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1. Einleitung

Das Blut und das BlutgefiBBsystem sind wesentlich an der Aufrechterhaltung des inneren
Milieus beteiligt, wobei sie in enger Zusammenarbeit mit anderen Organsystemen wie At-
mungsorganen, Nierenorganen, Darm und Leber stehen. Das geschlossene Blutgefil3-
system der Sdugetiere gliedert sich in vier Hauptkomponenten: dem Herzen als Hauptan-
triebssystem, das das Blut durch den Korper treibt, ein arterielles System, das sowohl als
Verteilersystem als auch als Druckreservoir dient, Kapillaren, in denen der Stoffaustausch
zwischen Blut und Gewebe erfolgt und ein vendses System, das als Blutreservoir und als
Blutriickfiihrsystem zum Herzen dient. Die Blutgefif3e sind die Transportwege des Blutes,
das seine vielfiltigen Aufgaben ohne ein intaktes und gesteuertes GefidBBsystem nicht er-
fiillen kann. Eine groe Wirksamkeit kommt hierbei der Elastizitdt der Blutgefiie zu. In-
folge ihrer dehnbaren Winde nehmen die herznahen, arteriellen Gefille zwischen zwei
Herzschlidgen durch Relaxation grofere Blutmengen auf und leiten sie wéhrend der
Diastole durch Kontraktion weiter. Auf diese Weise wird die rhythmische Pulsationswelle
des aus dem Herzen ausgestolenen Blutes in eine mehr kontinuierliche Stromung
umgewandelt, die einen gleichmiBigen Stoffaustausch in den Kapillaren gewéhrleistet.
Kontraktionen und Relaxationen sind bedingt durch den Wandaufbau des arteriellen
Systems. Die Arterienwédnde sind dick, elastisch und muskulds. Alle Blutgefifle sind mit
Endothelzellen ausgekleidet, wobei die Kapillaren nur aus einer Endothelschicht bestehen.
Die groleren Gefille sind zusitzlich von einer Schicht elastischer und kollagener Fasern
umgeben. Zirkulidr und longitudinal angeordnete glatte Muskelfasern konnen mit den
elastischen und kollagenen Fasern vermischt sein oder diese umschlieen. Die Blutgefdlle
sind mit einem sie begrenzendem fibrindsen @uBleren Mantel, der Tunica adventitia, umge-
ben. Die Endothelschicht und die elastischen Fasern bilden zusammen die Tunica intima,

die zirkuldren und longitudinalen glatten Muskeln die Tunica media.

Eine Hauptrolle bei der Regulation des Gefdtonus wird dem Endothel zugeschrieben.
Erstmals wiesen Furchgott und Zawatzki 1980 nach, dass das Endothel fiir die Gefilre-
laxation auf bestimmte Stimuli wie Acetylcholin (ACh) eine entscheidende Rolle spielt
und dessen Verletzung zu einer starken Abschwichung dieser Relaxation, der ,,Endo-
theldysfunktion* fiihrt. Fiir diesen Zustand ist typisch, dass endothelunabhingige Vasodi-

latatoren wie Nitroglycerin, Nitroprussid-Natrium weiterhin eine maximale GefiB3erweite-
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rung verursachen. Sie postulierten daher eine fiir die endothelabhiingige Relaxation ver-
antwortliche Substanz, die sie ,,EDRF* (Endothelium derived relaxing factor) nannten.
1987 wurde von Palmer et al. EDRF als Stickstoffmonoxid, kurz NO identifiziert.

Unter einer endothelabhingigen Relaxation wird daher die Féahigkeit des Endothels ver-
standen, auf bestimmte Stimuli wie Acetylcholin, Thrombin, Substanz P, Calcium-Iono-

phore den stirksten endogenen Vasodilatator NO freizusetzen.

NO wird im GefidBendothel von der NO-Synthase (NOS) aus der Aminosdure L-Arginin
gebildet (Palmer et al., 1988). Neben dieser konstitutiven, endothelialen NO-Synthase
(eNOS), die Calcium-abhingig die basale NO-Produktion aufrechterhilt und sie unter-
schiedlichen physiologischen Gegebenheiten anpalit, existieren noch zwei weitere Formen.
Eine induzierbare NOS (iNOS), deren Transkription Calcium-unabhéngig durch immuno-
logische Stimuli (beispielsweise durch bakterielles Endotoxin) erfolgt und eine neuronale
NOS (nNOS).

Die Vasorelaxation wird durch folgenden Signalweg beschrieben (Abb.1.1.): Das von der
eNOS in der Tunica intima gebildete NO diffundiert in die Tunica media und bewirkt dort
durch Stimulation der 16slichen Guanylatzyklase (sGC) eine Steigerung der Produktion des
sekundiren Botenstoffes zyklisches Guanosin-Monophosphat (¢cGMP) (Murad et al.,
1987). Zyklisches GMP aktiviert cGMP-abhingige Proteinkinasen vom Typ I und II
(cGK-I, cGK-II), von welchen die erstere in glatten GefaBmuskelzellen hoch exprimiert
vorliegt (Lincoln et al., 1993; Lohmann et al., 1997; Surks et al., 1999). Die Aktivierung
von cGK-I iiber den NO/cGMP-Signalweg bewirkt die Phosphorylierung myosin leichte
Ketten beeinflussender Proteine und die Absenkung des intrazelluldren freien Calciumspie-
gels, was letztendlich zur Relaxation des GefdBmuskels fiihrt (Lincoln et al., 1993;
Lohmann et al., 1997; Surks et al., 1999; Hofmann et al., 2000).

Eine Schliisselrolle fiir cGK-I bei diesem Prozess konnte anhand von cGK-I-defizienten
Maiusen demonstriert werden (Pfeifer et al., 1998). Bei diesen Miusen wurde eine vollige
Unterbrechung des NO/cGMP-Signalweges beobachtet, was eine Abhingigkeit der NO-
induzierten Vasorelaxation von der cGK-I Aktivitit und/oder Expression verdeutlicht.
Smolenski et al. konnten 1998 zeigen, dass sich aus der Analyse des Phosphorylierungszu-
standes des cGK-I Substrates Vasodilatator stimuliertes Phosphoprotein (VASP) an Serin
239 (P-VASP) die cGK-I Aktivitit in intakten Blutplittchen und kultivierten Endothel-

und GefiaBmuskelzellen darstellen 148t und dies somit als niitzlicher Biomonitor fiir
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NO-Effekte verwendet werden kann. Die Frage, ob sich diese Methodik auch auf intaktes

vaskuldres Gewebe libertragen 1dt, war ein Bestandteil dieser Arbeit.

Lumen _:AR‘f_
: Endothelzelle
L- Arg|n|n
[Ca2+] +—>
Citrullin
*NO -
Tunica intima \_ -/

Tunica media

VASP
4— cGMP

P-VASP

[Ca2+] + —» Vasorelaxation

GefiBmuskelzelle

Abb.1.1.: Vereinfachte schematische Darstellung der Signaltransduktion bei der Vasore-
laxation iiber den NO/cGMP-Signalweg (R = endothelialer Membranrezeptor).

Fiir die Aufrechterhaltung des vaskuldren Gefidl3tonus spielt das von der eNOS freigesetzte
NO auch gegeniiber anderen physiologischen, vasokonstriktiven Stimuli eine wichtige
Rolle.

Da NO sowohl abluminal zum GefaBmuskel wie luminal zum Blutstromgebiet diffundiert,
wurden auch Auswirkungen auf Blutzellen, insbesondere Thrombozyten beobachtet: Hier
hemmt NO die Thrombozytenaggregation (Radomski et al., 1987). Weiterhin werden NO
antiproliferative Effekte auf das Wachstum glatter Gefalmuskelzellen zugeschrieben (Garg
et al., 1989).

Da alle diese Effekte, die durch NO unterdriickt werden, bei der Arterioskleroseentstehung
eine entscheidende Rolle spielen, wird NO auch eine antiarteriosklerotische Potenz zuge-

sprochen.

Die Arteriosklerose ist eine Volkskrankheit, deren Entstehung und Fortschreiten von be-
stimmten Risikofaktoren abhingt, wie insbesondere Hypercholesterindmie und Alter
(Zeiher et al. 1993; Liischer et al. 1991). Zwischen Arterioskleroseentstehung und NO-Bil-

dung im Endothel besteht ein enger Zusammenhang: Bereits im Frithstadium der Arterio-
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sklerose ist das NO-Angebot an den glatten GefiBmuskeln vermindert, was mit einer En-
dotheldysfunktion verbunden ist (Forstermann 1988; Harrison 1987). Diese verminderte
NO-Verfiigbarkeit konnte einerseits Folge einer verminderten NO-Produktion sein, ande-
rerseits aber auch auf einer gesteigerten Inaktivierung von NO beruhen.

Verschiedene Studien konnten durch die Applikation der NO-Vorlidufersubstanz L-Arginin
das NO-Angebot erhohen und dadurch eine Endotheldysfunktion vermindern (Bode-Boger
et al., 1996; Cooke et al., 1991, 1992; Drexler et al., 1991).

Umgekehrt bewiesen Studien mit Inhibitoren der eNOS, dass sowohl bei lokaler
(A.brachialis) als auch systemischer Applikation des NOS-Hemmstoffs L-NMMA
(L-Monomethyl-Arginin) eine arterielle Blutdrucksteigerung zu verzeichnen ist, die Ursa-
che einer verminderten NO-Freisetzung ist (Liischer et al., 1991). Dies beweist, dass NO
ein wichtiger Regulator des Blutdrucks ist.

Da die Arteriosklerose gerade eine Erkrankung im Alter ist (Zeiher et al. 1993), wurde
auch hier die NO-Verfiigbarkeit untersucht und erwies sich als stark vermindert (Tschudi
et al., 1996).

Boger et al. (1997) sehen sogar in ADMA (asymmetrisches dimethyl-Arginin), einem en-
dogenen Hemmstoff der NOS, den sie bei den an Arteriosklerose erkrankten Patienten
vermehrt nachweisen konnen, einen neuen Risikofaktor der Arteriosklerose.

Diese Befunde waren iibereinstimmend und lieBen darauf schlieBen, dass NO im Prozess
der Arterioskleroseentstehung vermindert produziert wird.

Eine Wende erfuhren die Erkldrungsversuche der unzureichenden NO-Verfiigbarkeit am
GefidBmuskel durch Minor et al. 1990: Sie wiesen bei der artifiziell erzeugten Arterioskle-
rose in hypercholesterindmischen Kaninchen sogar eine gesteigerte Freisetzung von NO
nach, das sich am Gefall durch eine vorzeitige Inaktivierung jedoch nicht auswirken kann.
Bereits 1986 beschrieben Gryglewski et al. eine mogliche Inaktivierung von EDRF durch
sehr reaktive freie Sauerstoffradikale (Superoxidanionen = O). In einigen pathologischen
Prozessen, die einen Motor fiir die Arteriosklerose darstellen, wie Hypercholesterindmie
(Ohara et al., 1993; Miigge et al., 1994) und Hypertonie (Rajagopalan et al., 1996) wurden
seitdem erhohte Bildungsraten von O, beobachtet.

Der endgiiltige Nachweis einer gesteigerten O,-Bildung bei der Arteriosklerose gelang
Ohara et al., der 1993 zeigen konnte, dass NO zwar ausreichend gebildet wird, jedoch

durch O inaktiviert wird und somit eine Endotheldysfunktion entsteht.
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Das seit langer Zeit am hiufigsten angewandte Therapeutikum bei kardiovaskuldren Er-
krankungen mit erhohtem Blutdruck ist Nitroglycerin (NTG). Seine vasorelaxierenden
Eigenschaften beruhen auf der Stimulation der sGC im glatten Gefdlmuskel, was durch
eine Freisetzung von NO oder NO verwandten Derivaten (Mellion et al. 1983) mittels einer
metabolischen Biotransformation von NTG (Miilsch et al. 1995) erreicht wird. Die An-
wendbarkeit von NTG ist jedoch zeitlich begrenzt durch die sehr rasche Ausbildung einer
sogenannten Nitrat-Toleranz (Packer et al., 1987; Roth et al., 1987; Zimrin et al., 1988).
Die Nitrat-Toleranz ist charakterisiert durch eine gesteigerte Reaktivitit der Gefdlle gegen-
iber vasokonstriktorisch wirksamer Agonisten als auch einer verminderten Effektivitit von
NO auf die Vasorelaxation (Laursen et al., 1996).

Es konnte gezeigt werden, das dieses Phdnomen ebenfalls (s.0.) mit einer vermehrten vas-
kuldren Produktion von O, verbunden ist (Miinzel et al., 1994, 1995), was eine Inaktivie-

rung von NO zur Folge hat.

O, reagiert sehr schnell mit NO (k = 6,7)(109 Mm! sek"l) zu Peroxinitrit (Huie und Padmaja,
1993) (siehe Abb.1.2.). Peroxinitrit ist seinerseits durch stark oxidierende und nitrierende
Eigenschaften (Pryor und Squadrito, 1995) in der Lage, Enzymaktivitdten zu modifizieren,
beispielsweise durch irreversible Oxidation von Thiol-Gruppen einschlieBlich der der sGC.
Ferner konnte eine Inaktivierung der Prostazyklin-Synthase aufgrund einer Tyrosin-Nitrie-
rung durch Peroxinitrit gezeigt werden (Zou et al., 1997). Das ebenfalls vom Endothel
synthetisierte Prostazyklin (PGI,) unterstiitzt synergistisch die NO-Effekte. PGI, vermittelt
eine Vasorelaxation, die Inhibition einer Thrombusbildung und die Blockade einer Leuko-
zytenadhésion hauptsichlich iiber zyklisches Adenosin-Monophosphat (cAMP) durch Sti-
mulation der Adenylat Cyclase, wohingegen NO seine vasorelaxierende Wirkung iiber
cGMP durch Aktivierung der sGC entfaltet (Moncada et al., 1991; Moncada und Vane,
1979).

Relaxation [Ca?*] l «— — — SG*C
SOD |
7,0, + ', H,0, «— [0, |+ +NO = ONOO"
Hydrogenperoxid Peroxinitrit

Abb.1.2.: Peroxinitrit-Bildung durch Reaktion von O,  mit endogenem oder von Nitro-
vasodilatatoren exogen zugefithrtem NO. Die Reaktion von O, mit NO verlauft
dreimal schneller als mit dem O, -Féanger Superoxid-Dismutase (SOD).



Einleitung 6

In der Frage, durch welche Mechanismen die gesteigerte O, -Produktion zustande kommt,
weisen mehrere Studien einen starken Einflu3 des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems
(RAAS) auf die vaskuldare O,-Bildung nach. Dies wird in tierexperimentellen wie klini-
schen Arbeiten deutlich, die einen Zusammenhang zwischen O, -Bildung, dem Phédnomen
der Nitrat-Toleranz und der Ausprigung einer Endotheldysfunktion als Anzeichen der frii-
hen Arteriosklerose belegen.

Mit Angiotensin II (AT II) behandelte Ratten (Rajagopalan et al., 1996) zeigten ebenso wie
mit AT II inkubierte Zellkulturen (Griendling et al., 1994) deutliche Steigerungen der O, -
Raten. ACE-Hemmer (ACE = Angiotensin Converting Enzyme), die die Bildung von An-
giotensin II verhindern, konnten an hypercholesterindmischen Kaninchen die Entstehung
von Intimaldsionen und Plaques an Gefiden verhindern (Chobanian et al., 1990) und die
entstandene Endotheldysfunktion verbessern (Becker et al., 1991). Ebenso konnte durch
Einsatz von Angiotensin II Rezeptorantagonisten die Endothelfunktion Nitrattoleranter

Tiere verbessert werden (Kurz et al., 1995).

Auch klinische Studien zeigen das RAAS als wichtigen Faktor fiir die Progredienz der
Arteriosklerose, wie am Beispiel eines erhohten Renin-Profils bei KHK-Patienten
(Alderman et al., 1991).

ACE-Hemmer sind diejenige Medikamentengruppe, deren gefidl3- und kardioprotektive
Effekte vielfach nachgewiesen wurden. Insbesondere zeigt die TREND-Studie (Mancini et
al., (TREND) 1997), dass durch diese Medikamentengruppe eine Endotheldysfunktion von

Patienten mit einer koronaren Herzkrankheit verbessert werden kann.

Alle diese Studien belegen einen nicht unerheblichen Einflu3 des Renin-Angiotensin-Al-
dosteron-Systems (RAAS), was die Initiation und Progression der Arteriosklerose als auch

der Nitrat-Toleranz angeht.

Angiotensin entfaltet seine Wirkungen am Gefil} {iber (mindestens) 2 bisher identifizierte
Rezeptor-Subtypen, den AT-1 sowie den AT-2 Rezeptor. Der AT-1 Rezeptor der Angio-
tensin II-Rezeptoren ist vor allem fiir Vasokonstriktion und gefidBBproliferative Effekte ver-
antwortlich (Chiu et al. 1989; Whitebread et al. 1989). Bei dem AT-2 Rezeptor scheinen

antiproliferative Effekte auf das GefiaBsystem zu tiberwiegen (s. Abb.1.3.).
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Angiotensinogen

l Renin p—— B,-Blocker

Angiotensin |

ACE-Hemmer i l ACE, Chymase, CAGE
AT-1 Rezeptor Angiotensin Il
Blocker ‘:/ \
AT-1 Rezeptor AT-2 Rezeptor
- Aldosteronsekretion -Hemmung der Zellproliferation
- Vasokonstriktion - Zelldifferenzierung
- Sympathikusaktivierung - Vasodilatation

- Zellproliferation

Abb.1.3.: Physiologie des Renin-Angiotensin-Aldosteron Systems (RAAS) mit den Unter-
formen und Wirkungsprofilen der Angiotensin Il Rezeptoren AT-1 und AT-2.

Durch ACE-Hemmer wird insgesamt die AT II -Produktion stark vermindert, so dass auch
tiber den AT-2 Rezeptor vermittelte positive Effekte gechemmt werden. Neben dem sys-
temisch aktiven RAAS gibt es auch ein lokales RAAS, das in einzelnen Organen (Herz,
Niere) den Gefidlitonus regelt. Hierbei erfolgt die AT II-Bildung auch iiber andere Enzyme
als das ACE, wie z.B. Chymase oder CAGE. Moglicherweise gewinnen diese lokalen Sys-
teme besonders bei langandauernder Therapie mit ACE-Hemmern an Bedeutung und kom-
pensieren dadurch einen Teil der fehlenden AT II-Bildung. Andererseits wird jedoch die
Bradykinin-Produktion verstirkt, da das mit dem ACE identische Enzym Kininase II eben-
falls unterdriickt wird. Dadurch verursachte erhohte Bradykinin-Konzentrationen wurden
vielfach fiir gefiBBprotektive Wirkungen der ACE-Hemmer verantwortlich gemacht, da

Bradykinin auch in der Lage ist, NO freizusetzen (s. Abb.1.4).

AT-1 Rezeptorantagonisten (s. Abb.1.3.) lassen den Bradykinin-Stoffwechsel weitgehend
unbeeinflusst. Die Wirkung des AT II wird erst am AT-1 Rezeptor blockiert, hierbei
kommt es durch eine fehlende negative Riickkoppelung zu einer Renin-Ausschiittung und
sogar erhohten AT II-Spiegeln. Dadurch wird die AT II-Wirkung auf den nicht blockierten
AT-2 Rezeptor gesteigert. Stoffwechselumwege wie bei ACE-Hemmern, um dennoch eine
Stimulation durch AT II zu erzielen, sind nicht méglich, da die Blockade erst am Rezeptor

selbst (unabhingig von der AT II-Bildung) erfolgt.
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Angiotensinogen
-NO 4 |
* l Renin
Bradykinin * Angiotensin |
l — ACE- — l [ACE] ? Chymase
Hemmer CAGE
inaktive Fragmente Angiotensin Il ¥
AT-1 Rezeptor AT-2 Rezeptor
AT-1 Stimmulation ¢ AT-2 Stimmulation ¢

Abb.1.4.: Wirkungsweise der ACE-Inhibitoren unter Beriicksichtigung des Bradikinin-
Stoffwechsels und moglicher Stoffwechselumwege (Chymase, CAGE) zur
ACE-unabhingigen Angiotensin II Produktion.

So konnen nach einer Behandlung mit einem AT-1 Rezeptorantagonisten Riickschliisse auf
die durch ihn ausgelosten Prozesse erfolgen und seine Stellung im Entstehungsprozess der

Arteriosklerose als auch der Nitrat-Toleranz genauer definiert werden.

Da die Erhohung einer vaskuldren NAD(P)H-Oxidaseaktivitit bei der Entstehung einer
Nitrat-Toleranz (Miinzel et al., 1995) und in diesem Zusammenhang auch durch Angioten-
sin II und seine Rezeptoren eine erhohte O, -Produktion beschrieben wurde (Griendling et
al. 1994; Mohazzab et al. 1994), kann postuliert werden, dass bei allen Zustdnden mit ei-
nem aktiviertem RAAS mit einer Endotheldysfunktion aufgrund einer gesteigerten Akti-
vitit und/oder Expression dieser Oxidase gerechnet werden muf.

Die vaskuldare NAD(P)H-Oxidase zeigt deutliche Parallelen zu dem in Makrophagen iden-
tifizierten NADPH-Oxidasekomlex (Mohazzab et al., 1995; Pagano et al., 1995)
(Abb.1.5.). In Makrophagen wird die Superoxidanionenproduktion von einem membranab-
hingigen, multikomponenten NADPH-Oxidasesystem katalysiert. Dieses beinhaltet u.a.
ein membrangebundenes heterodimeres Cytochrom b-558, welches aus einer kleinen 22
kDa a-Untereinheit (p22-Phox) und einer groBen, glykosilierten 91 kDa [-Untereinheit
(gp91-Phox) besteht. Es gelang diese beiden Untereinheiten neben den cytosolischen
Komponenten p47-Phox und p67-Phox in kultivierten, menschlichen Endothelzellen

(HUVEC) nachzuweisen (Jones et al., 1996). Die Aktivierung dieses Oxidasesystems er-
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fordert die Mitwirkung eines kleinen G-Proteins (Rac), die Aktivitit der Proteinkinase C

und die Translokation der cytosolischen Komponenten zur Membran.

2|&| 2 -0y L] - Axtivierter
\\/

Oxidasekomplex

gp 91 r22} ——
phox =5
> FAD p67 ( Rac [
__NADP* +H*

GTP GTP Hydrolyse

GTP| GDP/GTP Austausch |
GDP

Phosphorylierung durch

()
p67 GDI Isoprenylierung

Abb.1.5.: Schematische Darstellung des NADPH-Oxidase-Komplexes in Makrophagen.
Das Schema zeigt u.a. die membrangebundenen Untereinheiten gp91-Phox,
p22-Phox und die cytosolischen Komponenten p47-Phox, p67-Phox. Zusitzlich
wird der Aktivierungsmechanismus mit Einbeziehung eines kleinen G-Proteins
(Rac) und der Proteinkinase C (PKC) veranschaulicht.

Es stellten sich allerdings auch funktionelle und strukturelle Unterschiede zwischen den
Oxidasesystemen heraus. Beispielsweise zeigte sich bei nichtphagocytischen Oxidasen
auch eine Nutzung von NADH als Substrat, wohingegen Makrophagen ausschlieBlich
NADPH als Elektronendonator verwenden (Griendling et al., 1994). Ferner konnte in
glatten GefdaBmuskelzellen im Gegensatz zu den anderen Untereinheiten keine gp91-Phox

Untereinheit detektiert werden, die der der Makrophagen entspricht (Jones et al., 1995).

