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1.1 Vaskulopathie bei Diabetes mellitus

Als Diabetes mellitus bezeichnet man ein Syndrom der akuten und chronischen
Hyperglykamie, verbunden mit Folgestérungen des Kohlenhydrat- und Fettstoffwechsels
unterschiedlicher Atiologie und Symptomatik. Der hyperglykdmische Zustand ist
entweder in einer reduzierten bzw. vollig eingestellten Insulinproduktion begrundet
(insulin dependent diabetes mellitus, IDDM) oder resultiert aus einer gestorten
physiologischen Insulinantwort als Konsequenz einer variablen Kombination aus
peripherer Insulinresistenz und Insulinmangel (non insulin dependent diabetes mellitus,

NIDDM) [1].

Neben den akut auftretenden Effekten des zellularen Insulinmangels bzw. der
verminderten Insulinwirkung fuhren alle Diabetes-Formen zu einer Entwicklung
charakteristischer Folgeschaden, die hauptsachlich das GefalRsystem beeintrachtigen.
Prospektive klinische Studien wie die DCCT-Studie (diabetes control and complications
trial) und die UKPDS-Studie (UK prospective diabetes study) zeigten einen deutlichen
Zusammenhang zwischen hyperglykamischem Zustand und der Ausbildung diabetischer
Folgeschaden in Form von Angiopathien [2, 3]. Wahrend die Letalitat der Diabetes-
Erkrankung durch akute Stoffwechseldekompensationen nach Einfuhrung der
Insulintherapie zurickgegangen ist, hat mit Zunahme der Lebenserwartung die Inzidenz
diabetischer Folgeschaden zugenommen [1]. Diese angiopathischen Spatkomplikationen
bestimmen zunehmend Verlauf und Prognose der Diabetes-Erkrankung [1]. Die durch
Diabetes induzierten Mikroangiopathien umfassen spezifische Veranderungen des
mikrovaskularen Gefallsystems, vornehmlich in der Retina, der renalen Glomeruli und
des peripheren Nervensystems. Die pathologischen Konsequenzen konnen zu
Erblindung und Nierenversagen sowie zur Denervation infolge einer Polyneuropathie
fuhren [4]. Daneben wird durch Diabetes die Entwicklung von Makroangiopathien der
Koronararterien und groflen GefalRen gefordert. Bei der Makroangiopathie handelt es
sich um atherosklerotische Gefallveranderungen makrovaskularer Gefalde, die schon in
frithem Lebensalter mit rascher Progredienz fortschreiten kénnen [5]. Als Folge treten
gehauft Herz-Kreislauf-Erkrankungen auf. Das Risiko fruhzeitiger Mortalitat infolge
kardiovaskularer Erkrankungen durch Myokardinfarkt und Schlaganfall ist bei Diabetikern

deutlich gesteigert [6, 7].
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Die pathophysiologischen Folgen im Rahmen einer diabetischen Vaskulopathie fihren
schon in frihen Stadien der Diabetes-Erkrankung unter anderem zu Anomalien im
Blutfluss und einer erhdhten GefalRpermeabilitdit sowie zu Veranderungen der
Endothelfunktion. Dies zeigt sich in Veranderungen der Gefalreaktivitat auf vasoaktive

Neurotransmitter und zirkulierende Hormone [6, 8].

Das Endothel ist die innerste einschichtige, zellige Auskleidung der luminalen Seite von
BlutgefalRen und bildet Uber tight junctions eine physiologische Barriere zwischen dem
zirkulierenden Blutstrom und den glatten Gefalimuskelzellen. Die Beteiligung des
Endothels an der Regulation der Gefalireaktivitat findet durch interzellularen
Stoffaustausch und Freisetzung vasoaktiver Substanzen statt [8]. So wird der
Gefallwiderstand wesentlich durch die Aktivitat des Endothels bestimmt, das durch die
Produktion von Stickstoffmonoxid [9], Prostazyklin [10] und endothelium derived
hyperpolarizing factor (EDHF) [11] die Vasorelaxation und durch die Synthese von
Angiotensin Il und Endothelin [8] die Vasokontraktion der Gefalke steuert. Das Endothel
ist auRerdem an Wachstum und Differenzierung glatter GefaBmuskelzellen beteiligt und
hat somit eine Bedeutung bei der Ausbildung Diabetes-bedingter Veranderungen der

Gefalistruktur (,Remodeling®) [12].

Der Verlust der gefaBmodulierenden Eigenschaften des Endothels wird im
Zusammenhang mit kardiovaskularen Erkrankungen wie Atherosklerose, Hypertonie und
Herzinsuffizienz sowie der Entwicklung der diabetischen Vaskulopathie diskutiert [13, 14,
15]. Die Auspragung dieser Funktionsstorung des Endothels wird als ,endotheliale
Dysfunktion® bezeichnet und ist unter anderem durch eine eingeschrankte, NO-
vermittelte endothelabhangige Vasorelaxation charakterisiert [13]. Die endotheliale
Dysfunktion stellt ein multifaktorielles Geschehen dar und wird als Ausdruck der
Beeintrachtigung wichtiger Funktionen des Endothels verstanden, die Uber die Stérung
endothelvermittelter Vasorelaxation hinausgeht [16]. So aufert sich eine endotheliale

Dysfunktion durch:

o Abnormale Vasorelaxation und / oder Vasokontraktion infolge einer Stérung der
Produktion bzw. Signaltransduktion vasoaktiver Faktoren [9, 17],

. Zunahme der prothrombotischen / prokoagulanten Aktivitat [18],

° Zunahme der Durchlassigkeit des Endothels flir Makromolekdle [19, 20].
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1.2 Vasoprotektion durch endogenes Stickstoffmonoxid

Das lipophile Stickstoffmonoxidradikal (NO) ist ein kurzlebiger endogener Botenstoff, der
wichtige physiologische Prozesse reguliert und in verschiedenen Zielzellen
vasoprotektive Wirkungen vermittelt. NO diffundiert frei durch Membranen und wirkt
antiaggregatorisch in Thrombozyten [21] sowie antiadhasiv in Leukozyten [22].
Endothelial gebildetes NO reguliert nach Diffusion in Myozyten den Tonus der glatten
Gefallmuskulatur und ist damit essentiell fir die Regulation der lokalen Durchblutung
und des Blutdrucks [23]. Neben der vasorelaxierenden Wirkung verursacht NO zudem
antiproliferative [24] und antioxidative Effekte [25, 26]. Der Verlust der biologischen NO-
Funktion wird als eine mogliche Ursache fur die Ausbildung vaskularer Schaden
diskutiert [13]. Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher der Einfluss von Diabetes auf die
Gefalreaktivitat insbesondere im Hinblick auf pathologische Veranderungen der

NO/cGMP-Signalkaskade untersucht.

Die endogene Biosynthese des NO

Die endogene Biosynthese des NO erfolgt in einer oxidoreduktiven Konversion der
Aminosaure L-Arginin zu L-Citrullin unter Freisetzung von NO durch den katalytischen
Einfluss der NO-Synthase (NOS; EC 1.14.13.39) [27, 28]. Es existieren konstitutive und
induzierbare NO-Synthasen (s. auch S. 5), die alle eine homodimere Struktur aufweisen.
Die aktive Form der NO-Synthase ist ein Homodimer, bestehend aus einer C-terminalen
Reduktase- und einer Ham-haltigen N-terminalen Oxygenase-Domane. Zwischen den

beiden Domanen befindet sich eine Bindungsstelle fur Calmodulin.

Reduktase-Domaéane Oxygenase-Domane

L-Arginin + O,

ooc — nappH — P2 _FUN L _ o BH, NH;*
Fe*'— Fe**

Calmodulin

v
L-Citrullin + NO

Abb. 1.01 Aufbau der NO-Synthasen und Darstellung des Elektronenflusses [29]
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Das Dimer wird durch eine tetrahedrale Zinkbindung Uber Cysteinreste der Monomere
stabilisiert [30]. Calcium aktiviert die konstitutiven NO-Synthasen durch Vermittlung der
Bindung von Calmodulin, die einen Elektronentransfer von der Reduktase-Domane zur
Ham-Gruppe der Oxygenase-Domane ermoglicht [31]. Die NOS-Katalyse ist abhangig
von den Kosubstraten Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (NADPH) und
Sauerstoff sowie den Kofaktoren Tetrahydrobiopterin (BH,4), Flavin-Adenin-Dinukleotid
(FAD) und Flavin-Adenin-Mononukleotid (FMN). Der Elektronenfluss erfolgt von NADPH,
das an die Reduktase-Doméane bindet, Uber FAD und FMN auf das Ham-Eisen der
Oxygenase-Doméne, das dabei zu Fe?* reduziert wird. Durch die Reduktion des Ham-
Eisens wird die Anlagerung von Sauerstoff ermdglicht. BH4 fungiert als allosterischer

Faktor und ist an der Stabilisierung der NO-Synthase wahrend der Katalyse beteiligt [29].

1,5 NADPH NADP*

\ FMN FAD /
GOOH /\ COOH /\ COOH
HoN—C—H Faas Fu 3t HaN—C—H B4 BH2 HaN—C—H
| | |
CHa oo CHa N CHy
CHy AN CH ™ CHy
I l*lle . [ I}J_OH Hé lsz
H-‘,C\ 02 H20 G 02 [H202] ANy
c
Q’C“NH N S A
L-Arginin N®-Hydroxy-L-Arginin L-Citrullin

Abb. 1.02 Schematischer Ablauf der NO-Synthasereaktion [32]

Die Isoformen der NO-Synthase

Es sind drei Isoformen der NO-Synthase bekannt, die hinsichtlich ihrer
gewebespezifischen Verteilung, ihrer Kapazitat der NO-Produktion und ihrer Induktivitat
differieren. Man unterscheidet die induzierbare NO-Synthase (iNOS / NOSII), die
hauptsachlich bei pathologischen Zustanden nach Zytokin-Stimulation von Geweben
exprimiert wird, und kontinuierlich exprimierte (= konstitutive) NO-Synthasen. Die iNOS
ist Uberwiegend zytosolisch lokalisiert, produziert NO in mikromolarer Menge und wird
nicht durch Veranderungen der zytosolischen Calciumkonzentration beeinflusst, da

Calmodulin eine standige Untereinheit des Enzyms ist [23, 33]. Das Enzym ist
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hauptsachlich an inflammatorischen Reaktionen sowie an der Immunabwehr beteiligt.
Die von der iNOS erzeugten hohen NO-Konzentrationen wirken zytotoxisch auf
Tumorzellen und Bakterien und tragen so zur unspezifischen Immunabwehr bei. Die
Beteiligung an vasopathologischen Prozessen, wie der Bildung atherosklerotischer
Lasionen, konnte ebenfalls nachgewiesen werden [34]. Die unter physiologischen
Bedingungen konstitutiv exprimierten NOS-Enzyme werden je nach Lokalisation in
Geweben und Zellen als endotheliale NO-Synthase (eNOS / NOSIII) bzw. neuronale NO-
Synthase (nNOS / NOSI) bezeichnet. Die beiden konstitutiven Enzyme weisen einen
membrangebundenen Anteil auf, produzieren NO in nanomolaren Mengen und werden
durch die zytosolische Calciumkonzentration in Verbindung mit Calmodulin reguliert [23].
Calcium aktiviert die konstitutiven NO-Synthasen durch Foérderung der Bindung von
Calmodulin an das Enzym. Die nNOS ist hauptsachlich in Neuronen des zentralen und
peripheren Nervensystems und im Skelettmuskel lokalisiert, wahrend die eNOS
Uberwiegend in vaskularen Endothelzellen, Kardiomyozyten und Thrombozyten

exprimiert wird [29, 35, 36].

Der NO/cGMP-Signaltransduktionsweg

Im Rahmen dieser Arbeit ist vor allem die Funktion der endothelialen NO-Synthase von

Bedeutung. Bereits 1980 wurde von Furchgott et al. die NO-vermittelte

endothelabhangige Vasorelaxation und die Existenz eines vom Endothel freigesetzten

endothelium derived relaxing factor (EDRF) als Vasodilatator beschrieben [37]. Spater
wurde EDRF pharmakologisch und biochemisch als NO identifiziert [38]. Die
vasorelaxierende Wirkung des endothelialen NO wird nach Diffusion in glatte

Muskelzellen durch Aktivierung der I6slichen Guanylatzyklase (sGC) ausgel6st. Die sGC

katalysiert die Umsetzung von Guanosintriphosphat (GTP) zu zyklischem Guanosin-

3°,5"-monophosphat (cGMP). Die Aktivierung der cGMP-regulierten Proteinkinase (cGKI)
fuhrt Uber verschiedene Phosphorylierungsprozesse zu einer Senkung der zytosolischen

Calciumkonzentration:

o Die cGMP-abhangige Proteinkinase (cGKIl) phosphoryliert das Protein
Phospholamban [39]. Die phosphorylierte Form des Phospholambans aktiviert
die Calciumpumpe SERCA (sarkoplasmatische ATPase) der sarkoplasmatischen
Calciumspeicher, was in einer verstarkten RuUckspeicherung intrazellularen

Calciums in das sarkoplasmatische Retikulum resultiert [40].
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o Zudem wird durch cGKIl das IP3 receptor associated cGMP-Kinase-Substrat
(IRAG) phosphoryliert und dadurch die IPs;-vermittelte Calcium-Freisetzung aus
dem sarkoplasmatischen Retikulum gehemmt [117].

o Zuséatzlich kann NO direkt und cGKIl-vermittelt Kaliumkanale aktivieren, so dass
eine resultierende Hyperpolarisation der Zellmembran zu einer Inhibition des
Einstroms von extrazelluldarem Calcium Uber spannungsabhangige L-Typ-
Calciumkanale fuhrt [118, 119].

Die Abnahme der zytosolischen Calciumkonzentration resultiert in einer Verminderung

des Vasotonus. Die Folge ist eine Vasorelaxation. Das vasodilator stimulated

phosphoprotein (VASP) ist ebenfalls ein Effektorprotein der NO/cGMP-Signalkaskade.

Die Aktivierung erfolgt ebenfalls durch die cGMP-abhangige Proteinkinase | (cGKI) nach

Phosphorylierung am Serin 239 [30]. VASP fungiert als Modulator der Mikrofilamente und

reguliert die Aktin-Polymerisation und ist somit an der Regulation des vaskularen Tonus

beteiligt.

Endothelzellen

L-Citrullin  + NQO <z~ L-Arginin + O,

NADP* NADPH

Glatte Muskelzelle

Vasorelaxation

Abb. 1.03 NO/cGMP-Signaltransduktionsweg

NO (Stickstoffmonoxid-Radikal), eNOS (endotheliale NO-Synthase), sGC (I6sliche Guanylatzyklase),
GTP (Guanosintriphosphat), cGMP (zyklisches Guanosin-3°,5"-monophosphat), cGK (cGMP-
abhangige Proteinkinase), VASP (vasodilator stimulated phosphoprotein), pVASP (phosphoryliertes
VASP).
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1.3 Diabetische Vaskulopathie und oxidativer Stress

.Vaskularer oxidativer Stress“ bezeichnet eine Dysbalance zwischen der Produktion
freier radikalischer Verbindungen und der physiologischen antioxidativen Kapazitat, die
letztlich zu Gefalkschaden und Zelltod flihren kann [45, 46]. Als ,freie radikalische
Verbindungen“ werden hochreaktive Molekule verschiedener Kategorien, z.B. reaktive
Sauerstoff-Verbindungen (reactive oxygen species, ROS), reaktive Stickstoff-
Verbindungen (reactive nitrogen species, RNS) und reaktive Chlorid-Verbindungen
(reactive chlorine species, RCS) bezeichnet. Bei der Vaskulopathie des kardiovaskularen
Systems sind reaktive Sauerstoffverbindungen wie Superoxidradikale (O:™),
Wasserstoffperoxid (H,O,) und Hydroxylradikale (OH™) von besonderer Bedeutung.
Durch antioxidativ wirksame Enzyme wie Katalase, Superoxiddismutase und
Glutathionperoxidase sowie Substrate mit der Fahigkeit zur reduktiven Regeneration wie
Vitamin C und E sowie Glutathion wird eine pathologische Uberproduktion radikalischer

Verbindungen im Gewebe verhindert [46].

Diabetes

H,0,

Hypertonie ROO,

Hypercholesterinamie o
Oxidativer Stress

I NO e Vitamin C, E

SOD
GSHIGSSG NADHNADs T robucol
GPx Acetylcystein
Lactat/Pyruvat Antioxidative Kapazitat
i ﬂ
ausgepragter moderater
GeféaRschaden GeféaRschaden

Abb. 1.04 Oxidativer Stress und antioxidative Kapazitat in Gefalen
H,O, (Wasserstoffperoxid), O,* (Superoxidradikal), OH* (Hydroxylradikal), ROO, (Peroxide), GPx
(Glutathionperoxidase), SOD (Superoxiddismutase), CAT (Katalase), NO (Stickstoffmonoxid-Radikal)

— modifiziert nach Lauer et al. [47] —
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Die pathophysiologischen Folgen des oxidativen Stress fur das Gefallsystem sind
multifaktoriell und betreffen eine Vielzahl von Signalkaskaden [48]. Im Rahmen dieser
Arbeit sind vor allem Radikal-induzierte Stérungen des NO/cGMP-Signalweges, die zu
einer endothelialen Dysfunktion als Ausdruck eines Gefallschadens fuhren, von
Bedeutung [49, 50]. AuBerdem induziert oxidativer Stress die Apoptose von
Endothelzellen [51] und flhrt zu einer gesteigerten Expression von endothelialen
Adhasionsmolekllen [52]. Die Proliferation und Migration glatter Muskelzellen wird
stimuliert [53, 54] und Lipoproteine werden durch oxidative Prozesse modifiziert [55]. Es
konnte gezeigt werden, dass oxidativer Stress als Konsequenz einer verstarkten
Radikalbildung bei gleichzeitig verminderter antioxidativer Kapazitat zur Pathologie
kardiovaskularer Erkrankungen wie Diabetes, Atherosklerose, Hypertonie und

Herzinsuffizienz beitragt [56].

Entstehung von Hyperglykdmie-induziertem oxidativem Stress

Der genaue Pathomechanismus, inwiefern Hyperglykamie vaskularen oxidativen Stress
im Diabetes verursacht und letztlich zur Auspragung diabetischer Folgeschaden des
Gefalisystems beitragt, wird vielfaltig diskutiert. Neben der Autoxidation von Glukose
fihren die Aktivierung der NAD(P)H-Oxidase, die ,entkoppelte® eNOS und die

mitochondriale Radikalproduktion zu einer Zunahme des oxidativen Stress im Diabetes.

Als eine der Hauptquellen der Superoxidproduktion in vaskularen Zellen und Myozyten
wird die Aktivierung von Enzymen aus der Familie der NAD(P)H-Oxidasen diskutiert [56,
57]. NAD(P)H-Oxidasen sind membrangebundene Proteine, die die Reduktion von
molekularem Sauerstoff zu Superoxidradikalen mit NADH oder NADPH als
Elektronendonor katalysieren. Die vaskularen NAD(P)H-Oxidasen sind essentiell fur die
physiologische Funktion und Regulation vaskularer Muskelzellen. Sie haben unter
anderem eine Bedeutung bei Wachstum, Migration und Modifikation der extrazellularen
Matrix [57]. Die Aktivitat der vaskularen NAD(P)H-Oxidase wird uber Zytokine, Hormone
und mechanische Reizung stimuliert [58, 57]. Bei Hyperglykdmie ist unter anderem die
Glukose-induzierte Stimulation der NAD(P)H-Oxidase durch die Proteinkinase C [49] und
die Aktivierung durch Angiotensin Il [59, 60] von Bedeutung.
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Einige Studien belegen, dass die eNOS in Anwesenheit von reaktiven Sauerstoffspezies
selbst Superoxidradikale generieren kann [61]. Eine Produktion von Superoxidradikalen
durch die eNOS wird auch als ,Entkopplung“ der eNOS bezeichnet. Die eNOS selbst
wird dann unter Verlust ihrer vasoprotektiven Eigenschaften zu einer zusatzlichen
Radikalquelle. Der Elektronenfluss, ausgehend vom NADPH ist ,fehlgeleitet®, so dass die
eNOS aus molekularem Sauerstof kein NO, sondern Superoxidradikale (O,*) und

Wasserstoffperoxid (H,0-) bildet.

Die pathologisch erhdhte Glukosekonzentration im Diabetes induziert eine durch forciert
ablaufende Glykolyse und Citratzyklus verstarkte Produktion von Elektronendonoren wie
NADH und FADH,. Dies resultiert in einem gestérten mitochondrialen Elektronenfluss,
was zu einer Uberproduktion von Superoxidradikalen durch die mitochondriale
Atmungskette fuhrt [62, 63, 64]. Die mitochondriale Radikalproduktion ist assoziiert mit der
Aktivierung unterschiedlicher gefalischadigender Signalwege, die unter anderem
ebenfalls die Radikalproduktion induzieren und damit zu erhéhtem oxidativem Stress

beitragen:

o Die Generierung von advanced glycosylated endproducts (AGE) modifiziert
Proteine mit Verlust ihrer physiologischen Funktion. Aulerdem fuhrt die
Bindung von AGE an AGE-Rezeptoren in Endothelzellen, Mesangialzellen und
Makrophagen zu einer rezeptorvermittelten Produktion von reaktiven
Sauerstoffverbindungen. Zudem werden durch AGE Transkriptionsfaktoren wie
NFkB aktiviert, die pathologische Veranderungen in Expressionen diverser Gene
verursachen [62].

o Die verstarkte Aktivierung des Polyol-Signalweges unter NADPH-Verbrauch
resultiert in einer Abnahme der NADPH-abhangigen Regeneration von
reduziertem Glutathion. Glutathion ist ein entscheidender Faktor der vaskularen
antioxidativen Kapazitat. Eine Verminderung der  vasoprotektiven
Glutathionkonzentration bedeutet somit eine Verstarkung von oxidativem
Stress. Aullerdem fuhren die osmotischen Effekte der Reaktionsprodukte

Sorbitol und Fruktose zu vaskularen Schaden [62].
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Die Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) hat zahlreiche pathologische
Konsequenzen. Die Expression verschiedener Enzyme wie der endothelialen
NO-Synthase (eNOS) und der NAD(P)H-Oxidase sowie die Expression von
Transkriptions- (NFkB) und Wachstumsfaktoren (vascular endothelial
growth factor, VEGF; transforming growth factor g, TGF-f) wird moduliert [45, 62].
Die PKC aktiviert zudem die NAD(P)H-Oxidase-induzierte Superoxidproduktion
[49, 65].

Die O-Glykosylierung diverser Proteine durch einen verstarkt ablaufenden
Hexosamin-Signalweg fuhrt zu Veranderungen in Genexpressionen und Protein-
funktionen. Unter anderem wird durch O-glykosylierte Proteinmodifikationen die

Insulin-induzierte eNOS-Aktivitat gestort [66].

Hyperglykamie

i Glykolyse 1
Citratzyklus T
Angiotensin Il T NADH T / FADH, T
i mitochondriale ROS-Produktion
Glukose NADPH- Polyol- Hexosamin-
Autoxidation e Oxidase A AGE Signalweg Signalweg
HEIZRAEIS Glutathion ¥ ereliesy
Interaktion lierung

2R T ¥

ROS / Oxidativer Stress

Abb. 1.05 Entstehung von Hyperglykamie-induziertem oxidativen Stress

NAD(P)H (Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-(Phosphat)), FADH, (Flavin-Adenin-Dinukleotid),

ROS

(reactive oxygen species), NO (Stickstoffmonoxid), PKC (Proteinkinase C), AGE (advanced

glycosylated endproducts), RAGE (AGE receptor) — modifiziert nach Résen et al. [45] und Brownlee et

al. [62] -
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Es ist bekannt, dass die Folgen einer diabetischen Vaskulopathie schon in frihen
Stadien der Diabetes-Erkrankung zu Veranderungen der Gefal3reaktivitat auf vasoaktive
Neurotransmitter und zirkulierende Hormone fuhren. Die genauen Ursachen und der
Pathomechanismus ist Gegenstand der Untersuchung. Das Ziel dieser
Dissertationsarbeit war es, den Einfluss von experimentellem Diabetes im Tiermodell auf
die vaskulare Reaktivitat insbesondere im Hinblick auf pathologische Veranderungen der
endothelabhangigen NO/cGMP-Signalkaskade zu untersuchen. Weiterhin sollten
auftretende Diabetes-bedingte Modulationen des myogenen Tonus auf Ebene der
Proteinexpression genauer charakterisiert werden. Die Ergebnisse der Untersuchungen
sollen dem besseren Verstandnis der im Rahmen einer diabetischen Vaskulopathie

auftretenden Stérungen der Gefal3reaktivitat dienen.

o Die vaskulare Reaktivitat wird durch die Balance zwischen Vasorelaxation und
Vasokontraktion charakterisiert. Daher wurden funktionelle Untersuchungen zur
vasodilatorischen und vasokontraktilen Potenz von Aorten diabetischer Tiere
durchgefuhrt. Um die physiologische Regulation der Gefal3e als Prozess einer
langfristigen Adaption an die diabetische Stoffwechsellage zu ermitteln,
wurden die Untersuchungen an hyperglykamischen Tieren mit einer chronischen

Diabetesdauer von 16 Wochen durchgefuhrt.

o Oxidativer Stress wird als Grund fur die Entstehung von Diabetes-bedingten
Gefallschaden und daraus resultierenden Komplikationen diskutiert. Die
Auswirkung des infolge der  hyperglykamischen Stoffwechsellage
entstehenden oxidativen Stresses auf die NO-vermittelte endothelabhangige

Vasorelaxation wurde in funktionellen Studien untersucht.

o Zudem wurde der Einfluss von Diabetes auf die Expression der an der
NO/cGMP-Signalkaskade beteiligten Proteine im makrovaskularen Gewebe

(Aorta) und in mikrovaskularen Organen (Herz, Niere) ermittelt.

o Die Beteiligung der NAD(P)H-Oxidase an Diabetes-induziertem, oxidativem
Stress wurde durch Expressionsanalysen in verschiedenen Organen untersucht,

um Hinweise auf die Quellen von oxidativem Stress bei Diabetes zu erhalten.
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3.1 Tierexperimentelle Methoden

Die Genehmigung fur die beschriebenen Tierversuche wurde entsprechend § 8 des
Tierschutzgesetzes vom 25. Mai 1998 vom Regierungsprasidium Dusseldorf unter den
Aktenzeichen AZ 23.05.-230-3-3-00 und AZ 50.05-230-31-02 erteilt.

3.1.1 Versuchstiere

Fur die Experimente wurden adulte mannliche Mause aus C57/BI6- und BalbC-
Inzuchtstammen  sowie  Wistar-Unilever-Ratten  (Harlan-Winkelmann,  Borchen)
verwendet. Die Ausgangstiere fur die Zucht der transgenen eNOS ,knock out“-Mauslinie
(eNOS K.O.-Maus) wurden von der Firma Bayer AG (Wuppertal) zur Verfigung gestellt.
Die eNOS K.O.-Mause sind von Huang et al. [67] generiert worden und wurden von
Jackson Laboratories (Bar Harbor, USA) bezogen. Die Zucht und Haltung der Tiere
erfolgte unter veterindrmedizinischer Kontrolle im Tierbereich des Deutschen Diabetes-
Forschungsinstitutes Ddusseldorf. Die Tiere wurden unter Standard-Bedingungen
(Raumtemperatur 20° C, relative Luftfeuchte 55 + 5 %, Tag-Nacht-Rhythmus 12 h durch
Kunstlicht) in Edelstahlkafigen gehalten. Trinkwasser stand den Tieren ad libitum zur

Verfugung.

3.1.2 Genotypisierung der eNOS K.O.-Mause

Die eNOS K.O.-Mause weisen eine vollstandige (homozygote eNOS K.O.-Maus /
eNOS-/- — Maus) oder partielle (heterozygote eNOS K.O.-Maus / eNOS+/- — Maus)
Deletion des eNOS-Gens auf. Anstelle des Exon 12 des eNOS-Gens enthalten die
.knock-out‘-Tiere eine Genkassette mit dem eines Neomycin-Resistenz-Gens. Bei der
Kreuzung von heterozygoten eNOS K.O.-Mausen weisen die Nachkommen der F1-
Generation einen der drei moglichen Genotypen (Wildtyp, eNOS+/-, eNOS-/-) auf. Der
Nachweis des entsprechenden Genotypus erfolgte mittels Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) aus genomischer DNA, die zuvor aus Geweben der verwendeten Tiere isoliert

wurde.
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Praparation und Analyse von DNA

Isolierung von genomischer DNA aus der Schwanzspitze der Maus

Zur Isolierung der genomischen DNA wurde den Mausen durch eine Schwanzbiopsie
ca. 1 cm der Schwanzspitze entfernt. Das gewonnene Gewebe wurde in 750 ul Gewebe-
Lysis-Puffer1 unter Zusatz von 0,5 mg/ml Proteinase K bei 55° C Uber Nacht inkubiert.
Das Lysat wurde mit 250 pl gesattigter NaCl-Losung (~ 6 M) versetzt und 5 min unter
Schiutteln inkubiert. Danach erfolgte die Abtrennung der ausgefallenen Proteine durch 10
min Zentrifugation bei 10.000 x g (54AR, Rotortyp: F45-30-11; Eppendorf, Hamburg).
750 pl des Uberstandes wurden mit 500 pl absolutem Isopropanol versetzt und dreimal
invertiert. Die ausgefallene DNA wurde durch 5minutige Zentrifugation bei 10.000 x g
sedimentiert. Nach Dekantierung des Uberstandes wurde das Pellet mit 1,5 ml Ethanol
(70 %) gewaschen und erneut 5 min bei 10.000 x g zentrifugiert. Das DNA-Pellet wurde
nach Trocknung in einem Exsikkator bei Raumtemperatur in 100 pl TE-Puffer
aufgenommen. GroRere Ansatze an Biopsien wurden neben dem beschriebenem
Standardverfahren alternativ mit dem DNeasy Tissue Kit der Firma Qiagen (Hilden)

aufgearbeitet. Die DNA-Isolierung erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers.

Bestimmung der DNA-Konzentration und -Reinheit

Die Konzentrationsbestimmung der genomischen DNA erfolgte durch UV-
spektrophotometrische Absorptionsmessung bei 260 nm mit dem Biophotometer®
(Eppendorf, Hamburg) gegen TE-Puffer als Referenz nach Herstellerprotokoll. Die
Absorption bei 260 nm korreliert mit dem Gehalt an DNA. Ein Absorptionswert von 1,0
entspricht einer Konzentration von 50 ug/ml doppelstrangiger DNA. Das Verhaltnis der
Absorptionen bei 260 und 280 nm (Axeo/Azs0) ist ein Indikator flr die Reinheit der DNA.
Bei reinen DNA-Proben betragt der Quotient = 1,8.

Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) ist die selektive,
enzymatische in vitro-Amplifikation eines beliebigen DNA-Abschnittes. Die PCR erfolgte
in dem Mastercycler Gradient® (Eppendorf, Hamburg) in 35 Temperatur-Zyklen.
Innerhalb eines Zyklus findet nach der DNA-Denaturierung und Hybridisierung der
Primer mit der einzelstrangigen DNA die Synthese des neuen komplementaren DNA-

Stranges statt.

