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EINLEITUNG

1. Einleitung

1.1. Protektive Effekte des korperlichen Trainings

RegelmiBige korperliche Aktivitdit wurde als wichtige Behandlungs- und Priventions-
mafBnahme von kardiovaskuldren Erkrankungen beschrieben (Kojda & Hambrecht,
2005). Diese Erkenntnis konnte aus grofen klinischen Studien gewonnen werden,
die gezeigt haben, dass die Morbiditdit und Mortalitit unter den korperlich aktiven
Menschen verglichen zu den inaktiven in sowohl kranken als auch gesunden
Individuen reduziert war (Kojda & Hambrecht, 2005).

Wichtig ist die Unterscheidung zwischen reguldrer korperlicher Bewegung, die Teil einer
Lifestyle Intervention ist, und dem korperlichen Training, welches aus einem strukturierten
Trainingsplan iiber eine definierte Zeit hervorgeht (Corra et al., 2010). Eine klinische
Bedeutung des korperlichen Trainings als primédre Privention konnte beispielsweise in
der Studie von Hakim et al. hervorgehoben werden (Hakim ez al., 1998). Hier wurde die
taglich zuriickgelegte Wegdistanz von 707 pensionierten Nichtrauchern zwischen 1980
und 1982 aufgezeichnet und die Daten iiber die Gesamtmortalitdt innerhalb von 12 Jahren
Nachbeobachtung gesammelt. Die Ergebnisse zeigten, dass die Mortalitdtsrate unter den
Mainnern, die weniger als eine Meile tdglich zuriickgelegt haben, fast doppelt so hoch im
Vergleich zu denjenigen war, die mehr als zwei Meilen tiglich zuriicklegten. Diese Daten
lassen vermuten, dass ein Training bei niedriger Intensitit bzw. reguldres Spazierengehen
mit einer verminderten Gesamtmortalitidt einhergeht (Hakim er al., 1998). Ein dhnliches
Ergebnis konnte in einer anderen groflen prospektiven Studie mit postmenopausalen
Frauen unterschiedlicher Ethnie erhoben werden. Die Ergebnisse verdeutlichten, dass
schnelles Gehen oder energisches Training von mindestens 2,5 h pro Woche zu einer
30%-igen Risikoreduktion kardiovaskuldrer Ereignisse fithrte (Manson et al., 2002).
Als sekunddre Prévention fithrte korperliche Aktivitit bei einer koronaren

Herzkrankheit (KHK), Bluthochdruck und Herzinsuffizienz (HI) zu einer Reduktion

11



EINLEITUNG

der Gesamtmortalitit und -morbiditdt (O‘Connor et al, 1989; Niebauer et al., 1997,
Cleroux et al., 1999; Pescatello et al., 2004).

Es wurde zunédchst angenommen, dass korperliche Aktivitit in Gegenwart einer chronischen
Herzinsuffizienz die Progression der linksventrikuldren Dysfunktion beschleunigt (Hochman
& Healy, 1986; Jugdutt et al., 1988; Oh et al., 1993). Jedoch konnte gezeigt werden, dass
korperliche Inaktivitit zu den Symptomen und zu einer Trainingsintoleranz in Patienten
mit chronischer Herzinsuffizienz beitrdgt und diese Limitation mit einer Verschlechterung
peripherer vasodilatatorischer Reaktivitdt einhergeht (Sinoway, 1988; McKelvie et al.,
1995). Inzwischen zeigten verschiedene kontrollierte Studien, dass korperliches Training die
Symptome vermindert, die Trainingskapazitit erhoht und die Lebensqualitit der
herzinsuffizienten Patienten verbessert (Coats ef al.,, 1990; Hambrecht et al., 1995;
Demopoulos et al., 1997; Meyer et al., 1997).

Ein Beispiel fiir die klinisch giinstigen Effekte des korperlichen Trainings ging aus
der Metaanalyse von Piepoli et al. hervor, die den Effekt des korperlichen Trainings
auf die Uberlebensrate von Patienten mit Herzinsuffizienz aufgrund linksventrikuldrer
systolischer Dysfunktion ermittelte. In diese kollaborativen Metanalyse wurden neun
randomisierte kontrollierte Studien eingeschlossen. Insgesamt wurden die Daten von 801
Patienten ausgewertet, wobei als primédrer Endpunkt Tod und als sekundidrer Endpunkt
Tod und die Hospitalisierung festgelegt wurden. Zwei wesentliche Ergebnisse konnten
festgestellt werden: Korperliches Training verbesserte signifikant die Uberlebenszeit
und verzogerte signifikant die Zeit zur Einweisung ins Hospital (Piepoli ef al., 2004).
Zusdtzlich wurde in der kiirzlich erschienenen klinischen Studie HF-ACTION (Flynn et
al., 2009) der Effekt des korperlichen Trainings auf den Gesundheitsstatus in chronisch
herzinsuffizienten Patienten untersucht. Diese multizentrische randomisierte kontrollierte
Studie umfasste 2331 unter medikamentoser Therapie stehende herzinsuftziente
Patienten mit einer linksventrikuldren Ejektionsfraktion von weniger als 35%.
Mithilfe des Fragebogens Kansas City Cardiomyopathy Questionnaire (KCCQ) wurde
der gesundheitliche Status von den Patienten alle drei Monate fiir ein Jahr und danach
jéhrlich fur vier Jahre festgelegt. Das korperliche Training bestand aus 36 iiberwachten
Trainingssitzungen, zum Beispiel Gehen, Laufband oder Fahrrad fahren bei einer

60%-70%-1gen Herzfrequenzreserve von 3-mal die Woche und nachfolgend als
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verschriebenes  Heimtraining  5-mal  die = Woche  bei  gleicher Intensitit.
Insgesamt ging aus der Auswertung hervor, dass korperliches Training zu einer
signifikanten Verbesserung des von den Patienten selbst berichteten Gesundheitszustandes
im Vergleich zur konventionellen Therapie ohne korperliche Intervention fiithrte. Zur
Behandlung der koronaren Herzkrankheit (KHK) existieren ermutigende klinische
Studien, die korperliches Training als sekunddre Prdvention unterstiitzen. Aus den
Studien ging hervor, dass korperliches Training bei der KHK die Trainingstoleranz und
die myokardiale Perfusion verbessert, sowie die Progression der KHK bremst (Schuler
et al., 1992; Niebauer et al., 1997). Die Verbesserung der KHK-Symptome wurde
beispielsweise in der ,,Stanford Coronary Risk Intervention Projekt- Studie evaluiert.
In diese Studie wurden 300 KHK-Patienten eingeschlossen, die entweder in einem
multifaktoriellen Interventionsprogramm, bestehend aus einer fettarmen Diét, Lipid-
senkenden Medikation und einem Trainingsprogramm, welches aus regulédrer korperlicher
Aktivitdit und einem bestimmten etablierten Ausdauertraining kombiniert war, oder in
die Kontrollgruppe ohne Training randomisiert wurden. Als wesentliches Ergebnis,
bezogen auf den primédren angiographischen Endpunkt (Verdnderung des Durchmessers
von sichtbar krankhaft verdnderten Segmenten), fiihrte die Risikofaktorreduktion in
der Interventionsgruppe zu einer Riickbildung der Stenose von 0,045 mm pro Jahr
verglichen zu einer jéhrlichen Abnahme von 0,024 mm in der Kontrollgruppe. Dariiber hinaus
konnte eine 43%-ig geringere Rate kardiovaskuldrer Ereignisse in der multifaktoriellen
Intervention nachgewiesen werden.

Die Reduktion der Mortalitédtsrate bei Patienten mit stabiler KHK bzw. nach Myokardinfarkt
konnte nachweislich mit korperlichem Training in Rehabilitationsprogrammen assoziiert
werden. So wurde in einer groflen Metaanalyse 32 Studien von insgesamt 8440 Patienten
eine Mortalitdtsreduktion von 31% ermittelt (Jolliffe er al., 2000). Diese ermutigende
Datenlage fithrte zu der nichsten Untersuchung, in der ermittelt wurde, ob korperliches
Training zusammen mit einer medikamentdsen Therapie als first/ine Therapie mit einer
perkutanen koronaren Intervention (PCI) vergleichbar sei (Hambrecht er al, 2004).
Dafiir wurden 101 ménnliche Patienten mit stabiler KHK zu 12 Monaten korperlichem

Training, das aus 20 min Fahrrad fahren tédglich bestand oder PCI randomisiert.
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Die wichtigsten Ergebnisse waren, dass korperliches Training mit einer hoheren
ereignisfreien Uberlebensrate (80% versus 70% PCI), mit einer 20%-igen Erhshung
der Trainingstoleranz (versus PCI und Baseline) und einem 16%-ig héheren maximalen
Sauerstoffverbrauch assoziiert war. Dariiber hinaus hat sich korperliches Training
als Teil einer multifaktoriellen Intervention als kosteneffektiver im Vergleich zu

der etablierten Behandlungsmalnahme PCI erwiesen (Hambrecht ef al., 2004).

Zur Behandlung und Vorbeugung der Hypertonie empfehlen die ESC-Richtlinien
(European Society of Cardiology) (Bonny et al, 2008) ein 30-45 min tdgliches
korperliches  Trainingsprogramm, das aus einem Ausdauertraining wie zum
Beispiel Schwimmen oder Joggen, und einem ergidnzenden Krafttraining bestand.
In einer kiirzlich erschienenen Metaanalyse (Cornelissen & Fagard, 2005) wurde der
Effekt des Ausdauertrainings auf den Blutdruck (in Ruhe und ambulant) evaluiert.
Dafiir wurden 72 Studien mit insgesamt 3936 normotensiven und hypertensiven
Teilnehmern, die entweder in die Interventionsgruppe von mindestens vier Wochen
Training oder Kontrollgruppe randomisiert wurden, ausgewertet. Als wesentliches
Ergebnis hinsichtlich der Blutdruckreduktion ergab die Metaanalyse eine Senkung des
Blutdrucks nach einem Ausdauertraining von 3,0/2,4 mmHg und einen verminderten
morgendlichen ambulanten Blutdruck von 3,3/3,5 mmHg. In der hypertensiven Gruppe
erfolgte sogar ein stirker ausgeprigter blutdrucksenkender Effekt von -6,9/-4,9 mmHg
im Vergleich zu der normotensiven Gruppe (-1,9/-1,6 mmHg).

Uber den Mechanismus, auf dem eine Trainings-induzierte Blutdrucksenkung basiert,
existieren viele Hypothesen, die fiir verdnderte neurohumorale (Somers et al, 1991;
Silva et al., 1997; Brum et al., 2000), vaskuldre (Chen et al., 1994; Spier et al., 1999) und
strukturelle Adaptationsvorginge sprechen. Uberzeugende Daten zu einer Trainings-
induzierten  strukturellen  Verdnderung konnte beispielsweise in  normotensiven
(Sexton et al., 1988; Sexton & Laughlin, 1994) und hypertensiven Ratten (Edwards &
Diana, 1978) durch einen nachweislich verminderten prékapillaren vaskuldren
Widerstand in der unteren Korperhilfte festgestellt werden. In spontanen hypertensiven
Ratten (SHR) wurde beispielsweise gezeigt, dass chronisches korperliches Training

zu einer verminderten a-adrenergen Vasokonstriktion (Chen & Chiang, 1996) fiihrte.
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Weitere vaskuldre Adaptationen durch korperliches Training sind die Trainings-induzierte
Erhohung der NO-Produktion und die verbesserte vasodilatatorische Funktion in gesunden
Individuen (Kingwell et al., 1996; Kingwell, 2000). Zusitzlich hatte Higashi et al. einen
erhohten Azetylcholin-induzierten Blutfluss nach 12 Wochen korperlicher Aktivitét
in hypertensiven Patienten und eine Reduktion des Blutdrucks in Ruhe nachgewiesen
(Higashi et al., 1999). Diese Daten lassen vermuten, dass die endothelabhéngige
Vasodilatation eine bedeutsame vaskuldre Trainings-induzierte Adaptation ist, die
z.B. zu einer Reduktion des peripheren Widerstandes bei Bluthochdruck fiihrt.
Insgesamt wurden viele Hinweise dafiir erbracht, dass korperliches Training zu
Verdnderungen der Endothelfunktion fiihrte und dariiber hinaus wiederholte
Trainingseinheiten vermutlich in chronischen Verdnderungen der vaskuldren Funktion
sowie Struktur resultierten.

Neben der Primirprophylaxe kardiovaskuldrer Erkrankungen wird korperliches Training
als nicht medikamentése Behandlungsmaflnahme im Rahmen pulmonaler Rehabilitations-
programme bei COPD der chronisch obstruktiven Lungenerkrankung eingesetzt. Die
COPD stellt eine weitere Gruppe der weltweit fiihrenden Erkrankungen dar. Schétzungen
der WHO zufolge erkrankten im Jahre 2007 210 Millionen Menschen an der COPD.
Im Jahre 2005 verzeichnete die WHO drei Millionen Menschen, die an den Folgen der
COPD starben. Bei dieser fortlaufenden rasanten Entwicklung prognostiziert die WHO,
dass die COPD im Jahre 2030 sich zu einer der weltweit drittfiihrenden Erkrankungen

entwickeln wird (http://www.who.int/respiratory/copd/en/d).

Zusitzlich zur medikamentdsen Intervention hat das korperliche Training als Teil eines
pulmonalen Rehabilitationsprogrammes einen hohen Stellenwert (Evidenzgrad A
(Worth et al., 2002). Dabei ist die Evaluierung der sechs Minuten Wegstrecke (6MWD)
eine wichtige TestgroBe fiir die funktionelle Trainingskapazitit von COPD-Kranken.
Diesbeziiglich konnte in einer klinischen Studie mit schwer erkrankten COPD-Patienten
gezeigt werden, dass die Wegstrecke wihrend des 6MWD-Tests signifikant mit der
Zeit abnahm unabhidngig von Verdnderungen in der Lungenfunktion. Die Autoren
postulierten, dass eine kiirzer zurlickgelegte Gehstrecke mit einer erhohten

Mortalitit assoziiert sei.
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Sie folgerten daraus, dass im schweren Stadium der COPD, der 6MWD-Test
gut geeignet sei, um die Mortalitit einzuschdtzen (Pinto-Plata er al, 2004).
In einer kiirzlich erschienenen Metaanalyse von Puhan et al. (Puhan et al, 2009) wurden
sechs randomisierte Studien, in denen insgesamt 219 Patienten an einem pulmonalen
Rehabilitationsprogramm teilgenommen haben, evaluiert. Hierbei wurden die Studien
ausgewertet, die korperliches Training im Vergleich zu einer konventionellen Therapie
ohne korperlichem Training untersucht haben. Als wesentliches Ergebnis konnte, bezogen
auf den primédren Endpunkt, eine Reduktion der Hospitalisierungsrate festgestellt werden.
Hinsichtlich der sekunddren Endpunkte wurde u.a eine verminderte Mortalitdtsrate und
eine verbesserte Trainingskapazitit (6MWD oder shuttle Wegstrecke) ausgewertet. Die
verbesserte funktionelle Trainingskapazitdt bestétigt die Ergebnisse einer Metaanalyse
von Lacasse et al., die 16 klinische Studien mit 669 an ciner stabilen COPD erkrankten
Teilnehmern einschloss und eine 6MWD von 48 m evaluierte, das sich dem geschitzten
Minimum eines klinisch bedeutsamen Unterschiedes von 50 m ndherte (Lacasse ef al., 2006).
Dariiber hinaus konnte eine Verbesserung der Kosteneffektivitit durch pulmonale
Rehabilitation nachgewiesen werden (Griffiths er al., 2001). Dabei ist es wichtig zu
erwdhnen, dass korperliches Training im Rahmen der pulmonalen Intervention, nicht direkt
die Lungenfunktion oder den Gasaustausch verbessert, sondern andere Manifestationen der
COPD mildert. Diesbeziiglich wurde eine erhohte Trainingstoleranz durch Veridnderung
biochemischer Prozesse im Skelettmuskel (Casaburi ef al., 1991), eine verminderte
Dyspnoe (Porszasz et al., 2005) und eine verbesserte Lebensqualitidt (Lacasse et al.,
2006) nachgewiesen. Eine Reduktion der Angstlichkeit und der Depression wurde mit
einer erhohten korperlichen Leistungskapazitdt assoziiert, wodurch alltdgliche korperliche
Aktivitdten erleichtert wurden (Troosters et al., 2005; Casaburi & ZuWallack, 2009).
Zusammenfassend ist das korperliche Training eine multifaktorielle Intervention.
Viele Daten sprechen dafiir, dass endotheliale Mediatorsysteme an den klinisch giinstigen
Effekten des korperlichen Trainings beispielsweise bei kardiovaskuldren Erkrankungen

beteiligt sind.
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1.2. Das vaskulidre NO-cGMP-System

1.2.1. Endogenes Stickstoffmonoxid (NO)

Vor etwa 30 Jahren haben Furchgott und Zawadski in Organbaduntersuchungen mit
isolierten  Kaninchenaortenringen nachgewiesen, dass die Azetylcholin-induzierte
Relaxation eines Blutgefiles endothelabhingig ist (Furchgott & Zawadzki, 1980).
Dieses Experiment fiihrte zu der Erkenntnis, dass die Endothelzellen eine endokrine
Funktion besitzen, indem sie den als ,endothelium-derived relaxing factor (EDRF)
bezeichneten Mediator freisetzen, der fiir die Regulation des Gefiltonus bedeutsam ist
(Furchgott & Zawadzki, 1980). Im Jahre 1987 konnte gezeigt werden, dass es sich hierbei
um das lipophile Radikal Stickstoffmonoxid (NO) handelt (Ignarro ef al., 1987), das als
physiologisches korpereigenes Radikal im endothelialen NO-Signalsystem, eines der
bedeutsamsten Mediatorsyteme, eine wichtige Botenstofffunktion iibernimmt. NO spielt
nicht nur im Gefillsystem eine wichtige physiologische Rolle, sondern ist auch fiir die
Funktion des Nervensystems und des Immunsystems von Bedeutung (Moncada &
Higgs, 1993).

Die Synthese von NO in der GefdBwand erfolgt durch das Enzym endotheliale NO-
Synthase (eNOS, NOS III), welches in den vaskuldren Endothelzellen stark exprimiert
wird. Die Bildung von NO setzt eine von NAD(P)H und Ca*/Calmodulin-abhingige
oxireduktive Reaktion voraus (Mayer et al, 1989; Miisch et al, 1989),
indem die Aminosdure L-Arginin zu Citrullin und NO umgesetzt wird
(Palmer et al, 1988; Schmidt er al, 1988; Bredt & Snyder, 1990).
Neben der eNOS wurden weitere Isoenzyme identifiziert, die nNOS (neuronale NOS,
NOS I) und die iNOS (induzierbare NOS, NOS II).

Die Bildung von NO durch die drei Isoformen wird gehemmt durch verschiedene
L-Arginin-Analoga, beispielsweise durch L-NYmonomethyl-L-Arginin (L-NMMA),
NO-Nitro-L-Arginin ~ (L-NA),  N9Nitro-L-Argininmethylester ~ (L-NAME)  (Palmer
et al, 1988) und durch asymmetrisches Dimethylarginin (Vallance et al., 1992).

Grundsétzlich unterscheiden sich die Isoenzyme dahingehend, dass wéihrend fiir
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die Aktivierung der beiden konstitutiv exprimierten eNOS und nNOS, Ca** und
Calmodulin benétigt wird, die Expression der induzierbaren iNOS im Gewebe durch
Lipopolysaccharide und Zytokine erfolgt (Hecker et al, 1994; Kamijo et al., 1994).
Dariiber hinaus konnte eine weitere Isoform die mitochondriale NOS (mtNOS)
identifiziert werden (Bates et al.,, 1996), deren funktionelle Bedeutung auf die
mitochondriale Funktion in vivo ndher untersucht werden muss (French er al, 2001).
Die Isoenzyme unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Lokalisation.

So findet sich die nNOS im Gehirn, peripheren Nerven einschlielich postgangliondren
Nerven, die Blutgefile innervieren, im Skelettmuskel und in den Nieren (Bredt et al.,
1990), wiéhrend die eNOS konstitutiv liberwiegend in Endothelzellen exprimiert wird
(Forstermann et al., 1991; Pollock et al, 1991) und in arteriellen und vendsen
Endothelzellen von humanen sowie vielen verschiedenen Gewebetypen vorgefunden wird
(Pollock et al., 1993). Neben den Endothelzellen wurde sie auch in nicht endothelialen
Zelltypen identifiziert, beispielsweise in humanen Blutpldttchen (Sase & Michel, 1995;
Wallerath ef al., 1997; Kleinbongard et al., 2006), sowie Neuronen des Hippocampus der
Ratte und anderen Gehirnregionen (Dinerman et al., 1994; Abe et al, 1997).
Es ist mehrfach beschrieben worden, dass die Monomere der eNOS, die ein aktives eNOS-
Dimer bilden, myristoyliert und palmitolyiert (Busconi & Michel, 1993; Sessa et al.,
1993; Robinson et al., 1995) sind und auf diese Weise mit intrazelluliren Membranen
assoziiert sind. Diese Membranassoziation ist erforderlich fiir die Phosphorylierung und
Aktivierung der eNOS durch verschiedene Stimuli wie zum Beispiel dem vaskuldren
endothelialen Wachstumsfaktor, VEGF (Sessa et al., 1995; Fulton et al., 2002).
Es wurden mindestens drei Membrankompartimente, in denen eine funktionell aktive
eNOS detektiert wurden, identifiziert. Von diesen sei genannt die Plasmamembran
(Hecker et al., 1994), plasmalemnale Caveoli (Feron et al., 1996; Garcia-Cardena et al.,
1996; Shaul et al., 1996) und der Golgi Apparat (O‘Brien et al., 1995; Sessa et al., 1995;
Liu et al, 1997a). Ein Beispiel fiir die funktionelle membrandre Assoziation ist der
Nachweis einer Interaktion der eNOS mit Caveolin-1, die dafiir sorgt, dass die eNOS
in einem inaktiven Zustand vorliegt, welcher durch die exogene Gabe von Calmodulin
aufgehoben werden kann (Michel er al., 1997). Wie bereits erwéhnt, handelt es sich

bei der eNOS und nNOS um konstitutiv exprimierte Enzyme, was bedeutet, dass sie
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unter normalen physiologischen Bedingungen exprimiert werden. Jedoch ist inzwischen
bekannt, dass das Ausmall der Expression durch verschiedene Faktoren verdndert
werden kann. In dieser Forschungsarbeit interessierte vor allem die Regulation der
Expression der eNOS durch verschiedene Stimuli, beispielsweise durch korperliches
Training. Unter Basalbedingungen produziert die eNOS NO im nanomolaren Bereich
und wird durch Verdnderungen der zytosolischen Kalziumkonzentration aktiviert (Nathan
& Xie, 1994). So reicht ein Anstieg der intrazelluldren Kalziumkonzentration von ca.
0,1 uM auf ca. 1 uM aus, um die eNOS zu aktivieren. Die Erhohung des Kalziumspiegels
kann dabei entweder durch Stimulation von Rezeptoren oder experimentell direkt
durch Erhohung des Kalziumfluxes erfolgen. Diesbeziiglich hat Feudis et al. erwiesen,
dass die direkte Erhéhung des intrazelluliren Ca**-Spiegels mittels Calciumionophor
A23187 zu einer endothelabhidngigen Relaxation fithrte (De Feudis, 1988).
Der wichtigste endogene Stimulus, der zu einer eNOS-Aktivierung vermittelten
endogenen Erhohung der NO-Bioverfiigbarkeit fiihrt, ist die Scherkraft, die
durch den Blutfluss auf das Endothel iibertragen wird (Pohl er al., 1986).
Es konnte gezeigt werden, dass die Scherung von Endothelzellen zu einer Aktivierung
der Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI(3)K) fiihrte, die nachfolgend die Serinkinase
Akt/Proteinkinase B (PKB) aktivierte, welche die eNOS an Position Serin''”” (humane
eNOS) phosphorylierte, und zu einer erhohten eNOS-Aktivitit fiihrte (Go et al., 1998;
Dimmeler et al., 1999). Andere Stimuli wie zum Beispiel Ostrogene (Lantin-Hermoso
et al., 1997), VEGF (Dimmeler et al., 1999), Insulin (Kim et al., 2001) oder Bradykinin
(Fleming et al., 2001) fiihrten ebenfalls zu einer schnellen Phosphorylierung an Serin''”’
unter Beteiligung unterschiedlicher Kinasen. Wahrend die Phosphorylierung an Serin''”’
durch VEGF hauptsédchlich Akt-vermittelt war, stimuliert Insulin die Akt und die AMP-
aktivierte Proteinkinase (AMPK).

Der hier beschriebene Phosphorylierungsmechanismus, mit Ausnahme der Bradykinin-
induzierten Ser''”’-Phosphorylierung, wird als Ca?*-unabhidngige Aktivierung der
eNOS bezeichnet. Die Scherkraft-induzierte Erhohung der eNOS-Aktivitit wurde
durch Chelatisierung von intrazelluliren Ca?* aufgehoben und schien zunichst

von der Ca*"-Konzentration abzuhingen. Jedoch erfolgt die Scherkraft-induzierte
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Aktivierung der eNOS bereits bei basalen Ca?"-Konzentrationen (Dimmeler et al., 1999).
Dariiber hinaus existiert eine negative regulatorische Seite in der eNOS, die Position
Thr*®, die in der phosphorylierten Form mit einer Abnahme der Enzymaktivitit
einhergeht (Fleming et al., 2001a).

Ein anderer bekannter Mechanismus, der zu einer Aktivierung der eNOS fiihrt, ist
beispielsweise die parasympathische Innervation iiber muskarinerge M,-Rezeptoren.
Hierbei  fiihrt die  durch  Azetylcholin-induzierte — muskarinerge =~ M,-Rezeptoren
Aktivierung zu einer eNOS-vermittelten Vasorelaxation (Furchgott & Zawadzki, 1980).
Ein weiterer bedeutsamer NO-Mediator ist das Oligopeptid Bradykinin, das in
Endothelzellen die eNOS durch einen Ca*-vermittelten Mechanismus stimuliert und
tiber eine erhohte Bildung von NO und cGMP zu einer Vasorelaxation fiihrt (Busse &
Fleming, 1995; Vanhoutte ef al., 1995).

Erst kiirzlich wurde die Position Tyr* in der eNOS als Andockstelle fiir die Scr-Kinase-
vermittelte Phosphorylierung der eNOS in BAECs identifiziert. Die Phosphorylierung
an dieser Stelle schien u.a durch oxidativen Stress induziert worden zu sein

(Fulton et al.,2005; Fulton et al., 2008).

1.2.2. Mechanismen der NO-Wirkungen

Die Wirkungen von endogenem NO betreffen vielfiltige Korperfunktionen. Beispiels-
weise ist NO an der Regulation des Vasotonus, des Atemwiderstandes, des Tonus der
gastrointestinalen und wurogenitalen glatten Muskulatur, der Thrombozytenaggregation,
der neuronalen Erregungsiibertragung im ZNS und im autonomen Nervensystem
beteiligt (Moncada & Higgs, 1991; Snyder & Bredt, 1992; Moncada & Higgs, 1993;
Nathan & Xie, 1994). Die meisten dieser Wirkungen wie auch der Mechanismus der
Vasodilatation werden {iber die Aktivierung der I16slichen Guanylatzyklase (soluble
guanylyl cylclase, sGC) vermittelt (Holzmann, 1982; Moncada er al., 1988). Dabei
diffundiert das NO in die glatte Muskelzelle und stimuliert die sGC, die Guanosintriphosphat
(GTP) zu dem zyklischen Guanosinmonophosphat (cGMP), das als second
messenger die cGMP-abhingigen Proteinkinasen (PKGs) aktiviert, die ihrerseits

durch Phosphorylierungsreaktionen die jeweiligen Effekte auslost (Schultz ef al, 1977,
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Ignarro et al., 1999). Die PKG ist eine Serin/Threonin-spezifische Proteinkinase, die in
zwel Formen auftritt, die PKG-I und PKG-II, von denen die PKG-I in zwei Isoformen,
PKG-lIo und PKG-IB vorkommt und groBtenteils fiir die vasodilatatorischen Effekte
sowie die Hemmung der Pléittchenaggregation verantwortlich ist (Pfeifer ef al., 1998;
Massberg et al., 1999).

Der Abbau von cGMP erfolgt durch die Phosphodiesterase-V (PDE-V) zu
Guanosinmonophosphat (GMP). Dabei handelt es sich um eine Konkurrenzsituation
zwischen der PKG und der PDE-V um das cGMP. Die PDE-V besitzt eine als GAF
bezeichnete katalytische Doméne, die durch Andocken des cGMPs eine Konformations-
dnderung der PDE-V bewirkt. Durch diesen aufo feed back Mechanismus wird die
katalytische Aktivitit fir cGMP aktiviert. Uberdies kann die PDE-V auch selbst durch
die Proteinkinase G (>PKA) phosphoryliert werden (Thomas et al., 1990; Turko et al.,
1998). Dies hat einen positiven feed back Mechanismus zur Folge, indem die cGMP-
Bindungsaffinitit zur GAF-Doméne gesteigert und auf diese Weise die katalytische
Aktivitdat erhoht wird (Corbin ef al., 2000). Die Folge ist eine erhebliche Sequestrierung
zelluldrer Mengen an ¢cGMP, wodurch eine verringerte cGMP-Bereitstellung fiir die PKG
resultiert (Gopal et al., 2001). Die allosterische Bindung des cGMP an die PDE-V schafft
vermutlich den Vorteil eines intrazelluldren Speicherortes und schiitzt somit vor Katalyse
und konnte bei abfallenden c¢cGMP-Konzentrationen potentiell zu einer Freisetzung des
Pools fiihren (Gopal ef al., 2001; Kotera et al., 2004).

Eine weitere Phosphorylierungsreaktion der cGMP-abhingigen Aktivierung der PKG
in den glatten Muskelzellen ist die Phosphorylierung des Phospholambans (Cornwell
et al., 1991), ein Protein in der Membran des sarkoendoplasmatischen Retikulums.
Die Folge ist eine Pentamerisierung durch die Zusammenlagerung der Monomere und
damit die Aufhebung der Hemmung der Kalziumpumpe des sarkoplasmatischen und
endoplasmatischen Retikulums (SERCA) (Simmerman & Jones, 1998). Darauthin
wird vermehrt Kalzium in das sarkoendoplasmatische Retikulum zuriickgespeichert.
Desweiteren ~ wird IRAG  (IP,-Rezeptor-assoziiertes-PKG-Substrat)  phosphoryliert,
wodurch die [P -vermittelte Freisetzung von Kalzium aus dem sarkoendoplasmatischen
Retikulum gehemmt wird (Schlossmann et al., 2000).

Zusitzlich  bewirkt die Phosphorylierung von Kalzium-abhéngigen Kaliumkanélen
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(K.,-Kanile) eine Hyperpolarisation durch gesteigerten Kaliumausstrom (Sausbier ef al.,
2000). Die K_-Kanidle konnen gleichzeitig auch iiber einen ¢GMP-unabhidngigen Weg
aktiviert werden. Hierbei konnte gezeigt werden, dass NO selbst die Kaliumkanile in
glatten Muskelzellen stimuliert (Bolotina ez al., 1994).

Diese aufgefiihrten Mechanismen fiihren {iber eine Senkung der intrazelluldren

Kalzium-Konzentration in der glatten Muskelzelle zu einer Vasodilatation.
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Abbildung 1.2.2.1: Schematische Darstellung des NO-cGMP-Signalweges. NO wird in der
Endothelzelle durch die eNOS synthetisiert, indem L-Arginin zu NO und Citrullin umgesetzt
wird. Die eNOS kann aber auch direkt durch den aktivierten Bradykinin-2-Rezeptor (BKR-2)
stimuliert werden. NO diffundiert durch die glatten Muskelzellen und aktiviert die sGC, welche die
Umwandlung von GTP zu cGMP katalysiert. Das cGMP aktiviert dann die PKG, welche iiber
Phosphorylierungen mehrerer Proteine eine Verminderung der intrazelluldren Ca**-Konzentration
hervorruft und auf diese Weise eine Relaxation erfolgt (Fiir nihere Erlauterungen siehe den
laufenden Text). B2: Bradykinin-2-Rezeptor; BK: Bradykinin; IRAG: IP,-Rezeptor-assoziiertes-
PKG-Substrat; IP,: Inositoltrisphosphat; PKG: Proteinkinase G; SERCA: Kalziumpumpe des
sarkoplasmatischen und endoplasmatischen Retikulums. Modifiziert nach Kojda (Pharmakologie/Toxikologie
systematisch 2. Auflage).

Neben dem gut untersuchten vasodilatatorischen Effekt von NO (Nathan & Xie,
1994) wirkt NO auch antiaggregatorisch auf Thrombozyten (Rao et al, 1990) und

22



EINLEITUNG

antiadhédsiv auf Leukozyten (Kubes er al,, 1991). Ebenfalls wurden antiproliferative
(Scott-Burden & Vanhoutte, 1993) und antioxidative NO-Effekte beobachtet (Balla
et al., 1992; Moncada & Higgs, 1993; Gewaltig & Kojda, 2002).

Die antioxidativen Effekte von Stickstoffmonoxid beruhen auf der Induktion
verschiedener Proteine entweder durch NO selbst oder durch die Hochregulation von
Proteinen, die seinen Abbau schiitzen.

Der Hauptweg der biologischen Metabolisierung von NO ist die Bildung von Nitrit
und Nitrat. NO kann aber auch sehr schnell mit Superoxid zu Peroxynitrit reagieren,
welches ein sehr viel starkeres Oxidans ist als Superoxid selbst. Das Peroxynitrit reagiert
sehr schnell mit Kohlendioxid (CO,) zu einer Karbonatverbindung (ONOOCO),),
die rasch in ein Karbonat-Radikal und einem Stickstoffdioxid-Radikal zerfillt
(Bonini et al., 1999) oder es oxidiert freie Thiole in-vivo (Koppenol, 1998). Die Folge
ist eine Lipidperoxidation, wodurch Proteine durch Nitrierung von Tyrosin, Bildung
von Dityrosin sowie die Oxidation von Thiolen geschidigt werden und die antioxidative
Kapazitidt der GefdBzellen durch schnelle Oxidation undissoziierter Thiole gesenkt wird
(Radi et al., 1991; Ischiropoulos et al., 1992; Pfeiffer et al., 2000; Bonini & Augusto, 2001;
Gewaltig & Kojda, 2002).

