. Die acetylcholinbedingte Relaxation ist deutlich vergarkt.

Die Rdaxationseinschrénkung durch die Glukosebd astung wird vollstdndig aufgehoben.
Die Relaxationskurven der acetylcholinbedingten Relaxation durch Staurosporin
unterscheiden sich unter normo- wie hyperglykamischen Bedingungen nicht.

Abbildung 22
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Abbildung 22 zeigt den Relaxationsverlauf von Aortenringen Kaninchens nach
Gabe von 100 nM Staurosporin bel vorheriger Kontraktion mit 100 nM
Phenylephrin. Die acetylcholinbedingte Relaxation unter 5,75 mM und 46 mM
Glukose unterscheidet sich nicht.
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3.4 Einflussvon Glukose auf Kontraktion und Relaxation
von Aortenringen der SHSP-Ratte

Einfluss von Glukose und Inkubationszeit auf die Kontraktion durch
Phenylephrin

Die Kontraktion der Aortenringe der SHSP Ratte mit 10" Phenylephrin fihrt zu einer
schndl einsetzenden Kontraktion und hat einen Umfang von minimal

5,10 £ 1,67 mN unter 5,75 mM Glukose und 1,5 Stunden Inkubation (n=14) bis
maxima 9,02 £ 245 mN unter 46 mM Glukose und 3 Stunden Inkubation (n=40). Die
Aortenringe stabiliseren sch nach der Kontraktion auf enem Plateau in eénem Umfang
von minimal 71,4 % der Maximalkontraktion bel 3 Stunden Inkubation und 5,75 mM
Glukose bis maximal 100 % der Maximalkontraktion be 1,5 Stunden und 46 mM
Glukose.

Einflussvon Inkubationszeit auf die Kontraktion durch Phenylephrin

Unter 5,75 mM Glukose kontrahieren die Aortenringe bel 3 Stunden Inkubationszeit
mit 6,18 £ 1,57 mN (n=10) Satistisch sgnifikant stérker ds die Ringe mit 5,30 + 0,98
mN (n=14) nach 1,5 Stunden Inkubation. Nach 6 Stunden Inkubationszeit fdlen die
Kontraktionen mit 6,87+ 1,47 mN (n=13) im Vergleich zu 1,5 Stunden inkubierten
Aortenringen unverandert aus. Nach Bildung eines Plateaus unterscheidet sich die
Kontraktionskraft der Aortenringe bei weder 3 Stunden noch 6 Stunden im Vergleich
zu 1,5 Stunden Inkubationszeit.

Unter Glukosebd astung mit 46 mM Glukose falen die Kontraktionen nach 3 Stunden
Inkubationszeit mit 8,93 + 2,45 mN (n=40) signifikant stérker aus, a's die Kontraktion
der Ringe nach 1,5 Stunden Inkubation mit 5,59 + 1,18 mN (n=14). Die Kontraktion
nach 6 Stunden Inkubationszeit ist mit 6,47 = 2,55 mN (n=14) im Vergleich zur
Kontraktion der Aortenringe nach 1,5 Stunden Inkubation unverandert, ein
Zusammenhang besteht nicht. Nach Bildung eines Plateaus unterscheiden sich die 3
Stunden inkubierten Ringe mit 6,97 £ 3,53 mN (n=40) statistisch signifikant von denen
nach 1,5 Stunden Inkubationszeit mit 4,22 + 1,96 mN (n=14), nicht jedoch die
Aortenringe bel 6 Stunden und 1,5 Stunden Inkubationszeit.



Einfluss von Glukose auf die Kontraktion durch Phenylephrin

Innerhalb der Inkubationszeit von 1,5 Stunden unterscheiden sich die in verschiedenen
Glukosekonzentrationen inkubierten Ringe nicht in der Maximalkontraktion, jedoch
datistisch sgnifikant im Plateau, welches Se nach der Kontraktion erreichen. Das
Plateau der 46 mM inkubierten Aortenringe liegt mit 5,59 £ 2,06 mN (n=15) hther ds
das der 5,75 mM inkubierten Ringe mit

4,22 + 1,96 mN (n=15).

Abbildung 23
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Abbildung 23

Einfluss von Inkubationszeit unter 46 mM Glukose auf die Kontraktion von
Aortenringen der Ratte. Nach 3 Sunden Inkubation in 46 mM Glukoseist die
Kontraktion verstarkt. (* p< 0,05)
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Nach 3 Stunden Inkubation kontrahieren die Ringe der SHSP-Ratte unter
Glukosebdlastung mit 8,93 + 2,45 mN (n=40) stérker, dsdie unter 5,75 mM Glukose
inkubierten Ringe mit 6,18 £ 1.57 mN (n=10). Die Kontraktion stabilisert sch auf
einem Plateau und liegt bel 46 mM inkubierten Aortenringen mit 8,53 + 2,94 mN auf
einem hoheren Niveau, ds unter 5,75 mM Glukose mit 4,41 + 3,13 mN. Diese
Unterschiede snd sowohl bel der Maximalkontraktion als auch bei der Plateaubildung
datistisch Sgnifikant. Nach 6 Stunden Inkubation sind die Unterschiede in der
Maximakontraktion und in der Plateaubildung satigtisch nicht sgnifikant. Die
Kontraktionen liegen bei 6,87 + 2,94 mN bel 5,75 mM Glukose (n=13) und 6,08 £
2,55 mN bel 46 mM Glukose (n=14).

46



Abbildung 24
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Abbildung 24 zeigt die Veranderung der Kontraktion von Aortenringen der Ratte
auf Phenylephrin. Die Aortenringe sind in 5,75 mM Glukose inkubiert. Eine
Veranderung der Kontraktion mit verlangerter Inkubationszeit zeigt sich nicht.

(ns= p>0,05)
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Abbildung 25
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Abbildung 25

Veréanderung der Kontraktion von Aortenringen des Ratte unter 46 mM Glukose
im Verlauf der Zeit. Nach 3 Stunden Inkubation in 46 mM Glukose kontrahieren
die Aortenringe signifikant stérker im Vergleich zur 1,5 Sunden Kontrolle. Nach
6 Stunden Inkubation féllt die Kontraktion signifikant gegentiber den 3 Stunden

inkubierten Ringen wieder ab (* p< 0,05).
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3.4.1 Einflussvon Inkubationszeit auf die Relaxation durch
Acetylcholin
Unter 5,75 mM Glukose fiihrt die Gabe von Acetylcholin zu einer maximalen Relaxation

von 99 % £ 11 % bea 90 Minuten Inkubation (n=14), bei 3 Stunden Inkubation zu einer
maximaen Relaxation von 93 % + 10 % (n=10), und bel 6 Stunden Inkubation ist die
maximale Relaxation auf 32 % * 9 % (n=14) eingeschrankt. Das Integral der
Relaxationskurve nach 1,5 Stunden Inkubation betrégt 346,76 + 38,3 (n=14), nach 3
Stunden Inkubation 365,70 £ 60,16 (n=10) und nach 6 Stunden 129,01 + 38,97
(n=14). Das Integra der Relaxationskurve nach 6 Stunden Inkubation ist statistisch
sgnifikant gegeniiber der Relaxationskurve nach 1,5 Stunden und 3 Stunden Inkubation
eingeschrankt. Die Relaxationskurven nach 3 Stunden und 1,5 Stunden Inkubation
unterscheiden sich nicht. Unter 46 mM Glukose und nach 1,5 Stunden Inkubation fuhrt
die Gabe von Acetylcholin zu ener maximaen Relaxation von 102 % + 7 % (n=14),
nach 3 Stunden Inkubation ist die Relaxation auf 69 % + 8 % (n=40) eingeschrankt,
nach 6 Stunden Inkubation ist die maximale Relaxation auf 39 % + 14 % (n=14)
eingeschrankt. Das Integral der Relaxationskurve nach 1,5 Stunden Inkubation betrégt
326,66 *+ 37,39 (n=14), nach 3 Stunden Inkubation

276,21 + 26,71 (n=10), und nach 6 Stunden 133,58 + 55,38 (n=14). Das Integral der
Reaxationskurve nach 6 Stunden Inkubeation ist Satistisch signifikant gegentiber den
Kurven nach 1,5 Stunden und 3 Stunden Inkubationszeit. Die Relaxationskurve nach 3
Stunden Inkubation ist im Vergleich zur Kurve nach 1,5 Stunden Inkubation signifikant

vermindert.
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Abbildung 26
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3.4.2 Einflussvon Glukose auf die Relaxation durch
Acetylcholin

Einflussvon 1,5 Stunden I nkubation auf die Relaxation durch Acetylchalin
Nach 1,5 Stunden Inkubation ist die acetylcholinabhdngige Relaxation

in den zwel verschiedenen Glukosskonzentrationen nicht voneinander zu unterscheiden.
Das Integral der Relaxationskurven betragt 345,76 + 38,30 (n=14) unter 5,75 mM
Glukose gegentiber 326,66 + 37,39 (n=14) unter 46 mM Glukose. Betrachtet man die
einzelnen Relaxationen nach einer jewelligen Gabe von Acetylchalin, o ist hier bel einer
Gabe von 2* 107 M Acetylcholin eine 99 % Reaxation zu sehen. Unter 46 mM
Glukose igt hier eine Relaxation von 97 % zu sehen. Die maximale Relaxation betragt
unter 5,75 mM Glukose 99 % und 102 % unter 46 mM Glukose bel einer Gabe von
7* 107 M Acetylcholin. Der Vergleich der einzelnen Gaben ergibt keine statistisch
sgnifikanten Unterschiede zwischen der Inkubation in 5,75 mM und 46 mM Glukose.

Einflussvon 3 Stunden Inkubation auf die Relaxation

Nach 3 Stunden Inkubation betrégt das Integra der 5,75 mM Glukosekurve

365,70 + 60,16 (n=10) und das der 46 mM Glukosekurve 278,21 + 26,71 (n=40).
Das Integra der 46 mM Glukosekurve it statistisch sgnifikant vermindert.

In Abbildung 31 igt dieser Zusammenhang dargestdt.