Aufgabe der vorliegenden Arbeit war, die Mechanismen und die Auswirkungen einer er-
hohten Superoxidproduktion in vaskulirem Gewebe fortfiihrend zu untersuchen. Anhand
der Ergebnisse sollten die Fragen geklirt werden, ob die Entstehung von oxidativem Stress
einen endothelial bedingten Expressionsanstieg des vaskuldren NAD(P)H-Oxidasesystems
als initialen Mechanismus einschlie3t, ob sich primire Auswirkungen der Inaktivierung
von NO und negativen Beeinflussung des NO/cGMP-Signalweges durch die Kalkulation
der cGK-I Aktivitit iiber die Analyse von P-VASP in intaktem Gewebe nachweisen lassen,
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ob eine eventuell eingeschrinkte Funktionalitit der cGK-I maBigeblich iiber eine Expres-
sionsverdnderung oder iiber eine verminderte NO/cGMP-Signaltransduktion ausgelost
wird und ob sekundiren Effekten durch die Bildung von ONOO" bei Ausbildung einer mit
oxidativem Stress assoziierten Nitrat-Toleranz eine Bedeutung zukommt. Weiterhin sollte
durch Einsatz eines Rezeptorantagonisten der Einfluss des RAAS iiber den AT-1 Rezeptor
analysiert werden und iiberpriift werden, ob sich dadurch primédre Mechanismen und

Auswirkungen von oxidativem Stress unterdriicken lassen.

Obgleich frithere Untersuchungen bei AT II behandelten Ratten eine Expressionserhohung
der kleineren, membrangebundenen NAD(P)H-Oxidase Untereinheit p22-Phox aufwiesen
(Fukui et al., 1997), wurde auf der Grundlage der beschriebenen Befunde ein Schwerpunkt
auf eventuelle Expressionsdnderungen der vaskulidren gp91-Phox Untereinheit auf der
Transkriptionsebene gelegt. Zum einen, weil diese Untereinheit ausschlieBlich im Endothel
nachgewiesen werden konnte, mit Ausnahme des Adventitialgewebes, was vor Versuchs-
beginn weitestgehend entfernt wurde, und zum anderen, weil sie im Vergleich zu den iibri-
gen Untereinheiten am geringsten exprimiert vorliegt (Jones et al., 1996), womit sie einen
limitierenden Faktor fiir einen funktionsfahigen Oxidasekomplex darstellt. Der oxidative
Stress wurde hierfiir in einem Tiermodell durch eine chronische NTG-Therapie bei weiflen
Neuseelandkaninchen (New Zealand White Rabbit = NZWR) induziert, was zur Ausbil-
dung einer Nitrat-Toleranz fiihrt. Die Untersuchungen beinhalteten beziiglich der Lokali-
sation von gp91-Phox eine Endothelentfernung als auch die simultane Anwendung des
AT-1 Rezeptorantagonisten Irbesartan (Irb), um den Einfluss des RAAS und des Rezeptors
mit einzubeziehen. Aufgrund der geringen Expression der gp91-Phox mRNA wurde fiir die
Messungen eine standardkalibrierte, quantitative RT-PCR Methode angewandt.

Um die Anwendbarkeit der Analyse des P-VASP fiir die cGK-I-Aktivitdt (Smolenski et al.,
1998) in intaktem, vaskuldrem Gewebe zu testen, wurden bei Aorten von Kontrolltieren
(NZWR) zunichst die Effekte einer Endothelentfernung als auch die Inhibition der eNOS
untersucht. Die so verminderte NO-Verfiigbarkeit sollte mit einer reduzierten cGK-I-Akti-
vitdt gekoppelt sein, was sich durch eine Abnahme von P-VASP nachweisen lassen
miisste. Anschlielend sollte das Analyseverfahren auf ein Tiermodell fiir Arteriosklerose
(chronisch hyperlipiddmische Watanabe Kaninchen = WHHL) als auch auf das Nitrat-
Toleranz Modell mit und ohne Irbesartan-Behandlung iibertragen werden.

Des weiteren waren die Auswirkungen von Peroxinitrit, dem Reaktionsprodukt aus NO

und O;, Inhalt dieser Arbeit. Hierfiir sollten zum einen mittels Immunprézipitation die
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Tyrosin-Nitrierung der Prostazyklin-Synthase nach Ausbildung einer Nitrat-Toleranz er-
mittelt und zum anderen die Effekte einer in vitro Inkubation von nitrattolerantem vaskuld-
rem Gewebe mit den Peroxinitrit-Fingern Harnsdure (Whiteman & Halliwell, 1996) und
Ebselen (Masumoto et al., 1996) auf P-VASP untersucht werden.

Die Ergebnisse konnten u.a. dazu beitragen die Entstehung von Toleranzeffekten bei einer
Nitroglycerinbehandlung als auch die Initiation und Progression der Arteriosklerose besser

zu verstehen und eventuell zu verhindern.



2. Material & Methoden

2.1. Technische Gerite und Software
2.1.1. Gerite
Densitometrie:

Scanner: Epson GT-9600 mit Durchlichtaufsatz Model EU-35

DNA/RNA-Geldokumentation:

Biometra BioDoc II™

Elektrophoresekammern:
DNA/RNA: Pharmacia Biotech GNA 200
Protein: BioRad Mini-Protean II

Entwickler:

AGFA, Curix 60

Heizblock:

Schutron Schnipptherm

Heizvorrichtung fiir das Wasserbad:

Haake C1 (Fisons), HS 89100

Homogenisierung:
IKA-Labortechnik, Ultra-Turrax™ T8

neoLab®, Porzellanmorser
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Horizontalschaukler:

Heidolph, DUOMAX 1030

Laborwaage:

Kern 510

pH-Meter:
Schott Mikroprozessor pH-Meter CG 840

Photometer:
DNA/RNA: Pharmacia Biotech GeneQuant
Protein: Pharmacia Biotech Ultrospec 3000

Préazisionswaage:

Mettler H51

Proteintransferkammer:

BioRad Mini-Trans-Blot Transfer Cell

Rithrmixer:

IKA Combimag RCH Nr.42547

Spannungsquelle:

BioRad PowerPac 300 Power Supply

Thermocycler:

Biometra Trio-Thermoblock

Vortexer:

Eppendorf-Vortexer

Zentrifugen:
Tischzentrifuge: Heraeus Biofuge pico

Sigma 3K30; Rotoren: 12154-H; 12158
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2.1.2. Computer und Software

PC Pentium III 500 MHz:

Office 97 Professional (Microsoft), ScanPack 3.0 (Biometra), BioDoc Analyse

(Biometra), Sigma Stat (Jandel Scientific).

AuBerdem die Kataloge und Produktinformationen der benannten Hersteller und

Lieferanten.
2.2. Primer, Enzyme, Antikorper und Chemikalien
2.2.1. Primer

Folgende Primer wurden von der Firma Gibco-BRL bezogen:

gp91-Phox Sense: 5’ -CCT
gp91-Phox Antisense: 5’ -TCA
gp91-Phox Linkerprimer: 57’ -CCT

CAC

M-13 Forward (T7-Vektor Primer) 5’ -GTA

Random Primer

ATG
CAT
ATG
CCT

AAA

ACT
CTT
ACT
TTT

CGA

TGG

TCT

TGG
ACA

CGG

hexamer-Oligonukleotide

AAA

CCT

AAA
CTG

CCA

TGG AT -3’
CAT CAT-3’
TGG ATG

ACA T -3’7

G =37

Die Primer-Sequenzdaten der verwendeten gp91-Phox-Primer wurden von Herrn U. Riick-

schloB (Universitidt Halle an der Saale) aus einer Humanen gp91-Phox-Sequenz erarbeitet

und freundlicherweise zur Verfiigung gestellt. Das nach einer RT-PCR (siehe 3.6.3.) bei

Aorten von NZWR aus den Primern gp91-Phox-Sense und -Antisense erhaltene Fragment

wurde von ihm in Zusammenarbeit mit Herrn Dr. H. Morawietz (Universitdt Halle an der

Saale) mittels Sequenzanalyse als gp91-Phox-Teilsequenz identifiziert.
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2.2.2. Enzyme und Reagiersysteme

Bradford-Protein-Assay BioRad
dNTP-Set Gibco BRL
ECL-Reagenz RPN 2109 Amersham
Hind IlI-Restriktionsendonuklease Gibco BRL
Plasmid Purification Kit Qiagen
Ponceau-S Losung Sigma
Ribonuklease-Inhibitor Gibco-BRL
RNA Transcription Kit Stratagene
RNAzol B™ RNA Isolation Kit WAK Chemie
rNTP-Set Stratagene
SuperScript II'™ RNase™ Reverse Transcriptase  Gibco-BRL
Tag DNA-Polymerase Gibco-BRL
TOPO TA Cloning Kit Invitrogen

2.2.3. Antikorper

Anti-VASP (polyclonal, IE273) ImmunoGlobe
Anti-Prostacyclin Syntase (polyclonal) Cayman Chemicals
Anti-Nitrotyrosin (monoclonal) Upstate Biotech
Anti-B-Tubulin (polyclonal) Sigma
Anti-o-Actinin (monoclonal) Sigma

Peroxidase gekoppelter Anti-mouse-IgG Vector-Laboratories
Peroxidase gekoppelter Anti-rabbit-IgG Vector-Laboratories

Anti-cGK-I (polyclonal) und Anti-VASP-Ser239-Phospho (monoclonal, 16C2) wurden
freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. U. Walter (Universitidt Wiirzburg) zur Verfiigung

gestellt.



Material & Methoden 16

2.2.4. Chemikalien

Falls nicht anders angegeben, wurden sdmtliche Chemikalien von den Firmen Alexis,
Caymann Chemicals, Fluka, Merck, Roth, Serva oder Sigma in p.a. oder reinst-Qualitét
bezogen. Molekulargewichts-Standards fiir Nukleinsdure- und Proteingele wurden von der

Firma Gibco-BRL erworben.

2.3. Losungen, Medien und Puffer

2.3.1  KH-Puffer 99,01 mM  NaCl
(Krebs-Hepes-Puffer) 469 mM  KCl

2,5 mM  CaCl,

1,2 mM  MgSO,
25 mM  NaHCO;

1,03 mM  K,HPO4
200 mM  Na-Hepes
11,1 mM  D-Glucose

2.3.2  KH + Prot.-Inh. 100 ul Aprotinin (1 mg/ml)
10 ul Leupeptin (5 mg/ml)
10 pl Pepstatin (2 mg/ml)

ad 10 ml KH-Puffer (3.3.1)

2.3.3  DEPC-H,0O 0,01 %(v/v) Diethylpyrocarbonat
ad 1 1 H,O-bidest.

iiber Nacht geriihrt, autoklaviert

2.3.4 5 x First Strand-Puffer 250 mM Tris-HCI (pH 8,3)
(Gibco-BRL) 375 mM KCl
15 mM MgCl,

235 DIT 0,1 M Dithiothreitol (Gibco-BRL)
bzw. 0,75 M Dithiothreitol (Stratagene)
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2.3.6  dNTP-Mix
(Gibco-BRL)

2.3.7 10 x PCR-Puffer
(Gibco-BRL)

2.3.8 DNA-Ladefarbe

2.3.9  Eth.-Br.-Losung

2.3.10 10 x TEB-Puffer

2.3.11 SOC-Medium

(Invitrogen®)

2.3.12  Ampicilin-Lésung

10
10
10
10

200
500

50
ad 1

10

890
890
10

0,5
10

2,5
10
10
20

50

17
mM dATP
mM dCTP
mM dGTP
mM dTTP

mM Tris-HCI (pH 8,4)
mM KCl

% (w/v) Bromphenolblau
%(w/v) Xylencyanid

9% (v/v) Glycerin (100 %iges)
ml 1 x TEB

mg/ml Ethidium-Bromid
in DEPC-H,0

mM Tris-HCI (pH 7,9)
mM Borsiure

mM EDTA

%(w/v) Bacto-Trypton

%(w/v) Hefeextrakt
mM NaCl

mM KCl

mM MgCl,

mM MgSOy4

mM Glucose

mg/ml  Ampicilin

Sterilfiltriert



Material & Methoden

18

2.3.13 LB/Amp-Agarplatten

2.3.14 X-Gal

2.3.15 IPTG

2.3.16 LB/Amp-Medium

2.3.17 P-1 Puffer

2.3.18 P-2 Puffer

2.3.19 P-3 Puffer

1
0,5
1,5
1

% (w/v) Bacto-Trypton
90(w/v) Hefeextrakt
9% (w/v) Bacto-Agar
%(w/v) NaCl

pH 7.4 mit HCI eingestellt, autoklaviert,

nach abkiihlen unter 50°C mit 1 ml/l Ampi-

cilin-Losung (3.3.12) versetzt und in Petri-

schalen gegossen.

400
ad 10

238

1

0,5
1

mg X-Gal

ml Dimethylformamid

mg IPTG in 10 ml H,O-Bidest,
Sterilfiltriert

90 (w/v) Bacto-Trypton
90(w/v) Hefeextrakt
9%(w/v) NaCl

pH 7,4 mit HCI eingestellt, autoklaviert,

nach abkiihlen mit 1 ml/l Ampicilin-Lésung

(3.3.12) versetzt.

50
10
100

200

3

mM Tris-HCI (pH 8,0)
mM EDTA
pg/ml  RNase A

mM NaOH
%(w/v) SDS

M KOAc (pH 5.,5)
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2.3.20 QBT- Puffer

2.3.21 QC- Puffer

2.3.22  QF- Puffer

2.3.23 TE-Puffer

2.3.24 Hind IlI-Restriktionspuffer

2.3.25 5 x Transkriptionspuffer

2.3.26 rNTP-Mix
(Stratagene)

2.3.27 20 x MOPS

750
50
15

0,15

50

15

1,25

50

15

10

mM
mM

Yo(vIV)
Yo(vIV)

M
mM

Yo(vIV)

M
mM

Yo(vIV)

mM
mM

REACT®
Inkubationspuffer der Fa. Gibco-BRL

mitgelieferter

NaCl
MOPS (pH 7,0)
Isopropanol

Triton X-100

NaCl
MOPS (pH 7,0)

Isopropanol
NaCl
MOPS (pH 8,5)

Isopropanol

Tris-HCI (pH 7,9)
EDTA

mitgelieferter Hind IlI-

Reverse  Transcriptase-

Inkubationspuffer der Fa. Stratagene

10
10
10
10

0,2
50
10
ad 1

mM
mM
mM
mM

mM
mM
1

rATP
rCTP
rGTP
rUTP

MOPS (pH 7,0)
NaAcetat

EDTA

DEPC-H,0 (3.3.3),

autoklaviert
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2.3.28

2.3.29

2.3.30

2.3.31

2.3.32

2.3.33

2.3.34

Entionisiertes Glyoxal

1 M Na-P

RNA-Denaturierungspuffer

10 % SDS

RNA-Ladepuffer

VASP-Hg-Puffer

VASP-Hg-Losung

9 ml Glyoxal
+ 3 g Ionenaustauscher
ca. 2 Stunden geschiittelt, lonenaustauscher

abzentrifugiert, aliquotiert

39 %(v/v) 1M NaH,PO,
61 %(v/v) 1M Na,HPO,

450 pl Dimethylsulfoxid (DMSO)
126 pl Glyoxal (3.3.28)
7,5 ul 1 M Na-P (3.3.29)

16,5 ul DEPC-H,0 (3.3.3)

10 g Natriumdodecylsulfat
ad 100 ml DEPC-H,0 (3.3.3)

500 pl Glycerin (steril)
20 ul 10 % SDS

480 pul DEPC-H,0 (3.3.3)
10 ng Bromphenolblau

20 mM Tris-HCI (pH 7,5)
250 mM Sucrose
3 mM EGTA
20 mM EDTA

100 pl Aprotinin (1 mg/ml)
10 ul Leupeptin (5 mg/ml)
10 ul Pepstatin (2 mg/ml)
50 ul PMSF (0,1 M)

10 pl Cantharidin (1 mM)

1 9(v/v) Triton X-100
ad 10 ml VASP-Hg-Puffer (3.3.33)
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2.3.35 TENN-Puffer

2.3.36 TENN-Hg-Losung

2.3.37 3 x Lammli-Probenpuffer

2.3.38 BSA-Stammldsung

2.3.39 10 x SDS-PAGE-Puffer

2.3.40 Lower-Tris

2.3.41 Upper-Tris

2342 10 % APS

2.3.43 Transfer-Puffer

50
5
150

mM Tris-HCI (pH 7,4)
mM EDTA
mM NaCl

0,5 %(v/v) NP-40

100

10

10

50

ad 10

125
10

17
0,01

100

144

30

10

1,5
0,4

0,5
0,4

10

144

30
20

ul Aprotinin (1 mg/ml)
ul Leupeptin (5 mg/ml)
pl Pepstatin (2 mg/ml)

ul PMSF (0,1 M)

ml TENN-Puffer (3.3.35)

mM Tris-HCI (pH 6,8)

% (w/v) Natriumdodecylsulfat
%(v/v) PB-Mercaptoethanol
9%(v/v) Glycerin (86 %iges)
% Bromphenolblau

pg/ml  Rinderserum-Albumin

g/l Glycin
g/l Tris (freie Base)
% (w/v) Natriumdodecylsulfat

M Tris-HCI (pH 8,8)
9% (w/v) Natriumdodecylsulfat

M Tris-HCI (pH 6,8)
9% (w/v) Natriumdodecylsulfat

90(w/v) (NH4)»,S,0g in H,O-bidest.

g/l Glycin

g/l Tris (freie Base)
9%(v/v) Methanol
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2.3.44 20x PBS

2345 PBStr

2.3.46 Protein A

2.3.47 SNNTE-Puffer

in

1,3
70
30

0,3
0,05

125

50

0,5

M
mM
mM

X
Y (vIv)
Yo(vIV)

ml

Jo(WIv)
mM
mM

M
o(VIV)

NaCl
Na,HPO,
KH,PO,

PBS (aus 3.3.44) +
Triton X-100
Tween 20

Protein-A-Sepharose
TENN-Puffer (3.3.35),
2 h dquilibriert

Sucrose

Tris-HCI (pH 7,4)
EDTA

NaCl

NP-40
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2.4. Tiermodelle

Als Versuchstiere wurden weile Neuseeldnder Kaninchen (New Zealand White Rabbit =
NZWR) beiderlei Geschlechts gewihlt. Fiir Untersuchungen zur cGK-I Expression und
Aktivitdt wurden zusétzlich hypercholesterinimische Watanabekaninchen (WHHL) in die
Untersuchungen einbezogen (Kondo & Watanabe, 1975). Diese Tiergruppe représentiert
aufgrund einer durch ein LDL-Rezeptordefekt ausgeltsten, chronischen Hypercholeste-
rindmie ein bewihrtes Untersuchungsobjekt beziiglich der Anfangsstadien einer Arterio-
sklerose (Buja et al., 1983). Nach dem Zufallsprinzip wurden die Tiere einer der nachfol-

genden Behandlungen zugeteilt:

m Eine Kontrollgruppe ohne entsprechende Behandlung, die fiir einen ebenso langen Zeit-
raum wie die behandelten Tiere unter gleichen Bedingungen gehalten wurde. Sie erhielt
ein Standardfutter ohne Zusatz (=> Ktr bzw. WHHL).

® Eine mit dem AT-1-Rezeptor-Antagonisten Irbesartan (25mg/kg/Tag p.o.) iiber 8 Wo-
chen behandelte Tiergruppe (=> Ktr+Irb bzw. WHHL+Irb).

® Eine mit einem Nitroglycerin (NTG)-Pflaster (1,5 pg/kg/min) iiber 3 Tage behandelte
Tiergruppe (=> NTG bzw. WHHLANTG).

® Eine mit dem AT-1-Rezeptor-Antagonisten Irbesartan (25mg/kg/Tag p.o.) iiber 8 Wo-
chen behandelte NZWR-Tiergruppe, der zusitzlich eine Behandlung mit einem NTG-
Pflaster (1,5 pg/kg/min) tiber 3 Tage verabreicht wurde (=> NTG+Irb).

Die Antrige fiir die Genehmigung der in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente mit
Tieren wurden bei der Behorde fiir Arbeit, Gesundheit und Soziales, Amt fir Gesundheits-
und Veterindrwesen, - Veterindrwesen - ; Tesdorpfstr.8; 20148 Hamburg eingereicht und

genehmigt.
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2.5. Gewebeentnahme und Priparation der Gefifle

Um einen routineméfigen, sicheren Verlauf der Experimente zu erreichen und méogliche
StorgroBen auszuschalten wurden Gewebeentnahme und Préiparation der Gefdlle exakt
definiert und fiir jedes zu untersuchende Tier sehr genau eingehalten.

Gewebeentnahme war grundsitzlich vormittags zwischen 8" und 10® Uhr. Um die post-
mortal eintretende Blutkoagulation zu verhindern, wurden dem zu untersuchenden Tier
unmittelbar vor Herbeifiihren des Todes 1000 i.E. Liquemin® (Heparin-Natrium) i.v. inji-
ziert. Das Einschlifern des Tieres wurde mittels einer Uberdosis Eunarcon® (Pentobarbital)
1.v. vorgenommen. Unmittelbar postmortal wurde dann mit einer scharfen Schere das Fell
im Brust- und Bauchbereich durchschnitten und Abdomen und Thorax erdffnet. Zur Off-
nung des Thorax wurden Rippen und Sternum zeltférmig durchschnitten und entfernt. Im
weiteren Vorgehen wurde das Herz und die Aorta thoracica aufgesucht, die in einem Stiick
vom Herzen bis zum Zwerchfell unter méglichst geringem Zug entnommen wurde. Sie
wurde sofort in ein mit KH-Puffer (2.3.1) gefiilltes, ldngliches Probengefall gegeben und
fortan nur noch auf Eis gehalten. Die Gewebeentnahme wurde freundlicherweise von den
Herren H. Mollnau oder Dr. E. Schultz tibernommen.

Bei der weiteren Priparation im Labor wurde mit Hilfe einer sehr feinen chirurgischen
Pinzette und Federschere das gesamte Gefill von noch anhaftendem, iiberschiissigem peri-
vaskuldrem Bindegewebe befreit. Trotz Heparininjektion im Gefdllumen verbliebene
Blutbestandteile wurden mit Hilfe einer Feinnadelkaniile durch langsame Perfusion mit
KH-Pufferlosung (2.3.1) entfernt. Es mulite bei jeglicher Manipulation sehr genau darauf
geachtet werden, die sehr diinne Endothelschicht nicht zu berithren und dadurch zu
verletzen. Die Gefidlinnenwinde durften sich auf keinen Fall beriihren. Zuletzt wurden die
bei der Aortenentnahme mit der Schere durchtrennten (und dadurch gequetschten) Enden
sauber mit einem Skalpell abgetrennt.

Die von Bindegewebsriickstinden befreite Aorta wurde mit einem Skalpell quer zur Ver-
laufsrichtung in die fiir die jeweiligen Versuche erforderlichen Segmente geschnitten. Die
so erhaltenen Gefillsegmente wurden zum Grofteil mit intaktem Endothel untersucht (=
+E), bei einem kleineren Teil wurde eine Endothelentfernung durchgefiihrt (= -E). Dazu
wurde das Gefil entweder mit 0,01 % Collagenase in KH-Puffer (2.3.1) gefiillt, 10 Minu-
ten bei 37°C inkubiert, anschlieBend vorsichtig Smal in jede Richtung iiber die geschlosse-

nen Arme einer Pinzette gedreht und durchgespiilt oder, fiir Untersuchungen auf der Tran-
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skriptionsebene, lings zur Verlaufsrichtung aufgetrennt, mechanisch mit einem Watte-
stabchen vom Endothel befreit und anschlieBend in KH-Puffer (2.3.1) gewaschen.