' Die kursiv dargestellten Lésungen und Puffer sind mit ihrer Zusammensetzung unter 3.7. erlautert.
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Die modifizierten Bedingungen fur die Vier-Primer-Multiplex-PCR wurde an die von
Kojda et al. beschriebene Methode angelehnt [68]. Die Primersequenzen wurden so
gewahlt, dass jeweils DNA-Sequenzen amplifiziert wurden, die spezifisch fur die Wildtyp-
Maus (Exon 12 des eNOS-Gens) bzw. fur die eNOS K.O.-Maus (Neomycin-Resistenz-
Gen) sind. Die Primer zur Amplifikation des intakten eNOS-Gens generieren ein 256 bp
groRes DNA-Fragment bei der Amplifikation des Exon 12. Ein DNA-Fragment mit 542 bp
wird nach der Mutation des Exon 12 des eNOS-Gens (Neomycin-Resistenz-Gen-Insert)
durch die Primer zur Amplifikation des Neomycin-Resistenz-Gens erhalten. Die Synthese

der Primer erfolgte durch die Firma MWG-Biotech (Ebersberg).

Primer zur Amplifikation des eNOS-Gens (Exon 12):
Wildtyp-Sense: 5 -GCATCACCAGGAAGAAGACC-3
Wildtyp-Antisense: 5 - GAG CCATAC AGATGG TTG CC - 3’

Primer zur Amplifikation des Neomycin-Resistenz-Gens:
eNOS-Mutante Sense: 5-CTC GAC GTT GTC ACT GAAGC - &
eNOS-Mutante Antisense: 5- TCA AGA AGG CGA TAG AAG GC - 3°

Die PCR wurde mit Ready-To-Go™ PCR Beads (Amersham Biosciences, Freiburg), die
2,5 Units der thermostabilen puReTAQ™-Polymerase enthalten, durchgefiihrt. Die
Primer wurden in einer Endkonzentration von 400 nM eingesetzt. Die genomische DNA
als Template ist dem Reaktionsansatz in einer Konzentration von 1 pg/ul zugesetzt
worden. Das Volumen des PCR-Ansatzes wurde mit Millipore-Wasser auf 25 pl

aufgefullt. Im folgenden sind die PCR-Temperaturbedingungen dargestellt:

Zyklenzahl Temperatur Zeit Reaktion
1 94° C 4 min (,hot start®) Initiale Denaturierung
94° C 1 min Denaturierung
35 |: 55°C 1 min Annealing
72°C 2 min Elongation

Tab. 3.01 Reaktionsschema der PCR zur Genotypisierung
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Visualisierung der DNA

Die PCR-Produkte lieken sich nach Auftrennung in Agarosegelen nachweisen. Als
Gelmatrix diente 1 % Agarose in TAE-Puffer, die durch Aufkochen in Lésung gebracht
wurde und auf dem Geltrager einer Gelkammer (BioRad, Munchen) nach Erkalten
gelierte. Zur Visualisierung der DNA wurde dem Gel Ethidiumbromid in einer
Konzentration von 0,5 pl/ml zugesetzt. 8 ul der zu bestimmenden DNA-Probe wurden vor
der Gelbeladung mit 2 pl Blaumarker versetzt. Der Blaumarker diente durch den
Glycerolzusatz zur Beschwerung der Probe, wodurch das Befilllen der Geltaschen
erleichtert wurde. Zudem lie® sich durch die Blaufarbung der Probe die Lauffront
beobachten. Die Separation der DNA erfolgte bei 90 V. Eine 100 bp-Leiter (Amersham
Biosciences, Freiburg) diente als Referenzkontrolle zur GroRenbestimmung der DNA-
Probe.

3.1.3 Streptozotozin - Diabetes

Induktion des Diabetes

Die Induktion des Diabetes erfolgte bei adulten Tieren mit Streptozotozin (N-
[Methylnitrosocarbamoyl]-a-D-glucosamin, STZ), das unmittelbar vor Gebrauch in
Citrat-Phosphat-Puffer (pH 4,5) gelést und intraperitoneal appliziert wurde.

Folgende STZ-Dosierungen wurden verwendet:

Maus: e Multiple low dose - Schema: 4 x 55 mg/kg KG [69]
e Single dose - Schema: 1 x 240 mg/kg KG [70]

STZ wurde in einer Konzentration von 30 mM eingesetzt.

Ratte: e Single dose - Schema: 1 x 60 mg/kg KG [71]

STZ wurde in einer Konzentration von 113 mM eingesetzt.

Die Tiere der Kontrollgruppen erhielten Vehikel-Injektionen mit einer dem
Injektionsvolumen der STZ-Injektionen entsprechenden Menge Citrat-Puffer. Bei Mausen
erfolgte die Durchfuhrung der Versuche 8 bis 22 Wochen nach STZ-Applikation. Die

Ratten wurden nach einer Diabetesdauer von 3 bzw. 16 Wochen untersucht.
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Charakterisierung der diabetischen Stoffwechsellage

In Abstanden von 4 Wochen wurde der postprandiale Blutglukosegehalt im Vollblut und
das Korpergewicht zur Verifizierung und Kontrolle der diabetischen Stoffwechsellage
bestimmt. Die Blutglukosekonzentration wurde mit Hilfe der Hexokinase-Methode an
einem Auto-Analyzer ACP-Eppendorf (Eppendorf, Hamburg) bestimmt. Dazu wurden 20
pl Vollblut in 500 yl Hamolyselésung lysiert. Einschlusskriterium fur die diabetische
Stoffwechsellage war ein postprandialer Blutglukosegehalt von > 11 mmol/l eine Woche
nach STZ-Applikation. Glukosurie und Ketonurie wurden mit Ketosticks® (Boehringer

Mannheim, Mannheim) erfasst.

Bei Ratten konnte durch Herzpunktion post mortem genugend Vollblut zur
Serumgewinnung (Uberstand nach Zentrifugation des Vollblutes fir 10 min bei 13.000
rom) erhalten werden. Zur weiteren Charakterisierung des diabetischen
Stoffwechselstatus wurden im Serum mit Hilfe enzymatischer Farbreaktionen der
Proteingehalt sowie Kreatinin- und Triglyceridwerte mit dem Hitachi 900 (Hitachi Medical
Systems, Wiesbaden) photometrisch bestimmt. Die quantitative Bestimmung des
Gesamtproteins im Serum erfolgte durch die Biuretreaktion. Kreatinin wurde nach
enzymatischer Umwandlung zu Sarcosin in einer modifizierten Trinderreaktion
nachgewiesen. Die quantitative Analyse der Triglyceride beruhte auf dem enzymatischen
Nachweis des entstandenen Wasserstoffperoxids nach Hydrolyse zu Glycerin und der

anschliefienden Oxidation zu Dihydroacetonphosphat und Wasserstoffperoxid.
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3.2 Funktionelle Untersuchungen an isolierten Aorten

Funktionelle Untersuchungen an isolierten Aortensegmenten wurden durchgefuhrt, um
den Einfluss der diabetischen Stoffwechsellage auf den Vasotonus zu bestimmen. Als

GefalRgewebe dienten isolierte thorakale Aortensegmente von Maus oder Ratte.

3.2.1 Praparation isolierter Aortensegmente

Die Tiere wurden zur Organentnahme mittels CO,-Inhalation getoétet. Nach Thorakotomie
wurde zunachst der linke Ventrikel des Herzens punktiert und anschlieend mit Krebs-
HEPES-Puffer durchspult. Das durch Herzpunktion gewonnene Vollblut wurde zu
biochemischen Analysen verwendet (s. 3.1.3.2). Es folgte die Entfernung des Herzens
durch proximale Abtrennung der Aorta ascendes unmittelbar nach ihrem Abgang aus
dem Herzen und die komplette Freilegung der Aorta. Die gesamte Aorta wurde vom
Aortenbogen bis zur Bifurkation exzisiert. Das Gefald wurde sofort in eine mit kaltem
Krebs-HEPES-Puffer gefullte Petrischale Uberfuhrt und mit Puffer in Richtung des
naturlichen Blutstroms durchspult. Es folgte die Entfernung von anhaftendem Fett- und
Bindegewebe. Die thorakale Aorta wurde zur Durchfihrung von funktionellen Studien im
Organbad nach Abtrennung des Aortenbogens in zwei 3-4 mm grof3e Stiicke geschnitten
oder fir biochemische Analyseverfahren zusammen mit dem Pars abdominalis und den
entnommenen Organen (Herz und Niere) in FlUssigstickstoff schockgefroren und bei
-80°C gelagert. Aus einer der entnommenen Nieren wurde ein ca. 3 mm breiter
Querschnitt prapariert und flr nachfolgende immunhistochemische Nachweise in
Formalin-Puffer fixiert (s. 3.4.2). Die im Organbadversuch getesteten Gefallsegmente
wurden nach Abschluss der funktionellen Studien in Formaldehyd-Lésung flr weitere

morphologische Untersuchungen gelagert (s. 3.3).
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3.2.2 Untersuchung der vaskularen Reaktivitat isolierter Aorten

3.2.2.1 Organbadapparatur zur Durchfiihrung funktioneller Studien

Die Messapparatur (Abb. 3.01) zur Untersuchung der vaskularen Reaktivitat beinhaltet
vier einzelne Messeinheiten, die jeweils aus einem doppelwandigen, temperierbaren, 10
ml fassenden Glaskolben bestehen. Die Versuchsdurchfuhrung erfolgte in einem mit
Carbogen (95 % Sauerstoff, 5 % Kohlendioxid) begasten physiologischen Puffermilieu
(Krebs-Henseleit-Puffer) bei pH 7,4. Zur Unterbindung der Prostaglandinsynthese wurde
dem Puffer 10 uM Diclofenac zugesetzt. Der Puffer wurde Uber eine Warmwasser-
versorgung innerhalb der Doppelwande mittels einer Umlaufthermostat-Wasserbad-
Kombination (Haake, Berlin) konstant auf 37° C gehalten. Die praparierten Aortenringe
wurden vorsichtig (ohne mechanische Belastung), um das Endothel zu erhalten,
zwischen zwei triangelférmigen Elementen aus Edelstahl in der Messeinheit fixiert. Dabei
erfolgte die Befestigung einer Triangel an einem Dehnungsmessstreifen Uber einen im
Puffermilieu langenbestandigen Polyesterfaden R3R 1,5 metric (Resorba, Nurnberg). Die
auftretende Kraftanderung im Vasotonus wurde von einem isometrischen
Kraftaufnehmer (Statham, USA) registriert und Uber einen Verstarker (Institutseigenbau,
Pharmakologie, Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf) auf einem Flachbrettschreiber

(SE 120, Asea Brown Boveri, Mannheim) aufgezeichnet.

Kraftaufnehmer /

TN
N

Verstarker

Drucker

Aortenring

o

Organbad

Abb. 3.01 Aufbau der Organbadapparatur [72]
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3.2.2.2 Kalibrierung und Aquilibrierung des Messsystems

Kalibrierung

Die Kalibrierung des Messsystems erfolgte nach dem Spannungsabgleich
(Nullwerteinstellung) der vier Messzellen durch eine Belastung der Kraftaufnehmer mit
geeichten Gewichten. Bei Versuchen mit Rattenaorten entsprach die auf den Nullwert
geeichte Vorspannung 2 g. Bei Versuchen mit Mausaorten wurde eine Vorspannung von
1 g eingestellt. Die Maximalspannung der Rattenaorten lag bei 6 g und die der
Mausaorten bei 3 g. Der Schreiberausschlag entsprach 3,75 cm/g bei Ratten- bzw. 7,5
cm/g bei Mausaorten bei einer eingestellten Verstarkung von 150. Die Auswertung der
registrierten Kurven bezuglich der aufgetretenen Kraftentwicklung erfolgte in

Newton (N).

Aquilibrierung

Wahrend der Aquilibrierungsphase wurden die Aortenringe ca. 1 h bis zur Stabilisierung
eines konstanten Basaltonus unter der eingestellten Vorspannung belassen. In
Intervallen von 10 min folgte nach Austausch des Krebs-Henseleit-Puffers die erneute
Einstellung des Vasotonus auf den Nullwert, bis keine spontane Spannungsanderung

mehr feststellbar war.

3.2.2.3 Funktionelle Untersuchungen zur Vasoreaktivitat isolierter thorakaler

Aortensegmente

Kontraktionstest mit Kaliumchlorid

Jedes Versuchsprotokoll sah zu Beginn eines Experimentes die Testung der
vasokontraktilen Eigenschaften der Aorteringe nach einer Einzelgabe von 80 mM
Kaliumchlorid  vor. Durch die Zugabe von Kaliumchlorid konnte das
Kontraktionsverhalten nach Membrandepolarisation und damit die Funktionalitat der
Gefallabschnitte ermittelt werden. Nach 30 min wurde die Kaliumchlorid-Lésung durch
mehrmaliges Wechseln der Pufferldésung ausgewaschen. Danach wurde die Stimulation
mit Kaliumchlorid wiederholt, um die Reproduzierbarkeit der Gefallantwort zu
uberprifen. Da sich kein konstantes Maximum einstellt, wurde zur Auswertung der
Kontraktionszustand 35 min nach der ersten Kaliumchlorid-Zugabe standardisiert
verwendet. Nach einer erneuten Auswaschphase und der vollstandigen Vasorelaxation

der Aortenringe wurde der Vasotonus wieder auf den Nullwert justiert.
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Endothelabhdngige Vasorelaxation

Die endogene NO-Wirkung ist abhangig von der Integritdit des Endothels. Die
Endothelfunktion kann durch Uberprifung der endothelabhdngigen Vasorelaxation
getestet werden (,Endotheltest®). Als Mal fir ein intaktes Endothel galt die durch
Acetylcholin (Sigma, Deisenhofen) oder den Calciumionophor A23187 (Sigma,
Deisenhofen) ausgeldste vollstandige Vasorelaxation der Aortenringe. Beide Substanzen
bewirken Uber einen Anstieg der intrazellularen Calciumkonzentration die Aktivierung der
endothelialen NO-Synthase, was zu einer Vasorelaxation fihrt. Der Endotheltest erfolgte
nach Vorkontraktion mit submaximalen Dosen des Vasokonstriktors Phenylephrin (Maus:
1 uM / Ratte: 0,2 pyM) durch kumulative Gabe (1 nM - 10 uM) von Acetylcholin bzw.
A23187. Vorversuche zeigten, dass die Vasorelaxation nach mechanischer Entfernung

des Endothels ausblieb.

Untersuchungen zur Vasokontraktion
Nach Analyse der Vasorelaxation und einer Auswaschphase wurde in mehreren
Versuchsansatzen die Untersuchung der Gefaldreaktion nach kumulativer Gabe (1 nM -

10 uM) von unterschiedlichen Vasokonstriktoren durchgefthrt:

e Phenylephrin (Sigma, Deisenhofen)

a1ac-adrenerger Vasokonstriktor

e Serotonin (Sigma, Deisenhofen)

serotonerger Vasokonstriktor

e Prostaglandin Fz, (Minprostin®, Pharmacia & Upjohn, Erlangen)

G-Protein gekoppelter Vasokonstriktor

Zusatzlich erfolgten Inkubationen der Aortenringe mit 100 uM L-NMMA bzw. Chelerythrin

zur Spezifizierung der vasokontraktilen Potenz.

e L-NMMA (N-w-Monomethyl-L-Arginin) (Alexis Biochemicals, Grinberg)

unspezifischer Inhibitor der NO-Synthasen

e Chelerythrin (Calbiochem, Schwalbach)

selektiver, zellmembranpermeabler Inhibitor der Proteinkinase C
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Untersuchungen zur Vasorelaxation

Untersuchungen zur Vasorelaxation wurden durch kumulative Applikation (1 nM - 10 uM)
der folgenden Substanzen nach einer adaquaten Vorkontraktion mit Phenylephrin
durchgefuhrt:

¢ SNAP (S-Nitroso-N-acetyl-D,L-penicillamin) (Sigma, Deisenhofen)
NO-Donor

e Papaverin (Sigma, Deisenhofen)

direktes Muskelrelaxans

Um den Einfluss von radikalischen Verbindungen und die Rolle der Superoxiddismutase
(Sigma, Deisenhofen) auf die NO-vermittelte endothelabhangige Vasorelaxation zu
prufen, wurden die Aortenringe zur Hemmung der Superoxiddismutase mit 3 mmol/l
Diethyldithiocarbamat (Sigma, Deisenhofen) inkubiert, bevor die endothelabhangige

Vasorelaxation getestet wurde.
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3.3 Morphologische Analyse der Media-Dicke von Aorten

Die morphologische Analyse der Media-Dicke von Aorten sollte Hinweise auf Diabetes-
bedingte strukturelle Veranderungen der thorakalen Aorta geben. Die Versuche wurden
mit Aortenringen aus funktionellen Studien durchgeflhrt, um einen Zusammenhang

zwischen Morphologie und Funktionalitat der GefalRe herstellen zu kénnen.

Einbettung

Die nach der funktionellen Analyse in Formalin-Puffer fixierten Aortenringe wurden in
wasserloslichem Kunststoff Technovit 7100 (Heraeus-Kulzer, Wehrheim) eingebettet, um
eine Artefaktbildung durch Gewebeschrumpfungen zu vermeiden [73]. Danach wurden
aus jedem Kunststoffblock mit dem Autocut-Mikrotom Modell 1140 (Reichert-Jung, Kiel)
ca. 4 yM dicke Schnitte angefertigt, die dann in kaltem Wasser gestreckt und 1 h bei

90° C auf Objekttragern aufgebrannt wurden.

Monochromatische Ubersichtsfirbung mit Toluidinblau

Die Schnitte wurden nach folgendem Protokoll nach Richardson et al. mit Toluidinblau

gefarbt [74]:
o 1 min Farbung mit einer 1 %igen Toluidinblau-Losung
o 2 x spulen mit Millipore-Wasser

o 3 x spulen mit 80 % Ethanol

o 1 x spulen mit 96 % Ethanol

o nach Trocknung Eindeckung mit DePex (Depex, Houten, Niederlande)

Die Auswertung der Media-Dicke erfolgte mikroskopisch mit dem computergestitzten
Bildbearbeitungssystem CUE-3 (Olympus, Version 4.5, 1993). Es wurden jeweils vier
einzelne Messungen in finf verschiedenen Geweberegionen an jedem Aortenring
durchgefuhrt, um zu gewahrleisten, dass die Morphologie eines moglichst grof3en

Gewebeareals betrachtet wurde.
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3.4 Biochemische Untersuchungen

3.4.1 Praparation und Analyse von Proteinen

Zu untersuchende Proteine wurden zur Bestimmung der Expression nach der Isolation
aus Zellhomogenaten und verschiedenenen Tiergeweben mittels Immundetektion mit
Hilfe der Western Blot-Technik analysiert. Je nach physiologischer Lokalisation des
Proteins wurde eine zytosolische Fraktion bzw. eine Membranfraktion oder ein

Gesamthomogenat prapariert.

3.4.1.1 Isolierung von Proteinen aus Gewebe

Herstellung eines Gewebehomogenates

Das nachfolgend beschriebene Verfahren wurde zur Immundetektion der endothelialen

und der induzierbaren NO-Synthase angewendet:

Zur Herstellung des Gewebehomogenates wurde das Gewebe in Flussigstickstoff
schockgefroren und in gefrorenem Zustand mit einem Metallzerkleinerer pulverisiert. Das
pulverisierte Gewebe wurde in einem adaquaten Volumen Lysispuffer | aufgenommen
und mit einem Ultra-Turrax Omni2000 (Omni Int., USA) bei Stufe 3 homogenisiert. Beide
Proteine sind membranassoziierte Enzyme, fur deren Aufarbeitung keine Detergenzien
im Lysispuffer notwendig sind. Durch Zentrifugation (54AR, Rotortyp: F45-30-11;
Eppendorf, Hamburg) bei 100 x g (10 min, 4° C) erfolgte die Abtrennung grober
Zellbestandteile. Das Sediment wurde verworfen und der Uberstand bei -80° C zur
weiteren Verwendung eingefroren. Die Proteinbestimmung erfolgte nach Bradford et al.
[75] (s. 3.3.1.2).

Die Isolierung der an der NO/cGMP-Signalkaskade beteiligten Proteine erfolgte nach

folgendem Verfahren:

Das in Flussigstickstoff tiefgefrorene Gewebepulver wurde mit 2x Lysispuffer Il versetzt
und aufgetaut. Die Lysis der Proben erfolgte in einem Thermomixer (Eppendorf,
Hamburg) unter 10 min Schutteln bei Raumtemperatur. Nach der Lysis wurde
entsprechend der Menge des Lysispuffer 1l das gleiche Volumen kochendes 2x Roti-
Load® (Roth, Karlsruhe) zur weiteren vollstandigen Lysis zugegeben und fir 15 min bei

95° C in einem Thermomixer geschuttelt.
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Folgendes Gewebe-Volumen-Verhaltnis wurde eingesetzt:

Gewebemenge Lysispuffer + Roti-Load®
0,03-0,05¢ 250 pl
0,06 - 0,08 g 500 pl
0,09-0,12¢g 750 pl

Tab. 3.02 Zusammensetzung des Puffers zur Gewebelysis in Abhangigkeit von der

Gewebemenge

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach Lowry et al. [76] (s. 3.3.1.2), da
das Detergenz Triton-X100® als Bestandteil des Lysispuffers Il die Proteinbestimmung

nach Bradford et al. [75] stort.

Membranpraparation

Die inaktive Form des Protein RhoA ist im Zytosol lokalisiert, wahrend die GTP-
gebundene, aktive Form in der Zellmembran vorkommt. Es wurde eine zytosolische
Fraktion und eine Membranfraktion prapariert, um die Verteilung von RhoA in den
Zellkompartimenten zu analysieren. Je nach Versuchsansatz wurde Zellmaterial bzw. in
Flussigstickstoff pulverisiertes Gewebe in Lysispuffer 1ll aufgenommen. Bei der
Verwendung von EA-Zellen wurde 1 ml Puffer fiir das Zellmaterial aus einer 75-cm*
Schale eingesetzt. Bei Gewebematerial wurde 0,03 g des Gewebepulvers mit 500 pl
Lysispuffer 1l versetzt. Die Lysis erfolgte 1 h bei 4° C in einem Thermomixer. Durch
Zentrifugation fir 5 min bei 500 x g (54AR, Rotortyp: F45-30-11; Eppendorf, Hamburg)
wurden grobe Zellbestandteile abgetrennt. Das Sediment wurde verworfen und der
Uberstand 1,5 h bei 100.000 x g in der Ultrazentrifuge Optiuc TL (Rotortyp TLA 55;
Beckman, Munchen) zentrifugiert. Das Sediment entspricht der Membranfraktion und
wurde in Inkubationspuffer aufgenommen. Der Uberstand ist die zytosolische Fraktion.
Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte bei beiden Fraktionen nach Bradford

et al. [75].
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3.4.1.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Methode nach Bradford et al.

Die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde nach der Methode von Bradford et al.
[75] mit dem Bio-Rad-Proteinassay (Bio-Rad, Munchen) durchgefuhrt. Das hierbei
zugrunde liegende Messprinzip basiert auf der Verschiebung der maximalen Extinktion
des Coomassie Brilliant Blue G250-Farbstoffs von 425 nm nach 595 nm infolge der

Bildung von Cu?*-Protein-Komplexen.

Die Kalibrierung erfolgte mittels definierter Konzentrationen einer Proteinstandardlésung
(bovines Serumalbumin in Millipore-Wasser). Sowohl die Proben als auch die
Standardlésung wurden mit Millipore-Wasser adaquat verdannt und mit 200 ul Bio-Rad-
Farbstoffreagenz je Ansatz versetzt. Nach einer Inkubationsdauer von 10 min bei
Raumtemperatur wurde die Extinktion bei 595 nm photometrisch (Microplate Reader
Model 450, Bio-Rad, Munchen) bestimmt und die Proteinkonzentration anhand der

Kalibrierung berechnet.

TCA-Micro-Lowry

Proteine bilden in alkalischer Lésung mit Cu?*-lonen in der Biuret-Reaktion einen
Komplex, wobei die Cu®*-lonen zu Cu*-lonen reduziert werden. Die Methode nach Lowry
et al. [76] beruht auf der Reaktion von Cu’-lonen mit Folin-Ciocalteau-Reagenz zu einem

blauen Farbkomplex, dessen Intensitat als Mal} fur die Proteinkonzentration dient.

Die modifizierte Proteinbestimmung nach Lowry et al. [76] wurde nach Fallung der
Proteine mit Trichloressigsaure (TCA) durchgefiihrt. Der Uberstand wurde verworfen und
das Proteinpellet mit Folin | versetzt. Nach einer Inkubation von 10 min erfolgte die
Zugabe von Folin-Ciocalteau-Reagenz (Merck, Darmstadt) und die photometrische
Vermessung bei 576 nm (Microplate Reader Model 450, Bio-Rad, Minchen). Die
Kalibrierung wurde mit definierten Konzentrationen von bovinem Serumalbumin in

Millipore-Wasser durchgefihrt.
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3.4.1.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Auftrennung der Proteine aus den Lysaten von Geweben und Zellen erfolgte nach
dem Prinzip der diskontinuierlichen, denaturierenden Polyacrylamid-Gelelektrophorese

nach Laemmli et al. [77].

Es wurden 7,5 %ige Trenngele (7,5 % Acrylamid in 375 mM Tris / 0,4 % SDS, pH 8,8) fur
Proteine mit einem Molekulargewicht Gber 40 kDa und 12,5 %ige Trenngele (12,5 %
Acrylamid in 375 mM Tris / 0,4 % SDS, pH 8,8) fur Proteine mit geringerer Masse
verwendet. Das Sammelgel (4,5 % Acrylamid in 25 mM Tris / 0,2 % SDS, pH 6,8) wurde
4.5 %ig eingesetzt.

Die Lysate wurden mit modifiziertem 2x Laemmli-Probenpuffer im Verhaltnis 1:2 oder mit
mindestens 20 % des Ausgangsvolumen versetzt und 5 min bei 99° C im Thermomixer
denaturiert. Die Elektrophorese erfolgte in einer Bio-Rad-Elektrophoresekammer (Bio-
Rad, Munchen) in 1x Elektrophoresepuffer bei einer konstanten Spannung von 150 V
und variabler Stromstarke bis minimal 19 mA fur 1,5 h. Als Molekulargewichtsmarker
diente der vorgefarbte Precision Protein Standard (Bio-Rad, Mdunchen) und der

biotinylierte BOA-Proteinmarker (Biomol, Hamburg).

3.4.1.4 Proteintransfer

Der Transfer (Western Blotting) der elektrophoretisch aufgetrennten Proteine auf eine
Nitrozellulose-Membran (Hybond ECL, Amersham Bioscience, Freiburg) erfolgte in einer
Tankblot-Apparatur (BioRad, Munchen) mit vorgekuhltem Western Blot-Puffer. Das
Proteingel wurde auf die Membran zwischen Filterpapier fixiert und in die Blotkammer
gebracht, so dass das Gel in Richtung der Anode und die Membran kathodenseitig
angebracht war. Der Proteintransfer erfolgte entlang des elektrischen Feldes von
0,8 mA/cm? bei 4° C fiir 1 h.

3.4.1.5 Farbetechniken

Die auf die Nitrozellulose-Membran geblotteten Proteine wurden nach dem Western
Blotting mit Ponceau S gefarbt, um die Effektivitat des Proteintransfers zu Uberprifen.
Als Kontrolle erfolgte die Farbung des entsprechenden Gels mit Coomassie-Blue, um bei

unvollstandigem Proteintransfer im Gel verbliebene Proteine nachweisen zu kénnen.
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Ponceau S - Farbung

Die Membran wurde nach dem Proteintransfer 15 min in Ponceau-S—Farbelésung (0,1 %
(w/v) Ponceau S in 3 % (v/v) Trichloressigsaure) bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieRend wurde die Membran 3 x 5 min mit Millipore-Wasser gewaschen. Da es sich
um eine reversible Farbetechnik handelt, kann die Membran durch wiederholte
Waschvorgange mit TBS-T—Puffer wieder vollstdndig entfarbt werden und ist

anschlieend fiir Imnmundetektionen verwendbar.

Coomassie-Blue — Farbung

Die Gele wurden nach dem Proteintransfer mit Coomassie-Blue-Farbelésung fur 1 h bei
Raumtemperatur inkubiert und anschliellend mit Entfarbelésung mehrfach unter
Schutteln gewaschen, bis die gefarbten Proteinbanden vor einem klaren Hintergrund
erschienen. Die nach dem Proteintransfer noch im Polyacrylamid-Gel verbliebenen
Proteine werden als Banden sichtbar und dienten der Beurteilung der Effektivitat des
Western Blotting-Vorgangs. Die gefarbten Gele wurden fixiert und zur weiteren

Aufbewahrung getrocknet.

3.4.1.6 Immundetektion

Absattigung unspezifischer Bindungen
Die Membranen wurden nach dem Proteintransfer bzw. nach dem Strippen (s. 3.3.1.7.)
in Blockierlosung (5 % (w/v) Magermilchpulver in TBS-T—Puffer) fir 1 h unter standigem

Schutteln inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen abzusattigen.

Antikorperinkubation

Die Inkubation der Membranen mit dem jeweiligen Primarantikorper erfolgte bei 4° C
unter Schutteln Uber Nacht. Die verwendeten Primarantikorper wurden in Blockierlosung
- wie unter 3.5 beschrieben - verdinnt. Nach der Primarantikérper-Inkubation wurde die
Membran 4 x 5 min mit TBS-T-Puffer gewaschen und anschlieRend mit dem
entsprechenden sekundaren, Meerrettich-Peroxidase-konjugierten  Antikorper in
Blockierlésung fur 1 h inkubiert.

Folgende Sekundarantikérper wurden in den angegeben Verdiinnungen verwendet:

o anti-Maus-lgG (Sigma, Deisenhofen), VD 1:5000

o anti-Ziege-lgG (Santa Cruz, Heidelberg), VD 1:2500

o anti-Kaninchen-IgG (Calbiochem, Schwalbach), VD 1:500
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Detektion mit verstarkter Chemilumineszenz

Nach wiederholten Waschvorgangen (4 x 5 min) mit TBS-T-Puffer wurden die
Membranen zur Proteindetektion fir 5 min mit ECL-Reagenz (Amersham Biosciences,
Freiburg) nach Angaben des Herstellers inkubiert. Die entstandene Chemilumineszenz
wurde mit einem LUMI-Imager® (Boehringer Mannheim, Mannheim) und der zugehérigen
Software LUMI-Analyst® oder alternativ durch Exposition der Membran auf einem
Rontgenfilm (Hyperfilm™ ECL™, Amersham Biosciences, Freiburg) visualisiert und
ausgewertet. Die Analyse und Quantifizierung der entwickelten Rdntgenfilme erfolgten
mit Gel Doc 100 (Bio-Rad, Miinchen) und der entsprechenden Software Quantity One®
(Version 4.1.1).

3.4.1.7 Strippen der Blotmembran

Die Methode des ,Stripping” der an der Membran gebundenen Antikdrper ermdglicht die
Wiederverwendung von bereits detektierten Membranen durch Abtrennung der
Antikérperkomplexe. Die Membranen wurden in Stripping-Puffer bei 60° C - 70° C fur 1 h
inkubiert. Danach wurde der Stripping-Puffer verworfen und die Membranen fur jeweils 4
x 15 min in TBS-T—Puffer gewaschen. Es erfolgte die Absattigung der unspezifischen
Bindungen mit Blockierldsung und die erneute Inkubation mit einem Primarantikorper

nach dem unter 3.4.1.6 beschriebenen Verfahren.
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3.4.2 Immunhistochemischer Nachweis von Nitrotyrosin in Gewebe-

schnitten

Der Nachweis von nitrierten Tyrosinresten in Proteinen gilt als Hinweis fur das Auftreten
von oxidativem Stress [29]. Durch das Verfahren der Immunhistochemie wurden
Nitrotyrosin-enthaltende Proteine spezifisch in situ in fixierten Gewebeschnitten aus
Nieren diabetischer Ratten und entsprechenden Kontrolltieren angefarbt und
mikroskopisch nachgewiesen. Diese Methode ermdglicht eine qualitative Aussage Uber
das Auftreten von oxidativem Stress in der Niere durch den indirekten Nachweis des
Nitrotyrosins. Zudem werden Hinweise uber die genaue Lokalisation von Nitrotyrosin-

enthaltenden Proteinen in der Niere erhalten.