Superoxid entsteht aus vielen Quellen, beispielsweise in Mitochondrien als
ein  Stoffwechselnebenprodukt der  CYP-Oxygenasen, durch  Xanthin-Oxidase,
Stickstoffmonoxid-Synthasen und insbesondere durch NAD(P)H-Oxidasen (Griendling et
al., 2000; Forstermann, 2010). Es existieren spezifische Mechanismen, die dazu dienen,
Superoxid schnell unschddlich zu machen, und auf diese Weise oxidative Prozesse in
Zellen und Geweben verhindern konnen. Hierzu zdhlen die Superoxid-Dismutasen [
(CuZn-SOD), 11 (Mn-SOD) und III (extrazellulire SOD, ecSOD), die fiir den Abbau
von Superoxid zu Sauerstoff und Wasserstoffperoxid verantwortlich sind (Nozik-
Grayck et al, 2005). Die SOD unterscheiden sich in ihrer Lokalisation. Die CuZn-
SOD liegt im Zytosol vor, die Mn-SOD im Mitochondrium und die ecSOD ist zu 99% in
der Membran von Endothelzellen lokalisiert. Die ecSOD wird in den vaskuldren glatten
Muskelzellen exprimiert und anschlieBend in das Interstitium sekretiert (Stralin er al.,
1995). Sie bindet an der dufleren Membran der Endothelzellen und schiitzt das NO, indem

sie vermutlich den Transit von endothelialem NO zur glatten Muskelzellschicht sichert
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(Jung et al., 2003). So befindet sich die ecSOD in hochster Konzentration tatsdchlich
zwischen der Endothelzellschicht und dem glatten Muskel.
In der vorliegenden Arbeit wurde der Fokus besonders auf die Regulation der Expression
der ecSOD auf Verdnderungen der NO-Bioverfiigbarkeit gesetzt. Das durch die
SOD katalysierte Wasserstoffperoxid ist ungeladen, kann durch die GefiBwand
permeieren und ist metabolisch stabiler als andere reaktive Sauerstoffspezies.
Intrazellular  gebildetes  Wasserstoffperoxid  fungiert als sekunddrer  Botenstoff
und vermittelt lokal verschiedene Signale (Cai, 2005). Die Bildung von
Wasserstoffperoxid kann auf verschiedenen Wegen erfolgen (s. Abbildung 1.2.2.2):
1. Aus  molekularem  Sauerstoff  entsteht iiber eine  1-Elektronenreduktion
Superoxid, das durch die SOD zu H,O, katalysiert wird.
2. Uber eine 2-Elektronenreduktion entsteht aus molekularem Sauerstoff direkt H,0,.
Der Abbau von H,O, selbst kann durch mehrere Wege erfolgen. So fiihrt eine Katalase-,
Glutathionperoxidase-, oder Thiol-vermittelte Katalyse zu einem Abbau von H,O, zu
H,O und molekularen Sauerstoff. In der Gegenwart von Schwermetallen kann aber auch
eine Uber Eisen(Il)-katalysierte ~Reaktion (Fenton-Reaktion) das sehr reaktive
Hydroxylradikal (OH") gebildet werden. Sehr reaktive Stickstoffdioxidradikale (NO,’)
entstehen aus der Verbindung I (Compound I), welches ein Produkt der H,O,-Oxidation
von Fe* -haltigen Enzymen wie z.B. der Katalase oder der Myeloperoxidase (MPO) ist.
Diese Verbindung I oxidiert NO zu einem Stickstoffdioxidanion (NO,), welches
wiederum mit NO, reagiert und das Stickstoffdioxidradikal (NO,) entsteht.
Dieses  Stickstoffdioxidradikal kann verschiedene Proteine nitrieren und auf

diese Weise Nitrotyrosin bilden (Baldus ef al, 2002; Brennan et al., 2002).
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Abbildung 1.2.2.2: Schematische Darstellung der biochemischen Wege des Wasserstoffperoxid

Metabolismus. Néhere Erlduterungen s. laufenden Text. Gpx: Gluthationperoxidase; MPO:
Myeloperoxidase. Modifiziert nach Cai et al. (Cardiovasc. Res, 2005).

1.2.3. Pathophysiologie der NO-Wirkungen

In nahezu allen entwickelten Landern der Erde sind heute kardiovaskuldre Erkrankungen
die mit Abstand hdufigste Todesursache (WHO). Dabei stehen vor allem thrombotische
Ereignisse wie der Herzinfarkt oder der Schlaganfall im Vordergrund. Zugrunde liegen
pathologische Verdnderungen der arteriellen GefdBwand, die eine drastische Einschrinkung
der Gefdlfunktion nach sich ziehen. Diese pathologischen Verdnderungen sind das
Ergebnis eines multifaktoriellen Geschehens, an welchem radikalische Verbindungen einen
erheblichen Anteil haben.

Nach der Entdeckung des EDRF haben Jayakody et al. in einem experimentellen Ansatz
eine Verminderung der Azetylcholin-induzierten endothelabhidngigen Vasorelaxation bei
Hypercholesteroldmie nachgewiesen (Jayakody er al., 1985). Durch dieses Experiment
konnte das Phdnomen einer sogenannten endothelialen Dysfunktion identifiziert
werden, als einer der ersten Verdnderungen der Gefdllfunktion bei der Entstehung der
Atherosklerose (Ludmer et al., 1986; Schachinger et al., 2000; Bonetti et al., 2003).

Diese Fehlfunktion ldsst sich bei Erkrankungen, wie Hypertonie, Hypercholesteroldmie,
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koronare Herzkrankheit (KHK), verschiedenen Formen der Herzinsuffizienz und Diabetis
nachweisen (Moncada & Higgs, 1993).

Es wird angenommen, dass dieser Ursache ein Ungleichgewicht zwischen proatherogenen
Faktoren, wie dem Angiotensin II, sowie verschiedenen Zytokinen und antiatherogenen
Markern, beispielsweise Prostazyklin und NO, zugrunde liegt. Dies hat zur Folge, dass
vermehrt Sauerstoffradikale bei gleichzeitig verminderter antioxidativer Kapazitit der
GefiBBwand gebildet werden (Francois & Kojda, 2004) und somit als oxidativer Stress
bezeichnet wird (Harrison, 1997).

Risikofaktoren hierfiir sind zum Beispiel Rauchen, Bewegungsmangel, Ubergewicht,
Hypercholesteroldmie, Hypertonie und Diabetis mellitus, die u.a. zu einer Aktivierung
der NAD(P)H-Oxidase fiihren, welche vermehrt Superoxidanionen bildet. In der Folge
wird Peroxynitrit gebildet, das zum einen die eNOS entkoppeln kann, die darauthin selbst
Sauerstoffradikale produziert, und zum anderen die sGC (Weber et al., 2001) sowie die
Prostazyklinsynthase (Zou & Ullrich, 1996; Zou et al., 1997) hemmt. Diese Prozesse fithren
grundsitzlich zu einer Reduktion der NO-Bioverfiigbarkeit und damit zu einer verminderten
vasoprotektiven Wirkung von NO, so dass die Entstehung und die Progression der
Atherosklerose beschleunigt wird (Schachinger et al., 2000).

Daher spielt die Pridvention, das heillt die Vermeidung der Risikofaktoren, eine grofle
Rolle bei der Vorsorge und der Behandlung von kardiovaskuldren Erkrankungen wie
zum Beispiel der koronaren Herzkrankheit.

Wasserstoffperoxid, das unter dem Einfluss von Superoxidanionen im Geféflgewebe steht,
kann sowohl fordernd als auch hemmend auf die Entwicklung von oxidativ bedingten
krankhaften GefdBBverdnderungen wirken. So konnte in tierexperimentellen Studien mithilfe

verschiedener in-vivo Modelle die Rolle von H,O, versus O ”

,~ in der Entwicklung der

Atherosklerose untersucht werden. Hierbei wurden Maiuse mit entweder einer Cu/Zn-
SOD- (Cu/Zn-SOD*™") oder einer Katalase-Uberexpression (Cat*™) mit Apolipoprotein
E-defizienten Miusen (apoE”) gekreuzt. Der Hauptbefund war, dass, wihrend die
Uberexpression der Cu/Zn-SOD keinen Effekt auf atherosklerotische Plaquebildungen hatte,
in Cat™-Miusen oder im Co-Uberexpressionsmodell von Katalase und Cu/Zn-SOD eine

verminderte Atheroskleroseentwicklung nachgewiesen werden konnte (Yang et al., 2004).
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Diese Daten stimmten {iberein mit den Ergebnissen von Tribble et al., die gezeigt haben,
dass in apoE’-Mé4usen, die mit einer fettreichen Diit gefiittert wurden, die Cu/Zn-SOD-
Uberexpression keine Atherosklerose bewirkte (Tribble et al., 1997). Diese Ergebnisse
fiihrten zu der Hypothese, dass H,O, ein stirkeres atherogenes Potential besitzt als O,".
Jedoch zeigten Untersuchungen in transgenen Mé&usen mit endothelspezifischer
Katalase-Uberexpression ~ (Cat™),  dass HO, an der  Trainings-induzierten
Hochregulation der eNOS beteiligt war (Lauer et al, 2005). Durch die Hemmung
der Katalase in den Cat™-Mdusen konnte nach korperlichem Training eine
vermehrte eNOS-Expression in der Aorta nachgewiesen werden, wohingegen in
unbehandelten ~ Cat™-Méusen  keine  Trainings-induzierte =~ Hochregulation  der
eNOS-Expression durch korperliches Training hervorgerufen wurde (Lauer et al., 2005)

(s. 1.3.1). Diese Daten lassen vermuten, dass H,O, ein entscheidener Stimulus fiir die

Regulation der eNOS-Expression durch korperliches Training in  vivo ist.

1.3. Verinderung der vaskuliren NO-Bildung durch korperliches Training,
genetische Manipulation und Pharmakotherapie

1.3.1. Effekt des korperlichen Trainings auf die vaskulire NO-Bildung in arteriellen
Geweben

Die Mechanismen, tiber die korperliches Training zu positiven Effekten auf
die GefiBBe fihrt, sind multifaktoriell und noch nicht vollstindig aufgeklart
(Kojda & Hambrecht, 2005). Eine Schliisselfunktion scheint hierbei die arterielle eNOS
zu spielen, die vielen Tier- und Humanstudien zufolge, durch korperliches Training
hochreguliert wird (Sessa et al., 1994; Maroun et al., 1995; Delp & Laughlin, 1997;
Woodman et al., 1997). Sessa et al. hatte erstmalig 1994 eine durch korperliches Training
gesteigerte eNOS-Expression und -Aktivitdit am Hund zeigen konnen (Sessa et al., 1994).
Fast zeitnah konnten Wang et al. beobachten, dass korperliches Training die
endothelabhéngige Vasodilatation in epikardialen Arterien von Hunden erhohte

(Wang et al., 1993).
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Die funktionelle Bedeutung einer verbesserten endothelialen  Funktion  fiir
den koronaren Blutfluss konnte in klinischen Studien bestitigt werden. So
wurde in einer Studie mit KHK-Patienten nachgewiesen, dass beim intensivem
korperlichen  Training von  vier Wochen fiir 10 min 6-mal  tédglich,
die intrakoronare ~ Applikation ~ von  Azetylcholin  zu einer signifikant
verminderten = paradoxen  Vasokonstriktion und einer 29%-igen  vergroBerten
koronaren Blutflussreserve im Vergleich mit den untrainierten KHK-Patienten fiihrte
(Hambrecht et al., 2000). Uberdies wurde in einer anderen klinischen Studie mit
chronisch herzinsuffizienten Patienten nachgewiesen, dass sechs Monate korperliches
Training auf dem Ergometer fir 20 min am Tag bet einem 70%-igen
Spitzensauerstoffverbrauch ausreichte, um den peripheren vaskuliren Widerstand
zu vermindern. Zusétzlich wurden eine kleine, aber signifikante Verbesserung des
Schlagvolumens und eine reduzierte Kardiomegalie beobachtet (Hambrecht et al., 2000).
Diese Arbeitsgruppe zeigte spiter, dass nach vier Wochen tdglichen Hanteltrainings eine
signifikant verbesserte endothelabhdngige Vasodilatation der Radialarterie erfolgt war.
Dieser Effekt wurde sogar durch die gleichzeitig verabreichte orale Supplementierung
mit dem Vorldufer der endogenen NO-Produktion, L-Arginin, verstidrkt (Hambrecht ez al.,
2000; Adams et al., 2005). Diese Trainings-induzierte vaskuldre Adaptation konnte fiir
eine verbesserte Trainingskapazitit sorgen, da die Gefdlle stirker erweitert werden
und einen erhohten Blutfluss sowie eine verbesserte Sauerstoffversorgung des Muskels
ermoglichen. Zusammenfassend deuten diese Befunde darauf hin, dass korperliches
Training die NO-Bioverfiigbarkeit erhoht und die Aktivierung des NO-cGMP-Signalweges

zu den vaskuldren giinstigen Wirkungen des korperlichen Trainings beitragt.

* Mechanismus der Regulation der eNOS-Expression durch korperliches Training

Korperliches Training erhoht die Herzfrequenz, wodurch die mechanischen Krifte
auf die Blutgefile vergroBert werden. Hierbei spielt die Scherkraft der Blutgefifle
als physiologischer Aktivator der basalen endothelialen NO-Produktion neben dem
pulsatilen (mechanische Dehnung) und intramuralen Druck die grofite Rolle. Es wird

angenommen, dass die Trainings-induzierte Erhoéhung der eNOS-Expression eng mit
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den Verdnderungen der Frequenz und dem Ausmall der physikalischen Krifte auf das
BlutgefiaBsystem korreliert (Kojda & Hambrecht, 2005).

In gescherten isolierten Endothelzellen (laminare Scherkraft) konnte eine gesteigerte
eNOS-mRNA- und Proteinexpression festgestellt werden (Fleming &  Busse,
2003). Es wurde nachgewiesen, dass die laminare Scherkraft die Phosphorylierung
und Aktivierung der Proteinkinase c¢-Src induziert und auf diese Weise zu einer
erhohten  eNOS-Proteinmenge, durch  Steigerung der eNOS-Transkription und
Stabilisierung der eNOS-mRNA, fithrte (Davis et al, 2001; Davis et al, 2003).
Die an der erhohten eNOS-Transkription beteiligten Signalwege scheinen die c-Src-
bedingte Aktivierung der Ras und anschlieBende Phosphorylierung von ERKI1/2
und MEKI1/2 zu involvieren, wohingegen die Stabilisierung der eNOS-mRNA {iiber
ERK1/2 und MEKI1/2 unabhingige Mechanismen erfolgen (Awolesi et al, 1995;
Uematsu et al.,, 1995). Einhergehend mit diesen Befunden konnte in transgenen c-Src*-
heterozygoten Miusen gezeigt werden, dass korperliches Training keine Hochregulation der
eNOS-Proteinexpression im Vergleich zu C57Bl/6-Miusen bewirkte (Davis et al.,
2001). Ein weiterer Mechanismus einer Trainings-induzierten eNOS-Hochregulation,
ist vermutlich die Beteiligung des vaskuldren oxidativen Stresses. Diesbeziiglich
wurde nachgewiesen, dass die Scherkraft die vaskuldre ROS-Produktion durch einen
endothelabhdngigen = Mechanismus  steigerte (Laurindo et al,, 1994). Hierbei
aktiviert sowohl laminare als auch die oszillatorische Scherkraft die endotheliale
NAD(P)H-Oxidase (De Keulenaer et al., 1998). Als Konsequenz wird vermehrt Superoxid
und folglich Wasserstoffperoxid gebildet. Interessanterweise erfolgte in Endothelzellen
als Antwort auf die exogene Applikation von H,O, eine Erhohung der eNOS-mRNA-
Expression und -Stabilitdt (Drummond ef al., 2000). Die H, O -induzierte Steigerung der
eNOS-Expression und -Aktivitdt konnte auch von anderen Arbeitsgruppen nachgewiesen
werden (Drummond e al., 2000; Davis et al., 2001; Cai et al., 2003). Dieser H,O,-
vermittelte Effekt auf die eNOS-Expression war unabhédngig von der Scherkraft-
induzierten eNOS-Hochregulation, da die Applikation eines Katalase-Hemmers
die Scherkraft-induzierte Hochregulation der eNOS nicht beeinflusste. In spéteren
Studien ~ konnte  erwiesen  werden, dass am  Mechanismus der H,O,-

induzierten eNOS-Hochregulation die Ca’"-abhingige Erhohung der
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Calmodulin-Kinase = 2-  Phosphorylierung mit nachfolgender  Aktivierung  der
Janus-Kinase 2 beteiligt war (Cai ef al., 2001).

)

ERK/1/2 JaK?2
MEK1/2 \
/ CaM-K?2
Ras
y \
PK c-Src H,O,
7 3
Scherkraft oxidativer Stress

Abbildung 1.3.1.1: Zwei schematisch dargestellte Mechanismen die zu einer Hochregulation
der eNOS fithren. PK: Proteinkinase, CaM-K2: Calmodulin-Kinase2, JaK2: Janus-Kinase2.
Modifziert nach Lauer N.(Cuvillier Verlag 2002).

Die Beteiligung des Wasserstoffperoxids am Mechanismus der Trainings-induzierten
Hochregulation der eNOS konnte auch in-vivo mithilfe von endothelspezifisch {iber-
exprimierenden Katalase-Mdusen (Cat™) bestitigt werden (Lauer er al, 2005). Dies-
beziiglich zeigten die Ergebnisse, dass korperliches Training in Cat™-Midusen zu
keiner eNOS-Hochregulation fiihrte, sondern erst durch Hemmung der Katalase mittels
Aminotriazol. Die Cat™-Mé&use wiesen einen verminderten systolischen Blutdruck von
102,7+/-2,2 mmHg auf im Vergleich mit ihren transgen negativen Geschwistertieren
(Cat", 115,6+/-2,5 mmHg) und C57BL/6-Midusen (118,4+/-3,06 mmHg) (Suvorava
et al., 2005). Die Aminotriazol-Behandlung der transgenen Tiere war effektiv, da der
Blutdruck in den hypotensiven Cat™-Maiuse auf ca. 120 mmHg angehoben werden konnte
(Suvorava et al., 2005). Die Aktivitdit des iiberexprimierten Katalaseproteins fiihrte
vermutlich zu einer Begrenzung von vaskuliren H,O, durch korperliches Training,
da trainierte Cat™-Mé&use im Vergleich zu den Cat"-Méusen keine Verdnderungen

der eNOS-Proteinexpression und -Aktivitdt aufwiesen (Lauer et al, 2005).
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Diese Daten unterstiitzen die Hypothese, dass endogenes H,O, an Trainings-induzierten
endothelialen Adaptationsvorgédngen durch eine Stimulierung der eNOS-Expression

beteiligt ist.

Eine moglicherweise wichtige physiologische Adaptation auf den erhohten oxidativen
Stress durch korperliches Training ist beispielsweise die vermehrte Expression der
SOD. Die vermehrte SOD-Expression wiirde gleichzeitig die Hypothese einer durch
H,O,-stimulierten  Trainings-induzierten =~ Hochregulation ~der eNOS  unterstiitzen.
Beispielsweise belegten zellexperimentelle Ergebnisse, dass die Scherkraft ein direkter
wichtiger Stimulus fiir die Expression der Cu/Zn-SOD in Endothelzellen war (Inoue
et al, 1996). Auf der anderen Seite fiihrte indirekt, die durch korperliches Training
vermehrte Freisetzung von NO, zu einer Hochregulation der ecSOD in vaskuldren
glatten Muskelzellen (Fukai et al, 2000). Auf diese Weise konnte gebildetes Superoxid
wihrend der korperlichen Aktivitdt rascher zu Wasserstoffperoxid abgebaut werden.
Zusammengefasst scheinen beide, Wasserstoffperoxid und c-Src, am Mechanismus der

Trainings-induzierten Hochregulation der eNOS in Endothelzellen beteiligt zu sein.

* [Effekt des korperlichen Trainings auf den vaskuliren oxidativen Stress

Es ist bekannt, dass der Sauerstoffverbrauch unter Trainingsbedingungen infolge der
erhohten metabolischen Prozesse in der Skelettmuskulatur und im Herzmuskel ansteigt
und dadurch vermehrt Sauerstoffradikale produziert werden (Sjodin et al, 1990; Ji,
1999). Die Akuteffekte des korperlichen Trainings konnten in einer klinischen Studie
mit Teilnehmern der Tour de France 2001 dargestellt werden. Es wurde nachgewiesen,
dass die Xanthinoxidase (XO) an der Gewebeschddigung durch erschopfendes Training
beteiligt war. Durch Messung bestimmter Marker als Indices fiir die Gewebeschddigung
wie Kreatininkinase und Aspartataminotransferase-Aktivitit konnte demonstriert werden,
dass diese Marker in Allopurinol-behandelten, einem XO-Hemmer, im Vergleich mit
den unbehandelten Athleten 3-fach reduziert waren (Gomez-Cabrera et al, 2003).
In einer weiteren Studie wurde nachgewiesen, dass Marathonldufer, die kein Allopurinol

erhielten, nach dem Marathonlauf signifikant erhohte XO-Plasmakonzentrationen,
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erhohte Aktivierung der p50-Untereinheiten des NF-kB-Komplexes in Lymphozyten
und  gesteigerte  Malondialdehydkonzentrationen  aufwiesen, im  Vergleich  mit
den Allopurinol-behandelten Laufern (Gomez-Cabrera et al, 2006). In einer
tierexperimentellen Studie an Ratten wurde nach einem erschopfenden korperlichen
Training neben einer Aktivierung des NF-kB-Signalweges im Skelettmuskel eine erhohte
Expression der Mn-SOD festgestellt (Ji et al., 2004). Diese Daten deuten darauf hin,
dass freie Radikale zum einen eine Gewebeschddigung herbeifithren und zum anderen
das antioxidative System durch die Hochregulation antioxidativer Enzyme verstirken.
Im Gegensatz zum akuten Training scheint ein moderates Training von mehreren Wochen,
die Aktivitdt antioxidativer Enzyme, wie zum Beispiel die eNOS und die ecSOD zu
induzieren, wie bereits in der Studie von Fukai et al. nach drei Wochen moderaten
Training gezeigt werden konnte (Fukai et al., 2000).

Die Effekte nach einem Langzeittraining wurden in einer tierexperimentellen Studie
mit weiblichen Yucatan Minischweinen untersucht. Hierbei konnte nach 16-19 Wochen
Training eine erhohte Cu/Zn-SOD-Expression und -Aktivitdit in der Aorta sowie
eine verminderte Proteinexpression der prooxidativen p677* | einer Untereinheit der
NAD(P)H-Oxidase in den trainierten Tieren im Vergleich zu den untrainierten Kontrollen
festgestellt werden (Rush et al., 2003). Jedoch blieb in dieser Arbeit die Trainings-
induzierte Hochregulation der eNOS aus. Die Autoren vermuteten, dass die eNOS-
Hochregulation ein transienter Effekt in der initialen Trainingsphase sei und eine
Langzeitintervention von 16-19 Wochen Training diesen Effekt aufthebe. Diese Vermutung
stimmte mit unpublizierten Daten aus dem hiesigen Labor iiberein, die gezeigt haben,
dass nach neun Wochen Training in der Aorta und im Herzen von trainierten C57BIl/6-
Maiusen keine Hochregulation der eNOS-Expression festgestellt werden konnte
(Kojda & Hambrecht, 2005).

Als mogliche Erkldrung konnte die Hypothese von Green et al. herangezogen werden.
Er postulierte, dass sich nach einem Langzeittraining die GefidBarchitektur verdndere.
Das wiirde bedeuten, dass die akute Trainings-induzierte Erhohung der Scherkraft
durch einen NO-abhingigen vaskuldren Remodellingsprozess gegenreguliert wird und
auf diese Weise zu einem vergroBerten GefdBBdurchmesser fithrt (Green et al, 2004).

Die in dieser vorliegenden Arbeit angewandten Trainingsmethoden basierten auf einem
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bereits etablierten Trainingsprotokoll, nach dem drei Wochen Training ausreichten, um
eine signifikante Hochregulation der eNOS- und ecSOD-Expression zu detektieren.
Die Trainings-induzierte Hochregulation der SOD trdgt nicht nur dazu bei, Superoxide
abzubauen, sondern reduziert effektiv die Bildung von Peroxynitrit, das als ein
sehr starkes Oxidans zu pathophysiologischen Ereignissen beitrdgt (Gewaltig &
Kojda, 2002). Zusammengefasst zeigten die Befunde, dass durch korperliches Training
nicht nur die antioxidativen Enzyme hochreguliert, sondern auch die prooxidativen

Enzyme vermindert wurden.

H,O, — » H,0+O,
atalase
Gpx

\
| ~
. Scherkaf F/Lc;)i\tj

Endothelzelle - T

T

' Mitochondriun

Krpeﬂiche Bewegung

Abbildung 1.3.1.2: Schematische Darstellung der Generierung von Superoxidradikalen wéhrend
des korperlichen Trainings und deren Abbau lber die Katalase. Gpx: Gluthationperoxidase; XO:
Xanthinoxidase. Modifiziert nach Lauer N. (Cuvillier Verlag 2003).

Effekt des korperlichen Trainings auf das venidse Gewebe

Der GroBteil der Studien, die die Hochregulation der eNOS durch koérperliches Training
nachweisen, bezieht sich auf groe Arterien, die Aorta und stark arterialisierte Gewebe

wie dem Herzen.
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Die Effekte des korperlichen Trainings auf die eNOS-Expression sowie die
endothelabhédngige Vasodilatation scheinen innerhalb des arteriellen Blutgefdfsystems
unterschiedlich ausprégt. Beispielsweise wurde in einer Studie erwiesen, dass
ein Kurzzeittraining mit Minischweinen eine Bradykinin-induzierte endothelabhéngige
Vasodilatation in Leitungsarterien, aber nicht in koronaren Arteriolen bewirkte
(Laughlin et al, 2003). Zum Effekt des korperlichen Trainings auf das
Niedrigdruckgebiet, dem vendsen Gewebe, existieren wenige Forschungsarbeiten.
Eine experimentelle Arbeit demonstrierte, dass nach einer Woche Training von Mini-
schweinen eine kleine Erhohung der eNOS-Expression in den Pulmonalarterien und eine
erhohte Azetylcholin-induzierte Vasorelaxation bewirkt wurde (Johnson et al, 2001).
Eine andere Studie zeigte eine erhohte eNOS-Expression in der Lunge nach einem akutem
Training von Ratten (Miyauchi et al., 2003). Wihrend beide Studien Akuteffekte des
korperlichen Trainings widerspiegeln, wurde in einer anderen Studie die Langzeiteffekte
nach 16 Wochen korperlichen Trainings in Minischweinen untersucht. Dabei wurde
die Vasoreaktivitit auf Norepinephrin, Azetylcholin, Natriumnitroprussid in isolierten
Pulmonalarterien ermittelt. Insgesamt konnten keine Unterschiede in der Vasoreaktivitit
in Tieren mit und ohne Training gefunden werden (Johnson & Laughlin, 2000).
In einer anderen tierexperimentellen Studie wurden Ratten fiir 10 Wochen auf einem
Laufband trainiert und die vaskuldre Reaktivitdt von isolierten Pulmonalarterien auf
Azetylcholin und Natriumnitroprussid untersucht. Die Ergebnisse stimmten iiberein mit
der bereits beschriebenen Beobachtung aus Minischweinen, dass ndmlich chronisches
korperliches Training die Azetylcholin-induzierte Vasorelaxation nicht verdnderte
(Mitani et al, 1999). Diese experimentellen Studien basierten jedoch auf einem
Langzeittraining von 10 Wochen, wonach auch in Arterien kein Effekt mehr auf die
eNOS-Expression nachweisbar war (Kojda & Hambrecht, 2005). Im Gegensatz zum
arteriellen System ist wenig bekannt iiber die Effekte des korperlichen Trainings

auf die Regulation der eNOS im vendsen Geféllsystem.
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1.3.2. Verinderung der vaskuliren endogenen NO-Bildung durch genetische
Manipulation

In den letzten 10 Jahren wurden immer mehr Hinweise dafiir erarbeitet, dass der
Mediator Stickstoffmonoxid (NO) bei kardiovaskuldren Verdnderungen eine bedeutsame
Rolle spielt (Zeiher et al., 1993; Moncada, 1997; Kojda & Harrison, 1999).

Mithilfe eNOS-iiberexprimierender transgener Mausmodelle, die einen endogen
verdnderten NO-Stoffwechsel aufwiesen, konnten die damit verbundenen Effekte auf
molekularer und funktioneller Ebene untersucht werden. Die erste transgene Maus, die
eine bovine eNOS unter Kontrolle des Preproendothelin-1 Promotors in der GefdBwand
iberexprimierte, stammten von Ohashi et al.. Diese Maus wies einen erniedrigten
Blutdruck auf, der mittels L-NAME Behandlung zu Werten anstieg, die vergleichbar mit
denen von L-NAME-behandelten nicht transgenen Méusen waren (Ohashi et al., 1998).
Interessanterweise reagierte die Aorta der eNOS™-Miduse mit einer verminderten
endothelabhdngigen Vasorelaxation sowie mit einer beeintrachtigten vaskuldren
Antwort auf exogenes NO (Yamashita et al.,, 2000). Im Gegensatz dazu, zeigte das
eNOS-Uberexpressions-Mausmodell aus dem hiesigen Labor, das durch eine 3-fache
endotheliale Uberexpression der eNOS in der Aorta unter Kontrolle des Tie-2-Promotors
charakterisiert ~war, keine verdnderte Azetylcholin-induzierte endothelabhéngige
Vasodilatation  der eNOS™-Mausaorten im  Vergleich mit den  Kontrollen
(Suvorava & Kojda, 2009). Gleichfalls wurde auch keine verdnderte vaskuldre Sensitivitdt auf
exogenes NO (S-Nitroso-N-acetyl-penicillamin, SNAP) festgestellt. Der Vorteil an diesem
Mausmodell ist, dass das eNOS-Uberexpressionslevel moderat ist, so dass gleichzeitig eine zu
hohe Peroxynitritbildung vermieden werden kann. Fiir Untersuchungen der NO-Physiologie

in-vivo scheint dieses Mausmodell daher geeignet zu sein (Suvorava & Kojda, 2009).

1.3.3. Veriinderung der vaskuliren NO-Bildung durch Pharmakotherapie
Eine Modulation der endogenen Stickstoffmonoxidbildung kann ebenfalls pharmako-

therapeutisch durch einige Arzneimittel hervorgerufen werden. Organische Nitrate

haben beispielsweise ihren Angriffspunkt direkt im NO-Signalweg. Dabei setzten
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sie nicht spontan NO frei, sondern wurden innerhalb der Blutgefile sowohl in
den glatten Muskelzellen als auch in den Endothelzellen, im Besonderen unter
Beteiligung der mitochondrialen Aldehyddehydrogenase (Chen et al,, 2002) und
den Zytochrom-P450-Enzymen (Munzel et al, 2005) enzymatisch bioaktiviert.
Untersuchungen haben gezeigt, dass Nitrate tiber die Freisetzung von NO die Symptome
einer Myokardischamie verbessern und positive Wirkungen gegen eine Atherosklerose-
entwicklung und koronaren Herzkrankheit vermitteln. Ergebnisse einer Studie mit
Kaninchen, die eine hoch dosierte Cholesteroldidt erhielten und vier Monate lang mit
PETN oder Plazebo gefiittert wurden, zeigten, dass, im Vergleich zu Plazebo, bei den mit
PETN-behandelten Kaninchen die Ausbildung atherosklerotischer Lésionen und der
endothelialen Dysfunktion vermindert war (Kojda et al., 1995). Eine weitere Studie konnte
ebenfalls eine Verhinderung der Neubildung von atherosklerotischen Plaques bei bereits
etablierter Atherosklerose sowie eine geminderte Progression der endothelialen Dysfunktion
nachweisen (Hacker et al, 2001). Tierexperimentelle Studien mit Kaninchen haben
gezeigt, dass die Langzeitbehandlung mit ISMN (Isosorbid Mononitrat) den vaskuldren
oxidativen Stress nicht erhoht, sowie die endothelabhéngige Vasorelaxation nicht
beeintrachtigt. Diese Daten verdeutlichten, dass die antiischdmische Langzeitbehandlung
mit ISMN die endotheliale Dysfunktion bei koronarer Herzkrankheit nicht verschlimmerte
(Muller et al., 2003). Uberdies wurde nachgewiesen, dass in Kaninchen, die mit einer
cholesterolreichen Didt und 200 mg kg' KG pro Tag ISMN gefiittert wurden, die
vaskuldre Superoxidproduktion reduziert und auf diese Weise partiell die fortschreitende
Intima Léasionen und endotheliale Dysfunktion bei Atherosklerose verhindert werden
konnte (Muller e al,, 2004). Weitere Arzneimittel sind die Hemmstoffe der
Cholesterolsynthese (CSE-Hemmer) wie z.B. das Lovastatin, das eine gesteigerte
eNOS-Expression (Laufs et al, 1998) und eine Stabilisierung der eNOS-mRNA
bewirkt (Laufs & Liao, 1998). Die Stimulierung der endogenen NO-Produktion
scheint sich, neben dem Haupteffekt der Senkung der Plasma-Cholesterolspiegel,
ginstig auf die koronare Herzkrankheit auszuwirken (Miiller e al, 2002).
Dariiber hinaus wurde nachgewiesen, dass auch die ACE-Hemmer die endotheliale NO-
Produktion steigern konnten. Sie hemmen das Angiotensin-Konversionsenzym (ACE)

und vermindern auf diese Weise die Umsetzung von Angiotensin I zu Angiotensin II.
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Uberdies fiihrten sie zu einem reduzierten Abbau von Bradykinin, einem potenten
Stimulator der endogenen NO-Produktion. Es konnte gezeigt werden, dass die ACE-
Hemmer zu einer Bradykinin-vermittelten Induktion der vaskuldiren cGMP-Spiegel
und NO-abhingigen Vasodilatation fiihrten (Gewaltig & Kojda, 2002). Daher wurde
vermutet, dass diese Effekte zu den gilinstigen Wirkungen der ACE-Hemmer auf die
Mortalitdit und Morbiditdt beitragen. Weitere Arzneistoffe, die den NO-Stoffwechsel
beeinflussen, sind u.a die Phosphodiesterase-Hemmer, wie zum Beispiel Sildenafil
und der Betablocker Nebivolol. Untersuchungen zu Nebivolol haben gezeigt,
dass die Behandlung nachweislich zu einer endothelabhidngigen Vasodilatation in
menschlichen Unterarmgefilen und in Handvenen fiihrte (Bowman et al, 1994;
Cockcroft et al, 1995). Desweiteren wurden antioxidative Effekte beobachtet,
die mit anderen konventionellen Betablockern nicht erfasst wurden. So konnte
im  SHR-Tiermodell (Spontaneously  Hypertensive Rat) die Behandlung mit
Nebivolol die Entkopplung der eNOS verhindern und das Abfangen freier
Radikale steigern (Mason ef al., 2006). Dariiber hinaus hemmt Nebivolol die
NAD(P)H-Oxidase @~ (Mason et al, 2006). Gleichfalls deuteten  klinische
Studien auf einen antioxidativen Effekt von  Nebivolol hin, da eine
verminderte  oxidative  Inaktivierung von  NO  beobachtet = werden  konnte
(de Groot et al., 2004; Fratta et al., 2005). Uberdies konnte gezeigt werden, dass
Nebivolol die Proliferation glatter Muskelzellen von Ratten iiber einen NO-abhingigen
Mechanismus hemmt (Ignarro et al., 2002). Diese Befunde lassen vermuten, dass
Nebivolol auch antiatherosklerotische Wirkungen hervorruft (Weiss, 2006). In einer
kiirzlich erschienenen Studie konnte gezeigt werden, dass die Behandlung von 36
hypertensiven Patienten (Stadium I) mit 5 mg d' Nebivolol zu einer verbesserten
endothelabhéngigen Funktion fiihrte. Die Autoren postulierten, dass Nebivolol vermutlich
giinstige antiischdamische Effekte auf die Koronararterien von hypertensiven Patienten
hatte (Masoli et al., 2008). Jedoch miissten diese Ergebnisse in randomisierten Studien
bestiatigt werden. Im Gegensatz zu Nebivolol existieren grofe Prognosestudien
beispielsweise zu Metoprolol als selektiven Betablocker. Hierzu konnte in der ISIS-
1-Studie (First International study of infarct survival) eine 15%-ige Senkung der

Sterblichkeit bei Myokardinfarkt mit Atenolol erzielt werden (ISIS-1-Investigators, 1986).
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Gleichfalls wurde spiater in der MERIT-HF Studie (Metoprolol CR/XL
Randomised Intervention Trial in Congestive Heart Failure) nachgewiesen, dass die
Metoprololbehandlung zu einer Reduktion der Gesamtmortalitit in Patienten mit

chronischer Herzinsuffizienz (NYHA II-IV) fithrte (MERIT-HF Study Group, 1999).