Die so erhaltenen Gefd3segmente wurden fiir Untersuchungen auf der Transkriptionsebene
(siehe 2.6) direkt in fliissigem Stickstoff schockgefroren wohingegen fiir Untersuchungen
auf der Translationsebene (siehe 2.7) hier noch eine Inkubation im Wasserbad fiir 30 Mi-
nuten bei 37°C in physiologischem Puffer (KH + Prot.-Inh., 2.3.2) + verschiedener Agen-
zien zwischengeschaltet wurde (siehe P-VASP Analyse, 3.2 und 3.3).

2.6. Arbeiten auf Transkriptionsebene

Alle Arbeiten mit RNA wurden mit besonderer Sorgfalt durchgefiihrt, um Kontamination
der Losungen mit RNasen moglichst zu minimieren. Aus diesem Grund wurden Hand-
schuhe getragen, alle Glasgerite bei 240°C iiber Nacht ausgebacken, Plastikgerite und
Chemikalien ausschlieBlich aus nur fiir RNA-Arbeiten benutzten Vorrdten entnommen und
alle wiBrigen Losungen, soweit die gelosten Chemikalien dies zulieB3en, mit 0,05 % DEPC

behandelt.

2.6.1. Isolation von gesamt-RNA aus Geweben

Die Isolation von gesamt-RNA aus Aortengewebe wurde in Anlehnung an die Methodik
von Chomczynski & Sacchi (1987) unter Verwendung des ,,RNAzol B™-Reagenz* der
Firma WAK-Chemie durchgefiihrt.

Reagenzien:

Fliissig-N,

RNAzol B™-Reagenz (Wak-Chemie)

Chloroform

Isopropanol

Ethanol (75 % mit DEPC-H,0 angesetzt)

DEPC-H,O (2.3.3)



Material & Methoden 26

Arbeitsgang:

Das Tiefgefrorene Aortengewebe (2.5.) wurde zunéchst in fliissigem Stickstoff im Morser
zerrieben, mit RNAzol B™-Reagenz (1 ml / 50 mg Gewebe) versetzt und anschliefend 3
mal fiir 20 Sekunden im Eiswasserbad im Ultra-Turrax™ Homogenisator (Stufe 4) aufge-
schlossen. Zur Phasentrennung wurde pro 1 ml Homogenat 100 ul Chloroform pipettiert,
die Probe 30 Sekunden durch vortexen gemischt und fiir 5 Minuten auf Eis inkubiert. An-
schlieBend wurde mit 12 000 x g bei 4°C fiir 15 Minuten zentrifugiert (Sigma, 12154-H).
Durch die Zentrifugation ergeben sich drei Phasen: eine untere, blaue Phenol/Chloroform-
Phase, eine weille Interphase und eine klare, wirige Phase. DNA und Proteine befinden
sich dabei in der Phenol/Chloroform- und Interphase, wohingegen die RNA ausschlielich
in der wiBrigen Phase gelost ist. Die RNA-Prizipitation erfolgte, nach Uberfiihrung der
wilrigen Phase in ein neues, steriles Eppendorf-Reagiergefil3, durch Zugabe des gleichen
Volumens Isopropanol und einer anschlieenden Inkubation bei 4°C fiir 30 Minuten oder
bei —20°C iiber Nacht. Nach einer folgenden Zentrifugation mit 12 000 x g bei 4°C fiir 30
Minuten (Sigma, 12154-H) war das RNA-Prizipitat als weil3-gelbes Pellet sichtbar. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet einmal mit 75 %igem Ethanol gewaschen. Nach
erneuter Zentrifugation mit 7 500 x g fiir 10 Minuten bei 4°C (Sigma, 12154-H) wurde die
pelletierte RNA luftgetrocknet und in 20 ul DEPC-H,0 pro 50 mg eingesetztes Gewebe

solubilisiert.

2.6.2. Bestimmung von Nukleinsiure-Konzentration

(Sambrook et al., 1989; Cryer et al., 1975)

Die qualitative und quantitative Bestimmung von DNA und RNA erfolgte photometrisch
durch Messung der Absorption bei 260 und 280 nm. Die Messungen wurden in einer
100p1-Quarzkiivette (Schichtdicke 1 cm) in dem Spektralphotometer GeneQuant der Firma
Pharmacia durchgefiihrt. Zwischen Nukleinsdure-Konzentrationen und der Absorption bei
260 nm besteht ein linearer Zusammenhang, so dass sich die Konzentrationen nach
folgenden Formeln berechnen lielen:

Eze0 1,0 =40 pg RNA / ml; bzw. 50 ug DNA / ml

Die Reinheit von Nukleinsduren wurde anhand des Absorbtionsverhiltnisses von 260/280

nm abgeschitzt. RNA-Losungen wurden verwendet, wenn der Quotient > 1,8 war.
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2.6.3. Reverse Transkiptase-Polymerasekettenreaktion

Die Reverse Transkiptase-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) ermdoglicht den Nachweil3
von gering exprimierten mRNAs durch die in vitro Synthese einer zur mRNA komple-
mentidren DNA (cDNA), die in einer nachgeschalteten PCR-Reaktion als Matrize fiir die

Amplifikation spezifischer Fragmente eingesetzt werden kann.

2.6.3.1. Reverse Transkription
(Kotewicz et al., 1985; Gerad et al., 1986)

Fiir cDNA-Synthese aus einer gesamt-RNA-Extraktion (2.6.1) wurde die ,,SuperScript 1l

RNase™ Reverse Transcriptase der Firma Gibco-BRL verwendet.

Reagenzien und Arbeitsgang:

Zu Versuchsbeginn wurden folgende Reaktionsbestandteile fiir die zu untersuchenden

RNA-Proben zusammenpipettiert:

0,2-1 ug RNA-Probe
100 ng Random-Primer (Gibco-BRL)
ad 15 ul  DEPC-H,O (2.3.3)

Die Cocktails wurden fiir 10 Minuten bei 70°C denaturiert und danach auf Eis abgekiihlt.

Anschlieend wurden je 9 ul der folgenden Zusammensetzung hinzugefiigt:

5 ul 5 x First Strand Puffer (2.34)
2 ul 0,1 M DTT (2.3.5)
1 ul  dNTP-Mix (2.3.6)
1 ul  RNase-Inhibitor (10 U/ul, Gibco-BRL)

Die Ansitze wurden zundchst fiir 10 Minuten bei 25°C inkubiert und anschlieBend auf
42°C erwiarmt. 2 Minuten nach Erreichen der 42°C wurde jeweils 1 ul (200 U) SuperScript
IT RNase™ Reverse Transcriptase (Gibco-BRL) hinzupipettiert und fiir 50 Minuten bei die-
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ser Temperatur inkubiert. Durch Erhitzen auf 70°C fiir 15 Minuten wurde das Enzym in-
aktiviert und die Reaktion beendet. Die cDNA‘s wurden entweder bei —20°C gelagert oder
sofort als Matrize fiir eine PCR-Amplifikation verwendet. Sdmtliche Denaturierungs- und

Inkubationsschritte wurden in einem Trio-Thermoblock der Firma Biometra durchgefiihrt.

2.6.3.2. Polymerasekettenreaktion

(Saiki et al., 1988)

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) eroffnet die Moglichkeit zur gezielten in vitro Ampli-
fikation ausgewihlter cDNA-Sequenzbereiche.

Zwei kurze, synthetische Einzelstrang-Oligonukleotide, die den flankierenden Sequenzen
des zu amplifizierenden cDNA-Sequenzbereiches komplementir sind, dienen als Primer.
Unter geeigneten Temperaturbedingungen lagern sie sich an den ihnen entsprechenden
Sequenzbereich der hitzedenaturierten Ausgangs-DNA an. Von diesen Primern ausgehend
synthetisiert eine Tag DNA-Polymerase (s.u.), die keine Exonukleaseaktivitit besitzt, eine
komplementire DNA-Sequenz. Bei optimalem Reaktionsverlauf umfaflt dieses Synthese-
produkt im Bereich seines 3‘-Endes die Sequenz, die dem anderen Primer komplementir
ist und dient nach erneuter Hitzedenaturierung (95°C) wiederum als Matrize.

Es handelt sich im Prinzip um eine Abfolge dreier, sich wiederholender Reaktionsschritte,
die jeweils bei unterschiedlichen Temperaturen ablaufen. Da mit jedem dieser Zyklen die
Verdoppelung der DNA-Menge einhergeht, erfolgt im Laufe dieser Kettenreaktion eine
exponentielle Vermehrung des ausgewéhlten cDNA-Sequenzbereiches.

Die Tag DNA-Polymerase des thermophilen Eubakteriums Thermus aquaticus ist verhilt-
nismiBig hitzestabil und iibersteht die wiederholten Inkubationen bei 95°C weitgehend
unbeschadet, wodurch eine Automatisierung der PCR ermoglicht wurde. Dariiber hinaus
erlaubt das hohe Temperaturoptimum dieses Enzyms (bei 75°C), die Primeranlagerungs-
und Verldngerungsreaktion bei erhohter Temperatur durchzufithren. Dadurch wird die

Amplifikationseffizienz gesteigert.
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Reagenzien und Arbeitsgang:

Zu Versuchsbeginn wurden folgende Reaktionsbestandteile zusammenpipettiert:

2-10 ul RT-Ansatz bzw. 200-500 ng cDNA-Matrize

5 ul 10 x PCR-Puffer (2.3.7)
1,5 ul MgCl; (50 mM, Gibco-BRL)

2,5 pl Sense-Primer (20 pmol/ul)

2,5 ul Antisense-Primer (20 pmol/ul)

2 ul dNTP-Mix (2.3.6)
0,5 ul Tag DNA-Polymerase (5 U/ul, Gibco-BRL)
ad 50 ul DEPC-H,O (2.3.3)

Die Amplifikation erfolgte in einem TrioThermoBlock (Biometra) mit beheizbarem
Deckel. Folgende Standard-Reaktionsbedingungen wurden in einer PCR zur Amplifikation

eines 700 bp groen DNA-Fragments verwendet:

1. Zyklus

5 min bei 95°C denaturieren

1 min Primerhybridisierung bei T, 4°C

45 sek Primerverldngerung bei 72°C

2. —max. 40. Zyklus

1 min bei 95°C denaturieren

1 min Primerhybridisierung bei T, —4°C

45 sek Primerverldngerung bei 72°C

Der T,,-Wert der verwendeten Oligonukleotid-Primer wurde nach folgender Néherung
berechnet:

Th=4x(G+C)+2x(A+T)

Bei unterschiedlichen T,-Werten der beiden Primer wurde die Hybridisierung bei dem
niedrigeren Ty,-Wert durchgefiihrt. Nach dem Ende der Temperaturzyklen wurde der An-
satz fiir 10 Minuten bei 72°C inkubiert und anschlieend auf 4°C abgekiihlt. Nach been-
deter Reaktion wurde das Ergebnis durch Agarose-Gelelektrophorese (2.6.4.) analysiert.
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2.6.4. Agarose-Gelelektrophorese

Durch Agarose-Gelelektrophorese konnen lineare DNA-Fragmente hinsichtlich ihrer
GroBe aufgetrennt werden. Die Wanderungsstrecke ist nach Southern (1979) ihrem Mole-
kulargewicht umgekehrt proportional.

Die Auftrennung von PCR-Produkten erfolgte jeweils mit einem 1 %-igen Agarosegel. Als
GroBenstandard diente eine 100bp DNA-Leiter (Gibco-BRL), die zur Messung linearer,
doppelstriangiger DNA-Fragmente von 100 — 1000 bp eingesetzt werden kann.

Reagenzien:

Agarose

DNA-Ladefarbe (2.3.8)
Eth.-Br.-Losung (2.3.9)

1 x TEB-Puffer (aus 2.3.10)

Arbeitsgang:

Nach Reinigung der Gelkammer, des Gelhalters und der Probenkammer mit H,O-bidest
wurde der Gelhalter mit Klebeband abgedichtet und der Probenkamm eingesetzt. In einem
Becherglas wurden 3 g Agarose abgewogen und ein MefB3zylinder mit 300 ml 1 x TEB-Put-
fer aufgefiillt. Etwa die Hilfte des Volumens wurde zur Agarose gegeben (restliches Vo-
lumen wurde spiter dazugegeben, um die Abkiihlung zu beschleunigen). Die Agarose
wurde anschliefend durch Erhitzen im Mikrowellenherd verfliissigt. Das restliche Fliis-
sigkeitsvolumen wurde dazugegeben und die Agarose-Losung auf ca. 50°C abgekiihlt. Die
abgekiihlte Agarose wurde mit 6 ul Eth.-Br.-Losung versetzt und das Gel blasenfrei gegos-
sen. Nach ca. 30 Minuten wurden aus dem nunmehr erstarrten Gel Klebeband und Proben-
kamm entfernt, die Gelkammer mit 1 x TEB gefiillt und der Geltrdger mit dem Gel in die
Kammer iiberfiihrt. Die Proben wurden mit 1/10 Volumen DNA-Ladefarbe versetzt und in
die Auftrageschlitze pipettiert. Die Voltageeinstellung betrug 120 V und die Laufzeit unge-
fahr 2 Stunden. Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die erhaltenen Banden unter
UV-Licht (A = 300 nm) kontrolliert und dokumentiert, anschlieBend gegebenenfalls den-
sitometrisch analysiert (2.8.). Wenn Fragmente aus dem Gel isoliert werden sollten
(2.6.5.), wurde eine energieschwache Lampe (Desaga, Sarstedt, A = 366 nm) verwendet,

um Veridnderungen bzw. Schidigungen der DNA moglichst zu minimieren.



Material & Methoden 31

2.6.5. Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde mittels eines Elektroelu-

tionsverfahrens durchgefiihrt.

Reagenzien:

Agarose
Eth-Br.-Losung 2.3.9)
1 x TEB-Puffer (aus 2.3.10)

Arbeitsgang:

Ein 1,5 ml Eppendorf-Reagiergefial wurde zunichst mit ca. 800 ul von der fiir die Elektro-
phorese verwendeten Agarosegel-Losung gefiillt. Die zu eluierende Gelbande wurde unter
UV-Licht ausgeschnitten, in das Reagiergefil3 auf das erstarrte Gel gegeben und mit Aga-
rosegel-Losung iiberschichtet. Nach dem Erstarren wurde als nichstes mit einem Skalpell
die untere Spitze des Reagiergefiles gekappt und ein Loch in den Deckel geschnitten
(~Durchmesser des Gefidflirandes). AnschlieBend wurde das Gefidfl bis zum Rand mit 1 x
TEB-Puffer aufgefiillt und luftblasenfrei mit einer Dialysemembran abgedeckt, die durch
SchlieBen des Deckels fixiert wurde. Das so préparierte Gefdl wurde in einer Elektropho-
resekammer befestigt, so dass die Dialysemembran zu Kathode ausgerichtet war. Durch
Anlegen einer Spannung von 120 V fiir ca. 30 Minuten wurde die zu eluierende DNA-
Bande aus dem Gel in den TEB-Puffer transferiert und an der Dialysemembran
festgehalten. Um an der Membran haftende DNA zu losen wurde nachfolgend der
Stromfluf} fiir ca. 1 Minute umgepolt. Der Deckel wurde gedffnet, die Dialysemembran
vorsichtig entfernt und der TEB-Puffer mit der zu eluierenden DNA in ein frisches
Reagiergefall iiberfiihrt. Durch Zugabe des gleichen Volumens Isopropanol wurde die
DNA gefillt und durch Zentrifugation (Sigma, 12154-H, 30 min., 4°C, 10000 UpM)
pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 0,5 ml eiskaltem Ethanol (70
%) gewaschen. Die gefillte DNA wurde an der Luft getrocknet (ca. 15 min) und in 15 - 20
ul DEPC-H,O aufgenommen. Reinheit und Ausbeute wurden photometrisch bestimmt

(2.6.2., Pharmacia GeneQuant).
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2.6.6. Klonierung von PCR-Produkten

Das Klonieren von PCR-Produkten wurde mit Hilfe des ,,TOPO TA Cloning Kits* der
Firma Invitrogen durchgefiihrt. Tag Polymerase besitzt eine Matrizen-unabhingige Trans-
ferase-Aktivitit, die dem 3‘-Ende des PCR-Produktes ein einzelnes Desoxyadenosin hinzu-
fiigt. Dadurch wird mit diesem System aufgrund eines einzelnen, iiberhdngenden 3‘- Des-
oxythymidins am mitgelieferten, linearisierten und aktivierten (Shuman, 1994) Plasmid-
Vektor (pCR®H—TOPO) die direkte, spontan ablaufende Insertion eines durch eine Tagq

Polymerase amplifizierten PCR-Produktes ermoglicht.

2.6.6.1. Ligation in pCR®II-TOPO Cloning-Vektor

Reagenzien und Arbeitsgang:

Zu Versuchsbeginn wurde folgender Ligationsansatz fiir die TOPO-Cloning™ Reaktion

zusammenpipettiert:

~ 10 ng des nach 3.6.5. isolierten PCR-Produktes
1 ul  pCR®I-TOPO Cloning-Vektor
ad 5 ul DEPC-H,0 (2.3.3)

Nach dem Mischen wurde der Ansatz 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, abzentri-

fugiert (Heraeus, 10000 UpM) und bis zur Transformation auf Eis gehalten.
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2.6.6.2. Transformation kompetenter E. coli-Zellen

Fiir die Transformation wurden die im ,,TOPO TA Cloning Kit*“ (Invitrogen) enthaltenen

E.coli-TOP10F’One Shot™ kompetenten Zellen verwendet.

Reagenzien:

B-Mercaptoethanol (0,5 M, Invitrogen)

SOC-Medium (2.3.11)
LB/Amp-Agarplatten (2.3.13)
X-Gal (2.3.14)
IPTG (2.3.15)

Arbeitsgang:

Zunichst wurden 2 pl B-Mercaptoethanol mit 50 pl (1 Aliquot) kompetenter Zellen ver-
mischt. Anschliefend wurden 2 pl des Ligationsansatzes (2.6.3.1.) hinzugefiigt und fiir 30
Minuten auf Eis inkubiert. Nach Hitzeschock (30 Sek. bei 42°C im Wasserbad) und Ab-
kiihlen auf Eis (2 Minuten) wurde der Ansatz mit 250 ul SOC-Medium versetzt und zur
Ampicillin-Selektion fiir 30 Minuten bei 37°C unter Schwenken inkubiert. Danach wurden
100 pl auf mit X-Gal und IPTG behandelte (lacZa-blau/weil3-Selektion) LB/Amp-Agar-
platten ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.6.6.3. Kontrolle der positiven Klone und der Orientierung des cDNA-Inserts

Fiir die Analyse der positiven Klone und der fiir eine in vitro Transkription geeigneten Ori-
entierung des nach 2.6.6.2 klonierten cDNA-Inserts wurden 10 weifle Kolonien gepickt,
jeweils in 10 ul DEPC-H,0 resuspendiert und durch eine Inkubation fiir 5 Minuten bei
95°C aufgeschlossen. Davon wurden 5 pl fiir eine PCR-Reaktion (2.6.3.2.) mit einem
Insert-Antisense-Primer und einem pCR®H—TOPO T7-Vektor-Primer als Sense-Primer
(M13-Forward, 2.2.1.) eingesetzt. Eine der Kolonien, bei der ein Fragment in der erwarte-
ten GroBe (Insert + Vektor-Teilsequenz) amplifiziert wurde, wurde fiir die Anzucht

(2.6.3.4.) mit anschlieBender T7- in vitro cRNA-Synthese (2.6.4.) verwendet.
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2.6.6.4. Anzucht transformierter E. coli-Zellen

Reagenzien:

LB/Amp-Medium (2.3.16)

Arbeitsgang:

Es wurden 50 ml LB/Amp-Medium mit einer positiven Einzellkolonie des verwendeten
E.coli-Stammes angeimpft und 12 — 14 Stunden iiber Nacht bei 37°C in einem Warmluft-
schiittler (180 UpM) inkubiert.

2.6.7. Invitro Synthese von cRNA

2.6.7.1. Plasmid-Isolierung aus 50 ml-Kulturen

(QIAGEN Plasmid Purification Handbook, QIAGEN, 1997)

Reagenzien:

Puffer P1 (2.3.17)
Puffer P2 (2.3.18)
Puffer P3 (2.3.19)
QBT-Puffer (2.3.20)
QC-Puffer (2.3.21)
QF-Puffer (2.3.22)
Isopropanol

Ethanol (70 %)
TE-Puffer (2.3.23)
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Arbeitsgang:

Das durch Zentrifugation (Sigma, 12158, 15 min., 4°C, 8000 UpM) erhaltene Bakterien-
pellet aus der iiber Nacht gewachsenen 50 ml-Kultur (2.6.6.4) wurde in 4 ml Puffer P1
resuspendiert, mit 4 ml Puffer P2 versetzt und durch Invertieren des ReaktionsgefiBBes (5x)
vorsichtig durchmischt. Nach einer 5 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurden 4
ml eiskalter Puffer P3 zugesetzt, der Ansatz durch Invertieren des Reaktionsgefilies
durchmischt und 15 Minuten auf Eis inkubiert. Nach einer anschlieenden Zentrifugation
(Sigma, 12158, 30 min., 4°C, 16000 UpM) wurde der Uberstand filtriert (Schleicher &
Schuell, Faltenfilter, & 150 mm) und auf eine mit 4 ml QBT Puffer dquilibrierte QTAGEN-
tip 100-Sidule transferiert. Nach zweimaligem Waschen (je 10 ml QC Puffer) wurde die
Plasmid-DNA mit 5 ml QF Puffer eluiert, durch Zugabe von 3,5 ml Isopropanol gefillt und
zentrifugiert (Sigma, 12158, 30 min., 4°C, 10000 UpM). Der Uberstand wurde verworfen
und das Pellet mit 2 ml eiskaltem Ethanol (70 %) gewaschen. Die gefillte Plasmid-DNA
wurde an der Luft getrocknet (ca. 15 min) und in 50 pul TE-Puffer aufgenommen. Reinheit

und Ausbeute wurden photometrisch bestimmt (2.6.2., Pharmacia GeneQuant).

2.6.7.2. pCR®II-TOPO -Restriktion

Reagenzien:

Hind IlI-Restriktionspuffer (2.3.24)
DNA-Ladefarbe (2.3.8)

Arbeitsgang:

Das Plasmid pCR®H—TOPO wurde durch einen Hind III —Restriktionsverdau (Gibco-BRL)
fiir eine T7-In vitro-Transkription linearisiert. Dazu wurde das Plasmid mit der entspre-
chenden Menge an Restriktionsenzym 1-2 Stunden unter fiir das Enzym optimalen Bedin-
gungen nach Vorschrift des Herstellers (Puffer und Temperatur) inkubiert. Der Restrik-
tionsverdau wurde durch Zugabe von 1/10 Vol. DNA-Ladefarbe (2.3.8) beendet, der An-
satz gelelktrophoretisch (2.6.4.) getrennt und das linearisierte Plasmid aus dem Gel eluiert

(2.6.5.).
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2.6.7.3. in vitro Transkription

Fiir die in vitro Transkription wurde der ,,RNA Transcription Kit* der Firma Stratagene

verwendet.