Gewebefixierung

Aus den Nieren wurden nach der Organentnahme ca. 3 mm breite Querschnitte aus der
Mitte des Organes prapariert und in Formalin-Puffer 6-8 h fixiert. Nach der Fixierung
wurde das Nierengewebe mit PBS-Puffer gespult und in Paraffin eingebettet. Das in
Paraffin eingebettete Gewebe wurde automatisiert in 10 uM breite Scheiben geschnitten

und auf Objekttragern fixiert.

Immunhistochemische Farbung nach der Streptavidin-Biotin-Methode

Die Paraffinschnitte wurden 30 min in eine Losung aus PBS-Puffer mit 3 % H,O, und
60 % Methanol gebracht, um stérende endogene Peroxidasen zu hemmen. Danach
wurden die Objekttrager 3 x 10 min mit PBS-Puffer gewaschen. Nach der
Permeabilisierung der Membranen mit 0,2 % Triton-X100® in 0,1 M PBS-Puffer und
einem erneuten Waschvorgang von 3 x 10 min mit PBS-Puffer erfolgte die Absattigung
unspezifischer Bindungen durch eine Behandlung der Gewebeschnitte mit 5 % Normal-
Ziegenserum und 5 % bovinem Serumalbumin (BSA) in PBS-Puffer fur 1 h. Die
Objekttrager wurden nach der Absattigung wiederholt mit PBS-Puffer (4 x 10 min)
gewaschen. Danach erfolgte die Antikorper-Inkubation in einer PBS-gepufferten
Inkubationslésung aus 0,8 % BSA und 20 mM NaNs; fir 12 h bei 4° C. Es wurde ein
monoklonaler Maus-anti-Nitrotyrosin-Antikérper (Calbiochem, Schwalbach) in der
Verdinnung 1:400 verwendet. Als Negativkontrollen dienten Gewebeschnitte, die mit
einer entsprechend gepufferten Inkubationslosung an Stelle des Primarantikorpers
behandelt wurden. Nach einer erneuten Waschphase von 4 x 10 min mit PBS-Puffer

wurden die Gewebeschnitte mit einem biotinylierten anti-Maus-IgG-Sekundarantikorper
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(Dako, Hamburg) fir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die Streptavidin-Biotin-Methode
nutzt die starke Affinat von Streptavidin zu Biotin flr die Kopplung von enzymmarkiertem
Avidin an biotinylierte Sekundarantikorper. Ein 1:100 verdunnter Streptavidin-Meerrettich
Peroxidase-Komplex wurde als Detektionssystem verwendet und fur die Dauer von 1 h
zugegeben. Die Peroxidase konnte dann durch eine Farbung mit 3,3-Diaminobenzidin-
tetrahydrochlorid (DAB) nachgewiesen werden. Dazu wurden die Gewebeschnitte mit
einer DAB-Farbelésung versetzt und die einsetzende Braunfarbung der
Reaktionsprodukte lichtmikroskopisch kontrolliert. Bei ausreichender Farbung wurde die

Farbreaktion durch Waschen mit PBS-Puffer abgestoppt.

3.4.3 Bestimmung des ATP-Gehaltes

Die quantitative Bestimmung des ATP-Gehaltes erfolgte durch Messung der Luciferase-
induzierten Biolumineszenz. Das Testprinzip beruht auf der lichtemittierenden Oxidation

von Luciferin zu Oxyluciferin in Abhangigkeit vom ATP-Gehalt des Gewebes.

ATP + D-Luciferin + O, — > Oxyluciferin + PP; + AMP + CO, + Licht

Das zu analysierende Gewebe wurde in Flussigstickstoff gefroren, pulverisiert und in 100
mM Tris / 4 mM EDTA aufgenommen. Nach der mechanischen Zerkleinerung erfolgte
eine Fallung der Proteine mit 10 % (m/v) Trichloressigsaure (TCA). Durch Zentrifugation
bei 1000 rpm (54AR, Rotortyp: F45-30-11; Eppendorf, Hamburg) und 4° C wurde das
TCA-Pellet sedimentiert und anschlielend verworfen. Zur Neutralisation des sauren
Uberstandes wurde mehrmals mit Ether ausgeschiittelt. Die Analyse der aufgearbeiteten
Proben erfolgte mit Hilfe des ATP Biolumineszenz Assay Kit CLS II® (Roche Diagnostics,
Mannheim). Die Proben wurden entsprechend der Angaben des Herstellers mit
Luciferase versetzt und im Luminometer Berthold Biolumat CB 9500 (Lumac Systems,
Basel) vermessen. Der ermittelte ATP-Gehalt wurde auf das Feuchtgewicht der

eingesetzten Gewebe bezogen.
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3.5 Berechnungsverfahren und Statistik

Alle biochemischen und funktionellen Messdaten sind als arithmetischer Mittelwert
(+ Standardfehler des Mittelwertes, SEM) der jeweiligen Anzahl (n) von Einzel-
experimenten ausgedruckt.

Die in funktionellen Gefalistudien induzierten Vasorelaxationen beziehen sich auf den
stabilen maximalen Vasotonus, der nach Vorkontraktion mit Phenylephrin ausgelost
wurde. Bei induzierten Vasokontraktionen wurden die Daten als absolute Werte der
auftretenden Gefallspannung in Newton (N) angegeben. Zur Beurteilung der
vasoreaktiven Potenz einer Substanz wurde aus der Konzentrations-Wirkungs-
Beziehung die effektive Konzentration mit halbmaximaler Wirkung (EC50) ermittelt.
Konzentrations-Wirkungskurven wurden mittels Varianzanalyse (Two-Way-ANOVA) auf
Signifikanz getestet. Die Daten biochemischer Tests wurden durch eine One-Way-
ANOVA mit nachfolgendem Student-Newmans-Keuls-Test oder durch einen zweiseitigen
Student-t-Test analysiert. Das Signifikanzniveau wurde mit einer

Irrtumswahrscheinlichkeit von P < 0,05 festgelegt.
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3.6 Primarantikorper

Folgende Primarantikdrper wurden in der angegebenen Verdiinnung (VD) verwendet:

anti-Aktin (Calbiochem, Schwalbach), VD 1:10.000

anti-a,.— AR (Santa Cruz, Heidelberg), VD 1:500
polyklonaler Antikérper aus Ziege gegen den Carboxy-Terminus des ac-adrenergen
Rezeptors (AR)

anti-cGK (Prof. Schmidt, Rudolf-Buchheim-Institut fir Pharmakologie, Uni Giessen), VD 1:2500
polyklonaler Antikérper aus Kaninchen gegen die cyclische Guanylatkinase (cGK)

anti-Nitrotyrosin (Calbiochem, Schwalbach), VD 1:400
monoklonaler Antikérper aus Maus gegen Nitrotyrosin-Rest-enthaltende Proteine

anti-eNOS (BD Transduction, Heidelberg), VD 1:750
monoklonaler Antikérper aus Maus gegen die endotheliale NO-Synthase (eNOS)

anti-iNOS (BD Transduction, Heidelberg), VD 1:100
monoklonaler Antikdrper aus Maus gegen die induzierbare NO-Synthase (iNOS)

anti-NOX1 (Prof. Schmidt, Rudolf-Buchheim-Institut fir Pharmakologie, Uni Giessen), VD 1:5000
polyklonaler Antikdrper aus Kaninchen gegen die NOX1-Untereinheit der NAD(P)H-Oxidase

anti-NOX4 (Prof. Schmidt, Rudolf-Buchheim-Institut fir Pharmakologie, Uni Giessen), VD 1:2000
polyklonaler Antikérper aus Kaninchen gegen die NOX4-Untereinheit der NAD(P)H-Oxidase

anti-RhoA (Santa Cruz, Heidelberg), VD 1:200
polyklonaler Antikdrper aus Kaninchen gegen die innere Doméne von RhoA

anti-sGCa (Prof. Schmidt, Rudolf-Buchheim-Institut fir Pharmakologie, Uni Giessen), VD 1:2000
polyklonaler Antikérper aus Kaninchen gegen die a-Untereinheit der |8slichen
Guanylatzyklase (sGC)

anti-sGCR (Prof. Schmidt, Rudolf-Buchheim-Institut fiir Pharmakologie, Uni Giessen), VD 1:2000
polyklonaler Antikérper aus Kaninchen gegen die R-Untereinheit der I6slichen
Guanylatzyklase (sGC)

anti-VASP (Immunoglobe, Himmelstadt), VD 1:3000
monoklonaler Antikorper aus Maus gegen den Serinrest 157 des vasodilator stimulated
phosphoprotein (VASP)

anti-P-VASP (NanoTools, Teningen), VD 1:1000
monoklonaler Antikérper aus Maus gegen den phosphorylierten Serinrest 239 des
vasodilator stimulated phosphoprotein (VASP)
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3.7 Puffer und Losungen

Alle nicht gesondert aufgefuhrten Chemikalien wurden in bester verfugbarer Qualitat
bzw. hoéchstem Reinheitsgrad von den Firmen Applichem (Darmstadt), Merck
(Darmstadt), Roth (Karlsruhe) oder Sigma (Deisenhofen) bezogen. Substanzen fir

molekularbiologische Untersuchungen und die Immundetektion wurden von den Firmen

Qiagen (Hilden) oder BioRad (Mlnchen) bezogen.

Blaumarker

Citrat-Phosphat-Puffer

Coomassie-Blue-Farbelésung

DAB-Farbel6sung
(Diaminobenzidin)

Bromphenolblau
Glycerin
in TAE—Puffer

Na-citrat
Na3PO4
pH 4,5

Methanol
Essigsaure
Coomassie R-250

Tris/HCI, pH 7,6
Diaminobezidin
H20>

0,25 % (m/v)
30 % (V/v)

50 mM
100 mM

45,0 % (v/v)
10,0 % (viv)
0,2 % (m/v)

0,05 M
0,05 % (m/v)
0,1 % (viv)

Loésung erst filtrieren, dann kurz vor Inkubationsbeginn H,O, hinzugeben

Elektrophoresepuffer (10x)

Entfarbelésung

Folin |

Formaldehyd-Lésung

Tris/HCI, pH 8,6
Glycin
SDS

Methanol
Essigsaure

NaOH
Na,CO;
SDS

CuSO,
Na-K-Tartrat

Formaldehyd 90 %
Calciumacetat
pH 6,8

250 mM
1,9 mM
0,1 % (m/v)

45 % (v/v)
10 % (viv)

200 mM

2,40 % (m/v)
0,25 % (m/v)
0,03 % (m/v)
0,05 % (m/v)

10 % (v/v)
14 mM
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Formalin-Puffer

Gewebe-Lysis-Puffer

Hamolyselosung

Inkubationspuffer

Krebs-Henseleit-Puffer
(modifiziert)

NaCl

KCI

Na,HPO, x 2 H,O
KH,PO,
Paraformaldehyd

Tris/HCI, pH 8,0
EDTA

NaCl

SDS
Proteinase K

Digitonin
Maleinimid

Tris/HCI, pH 8,0

EGTA
MgCl,

140 mM
5 mM

16 mM

3 mM

4 % (m/v)

50 mM
100 mM
100 mM

1 % (m/v)
0,5 mg/ml

0,04 mM
1 mM

25 mM
1 mM
20 mM

+ Protease-Inhibitor-Cocktail Complete®
(Roche Diagnostics, Mannheim)

lonenzusammensetzung:

Na*
K+

HCO3

H,PO,

S0/

+ Diclofenac 10 yM

143,1 mM
5,9 mM
1,6 mM
1,2 mM
126,0 mM
25,0 mM
1,2 mM
1,2 mM

Der Puffer wurde auf pH 7,1 eingestellt. Durch die Carbonbegasung wahrend des Versuches
stellte sich der physiologische pH-Wert 7,4 ein.

Krebs-HEPES-Puffer

NaCl

KCI

CaCl,
MgSO,
NaHCO;
KoHPO,
Na-HEPES
Glukose
pH 7,35

99,0 mM
4,7 mM
1,9 mM
1,2 mM
25,0 mM
1,0 mM
20,0 mM
11,1 mM
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Laemmli-Probenpuffer (2x)

Lysispuffer |

Lysispuffer Il (2x)

Lysispuffer Il

PBS-Puffer
(phosphate-buffered-saline)

Sammelgelpuffer

Stripping-Puffer

TAE-Puffer (50x)
(Tris-Acetat-EDTA)

Tris/HCI, pH 6,8
SDS

Glycerol
Bromphenolblau
3-Mercaptoethanol

Tris/HCI, pH 7,6
Dithiothreitol

50 mM

2 % (m/v)

10 % (m/v)
0,005 % (m/v)
12 % (viv)

5mM
5mM

+ Protease-Inhibitor-Cocktail Complete®
(Roche Diagnostics, Mannheim)

Tris/HCI, pH 7,4
NaCl
Na-Deoxycholat
Triton-X100°
SDS

EDTA

EGTA
Na-Pyrophosphat
Na-Vanadat

40 mM

150 mM

2 % (m/v)
2 % (viv)
0,1 % (m/v)
50 mM

50 mM

50 mM

2 mM

+ Protease-Inhibitor-Cocktail Complete®
(Roche Diagnostics, Mannheim)

Tris/HCI, pH 8,0
EDTA
MgCl,

5mM
1 mM
5mM

+ Protease-Inhibitor-Cocktail Complete®
(Roche Diagnostics, Mannheim)

NaCl

KCI

Na,HPO, x 2 H,O
KH,PO4

Tris/HCI, pH 8,8
SDS

Tris/HCI, pH 6,8
3-Mercaptoethanol
SDS

Tris/HCI, pH 8,3
Essigsaure
EDTA

140 mM
5mM
16 mM
3 mM

250 mM
0,2 % (m/v)

62,5 mM
100 mM
2 % (m/v)

2M
1M
1TmM



3 Methoden und Materialien

39

TE-Puffer
(Tris-EDTA)

Trenngelpuffer

TBS-(T) — Puffer
(tris-buffer-saline-[tween])

Western Blot-Puffer

Tris/HCI, pH 8
EDTA

Tris/HCI, pH 6,8
SDS

Tris/HCI, pH 7,6
NaCl
[Tween20®

Tris/HCI, pH 8,5
Glycin
Methanol

10 mM
1TmM

1,5M
0,4 % (m/v)

20 mM
150 mM
0,1 % (m/iv)]

25 mM
200 mM
20 % (v/v)
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4.1 Charakterisierung des STZ-Diabetes

4.1.1 Analyse des STZ-Diabetes bei C57/Bl6-Mausen

Streptozotozin (4 x 55 mg/kg KG) fuhrte eine Woche nach Applikation zu einem Anstieg
des Blutglukosespiegels auf Werte Uber 11 mmol/l. Nach 16 Wochen erreichte die
Blutglukose einen Wert, der etwa 4,5fach Uber dem Wert der Kontrolltiere lag (Kontrolle:
8,8 £ 0,5 mmol/l, Diabetes: 37,1 + 1,1 mmol/l). Die Mause entwickelten innerhalb von 16
Wochen typische Anzeichen einer diabetischen Stoffwechselstérung, die neben einer
Hyperglykamie zudem durch Polyurie, Glukosurie und Polydipsie charakterisiert war. Im
Krankheitsverlauf zeigte sich eine gehemmte Gewichtszunahme bis zur Ausbildung einer
Kachexie. Exemplarisch sind in Abb. 4.01 die Entwicklung der Blutzuckerspiegel bzw. die
Veranderungen im Koérpergewicht einer Versuchsserie mit C57/Bl6-Mausen uber eine

Diabetesdauer von 16 Wochen dargestellt.
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Abb. 4.01 Blutglukose und Kdérpergewicht bei C57/Bl6-Mausen

Einfluss von STZ-Diabetes auf die Progredienz von Blutglukose und Kérpergewicht bei C57/BI6-
Méusen innerhalb einer Diabetesdauer von 16 Wochen. Einschlusskriterium fur die diabetische
Stoffwechsellage war ein postprandialer Blutglukosegehalt von > 11 mmol/l (gestrichelte Linie).
Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte (x SEM) der Daten zu Koérpergewicht (A) und Blutglukose (B)

von unbehandelten Mausen (O, n=9) und STZ-injizierten Mausen (m, n=13), * P<0,05, t-Test.
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Die Induktion des Diabetes flihrte bei den Mausen zu einer Veranderung der absoluten
Organgewichte von Niere und Herz. Nach einer Diabetesdauer von 16 Wochen war das
absolute Feuchtgewicht der Nieren diabetischer Mause (292 + 11 mg) um 20 % im
Vergleich zu den Nieren der Kontrolltiere (232 + 8 mg) erhoht. Das absolute
Herzgewicht diabetischer Mause (195 + 3 mg) war dagegen im Vergleich zu den
Kontrolltieren (215 £ 6 mg) um 10 % erniedrigt. Die relativen Organgewichte, bezogen
auf das Kdrpergewicht, waren sowohl bei den Nieren als auch beim Herz im Diabetes
signifikant erhoht. Dies ist Ausdruck einer Diabetes-induzierten Hypertrophie von Niere

und Herz.

Kontrolle n Diabetes n
Niere [mg] 232+8 9 202 £ 11+ 13
Niere / KG [%] 0,65 + 0,02 9 1,08+0,06* 12
Herz [mg] 215+6 9 195+ 3* 13
Herz / KG [%)] 0,60 + 0,03 9 0,71+0,02* 12

Tab. 4.01 Organgewichte
Einfluss von STZ-Diabetes auf die Organgewichte von Niere und Herz nach einer Diabetesdauer von
16 Wochen. Aufgefiihrt sind die absoluten Organgewichte fiir Niere und Herz als Mittelwerte (= SEM)

und die relativen Organgewichte bezogen auf das Kérpergewicht (KG) in %, * P<0,05, t-Test.
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4.1.2 Analyse des STZ-Diabetes bei eNOS K.O.-Mausen

Es wurde eine transgene Mauslinie, die eine Disruption des eNOS-Gens aufwies, mit
Streptozotozin behandelt, um die Bedeutung der endothelialen NO-Synthase (eNOS)
und des NO-Stoffwechsels bei der Pathogenese diabetischer Gefal3schaden zu
untersuchen. Bei den Tieren dieser Mauslinie lag entweder eine vollstandige
(homozygot) oder eine partielle (heterozygot) Deletion des eNOS-Gens vor. Durch
funktionelle Studien mit den Aorten diabetischer und unbehandelter eNOS K.O.-Mause
sollten Hinweise zum Einfluss der NO/cGMP-Signalkaskade auf die Gefal3funktionalitat
erhalten werden. Insbesondere konnten durch die Verwendung dieses transgenen
Tiermodelles Mechanismen einer langfristigen Adaption an den Verlust der eNOS
untersucht werden. Die transgenen Mause wurden auf den genetischen Hintergrund des
C57/Bl6-Mausstammes zurlickgekreuzt. Daher konnten C57/BlI6-Mause als genetisch
unverénderte Kontrollgruppe verwendet werden. Alle Mause wurden im Lebensalter von

13-15 Wochen fir die Versuche eingesetzt.

STZ-Diabetes in eNOS K.O.-Mausen

Die Induktion von Diabetes in eNOS K.O.-Mausen erfolgte nach denselben Kriterien wie
bei den C57/BI6-Wildtyp-Tieren (s. 3.1.3.1). Es wurden homo- und heterozygote eNOS
K.O.-Mause behandelt und mit unbehandelten Tieren des entsprechenden Genotyps
verglichen. Als genetisch unverdnderte Kontrollgruppe wurden C57/Bl6-Mause

eingesetzt.

eNOS K.O.-Mause und C57/Bl6-Mause wiesen keine Unterschiede hinsichtlich der
Blutglukose-Werte auf. Die Induktion des Diabetes fiihrte bei den eNOS K.O.-Tieren
innerhalb einer Woche nach STZ-Injektion zu einem drastischen Anstieg der
Blutglukose, der dem Ausmalfd der Hyperglykdmie entsprach, die in den Wildtyp-Tieren
beobachtet wurde (Abb. 4.02). Die diabetischen eNOS K.O.-Mause entwickelten ebenso
wie die diabetischen Wildtyp-Mause eine Polydipsie und Polyurie und waren

phanotypisch im Vergleich zu den Wildtyp-Mausen nicht auffallig.
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Abb. 4.02 Blutglukose und Kérpergewicht bei eNOS K.O.-Mausen

Einfluss des STZ-Diabetes auf Blutglukose und Kdrpergewicht bei eNOS K.O.-Mausen nach einer
Diabetesdauer von 16 Wochen. Dargestellt sind die Mittelwerte (+ SEM) der Daten zu Kdrpergewicht
(A) und Blutglukose (B) von unbehandelten Mausen (O) und STZ-injizierten Mausen (m). Es wurden
jeweils diabetische und gesunde Wildtyp-Mause (eNOS+/+, je n=13), Heterozygote (eNOS+/-, je n=8)
und Homozygote (eNOS-/-, je n=9) untersucht, * P<0,05, t-Test.

Bei den transgenen Mausen war die Gewichtszunahme der diabetischen Tiere im
Vergleich zu den unbehandelten Kontrolltieren ebenfalls vermindert. Das heil3t, dass die
transgenen Tiere ebenso wie die Wildtyp-Mause nach der Induktion des Diabetes eine
Kachexie entwickelten. Bei heterozygoten eNOS K.O.-Mausen und Wildtyp-Mausen
betrug die Gewichtsdifferenz der diabetischen Tiere zu den unbehandelten Kontrollen ca.
20 %. Damit wiesen die diabetischen Mause dieser Versuchsgruppen nach einer
Diabetesdauer von 16 Wochen ein Korpergewicht auf, dass nur ca. 80 % des
Kdrpergewichtes der entsprechenden Kontrollgruppe betrug. In der Versuchsgruppe der
homozygoten eNOS K.O.-Mausen waren die diabetischen Tiere nach einer
Diabetesdauer von 16 Wochen aber nur ca. 13 % leichter als die entsprechenden
Kontrolltiere (Tab. 4.02). Die Gewichtsabnahme war somit bei diabetischen
homozygoten eNOS K.O.-Mausen nicht so stark ausgepragt wie bei den anderen
diabetischen Versuchsgruppen. Damit war das Ausmald der Kachexie, gemessen am
Unterschied des Koérpergewichtes zwischen Kontrollen und diabetischen Mausen, bei
homozygoten eNOS K.O.-Tieren signifikant schwacher ausgepréagt als bei Mausen mit

intaktem oder partiell intaktem eNOS-Gen.
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eNOS +/+ n eNOS +/- n eNOS -/- n

Korpergewicht [%6] 79,2+16 13 79,9+2,1 8 86,9+2,1* 9

Tab. 4.02 Prozentuales Kdrpergewicht bei STZ-diabetischen eNOS K.O.-Mausen

Darstellung des prozentualen Korpergewichtes von STZ-injizierten Wildtyp-Mausen (eNOS+/+),
Heterozygoten (eNOS+/-) und Homozygoten (eNOS-/-). Das absolute Kérpergewicht der diabetischen
Méause wurde auf das Korpergewicht der jeweiligen Kontrollgruppe bezogen (Kontrolle = 100 %),
* P<0,05, t-Test.

4.1.3 Analyse des STZ-Diabetes bei Wistar-Ratten

Die Manifestierung des durch Streptozotozin ausgelosten Diabetes fiihrte bei Wistar-
Ratten zu einem &ahnlichen physiologischen und morphologischen Erscheinungsbild der
diabetischen Stoffwechsellage wie bei C57/Bl6-Mausen (s. 4.1.2). Bereits nach einer
Diabetesdauer von 3 Wochen zeigten die STZ-Ratten im Vergleich zu den
entsprechenden Kontrolltieren eine verminderte Gewichtszunahme. Bei 80 % der
diabetischen Tiere wurde nach einer Diabetesdauer von 16 Wochen neben dem
kachektischen Grundzustand zuséatzlich die Bildung von Katarakten an den Augen und
Odeme in der Niere makroskopisch festgestellt. Das absolute Feuchtgewicht der Nieren
war sowohl nach 3 als auch nach 16 Wochen Diabetesdauer signifikant erhéht, wahrend
das absolute Herzgewicht erniedrigt war. Die auf das Korpergewicht bezogenen relativen
Organgewichte zeigten ein signifikanter Anstieg, wobei die Zunahme des relativen

Herzgewichts erst nach einer Diabetesdauer von 16 Wochen eine Signifikanz erreichte.

Der Stoffwechselstatus der Ratten wurde durch eine Analyse des Serums weitergehend
charakterisiert. Die nach einer Diabetesdauer von 16 Wochen signifikant erniedrigten
Kreatininwerte wiesen auf eine Abnahme der Muskelmasse hin. Die Abnahme der
Muskelmasse lasst sich anhand der Serumkreatininwerte verfolgen, da die Menge des
ins Blut abgegebenen Kreatinins der Muskelmasse des Koérpers proportional ist. Zudem
fuhrte die Induktion des Diabetes sowohl nach 3 als auch nach 16 Wochen zu einer
Abnahme der Serumprotein-Konzentration. Der Triglyceridgehalt war ebenfalls sowohl
nach 3 als auch nach 16 Wochen bei den diabetischen Tieren tendenziell erhdht. Diese
Werte wiesen eine Heterogenitat (P=0,079) auf, so dass das Signifikanzniveau nicht

erreicht wurde.



4 Ergebnisse

3 Wochen 16 Wochen
Kontrolle Diabetes Kontrolle Diabetes

Blutglukose [mmol/l] 6,2 +0,2 30,3 +1,8* 6,0 £0,1 37,5+1,3*
Korpergewicht [g] 368 + 14 272 £ 7* 513+ 16 262 £ 7*
Niere [g] 1,44 +0,08 1,83 +0,06* 1,56 + 0,07 2,25 + 0,06*
Niere / KG [%] 0,39 £ 0,01 0,67 £ 0,02* 0,30 + 0,02 0,86 + 0,03*
Herz [g] 1,56 + 0,07 1,18 + 0,05* 1,38 + 0,03 1,06 = 0,05*
Herz / KG [%] 0,37 £0,01 0,39 + 0,02 0,30 £ 0,01 0,45 + 0,02*
Triglyceride [mg/dl] 51,9 £ 26,0 91,0 £ 29,7 62,2 +£22,2 189,9 £ 52,1
Kreatinin [mg/dl] 0,30 + 0,00 0,26 + 0,02 0,32 £ 0,02 0,20 + 0,00*
Protein [g/dl] 6,87 + 0,15 5,32 +0,32* 7,08 + 0,05 5,85 +0,13*

Tab. 4.03 Morphologische und biochemische Parameter des STZ-Diabetes bei Wistar-

Ratten

Die dargestellten Werte sind Mittelwerte (x SEM) fur n=5-7. Es wurden jeweils STZ-injizierte Wistar-

Ratten und entsprechend alte Kontrollratten nach einer Diabetesdauer von 3 und 16 Wochen

untersucht, - P<0,05, t-Test fiir Kontrolle vs. Diabetes, (KG = Korpergewicht).
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4.2 Einfluss von Diabetes auf die vaskulare Reaktivitat

In der vorliegenden Arbeit wurde die Reaktivitdt von Aorten diabetischer C57/Bl6-Mause
im Vergleich zu Aorten unbehandelter Mause analysiert, um Veradnderungen der
Gefalreaktivitat als Hinweis auf eine diabetische Vaskulopathie zu bestimmen. Die
GefalRreaktivitat wurde durch Ermittlung der vasorelaxierenden und vasokontraktilen
Eigenschaften von Aorten aus diabetischen Mausen im Vergleich zu Aorten aus

Kontrollen in funktionellen Studien untersucht.

4.2.1 Vasorelaxation

Endothelabhangige Vasorelaxation (endogenes NO)

Die NO-vermittelte endothelabhéangige Vasorelaxation ist ein wichtiger Parameter zur
Uberpriifung der physiologischen Endothelfunktion. Eine eingeschrankte Vasorelaxation
ist ein Hinweis auf eine ,endotheliale Dysfunktion® und somit Ausdruck einer
bestehenden GefalRschadigung [12]. Der Einfluss des Diabetes auf die NO-vermittelte
endothelabh&angige Vasorelaxation wurde durch die Applikation kumulativer Dosen (1 nM
- 10 pM) von Acetylcholin bzw. des Calcium-lonophor A23187 nach submaximaler
Vorkontraktion mit Phenylephrin ermittelt. Von beiden Substanzen ist bekannt, dass sie
zu einem Anstieg der intrazellularen Calciumkonzentration und infolge dessen Uber die
Aktivierung der NO/cGMP-Signalkaskade zu einer Vasorelaxation fuhren [78]. Die
funktionellen Untersuchungen nach einer Diabetesdauer von 16 Wochen zeigten, dass
kein Unterschied in der NO-vermittelten endothelabhé&ngigen Vasorelaxation zwischen
Aorten von Kontrolltieren und diabetischen Tieren bestand. Wie in Abb. 4.03 dargestellt,
war die Fahigkeit der Aorten diabetischer Tiere zur Vasorelaxation nach einer
Diabetesdauer von 16 Wochen unabhédngig vom auslésenden Agens vollstandig

erhalten.
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Abb. 4.03 Endothelabhéngige Vasorelaxation

Endothelabhangige Vasorelaxation isolierter thorakaler Aortenringe aus Kontrollen (O0) und
diabetischen C57/BlI6-Mausen (m) nach einer Diabetesdauer von 16 Wochen. Vasorelaxation nach
submaximaler Vorkontraktion mit Phenylephrin nach Applikation von Acetylcholin (A, Kontrolle n=30,

Diabetes n=17) und Ca-lonophor A23187 (B, Kontrolle n=5, Diabetes n=5). Dargestellt sind die
Mittelwerte (x SEM).
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In weiteren funktionellen Untersuchungen wurde zuséatzlich die NO-vermittelte
endothelabhangige Vasorelaxation von Mausaorten nach einer Diabetesdauer von 11
und 22 Wochen untersucht, um zu klaren, ob die nach 16 Wochen beobachtete intakte
Relaxationsfahigkeit der Aorten von diabetischen Mausen (Abb. 4.03 A) bestatigt werden
konnte. Abb. 4.04 zeigt das maximale Relaxationsvermdgen von Aorten diabetischer
Tiere im Vergleich zu entsprechenden Kontrollaorten in Abhangigkeit von der
Diabetesdauer bei einer applizierten Hoéchstdosis von Acetylcholin (10 uM) nach
submaximaler Vorkontraktion mit Phenylephrin. Die maximale Vasorelaxation der
untersuchten Gefal3e betrug unabhangig vom Stoffwechselstatus bei allen untersuchten
GefalRen ca. 80 %. Nach 11 Wochen Diabetesdauer war eine geringfiigige, aber
signifikante Verschlechterung der maximalen Vasorelaxation im Vergleich zu
entsprechenden  Kontrolltieren zu beobachten. Diese leicht eingeschrankte
Endothelfunktion war allerdings nur transient, denn nach 16 bzw. 22 Wochen
Diabetesdauer war dieser Effekt nicht mehr zu beobachten. Eine endotheliale
Dysfunktion im Sinne einer verminderten Reaktivitat auf Acetylcholin bzw. den Calcium-
lonophor A23187 war somit unter den gewahlten Versuchsbedingungen in Aorten aus

diabetischen Mausen nicht nachweisbar.