Scherung, Dehnung

Nebrvolel — _ _ L-Arginin Organische Nitrate
------ > Enzymatischer
Metabolismus
L ]
Statine —» eNOSmRNA- ¢} NO «— . EC

Stabilisierung + Citrullin

Diffusion

e Gr—— Organische Nitrate

sGC Nd Enzymatischer 9 VSMC
& N Metabolismus

GTP cGMP

GMP «— PDEV L, PKG
|

PDE - V- Hemmer I,

Vasodilatation <= Ca2* ¥

Abbildung 1.3.3.1: Schematisch dargestellte Angriffspunkte von Pharmaka im NO-cGMP-
System, die zur Behandlung kardiovaskulérer Erkrankungen eingesetzt werden. EC: Endothelzelle;
PDE-V: Phosphodiesterase V; PKG: Proteinkinase G; VSMC: Vaskulédre glatte Muskelzellen.
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1.4. Querverbindung endothelialer Mediatorsysteme: Fokus auf das
NO-cGMP-System

1.4.1. Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS)

Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System ist eine koordinierte hormonale Kaskade fiir
die Kontrolle kardiovaskulidrer, renaler, und adrenaler Funktionen, wodurch der Wasser-
und Elektrolythaushalt sowie der arterielle Blutdruck geregelt wird (Peach, 1977).
Mit der Entdeckung des Glykoproteins Renin durch Tigerstedt und Bergmann im Jahre
1898 (Tigerstedt R, 1898) wurde der Grundstein gelegt fiir ein groBles Forschungsfeld,
in dem viele Untersuchungen zur physiologischen und pathophysiologischen Regulation
des Blutdrucks und der Niere erfolgten. Renin wird in den Juxtaglomeruldren Zellen
(JG) in den afferenten Arteriolen der Niere gebildet und kann auf bestimmte Stimuli,
zum Beispiel durch eine erniedrigte Natriumkonzentration in den Zellen der Macula
densa, durch einen verminderten Perfusionsdruck im Vas afferens oder durch Impulse
des Sympathikus, freigesetzt werden, um Angiotensinogen im Plasma zu Angiotensin
I zu spalten. Das an der luminalen Oberfliche des Endothels befindliche Ektoenzym
Angiotensin-Konversionsenzym (ACE) konvertiert ANGI in das stark vasokonstriktorisch
wirksame Angiotensin II (ANGII). Die ANGII-vermittelten Effekte erfolgen durch
die Aktivierung von zwei verschiedenen G-Protein-gekoppelten-Rezeptoren, dem
Angiotensin-1-Rezeptor ~ (AT1-R) und dem  Angiotensin-2-Rezeptor ~ (AT2-R),
der eine geringe Sequenzhomologie (ca. 34%) zum ATI1-Rezeptor aufweist
(Mukoyama et al., 1993). Die AT1-Rezeptor-vermittelte Signaltransduktion erfolgt iiber
die Aktivierung von Gqo und Gia (Dinh ef al., 2001). Dagegen erfolgt nach bisherigen
Erkenntnisstand die AT2-Rezeptor-vermittelte Signaltransduktion iiber eine Gia,- und
Gia, - (Kang et al., 1994; Zhang et al., 1996; Hansen et al., 2000; Gendron ef al., 2003),
und in COS-7 Zellen iiber eine Go-Aktivierung (Feng er al, 1999). Die Stimulierung
des AT1-Rezeptors durch ANGII fiihrt {iber eine Ca?'-Erhéhung, einer Proteinkinase C
(PKC)-Aktivierung oder einen verminderten cAMP-Spiegel zu einer Vasokonstriktion.

Weitere Effekte sind die Aldosteron-Sekretion, Stimulierung der sympathischen
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Innervation, und zelluldres Wachstum (Wexler ef al., 1992).

Die Wirkungen einer ANGII-induzierten AT2-Rezeptor-Aktivierung sind nicht vollstindig
aufgeklart und einige scheinen denen des AT1-Rezeptors entgegenzuwirken. Der AT2-
Rezeptor ist an physiologischen Prozessen, beispielsweise an der Regulation des
Blutdrucks durch vasodilatatorische Effekte, Natriurese und neuronale Aktivitdt beteiligt.
Der AT2-Rezeptor ist wihrend der fetalen Entwicklung hochexprimiert und wird in
pathologischen Zustinden stark exprimiert (Tsutsumi ez al., 1998; Schuijt et al., 2001).
Diesbeziiglich konnte in einem Mausmodell mit selektiver Uberexpression des
AT2-Rezeptors im Myokard gezeigt werden, dass die linksventrikuldre globale und
regionale Funktion nach einem Myokardinfarkt in diesen Tieren erhalten blieb. Diese
Daten sprechen fiir eine forderliche Rolle des AT2-Rezeptors in pathologischen
Zustanden, beispielsweise bei Volumenbelastung sowie beim Remodelling nach
Myokardinfarkt (Yang et al., 2002). Gleichfalls wurde erwiesen, dass der AT2-Rezeptor
auch in gesunden Tieren exprimiert wird, da eine AT2-Rezeptor-induzierte Vasodilatation
auch in gesunden adulten Tieren beobachtet werden konnte (Siragy & Carey, 1997,
Widdop et al., 2002; Zhang et al., 2003). An diese Stelle soll die Physiologie
der AT2-vermittelten Vasodilatation néher beleuchtet werden.

Experimentelle Befunde belegten, dass am Signalweg einer AT2-Rezeptor-Aktivierung
die Signalmolekiile Bradykinin (Siragy et al., 1996), NO (Siragy & Carey, 1997a) und
cGMP (Siragy & Carey, 1996) beteiligt waren. In tierexperimentellen Untersuchungen
konnte eine vasotonische Rolle fur Bradykinin festgestellt werden.
Beispielsweise fithrte die Kobehandlung von SHRSP (stroke-prone hypertensive
spontaneously rat) mit Losartan zu einer verminderten ANGII-induzierten Druckantwort
und zu erhohten cGMP-Level in der Aorta. Durch die Verabreichung des selektiven
Bradykinin-2-Rezeptor (BKR-2) Antagonisten Icatibant oder des NOS-Hemmers
L-NAME wurde dieser Effekt aufgehoben (Gohlke ef al.,, 1998). Diese Befunde
deuteten darauf hin, dass in Gegenwart einer AT1-Rezeptor-Hemmung die Aktivierung
des AT2-Rezeptors mit einer erhohten Bradykininproduktion assoziiert war.
Bradykinin aktiviert dann den BKR-2, wodurch die eNOS iiber einen Ca**-abhdngigen
Mechanismus stimuliert und NO gebildet wird.

Dariiber hinaus konnte in isolierten humanen koronaren Mikroarterien (HCMAs: O ca.
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200-300 pm) in Gegenwart des AT2-Rezeptor Anatgonisten PD 123319 eine verstdrkte
kontraktile Antwort auf ANGII beobachtet werden (Batenburg er al, 2004).
In  Anwesenheit einer NOS-Blockade, einer  Bradykinin-2-Rezeptor-Blockade
oder nach Entfernung des Endothels wurde die zuvor beobachtete Verstirkung der
ANGII-induzierten Vasokonstriktion vollstindig verhindert (Batenburg er al, 2004).
Diese Ergebnisse unterstiitzen die bereits tierexperimentellen Befunde (Katada &
Majima, 2002; Widdop et al.,, 2002; Hannan et al., 2003; Bergaya et al., 2004),
die auf eine Querverbindung zwischen der AT2-Rezeptor-Aktivierung und dem
NO-cGMP-Weg, entweder direkt oder durch eine Bradykinin-vermittelte BKR2-

Aktivierung, hindeuten.
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Abbildung 1.4.1.1: Schematisch dargestellte Wirkmechanismen einer AT1- bzw. AT2-Rezeptor-
Aktivierung. Die Vasokonstriktion kann iiber den durch ANGII aktivierten AT1-Rezeptor durch
eine Ca?’-Calmodulinkinase-abhingige Ca?*-Erhéhung, durch eine cAMP-Erniedrigung oder
Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) erfolgen. Die ANGII-induzierte Aktivierung des AT2-
Rezeptors (AT,) konnte iiber eine aktivierte Heterodimerisation mit dem BKR-2, parakrine
Stimulierung von Bradykinin (BK) mit nachfolgender BKR-2-Aktivierung oder direkte NO-
Bildung vermutlich tiber Aktivierung der eNOS erfolgen. Gebildetes NO aktiviert die sGC in den
glatten Muskelzellen, so dass cGMP aus GTP gebildet wird und zu einer Vasodilatation fiihrt.
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Eine physiologische Rolle des AT2-Rezeptors im kardiovaskuldren System wurde
erstmalig in AT2-defizienten transgenen Maidusen beobachtet, die eine leichte aber
signifikante Blutdruckerh6hung aufwiesen (Ichiki er al, 1995). Zusitzlich wurde eine
verminderte Gewebekonzentration an Bradykinin, NO und ¢cGMP nachgewiesen, die mit
einer erhohten Sensitivitdt auf die Angiotensin II vermittelten Druck- und natriuretischen
Veranderungen assoziiert waren (Ichiki er al, 1995a; Akishita et al, 1999). Jedoch
konnten in dem von Hein et al. generierten AT2-Knockout Mausmodell keine Blutdruck-
verdanderungen festgestellt werden (Hein ef al., 1995).

Die Uberexpression des AT2-Rezeptors (AT2"*) in den glatten Muskelzellen in einem
transgenen Mausmodell von Tsutsumi et al. fithrte zu der funktionellen Konsequenz,
dass nach ANGII-Infusion die ATI-Rezeptor-vermittelte Druckantwort in AT2""-Midusen
aufgehoben wurde. Durch Koinfusionen mit Icatibant oder L-NAME wurde dieser
Effekt gehemmt. Die Autoren folgerten daraus, dass eine selektive Stimulation des AT2-
Rezeptors in  Gegenwart eines AT1-Hemmers klinisch  giinstige  Effekte
hinsichtlich der kardiovaskuldren Blutdruckkontrolle herbeifiihren konnte.
Dartiber hinaus wurde in derselben Arbeit ein weiterer Mechanismus vorgeschlagen,
der die Querverbindung zwischen einer AT2-Rezeptor-Aktivierung und dem NO-
cGMP-System auf molekularer Ebene begriindete. Hierzu konnte gezeigt werden,
dass die Kininogenase-Aktivitidt, die fiir die Freisetzung von Bradykinin sorgte, in
den AT2""-Méusen erhoht war, im Vergleich mit den transgen negativen Maiusen.
Das freigesetzte Bradykinin aktivierte den endothelialen Bradykinin-2-Rezeptor und
fithrte dadurch zu einer endothelabhéngigen Vasodilatation tiber die Aktivierung des NO-
cGMP-Systems (Tsutsumi ef al., 1999).

Ein anderer Mechanismus, der die Querverbindung zwischen einer AT2-Rezeptor-
Aktivierung und dem NO-cGMP-System erklart, ist eine nachweisliche Heterodimerisierung
zwischen dem AT2-Rezeptor und dem Bradykinin-2-Rezeptor. Den Beweis hierzu
lieferten Abadir et al,, die in der PCI2W Zellmembran mittels FRET-Mikroskopie
(fluorescence resonance energy transfer microscopy) eine Entfernung von 59+5 A
zwischen dem dimerisierten AT2-Rezeptor und dem BKR-2 ermittelten (Abadir
et al, 2006). Als wesentliche Ergebnisse gingen aus dieser Untersuchung hervor,

dass die Behandlung der Zellen mit sowohl einem AT2-Rezeptor Agonist (CGP 42112A)
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als auch mit einem BKR-2 Antagonisten (Icatibant) zu einer maximalen AT2-R-BKR-
2-Heterodimerisierung fiihrte. In dieser Kombination wurden ebenso die hochsten
Konzentrationen an NO und c¢GMP nachgewiesen. Die Autoren postulierten,
dass eine funktionell gesteigerte NO-Produktion nur dann erfolgt, wenn beide
Rezeptoren  schon  exprimiert seien und die erforderliche  Rezeptormenge

fir die Dimerisierung bereits vorliegen wiirden (Abadir et al, 2006).

Klinische Bedeutung

Hinweise aus der Literatur zu einer Querverbindung zwischen dem korperlichen Training
und dem RAAS wurde erstmalig von Adams et al. in einer Untersuchung an Patienten
mit einer stabilen koronaren Herzkrankheit beschrieben. Es wurde nachgewiesen, dass
korperliches Training in diesen Patienten zu einer Hochregulation der AT2-Rezeptor-
Expression in der Arteria Mamaria Interna fiihrte. Zusétzlich wurden eine verminderte
Expression des ATI1-Rezeptors und aller NAD(P)H-Oxidasen Untereinheiten,
sowie eine reduzierte ROS-Produktion festgestellt (Adams et al, 2005).
Eine funktionelle Bedeutung der AT2-Rezeptor-Aktivierung konnte in dlteren
Frauen, die mit dem ATI-Rezeptor Antagonisten Candesartan behandelt wurden,
gezeigt werden. Bei diesen Frauen erfolgte nach intrabrachialer Infusion mit dem
AT2-Rezeptor-Antagonist PD 123319 ein messbar gesteigerter vaskuldrer Widerstand im
Unterarm (Phoon & Howes, 2002). Im Gegensatz dazu konnte in gesunden Nichtrauchern
in einer randomisierten crossover Studie nach intrabrachialer Infusion des AT2-Rezeptor
Antagonisten PD123319 (10 mg min') nach einer Woche Behandlung mit Telmisartan
(20 - 80 mg Ixtdglich) oder Plazebo kein verdnderter Blutfluss im Unterarm in beiden
Gruppen festgestellt werden. Jedoch wurde wihrend der intrabrachialen Infusion mit
PD123319 ein erhohter Blutdruck in beiden Gruppen gemessen und folglich eine

funktionelle Bedeutung des AT2-Rezeptors auf den Vasotonus vermutet (Gilles et al., 2004).

Eine klinische Bedeutung erlangten die ACE-Hemmer und AT1-Rezeptor Antagonisten
als therapeutische Option zur Behandlung kardiovaskuldrer Erkrankungen (Jessup
& Brozena, 2003; Casas et al., 2005; Kaplan & Opie, 2006). Die Entwicklung des

ersten AT1-Rezeptor Antagonisten war Losartan (Duncia et al, 1992). Danach folgten
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eine Reihe von weiterentwickelten ATI1-Rezeptor Antagonisten wie zum Beispiel
Telmisartan, Candesartan und Valsartan. Mit der Entdeckung einer Substanz im Gift
der brasilianischen Schlange Bothrops jararaca, welche die ACE zu hemmen vermag,
fand die ACE in den spdten Sechzigern erstmals seine Bedeutung als pharmakologische
Intervention (Ferreira, 1965). Nach der Entwicklung des ersten oral verfiigbaren
ACE-Hemmers Captopril (Ferguson et al., 1977) wurden nachfolgend zahlreiche chemisch
abgewandelte ACE-Hemmer, wie z.B. Enalapril und Ramipril auf den Markt gebracht.
Die ATI-Rezeptor Antagonisten weisen einige klinisch giinstige Effekte auf,
die auch unter der ACE-Hemmer Therapie nachweisbar sind z.B. die Blutdrucksenkung
(Dahlof et al., 2002; Julius et al, 2004), die Verbesserung der KHK-Symptomatik
(Granger et al., 2003; Pfeffer ef al., 2003), Hemmung der diabetischen Nephropathie (Brenner
et al.,2001; Lewis et al., 2001).

In einer groBen  multizentrischen = randomisierten  doppelblinden  Plazebo-
kontrollierten Studie (SAVE) wurden 2231 Patienten 3-16 Tage nach einem akutem
Myokardinfarkt und linksventrikuldrer Dysfunktion entweder in die Verumgruppe
(Captopril) oder in die Plazebogruppe fiir eine Dauer von 42 Monaten randomisiert.
Die Behandlung mit Captopril fithrte zu einer verminderten Gesamtmortalitit von
20% im Vergleich zur Plazebogruppe (25%). Gleichfalls wurde eine Reduktion der
Inzidenz todlicher und nicht todlicher kardiovaskuldrer Ereignisse nachgewiesen.
Eine Langzeitbehandlung mit Captopril in dieser Patientengruppe war insgesamt
mit einer Reduktion in Morbiditdt und Mortalitdt, bezogen auf kardiovaskulédre
Ereignisse sowie einer verbesserten Uberlebenschance assoziiert (Pfeffer et al.,, 1992).
In der HOPE (Heart Outcomes Prevention Evaluation) -Studie wurde evaluiert, dass
ACE-Hemmer auch zur Priavention fiir die Entwicklung eines Herzversagens in
Hoch-Risiko Patienten geeignet waren (Yusuf et al., 2000). In dieser Studie waren 9297
Patienten eingeschlossen, die entweder in eine Ramipriltherapie (10 mg téglich) oder
Plazebobehandlung fiir 4,5 Jahre randomisiert wurden. Ausgeschlossen wurden
jene Patienten, die in ihrer Anamnese u.a ein Herzversagen erlitten haben bzw. eine
linksventrikuldre Ejektionsfraktion von <0,40 aufwiesen. Als wesentliches Ergebnis
wurde ermittelt, dass Ramipril die Rate der Neuentstehung eines Herzversagens

signifikant von 11,5% auf 9% senkte. Wéhrend klinische Daten belegt haben, dass
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die ACE-Hemmer beispielsweise in Patienten mit linksventrikuldrer Dysfunktion
oder mit kongestiver Herzinsuffizienz zu einer Reduktion von Myokardinfarkten
und kardiovaskuldren Tod fiihrten, sind die klinischen Ergebnisse beziiglich der
Entwicklung eines Myokardinfarktes unter der Therapie eines AT1-Rezeptor Antagonisten
inhomogen. Eine Assoziation zwischen auftretenden Myokardinfarkten und der Valsartan
Behandlung in Hoch-Risiko-Patienten wurde erstmals in der VALUE-Studie (Valsartan-
Antihypertensive Long-term Use Evaluation) beobachtet und als sogenannte ARB-MI
Paradoxon (Angiotensin-Rezeptor-Blocker-Myokardinfarkt) bezeichnet. Bis heute gibt
es keine Einigkeit dariiber, ob ARBs tendentiell die Myokardinfarkte erh6hen, bzw. die
Myokardinfarkte reduzieren (Strauss & Hall, 2006). In der erwdhnten VALUE-Studie
haben 15.245 hypertensive Patienten mit einem erhohten Risiko fiir kardiovaskulédre
Ereignisse in einem randomisierten doppelblinden Vergleich zwischen der Therapie
mit entweder Valsartan oder Amlodipin teilgenommen. Die Hauptbefunde waren, dass
beide Therapien eine Blutdruckreduktion erzielten, wobei die Senkung mit Amlodipin
starker ausgepridgt war als mit Valsartan. Die Behandlung mit 160 mg Valsartan ging
einher mit einer signifikanten Erhohung des Myokardinfarktes (todlich und nicht todlich)
(19%; P=0,02) im Vergleich zu 10 mg Amlodipin. Wichtig in diesem Zusammenhang
wire zu erwdhnen, dass in dieser Studie ausschlieBlich Hoch-Risiko hypertensive
Patienten, von denen 80% eine symptomatisch vaskuldre Erkrankung aufwiesen,
eingeschlossen wurden (Julius et al., 2004). In anderen Studien konnte ein mogliches Risiko
der AT1-Blocker auf die Myokardinfarktrate nicht bestitigt werden. Beispielsweise wurde
in der LIFE-Studie (Losartan Intervention For Endpoint education in hypertension) die
Hypothese untersucht, ob Losartan gegeniiber dem Betablocker Atenolol eine effektivere
Senkung der Morbiditdt und Mortalitét in Patienten mit essentieller Hypertonie und Anzeichen
fir eine linksventikuldre Hypertrophie (LVH), bewirkte. Der primire Endpunkt setzte sich
zusammen aus kardiovaskuldrem Tod, Schlaganfall oder Myokardinfarkt. Hierbei war
die Zahl der Myokardinfarkte in der Losartangruppe nicht signifikant erhoht im Vergleich
zur Atenololgruppe (198/4605 vs. 188/4588; P>0,05). Insgesamt konnte eine Reduktion
der kardiovaskuldren Morbiditdt und Mortalitdt unter Losartanbehandlung im Vergleich
zu Atenolol in Patienten mit Bluthochdruck, Diabetis und LVH evaluiert werden

(Lindholm et al.,, 2002). Die ESC-Richtlinien (European Society of Cardiology) zum
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Management des akuten Myokardinfarktes beurteilen die Langzeitbehandlung
mit ACE-Hemmern nach STEMI (ST-Segment elevation myocardial infarction)
mit einem Evidenzlevel A. Die Behandlung mit einem ATI1-Rezeptor-Blocker wird
mit dem Evidenzlevel C beurteilt und soll bei Unvertrdglichkeit mit einem ACE-Hemmer
verabreicht werden (Van de et al., 2008). In einer kiirzlich erschienenen grofen Studie wurde
die Frage untersucht, ob der AT1-Rezeptor-Blocker Telmisartan dem ACE-Hemmer Ramipril
iiberlegen sei. Es wurden 25.620 Patienten mit koronaren, peripheren oder cerobrovaskulidren
Erkrankungen oder Diabetis mellitus Typ 2 in drei Gruppen, 80 mg Telmisartan (1xtgl.),
10 mg Ramipril (Ixtgl.) und eine Kombination beider Substanzen (Telmisartan/Rampril),
randomisiert. Der primédre Endpunkt setzte sich zusammen aus Tod durch kardiovaskuldre
Ereignisse, Myokardinfarkt, Schlaganfall oder Hospitalisierung aufgrund eines Herzversagens.
Sekunddre  Endpunkte = waren zB  Tod durch kardiovaskuldre  Ereignisse,
Myokardinfarkt und Schlaganfall. Zusammenfassend zeigten die Ergebnisse keinen
signifikanten Unterschied hinsichtlich des Auftretens der primédren Endpunkte in den drei
Gruppen (Jones et al., 2008; Yusuf et al., 2008). Insgesamt verdeutlichten die Ergebnisse
dieser Studie, dass Telmisartan gleich effektiv wie Ramipril war. Das Risiko eines
AT1-Blocker-induzierten Myokardinfarktes konnte auch in zwei kiirzlich erschienenen
Studien nicht bestdtigt werden (Kasanuki et al., 2009; Yamaguchi et al., 2010).
So wurde beispielsweise in der HIJ-CREATE-Studie (Heart Institute of Japan
Candesartan Randomized Trial for Evaluation in Coronary Artery Disease), die den
Effekt von Amlodipin und Candesartan auf kardiovaskuldre Ereignisse in hypertensiven
Patienten mit koronarer Herzkrankheit untersuchte, kein erhohtes Auftreten von

kardiovaskuldrem Tod und myokardialer Infarkte nachgewiesen (Yamaguchi et al., 2010).

1.4.2. Kallikrein Kinin System (KKS)
Das Kallikrein Kinin System wurde 1909 erstmalig von Abelous und Bardier mit der

Entdeckung des hypotensiven Effekts von Urin beschrieben (Abelous & Bardier, 1909).

Die Komponenten des KKS sind Kallikrein, ein Kinin-bildendes Enzym, Kininogen,
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das als Substrat fungiert, vasoaktiven Kininen (Bradykinin, lys-BK, [des-Arg’]-Kinin),
Kinin-abbauenden Enzymen und Kinin-Rezeptoren. Zu den im kardiovaskuldren
System und der Niere bedeutsamsten Kinin-abbauenden Enzymen zéhlt die Dipeptidase
Angiotensin-Konversionsenzym (ACE), ein dual wirksames Enzym, das neben der bereits
erwdhnten Konvertierung des ANGI zu ANGII, ebenfalls den Abbau von Bradykinin zu
BK 1-7 und BK 1-5 bewirkt. BK 1-5 besitzt biologische Aktivitit und hemmt
Thrombin (Hasan efr al, 1996). Die Kinine wie Bradykinin, Kallidin und
Methionyl-Lysyl-Bradykinin sind pharmakologisch aktive Peptide und
werden in die Korperfliissigkeit als auch ins Gewebe freigesetzt. Im Urin oder
Plasma werden Kallidin und Methionyl-Lysyl-Bradykinin sehr schnell mittels
Aminopeptidasen zu Bradykinin umgewandelt (Sharma, 1990). Bradykinin ist einer
der wirksamsten Vasodilatatoren, der die Freisetzung von drei wichtigen endothelialen
Mediatoren, dem NO, Prostazyklin und endothelium-derived hyperpolarizing factor
(EDHF), (Busse & Fleming, 2003) bewirkt. Bradykinin aktiviert zwei verschiedene
G-Protein-gekoppelte  Rezeptoren, den  induzierbaren (Regoli et al, 1981,
Chai et al, 1996) Bradykinin-1-Rezeptor und den ubiquitdr konstitutiv (Bhoola ef
al., 1992) exprimierten Bradykinin-2-Rezeptor (Regoli & Barabe, 1980; Vavrek &
Stewart, 1985; Roberts, 1989; Regoli et al., 1990). Der aktivierte Signalweg nach
BKR-2-Aktivierung in den Endothelzellen fiihrt iiber eine Ca**-Calmodulin-abhingige
Stimulierung der eNOS zur NO-Bildung, nachfolgender c¢GMP-Erhéhung und
Vasorelaxation (Busse & Fleming, 1995; Vanhoutte et al., 1995). Dariiber hinaus wurde
beschrieben, dass auch humanes Gewebekallikrein durch die Hochregulation der eNOS-

Transkription zu einer erhohten NO-Freisetzung fiihren konnte (Emanueli er al., 2004).

Zusdtzlich wurde in BAEC (bovine Aortenendothelzellen) nachgewiesen, dass die eNOS
nicht nur mit Caveolin-1 interagierte, sondern auch mit dem endothelialen BKR-2 einen
Komplex bildete. Durch Applikation von entweder exogenem Bradykinin oder Ca*-
Ionophor A23187 wurde eine Dissoziierung der eNOS vom BKR-2 nachgewiesen. Es
wurde vermutet, dass die eNOS-Aktivierung durch Bradykinin in den Endothelzellen
iiber eine Liganden- und Ca?*-vermittelte Dissoziierung der eNOS aus seiner

inhibitorischen  Interaktion mit dem BKR-2 erfolgt war (Venema, 2002).
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Ein anderer Mechanismus, iiber den eine Bradykinin-induzierte Vasodilatation vermittelt
wird, ist die Aktivierung der zytosolisch Ca*-sensitiven Phospholipase A, die zur Freisetzung
von Prostazyklin fiihrt, welches in der glatten Muskelzelle tiber die Aktivierung der
Adenylatzyklase eine vermehrte cAMP-Bildung stimuliert (Ignarro et al, 1987,
Madeddu et al., 2007). In der Folge wird durch eine verminderte Ca?’-Konzentration eine
Vasodilatation ausgelost. Dariiber hinaus wird die Phosphatidylinositol 3 Kinase (PI3K)
aktiviert und nachfolgend die Serin/Threoninkinase Akt. Akt wird zum einen durch die
Bindung seiner Pleckstrin-homologen Domidne zu PIP3 und durch Phosphorylierung
iiber die Phosphoinositide-abhéngige Proteinkinasen (PDKI1 und PDK2) reguliert. Die
phosphorylierte Akt phosphoryliert bzw. aktiviert die eNOS (Madeddu et al, 2007).
Neben  diesen  Ca**-abhingigen  Signalwegen konnten andere  BK-induzierte
Signalwege entdeckt werden, die {iiber Phosphorylierungsreaktionen  gesteuert
werden. Zellexperimentelle Untersuchungen in BAECs belegten eine BK-induzierte
Aktivierung der Proteinkinase A-abhingigen Phosphorylierung der eNOS an
Serin''”, der zu einem akuten Anstieg der NO-Freisetzung fithrte (Bae er al, 2003).
Dariiber hinaus konnte in bovinen Aortenendothelzellen (BAEC) sowie in isolierten
Aortenringen von Ratten, eine Bradykinin-induzierte Phosphorylierung der eNOS
an Tyr® nachgewiesen werden (Fulton er al, 2008). Ein anderer durch Bradykinin
aktivierter Signalweg, ist der JAK/STAT-Weg. Es konnte gezeigt werden, dass
Bradykinin die Tyrosin Kinase 2 (Tyk2) aktiviert, welches in einer Phosphorylierung des

Tyrosins und in einer nukledren Translokation von STAT3 resultierte (Ju et al, 2000).
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Abbildung 1.4.2.1: Schematisch dargestellte Wirkprinzipien tber die eine Bradykinin-2-
Rezeptor-Aktivierung eine Vasorelaxation auslost. Nidhere Erlduterungen siehe laufenden Text.
BKR-2: Bradykinin-2-Rezeptor; DAG: 1,2-Diacylglyzerin; ER: Endoplasmatisches Retikulum;
JAK: Januskinase; PGIL: Prostazyklin; PI3K Phosphoinositid-3-Kinase; PIP3:
Phosphatidylinositoltrisphosphat; PLA,: Phospholipase A2; PLC: Phospholipase C, STAT3: Signal
transducer and activator of transcription 3. Modifiziert nach Bas (Allergy 2007).

Die Erkenntnis, dass Bradykinin zum Mechanismus der vaskuldren Permeabilitit beitrdgt,
konnte mithilfe der transgenen homozgoten sowie heterozygoten CI1-INH-Knockout
Mausmodelle evaluiert werden (Han er al, 2002). Aus pathophysiolgischer Sicht
fiihrt ein Mangel an Cl-Esteraschemmer (C1-INH) und nachfolgende Beteiligung des
Komplementsystems zur Entwicklung des hereditiren Angioodems. Die Krankheit ist
durch wiederholende Episoden von Angioddemattacken charakterisiert. Das Angioddem
ist eine Schwellung der Mukosa und/oder Submukosa der Haut und kann je nach
Lokalisation lebensbedrohlich werden (Bas et al, 2007). CI1-INH-defiziente transgene
Maiuse (C1-INH) (Han et al., 2002) zeigten nach Injektion mit dem Farbstoff Evans blue

dye eine erhohte vaskuldre Permeabilitdt verglichen mit den transgen negativen Tieren.
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Diese erhohte vaskuldre Permeabilitdit konnte durch Behandlung mit einem Plasma
Kallikrein-Inhibitor (DX88) oder mit einem Bradykinin-2-Rezeptor Antagonisten
(HOE-140) aufgehoben werden. Gleichfalls bewirkte die Behandlung mit einem
ACE-Hemmer in den CIINH-defizienten Médusen eine verstirkte vaskuldre Permeabilitit.
Diese Befunde unterstiitzen die Hypothese, dass die BK-vermittelte Aktivierung
des BKR-2 an der Entstehung eines Angioddems beteiligt ist (Han ez al, 2002).
Zellexperimentelle Studien in BAEC haben eine BK-induzierte konzentrationsabhingige
Erhohung der Permeabilitit auf Albumingabe gezeigt (Murray et al., 1991).
Der Mechanismus einer BK-induzierten mikrovaskuldren Hyperpermeabilitdt ist
noch nicht vollstindig aufgekldrt. Hierzu existieren einige Hinweise, die auf eine
Beteiligung der Prostaglandine hindeuten. Diesbeziiglich wurden Daten erhoben, die
zum einen eine durch Prostaglandine verstdrkte BK-induzierte vaskuldre Permeabilitit
belegten, und zum anderen eine Hemmung der BK-induzierten endothelialen Permeabilitit
durch Prostaglandine zeigten (Fantone et al, 1980; Farmer er al., 2001). Dariiber
hinaus existieren weitere inhomogene FErgebnisse hinsichtlich des Mechanismus der
vaskuldren Permeabilitdit. Neben der Frage, ob NO am Mechanismus beteiligt sei
(Westendorp et al., 1994; Nguyen et al, 1995), gibt es Hinweise dafiir, dass nur
die Kombination von Prostazyklin und NO die vaskuldre Permeabilitit in-vivo zu
erhdhen vermag (Murohara ef al, 1998). Gegenwirtiger Stand der Forschung ist,
dass bislang ein in-vivo Mausmodell mit einer unspezifischen Uberexpression
des  Bradykinin-2-Rezeptors  existiert (BKR-2""). Diese @ BKR-2"-Maus hatte
im Vergleich zu ihrem negativen Geschwistertier einen erniedrigten Blutdruck.
Der {iiberexprimierte BKR-2 konnte u.a in der Niere, im Uterus und im Gehirn, jedoch
nur in geringer Dichte in der Aorta oder stark vaskularisierten Geweben, wie z.B.
in dem Herzen oder in der Lunge nachgewiesen werden (Wang et al., 1997). Diese
Befunde konnten vermutlich erkldaren, warum die Gefille von BKR-2-iiberexprimierten
Miusen (BKR-2"") wenig empfindlich auf eine Bradykinininfusion reagierten.
Diesbeziiglich wurde beispielsweise in BKR-2""-Midusen erst bei einem Bolus von 16 ng
Bradykinin eine signifikante Blutdrucksenkung beobachtet, wihrend in den transgen

negativen Tieren dieser Effekt erst bei 125 ng eingetreten war.
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Jedoch konnte in humanen Arterien eine BK-induzierte endothelabhingige Vasodilatation

bei 1000-fach geringeren Konzentrationen nachgewiesen werden (O‘Kane et al., 1994).