Betrachtet man die einzelnen Relaxationen nach ener jewelligen Gabe von Acetylchalin,
soist bei einer Gabevon 2 * 107 M Acetylcholin eine 93 %ige Relaxation zu sehen.
Unter 46 mM Glukose zeigt sich eine Relaxation von 72 %. Die maximae Relaxation
betragt unter 5,75 mM Glukose 93% gegeniiber 74 % unter 46 mM Glukose bel

2* 10" M und 7* 10" M Acetylcholin. Der Vergleich einzelner Gaben ergibt Satistisch
ggnifikante Einschrénkungen in der Relaxation unter 46 mM Glukosein dlen
Acetylcholin Konzentrationen bis auf die 10° M Acetylcholingabe.
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Einfluss von 6 Stunden Inkubation auf die Relaxation

Nach 6 Stunden Inkubation ist die Relaxation stark elngeschrankt.

Das Integra der 5,75 mM Glukosekurve betragt 129,01 + 38,97 (n=13) gegeniber
133,58 + 55,38 der 46 mM Glukosekurve(n=14). Der Unterschied ist statistisch nicht
signifikant. Die Relaxation bei einer Gabevon 2* 107 M Acetylcholin betrégt

32% 9 % unter 5,75 mM Glukose und 39% + 14% unter 46 mM Glukose, dies
entspricht auch der maximaen Relaxation. Dieser Zusammenhang ist in Abbildung 29
veranschaulicht.

Abbildung 28
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Die Abbildung 28 zeigt den Relaxationsverlauf von Aortenringen der SHSP-Ratte
nach Gabe von Acetylcholin. Die Abbildung zeigt, dass eine Inkubationszeit von

1,5 Sunden ohne Einfluss auf die Relaxation bleibt.
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Abbildung 29
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Abbildung 29 zeigt den Relaxationsverlauf von Aortenringen der Ratte nach

Gabe von Acetylcholin. Nach 6 Stunden hat dieist die Relaxation von

Aortenringen der Ratte deutlich eingeschrankt.
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Relaxation

Abbildung 30
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3.4.3 Einfluss von Imidazolinen auf Relaxation und Kontraktion

Eigenwirkung von Moxonidin auf den isolierten Aortenring

Eswurde die Eigenwirkung von 107 M Moxonidin (n=13) am Aortenring der SHSP-
Ratte untersucht, indem die Substanz 10 Minuten auf das Gefél3 einwirkte.

In dieser Konzentration zeigte Moxonidin keine Wirkung auf das Gef&l3. Der
Gefddonus sinkt um 2 % £ 4 % (n=13).

Eigenwirkung von Clonidin auf den isolierten Aortenring

Es wurde die Eigenwirkung von 10° M Clonidin (n=14) am Aortenring der SHSP-
Ratte untersucht, indem die Substanz 10 Minuten auf das Gefal einwirkte.

In dieser Konzentration hat Clonidin keine Wirkung auf das Gefal3. Der Gefaldonus
snkt um 5 % * 4 % (n=15).

Ein Unterschied zwischen 107 M Moxonidin und 10® M Clonidin in der Eigenwirkung
l&sst sich gatistisch nicht feststellen.

3.4.4 Einfluss von Imidazolinen auf die Relaxation durch
Acetylchalin

3.4.4.1 Einfluss von M oxonidin auf die Relaxation
10" M Moxonidin filhrt zu einer maximalen Relaxation durch Acetylcholin von 78 % +

7 % (n=13), die Glukosekontrolle zu einer maximalen Relaxation von

69 % + 8 % (n=40). Die Relaxation durch Moxonidinist im Vergleich zur
entsprechenden Kontrolle nicht zu unterscheiden.

Das Integrd der Moxonidin-Relaxationskurve liegt mit 286,94 + 30,58 (n=13) Uber
dem Integral der 46 mM Glukosekontrolle mit 278,21 + 26,71, jedoch unter der 5,75
mM Glukosekontrollkurve mit 365,70 £ 60,16 (n=10). Statistisch unterscheidet sich
das Integral der Moxonidinrel axationskurve nicht von der

46 mM Kontrolle, jedoch ist die Relaxation statistisch signifikant gegeniiber der 5,75
mM Kontrolle vermindert. 107 M Moxonidin ist nicht in der Lage, die durch die
Glukose und Inkubationszeit bedingten Einschrénkungen der Relaxation aufzuheben.
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Abbildung 32
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3.4.4.2 Einfluss von Clonidin auf die Relaxation

Abbildung 32
zeigt den
Relaxations-
verlauf von
Aortenringen
der Ratte
durch Gabe
von
Acetylcholin
nach
Inkubation
mit 10° M
Moxonidin
unter 46 mM

Glukose.

10 M Clonidin fulhrt zu einer maximalen Relaxation durch Acetylcholin von

76 % = 7 % (n=14), die entsprechende Glukosekontrolle zu einer Relaxation von
69 % + 8 % (n=40). Die Gabe von 10® M Clonidin beeinflusst den Relaxationsverlauf

gegentiber einer Glukosekontrolle nicht. Das Integra der relativen Relaxation

unterscheidet sich mit 277,08 £ 41,96 (n=14) datistisch nicht von der 46 mM

Kontrolle mit 278,21 + 26,71, jedoch ist das Integra der Clonidinrelaxationskurve im

Vergleich zur 5,75 mM Kontrolle Satistisch Signifikant vermindert. 108 M Clonidin ist

nicht in der Lage, die durch die Glukose und inkubationszeitbedingten Einschrénkungen

der Rdaxation aufzuheben.
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Abbildung 33
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Die Abbildung 33 zeigt
den Relaxationsverlauf
von Aortenringen der
SHSP-Ratte durch
Gabe von Acetylcholin
nach Inkubation mit
10® M Clonidin in

46 mM Glukose.

10® M Clonidin zeigt
keine Auswirkung auf
den Relaxations-

verlauf.

In Abbildung 34

sind die Integrale der
mit Moxonidin und
Clonidin inkubierten
Relaxationskurven von
Acetylcholin
dargestellt. Weder
Moxonidin noch
Clonidin zeigen einen
Einfluss auf die
Relaxation von
Aortenringen der Ratte
unter

Glukosebel astung.
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3.4.5 Einfluss des PK C-Hemmers LY 333531 auf die Relaxation
durch Acetylcholin

Eigenwirkung auf das Gefal3

Die Gabevon 107 M LY 333531 fiihrt innerhab von 10 Minuten Einwirkzeit zu ener

Tonusminderung von 19 % + 6 % (n=17).

Einflussvon LY 333531 auf die Relaxation durch Acetylcholin

107 M LY 333531 filhren nach der Gabe von Acetylcholin zu einer starken Relaxation.
Sie betragt im Maximum 104 % ( 2 107 M Acetylcholin), aso einer vollstandigen
Relaxation der durch 107 M Phenylephrin kontrahierten Gefale. So fulhren 2* 10° M
Acetylcholin in der 5,75 mM Glukaosekontrolle zu einer Relaxation von 21 % + 8 %
(n=17) und nach Gabe von 10" M LY 333531 zu einer Relaxation in Héhe von

43 % + 10 % (n=17).

Das Integral der relativen Relaxation betragt 576,25 + 93,49 (n=17) und

i im Vergleich zur 46 mM Glukosekontrolle mit 278,71 26,71 (n=40) statistisch
ggnifikant grofier.

Die Relaxation ist 0 gross, dass das Integrd im Vergleich zur

5,75 mM Glukosekontrolle mit 365,70 +60,16 (n=10) ebenfdls Satistisch sgnifikant
groiRer auddlt, die Relaxation also gegentiber der normoglykéamischen Glukosekontrolle
verstarkt ist.
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Abbildung 35
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Die Abbildung 35 zeigt den Relaxationsverlauf von Aortenringen der SHSP-Ratte
durch Gabe von Acetylcholin nach Inkubation mit 107 M LY333531, einem PKC
Hemmer, unter 46 mM Glukose. 107 M LY333531 zeigen eine statistisch
signifikante Verbesserung der Relaxation. Die Gabe von 100 nM LY333531 ist in
der Lage die Einschrankung der Relaxation durch Glukose wieder aufzuheben.

(* entspricht p< 0,05)
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Abbildung 36
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In Abbildung 36 sind die Integrale der Relaxationskurven unter 46 mM
Glukosebelastung nach Gabe des PKC Hemmers LY333531 dargestellt. Das
Integral der mit dem PKC-Hemmer LY333531-inkubierten Relaxationskurve ist
statistisch signifikant grofRer als die der 5,75 mM und 46 mM Glukosekontrolle.
(* entspricht p< 0,05)
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4 Diskussion

4.1 Kontraktion und Relaxation

Der Tonus elnes Gefd3es wird bestimmt von dem Zusammenspid von Kontraktions-
und Relaxationsvorgangen.