[EEN
N
o

[EEN
o
o

80+

60

1 Kontrolle
40+

N Diabetes

Vasorelaxation [%]

20+

11w 16w 22 w

Abb. 4.04 Endothelabhangige Vasorelaxation in Abhangigkeit von der Diabetesdauer
Einfluss von Diabetes auf die maximale Vasorelaxation nach Applikation von 10 uM Acetylcholin bei
einer Diabetesdauer von 11 Wochen (Kontrolle n=6, Diabetes n=10), 16 Wochen (Kontrolle n=17,
Diabetes n=30) und 22 Wochen (Kontrolle n=4, Diabetes n=5). Prozentuale Darstellung der endothel-
abhangigen Vasorelaxation isolierter thorakaler Aortenringe aus Kontrollen (O) und diabetischen
C57/Bl6-Mausen (m) als Mittelwerte (x SEM), * P<0,05, t-Test fiir Kontrolle vs. Diabetes.
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Vasorelaxation durch NO-Donor SNAP (exogenes NO)

Die Relaxationsfahigkeit diabetischer Aorten auf exogen zugefihrtes NO wurde durch
kumulativen Zusatz (0,1 nM - 10 pM) des NO-Donors S-Nitroso-N-Acetyl-D,L-Penicill-
amin (SNAP) nach einer Diabetesdauer von 16 Wochen im Vergleich zu entsprechenden
Kontrollen ermittelt. Es sollte gepruft werden, ob die NO-Sensitivitat der GefaRe durch
die diabetische Stoffwechsellage verandert wird.

Die Aorten aus diabetischen Mausen und Kontrollméausen zeigten nach Zugabe von
SNAP eine vollstandige Relaxation ohne Unterschied. Dieser Befund machte deutlich,
dass die NO-Sensitivitat der Aorten durch STZ-Diabetes nicht beeinflusst wird. Das
heil3t, die Enzymkaskade der NO/cGMP-Signaltransduktion wies downstream der NO-

Synthese keine Stérung auf, die sich auf die GefaRRfunktion auswirkte.
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Abb.4.05  Vasorelaxation durch den NO-Donor SNAP
Wirkung von SNAP auf Phenylephrin-vortonisierte thorakale Aortenringe aus Kontrollen (O, n=6) und

diabetischen C57/Bl6-Méausen (m, n=10) nach einer Diabetesdauer von 16 Wochen. Dargestellt sind
die Mittelwerte (£ SEM).
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Vasorelaxation nach muskulotroper Stimulation

Zur Ermittlung der direkten Stimulierbarkeit von glatten Muskelzellen wurden die
isolierten Aorten nach einer Diabetesdauer von 16 Wochen mit kumulativen Dosen
(3 nM - 10 pM) Papaverin behandelt. Papaverin wirkt direkt als muskulotropes

Spasmolytikum unabhangig von der vegetativen Innervation auf die glatte Muskel-
zelle[79].

Der Vergleich der durch kumulative Dosen von Papaverin erzeugten Konzentrations-
Wirkungsbeziehungen zeigte keinen Unterschied zwischen Aorten von diabetischen und

unbehandelten Mausen. Dies bedeutet, dass die direkte Ansprechbarkeit der glatten

Muskelzellen im Diabetes nicht gestort war.
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Abb. 4.06  Vasorelaxation durch Papaverin
Wirkung von Papaverin auf Phenylephrin-vortonisierte thorakale Aortenringe von Kontrollen (O, n=6)

und diabetischen C57/Bl6-Méausen (m, n=10) nach einer Diabetesdauer von 16 Wochen. Dargestellt
sind die Mittelwerte (£ SEM).
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4.2.2 a-adrenerge Vasokontraktion

Der GefalRtonus wird durch die Balance zwischen vaskularer Relaxation und Kontraktion
charakterisiert. Daher ist die Vasokontraktion ein weiterer Parameter zur Erfassung der
vaskularen Funktion. Um den Einfluss von Diabetes auf die Integritat der
Signaltransduktion rezeptorstimulierter Vasokontraktion zu untersuchen, wurde die
vasokontraktile Potenz der Aorten nach kumulativer Applikation (1 nM - 10 pM) von
Phenylephrin bei einer Diabetesdauer von 16 Wochen bestimmt. Phenylephrin
verursacht tber eine Stimulation des G-Protein-gekoppelten a;ac-adrenergen Rezeptors

eine Vasokontraktion.

159—0— Kontrolle
—8— Diabetes
z
E. 10_
(@)
5
P * Abb. 4.07 Vasokontraktion durch Phenylephrin
(% 54 Vasokontraktion isolierter thorakaler Aortenringe
aus Kontrollen (O, n=16) und diabetischen
C57/BI6-Mausen (m, n=24) nach Applikation von
0- Phenylephrin bei einer Diabetesdauer von 16
_1'0 I9 |8 I7 |6 :5 I4 Wochen. Dargestellt sind die Mittelwerte (x SEM),
Phenylephrin [log M] * P<0,0001, Two-way-ANOVA.
Kontrolle Diabetes
Max. Vasokontraktion [mN] 6,49 +£1,04 12,68 £1,07*
pD,-Wert [- log M] 6,27 + 0,05 6,92 + 0,02*

Tab. 4.04 Vasokontraktion durch Phenylephrin

Einfluss von Diabetes auf die maximale Vasokontraktion und den pD,-Wert nach Applikation von
10 pM Phenylephrin bei Kontrolltieren und diabetischen C57/BI6-M&usen nach einer Diabetesdauer
von 16 Wochen. Dargestellt sind die Mittelwerte (+ SEM), * P<0,05, t-Test.
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Die Ergebnisse zur vasokontraktilen Fahigkeit der Aorten zeigten, dass die Aorten von
diabetischen M&ausen im Vergleich zu Kontrollaorten eine Hyperkontraktilitdit nach
Phenylephrin-Gabe bei einer Diabetesdauer von 16 Wochen aufwiesen. Sowohl die
Maximalantwort als Reaktion auf die applizierte Hochstdosis von Phenylephrin (10 puM)
als auch der pD.-Wert als Ausdruck einer Gefal3-Hypersensitivitdt waren signifikant
erhoht (Tab. 4.04).

In weiteren funktionellen Studien wurden Aorten aus Mausen mit STZ-Diabetes nach 11
und 22 Wochen Diabetesdauer untersucht, um den Einfluss der Diabetesdauer auf die
Phenylephrin-induzierte Hyperreaktivitdt zu analysieren. In Abb. 4.08 ist die
vasokontraktile Potenz von Aorten aus diabetischen Mausen und Kontrolltieren in
Abhéngigkeit von der Diabetesdauer dargestellt. Diabetische GefaRe wiesen zu allen
untersuchten Zeitpunkten eine Hyperreaktivitat unabhéngig von der Diabetesdauer auf.
Bei allen nachfolgenden Untersuchungen zur Vasokontraktion wurden Aorten aus Tieren

mit einer induzierten Diabetesdauer von 16 Wochen verwendet.
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Abb. 4.08 Vasokontraktion durch Phenylephrin in Abhangigkeit von der Diabetesdauer
Einfluss von Diabetes auf die maximale Vasokontraktion nach Applikation von 10 uM Phenylephrin
nach einer Diabetesdauer von 11 Wochen (Kontrolle n=6, Diabetes n=10), 16 Wochen (Kontrolle
n=16, Diabetes n=24) und 22 Wochen (Kontrolle n=4, Diabetes n=5). Darstellung der Vasokontraktion
isolierter thorakaler Aortenringe aus Kontrolltieren (O) und diabetischen C57/BlI6-Mausen (m).
Dargestellt sind die Mittelwerte (x SEM), * P<0,05, t-Test fir Kontrolle vs. Diabetes.
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4.3 Endotheliale Vasorelaxation und Inflammation

In Kapitel 4.2.1 wurde gezeigt, dass eine endotheliale Dysfunktion im Sinne einer
verminderten NO-vermittelten endothelabhéngigen Vasorelaxation unter den gewahlten
Versuchsbedingungen in Aorten von C57/BI6-Mausen nicht nachgewiesen werden
konnte. Im Widerspruch zu den hier erhobenen Befunden wurde von Soriano et al.
publiziert, dass der Mausstamm BalbC nach Induktion eines STZ-Diabetes eine
ausgepragte endotheliale Dysfunktion entwickelt [70]. Da die Versuchsbedingungen nicht
nur hinsichtlich des Mausstammes, sondern auch in weiteren Details (Tab. 4.05)
differierten, wurde eine vergleichende Untersuchung unter Anwendung der publizierten

Bedingungen durchgefihrt.

Soriano et al. eigene Versuchsparameter
Mausstamm BalbC C57/BI6
STZ-Injektion single dose multiple dose

1 x 240 mg/kg KG 4 x 55 mg/kg KG
Diabetesdauer 8w 11w, 16w,22w

Tab. 4.05 Vergleich der Versuchsparameter von Soriano et al. [70] und den im Rahmen

dieser Arbeit angewendeten Versuchsbedingungen



4 Ergebnisse 55

4.3.1 Funktionelle Charakterisierung der Gefaldreaktivitat

Die unter Anwendung der publizierten Bedingungen erhobenen Daten sind in Tab. 4.06
und Abb. 4.09 dargestellt. Die STZ-behandelten BalbC-Mause entwickelten innerhalb
von 8 Wochen eine massive Hyperglykamie sowie eine verzdgerte Gewichtszunahme.
Das pathologische Erscheinungsbild des STZ-Diabetes in BalbC-Mausen entsprach den
von Soriano et al. verdffentlichten Daten. Die Daten zu Blutglukose und Koérpergewicht

korrelierten mit den in der Studie von Soriano et al. beschriebenen Daten.

Soriano et al. eigene Daten
Kontrolle Diabetes Kontrolle Diabetes
Blutglukose [mmol/l] 56+1,1" 294=+39" 79+05 288+16

Tab. 4.06 Blutglukose
Vergleich der Blutglukosewerte zwischen den publizierten Daten von Soriano et al. und den im
Rahmen der vorliegenden Arbeit unter denselben Bedingungen ermittelten Daten ( # aus Diagramm in

Veroffentlichung abgelesen).

Soriano et al. wiesen in physiologischen Studien mit isolierten Aortenringen von BalbC-
Mausen eine endotheliale Dysfunktion bei gleichzeitig eingeschrankter Vasokontraktion
nach. Dagegen zeigten die im Rahmen der vorliegenden Arbeit erhobenen Daten unter
Verwendung der von Soriano et al. publizierten Bedingungen zur vaskularen Reaktivitat
von BalbC-Mausen keine endotheliale Dysfunktion. Die Aorten diabetischer und
unbehandelter BalbC-Mause reagierten ohne Unterschied mit einer vollstandigen
Vasorelaxation. Die Konzentrations-Wirkungskurven nach Applikation kumulativer Dosen
von Acetylcholin (1 nM - 10 uM) waren nahezu deckungsgleich (Abb. 4.09 A).
Entsprechend der Daten zur GefaRreaktivitst mit diabetischen C57/BI6-Méausen
(s. 4.2.2) war auch bei dem BalbC-Mausen die Vasokontraktilitdt der Aorten nach
Applikation von kumulativen Dosen (1 nM - 10 uM) Phenylephrin deutlich erhdht (Abb.
4.09 B).
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Abb. 4.09  Vasoreaktivitat von BalbC-M&usen

Einfluss von Diabetes auf die Vasoreaktivitat isolierter thorakaler Aortenringe aus Kontrollen (O, n=3)
und diabetischen BalbC-Mausen (m, n=7). Vasorelaxation nach submaximaler Vorkontraktion mit
Phenylephrin nach Applikation von Acetylcholin (A) sowie Vasokontraktion nach Applikation von
Phenylephrin (B) bei einer Diabetesdauer von 8 Wochen. Dargestellt sind die Mittelwerte (x SEM),
* P<0,0001, Two-way-ANOVA.

Die vergleichende Analyse zur Gefal3reaktivitat mit dem BalbC-Mausstamm zeigte, dass
die erhobenen Daten zur Vasorelaxation und Vasokontraktion unabhéngig von dem
verwendeten Mausstamm reproduziert werden konnten. Die von Soriano et al.
publizierten Ergebnisse widersprechen jedoch den im Rahmen dieser Arbeit erhobenen
Daten. Deshalb sollten weitere biochemische Untersuchungen Hinweise auf die Ursache
fur diese Differenzen geben und somit zum besseren Verstandnis der Entwicklung einer

endothelialen Dysfunktion beitragen.

Als mdgliche Ursache der beobachteten endothelialen Dysfunktion im STZ-Diabetes
diskutierten Soriano et al. einen massiven ATP-Verlust sowie die Induktion der
induzierbaren NO-Synthase (iINOS). Im Unterschied zur endothelialen NO-Synthase
(eNOS) werden durch die Aktivitat der iINOS 10-100fache und dadurch toxische
Konzentrationen von NO freigesetzt. Dies wird als Ausdruck eines inflammatorischen
Geschehens interpretiert. Zur vergleichenden Analyse wurden deshalb der ATP-Gehalt

sowie die Expression der iNOS in Aorten von STZ-Mausen und Kontrolltieren bestimmt.
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4.3.2 Bestimmung des ATP-Gehaltes

Soriano et al. postulierten die von ihnen beobachtete endotheliale Dysfunktion als Folge
einer Verarmung der Zellen an energiereichen Phosphaten wie ATP und NADPH. Dieser
Mangelzustand ergibt sich durch die Aktivierung der Poly(ADP-Ribose)-Polymerase
(PARP), die durch Radikal-induzierte DNA-Strangbriiche aktiviert wird und hohe
Konzentrationen an ATP zur DNA-Reparatur verbraucht. Die Messung des ATP-
Gehaltes sollte Auskunft Gber den Energiestatus der untersuchten Gewebe geben [70].
Wahrend der ATP-Konzentration in Herzen von diabetischen und unbehandelten
Mausen keinen signifikanten Unterschied aufwies, war der ATP-Gehalt in den
Kontrollaorten von 0,28 + 0,06 uM nach STZ-Induktion auf 0,10 + 0,02 puM signifikant
erniedrigt. Der Gehalt an ATP betrug in Aorten diabetischer Mause nur ca. 1/3 des
Gehaltes in Kontrollen und wies somit auf ein erhebliches gefaRspezifisches

Energiedefizit hin.
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Abb.4.10  ATP-Gehalt

Einfluss von Diabetes auf den ATP-Gehalt im Herz (A) und in der Aorta (B). Quantitative Darstellung
der ATP-Konzentration in Kontrollgewebe (O) und in Geweben aus diabetischen BalbC-Mausen (m).
Dargestellt sind die Mittelwerte (+ SEM) von n=3-4 einzelnen Experimenten. Der ATP-Gehalt wurde

luminometrisch bestimmt und auf 100 mg Feuchtgewebe bezogen,* P=0,02, t-Test.
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4.3.3 Untersuchung der Expression der induzierbaren NO-Synthase

Die induzierbare NO-Synthase (iINOS) wird bei pathologischen Zustande oder nach einer
Zytokin-induzierten Stimulation exprimiert, um unter anderem Entzindungs- bzw.
Immunreaktionen zu vermitteln [80]. Die INOS-Expression wurde in Aortengeweben
mittels Immundetektion bestimmt. Wie in Abb. 4.11 dargestellt, konnte in Aorten
diabetischer Mause keine iINOS-Expression nachgewiesen werden. In Aortengeweben
normoglykamischer Tiere war die INOS - wie zu erwarten - ebenfalls nicht exprimiert.
Dieser Befund steht im Widerspruch zu der Diskussion von Soriano et al. und deutet
daraufhin, dass der Unterschied zwischen beiden Versuchsansatzen moglicherweise im

inflammatorischen Status der Tiere begriindet ist.

iINOS —» —
144 kDa

96— |

60 kDa K: Kontrolle (50 pg Protein)

D1: Maus 1 Diabetes (50 pg Protein)
D2: Maus 2 Diabetes (50 pg Protein)
P1: Positivkontrolle (50 ug Protein)

P2: Positivkontrolle (100 pg Protein)

K D1 D2 P1 P2

Abb. 4.11 Expression der induzierbaren NO-Synthase (iNOS)

Reprasentativer Western Blot zur Analyse der INOS-Expression in Gesamtlysaten aus
Aortengeweben von unbehandelten (K) und diabetischen BalbC-Mausen (D). Als Positivkontrolle (P)
wurde ein Maus-Makrophagen-Lysat verwendet, das mit Interferon-? / Lipopolysaccharid stimuliert
worden war. Immunglobulin G (IgG) wurde in den Gewebelysaten durch den sekundaren anti-Maus-
IgG-Antikorper ebenfalls detektiert.
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4.4 Untersuchungen zur Hyperkontraktilitdt nach adrenerger

Stimulation im Diabetes

In Kapitel 4.2.2 wurde beschrieben, dass isolierte Aortenringe von diabetischen Mausen
nach Applikation des adrenergen Vasokonstriktors Phenylephrin eine Hyperkontraktilitat
mit erhohter Gefal3sensitivitat aufwiesen. Weitere Untersuchungen mit STZ-behandelten
C57/Bl6-Mausen nach einer Diabetesdauer von 16 Wochen sollten Hinweise auf die

Ursache fur diese Beobachtung geben.

4.4.1 Untersuchungen zur Rezeptorspezifitat der Hyperkontraktilitat

Zunéachst wurde untersucht, ob eine Diabetes-bedingte Beeinflussung der adrenergen
Signalkaskade auf Rezeptorebene fur die Hyperkontraktilitit nach Applikation von
Phenylephrin verantwortlich ist. Die Expression des durch Phenylephrin-stimulierten
a;ac-Rezeptors wurde untersucht, um zu ermitteln, ob eine Diabetes-induzierte
Veranderung der Rezeptordichte ursachlich an der Hyperkontraktilitat beteiligt ist.
Weiterhin sollte geklart werden, ob die Hyperkontraktilitat spezifisch fur das adrenerge
Rezeptorsystem ist. Dazu wurden funktionelle Studien mit vasoaktiven Substanzen
durchgeflihrt, die unabhéangig vom adrenergen Rezeptor Uber die Innervation anderer G-
Protein-gekoppelter Rezeptoren eine Vasokontraktion auslésen. Zusatzlich wurde
geprift, ob die rezeptorunabhangige Vasokontraktion ebenfalls durch die diabetische

Stoffwechsellage veréandert wird.
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Expression des ajac-Rezeptors

Die Rezeptordichte des ajac-Rezeptors in Aortengeweben wurde mittels
Immundetektion bestimmt, um den Effekt einer Hyperglykdmie auf die Expression des
durch Phenylephrin stimulierten adrenergen Rezeptors (a;ac-Rezeptor) zu untersuchen.
Die Ergebnisse der Immundetektion zeigten, dass die Rezeptormenge in den Aorten von
diabetischen Mausen nicht verandert war. Eine Hoch-Regulation des ajac-Rezeptors als
Ursache fur die verstarkte Vasokontraktion der Aortenringe von diabetischen Mausen

konnte somit ausgeschlossen werden.
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Abb. 4.12 Expression des a;ac-Rezeptors

Einfluss von Diabetes auf die Proteinexpression des a;ac-Rezeptors in Aortengeweben von Kontrollen
(O0) und diabetischen C57/BlI6-Mausen (m) nach einer Diabetesdauer von 16 Wochen. A. Darstellung
der densitometrischen Auswertung der Western Blots als Mittelwert (z SEM) von n=6 einzelnen

Experimenten. Die Kontrollwerte wurden auf 100 % normiert. B. Reprasentativer Western Blot.
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Vaskulare Reaktivitat nach rezeptorabhangiger Stimulation

Erganzend zu den Untersuchungen der Expression des ajac-Rezeptors wurden
funktionelle Studien im Organbad vorgenommen, um zu prifen, ob die Hyperkontraktilitat
der Aortenringe von diabetischen Mausen spezifisch fir die adrenerge Stimulation durch
Phenylephrin ist. Deshalb wurde die vasokontraktile Potenz von Serotonin und
Prostaglandin F,, untersucht. Beide Substanzen flhren rezeptorabhéngig und G-Protein-
vermittelt zu einer Vasokontraktion, die aber unabhangig von dem durch Phenylephrin

innervierten adrenergen a;ac-Rezeptor ist.
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Abb. 4.13 Rezeptorabhéngige Vasokontraktion

Rezeptorabhéngige Vasokontraktion isolierter thorakaler Aortenringe aus Kontrolltieren (O0) und
diabetischen C57/BI6-Mausen (m) nach Applikation von Serotonin (A) und Prostaglandin F,, (B) bei
einer Diabetesdauer von 16 Wochen. Dargestellt sind die Mittelwerte (x SEM) fur n=5 einzelne
Experimente, (A) * P=0,007, Two-way-ANOVA, (B) * P<0,0001, Two-way-ANOVA.
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A
Serotonin Kontrolle Diabetes
Max. Vasokontraktion [mN] 13,18 £ 2,51 22,03 +1,33*
pD.-Wert [- log M] 6,34 £ 0,16 6,98 £ 0,16*
B
Prostaglandin Fo, Kontrolle Diabetes
Max. Vasokontraktion [mN] 2,83+0,64 17,01 + 3,44*

pD,-Wert [- log M] — —

Tab. 4.07 Einfluss von Diabetes auf die rezeptorabhéangige Vasokontraktion

Einfluss von Diabetes auf die maximale Vasokontraktion und den pD,-Wert nach Applikation von 10
UM Serotonin (A) und Prostaglandin F,, (B) bei Kontrollen und diabetischen C57/BI6-Mausen nach
einer Diabetesdauer von 16 Wochen. (Der pD,-Wert-Wert fir die unter B dargestellte Kurve ist
aufgrund des Kurvenverlaufs nicht bestimmbar.) Dargestellt sind die Mittelwerte (+ SEM), * P<0,05,
t-Test.

Die Konzentrations-Wirkungskurven fur Serotonin und fur Prostaglandin F,, zeigten eine
verstarkte Vasoreaktivitat bei den Aorten diabetischer Tiere. Diese Ergebnisse wiesen
daraufhin, dass die im Diabetes beobachtete Hyperkontraktilitat nicht auf eine adrenerge
Stimulation beschrankt war, sondern auch nach Aktivierung anderer G-Protein-
gekoppelter Rezeptoren auslésbar war. In  Ergdnzung zu den Daten der
Expressionsuntersuchung des adrenergen Rezeptors (Abb. 4.12) waren auch diese
Ergebnisse ein Hinweis darauf, dass ein Defekt der Signalkaskade, der urséchlich fur die
Hyperkontraktilitdt im Diabetes ist, nur downstream der Rezeptorebene lokalisiert sein

kann.
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Vaskulare Reaktivitat nach rezeptorunabhéngiger Stimulation

Es wurden Aorten diabetischer Tiere mit Kaliumchlorid stimuliert, um zu untersuchen, ob
die verstarkte Vasokontraktion im Diabetes auf rezeptorunabhangigen Mechanismen
beruht. Kaliumchlorid fuhrt rezeptorunabhéngig zu einer Dauerdepolarisation der
Membran glatter Muskelzellen. Die Folge ist ein erhdhter Einstrom von extrazellularem
Calcium in die Muskelzelle aufgrund der Offnung von L-Typ-Calciumkanéalen, was in
einer Muskelkontraktion resultiert. Kaliumchlorid wurde in einer finalen Konzentrationen
von 80 mmol/l eingesetzt. Diese Konzentration erzeugte eine Dauerdepolarisation der
Membran, die einen maximalen Einstrom von extrazellularem Calcium in die glatten
Muskelzellen gewahrleistete.

Die durch Kaliumchlorid bedingte Vasokontraktion war im Diabetes (12,7 + 0,5 mN)
verglichen mit Kontrollen (10,6 = 0,61 mN) signifikant erhéht (P=0,02, t-Test). Die
Ergebnisse zeigten, dass die vaskulare Hyperkontraktilitdt in diabetischen Mausen

zumindest teilweise durch rezeptorunabhéngige Mechanismen verursacht wurde.
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Abb. 4.14 Vasokontraktion durch Kaliumchlorid

Vasokontraktiler Effekt thorakaler Aortenringe von Kontrollen (O, n=19) und diabetischen C57/BI6-
Mausen (m, n=30) nach Applikation einer einmaligen Dosis von 80 mmol/l KCI nach einer
Diabetesdauer von 16 Wochen. Dargestellt sind die Mittelwerte (x SEM),* P=0,02, t-Test.
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4.4.2 Einfluss der Proteinkinase C auf die Vasokontraktion

Die Proteinkinase C (PKC) ist an der Regulation des myogenen Tonus beteiligt. Die
durch dieses Enzym vermittelten Protein-Phosphorylierungen flihren zu einer Steigerung
des vaskularen Tonus [81]. Es wird diskutiert, dass die diabetische Stoffwechsellage zu
einer gesteigerten PKC-Aktivitdt fuhrt [82]. Es wurde daher geprift, ob die
Hyperkontraktilitdét Ursache einer Diabetes-bedingten Modulation der PKC-Funktion ist.
Chelerythrin ist ein selektiver, zellmembranpermeabler Inhibitor der PKC. Um den
Einfluss der PKC auf die vasokontraktile Aktivitat zu untersuchen, wurden Aortenringe
von diabetischen bzw. unbehandelteten Mausen mit 100 uM Chelerythrin inkubiert, bevor
eine Konzentrations-Wirkungskurve mit Phenylephrin aufgezeichnet wurde.

Wie aus Abb. 4.15 folgt, hatte Chelerythrin keinen Einfluss auf die Phenylephrin-
induzierte Vasokontraktion. Die Hyperkontraktilitat der Aorten aus diabetischen Mausen,
verglichen mit Kontrollen, wurde durch die Inhibition der PKC nicht beeinflusst. Das
hei’t, dass die PKC nicht ursachlich an der Diabetes-induzierten Hyperkontraktilitat

beteiligt war.
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Abb. 4.15 Vasokontraktion durch Phenylephrin unter Hemmung der Proteinkinase C (PKC)
Einfluss der PKC-Hemmung mit Chelerythrin auf die Phenylephrin-induzierte Vasokontraktion durch
von Aorten aus (A) Kontrollen (n=4-7) und (B) diabetischen C57/BI6-Mausen (n=7-15) nach einer
Diabetesdauer von 16 Wochen. Die Aortenringe wurden entweder mit 100 uM Chelerythrin (m) oder
Puffer-Vehikel (O0) inkubiert. Dargestellt sind die Mittelwerte (x SEM).
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4.4.3 Morphologische Untersuchung der Aorta

Die morphologische Analyse der Media-Dicke sollte Hinweise darauf geben, ob die
GefalRe im Diabetes strukturelle Veranderungen aufweisen, die zu einer
Hyperkontraktilitdt beitragen kénnen. Dazu wurde die Media-Dicke von Aorten bestimmt,
die zuvor in funktionellen Studien analysiert worden waren. Wie in Abb. 4.16 dargestellt,
ergab sich eine Zunahme der Media-Dicke von 46,1 + 1,2 um bei Aorten von
Kontrolltieren auf 52,4 + 0,8 um bei Aorten von diabetischen Mausen. Das entsprach

einer Zunahme der Media-Dicke im Diabetes um 12 %.

Kontrolle Lumen Diabetes

o
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4.4.4 Einfluss der NO-Signaltransduktion auf die Vasokontraktion

Der Vasotonus wird durch eine Balance zwischen Vasokontraktion und Vasorelaxation
aufrechterhalten. Die beobachtete verstarkte Vasokontraktion im Diabetes konnte
Ursache flur eine Diskrepanz zwischen vasokontraktiler und vasorelaxierende Potenz
sein. Es ist bereits seit langerer Zeit bekannt, dass die Entfernung des Endothels [83]
bzw. die Inhibition der endothelialen NO-Synthase (eNOS) die vasokontraktile Potenz
verstarken [84]. Ziel dieser Untersuchung war es daher, den Einfluss von Diabetes auf
die NO/cGMP-Signalkaskade und deren Bedeutung fir die im Diabetes erhéhte
Vasokontraktion zu untersuchen. Um die Beteiligung der NO/cGMP-Signalkaskade zu
analysieren, wurden funktionelle Studien unter Inhibition des Schlisselenzyms eNOS
durchgefuhrt. Dazu wurden sowohl Versuche an Aorten aus Mausen mit genetischer
Deletion der eNOS als auch Versuche an Wildtyp-Mausen nach enzymatischer Inhibition
der eNOS durchgefihrt.

4.4.4.1 Untersuchung der Vasokontraktion nach genetischer Deletion der
endothelialen NO-Synthase

Bei homo- und heterozygoten eNOS K.O.-Mausen wurde STZ-Diabetes induziert, um
den Einfluss der endogenen NO-Produktion auf die Vasokontraktion bei diabetischer
Stoffwechsellage zu untersuchen. Die Mause entstammten einer Zucht von
heterozygoten Ausgangspaaren und wurden daher vor der STZ-Injektion bezlglich ihres

Genotyps charakterisiert. Der Genotyp wurde durch folgende Untersuchungen bestétigt:

. PCR-gestiitzte Analyse der mutierten DNA
. Untersuchung der eNOS-Proteinexpression durch Immundetektion
. Funktionelle Untersuchung der endothelabhéngigen Vasorelaxation

Die Analyse der vasokontraktilen GefaRRreaktivitat erfolgte bei den eNOS K.O.-Mausen
durch Aufzeichnung der Konzentrations-Wirkungskurve nach Stimulation mit dem

adrenergen Vasokonstriktor Phenylephrin (vgl. 4.2.2).
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Nachweis des Genotyps durch PCR-gestiitze Analyse des mutierten DNA-Inserts

Die Mause wurden zunachst hinsichtlich ihres Genotyps mit Hilfe einer PCR-gestltzten
DNA-Analyse, wie unter 3.1.2 beschrieben, untersucht. Die ,knock out“-Tiere enthielten
anstelle des Exon 12 des eNOS-Gens ein Insert, bestehend aus einem Neomycin-
Resistenz-Gen. Das intakte eNOS-Gen wurde durch eine 256 bp grol3es Fragment
reprasentiert, wahrend das Neomycin-Resistenz-Gen als ein 542 bp Fragment
amplifiziert wurde (Abb. 4.17). Alle in der Versuchsreihe untersuchten Tiere wurden
mittels PCR-Analyse genotypisiert. Die Genotypisierung wurde exemplarisch durch

Bestimmung der eNOS-Expression mittels Immundetektion verifiziert (Abb. 4.18).

600— s meeems < ——> 542 bp
s — 256 bp
100 —i—
M eNOS++ eNOS+- eNOS-/-

Abb. 4.17 Genotypisierung der eNOS K.O.-Mause

Beispiel einer Genotypisierung transgener Mause. Inverse Darstellung eines 0,7 %igen,
Ethidiumbromid-gefarbten Agarosegels zur Auftrennung der PCR-Produkte aus genomischer DNA
einer Wildtyp-Maus (eNOS+/+), einer heterozygoten eNOS K.O.-Maus (eNOS+/-) und einer
homozygoten eNOS K.O.-Maus (eNOS-/-). 100 bp-Leiter als GréRenstandard (M).
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Untersuchung der eNOS-Proteinexpression durch Immundetektion

Die DNA der eNOS K.O.-Mause wurde entsprechend der Beschreibung unter 3.1.2
genotypisiert. Die Genotypisierung wurde exemplarisch auf Proteinebene durch
Bestimmung der eNOS-Expression in Aortenhomogenaten mittels Immundetektion
verifiziert. Bei homozygoten eNOS K.O.-Mausen liess sich unter den gegebenen
Bedingungen fur das eNOS-Protein kein Signal detektieren. Heterozygote Tiere zeigten

eine eNOS-Expression, die aber nicht weiter quantifiziert wurde.