Reagenzien und Arbeitsgang:

Zu Versuchsbeginn wurde folgender T7-in vitro Transkriptionsansatz zusammenpipettiert:

1 ug Linearisiertes Plasmid

5 ul 5 x Transkriptions-Puffer (2.3.25)
I ul 0,75MDTT (2.3.5)
4 ul  NTP-Mix (2.3.26)
1 ul  RNase-Inhibitor (10 U/ul, Gibco-BRL)

10 U  T;-RNA-Polymerase (Stratagene)
ad 25ul  DEPC-H,0O (2.3.3)

Der Ansatz wurde bei 37°C fir 1 Stunde im Wasserbad inkubiert, iiber ein
Glyoxal/MOPS-Gel elektrophoretisch analysiert (2.6.7.4.) und die synthetisierte cRNA
nach 2.6.7.5. isoliert.

2.6.7.4. RNA-Elektrophorese mit Glyoxal/MOPS-Gel

Reagenzien:

Agarose

1 x MOPS (aus 2.3.27)
Eth-Br.-Losung (2.3.9)
RNA-Denaturierungspuffer (2.3.30)

RNA-Ladepuffer (2.3.32)
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Arbeitsgang:

Nach Reinigung der Gelkammer, des Gelhalters und der Probenkammer mit Ethanol wurde
der Gelhalter mit Klebeband abgedichtet und der Probenkamm eingesetzt. In einem Be-
cherglas wurden 3,6 g Agarose abgewogen und ein MeBzylinder mit 300 ml 1 x MOPS
aufgefiillt. Etwa die Hélfte des Volumens wurde zur Agarose gegeben (restliches Volumen
wurde spiter dazugegeben, um die Abkiihlung zu beschleunigen). Die Agarose wurde an-
schlieBend durch Erhitzen im Mikrowellenherd verfliissigt. Das restliche Fliissigkeitsvo-
lumen wurde dazugegeben und die Agarose-Losung auf ca. 50°C abgekiihlt. Die abge-
kiihlte Agarose wurde mit 6 ul Eth-Br.-Losung versetzt und das Gel blasenfrei gegossen.
Nach ca. 30 Minuten wurden aus dem nunmehr erstarrten Gel Klebeband und Proben-
kamm entfernt, die Gelkammer mit 1 x MOPS gefiillt und der Geltriger mit dem Gel in die
Kammer iiberfiihrt. Die RNA-Proben wurden mit dem doppelten Volumen Denaturie-
rungspuffer versetzt und 1 Stunde bei 50°C denaturiert. Nach Zugabe von 1/10 Volumen
RNA-Ladepuffer wurden die Ansitze in die Auftrageschlitze pipettiert. Die Voltageein-
stellung betrug konstant 90 V und die Laufzeit ungefédhr 4 Stunden. Nach Beendigung der
Elektrophorese wurde die Transkription unter UV-Licht mit einer energieschwachen
Lampe (Desaga, Sarstedt, A = 366 nm) kontrolliert und die entsprechende RNA-Bande aus
dem Gel isoliert (2.6.7.5).

2.6.7.5. Isolation von cRNA-Fragmenten aus Glyoxal/MOPS-Gelen

Reagenzien:

Agarose
1 x MOPS (aus 2.3.27)
Eth-Br.-Losung (2.3.9)

Arbeitsgang:

Der Arbeitsgang entsprach unter Verwendung der oben angegebenen Reagenzien dem der

Isolation von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen iiber eine Elektroelution (2.6.5.).
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2.6.8. Quantifizierung von mRNA iiber eine kompetitive RT-PCR

Die Voraussetzung fiir die Durchfithrung von mRNA-Expressionsanalysen mittels einer
standardkalibrierten kompetitiven RT-PCR ist die Synthese eines intern deletierten Kom-
petitor-RNA-Fragments, das zu der untersuchenden Proben-mRNA identische Primeranla-
gerungssequenzen (2.2.1.) enthilt. Hierzu wurde in einer konventionellen RT-PCR (2.6.3.)
ein intern deletiertes cDNA Fragment amplifiziert, gelelektrophoretisch aufgetrennt
(2.6.4.) und isoliert (2.6.5.). Die interne Deletion wurde erreicht durch Verwendung eines
Linkerprimers (2.2.1.) als sense-Primer, der zusitzlich zu seiner intern gelegenen Anlage-
rungssequenz die Sequenz des fiir den Versuch zu verwendenden sense-Primers enthilt.
Aus der so gewonnenen intern deletierten cDNA wurde nach Klonierung (2.6.6.) und in
vitro cRNA Synthese (2.6.7.) das gewiinschte, intern deletierte Kompetitor-RNA-Fragment
erhalten.

Das Grundprinzip der kompetitiven RT-PCR ist, das vor Versuchsbeginn die zu untersu-
chenden RNA-Proben mit der intern deletierten Kompetitor-RNA vereint werden, wodurch
es nach einer reversen Transkription bei der anschlieBenden PCR-Reaktion zu einer Kom-
petition der Proben- und Kompetitor-cDNA um ein Primerpaar kommt. Dadurch werden
die unterschiedlich groen cDNA-Fragmente relativ zu ihrem jeweiligen Mengenverhéltnis
amplifiziert. Der Vorteil in der Verwendung einer Kompetitor-RNA zur Standardisierung
liegt in der Unabhingigkeit der einzelnen Reaktionen von der Qualitit der fiir die RT-PCR

benutzten Enzyme (Reverse Transcriptase/ Tag-DNA Polymerase) und des Thermocyclers.

2.6.9. Analyseverfahren und Datenerfassung auf Transkriptionsebene

Fir die mRNA-Expressionsanalysen der NAD(P)H-Oxidaseuntereinheit gp91-Phox wur-
den zwei verschiedene Varianten der kompetitiven RT-PCR angewendet: ein semiquanti-
tatives Verfahren mit einer konstant gehaltenen Kompetitor-RNA-Konzentration, um
eventuelle Expressionsunterschiede abzuschitzen und die Reaktionskomponenten (Kom-
petitor-RNA; Primer) zu testen und eine quantitative Methode mit definierten Kompetitor-
RNA-Verdiinnungsstufen, um eventuelle Expressionsunterschiede zwischen den zu unter-
suchenden Behandlungsgruppen genauer zu charakterisieren. Die PCR (2.6.3.2.) wurde mit
20 % des RT-Ansatzes (2.6.3.1.) durchgefiihrt und erfolgte iiber 35 Zyklen mit einer Pri-

merhybridisierungstemperatur von 58°C.
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2.6.9.1. Semiquantitative Analyse der gp91-Phox mRNA-Expression

Fiir die Versuchsdurchfithrung wurden gleiche Anteile der zu untersuchenden RNA-Pro-
ben (je 200 ng) mit konstanten Anteilen einer nach 2.6.8. synthetisierten, intern deletierten
gp91-Phox Kompetitor-RNA vereint und iiber eine RT-PCR (2.6.3.) amplifiziert. Nach
gelelektrophoretischer Auftrennung (2.6.4.) der unterschiedlich groen Proben- und Kom-
petitorfragmente wurden die Lichtintensititen der Banden densitometrisch bestimmt (2.8.).
Aus den erhaltenen Werten wurde das Verhiltnis von Probe zu Kompetitor in den einzel-
nen Ansidtzen berechnet und fiir jede untersuchte Behandlungsgruppe zusammengefal3t.
Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen reflektieren dabei Unterschiede in der rela-

tiven mRNA Expression von gp91-Phox.

2.6.9.2. Quantitative Analyse der gp91-Phox mRNA-Expression

Fiir die Versuchsdurchfithrung wurden jeweils gleiche Anteile einer Proben-RNA (200 ng)
mit definierten Verdiinnungsstufen einer nach 2.6.8. synthetisierten, intern deletierten
gp91-Phox Kompetitor-RNA vereint und iiber eine RT-PCR (2.6.3.) amplifiziert. Nach
gelelektrophoretischer Auftrennung (2.6.4.) und densitometrischer Messung der erhaltenen
Banden (2.8.) wurde aus den Werten das Verhiltnis von Kompetitor zu Probe fiir jede ein-
zelne Kompetitor-Verdiinnungsstufe berechnet. Da es sich bei einer PCR um einen expo-
nentiellen Zuwachs der Amplifikate handelt, wurden die logarithmierten Daten der erhalte-
nen Quotienten (y-Achse) dem Logarithmus der jeweils dazugehorigen Kompetitorverdiin-
nung (x-Achse) graphisch gegeniibergestellt. Der Schnittpunkt der Regressionsgeraden auf
der x-Achse (Log des Quotienten aus Kompetitor und Probe = 0) zeigt dabei die Kompeti-
torverdiinnung, die dem Anteil der gp91-Phox mRNA in der eingesetzten Probe entspricht
(Mengenverhiltnis von Proben-mRNA und Kompetitor-RNA = 1:1). Durch Einsatz mehre-
rer Proben unterschiedlicher Behandlungsgruppen lassen sich mit Hilfe dieser Werte

eventuelle Differenzen in der relativen mRNA Expression von gp91-Phox ermitteln.
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2.7. Arbeiten auf Translationsebene

2.7.1. Proteinextraktion aus Gewebe

Reagenzien:

Fliissig-N,
VASP-Hg-Losung bzw. TENN-Hg-Losung (2.3.34; 2.3.36)
3 x Limmli-Puffer (2.3.37)

Arbeitsgang:

Das Tiefgefrorene Aortengewebe (2.5.) wurde zunéchst in fliissigem Stickstoff im Morser
zerrieben, in ein mit fliissigem Stickstoff vorgekiihltes 2 ml Eppendorf-Reagiergefil} iiber-
fiihrt und mit eiskalter Hg-Losung (300 ul pro 100 mg Gewebe) durch leichtes vortexen
aufgetaut. AnschlieBend wurde das Homogenat unter mehrmaligem vortexen 1 Stunde auf
Eis inkubiert, um mittels der in den Hg-Losungen enthaltenen Detergenzien (Triton X-100
bzw. NP-40) die mit Membranen assoziierten Proteine aufzuschlieen. Darauf folgte eine
Zentrifugation fiir 10 Minuten mit 5000 x g bei 4°C (Sigma, 12154-H), um unlosliches
Material zu entfernen. Der Uberstand wurde in ein frisches ReagiergefiB iiberfiihrt und ca.
20 ul fiir die Protein-Konzentrationsbestimmung (2.7.2.) abgenommen. Fiir Untersuchun-
gen zur cGK-I-Expression und -Aktivitit (siehe 2.7.6.1.) wurde der restliche Uberstand 2:1
mit 3 x Laimmli-Puffer versetzt, 5 Minuten bei 95°C denaturiert und entweder sofort iiber
eine SDS-PAGE (2.7.3.) aufgetrennt oder bei —20°C gelagert. Fiir Untersuchungen zur
Tyrosin-Nitrierung der Prostazyklinsynthase (siehe 2.7.6.2.) wurde etwa drei Viertel des
Volumens fiir eine Anti-Nitrotyrosin Immunprézipitation (2.7.5.) eingesetzt und der ver-
bleibende Uberstand nach Zugabe von 3 x Limmli-Puffer und anschlieBender Denaturie-

rung (s.o.) fiir parallel laufende Expressionsanalysen bei —20°C gelagert..
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2.7.2. Protein-Konzentrationsbestimmung

Reagenzien:

VASP-Hg-Losung oder TENN-Hg-Losung  (2.3.34; 2.3.36)
BSA-Stammlosung (2.3.38)
BioRad Bradford-Reagenz

Arbeitsgang:

Nach Bradford (1976) wurde mit Hilfe des Bio-Rad Protein Assays in Verbindung mit der
jeweils verwendeten Hg-Losung (2.7.1.) eine Eichkurve mit aufsteigenden, definierten
Proteinkonzentrationen (aus BSA-Stammlosung) erstellt (inkl. einer Leerprobe 10 Rea-
genzgliser, Proteingehalt von 0,5 bis 20ug/ml). Die zu messenden Proben wurden jeweils
als Doppelbestimmung nach entsprechender Vorverdiinnung (5 pl ad 800 ul H,O-bidest.)
ebenfalls in Reagenzglaser iiberfiihrt. Nach Zugabe des Bio-Rad Reagenz (200 pl bei ei-
nem Gesamtvolumen von 1000 ul) wurden die Proben durch mehrmaliges Invertieren ge-
mischt und nach 15 Minuten die Extinktion bei 595nm Wellenldinge gemessen. Aus der

Eichkurve wurde die Proteinkonzentrationen der Proben in pg/ul abgeleitet.

2.7.3. Diskontinuierliche SDS-Polyacryamid-Gelelektrophorese
(Laemmli, 1970)

Reagenzien:

1 x SDS-PAGE-Laufpuffer (aus 2.3.39)

Zusammensetzung der Gele: Trenngel: Sammelgel:
Acrylamid/Bisacryamid (Roth) 3 ml 0,5 ml
(30/0,8 % in H,O-bidest.)

Lower Tris  (2.3.40) 25 ml 0 -
Upper-Tris  (2.341) - 1,25 ml
10 % APS  (2.3.42) 100 pl 50 ul

H,O-bidest. ad 10 ml ad 5 ml
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Arbeitsgang:

Die gelelktrophoretische Auftrennung von Proteinen erfolgte mit dem System ,,Mini Pro-
tean I der Firma BioRad®. Dafiir wurden zuniichst 1 mm starke, ca. 5 cm lange 9 %ige
Trenngele angefertigt. Zur Synthese einer gleichmiBigen Gelkante wurde die Losung mit
Isopropanol iiberschichtet. Nach erfolgter Polymerisation und Entfernen des Isopropanols
wurde ein 1 cm starkes 3 %iges Sammelgel aufgegossen. Die Probentaschen hatten eine
Breite von 3 — 5 mm, so dass bis zu 40 ul Probe pro Tasche aufgetragen werden konnten.
Zur Denaturierung der Proteine wurden die mit Lammli-Puffer versetzten Proben (2.7.1.)
unmittelbar vor dem Auftragen 5 Minuten bei 95°C inkubiert. Zusitzlich wurden in jedem
Gel ein 10 kDa Molekulargewichts-Standard (10-120 kDa in 10 kDa-Schritten, Gibco-
BRL) und ein vorgefirbter, im Gel sichtbarer Protein-Standard (Gibco-BRL) aufgetragen.
Die Elektrophorese erfolgte mit 1 x SDS-PAGE-Laufpuffer zunéchst bei 60 V, bis die Pro-
ben in das Sammelgel eingetreten waren. Anschlieend wurde die Elektrophorese bei kon-
stant 200 V fiir ca. 2 Stunden fortgefiihrt, bis die 30 kDa-Bande des vorgefarbten Protein-

Standards das Ende des Trenngels erreicht hatte.

2.74. Transfer und Immunologischer Nachweifl von Proteinen auf Membranen
(Western blot; Towbin et al., 1979)

Der Transfer von Proteinen aus einem SDS-PAGE-Gel auf Nitrozellulose-Membranen

erfolgte mit der ,,Mini Trans-Blot Cell*“ der Firma BioRad.

Reagenzien:

Transfer-Puffer (2.3.43)
Ponceau-S-Losung (Sigma)

Waschpuffer: 1 x PBS bzw. PBStr (aus 2.3.44 bzw. 2.3.45)
Blockmedium: fettarmes Milchpulver (Sigma) bzw. Haemoglobin (Sigma)
ECL-Reagenz (Amersham)
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Arbeitsgang:

Eine Nitrozellulose-Membran (Schleicher & Schuell) wurde in der Groe des Trenngels
zurechtgeschnitten und zwei 1,5 mm Mini Trans-Blot® Filterpapiere (BioRad) bereitgelegt.
In einer mit Transfer-Puffer gefiillten Schale wurde luftblasenfrei ein Filterpapier, das
Trenngel, die Nitrozellulose-Membran und das zweite Filterpapier iibereinandergelegt und
mit einem Blothalter zusammengeklemmt. Der Blothalter wurde in die mit Transfer-Puffer
gefiillte Transferkammer tiberfiihrt, so dass die Membran zur Anode ausgerichtet war. Der
Proteintransfer erfolgte bei 4°C und konstant gehaltenem Stromflu3 von 250 mA in 2
Stunden. Nach Abbau des Blotaufbaus wurden die Proteine zur Uberpriifung von Ladung
und Transfer als auch zur Kennzeichnung der 10 kDa Molekulargewichtsmarkerbanden
mittels einer Ponceau-S Firbung (10min bei RT) auf der Membran sichtbar gemacht. Nach
Entfernen der Ponceau-S Farbung mit Waschpuffer wurden zum immunologischen Nach-
weill von Proteinen zunéchst freie Bindungsplédtze der Membran durch eine Inkubation mit
1-5 % (w/v) Blockmedium in Waschpuffer (iiber Nacht bei 4°C) abgesittigt, wobei die
Losung, wie bei allen folgenden Inkubationen durch leichtes Schwenken auf einem Hori-
zontalschaukler stindig durchmischt wurde. Am folgenden Tag wurde der Blot 1-2 Stun-
den mit in Waschpuffer + Blockmedium verdiinntem Antiserum inkubiert, wobei etwa 0,5
ml Inkubationslésung pro cm® Membran eingesetzt wurden. AnschlieBend wurde die
Membran 5 mal fiir 5 Minuten mit Waschpuffer gewaschen und nachfolgend fiir 1-2 Stun-
den mit in Waschpuffer + Blockmedium verdiinntem Sekundirantikorpern (Peroxidase
gekoppelter Anti-mouse/rabbit-IgG, 2.2.3) inkubiert. Nach dem Waschen (s.0.) wurde die
Membran auf eine Glasplatte gelegt, eine 2 Komponenten ECL-Losung (Amersham) zu-
sammenpipettiert (Gesamtvolumen: 1,5 ml) und auf der Membran verteilt. Nach einer 1
miniitigen Inkubation wurde die Membran abgetropft, mit Klarsichtfolie bedeckt und in
eine Filmkassette gelegt. Die Detektion erfolgte durch Auflegen eines Rontgenfilms
(Kodak BioMax™ MR) fiir 1 Sekunde bis zu 30 Minuten (je nach Intensitit) in einer

Dunkelkammer.



Material & Methoden 44

2.7.5. Anti-Nitrotyrosin Immunprizipitation

Reagenzien:

TENN-Puffer (2.3.35)
Protein A (2.3.46)
SNNTE-Puffer (2.3.47)
1 x Lammli-Puffer (aus 2.3.35 und 2.3.36)

Arbeitsgang:

Fir eine Anti-Nitrotyrosin-Immunprézipitation wurden nach 2.7.1. Proteinhomogenate
unter Verwendung der TENN-Hg-Losung (2.3.36) angefertigt und mit TENN-Puffer auf
eine Konzentration von 1 pg/ul eingestellt. 1 ml dieser Konzentration wurde mit 25 ul
Protein A versetzt und 30 Minuten unter leichtem Schwenken auf einem Horizontal-
schaukler bei 4°C inkubiert, um eventuell vorhandene Immunglobuline zu entfernen. An-
schlieend wurde fiir 30 Minuten bei 4°C mit 13000 UpM (Sigma, 12154-H) zentrifugiert.
Der Uberstand wurde in ein frisches Reagiergefif iiberfithrt, mit 10 pg Anti-Nitrotyrosin
(Maus monoclonal, Upstate Biotech) versetzt und durch Invertieren gemischt. Nach ca. 3
Minuten wurden 30 ul Protein A zugegeben und der Ansatz iiber Nacht bei 4°C unter
leichtem Schwenken auf einem Horizontalschaukler inkubiert. Am folgenden Tag wurde
fiir 30 Minuten bei 4°C mit 13000 UpM (Sigma, 12154-H) zentrifugiert. Der Uberstand
wurde vorsichtig abgegossen und das Pellet 4 mal mit SNNTE-Puffer durch kurzes vor-
texen mit einer anschlieBenden Zentrifugation (Tischzentrifuge, ca. 30 Sek., 14000 UpM)
gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurde der Uberstand auf Zellstofftuch abge-
gossen, damit moglichst die gesamte Fliissigkeit entfernt wird. Das Pellet wurde durch
vortexen in 30 ul 1 x Ldmmli-Puffer resuspendiert und 10 Minuten auf Eis inkubiert. An-
schlieend wurde das Prézipitat fiir 5 Minuten bei 95°C denaturiert und entweder sofort
weiterverwendet (SDS-PAGE mit anschlieBendem Immunoblot, 2.7.3 und 2.7.4) oder bei —
20°C gelagert.
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2.7.6. Analyseverfahren und Datenerfassung

2.7.6.1. Expression und Aktivitit der cGMP-abhéngigen Proteinkinase I

Die Untersuchungen zur cGK-I Expression und Aktivitdt wurden mit Hilfe der Western-
Blot Technik (2.7.4.) durchgefiihrt. Die hierfiir verwendeten Proteinhomogenate wurden
nach 3.7.1. mit VASP-Hg-Losung (2.3.34) hergestellt. Zur Detektion der cGK-I
Expression wurde ein polyklonaler cGK-I Antikorper (2.2.3., Verdiinnung 1:5000)
eingesetzt. Zusitzlich konnte im gleichen Blot durch horizontale Zerteilung der Membran
bei ca. 65 kDa die VASP-Ser239 Phosphorylierung (P-VASP) unter der Verwendung eines
phosphospezifischen Antikorpers (16C2: 2.2.3., Verdiinnung 1 pg/ml) analysiert werden.
Parallel dazu wurde ein zweiter Blot mit den jeweils entsprechenden Proben angefertigt,
um mit Hilfe eines konventionellen VASP-Antikorpers (IE273: 2.2.3., Verdiinnung
1:3000) Schwankungen im gesamt-VASP-Gehalt (VASP) der Proben zu detektieren. Die
Antikorperreaktionen wurden fiir 90 Minuten mit 1 % (w/v) Himoglobin in Waschpuffer
(PBStr, 2.3.45) bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Nach densitometrischer Auswertung
der erhaltenen Banden (2.8.) wurde fiir die Kalkulation der cGK-I Aktivitit bei
unverdnderter Expression dieser Kinase stets das Verhiltnis von P-VASP zu VASP
(P-VASP:VASP) berechnet und unbehandelten Kontrollproben (P-VASP:VASP =1)
gegeniibergestellt. Um Schwankungen beziiglich Ladung (15-20 pg) und Transfer der
Proteine auf den Blots auszugleichen wurde stets gegen a-Aktinin (2.2.3., Verdiinnung

1:1000) oder B-Tubulin (2.2.3., Verdiinnung 1:1000) normalisiert.

2.7.6.2. Expression und Tyrosin-Nitrierung der Prostazyklin-Synthase

Fiir die Untersuchungen zur Expression und Tyrosin-Nitrierung der Prostazyklin-Synthase
(PGIL,-S) wurden je 20 pug der nach 2.7.1. mit TENN-Hg-Losung (2.3.36) hergestellten
Proteinhomogenate neben den aus 2.7.5. gewonnenen Immunprizipitaten iiber eine SDS-
PAGE (2.7.3.) aufgetrennt und anschlieBend Immunologisch (2.7.4.) unter Verwendung
eines polyklonalen Anti-PGI,-S Antikorpers (2.2.3, Verdiinnung 1:1000) untersucht. Die
erhaltenen Banden wurden densitometrisch ausgewertet (2.8.). Die Antikorperreaktionen
wurden fiir 90 Minuten mit 3 % (w/v) fettarmen Milchpulver in Waschpuffer (1 x PBS, aus
2.3.44) bei Raumtemperatur durchgefithrt. Um Schwankungen beziiglich Ladung und
Transfer der Proteinhomogenate auf den Blots auszugleichen wurde gegen a-Aktinin

(2.2.3., Verdiinnung 1:1000) normalisiert.
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2.8. Densitometrische Auswertung

Die densitometrischen Bestimmungen von Bandenintensititen wurden mit Hilfe des
Epson-Scanners GT-9600 (Durchlichtaufsatz Model EU-35) und des Programms ScanPack
3.0 (Biometra) durchgefiihrt.