Eine Veranderung dieses Zusammenspids kann Ursache fUr viele pathologische
Geféldveranderungen sain. Bel der Hypertonie finden sich beispiel sveise
Gefd3veranderungen unter anderem aufgrund verstérkter Kontraktionsvorgange.
Diese Vorgange werden durch Verringerung verschiedener relaxierender Faktoren
(EDRF [endothelium derived relaxing factorsg]) und Steigerung kontrahierender
Faktoren (EDCF [endothdlium derived contracting factors]) hervorgerufen. Das
Endothel Ubernimmt die bedeutendste Funktion bel der Produktion dieser Faktoren.
Von den, vom Endothel gebildeten, Relaxationsfaktoren (EDRF)*? ist der Wichtigste
as Stickstoffoxid NO™ identifiziert worden, beziehungsweise as Derivate, welche von
der Aminosiure L-Arginin abstammen.® Als weitere rel axierende Faktoren werden
unter anderem Prostazydlin, Bradykinin und ein Hyperpolarisationsfaktor diskutiert.!*”
Ebenso werden kontrahierende Substanzen im Endothel produziert. Hier werden
Faktoren wie Endothelin, Superoxid-Anion, Thromboxan,® Prostaglandine!*®**®!und
loka produziertes Angiotensin 2 genannt sowie ein welterer Faktor, welcher aber nur
unzureichend charakterisiert ist./*

Nicht nur diese Tonusveranderungen sind urséchlich fir viele Erkrankungen, es werden
weitere Effekte dieser Substanzen diskutiert, die fir die arteriosklerotischen
Veradnderungen eine wichtige pathogenetische Rolle spielen sollen. Neben der direkten
Gefd3wirkung sollen diese endothdid produzierten Substanzen noch eine Wirkung auf
die Pétchen-Adhasion und -Aggregation, sowie eine Wirkung auf die Zdlproliferation
haben. [

Stickstoffmonoxid (NO) soll in der Pathogenese von Gefél3veranderungen, wie die der
Atherosklerose éine wichtige Rolle spiglen.!™
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Bel der Entwicklung der Atherosklerose findet man Veranderungen von ecNOS und
der nNOS, die verantwortlich firr die Bildung von NO sind.*

Weiterhin soll ein Superoxid-Anion verstérkt gebildet werden, wel ches das effektiv
vorhandene NO vermindert, indem NO inaktiviert wird und damit lokal kontrahierend
wirkt.!4 Wir nehmen an, dass das in der Konzentration verminderte NO ursichlich
fur Gefédl3veranderungen Uber eine direkte primére und sofortige Gefél3wirkung und
Uber sekundére Wirkungen wie zum Beispid Uber Plétchenadh&sion und
Zdlproliferation ist.!*

Die Gabe von Phenylephrin fihrt an isolierten Aortenringen desweissen

Neused éndischen Kaninchens zu einer phasischen Kontraktion. Diese wird Uber a ;-
Rezeptoren vermittelt. Welche Subklasse der a ;-Rezeptoren an der Kontraktion der
Aortenringen des Kaninchen beteiligt i, it nicht eindeutig geklart. Eswird ein
Mechanismus uber a 1, -Subklassen vermutet, bzw. eine Kombination aus
verschiedenen Subrezeptoren (@ 1a+a 11).

Weiterhin kommt es gleichzeitig mit der Kontraktion Uber a ;-Rezeptoren zu einer
Gegenregulation durch das Endothd. Dies zeigt Sich nach Gabe von L-NNA
(N®-Nitro-L-Arginin) oder nach Entfernung des Endothels. In beiden Félen fallt die

K ontraktion wesentlich stérker aus.!®”

Eswurde festgestelIt, dass Phenylephrin an isolierten Aortenringen des Schweines nicht
nur das 1P;-Second-Messenger System beeinflusst sondern auch den Spiegd von
cGMP steigern kann.'®” Dies hétte ebenfalls eine Wirkung auf die Aktivité der NOS.
Die Bedeutung ist jedoch gering da Phenylephrin an Aortenringen des Kaninchens und
der Ratte zusammenfassend zu einer lang anhdtenden und starken Kontraktion fuhrt.
Der a;-Rezeptor aktiviert seinersaits ein G-Protein der Gy-Familie; dieses simuliert die
phosphatidylinositol spezifische Phospholipase C (PI-PL C); s Second M essenger
entstehen Inositol-1,4,5-triphosphat( 1Ps) und Diacylglycerin; IP; setzt aus dem
endoplasmatische Retikulum Ca™* frei; Diacylglycerin aktiviert die Proteinkinase C, die
spezifische Zid proteine phosphoryliert Y
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Die Wirkung der Kontraktion wird zu einem grof3en Antell tber die Mobiliserung von
Ca?" (intracdluldr) zu einem kleineren Tel (maximal 30 %) Uber ene Aktivierung der
PK C vermittelt.®™® Die primére Kontraktion ist nur wenig abhéngig von extrazellulérem
Cao’". In einem Ca*-freien Medium ist die Kontraktion um etwa 20 % eingeschrankt,
S0 dass angenommen wird, dass der Grostell der Kalziummobilisation aus dem
endoplasmatischen Retikulum erfolgt.™ Die gleichzeitige Gabe von H7, einem PKC-
Hemmer, kann die Kontraktionshohe nicht signifikant &hdern, jedoch wird die
anhaltende Kontraktion in Ca*-freiem Medium abgeschwécht [

Ca?*- und Mgf*-K onzentrationen kénnen die Kraft der Kontraktion beeinflussen,
da letztendlich zum Audsen der Kontraktion eine Modulation des Ca2*-Spiegds
notwendig i<

Waéhrend der Dauer der Inkubation kam es in unseren Versuchen zu einer langsamen
Minderung der Kontraktion im zatlichen Verlauf. So nimmit die Kraft der mit
Phenylephrin kontrahierten Ringe 3 Stunden nach der Kontraktion um

15 % (n=6) ab. Bel der Relaxation der Aortenringe durch Acetylcholin bleibt dieser
Effekt unberticksichtigt, daein Unterschied in der Kontraktion und Relaxation bel
unterschiedlichen Glukosekonzentrationen ausgearbeitet werden soll und diese
unspezifische Abnahme der Kontraktion in beiden Versuchsarmen auftritt. Die so
vorkontrahierten Ringe, werden nun mit Acetylcholin in Seigender Konzentration
versetzt. In Blutgefélien erfolgt d's Endprodukt die Freisetzung von NO tber
verschiedene muskarinerge Rezeptoren. In der Aorta des weissen Neusedéndischen
Kaninchens werden diese tberwiegend Uber Ms-muskarinerge Rezeptoren
vermittelt 42

An isolierten Aortenringen der spontan hypertensiven Ratte, welche zu Schlaganfdlen
neigt (SHSP), fuhrt die Gabe von 100 nM Phenylephrin zu einer Kontraktion. Diese
wird ebenfdls Uber a ;-Rezeptoren ausge 6st. Welche Subklasse der a ;-Rezeptoren an
der Kontraktion an der SHSP-Ratte ist, ist nicht eindeutig beschrieben.

Eswird vermutet, dass es Sch bel den a ;-Rezeptoren in der Aorta der Ratte um
bekannte a 15" oder um a 15 und a 14 ** oder um von a 15 und a 14 verschiedene

(a1 , aw )™ Rezeptoren handdlt.
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Ein wesentlicher Unterschied des Relaxationsmodd lesisolierter Aortenringe der SHSP-
Ratte igt, dass bel diesen Tieren das System der Proteinkinase C im Sinne einer
Seigerung versarkt auf Reize reagiert. Ein Vergleich der SHSP-Ratte mit einer
vergleichbaren Rasse, den Wigtar-Kyoto-Ratten zeigt, dass bei SHSP- Ratten zwar
keine sgnifikante Proteinkinase C-Aktivierung erfolgt, aber die Aortenringe wesentlich
sensbler auf Kontraktionsreize durch PDBu (Phorboldibutyrat), enem Proteinkinase
C-Aktivator, reagieren.™

Proteinkinase C-Aktivatoren, wie Phorbolester, sind namlich in der Lage, bei SHSP-
Ratten Kontraktionen auszulésen.*® Diese Veranderungen sind abhéngig von der
Ausprégung eines Bluthochdruckes. So veréndert das Alter der Tiere sowohl
Kontraktions- s auch Reaxationsverhaten dieser Aortenringe*®™® da der arterielle
Hypertonus erst bel adulten SHSP-Ratten ausgebildet wird. Die glukoseabhangige
Relaxationsminderung zeigt geschlechtsabhangige Unterschiede!*® Dies kann daran
liegen, dassim Vergleich zu weiblichen Ratten ba ménnlichen Ratten eén hoherer
arterieller Bluthochdruck ausprégt ist.

Durch die Gabe von Acetylcholin werden verschiedene Subklassen von muskarinergen
Rezeptoren angesprochert” im wesentlichen werden aber M3 und M, muskarinerge
Acetylcholinrezeptoren bel der Relaxation isolierter Aortenringe der Ratte diskutiert.
Der Digbetes mellitus mit seinen metabolischen Entgleisungen, insbesondere
Hyperglykamien und Lipidstoffwechsa stérungen, ist Riskofaktor erster Ordnung fir die
Arteriosklerose. Inshesondere die Hyperglykamie und der arterielle Hypertonus snd an
der Entwicklung von Mikro- und Makroangiopathien von besonderer

Bedeutung. 3% Weiterhin wird angenommen, dass Insulinresistenz und hohe
Insulinkonzentrationen dabei eine wichtige Rolle spiglen.[#2+%

Die Diabetes Control and Complication Trid Studie und die United Kingdom
Prospective Diabetes Study™* haben gezeigt, dass eine gute Einstellung des Diabetes
mellitus, dso das Vermeidung von Hyperglykamien, das Erscheinen von
Mikroangiopatien und Neuropathien verhindern und kardiovaskul&re Schéden

vermindern kann.[1



Eine grol¥e Anzahl von Studien haben eine mdgliche Ralle der Hyperglykamie und
deren Mechanismen bel der Induktion von Geféd3veranderungen

beschrieben, [1219.39.51,57.88,103,105,115)

Eswird vermutet das Stickstoffmonoxid NO in der Pathogenese von
Gefél3veranderungen, wie beispidsweise bel der Atherosklerose, eine wichtige Rolle
spielt.™ NO zeigt nicht nur eine relaxierende Wirkung auf des Gefal sondern kann
auch die Platchen-Adhasion, -Aggregation und Zdlproliferation beainflussen.!®

[114]

Bel der Atherosklerose findet man Verdnderungen von ecNOS und der nNOS. Im

Rahmen der Atherosklerose sollen ecNOS-Protein und ecNOS- mRNA vermindert
oin [15:114]

Die Aussagen Uber die Aktivitét differieren aber in verschiedenen Modelen und
Spezies!® So gibt es unterschiedliche Aussagen beziiglich der ecNOS-Aktivitét und
der NOS- Gesamtaktivitét. Es haufen sich aber Annahmen, dass bei der
Atherosklerose Verminderungen des ecNOS-Proteins und der ecNOS-mRNA
auftreten, >4

Weiterhin gibt es Uberlegungen, dass zwar die ecNOS-AKktivitét erniedrigt aber iNOS-
Aktivitét erhoht ist.** Es kann dlerdings mit einer Abnahme der ecNOS- mRNA noch
nicht zwingend eine Abnahme der lokalen NO-K onzentrationen gefolgert werden.
Durch die Inkubation in 46 mM Glukose werden die DAG-Spiegd erhoht, die
nachfolgend die Proteinkinase C aktivieren. Eine Steigerung der Aktivitét der
Proteinkinase C kann durch die Regulation der NOS eine verminderte Relaxation
bewirken. Neben dieser Wirkung, werden weitere pathophys ol ogische Mechanismen,
die fUr die diabetische hyperglykamische Gefél3schédigung verantwortlich sein sollen,
genannt.