- A — —— = gl aNOS
133 kDa
150 100 50 | 150 | 100 150 50 | Hg Protein
|
eNOS+/+ eNOS-/- eNOS+/-

Abb. 4.18 Expression der endothelialen NO-Synthase (eNOS) in eNOS K.O.-Mausen

Reprasentativer Western Blot zur Analyse der eNOS-Expression in Totallysaten aus
Aortenhomogenaten von Wildtyp-Mausen (eNOS+/+), homozygoten eNOS K.O.-Mausen (eNOS-/-)
und heterozygoten eNOS K.O.-Mausen (eNOS+/-). Es wurden jeweils 50, 100 und 150 pg des

Totallysates aufgetragen.
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Untersuchung der endothelabhangigen Vasorelaxation bei hetero- und
homozygoten eNOS K.O.-Mausen

Die funktionelle Untersuchung der NO-vermittelten endothelabhéngigen Vasorelaxation
erfolgte durch Messung der Vasorelaxation nach kumulativer Gabe von Acetylcholin und
diente als Kontrolle der Funktionsfahigkeit der eNOS in den transgenen Mausen. Wie in
Abb. 4.19 dargestellt, zeigten heterozygote Aorten eine vollstandige Vasorelaxation, die
mit der vasorelaxierenden Potenz der Aortenringen von Wildtyp-Tieren vergleichbar war.
Aortenringe von homozygoten eNOS K.O.-Mausen wiesen dagegen eine deutlich
eingeschrankte Vasorelaxation auf. Dieses Ergebnis bestétigte die Untersuchung der
eNOS-Expression und machte deutlich, dass die Acetylcholin-abhangige Vasorelaxation
ein Funktionsparameter fiur die Prdsenz und Aktivitat der eNOS darstellte. Nach
Induktion des Diabetes blieben bei heterozygoten eNOS K.O.- und Wildtyp-Mausen die
vasorelaxierenden Eigenschaften des Endothels unverandert erhalten. Die geringfiigige
Reaktivitat der Aortenringe homozygoter eNOS K.O.-Mause unter Kontrollbedingungen

war im Diabetes nicht mehr vorhanden.
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Abb. 4.19 Endothelabhéngige Vasorelaxation von eNOS K.O.-Méausen
Einfluss des Diabetes auf die NO-vermittelte endothelabhangige Vasorelaxation von Wildtyp-Mausen
(0, n=17-30), heterozygoten eNOS K.O.-Mausen (4, n=9) und homozygoten eNOS K.O.-Mausen (m,

n=9). Dargestellt sind die Mittelwerte (+ SEM) in der angegebenen Anzahl von Versuchen bei
Kontrollen (A) und diabetischen Mausen (B) nach einer Diabetesdauer von 16 Wochen.
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Untersuchung der Vasokontraktion bei heterozygoten eNOS K.O.-Mausen

Die Untersuchung der Vasokontraktion wurde nach Applikation kumulativer Dosen
Phenylephrin durchgefiihrt. Phenylephrin verursachte bei Aortenringen diabetischer
heterozygoter eNOS K.O.-Mause eine verstarkte Maximalantwort. AuRerdem war eine
erhohte Gefalisensitivitat zu beobachten. Diese ergab sich aus einer Linksverschiebung
der Konzentrations-Wirkungskurve im Vergleich zu der Kurve der entsprechenden
normoglykédmischen Kontrollen (Abb. 4.20). Der pD,-Wert war von 6,56 + 0,08 in
Kontrollaorten auf 7,18 £ 0,12 in Aorten von diabetischen Mausen signifikant erhoht.
Dieser Effekt war vergleichbar mit der durch Phenylephrin ausgeldsten

Hyperkontraktilitat in diabetischen Wildtyp-Tieren (s. 4.2.2).

254 —o— Kontrolle

_ —=— Diabetes

% 2 Abb. 4.20 Vasokontraktion von eNOS+/- -Mausen

§ 15+ Wirkung von Phenylephrin auf die vaskulare

g ™ . Reaktivitat von heterozygoten eNOS K.O.-Mausen.

g-;_ Vasokontraktion isolierter thorakaler Aortenringe von
54 Kontrollen (O, n=9) und diabetischen Ma&ausen
0. (m, n=8) nach Applikation von Phenylephrin bei einer

Diabetesdauer von 16 Wochen, Dargestellt sind die

I T T T T T 1
-10 9 8 -7 6 -5 -4 Mittelwerte (+ SEM),* P<0,0001, Two-way-ANOVA.
Phenylephrin [logM]

Kontrolle Diabetes
Max. Vasokontraktion [mN] 9,89+ 0,85 16,92 +1,15*
pD,-Wert [- log M] 6,56 + 0,08 7,18 £ 0,14*

Tab. 4.08 Einfluss von Diabetes auf die Vasokontraktion bei eNOS+/-—Mé&usen

Einfluss von Diabetes auf die maximale Vasokontraktion und den pD,-Wert nach Applikation von 10
UM Phenylephrin bei Kontrollen und diabetischen eNOS+/- — Mausen nach einer Diabetesdauer von
16 Wochen. Dargestellt sind die Mittelwerte (+ SEM),* P<0,05, t-Test.
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Die rezeptorunabhangige Vasokontraktion nach einer einmaligen Dosis von 80 mmol/l
Kaliumchlorid war bei heterozygoten eNOS K.O.-Mausen im Diabetes signifikant
verstarkt. Aorten aus heterozygoten eNOS K.O.-Mausen wiesen sowohl nach adrenerger
Stimulation als auch nach Applikation von Kaliumchlorid eine GeféaRRreaktivitat auf, die
der beobachteten Reaktivitat bei Aorten aus Wildtyp-Mausen (Abb. 4.07 und Abb. 4.14)
entsprach. Das heil3t, dass die partielle Disruption des eNOS-Gens keinen Einfluss auf

die vasokontraktile Potenz von Aorten aus diabetischen eNOS K.O.-Mausen hatte.
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Abb. 4.21 Vasokontraktion durch Kaliumchlorid bei eNOS+/-—Mausen

Vasokontraktiler Effekt thorakaler Aortenringe von Kontrollen (0, n=9) und diabetischen eNOS+/- —
Mausen (m, n=8) nach Applikation einer einmaligen Dosis von 80 mmol/l Kaliumchlorid nach einer
Diabetesdauer von 16 Wochen. Dargestellt sind die Mittelwerte (+x SEM), * P<0,02, t-Test.
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Untersuchung der Vasokontraktion bei homozygoten eNOS K.O.-Méausen

Die Vasokontraktion nach Applikation von Phenylephrin war in homozygoten eNOS K.O.-

Ma&ausen sowohl hinsichtlich der Maximalantwort als auch in Bezug auf die Sensitivitat im

Vergleich zu Wildtyp-Tieren erhoht. Im Unterschied zu den Wildtyp-Mausen und den

heterozygoten eNOS K.O.-Tieren konnte aber bei den homozygoten eNOS K.O.-Méausen

keine Verstarkung der Maximalantwort auf Phenylephrin im Diabetes beobachtet

werden. Es wurde lediglich eine erhéhte Sensitivitdt nachgewiesen, denn der pD,-Wert

war in Aorten von diabetischen Mausen im Vergleich zu Aorten von homozygoten

Kontrolltieren signifikant erhoht.
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Abb. 4.22 Vasokontraktion von eNOS-/- -M&usen
Wirkung von Phenylephrin auf die vaskulare
Reaktivitat von Wildtyp (WT)-Méausen (n=16-24)
und eNOS-/- — Mausen (n=8-9). Vasokontraktion
isolierter thorakaler Aortenringe aus Kontrollen
(weisse Symbole) und diabetischen Mausen
(schwarze Symbole) nach Applikation von
Phenylephrin bei einer Diabetesdauer von 16
Wochen. Dargestellt sind die Mittelwerte (+ SEM),
* P<0,0001, ¥ P=0,04, Two-way-ANOVA.

eNOS +/+ eNOS-/-

Kontrolle

Diabetes Kontrolle Diabetes

Max Vasokontrakt. [mN] 6,49 £ 1,04
pD,-Wert [- log M] 6,27 £ 0,05

12,68 £ 1,07* 21,16 +1,51 22,29 +1,62
6,92 + 0,02* 6,78 + 0,06 7,22 +0,08*

Tab. 4.09 Einfluss von Diabetes auf die Vasokontraktion bei eNOS-/- —-Mausen

Einfluss von Diabetes auf die maximale Vasokontraktion und den pD,-Wert nach Applikation von
10 uM Phenylephrin bei Wildtyp-Mausen und eNOS-/- — Mausen. Darstellung der Mittelwerte (+ SEM)

bei Kontrollen und diabetischen eNOS-/- — M&ausen nach einer Diabetesdauer von 16 Wochen,

* P<0,05, t-Test fur Kontrolle vs. Diabetes.
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Die rezeptorunabhangige Vasokontraktion nach einer einmaligen Dosis von 80 mmol/l
Kaliumchlorid war bei homozygoten eNOS K.O.-Mausen im Diabetes nicht signifikant
verandert. Bei Wildtyp-Tieren dagegen war die Vasokontraktion durch Kaliumchlorid im

Diabetes verstarkt (Abb. 4.14).
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Abb. 4.23  Vasokontraktion durch Kaliumchlorid bei eNOS-/- — Mausen

Vasokontraktiler Effekt thorakaler Aortenringe von Kontrollen (n=10) und diabetischen eNOS-/- —
Mausen (n=9) nach Applikation einer einmaligen Dosis von 80 mmol/l KCI im Vergleich zu
normoglykamischen Wildtyp-Kontrollen (n=19) und diabetischen Wildtyp-Kontrollen (n=30) nach einer
Diabetesdauer von 16 Wochen. Darstellung der Mittelwerte (+ SEM) in der angegeben Anzahl von

Versuchen bei diabetischen Mausen (m) und Kontrollen (O0), * P<0,02, t-Test fir Kontrolle vs. Diabetes.

Die Analyse der Gefalireaktivitat diabetischer Mause mit partieller oder vollstandiger
Deletion des eNOS-Gens zeigte, dass heterozygote eNOS K.O.-Mause eine den
Wildtyp-Mausen vergleichbare Gefaldreaktivitat aufwiesen. Die GefaRreaktivitat
homozygoter eNOS K.O.-Mause unterschied sich davon sowohl hinsichtlich der
Vasorelaxation als auch der Vasokontraktion. Auffallend ist dabei, dass der Verlust der
eNOS zu einer verstarkten Vasokontraktion fuhrte, die unabhangig vom vasokontraktilen

Stimulus im Diabetes nicht mehr potenziert wurde.
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4.4.4.2 Untersuchung der Vasokontraktion nach enzymatischer Inhibition der
endothelialen NO-Synthase durch L-NMMA

Es sollte tUberpruft werden, welche Auswirkungen eine kurzfristige reversible Hemmung
der eNOS in vitro auf die Vasokontraktion hat. Dazu wurde die NO-Synthase in
Aortenringen von Wildtyp-Tieren mit dem enzymatischen Inhibitor N-cw>-Monomethyl-L-
arginin (L-NMMA) blockiert. Vor Aufzeichnung der Konzentrations-Wirkungskurve mit
Phenylephrin wurden die Aortenringe im Organbad mit 100 uM L-NMMA inkubiert. Die
Inkubation mit L-NMMA flhrte bei Aorten aus Kontrolltieren zu einer Verstarkung der
Vasokontraktion. Zudem war der pD,-Wert als Ausdruck einer gesteigerten
Gefal3sensitivitdt nach Inkubation mit L-NMMA signifikant erhéht (Abb. 4.24 A). Die
Konzentrations-Wirkungskurve, die bei Kontrollaorten unter NOS-Inhibition erhoben
wurde, war nahezu deckungsgleich mit dem Kurvenverlauf der Vasokontraktion bei
Aorten von diabetischen Mausen ohne NOS-Inhibition. Die maximale Vasokontraktion
blieb unverandert. Sie betrug bei L-NMMA-inkubierten Kontrollaorten 11,55 + 1,14 mN

und bei Aorten von diabetischen Mausen mit Vehikel-Inkubation 10,08 + 1,19 mN.

Die NOS-Inhibition fuhrte bei Aorten von diabetischen Mausen ebenfalls zu einer
signifikanten Verstarkung der Vasokontraktion (Abb. 4.24 B). Die Blockade der NO-
Synthese hatte jedoch keinen Einfluss auf die pD,-Werte der Konzentrations-
Wirkungskurve. Das hei3t, zusatzlich zu der beim Diabetes auftretenden
Hyperkontraktilitdit war nur eine geringfligige additive Verstarkung der Vasokontraktion
durch Hemmung der NOS mdglich. Dies wurde durch die AUC-Werte (area under the
curve) verdeutlicht. Wahrend bei Kontrollen die Flache unter der Konzentrations-
Wirkungskurve durch die Inkubation mit L-NMMA nahezu verdreifacht wurde, betrug die
Flachenzunahme bei Aorten von diabetischen Mausen nach L-NMMA-Inkubation nur ca.
50 %.
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Abb. 4.24  Vasokontraktion durch Phenylephrin unter Hemmung der NO-Synthase (NOS)
Einfluss der NOS-Hemmung mit L-NMMA auf die Vasokontraktion durch Phenylephrin von Aorten aus
Kontrollen (n=12) (A) und diabetischen C57/BI6-Mausen (n=16-22) (B) nach einer Diabetesdauer von
16 Wochen. Die Aortenringe wurden entweder mit 100 pM L-NMMA (m) oder mit Puffer-Vehikel (O)
inkubiert. Dargestellt sind die Mittelwerte (+ SEM), * P<0,001, Two-way-ANOVA.

Kontrolle Diabetes

Vehikel L-NMMA Vehikel L-NMMA

Max Vasokontrakt. [nN] 559 +1,13 11,55+1,14*  10,08+1,19 15,01+ 1,32
pD,-Wert [- log M] 6,13+ 0,04  6,55+0,02 6,83+0,02 6,80+ 0,02
AUC 7,0 (100%) 18,5 (264%) 18,3 (100%) 26,9 (147%)

Tab. 4.10 Einfluss der NOS-Hemmung auf die Vasokontraktion

Auswirkung der NOS-Hemmung durch L-NMMA auf die Vasokontraktion durch Phenylephrin bei
Kontrollen und diabetischen C57/BI6-M&usen nach einer Diabetesdauer von 16 Wochen. Darstellung
der maximalen Vasokontraktion durch die applizierte Héchstdosis von 10 uM Phenylephrin, des pD,-
Wertes und der AUC (area under the curve) als Mittelwerte (+ SEM). Die prozentualen AUC-Angaben
beziehen sich auf die normierten Werte (100 %) fir die entsprechende Vehikel-Inkubation, * P<0,05,
t-Test fur Vehikel- vs. L-NMMA-Inkubation.



4 Ergebnisse 76

4.4.5 Untersuchung der RhoA-vermittelten Vasokontraktion

Der RhoA/Rho-Kinase-Signalweg spielt eine zentrale Rolle in der Agonist-induzierten
Ca®*-Sensitivierung und Hyperkontraktilitit glatter Muskelzellen [85, 86]. Es sollte
untersucht werden, ob STZ-Diabetes eine Veranderung der RhoA/Rho-Kinase-
Signaltransduktion induziert, die letztich zu einer Phenylephrin-induzierten
Hyperkontraktilitdt von Aorten diabetischer Mause fuhrt. Um diese Hypothese zu
Uberprufen, wurde der Einfluss des STZ-Diabetes auf die Translokation von RhoA

ermittelt.

Darstellung der Zytosol/Membran-Verteilung von RhoA

Das GDP-besetzte, inaktive RhoA ist im Zytosol lokalisiert, wahrend die GTP-besetzte,
aktive Form in der Zellmembran vorkommt. Um zu prifen, wie sich die Zytosol/Membran-
Verteilung von RhoA unter basalen Bedingungen darstellt, wurde als Kontrollexperiment
die Expression von RhoA in aufgearbeiteten zytosolischen bzw. Membranfraktionen aus
EA-Zellen untersucht.

In Abb. 4.25 ist erkennbar, dass in unstimulierten EA-Zellen der Hauptanteil von RhoA
als GDP-besetzte, inaktive Form im Zytosol lokalisiert war. Dagegen wurde in der

Membranfraktion eine quantitativ deutlich geringere Menge an RhoA detektiert.
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Abb. 4.25  Zytosol/Membran-Verteilung von RhoA
Reprasentativer Western Blot zur Analyse der Expression von RhoA in der zytosolischen Fraktionen
(Z) und in der Membranfraktion (M) aus EA-Zellen.
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Einfluss von Diabetes auf die Expression von RhoA in der Aorta

Die Expression von RhoA im Zytosol sollte in Aorten von diabetischen M&usen im
Vergleich zu Kontrollgeweben untersucht werden, um zu prifen, ob die diabetische
Stoffwechsellage die GDP-besetzte, inaktive RhoA-Form verandert. Die zytosolische
RhoA-Expression war in Aorten STZ-diabetischer Mause im Vergleich zu Aorten von
Kontrolltieren signifikant verringert (Abb. 4.26). In Aortengeweben von diabetischen
Mausen lag signifikant weniger RhoA in der GDP-besetzten, inaktiven Form als in

vergleichbaren Kontrollen vor.
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Abb. 4.26 Expression von RhoA in Aortengeweben

Expression von RhoA in der zytosolischen Fraktion von Aortenlysaten aus Kontrollen (O0) und
diabetischen Mausen (m) nach einer Diabetesdauer von 16 Wochen. A. Darstellung der
densitometrischen Auswertung der Western Blots als Mittelwert (x SEM) von n=3-5 einzelnen
Experimenten. Die Kontrollwerte wurden auf 100 % normiert. B. Reprasentativer Western Blot.
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Einfluss von Diabetes auf die Expression von RhoA in der Aorta

Durch Western Blot-Analysen der zytosolischen Fraktion und der Membranfraktion von
Herzgeweben von STZ-diabetischen Mausen und entsprechenden Kontrollen sollte
festgestellt werden, ob die Kompartimentverteilung und damit der Aktivitdtsstatus von
RhoA im Diabetes verandert ist. Die zytosolische RhoA-Expression war sowohl in Aorten
als auch in Herzen diabetischer Mause im Vergleich zu Kontrollen signifikant verringert.
Entsprechend konnte eine Zunahme der RhoA-Expression in der Herz-Membranfraktion
diabetischer Tiere festgestellt werden. Die RhoA-Expression im Zytosol war im Diabetes

auf 53 £ 2 % erniedrigt, wahrend die RhoA-Expression in der Membranfraktion auf 230 +
27 % erhoht war.
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Abb. 4.27 Kompartimentverteilung von RhoA

Verteilung von RhoA in fraktionierten Herzhomogenaten aus Kontrollen (O0) und diabetischen M&usen
(m) nach einer Diabetesdauer von 16 Wochen. Densitometrische Auswertung der Western Blots von
zytosolischer Fraktion (A) und Membranfraktion (B) als Mittelwerte (+ SEM) der absoluten Werte von

n=3-5 Experimenten. Die Kontrollwerte wurden auf 100 % normiert, * P<0,05, t-Test.
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4.5 Zusammenfassung der funktionellen Daten zur Vasoreak-

tivitat bei STZ-diabetischen Mausen

In Tab. 4.11 sind die Ergebnisse der funktionellen Untersuchungen zur Vasoreaktivitat im
Diabetes zusammengefasst. Da sich der Gefal3tonus aus einer Balance zwischen
Vasorelaxation und Vasokontraktion ergibt, wurden beide Parameter untersucht. Als
wesentliches Resultat aus der Untersuchung der Relaxationsfahigkeit ergab sich, dass
bei beiden untersuchten Wildtyp-Mausstammen (C57/BI6 und BalbC) im Diabetes keine
endotheliale  Dysfunktion im  Sinne einer verminderten  NO-vermittelten
endothelabhéngigen Vasorelaxation unter den gewahlten Versuchsbedingungen
nachweisbar war. Die Vasokontraktion war im Diabetes bei Wildtyp-Tieren

rezeptorabhangig und -unabhangig verstarkt.

Der Einfluss des NO/cGMP-Signalweges auf die Vasokontraktion wurde mit eNOS K.O.-
Mausen untersucht. Diabetische heterozygote eNOS K.O.-Mause zeigten eine den
Wildtyp-Mausen vergleichbare Vasoreaktivitdt. Homozygote eNOS K.O.-Mause wiesen
im Diabetes dagegen keine erhdhte Vasoreaktivitat nach Applikation von Phenylephrin

und Kaliumchlorid auf.

Wildtyp eNOS +/- eNOS -/-

Vasorelaxation
Acetylcholin — — —
Calciumionophor A23187 —
SNAP —
Papaverin —

Vasokontraktion
Phenylephrin
Serotonin

Prostaglandin Fy,

> > > >

Kaliumchlorid
Phenylephrin + PKC-Inhibitor —
Phenylephrin + NOS-Inhibitor 4)

Tab. 4.11 Zusammenfassung der funktionellen Daten zur Vasoreaktivitat im Diabetes

Die Symbole stellen die Vasoreaktivitdt im Diabetes bezogen auf die entsprechenden Kontrollen dar
[(—), keine Verénderungen im Diabetes; (4 ), verstarkte Vasoreaktivitat im Diabetes im Vergleich zur
Kontrolle].



4 Ergebnisse 80

4.6 Einfluss von Sauerstoffradikalen auf die endotheliale

Vasorelaxation

Vorausgehende Untersuchungen von Ballhausen et al. hatten dargelegt, dass im
Diabetes vermehrt oxidativer Stress in Form reaktiver Sauerstoffverbindungen (reactive
oxygen species, ROS) entsteht, der fiur die Regulation der Koronardurchblutung
entscheidend ist [87]. So wurde die im Diabetes eingeschrankte endothelabhangige
Regulation der Koronardurchblutung durch Zusatz von Superoxiddismutase (SOD)
weitgehend normalisiert. Diese Untersuchungen lieRen vermuten, dass biologisch
aktives NO durch gleichzeitig entstehende reaktive Sauerstoffverbindungen inaktiviert
wird. Das Enzym SOD hat antiradikalische Eigenschaften, da es durch die Generierung
von Wasserstoffperoxid reaktive Sauerstoffverbindungen in Form von Superoxid-
radikalen inhibiert. Eine Inaktivierung dieser Superoxidradikale durch die SOD erhoht
somit die biologische Verfligbarkeit von NO. Umgekehrt wiirde eine Hemmung der SOD
die Inaktivierung von reaktiven Sauerstoffverbindungen blockieren und zur Instabilitat

von NO beitragen, da eine rasche Umsetzung von NO mit Superoxidradikalen erfolgt.

4.6.1 Funktionelle Studien unter Hemmung der Superoxiddismutase

Vor der Testung des Relaxationsvermdgens wurde die SOD mit 3 mmol/l
Diethyldithiocarbamat (DETC) gehemmt, um zu untersuchen, ob in den verwendeten
Tiermodellen die Bildung von reaktiven Sauerstoffverbindungen relevant ist. Durch die
Hemmung der gefalRprotektiven, antiradikalisch wirksamen SOD wurde indirekt ein
Nachweis fur das Auftreten von oxidativem Stress in Form reaktiver
Sauerstoffverbindungen moglich. Der Einfluss reaktiver Sauerstoffverbindungen auf die
NO-vermittelte =~ endothelabhédngige  Vasorelaxation  wurde in  funktionellen
Untersuchungen nach Hemmung der SOD getestet. Fiur diese funktionellen Studien und
die folgenden Western Blot-Analysen wurden STZ-Ratten und entsprechende Kontrollen

nach einer Diabetesdauer von 16 Wochen verwendet.
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Abb. 4.28 Endothelabhéngige Vasorelaxation nach Hemmung der SOD
Wirkung der SOD-Hemmung mit DETC auf die NO-vermittelte endothelabhéngige Vasorelaxation von
Aorten aus Kontrollen (n=6) (A) und diabetischen Wistar-Ratten (n=7) (B) nach einer Diabetesdauer
von 16 Wochen. Die Aortenringe wurden entweder mit 100 pM DETC (m) oder mit Puffer-Vehikel (O)
inkubiert. Dargestellt sind die Mittelwerte (+ SEM) * P=0,002, Two-way-ANOVA.

Kontrolle Diabetes
Vehikel DETC Vehikel DETC
Max. Vasorelaxation [%] 10,37 +4,30 18,14 +4,72 8,70 +5,60 32,66 +5,33*
pDo-Wert [- log M] 7,08+0,11  7,00+0,12 7,15+0,07 6,64 +0,08*

Tab. 4.12 Einfluss der SOD-Hemmung auf die endothelabhangige Vasorelaxation
Auswirkung der SOD-Hemmung durch DETC auf die NO-vermittelte endothelabhéngige
Vasorelaxation bei Kontrollen und diabetischen Wistar-Ratten nach einer Diabetesdauer von 16
Wochen. Darstellung der maximalen Vasorelaxation und des pD,-Wertes nach Applikation von 10 uM
Acetylcholin als Mittelwerte (£ SEM), * P<0,05, t-Test fur Vehikel- vs. DETC-Inkubation.
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Die  Auswertung der funktionellen  Untersuchungen zur  NO-vermittelten
endothelabhéngigen Vasorelaxation ergab keinen Unterschied der vasorelaxierenden
Eigenschaften von Aorten diabetischer Ratten im Vergleich zu Kontrollaorten. Eine
endotheliale Dysfunktion war somit unter diesen Bedingungen nicht nachweisbar. Die
Hemmung der SOD durch Zugabe von DETC hatte keinen Einfluss auf die endotheliale
Vasorelaxation in Aorten gesunder Kontrollratten (Abb. 4.28 A). Dagegen fluhrte die
SOD-Hemmung im Diabetes zu einer deutlichen Einschrdnkung der NO-vermittelten
endothelabhangigen Vasorelaxation (Abb. 4.28 B). Sowohl die Maximalantwort nach
Applikation der Hochstdosis Acetylcholin (10 uM) als auch die Sensitivitat, erkennbar an
einer signifikanten Rechtsverschiebung der Konzentrations-Wirkungskurve, waren unter
Hemmung der SOD bei den STZ-Ratten signifikant vermindert. Die DETC-induzierte
Hemmung fuhrte bei Aorten aus diabetischen Ratten zu einer um 26,2 % verminderten
Vasorelaxation (Tab. 4.13). Damit war die Inhibition der Endothelfunktion im Vergleich zu
den Kontrollen im Diabetes um ca. 20 % starker ausgepragt.

Daraus lasst sich folgern, dass die Hemmung der SOD als Folge der Inaktivierung von
NO durch reaktive Sauerstoffverbindungen zu einer eingeschrankten Relaxations-
fahigkeit fuhrte, die im Diabetes starker als bei gesunden Tieren ausgepragt war. Die
Hemmung der SOD demaskierte somit eine im STZ-Diabetes eingeschréankte
Endothelfunktion. Um diese Hypothese weiter zu untersuchen, wurde der Einfluss der
diabetischen Stoffwechsellage auf die NO/cGMP-Signalkaskade auf Proteinebene

mittels Immunblotting ermittelt.

Kontrolle Diabetes

Hemmung durch DETC [%] 8,6+5,2 26,2+58*

Tab. 4.13 Hemmwirkung von DETC

Prozentuale Darstellung der Hemmwirkung durch DETC. Die vollstandige Relaxation nach
Acetylcholin-Applikation ohne DETC wurde auf 100 % normiert. Dargestellt ist die Differenz in %
(Mittelwert + SEM) zwischen vollstandiger Relaxation nach Acetylcholin-Applikation und der

Relaxation nach Inkubation mit DETC.
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4.7 Einfluss von Diabetes auf die NO-Signaltransduktion

Die endothelabhangige Vasorelaxation glatter Gefallmuskelzellen wird durch das NO-
Radikal Uber die NO/cGMP-Signaltransduktion ausgeldst. Diese vasorelaxierende
Wirkung beruht auf der cGMP-vermittelten Abnahme der intrazellularen Calciumionen-
Konzentration, verbunden mit einer Erniedrigung des Gefal3tonus. Um die in Kapitel 4.6
beschriebene Modulation der Endothelfunktion im Diabetes genauer zu charakterisieren,
wurden die an der NO/cGMP-Signalkaskade beteiligten Signalproteine mittels Western
Blot-Analysen untersucht. Neben makrovaskularen GefaRen (Aorta) wurden auch
Organe des mikrovaskularen Systems (Herz, Niere) analysiert. Um zu untersuchen, ob
die Veranderungen in der Expression der an der NO/cGMP-Signalkaskade beteiligten
Proteine Ergebnis einer langerfristigen Adaption an den diabetischen Status waren,
wurden zusatzliche Immundetektionen von Aortengeweben STZ-diabetischer Ratten

nach einer Diabetesdauer von drei Wochen durchgefihrt.

4.7.1 Untersuchung der Expression der endothelialen NO-Synthase

In vaskularen Endothelzellen erfolgt eine permanente NO-Produktion durch die
membranassoziierte konstitutiv exprimierte, endotheliale NO-Synthase (eNOS). Dieses
Enzym katalysiert im Endothel die endogene NO-Synthese durch Umsetzung von L-
Arginin zu L-Citrullin. NO diffundiert dann aus dem Endothel in glatte Muskelzellen und
aktiviert dort die 18sliche Guanylatzyklase (sGC).

Die eNOS-Expression war sowohl in makrovaskularen GefaRen (Aorta) als auch in
mikrovaskularen Organen (Herz, Niere) im Diabetes nach einer Krankheitsdauer von 16
Wochen signifikant erhoht (Abb. 4.29). In Aorten und Herzen war die Expression im
Diabetes auf nahezu das Doppelte gesteigert. In Nierengeweben war eine
Expressionserhohung von 106 + 9 in Kontrollen auf 173 + 10 im Diabetes nachweisbar,

was einer Expressionssteigerung um ca. 70% entspricht.
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Abb. 4.29 Expression der endothelialen NO-Syntase (eNOS)

Einfluss von Diabetes auf die Proteinexpression der endothelialen NO-Synthase in Aorta, Herz und
Niere von Kontrollen (O) und diabetischen Wistar-Ratten (m) nach einer Diabetesdauer von 16
Wochen. A. Reprasentative Western Blots. B. Darstellung der densitometrischen Auswertung der
Western Blots als Mittelwerte (+ SEM) der absoluten Werte von n=3-5 Experimenten, * P<0,05, t-Test

fir Kontrolle vs.Diabetes.
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Auswirkung der Diabetesdauer auf die eNOS-Expression in Aortengewebe
Exemplarisch wurde in makrovaskularem Gefal3en (Aorta) die eNOS-Expression nach
einer kurzen Diabetesdauer von 3 Wochen untersucht, um zu prifen, ob die beobachtete
Expressionssteigerung der eNOS nach einer Diabetesdauer von 16 Wochen das
Ergebnis einer Adaption an eine relativ langfristige Krankheitsdauer war.

Nach 3 Wochen Diabetesdauer war die eNOS-Expression in Aortengeweben aus
diabetischen Mausen tendenziell, aber nicht signifikant im Vergleich zu Kontrollaorten
erhoht. Erst nach einem langeren Krankheitsverlauf von 16 Wochen war eine signifikante
Expressionssteigerung im Diabetes nachweisbar. Das bedeutet, dass die
Expressionszunahme der eNOS als regulativer Prozess einer langerfristigen Adaption an

die diabetische Stoffwechsellage erfolgte.
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Abb.4.30 eNOS-Expression in Aortengeweben nach 3 und 16 Wochen Diabetesdauer

Auswirkung der Diabetesdauer von 3 Wochen (3 w) und 16 Wochen (16 w) auf die eNOS-Expression
in Aortengeweben von Kontrollen (O) und diabetischen Wistar-Ratten (m). A. Darstellung der
densitometrischen Auswertung der Western Blots als Mittelwerte (z SEM) von n=5 Experimenten. Die
Werte fur die Kontrollen wurden auf 100 % normiert. * P<0,05, t-Test Kontrolle vs. Diabetes. B.

Repréasentative Western Blots fur Aortengewebe nach 3 Wochen und 16 Wochen Diabetesdauer.
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4.7.2 Untersuchung der Expression der l6slichen Guanylatzyklase

Die l6sliche Guanylatzyklase (sGC) katalysiert die Umsetzung von Guanosintriphosphat
zu zyklischem Guanosin-3",5"-monophosphat (cGMP). cGMP ist ein sekundarer
Botenstoff und reguliert die Phosphorylierung verschiedener Proteinkinasen. Die l6sliche
Guanylatzyklase ist ein heterodimeres Protein, dass aus einer a- und einer [-
Untereinheit aufgebaut ist [88]. Obwohl beide Untereinheiten ein katalytisches Zentrum
tragen, ist die Koexpression beider Monomere fir die vollstandige katalytische Aktivitat

der sGC unerlasslich. Daher wurde die Expression beider Untereinheiten untersucht.