Klinische Bedeutung

Zum gegenwirtigen Zeitpunkt ist noch nicht beschrieben worden, ob korperliches Training
und damit NO selbst einen Einfluss auf die Regulation der Bradykinin-2-Rezeptor-
Expression im GefdBsystem hat. Gleichfalls existiert bislang kein therapeutisch verfligbarer
Bradykinin-2-Rezeptor Agonist. In experimentellen Ansdtzen wurde meist Bradykinin
verwendet, mit dem Nachteil dass es schnell abgebaut wurde.

Ein langwirksamer BKR-2 Agonist ist B-9972, das nachweislich eine persistente
Endozytose von BKR-2 auf der Zelloberfliche mit langsamer Rezeptordegradation
in humanen embryonalen 293 Zellen (Bawolak et al, 2007) induziert.
B-9972 wurde in einer tierexperimentellen Studie an pulmonal hypertensiven Ratten getestet
worden. Die Daten zeigten eine Reduktion des pulmonalen arteriellen Druckes und der
rechtsventrikuldren Hypertrophie. Die Autoren folgerten daraus, dass B-9972 potentiell
dafiir geeignet sei, die pulmonale Hypertension und rechtsventrikulire Hypertrophie zu
vermindern (Taraseviciene-Stewart ef al, 2005). Kiirzlich wurde nachgewiesen, dass
im Gegensatz zum Bradykinin, B-9972 eine ,,Downregulierung* von BKR-2 bewirkte
(Bawolak et al., 2009). In Menschen fiihrte die intraarteriale Infusion geringer Dosen
von BK (20, 50 und 100 pg kg') zu einem erhohten Blutfluss im Unterarm, der
mithilfe der vendsen Okklusion Plethysmographymethode gemessen wurde. Dieser
Effekt konnte durch Icatibant Gabe antagonisiert werden (Cockcroft er al, 1994).
Der zur Zeit therapeutisch verfiigbare selektiver Bradykinin-2-Rezeptor Antagonist
Icatibant, ist fiir die Behandlung des hereditiren Angioodems bei Cl-Esterase
Inhibitormangel zugelassen. In einer kleinen Fallstudie wurden acht Patienten, die ein
akutes ACE-Hemmer-induziertes Angioddem entwickelten, mit Icatibant behandelt. In
dieser Studie sollte untersucht werden, ob ACE-Hemmer-induzierte Angioddeme, die
hauptsédchlich iiber eine BK-induzierte-Aktivierung vaskuldrer BKR-2 vermittelt werden,
effektiv. mit Icatibant behandelt werden konnten. Es stellte sich heraus, dass
die Zeit bis zum Riickgang aller Symptome signifikant vermindert war. Dieser

statistischer Unterschied konnte trotz der geringen Probandenzahl evaluiert werden.
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Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass Icatibant eine pharmakotherapeutische Option

zur Behandlung der ACE-Hemmer-induzierten Angioddeme darstellt (Bas et al, 2010).

Erst kiirzlich wurden in zwei randomisierten doppelblinden Studien (FAST-1 und
FAST-2) in Patienten mit hereditiren Angioddem (kutane oder abdominale
Attacken) untersucht, wieviel Zeit bendtigt wird, bis die Symptome vollstindig
abklingen, nach der Gabe von Icatibant gegen Plazebo und Icatibant im Vergleich
mit  Tranexamsdure (primdrer Endpunkt). Im  Vergleich zur Tranexamséure
scheint Icatibant im Hinblick auf den primdren Endpunkt die glinstigere
therapeutische Option zu sein, wohingegen kein Unterschied zwischen Icatibant

im Vergleich zu Plazebo evaluiert werden konnte (Cicardi et al, 2010).

1.4.3. Querverbindung zwischen RAAS und KKS

Eine gemeinsame Schnittstelle zwischen dem RAAS und dem KKS wird durch das
endotheliale Enzym ACE gebildet (Carey & Siragy, 2003). Die ACE wird, wie der AT2-
Rezeptor, auch bei pathologischen Zustinden wie Hypoxie, koronare Herzkrankheit
und ventrikuldre Hypertrophie induziert (King et al., 1989; Schunkert et al., 1993;
Diet et al, 1996). In Ratten mit kardialer Hypertrophie (Weinberg et al, 1997) und
Myokardinfarkt (Schieffer er al., 1994; Liu et al., 1997) war die pathologisch erhdhte
ACE-Aktivitdit durch Hemmung des ATI1-Rezeptors vermindert. Zusétzlich konnte
in gesunden Ratten, die mit dem ATI-Rezeptor-Blocker Valsartan behandelt wurden,
ein erniedrigter Blutdruck und eine erhohte renale Konzentration an BK, NO und
cGMP festgestellt werden. Diese Effekte konnten durch die gleichzeitige Gabe eines
AT2-Rezeptor Antagonisten aufgehoben werden und bestétigten somit die Aktivierung
des AT2-Rezeptors wihrend einer AT1-Rezeptor-Blockade. Diese Aktivierung wird
folgendermaBlen erklédrt: Bei einer AT1-Rezeptor Hemmung ist der physiologisch negative
feed back Mechanismus, der das Signal zur Hemmung der Reninsekretion weitergibt,
blockiert, so dass vermehrt Renin ausgeschiittet und ANGII gebildet wird. ANGII kann
dann ungehindert zum AT2-Rezeptor gelangen. Die Aktivierung des AT2-Rezeptors trigt

vermutlich zu den klinisch niitzlichen Wirkungen der ATI1-Rezeptor-Blocker bei.
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Die Autoren postulierten weiter, dass die renal erhohten Konzentrationen von
NO und cGMP wihrend der AT2-Rezeptor-Stimulation durch Bradykinin vermittelt
wiirden, da durch die gleichzeitige Gabe des Bradykinin-2-Rezeptor-Blockers
Icatibant die genannten Effekte widhrend einer Valsartan-Behandlung nicht mehr

nachgewiesen werden konnten (Siragy et al., 2000).

Eine tierexperimentelle Studie von Hunley et al. hatte erstmals den Effekt einer
Verkniipfung zwischen der ACE und dem AT2-Rezeptor gezeigt. In dieser Arbeit wurde
beschrieben, dass AT2-Rezeptor-defiziente Méiuse (AT27) eine erhohte ACE-Aktivitit
im Serum und in Geweben, z.B. in Lungen-, Herz-, Nieren- und Testisgeweben
aufwiesen. Gleichfalls konnte ein pharmakologisches knockout des AT2-Rezeptors
mittels PD 123319 eine erhohte Serum- und Gewebe ACE-Aktivitdit bewirken.
Zusammenfassend zeigten diese Daten, dass eine verminderte AT2-Rezeptor-Expression
mit einer erhohten ACE-Aktivitdt einherging. Die Autoren postulierten daher, dass der
AT2-Rezeptor tonisch inhibitorisch auf die ACE-Aktivtit wirke (Hunley et al., 2000).
In einer klinischen Studie (Campbell et al, 2005) wurden unterstiitzende Hinweise fiir
diese Hypothese erhoben. In dieser doppelblinden crossover Studie wurden hypertensive
Patienten entweder in eine Losartan- (50 mg OD), Eprosartan- (60 mg OD) oder Plazebo-
Therapie randomisiert. Im arteriellen Blut wurden die Konzentrationen von Angiotensin,
Bradykinin und Kallidin gemessen. Als wesentliches Ergebnis konnte gezeigt werden,
dass unter der Losartan-Therapie erhohte Konzentrationen von Bradykinin vorlagen, die
vermutlich das Ergebnis einer reduzierten Metabolisierung waren. Dariiber hinaus wurden
erhohte Plasmaspiegel von ANGI, II und ANG(2-8) nachgewiesen. Zusétzlich konnte eine
ca. 30% - 35%-ige ANGII/ANGI-Ratio ermittelt werden, die darauf schlieBen lieB, dass
die ACE-Aktivitdt reduziert war. Da die Plasma ACE-Aktivitit jedoch unveridndert blieb,
wurde vermutet, dass die pulmonale Metabolisierung vermindert war. Hierbei scheint die
pulmonale neutrale Endopepetidase (NEP), die ebenfalls ein Kinin-abbauendes
Enzym ist, eine groere Rolle zu spielen als die pulmonale ACE, da eine stirkere
Reduktion der ANG(1-7)/ANGI-Ratio im Vergleich zu ANGII/ANGI-Ratio ermittelt
wurde. Da die Messung aus dem arteriellen Blut erfolgt war, spekulierten die Autoren,

dass vermutlich der AT2-Rezeptor einen tonisch negativen Einfluss auf die
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ACE-Aktivitdit und moglicherweise auch auf die NEP hitte. Die Ergebnisse aus dieser
humanen Studie stimmten nicht mit den Befunden, die in Ratten erhoben wurden,
tiberein. Die Behandlung der Ratten mit 10 mg kg' KG fiir acht Tage bewirkte keine
Erhohung der BK-Konzentration, weder in der Zirkulation noch in der Niere.
Zusitzlich wurden erhohte Plasma ACE-Spiegel gefunden (Campbell er al., 1995).
Die Diskrepanzen konnten vermutlich eine Folge Spezies-spezifischer Effekte sein,
wobei auch die Therapiedauer eine Rolle spielen konnte. Die Autoren postulierten,
dass infolge des reduzierten Metabolismus durch die ACE und NEP, vemehrt
Bradykinin anfillt, das den BKR-2 aktiviert und auf diese Weise zu der Enstehung

von Angioddemen bei der Losartan-Therapie beitrigt (Campbell et al, 2005).

Angiotensinogen 9? » Kinincgen
—lRenln

Kallikrein

Anglotensm I Inaktive Peptide
Bradykinin

AT1 - Blocker
_I negativer
feedback

ACE

Angiotensin Il - Endothelzelle
eNOS

T2 Bradyklmn

Angiotensin Il ACE - Hemmer
'/\ glatte Muskelzelle

Bradykinin-2- Rezeptor
AT1 - Blocker Blocker

Relaxation

Abbildung 1.4.3.1: Schematischer =~ Ausschnitt aus dem RAAS wund dem KKS.
Die ACE katalysiert die Umsetzung des ANGI zu ANGII und den Abbau des
Bradykinins zu inaktiven Enzymen. ANGII bindet als Agonist am AT1-R und am AT2-R.
Sartane (AT1-Blocker) verhindern die Bindung des ANGII am ATI1-R, so dass keine
Vasokonstriktion, Volumenretention, und kein Remodelling erfolgt. Sie hemmen jedoch auch den
negativen feed back Mechanismus, so dass ANGII ungebremst gebildet wird und am
AT2-R u.a seine vasodilatatorischen und antitrophischen Effekte auslost. Die ACE-Hemmer
verhindern den Abbau des Bradykinins, so dass durch die verstirkte Aktivierung des BKR-2
u.a eine Stimulation der eNOS bewirkt wird, mit anschlieBender Freisetzung von NO,
das in den glatten Muskelzellen zu einer Vasodilatation fiihrt.
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Klinische Bedeutung

Endotheliale Mediatorsysteme sind ein beliebtes Angriffsziel fiir viele Arzneimittel zur
Behandlung kardiovaskulérer Erkrankungen, wie koronare Herzkrank-
heit, Hypertonie und Herzinsuffizienz, an deren Pathogenese eine  Dys-
funktion der Regulierungsmechanismen in der BlutgefiBwand beteiligt ist.
Neben dem Bradykinin-2-Rezeptor-Blocker Icatibant, das ins KKS einwirkt
und zur Behandlung des hereditiren Angioodems eingesetzt wird, spielen ACE-
Hemmer und ATI-Rezeptor Antagonisten eine wichtige Rolle bei der Therapie
kardiovaskuldrer Erkrankungen (Evidenzgrad I), wie z.B. Hypertonie, Herzinsuffizienz
und Myokardinfarkt (Jessup & Brozena, 2003; Casas et al., 2005; Kaplan & Opie, 2006).
Dabei treten als hédufige bzw. typische Nebenwirkung der ACE-Hemmer Therapie der
Reizhusten (Dicpinigaitis, 2006) bzw. Angioddeme (Inzidenz 0,5%) auf, die beide
nachweislich mit einem erhohten Plasma-Bradykininspiegel  verbunden  sind
(Nussberger et al., 1998; Nussberger et al., 2002).

Der Reizhusten ist eine der hdufigsten Nebenwirkungen (bis zu 15%) und ist nicht selten
Therapie-limitierend. Anstelle eines ACE-Hemmers konnte dann die Gabe eines
AT1-Rezeptor Antagonisten verabreicht werden, der aber auch zu 3% einen Reizhusten
hervorrufen konnte (Kojda et al., 2002). Jedoch induzieren nicht nur die ACE-Hemmer,
sondern auch ATI1-Rezeptor Antagonisten mit einer Inzidenz von 0,2% Angioddeme

(Agostoni & Cicardi, 2001).

In der bereits erwdhnten ONTARGET-Studie (Ongoing Telmistartan Alone and in Combi-
nation With Ramipril Global Endpoint Trial) war die Telmisartan-Therapie im Vergleich
zur Ramiprilgruppe (1.1% vs. 4.2%, P<0.001) mit einer geringeren Rate von Reizhusten
und Angioddemattacken (0.1% vs. 0.3%, P=0.01) verbunden. Insgesamt verdeutlichten die
Ergebnisse dieser Studie, dass Telmisartan gleich effektiv wie Ramipril war und
verglichen mit Ramipril weniger Angioddeme induzierte. Die Kombination beider
Arzneistoffe erniedrigte zwar tendenziell den Blutdruck, war jedoch mit vermehrten
Nebenwirkungen verbunden und brachte keinen klinisch niitz-

lichen Mehrvorteil (Jones et al., 2008; Yusuf et al., 2008).
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Wie die Ergebnisse der VALIANT-Studie (VALsartan In Acute myocardial iNfarcTion
Trial) hervorhob, konnten mit Valsartan dhnliche Effekte erzielt werden.
Hierbei wurden ebenfalls verminderte Ereignisraten an Reizhusten und Angio6demattacken

in der Valsartangruppe verglichen zur Captoprilgruppe festgestellt (Pfeffer et al., 2003).

Eine Erhohung der Bradykinin-Plasmalevel und der biologischen Aktivitit am BKR-2
wurde mit den kardio- und renoprotektiven Effekten der ACE-Hemmer in
Verbindung  gebracht.  Diesbeziiglich  wurde in  einer  klinischen  Studie
(Gainer et al., 1998) mit hypertensiven Patienten, die entweder mit Captopril (25 mg),
Captopril plus Icatibant (100 pg kg' KG), Losartan (75 mg) oder Plazebo behandelt
wurden, untersucht, ob Bradykinin an den Kurzzeiteffekten der ACE-Hemmer Therapie
auf den Blutdruck und der Plasma-Renin-Aktivitdt beteiligt war. Die Ergebnisse zeigten,
dass die Gabe des BKR-2-Hemmers Icatibant die durchschnittliche Blutdruckantwort auf
Captopril um 53% reduzierte, sowie die erhohte Plasma Renin-Aktivitdt authob.
Diese Daten lassen vermuten, dass Bradykinin an der ACE-Hemmer-vermittelten
Blutdruckverminderung  beteiligt und vermutlich {tber die Stimulierung der

Prostazyklinproduktion  fiir ~ eine  erhohte  Renin-Aktivitdit  verantwortlicht  ist

1.5. Fragestellungen

Das Ziel dieser Arbeit war es, den Kenntnisstand tber die Wirkungen und
Wirkmechanismen von NO auf endotheliale Mediatorsysteme, die RAAS und
KKS zu erweitern. Neben der Beteiligung des NO-cGMP-Systems haben neue
Befunde nahe gelegt, dass korperliches Training die Regulation der beiden zentralen
Rezeptoren (AT1-R und AT2-R) im RAAS beeinflusst (Adams et al, 2005).
Dariiber hinaus sprechen viele Daten dafti, dass das Bradykinin iiber den
Bradykinin-2-Rezeptor die eNOS stimuliert und zu einer Freisetzung von NO fiihrt
(Busse & Fleming, 1995; Vanhoutte et al.,, 1995). Es ist jedoch nicht bekannt,
ob korperliches Training und NO selbst den BKR-2 regulieren kann. Daher

ergab sich die folgende  zentrale  Fragestellung dieser  Forschungsarbeit:
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Welche Bedeutung hat die Interaktion endothelialer Mediatorsysteme fiir die vaskuliren

Effekte von korperlichem Training?

Im Einzelnen wurden die folgenden Fragen formuliert:

1. Welche neuen Verkniipfungen lassen sich durch das korperliche Training zwischen
dem NO-cGMP-System und dem RAAS sowie dem KKS im arteriellen Gefilisystem
identifizieren?

Korperliches Training fithrt uw.a zu verdnderten vaskuldren Adaptationsvorgingen
(Kingwell et al, 1996; Kingwell, 2000). Am héufigsten ist eine Trainings-induzierte
Erh6hung der NO-Produktion und eine verbesserte Endothelfunktion
beschrieben worden. Zusitzlich  belegten  Untersuchungen eine  NO-abhéngige
Hochregulation der ecSOD. Um die Frage aufzukldren, ob korperliches Training
durch die erhohte Bildung von NO auch andere endotheliale Mediatorsysteme
wie das RAAS und das KKS  beeinflusst, wurde die Expression des
AT2-Rezeptors und des Bradykinin-2-Rezeptors in C57Bl/6-Méusen,
die fir drei Wochen nach unterschiedlichen etablierten Trainingsmethoden
trainiert wurden, untersucht. Nur eine Studie konnte eine Hochregulation der
AT2-Rezeptor-mRNA-Expression  nach  korperlichem  Training  zeigen (Adams
et al., 2005). Bislang ist noch nicht untersucht worden, ob korperliches Training
und damit NO selbst den Bradykinin-2-Rezeptor direkt beeinflusst. Bekannt
ist aber, dass Bradykinin durch die Aktivierung des Bradykinin-2-Rezepors die
eNOS stimuliert und infolge dessen die NO-Bioverfiigbarkeit erhoht wird.

2. Welche funktionelle Bedeutung besteht zwischen dem NO-cGMP-System und dem
RAAS sowie dem KKS und welche Mechanismen liegen dem zugrunde?

Im Mittelpunkt dieser Untersuchung steht die AT2-Rezeptor-Regulation durch
NO. Eine Erhohung der NO-Bioverfiigbarkeit wurde mithilfe eines transgenen
Mausmodells, das endothelspezifisch die eNOS {iberexprimiert, erzielt. Es wurde
bislang beschrieben, dass der AT2-Rezeptor selbst {iber die Stimulation von
BKR-2 zu einer NO-induzierten Vasodilatation fiithrt. Jedoch ist noch nichts bekannt

iiber den umgekehrten Mechanismus, d.h. eine Aktivierung der AT2-Rezeptor-Expression
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direkt durch NO. Mithilfe von porvinen Aortenendothelzellen, die mit verschiedenen NO-
Donatoren inkubiert wurden, sollte der Mechanismus, der einer NO-vermittelten AT2-
Rezeptor-Regulation zugrunde liegt, untersucht werden. Hierbei stellte sich die Frage,
ob moglicherweise die sGC-vermittelte Aktivierung des NO-cGMP-Weges beteiligt ist.
In der Arbeit von Hunley et al. (Hunley et al., 2000) wurden bereits Hinweise erbracht,
dass der AT2-Rezeptor einen tonischen inhibitorischen Einfluss auf die ACE hatte.
Daher wurde in den transgenen eNOS™-Maiusen untersucht, welchen Effekt eine

AT2-Rezeptor-Aktivierung auf die ACE-Aktivitét hat.

3. Welche Effekte von korperlichem Training werden in venésen Geweben offenbart

und welche Mechanismen liegen dem zugrunde?

Wihrend der Mechanismus einer Trainings-induzierten Erhohung der eNOS im arteriellen
Geweben gut untersucht wurde, ist bislang wenig bekannt iiber die Bedeutung des
korperlichen Trainings fiir die Expression vasoprotektiver Proteine in vendsen Geweben,
wie der Vena cava und der Lunge. Dafiir wurden C57Bl/6-Miause nach zwei verschiedenen
Trainingsmethoden, dem freiwilligen und dem erzwungenen Training, fiir eine Dauer von
drei Wochen trainiert. Die neu gewonnenen Erkenntnisse konnten dazu beitragen, die

Therapie der COPD zu verbessern.

4. Lasst sich durch eine pharmakologische Intervention mit exogenem NO die

Regulation vasoprotektiver und antioxidativer Proteine beeinflussen?

Neben den Untersuchungen zu den Effekten auf die Regulation vasoprotektiver Proteine
durch Erhohung der endogenen NO-Bioverfiigbarkeit stellte sich die Frage, welchen
Einfluss exogenes NO auf die Regulation vasoprotektiver und antioxidativer Proteine in-

vivo hat. Dafiir wurden C57Bl/6-Miuse fir vier Wochen mit dem organischen Nitrat

PETN behandelt.
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5. Welche neuen Arzneistoffe wiirden sich auf der Basis der neuen Erkenntnisse

entwickeln lassen?

Eine pharmakologisch bislang nur indirekt genutzte Aktivierung des NO-cGMP-Systems
besteht in der selektiven Aktivierung endothelialer BKR-2. Ob eine solche Intervention
zu kardio- und vasoprotektiven Effekten fiihrt bzw. sich auf die Himodynamik auswirkt,

ist nicht bekannt.

Um diese Fragestellung zu untersuchen, sollte ein transgenes Mausmodell mit einer
endothelialen Uberexpression des BKR-2 generiert werden. Dieses Mausmodell
stellt eine gute Moglichkeit dar, kardiovaskuldre Effekte und die zugrunde liegenden

molekularen Mechanismen zu studieren.
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2. Material und Methoden

2.1. Substanzen und Losungen

Samtliche Chemikalien und Losungsmittel wurden in bester verfligbarer Qualitdt von den
Firmen Sigma-Aldrich (Miinchen), Merck (Darmstadt) oder Roth (Karlsruhe) bezogen,
sofern der Hersteller im Folgenden nicht gesondert aufgefiihrt wird. Zur Herstellung der

Puffer und der Losungen fand demineralisiertes und frisch destilliertes Wasser Einsatz.

LB-Medium: LB-Agar-Platten:
0,5% NaCl 15 g Agar /1 1 LB-Medium
1% Trypton

0,5% Hefeextrakt

Die Losungen fiir das LB-Medium und die LB-Agar-Platten werden vor der Benutzung
autoklaviert. Danach sollte die Losung fiir die Agar-Platten auf 70°C abgekiihlt sein bevor
das Antibiotikum zugesetzt wurde. Die Platten wurden dann sofort gegossen und kurz

mit einem Bunsenbrenner abgeflemmt.

SOC-Medium: NYZ*-Broth-Medium:

2% Trypton 10 g NZ Amin

0,5% Hefextrakt 5 g Hefeextrakt

10 mM NaCl 5 g NaCl

2,5 mM KCI 12,5ml 1 M MgCl,

10 mM MgCl 12,5ml 1 M MgSO,

10 mM MgSO, 20 ml 20% (w/v) Glukose oder
20 mM Glukose 10 ml 2 M Glukose

SOC Medium wurde vor der Benutzung autoklaviert.
NZY*-Broth-Medium wurde mit deionisiertem Wasser auf ein Endvolumen von

einem Liter gebracht. Mit NaOH wurde der pH auf 7,5 eingestellt und autoklaviert
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bevor die sterilfiltrierte I M MgCl, Losung, 1 M MgSO,-Lésung und 10 ml 2 M Glukoseldsung

dem Medium zugesetzt wurden.

Lysispuffer fiir Mausschwanzspitzen: TE-Puffer:

50 mM Tris 10 mM Tris

100 mM EDTA 1 mM EDTA

100 mM NacCl pH 8,0

1% SDS

pH 8,0

TAE-Puffer: DNA-Auftragspuffer:

40 mM Tris
0,1% Essigsdure
10 mM EDTA
pH 8,0

10x TBE-Puffer
890 mM Tris
89 mM Borséure

20 mM EDTA

Lysispuffer fiir Proteinpriparationen (mit Phosphataseinhibitoren) pH 7,6:

5 mM Tris

I mM EDTA

I mM EGTA

2,5mM Na,P,0,

1 mM B-Glycerolphosphat

50% Glyzerin

50 mM EDTA

0,1% Bromphenolblau
ad 50 ml 10x TBE-Puffer

OD-Mess-Puffer
50 mM Tris-HCI pH 7,5
I mM EDTA pH 8,0
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1 mM Na,VO,

5 mM NaF

1 mM PMSF

Proteaseinhibitoren (je 10 pg ml' Antipain, Aprotinin, Leupeptin und Benzamidin)
Lysispuffer fiir Proteinpriiparationen (ohne Phosphataseinhibitoren):

5 mM Tris

I mM EDTA

I mM PMSF

Proteaseinhibitoren (je 10 ug ml! Antipain, Aprotinin, Leupeptin und Benzamidin)

Zell-Lysispuffer (RIPA-Lysispuffer):
150 mM NacCl

50 mM Tris-HCI pH 8,0

1% NP-40

0,1% SDS

Bradford-Reagenz
0,02% Coomassie Blue G 250

10% v/v Phosphorséure

5% v/v Ethanol

Sammelgelpuffer: 4x Trenngelpuffer:
250 mM Tris/HCl 150 mM Tris/HCI
0,2% SDS 0,4% SDS

pH 6,8 pH 8,8
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SDS-Probenpuffer:

50 mM Tris

2% SDS 10% Glycerin
0,005% Bromphenolblau

6x Tris-Tricin-Probenpuffer:

375 mM Tris-HCl

15% B-Mercaptoethanol
60% Glycerol

12% SDS

0,045% Serva Blue

pH 8,9

50% Acrylamid (Tris-Tricin-Gele):

49,5% T
3% C

10x SDS-Laufpuffer:
250 mM Tris/HCI
1,92 M Glycin

1% SDS

48 g Acrylamid und 1,5 g N,N Methylenbisacrylamid wurden in 100 ml dH,O geldst. 5 g des

Ionenaustauschers (AG-5018-Beads) wurde zugegeben, 1 h bei Raumtemperatur geriihrt und

anschlieend abfiltriert. Die Lagerung erfolgte bei 4° C.

1x Kathoden-Puffer (Tris-Tricin):

100 mM Tris
100 mM Tricin
0.1% SDS

Western-Blot-Puffer:
25 mM Tris

200 mM Glycin

20% (V/V) Methanol
pH 8,5

5x Anoden-Puffer (Tris-Tricin):
200 mM Tris-HCI
pH 8.9

TBST-Puffer:
20 mM Tris
150 mM NacCl
0,1% Tween 20
pH 7,6
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Coomassie Gel-Fiarbung:
Stock I: 0,2% Coomassie Brilliant Blue G-250 in Ethanol 90% l6sen.
Stock I1: Essigsdure 20%
Fixierungslosung: Ethanol 40%
Entfarbungslosung:  Ethanol 20%
Essigsdure 10%

Aqua dest. 70%

Stripping-Puffer

S mM Tris

2% SDS
B-Mercaptoethanol (1:133)

Krebs-HEPES-Puffer: Krebs-Henseleit-Puffer (modifiziert):
99 mM NaCl Ionenzusammensetzung:

4,69 mM KCl1 Kationen:

1,87 mM CaCl, 143,85 mM Natrium

1,2 mM MgSO, 5,87 mM Kalium

25,0 mM NaHCO, 1,60 mM Kalzium

1,03 mM K, HPO, 1,18 mM Magnesium

20 mM Na-Hepes 5,50 mM Glukose

11,1 mM Glukose Anionen:

pH 7,35 127,14 mM Chlorid

25 mM Hydrogencarbonat
1,18 mM Dihydrogenphosphat
1,18 mM Sulfat
pH 7,09
ACE-Aktivititspuffer (pH 8,3):
50 mM Borax
300 mM NacCl
0,1 mM ZnCl,
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2.2. Allgemeine Methoden

2.2.1. Versuchstiere

Die beschriebenen Tierversuche wurden entsprechend §8 des Tierschutzgesetzes
vom 18. Mai 2006 beantragt und von der Bezirksregierung Disseldorf genehmigt
(AZ 23.05-230-3-77/99, AZ 23.05-230-3-52.99, AZ 50.05-230-3-65/99, AZ 50.05-
230-3-94/00, AZ 50.05-230-18/06). Alle Méiuse wurden in der Tierversuchsanlage in
einem speziellen pathogenfreien Bereich (SPF) geboren. Die Haltung und Zucht der
Tiere erfolgte unter standardisierten Bedingungen (Raumtemperatur 20°C, relative
Luftfeuchtigkeit 5 % + 5 %, 12h-Tag-Nacht-Rhythmus durch Kunstlicht) in der
Tierversuchsanlage der Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf. Die Tiere erhielten

keimfreies Trinkwasser pH 3 ad libitum und standen unter tierdrztlicher Kontrolle.

2.2.1.1. Praparation der Tiere und Entnahme der Organe

Die Miduse wurden mittels 30-sekiindiger CO,-Inhalation euthanasiert und auf einem
Priparationstisch  fixiert. Als Standard-Préparationspuffer wurde ein Krebs-Hepes-
Puffer verwendet. Der Thorax wurde freigelegt, indem der kaudale Anteil des Corpus
sterni und die Rippen durchtrennt wurden. Das auf diese Weise freigelegte Herz diente
zundchst zur Blutentnahme mittels einer 23G-Kaniile (Durchmesser 0,6 mm) aus
dem rechten Ventrikel. Die Kaniile und die Spritze wurden zuvor mit 100 pl Heparin
(Ratiopharm, Ulm, 5000 U ml') durchspiilt. Das Blut wurde bis zur weiteren Verarbeitung
im Eppendorf Tube (Eppendorf, Hamburg) auf Eis gelagert. In den nachfolgenden
Schritten wurde die Vena cava caudalis sowie die Pulmonalarterien isoliert. Mithilfe
chirurgischen Nahtmaterials wurde die Vena cava superior abgebunden und damit das Blut
gestaut. AnschlieBend wurden mit einer Feinschere unter einem bifokalen Mikroskop
(hund, Wetzlar) die Pulmonalarterien und die Vena cava caudalis isoliert. Danach erfolgte
die Entnahme der Lungenfliigel, des Herzens, der thorakalen und abdominalen Aorta.

Alle Organe wurden nach ihrer Entnahme sofort in Krebs-Hepes-Puffer liberfiihrt, wo sie
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vorsichtig mit Pinzette und Schere von anhaftendem Fett- und Bindegewebe befreit wurden.
Um das im Lumen vorhandene Blut zu entfernen, wurde die Aorta langsam durchspiilt.
Wiéhrend der Prdparation wurde darauf geachtet, dass das Gefdll nicht zu stark gedehnt
oder zusammengedriickt wurde, damit die Endothel-zellschicht unzerstért blieb.
Die Organe wurden dann in fliissigem Stickstoff tiberfithrt und zur weiteren Lagerung
bei —80°C eingefroren. Zur Durchfiihrung von Organbadversuchen wurden die Gefille
in ca. 5 mm grofe Stiicke geschnitten. In einem der Stiicke wurde das Endothel
vorsichtig mit einem dinnen Holzstdbchen durch mehrmaliges Reiben entfernt.
Fiir die Weiterverarbeitung zur RNA wurden die Organstiicke in der RNA Later-Lésung®

(Ambion, Darmstadt) autbewahrt.

2.2.2. Priiparation und Analyse der RNA

2.2.2.1. RNA-Isolierung

Die RNA-Isolierung und die sich anschlieBende cDNA-Synthese sind Vorraussetzung
fir Genexpressionsanalysen wie zum Beispiel die Untersuchung der mRNA-
Expression verschiedener Gene (s. Tabelle 2.2.1). Dariiber hinaus diente die cDNA
als Template fiir die Klonierung des Angiotensin-2-Rezeptors (s. 2.2.11) und des
Bradykinin-2-Rezeptors (s. 2.2.12).

RNA-Isolierung aus porvinen Aortenendothelzellen

Die RNA-Isolierung erfolgte mithilfe des RNeasy® Mini Kits (Qiagen, Hilden). Dafiir
wurden die PAEC bis zu einer 80-90%-igen Konfluenz kultiviert und anschliefend durch
Abkratzen von der Flaschenunterseite mit einem Kultur-Zellschaber (Neolab, Heidelberg)
abgelost. Die Zellkulturflasche wurde dafiir mit 700 pl kaltem Lysispuffer, bestehend aus
dem RLT-Puffer® und B-Mercaptoethanol (1:10) versetzt, so dass der Zellrasen gleichméBig
bedeckt war. Die Endothelzellen wurden dann mit dem Kultur-Zellschaber von der

Flaschenunterseite gleichméfBig abgelost und in ein ppendorf Tube berfiihrt.

66



MATERIAL UND METHODEN

Die Zellsuspension wurde solange resuspendiert bis alle Zellklumpen voneinander gelost
waren. Danach wurde die gesamte Zellsuspension auf QIAshredder® Sdulen (Qiagen,
Hilden) gegeben und 2 min bei 13.000 rpm bei RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde
mit 700 pl 70%-igen ETOH versetzt und solange resuspendiert bis keine Schlieren mehr
vorhanden waren. AnschlieBend wurden 700 ml davon auf RNeasy®-Sdulen gegeben
und nach Herstellerangaben fortgefahren. Die RNA-Elution erfolgte mit 50 pl Nuklease-
freiem Wasser (Ambion, Darmstadt) und einer Zentrifugation bei 13.000 rpm und RT

fir 1 min. Dieser Schritt wurde =zur FErhéhung der Ausbeute wiederholt.