Chronische Hyperglykamie it ene Ursache von verstarkter vaskuldren Rigiditét
aufgrund von gsrukturdlen Umbauvorgangen.

In hohen Konzentrationen scheint Glukose sogar einen direkten toxischen Effekt auf
humane Endothelzellen zu haben.'*
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Glukose kann so zu veringerter endothelabhdngiger Relaxation, vermehrter Kontraktion,
Entwicklung von Hyperplase ba glatten Gefaimuske zdlen und dem vaskul&ren
Umbau (Remodding) fihren.

Eswurde gezeigt, dass hohe Glukosespiege in humanen glatten Gefd3muskel zdllen
Fibronectin und K ollagen 4 eine Uberexpression induzieren konnen.

Waeiterhin werden direkte Glykosylierungen und Ablagerung hohergradiger
Glykolysierungsprodukte in die Gefél3wand a's Ursache fir Gefél3veranderungen

angefihrt.

| solierte Organprapar ationen

Der Versuchsaufbau isolierter Aortenringe ist ein in-vitro Relaxationsmodell, in welchem
eine Gefadonussteuerung nur lokaen Auswirkungen ausgeseizt ist. Darunter fallen
Abgabe von relaxierenden und kontrahierenden Substanzen aus dem Endothel und den
Wirkmechanismen zwischen Endothd und Geféd3muskulatur. Eine Tonusbeainflussung
Uber hthergesteuerte Regel ungsmechanismen it schon aufgrund des Modellaufbaus
ausgeschlossen. Deshalb lassen sich mit diessm Moddl Aussagen zum Gefdldonus
treffen, welche maglicherweise wegen einer zentralen Gegenregulation nicht darstellbar
wéren. In dieser Tatsache liegen aber auch die Beschrankungen dieses Modélls. Es
lassen sich globae Aussagen Uber den gesamten Organismus nur beschraénkt machen.
Eine Interpolation dieser Ergebnisse auf die Spezies Mensch auf Grund maglicher
Speziesunterschiede in der Rezeptorverteilung von Muskarinrezeptoren,
Imidazolinrezeptoren und a -Rezeptoren ist gegebenenfdls eingeschrankt.

Auf der anderen Seite, untersucht dieses Modd| nicht niedriger gesteuerte
Regulationsmechanismen, weshab die Aussagefahigkelt auf molekularer Ebene und auf
der Ebene einzelner Rezeptormechanismen oder Second- und Third-Messenger-
Systemen eingeschrankt ist. Es werden alerdings auch die Probleme komplexer
Interaktionen in Kontraktions- und Relaxationgprozessen umgangen, die immer noch

Gegenstand derzeitiger Forschung sind.
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Wir haben an vorkontrahierten Aortenringen Acetylcholin in seigender Konzentration
zur Relaxation in das Badgefa? gegeben. In welchem Ausmal3d Acetylcholin in einem
Badgefd3 einem unspezifischen Abbau unterliegt lie3 Sch in der Literatur nicht kldren.
Aufgrund der Fragestellung dieser Arbeit, it die genaue Acetylcholinkonzentration nicht
relevant, da diese Verénderungen in sowohl in normoglykamischen ds auch unter
hyperglykamischen Bedingungen auftreten.

Die wahre Acetylcholinkonzentration bei einer Gabevon 2* 10”7 M, liegt zwischen 2 *
107 (Einzelgabe) und 3* 107 M Acetylchalin (Einzelgabe+Kumulation). In der
weiteren Dargellung ist von einem vollsténdigen unspezifischen Abbau ausgegangen
worden.

Die Hohe der Glukosebeastung liegt bel 46 mM Glukose und i, enmd von exzessiven
hyperglykémischen Anfélen abgesehen, nicht physiologisch beziehungsveise wird be
einem Digbetiker unter tblicher Flihrung selten gefunden.

Die Hohe von 46 mM Glukose ist so hoch gewahit worden, um die Gefél3e in diesem
Model zu schédigen. Dadie Inkubetionszeit fir die Aortenringe der limitierende Faktor
i,% it die Glukosendhe unphysiologisch hoch gewahit worden.

Weterhin wurde die Organprgparation ohne eine gerinnungshemmende Substanz wie
Heparin durchgefhrt worden, da gezeigt wurde, dass Heparin die Aktivitat der NOS
bedinflussen kann.**Y

Auf der anderen Saiteist bekannt, dass eine Hypoxie negativ auf die

endothel abhéngige Relaxation wirken kann.!**!

Um eine Interaktion des Heparins mit dem Endothd auszuschliessen haben wir unsere
Praparationen ohne Heparin durchgefihrt.
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Wir bestétigen am Modell des weissen Neusedlandischen Kaninchens, dass die
endothel abhéngige Relaxation mit der Substanz Acetylcholin durch Glukosebe astung
eingeschréankt igt. Die Verminderung der endothelabhéngigen Relaxation durch
Acetylcholin ist Ubereingimmend mit den meisten Arbeiten auf diesem Gebiet.*%21% Es
finden gch dlerdings auch Arbeiten, die keine Auswirkung der Hyperglykdmie auf die
Relaxation durch Acetylchalin finden.”®

Schon friih wurde erkannt, dass die Gabe von Acetylcholin nicht nur zu einer Relaxation
sondern auch zu Kontraktionen nach héheren Acetylcholindosen fihrte, und dass das
Endothel die Schiiissdrolle in diesem Prozess spidt.*? Die Hypothesen tber die
Ursache variierten. Ob dso eine vermehrte Ausschittung vasokonstriktorischer
Faktoren an isolierten Aortenringen des Kaninchens eine Rolle spidlt oder ob eine
verminderte Ausschiittung vasore axierend wirkender Substanzen wie zum Beispid NO

eine Rolle spidt, wird derzeitig kontrovers diskutiert.!*1041%

An isolierten Aortenringen
der SHSP-Ratte wird von den meisten Arbeitsgruppen eine ausgeprégte Kontraktion
nach einer Gabe von Acetylcholin nicht gesehen. Wir konnten in Ubereingtimmung mit
vielen Arbeiten eine Minderung der Relaxation durch Inkubation in 46 mM Glukose

76 gm_[48,56,91,119]

An isolierten Aortenringen des wel ssen Neused andischen Kaninchen fuhrt die Gabe
von Phenylephrin nach Inkubation in 46 mM Glukose zu einer unveranderten
Kontraktionskraft.

Dieses Ergebnis unterscheidet sich von viden Arbeiten auf diesem Gebiet. Nach unserer
Vorgelung wird der DAG-Poal durch die Inkubation mit Glukose erhtht, was eine

PK C-Erhéhung zur Folge hat und eigentlich die Kontraktion verstarken misste. Es wird
eine Erhdhung der Aktivitét der ecNOS, trotz einer geminderten Relaxation durch
Acetylcholin beschrieben.[* Weiterhin gibt es Arbeitsgruppen, die éine NOS-
Aktivierung nach Glukosebe astung beschreiben. !

An isolierten Aortenringen der SHSP-Ratte fuhrt die Inkubation in eéinem
hyperglykamischen Medium zu einer Zunahme der Kontraktion nach 3 Stunden, welche
ggnifikant gegentiber der 5,75 mM Glukosekontrolle erhoht ist. Nach 6 Stunden falt
die Kontraktionskraft wieder ab und ist nicht mehr sgnifikant erhoht.
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In der Zusammenschau dler Ergebnisse muss man an eine Summation kontrahierender
und relaxierender Effekten denken, die sich je nach Inkubationd&nge unterschiedlich
auswirken.

Es gibt Hinwelse, dass an bovinen Endothelzellen der Aorta die ecNOS-mRNA-
Expression aufgrund von Scherkréften (shear siress) hochgeregdt™® wird. In
atherosklerotisch verénderten Gefél2en soll zwar die ecNOS herabreguliert, dlerdings
iNOS und nNOS hochreguliert sein.**4

Wir kénnen uns diesen Effekt erkléaren, in dem zwar die PKC uber den DAG-Poal
aktiviert ist, jedoch gegenregul atorische Mal3nahmen, wie eine konsekutive iINOS oder
NNOS-Erhéhung, beziehungsweise ein besseres Ansprechen dieses Enzymes auf die
Audbser, die Ursache der unveranderten Kontraktion isolierter Aortenringe auf die
Gabe von Phenylephrinist.

Weiterhin wird vermutet, dass es durch die Steigerung der iNOS und nNOS vermehrt
zur Bildung eines Superoxid-Anions kommen soll, wel ches kontrahierend wirkt.

Diese Veranderungen treten in Aortenringen von sowohl des weissen Neused @ndischen
Kaninchens nach 6 Stunden Inkubation a's auch an isolierten Aortenringen der SHSP-
Ratte nach 6 Stunden Inkubation verglichen mit entsprechenden 3 Stunden inkubierten
Ringen auf. Eine verstérkte Kontraktion nach Inkubation mit Glukose kann Uber eine
Erhohung der PKC und durch eine Aktivierung von Kontraktionsmechanismen, und
weiterhin mit einer verminderten basaen Ausschiittung relaxierender Faktoren erklért
werden. Eine verstérkte Kontraktion wird an Aortenringen des Kaninchens nicht
gesehen. Dies berunt wahrscheinlich aufgrund der Tatsache, dass das Proteinkinase C-
System an isolierten Aortenringen des Kaninchensim Vergleich zu Aortenringen der
SHSP-Ratte nicht wesentlich gesteigert ist. Zusétzlich haben wir eine Abnahme der
Kontraktionskraft im Verlauf der Inkubationszeit isolierter Aortenringe der SHSP-Ratte
festgestdt, so dald die langere Inkubationszeit von 6 Stunden und die damit verbundene
Endothelreizung und konsekutiver iINOS und nNOS Erhéhung, Ursache fir die fehlende
Steigerung der Kontraktionskraft sein konnte.
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Die acetylcholinbedingte Relaxation isolierten Aortenringen der SHSP-Ratteist nach
1,5 Stunden Inkubation durch die hyperglykémische Umgebung nicht eingeschrankt.
Der wahrscheinlichste Grund hierfir ist die geringe Inkubationszeit, welche fir eine
Veranderung nicht ausreicht.