Es konnte kein signifikanter Unterschied in der Expression der beiden sGC-
Untereinheiten in Aorta, Herz und Niere zwischen Rattengewebe von diabetischen und

unbehandelten Ratten festgestellt werden.
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Abb. 4.31 Expression der I8slichen Guanylatzyklase (sGC)

Einfluss von Diabetes auf die Proteinexpression der a- und S-Untereinheit der l6slichen
Guanylatzyklase in Aorta, Herz und Niere von Kontrollen (O0) und diabetischen Wistar-Ratten (m) nach
einer Diabetesdauer von 16 Wochen. Darstellung der densitometrischen Auswertung der Western
Blots als Mittelwerte (+ SEM) bezogen auf Aktin von n=4-6 Experimenten.
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4.7.3 Untersuchung der Expression der cGMP-abhangigen Proteinkinase

Die cGMP-abhangige Proteinkinase | (cGKIl) katalysiert die NO/cGMP-vermittelte
Vasorelaxation durch Phosphorylierungsreaktionen, die die Aktivitat der leichten Myosin-
Ketten und die Calcium-Sensitivitat des kontraktilen Apparates modulieren. Die
Ergebnisse in Abb. 4.32 zeigten, dass die cGKI-Expression in Herzen und Aorten durch
die diabetische Stoffwechsellage nicht beeinflusst wurde, wahrend in Nieren eine
Expressionserhdhung von 224 + 41 % in Kontrollen auf 393 + 48 % im Diabetes

beobachtet werden konnte. Dies entsprach einer Expressionssteigerung von 57 %.
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Abb. 4.32 Expression der cGMP-abhéngigen Proteinkinase | (cGKIl)

Einfluss von Diabetes auf die Proteinexpression der cGMP-abhangigen Proteinkinase | in Aorta, Herz
und Niere von Kontrollen (O) und diabetischen Wistar-Ratten (m) nach einer Diabetesdauer von 16
Wochen. A. Reprasentative Western Blots. B. Darstellung der densitometrischen Auswertung der
Western Blots als Mittelwerte (x SEM) bezogen auf Aktin von n=3-5 Experimenten, * P<0,02, t-Test.
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4.7.4 Untersuchung der Expression des vasodilator stimulated

phosphoprotein (VASP) und des phosphorylierten VASP

Das vasodilator stimulated phosphoprotein (VASP) ist eines der Effektorproteine der
NO/cGMP-Signalkaskade. Das Phosphoprotein ist an der Regulation des Vasotonus
beteiligt, indem es die Mikrofilamente moduliert und die Aktin-Polymerisation reguliert.
Die Aktivierung erfolgt durch die cGMP-abhangige Proteinkinase | (cGKI) Uber eine
Phosphorylierung am Serin 239. P-VASP wird als biochemischer Marker fur die
Uberpriffung des NO-stimulierten sGC/cGKI-Signalweges und der Integritat des
Endothels verwendet [44]. Eine durch die diabetische Stoffwechsellage induzierte
Stérung der NO/cGMP-Signalkaskade bzw. der Endothelfunktion hétte Veranderungen
der Aktivierung von VASP zur Folge.

Die Ergebnisse der Immundetektion nach einer Diabetesdauer von 16 Wochen zeigten
im Gewebe aus diabetischen Ratten eine deutliche Steigerung der VASP-Expression.
Die Expressionszunahme des VASP betrug in der Aorta ca. 240 % (Kontrolle: 69 + 23 %
vs. Diabetes: 236 + 55 %, P<0,05, t-Test). In Herzen und Nieren war die Expression
sogar auf das 9fache gesteigert (Abb. 4.33). Es wurde zusatzlich die Expression des p-
VASP nach einer Diabetesdauer von 16 Wochen ermittelt, um zu untersuchen, ob die
Expressionszunahme des VASP auch zu einer gesteigerten Aktivierung des Proteins
fuhrte. Der fur die Immundetektion verwendete Antikdrper ist spezifisch fir das am Serin
239 phosphorylierte VASP und differenziert somit bei zwischen VASP und p-VASP [89].
Aus Abb. 4.34 geht hervor, dass die diabetische Stoffwechsellage auch eine signfikante
Steigerung der Expression von p-VASP in den untersuchten Geweben induziert. Das
bedeutet, dass in Geweben aus diabetischen Ratten die Expression der Effektorproteine

der NO/cGMP-Signalkaskade gesteigert war.

Das Ausmald der Expressionssteigerung im Diabetes war bei VASP und p-VASP fir die
untersuchten Gewebe nicht signifikant verschieden (Abb. 4.35). Das heil3t, dass das
Verhdltnis der Expressionen von VASP zu p-VASP in Geweben von diabetischen Ratten
dem Verhéltnis der Expressionen in Geweben von Kontrollratten entsprach. Die
Zunahme der Aktivierung durch Phosphorylierung korrelierte dabei mit der
Expressionszunahme. Eine zusatzlich verstarkte Aktivierung im Diabetes konnte somit

ausgeschlossen werden.
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Abb. 4.33 Expression des vasodilator stimulated phosphoprotein (VASP)

Einfluss von Diabetes auf die Proteinexpression des vasodilator stimulated phosphoprotein (VASP) in
Aorta, Herz und Niere von Kontrollen (O) und diabetischen Wistar-Ratten (m) nach einer
Diabetesdauer von 16 Wochen. A. Reprasentative Western Blots. B. Darstellung der
densitometrischen Auswertung der Western Blots als Mittelwerte (+ SEM) bezogen auf Aktin von
n=3-5 Experimenten, * P<0,05, t-Test fur Kontrolle vs. Diabetes.
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Abb. 4.34 Expression des phosphorylierten VASP

Einfluss von Diabetes auf die Proteinexpression des phosphorylierten VASP (p-VASP) in Aorta, Herz
und Niere von Kontrollen (O) und diabetischen Wistar-Ratten (m) nach einer Diabetesdauer von 16
Wochen. A. Reprasentative Western Blots. B. Darstellung der densitometrischen Auswertung der

Western Blots als Mittelwerte (+ SEM) bezogen auf Aktin von n=3-5 Experimenten, * P<0,05, t-Test fir
Kontrolle vs. Diabetes.



4 Ergebnisse

Untersuchung des Phosphorylierungsgrades von VASP

Die Expression von VASP und p-VASP war - wie aus den Abb. 4.33 und Abb. 4.34
hervorgeht - in Aorta, Herz und Niere von diabetischen Ratten deutlich gesteigert. Aus
der Darstellung des Verhaltnisses VASP / p-VASP lasst sich der Einfluss der
diabetischen Stoffwechsellage auf den Phosphorylierungsgrad des VASP bestimmen.

Die Expressionen von VASP und p-VASP waren im Diabetes gleichermal3en gesteigert.
Es ergab sich kein signifikanter Unterschied in der Relation von VASP zu p-VASP in

diabetischen Ratten im Vergleich zu entsprechende Kontrollen (s. Erlauterungen zu

4.7.4).
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Abb. 4.35 Phosphorylierungsgrad von VASP

Expressionssteigerung von VASP und p-VASP in Aorta, Herz und Niere von diabetischen Wistar-

Ratten nach einer Diabetesdauer von 16 Wochen. Die Daten fir 5-6 Experimente wurden auf die

jeweiligen Kontrollen bezogen.

Niere
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Auswirkung der Diabetesdauer auf die VASP / p-VASP-Expression

Exemplarisch wurde in makrovaskularem Gewebe (Aorta) die Expression nach einer
kurzen Diabetesdauer von 3 Wochen untersucht, um zu prifen, ob die Diabetesdauer
einen Einfluss auf die VASP bzw. p-VASP-Expression hat.

Die Zunahme der VASP- und p-VASP-Expression war unabhéngig von der
Diabetesdauer. Schon nach einer kurzfristigen Krankheitsdauer war die Expression
gesteigert. Eine weitere Steigerung der Expression fand nach 16 Wochen nicht mehr

statt. Das heildt, die Expression der Effektorproteine wurde schon im frihen

Diabetesstadium moduliert.
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Abb. 4.36 VASP und p-VASP-Expression nach 3 und 16 Wochen Diabetesdauer

Auswirkung einer Diabetesdauer von 3 Wochen (3 w) und 16 Wochen (16 w) auf die VASP / p-VASP-
Expression in Aortengeweben von Kontrollen und diabetischen Wistar-Ratten. A. Darstellung der
densitometrischen Auswertung der Western Blots als Mittelwerte (+ SEM) bezogen auf Aktin von
n=5-6 Experimenten nach 3 Wochen und 16 Wochen Diabetesdauer. Die Werte fur die Kontrollen
wurden auf 100 % normiert. B. Reprasentative Western Blots.
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4.7.5 Zusammenfassung der Expressionsanalysen

In Tab. 4.14 sind die Ergebnisse der Expressionsanalysen der an der NO/cGMP-Signal-

kaskade beteiligten Proteine zusammenfassend dargestellt.

Aorta Herz Niere
3 Wochen 16 Wochen 16 Wochen 16 Wochen
eNOS - 4 4 A
a-sGC - - - -
3-sGC - - - -
cGKI - - - A
VASP 4 A 4 4
p-VASP 4 A 4 4

Tab. 4.14 Zusammenfassung der Ergebnisse der Expressionsuntersuchungen

Die Symbole stellen die Proteinexpression im Diabetes bezogen auf die entsprechenden Kontrollen
dar. [(—), keine Verénderungen im Diabetes; (4 ), verstarkte Expression im Diabetes im Vergleich zur
Kontrolle)]. eNOS (endotheliale NO-Synthase), a-/sGC (l6sliche Guanylatzyklase, a-/5-
Untereinheit), cGKI (cGMP-abhéngige Proteinkinase 1), VASP (vasodialtor stimulated
phosphoprotein), p-VASP (phosphoryliertes VASP).

Die diabetische Stoffwechsellage verursachte Modulationen der NO/cGMP-
Signalkaskade. Sowohl in makro- als auch in mikrovaskularen Geweben war die
Expression der eNOS und der Effektorproteine VASP und p-VASP nach einer
Diabetesdauer von 16 Wochen erhéht. Die Expressionssteigerung von VASP war
unabhangig von der Diabetesdauer. Dagegen erfolgte die eNOS-Expressionszunahme
als regulativer Prozess einer langerfristigen Adaption an die diabetische
Stoffwechsellage, denn erst nach einer Diabetesdauer von 16 Wochen war die

Steigerung der eNOS-Expression signifikant ausgepragt.
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4.8 Einfluss von Diabetes auf die Expression der NAD(P)H-
Oxidase

In funktionellen Studien konnte durch Hemmung der Superoxiddismutase gezeigt
werden, dass die Endothelfunktion im Diabetes durch reaktive Sauerstoffverbindungen
moduliert wurde (Abb. 4.28). Als eine mogliche Quelle flr das Auftreten von oxidativem
Stress wird die Generierung von Sauerstoffradikalen durch die Enzymfamilie der
NAD(P)H-Oxidasen (NOX) diskutiert [58]. Die vaskulare NAD(P)H-Oxidase existiert in
mehreren Isoformen, die durch differierende katalytische Untereinheiten charakterisiert
sind (NOX-1, NOX-4) [90]. Um zu prifen, ob die NAD(P)H-Oxidase ein Faktor fur das
Auftreten von oxidativem Stress bei dem hier verwendeten Diabetesmodell darstellte,
wurde die Expression der katalytischen Untereinheiten - NOX-1 und NOX-4 - mittels
Immundetektion in Gewebelysaten von Aorta, Herz und Niere von diabetischen Wistar-

Ratten nach einer Diabetesdauer von 3 und 16 Wochen untersucht.

4.8.1 Untersuchung der Expression der NOX-1 — Untereinheit

In Aorten- und Herzgeweben war kein Unterschied in der Expression von NOX-1
zwischen Kontrollen und diabetischen Ratten nachweisbar. Dagegen zeigte sich in
Nierengeweben von diabetischen Ratten sowohl nach einer Diabetesdauer von 3
Wochen als auch nach 16 Wochen eine verstarkte Expression der NOX-1 im Vergleich
zu den entsprechenden Kontrollen. Nach 3 Wochen war die Expression von NOX-1 auf
das Doppelte und nach 16 Wochen auf das 2,5fache erhdht. Das heil3t, dass die
Expression von NOX-1 in der Niere abhangig von der Diabetesdauer war, denn mit
zunehmender Diabetesdauer konnte auch eine weitere Expressionssteigerung
nachgewiesen werden (P=0,031, t-Test, NOX-1-Expression nach 3 Wochen

Diabetesdauer vs. NOX-1-Expression nach 16 Wochen Diabetesdauer).
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Abb. 4.37 Expression der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheit NOX-1

Auswirkung einer Diabetesdauer von 3 Wochen und 16 Wochen auf die NOX-1-Proteinexpression in
Aorta, Herz und Nieren von Kontrollen und diabetischen Wistar-Ratten. A. Repréasentative Western
Blots. B. Darstellung der densitometrischen Auswertung der Western Blots als Mittelwerte (+ SEM)

bezogen auf Aktin von n=5-6 Experimenten nach 3 Wochen und 16 Wochen Diabetesdauer, * P<0,05,
t-Test Kontrolle vs. Diabetes.
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4.8.2 Untersuchung der Expression der NOX-4 — Untereinheit

Sowohl nach 3 Wochen als auch nach 16 Wochen Diabetesdauer zeigten die
Ergebnisse der Western Blot-Analyse fir NOX-4 keine Unterschiede in der
Proteinexpression bei Aorta, Herz und Niere. In der Niere wurde ein tendenzieller aber

nicht signifikanter Anstieg der Expression der NOX-4-Untereinheit der NADPH-Oxidase
beobachtet.
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Abb. 4.38 Expression der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheit NOX-4

Auswirkung einer Diabetesdauer von 3 Wochen und 16 Wochen auf die NOX-4-Proteinexpression in
Aorta, Herz und Niere aus Kontrollen und diabetischen Wistar-Ratten. A. Reprasentative Western
Blots. B. Darstellung der densitometrischen Auswertung der Western Blots als Mittelwerte (+ SEM)
bezogen auf Aktin von n=5-6 Experimenten nach 3 Wochen und 16 Wochen Diabetesdauer.
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4.8.3 Immunhistochemischer Nachweis von Nitrotyrosin in der Niere

Die Daten zur Untersuchung der Expression der NAD(P)H-Oxidase (Abb. 4.36) liel3en
vermuten, dass in der Niere moglicherweise die Expressionssteigerung der NOX-1-
Untereinheit der NAD(P)H-Oxidase entscheidend fir die Entstehung von oxidativem
Stress im Rahmen einer diabetischen Nephropathie sind. In weiteren Untersuchungen
sollten qualitative Hinweise fir das Auftreten von Diabetes-induziertem, oxidativem
Stress Uber den indirekten immunhistochemischen Nachweis von Nitrotyrosin in der

Niere erhalten werden.

Erhohte Nitrotyrosin-Konzentrationen gelten als Nachweis fur das Auftreten von
oxidativem Stress, da Nitrotyrosin tber die Reaktion von NO-Verbindungen mit reaktiven
Sauerstoffverbindungen generiert wird [91]. Es konnte gezeigt werden, dass die
Nitrierung von Tyrosinresten in Proteinen zu Anomalien in der biologischen Funktion
diverser Biomolekile fuihrt. Dies kann auch urséchlich fur die durch oxidativen Stress
induzierte Pathogenese von GefalRkrankheiten sein. Freies bzw. in Proteinen
enthaltenes Tyrosin wird in vivo hauptsachlich durch Peroxynitrit, das Produkt der
Reaktion von NO mit Superoxid, nitriert [29]. Dabei fuhrt die Reaktion von NO mit Tyrosyl-
Radikalen in Anwesenheit zusatzlicher Oxidantien zur Entstehung von C-Nitroso-
und/oder O-Nitrosotyrosin-Produkten. Diese werden durch eine 2-Elektronen-Oxidation
in 3-Nitrotyrosin konvertiert. Somit ist der Nachweis von Nitrotyrosin im Gewebe
zusatzlich auch ein indirekter Hinweis auf die Formation von Peroxynitrit und die

Inaktivierung von NO im Gewebe [92].

Der immunhistochemische Nachweis von Nitrotyrosin im Nierenmark aus Kontrollratten
wies eine schwache Formation von Nitrotyrosin im Bereich der Sammelrohre auf. In den
Nieren diabetischer Ratten war die Farbung von Nitrotyrosin deutlich starker ausgepragt.
Das bedeutet, in den Nieren diabetischer Ratten trat vor allem im Bereich des

Sammelrohrsystems vermehrt oxidativer Stress auf.
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Das Ziel dieser Dissertationsarbeit war die Untersuchung des Einflusses von Diabetes
auf die vaskulare Reaktivitat, insbesondere im Hinblick auf pathologische
Veranderungen der endothelabhangigen NO/cGMP-Signalkaskade. Die vaskulare
Reaktivitat wird durch die Balance zwischen Vasorelaxation und Vasokontraktion
charakterisiert. Es wurden daher funktionelle Untersuchungen am STZ-Tiermodell mit
experimentell induziertem Diabetes zur vasorelaxierenden und vasokontraktilen Potenz
der Gefalde im Vergleich zu entsprechenden Kontrollen durchgefiihrt. Die Experimente
wurden nach einer Diabetesdauer von 16 Wochen durchgefihrt, um die
pathophysiologische Regulation der Gefale als Prozess einer langfristigen Adaption an
die diabetische Stoffwechsellage zu ermitteln. Folgende wesentliche Ergebnisse zum
Einfluss von Diabetes auf die vaskulare Reaktivitdt wurden im Rahmen dieser Arbeit

erzielt:

o Eine endotheliale Dysfunktion im Sinne einer eingeschrankten NO-vermittelten
endothelabhangigen  Vasorelaxation, die  ausschliellich  durch  die
hyperglykamische Stoffwechsellage verursacht ist, konnte in keinem der
untersuchten STZ-diabetischen Tiermodellen nachgewiesen werden.

o Die NO/cGMP-Signalkaskade wurde im STZ-Rattenmodell auf Proteinebene
moduliert. Die Inhibition des antioxidativ wirkenden Enzyms Superoxid-
dismutase demaskierte eine Beeintrachtigung des NO/cGMP-Signalweges im
Diabetes. Dies wurde durch eine eingeschrankte Vasorelaxation infolge der durch
reaktive Sauerstoffverbindungen bedingten Inaktivierung des NO deutlich.

o Im Nierengewebe von STZ-diabetischen Ratten konnte durch den
immunhistochemischen Nachwei® von Nitrotyrosin das Auftreten von
oxidativem Stress in Form reaktiver Sauerstoffverbindungen nachgewiesen
werden.

o In funktionellen Studien mit Aortenringen aus STZ-diabetischen Mausen
wurde gezeigt, dass die diabetische Stoffwechsellage unabhangig von dem

auslésenden vasoaktiven Agens zu einer vasokontraktilen Hyperreaktivitat fhrt.

Insgesamt bleibt festzuhalten, dass die Vasoreaktivitdt im Hinblick auf die
Vasokontraktion durch Diabetes beeinflusst wurde. Eine Veranderung der
endothelabhangigen Vasorelaxation durch die diabetische Stoffwechsellage konnte im
STZ-Rattenmodell auf Proteinebene, nicht aber in funktionellen Studien nachgewiesen

werden.
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5.1 Streptozotozin-Diabetes — ein experimentelles diabetisches

Tiermodell

Streptozotozin (STZ) ist ein von Streptomyces achromogenes produziertes Antibiotikum
[93]. Es ist ein Glukosederivat mit einer Methylnitrosoharnstoff-Gruppe, die an die C2-
Position der 2-Desoxy-D-glukose gebunden ist. Aufgrund dieser Struktur wirkt STZ als
Glukoseanalogon organotrop auf die insulinproduzierenden [(3-Zellen der
Langerhans'schen Inseln des Pankreas, wo es selektiv von dem Glukosetransporter
GLUT2 aufgenommen wird. Diese strukturelle Organspezifitat, verbunden mit den
alkylierenden Eigenschaften der Nitrosoharnstoff-Gruppe, bewirkt eine selektive B-Zell-
Zytotoxizitat aufgrund von spezifischen Schadigungen von DNA und Proteinen.
Entstandene DNA-Strangbriche induzieren die Aktivierung der nuklearen Poly(ADP-
Ribose)-Polymerase, die zu einer Abnahme der Konzentration von Nicotinamid-Adenin-
Dinukleotid (NAD) in den Inselzellen fuhrt. Die Folge dieser Beeinflussung des NAD-
Stoffwechsels sind Veranderungen der Inselzell-Funktionen, unter anderem der
Proinsulin-Synthese [94, 95]. AuRRerdem induzieren alkylierte Membranproteine eine
Immunreaktion, die ebenfalls zu einer Zerstérung der B-Zellen fuhrt [96]. Die bereits
wenige Tage nach STZ-Injektion einsetzende Degeneration der B-Zellen resultiert
aufgrund einer reduzierten Insulinproduktion in einer persistenten Hyperglykamie. Eine
Regeneration der (3-Zellen ist auch nach einer langeren Versuchsdauer auszuschliel3en
[97]. Die diabetogenen Effekte von STZ sind dosisabhangig [98]. Es wurden in allen
verwendeten Tiermodellen mittlere STZ-Dosen verwendet, die eine Langzeit-
Betrachtung der diabetischen Gefallkomplikationen ermdglichen, ohne dass ein
ketoazidotischer Zustand auftritt und eine Insulin-Supplementierung notwendig wurde
[99]. Der experimentelle STZ-Diabetes ist neben Insulinmangel und Hyperglykamie durch
eine Glucosurie (bedingt durch osmotische Diurese als Folge der Akkumulation von
Glukose im Blut) sowie durch Polydipsie und Polyurie gekennzeichnet. Diese katabole
Stoffwechsellage fuhrt zur Kachexie bei gleichzeitig auftretender Hypertrophie einzelner

Organe (Organomegalie) wie Herz und Niere.

Die in dieser Arbeit beschriebenen physiologischen und biochemischen Parameter nach
einer STZ-Applikation bei Mausen und Ratten entsprachen weitgehend den in der
Literatur beschriebenen Daten [99 - 103]. So wurden sowohl bei C57/BI6- und BalbC-
Mausen als auch bei Unilever-Wistar-Ratten ein massiver Anstieg der Blutglukose und

eine Abnahme des Korpergewichtes in Abhangigkeit von der Diabetesdauer beobachtet.
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Die Abnahme des Korpergewichtes resultiert aus einem Verlust an Muskelmasse, der
durch den katabolen Abbau von korpereigenen Proteinen und Fetten zur
Energiegewinnung begrundet ist. Dies wurde sowohl durch die in diabetischen Ratten im
Vergleich zu Kontrolltieren erniedrigten Proteinwerte als auch durch die verringerten
Kreatininwerte, die der Muskelmasse proportional sind, gezeigt. AuRerdem konnte ein
tendenzieller Anstieg der Plasmatriglyceride bei STZ-behandelten Ratten beobachtet
werden. Diese Symptome sind ein Anzeichen flr Insulinmangel bei gleichzeitig
bestehendem Glucagonuberschuss. Die vorhandene Hypertriglyceridamie weist

aullerdem auf ein bestehendes proatherogenes Potential hin.

Die im Serum signifikant erniedrigten Proteinwerte deuten zudem auf eine durch
intraglomerulare Permeabilitdtsanderungen charakterisierte Funktionsstorung der Niere.
Die diabetische Stoffwechsellage bedingt eine Hyperperfusion und -filtration der
Glomeruli. Dies fiihrt zu einem verstarkten Ubertritt hochmolekularer Substanzen (z.B.
Proteine), die in den Tubuli nicht mehr rickresorbiert werden kénnen. Dabei entwickeln
sich pathologische Veranderungen, die zu einer makroskopisch sichtbaren Hypertrophie
der Nieren fuhren [99, 104]. Eine Organomegalie wurde fur Niere und Herz bei allen
untersuchten diabetischen Tiermodellen beobachtet. Die relativen Organgewichte waren
nach einer Diabetesdauer von 16 Wochen sowohl bei Mausen als auch bei Ratten
signifikant erhoht. Neben der Nephrohypertrophie als Ausdruck einer Gefaldschadigung
der Niere wurde bei Ratten nach einer Diabetesdauer von 16 Wochen zusatzlich eine

Gefallschadigung der Augen durch Kataraktbildung makroskopisch sichtbar.

Die beobachteten physiologischen und biochemischen Veranderungen nach einer STZ-
Injektion entsprechen weitgehend den beim humanen Diabetes mellitus auftretenden
pathologischen Erscheinungsbild. Das STZ-Modell des experimentellen Diabetes ist
somit geeignet, chronische Prozesse der Vaskulopathie als Folge einer diabetischen

Stoffwechsellage zu untersuchen.
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5.2 Einfluss von Diabetes auf die endotheliale Relaxation

Der Verlust der modulierenden Eigenschaften des Endothels wird im Zusammenhang mit
der Entwicklung einer diabetischen Vaskulopathie diskutiert [13, 14, 15]. Die Auspragung
dieser Funktionsstorung des Endothels wird als ,endotheliale Dysfunktion“ bezeichnet
und unter anderem durch eine eingeschrankte, NO-vermittelte endothelabhangige
Vasorelaxation charakterisiert [13]. Die endotheliale Dysfunktion stellt ein multifaktorielles
Geschehen dar und wird als Ausdruck der Beeintrachtigung wichtiger Funktionen des
Endothels verstanden, die weit Uber die endothelvermittelte Vasorelaxation hinausgehen
[16]. Die im Rahmen dieser Arbeit mit Acetylcholin erhobenen Daten zum Einfluss von
Diabetes auf die vaskulare Reaktivitat zeigten speziesunabhangig sowohl beim
diabetischen Maus- als auch beim Rattenmodell keine eingeschrankte NO-vermittelte
endothelabhangige Vasorelaxation. Eine endotheliale Dysfunktion im Sinne einer
eingeschrankte Vasorelaxation auf Acetylcholin konnte somit in keinem der verwendeten
Tiermodelle beobachtet werden, obwohl alle untersuchten Tiere unabhangig vom
verwendeten Tiermodell nach 16 Wochen Diabetesdauer deutliche Anzeichen einer

ausgepragten diabetischen Stoffwechsellage aufwiesen.

Es existieren nur wenige Studien zur Endothelfunktion der thorakalen Aorta im Diabetes
bei Mausen. Shen B. et al. beobachteten eine verstarkte Vasorelaxation bei C57/BI6-
Mausen nach einer Diabetesdauer von 4 Wochen [102]. Dagegen zeigten Soriano et al.
eine ausgepragte endotheliale Dysfunktion 4 und 8 Wochen nach STZ-Injektion in einem
anderen Mausstamm (BalbC) [105]. Die Literaturdaten zur endothelialen Dysfunktion im
Sinne einer verminderten Reaktivitat auf Acetylcholin bei STZ-Ratten sind ebenfalls
heterogen. So wurde von Murray et al. und Chang et al. eine vollstandig erhaltene
Endothelfunktion von Rattenaorten nach einer Diabetesdauer von 12-15 Wochen
beschrieben [106, 107]. Andere Untersuchungen zeigten eine eingeschrankte Relaxation

nach einer Diabetesdauer von 2 [49], 12 [108] und 52 Wochen [107].

Funktionelle Studien nach einer vergleichsweise kurzen Diabetesdauer wurden im
Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefuhrt, da in frihen Stadien der Diabetes-Erkrankung
ein verstarkter Blutfluss als Kompensation einer reduzierten Sauerstoffversorgung des
Gewebes zu einer hypoxischen Vasorelaxation flhrt. Als weitere Hypothese wird ein
verstarkter Blutfluss als direkte physiologische Reaktion auf eine akute Hyperglykamie

angenommen [14]. In der vorliegenden Arbeit wurde eine langere Diabetesdauer (16
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Wochen) gewahlt, um die Vasoreaktivitat im Hinblick auf die Steuerung durch den NO-

Stoffwechsel zu untersuchen.

Eine endothelabhangige Vasorelaxation kann neben NO auch durch Prostaglandine und
endothelium derived hyperpolarizing factors (EDHF) ausgeldst werden. Die Aktivitat der
Cyclooxygenase und damit die Synthese von vasorelaxierend aktiven Prostaglandinen
wurde in allen funktionellen Studien durch den Zusatz von Diclofenac im Puffermilieu
unterbunden. Obwohl die endothelabhangige Vasorelaxation hauptsachlich nach
Stimulation durch NO ausgeldst wird, sind EDHF ebenfalls entscheidende Mediatoren
der Regulation des vaskularen Tonus. Mit EDHF wird eine Gruppe strukturell weitgehend
noch unbestimmter Verbindungen bezeichnet, die NO-unabhangig zu einer endothelialen
Vasorelaxation fihren [13, 109]. Die Heterogenitat der Daten vorausgegangener Studien
zur endothelabhangigen Relaxation im Diabetes wird unter anderem auf den Einfluss der
EDHF zurickgefuhrt. Es ware moglich, dass durch die Aktivitat von EDHF eine

endotheliale Dysfunktion bzw. eine defekte NO-Synthese maskiert wird [14].

Zu bedenken bleibt auRerdem, dass es sich bei dieser Art der Untersuchung zur
endothelabhangigen Vasorelaxation mit Acetylcholin um eine rezeptorvermittelte
Aktivierung der NO/cGMP-Signalkaskade handelt. Es kann daher nicht ausgeschlossen
werden, dass eine endotheliale Dysfunktion durch Diabetes-induzierte Defekte der

Membranrezeptoren oder der nachgeschalteten Signaltransduktion maskiert wird [16].

5.2.1 Die Endothelfunktion im diabetischen Mausmodell

Der Einfluss der Diabetesdauer und des status diabeticus wurde in den durchgefiihrten
Studien einbezogen. Eine intakte endothelabhdngige Vasorelaxation bei STZ-
diabetischen C57/BI6-Mausen nach einer Diabetesdauer von 16 Wochen konnte in
Untersuchungen nach einer Diabetesdauer von 11 und 22 Wochen bestatigt werden.
Weitere Experimente mit dem Calciumionophor A23187 in Mausaorten bestatigten den
bereits mit Acetylcholin erhobenen Befund einer vollstandig erhaltenen Vasorelaxation in
Aorten aus diabetischen Mausen nach einer Diabetesdauer von 16 Wochen. Das heilt,
unabhangig von dem ausldsenden Stimulus konnte eine vollstandige Vasorelaxation
erzielt werden. Aufllerdem konnte gezeigt werden, dass die NO/cGMP-Signalkaskade
downstream der NO-Synthese keine Storung der funktionellen Physiologie im Diabetes

aufweist.
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Zusammenfassend zeigen die erhobenen funktionellen Daten zur endothelabhangigen
Vasorelaxation im STZ-Diabetes bei Mausen, dass eine hyperglykdmische
Stoffwechsellage allein nicht zu einer endothelialen Dysfunktion fuhrt. Vermutlich sind
weitere Faktoren an dem komplexen pathologischen Geschehen der gestorten

Endothelfunktion im Diabetes beteiligt.