RNA-Isolierung aus tierischem Gewebe

Die Quantifizierung der mRNA-Expression bestimmter Gene erfolgte in Geweben der
Lunge, des Herzens und der Aorta. Hierzu mussten die Gewebeproben entsprechend
aufbereitet werden.

Die Homogenisierung der Mausgeweben erfolgte mittels eines ausschlieBlich fiir die RNA-
Gewinnung verwendeten Ultra-Turrax (T8, Ika Labortechnik, Staufen). Die RNA-Isolierung
wurde unter Verwendung des RNeasy® Mini Kits durchgefiihrt. Die tief gefrorenen in
der RNA-Later®-Losung befindlichen Proben wurden mit kaltem, B-Mercaptoethanol
enthaltenen denaturierenden RLT®-Lysispuffer versetzt. Darauthin wurden die Proben
mit dem Ultra-Turrax, der zwischen jeder neuen Probe mit 0,1%-iger NaOH-Losung und
Nuklease-freiem Wasser ausgespiilt wurde, homogenisiert. Die Aufbereitung der Aorten
erfolgte mit einem Mikrogewebe Handhomogenisator (Neolab, Heidelberg). Waren keine
Gewebestiicke mehr sichtbar, wurden die Homogenate auf QiaShredder®-Séulen tiberfiihrt,
und bei 13.000 rpm fiir eine Minute zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand
abgenommen und mit 590 pl Nuklease-freiem Wasser und 10 pl QIAGEN® ProteinaseK
(Qiagen, Hilden) bei 50°C fiir 10 min inkubiert. Der Uberstand wurde mit 0,5-fachem
Volumen an Ethanol resuspendiert und das gesamte Volumen auf eine RNeasy®-Sdule
gegeben und bei 10.000 rpm zentrifugiert. Die RNA ist in der Sdule gebunden und der
Uberstand wurde verworfen. Danach wurde die Siule mit 350 ul ,RW1 Puffer’ (RNeasy*Mini
Kit) gewaschen und fir 1 min bei 10.000 rpm zentrifugiert. Die sich anschlieende
DNase-Behandlung erfolgte mit einem 80 pul DNase-Mix (10 pl DNase™ + 70 ul RDD-

Puffer™; Qiagen, Hilden), der direkt auf die Sdule pipettiert wurde.
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Nach 15 min Inkubationszeit, wurde die Sdule nacheinander mit dazwischen geschalteten
Zentrifugationsschritten bei 10.000 rpm fiir 1 min zuerst mit 350 pl ,RW1 Puffer” und dann
2-mal mit je 500 pl ,RPE Puffer’ (RNeasy®Mini Kit) gewaschen. Die Elution der RNA

erfolgte mit 30-50 pl Nuklease-freiem Wasser nach Zentrifugation bei 10.000 rpm fiir 1 min.

2.2.2.2. RNA-Konzentrationsbestimmung

Die RNA-Konzentration wurde mithilfe des BioEppendorf Photometers (Eppendorf,
Hamburg) bei 260 nm und 280 nm bestimmt. Es wurden Proben verwendet deren OD

260/280 Quotient zwischen 1,8 und 2 lag.

2.2.2.3. cDNA Synthese

Die Synthese der komplementdren DNA (cDNA) erfolgte mit dem High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit® (Applied Biosystems, Weiterstadt). Standardméfig wurde je
Ansatz bis zu 2 pg RNA eingesetzt. Die Verwendung von zufillig zusammengestellten
Hexanukleotiden erlaubte den universellen Einsatz der cDNA fiir verschiedene
Genuntersuchungen. Die Synthese wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt

und die cDNA lieB sich dann als Template fiir die Realtime-RT-PCR einsetzen.

2.2.2.4. Realtime-RT-PCR

Theorie:

Die Quantifizierung der mRNA-Expression bestimmter Gene wie der eNOS des
AT2-Rezeptors (Agtr2) und des Bradykinin-2-Rezeptors (BDKRB2), erfolgte mittels der
Realtime-reversen-Transkription (RT)-PCR. Dazu wurde der so genannte J5’-Nuclease
Assay verwendet, der auf zweierlei Prinzipien basiert: Fluoreszenz-Resonanz-Energie-
Transfer (FRET) Technologie, und 5'-Nuklease-Aktivitidt der Taq Polymerase, nach der von
Lee et al. (Lee ef al., 1993) beschriebenen Methode. Fiir den 5'-Nuclease Assay wurden

fluorogene Sonden (TagMan® Probe, Applied Biosystem, Weiterstadt) -eingesetzt.
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Die Sonden sind charakterisiert durch einen am 5’-Ende befindlichen fluoreszenten
Reporter-Farbstoff (Fluoreszeinderivat) und einen am 3’-Ende markierten Quencher-
Farbstoff (Rhodamin-Derivat), der iiberdies mit einem Phosphatrest blockiert ist.
Wird die intakte Sonde bei einer Wellenldinge von 488 nm zur Fluoreszenz
angeregt, so erfolgt kein entsprechendes Reportersignal, da aufgrund der
rdumlichen Ndhe zwischen dem Reporter und dem Quencher aufgrund des Fluoreszenz-
Resonanz-Energie-Transfers (FRET) die Fluoreszenz des Reporters unterdriickt wird.
Dariiber hinaus befinden sich im PCR-Ansatz sense- und antisense-Primer, die an dem
Matrizen-Strang wéhrend des PCR-Laufs hybridisieren. Die Sonde wird so hergestellt,
dass sie zwischen den jeweiligen Primern an dem Matrizen-Strang hybridisiert. In
der Extensionsphase wird die Sonde durch die 5°-3’-Exonuklease-Aktivitit der Tag-
Polymerase verdringt und hydrolisiert. Dadurch wird die rdumliche Nihe zwischen
dem Reporter und dem Quencher und damit der FRET aufgehoben. Folglich wird mit
jedem PCR-Zyklus entsprechend der Akkumulation des PCR-Produktes die Fluoreszenz des
Reporters ansteigen, so dass ein Reportersignal mit einer neuen DNA-Kopie korrespondiert.
Das dabei entstehende Reportersignal ist sequenzspezifisch, da nicht hybridisierte
Sondenmolekiile verdringt werden bevor die Exonuklease-Aktivitdt der Tag-Polymerase
aktiviert wird (s. Abbildung 2.2.2.4.).

Um eine spezifische RNA in einem RNA-Gemisch mit der Realtime-RT-PCR Methode
zu quantifizieren, muss die RNA zunidchst mittels dem Enzym reverse Transkriptase in
cDNA umgeschrieben werden, die dann als Matrizenstrang in der PCR dient. Die zu
quantifizierende RNA kann bereits in sehr geringen Mengen nachgewiesen werden, da das
spezifische RNA-Molekiil unter 10® anderen detektierbar ist. Schematisch ist der Vorgang
in Abbildung 2.2.2.4. dargestellt.
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Abbildung 2.2.2.4.: Schematische Darstellung des Realtime-RT-PCR-Prinzips mit dem
TagMan Assay® (Applied Biosystem, Weiterstadt). A) Im denaturierten Zustand erfolgt keine
Lichtemission des Fluorophors (R), da sich der Quencher (Q) in rdumlicher N#he befindet
und die Emission absorbiert. Wahrend der Annealingphase binden sowohl die Primer als auch
die Sonden an die DNA. B) Wihrend der Extensionsphase wird die Sonde durch die Tag-
Polymerase und den synthetisierten DNA-Strang aus ihrer Bindungsstelle verdringt. C)+D) Die
Sonde wird durch die 5°-Nuklease-Aktivitit der Taq-Polymerase abgebaut, so dass der Reporter
vom Quencher getrennt wird und bei entsprechender Anregung (488 nm) fluoresziert. (D)
Vollendete Polymerisation: Es entsteht ein Reportersignal fir jede neu entstehende DNA Kopie.

Versuchsaufbau:
Die Quantifizierung der mRNA-Expression erfolgte in Geweben der Lunge, des Herzens
und der Aorta der Maus. Die sich anschlieBende RNA-Isolierung und cDNA-Synthese

erfolgte gemél den Schilderungen in 2.2.2.1 und 2.2.2.3.
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In Tabelle 2.2.1 sind die fiir die Realtime-RT-PCR verwendeten Primer, Sonden,
und Reaktionsansitze, sowie die PCR-Bedingungen zusammengefasst. Alle hierfiir

verwendeten Materialien wurden von Applied Biosystems (Weiterstadt) bezogen.

Nos3 Agtr2 BDKRB2 Hprtl
TaqMan®Gene MmO1164908 Mm01341373 Hs00176121 Mm00446968
Expression Assay
Amplikon 81 bp 86 bp 99 bp 65 bp
Exon 13-14 2-3 2-3 6-7
Reaktionsansatz: 20 ul 20 pl 20 pl 20 pl
TagMan® Universal
PCR Master Mix 10l 10 pl 10 pl 10 pl
Primer (10uM) 0,4 ul 0,4 ul 0,4 pul 0,4 pul
Sonde (10uM) 0,2 ul 0,2 ul 0,2 ul 0,2 ul
cDNA-Probe
(100-500 ng) 9 ul 9 ul 9 ul 9 ul
Realtime-PCR-Lauf:
Polymerase Aktivierung | 95°C 10 min 95°C 10 min 95°C 10min 95°C 10 min
Denaturierung 95°C 15s 95°C 15s 95°C 15s 95°C 15s
Annealing/Extension 60°C 60 s 60°C 60 s 60°C 60 s 60°C 60 s
Zyklen 50 50 50 50

Tabelle 2.2.1: Protokolldetails fiir die Detektion der mRNA-Expression verschiedener Gene mittels der
Realtime-RT-PCR-Methode.

Die Primer wurden so hergestellt, dass sie Intron- {ibergreifend binden und auf
diese Weise keine DNA detektierten. Die Sonden sind an ihrem 3’-Ende mit einem
Non-Fluorescent-Quencher, NFQ gekoppelt, so dass man zusidtzlich andere
Reporterfarbstoffe verwenden konnte. Der verwendete Reporterfarbstoff ist markiert mit

6-Carboxyfluorescein (FAM™),
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Zur Standardisierung wurde die mRNA des Haushaltproteins Hypoxanthin-Guanin-
Phosphoribosyl-Transferase 1 (Hprtl) koamplifiziert.

Die erforderliche cDNA Menge wurde abhingig von dem zu
untersuchenden Protein  ermittelt. Der Realtime-RT-PCR-Lauf erfolgte in dem
7300 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Weiterstadt). Zur Berechnung
der relativen mRNA-Expression der jeweiligen untersuchten Gene wurde die
vergleichende AAC-Methode angewendet. Die Berechnung erfolgte durch den
Vergleich der C-Werte (Threshold-Cycle = Zyklus, bei dem eine bestimmte
Signalstdrke {iberschritten wird), wobei zunédchst eine Normalisierung auf die endogene
Kontrolle stattfand, um Pipettierfehler und Abweichungen der Realtime-Effizienz zu

equalisieren. Dazu wurden folgende Formeln angewendet:

1.C C =AC

t gesuchtes Gen T M endogene Kontrolle o t

2.AC AC =AAC,

t Probe t Kalibrator

Da sich mit jedem Zyklus die Konzentration der DNA verdoppelt, erhdlt man die

relative Expression des gesuchten Gens iiber die Formel (Livak & Schmittgen, 2001):

3. relative Expression = 2-4A¢t

Die Effizienz der Reaktion unterschritt in keinem Experiment einen Wert von 1,79.

2.2.3. Priiparation und Analyse von DNA

Die in diesem Kapitel beschriebenen Methoden zur DNA-Vervielfiltigung, Aufreiningung,
Klonierung und Sequenzierung wurden fiir die Generierung des Angiotensin-2-Rezeptor-
Expressionsvektors (s. 3.1.4), des Tie-2-BDKRB2-Vektors (s. 3.4) und fiir die in-vitro-
Transkription/Translation zur Verifizierung des ecSOD-Antikorpers (s. 3.1.4.3) genutzt.
Die Sequenzierung erfolgte zur Uberpriifung der BDKRB2- (s. Abbildung 3.4.3) und der
Agtr2-Gensequenz (s. Abbildung 3.1.4.3) und des C'*!'T- Polymorphismus im Bradykinin-2-
Rezeptor-Exon 2 (s. 3.4.1).
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2.2.3.1. Vermehrung von Plasmid-DNA in Escherichia coli

Die Vermehrung der Plasmid-DNA erfolgte in verschiedenen E.coli-Stammen. Es wurden
TOP10®-Zellen (Invitrogen, Karlsruhe) und XL 10-Gold® Ultrakompetente Zellen
(Stratagene, Amsterdam) verwendet. Fiir die Anziichtung der TOP10®-Zellen wurde LB-
Vollmedium verwendet. Fiir die Kultivierung der XL 10-Gold®-Zellen fand die Verwendung
von NZY'-Broth-Medium statt. Die Bakterienstimme wurden auf LB-Agar-Platten
(s. 2.1), die entsprechende Antibiotika enthielten, ausplattiert und {iber Nacht bei 37°C
geziichtet. Die Antibiotika wurden in folgenden Endkonzentrationen verwendet:
Kanamycin (50 pg ml'), Tetramycin (12,5 pg ml'), Carbenicillin (50 pg ml') und
Chloramphenicol (34 ug ml™).

2.2.3.2. Transformation von E.coli

Die Transformation von 1 ng Plasmid-DNA erfolgte in den TOP10®-Zellen. Dazu wurde die
DNA in die TOP10®-Zellen iiberfiihrt, vorsichtig umgeriihrt und 30 min auf Eis inkubiert.
Danach erfolgte ein Hitzeschock bei 42°C fiir 30 Sekunden und die sofortige Abkiihlung auf
Eis fiir eine Minute. AnschlieBend wurden die Zellen in 1 ml SOC®-Medium (Invitrogen,
Karlsruhe) fiir 1 h bei 37°C geschiittelt. Nach dieser Inkubationszeit wurden die Zellen
auf Antibiotika-haltigen LB-Agar-Platten ausplattiert und tiber Nacht bei 37°C inkubiert.
Die Transformation der XL 10-Gold®-Zellen erfolgte durch zusitzliche Gabe von 4 pl

B-Mercaptoethanol zu 100 pl der Zellen und wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

2.2.3.3. Transformation in ein T7-Expressionssystem

Fiir die Produktion des Angiotensin-2-Rezeptors in T7-gesteuerten Expressionsvektoren
wurden Rosetta™ 2(DE3) Competent Cells (Novagen, Darmstadt) verwendet. Die
Rosettazellen tragen eine chromosomale Kopie des T7-RNA-Polymerase Gens, das
durch Zugabe von IPTG (Novagen, Darmstadt) induziert wird. Fiir die Transformation

des Agtr2 in die Rosettazellen wurden etwa 10 ng des Plasmids verwendet.
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Der Ansatz wurde fiir 5 min auf Eis inkubiert, wonach ein Hitzeschock bei 42°C fiir 30
sec erfolgte. AnschlieBend wurde fiir 2 min erneut auf Eis inkubiert. Die transformierten
Zellen wurden dann nach Zugabe von 250 pl SOC-Medium fiir 1 h bei 37°C geschiittelt
und auf Carbenicillin- (50 pg ml') und Chloramphenicol- (34 pg ml') haltigen

Agarplatten ausplattiert.

2.2.3.4. DNA-Isolierung

Genomische DNA-Isolierung: Hierzu wurde die Schwanzspitze mit 750 pl Lysispuffer
(s. 2.1) und 17,5 pul QIAGEN® Proteinase K (0,5 mg ml!' Endkonzentration) versetzt
und zur kompletten Lyse aller Proteine 16 Stunden lang iiber Nacht bei 55°C inkubiert.
AnschlieBend wurde 250 pl konzentrierte 6 M NaCl-Losung zugegeben, geschiittelt und
5 min bei Raumtemperatur inkubiert, dann 10 min bei 16.000xg zentrifugiert.
Der Uberstand wurde mit 600 unl kaltem absoluten Ethanol (-20°C) versetzt,
10 min inkubiert und 30 min bei 16.000xg und 4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde mit
kaltem Ethanol (70%) gewaschen und der Uberstand nach S5-miniitiger Zentrifugation
bei 16.000xg und 4°C verworfen. Nachdem das DNA-Pellet bei Raumtemperatur
tiber Nacht getrocknet wurde, erfolgte die Auflosung in 100 pul TE-Puffer (s. 2.1). In
Stichproben fand die Bestimmung der DNA-Konzentration UV-spektrophotometrisch
bei einer Wellenldinge von 260 nm mit dem BioPhotometer statt. Die DNA-Isolierung
aus Patienten-Blutproben erfolgte mithilfe des Presto Spin Blood & Cell Kits ™
(Molzym, Bremen) und die DNA-Isolierung aus porvinen Aortenendothelzellen wurde

mit dem QIAmp® DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli:

e Minipriparation (alkalische Lyse): Die [solierung kleiner Mengen Plasmid-DNA (bis
1 ng DNA) erfolgte mit dem PerfectPrep® Plasmid Mini Kit (Eppendorf, Hamburg)
nach Herstellerangaben.

e Midipriparation: Die Isolierung groBerer Mengen Plasmid-DNA (bis 100 ug DNA)
erfolgte mit dem HiSpeed® Plasmid Midi Kit (Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben.
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e Maxipriparation: Die Isolierung groferer Mengen Plasmid-DNA (bis 500
ug DNA) erfolgte mit dem HiSpeed® Plasmid Maxi Kit (Qiagen, Hilden) nach

Herstellerangaben.

2.2.3.5. DNA-Elektrophorese in nativen Agarosegelen

DNA-Fragmente wurden zur Visualisierung in nativen Agarosegelen elektrophoretisch
aufgetrennt. Dazu wurden je nach DNA-Fragmentgrole verschieden prozentige
Agarosegele (0,75% - 2%) gegossen.

Die Agarose wurde in Ix TAE-Puffer, der auch als Elektrophoresepuffer diente, durch
Aufkochen gelost. Die geloste Agarose wurde nach Zugabe von 0,5 ul ml' Ethidiumbromid
in die Gelkammer gegossen. Nach dem Aushdrten wurden die einzelnen Proben mit
DNA-Auftragspuffer im Verhéltnis 1:1 gemischt und in die Geltaschen aufgetragen,
sowie als GroBenstandard eine 100- oder 1000-Basenpaarleiter (Invitrogen, Karlsruhe).
Die Elektrophorese erfolgte in einer Kammer von Bio-Rad (Miinchen) bei 90 V fiir
etwa 30 min und die Auswertung unter UV-Licht (254 nm). Der Gellauf erfolgte bei ca.

110 V. Im UV-Transilluminator konnten die fluoreszierenden Banden detektiert werden.

2.2.3.6. DNA-Konzentrationsbestimmung

Die DNA-Konzentration wurde mithilfe des BioPhotometers (Eppendorf, Hamburg) bei
einer Wellenldnge von 260 nm UV-spektrophotometrisch bestimmt. Die DNA-Reinheit
wurde mittels des Quotienten der Absorption bei 260 und 280 nm iiberpriift und sollte

einen Wert von ca. 1,8 nicht unterschreiten.

2.2.3.7. Polymerasekettenreaktion (PCR: polymerase chain reaction)

Diese Methode diente zur Vervielfiltigung eines gewiinschten DNA-Abschnittes unter

Verwendung von selbst designten Primern (http:/frodo.wi.mit.edu/primer3/), die den

gewlinschten Genabschnitt flankieren. Die Primer wurden auf ihre Spezifitdt hin iiberprift

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
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Wenn nicht anders angegeben, wurden sie von der Firma MWG (Ebersberg, Deutschland)

bezogen. Der PCR-Lauf fand in dem Mastercycler gradient® (Eppendorf, Hamburg) statt.

2.2.3.8. In vitro-Transkription/Translation

Die in vitro-Transkription/Translation der murinen ecSOD diente zur Validierung
verschiedener Antikorper flir die Western-Blot-Methode (s. 2.2.4.4). Die PCR wurde
mit bereits etablierten murinen ecSOD Klonen (TriEx Maus K6 oder pTopo-Klon Maus,
HH-Universitdt Diisseldorf, HNO-Klinik), deren Ursprungs-RNA vom Mausstamm
C57Bl/6 gewonnen wurde, durchgefiihrt. Es wurden Primer hergestellt in denen die
Erkennungssequenz  fiir die T7-Polymerase und die Kozak-Erkennungssequenz
eingebaut (sense-Primer) bzw. eine poly-A-Sequenz (antisense-Primer) angefiigt wurden.
Im Folgenden sind die Primersequenzen aufgefiihrt:

Sense-Primer:
5'-GCCTGACAGGTTAATACGACTCACTATAGCCTCAGCCATGTGGCCTTCTT
GTTCTACGGCT-3"

Antisense-Primer:
S5-TTTTTTTTTTTTTTTCCTCAGCCAGATCTTTACTTAAGTGGTCTTGC

ACTCGCT-3"

Das zu erwartende PCR-Produkt sollte 748 Bp grof3 sein.

Die PCR erfolgte mit 25 uM MgCl,, 10 uM dNTPs, 0,75 ul Taq Polymerase (je 50 pl Ansatz),
15 ul Q-Solution ® (Qiagen, Hilden) und 100 ng cDNA unter folgenden PCR-Bedingungen:
Denaturierung: 95°C 3 min

Denaturierung: 94°C 20 sec

Annealing: 60°C 20 sec

Elongation: 72°C 1 min

Zyklen: 40 x

Die PCR-Produkte wurden mithilfe des TnT T7® Quick Master Kit (Promega, Mannheim)
translatiert. Dazu wurden 5 pl des PCR-Produktes in entweder 40 pl Weizenkeimlysat

oder 40 ul Retikulozytenlysat zugegeben. Zusétzlich wurden pro Ansatz:
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I ul RNasin, 2 ul PCR-Enhancer, 1 pl Leucin (1 mM) und 1 pl Methionin (1 mM) hinzugefiigt
und luftblasenfrei pipettiert. Der Reaktionsansatz wurde fiir 2 h bei 30°C inkubiert, anschlieBend

auf 4°C abgekiihlt und konnte mit verschiedenen Antikorpern im Western-Blot getestet werden.

2.2.3.9. Restriktion der DNA

Die DNA wurde sequenzspezifisch gespalten mithilfe von Restriktionsendonukleasen,
wenn nicht anders angeben, von der Firma New England Biolabs (Frankfurt
am Main, Deutschland). Die Inaktivierung der Enzyme erfolgte bei 65°C fiir

20 min. Folgende Restriktionsenzyme und Puffer wurden hierzu verwendet:

Restriktionsenzyme: Puffer Inkubation pro 1 pg Plasmid-DNA
Apal NEB-Puffer 4 25°C2h 1 U+ 1x BSA
BstXI NEB-Puffer 3 37°C1h 1U

Clal NEB-Puffer 4 371h 1 U+ 1x BSA
EcoRI EcoRI-Puffer 37°C 1h 11U

Fspl NEB-Puffer 4 37°C 1h 1U

HindIII NEB-Puffer 2 37°C1h 1U

Mlul NEB-Puffer 3 37°C 1h 1U

Ncol NEB-Puffer 3 37°C 1h 11U

Notl NEB-Puffer 3 37°C1h 1 U+ 1x BSA
Pcil NEB-Puffer 3 37°C1h 1 U+ 1x BSA
Pdil NEB-Puffer 4 37°C1h 1U

Pstl (Fermentas) NEB-Puffer 3 37°C1h 1 U+ 1x BSA
Sall NEB-Puffer 3 37°C1h 1 U+ 1x BSA
Sbfl NEB-Puffer 4 37°C1h 11U

Xagl NEB-Puffer 4 37°C1h 1U

Xmnl NEB-Puffer 4 37°C 1h 1 U+ Ix BSA
Xhol (Fermentas) NEB-Puffer 4 37°C1h 1U

Tabelle 2.2.2: Auflistung der verwendeten Restriktionsenzyme und die Protokolldetails.
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2.2.3.10. Aufreinigung der DNA

e Phenol/Chloroform-Extraktion: Bei dieser Methode wurden Proteine durch
Ausschiitteln in einer Phenol/Chloroform-Losung (Roth, Karlsruhe) denaturiert. Sie
wurde genutzt, um Nukleinséduren aus einem Gemisch zu extrahieren. Die Extraktion
erfolgte durch Zugabe von einem Volumen Phenol/Chloroform zu der wissrigen
Phase in Phase Lock Gel® (PLG) Sédulen (Eppendorf, Hamburg), die zuvor bei
14.000 rpm fiir 30 sec zentrifugiert wurden. Es wurden drei Phasen gebildet, die
untere organische, die mittlere weillliche Interphase, und die obere wissrige Phase.
Die Sdule wurde invertiert und bei 14.000 rpm fiir 5 min zentrifugiert. Diese Sdulen
ermoglichen die sichere Entnahme der Nukleinsduren aus der wissrigen Phase, weil
aufgrund der Zentrifugationskrifte eine Barriere zwischen organischer und wéssriger
Phase geformt wird.

e Fir die Aufreinigung von DNA-Fragmenten, die aus Agarosegelen isoliert wurden,
fand der Montage DNA Gel Extraction® Kit (Millipore, Schwalbach) oder die
NucleoSpin® S#ulen (NucleoSpin Extraction Kit®, Clontech-Takara Bio Europe)
Verwendung. Hierbei wurde das isolierte Gelfragment in spezielle Sdulen tiberfiihrt

und die DNA nach Herstellerangaben eluiert.

2.2.3.11. Fallung von DNA

Die Prizipitation der wissrigen Nukleinsdurephase erfolgte mit 3 M NaCl-Losung und
dem doppelten Volumen eiskaltem 96%-igen Ethanol. Nach einer Inkubationszeit von
2 h bei -20°C oder mehreren Stunden bei Raumtemperatur wurde das Nukleinsdureprazipitat
durch Zentrifugation bei 12.000 rpm fiir 10 min pelletiert und in Nukleinsdure-freiem

Wasser aufgenommen.
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2.2.3.12. DNA-Isolierung aus dem Agarosegel

Die DNA wurde nach der ‘Squeeze und Freeze'-Methode (Thuring et al., 1975) aus
dem Agarosegel isoliert. Hierbei wurde das DNA-Fragment mit einem Skalpell aus
dem Agarosegel geschnitten und in eine Omnifix Spritze (U 40, Braun, Melsungen)
iberfithrt. Die Spritze wurde bei -80°C fiir 30 min gelagert. Nach Ablauf der Zeit

wurde die DNA aus der Matrix herausgepresst, aufgereinigt und gefillt.

2.2.3.13. Dephosphorylierung der DNA-Fragmente

Fir die Dephosphorylierung linearisierter Vektor-DNA wurde diese mit einem Unit
alkalischer Phosphatase (Antarctic Phosphatase®, NEB, Frankfurt am Main) fiir 30 min
bei 37°C inkubiert. Die Enzym-Inaktivierung erfolgte fiir 5 min bei 65°C.

2.2.3.14. Klonierung in den pCR®*4-TOPO®-Vektor

Die Tag-Polymerasen besitzen eine terminale Transferase-Aktivitdt, d.h. sie hédngen
an das 3’-Ende eines PCR-Produktes einen Adenosinrest an. Da der pCR4®-TOPO®-
Vektor im TOPO-TA Cloning® Kit (Invitrogen, Karlsruhe) bereits linearisiert vorliegt
und die 3’-Enden einen Uberhang von einem Thymidin-Nukleosid aufweisen, kann
das PCR-Produkt an den Vektor hybridisieren. Zusidtzlich sorgt eine Topoisomerase I,
die kovalent an den Vektor gebunden ist und bei entsprechender Salzzufuhr arbeitet,
fir eine schnelle Ligation des gebundenen PCR-Produktes mit dem Vektor.
Der pCR4®-TOPO®-Vektor beinhaltet zudem eine Ampicillin/Kanamycin-Resistenz. Es
wurden 2 pl PCR-Produkt zu einem Reaktionsansatz von 0,25 pl Salzlésung und 0,25 pl

TOPO-Vektor hinzugefiigt, vorsichtig gemischt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert.

2.2.3.15. Ligation von DNA

Fiir Klonierungen in andere Vektoren wurde der Quick Ligation Kit (NEB, Frankfurt
am Main) eingesetzt. Die Ligation der Vektor-DNA mit der Fragment-DNA erfolgte fiir
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5 min bei Raumtemperatur nach Herstellerangaben. Dafiir wurden 0,1 - 0,5 pg
linearisierte Vektor-DNA und Fragment-DNA in einem molaren Verhéltnis von 1:3 - 10
eingesetzt. Der gesamte Ligationsansatz (Endvolumen: 5 pl) wurde fiir die nachfolgende

Transformation verwendet.
2.2.3.16. Uberpriifung des Klonierungserfolges mittels PCR

Der  Klonierungserfolg  konnte  mithilfe = einer = PCR  iberpriift = werden.
Dazu wurden einzelne Kolonien von den Agarplatten mit entsprechender Antibiotika-
Resistenz auf eine neue nummerierte Agarplatte {Uberfiihrt und eine PCR-
Reaktion mit diesen ausgewidhlten Kolonien durchgefiihrt. Hierfir wurden je nach
Vektorsystem  der  T3-sense-Primer  (5'-ATTAACCCTCACTAAAGGGA-3"), der
T7-antisense  Primer  (5'-TAATACGACTCACTATAGGG-3"), der BGH-antisense
Primer (5'-TAGAAGGCACAGTCGAGG-3") und  der  BradR-antisense-Primer
(5'-CACATCCCACTCTGAGTCCA-3") verwendet. Die PCR-Reaktion wurde mit
dem Reddy mix™ PCR Master Mix (Abgene, Darmstadt) durchgefiihrt und die
PCR-Fragmente lieBen sich nach dem Agarosegellauf im UV-Licht detektieren.

Die PCR-Bedingungen wurden je nach Anwendung individuell ermittelt.

2.2.3.17. Sequenzierung

Sequenzierungs-PCR:

Die Sequenzierungs-PCR verlduft &hnlich wie eine herkommliche PCR, da die
Temperaturen genauso zyklisch wechseln und eine thermostabile Polymerase
verwendet wird. In einem 10 pl Reaktionsansatz sind 3 pl Plasmid-Losung, 1 pl BigDye
1.1-Sequenzier-Mix, 1 pl 10x-Puffer (beides Applied Biosystems, Weiterstadt) und
6 pmol Primer enthalten. Da in jedem Ansatz nur jeweils ein Primer enthalten ist,
steigt die Amplikon-Konzentration in der Sequenzierungs-PCR im Gegensatz zur
herkommlichen PCR nicht exponentiell sondern linear an. Es wurden je nach

dem zu untersuchenden Gen folgende Primer verwendet:
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T3-Sense: 5'-ATTAACCCTCACTAAAGGGA-3’
T7-Antisense: 5'-TAATACGACTCACTATAGGG-3’

Brad S (Sense): 5'-CAGCACAACCAGGACTAGCA-3’
Brad R (Antisense): 5'-CACATCCCACTCTGAGTCCA-3’

Die Sequenzierungs-PCR wurde unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt:
Denaturierung: 96°C 15 sec

Annealing: 48°C 15 sec

Elongation: 60°C 3 min

Zyklen: 25

Aufreinigung der PCR-Produkte und Analyse der Proben

Die Aufreinigung von PCR-Produkten erfolgte entweder mit ,DyeEx-Mini-Spin‘-Sdulen
(Qiagen, Hilden) nach Herstellerprotokoll oder mittels Sephadex G-50 iiber MultiScreen®-
Platten (Milipore, Schwalbach). Nachdem iiberschiissige ddNTPs entfernt waren, wurden
die PCR-Produkte auf einem ,ABI Prism 310 Sequencer® (Applied Biosystems, Weiterstadt)
in einem denaturierenden Polyacrylamid-Gel aufgetrennt. Die Detektion erfolgte durch
Anregung der Fluoreszenzfarbstoffe mit einem Laser. Die Auswertung wurde mithilfe
des Programms ,Sequence Navigator’ (Applied Biosystems, Weiterstadt) durchgefiihrt.
Hierbei wurde die zu untersuchende Sequenz mit der bereits bekannten Sequenz

verglichen, so dass Mutationen und Lesefehler aufgedeckt werden konnten.

2.2.3.18. Mikroinjektion

Die Mikroinjektion wurde in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. U. Riither, Institut fiir

Entwicklungsbiologe der Tiere, Heinrich Heine Universitit Diisseldorf durchgefiihrt.

2.2.4. Priiparation und Analyse von Proteinen

Die Proteinanalyse erfolgte mittels Western-Blot-Methode. Die  Untersuchung

der Expression verschiedener Proteine, beispielsweise der eNOS, ecSOD und des
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AT2-Rezeptors und andere unter Tabelle 2.2.3 aufgefiihrten Proteine, erfolgte in Geweben
von transgenen und nicht transgenen Mausstimmen (s. 2.2.5) sowie in Zelllysaten

porviner Aortenendothelzellen (s. 2.2.10).

2.2.4.1. Proteinisolierung aus Geweben

Aus verschiedenen Geweben (Lunge, Aorta, Herz, Vena cava) der Maus wurden
Proteinfraktionen isoliert, um zum einen die Proteinexpression im Western-Blot zu
untersuchen, und zum anderen bestimmte Enzymaktivititen zu messen. Dazu wurden
die gefrorenen Organe in einem zuvor in Stickstoff getrdnkten, gefrorenen Metallmorser
pulverisiert und dann sofort in einer dem Gewebe entsprechenden Menge kaltem
Lysispuffer dispergiert. Die weiteren Homogenisierungsschritte hidngen von der Art des

Gewebes und des zu untersuchenden Proteins ab.

Herstellung eines Gewebehomogenates

Die Lungen und Herzen wurden nach Dispergation mittels eines Ultra-Turrax (T8, Ika
Labortechnik, Staufen) auf hochster Stufe homogenisiert. Dagegen wurden die Aorten
und Venen jeweils gut gemixt und anschlieBend auf FEis fiir 10 min beschallt (50Hz).
Zur Isolierung membrandrer Fraktionen, wie beispielsweise fiir die Untersuchung der
eNOS, des AT1- und des AT2-Rezeptors oder der ACE, wurde nach Beschallung im
Ultraschallbad das Lysat bei 100xg und 4°C fiir eine Dauer von 10 min zentrifugiert;

das Pellet wurde verworfen.