In der Plateaubildung der Kontraktion ist aber schon eine Wirkung der PK C-Erhdhung
zu sehen.

Nach 3 Stunden Inkubation ist das Gef&(3 in der hyperglykéamischen Umgebung
datigisch sgnifikant in der Relaxation durch Acetlycholin gemindert

(Vergleiche Abbildung 30 und Abbildung 31).

Nach 6 Stunden Inkubation ist das Gef&l3 sowelt geschédigt, dass die Relaxation
gegentiber den anderen Inkubationszeiten deutlich eingeschrankt ist.

Nach 6 Stunden ist nicht nur die Relaxation eingeschrankt sondern auch die
Kontraktion der isolierten Aortenringe.

Diese Veranderungen konnten mit einer gesteigerten PKC-Aktivitét erklart werden, der
eine durch Scherkréfte verursachte ecNOS Verminderung und iNOS und nNOS
Erhohung gegentibersteht. Dies héite zur Folge, dass einersdits die Relaxation durch das
gesteigerte PK C-System eingeschrankt ist und andererseits NO und im Anteil
Superoxid-Anion vermehrt gebildet werden, die die Abnahme der
Kontraktionserhthung erkléren konnten.

In der Literatur finden sich auch Arbeiten, die keine Verénderungen auf Gefél2e gesehen
haben. Massa & d. untersuchten die Veranderung der Gefa3e durch Inkubation in
verschieden Medien und sahen nach 6 Stunden noch keine reevanten Verdnderungen
der Rdlaxation und Kontraktion, dlerdings wurden dort die Gefal3e im Ganzen inkubiert
und nicht der einzelne vorkontrahierte Ring untersucht. '
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4.2 Wirkungsmechanismusvon I midazolinen bel
Kontraktions und Relaxationsvor gangen

Substanzen dieser Klasse konnen tber verschieden Mechanismen in Kontraktions- und
Reaxationsvorgange an den Gefd3en eingreifen.

Sowohl Moxonidin"?>3%™l gs auch Clonidin®-%? snd Agonisten an a ,-adrenergen
Rezeptoren. Beide Substanzen sind schwache Agonisten am

a;-adrenergen Rezeptor.?>*Y Hiervon abweichend wird von einem duaen Effekt von
Clonidin an Adrenozeptoren der Arteria Mesenterica berichtet. Clonidin soll hier einen
a ,-agonistischen und a ;-antagonistischen Effekt haben.™™™

Die a ;-agonigtischen Wirkung kann welter spezifiziert werden in eine pré und eine
postsynatische a ,-agonistische Wirkung. Moxonidin ist an beiden Subklassen ein voller
Agonist.”® Moxonidin hat eine hohere Affinitét zu a ,,-Rezeptoren im Vergleich zu

a ,s-Rezeptoren.

Waiterhin ist sowohl Moxonidin ds auch Clonidin eén Agonist an vermuteten
Imidazolinrezeptoren. Moxonidin soll sdektiver'®1026:27:29.%] g |, binden ds Clonidin,
Clonidin soll weiterhin ein Agonigt an |>-Imidazolinrezeptoren mit einer Affinitét 1, > 1,

[9.10.70.71] gy

Uber diese Rezeptoren, und tiber weitere Wirkmechanismen, wie Beginflussung
bestimmter K*13- und Ca?*1"?-Kandle, kénnen Moxonidin und Clonidin® auf das
Endothel, beziehungsweise auf die glatte Muskulatur, wirken. Weiter wird
angenommen, dass bestimmte Substanzen aus der sehr grol3en Gruppe der Imidazol-
/Imidazolin-Klasse eine hohe Affinitét zu bestimmten NO-Synthasen haben. Es gibt
Hinweise, dass dle Imidazol-Derivate mit der NOS-Ham-Gruppe durch die direkte
Bindung an das Ham-Eisen interagieren konnen.!® Die Substanzen Moxonidin und

Clonidin sind in diesem Zusammenhang noch nicht untersucht worden.
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Die Beeinflussung der NO-Synthase héite eine Auswirkung auf die Produktion des
wichtigsten vasord axierenden Substanz des Stickstoffmonoxid und damit von

besonderer Wichtigkeit fir die Gefalveranderungen.

Die Gabe von 10° M Moxonidin as auch von Clonidin fiihrt zu einer phasischen
Kontraktion. In der Glukosekonzentration von 5,75 mM Glukoseist die Relaxation
durch Acetylcholin gegentiber der Glukosekontrolle eingeschrankt. Im mikromolaren
Bereich kommt es sowohl bel Moxonidin ds auch be Clonidin zu einer Uberlagerten
Wirkung tiber a;-Rezeptoren.[® Uber diese Rezeptoren wird eine Kontraktion
eingdetet, welche ba Moxonidin zu einer sarken und bel Clonidin einer schwéacheren
Kontraktion nach Substanzgabe fihrt. Durch diese zusétzliche Komponente ist die
Relaxation durch Acetylcholin eéingeschrénkt. Diese Einschrénkung der Relaxation ist
nicht additiv zur Relaxationsminderung durch Glukosebe astung. In der Konzentration
von 107 M zeigt die Gabe von Moxonidin keine Wirkung auf das GefalR. Die
Eigenwirkung auf das Gefd3ist minima und die Relaxation durch Acetylcholin
gegenliber der Glukosekontrolle nicht beeinflusst. Die gegensétzliche Wirkung Uber a ;-
und présynaptische

a xx-Rezeptoren sowie die Wirkung Uber Imidazolinrezeptoren scheinen ausgeglichen zu
sin.

In der Konzentration von 107 M Clonidin I&sst sich noch eine kontrahierende Wirkung
nachwe sen. Die Eigenwirkung auf das Gefd3 zeichnet sch durch eine leichte
Kontraktion aus, diein den 5,75 mM Glukose inkubierten Aortenringen signifikant
héher auddlt dsin den 46 mM Glukose inkubierten Ringen.

Durch die Glukoseinkubation kommt eine relaxierende Komponente dazu. Die
Relaxation durch Acetylchalin ist nach Gabe von 107 M Clonidinim Vergleich zur
Glukosekontrolle eingeschrankt. Diese Einschrankung ist wie schon in der

10-fach héheren Konzentration (10° M) aber nicht additiv zur Relaxationsminderung
durch die Glukosebd astung.
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In der Konzentration von 10® M fiihrt Moxonidin bei der Substanzgabe zu einer
Reaxation von 8 %. Den direkten reaxierenden Effekt findet man dlerdings nicht in der
Relaxation durch Acetylcholin wieder. Die Gabe von 10® M Moxonidin fihrt zu einer
eingeschrankten Relaxation durch Acetylchalin. Im Vergleich zur Kontrolle unter
Glukosebelastung fiihrt die Gabe von 10° M Moxonidin nicht zu einer weiteren
Einschrankung der Relaxation. Die Einschrénkung der Relaxation unter 5,75 mM
Glukose haben wir nicht erwartet.

Hier snd weitere Untersuchungen zur Kl&rung notwendig. Hier snd
Kontraktionsmechanismen vorgtdibar die unabhangig von a -Rezeptoren wirken.

Im Gegensatz dazu fiihrt die Gabe von 10° M Clonidin zu einer verbesserten Relaxation
unter Glukosebdastung in der Auswertung ds Integra.

Clonidin zeigt bezliglich der a -Rezeptoren, je nach Modéll, eine 2 - 10 Fach hohere
Affinitét as Moxonidin.® Eine direkte hemmende Wirkung auf nikotinerge Caf*-
Kande kdnnte nur bedingt eine Rolle spiden, " da diese Wirkung in ener
Konzentration von 10-100 v gesehen wurde. Die blutdrucksenkende Wirkung von
Maoxonidin kann durch Vorbehandlung mit

6-Hydroxydopamin aufgehoben werden, nicht jedoch die Wirkung von Clonidin. Es
wurde unter anderem gefolgert, dass diese Wirkung mit einer hoheren Affinitét zu
présynaptischen a ,-Rezeptoren, die an nichtadrenergen Neuronen im Hirnstamm sitzen
sollen, erklért werden kann.!”® Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass Moxonidin
im Vergleich zu Clonidin in der Wirkkonzentration schlechter auf prasynaptische a ,-
Rezeptoren wirkt, so dass die periphere Wirkung des Moxonidins durch verstérkte
Wirkung auf postsynaptische a ,-Rezeptoren die Relaxation durch Acetylchalin
behindert.

Vergleicht man diese Ergebnisse mit denen der SHSP-Ratte, so findet man an isolierten
Aortenringen der Ratte nach Gabe von isoeffektiven Konzentrationen von 10” M
Moxonidin und 10® M Clonidin keine Verminderung der Relaxationseinschrankung

unter 46 mM Glukose.
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Eine Eigenwirkung in dieser Konzentration auf das Gefél3ist kaum vorhanden und mit
den Ergebnissen der Versuche am Kaninchen vergleichbar. In der Aorta der SHSP-
Ratteidt, 0 lasst Sch vermuten, die Rezeptorvertellung fir a ,-Rezeptoren (vermutete
pr& und postsynaptische) und gebenfals Imidazolinbindungsstellen von der Aorta des
Kaninchens verschieden.