Endotheliale Dysfunktion und Inflammation

Um zu untersuchen, welche Faktoren neben dem hyperglykdmischen Stoffwechselstatus
fur eine pathologische Endothelfunktion im Diabetes entscheidend sein kdnnten, wurde
eine Vergleichsanalyse zu den von Soriano et al. publizierten Daten durchgefuhrt [70,
105]. Soriano et al. haben im Widerspruch zu den in 5.2 erlauterten Daten gezeigt, dass
in STZ-behandelten BalbC-Mausen nach einer Diabetesdauer von 4 [105] bzw. 8
Wochen [70] eine endotheliale Dysfunktion bei gleichzeitig eingeschrankter
Vasokontraktion nach Phenylephrin-Applikation nachweisbar war. Die im Rahmen der
vorliegenden Arbeit unter Verwendung der von Soriano et al. publizierten Bedingungen
erhobenen Daten zur vaskularen Reaktivitat zeigten keine endotheliale Dysfunktion bei
BalbC-Mausen. Das vollstandig erhaltene Relaxationsvermdgen stand einer verstarkten
Vasokontraktion nach Applikation von Phenylephrin gegenuber. Dabei war der
Stoffwechselstatus hinsichtlich des experimentellen Diabetes weitgehend mit den
publizierten Daten identisch. Die Hypothese, dass neben der Hyperglykdmie andere

Faktoren die Vasoreaktivitat im Diabetes beeinflussen, wird dadurch bestatigt.

Soriano et al. [70] postulieren die von ihnen beobachtete endotheliale Dysfunktion als
Folge einer Verarmung der Zelle an energiereichen Phosphaten wie ATP und NADPH
(Abb. 5.01). Dieser Mangelzustand soll sich durch eine Aktivierung der Poly(ADP-
Ribose)-Polymerase (PARP) ergeben. Hyperglykamie fihrt zu einem vermehrten
Auftreten von reaktiven Sauerstoffverbindungen unterschiedlicher Genese als Ausdruck
von oxidativem Stress. PARP wird durch Radikal-induzierte DNA-Strangbrtiche aktiviert
und wendet hohe Konzentrationen an ATP und NAD" zur DNA-Reparatur auf. Dadurch
wird der intrazelluldre Gehalt an reduziertem NAD" vermindert, was zu Verénderungen
im Energiestoffwechsel und letztlich zum Zelltod fuhrt. Die Folge dieses Energiedefizits
ist zudem eine Stérung der Endothelfunktion unter anderem durch die Abnahme der

NADPH-abhangigen eNOS-Aktivitat [110].
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Die aktive Form der PARP induziert auRerdem die Aktivierung des Transkriptionsfaktors
NF-kB und eine Expressionssteigerung von proinflammatorischen Mediatoren wie ICAM-
1, INOS und MAP-Kinasen [70, 50]. Entsprechend wurde von Szabo et al. eine Reduktion
der iINOS-Expression in PARP K.O.-Mausen beobachtet [111].

Diabetes mellitus

Glukosesspiegel T

!
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Abb. 5.01 Sighalweg der PARP-abhéangigen diabetischen Vaskulopathie

0O," (Superoxidradikal), OH® (Hydroxylradikal), ONOO™ (Peroxynitrit), PARP (Poly(ADP-Ribose)-
Polymerase), NADPH (Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat), ATP (Adenosintriphosphat), eNOS
(endotheliale NO-Synthase), INOS (induzierbare NO-Synthase) — modifiziert nach Soriano et al. [68,
103] -
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In dem im Rahmen dieser Arbeit verwendeten diabetischen Mausmodell war eine
Abnahme der ATP-Konzentration in GefalRen vorhanden. Der Unterschied des Einfluss
von Diabetes auf den ATP-Gehalt in Herz und Aorta ist wahrscheinlich darauf
zurlckzufuhren, dass ca. 90 % der Herzmasse aus Myozyten besteht und damit der
ATP-Gehalt im Herzen starker durch Myozyten als durch Gefasse bestimmt wird. Es
konnte aber keine Inflammation auf der Ebene der iNOS-Expression nachgewiesen
werden. Nach diesen Ergebnissen ist eine endotheliale Dysfunktion allein durch eine
hyperglykamische Stoffwechsellage nicht induzierbar. Mdglicherweise ist die Ausbildung
einer Inflammation ein weiterer Faktor, der neben dem hyperglykdmischen Zustand die

Auspragung einer endothelialen Dysfunktion initiiert.

5.2.2 Die Endothelfunktion im diabetischen Rattenmodell

Wie bereits unter 5.2. erwahnt, wiesen diabetische Ratten ebenso wie STZ-Mause nach
einer Diabetesdauer von 16 Wochen eine vollstdndige NO-vermittelte
endothelabhangige Vasorelaxation auf. Erst nach Hemmung der Cu/Zn-
Superoxiddismutase durch Diethyldithiocarbamat war die endothelabhangige
Vasorelaxation im Diabetes deutlich eingeschrankt. Bei Aorten aus normoglykamischen
Ratten hatte die Hemmung der Superoxiddismutase dagegen keinen Einfluss auf die

Vasorelaxation.

Diabetes wird im Zusammenhang mit dem Auftreten von oxidativem Stress diskutiert [64,
56, 112]. Dieser oxidativer Stress ist assoziiert mit einer vermehrten Produktion von
hochreaktiven Sauerstoffverbindungen, die durch die Reaktion mit NO zu Peroxynitrit
(OONO") die Bioverfugbarkeit von NO verringern [56]. Das antiradikalisch wirkende
Enzym Superoxiddismutase katalysiert als Oxidoreduktase die Umwandlung von

Superoxidradikalen zu molekularem Sauerstoff und zu weniger reaktivem H,0O,[113].
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Eine Inaktivierung von Superoxidradikalen durch die Superoxiddismutase erhdht somit
die biologische Verfugbarkeit von NO. Umgekehrt blockiert die Hemmung der
vasoprotektiven Superoxiddismutase die Inaktivierung von reaktiven
Sauerstoffverbindungen und tragt zur Instabilitat von NO bei, da eine rasche Umsetzung
von NO mit Superoxidradikalen erfolgt. Eine Zunahme der Superoxidradikal-
konzentration nach Inhibition der Superoxiddismutase konnte durch Oelze et al. gezeigt

werden [44].

Die Ergebnisse der funktionellen Untersuchung zur Vasorelaxation unter Hemmung der
Superoxiddismutase deuten auf eine Hoch-Regulation der Superoxiddismutase im
Diabetes. Diese Hemmung der Superoxiddismutase fuhrt bei Aorten aus diabetischen
Tieren als Folge der Inaktivierung von NO durch reaktive Sauerstoffverbindungen zu
einer eingeschrankten Relaxationsfahigkeit. Eine im STZ-Diabetes gestorte
physiologische Endothelfunktion wird somit durch die Hemmung der Superoxiddismutase
demaskiert. Moglicherweise  wird die pathologisch erhdhte Bildung von
Superoxidradikalen im Diabetes durch eine erhdhte Aktivitat der Superoxiddismutase
kompensiert, denn erst durch die enzymatische Blockade der Superoxiddismutase wird

eine eingeschrankte Endothelfunktion sichtbar.

Dass die Verschiebung der Balance zwischen Superoxidradikalkonzentration und
antioxidativer Kapazitat durch Hemmung der Superoxiddismutase zu einer endothelialen
Dysfunktion fuhrt, wurde an Arterien [114] und bei einem Modell zur experimentellen
Atherosklerose [48] bereits gezeigt. Vorausgehende Untersuchungen von Ballhausen et
al. [87] hatten zudem dargelegt, dass im Diabetes vermehrt oxidativer Stress in Form
reaktiver  Sauerstoffverbindungen  entsteht, der fur die Regulation der
Koronardurchblutung  entscheidend ist. Die im Diabetes eingeschrankte,
endothelabhangige Regulation der Koronardurchblutung wurde durch Zusatz von
Superoxiddismutase weitgehend normalisiert. Die Protektion vor der Entwicklung einer
endothelialen Dysfunktion durch die Superoxiddismutase-Aktivitdt im Diabetes wurde
ebenfalls von Zanetti et al. durch Gen-Transfer von Isoformen der Superoxiddismutase

an dysfunktionierten Aorten gezeigt [115].
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5.3 Modulation des NO/cGMP-Signaltransduktionsweges bei
Diabetes

In 5.2 wurden Veranderungen der Endothelfunktion am Modell der STZ-diabetischen
Ratte beschrieben. Da die Endothelfunktion unter anderem durch die Aktivitat der
NO/cGMP-Signalkaskade charakterisiert wird, wurde in weiteren Untersuchungen der
Einfluss des Diabetes auf die Proteinexpression der an dieser Signalkaskade beteiligten
Proteine untersucht. Sowohl in makro- (Aorta) als auch in mikrovaskularen Geweben
(Herz und Niere) war die Expression der endothelialen NO-Synthase (eNOS) wie auch
die der Effektorproteine VASP (vasodilator stimulated phosphoprotein) und p-VASP
(phosphoryliertes VASP) erhoht. Die ubrigen untersuchten Proteine wie die I6sliche
Guanylatzyklase (sGC) sowie die Guanylatzyklase-abhangige Kinase | (cGKIl) zeigten
keine Veranderungen bezuglich ihrer Proteinexpression. Diese Ergebnisse lassen
vermuten, dass im Krankheitsverlauf des Diabetes einzelne Proteine der NO/cGMP-
Signalkaskade upreguliert werden, um pathologische Veranderungen auszugleichen,

damit die physiologische Funktionen erhalten bleiben.

Einfluss von Diabetes auf die Expression der endothelialen NO-Synthase

Eine erhohte eNOS-Expression in der Aorta bei gleichzeitig auftretender endothelialer
Dysfunktion unter Superoxiddismutase-Inhibition 1dsst auf eine verminderte eNOS-
Aktivitat bzw. eine gestorte Bioverfugbarkeit des NO im Diabetes schlielen. Ein
kompensatorischer Anstieg der eNOS-Expression wirde die Ansprechbarkeit des
NO/cGMP-Signalkaskade erhalten. Cosentino et al. konnten ebenfalls eine verstarkte
eNOS-Expression und eine Zunahme der eNOS-Aktivitat in Endothelzellen, die mit
hohen  Glukose-Konzentrationen  behandelt wurden, zeigen [116]. Andere
Untersuchungen bestatigen eine Steigerung der eNOS-Aktivitat in Herzen von STZ-
diabetischen Ratten [87]. Eine hochregulierte eNOS-Expression in Aorten von STZ-
diabetischen Ratten wurde ebenfalls von Hink et al. nach einer Diabetesdauer von zwei

Wochen gefunden [49].

Da die endotheliale Dysfunktion im Diabetes erst unter Superoxiddismutase-Inhibition
nachweisbar war, ist ein pathologischer Einfluss von oxidativem Stress in Form von
reaktiven Sauerstoffverbindungen, vor allem Superoxidradikalen (O,*) auf die NO-
Bioverfugbarkeit wahrscheinlich. In Anwesenheit von reaktiven Sauerstoffspezies

reagiert NO als sehr reaktive radikalische Verbindung in einer bimolekularen Reaktion
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mit Superoxid O,* zu Peroxynitrit (ONOQ) [29]. Peroxynitrit ist ein potentes Oxidans, das
mit einer Reihe von Biomolekilen reagieren kann. Es fuhrt u.a. zur Nitrierung von
aromatischen Aminosauren (z.B. Tyrosin) in Proteinen, die infolge dessen in ihrer
Funktion beeintrachtigt werden und somit zu pathologischen Symptomen fuhren kénnen.
Aufgrund der oxidativen Eigenschaften kann Peroxynitrit auch DNA-Strangbriche
induzieren, die die PARP aktivieren (siehe 5.2). Weitere pathologische Eigenschaften
von Peroxynitrit sind die Fahigkeit zur Lipidperoxidation und zur Oxidation von

Hamproteinen und Sulfhydryl-Gruppen [117].

Einige Studien belegen, dass die eNOS in Anwesenheit von reaktiven Sauerstoffspezies
selbst Superoxidradikale generieren kann [116, 61]. Eine Produktion von
Superoxidradikalen durch die eNOS wird auch als ,Entkopplung“ der eNOS bezeichnet.
Die eNOS selbst wird dann unter Verlust ihrer vasoprotektiven Eigenschaften zu einer
zusatzlichen Radikalquelle. Damit kommt es zu einer Verstarkung des pathologischen
oxidativen Stress. Im Stadium der ,entkoppelten® eNOS resultiert der Elektronenfluss
von der eNOS-Reduktase-Domane zur Oxidase-Domane in einer Reduktion von
molekularem Sauerstoff an der prosthetischen Ham-Gruppe und nicht in der Bildung von
NO aus L-Arginin. Damit ist der Elektronenfluss ausgehend vom NADPH ,fehlgeleitet®,
so dass die eNOS aus molekularem Sauerstoff kein NO, sondern Superoxidradikale und
Wasserstoffperoxid  bildet  [61]. Eine  eNOS-katalysierte  Freisetzung  von
Superoxidradikalen sowie die Bildung von Peroxynitrit wurde von Cosentino et al. an
kultivierten Endothelzellen nach Exposition mit hohen Glukose-Konzentrationen

beobachtet [116].

Eine entscheidende Rolle in diesen Vorgangen wird Tetrahydrobiopterin (BH,) als
Cofaktor der eNOS zugeschrieben. Es wurde gezeigt, dass die Reaktion von L-Arginin
zu NO und L-Citrullin nur in Anwesenheit ausreichender Konzentrationen an BH,4 verlauft.
Bei BH4-Mangel ist die eNOS-Funktion ,entkoppelt” und es kommt zur Generierung von
Superoxidradikalen. Die Substitution von BH,4 rekonstituiert die ,entkoppelte eNOS und
es erfolgt wieder die Bildung von NO und L-Citrullin [116, 119]. Von Shinozaki et al. wurde
gezeigt, dass die orale Gabe von BH, die endotheliale Dysfunktion und den vaskularen

oxidativen Stress in Aorten von Insulin-resistenten Ratten verhindert [120].
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Der genaue Mechanismus der eNOS-Entkopplung ist noch ungeklart. Einige
Untersuchungen pruften eine verminderte Bioverfugbarkeit von BH, infolge von
oxidativem Stress. Bei Bluthochdruck, einer Erkrankung, die ebenfalls mit dem Auftreten
von oxidativem Stress assoziiert ist, wurde die Oxidation von BH4 zu Dihydrobiopterin
durch Peroxynitrit als Ursache einer ,entkoppelten® eNOS diskutiert [121]. Die
Untersuchungen von Zou et al. zeigten dagegen eine Modulation der eNOS-Funktion
infolge einer Peroxynitrit-bedingten Oxidation des Zink-Thiolat-Komplexes in
diabetischen LDL-Rezeptor K.O.-Mausen. Die fur die katalytische Aktivitat
entscheidende Dimerisierung der eNOS, die durch das Zink-lon, das tetrahedral zu
symmetrisch paarweise angeordneten Cysteinresten koordiniert ist, wird unterbunden
[122]. Diese Zink-Thiolat-Konformation (ZnS,) fordert die Bindung des fur die eNOS-
Aktivitat entscheidenden Cofaktors BH4 [123].

Der Vorgang der eNOS-,Entkopplung“ konnte auch eine Erklarung fur die in der
vorliegenden Arbeit beschriebenen, vollstandig erhaltenen vasorelaxierenden
Eigenschaften der Aorten aus diabetischen Tieren sein. Diese Untersuchungen zur
vaskularen Relaxation stiitzen die Hypothese, dass im Diabetes die ,entkoppelte® eNOS
neben Superoxidradikalen auch Wasserstoffperoxid (H,O;) produziert. Cosentino et al.
demonstrierten bereits, dass die Inhibition der BH4-Synthese zu einer H,O,-vermittelten
Vasorelaxation filhren kann [124, 125]. Ebenso wurde von Landmesser et al. eine
endotheliale Relaxation in hypertensiven Mausen beobachtet, obwohl die Mause einen
BH4-Mangel und damit eine verminderte eNOS-Aktivitat aufwiesen [121]. Somit ist die
Relaxation bei pathologischen Zustanden, die mit oxidativem Stress assoziiert sind, nicht
ausschlieR®lich durch die eNOS-Aktivitat, sondern auch durch vasoaktives H,0;
verursacht. H,O, maskiert als ein EDHF (s. auch 5.2) eine mogliche endotheliale
Dysfunktion. Die Superoxiddismutase generiert ebenfalls H,O,. Das wurde bedeuten,
dass im Diabetes sich die Konzentration an H,O, durch die eNOS-,Entkopplung“ und die
Aktivitat der Superoxiddismutase summieren. Eine mogliche Folge ware eine H,0,-
induzierte Vasorelaxation. Nach Inhibition der Superoxiddismutase wird die Produktion

von H,0; verringert und infolge dessen die Vasorelaxation eingeschrankt.

Es gibt zwei bekannte Mechanismen, die die H,O.-vermittelte Vasorelaxation erklaren.
Bei dem enzymatischen Abbau von H,O, durch die Katalase entsteht ein Enzymkomplex,

der durch Stimulation der Idslichen Guanylatzyklase die Bildung von zyklischem
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Guanosin-3",5-monophosphat auslost [126]. Zweitens ist H,O, ein endothelabhangiger

hyperpolarisierender Faktor [127].

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass eine erhéhte eNOS-Expression im Diabetes
moglicherweise Ausdruck einer kompensatorischen Gegenregulation zu einer
verringerten NO-Bioverflugbarkeit ist. Eine Ursache fur diese verringerte Bioverfugbarkeit

ist die Reaktion von NO mit reaktiven Sauerstoffspezies.

Einfluss von Diabetes auf die Expression von VASP und p-VASP

Das vasodilator stimulated phosphoprotein (VASP) ist eines der Effektorproteine der
NO/cGMP-Signalkaskade. Es ist ein Modulator der Mikrofilamente und reguliert die
Aktin-Polymerisation. Die Aktivierung erfolgt durch die cGMP-abhangige Proteinkinase |
(cGKI) Uber eine Phosphorylierung am Serin 239 [44].

Die Expression von VASP und auch von p-VASP sind im Diabetes erhoht. Die Zunahme
der VASP- und p-VASP-Expression ist dabei unabhangig von der Diabetesdauer, da die
Expression bereits nach kurzfristiger Diabetesdauer gesteigert ist und eine weitere
Expressionszunahme im Verlauf einer Diabetesdauer von 16 Wochen nicht mehr
stattfindet. Das heildt, die Expression dieser Effektorproteine der NO/cGMP-Kaskade
wird schon im frihen Diabetesstadium alteriert. Die Zunahme der Aktivierung durch
Phosphorylierung korrelierte dabei mit der Expressionszunahme. Eine zusatzlich
verstarkte Aktivierung im Diabetes konnte somit ausgeschlossen werden. Die
Phosphorylierung von VASP gibt Auskunft Gber die Aktivitdt der cGKI [128]. Die
Beobachtung, dass die Expression von VASP zwar erhoht, der Phosphorylierungsgrad
aber unverandert ist, deutet daraufhin, dass die Funktion der cGKI im Diabetes erhalten
ist. Ibarra-Alvarado et al. demonstrierten bereits, dass p-VASP hauptsachlich Gber den
NO/cGMP-Signalweg reguliert wird und ein Marker fur den Aktivitatsstatus dieses
Signalweges und der Endothefunktion darstellt [128]. Die dargestellten Ergebnisse
verdeutlichen, dass die NO/cGMP-Signalkaskade zwar beeintrachtigt, insgesamt aber
noch funktionsfahig ist. Oelze et al. beschrieben eine verringerte p-VASP-Konzentration
infolge einer durch oxidativen Stress verursachten endothelialen Dysfunktion in Aorten
hyperlipidamischer Kaninchen [44]. Die Beobachtungen in dieser Arbeit lassen dagegen
vermuten, dass die im Diabetes beobachteten Modulationen der NO/cGMP-
Signalkaskade pathologische Veranderungen kompensieren, um die Endothelfunktion

aufrecht zu erhalten.
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5.4 NAD(P)H-Oxidase als Quelle von oxidativem Stress in Nieren
STZ-diabetischer Ratten

In funktionellen Studien konnte durch die Hemmung der Superoxiddismutase bereits
gezeigt werden, dass die Endothelfunktion im Diabetes durch oxidativen Stress in Form
reaktiver Sauerstoffverbindungen moduliert wird (s. Abb. 4.28). Reaktive
Sauerstoffverbindungen werden im Diabetes infolge der hyperglykdmischen
Bedingungen bzw. nach Stimulation durch glykosylierte Proteine (AGE-Proteine) gebildet
[129, 130]. Neben der Autoxidation von Glukose werden mehrere Mechanismen diskutiert,
die zu einer vermehrten Radikalproduktion im Diabetes flhren (s. Abb. 1.04). In diesem
Zusammenhang ist eine ,entkoppelte® eNOS und die mitochondriale Radikalproduktion

bedeutsam [45, 58].

Als eine der Hauptquellen der Superoxidproduktion in vaskularen Zellen und Myozyten
wird die Aktivierung von Enzymen aus der Familie der NAD(P)H-Oxidasen diskutiert [56,
57]. NAD(P)H-Oxidasen sind membrangebundene Proteine, die die Reduktion von

molekularem Sauerstoff mit NADH oder NADPH als Elektronendonor katalysieren.

NAD(P)H-Oxidase + o +
NAD(PH + 20, > NAD(P)" + 20, + H

Es exisitiert eine spezifische vaskulare NAD(P)H-Oxidase, die in glatten
GefaBmuskelzellen auftritt und strukturelle Ahnlichkeiten mit der neutrophilen,
phagozytaren NAD(P)H-Oxidase aufweist [90, 131]. Die vaskulare NAD(P)H-Oxidase liegt
in mehreren Isoformen vor, die durch differierende katalytische Untereinheiten
charakterisiert sind (NOX-1 und NOX-4) [132]. Um zu prufen, ob die NAD(P)H-Oxidase
ein Faktor fur das Auftreten von oxidativem Stress in dem im Rahmen dieser Arbeit
verwendeten Diabetesmodell darstellte, wurde die Expression der NAD(P)H-Oxidase-
Untereinheiten in Aorta, Herz und Niere untersucht. In Geweben aus Aorta und Herz war
die Expression von NOX-1 in Kontrollen und diabetischen Ratten nicht unterschiedlich. In
Nierengeweben war jedoch eine verstarkte Expression der NOX-1 bei STZ-Ratten in
Abhangigkeit von der Diabetesdauer nachweisbar. Diese Ergebnisse deuten daraufhin,
dass in der Niere die erhdhte Expression der NOX-1-Isoform der NAD(P)H-Oxidase

moglicherweise zu  oxidativem  Stress beitragt. Das Auftreten reaktiver
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Sauerstoffverbindungen als mogliche Konsequenz einer verstarkten NAD(P)H-Oxidase-
Expression konnte zudem indirekt Uber den immunhistochemischen Nachweis von
Nitrotyrosin im Bereich des Sammelrohrsystems im Nierenmark von Nieren diabetischer

Ratten nachgewiesen werden.

Die Bedeutung der NAD(P)H-Oxidase als Quelle oxidativen Stresses im Rahmen einer
Diabetes-Erkrankung konnte ebenfalls von Guzik et al. bei Patienten mit NIDDM
nachwiesen werden. Dabei wurde eine erhohte Produktion der NAD(P)H-Oxidase in
Arterien und Venen diabetischer Patienten mit arterieller Koronarkrankheit beschrieben
[133]. Die Ursache einer verstarkten Produktion der NAD(P)H-Oxidase im Diabetes
konnen vielfaltig diskutiert werden. Guzik et al. und Hink et al. diskutierten im Diabetes
eine verstarkte Aktivierung der NAD(P)H-Oxidase durch die Proteinkinase C. Eine
andere Moglichkeit ist die Angiotensin ll-induzierte Expressionssteigerung der NAD(P)H-
Oxidase. Es gibt mehrere Hinweise einer im Diabetes veranderten Aktivitat des Renin-
Angiotensin-Aldosteron-Systems, die in einer erhohten Plasmakonzentration an
Angiotensin Il resultiert [60, 133]. In einigen Untersuchungen wurde in experimentellen
Ansatzen die therapeutische Intervention mit AT -Rezeptor-Blockern und ACE-Hemmern
zur Behandlung einer endothelialen Dysfunktion im Allgemeinen [131] und speziell bei

der diabetischen Nephropathie [135] beflrwortet.
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5.5 Einfluss von Diabetes auf die Vasokontraktion

Die diabetische Vaskulopathie umfasst eine Dysfunktion des vaskularen Tonus, der
durch die Balance zwischen Vasorelaxation und Vasokontraktion charakterisiert wird.
Wahrend die funktionelle Physiologie der Vasorelaxation bei STZ-diabetischen Mausen
erhalten blieb, konnten deutliche Unterschiede bei der vasokontraktilen Potenz im
Vergleich zu Kontrolltieren festgestellt werden. Aorten aus diabetischen C57/Bl6-Mausen
wiesen eine Hyperreaktivitat gegenuber einer Phenylephrin-induzierten adrenergen
Stimulation auf, die unabhangig von der Diabetesdauer nach 11, 16 bzw. 22 Wochen
beobachtet werden konnte. Murray et al. beschrieben in einem anderen diabetischen
Tiermodell ebenfalls eine verstarkte Vasokontraktion bei unverandertem NO-vermittelten
endothelabhangigem Relaxationsvermoégen [106]. Um die Ursache fur die
Hyperreaktivitdt von Aorten aus STZ-diabetischen Mausen zu analysieren, wurden im

Rahmen dieser Arbeit folgende Hypothesen naher untersucht.

o Veranderungen der adrenergen Signaltransduktion
o Aktivierung des Diacylglycerin/Proteinkinase C-Signalweges
o Morphologische Veranderungen der Aorta

o Einfluss der NO/cGMP-Signaltransduktion auf die Vasokontraktion

o Veranderungen der RhoA/Rho-Kinase vermittelten Vasokontraktion

5.5.1 Veradnderungen der adrenergen Signaltransduktion

Phenylephrin ist ein adrenerger Vasokonstriktor, dessen Aktivitat uber den G-Protein-
gekoppelten oac-Rezeptor in glatten Gefallmuskelzellen vermittelt wird [136]. Eine
Aktivierung des Adrenozeptors resultiert in einer Stimulierung der Phospholipase C in
der Zytoplasmamembran. Dieses Enzym katalysiert innerhalb des Inositol-Lipid-Zyklus
die Bildung des sekundaren Botenstoffs Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3) und von 1,2-
Diacylglycerol aus Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat. |IP; initiiert die Freisetzung von
Calciumionen aus dem sarkoplasmatischen Retikulum [137]. Freie Calciumionen kénnen
nach Bindung an Calmodulin Uber eine weitere enzymatische Reaktionskette eine

glattmuskulare Kontraktion auslosen.
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Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten nicht auf eine Diabetes-induzierte Veranderung der
adrenergen Signaltransduktion. Es konnte bei Geweben aus diabetischen Tieren keine
Expressionsanderung des ouac-Rezeptors im Western Blot nachgewiesen werden.
AuBerdem zeigten Untersuchungen mit anderen vasoaktiven Substanzen (Serotonin,
Prostaglandin F»,), dass die im Diabetes beobachtete Hyperkontraktilitat nicht auf eine
adrenerge Stimulation beschrankt war, sondern auch nach Aktivierung anderer G-
Protein-gekoppelter Rezeptoren auslosbar war. Sowohl Serotonin als auch
Prostaglandin F,, flhrten rezeptorabhangig, vermittelt Gber G-Proteine, zu einer
Vasokontraktion, die unabhangig von dem durch Phenylephrin innervierten adrenergen
aiac-Rezeptor war. Das bedeutet, dass Diabetes-bedingte Veranderungen der
Signaltransduktion downstream der Rezeptorebene lokalisiert sein mussen. Weber et al.
bestatigten durch Radioligandbindungsstudien an Aortengeweben aus diabetischen
Ratten den Befund, dass eine Hyperglykdmie zu keiner Veranderung der Zahl
adrenerger Rezeptoren fuhrt. In dieser Studie wurde aul3erdem eine gestorte G-Protein-
Adrenozeptor-Bindung im Sinne einer verminderten Rezeptorkopplung in diabetischen
Rattenaorten beschrieben. Eine verringerte Rezeptorkopplung im Diabetes widerspricht
jedoch einer physiologisch verstarkten Vasokontraktion [138] und kann daher keine

Erklarung fur die im Diabetes beobachtete vaskulare Hyperreaktivitat sein.

Weitere Untersuchungen mit dem rezeptorunabhangigen Vasokonstriktor Kaliumchlorid
zeigten, dass infolge der diabetischen Stoffwechsellage auch die vasokontraktile Antwort
auf rezeptorunabhangige Stimulation verstarkt ist. Kaliumchlorid induziert eine
Dauerdepolarisation der Membran glatter Muskelzellen. Diese resultiert Giber die Offnung
von L-Typ-Calciumkanalen in einer Erhdhung des Calciumionen-Einstroms in die Zelle.
Dadurch erfolgt eine Muskelkontraktion [139, 140]. Der durch Kaliumchlorid ausgeloste
Influx von extrazelluldren Calciumionen wird nicht additiv von einer intrazellularen
Calciumionen-Freisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum begleitet [141]. Die im
Rahmen der vorliegenden Arbeit erhobenen Daten zur rezeptorunabhangigen
Vasokontraktion nach Stimulation mit Kaliumchlorid lassen vermuten, dass die Ursache
einer Diabetes-induzierten vaskularen Hyperreaktivitdt in einem Mechanismus
unabhangig von der rezeptorabhangigen, G-Protein-vermittelten Signaltransduktion

begrindet ist.
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5.5.2 Aktivierung des Diacylglycerin/Proteinkinase C - Signalweges

Proteinkinasen C (PKC) umfassen eine Familie von multifunktionalen Isoenzymen, die
eine zentrale Rolle in der intrazelluaren Signaltransduktion von Hormonen und Cytokinen
durch Phosphorylierungsreaktionen an Serin/Threonin-Resten spielt. Die Proteinkinase
C existiert in 11 Isoformen. Die in diesem Zusammenhang entscheidende Gruppe A, die
der sogenannten ,klassischen“ PKC-Isoformen (cPKCa, Bi, Bu, y), ist calcium- und
phospholipidabhangig und wird hauptsachlich durch Diacylglycerin (DAG) aktiviert [142].
Durch Proteinkinase C vermittelte Phosphorylierungen fuhren unter anderem zu einer
Calcium-Sensitivierung kontraktiler Proteine, was in einem Anstieg des intrazellularen

Calciumgehaltes und in einer Aktivierung der leichten Myosinketten [81, 143] resultiert.

Einer Hypothese von Koya et al. folgend, ist eine durch Hyperglykdmie induzierte
Aktivierung der Proteinkinase C mit kardiovaskularen, renalen und retinalen
Komplikationen assoziiert [81]. Hohe extrazellulare Glukosekonzentrationen flhren zu
einer vermehrten Expression des Glukose-Transporter GLUT1, was zu einem
verstarkten Glukose-Einstrom und zu einer erhdhten Glykolyserate fihrt. DAG wird unter
anderem durch die de novo-Synthese aus Intermediarprodukten der Glykolyse wie
Glycerol-3-phosphat gebildet. Diese Reaktion ist unabhangig von der Phospholipase C-
vermittelten DAG-Synthese. Unter hyperglykamischen Bedingungen nimmt der
intrazellulare Gehalt an DAG durch eine verstarkt ablaufende de novo-Synthese zu.

Damit steigt auch die Aktivierung der Proteinkinase C [142].

Ungvari et al. zeigten an Skelettmuskelarteriolen diabetischer Ratten, dass eine
gesteigerte Proteinkinase C-Aktivitat ursachlich an einem im Diabetes erhdhten
myogenen Tonus beteiligt ist [82]. Eine Untersuchung von MaclLeod et al., die den
Einfluss von Proteinkinase C auf die Vasokontraktion von Mesenterialarterien und Aorten
diabetischer Ratten analysierte, beweist ebenfalls eine Abhangigkeit des erhohten
vaskularen Tonus von der Proteinkinase C-Aktivitat [144]. In dieser Arbeit konnte durch
Inhibition der Proteinkinase C mit Chelerythrin kein Unterschied in der Phenylephrin-
induzierten Vasokontraktion beobachtet werden. Chelerythrin ist ein selektiver,
zellmembranpermeabler Inhibitor der Proteinkinase C und hemmt die Translokation der

Proteinkinase C aus dem Zytosol in die Plasmamembran.