Herstellung einer zytosolischen Fraktion

Um die zytosolische Fraktion von loslichen Proteinen zu erhalten, beispielsweise die
der sGC, wurde zuerst ein Gewebehomogenat (s.0) hergestellt. Nachdem der Uberstand
abgenommen wurde, erfolgte anschlieend die Zentrifugation bei 4°C zunéchst fiir 15 min
bei 20.000xg und dann eine Stunde lang bei 105.000xg und 4°C (L-8 M Ultrazentrifuge
mit Ti70-Rotor; Beckman, Krefeld).
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Herstellung von Plasma

Die frisch entnommenen Blutproben wurden bei 1000xg fiir 5 min zentrifugiert und der
Plasma-Uberstand entnommen. Die Plasmaproben wurden vor der weiteren Verwendung bei

-80°C gelagert.

2.2.4.2. Proteinisolierung aus porvinen Aortenendothelzellen

Nach 2-maligem Waschen der Zellen mit 1-fachem 10 ml PBS (pH 7,4) (Invitrogen,
Karlsruhe), wurden diese von der Flaschenunterseite abgekratzt und in PBS bei 200xg fiir
5 min bei Raumtemperatur zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand verworfen
und das Pellet in einem ml PBS gelost, bei 1500 rpm fiir 5 min bei RT zentrifugiert
und der Uberstand verworfen. Die Proteinfraktion konnte nach Resuspendierung des
Pellets mit dem RIPA-Puffer (s. 2.1), Beschallung im Ultraschallbad bei

4°C fur 15 min und Zentrifugation bei 100xg fiir 10 min isoliert werden.

2.2.4.3. Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration wurde nach der Methode von Marion Bradford (Bradford,
1976) bestimmt. Die quantitative kalorimetrische Methode basiert auf einer
Absorptionsverschiebung des  Farbstoffs Coomassie-Brillant-Blau  G-250  (Biorad,
Miinchen), dessen urspriinglich rot-braune Férbung im ungebundenen kationischen
Zustand, durch die Komplexbildung mit Proteinen in seiner blauen unprotonierten
anionischen Sulfonatform stabilisiert wird. Der Farbstoff bindet dabei unspezifisch an
kationische und unpolare hydrophobe Seitenketten der Proteine. Dadurch verschiebt sich
das Absorptionsmaximum von 470 nm auf 595 nm. Dabei ist die Zunahme der Absorption
bei einer Wellenlédnge von 595 nm proportional zu der Menge an gebundenem Farbstoff und
damit zu der Proteinkonzentration in der Probe. Da das Mal3 der Farbreaktion vom Protein
abhéngt, ist zur Konzentrationsbestimmung eines bestimmten Proteins eine Kalibrierung mit
einem ausgewdhlten Standardprotein notwendig. Fiir die Vermessung von Proteingemischen

wurde BSA (Sigma, Miinchen), das sich als internationaler Standard durchgesetzt hat,
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in Konzentrationen von 10 ug ml'! bis 140 ug ml! in 5 mM Tris (pH 7,6) verwendet. Die
Kalibriergerade lie8 sich daraus mittels linearer Regression bilden. Es wurden ebenfalls
unterschiedliche Verdiinnungen der Proteinfraktionen gemessen. Zur Berechnung wurden
diejenigen Verdiinnungen verwendet, die sich im mittleren Bereich der Kalibriergeraden
befanden. Die Messung der jeweiligen Proteinlosung fand in Standard-VIS-Kiivetten
(Sarstedt, Numbrecht), die eine Mischung aus 100 pl der zu messenden Proteinlésung und
400 pl Bradford-Reagenz enthielten, bei einer Wellenlédnge von 595 nm im Spektrophotometer
(DU 640 Spektrophotometer; Beckman, Krefeld) statt. Um das Hintergrundrauschen zu
eliminieren, wurde vor Beginn der Messreihe ein Blank mit 100 pl Tris und 400 pl Bradford-

Reagenz (s. 2.1) vermessen.

2.2.4.4. Western-Blot

Theorie:

Die Analyse der Proteinexpression erfolgte mittels Western-Blot-Methode, die von
Towbin und Renard 1979 erstmalig eingefithrt wurde (Renart et al., 1979; Towbin et al.,
1979). Das Prinzip der Western-Blot-Methode besteht darin, dass, einzelne Komponenten
aus einem Proteingemisch gelelektrophoretisch aufgetrennt werden, auf eine Membran
transferiert werden und anschlieBend {iber eine Antikérperbindung und Detektion direkt
auf der Membran nachgewiesen werden konnen. Die Auftrennung der Proteine erfolgte
nach dem Prinzip der denaturierenden, diskontinuierlichen SDS-Gelelektrophorese
(Laemmli, 1970; Maizel et al., 1970). Dafiir wurden die Proben 1:1 mit SDS-Probenpuffer
versetzt. Die Proteine wurden abhéngig von dem zu untersuchenden Protein entweder
bei 95°C fiir 5 min oder bei 70°C fiir 10 min hitzedenaturiert. Vor dem Auftragen
der Proben wurde darauf geachtet, dass keine Prizipitate vorhanden waren. Proben,
mit denen verglichen werden sollte, enthielten jeweils dieselbe Proteinmenge in pg.
Durch Kopolymerisation von Acrylamidmonomeren mit dem Vernetzter N,N’-
Metylenbisacrylamid entstehen chemisch inerte und sehr stabile Polyacrylamidgele, deren
Porengr6Be durch die Totalacrylamidkonzentration T und den Vernetzungsgrad C (engl.:

cross-linking) charakterisiert ist. Diese Gelmatrix wurde in zwei Bereiche eingeteilt.
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Dazu wurde zuerst ein Trenngel, je nach GrofBe des zu untersuchenden Proteins,
mit 7,5% bis 12% Acrylamid/Bisacrylamid 37,5:1, in Trenngelpuffer gegossen,
mit 0,8 pg ml' Ammoniumpersulfat und 0,6 pl ml' Tetramethylethylendiamin
polymerisiert, und anschlieBend mit einem Sammelgel (4,5% Acrylamid/Bisacrylamid
im Sammelgelpuffer) iiberschichtet. Die Proteine treten zuerst in das weitporige
Sammelgel (5%) ein und wandern weiter in das engporige Trenngel. Die
Gelherstellung und die Elektrophorese wurden in Apparaturen der Firma Bio-Rad
(Miinchen) durchgefiihrt. Eine Tasche jedes Sammelgels erhielt eine Beladung mit
einem farbmarkierten Protein-GroBenstandard (Precision Plus, Bio-Rad, Miinchen).
Abhingig von der GroBe des zu untersuchenden Proteins wurden entweder Tris-
Glycin-Gele oder Tris-Tricin-Gele (Schagger & von Jagow, 1987) gegossen.
Niedermolekulare Proteine lassen sich besser in Tris-Tricin-Gelen auftrennen, da diese
in der Front mitwandern und nicht geniigend entstapelt werden. Fiir die Auftrennung der
Proteine in Tris-Tricin-Gelen wurden ein Anoden- und ein Kathoden-Puffer verwendet
(s. 2.1). Der Anoden-Puffer wurde zwischen die Gel-Glasplatten gegossen und der
Kathoden-Puffer auBerhalb dieser Platten. Der Gellauf erfolgte bei 150 V fiir ca. eine
Stunde. Die aufgetrennten Proteine wurden in einer Blotting-Apparatur (Bio-Rad,
Minchen) vom Gel auf eine zuvor mit Methanol aktivierte Polyvinylidendiflourid
(PVDF)-Membran (Porengrofle 0,45 pm; Millipore, Schwalbach) iibertragen. Der Transfer
erfolgte fiir 90 min bei 90 V in gekiihltem Western-Blot-Puffer (s. 2.1). Fiir die weitere
Kiihlung sorgten Eisakkus die in der Tankvorrichtung entsprechend montiert wurden.
Die Membran wurde daraufhin  kurz getrocknet und anschlieBend erneut
mit  Methanol aktiviert. Um  unspezifische Bindungen abzusittigen, wurden
die Membranen mit 5% Magermilchpulver in TBST fir 1 bis 3 h blockiert.
Danach erfolgte die Inkubation mit dem Erstantikorper (s. Tabelle 2.2.3) entweder 2 h
bei Raumtemperatur oder alternativ tiber Nacht bei 4°C. Es fanden jeweils monoklonale
Antikorper aus der Maus oder polyklonale Antikorper aus dem Kaninchen oder aus
der Ziege Verwendung. Nach 4-maligem Waschen mit TBST fiir jeweils 5 min erfolgte
eine Inkubation mit Peroxidase-gekoppeltem anti-Maus- (Bio-Rad, Miinchen) anti-
Kaninchen- (Calbiochem, Darmstadt, oder Pierce, Nidderau) oder anti-Ziege (Santa

Cruz, Heidelberg) - Zweitantikorper fiir 1 h bei RT und ein erneutes 4-maliges Waschen.
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Die Membranen wurden zur Detektion der Proteine fiir 5 min mit dem Western-Blotting-
Substrat des Typs ,Lumi-Light® (Roche Biochemicals, Mannheim) oder Supersignal West
Dura® (Pierce, Heidelberg) nach Herstellerprotokoll inkubiert. Bei dieser Methode wird
durch die an den Zweitantikérper gebundene Peroxidase die Oxidation von Luminol durch
Wasserstoffperoxid katalysiert. Es entsteht ein Chemilumineszenz-Signal an denjenigen
Stellen der Membran, an denen der Antikérper gebunden hat. Dieses Signal konnte
durch Exposition der Membran auf einem Rontgenfilm (Hyperfilm ECL, Amersham,
GE Healthcare, Miinchen) sichtbar gemacht werden. Der verwendete Film wurde fiir
wenige Sekunden bzw. Minuten auf die mit Folie iiberzogene Membran aufgelegt,
belichtet und dann entwickelt. Zur Detektion schwach exprimierter Proteine wurde der
Amersham ECL™ Kit (GE Healthcare, Miinchen) nach Herstellerangaben verwendet.
Als Ladekontrollen fanden entweder der polyklonale anti-Aktin (Sigma, Miinchen)
oder der monoklonale anti-GAPDH (Sigma, Miinchen) Antikérper Anwendung.
Hierfir wurden die Membranen in einem ,,Stripping-Puffer (s. 2.1), der mit
(1:7,5) B-Mercaptoethanol  versetzt wurde, bet 50°C fiir 20 min inkubiert,
um die Membran von Antikorperbindungen und  Blockierungsreagenzien zu
entfernen. Nach 3-maligem Waschen fiir 15 min mit TBST wurde die Membran

mit der Ladekontrolle nach der oben beschriecbenen Vorgehensweise inkubiert.

Bezeichnung Quelle Verdiinnung Hersteller

anti-ACE Kaninchen 1:200 Abcam, Cambridge
anti-Aktin Kaninchen 1:5000 Sigma, Miinchen

anti-AT-1 Human 1:500 Santa Cruz, Heidelberg
anti-AT-2 Kaninchen 1:300 Milipore, Schwalbach
anti-AT-2 Human 1:1000 Santa Cruz, Heidelberg
anti-BDRKB2 Human 1:750 BD Transduction, Heidelberg
anti-Catalase Kaninchen 1:2500 Calbiochem/VWR, Darmstadt
anti-ecSOD Maus 1:1000 R&D Systems, Wiesbaden
anti-eNOS Maus 1:1000 BD Transduction, Heidelberg
anti-eNOS P-Ser"'”’ Kaninchen 1:500 Santa Cruz, Heidelberg
anti-GAPDH Maus 1:4000 Sigma, Miinchen

anti-HO-1 Kaninchen 1:1000 Calbiochem/VWR, Darmstadt
anti-MAPK Kaninchen 1:1000 Cell signaling
anti-Phospho-MAPK Kaninchen 1:500 Cell signaling

anti-a -sGC Kaninchen 1:2500 Sigma, Miinchen

anti-B -sGC Kaninchen 1:2500 Cayman/Biozol, Eching

Tabelle 2.2.3: Erstantikorper und ihre Verdiinnungen zur Detektion von Proteinen aus den Organlysaten.

86



MATERIAL UND METHODEN

Die entwickelten Filme wurden mit einem Densitometer (Gel Doc 1000, Bio-Rad,
Miinchen) eingescannt. Die Auswertung der optischen Dichte der Banden erfolgte
mithilfe der Herstellersoftware ,Quantity One‘ in der Version 4.1.1. Es wurden jeweils

Banden auf demselben Blot vermessen und die jeweilige Kontrolle auf 100% standardisiert.

2.2.5. Transgene Tiere und Genotypisierungs-PCR

Um den Einfluss von endogenem Stickstoffmonoxid in-vivo zu untersuchen, wurde
auf transgene Mauslinien zuriickgegriffen, die im Institut fiir Pharmakologie der
Universitdt Diisseldorf bereits etabliert worden waren. Hierbei handelt es sich um Tiere,
die eine endothelspezifische Uberexpression der eNOS (eNOS™) oder der Katalase
(Cat™) haben und um solche deren eNOS deaktiviert wurde (eNOS”). Eine detaillierte
Beschreibung der Generierung der transgenen Tierlinien findet sich in der Arbeit von
Dr. rer. nat. Martina Weber (Weber, 2002) und Dr. rer. nat. Nadine Lauer (Lauer, 2002).
In der vorliegenden Arbeit wurden zwei verschiedene eNOS”-Stimme verwendet.
Der als eNOS-KO-1 bezeichnete Stamm wurde von Shesely et al. (Shesely
et al, 1996) generiert, wihrend der als eNOS-KO-2 bezeichnete Stamm von
Godecke et al. etabliert wurde (Godecke et al, 1998a). Um den genetischen C57BI/6-
Hintergrund zu erhalten, wurden die jeweiligen transgen-positiven Méiuse mindestens
7-mal mit C57Bl/6-Méausen zuriickgekreuzt. Als Kontrollgruppe fiir die Experimente
dienten transgen-negative Geschwistertiere. Die Genotypisierung der transgenen
Mauslinien wurde mittels der PCR-Methode (s. 2.2.3.7) mit genomischer DNA
(s. 2.2.3.4) durchgefiihrt. Dafiir wurde die DNA aus Biopsien (Schwanzspitzen) isoliert
und eine transgenspezifische PCR mit etwa 100-200 ng genomischer DNA, 0,4 puM
Primerkonzentration und dem ,Mastermix 2,5x° (Eppendorf, Hamburg) durchgefiihrt.
Zur Visualisierung und Analyse der PCR-Produkte wurde der Ansatz im Verhiltnis 1:1
mit DNA-Auftragspuffer gemischt, im 2%-igen Agarosegel aufgetragen und
elektrophoretisch aufgetrennt. Eine detaillierte PCR-Protokollbeschreibung, in der
ebenfalls die neue transgene BDKRB2-Maus aufgelistet ist, findet sich in Tabelle 2.2.4.
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Primerpaar: | eNOS™ eNOS™" Cat™ BDKRB2
5-GGGAAGTCGCAAAGT | (i R CACCAGORAG s GGaangTea U O
1. Sense: TGT GAG-3 iy CAAAGTTGTGAG-3" | -
I Antisense: | 2 -GCICCCAGTICT GAGCCATACAGATGG | 0 CCOATTETCEA T ceanacacecaa
i TTGCC-3’ i TCGAAGTT-3’
5"-CTCGACGTTGTCA
2. Sense: CTGAAGC-3’
2. Antisense: 5'-TCAAGAAGGCGA
TAGAAGGC-3’
PCR-
Schritte:
Denaturierung: | 95°C 3 min 95°C 3 min 95°C 5 min 94°C 3 min
Denaturierung 95°C 1 min 94°C 1 min 94°C 1 min 94°C 30 sec
Annealing: 54°C 1 min 55°C I min 54°C I min 60°C 30 sec
Elongation: 72°C 2 min 72°C 1 min 72°C 2 min 72°C 30 sec
Zyklen: 35 35 35 35

Tabelle 2.2.4: Genotypisierungsprotokoll fur die etablierten transgenen Mauslinien. eNOS™:
eNOS iiberexprimierende Mauslinie; eNOS”: eNOS-Knockout-Mauslinie (eNOS-KO-1); Cat™:
Katalase {iiberexprimierende Mauslinie; BDKRB2: Bradykinin-2-Rezeptor iiberexprimierende
Mauslinie. Die Genotypisierung der eNOS”-Miuse erfolgte mit zwei Primerpaaren. Das erste
Primerpaar bindet in der Neomycin-Kassette und das zweite in der murinen eNOS-DNA-Sequenz.

2.2.6. Fiitterungsversuche

Die Fitterungsstudie mit dem NOS-Blocker L-Nitroarginin war ein zusédtzliches

Experiment, um die Hypothese einer NO-abhingigen AT2-Rezeptor-Regulation

zu bestitigen (s. 3.2.1.3). Die Fiitterung der Maiuse mit dem organischen Nitrat
PETN (Pentaerythrityltetranitrat) sollte aufkldren, ob exogenes NO die Expression
verschiedener vasoprotektiver Proteine wie zum Beispiel die der eNOS und der
ecSOD  beeinflusst (s. 3.2.3).

Der diente

3.3.5).

Fiitterungsversuch mit Aminotriazol

zur Bestimmung der eNOS-Expression nach korperlichem Training (s.
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2.2.6.1. Fiitterungsversuch mit L-Nitroarginin

Die Fiitterungsversuche mit dem eNOS-Inhibitor N -Nitro-L-Arginin (Sigma, Miinchen)
wurden sowohl mit ménnlichen 4-6 Monate alten C57Bl/6-Mdusen als auch mit transgenen
eNOS""-Tieren und deren transgen negative Geschwistertiere durchgefiihrt. Hierzu wurde
L-NA zu 1,5 mg ml! in keimfreiem Trinkwasser gelost, der pH mit HCI auf 3,4 eingestellt
und den Méusen zur Verfiigung gestellt. Bei etwa 2 ml aufgenommener Fliissigkeitsmenge
pro Tag entspricht dies einer Dosierung von ungefihr 100 mg kg'd!' (Kojda et al., 1999).

Die Behandlung erfolgte tiber drei Wochen und die Trinkldsung wurde téglich erneuert.

2.2.6.2. Fiitterungsversuch mit dem organischen Nitrat PETN

Fiir die Fiitterungsversuche mit PETN (Actavis, Langenfeld) wurden etwa fiinf Monate
alte Tiere des C57Bl/6-Stammes verwendet. Sie wurden randomisiert in drei Gruppen
eingeteilt. Die Tiere erhielten {iber einen Zeitraum von vier Wochen gewohnliches
Standardfutter (PETN-0) oder ein Futter, das mit 6 oder 60 mg PETN kg' KG d' (PETN-6
bzw. PETN-60; KG: Korpergewicht) versetzt war, ad libitum. Fiir einige Versuche bekam
eine zusdtzliche Gruppe die Futtermenge 300 mg kg' KG d' (PETN-300). Das Futter
basierte jeweils auf ,,Global Diet 2016 for rodents* der Firma Harlan (Borchen) und wurde
mit den entsprechenden Mengen PETN verrieben. Dabei wurde angenommen, dass bei einem

durchschnittlichen Korpergewicht von 25 g pro Maus, eine tigliche Futteraufnahme von

5 g erfolgt.
O _+ O7
\.N/
|
o~ 0O O
I ||
N+ N+
O/ \.O 0/ \O_
0]
"
0% ~0~

Abbildung 2.2.6.2: Strukturformel von PETN.

89



MATERIAL UND METHODEN

2.2.6.3. Fiitterungsversuch mit Aminotriazol

Zwei Monate alte C57B1/6-Méuse wurden mit dem Katalase Inhibitor 3-Amino-1,2,4-triazol
(Sigma, Miinchen) sechs Wochen lang behandelt. Die Substanz wurde in das Trinkwasser
(10 mg ml") der Tiere zugefiihrt. Es wurden auch die Kontrolltiere behandelt. Aus fritheren
Untersuchungen konnte gezeigt werden dass, die Konzentration, bei einer Trinkmenge
von etwa 2 ml pro Tag, einer Tagesdosis von 666 mg kg' Korpergewicht entspricht (Lauer

et al., 2005; Suvorava et al., 2005). Die Trinklosung wurde einmal wochentlich erneuert.

2.2.7. Funktionelle Untersuchungen an der Mausaorta

Die Organbadexperimente dienten zum Nachweis einer funktionellen Aktivitit des
Angiotensin-2-Rezeptors (s. 3.2.1.6) und des iiberexprimierten Bradykinin-2-Rezeptors

(s.3.4).

Bestimmung der vaskuldren Reaktivitit im Organbad

Die Organbad-Messapparatur bestand aus vier 20 ml fassenden doppelwandigen
GlasgefiBen. Diese wurden fiir die Experimente mit genau 10 ml Krebs-Henseleit-
Puffer (s. 2.1) gefiillt, der in Carbogen (95% Sauerstoff, 5% Kohlenstoffdioxid; Linde
Gas Therapeutics, UnterschleiBheim) {iber Glasfritten stromte. Die Temperatur des
Puffers blieb mittels einer Umwailzthermostat-Wasserbad-Kombination (NB22; Haake,
Karlsruhe) konstant bei 37°C. Ein weiteres doppelwandiges begasbares Vorratsgefdl3, das
ebenfalls an den Warmwasserkreislauf angeschlossen wurde, diente als Reservoir fiir den
vorgewirmten Puffer. Uber Kraftaufnehmer (Stratham, USA), die an den Verstirker (DCB-
4B, ifd) angeschlossen waren, konnten Kontraktionen registriert werden und mittels eines
Verstirkers an den Schreiber SE-120 (ABB, Mannheim) weitergeleitet werden. Zur
Kalibrierung wurde die Messapparatur vor jedem Versuch mit Standardgewichten geeicht.
Bei der Mausaorta entsprach der Nullwert der Gewichtskraft von 1 g (9,81 mN). Fiir die
weitere Belastung mit jeweils 1 g wurde ein Schreiberausschlag von 7,5 cm festgelegt.
Danach wurden die Aortenringe ohne das Endothel zu beschidigen zwischen

zwel triangelformig gebogenen Drédhten (Durchmesser 0,1 mm) aus Edelstahl

90



MATERIAL UND METHODEN

eingespannt, wobei das untere Element an einer Halterung befestigt wurde und

das obere mit dem Kraftaufnehmer {iber einen Polyesterfaden verbunden war.

A _~ Kraftaufnehmer

Gefalbad

B | Kraftaufnehmer |—| Verstérker|
Schreiber

A
\J

Organbad Aortenring

Abbildung 2.2.7.1: A) Organbadapparatur mit den vier Einzelgefilen B) Schematische Darstellung
des Organbadversuchs. Erfolgt eine Kontraktion des eingespannten Gewebes, wird infolge der
Zugkraft, diese im Messfiihler registriert und tber Verstdrker und Schreiber aufgezeichnet.

Versuchsprotokoll:

Nachdem die Aortenringe eingespannt wurden, erfolgte zunichst eine ca. 60-miniitige
Aquilibrierungsphase, in der die gewihlte Vorspannung iiber Mikrometerschrauben
eingestellt wurde, bis sich der Vasotonus nicht mehr spontan veridnderte. Wéhrend dieser
Phase wurde der Puffer alle 20 min ausgewechselt.

Zur  Uberprifung der  Funktionalitit der GefiBe und der Aquilibrierung
der glatten Muskelzellen wurden die Aortenringe anschlieBend 2-mal mit 80 mM
KCI (Endkonzentration im Organbad) depolarisiert und damit Kkontrahiert. Nach
mehrmaligem Auswaschen wurde die Vorspannung erneut eingestellt und gewartet,
bis sich die Gefdllspannung sich nicht mehr #nderte. Nach einer Testkontraktion

mit 10 pM Phenylephrin  wurde die endothelabhingige Relaxation {iberpriift.
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Hierzu  wurde  zundchst mit 0,2 pM  Phenylephrin  vorkontrahiert  und
anschlieBend  durch  Zugabe von  kumulativen  Dosen des  Azetylcholins
(1 nM bis 10 pM) die Dosis-Wirkungs-Kurve erstellt, wobei erst nach
Erreichen des Maximaleffektes die Folgekonzentration verabreicht wurde. Zur
funktionellen Untersuchung der AT2-Rezeptor-Aktivierung wurden Angiotensin I,

CGP 42112A und Telmisartan von der Firma Sigma-Aldrich (Miinchen) verwendet.

2.2.8. Bestimmung von Enzymaktivititen

Die Messung von Enzymaktivititen wurde fiir verschiedene Untersuchungen
durchgefiihrt. So erfolgte die Messung der Citratsynthase-Aktivitdt (s. 3.1.1) zur
Quantifizierung der Trainingseffizienz, der ACE-Aktivitit zur Unteruchung der
funktionellen Relevanz der AT2-Rezeptor-Aktivierung (s. 3.2.1.7), der sGC-Aktivitdt
zur  Untersuchung des FEinflusses einer Langzeitbehandlung mit PETN auf
den vaskuliren NO-cGMP-Signalweg (s. 3.2.4.2) und der Katalase-Aktivitit (s. 3.3.3.1)

zur Untersuchung der Regulation vasoprotektiver Proteine durch korperliches Training.

2.2.8.1. Bestimmung der Citratsynthase-Aktivitét

Die Citratsynthase-Aktivitdt basierte auf der von Kusnetzov et al. beschriebenen
Methode (Kusnetzov et al., 2003). Die Messung wurde in aufgearbeiteten Geweben des
Soleus Muskels (Suvorava et al., 2004) durchgefiihrt. Hierfiir wurden die in Stickstoff
schockgefrorenen Proben mit einem Lysispuffer, der Triton X-100 (0,1% v/v) und Trispuffer
(0,1 M, pH 8,1) enthielt, versetzt. Die Proben wurden wiederholt aufgetaut und in fliissigen
Stickstoff schockgefroren, um die Mitochondrien zu zerstéren. Fiir den Reaktionsstart
wurden 5 pl des Homogenats in einem Reaktionspuffer, bestehend aus 5,5-dithiobis(2-
nitrobenzoat) (DTNB, 0,1 mM), Acetyl Co-A (0,3 mM), Oxaloacetat (0,5 mM) und Triton
X-100 (0,25% v/v), zugegeben und auf 1 ml Gesamtvolumen mit Aqua dest. aufgefiillt.
Die Verdnderung der Absorption wurde bei einer Wellenlinge von 412 nm bei

30°C fiir 5 min im Photometer (DU 640 Spektrophotometer; Beckman, Krefeld) gemessen.
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Die enzymatische Reaktion, die durch die Citratsynthase katalysiert ist, beruht auf
folgender Gleichung:

Acetyl-CoA + Oxalacetat +H,0 — Citrat + CoA-SH

Durch die Zugabe der Substanz DTNB in den Reaktionsmix, entsteht TNB, das bei
einer Wellenldnge von 412 nm die absorbierende Substanz ist. Die Bildungsrate von der
absorbierenden Substanz TNB konnte spektrophotometrisch bei 412 nm vermessen werden.
Die Absorption steigt linear mit der Zeit an.

Die zugrunde liegende Reaktionsgleichung ist folgende:

CoA-SH + DTNB — TNB + CoA-S-S-TNB

Je hoher die molare Konzentration der absorbierenden Substanz (TNB) im Endvolumen
vorliegt, das heifit je mehr CoA-SH durch vorhandene Citratsynthase katalysiert wurde,
desto hoher steigt die Absorptionsrate. Durch Berechnung der Steigung erhédlt man
proportional die Enzymaktivitdt. Um die spezifische Aktivitdt der Citratsynthase zu
ermitteln, wurde eine Standardkurve mittels kommerzieller Citratsynthase (Sigma-Aldrich,

Miinchen) erstellt (s. Abbildung 2.2.8.1).

Kalibriergeraden

0.3
o 0.2
5 —? =0,9965
k=)
& -2 =0,9767
@ 0.1 rE
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T T T T T 1
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Umi’

Abbildung 2.2.8.1: Die Kalibriergerade fiir die Citratsynthase-Aktivitit wurde an zwei aufeinander
folgenden Tagen ermittelt. Der Mittelwert der Steigungen wurde fiir die nachfolgenden Messungen
verwendet. Es wurden Verdiinnungen aus der Citratsynthase-Ausgangslosung (4413,5 U ml'; Sigma-
Aldrich, Miinchen) eingesetzt.
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Die Berechnung der spezifischen Enzymaktivitét erfolgte nach folgender Formel:

ms [U]

Citratsynthase-Aktivitat =

V .- Gesamtvolumen in der Kiivette (ul)

V ,: Probenvolumen in der Kiivette (ul)

m : Steigung der Probenmessung

m_: Steigung der Standardkurve (U ')

Die Citratsynthase-Aktivitit wurde in U pg! Protein angegeben. Dazu wurde die

Proteinkonzentration in den Ausgangslysaten auf das Gesamtprotein bezogen.

2.2.8.2. Bestimmung der Katalase-Aktivitét

Die Bestimmung der Katalase-Aktivitit wurde nach der von Cohen et al.
(Cohen et al., 1970) beschriebenen Methode modifiziert.

Es handelt sich hierbei um eine spektrophotometrische Messung im sichtbaren
Bereich bei einer Wellenldnge von 480 nm. Dazu wurde 40 pl der zu vermessenden
Probe zundchst mit 200 ul einer 6 mM H,O,-Loésung versetzt. Die in der Probe
enthaltende Katalase baut HO, ab. Im zweiten Schritt wurde nach genau
drei Minuten die Reaktion durch Zugabe von 40 pul 6 N Schwefelsdure
(H,SO,-Losung) gestoppt und 280 ul KMnO,-Losung dazugegeben.
Die Messung der Losung erfolgte innerhalb einer Minute bei 480 nm. In diesem
Schritt ~ wurde das KMnO, durch die verbleibende  H,O,-Konzentration
stochiometrisch oxidiert und das verbleibende Permanganat konnte
spektrophotometrisch (DU 640 Spektrophotometer; Beckman, Krefeld) gemessen
werden. Der Abbau des Wasserstoffperoxids durch die Katalase erfolgte nach der
Reaktionskinetik 1. Ordnung. Zur Berechnung wurden daher eine Standard- und
eine Blindmessung durchgefiihrt. Die Bestimmung des Blindwertes (B) erfolgte
mit destilliertem Wasser, anstelle der Probe, so dass folglich kein H,O, durch

die Katalase umgesetzt werden konnte. Bei der Vermessung des Standards (St)
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wurden 40 pl 6 N H,SO,-Losung, 240 ul 0,01 M Phosphatpuffer und 280 pul KMnO,
gemischt und die Absorption bei 480 nm gemessen. Der Standard stellt somit die
absolute Absorption dar, weil kein H /O, vorhanden war, um Kaliumpermanganat zu
oxidieren. Fiir die Berechnung der Katalase-Aktivitdt bezogen auf 1 mg Protein wurde die

Geschwindigkeitskonstante der Reaktion 1. Ordnung mithilfe folgender Formel ermittelt:

S, 23
k=log— x —
S3 t
k: Reaktionsgeschwindigkeitskonstante 1. Ordnung (sec ')
t: Reaktionszeit (sec)
So: Absorption der Substratkonzentration zum Zeitpunkt 0
Absorption (St)-Absorption (B)
S, : Absorption der Substratkonzentration nach 3 min

Absorption (St)-Absorption (Probe).

2.2.8.3. Bestimmung der ACE-Aktivitét

Die Messung der ACE-Aktivitdt wurde nach der von Murray et al. (Murray et al., 2004)
beschriebenen Methode modifiziert. Die Quantifizierung der ACE-Aktivitdt erfolgte
spektrophotometrisch durch Messung der Abnahme der Absorption bei 340 nm, nach
Zugabe des ACE-Substrates FAPGG, das durch ACE in FAP und GG, in Abhingigkeit
der Zeit hydrolysiert wurde. Die ACE-Aktivitit wurde im Plasma und in Homogenaten
der Aorta transgener eNOS™- und eNOS”-Miuse im Vergleich mit transgen negativen
Kontrolltieren bestimmt. Fiir die Aktivititsmessung in den eNOS”-Miusen wurden zwei
verschiedene Knockout (KO-1 und KO-2) Linien (s. 2.2.5) verwendet. Zuerst wurde eine
Kalibrierkurve fiir die Mausaorta mit gekauftem ACE aus der Kaninchenlunge (Sigma,
Miinchen) erstellt (s. Abbildung 2.2.8.3.1). Die Bestimmung der ACE-Aktivitit erfolgte
in einer Reaktionslosung (pH 8,3), die 50 mM Borax und 300 mM NaCl enthielt. Vor
Beginn der Messung wurde die Uvette® (Eppendorf, Hamburg) mit der enthaltenen

Reaktionslosung und der zu vermessenden Probe bei 37°C fiir 5 min inkubiert.
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Durch Zugabe des ACE-Substrates FAPGG wurde die Messung gestartet und
die Absorptionsverinderung bei 340 nm und 37°C fiir 45 bzw. 25 min gemessen. Fiir
die Ermittlung der Standardkurve, wurden 2 U ml' ACE eingesetzt. Die Steigung der

Geraden lieB sich mittels linearer Regression bestimmen.

Aorta ACE-Aktivitat

Plasma ACE-Aktivitat
0.00000 T

0.000000 1 . B
r?=0,9782 Q ?=0,9867
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5-0.000050 20000101
& )
-0.000075 | -0.00015
-0.000100 - -0.00020 -
T T T T T T 1 T T T T T 1
0.000 0.025 0.050 0.075 0.100 0.125 0.150 0000 0025 0050 0075 0100 0125
umr’ umr’
Abbildung 2.2.8.3.1: Standardkurve fiir die Aorta (links) und Plasma (rechts). Es wurden steigende

Konzentrationen des ACE-Standards im Reaktionspuffer vorgelegt. Nach Zugabe von 0,8 mM (Aorta)
bzw. 0,6 mM (Plasma) FAPGG wurde die Messung bei 340 nm und 37°C fiir 45 min bzw. 25 min
gestartet.