Moxonidin fuhrt an isolierten Aortenringen des Kaninchens zu ener Einschrankung der
Redaxation unter 5,75 mM Glukose und keiner weiteren Einschrénkung unter 46 mM
Glukosebe astung.

Diese unveranderte Relaxation unter 46 mM Glukose kann im Modell der SHSP-Ratte
ebenfdls bestétigt werden.

Eine Verbesserung der Relaxation wird an isolierten Aortenringen der SHSP-Ratte
nicht gesehen, so dass wir davon ausgehen, dass das Ergebniss an isolierten
Aortenringen des Kaninchens klinisch nicht relevant snd, zuma eine Einzel auswvertung
im Verhdtnis keinen Zusammenhang vermuten |&sst.

Die Imidazoline Moxonidin und Clonidin wirken in unterschiedlichen Konzentrationen
relaxierend bis kontrahierend auf die isolierten Aortenringe!* An Aortenringen der
SHSP-Ratte lasst Sch kein negativer Einfluss der untersuchten Imidazoline auf die
Relaxation nachweisen.

An isolierten Aortenringen des wel ssen Neused andischen Kaninchens fiihrt die Gabe
von 102 bis 10° M Moxonidin und Clonidin zu keiner Einschrankung der Relaxation an
den 46 mM glukosebelasteten Gefdl3en. Unter 5,75 mM Glukose zeigt sich jedoch eine
Einschrénkung der Relaxation nach Gabe von Moxonidin in den Konzentrationen 10
und 10® M und Clonidin in den Konzentrationen 10° und 107 M.

Wir konnten an enem normalen und einem pathologisch veranderten Gefassmodell
zeigen, dass der Einsatz von sowohl Maoxonidin ds auch Clonidin, sabst in hohen
Konzentrationen, in der Therapie des Diabetes mdlitus keine bedenkliche Auswirkung
auf das hyperglykdmisch veranderte Gefél3 hat.

Der Hauptwirkung dieser Substanzen, die Uber zentrale Imidazolin und a -Rezeptoren
vermittet wird, stehen keine peripheren Wirkungen unter Glukosebd astung entgegen.
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4.3 Wirkung von Proteinkinase C an hyper glykamisch
ver anderten Gefalen

Die Substanzen, welche die Eigenschaft der Hemmung der Proteinkinase C teilen,
zeichnen sch dadurch aus, dass Sein ene Rethe von Vorgangen in der Zdle eingreifen
konnen. Das liegt daran, dass die Proteinkinase C wie ein zentraler Regelmechanismus
in eine Vidzahl von Vorgéngen in der Zdle eingreift.[*”

Die Untersuchung der einzelnen lokalen Wirkungen ist deshalb sehr wichtig, da neueste
Erkenntnisse es absehbar werden lassen, dass Proteinkinase C-Hemmer bel
verschiedenen Erkrankungen a's Therapieansatz eingesetzt werden kénnen. Hier sind
Einsatzgebiete bei z.B. Augenerkrankungen mit Neovaskularisationsbildung®! und
diabetischer Mikro- und Makroangiopathie vorstellbar. Die Untersuchung der lokaen
Wirkung dieser Substanzen sind deshdb gerade am Gefd3 sehr wichtig, well das Gefdl3
beim Diabetes mellitus en wichtiger und héufiger Ort fiir Schédigungen ist*8:%81% yngd
kardiovaskul &e Komplikationen zu den schwersten Folgeerscheinungen zéhlen. ™
Hyperglykamie scheint die wichtigste Ursache der diabetischen Gefakomplikationen zu
sain. Verschiedene Arbeitsgruppen haben gezeigt, dass Glukosebel astung verbunden ist

mit einer Proteinkinase C-Erhdhung. 20451

Diese Ergebnisse sind die Grundlage fur
unsere Uberlegungen einer maglichen Beteiligung der Proteinkinase C bel
Gefd3veranderungen im Sinne eines Remodeling und Ursache von
Rezeptordysfunktionen nach ener Glukosebe astung. Eine magliche Betalligung der
Phospholipase D und der PKC wurde fir Gefélzhyperproliferation und Hypertrophie
ausgel6st durch Glukosebeastung gezeigt.*” Die funktionellen Veranderungen dieser
PKC-Erhéhung variieren von Aktivierung wichtiger Enzymsysteme, wie das der cPLA,
und Hemmung der NA*-K *-ATPase bis zur verstérkten Expression verschiedener

Zytokine!®!
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Am vorkontrahierten Gefal3 verstérken die PK C-Hemmer, Staurosporin und

LY 333531, die Relaxation, welche zum Teil aus der Hemmung kontraktiler Elemente
der Phenylephrinbedingten Kontraktion herriihrt. Weiterhin wird der Ca?*-Spiegel der
Zdle veréndert, welcher sainersaits auch schon Verdnderungen der Kontraktion mit sich
fuhrt.

An der Aorta des weissen Neused andischen Kaninchens fuhren 100 nM Staurosporin
Zu ener verdarkten Relaxation durch Acetylchaolin, welche einer vollstdndigen Abnahme
der Kontraktion, der mit Phenylephrin vorkontrahierten Aortenringe, bewirkt. Ein
Einfluss ener Inkubation in 46 mM Glukose it nicht zu sehen. Die Proteinkinase C-
Aktivitatserhthung durch die Glukosebdastung hat keinen sgnifikanten Einfluss auf die
Relaxation.

In der Aorta der SHSP-Ratte fuihrt Staurosporin ebenfals zu einer verstérkten
Relaxation, die im Vergleich zum weissen Neused dndischen Kaninchen weniger
ausgeprégt ist und durch die verstérkte Aktivierung des PKC-Systems bedingt ist.

Die Relaxation durch Acetylcholin ist nach der Gabe von 100 nM LY 333531 verdtérkt.
Diese Verstarkung ist so stark ausgeprégt, dass die durch Glukosebel astung
eingeschrankte Relaxation durch Acetylcholin wieder aufgehoben wird, und sogar das
Gefal3 Uber das normae Niveau hinaus relaxiert.

Die Eigenwirkung der Substanz ist in den ersten 10 Minuten zwar stark ausgeprégt,
nimmt aber mit der Zeit ab. Es gibt verschiedene Ursachen, die verantwortlich fir die
Relaxation sain konnen.

Als erste Ursache muss angeftihrt werden, dass der Kontraktionsmechanismus durch
Phenylephrin zum Teil durch eine Proteinkinase C-Beteiligung zustande kommt. Khdlil
& d. sprechen hier von einem Antell der Proteinkinase C an der Kontraktion bis
maxima 30 %"

Die Kontraktionen von Aortenringen der SHSP-Ratte bel gleichzeatiger Gabe von
Phenylephrin und dem PKC-Hemmer LY 333531 und Kontraktionen bel dleiniger
Gabe von Phenylephrin unterscheiden sich statistisch nicht. Proteinkinase C-Hemmer
zeigen |hre Wirkung durch Verstérkung der NOS-Aktivité.
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Diese Aktivierung kann auf verschiedenen Ebenen geschehen, einersaits durch
Verénderung der Ca?*-Spiegd, dadie Aktivitét der NOS in der Kurzzeitregulation
Ca’*-abhéngig ist. Ein erhdhter Ca*-Spiegd fiihrt zu ener Aktivierung der NOS!*
Auf der anderen Seite besteht eine Regulation auf einer Transskriptionssbene. Die
Promotorregion des iNOS-Genes enthdlt mehrere Bindungsstellen fur Kernfaktoren
NF-kB und AP-1 (Jun/Fos).B” Paul & d. vermuten, dass an RAW 264.7
Makrophagen die PMA-sensitiven PKC-Formen (a,b und e), und insbesondere die
b- und e-Isoformen, einen hemmenden Effekt auf die NOS haben.®™ Ohara & 4.
bestétigen die Existenz fur Bindungsstellen des Transkriptionsfaktors AP-1 in der
Promotorregion des ecNOS-Genes und bestétigen ebenfdls eine Steigerung der
ecNOS-mRNA und Proteinmenge durch Staurosporin.®

Die Relaxationsminderung der Geféle durch Glukosebdastung beruht auf einer
Proteinkinase C-Aktivierung. Durch die Gabe von LY 333531 werden die
pathologischen Verdnderungen, welche durch die PK C-Aktivitét hervorgerufen
wurden, wiederhergestellt. Diese Verstérkung der Relaxation durch Glukosebe astung
eingeschrankter Aortenringe, wird vor alem durch eine vermehrte NO-Abgabe
vermittelt, welche aufgrund der erhdhten PK C-Aktivitdt vermindert war. Diese
Ergebnisse geben einen weiteren Anhat dafir, dass Veranderungen der Proteinkinase
C-Aktivitét in der Entwicklung chronischer diabetischer Gefél3omplikationen eine
Rolle spidlen und dass es snnvoll erscheint diese Substanzen in der Therapie

einzusetzen um Gefalkomplikationen positiv beeinflussen zu konnen. 2440
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4.4 Klinische Aussichten