5 Diskussion 118

Der im Diabetes beobachtete, pathologisch verstarkte vasokontraktile Effekt von
Phenylephrin war sowohl nach Inhibition der Proteinkinase C als auch bei Vehikel-
inkubierten GefalRen auslosbar. Das bedeutet, dass die Hyperkontraktilitat der Aorten
von diabetischen Mausen nicht mit einer gesteigerten Aktivitdt der Proteinkinase C

erklart werden kann.

5.5.3 Morphologische Veranderungen der Aorta

Die morphologische Analyse der Media-Dicke sollte Hinweise darauf geben, ob die
GefalRe im Diabetes morphologische Veranderungen aufweisen, die zu einer
Hyperkontraktilitat beitragen konnten. Dabei zeigte sich, dass Aorten aus diabetischen
Mausen eine Hypertrophie der Media aufwiesen, die durch eine Zunahme der Media-
Dicke um 12 % im Vergleich zu Kontrollaorten charakterisiert war. Das Auftreten einer
vaskularen Hypertrophie wird sowohl im experimentellen diabetischen Rattenmodell [145
- 147] als auch im Krankeitsverlauf von Typ I-Diabetikern beschrieben [148]. Eine
vaskulare Hypertrophie wurde neben der Aorta auch in der Carotis und in
Mesenterialarterien nachgewiesen. Eine kurzlich publizierte Untersuchung im Rahmen
der EDIC-Studie (Epidemiology of Diabetes Interventions and Complications) beschreibt
z. B. eine uber einen Zeitraum von 6 Jahren beobachtete Zunahme der Media-Dicke der

Carotis bei Typ I-Diabetikern [149].

Die vaskulare Hypertrophie ist assoziiert mit der Progredienz von makro- und
mikrovaskularen diabetischen Komplikationen [150]. Giannattasio et al. konnten zeigen,
dass Typ I-Diabetes durch eine Zunahme der arteriellen Gefallwanddicke von Carotis
und Aorta charakterisiert ist. Das Ausmal® dieser vaskularen Anomalie weist eine
Relation zur Schwere des Krankheitsverlaufes, der Krankheitsdauer und dem Blutdruck
auf [5, 148]. In klinischen Studien wurden die morphologischen Veranderungen der
Gefallwand bereits bei jungen Typ I-Diabetikern ohne Bluthochdruck und vaskulare
Komplikationen beobachtet. Somit kann die vaskulare Hypertrophie als ein friher

Nachweis eines diabetischen Gefallschadens angesehen werden [148].



5 Diskussion 119

Die in dieser Arbeit beobachtete verstarkte Vasokontraktion im Diabetes, resultierend
aus einer arteriellen Hypertrophie, ware somit Ausdruck eines fortschreitenden
GefalRschadens und tragt vermutlich zur Auspragung einer diabetischen Angiopathie bei.
Zu bedenken bleibt allerdings, dass die Zunahme der Media-Dicke nur ca. 12 % betrug.
Die rezeptorunabhangige Vasokontraktion, ausgelost durch Kaliumchlorid, war im
Diabetes um ca. 20% erhoht und korreliert mit der Zunahme der Media-Dicke. Daher
ware die beobachtete vaskulare Hypertrophie im Diabetes eine Erklarung fur die
verstarkte vasokontraktile Potenz auf rezeptorunabhangige Agentien. Die Phenylephrin-
induzierte Vasokontraktion war aber im Vergleich zur Vasokontraktion in Kontrollen -
gemessen an der Maximalantwort - im Diabetes auf das Doppelte gesteigert. Das heift,
die beobachtete vaskulare Hypertrophie im Diabetes ist nur eine unzureichende
Erklarung flr die durch adrenerge Stimulation ausgeldste Hyperreaktivitat. Es bleibt
daher zu vermuten, dass neben der Zunahme der Media-Dicke noch andere Faktoren

zur arteriellen Hyperreaktivitat im Diabetes beitragen.

5.5.4 Einfluss der NO/cGMP-Signaltransduktion auf die Vasokontraktion

Es ist bereits seit langerer Zeit bekannt, dass die Entfernung des Endothels [83] bzw. die
Inhibition der endothelialen NO-Synthase (eNOS) die vasokontraktile Potenz verstarken
[84]. Diese Untersuchungen deuten auf die Rolle der NO-Synthese und der NO/cGMP-
Signalkaskade bei der Aufrechterhaltung des vaskularen Tonus hin. Ziel dieser
Untersuchung war es daher, den Einfluss von Diabetes auf die NO/cGMP-Signalkaskade
und deren Bedeutung flir die im Diabetes erhdhte Vasokontraktion zu untersuchen. Um
die Beteiligung der NO/cGMP-Signalkaskade zu analysieren, wurden funktionelle
Studien unter Inhibition des Schlisselenzyms der NO/cGMP-Signalkaskade, der eNOS,
durchgefuhrt. Dazu wurden sowohl Versuche an Aorten aus Mausen mit genetischer
Deletion der eNOS (eNOS K.O.-Mause) als auch Versuche an Wildtyp-Mausen nach

enzymatischer Inhibition der eNOS untersucht.
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Vasokontraktion nach genetischer Deletion der eNOS

Der Verlust der enzymatischen Aktivitat der eNOS fihrte zu einer gesteigerten
Vasokontraktilitat. Dieser Effekt war sowohl nach genetischer Deletion der eNOS als
auch nach Applikation eines Enzyminhibitors nachweisbar. Die Vasokontraktion nach
Applikation von Phenylephrin ist in normoglykdmischen, homozygoten eNOS K.O.-
Mausen (eNOS-/-—Mause) sowohl hinsichtlich der Maximalantwort als auch in Bezug auf
die Sensitivitat im Vergleich zu Wildtyp-Tieren erhoht. Ein dhnliches Ergebnis wurde in
funktionellen Studien zur Vasokontraktion von Aorten aus Wildtyp-Mausen nach
enzymatischer Inhibition der eNOS erhalten. Diese Ergebnisse stehen in
Ubereinstimmung mit den Beobachtungen von Kojda et al., wo eine Hypersensitivitat von
eNOS K.O.-Mausen gegenuber dem vasokontraktilen Effekt von Phenylephrin und
Serotonin beschrieben ist. Es konnte von Kojda et al. auRerdem gezeigt werden, dass
diese Hyperkontraktilitat nicht auf einer langerfristigen Adaption der Gefalreaktivitat
nach Disruption des eNOS-Gens basiert, sondern ebenso nach enzymatischer Inhibition
der eNOS durch Inkubation isolierter Aorten von Wildtyp-Mausen mit L-Nitroarginin

ausgelost werden kann [78].

Ahnlich wie in den Versuchsmodellen mit Verlust der enzymatischen eNOS-Aktivitat
zeigte sich im Diabetes eine verstarkte Vasokontraktion. Da die vasokontraktilen Effekte
im Diabetes und nach Verlust der enzymatischen eNOS-Aktivitat vergleichbar sind, lasst
sich vermuten, dass auch im Diabetes eine gestorte NO-Regulation vorliegen kann, die

eine Hyperreaktivitat auf vasokontraktile Agentien verursacht.

Im Unterschied zu diabetischen Wildtyp- und heterozygoten eNOS K.O.-Mausen konnte
bei homozygoten eNOS K.O.-Mausen keine Verstarkung der Maximalantwort auf
Phenylephrin im Diabetes beobachtet werden. Bei Aortenringen aus diabetischen
eNOS-/- — Mause wurde lediglich eine erhohte Sensitivitat auf Phenylephrin nach-
gewiesen. Ebenso war bei diabetischen eNOS-/-—Mausen im Gegensatz zu diabetischen
Wildtyp-Mausen keine erhohte vasokontraktile Reaktivitat der Aorta auf den
rezeptorunabhangig wirkenden Vasokonstriktor Kaliumchlorid festzustellen. Das wurde
bedeuten, dass in diesem Modell die NO-abhangigen Resourcen durch die Deletion des
eNOS-Gens bereits vollig erschopft sind und durch die diabetische Stoffwechsellage

nicht weiter beeintrachtigt wird.
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Vasokontraktion nach enzymatischer Inhibition der NO-Synthase mit L-NMMA

Um die Hypothese einer Beteiligung des NO/cGMP-Signalweges an dem Effekt der
Hyperkontraktilitat zu prafen, wurde zusatzlich in vitro die Auswirkung einer reversiblen
kurzfristigen Hemmung der NO-Synthase auf die Vasokontraktion untersucht. Dazu
wurde die NO-Synthase mit N-o-Monomethyl-L-arginin (L-NMMA) in Aortenringen von
Wildtyp-Mausen vor der Durchfuhrung der funktionellen Studien blockiert. L-NMMA ist
als ein Strukturanalogon von L-Arginin ein selektiver Inhibitor der NO-Synthase. Die
enzymatische NO-Blockade mit Arginin-Analoga diskriminiert allerdings nicht zwischen
den Isoformen der NO-Synthase (eNOS, iNOS und nNOS) [84, 151].

Die L-NMMA-Inkubation fuhrte bei Aorten aus diabetischen Mausen wie auch bei
normoglykamischen Kontrollen zu einer signifikanten Verstarkung der Vasokontraktion.
Es war bei Aorten aus diabetischen Wildtyp-Mausen zusatzlich zu der Diabetes-
induzierten Hyperkontraktilitat aber nur eine geringflgige additive Verstarkung der
Vasokontraktion durch Hemmung der NO-Synthase zu beobachten. Dies wurde durch
die AUC-Werte (area under the curve) deutlich. Wahrend bei Kontrollmausen die Flache
unter der Dosis-Wirkungskurve durch die Inkubation mit L-NMMA nahezu verdreifacht
war, betrug die Flachenzunahme durch L-NMMA-Inkubation bei diabetischen Aorten nur
ca. 50 %.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die diabetische Stoffwechsellage nicht zu einer
vollstandigen Funktionsbeeintrachtigung der NO-Synthase fuhrte. Erstens war die NO-
Synthase mit L-NMMA inhibierbar, sichtbar an einer Zunahme der Vasokontraktion unter
L-NMMA-Inkubation, und zweitens ist eine vollstandige @ NO-verminderte
endothelabhangige Vasorelaxation auf Acetylcholin nachweisbar. Moglich ist aber auch
eine partielle Beeintrachtigung der NO/cGMP-Signalkaskade im Diabetes. Die
diabetische Stoffwechsellage fuhrt demnach ahnlich bei wie Aorten von eNOS-/- —
Mausen bzw. bei Aorten von normoglykdmischen Mausen nach enzymatischer
Hemmung der NO-Synthase zu einer Hyperreaktivitdt infolge einer Phenylephrin-
Applikation. Eine partielle Beeintrachtigung des NO/cGMP-Signalweges wiurde
bedeuten, dass in diesem Diabetesmodell noch eine ,Restaktivitat* der NO-Synthase
erhalten bleibt. Erst durch Zugabe des NO-Synthase-Inhibitors L-NMMA wirden auch die

ubrigen NO-vermittelten Reaktionen gehemmt.
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Ausgehend von dieser Hypothese ware dann eine Versuchsanordnung, in der die eNOS-
Aktivitat im Diabetes gehemmt wirde, vergleichbar mit der Situation in homozygoten
eNOS K.O.-Mausen, bei denen eine vollstandige eNOS-Deletion vorliegt. In dieser Arbeit
wurde aber gezeigt, dass die Vasokontraktion auf Phenylephrin in eNOS-/- — Mausen
deutlich starker ausgepragt ist als in diabetischen Mausen nach Hemmung mit L-NMMA.
Diese Ergebnisse deuten daraufhin, dass sowohl die Deletion der eNOS in eNOS-/- —
Mausen als auch die enzymatische Hemmung der NO-Synthase und die Diabetes-
assoziierte Hyperkontraktilitdt vergleichbare physiologische Konsequenzen auf die
Gefalfunktion auslosen, aber differierende Ursachen haben. Demzufolge resultiert die
Diabetes-induzierte Hyperreaktivitat nicht unbedingt aus einer Stérung des NO/cGMP-
Signalweges, obwohl die funktionellen Konsequenzen einer Hemmung der NO-Synthase

vergleichbar sind.

5.5.5 Verdnderungen der RhoA/Rho-Kinase vermittelten Vasokontraktion

Vasokontraktion und Vasorelaxation glatter Muskelzellen werden hauptsachlich durch
(De-) Phosphorylierungsreaktionen an den Positionen Threonin 18 und Serin 19 der
20 kDa-Untereinheit der leichten Ketten des Myosins (MLCy) reguliert [152, 153]. Der
Phosphorylierungsstatus von MLC,, wird sowohl durch die Myosin-Leichtkettenkinase
(MLCK) als auch durch eine Myosin-gebundene, Serin/Threonin-spezifische Protein-
Phosphatase (MBP) bestimmt [153, 154]. Die intrazellulare Konzentration an
Calciumionen reguliert die Aktivierung von MLCK bzw. MBP und das Ausmal® der
entstehenden kontraktilen Kraft. Die MLCK ist nur dann enzymatisch aktiv, wenn sie mit
einem Calcium/Calmodulin-Komplex assoziiert ist [155]. Dieser Komplex wird nur in
Anwesenheit freier Calciumionen im Zytosol gebildet. Einige Studien konnten
nachweisen, dass eine Kontraktion glatter Muskelzellen aber auch calciumunabhangig in
Abwesenheit von freien Calciumionen ausgeldst werden kann [156, 157]. Ein solcher
calciumunabhangiger Mechanismus verlauft Gber die Inhibition der MBP und beinhaltet
die Regulation durch das GTP-besetzte Protein RhoA (s. Abb. 5.02).
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Der calciumabhéangige Signalweg, durch den vasokontraktive Agonisten eine MLCyo-

Aktivierung induzieren, wird durch Rezeptorkopplungen von Proteinen vermittelt, die
Guanosintriphosphat (GTP) binden (G-Protein). Die Bindung des Agonisten an den
membranaren, heptahelikalen Rezeptor aktiviert ein heterotrimeres G-Protein der Gg-
Familie. Heterotrimere G-Proteine enthalten eine a-Untereinheit, die nach der Bindung
eines Agonisten an den Rezeptor von der inaktiven, GDP-besetzten Form in eine aktive,
GTP-besetzte Form Uberfuhrt wird. Dies fuhrt Gber die Aktivierung der R-Isoform der
Phospholipase C und Formation von Inositol-1,4,5-triphosphat zu einem Anstieg der
freien zytosolischen Calciumionen-Konzentration. Freie Calciumionen kénnen nach
Bindung an Calmodulin Uber eine weitere enzymatische Reaktionskette eine

glattmuskulare Kontraktion auslosen.

Der calciumunabhangige Signalweg fuhrt Gber die Stimulierung einer RhoA-assoziierten

Kinase (Rho-Kinase) zu einer Inhibition von MBP, was in einer Phosphorylierung von
MLC,, resultiert. Dieser RhoA/Rho-Kinase-Signalweg ist entscheidend fir die
calciumunabhangige Regulation der Kontraktion glatter Muskelzellen und tragt zur
Calcium-Sensitivierung der Muskelzellen bei [158]. Die Familie der Rho-Proteine sind
kleine G-Proteine, die unter anderem die drei Isoformen RhoA, B und C umfasst. RhoA
ist diejenige Rho-Isoform, die hauptsachlich exprimiert wird und ubiquitar lokalisiert ist
[159, 160]. Kleine G-Proteine besitzen ebenso wie heterotrimere G-Proteine eine
GTPase-Funktion, werden aber nicht durch eine Interaktion mit Agonist-gebundenen, G-
Protein-gekoppelten Rezeptoren aktiviert. Der GDP/GTP-Austausch wird bei kleinen G-
Proteinen durch guanine nucleotide exchange factors (GEF) vermittelt [161]. RhoA
verfugt sowohl Uber die Fahigkeit, GTP zu binden, als auch Uber eine enzymatische
Aktivitat, dieses gebundene GTP zu GDP 2zu hydrolysieren [162]. Unter
Basalbedingungen ist die GDP-besetzte Form von RhoA im Zytosol lokalisiert, wo sie an
regulatorische Proteine wie guanine nucleotide dissociation inhibitors (GDI) assoziiert ist,
die den Nukleotidaustausch von GTP zu GDP verhindern. Diese inhibitorischen Proteine
binden an den C-Terminus von RhoA, wodurch eine Extraktion aus der Zellmembran und
die Hemmung des GTPase-Zyklus durch die Stabilisierung der inaktiven, GDP-
gebundenen Form im Zytosol erreicht wird. Im Rahmen der RhoA-Aktivierung erfolgt
eine Translokation des GTP-besetzten RhoA aus dem Zytosol in die Zellmembran [161].

Die Rho-Kinase, das Target des aktivierten RhoA-Proteins, phosphoryliert MBP.
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Das MBP-Holoenzym besteht aus drei Untereinheiten mit Molekulargewichten von 20, 38
und 110/130 kDa. Die 38 kDa-Untereinheit ist eine Isoform der katalytischen Untereinheit
der Protein-Phosphatase. Die beiden anderen Untereinheiten besitzen Domanen, die an
Myosin binden und die katalytische Aktivitdt der Phosphatase regulieren. Die
Phosphorylierung der 130 kDa-Untereinheit durch die Rho-Kinase fuhrt zu einer
Inhibition der Phosphatase-Aktivitat, was zu einem Anstieg der MLC-Phosphorylierung
und somit zur Vasokontraktion fuhrt [154]. Die Rho-Kinase ist zudem an Vorgangen wie

Zelladhasion, Zellmigration und Aktin-Zytoskelett-Rearrangement beteiligt [161].

Veranderungen des RhoA/Rho-Kinase-Signalweges im Diabetes

Der RhoA/Rho-Kinase-Signalweg spielt eine zentrale Rolle in der Agonist-induzierten
Ca**-Sensitivierung und Hyperkontraktilitit glatter Muskelzellen [85, 86]. Eine
pathologische Vasokontraktilitat wird als einer der Grinde fur das Auftreten von
vaskularen Schaden im Verlauf von Bluthochdruck-Erkrankung diskutiert. In einigen
Studien konnte nachgewiesen werden, dass die Rho-Kinase-vermittelte Ca®'-
Sensitivierung zur vaskularen Pathophysiologie des Bluthochdruckes beitragt [164]. So
zeigten Mukai et al., dass sowohl Expression als auch Aktivitat der Rho-Kinase in
hypertensiven Ratten im Vergleich zu Kontrolltieren erhdoht war. Zudem konnte in
physiologischen Studien eine Beteiligung der Rho-Kinase an der vaskularen

Hyperreaktivitat der Gefalle bei Bluthochdruck im Rattenmodell bewiesen werden [165].

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob Diabetes ebenfalls zu einer
Beeintrachtigung der RhoA/Rho-Kinase-Signaltransduktion fuhrt, die bei der
Phenylephrin-induzierten Hyperkontraktilitat von Aorten diabetischer Mausen beteiligt ist.
Um diese Hypothese zu uberprifen, wurde der Einfluss von Diabetes auf die
Translokation von RhoA ermittelt. Das inaktive, GDP-besetzte RhoA ist im Zytosol
lokalisiert, wahrend die aktive, GTP-besetzte Form in der Zellmembran vorkommt. Durch
Western Blot-Analysen der zytosolischen Fraktion und der Membranfraktion aus Gewebe
von diabetischen Mausen im Vergleich zu entsprechenden Kontrollen sollte festgestellt
werden, ob der Aktivitatsstatus von RhoA im Diabetes verandert ist. Der zytosolische
RhoA-Gehalt war sowohl in Aorten als auch in Herzen diabetischer Mause im Vergleich
zu Kontrollen signifikant verringert. Entsprechend konnte eine Zunahme der RhoA-
Expression in der Herz-Membranfraktion diabetischer Tiere festgestellt werden. Das

bedeutet, dass im Diabetes eine verstarkte RhoA-Aktivierung stattfindet.
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Es ist bereits bekannt, dass Insulin die Kontraktion glatter Muskelzellen inhibiert und eine
Vasorelaxation induziert [166]. Es gibt ebenso Hinweise, dass die calciumunabhangige
RhoA/Rho-Kinase-vermittelte Signaltransduktion durch Insulin moduliert wird [163]. In
glatten Rattenmuskelzellen konnte von Sandu et al. und Begum et al. bereits gezeigt
werden, dass |Insulin Uber zwei verschiedene Interaktionspunkte innerhalb des
RhoA/Rho-Kinase-Signalweges eine MBP-Aktivierung ausldosen kann, entweder durch
Inaktivierung der Rho-Kinase oder durch Stimulation des NO/cGMP-Signalweges [134,
163]. Durch eine Inaktivierung der Rho-Kinase wird die Phosphorylierung von MBP
verhindert. Die Folge ist eine MBP-Aktivierung, die in einer Vasorelaxation der glatten
Muskelzellen resultiert. Insulin fuhrt auRerdem Uber einen Phosphatidylinositol-1,4,5-
triphosphat-Kinase-vermittelten Prozess zu einer Stimulierung des NO/cGMP-
Signalweges. NO und cGMP interagieren mit MBP sowie der Rho-Kinase und

verursachen durch eine MBP-Aktivierung ebenfalls eine Vasorelaxation.

Sandu et al. beschrieben eine Aufhebung der Insulin-induzierten negativen Regulation
des RhoA/Rho-Kinase-Signalweges in einem hyperglykdmischen Tiermodell mit
Insulinresistenz. Der relative Insulinmangel bei Diabetes verringert die Insulin-induzierte
Aktivierung von MBP. Durch eine ungehemmte Rho-Kinase-Aktivitat wird MBP durch
eine Phosphorylierung inaktiviert, die in einer verstarkten MLCyo-Aktivierung resultiert.
Die Insulin-vermittelte Vasorelaxation wird damit gehemmt [163]. Eine Myosin-
Phosphorylierung infolge des bei Diabetes auftretenden Insulinmangels kdnnte auch die
Erklarung fur die in dieser Arbeit bei Aorten aus STZ-diabetischen Mausen beobachtete
Hyperreaktivitat sein. Die Reaktivitat vasoaktiver Agonisten (z.B. Phenylephrin) wirde
verstarkt, da die erhohte Aktivitit des RhoA/Rho-Kinase-Signalweges zu einer Ca?*-

Sensitivierung der glatten Muskelzellen fuhrt.

Somit resultiert die im Rahmen dieser Arbeit im Diabetes beobachtete vasokontraktile
Hyperreaktivitdit mdglicherweise aus einer erhohten Aktivitdt des RhoA/Rho-Kinase-
Signalweges aufgrund des bestehenden Insulinmangels. Die Folge ist eine Calcium-
Sensitivierung der glatten Muskelzellen, die die Reaktivitat vasokontraktiler Agonisten

additiv verstarkt.
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Abb. 5.02 Schematische Darstellung der Regulation des RhoA/Rho-Kinase-Sighalweges
Insulin induziert Gber zwei Interaktionspunkte innerhalb des RhoA/Rho-Kinase-Signalweges eine
MBP-Aktivierung und damit eine Vasorelaxation: 1.) Inaktivierung der Rho-Kinase durch Hemmung
der RhoA-Translokation; 2.) Stimulation des NO/cGMP-Signalweges. Der Insulinmangel bei Diabetes
verringert die Insulin-induzierte Aktivierung des MBP. Die Folge ist eine Calcium-Sensitivierung der
glatten Muskelzellen, die die Reaktivitdt vasokontraktiler Agonisten (z.B. Phenylephrin) additiv
verstarkt. NO (Stickstoffmonoxid), cGMP (zyklisches Guanosin-3,5-monophosphat), MBP (myosin
bound protein phosphatase), PHE (Phenylephrin), PLC (Phospholipase C), MLCK (myosin light chain
kinase) — modifiziert nach Sandu et al. [163] —
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6 ZUSAMMENFASSUNG




6 Zusammenfassung 128

Es ist bekannt, dass bei einer diabetischen Vaskulopathie schon in frihen Stadien der
Diabetes-Erkrankung Verédnderungen der Gefal3reaktivitdt auftreten, die durch eine
endotheliale Dysfunktion charakterisiert sind. Die genauen Ursachen und der
Pathomechanismus sind Gegenstand der Untersuchung. Das Ziel dieser
Dissertationsarbeit war es, den Einfluss von experimentellem STZ-Diabetes im
Tiermodell auf die vaskulare Reaktivitat insbesondere im Hinblick auf pathologische

Veranderungen der endothelabhangigen NO/cGMP-Signalkaskade zu untersuchen.

Die Ergebnisse der funktionellen Charakterisierung der vasokontraktilen und
vasorelaxierenden Funktion im Diabetes zeigten deutliche Unterschiede in der
vasokontraktilen Potenz im Vergleich zu Kontrolltieren, wahrend die funktionelle
Physiologie der Vasorelaxation bei STZ-diabetischen Mausen erhalten blieb. Die
Induktion des Diabetes fihrte bei Mausen unabh&ngig vom auslésenden vasoaktiven
Agens zu einer vasokontraktilen Hyperreaktivitdt. Die Ursachen flr diese verstarkte
Vasokontraktion sind komplexer Natur. Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine gesteigerte
Aktivierung des RhoA/Rho-Kinase-Signalweges in Aortengewebe nachgewiesen.
AuBBerdem konnte durch eine morphologische Analyse der Aorten eine Media-
Hypertrophie bei diabetischen Mausen beobachtet werden. Beide Befunde sind
moglicherweise ursachlich fur die im Diabetes beobachtete vasokontraktile
Hyperreaktivitdt. Eine endotheliale Dysfunktion im Sinne einer eingeschrankten NO-
vermittelten endothelabhangigen Vasorelaxation, die ausschlieBlich durch die
hyperglykdmische Stoffwechsellage verursacht war, konnte in keinem der untersuchten
STZ-diabetischen Tiermodelle nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis ist ein Hinweis
darauf, dass die Ausbildung einer endothelialen Dysfunktion im Diabetes ein
multifaktorielles Geschehen darstellt und neben der Hyperglykdmie zusatzlich andere

Faktoren beteiligt sein missen.

Eine durch die diabetische Stoffwechsellage ausgeléste Beeintrachtigung des
NO/cGMP-Signalweges wurde in diabetischen STZ-Ratten erst nach Hemmung des
Enzyms Superoxiddismutase durch eine eingeschrankte Vasorelaxation nachgewiesen.
Dies kann als Hinweis fur das Auftreten von oxidativem Stress in Form von
Sauerstoffradikalen im Diabetes gedeutet werden, da nach der Inhibition des antioxidativ
wirksamen Enzyms Superoxiddismutase eine durch reaktive Sauerstoffverbindungen

bedingte Inaktivierung des NO-Radikals demaskiert wurde.
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Im  Nierengewebe von  STZ-diabetischen  Ratten  konnte  durch  den
immunhistochemischen Nachweil3 von Nitrotyrosin ebenfalls das Auftreten von
oxidativem Stress in Form reaktiver Sauerstoffverbindungen gezeigt werden. Diese
Beobachtung stand im Zusammenhang mit einer erhdhten Expression der katalytischen
Untereinheit der NAD(P)H-Oxidase (NOX-1). Als eine mdgliche Quelle von Diabetes-
assoziiertem, oxidativem Stress in der Niere wurde daher die erhthte Expression der

katalytischen Untereinheit der vaskularen der NAD(P)H-Oxidase angenommen.

Diabetes-bedingte Modulationen der NO/cGMP-Signalkaskade zeigten sich im STZ-
Rattenmodell in makro- (Aorta) und in mikrovaskularen Geweben (Herz und Niere) auf
Proteinebene. In allen untersuchten Geweben lie3 sich eine erhdohte Expression der
eNOS und der Effektorproteine VASP und p-VASP nachweisen. Diese Ergebnisse
lassen vermuten, dass im Krankheitsverlauf des Diabetes einzelne Proteine der
NO/cGMP-Signalkaskade hochreguliert werden, um pathologische Veranderungen als
Folge von Diabetes-bedingtem, oxidativem Stress auszugleichen, damit physiologische

Funktionen erhalten bleiben.
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8.1 Abkirzungsverzeichnis

A23187
ACH
ADP
ACE
AGE
AT,-Rezeptor
ATP
AUC
BH,4
BH.,
BLU
BSA
CAT
cGMP
cGK
DAB
DAG
DNA
DOCA
DTT
EDHF
EDRF
EDTA
EGTA
eNOS

eNOS K.O.- Maus
eNOS+/+—-Maus
eNOS+/-—-Maus
eNOS-/- —Maus

GTP

GDP

GPx
ICAM
iNOS

IP;

IRAG

KCI

KG

K.O.

LDL
L-NMMA
L-NOARG
MAP-Kinase
MBP

Calciumionophor / Calcimycin
Acetylcholin

Adenosindiphosphat

Angiotensin Conversions Enzym
advanced glucosylated endproducts
Angiotensin |I-Rezeptor-Subtyp
Adenosintriphosphat

area under the curve

Tetrahydrobiopterin

Dihydrobiopterin

Boehringer light units

bovines Serumalbumin

Katalase

zyklisches Guanosin-3",5"-monophosphat
cGMP-abhangige Proteinkinase
3,3-Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid
Diacylglycerin

Desoxyribonukleinsaure
Desoxycorticosteronacetat

Dithiothreitol

endothelium derived hyperpolarization factor
endothelium derived relaxing factor
Ethylendiamintetraessigsaure
Ethylenglykol-bis(2-aminomethylether)-tetraessigsaure
endotheliale NO-Synthase

endotheliale NO-Synthase ,knock out‘-Maus
Wildtyp-Maus

heterozygote eNOS K.O.-Maus
homozygote eNOS K.O.-Maus
Guanosin-5"-triphosphat
Guanosin-5"-diphosphat
Glutathionperoxidase

intercellular adhaesion molecule
induzierbare NO-Synthase
Inositoltriphosphat
IP;-Rezeptor-assoziiertes cGMP (G)-Kinase-Substrat
Kaliumchlorid

Kdrpergewicht

»knock out"

low density lipoprotein
N-w-Monomethyl-L-arginin
N-o-Nitro-L-arginin

mitogen activated protein-Kinase

myosin bound protein phosphatase



8 Anhang 141
MLCK myosin light chain kinase

NADPH Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat
n Anzahl der Messwerte

NO Stickstoffmonoxid

NOS NO-Synthase

nNOS neuronale NO-Synthase

PARP Poly(ADP-Ribose)-Polymerase

PBS saliner Phosphatpuffer

PCR Polymerasekettenreaktion

PGF 2a Prostaglandin F 2 alpha

PHE Phenylephrin

PKC Proteinkinase C

PLC Phospholipase C

ROS reactive oxygen species

SEM Standardfehler des Mittelwertes

SDS Natriumdodecylsulfat

sGC I6sliche Guanylatzyklase

SNAP S-Nitroso-N-acetyl-D,L-penicillamin
SOD Superoxiddismutase

STZ Streptozotozin

TAE Tris-Acetat-EDTA

TE Tris-EDTA

TEMED N, N, N°, N" - Tetramethylethylendiamin
TNF Tumornekrosefaktor

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

U Unit

uv Ultraviolett

VASP vasodilator stimulated phosphoprotein
pVASP phosphoryliertes VASP

VS. versus

WT Wildtyp

Gr6Ren und Einheiten

bp Basenpaare

°C Celsius

h Stunde

kDa Kilo-Dalton

M Molaritat

min Minute

N Newton

\Y Volt

S Sekunde

T Temperatur

w Woche

viv Konzentrationsangabe: Volumen/Volumen
m/v Konzentrationsangabe: Masse/Volumen
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