Fir die Messung der ACE-Aktivitit in der Aorta wurden zwei Aorten gepoolt. Der
Lysispuffer, indem die Aorten homogenisiert wurden, enthielt 0,01 mM ZnCl,
0,2 mM PMSF und 0,1% Triton X-100. Die Homogenate wurden zunichst bei 400xg fiir
10 min und danach bei 10.000xg fiir 5 min zentrifugiert. 80 pl des Uberstandes wurden
fiir die Messung bendtigt. Nach Zugabe von 0,8 mM FAPGG wurde bei 340 nm und
37°C fiir 45 min gemessen. Um die ACE-Aktivitdt im Plasma zu bestimmen wurde Blut
aus dem rechten Ventrikel entnommen und bei 400xg und 4°C fiir 5 min zentrifugiert.
Das Plasma wurde entnommen und konnte direkt vermessen werden. Dazu wurden
20 pl Plasma ad 500 pl Reaktionslosung bendtigt. Nach Zugabe von 1 mM FAPGG wurde
die Messung im Photometer (DU 640 Spektrophotometer; Beckman, Krefeld) gestartet.
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Die Berechnung der ACE-Aktivitit erfolgte nach folgender Formel:

VelVp X mp

ACE-Aktivitat =
mg [MU-]
V., : Endvolumen in der Uvette (ul)
V., : Probenvolumen in der Uvette (ul)
m : Steigung der Probenmessung

m_: Steigung der Standardkurve (m U™')

Bezogen auf die Proteinmenge im Ausgangslysat, wurde die spezifische ACE-Aktivitit
in mU pg' angegeben werden. Die Spezifitit der ACE-Aktivititsmessung wurde
getestet, indem die Absorptionsverdnderung nach Hemmung der ACE mittels Moiexepril
(100 puM) gemessen wurde. Dazu wurde die Reaktionslosung zusammen mit der
Probe (kommerzielles ACE-Protein oder der zu untersuchenden Probe) und dem
Moiexepril bei 37° C fiir 5 min vorinkubiert und durch Zugabe von FAPGG wurde bei
340 nm und 37°C fur 45 min bzw. 25 min gemessen (s. Abbildung 2.2.8.3.2).

Aorta ACE-Aktivitat Plasma ACE-Aktivitat

1.6 1.6
1.5 o 1.57
14- == Aorta + Moiexipril 14
1.3 == Aorta - Moiexipril 1.37
E 1.2 E 1.21
1.1 W 1.1
1.0 1.04 = Plasma + Moiexipril
0.9- 0.9 = Plasma - Moiexipril
0.8~ 0.8-
T T T T T T 1 T T T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 0 500 1000 1500 2000 2500 3000
sec sec

Abbildung 2.2.8.3.2: Beispiel einer ACE-Messung bei 340 nm in der Mausaorta (rechts) und im
Mausplasma (links) in Abhéngigkeit von der Zeit. In beiden Graphen sind die Abnahme der Absorption
in der Aorta und im Plasma sowie die Hemmung der Abnahme der ACE-Aktivitit durch Moiexipril
(Schwarz-Pharma, Monheim) (100 pM) dargestellt.
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2.2.8.4. Bestimmung der sGC-Aktivitit

Um die spezifische Aktivitdt der l6slichen Guanylatzyklase (sGC) zu untersuchen, wurde
in zytosolischen Uberstinden (s. 2.2.4.1) von Mauslungen nach der von Schultz und
Bohme entwickelten Methode bestimmt (Schultz & Bohme, 1984).

Fiir die Messung wurden 40 pl der zytosolischen Lungenfraktion in einem Reaktionsmix
ad 100 pl bestehend aus folgenden Endkonzentrationen zugegeben: Triethanolamin 50 mM
(pH 7,4), 3-Isobutyl-1-methylxanthin 1 mM, ¢cGMP 1 mM, GTP 0,1 mM, DTT 3 mM,
MgClL, 1 mM, BSA 0,5 mg ml'. Zur Erstellung der Dosis-Wirkungskurve wurden 1 bis
1000 pmolare SNAP-Verdiinnungen hergestellt. Es wurden Séulen mit 1 ml Aluminiumoxid
vorbereitet, die mit 0,2 M Perchlorsdure aktiviert wurden. Dann wurde die Reaktion durch
Zugabe von 0,2 uM [0-*?P]-GTP (spezifische Aktivitit etwa 0,3 GBq mmol"'; Perkin Elmer,
Rodgau) gestartet. Nach einer Inkubationszeit von genau 12 min bei 37°C wurde die
Reaktion durch Zugabe von 450 pl Zinkacetat 125 mM, 450 pl Natriumcarbonat 125 mM
und 450 pl Natriumcarbonat 125 mM, gestoppt. AnschlieBend erfolgte eine Zentrifugation
bei 8000xg und 4°C fiir 10 min, um den Uberstand abzutrennen und auf die
Aluminiumoxid-Sdulen zu iberfiihren. Im ersten Durchlauf findet sich das nicht
umgesetzte [a->*P]-GTP, da die Sidule spezifisch ¢cGMP bindet, wieder. Die Elution
erfolgte mit 250 mM Natriumacetat nach 2-maligem Waschen mit aqua dest..
Das Eluat wurde in Szintillationsgefilen aufgefangen und im Counter (LS
6000IC; Beckman, Krefeld) vermessen. Um die Sédulenausbeute zu ermitteln,
wurde zu jedem Versuch Trittum-markiertes c¢GMP (Perkin Elmer, Rodgau) und
die Gesamtradioaktivitit je Probe in Counts pmol' bestimmt. Die Berechnung der
Enzymaktivitdt in pmol cGMP mg' min", erfolgte unter Verwendung folgender Formel

(cpm = counts per minute):

Enzymaktivitat = SNAP-Wert (cpm) — Blank (cpm)

Séulenausbeute (%) x spez. Radioaktivitat (cpm pmol') x Proteingehalt (mg) x Inkubationszeit
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2.2.9. Versuche zum korperlichem Training

Um die Auswirkungen des korperlichen Trainings auf die Expression und Aktivitét
antioxidativer Gene zu untersuchen, wurden zwei Monate alte C57Bl/6-Miuse und
transgene Miduse sowie deren transgen negative Geschwistertiere nach bereits etablierten
unterschiedlichen Trainingsprotokollen trainiert. Es handelte sich dabei um das
natlirliche (Suvorava et al., 2004), freiwillige (Suvorava et al., 2010) und erzwungene
(Fukai et al, 2000) korperliche Training. Die Haltung der Méiuse erfolgte wie in
Abschnitt  2.2.1 beschrieben. Zur Untersuchung des natiirlichen Trainings wurden
vier Monate alte C57Bl/6-Méduse in eine Kontrollgruppe und eine Trainingsgruppe
randomisiert. Die Kontrollmduse wurden fiir sechs Wochen in 360 cm? kleine Kifige
ausgeeinzelt. Die Trainingsgruppe dagegen bestand aus einer Gruppe von sieben
Mausen, die fiir 15 Tage in einem 900 cm? groflen Kéfig zusammenleben mussten. Sie
waren demzufolge einem hohen sozialen Stress ausgesetzt. Charakteristisch fiir das
natlirliche Training war, dass sie wihrend ihres aktiven Tageszyklus tobten, kdmpften
und kletterten. Beim freiwilligen Training wurden zwei Monate alte Maiuse
vor Beginn des Trainings ebenfalls in 360 cm? kleine Kifige fiir sechs Wochen
singularisiert. Danach wurden die Méuse in zwei Gruppen randomisiert. Wihrend die
Kontrollgruppe weitere vier Wochen in 360 cm? Kifigen verblieben, wurden
die Miuse der Trainingsgruppe jeweils in ca. 510 cm? groBe, speziell fiir Méiuse
angefertigte Kifige tberfithrt. Diese Kifige waren bereits mit integrierten Laufrddern
(0,025 m im Durchmesser, Techniplast, Deutschland) ausgestattet (s. Abbildung
2.2.9.1), so dass die Mdiuse jederzeit freiwillig das Laufrad betreten konnten. Daher
waren die Maduse bei dieser Trainingsmethode keinem zusitzlichen psychischen

Stress ausgesetzt. Nach vier Wochen wurde das freiwillige Training beendet.
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Abbildung 2.2.9.1: Reprisentativer Kafig mit integriertem Laufrad.

Beim erzwungenen Trainingsprotokoll wurden die Maéuse ebenfalls zundchst fiir
sechs Wochen singularisiert. Nach dieser Zeit wurden die Méiuse in eine Kontroll-
und eine Trainingsgruppe randomisiert. Wihrend die Tiere der Kontrollgruppe
in ihrer aktiven Tagesphase eher ruhten, wurden die Tiere der Trainingsgruppe,
nach einer Adaptationszeit von fiinf Tagen, dret Wochen lang in einem
motorbetriecbenden  Laufrad  trainiert. = Das  Adaptationstraining  bestand  darin
die Maéuse zundchst an das Laufbandtraining zu gewoOhnen. Hierzu wurde die
Geschwindigkeit des Laufrades von Tag zu Tag langsam von 8 m min' auf 12 m
min' fir 15 min und zuletzt auf 15 m min' und 30 min gesteigert. Danach erfolgte
ein Training von drei Wochen bei 15 m min! fiir 30 min, fiinf Tage die Woche.
Insgesamt laufen die Mduse in 30 min tdglich 450 m. Aufgrund dieser Belastung sind
die Méuse einem hoheren psychischen Stress ausgesetzt. Es wurde darauf geachtet,

dass die Mause tatsdchlich laufen und nicht gleiten oder  springen.
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- -

Abbildung 2.2.9.2: Foto der Laufradmaschine, in dem ein Laufrad von zwei sich drehenden Walzen
angetrieben wird.

Die Kontrolltiere wurden der Trainingsgruppe in die Ndhe der Laufradmaschine platziert
wihrend der Trainingszeit, so dass sie den gleichen Gerduschen und Vibrationen
ausgesetzt waren. Innerhalb 16 bis 20 h nach Beendigung des letzten Trainings wurden
alle Gruppen durch Inhalation von Kohlenstoffdioxid euthanasiert. Bevor die Organe
(s. 2.2.1.1) entnommen wurden, erfolgte die Bestimmung des Korper-, Herz- und Soleus
Muskelgewichtes. Die Tibia-Ldnge wurde mithilfe einer Schieblehre mit digitaler Anzeige
(Tesa, Schweiz) vermessen. Eine Auflistung der Tiere, die an den unterschiedlichen

Trainingsprogrammen teilgenommen haben, sind in Tabelle 2.2.5 zusammengefasst.

Tierlinie Anzahl der Tiere im Anzahl der Dauer des Art des
Training pro Set Kontrolltiere Trainings Trainings
C57BI/6 7 7 3 Wochen Nattirliches
Training
C57BI/6 18 18 3 Wochen Fretwilliges
Training
C57BI/6 8 8 3 Wochen Erzwungenes
Training
Mit Aminotriazol Freiwilliges
gefiitterte C57Bl/6 12 12 3 Wochen Training
Mit Aminotriazol Erzwungenes
gefiitterte C57B1/6 8 50 3 Wochen Training
TgNCatUX (L%me F) 3 3 3 Wochen Fre%v&/.llllges
transgen-negativ Training
TgNCatUX ('L'1n1e F) 3 3 3 Wochen Fre%v&/.llllges
transgen-positiv Training
eNOS-KO-1 8 8 3 Wochen Freiwilliges
Training

Tabelle 2.2.5: Auflistung der Tiere, die in einem Trainingsprogramm aufgenommen wurden.
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2.2.10. Zellkultur-Experimente in porvinen Aortenendothelzellen

Die Etablierung einer Primidrkultur von porvinen Aortenendothelzellen diente fiir
Inkubationsversuche mit den in 2.2.10.3 aufgefithrten Substanzen, um die zugrunde
liegenden  Mechanismen einer NO-induzierten  AT2-Rezeptor-Hochregulation  zu

untersuchen (s. 3.2.2).

2.2.10.1. Herstellung und Kultivierung

Fir die Gewinnung von Endothelzellen aus der Schweineaorta wurden frische
Schweineaorten von dem Schlachthof Duisburg der Firma Kemink bezogen. Frisch vom
Band entnommene Schweineaorten wurden direkt auf Eis gekiihlt und transportiert.
Die Aufbereitung der Schweineaorten erfolgte zuerst durch Desinfektion der gesamten
Aorta mit 80% Ethanol. Danach wurden die beiden Aortenenden und die 6-8
vorhandenen Arterien Intercostalis mit chirurgischem Klemmmaterial abgeklemmt.
An einem Ende der abgeklemmten Aorta wurde zuvor eine chirurgische Absaugkaniile
(Braun, Melsungen) befestigt. Mithilfe dieser Absaugkaniile wurde zunédchst die
Innenseite der Aorta mit PBS-Puffer durch aufeinanderfolgendes Invertieren der Aorta
und anschlieBendes Losen einer der beiden Klemmen durchspiilt. Nach 2-maligem
Waschen mit PBS-Puffer wurde eine 20 ml Spritze (Braun, Melsungen) an die Kaniile
angebracht und die Luft aus der Aorta entzogen. Zur Gewebedisaggregation wurde
10 ml sterilfiltrierte 1 mg ml' Dispase-Losung™ (Calbiochem, Darmstadt) iiber die Kaniile
in die Aorteninnenseite zugegeben und 20 min im Wirmeschrank bei 37°C inkubiert.
Nach Ablauf dieser Zeit wurden die herausgeldsten Zellen durch Offnen eines der
Klemmen in einem Falcon (Eppendorf, Hamburg) aufgefangen. AnschlieBend wurde mit
Vollmedium, bestehend aus 20 ml 10% FCS, Penstrep® (Gibco, Karlsruhe) und GIBCO®
Medium 199 (Karlsruhe), die Aorta durchgespiilt, um die restlichen Zellen aufzunehmen.
Die Zellsuspension wurde bei 200xg bei 4°C zentrifugiert und anschliefend der
Uberstand verworfen. Das so gewonnene Pellet wurde in 1 ml Vollmedium resuspendiert,
auf 15 ml mit Vollmedium aufgefiillt und in eine 75 cm?*Kulturflasche verteilt. Das

Wachstum der Zellen im CO -Inkubator (37°C) wurde nach zwei Tagen unter dem
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Mikroskop (Phase-Contrast, Nikon) kontrolliert. Diejenigen Zellformationen, die
nicht den Endothelzellen entsprachen, wurden mit dem Kultur-Zellschaber, unter dem
Laminar-Flow (antair BSK, Welabo, Diisseldorf) entfernt. Sobald die Endothelzellen eine
70%-1ge Konfluenz erreicht hatten und frei von jeglichen Kontaminationen waren, wurden
sie in 175 cm? Flaschen verteilt. Dafiir wurden sie 2-mal mit 10 ml PBS-Puffer gewaschen
und mit 2 ml Trypsin pro 75 cm? Fliache inkubiert. Die Ablosung der Endothelzellen
wurde unter dem Mikroskop beobachtet. Sobald alle Endothelzellen abgel6st waren,
wurde das Trypsin durch Zugabe von 10 ml Vollmedium inaktiviert. Die Flaschen wurden
jeweils ad 30 ml mit Vollmedium komplettiert und im Inkubator bei 37°C geziichtet.

Die Zellen wurden alle zwei Tage mit Vollmedium versorgt und das Wachstum kontrolliert.

2.2.10.2. Geschlechtspezifische PCR

Die Etablierung der geschlechtsspezifischen PCR zur Unterscheidung der Schweineaorten
war wichtig, da der Angiotensin-2-Rezeptor X-chromosomal determiniert ist. Um
geschlechtsspezifische Phidnomene auszuschlieBen, wurden ausschlieBlich ménnliche
Schweine in die Experimente einbezogen. Die Unterscheidung erfolgte durch den
Nachweis des porvinen Amelogenin-Gens, das als gewebespezifisches Protein im
Zahnschmelzepithel der Zahne zu finden ist (Ikawa ez al.,, 2005). Amelogenin wird
durch zwei Gene kodiert, AmelX und AmelY, die sich im 5-UTR in ihrer Sequenz
unterscheiden. Es wurden jeweils Primerpaare designt, die auf dem X- oder dem
Y-Chromosom des Amelogenin-Gens binden. Die zu erwartenden Fragmentgrof3en
betrugen fir das AmelY 277 Bp und fir das AmelX 245 Bp.
1. Primerpaar fiir das Y-Chromosom:

Sense: 5'-ACCACAGCTGATGGCAAAGC-3’

Antisense: 5'-CCGGGAACCTTTTGAGAGTCC-3’

2. Primerpaar fiir das X-Chromosom:

Sense: 5'-TGGGCAACATTAGTACGACACG-3’

Antisense: 5'-GCTGTGATTAGTCCATGCAGTTTG-3"

103



MATERIAL UND METHODEN

Nach Isolierung der DNA (s. 2.2.3.4) aus den porvinen Aortenendothelzellen
wurde die PCR mit dem Taq PCR Mastermix (Qiagen, Hilden), 5 pmol des sense- und des
antisense-Primer und 100-200 ng DNA unter folgenden PCR-Konditionen durchgefiihrt:
Denaturierung: 94°C 3 min

Denaturierung: 94°C 30 sec

Annealing: 63°C 30 sec

Elongation: 72°C 30 sec

Zyklen: 44

AmelY H,O AmelX H,O 1KB-
277 Bp 245 Bp Leiter

Abbildung 2.2.10.1: PCR-Beispiel der Geschlechtsbestimmung. Der Nachweis von
sowohl AmelY (277 Bp) und AmelX (245 Bp) weist auf ein ménnliches Geschlecht hin.

2.2.10.3. Inkubation der porvinen Aortenendothelzellen

Die Inkubation der porvinen Aortenendothelzellen erfolgte bei einer Konfluenz von
70% mit den in Tabelle 2.2.6 aufgefiihrten Substanzen zu bestimmten Zeitpunkten.
Fir jede Charge wurde neben der Inkubation mit einer Substanz, gleichzeitig eine
Kontrolle mit entweder PBS bzw. der entsprechenden Menge DMSO, anstelle der

Substanz behandelt. Die Proteinisolierung aus den Zellen erfolgte gemill 2.2.4.2.

Inkubationszeiten lh 3h 6 h
SNAP 10 uyM 10 uM 10 uM
DEA/NO 10 uM 10 uM 10 uM
8-pCPT-cGMP - 10 uM -
ODQ - 10 uM -

Tabelle 2.2.6: Inkubation der PAEC mit den beiden NO-Donatoren, SNAP und DEA/NO (ALEXIS,
Lorrach), sowie einem Aktivator der cGMP-abhingigen Proteinkinase 8-pCPT-cGMP (Sima-Aldrich,
Miinchen) und dem sGC-Inhibitor ODQ (Sima-Aldrich, Miinchen) zu unterschiedlichen Zeiten.
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2.2.11. Klonierung des Angiotensin-2-Rezeptors

Die Klonierung des Angiotensin-2-Rezeptors in einen Expressionsvektor diente zur
Validierung des kommerziell erhiltlichen Angiotensin-2-Rezeptor Antikérpers und fiir

nachfolgende Transfektionsexperimente in Sduger-Zelllinien.

2.2.11.1. Klonierungsstrategie

Der murine Agtr2-Rezeptor wurde mithilfe der PCR aus genomischer DNA von eNOS*™'-
Miusen gewonnen. Dazu wurden Primer hergestellt, die an der genomischen Maus
DNA binden und ein etwa 1100 Bp groBes Fragment amplifizieren. Der sense-Primer
(5'-TGGAGTTGCTGCAGTTCAAT-3") wurde so hergestellt, dass er eine Erkennungsstelle
fiir das Enzym Pstl enthielt. Er bindet wenige Basenpaare vor dem ATG der kodierenden
Sequenz im untranslatierten Bereich des Exons 3. An dem antisense-Primer, der
ebenfalls im untranslatierten Bereich des Exons 3 bindet, wurde eine Xhol Schnittstelle
(5'-CTCGAGAAACCAATGGCTAGGCTGATT-3") eingebaut wurde. Die Klonierung
des PCR-Fragments erfolgte in den pcDNA™4HisMax A Vektor (Invitrogen, Karlsruhe),
der u.a eine T7-Promotor Sequenz enthielt und besonders hohe Expressionsraten in
Sduger-Zelllinien zu erzielen vermag. Die PCR wurde mit dem Taq PCR Mastermix
(Qiagen, Hilden), 5 pmol der jeweiligen Primer und 100-200 ng der DNA, unter folgenden
Bedingungen ausgefiihrt:

Denaturierung: 94°C 3 min

Denaturierung: 94°C 30 sec

Annealing: 60°C 30 sec

Elongation: 72°C 30 sec

Zyklen: 39
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Sequenzierung
—* Amplifizierung

Restriktionsverdau
Aufreiningung *

Ligation

17 Pstl Xhol BGH

Expressions-
vektor

J‘Ap'

Abbildung 2.2.11.1: Schematische Darstellung der Klonierungsstrategie fiir den Agtr2-
Rezeptor in den Expressionsvektor pcDNAT™4/HisMaxA Vektor (nicht maBstabgetreu). Die
Klonierung in den pCR4-TOPO® Vektor diente zur weiteren Sequenzierung und Vermehrung
des Agtr2-Genabschnitts. Der TOPO®-Vektor enthielt eine Ampicillin (Ap')- und eine
Kanamycin-Resistenz  (K+). Die fur die Klonierung verwendeten Schnittstellen (Pstl
und Xhol) sind eingezeichnet. Die grauen Boxen stellen den untranslatierten Bereich der
entsprechenden Exone dar. Der translatierte Bereich des Exons 3 gibt die schwarze Box wieder
(CDS=coding sequence). In dem Vektor wurde das Ampicillin-Resistenzgen Ap* eingezeichnet.

Klonierung in den pCR®4-TOPO®-Vektor

Das so gewonnene PCR-Fragment wurde dann zur Vermehrung in den pCR®4-TOPO®-
Vektor kloniert (s. 2.2.3.14). AnschlieBend wurde der Klonierungserfolg mittels PCR
unter Verwendung der T3- und T7-Primer tberpriift (s. 2.2.3.16) und die Amplifikate
im 1%-igen Agarosegel im UV-Licht detektiert.
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Die PCR erfolgte unter folgenden Bedingungen:

Denaturierung: 94°C 3 min

Denaturierung: 94°C 15 sec

Annealing: 50°C 15 sec

Elongation: 72°C 1 min

Zyklen: 35

Schlieflich wurden die Insert-positiven Klone von der Agar-Platte entnommen und in
einer Ubernachtkultur im Kanamycin-haltigen LB-Medium bei 37°C geziichtet, wonach

die Aufbereitung der Plasmid-DNA (s. 2.2.3) erfolgte.

Restriktion mit Pst1 und Xhol

Das TOPO®-Agtr2-Plasmid und der pcDNA™4MHisMax A Vektor wurden beide mit den
Restriktionsenzymen Pstl und Xhol geschnitten (s. 2.2.3.9).

Die Detektion der geschnittenen DNA-Fragmente erfolgte im 0,75%-igen Agarosegel.
Die Aufreinigung wurde wie in 2.2.3.10-12 beschrieben, durchgefiihrt. Die Ligation
der Agtr2-DNA mit dem zusétzlich dephosphorylierten pcDNAT™4/HisMax A Vektor
(s. 2.2.3.13), erfolgte gemid 2.2.3.15. Dazu wurde folgender Ansatz vorbereitet:
0,2 ul Vektor, 3,3 ul Agtr2-Insert, 1,25 pl 4x Puffer und 0,25 Ligase; Inkubation bei 16°C
iiber Nacht. Zur Vermehrung des Ligations-Plasmids wurde dieses in TOP10®-Zellen

transformiert (s. 2.2.3.2) und die DNA mittels Miniprep isoliert und aufgereinigt (s. 2.2.3.4).

Uberpriifung des Ligationserfolges

Hierzu wurde eine PCR mit den T7- und BGH-Primer unter folgenden Bedingungen
durchgefiihrt (s. 2.2.3.16):

Denaturierung: 94°C 3 min

Denaturierung: 94°C 30 sec

Annealing: 50°C 30 sec

Elongation: 72°C 30 sec

Zyklen: 35
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Zur Vermehrung der positiven Klone wurden Ubernachtkulturen in Carbenicillin-haltigem
LB-Medium vorbereitet und die Plasmid-DNA durch eine Midi-Priparation aufgereinigt
(s. 2.2.3.4). AnschlieBend erfolgte die Sequenzierung zur Uberpriifung der Gensequenz
(s. 2.2.3.17).

Restriktionsanalyse

Zur Verifizierung der gewonnenen Klone wurde eine Restriktionsanalyse mit folgenden

Enzymen durchgefiihrt: Apal, BstXI, Ncol, Pcil, Pstl, Xhol, Xmnl (s. 2.2.3.9).

2.2.12. Generierung einer transgenen Bradykinin-2-Rezeptor iiberexprimierenden
Mauslinie

Die Ergebnisse der Klonierung sowie die prelimindren Untersuchungen in den ersten

Foundertieren finden sich unter 3.4.

2.2.12.1. Herstellung des Genkonstruktes

Zur Generierung einer neuen transgenen Linie mit endothelspezifischer Uberexpression
des Bradykinin-2-Rezeptors wurde zundchst die cDNA des humanen Bradykinin-
2-Rezeptors hergestellt. Dazu wurde die etablierte Plattenepithel-Karzinomzelllinie
UDSCC 2 (squamosus carcinoma cells, HNO-Klinik, HH-Universitdt Diisseldorf) verwendet,
die den Bradykinin-2-Rezeptor exprimiert. Nach Isolierung der RNA (s. 2.2.2.1)
und Umschreibung in cDNA (s. 2.2.2.3), diente diese als Template fiir das geplante
Genkonstrukt. Das Genkonstrukt (s. Abbildung 2.2.12.1) ist aufgebaut aus dem
Bradykinin-2-Rezeptor, der unter Kontrolle des murinen Tie-2-Promotors steht
und einem 10 Kb groBem Fragment des ersten Introns des Tie-2-Gens (Tie-2-

Enhancer), der fiir die endothelspezifische Expression in adulten Médusen wichtig ist.

Tie-2-Promotor Humaner BDKRB2 Tie-2-Enhancer
cDNA

- — -

Abbildung 2.2.12.1: Schematisch dargestelltes Genkonstrukt, bestehend aus Tie-2-Promotor,
humanen Bradykinin-2-Rezeptor und einem 10 Kb Intron-Fragment (Tie-2-Enhancer).
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2.2.12.2. Ausgangsplasmid

Die Klonierung der ¢cDNA fand in einem pBluescript II SK+ -Vektor (Stratagene,
Amsterdam) statt, in dem der Tie-2-Promotor (2,1 Kb), das Lac Z-Gen (3,1 Kb), das
SV40 poly-A-Signal und das Enhancer Konstrukt (10 Kb) bereits kloniert worden
waren (s. Abbildung 2.2.12.2) Das Plasmid wurde vorangehend fiir die Generierung
anderer transgenen Maiuse (s. Dr. rer. nat. Martina Weber 2005 und Dr. rer. nat. Nadine
Lauer, 2005) verwendet und wurde als LacZ-Konstrukt urspriinglich von Thorsten Schléger,
Max Planck-Institut, Bad Nauheim zur Verfiigung gestellt (Schlaeger er al., 1997).

SDEK

Hael331 MCS
pB& SK II Backbone
Hotl 16659

Tie-2-Promotor

Shil 2813
LacZ
Mkl 4155

“1s105 3777

pBS II SK (+) HH SDK LacZ N§

18881 bp ~ Mkl 4215
5865

r1321? ™ Ml 5340

PolvA
11329 7553

A .

2441

Tie-2-Enhancer

Abbildung 2.2.12.2: Schematische Darstellung des Tie-2-LacZ-Enhancer-Plamids mit markierten
Schnittstellen von ausgewéhlten Restriktionsenzymen. Mithilfe der Restriktionsenzyme
MIul und Sbfl wurde das LacZ Gen ausgeschnitten.

2.2.12.3. Klonierungsstrategie

Das Ziel der Klonierung bestand darin, das LacZ-Gen aus dem Ausgangsplasmid
herauszuschneiden und stattdessen den Bradykinin-2-Rezeptor einzusetzen. Dafiir wurden
die Restriktionsenzyme Sbfl und Mlul verwendet. Im Vektor schneidet die Endonuklease
Mlul 3-mal im LacZ-Gen, wihrend die Endonuklease Sbfl nur 1-mal im LacZ-Gen

schneidet und den Vektor lediglich linearisiert (s. Abbildung 2.2.12.3).

109



MATERIAL UND METHODEN

Es entstehen jeweils “sticky-ends’, so dass ein Einbau des Bradykinin-2-Rezeptors in die richtige

Richtung gewihrleistet wurde.

ol o A T A P A T T s T A T T e X i r
3" 5

Sequenzierung
Amplifizierung

Restriktionsverdau
Aufreining

Shf1 MIiu1

Ligation

Sbfl2813

Miul4135

pBS II K (+) HH $DK LacZ NS
18881 bp

Abbildung 2.2.12.3: Klonierungsstrategie zur Uberfiilhrung des humanen Bradykinin-2-Rezeptors
in das Tie-2-LacZ-Konstrukt (nicht maBstabgetreu). Dargestellt ist ein Ausschnitt der humanen
cDNA-Sequenz des Bradykinin-2-Rezeptors (BDKRB2), die fiir das Primerdesign als Template
diente. Die schwarz hinterlegten Gen-Sequenzen wurden fiir die jeweiligen Primer verwendet. Die
Erkennungssequenzen der beiden Restriktionsenzyme sind rot umrandet. Die Erkennungssequenz
fur Sbfl des sense-Primers war bereits in der BDKRB2-Gensequenz enthalten, wéhrend fiir das
Design des antisense-Primer, die Mlul Erkennungssequenz (rot umrandet) und einige zum 3'-
Ende dahinter folgende Basen zusitzlich eingebaut wurden. Die Klonierung der BDKRB2-
cDNA erfolgte zunidchst in den pCR4®-TOPO®™-Vektor fiir die nachfolgende Sequenzierung und
Vermehrung. Anschliefend fand die Ligation des geschnittenen und aufgereinigten BDKRB2-
Fragmentes mit dem Tie-2-LacZ-Konstrukt statt, das ebenfalls mit Sbfl und Mlul geschnitten wurde.
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Primerdesign und RT-PCR mit Tumorzelllinien

Um den Bradykinin-2-Rezeptor in den Blueskript-Ausgangsvektor zu klonieren, miissen
sowohl Insert als auch Vektor mit den Sbfl und Mlul-Restriktionsenzymen geschnitten
werden. Daflir wurden Primer designt, die mit den jeweiligen Erkennungssequenzen dieser
beiden Enzyme versehen waren. So wurde die Mlul-Erkennungsequenz im antisense-
Primer (5'-GAGAGAACGCGTCCCTCAATCCTTACACAA-3") und die Sbfl-Sequenz,
im sense-Primer (5'-GAGAGACCTGCAGGTCACTCACATCCCACTCTG-3") eingebaut
(s. Abbildung 2.2.12.3). Die cDNA des humanen Bradykinin-2-Rezeptors wurde mittels
PCR unter folgenden Bedingungen unter Verwendung des Taq PCR Mastermix
(Qiagen, Hilden) amplifiziert:

Denaturierung: 94°C 3 min

Denaturierung: 94°C 20 sec

Annealing: 55°C 20 sec

Elongation: 72°C 90 sec

Zyklen: 35

Klonierung des PCR-Produktes in den pCR®4-TOPO®-Vektor

Zur Vermehrung des Bradykinin-2-Rezeptor Fragmentes, wurde dieses in den
pCR®4-TOPO®-Vektor mit dem TOPO TA Cloning® Kit kloniert (s. 2.2.3.14) und
anschliefend der Klonierungserfolg mittels PCR und Detektion der Amplifikate im
1%-igen Agarosegel im UV-Licht tberpriift (s. 2.2.3.16). SchlieBlich wurden die Insert-
positiven Klone nach Aufbereitung der Plasmid-DNA (s. 2.2.3.4) unter Verwendung der
T3- und T7-Primer sowie der BradR (antisense)- und BradS (sense)-Primer

sequenziert (s. 2.2.3.17).

Restriktion mit Sbfl und Mlul

Die TOPO®-BDKRB2-Plasmid-DNA und das Tie-2-LacZ-Ausgangsplasmid wurden mit
den Restriktionsenzymen Sbfl und Mlul geschnitten. Die Detektion der geschnittenen
DNA-Fragmente erfolgte im 0,75%-igen Agarosegel und ihre Elution sowie

Aufreinigung wurde wie in 2.2.3.12 beschrieben, durchgefiihrt.
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Die darauf folgende Ligation der BDKRB2-DNA mit dem zusitzlich dephosphorylierten
Tie-2-LacZ-Enhancer-Ausgangsvektor (s. 2.2.3.13) erfolgte wie in 2.2.3.15 beschrieben.
Dazu wurde folgender Ansatz vorbereitet: 1 pl Vektor, 2,5 pl BDKRB2-Insert,
1,25 pul 4x Puffer und 0,25 pl Ligase; Inkubation bei 16°C {iber Nacht.
Zur Vermehrung des Ligations-Plasmids, wurde dieses in XL-Gold®-Zellen transformiert
(s. 2.2.3.2) und die DNA mittels Miniprdparation isoliert und aufgereinigt (s. 2.2.3.4).
AnschlieBend wurde mit Hilfe der PCR und den T7-sense- und BradR-antisense-Primer
tiberpriift, ob die Ligation erfolgreich war (s. 2.2.3.16). Folgende PCR-Bedingungen
wurden dafiir benotigt:

Denaturierung: 95°C 3 min

Denaturierung: 94°C 20 sec

Annealing: 50°C 20 sec

Elongation: 72°C 3 min

Zyklen: 35

Es wurde ein ca. 3000 Bp grof3es Fragment erwartet (s. Abbildung 2.2.12.4).

T7-Primer BradR-Primer
> <
| 2,1 kb | 900bp | |
I T T 1
Tie-2-Promotor BDKRB2 -Insert ca. 1300

Abbildung 2.2.12.4: Schematisch dargestellte Bindungsstellen, der fiir die Uberpriifung der Klonierung
des Tie-2-Enhancer-Ausgangsvektors mit dem BDKRB2-Insert, verwendeten Primer. bp: basepair

Die Verifizierung des neu entstandenen Tie-2-BDKRB2-Enhancer-Plasmids erfolgte mit
den Restriktionsenzymen Apal, EcoRI, Clal, HindIII, Pstl, EcoNI, Ncol, Fspl und Sall.