Fiir die Untersuchungen auf der Translationsebene (2.7.) wurde aus den erhaltenen Daten
(Area Under Curve = AUC) fiir jede Probe der Einzelprozentwert zum Mittelwert der ver-
wendeten Kontrollen (= 100 %) berechnet. Die Einzelprozente aus mehreren Versuchen
wurden fiir weitere Berechnungen (P-VASP:VASP, 2.7.6.1.; Statisik, 2.9.) und zur Dar-
stellung von Expressionsverdnderungen fiir jede Probengruppe zusammengefalfit.

Fiir die Berechnungen auf der Transkriptionsebene (2.6.) wurden die densitometrischen

Rohdaten (AUC) verwendet.

2.9. Statistik

Zunichst wurden bei allen Versuchsreihen Mittelwert und Standardabweichung berechnet
sowie die Anzahl der Versuche bestimmt. Daraus wurde der Standardfehler des Mittel-
werts (= standard error of the mean ,,SEM*) abgeleitet (= Stabw/Wurzel(n)) und folgend
alle Ergebnisse als Mittelwert £ SEM dargestellt.

Die Signifikanztestung wurde mit dem Programm SigmaStat (Jandel Scietific) durchge-
fiihrt, wobei beim Vergleich von zwei Behandlungsgruppen der Studentische t-Test und
beim Vergleich mehrerer Gruppen miteinander One Way RM ANOVA nach der Bon-
feroni-Methode angewendet wurde. Signifikante Unterschiede wurden angenommen, wenn

P < 0,05 war.



3. Ergebnisse

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten die Mechanismen und Auswirkungen von oxi-
dativem Stress in vaskuldarem Gewebe auf molekularbiologischer Ebene nidher untersucht
werden. Da beschrieben wurde, dass die Ausbildung einer Nitrat-Toleranz mit oxidativem
Stress verbunden ist, wurde dieses Modell fiir Untersuchungen in Aortengewebe von Ka-
ninchen ausgewdbhlt.

Die Experimente gliederten sich in drei Hauptschwerpunkte. Im ersten sollte auf der Tran-
skriptionsebene die mRNA-Expression der O, produzierenden NAD(P)H-Oxidase anhand
ithrer gp91-Phox Untereinheit untersucht werden. Der zweite Schwerpunkt bezog sich auf
Proteinexpression und Aktivitit der cGMP-abhiingigen Proteinkinase I (cGK-I) mittels
Analyse der Serin239-Phosphorylierung des Vasodilatator stimulierten Phosphoproteins
(P-VASP). Hierfiir wurden zusétzlich beziiglich der Auswirkungen von oxidativem Stress
in den Anfangsstadien einer Arteriosklerose Aorten von drei bis vier Monate alten, chro-
nisch hyperlipiddamischen Watanabekaninchen in die Versuche einbezogen. Des weiteren
sollten im dritten Schwerpunkt die Auswirkungen von Peroxinitrit, dem Reaktionsprodukt
aus Stickstoffmonoxid (NO) und Superoxid (O,") untersucht werden. Dazu sollte ebenfalls
die Analyse der cGK-I Aktivitit in Verbindung mit Peroxinitrit senkenden Agenzien ein-
gesetzt als auch die nitrierenden Eigenschaften von Peroxinitrit am Beispiel von Tyrosin-

nitrierungen der Prostazyklin-Synthase untersucht werden.

3.1. mRNA Expression der NAD(P)H-Oxidase Untereinheit gp91-Phox

Fiir die mRNA-Expressionsanalysen von gp91-Phox an Aortengeweben von weillen Neu-
seelandkaninchen (NZWR) wurde aufgrund der geringen Expression des Proteins eine
standardkalibrierte RT-PCR mit intern deletierter Kompetitor-RNA (2.6.8.) angewendet.

Die Untersuchungen wurden in zwei Schritten durchgefiihrt. Um eventuelle Expressions-
unterschiede abzuschitzen und die Reaktionskomponenten (Kompetitor-RNA; Primer) zu
testen wurde im ersten Schritt mittels semiquantitativer RT-PCR (2.6.9.1.) die RNA aus
Aorten von Nitrat-Toleranten (NTG) und unbehandelten Kontrollkaninchen (Ktr) unter-
sucht, die sich anschlieBend im zweiten Schritt mit Einbeziehung einer Blockade des An-
giotensinrezeptors 1 (AT-1) als auch einer Endothelentfernung durch eine quantitative RT-

PCR (2.6.9.2.) genauer charakterisieren lie}. Fiir die AT-1 Rezeptorblockade wurden die
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Versuchstiere iiber einen Zeitraum von acht Wochen mit dem AT-1 Rezeptorantagonisten

Irbesartan vorbehandelt.

3.1.1. RT-PCR mit semiquantitativer Kompetition

Fiir einen initialen Test wurden jeweils 200 ng einer gesamt-RNA-Extraktion (2.6.1.) aus
Aorten von 6 Ktr- und 6 NTG-Tieren (= Probe) mit einem konstanten Anteil Kompetitor-
RNA kombiniert und mittels RT-PCR amplifiziert. Die gelelektrophoretische Auftrennung
(Abb. 3.1.) zeigte eine erfolgreiche Amplifikation der zu erwartenden Fragmente in Hohe
von 700 Basenpaaren (bp) fiir die Proben (706 bp) und 500 bp fiir den intern deletierten
Kompetitor (508 bp).

Nr. 1 2 3 a4 5 6 1 2 3 4 5 6 M _ [bp]

Probe

_.>
Kompetitor < 310

Abb. 3.1.: Gelelektrophoretische Auftrennung einer semiquantitativen RT-PCR zur Ana-
lyse der gp91-Phox mRNA Expression in Aorten von unbehandelten Kontroll-
(Ktr) und Nitrat-Toleranten (NTG) Kaninchen (M = DNA-Molekulargewichts-
standard; [bp] = DNA-Fragmentgrofle in Basenpaaren).

Somit waren zum einen die Grundvoraussetzungen zur Durchfiihrung einer quantitativen
RT-PCR fiir die Analyse der gp91-Phox mRNA gegeben.

Zum anderen zeigte die densitometrische Auswertung (2.8.), dass in vaskuldarem Gewebe
von NZWR nach einer chronischen Nitroglycerin-Therapie zumindest mit einer Verdopp-
lung der mRNA-Expression der NAD(P)H-Oxidaseuntereinheit gp91-Phox gerechnet wer-
den kann (Tab. 3.1.).

Ktr  Nr. Probe : Kompetitor NTG Nr. Probe : Kompetitor
1 0,382 1 0,483
2 0,190 2 0,327
3 0,368 3 0,857
4 0,104 4 0,973
5 0,239 Mittel: 0,241 =100 % 5 0,686 Mittel: 0,641 ~ 266 %
6 0,166 +/- SEM: 0,046 +/-19 % 6 0,522 +/-SEM: 0,099 +/-41%

Tab. 3.1.: Auswertung der densitometrisch ermittelten Werte der gelelektrophoretischen
Auftrennung aus Abb. 3.1. und Darstellung des Ergebnis in Prozent £ SEM
bezogen auf den Mittelwert der Kontrollen (= 100 %)(* = p < 0.05).
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3.1.2. RT-PCR mit quantitativer Kompetition

Zur Durchfithrung der quantitativen RT-PCR wurde der Versuchsablauf in zwei Schritte
gegliedert: der erste als Vorversuch bezeichnete Schritt diente zur genaueren Festlegung
der fiir die im zweiten als Hauptversuch bezeichneten Schritt benétigten Kompetitorver-
diinnungsstufen. Ziel des Vorversuchs war es, die Verdiinnungen so einzustellen, dass im
Hauptversuch moglichst bei allen durchgefiihrten Amplifikationen nach gelelektrophoreti-
scher Auftrennung eine densitometrisch auswertbare Bande fiir den Kompetitor als auch
fiir die Probe erhalten wird, um das Verhiltnis von Probe zur jeweils eingesetzten Kompe-
titorverdiinnungsstufe berechnen zu konnen. Das daraus resultierende Ergebnis dient zur
Bestimmung der Gleichgewichtsreaktion, in der die Kompetitorkonzentration ermittelt

wird, die der der jeweils eingesetzten Probe entspricht.

3.1.2.1. Vorversuch zur Ermittlung der Kompetitor-Verdiinnungsstufen

Zur Festlegung der im Hauptversuch anwendbaren Kompetitorverdiinnungen wurde hier
die aus der Gelextraktion (2.6.7.5.) gewonnene Kompetitor-RNA in fiinf Stufen jeweils
1:10 verdiinnt (10'1 bis 107 ), 1 ul jeder Stufe mit einem konstanten Anteil (250 ng) einer
gesamt-RNA-Extraktion aus Aorten von je einem Ktr- bzw. einem NTG-Tier kombiniert
und mittels RT-PCR amplifiziert.

Die Gelelektrophoretische Auftrennung zeigte fiir die Ktr-Probe Amplifikationen beider
Banden im Bereich von 10" bis 10 und fiir die NTG-Probe von 10" bis 10~ (Abb. 3.2.).
Dabei war bei der NTG-Probe eine Verschiebung der Gleichgewichtsreaktion zwischen
Kompetitor und Probe in Richtung einer hoheren Kompetitorverdiinnungsstufe erkennbar
(NTG zwischen 107 und 107; Ktr bei 107), was einer Erhohung der mRNA-Expression
von gp91-Phox bei NTG-Tieren entspricht.

Aufgrund dieses Ergebnisses wurden sechs Verdiinnungsstufen fiir den nachfolgenden
Hauptversuch festgelegt. Ausgehend von der zweiten Verdiinnung (10%) wurde die Kom-
petitor-RNA jeweils 1:2 verdiinnt. Den daraus resultierenden Verdiinnungsstufen wurden
aufgrund einer zu geringen, nicht exakt bestimmbaren Ausgangskonzentration unbe-

stimmte Einheiten von 32 bis 1 zugeordnet (Abb. 3.2).
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Ktr (+E) NTG (+E)
M M [bp]
Prob = 700
Kompertci)to? :: ggg

Komp.-Verd.: 10 |10?/ 103 10* 10° 10" 102 10° 104 107
Vorversuch ll

(1:10) jet:2

/A A A A A
Komp.-Verd.: 32 16 8 4 o 1
Hauptversuch
(ab 102 in unbestimmten Einheiten 1:2)

Abb. 3.2.: Gelelektrophoretische Auftrennung der quantitativen RT-PCR des Vorversuchs
(Kompetitor-Verdiinnung 1:10) zur Bestimmung der Kompetitor-Verdiin-
nungsstufen fiir den Hauptversuch (32-1, je 1:2) (M = 100 bp DNA-Molekular-
gewichtsstandard).

3.1.2.2. Hauptversuch

Es wurden die Aorten von insgesamt sechzehn weilen Neuseelandkaninchen untersucht,
von denen acht mit dem AT-1 Rezeptorantagonisten Irbesartan (Irb) vorbehandelt wurden.
Je vier Tieren aus den beiden Gruppen wurde vor Versuchsdurchfiihrung eine chronische
NTG-Therapie verabreicht, die zur Ausbildung einer Nitrat-Toleranz fiihrt, so dass vier
Probengruppen untersucht werden konnten: Eine Kontrollgruppe ohne jegliche Behand-
lung (= Kitr), eine Kontrollgruppe mit Irbesartan-Behandlung (= Ktr+Irb), eine NTG-
Gruppe ohne (= NTG) und eine NTG-Gruppe mit Irbesartan-Behandlung (= NTG+Irb).
Bei je drei Aorten aus jeder Gruppe wurde vor der RNA-Extraktion an einem Segment eine
mechanische Endothelentfernung durchgefiihrt (= -E).

Je 250 ng gesamt-RNA der Proben wurden mit den im Vorversuch bestimmten
Kompetitorverdiinnungen kombiniert und iiber eine RT-PCR amplifiziert. Beziiglich der
im Vorversuch erkennbaren Gleichgewichtsverschiebung wurden fiir die Proben NTG-
behandelter Tiere mit Endothel die Kompetitorverdiinnungsstufen 32 bis 2 eingesetzt und
fiir alle tibrigen Probengruppen die Stufen 16 bis 1.

Die gelelektrophoretischen Auftrennungen lassen iiberwiegend erfolgreiche Amplifikatio-

nen fiir den Kompetitor (508 bp) als auch fiir die Proben (706 bp) erkennen (Abb. 3.3.).
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A

Probe Nr.

Komp.-Verd: 16 8 4 2 1 32 16 8 4 2
(1:2 in unbestimmten Einheiten)

B

Probe Nr.

— Ktr+Irb(-E) — M — NTG + Irb (-E) —

Komp.-Verd: 16 8 4 2 1 16 8 4 2 1
(1:2 in unbestimmten Einheiten)

Abb. 3.3.:  Gelelektrophoretische Auftrennungen der quantitativen RT-PCR mit den im
Vorversuch (Abb. 3.2.) bestimmten Kompetitor-Verdiinnungsstufen.
A = + Endothel, Kompetitor-Einheiten: 16, 8, 4, 2, 1 fiir Ktr, Ktr+Irb; 32, 16, 8,
4, 2 fiir NTG, NTG+Irb; B = - Endothel, Kompetitor-Einheiten: 16, 8, 4, 2, 1
fiir Ktr; Ktr+Irb; NTG; NTG+Irb. (M = 100 bp Molekulargewichtsstandard).
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Die Auswertung der densitometrisch ermittelten Intensitédten fiir Proben- und Kompetitor-
banden wurde zunichst rechnerisch durch Bestimmung des Schnittpunktes der linearen
Regressionen aus dem Logarithmus des Verhiltnisses von Probe zu Kompetitor (Log
(Probe:Komp.) = 0) an dem Logarithmus der eingesetzten Kompetitorverdiinnungseinhei-
ten (Log Komp.-Verd.) durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die Ergebnisse durch Ver-
gleich der Regressionsgeraden mit den MeBpunkten (Log (Probe:Komp.)) graphisch korri-
giert, indem Einzelmesspunkte, die nicht dem linearen Trend der Regression entsprachen,

aus der Wertung ausgeschlossen wurden (Abb. 3.4.).
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Abb. 3.4.: Darstellung der graphischen Auswertung fiir Proben mit nicht gewerteten
Messpunkten (= grau gefiillt) auBBerhalb des Trends der Regression. Die Ver-
schiebungen der linearen Regressionen vor und nach der Korrektur sind durch
gestrichelte bzw. ganze Linien verdeutlicht.

Die Abb. 3.5. zeigt eine Zusammenfassung der graphischen Auswertung und die Darstel-
lung der Mittelwerte aus den Schnittpunkten der linearen Regressionen beim Log
(Probe:Komp) = 0 am Logarithmus der Kompetitorverdiinnunsstufen (= Gleichgewichtsre-
aktion zwischen Probe und Kompetitor) fiir die vier untersuchten Probengruppen mit und

ohne Endothel.
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Log (Probe:Komp.)

Log (Probe:Komp.)

Log (Probe:Komp.)

27 NTG+Irb

Log (Probe:Komp.)
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Log Komp.-Verd.

Abb. 3.5.: Graphische Zusammenfassung der Auswertung von Abb. 3.3. und Darstellung
der Mittelwerte aus den Schnittpunkten der Regressionsgeraden (Log
(Probe:Komp.) = 0) am Logarithmus der Kompetitor-Verdiinnungsstufen (Log
Komp.-Verd.) (— = + Endothel; - - - = - Endothel).
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Anhand der graphischen Zusammenfassung lie3 sich bei den Proben NTG-behandelter
Tiere eine deutliche Verschiebung der Schnittpunkte in Richtung einer hoheren Kompeti-
torkonzentration erkennen, die bei einer Vorbehandlung mit Irbesartan weniger stark aus-
gepragt war, wohingegen eine AT-1 Rezeptorblockade bei Kontrolltieren keinerlei Effekt
zeigte. Bei vorheriger Endothelentfernung dagegen verschoben sich die Schnittpunkte aller
Probengruppen in Richtung einer geringeren Kompetitorkonzentration, wobei zwischen
den einzelnen Probengruppen kein signifikanter Unterschied zu beobachten war.

Durch Entlogarithmierung der Einzelschnittpunkte (Tab. 3.2.) konnten beziiglich der
gp91-Phox mRNA-Expression den Proben entsprechende Kompetitorverdiinnungseinhei-
ten zugeordnet werden, aus der eine Gleichgewichtsreaktion von Probe und Kompetitor

resultieren wiirde.

Kompetitor-Verdiinnungsstufen

+ Endothel - Endothel
Probe: Ktr Ktr+irb NTG NTG+Irb Ktr Ktr+irb NTG NTG+Irb
6,10 2,67 13,36 8,89 3,12 2,89 2,78 3,18
4,27 6,34 10,29 7,05 1,45 3,33 2,40 2,47

4,00 6,18 12,13 6,74 2,28 2,95 2,48 2,95
8,12 5,12 10,98 8,38

A WODN =

Mittel:| 5,62 5,08 11,69 7,76 2,29 3,06 2,55 2,86
+SEM:| 0,95 0,85 0,67 0,52 0,48 0,14 0,12 0,21

Tab. 3.2.: Entlogarithmierung der Schnittpunkte der linearen Regressionen aus Abb. 3.5.
am Log Komp.-Verd. zur Darstellung der Ergebnisse in unbestimmten Einhei-
ten der Kompetitor-Verdiinnungsstufen und Zusammenfassung der Einzeldaten
+ SEM (Vergl. auch Abb. 3.3.).

Das Endergebnis wurde zusammenfassend als Diagramm in Prozentwerten bezogen auf die
Kontrollgruppe mit Endothel (= 100 %) in Abbildung 3.6. dargestellt. Es zeigte sich, dass
die Ausbildung einer Nitrat-Toleranz mit einer mRNA-Verdopplung der fiir die O, produ-
zierende NAD(P)H-Oxidase essentiellen Untereinheit gp91-Phox verbunden ist (208 + 12
%). Hierbei konnte eine Verkniipfung mit dem Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
(RAAS) beobachtet werden, da sich dieser Effekt durch eine Vorbehandlung mit dem
AT-1 Rezeptorantagonisten Irbesartan auf mehr als die Hilfte reduziert liel (138 = 9 %).
Ferner ergab sich, dass durch eine Endothelentfernung der gp91-Phox mRNA-Gehalt bezo-
gen auf die Kontrollgruppe mit Endothel bei allen Probengruppen auf etwa die Hilfte re-
duziert wurde (zwischen 41 und 54 %), wobei keine signifikanten Unterschiede zwischen

den einzelnen Probengruppen auftraten.
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NZWR-Aorta: gp91-Phox mRNA Expression

% *
250 - 208 I + Endothel
12 [] - Endothel
200
138

+
150 - 9

100 -

50 -

Ktr Ktr+Irb NTG NTG+Irb

Abb. 3.6.: Zusammenfassung des Ergebnisses aus der quantitativen RT-PCR zur Ermitt-
lung der gp91-Phox mRNA-Expression. Darstellung in Prozent + SEM bezo-
gen auf den Mittelwert der Kontrollen +Endothel = 100 % (- = p < 0,05).

3.2. Proteinexpression und Aktivitiit der cGK-I

Die Proteinexpression der ¢cGK-I und ihre Aktivitit als Biomonitor fiir NO-Effekte in
intakten GefidBen wurde mit Hilfe der Westernblottechnik analysiert (2.7.4.). Die gleich-
miBige Proteinbeladung und der Transfer auf Nitrozellulosemembranen wurde stets durch
eine Ponceau-S Firbung (Sigma) kontrolliert und die erhaltenen Banden wurden in einer
parallel laufenden Immunreaktion gegen B-Tubulin oder o-Aktinin abgeglichen.

Zunichst wurde das Verfahren der VASP-Ser239 Phosphorylierung (P-VASP) zur Be-
stimmung der cGK-I-Aktivitdt in Kaninchenaorten iiber Reduktion der endogenen NO-
Bioverfiigbarkeit durch Endothelentfernung als auch durch Inhibition der NO-Synthase
(NOS) getestet. Die weiteren Untersuchungen wurden an Aorten von Kontrollkaninchen
(Ktr) und hyperlipiddimischen Watanabekaninchen (WHHL) mit Einbeziehung einer chro-
nischen Nitrat-Therapie (NTG) als auch einer AT-1 Rezeptorbloc??kade durch
Behandlung mit Irbesartan (Irb) durchgefiihrt.
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3.2.1. Effekte einer reduzierten NO-Bioverfiigbarkeit in intakten Gefaf3en

Eine Endotlelentfernung an Aorten von Kontrollkaninchen fiihrte zu einer markanten Re-
duktion des P-VASP (um ~ 90 %) und in einem geringeren Ausmal} auch des gesamten
VASP-Gehaltes der Proben (um ~ 40 %), wohingegen die cGK-I Expression unbeeinflusst
blieb (Abb. 3.7.). Auch die Blockierung der NO-Produktion durch Inkubation der Gefille
mit dem NOS-Inhibitor N°-Nitro-L-Arginin (L-NNA) zeigte einen deutlichen Riickgang
des P-VASP (um ~ 65 %) und keine Verdnderung der cGK-I Expression, wobei hier auch
kein Verlust des gesamt VASP-Gehaltes zu beobachten war (Abb. 3.7.).

A +E -E Kitr + L-NNA kDa:
o-Aktinin - - 100
cGK-l - . 80
P-VASP [ e — w— o |- 45
(16C2)

O-FAKLININ | o— c— — et sz |= 100
VASP S S o . 45
(IE273)

B cGK-l
%
150 100 1+0;/ 98 150
+6 - +4

100 100

50 50

Ktr+E -E +L-NNA Kir+E -E + L-NNA
o VASP P-VASP : VASP
(]
150 100 15 1
* +0,11

100

50

Ktr+E -E +L-NNA Kir+E -E +L-NNA

Abb. 3.7.: Effekte einer Endothelentfernung (-E) und einer Inkubation mit dem NOS-In-
hibitor NG—Nitro—L—Arginin (+ L-NNA) auf cGK-I, P-VASP (Antikorper 16C2)
und gesamt-VASP (Antikorper IE273). A: reprisentative Orginalblots; B: den-
sitometrische Auswertung £ SEM von je 5 bis 7 voneinander unabhéngigen
Experimenten. Die Phosphorylierungsdaten zur Kalkulation der cGK-I Aktivi-
tit sind als Verhéltnis P-VASP:VASP dargestellt (- = p < 0,05 zu Ktr+E).
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Aus dem Ergebnis der Endothelentfernung zeigte sich, dass fiir die Kalkulation der cGK-I
Aktivitdt eventuelle Schwankungen im gesamt VASP-Gehalt beriicksichtigt werden soll-
ten, um Differenzen in der Ausbeute und/oder Expression von VASP in die Wertung ein-
zubeziehen. Dafiir wurde unter der Voraussetzung einer unbeeintriachtigten cGK-I Expres-
sion das Verhiltnis von P-VASP zu dem gesamt VASP-Gehalt der Proben berechnet und
im Vergleich zu den jeweils verwendeten Kontrollwerten (P-VASP:VASP = 1) dargestellt
(Abb. 3.7. B). Fiir die beiden hier untersuchten Fille konnte eine signifikante Abnahme der
cGK-I Aktivitit kalkuliert werden (P-VASP:VASP = 0,15 £ 0,07 fiir —-E und 0,37 = 0,01
fiir + L-NNA).