Hyperglykamie ist eine der wichtigsten Ursachen in der Entwicklung von diabetischen
Gefédldkomplikationen, wie Mikro- und Makroangiopathie. Die Hyperglykamie kann
Uber verschiedene Regelmechanismen diese Erkrankungen beainflussen. Einer dieser
Mechanismen ist die Erhéhung der Proteinkinase C (PKC), welche durch eine
Erhohung des DA G-Pools hervorgerufen wird. Die Proteinkinase C kann ihrersditseine
Reihe von Gefalregel mechanismen bedinflussen.'® Dazu gehéren unter anderem die
Modulation der zytosolischen Phospholipase A, der NA*-K *-ATPasd®, die
Genexpression der extrazellul&ren Matrix, einigen kontraktilen Elementert*” und der
NO-Synthase.®" Eswird vermutet, dass Veranderungen der Proteinkinase C*?! in der
Regulierung des Sympathikotonus neben der Veranderung der Aktivitét der NO-
Synthase ein wichtiges Element in der Pathogenese kardiovaskularer Erkrankungen
darstdlt. Zu diesen Gefd3pathologien gehdren zum Beispid Veranderungen des
retindlen und renden Blutflusses, der Kontraktion, Permesabilitét und Zd lproliferation
sowie Basal membranverénderungen. ! Durch die Gabe von selektiven Proteinkinase
C-Antagonisten kann moglicherweise in den pathophysiol ogischen Mechanismus
effektiv eingegriffen werden und viele dieser pathol ogischen Verénderungen riickgangig
gemacht werden.'”>*! Der Einsatz von zentralwirksamen Antihypertonika, welche nach
dem sympatholythischen Prinzip funktionieren, werden zur Zeit noch sehr vorsichtig
eingesetzt. Dies scheint noch eine Folge aus der Zet zu sein, ds noch keine
nebenwirkungsérmeren Antihypertensiva zur Verfligung standen. Neueste
Erkenntnissg*?!! zeigen aber, dass gerade diese Medikamente in den

pathophysiol ogischen Mechanismus®! eingreifen kénnen, und durch ihren
sympatholythischerf?! Wirkmechanismus einen Vortell fiir den Patienten bedeuten.
So wird be hypertensven Diabetikern die Verabreichung dieser Substanzen
empfohlen.® Die Insulinresistenz macht die Therapie des Diabetes mellitus schwierig®™
und hier greifen diese Substanzen an.'®? Moxonidin, eine dieser Substanzen, zeigte in
bestimmten K onzentrationen schon eine Besserung der Glukosetoleranz und

Insulinresistenz.®®
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Diese Eigenschaft wird jedoch bei der Substanz Clonidin durch direkte Wirkungen auf
die b-Zellen des Pankreas wieder aufgehoben, zumindest eingeschrankt. Es gibt
Berichte nach denen systemisch gegebenes Clonidin die Glukosetoleranz durch
Minderung der Insulinausschittung verschlechtert.*® Die beiden Substanzen Moxonidin
und Clonidin schenen gchinihren a,-adrenergen (post- und ggf. présynaptisch) und
ihren Imidazolin-Eigenschaften so zu unterscheiden, dass bel Moxonidin die
postsynaptischen a ,-adrenergen Eigenschaften, die fir die Hemmung der
Insulinfreisetzung verantwortlich sindt"® gegeniiber vermuteten présynaptischen a, und
nichtadrenergen, Imidazolin, Eigenschaften in den Hintergrund treten. Es gut vorstdllbar,
dass sympatholytische Medikamente bei der Therapie der Insulinresistenz®? und des
Syndrom X eingesatzt werden. Neben der zentralen Wirkung dieser Substanzen sind
Wirkungen Uber lokae Mechanismen denkbar wie zum Beispid die Wirkung auf
Gefd3e, welche sich maglicherweise von der zentrden Wirkung dieser Medikamente
unterscheiden. Unsere Untersuchungen zeigen, dass unter einer hyperglykamischen
Umgebung eine Relaxation gegenliber einer entsprechenden Kontrolle nicht
eingeschrankt ist. Weiterhin sollte die Wirkung dieser Substanzen auf endokrine
Organe, inshesondere das Pankreas untersucht werden. Hier ist zur Zeit leider nur
wenig Literatur verfiigbar, jedoch gibt es Untersuchungen, nach denen Moxonidin in
bestimmten Konzentrationen eine Insulinfreisetzung bewirken kann,!*** Clonidin
jedoch nicht.!*¥ Diese Wirkung gilt dlerdings nicht fir ale Konzentrationen. Die
zuséizliche antihypertensive Wirkung dieser Substanzen schrénkt den Einsatzbereich ein
wenig ein. So sollten hypotendve Digbetiker nur vorsichtig mit diesen Substanzen
therapiert werden. Allerdingsist die Anzahl dieser Patienten schon aufgrund
verschiedener Wirkmechanismen, welche eine hypertone Blutdrucklage herbefiihren,
eher gering. Diese Subgtanzen greifen in einige der pathogenetischen Zusammenhénge
zwischen dem Diabetes mdlitus und dem arteriellen Hypertonus ein und konnten
prophylaktisch eingesetzt werden, um eine Entwicklung oder Fortschreiten eines
arterielen Hypertonus zu vermeiden. Denn gerade die Kombination arterieller
Hypertonus und Diabetes mellitus it firr den Tod vidler Patienten verantwortlict-10°11
und kénnte durch einen gemeinsamen thergpeutischen Ansatz gel6st werden.
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5 Zusammenfassung

Die diabetische Gefal3schéadigung ist die Hauptursache fir die Morbiditét und Mortalitét
des Diabetes mellitus. Fir die Genese dieser Verdnderungen werden verschiedene
Ursachen wie Hyperglykémie'%*1*® grterielle Hypertonie und die Insulinresistenz
diskutiert. Es konnte gezeigt werden, dass die Insulinresistenz und
Glukosemetabolismus mit sympatholytischen Substanzen positiv beeinflusst werden
konnen. 2546291 Djesa Wirkung wird tberwiegend Uiber zentrale Imidazolin- und a -
Rezeptoren vermittelt. Weiterhin haben wir die Wirkung des Proteinkinase C-
Hemmers LYY 333531 untersucht, der in verschiedenen Methoden schon zeigen konnte,
dass durch Hyperglykamie bedingte Gefél3eranderungen wiederhergestel It werden
konnen. %% Deshalb haben wir in zwel verschiedenen etablierten in-vitro
Reaxationsmodd len eine hyperglykémische Gefd3schéadigung nachgestd |t und
Veranderung der Kontraktion und Relaxation isolierter Aortenringe unter dieser
Umgebung untersucht. An isolierten Aortenringen des Kaninchens haben wir eine
Wirkung einer Glukosebd astung auf die Kontraktion nicht gesehen. Wir haben
daraufhin an Aortenringen der spontan hypertensiven Ratte die Inkubationszeiten variiert
und konnten zeigen, dass nach einer Inkubation von 3 Stunden in einem
hyperglykamischen Medium in Ubereingtimmung mit der Literatur eine signifikante
Zunahme der Kontraktion erfolgt. Nach 6 Stunden Inkubation ist an Aortenringen der
SHSP-Reétte eine Zunahme der Kontraktionskraft nicht mehr nachweisbar. Die
Schadigung durch die Inkubationszeit verandert nach langer Inkubeation auch die
Kontraktion. In Ubereingtimmung mit der Literatur konnten wir sowohl an Aortenringen
des Kaninchens as auch an Aortenringen der Ratte eine Einschrénkung der

acetyl cholinbedingten endothelabhéngigen Relaxation zeigen. Die Lange der Inkubation
in eénem hyperglykamischen Medium beainflusst das Ausmal3 der

R axationseinschrénkung. Eine Inkubation von Aortenringen der SHSP-Ratte nach 3
Stunden it sgnifikant gegenliber einer Inkubationszeit von 1,5 Stunden eingeschréankt.
Nach 6 Stunden Inkubation ist die Relaxation gegentiber einer dreistindigen Inkubation

welter vermindert.
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In htheren Konzentrationen nimmt diea - (a, und a ;) Wirkung der Imidazoline
Clonidin und Moxonidin zu, o dass Sch hier eine vergéarkte eine substanzvermittelte
Kontraktion zeigt. Unter normoglykamischer Umgebung fiihren beide Substanzen in
hohen Konzentrationen so zu ener Einschrankung der Relaxation durch Acetylcholin.
Nach Gabe von Moxonidin in den Konzentrationen von 10° und 10° M und nach
Gabe von Clonidin in den Konzentrationen 10° und 107 M fid die acetylcholinbedingte
Redaxation vermindert aus. Wir konnten zeigen, dassin hyperglykémischer Umgebung
die Relaxation durch Acetylcholin nach Gabe von Imidazolinen gegentiber der
hyperglykamischen Kontrolle nicht eingeschrankt ist. Sowohl Moxonidin ds auch
Clonidin waren jedoch nicht in der Lage die glukosebedingte Einschrankung der
Relaxation wiederherzugtellen. Eine besonderes Verhdtnis von a ,-Rezeptoren (post
sowie ggf. prasynaptisch) sowie maglicher Imidazolinrezeptoren sind fir diesen Effekt
wohl verantwortlich. Die Einschrankung der acetylcholinbedingten Relaxation der
Aortenringe durch die Substanzen Clonidin und Moxonidin snd nicht additiv zur
glukosebedingten Einschrénkung der Relaxation. Staurosporin, ein PKC-Hemmer, hat
an Aortenringen des Kaninchens eine Wiederherstellung der glukosebedingten
Reaxationsainschrankung zeigen konnen. Die Relaxationskurven unter normo- und
hyperglykamischer Bedingung unterscheiden sich aber nicht. Die Substanz LY 333531,
en b-sdektiver Proteinkinase C-Antagonig, ist in der Lage die hyperglykémisch
bedingten Rel axationsminderungen wiederherzustellen. Diese Verstérkung der
Reaxation durch Glukosebe astung eingeschrankter Aortenringe, wird moglicherweise
durch eine vermehrte NO-Abgabe vermittelt, indem die erhdhte PK C-Aktivitét durch
den Antagonismus, insbesondere des PK C-b-1soenzyms, vermindert wird, welche Uber
Kernfaktoren wie AP-1 und NF-kB die ecNOS-RNA und Proteinmenge steigern
0.2 Diese Ergebnisse geben einen weiteren Anhalt dafir, dass Veranderungen der
Proteinkinase C-Aktivitét in der Entwicklung chronischer diabetischer
Geféldomplikationen eine wichtige Rolle spielen und dass Mdglichkeiten bestehen
konnten, diese Substanzen in der Thergpie einsetzen zu kdnnen um digbetische
Gef&lveranderungen positiv zu beeinflussen, 4
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Weaiterhin snd die Imidazoline Moxonidin und Clonidin geeignet in der Thergpie des
Diabetes mdlitus, da ge zentrd sympatholytisch wirken und eine Insulinresistenz pogtiv
beeinflussen kénnen ohne dass periphere Wirkungen dieser Substanzen unter einer

hyperglykamischen Umgebung bestehen, die der zentralen Wirkung gegentiberstent.
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8 Anhang