Somit ergab sich, dass sich eine auf Einbeziehung des gesamt VASP-Gehaltes modifizierte

P-VASP Analyse in intakten Gefdfen als Biomonitor fiir NO-Effekte verwenden lésst.

3.2.2. c¢GK-I Aktivitit und Expression bei Ausbildung von oxidativem Stress

Die Untersuchungen wurden an Aorten von einundvierzig weillen Neuseelandkaninchen
(NZWR) durchgefiihrt. Insgesamt dreizehn NZWR wurde eine NTG-Therapie verabreicht,
die durch Entstehung einer Nitrat-Toleranz zur Ausbildung von oxidativem Stress fiihrt
(NTG). Um eine Verbindung des RAAS bei den Auswirkungen von durch Nitrat-Toleranz
induziertem oxidativem Stress zu untersuchen wurden dreizehn NZWR mit dem AT-1 Re-
zeptorantagonisten Irbesartan (Irb) vorbehandelt. Bei sechs von diesen Tieren wurde eben-
falls eine entsprechende NTG-Therapie durchgefiihrt (NTG+Irb).

Beziiglich der Auswirkungen von oxidativem Stress im Frithstadium einer Arteriosklerose
und den Behandlungsmethoden mit Irbesartan und Nitroglycerin wurden neunzehn chro-
nisch hyperlipiddmische Watanabekaninchen (WHHL) in die Untersuchungen einbezogen,
von denen bei vier Tieren eine Irb-Behandlung durchgefiihrt wurde (WHHL+Irb) und fiinf
eine NTG-Therapie erhielten (WHHLANTG).

Um zu iiberpriifen, inwieweit der Signalweg unabhingig von der endogenen NO-Produk-
tion durch die Entstehung einer Nitrat-Toleranz bzw. einer Arteriosklerose funktionell
beeinflusst ist, wurden abschlielend Aortensegmente von je vier NZWR, NTG und WHHL
mit dem NO-Donor Natrium-Nitroprussid (SNP) inkubiert und mit fiir die gleiche Zeit in

Puffer inkubierten Segmenten verglichen.
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Fiir das Phidnomen der Nitrat-Toleranz wurde eine signifikante Reduktion von P-VASP
gefunden (33 £ 4 % von Ktr; Abb. 3.8.). Durch Vorbehandlung mit Irb konnte dieser Ef-
fekt nahezu vollstindig unterdriickt werden (87 = 7 % von Ktr), wobei Irb keinerlei Aus-
wirkungen bei Kontrolltieren zeigte. In allen hier untersuchten Proben konnten keine signi-

fikanten Unterschiede in der cGK-I Expression und im VASP-Gehalt beobachtet werden.

A Kt Kb NTG  NTGHrb bos
O-AKEININ = ——— — —— —
CGK'I = —— ——
P-VASP "-----——-—-’-g
(16C2)
O-FAKENIN = — — — — —— — -
VASP -‘-------—---3
(IE273)
B
% cGK-l % P-VASP % VASP
150 T —_— 150 4 100 —100 t 150 1 100 1_00
100 100 g4 91 o5
ip 4 Lp ;9"; £6  +8 18; T I T
100 - i 100 . 5
gz |1
IIIIIII
£+ fiii
I I I |
N | ikt
Kir Kir NTG NTG Kir NTG NTG Ktr Ktr NTG NTG
+Irb +rb +Irb +Irb +Irb +Irb

Abb. 3.8.: Effekte einer AT-1 Rezeptorblockade mit Irbesartan (Irb) auf cGK-I, P-VASP
(Antikorper 16C2) und gesamt-VASP (Antikorper IE273) bei Aorten von Kon-
trollkaninchen (Ktr) und chronisch Nitrat behandelten Kaninchen (NTG). A:
repriasentative Orginalblots; B: densitometrische Auswertung £ SEM bezogen
auf unbehandelte Kontrollkaninchen (Ktr = 100 %) ( p < 0,05 zu - Ktr; T ohne
Irb-Behandlung).
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Bei den Untersuchungen an Aorten von chronisch hyperlipidimischen WHHL (Abb. 3.9.)
wurde eine zur Nitrat-Toleranz vergleichbare Reduktion des P-VASP gefunden (28 =3 %
zu Ktr). Durch eine Irb-Behandlung dieser Tiere konnte in diesem Fall keine vollstindige
Wiederherstellung des P-VASP erreicht werden, dennoch zeigte sich eine signifikante
Steigerung gegeniiber unbehandelten WHHL (51 £ 4 % zu Ktr). Ebenfalls konnte auch hier
keine Anderung der cGK-I Expression beobachtet werden, wohingegen der gesamt VASP-
Gehalt, unabhiingig von einer Irb-Behandlung, leicht vermindert war (83 = 3 %, bzw. 75 +
2 % zu Ktr).

A Kitr WHHL
Ktr + Irb WHHL +ltb Kk KDa
cGK-1 T — —— — —
B-TUbU"I’] m| S c— ——— i — | p—— ——— — é -55
P-VASP | comm cnms cmss e — ——
(16C2)
B-TUBUIN | o — — c— c— c— — — -55
VASP | — o — — e e —
(IE273)
B cGK-I P-VASP VASP
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, it I . Rt
Kitr Ktr  WHHL WHHL Kitr Ktr WHHL WHHL Ktr Ktr  WHHL WHHL
+ Irb + Irb + Irb + Irb + Irb + Irb

Abb. 3.9.: Effekte einer AT-1 Rezeptorblockade mit Irbesartan (Irb) auf cGK-I, P-VASP
(Antikorper 16C2) und gesamt-VASP (Antikorper IE273) bei Aorten von Kon-
trollkaninchen (Ktr) und hypercholesterindmischen Watanabekaninchen
(WHHL). A: reprisentative Orginalblots; B: densitometrische Auswertung *
SEM bezogen auf unbehandelte Kontrollkaninchen (Ktr = 100 %) ( p < 0,05 zu
» Ktr; T ohne Irb-Behandlung).
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Eine chronische NTG-Therapie bei WHHL (Abb. 3.10.) fiihrte zu einer Potenzierung des
verminderten P-VASP (14 = 2 % zu Ktr), wohingegen der leichte Riickgang des gesamt
VASP-Gehaltes aufgehoben zu sein schien (111 + 17 % zu Ktr). Auch hierbei kam es zu

keiner signifikanten Beeinflussung der cGK-I Expression.

A WHHL
Ktr NTG WHHL + NTG
a-Aktinin -
cGK-1 = | — v —— o— ————— ——— —— A, U5
P-VASP T| — — m——
(16C2) - X
a-Aktinin -
VASP o — — — —— — — —— —
(IE273)
B % cGK -l % P-VASP % VASP i
150 150 - 150 7 +17
100 =
%0 " 100 * T
100 - if I

50 1

0 - 0 -
Ktr NTG WHHL WHHL Ktr NTG WHHL WHHL Ktr NTG WHHL WHHL
+ NTG + NTG + NTG

Abb. 3.10.: Effekte einer chronischen Nitrat-Therapie auf cGK-I, P-VASP (Antikorper
16C2) und gesamt-VASP (Antikorper IE273) bei Aorten von hypercholeste-
rindmischen Watanabekaninchen (WHHL). A: reprédsentative Orginalblots; B:

densitometrische Auswertung £ SEM bezogen auf unbehandelte Kontrollka-
ninchen (Ktr = 100 %) (p < 0,05 zu - Ktr; ¥ WHHL).

Eine halbstiindige Inkubation mit dem NO-Donor SNP (10"5 M; 37° C; Abb. 3.11.) ergab
bei Aortensegmenten von Kontrolltieren einen signifikanten Anstieg des P-VASP (164 =5
%). Ebenfalls konnte bei NTG- und WHHL-Tieren eine mit den Kontrolltieren vergleich-
bare Erhohung des P-VASP festgestellt werden (139 £ 2 % bzw. 178 £ 2 %). Die SNP-
Inkubation zeigte keinen Einfluss auf die cGK-I Expression (in %: 108 £ 2 zu 100 * 2 bei
Ktr; 108 £ 13 zu 94 = 5 bei NTG; 112 £ 14 zu 102 £ 6 bei WHHL; o. Abb.) und den ge-
samt VASP-Gehalt der Proben (in %: 116 = 2 zu 100 * 4 bei Ktr; 94 = 1 zu 91 £ 7 bei
NTG; 85+ 3 zu 83 £ 3 bei WHHL).
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Abb. 3.11.: Effekte einer Inkubation mit Natrium-Nitroprussid (SNP) auf P-VASP (Anti-
korper 16C2) und gesamt-VASP (Antikorper IE273) bei Aorten von unbehan-
delten Kontrollkaninchen (Ktr), Nitrat-Toleranten Kaninchen (NTG) und hy-
percholesterindmischen Watanabekaninchen (WHHL). A und B: reprisentative

Orginalblots; C: densitometrische Auswertung + SEM bezogen auf Ktr ohne
SNP (=100 %) (- p < 0,05 zu Ktr).

Aufgrund der unverdnderten cGK-I Expression in den durchgefiihrten Untersuchungen
wurde zur Kalkulation der cGK-I Aktivitit als Biomonitor fiir NO-Effekte aus den Ergeb-
nissen das Verhiltnis P-VASP:VASP in Vergleich zu den verwendeten Kontrolltieren (Ktr

= 1) berechnet und zusammenfassend dargestellt
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Die Zusammenfassung (Abb. 3.12.) zeigt, dass die Ausbildung einer Nitrat-Toleranz bzw.
Arteriosklerose mit einem markanten Verlust in der cGK-I Aktivitidt verbunden ist (0,37 £
0,04 bzw. 0,32 £+ 0,04). Hierbei liel sich eine Beziehung zum RAAS feststellen, da dieser
Effekt durch eine AT-1 Rezeptorblockade mit Irb bei NTG-Tieren zu einer kompletten
Wiederherstellung (0,92 *+ 0,07) und bei WHHL-Tieren zu einer deutlichen Verbesserung
der cGK-I Aktivitdt (0,68 £ 0,03) fiihrte. Bei Kontrolltieren konnte keine Beeinflussung
der Aktivitit durch Irb beobachtet werden (0,99 + 0,04). Eine chronische NTG-Therapie
bei WHHL-Tieren ergab im Gegensatz zur Irb-Behandlung eine Steigerung des Aktivi-
tiatsverlustes der cGK-I (0,13 £ 0,01). Durch eine exogene Verabreichung von NO durch
Inkubation von Aortensegmenten mit dem NO-Donator SNP konnte bei Kontrolltieren
aufgrund der erhohten NO-Konzentration der NO/cGMP-Signalweg stimuliert werden,
was sich durch eine gesteigerte cGK-I Aktivitidt nachweisen lief (1,44 + 0,12). Eine Inku-
bation von Aortensegmenten der NTG- und WHHL-Tiere mit SNP fiihrte ebenfalls zu ei-
ner Erhohung der cGK-I Aktivitit, die der der Kontrolltiere entsprach (1,47 *+ 0,01 fiir
NTG) bzw. diese noch iibertraf (2,10 = 0,06 fiir WHHL).

P-VASP : VASP *

2,5 ~ 2,10

* *

1,44 1,47

+0,12 + 0,01
1,5 - T
1 0,99 0,92
+ 0,03 +0,04 + 0,07

0,5

0

Probe, bzw.

In vivo Ktr Ktr NTG NTG WHHL WHHL WHHL Ktr NTG WHHL
Behandlung: +Irb +Irb +Irb + NTG

In vitro

Inkubation: | Puffer | | SNP

n= 15 7 13 6 10 4 5 4 4 4

Abb. 3.12.: Zusammenfassung der Ergebnisse von den untersuchten Tiergruppen aus
Abb. 3.8. bis 3.12. als Verhiltnis P-VASP:VASP zur Kalkulation der cGK-I
Aktivitdt (n = Anzahl der untersuchten Tiere) (p < 0,05 zu « Ktr; T ohne Irb-
Behandlung; ¥ WHHL).
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3.3. Auswirkungen von Peroxinitrit im Nitrat-Toleranz Modell

Um Auswirkungen des aus der Reaktion von NO mit O, resultierenden Peroxinitrits
(ONOQO") bei Ausbildung von oxidativem Stress in Aortengewebe zu untersuchen wurde
bei sechs von insgesamt zwolf NZWR oxidativer Stress durch eine chronische NTG-
Therapie, die zur Ausbildung einer Nitrat-Toleranz fiihrt, induziert (NTG). Die
durchgefiihrten Experimente beinhalteten die Analyse der cGK-I Aktivitit (s.0.) in
Verbindung mit ONOO™ reduzierenden Agenzien. Des weiteren sind die Nitrierenden
Eigenschaften von ONOO™ am Beispiel von Tyrosin-Nitrierungen an der
Prostazyklinsynthase (PGI,-S) mittels Anti-Nitrotyrosin-Immunprézipitation untersucht

worden.

3.3.1. Einfluss von Peroxinitrit auf die cGK-I Aktivitit

Fiir die Reduktion von ONOO™ wurden Aortensegmente der Kontroll- und NTG-behan-
delten Tieren fiir eine halbe Stunde mit Harnsdure (10'4 M, 37°C) bzw. Ebselen (10'5 M,
37°C) inkubiert und mit fiir die gleiche Zeit in physiologischem Puffer inkubierten Seg-
menten verglichen (Abb. 3.13.). Die durchgefiihrten Inkubationen zeigten keinen Einfluss
auf die cGK-I Expression (in %: 94 £ 1 bzw. 92 = 3 zu 100 £ 5 bei Ktr; 96 + 3 bzw. 106
5 zu 92 £ 4 bei NTG; o. Abb.) und den gesamt VASP-Gehalt der Proben, wobei in den hier
untersuchten Proben der NTG-behandelten Tiere eine leichte, nicht signifikante Reduktion
zu beobachten war (in %: 104 £ 17 bzw. 81 £ 8 zu 100 = 7 bei Ktr; 77 = 8 bzw. 78 £ 5 zu
88 + 7 bei NTG). Demgegeniiber zeigten die Inkubationen markante Anderungen in
P-VASP (in %: 139 =4 bzw. 125 £ 11 zu 100 £ 7 bei Ktr; 182 £ 10 bzw. 170 £ 6 zu 43 £ 3
bei NTG), woraus sich folgende Kalkulationen fiir die cGK-I Aktivitdt berechnen lie3en
(Abb. 3.13. B): fiir die hier untersuchten NTG-Tiere konnte im Vergleich zu den Kontroll-
tieren (Ktr = 1) eine signifikante Reduktion der cGK-I Aktivitit ermittelt werden (0,49 t
0,01), die durch eine Inkubation mit Harnsdure bzw. Ebselen um ein Vielfaches erhoht
wurde (2,42 + 0,39 bzw. 2,19 = 0,11). Fiir die Kontrollen konnte ebenfalls ein Anstieg der
Aktivitdt ermittelt werden, der aber nur fiir Ebselen eine Signifikanz aufwies (1,37 + 0,26

fiir Harnsdure; 1,53 £ 0,15 fiir Ebselen).
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ADD. 3.13.: Effekte einer Inkubation mit Harnsdure (U.acid) und Ebselen (Ebs.) auf
P-VASP (Antikorper 16C2) und gesamt-VASP (Antikorper IE273) bei Aorten
von unbehandelten Kontrollkaninchen (Ktr) und Nitrat-Toleranten Kaninchen
(NTG). A: reprisentative Orginalblots; B: densitometrische Auswertung
+ SEM dargestellt als Verhiltnis P-VASP:VASP bezogen auf Ktr mit Puffer-
Inkubation (= 1) (- p < 0,05 zu Ktr mit Puffer-Inkubation).

3.3.2. Tyrosin-Nitrierung der PGI,-S

Um eventuelle Nitrierungen an Tyrosinresten der PGI,-S zu detektieren, wurde eine Anti-

Nitrotyrosin-Immunprizipitation an Proteinhomogenaten von Aortensegmenten der Kon-

troll- und NTG behandelten Tiere durchgefiihrt. Die Tyrosinnitrierungen der PGI,-S wurde

anschlieend tiber Westernblottechnik mit einem polyklonalen PGI,-S Antikorper in den

erhaltenen Prizipitaten analysiert. Parallel hierzu wurde in dem jeweils gleichen Blot die

PGI,-S Expression in den Proteinhomogenaten untersucht, was zusétzlich auch zur Identi-

fizierung der PGI,-S in den Prizipitaten verwendet wurde (Abb.3.14.).
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Fiir die PGL-S Expression konnte bei den NTG-Tieren kein signifikanter Unterschied zu
den verwendeten Kontrollen festgestellt werden (79 £ 13 % zu 100 + 13 % bei Ktr). Dem-
gegeniiber zeigte die Ausbildung von durch Nitrat-Toleranz induziertem oxidativem Stress

eine stark ausgeprigte Nitrierung von Tyrosinresten der PGL-S (241 + 21 % zu 100 £ 7 %

bei Kitr).
A Ktr NTG Ktr NTG kDa
o Aktinin - -100
PGl,-S -- Bg—___ 52
20 ug Protein- Anti-Nitrotyrosin-
Homogenat Immunpréazipitation
B , .
o 241
300 )
250 T
L
200 -
100
1507 £13 79 1(7)0
+13
100 .
in
50 -
0 .
Ktr NTG Ktr NTG
PGl,-Synthase - PGl,-Synthase -
Expression Nitro-Tyrosin

Abb. 3.14.: Expression und Nitro-Tyrosin-Gehalt der Prostazyklinsynthase (PGIL-S) in
Aorten von Kontrollkaninchen (Ktr) und Nitrat-Toleranten Kaninchen (NTG).
A: reprasentativer Orginalblot; B: densitometrische Auswertung dargestellt in

Prozent £ SEM bezogen auf Ktr (= 100 %) (- p < 0,05 zu Kitr).




4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden Teilaspekte beziiglich der Mechanismen und Auswir-
kungen von oxidativem Stress in vaskuldrem Gewebe auf molekularbiologischer Ebene
untersucht. Die Experimente wurden an Aortensegmenten von Kaninchen durchgefiihrt.
Sie bezogen sich auf die mRNA-Expression der NAD(P)H-Oxidase Untereinheit
gp91-Phox in einem Nitrat-Toleranz Modell und auf die Proteinexpression und Aktivitit
der cGMP abhiéngigen Proteinkinase I (cGK-I) bei Nitrat-Toleranz und den Anfangsstadien
einer Arteriosklerose. Die Versuche wurden u.a. in Abhéngigkeit einer Blockade des An-
giotensinrezeptors 1 (AT-1) durchgefiihrt. Zuziiglich wurden auch sekundére Effekte von
oxidativem Stress nach Ausbildung einer Nitrat-Toleranz hinsichtlich der Auswirkungen
von aus Stickstoffmonoxid (NO) und Superoxid (O;) gebildetem Peroxinitrit (ONOO) in
die Untersuchungen einbezogen.

Im Folgenden soll nun im Zusammenhang mit Forschungsergebnissen anderer Arbeits-

gruppen auf die im Rahmen dieser Arbeit erzielten Ergebnisse eingegangen werden.

4.1. Rolle der vaskuliren der NAD(P)H-Oxidase

Die das Lumen der Gefifle auskleidende Endothelschicht reguliert den Gefiaf3tonus durch
Produktion von vasodilatierenden und vasokonstringierenden Substanzen. Von diesen sind
die am besten charakterisierten und moglicherweise wichtigsten NO und O,". Diese Mole-
kiile zeigen gegensitzliche Effekte auf den GefidBtonus und reagieren chemisch in einer
Form miteinander, die sie in ihren individuellen Funktionen unwirksam macht und zur
Produktion von zelltoxischem ONOO' fiihrt (Gryglewski et al., 1986; Beckmann et al.,
1990). Diese Interaktion zeigte bei gesteigerter O, -Produktion ausschlaggebende Folgen
nicht nur auf die durch eine Endotheldysfunktion hervorgerufene, verdnderte Gewebe-
durchblutung, sondern auch auf die Initiation und Progression von vaskuldren Erkrankun-
gen wie Arteriosklerose (Warnholz et al., 1999). Interessant bei diesen Untersuchungen
war die Beobachtung, dass durch eine Behandlung mit einem AT-1 Rezeptorantagonisten
die O, -Produktion normalisiert und eine Endotheldysfunktion aufgehoben werden konnte.

Bei durch Nitrat-Toleranz induziertem oxidativem Stress in vaskuldrem Gewebe wurde
durch physiologische Untersuchungsmethoden als maflgebliche O, -Quelle eine membran-

assoziierte, NAD(P)H abhingige Oxidase identifiziert (Miinzel et al.,1995), die in einzel-
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nen Strukturelementen der von Makrophagen entspricht (Jones et al., 1996). Diesbeziiglich
zeigten die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse, dass die Ausbildung einer Nitrat-Toleranz
(NTG) eine endothelial bedingte Verdopplung der mRNA-Expression der NAD(P)H-Oxi-
daseuntereinheit gp91-Phox einschloss und sich dieser Effekt durch Einsatz des AT-1 Re-
zeptorantagonisten Irbesartan (Irb) deutlich reduzieren lief3 (208 = 12 % fiir NTG und 138
+ 9 % fiir NTG + Irb, Abb. 3.6.). Daraus ldsst sich ableiten, dass oxidativer Stress in den
GefidBlen von Nitrat-Toleranten Kaninchen partiell auch auf einen Expressionsanstieg der
NAD(P)H abhingigen Oxidase zuriickzufiihren zu sein scheint, der durch eine Aktivierung
des AT-1 Rezeptors iiber eine verstirkte Stimulation das Renin-Angiotensin-Aldosteron-
Systems (RAAS) ausgelost wird.

Mitglieder der Arbeitsgruppe Miinzel konnten in Aortensegmenten der in dieser Arbeit
verwendeten, mit Nitroglyzerin behandelten Tiere, einen Anstieg der O, -Produktion sowie
die Ausbildung von Toleranzeffekten gegeniiber NTG nachweisen. Durch eine vorge-
schaltete Irb-Behandlung wurde der in dieser Form induzierte oxidative Stress vermindert
und die NTG-Empfindlichkeit deutlich verbessert, was mit den Expressionsdaten fiir

gp91-Phox korreliert (Abb. 4.1.; Oelze et al., 1999).

A
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Abb. 4.1.: Effekte einer Angiotensinrezeptor-1 Blockade durch Irbesartan bei Aorten von
Nitroglyzerin-behandelten Kaninchen auf Superoxid-Produktion (A) und in
vitro Relaxation im Organbad (B). A: Superoxidmessung mittels Luzigenin-
chemilumineszens in intakten GefidBBsegmenten (Luzigenin 5 uM); B: Relaxa-
tion von intakten Gefidringen in Abhingigkeit ansteigender Konzentrationen
Nitroglyzerin. NTG = Nitroglyzerin; K = Kontrolltiere; N = in vivo NTG-Be-
handlung; I = Irbesartan (*p < 0,05).
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Fiir eine direkte Aktivierung des AT-1 Rezeptors durch eine Behandlung mit Angioten-
sin IT (Ang II) konnte in vaskuldrem Gewebe ebenfalls eine erhthte O, -Produktion gezeigt
werden (Rajagopalan et al., 1996), die mit einer Expressionserhohung der NAD(P)H ab-
hingigen Oxidase verbunden zu sein scheint (Fukui et al., 1997; Cifuentes et al., 1999).

Zusammenfassend lisst sich daraus ableiten, dass in Zustinden eines verstiarkt aktivierten
RAAS ein dadurch ausgeloster Aktivitits- und Expressionsanstieg des NAD(P)H-Oxidase-
systems im Endothel als einer der initial ma3geblichen Mechanismen fiir oxidativen Stress
im Gefalsystem angesehen werden kann, was letztendlich eine Endotheldysfunktion zur

Folge hat.

Aus der Tatsache, dass auch in GefiBmuskelzellen eine NAD(P)H-abhéngige O, -Produk-
tion nachgewiesen werden konnte (Griendling et al., 1994), wo sich im Gegensatz zu En-
dothelzellen keine gp91-Phox Untereinheit finden liel (Jones et al., 1995), stellte sich die
Frage, durch welches Protein hier der Elektronentransfer von NADPH oder auch NADH
auf molekularen Sauerstoff katalysiert wird. In neueren Forschungsergebnissen konnten
diesbeziiglich Proteine identifiziert werden, die eine hohe Homologie zu gp91-Phox auf-
wiesen (Suh et al., 1999; Lambeth et al., 2000). Aufgrund ihrer postulierten Zugehorigkeit
zum NAD(P)H-Oxidase-System wurden drei dieser Untereinheiten als NOX-1, -3 und -4
(fir NADPH-Oxidase) bezeichnet und zwei beziiglich einer zusitzlich gekoppelten Per-
oxidaseeinheit als Duox-1 und -2 (fiir Dual Oxidase). Die gp91-Phox Untereinheit wurde
in diese neue Nomenklatur als NOX-2 integriert. In Zellkulturexperimenten gelang es,
NOX-1, NOX-4 und zu einem sehr geringen Prozentsatz auch gp91-Phox iiber eine RT-
PCR in GefidBmuskelzellen von Ratten nachzuweisen (Lassegue et al., 2001). Hierbei
stellte sich heraus, dass fiir NOX-1 und NOX-4 unterschiedlich regulatorische Mechanis-
men und Funktionen angenommen werden konnen. Fiir NOX-1 konnte durch Stimulation
mit Ang II eine Erhéhung der mRNA Expression ermittelt werden, wohingegen die Ex-
pression von NOX-4 herunter reguliert wurde. Aus diesen Befunden ldsst sich postulieren,
dass NOX-1 die analoge Komponente zu der endothelialen gp91-Phox Untereinheit dar-
stellt, die fiir den Elektronentransport des NAD(P)H-Oxidase-Systems in GefaBmuskel-
zellen verantwortlich ist. Aufgrund der endothelialen Lokalisation von gp91-Phox in un-
mittelbarer Ndhe der NO-Produktion lassen sich bei in vivo Expressionsidnderungen dieser
Untereinheit allerdings ausschlaggebendere Folgen beziiglich einer Inaktivierung von NO
und besonders hinsichtlich einer damit verbundenen Produktion von zelltoxischem ONOO

spekulieren. Ferner kann anhand der Ergebnisse dieser Arbeit angenommen werden, dass
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den von Lassegue und Mitarbeitern nachgewiesenen, geringen Anteilen von gp91-Phox in
GefidBmuskelzellen keine ausschlaggebende Funktion bei der Ausbildung von oxidativem
Stress zuzukommen scheint. Nach einer Endothelentfernung konnte beziiglich der gp91-
Phox mRNA-Expression eine deutliche Reduktion gegeniiber ohne Endothelentfernung
festgestellt werden und es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den un-
tersuchten Tiergruppen (Abb. 3.6.).

Ob und inwieweit die Expression von NOX-1 und NOX-4 bei erhohter O, -Produktion in
vivo reguliert ist, und ob sich auch hier durch eine AT-1 Rezeptorblockade eventuelle Ver-
dnderungen beeinflussen lassen wire Thema zukiinftiger Forschungsarbeiten, die zur wei-
teren Aufklidrung der Struktur und des Einflusses des NAD(P)H abhiéngigen, vaskuldren

Oxidasesystems bei Ausbildung von oxidativem Stress beitragen konnten.

4.2, VASP-Serin239-Phosphorylierung und cGMP abhingige Proteinkinase I

Es kann mittlerweile als gesichert angesehen werden, dass der NO/cGMP-Signalweg eine
Schiisselrolle bei der Regulation des GefidBBtonus darstellt und dass hierbei eine Vielzahl
der NO/cGMP-Effekte iiber cGK-I vermittelt werden. In Studien mit cGK-I-defizienten
humanen Zellen und Miusen konnte gezeigt werden, dass durch die Abwesenheit der
cGK-I eine Unterbrechung des NO/cGMP-Signalweges impliziert wird (Lohmann et al.,
1997; Pfeifer et al., 1998). Ferner konnte bei genetisch bedingtem Verlust der cGK-I eine
Aufhebung der NO/cGMP-abhingigen Relaxation der GefdBmuskulatur beobachtet
werden, woraus eine Vielzahl von vaskuldren und intestinalen Dysfunktionen resultierte,
wohingegen die cAMP-vermittelte Relaxation unbeeinflusst blieb (Hofmann et al., 2000;
Pfeifer et al., 1998). Diese Ergebnisse heben die Wichtigkeit fiir Untersuchungen der
cGK-I Expression und/oder Aktivitdt bei Ausbildung von oxidativem Stress und damit
verbundenen Endotheldysfunktionen hervor.

Mit der vorliegenden Arbeit sollte demonstriert werden, dass das Niveau der Phosphorylie-
rung des Vasodilatator stimulierten Phosphoproteins an Serin 239 (P-VASP) in Kanin-
chenaorten bei Ausbildung von oxidativem Stress unter physiologischen, wie auch patho-
physiologischen Konditionen einen Indikator fiir die cGK-I Aktivitit als auch der Integritit
des Endotheliums darstellt. VASP ist ein gut charakterisiertes Substrat fiir cGK als auch
fiir cAMP-abhingige Proteinkinasen (cAK) in Blutplittchen, Endothel- und GefaBmuskel-
zellen und vielen anderen Zelltypen und Geweben (Hallbrugge et al., 1990; Reinhard et al.,
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1992; Draijer et al., 1995; Monks et al., 1998). Funktionell ist VASP bei der Regulation
der Mikrofilamente involviert (Reinhard et al., 1999; Loisel et al., 1999). Weiterhin konnte
an Blutplidttchen demonstriert werden, dass VASP und VASP-Phosphorylierungen an der
Inhibition von durch Agonisten induzierten Plittchenaggregationen und der Integrin ou;pP3;
Aktivierung beteiligt ist (Aszodi et al., 1999; Hauser et al., 1999). Die exakte Funktion von
VASP und dessen Phosphorylierung bei der Regulation des GefdBtonus ist derzeit jedoch
weitgehend ungeklirt. In Blutplittchen und vielen priméren und kultivierten Zellen konnte
VASP allerdings dazu verwendet werden, die Aktivitit von cAK und cGK mit Hilfe von
Antikorpern abzuschitzen, die spezifisch verschiedene Phophorylierungsstellen in VASP
detektieren (Serin 157, Serin 239 und Threonin 278; Smolenski, Bachmann et al., 1998;
Reinhard et al., 1999). Obgleich alle drei Phosphorylierungsstellen von beiden Proteinki-
nasen phosphoryliert werden konnen, zeigte sich, dass Serin 157 und Serin 239 die bevor-
zugten Phosphorylierungsstellen fiir cAK bzw. cGK darstellen (Smolenski, Burkhardt et
al., 1998; Smolenski, Bachmann et al., 1998; Reinhard et al., 1999; Becker et al., 2000).
Weiterhin ergaben Studien mit cGK-I defizienten Zellen, dass die NO/cGMP-abhingige
VASP-Phosphorylierung iiber cGK-I vermittelt wird (Lohmann et al., 1997; Draijer et al.,
1995). Die Frage, inwieweit vergleichbare Untersuchungsmethoden fiir die Analyse des
NO/cGMP-Signalweges iiber die cGK-I-Aktivitit an intaktem, vaskuldarem Gewebe zur
Anwendung kommen konnten, blieb jedoch offen und war ein Teilaspekt dieser Arbeit.

Die Ergebnisse zeigten, dass P-VASP durch eine Endothelentfernung bei Aortensegmenten
von Kaninchen um 91 % 2 % reduziert wurde (detektiert mit dem monoklonalen Antikdrper
16C2) und der Gesamt-VASP-Gehalt auf 61 £ 6 % zuriickging (detektiert mit dem mono-
klonalen Antikorper 1E273), woraus sich zusammengenommen fiir die cGK-I aus dem
Verhiltnis von P-VASP zu VASP ein Aktivitdtsverlust von 85 £ 7 % kalkulieren lief3
(P-VASP:VASP = 0,15 = 0,07, Abb. 3.7.). Die cGK-I Expression blieb durch die En-
dothelentfernung weitgehend unbeeinflusst. Obwohl vorangegangene Untersuchungen ge-
zeigt haben, dass cGK-I in Endothelzellen exprimiert wird (Lohmann et al., 1997; Draijer
et al., 1995), deuten die hier erzielten Ergebnisse darauf hin, dass die Endothelschicht nur
einen geringen Anteil des gesamten cGK-I-Gehaltes der GefidBle beinhaltet. Demgegeniiber
scheint der VASP-Gehalt von Tunica intima und Tunica media ein bzw. zwei Drittel vom
gesamten VASP der Gefide zu umfassen. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit im-
munhistochemischen Studien an Arterien von Ratten, in denen hohe VASP-Anteile in der

Media, Intima und Neointima gezeigt werden konnten (Monks et al., 1998). Ferner lief3
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sich durch eine Endothelentfernung demonstrieren, dass P-VASP in starkem MaBle vom
Vorhandensein des Endothels abhiingig zu sein scheint.

Eine Inkubation der Aortensegmente mit dem NO-Synthase-Inhibitor N°-Nitro-L-Arginin
reduzierte P-VASP auf 35 =+ 4 % (Abb. 3.7.), was darauf hinweist, dass das von einem
funktionellen Endothel produzierte NO einen entscheidenden Faktor fiir P-VASP in vas-
kuldrem Gewebe darstellt.

Die Halbwertzeit und somit die biologische Aktivitdt von NO wird entscheidend bestimmt
durch die Bildung von aus Sauerstoff abgeleiteten freien Radikalen wie O, (Gryglewski et
al., 1986). Um die Auswirkungen von oxidativem Stress auf P-VASP, VASP und ¢cGK-I zu
analysieren, wurden Aortensegmente von Nitrat-Toleranten Kaninchen (NTG) und hyper-
cholesterindmischen Watanabekaninchen (WHHL), als pathologisches in vivo Modell fiir
oxidativen Stress (Warnholtz et al., 1999), mit den entsprechenden AntikOrpern untersucht.
Um die vorteilhaften Effekte einer AT-1 Rezeptorblockade in die Untersuchungen mit ein-
zubeziehen, wurden bei diesen Tiermodellen ebenfalls Behandlungen mit dem AT-1 Re-
zeptorantagonisten Irbesartan durchgefiihrt.

Fiir die untersuchten WHHL konnte wie fiir die NTG (Abb. 4.1.) eine markant erhéhte O, -
Produktion als auch eine Endotheldysfunktion nachgewiesen werden (Abb. 4.2. bzw. Tab.
4.1., Oelze et al., 2000). Dementsprechend zeigte sich P-VASP erwartungsgemal in beiden
Fillen deutlich reduziert (33 £ 4 % fiir NTG bzw. 28 £ 3 % fiir WHHL; Abb. 3.8. bzw.
3.9.). Der gesamt-VASP Gehalt und die cGK-I Expression waren nicht ausschlaggebend
verdndert, was verdeutlicht, dass fiir das Phidnomen des reduzierten P-VASP eine vermin-
derte NO/cGMP-Signaltransduktion verantwortlich gemacht werden kann, was sich in ver-
gleichbar starken Aktivitdtsverlusten fiir die cGK-I zum Ausdruck bringen lief3

(P-VASP:VASP = 0,37 = 0,04 fiir NTG bzw. 0,32 £ 0,04 fir WHHL; Abb. 3.12.).
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Abb. 4.2.: Effekte einer Angiotensinrezeptor-1 Blockade durch Irbesartan bei Aorten von
Kontroll- und hypercholesterindmischen Watanabekaninchen (WHHL) auf die
vaskuldre Superoxid-Produktion gemessen mittels Luzigeninchemilumineszens
in intakten Gefid3segmenten (Luzigenin 5 uM). C = Kontrolltiere; I = Irbesar-
tan (*p < 0,05 vs C; T p < 0,05 vs WHHL ohne Irbesartan).
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ED;, (-log M) % maximal Relaxation
In vivo Behandlung Ach NTG Ach NTG
Kontrolle 7,35+0,05 7,43%0,05 87+3 9511
Kontrolle + Irbesartan 7,24+0,06 7,41+£0,03 85%2 912
WHHL 6,93+0,04* 7,17£0,05% 49+3* 8813
WHHL + Irbesartan 7,23+0,05t 7,39+0,05¢% 743" 1 8914

Daten (Mittelwert+tSEM) kalkuliert aus 10 bis 16 Experimenten
*p<0,05 WHHL vs Kontrolle
tp<0,05 Irbesartan behandelt vs unbehandelt

Tab. 4.1.: Effekte einer Angiotensinrezeptor-1 Blockade durch Irbesartan bei Aorten von
Kontroll- und hypercholesterinimischen Watanabekaninchen (WHHL) auf in
vitro Relaxation im Organbad gegeniiber endogenen (Ach = Acetylcholin) und
exogenen (NTG = Nitroglyzerin) Vasodilatatoren. EDsy, = Konzentration, bei
der eine Halbmaximale Relaxation erreicht ist.

Durch eine Behandlung mit dem AT-1 Rezeptorantagonisten Irbesartan konnte in beiden
Modellen fiir oxidativen Stress beziiglich der O, -Produktion und der Endothelfunktion ein
mit den von Warnholtz et al. 1999 gezeigten Befunden vergleichbarer, positiver Effekt
erreicht werden (Abb. 4.1.; Abb. 4.2.; Tab. 4.1.). Die negative Auswirkung von oxidativem
Stress auf die kalkulierte cGK-I Aktivitidt (Abb. 3.12.) konnte durch eine Irbesartan-Be-
handlung im Falle von NTG unterbunden (P-VASP:VASP = 0,92 + 0,07) und beit WHHL
deutlich vermindert werden (P-VASP:VASP = 0,68 + 0,01), ohne einen wesentlichen
Einfluss auf die cGK-I Expression oder den gesamt-VASP-Gehalt auszuiiben. Anhand
dieser Ergebnisse ldsst sich annehmen, dass die positiven Effekte einer AT-1
Rezeptorblockade in direktem Zusammenhang mit einer Verbesserung der NO/cGMP-
Signaltransduktion stehen. Eine in vitro Inkubation von Aortensegmenten mit dem NO-
Donator Natrium-Nitroprussid (SNP) zeigte bei Kontrollkaninchen und NTG einen
vergleichbar ausgeprigten Anstieg von P-VASP (Abb. 3.11) und der daraus kalkulierten
cGK-I-Aktivitit (Abb. 3.12). Bei den WHHL war dieser Effekt noch prignanter
ausgebildet. Damit lie} sich einerseits demonstrieren, dass in diesen Fillen der dem NO
nachgeschaltete cGMP-Signalweg funktionell intakt zu sein scheint, und andererseits, dass
es eher unwahrscheinlich ist, dass als Ursache einer endothelialen Dysfunktion in den hier
untersuchten Fillen eine verminderte Expression von cGK-I und/oder dem Substrat VASP
in Frage kommt. Ferner zeigte dieser Versuch, dass die Auswirkungen von oxidativem
Stress beziiglich der cGK-I Aktivitit zu einem bedeutsamen Teil, speziell bei WHHL, auf
eine Inaktivierung von aus dem Endothel freigesetztem NO zuriickzufiihren ist und dass
der Grad von P-VASP ein Indikator fiir die NO/cGMP-Signaltransduktion in vaskuldrem

Gewebe darstellt.
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Im Gegensatz zu einer AT-1 Rezeptorblockade zeigte eine chronische NTG-Behandlung
bei WHHL eine weitere Steigerung der O, -Produktion als auch der Endotheldysfunktion
(miindliche Mitteilung; Arbeitsgruppe Miinzel). Im Einklang mit diesen Befunden konnte
auch eine Potenzierung des verminderten P-VASP und des Aktivititsverlustes der cGK-I
beobachtet werden (Abb. 3.10. und 3.12.). Daraus lisst sich ableiten, dass eine chronische
NTG-Therapie durch die Ausbildung einer Nitrat-Toleranz nicht nur unter physiologischen
Bedingungen, sondern auch in pathophysiologischen Zustanden (WHHL) oxidativen Stress
induziert, der sich in seinen Auswirkungen zu der bereits bestehenden Beeintriachtigung
des NO/cGMP-Signalweges addiert und somit vaskulidre Folgeerkrankungen wie z.B. Arte-

riosklerose eher fordert als vermindert.

Zusammenfassend konnte also demonstriert werden, dass der Grad von P-VASP in Kanin-
chenaorten bedeutend durch den NO/cGMP-Signalweg reguliert wird. Eine Endothelent-
fernung und die Inhibition der NO-Synthase als auch induzierter und pathogener oxidativer
Stress mindert markant die VASP-Phosphorylierung an der von cGK-I bevorzugten Phos-
phorylierungsstelle Serin 239. Eine Behandlung mit dem AT-1 Rezeptorantagonisten Ir-
besartan unterdriickt Toleranzeffekte einer chronischen NTG-Therapie, verbessert bei hy-
perlipiddmischen Tieren die Endothelfunktion und reduziert die vaskulidre O, -Produktion,
was sich folglich in gesteigertem P-VASP widerspiegelt. Somit ergibt sich mit P-VASP als
biochemischen Marker eine neue Moglichkeit, den NO/cGMP/cGK-I-Signalweg in Kanin-
chenaorten zu charakterisieren, der u.a. einen entscheidenden Aspekt zur Effektivitit von
NO als Relaxationsfaktor in vaskuldrem Gewebe darstellt. Unter Beriicksichtigung der
erwihnten inhibitorischen Eigenschaften von VASP und VASP-Phosphorylierungen auf
die Pliattchenaggregation (Aszodi et al., 1999; Hauser et al., 1999), wire es ferner auch
denkbar, dass P-VASP ebenfalls mit den vasoprotektiven Eigenschaften des NO/cGMP-

Signalweges in gesunden wie auch kranken GefdBBwénden verkniipft ist.

4.3. Auswirkungen von Peroxinitrit

Die Bildung von Peroxinitrit (ONOQO") in Abhingigkeit einer erhthten O, -Produktion ist
eine der schnellsten, und beziiglich der Endothelfunktion wohl auch eine der folgen-
schwersten Reaktionen von NO (Beckmann et al.,, 1990). Zum einen wird NO dem

NO/cGMP-Signalweg als Relaxationsfaktor entzogen und zum anderen zelltoxisches
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ONOQO' gebildet (Gryglewski et al., 1986). Obgleich fiir geringe Konzentrationen von
ONOQO' durchaus auch niitzliche Effekte infolge einer Stimulation der l6slichen Guanylat-
zyklase (sGC) gezeigt werden konnten (Liu et al 1994), fithren hohere Konzentrationen zur
oxidativen Schiadigung von Lipiden, DNA und Proteinen (Beckmann et al., 1990; Rubbo et
al.,, 1994), was eine Oxidation von Lipoproteinen geringerer Dichte (LDL) einschlieBt
(Radi et al., 1991) und woraus u.a. auch eine Inhibition der sGC resultieren konnte. Dar-
tiber hinaus zeigten vorangegangene Studien, dass auch die NO-Synthase (NOS) durch
vermehrte Produktion von ONOO' in ihrer Funktion entscheidend beeintrichtigt wird, was
als sogenannte NOS-Entkopplung bezeichnet wird und eine zusétzliche Verminderung der
NO/cGMP-Signaltransduktion zur Folge hat. In einem solch entkoppelten Stadium wird
der Elektronenfluss von der Reduktasedomine auf die Oxigenasedomine abgelenkt und
anstelle von L-Arginin auf molekularen Sauerstoff iibertragen (Xia et al., 1998; Vasques-
Vivar et al., 1998). Eine derartige Ablenkung des Elektronenflusses veranlasst die NOS zur
Produktion von O, anstelle von NO, was mit dem Einsatz von NOS-Inhibitoren durch
einen Riickgang der O, -Produktion bei induziertem und pathogenem oxidativen Stress be-
legt werden konnte (Pritchard et al., 1995; Oelze et al., 2000). Eine NOS-Entkopplung
kann zum einen durch oxidiertes LDL iiber eine Reduktion der endothelialen Aufnahme
von L-Arginin begiinstigt (Vergnani et al., 2000) und zum anderen iiber eine durch ONOO®
erzeugte Oxidation des aktiven NOS-Cofaktors Tetrahydrobiopterin zu inaktiven Molekii-
len wie Dihydrobiopterin ausgelost werden (Milstein & Katusic, 1999). Zusitzlich entfaltet
ONOQO' seine schidigende Wirkung als stark nitrierendes Agenz, was zur Nitrierung von
Tyrosinresten in ortho-Position und somit zu irreversiblen Modifizierungen von Proteinen
fiihren kann (Pryor & Squadrito, 1995). Da ONOO™ mit einer Halbwertzeit von weniger als
einer Sekunde sehr instabil ist und schnell zu Nitrat und Nitrit zerfillt ldsst sich der Nach-
weill von Tyrosin-Nitrierungen an Proteinen als Marker fir ONOO™ verwenden (Pryor &
Squadrito, 1995). Vorangegangene Studien haben gezeigt, dass die Prostazyklin-Synthase
(PGL;-S) in vaskuldren Zellen und Geweben eines der bevorzugten Ziele fiir ONOO™ dar-
stellt und die PGI,-abhéngige Relaxation infolge von Tyrosin-Nitrierungen der PGI,-S
vermindert wird (Zou & Ullrich, 1996; Zou et al., 1997; Zou et al., 1999). PGI, bewirkt
eine Stimulation der Adenylatzyklase und einen daraus resultierenden Anstieg von cAMP.
Als Mechanismus wird angenommen, dass der erhohte cAMP-Spiegel eine Offnung von
Kaliumkanélen in den GefidBBmuskelzellen auslost und somit eine Hyperpolarisation er-

zeugt, was letztendlich eine Relaxation der Gefidl3e zur Folge hat (Jackson et al., 1993).
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In diesen Zusammenhingen wurden die Auswirkungen von moglicherweise zelltoxisch
erhohtem ONOO™ bei durch Nitrat-Toleranz induziertem, oxidativen Stress untersucht.
Hierfiir wurden zum einen die Effekte von in vitro Inkubationen mit den ONOO™ senken-
den Agenzien Harnsdure (Whiteman & Halliwell, 1996) und Ebselen (Masumoto et al.,
1996) auf die cGK-I-Aktivitdt mit Hilfe der in 5.2. diskutierten Methode analysiert, um
abzuschitzen, inwieweit eine eventuelle Inhibition der sGC und/oder eine mogliche NOS-
Entkopplung den NO/cGMP-Signalweg beeinflusst. Zum anderen wurden die nitrierenden
Eigenschaften von ONOOQO™ an Tyrosinresten der PGI,-S mittels Nitrotyrosin-Immunprizi-
pitation untersucht. Das Ergebnis sollte im Ansatz dazu dienen die Frage zu kléren, ob auf-
grund der Auswirkungen von ONOQ" bei in dieser Art induziertem, oxidativen Stress in
Kombination mit der bereits beeintriachtigten, cGMP-abhédngigen Gefidfrelaxation auch mit
einer Reduktion der durch PGI, vermittelten, cAMP-abhingigen Relaxation gerechnet wer-

den kann.