weisses neuseeléandisches Kaninchen Mol/l Acetylcholin AUC
mN 29 7* -9 2x-8 T7*-8 2*-7 T* -7 2*-6
Glukose 46 mM 34.53 -0.01 -0.06 -0.17 -0.44 -0.57 -0.57 152.18 152.18
n=21 (13) SEM 1.86 0.01 0.01 0.02 0.03 0.03 0.04 SEM 9.59 9.59
p-Werte 0.01w 0.001w 0.001 0.010 0.019w 0.045w p-Werte 0.01
Glukose 575mM  35.71 -0.053 -0.123 -0.267 -0.494 -0.645 -0.647 186.11
n=23 (12) SEM 2.64 0.012 0.0195 0.0309 0.0335 0.0309 0.0373 11.73
p-Werte 0.098 0.006 0.001 0.001 0.140 0.640 p-Werte 0.01 0.96
Glukose 11,5mM 3571 -0.03 -0.06 -0.16 -0.40 -0.60 -0.63 -0.64 152.69
n=16 (4) SEM 2.84 0.02 0.05 0.03 0.04 0.06 0.07 0.10 SEM 15.59
Substanz-
Moxonidin kontraktion
10-6 M 575mM  0.36 -0.03 -0.07 -0.14 -0.33 -0.50 -0.54 -0.45 133.07
n=16(3) SEM 0.05 0.02 0.02 0.03 0.06 0.07 0.08 0.09 SEM 19.06
p-Werte  0.010w 0.5w 0.71 0.35 0.07 0.20 0.35w  0.28 p-Werte 0.11 0.00 0.67
46 mM 0.29 -0.05 -0.07 -0.15 -0.39 -0.55 -0.57 -0.49 148.02
n=15(3) SEM 0.06 0.02 0.02 0.03 0.06 0.07 0.07 0.08 SEM 15.85
10-7M 575mM  0.02 -0.06 -0.13 -0.24 -050 -0.66 -0.64 -0.38 189.12
n=17(3) SEM 0.02 0.02 0.05 0.10 0.09 0.07 0.07 0.07 SEM 32.85
p-Werte  0.001w 0.04 0.06 0.41 0.02 0.00 0.01 0.85 p-Werte 0.16 0.08 0.62
46 mM -0.03 -0.03 -0.08 -0.16 -040 -0.55 -0.54 -0.39 147.27
n=17(4) SEM 0.01 0.02 0.03 0.03 0.05 0.06 0.07 0.08 SEM 14.82
10-8 M 575 mM -0.08 -0.05 -0.10 -0.16 -0.35 -054 -0.54 -041 147.07
n=15(4) SEM 0.03 0.03 0.05 0.06 0.08 0.08 0.09 0.12 SEM 28.40
p-Werte 0.886 0.0lw 0.01w 0.81w 0.42 0.89 0.74 0.12 p-Werte 0.47 0.01 0.18
46 mM -0.08 -0.02 -0.05 -0.14 -0.38 -054 -0.52 -0.51 137.87
n=17(4) SEM 0.05 0.01 0.03 0.03 0.05 0.07 0.09 0.05SEM 16.95

w = Whitney Mann Rang summen Test



weisses Neuseeldandisches Kaninchen

Glukose
n=23 (12)

Glukose
n=21 (13)

Glukose

n=16 (4)

Clonidin
10-6 M
n=15(3)
n=13(3)
10-7 M
n=15(4)
n=26(5)

10 -8 M
n=15(4)

n=14(4)

575 mM
SEM

46 mM
SEM

11,5 mM
SEM

575 mM
SEM
p-Werte
46 mM
SEM

575 mM
SEM
p-Werte
46 mM
SEM

575 mM
SEM

p-Werte
46 mM

SEM

mN
34.53
1.86
p-Werte
35.71
2.64
p-Werte
35.71
2.84

Substanz-
kontraktion
0.11

0.09

0.36

0.07

0.10

0.18
0.05
0.002
0.06
0.06

0.02
0.04
0.76
0.02
0.02

Mol/l Acetylcholin

2* -9
-0.053
0.012
0.01w
-0.01
0.01
0.098
-0.03
0.02

-0.04
0.02
0.50
0.03
0.01

-0.05
0.05
0.45w
-0.01
0.01

-0.05
0.03
0.81w
-0.03
0.01

75 9 2% -8
-0.123 -0.267
0.0195 0.0309
0.00lw  0.001
0.06 -0.17
001  0.02
0.006 0.001
-0.06 -0.16
005 0.03
0.09 -0.13
004  0.04
098w  0.21
010 0.18
007  0.08
0.05 -0.15
002 0.05
0.056w  0.66
0.02 -0.14
002 0.03
011 -0.18
003 0.05
078 0.71w
0.10 -0.20
002 0.07

7* -8

2* -7

7*

-0.494 -0.645 -0.647
0.0335 0.0309 0.0373
0.010 0.019w 0.045w

-0.44
0.03
0.001
-0.40
0.04

-0.34
0.07
0.32
0.39
0.10

-0.37
0.09
0.10

-0.45
0.07

-0.47
0.06
0.37

-0.52
0.10

-0.57
0.03
0.140
-0.60
0.06

-0.47
0.09
0.03
0.52
0.11

-0.51
0.11
0.23

-0.58
0.08

-0.60
0.06
0.35

-0.65
0.10

w = Whitney Mann Rang summen Test

-0.57
0.04
0.640
-0.63
0.07

-0.52
0.10
0.52
0.55
0.11

-0.55
0.11
0.20

-0.62
0.08

-0.59
0.07
0.35

-0.65
0.12

7 2%-6

p-Werte

p-Werte
-0.64
0.10

-0.35
0.10
0.15 p-Werte
0.44
0.12

-0.63
0.06
0.01 p-Werte
-0.40
0.07

-0.55
0.07

0.36 p-Werte
-0.52

0.09

AUC

152.18
9.59
0.01

0.01
152.69
15.59

131.05
29.36
0.090

148.26
39.54

139.79
34.12
0.990

150.47
22.46

168.42
18.54
0.450

181.43
30.23

152.18
9.59

186.11
11.73
0.960

0.001 0.85w

0.057 0.886

0.218 0.048



SH Ratte

5,75 mM

46 mM

5,75 mM

46 mM

5,75 mM

46 mM

46 mM
Moxonidin

46 mM
Clonidin

46 mM
LY333531
rein

Inkubation

15h
n=14(3)

15h
n=14(3)

3h
n=10 (3)

3h
n=40(10)
6h
n=13(5)

6h
n=14(5)

3h
n=13(4)

3h
n= 14(3)

3h
n=17(3)

Kontraktion
SEM
p-Werte
Kontraktion
SEM

Kontraktion
SEM
p-Werte
Kontraktion
SEM

Kontraktion
SEM
p-Werte
Kontraktion
SEM

Kontraktion
SEM

Kontraktion
SEM

Substanz
SEM

Mol/l Acetylcholin

1*-9 2*-9 7*9 2* -8
mN
5.30 Relaxation 0.03 -0.11 -0.31 -0.64
0.98 SEM 0.04 0.06 0.10 0.10
0.51 0.13 0.12 0.49 0.37
5.59 Relaxation -0.01 -0.07 -0.28 -0.59
1.18 SEM 0.03 0.04 0.07 0.10
6.18 Relaxation -0.07 -0.21 -0.44 -0.70
1.57 SEM 0.05 0.08 0.14 0.14
0.01 0.04 0.009 0.001 0.001
8.93 Relaxation -0.04 -0.16 -0.37 -0.52
2.45 SEM 0.01 0.02 0.05 0.06
6.87 Relaxation -0.01 -0.08 -0.15 -0.24
1.47 SEM 0.02 0.05 0.06 0.07
0.61 0.79 0.25w 0.24 0.73
6.47 Relaxation -0.03 -0.16 -0.22 -0.26
2.55 SEM 0.03 0.06 0.09 0.11
Mol/l Acetylcholin
1*-9 2*-9 7*9 2* -8
9.93 Relaxation -0.06 -0.19 -0.36 -0.53
1.43 SEM 0.02 0.05 0.05 0.07
p-Werte 0.08 0.17 0.76 0.82
9.45 Relaxation -0.05 -0.18 -0.34 -0.51
1.22 SEM 0.02 0.05 0.07 0.09
p-Werte 0.53 0.033 0.48 0.87
Relaxation
-0.19 Relaxation -0.11 -043 -0.75 -0.91
0.06 SEM 0.03 0.10 0.16 0.15
p-Werte 0.001 0.001 0.001 0.001

7* -8

-0.91
0.09
0.27w
-0.86
0.10

-0.85
0.11
0.001
-0.62
0.06

-0.28
0.07
0.89

-0.29
0.13

7+ -8

-0.65
0.07
0.8

-0.64
0.10
0.91

-1.02
0.17
0.02

w= Whithey.Mann Rangsummentest

2* -7

-0.99
0.11
0.31w
-0.97
0.08

-0.93
0.10
0.001
-0.72
0.07

-0.30
0.08
0.88

-0.29
0.13

2* -7

-0.72
0.07
0.52

-0.70
0.10
0.98w

-1.04
0.16
0.001

-7

-0.99
0.15
0.78w
-1.02
0.07

-0.92
0.08
0.001
-0.74
0.06

-0.32
0.09
0.52

-0.39
0.14

-7

-0.76
0.07
0.42

-0.75
0.10
0.15w

-1.01
0.16
0.02

2* -6

-0.95

0.18
0.91w p-Werte
-1.00

0.09

-0.89

0.06
0.001 p-Werte
-0.69

0.06

-0.28
0.09
0.56 p-Werte
-0.36
0.16

2* -6

-0.78
0.07
0.13 p-Werte

-0.76
0.11
0.1w p-Werte

-0.97
0.17
0.001 p-Werte

AUC

346.76
38.30
0.260

326.66
37.39

365.70
60.16
0.002

278.21
26.71

129.01
38.97
0.150

133.58
55.38

286.94
30.58

277.08
41.96

576.25
93.49

278.21
26.71

0.700

0.66

0.001