Bei den Versuchen beziiglich der NO/cGMP-Signaltransduktion iiber die Analyse des
P-VASP konnte bei den hier verwendeten Tieren nach einer chronischen NTG-Therapie,
vergleichbar mit den in 4.2. diskutierten Ergebnissen, eine signifikante Reduktion der
c¢GK-I Aktivitét in den Aorten ermittelt werden (0,49 £ 0,01). Eine Inkubation von Aorten-
segmenten dieser Tiere mit den ONOO™ senkenden Agenzien Harnsdure oder Ebselen
fiihrte zu einem markanten Anstieg von P-VASP und der daraus kalkulierten cGK-1 Akti-
vitédt (2,42 = 0,39 fiir Harnsédure bzw. 2,19 £ 0,11 fiir Ebselen; Abb. 3.13). Parallel hierzu
wurden von Mitgliedern der Arbeitsgruppe Miinzel in Aortensegmenten der verwendeten
Tiere Messungen zur ONOO -Produktion mittels Luminol-abgeleiteter Chemilumineszenz
(LDCL) und zur Nitratempfindlichkeit iiber Relaxationsmessungen von Aortenringen im
Organbad in Abhiéngigkeit von Harnsdure oder Ebselen durchgefiihrt (unverdffentlichte
Daten). Es konnte bei den mit Nitroglyzerin-behandelten Tieren ein starkes LDCL-Signal
detektiert werden, das durch eine Inkubation mit Harnsdure oder Ebselen bedeutend mini-
miert wurde. Ferner ergab sich aus den Organbaduntersuchungen, im Konsens mit den
Ergebnissen zur cGK-I Aktivitit, bei Einsatz dieser Agenzien eine deutliche Verbesserung
der Toleranzeffekte gegeniiber Nitroglyzerin.

Daraus lédsst sich ableiten, dass bei durch Nitrat-Toleranz hervorgerufenem, oxidativen
Stress neben einer primir ausgelosten Inaktivierung von NO zusitzlich, durch die Bildung
von ONOQO, als sekundérer Effekt auch eine verstidrkte Inhibition der sGC und/oder eine

NOS-Entkopplung als Ursache einer verminderten NO/cGMP-Signaltransduktion ange-
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nommen werden kann. Das die Aufthebung einer moglichen Inhibition der sGC und/oder
Entkopplung der NOS durch Einsatz von Harnsdure oder Ebselen einen derart starken Ef-
fekt zeigte, konnte, neben einer Regeneration des NOS-Cofaktors Tetrahydobiopterin, mit
einer beschriebenen Expressionserhohung der sGC bei Ausbildung einer Nitrat-Toleranz
(Miilsch et al., 2001) in Verbindung gebracht werden. Da bei einer NTG-Therapie zusitz-
lich zur endogenen NO-Produktion NO oder ein NO-Derivat aus Nitroglyzerin freigesetzt
wird, konnte in diesem Fall einerseits durch die Moglichkeit einer verstirkten Bildung
auch ein groBerer Einfluss von ONOO™ angenommen werden. Andererseits wire aufgrund
des NO-Angebots bei einer gesteigerten Expression der sGC mit gleichzeitig aufgehobener
sGC-Inhibition als auch NOS-Entkopplung eine enorme Aktivierung des NO/cGMP-
Signalweges vorstellbar. Ferner liee sich aufgrund einer verstidrkten Inhibition der sGC
und einer zusitzlichen O, -Produktion der NOS durch Bildung hoherer Konzentrationen
von ONOO" bei Ausbildung einer Nitrat-Toleranz eventuell auch die weniger stark ausge-
priagte Wirkung von SNP im Vergleich zu WHHL-Tieren erklidren (Abb. 3.12.). Allerdings
lasst sich bei Betrachtung der Ergebnisse auch nicht ausschlieen, dass durch eine Inkuba-
tion mit Harnsdure oder speziell Ebselen zusitzlich andere, eventuell NAD(P)H-Oxidase
hemmende, antioxidative oder sGC stimulierende Effekte herbeigefiihrt werden, die sich
zu den ONOQO' inaktivierenden Eigenschaften addieren, da bei den verwendeten Kontroll-
tieren ebenfalls eine Steigerung der cGK-I Aktivitit beobachtet werden konnte
(P-VASP:VASP = 1,37 £ 0,26 fiir Harnsaure bzw. 1,53 + 0,15 fiir Ebselen; Abb. 3.13.).

Beziiglich der nitrierenden Eigenschaften von ONOO™ konnte bei den Aorten der NTG-
behandelten Tiere iiber eine Nitrotyrosin-Immunprézipitation mit anschlieBender Antikor-
perreaktion gegen PGI,-S im Vergleich zu Kontrollaorten an der PGI,-S eine markante
Erhéhung von nitrierten Tyrosinresten ermittelt werden, wohingegen die PGI,-S-Expres-
sion in den fiir die Prézipitation verwendeten Proteinhomogenaten nicht signifikant verin-
dert war (Abb. 3.14.). Daraus konnen zum einen, in Ubereinstimmung mit den LDCL-Si-
gnalen, Riickschliisse auf eine erhohte ONOO -Produktion gezogen werden, und zum an-
deren muss aufgrund der inaktivierenden Eigenschaften der Tyrosin-Nitrierungen auch mit
einer Reduktion der durch PGI, vermittelten, cAMP-abhingigen Gefilrelaxation gerech-
net werden. Dariiber hinaus wird angenommen, dass aus dem verbleibenden Vorldufer
Prostaglandin Endoperoxid (PGH;) bei einer Inhibition der PGL-S eine verstirkte Stimu-
lation des Thromboxan A,/PGH,-Rezeptors resultiert, da in einer sekundiren Phase des
ONOO -Einflusses eine Kontraktion der Gefifle festgestellt werden konnte (Zou et al.,

1999). Eine auf diese Art stimulierte Kontraktion wire somit auch im Falle der Nitrat-To-
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leranz nicht auszuschliefen. Interessant bei den Untersuchungen von Zou und Mitarbeitern
(1999), wie auch bei dem Ergebnis dieser Arbeit (Abb. 3.14.), war die Beobachtung, dass
sich auch in Kontrollaorten PGI,-S-Tyrosin-Nitrierungen in Form von schwach ausge-
pragten Banden nachweisen lieBen. Dieser Befund konnte ein Indiz fiir eine ONOO -Pro-
duktion von aus Endothelzellen basal freigesetztem O, und NO darstellen. In vorangegan-
genen Studien konnte mit Hilfe von Interleukin-1 behandelten Mesangialzellen demon-
striert werden, dass die fiir eine PGI,-S Inhibition erforderliche ONOO™ Menge unter pa-
thophysiologischen Bedingungen, wie z.B. Entziindungsreaktionen, gebildet werden
konnte (Zou et al., 1998). Somit muss in Betracht gezogen werden, dass bei Ausbildung
von oxidativem Stress O, als pathophysiologischer Vermittler fungiert, der zuerst die
Effekte von NO und sekundir, iiber die Bildung von ONOO'", neben einer zusitzlichen
Beeintrachtigung des NO/cGMP-Signalweges auch die relaxierenden Eigenschaften von

PGI, unterdriickt.



S. Zusammenfassung

Frithere Studien liefern ein breites Spektrum an experimentellen Daten, die belegen, dass
oxidativem Stress eine kritische Rolle fiir die vaskuldre Funktion bei der Pathogenese von
GefiBerkrankungen als auch bei der Ausbildung einer sogenannten Nitrat-Toleranz zu-
kommt. Dabei konnte eine erhohte Superoxid-Produktion durch ein vaskulédres, NAD(P)H-
abhingiges Oxidasesystem nachgewiesen werden. In der vorliegenden Arbeit wurden dies-
beziiglich Untersuchungen zu den Mechanismen und den Auswirkungen von durch Nitrat-
Toleranz induziertem, oxidativem Stress in Aortengewebe von Kaninchen durchgefiihrt.
Diese umfassten mRNA-Expressionsanalysen der vaskuldren NAD(P)H-Oxidase Unterein-
heit gp91-Phox und Experimente zur Funktionalitdt des NO/cGMP-Signalweges iiber die
Aktivitat der cGMP abhéngigen Proteinkinase I (cGK-I). In die Experimente zur cGK-I
Aktivitat wurden zusitzlich, als pathologisches Versuchsmodell, Aorten von chronisch
hyperlipiddmischen Watanabekaninchen integriert. Da in vorangegangenen Studien durch
den Einsatz von Angiotensin-Rezeptorantagonisten in Verbindung mit oxidativem Stress
ein positiver Einfluss beziiglich der Superoxid-Produktion und der Endothelfunktion ge-
zeigt werden konnte, wurden die Versuche u.a. in Abhéngigkeit einer Blockade des Angio-
tensinrezeptors 1 (AT-1) durchgefiihrt. Zuziiglich wurden auch sekundire Effekte von oxi-
dativem Stress nach Ausbildung einer Nitrat-Toleranz hinsichtlich der toxischen Eigen-
schaften von aus Stickstoffmonoxid (NO) und Superoxid (O;) gebildetem Peroxinitrit
(ONOQO) in die Untersuchungen einbezogen.

Anhand der Ergebnisse beziiglich der gp91-Phox mRNA-Expression konnte festgestellt
werden, dass im Endothel ein tiber den AT-1-Rezeptor vermittelter Expressionsanstieg der
NAD(P)H-Oxidaseuntereinheit gp91-Phox ausgeldst wird.

Hinsichtlich der Auswirkungen von oxidativem Stress konnte demonstriert werden, dass
der Grad der Serin 239 Phosphorylierung des Vasodilatator stimulierten Phosphoproteins
(P-VASP) in Kaninchenaorten bedeutend durch den NO/cGMP-Signalweg reguliert wird.
Endothelentfernung und Inhibition der NO-Synthase als auch induzierter und pathogener
oxidativer Stress mindert markant die VASP-Phosphorylierung an der von ¢GK-I bevor-
zugten Phosphorylierungsstelle Serin 239. Eine Behandlung mit dem AT-1 Rezeptoranta-
gonisten Irbesartan unterdriickt Nitrat-Toleranzeffekte, verbessert bei hyperlipidimischen
Tieren die Endothelfunktion und reduziert die vaskuldre O, -Produktion, was sich folglich
in gesteigertem P-VASP widergespiegelt hat. Somit konnte mit der Analyse von P-VASP
als biochemischen Marker eine neue Methode zur Charakterisierung des NO/cGMP/cGK-I
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-Signalweges in Kaninchenaorten etabliert werden, mit der sich ein entscheidender Aspekt
zur Effektivitdt von NO als Relaxationsfaktor in vaskuldrem Gewebe untersuchen lésst.

Mit Hilfe der P-VASP Analyse lie} sich indirekt, durch Einsatz von ONOO" senkenden
Agenzien, im Nitrat-Toleranz Modell eine zusitzliche Beeintriachtigung der NO/cGMP-
Signaltransduktion durch ONOO™ zeigen, bei der als Ursache eine oxidative Schidigung
der Guanylatzyklase und/oder der NO-Synthase angenommen werden kann. Ferner konnte
aufgrund der Auswirkungen von ONOO™ eine verstirkte Tyrosin-Nitrierung der
Prostazyklin-Synthase (PGI,-S) ermittelt werden, womit sich spekulieren ldsst, dass bei in
dieser Art induziertem, oxidativen Stress in Kombination mit der bereits beeintrichtigten,
cGMP-abhingigen Gefilrelaxation auch mit einer Reduktion der durch PGI, vermittelten,

cAMP-abhingigen Relaxation gerechnet werden kann.

Schlussfolgernd lédsst sich aus den Ergebnissen dieser Arbeit in Assoziation mit anderen
Forschungsarbeiten folgende Hypothese fiir die Mechanismen und Auswirkungen von oxi-
dativen Stress in Aortengewebe postulieren:

Uber eine verstirkte Stimulation des RAAS wird durch eine AT-1-Rezeptor vermittelte Si-
gnaltransduktion ein Expressions- und Aktivititsanstieg des vaskuldren NAD(P)H-Oxida-
sesystems ausgelost, was als einer der initial mageblichen Mechanismen fiir oxidativen
Stress im Gefillsystem angesehen werden kann. Die dadurch erhohte O, -Produktion inak-
tiviert primdr den vom Endothel freigesetzten Relaxationsfaktor NO, woraus eine soge-
nannte Endotheldysfunktion mit erhohter Gewebedurchblutung resultiert. Hierbei werden
durch die Reaktion von NO mit O, zelltoxische Konzentrationen von ONOQO™ gebildet.
Aufgrund der oxidierenden bzw. nitrierenden Eigenschaften erzeugt ONOO™ sekundir eine
Steigerung der Inhibition des NO/cGMP-Signalweges als auch eine Beeintriachtigung der
durch PGI, induzierten, cAMP-vermittelten Gefalrelaxation. Dadurch wird die primir aus-
geloste Endotheldysfunktion potenziert, was letztendlich die Initiation und Progression von
GefiBerkrankungen, wie z.B. Arteriosklerose, zur Folge hat.

Da sich gezeigt hat, dass der initiale Prozess fiir die Ausbildung einer Nitrat-Toleranz
durch eine AT-1-Rezeptorblockade vermindert wurde, konnten bei der Behandlung von
mit oxidativen Stress verbundenen Gefderkrankungen durch eine Nitroglyzerin-Therapie
mit kombinierter Verabreichung von AT-1-Rezeptorantagonisten und ONOO™ senkenden

Medikamenten eventuell vielversprechende Erfolge erzielt werden.
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7.

7.1.

Abb.
ACE
ACh
Amp
ATII
AT-1
AT-2
Bidest

E.coli
Ebs
ECL
EDRF
EDTA

Eth.-Br.

Anhang

Abkiirzungsverzeichnis

Abbildung

Angiotensin Converting Enzyme
Acetylcholin

Ampicillin

Angiotensin II

AT-1 Rezeptorsubtyp des Angiotensin II
AT-2 Rezeptorsubtyp des Angiotensin II
Bidestilliert

Basenpaare

Rinderserumalbumin

Grad Celsius

intrazelluldre freie Calziumkonzentration
cAMP-abhingige Proteinkinase
zyklisches Adenosinmonphosphat
komplementire Desoxyribonukleinsédure
cGMP-abhingige Proteinkinase
zyklisches Guanosinmonphosphat
Diethylpyrocarbonat
Desoxyribonukleinsédure
2‘-Desoxyribonukleotid-5 ‘-triphosphat
Dithiotreitol

Endothel entfernt

Endothel intakt

Escherichia coli

Ebselen

Enhanced Chemiluminescence
Endothelium derived relaxing factor
Ethylendiaminotetraessigsdure, Dinatriumsalz

Ethidiumbromid
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HEPES
Hg

Irb
kDa

KHK
Ktr

LB
LDCL
LDL
L-NNA
Log
MOPS
mRNA
NAD(P)H
NO
NOS
NOX
NTG
NZWR
Oy
ODy
ONOO
PBS
PCR
PGH,
PGI,
PGL-S
Phox
PKC
P-VASP
RAAS
RNA
rNTP

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-piperazino-)-ethansulfonsiure
Homogenisierung

AT-1 Rezeptorantagonist Irbesartan
Kilodalton

Krebs-HEPES

Koronare Herzerkrankung
Kontrollprobe

Luria-Bertani

Luminol-abgeleitete Chemilumineszens
Lipoprotein geringerer Dichte
NC-Nitro-L-Arginin

dekadischer Logarithmus
3-(N-Morpholino)-propansulfonsiure
Boten-Ribonukleinsédure
Nicotinamid-adenin-dinucleotid(phosphat), reduzierte Form
Stickstoffmonoxid
Stickstoffmonoxid-Synthase
NADPH-Oxidase

Nitroglycerin (0.a. chronisch mit Nitroglycerin behandelt)
New Zealand White Rabbit
Superoxidanion

optische Dichte (x = Wellenlidnge)
Peroxinitrit

phosphatgepufferte Salzlosung
Polymerasekettenreaktion
Prostaglandin Endoperoxid
Prostazyklin (Prostaglandin 1)
Prostazyklin-Synthase
Phagozyten-Oxidase

Proteinkinase C
VASP-Serin239-Phosphoryliert
Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
Ribonukleinsédure

2‘-Ribonukleotid-5 ‘-triphosphat
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RT
SDS
SEM
sGC
SNP
SOD
Tab

Reverse Transkription
Natriumdodecylsulfat
Standardfehler vom Mittelwert
l6sliche Guanylatzyklase
Natrium-Nitroprussid
Superoxid-Dismutase

Tabelle

Tris-EDTA-Puffer
Tris-EDTA-Borat-Puffer
Schmelztemperatur
Tris-(hydroxymethyl)aminomethan
Enzymaktivititseinheit

Harnséure

Umdrehungen pro Minute

Volt

Vasodilatator stimuliertes Phosphoprotein

chronisch hyperlipiddmische Watanabekaninchen
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7.2. Plasmidkarte pCR®II-TOPO Cloning Vektor

Die Karte zeigt die Eigenschaften des pCR®II-TOPO Cloning Vektors und die die Klonie-
rungsstelle umfassende Sequenz. Die Spaltstelle fiir die Insertion eines PCR-Produktes
sind in der Sequenz markiert dargestellt. Die Startpunkte der Transkription fiir eine Sp6-

und T7 —Polymerase sind durch Pfeile gekennzeichnet.

LacZo ATG
M13 Reverse Primer Sp6 Promotor >

CAG GAA ACA GCT ATG AQC ATG ATT ACG CCA AGC TAT TTA GGT GAC ACT ATA GAA
GTC CTT TGT CGA TAC TGG TAC TAA TGC GGT TCG ATA_AAT CCA CTG TGA TAT CIT

Nsil Hind 111 Kpnl Sacl BamH1 Spe 1

TAC TCA AGC TAT GCA TCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA GTA ACG GCC
ATG AGT TCG ATA CGT AGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT CAT TGC CGG

BstX| EcoR | EcoR | EcoR V

GCC AGT GTG CTG GAA TTC GCC CTT AG GGC GAA TTC TGC AGA TAT

CGG TCA CAC GAC CTT AAG CGG GA TC CCG CTT AAG ACG TCT ATA
BstX | Not | Xho | Nsil Xbal Apal

CCA TCA CAC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG|CCC TAT
GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC GGG ATA

4t
T7 — Promotor M13 Forward Primer

AGT GAG TCG TAT TAC AAT TCA[CTG GCC GTC GTT TTA CAA CGT CGT GAC TGG GAA
TCA CTC AGC ATA ATG TTA AGT[GAC CGG CAG CAA AATGTT GCA GCA CTG ACC CTT

N— 7

Comments for pCR®II-TOPO
3950 nucleotides

LacZa gene: bases 1 — 588

M13 Reverse priming site: bases 205 — 221

Sp6 promotor: bases 239 — 256

Multiple Cloning Site: bases 269 — 399

T; — promotor: bases 406 — 425

M13 Forward priming site: bases 433 — 448

f1 origin: bases 590 — 1004

Kanamycin resistence ORF: bases 1338 — 2132
Ampicillin resistence ORF: bases 2150 — 3010
ColE1 origin: bases 3155 — 3828
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7.3.

Humane gp91-Phox Sequenz

Humane gp91-Phox mRNA (Teilsequenz). Die Anlagerungssequenzen fiir die in dieser

Arbeit verwendeten Primer sind grau markiert dargestellt. Die fiir gp91-Phox codierende

Region ist in der Sequenz fettgedruckt hervorgehoben.

ORIGIN
1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981

BASE COUNT

cttcctctgce
ctggtttggc
ccacctaagt
cctgcagcect
ctgtccttcec
aggaatctca
accattgcac
ccttattcag
gctcgaaaga
ggcatcactg
accatccgga
ttcattggcc
ttggectgtgce
gaatgcccaa
cccatgtttc
gtcatcacca
gggttcaaaa
gagtggcacc
cgcatcgttg
tttcaagatg
gaagatgtgt
ttcgecatcca
ctcaaaaaga
gatctgctge
tacaacatct
gatgaggaga
tgggataatg
ctctgtggac
tctggceccte
atgaggaaat
aataccccct
gaatgtcaaa
gagcactttt
gaaaagattc

caccatcggg
tggggttgaa
tcttttacac
gcctgaattt
tcaggggttc
cctttcataa
atctatttaa
tagcactctc
gaataaagaa
gagttgtcat
ggtcttactt
ttgccatcca
ataatataac
tccctcagtt
tgtatctctg
aggtggtcac
tggaagtggg
cttttacact
gggactggac
cgtggaaact
tcagctatga
ttctcaagtc
tctacttcta
aactgctgga
acctcactgg
aagatgtgat
aattcaagac
ctgaagcctt
ggggagtgca
aaatgtgggt
gcttaaaaat
gattgtttga
acaaacatta
ttggactcaa

Primeranlagerungsequenzen:

S:
L:
AS:

1242a 838 ¢

gaactgggct
cgtcttcctc
aagaaaactt
caactgcatg
cagtgcgtgce
aatggtggca
tgtggaatgg
tgaacttgga
ccctgaagga
cacgctgtgce
tgaagtcttt
tggagctgaa
agtttgtgaa
tgctggaaac
tgagaggttg
tcacccttte
acaatacatt
gacatccgcc
agaggggctg
acctaagata
ggtggtgatg
agtctggtac
ctggctgtgce
gagccagatg
ctgggatgag
cacaggcctg
aattgcaagt
ggctgaaacc
tttcatttte
tgtgctgcca
ggacaaaaag
tagtgataag
tttcattttt
ttttagaatc

fiir gp91-Phox Sense Primer

fiir gp91-Phox Linker Primer

fiir gp91-Phox Antisense Primer

gtgaatgagg
tttgtctggt
cttgggtcag
ctgattctct
tgctcaacaa
tggatgattg
tgtgtgaatg
gacaggcaaa
ggcctgtace
ctcatattaa
tggtacacac
cgaattgtac
caaaaaatct
cctcctatga
gtgcggtttt
aaaaccatcg
tttgtcaagt
cctgaggaag
ttcaatgcectt
gcggttgatg
ttagtgggag
aaatattgca
cgggacacac
caggaaagga
tctcaggcca
aaacaaaaga
caacacccta
ctgagtaaac
aacaaggaaa
aatgctcaaa
aaactataat
ttacatttat
ttcctctcag
aaaagggaaa

ggctctccat
attaccgggt
cactggcact
tgccagtctg
gagttcgaag
cacttcactc
cccgagtcaa
atgaaagtta
tggctgtgac
ttatcacttce
atcatctctt
gtgggcagac
cagaatgggg
cttggaaatg
ggcgatctca
agctacagat
gcccaaaggt
acttctttag
gtggctgtga
ggccctttgg
cagggattgg
ataacgccac
atgcctttga
acaatgccgg
atcactttgc
ctttgtatgg
ataccagaat
aaagcatctc
acttctaact
taatgctaat
gtaatggttt
gtggagctct
taatgtcagt
ggatcaaaag

913 g 1274t (NCBI gene bank Acc.No. X04011)

ttttgctatt
ttatgatatt
ggccagggcec
tcgaaatctg
acaactggac
tgcgattcac
taattctgat
tctcaatttt
cctgttggca
ctccaccaaa
tgtgatcttc
cgcagagagt
aaaaataaag
gatagtgggt
acagaaggtg
gaagaagaag
gtccaagctg
tatccatatce
taagcaggag
cactgccagt
ggtcacaccc
caatctgaag
gtggtttgca
cttcctcage
tgtgcaccat
acggcccaac
aggagttttc
caactctgag
tgtctcttcce
tgataatata
tcccttaaag
atggttttga

ggaagttagg

ADd

gttcagtaac ..
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