2.2.13. Polymorphismustudie des Bradykinin-2-Rezeptors

Bei der  Untersuchung des  Bradykinin-2-Rezeptor-Exon  2-Polymorphismus

(C"¥!'T-Polymorphismus) handelt es sich um ein single nucleotide polymorphism (SNP)
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an der Position 181, wo es zu einer Konversion von C (Cytosin) zu T
(Thymin) kommen konnte. Dieser Basenaustausch im Exon 2 fithrt zu einem
verdnderten Aminosdureeinbau, Cystein anstelle von Arginin, im Kodon 14 in der
extrazelluliren  N-terminalen Doméne. Fiir die Untersuchung des BDKRB2-
Exon  2-Polymporphismus wurden 65 Patienten eingeschlossen, bei denen
akute ~ ACE-Hemmer-induzierte =~ Angio6deme auftraten. Die Kontrollgruppe
bestand aus weiteren 65 Patienten ohne Angio6dem Anamnese
aber mit dhnlichen Risikofaktoren und Komorbidititen unter ACE-Hemmer
Therapie. Es wurden Blutproben von der Verum und Kontrollgruppe entnommen und
anschlieend genomische DNA (s. 2.2.3.4) isoliert und mittels PCR (s. 2.2.3.7) den
C"!'T-Polymorphismus nachgewiesen. Die PCR wurde mit dem Taq PCR Mastermix®
(Qiagen, Hilden), einem Sense- (5-GAGCACTTCACAAACGTCCA-3") und
Antisense-Primer  (5'-GCAGAACATTCCCTCTGCTC-3"), die die Position 181
flankieren und ein etwa 470 Bp groBes PCR-Fragment amplifizieren, durchgefiihrt:
Denaturierung: 94°C 3 min

Denaturierung: 94°C 30 sec

Annealing: 60°C 30 sec

Elongation: 72°C 1 min

Zyklen: 30

1 2 3 4 5 6 7 8 910 1M 12 13 14 15 16 H,0

# O ——— —— — e S (S w—

Abbildung 2.2.13.1: Darstellung der PCR-Fragmente (470 Bp) im 2%-igen Agarosegel unter UV-
Belichtung.

Nach der Reaktion wurden die PCR-Produkte aufgereinigt (s. 2.2.3.10) und mit

denselben Primern sequenziert (s. 2.2.3.17) und auf den Polymorphismus hin untersucht.
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2.3. Statistik

Die statistische und grafische Auswertung wurde mit Hilfe der Statistiksoftware GraphPad
Prism, Version 4.03 (GraphPad Software, San Diego, USA) durchgefiihrt. Der Vergleich
zweier Gruppen erfolgte mit dem ungepaarten Student’s t-test. Bei einem Vergleich
mit mehr als zwei Gruppen wurden eine Varianzanalyse (ANOVA) mit nachfolgendem
Newman-Keuls-Test durchgefiithrt. Die Dosis-Wirkungskurven der Organbadversuche
wurden durch zweiseitige Varianzanalyse (two-way ANOVA) miteinander verglichen. Es
wurde zusétzlich die halbmaximale Konzentration (EC,) berechnet, angegeben liber
den negativ-dekadischen Logarithmus (pD,) und mittels eines t-Tests verglichen
(Hafner et al., 1977).

Die Ergebnisse der Messungen sind als arithmetische Mittelwerte + Standardfehler
angegeben und n bezeichnet die Anzahl der Versuche. Ein P-Wert von kleiner als
P<0,05 wurde als ein statistisch signifikanter Unterschied betrachtet. Proportionale

Beziechungen  wurden  iiber den  Korrelationskoeffizienten 72  charakterisiert.
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3. Ergebnisse

3.1. Regulation der Expression arterieller vasoprotektiver Proteine durch
korperliches Training

Das korperliche Training ist eine multifaktorielle Intervention. Es konnte gezeigt
werden, dass durch korperliches Training die kardiovaskuldre Morbiditit und
Mortalitdt gesenkt wurde (Gielen ef al, 2001; Kojda & Hambrecht, 2005).
Zahlreiche Tier- aber auch humane Studien schreiben der eNOS eine Schliisselrolle
hinsichtlich der Trainings-induzierten vaskuldren Adaptationen zu (Sessa et al., 1994).
In dieser Studie sollte die Fragestellung untersucht werden, ob das korperliche Training
die Expression arterieller vasoprotektiver Proteine, wie des BKR-2 oder des AT2-
Rezeptors reguliert. Dazu wurden C57B1/6- und transgene Méuse (s. 2.2.5) nach zwei und/
oder drei unterschiedlichen Trainingsprotokollen (s. 2.2.9) trainiert und anschliefend
die Expression der H&moxygenase (s. 3.1.2), des Bradykinin-2- (s. 3.1.3) und des
Angiotensin-2-Rezeptors (s. 3.1.4) untersucht, sowie reproduzierend die eNOS-Expression

(s. 3.3.1) bestimmt.

3.1.1. Trainingseffizienz

Zur Beurteilung der Effektivitdt des korperlichen Trainings wurden verschiedene
Bestimmungsparameter herangezogen. Es wurden anatomische Parameter, wie z.B. das
Herz-, Korper- und Soleus Muskelgewicht, sowie die Tibia-Linge bestimmt, um die
Trainings-induzierte Herzhypertrophie und den peripheren Muskelzuwachs zu ermitteln.
Als biochemischer Parameter fiir die mitochondriale Biosynthese wurde die Aktivitit der
Citratsynthase gemessen. Die Citratsynthase ist ein Schliisselenzym des Citratzyklus ein
wichtiger Schritt der Energiegewinnenden aeroben Zellatmungskette. Es ist beschrieben
worden, dass durch korperliches Training die oxidative Leistung im Skelettmuskel und die

Aktivitdt mitochondrialer Enzyme erhoht wird (Siu et al., 2003; Suvorava et al., 2004).
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Wie in Abbildung 3.1.1.1 graphisch dargestellt, konnte sowohl nach dem freiwilligen
als auch nach dem erzwungenen Training, eine Herzhypertrophie in den trainierten Tieren
verglichen mit den untrainierten Tieren erzielt werden. Das relative Herzgewicht wurde
sowohl auf das Korpergewicht (one-way ANOVA, P<0.0001) (s. Abbildung 3.1.1.1)
als auch auf die Tibia-Lénge (one-way ANOVA, P=0,0043) (s. Tabelle 3.1.1) standardisiert.
Dariiber hinaus wurde zusétzlich das relative Soleus Muskelgewicht ermittelt, um die
Trainingseffizienz der beiden Trainingsprotokolle zu belegen. Hierzu wurde das
relative Soleus Muskelgewicht sowohl auf das Korpergewicht als auch auf die
Tibia-Lange normalisiert. Wie in Tabelle 3.1.1 zusammengefasst, konnte in
den trainierten Tieren im Vergleich zu den untrainierten Tieren ein Zuwachs

der Muskelmasse nach beiden  Trainingsformen nachgewiesen werden.

Herzgewicht/Kérpergewicht

O
]

relatives Herzgewicht [mg g'1]

CO~=2NNWWhAGO
ocnwounouvmouwmowo
|

I I - I- .
Kontrolle erzwungenes freiwilliges
Training Training

Abbildung 3.1.1.1. Bestimmung des relativen Herzgewichtes (mg g '), standardisiert auf das
Koérpergewicht nach dem erzwungenen (n=8) und dem freiwilligen Training (n=8) im Vergleich
zu keinem Training (n=8). Aufgefiihrt sind die Mittelwerte aus allen Versuchen, wobei *P einen
signifikanten Unterschied zur Kontrolle bezeichnet.
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Bestimmungs- | Kontrolle freiwilliges erzwungenes

.. . . P-Wert
parameter (n=18) Training (n=10) Training (n=8)
HG [g] 0,14 + 0,002 0,15+ 0,003 0,15+ 0,005 *0,0043
KG [g] 32,11 +£ 0,554 28,84 + 0,483 28,84+ 0,463 *0,0001
SG [mg] 0,957 £ 0,39 10,82 + 0,292 11,76 + 0,67 *0,0073
TL [cm] 1,84 £0,013 1,84+ 0,02 1,81 £0,02 n.s
HG/B_\IN 4,5+0,108 5,3+ 0,083 5,05 +£0,145 *<0.0001
[mg g"]
HG/TL r 74,45+ 1,59 83,60 + 1,57 80,54 + 2,88 *0,0043
[mg cm -]
SG/K? 0,31 +£0,009 0,38 = 0,009 0,41 +0,022 *<0.0001
[mg g"]
SG/TL r 5,49 £0,172 5,87 +0,159 6,5+0,35 *0,0004
[mg cm']

Tabelle 3.1.1: Die Effektivitit des Ausdauertrainings wurde mittels anatomischer Parameter
ermittelt. Die Werte sind als Mittelwerte + SE dargestellt. Alle *Signifikanzen wurden im Vergleich
zur Kontrolle mittels one-way ANOVA ermittelt. KG: Kopergewicht; HG: Herzgewicht; TL:
Tibia-Lénge; SG: Soleus Muskelgewicht.

Bei beiden Trainingsmethoden konnte die Trainingseffizienz durch eine ausgeprigte

Herzhypertrophie und peripheren Muskelzuwachs quantifiziert werden.
Obwohl sich beide Trainingsformen beziiglich ihrer Beeinflussung auf anatomische
Verdnderungen offenbar dhnlich auswirken, unterscheiden sie sich deutlich in der
Auspragung der Trainings-induzierten biochemischen Verdnderung im Skelettmuskel.
Die gesteigerte Citratsynthase-Aktivitdt erwies sich als reproduzierbarer Parameter

fir die Quantifizierung der Trainingseffizienz nach dem erzwungenen Training
(s. Abbildung 3.1.1.2). Obwohl die Tiere beim freiwilligen Training eine durchschnittliche
Trainingsstrecke von ca. 7 km pro Tag liefen (s. Abbildung 3.1.1.3), konnte keine
Verdanderung der Citratsynthase-Aktivitdt im Vergleich zu keinem Training nachgewiesen
werden (s. Abbildung 3.1.1.2). Dieses Ergebnis spiegelt die Diversitit der beiden
Trainingsprotokolle wider, unterstiitzt durch das unterschiedliche Laufverhalten der Tiere.
Wihrend die Tiere beim erzwungenen Training, 450 m in kurzer Zeit (30 min) fiinf Tage
die Woche im aktiven Tageszyklus laufen, unterliegen sie einem groferen psychischen

Stress, als die Tiere, die freiwillig ca. 7 km innerhalb ihres aktiven Tageszyklus laufen.
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T T T
Kontrolle erzwungenes freiwilliges
Training Training

Abbildung 3.1.1.2: Die Messung der Aktivitit der Citratsynthase (U ug') erfolgte im Soleus
Muskel von C57Bl/6-Méusen, nach dem erzwungenen (n=22-25) und dem freiwilligen
Training (n=22-25) im Vergleich zu keinem Training (n=25). Wéhrend nach dem erzwungenen
Training eine signifikant gesteigerte Citratsynthase-Aktivitdt gefunden werden konnte, blieb die
Aktivitdt der Citratsynthase nach dem freiwilligen Training im Vergleich zu den untrainierten
Kontrollen unverindert (one-way ANOVA, P<0,0001). Aufgefiihrt sind die Mittelwerte =+
SEM aus allen Versuchen, wobei *P einen signifikanten Unterschied zur Kontrolle bezeichnet.
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2 50004
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Abbildung 3.1.1.3.: Dargestellt ist die Laufstrecke in Metern pro Tag in einen Zeitraum von 28
Tagen. Innerhalb der ersten Woche steigern die Méuse langsam ihre Laufdistanz. Nach dieser
Adaptationszeit erreichen sie ein Plateau (10. - 25. Tag), wo sie durchschnittlich 7 km am Tag
laufen. Aufgefiihrt sind die Mittelwerte + SEM der Laufdistanzen aller Miuse pro Tag pro Set.

3.1.2. Effekt des korperlichen Trainings auf die Himoxygenase-Expression

Von der Hamoxygenase (HO-1) ist bereits beschrieben worden, dass sie u.a. an der
Regulation des oxidativen Stresses beteiligt ist. In Studien konnte gezeigt werden, dass
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die Genexpression von HO-1 beispielsweise durch Zytokine, Him, oxidative Stimuli und
endogenes und exogenes NO induziert wurde. Seine antioxidativen Eigenschaften beruhen
darauf, gesteigerte Gluthation-Spiegel zu reduzieren und das Hdm zu Biliverdin umzusetzen
(Durante et al., 1997). Das dadurch entstehende Bilirubin bindet Superoxidanionen.
Da beschrieben wurde, dass korperliches Training mit einem gesteigerten oxidativen
Stress einherginge, wurde untersucht, ob korperliches Training zu einer Verdnderung der
Genexpression der HO-1 beitragen wiirde. Mithilfe der Western-Blot Methode wurde die
Proteinexpression der HO-1 im rechten Ventrikel des Herzens nach dem freiwilligen und

dem natiirlichen Training untersucht.

Héimoxygenase Proteinexpression

Die Ergebnisse der HO-1-Proteinexpression im rechten Ventrikel zeigten eine erhohte aber
nicht signifikante HO-1-Expression in freiwillig trainierten Tieren (134,8% = 9,8%; n=5)
verglichen zu den Kontrolltieren. Insgesamt konnte kein Einfluss des korperlichen Trainings
auf die HO-1-Expression im Herzen gezeigt werden (one-way ANOVA, P=0,1727; n=5-6).

A

K F N
HO-1 32 kD .. -
|

Herz

150

100+
50
0_

T T T
Kontrolle freiwilliges  natirliches
Training Training

Hamoxygenase-Expression [%]

Abbildung  3.1.2.1: A, Reprisentative  Western-Blots der ~ HO-1-Expression  im
Myokardgewebe nach einem freiwilligen (F), natiirlichen (N) und keinem Training (K).
B, Quantitative Evaluierung der Western-Blots zeigten keine Verdnderung der HO-1-
Expression nach beiden Trainingsarten im Vergleich zu den untrainierten Kontrollen (=100%).
Die Werte sind dargestellt als Mittelwerte £ SEM.
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3.1.3. Effekt des korperlichen Trainings auf die Bradykinin-2-Rezeptor Expression

Bradykinin-2-Rezeptor Proteinexpression

Um zu untersuchen, ob korperliches Training durch Aktivierung der eNOS einen Effekt
auf die Expression des BKR-2 hat, wurde die Proteinexpression des BKR-2 im Herzen
trainierter und untrainierter Tiere bestimmt. Wie in Abbildung 3.1.3.1 dargestellt, wurde
die Proteinexpression des Bradykinin-2-Rezeptors weder durch das freiwillige noch durch
das erzwungene Training beeinflusst (one-way ANOVA, P=0,6090, n=5). Die Daten lassen
vermuten, dass die Bradykinin-2-Rezeptor-Expression nicht durch korperliches Training

reguliert wird.

Herz

B2R 37 kD

1257

100+

o N
i

BKR-2-Expression [%)]
N
q

o
L

T T T
Kontrolle freiwilliges erzwungenes
Training Training

Abbildung 3.1.3.1: Ergebnis der BKR-2-Expression im Herzen nach dem freiwilligen,
dem erzwungenen und keinem Training. Die quantitative Evaluierung der Western-Blots
zeigten keinen Unterschied in der BKR-2-Expression (37 kD) von trainierten Tieren,
verglichen zu den Kontrollen (=100%). Die Werte sind dargestellt als Mittelwerte + SEM.
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3.1.4. Effekt des korperlichen Trainings auf die AT2-Rezeptor-Expression

3.1.4.1. Validierung des anti-AT2-Antikorpers

Die Validierung des AT2-Antikorpers war wichtig zur Interpretation der im Western-Blot

erschienenen Proteinbanden.

Gewinnung und Klonierung der murinen Agtr2-DNA

Der Angiotensin-2-Rezeptor wurde zundchst aus der eNOS*-Maus-DNA mittels PCR
amplifiziert und konnte als einzelne Bande bei 1100 Bp im 1%-igen Agarosegel detektiert
werden (s. Abbildung 3.1.4.1).

32 35

eNOS*- Miuse

Abbildung 3.1.4.1: Unter UV-Belichtung konnte jeweils eine Bande bei ca. 1100 Bp in einem 1%-igen
Agarosegel visualisiert werden. Die 1100 Bp groBBen Agtr2-PCR-Fragmente wurden aus genomischer
DNA von eNOS™-Mdusen (Nr. 32 und 35) amplifiziert. Aufgetragen wurde eine 100 Bp DNA-Leiter.

Unter Ausnutzung der Topoisomerase I Aktivitit wurde das Agtr2-PCR-Produkt in
den TOPO®-Vektor kloniert. Wie in dem 0,7%-igen Agarosegel unter UV-Belichtung
dargestellt, war die Klonierung in den TOPO®-Vektor in 15 von 24 ausgewdhlten
Kolonien erfolgreich (s. Abbildung 3.1.4.2).
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Abbildung 3.1.4.2: Ergebnis der Klonierung des Agtr2-PCR-Produktes in den TOPO®-Vektor.
Von 24 ausgewihlten Kolonien konnten 15 Kolonien mit dem Agtr2-Insert (ca. 1100 Bp) in einem
0,75%-igen Agarosegel detektiert werden. L: DNA-Leiter 100 Bp.

Sequenzierung des Agtr2-TOPO®-Plasmids

Die Uberpriifung der Agtr2-Sequenz auf Mutationen erfolgte mithilfe einer Sequenzierung
von ausgewdéhlten Agtr2-Klonen. Von den acht sequenzierten Agtr2-Klonen wies nur ein
Klon keine Verdnderungen auf, die z.B. zu einem Aminosdureaustausch fithren wiirde.

Dieser wurde fiir die weiteren Klonierungsschritte verwendet (s. Abbildung 3.1.4.3).

@bl AT2RKLSas_C06.ab1 &2 7
C:\Dokumente und Einstellungen!Administrator|Eigene Dateian|3730_2008-08-19_0661_1_HNOJATZRKLSas. C06.abi
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% T T il ] I
CGGAGCTTCTGT TGGAAGCGGTT TC CAACAAAACAATACAGGAAGGGAT TAACACAGCTGT TGGT GA
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Abbildung 3.1.4.3: Ausschnitt aus der Sequenzanalyse des Agtr2-Klons Nr.5, welcher keine
Mutation aufwies, die zu einem Aminosiureaustausch fithren konnte.

Restriktion des Agtr2-TOPO®-Klons und des pcDNA™4/HisMax-Vektors

Die Restriktion im pcDNA™4/HisMax-Vektor (s. Abbildung 3.1.4.4) und im
Agtr2-TOPO®-Klon erfolgte mithilfe der Endorestriktionsnukleasen Pstl und Xhol.
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Wie in Abbildung 3.1.4.4 dargestellt, konnten zwei Banden in einem 1%-igen Agarosegel mit

den erwarteten Fragmentgr6BBen nachgewiesen werden.

Asp718 | Kpnl BamH | BstX1* EcoR| Pst |

1 —! |
1158 GAC GAT GAC GAT AAG GTA CCT AAG GAT CCA GTG TGG TGG AAT TCT GCA
‘Asp Asp Asp Asp lLys Val Pro Lys Asp Pro Val Trp Trp Asn Ser Ala

Enterokinase recognition site EK cleavage sstel

EG?R \Y lerx I* Nolt | Xhlo | Xbla I Ap‘a |
1206 GAT ATC CAG CAC AGT GGC GGC CGC TCG AGT CTA GAG GGC CCG TTT AAA
e

Asp Ile Gln His Ser Gly Gly Arg Ser Ser Leu Glu Gly Pro Phe Lys

BGH reverse priming site
I 1
1254 CCC GCT GAT CAG CCT CGA CTG TGC CTT CTA GTT GCC AGC CAT CTG TTG
Pro Ala Asp Gln Pro Arg Leu Cys Leu Leu Val Ala Ser His Leu Leu

Abbildung 3.1.4.4: Ausschnitt aus der Restriktionskarte des pcDNAT™4/HisMax-Vektors.
Die ecingezeichneten Pfeile demonstrieren die Restriktionsschnittstellen von Pstl und Xhol.

Abbildung 3.1.4.5: Ergebnis der Restriktion des Agtr2-TOPO®-Klons mit Pstl und Xhol (links).
Das erwartete 1200 Bp groBe Agtr2-Fragment wurde aus dem Agarosegel unter UV-Licht
ausgeschnitten. Als Kontrolle wurde der ungeschnittene Agtr2-TOPO®-Klon aufgetragen, der in zwei
Formen vorliegt: Der relaxierte Ring (obere Bande) und die superspiralisierte (supercoiled) Form
(untere Bande).

Ligation des ausgeschnittenen Agtr2-Inserts mit dem linearisierten Vektor

Das Ergebnis der Ligation wurde mittels einer PCR mit den T7- und BGH-Primer
tiberpriift. Das zu erwartende Fragment sollte 1400 Bp grof8 sein. Wie in Abbildung
3.1.4.6 dargestellt, konnten von den 32 ausgewidhlten Kolonien nur drei Klone

gefunden werden, die erfolgreich mit dem Agtr2-Fragment ligiert worden waren.
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Abbildung 3.1.4.6: Ergebnis der Ligation des Agtr2-Fragmentes mit dem pcDNA™4/HisMax Vektor.
Von 32 ausgewihlten Kolonien konnten im 1%-igen Agarosegel drei PCR-Produkte (Nr. 23, 28 und 32)
von ca. 1400 Bp detektiert werden.

Restriktionsanalyse des Agtr2-pcDNA™4/HisMax Vektor

Die Uberpriifung des neu entstandenen Agtr2-Expressionsvektors (s. Abbildung 3.1.4.7)
wurde mit den Restriktionsenzymen Apal, BstXI, Ncol, Xhol, Xmnl, Pcil und Pstl
durchgefiihrt.

CMV-Promotor
INcoI 611

Xmnl 6075

Ampicillin
, T7 Promotor
Ncol 1079
BstXI 1192
Pstl 1205
Xmnl 1349
Apal 1435

Pcil 1592
Agt2R

640

5113 1279
Agtr2-pcDNA4HisMax

6398 Bp

4474 1918

Pcil 4583
BstXI 2127

BstXI 2358
XholI 2369

SV 40 PolyA

Zeocin
Apal 2385

Neol 3566
co Xmnl 3110

Ncol 3346
Abbildung 3.1.4.7: Schematisch dargestellter Agtr2-Expressionsvektor mit eingezeichnetem Agtr2-

Kodierungsbereich, Antibiotikaresistenzen, SV-40 PolyA, CMV- und T7-Promotor, sowie einigen
Restriktionsenzymen und deren Schnittstellen.
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Wie in Abbildung 3.1.4.8 dargestellt, konnten die folgenden zu erwartenden
Fragmentgroflen fiir Apal (950 und 5448 Bp), BstXI (231, 935, 5232 Bp), Ncol
(220, 468, 2267, 3443 Bp), Xmnl (1672, 1761, 2965 Bp), Pcil (2991 und 3407

Bp), Pstl und Xhol (beide linearisieren den Vektor) im Klon 28 verifiziert werden.

k1B 1500 23 28 32 23 28 32 23 28 32
¥ Pstl Xmnl Peil

23 28 32 23 28 32 100 1 23 28 32 23 28 32
Ncol Xhol  BP | | kB Apal Bstxl

Abbildung 3.1.4.8: Dargestellt sind die Restriktionsanalysen der Agtr2-Klone 23, 28 und 32 im
0,75%-1gen Agarosegel im UV-Licht. Die Pfeile zeigen diejenigen Stellen an, wo ein Fragment zu
erwarten wére.

Validierung des Anti-AT2-Rezeptor Antikorpers mittels Western-Blot

Der Angiotensin-2-Rezeptor-Expressionsvektor (Klon 28) wurde in Rosetta™-Zellen
transformiert und die Expression mittels IPTG induziert. Die Zelllysate wurden auf
einem Western-Blot aufgetragen und der Angiotensin-2-Rezeptor nachgewiesen. Wie in
Abbildung 3.1.4.9 dargestellt, konnte aufgrund der weiten Auftrennung, eine Doppelbande
bei ca. 41 kD detektiert werden, die nicht in der Negativkontrolle erschienen war und

somit als spezifische Angiotensin-2-Rezeptorbande identifiziert werden konnte.
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Es existieren zwei Isoformen des murinen AT2-Rezeptors. Die Isoform A ist ca. 41 kD grof3
und die Isoform B ca. 45 kD groB3. Die obere Bande bei ca. 50 kD scheint mit diesem

Antikorper unspezifisch zu sein.

11
55 K De—
unspezifisch m——- :

Isoform A —-

Abbildung 3.1.4.9: Ergebnis der Angiotensin-2-Rezeptor-Proteinexpression in Rosetta™-Zellen.
Es wurden verschiedene Zelllysate (7, 11) sowie eine Negativkontrolle (K), die nicht mit dem
Agtr2-Vektor (Nr. 28) transformiert wurde, detektiert.

3.1.4.2. AT2-Rezeptor-Proteinexpression

Der AT2-Rezeptor zdhlt zu den vasoprotektiven Proteinen. Es konnte bereits gezeigt
werden, dass korperliches Training in Patienten mit stabiler koronarer Herzkrankheit zu
einer erhohten AT2-Rezeptor mRNA-Expression (Adams et al., 2005) fithrte. Um den
Effekt des korperlichen Trainings auf die Proteinexpression des AT2-Rezeptors in vivo zu
untersuchen, wurden Aortenlysate von trainierten und untrainierten Mé&usen verwendet.
Die Ergebnisse zeigten, dass die AT2-Rezeptor-Expression, sowohl nach dem freiwilligen
als auch nach dem erzwungenen Training, im Vergleich zu den Kontrolltieren signifikant
hochreguliert wurde (one-way ANOVA, P= 0,0252; n=5-6). Diese Daten lassen vermuten,
dass der AT2-Rezeptor durch NO reguliert wird.

126



ERGEBNISSE

A
e, S .
Aktin K E F
B
Aorta
X 1757 * .
S 150-
2]
3 125+
3
& 1007
S 757
o
S 504
[0
T 254
N
T o-

T T T
Kontrolle ~€rzwungenes freiwilliges
Training Training

Abbildung 3.1.4.10: A, Reprisentativer Western-Blot der AT2-Rezeptor-Expression in der Aorta
nach dem freiwilligen (F) und dem erzwungenen (E) Training bezogen auf die Kontrolle (K). Der
AT2-Rezeptor Antikorper detektiert bei guter Auftrennung eine Doppelbande, die die Isoform A des
AT2-Rezeptors bei 41 kD und die Isoform B bei ca. 46 kD darstellt. B, Quantitative Auswertung
der Western-Blots zeigten eine signifikante Hochregulation des AT2-Rezeptors nach beiden
Trainingsformen im Vergleich zu den untrainierten Kontrollen (=100%). Die Werte sind dargestellt
als Mittelwerte + SEM (*signifikanter Unterschied zur Kontrolle).

3.1.4.3. Validierung des ecSOD-Antikorpers

Aufgrund des Riickrufs des ecSOD Antikorpers der Firma R&D wurde der neue ecSOD-

Antikorperersatz validiert.

In-vitro-Transkription/Translation

Fir die in-vitro-Transkription/Translation wurde die ecSOD-DNA aus zwei generierten
ecSOD-Plasmiden (Klon 2 und Klon 6) mittels PCR amplifiziert. Die ecSOD-PCR-
Produkte, konnten im 1%-igen Agarosegel als 748 Bp groBes Fragment visualisiert werden

(s. Abbildung 3.1.4.11). Der Klon 6 wurde fiir die weiterfithrenden Experimente verwendet.
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T7 T7
Klon2 (1) Klon6

Abbildung 3.1.4.11: Ergebnis der ecSOD-PCR-Reaktion. Es konnte ein ca. 748 Bp grofles Fragment
im 1%-igen Agarosegel detektiert werden. L: Leiter (100 Bp)

Das Western-Blot Ergebnis (s. Abbildung 3.1.4.12) der in-vitro-Transkription/Translation
zeigte ein eindeutiges Protein-Signal bei ca. 31 kD in den Weizenkeimlysaten und den
Gewebekontrollen, das der Molekiilgrole des ecSOD-Proteins (ca. 31 kD) enspricht. Auf
diese Weise konnte der Antikorper verifiziert werden und wurde fiir die weiteren

Versuche verwendet.
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Abbildung 3.1.4.12: Reprédsentative Western-Blots der ecSOD-Proteinexpression mit Lysaten
der in-vitro-Transkription/Translation (A+B) und mit Mausgebeweben der Lunge, Aorta und dem
Herzen. A, Western-Blot mit dem murinen polyklonalen Antikérper (R&D) (von links nach rechts)
in Weizenkeimlysaten (WG: 3 Spuren) und Retikulozytenlysaten (RG: 3 Spuren). Je ein
Weizenkeimlysat und Retikulozytenlysat (mittig) enthielten kein PCR-Produkt und dienten
als Negativkontrolle. Daneben sind Signale der Lunge (L), der Aorta (A) und dem Herzen (H)
abgebildet. Es wurde zusitzlich ein biotinylierter Marker aufgetragen (BM: 1. Bande rechts).
Die ecSOD-Bande ist sichtbar bei ca. 31 kD im Weizenkeimlysat und in den Gewebekontrollen.
In B ist der Western-Blot ohne Erstantikérperinkubation dargestellt und diente als
Negativkontrolle zur Uberpriifung der Spezifitit des Zweitantikorpers. Es wurden sowohl
ein farbiger (FM) als auch ein biotinylierter Marker (BM) auf das Gel aufgetragen.

. -
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3.1.4.4. Ausdauertraining mit eNOS”(KO-1)-M&usen

Um die Hypothese zu bestdtigen, dass die AT2-Rezeptor-Regulation NO-abhingig
ist, wurden eNOS”-Tiere, die keine funktionell aktive eNOS besitzen (Shesely et al.,
1996), dem gleichen freiwilligen Training zugeteilt und die AT2-Rezeptor-Expression
untersucht. Dieser Versuch diente als Kontrollexperiment, um zu zeigen, dass die
Erhohung der NO-Bioverfiigbarkeit durch eine Trainings-induzierte Hochregulation

der eNOS, der Stimulus fiir eine gesteigerte Expression des AT2-Rezeptors ist.

Trainingseffizienz:

Die Trainingseffizienz wurde mithilfe der Bestimmung anatomischer Messgro3en beurteilt.
Im Gegensatz zu den trainierten C57Bl/6-Médusen bewirkte das korperliche Training
in den eNOS”-Méiusen keine VergroBerung des Herzgewichtes (s. Abbildung 3.1.4.13).
Zudem absolvierten die Tiere mit einer durchschnittlich tdglichen Laufstrecke von 4,5 km
pro Tag eine kiirzere Laufleistung als die C57Bl/6-Méduse. Trotzdem konnte das Training
als effektiv betrachtet werden, da ein peripherer Muskelzuwachs in den trainierten Tieren

im Vergleich zu den untrainierten Tieren nachgewiesen werden konnte (s. Tabelle 3.1.2).

A B
Herzgewicht/Kérpergewicht
10000 67
T’_‘ 5+ s el
< -
g 7500 4
E =
2 5000 W 2
[8} —
g 2
£ 2500 14
©
- - .
o —==eNOS™"-Méuse 0-
T T
T T T 1 T
Kontrolle freiwilliges
0 10 20 30 Training
Tage

Abbildung 3.1.4.13.: A, Durchschnittliche Laufstrecke pro Tag (m 24 h'). B, Bestimmung des
relativen Herzgewichtes (mg g '), standardisiert auf das Korpergewicht (A) nach dem freiwilligen

Training (n=8) im Vergleich zu keinem Training (n=8). Fiir die Statistik wurde der Student’s t-test
(P>0,05) verwendet.

In Tabelle 3.1.2 sind die Ergebnisse fiir die Beurteilung der Trainingseffizienz

zusammengefasst:
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Bestimmungsparameter | Kontrolle Ausdauertraining | P-Wert
HG [g] 0,15 + 0,006 0,14 + 0,005 ns

KG [g] 29,65 + 0,96 25,65 + 0,594 *0,007
SG [mg] 8,88 +0,6 10,1 £0,5 ns

TL [cm] 1,9 +0,043 1,88 + 0,058 ns
HG/TL [mg cm™] 79,22 +£2,380 72,60 £ 1,731 ns
SG/KG [mg g'] 0,3+0,018 0,39 +0,018 *0,0026
SG/TL [mg cm™] 4,44 + 0,264 5,400 £ 0,278 *0,0302

Tabelle 3.1.2: Quantifizierung der Trainingseffizienz von trainierten eNOS™ - versus untrainierten
eNOS”-Tieren durch den Nachweis eines vergroBerten Herz- (HG) und Soleus Muskelgewichtes
(SG). Es konnte ein signifikant vergrofertes Soleus Muskelgewicht in den trainierten eNOS™-
Tieren im Vergleich mit den untrainierten eNOS”-Tieren gefunden werden (SG standardisiert
auf das Korpergewicht: *P=0,0026; SG standardisiert auf die Tibia-Lange: *P=0,0302).

Das Fehlen einer Trainings-induzierten Herzhypertrophie konnte damit begriindet
werden, dass die eNOS”-Miuse ein bereits basal vergroBertes Herzgewicht vorweisen,
im Vergleich zu den nicht transgenen Kontrolltieren. Die graphische Auswertung in

Abbildung 3.1.4.14 bestitigte diese Vermutung (Student’s t-test, P=0,0068; n=7-8).

0.207
0.15

0.10
0.05

0.00-

relatives Herzgewicht [mg g1]

C57BI/6 eNOS™

Abbildung 3.1.4.14: Graphisch dargestellt ist das relative Herzgewicht (mg g') normalisiert auf das
Korpergewicht von untrainierten C57B1/6- und eNOS”-Tieren. Aus diesem Ergebnis ging hervor, dass
die eNOS”-Tiere ein signifikant vergroBertes Herzgewicht haben im Vergleich zu den
C57Bl/6-Kontrolltieren (Student’s t-test, *P=0,0068; n=7-11).
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3.1.4.5. Effekt des korperlichen Trainings auf die AT2-Rezeptor-Expression
in den eNOS"-Mausen

Um zu verifizieren, dass die Trainings-induzierte Hochregulation des AT2-Rezeptors
NO-abhingig ist, wurde die Proteinexpression des AT2-Rezeptors in eNOS’-Miusen,
die ein freiwilliges Training absolviert haben, im Vergleich zu den untrainierten
eNOS"-Midusen untersucht. Wie in Abbildung 3.1.4.15 dargestellt ist, konnte durch
das korperliche Training keine Verdnderung der AT2-Rezeptor-Expression in den
trainierten eNOS”-Mé&usen erzielt werden (Student's t-Test, *P>0,05; n=5). Diese
Ergebnisse unterstiitzten den Befund, dass die Hochregulation des AT2-Rezeptors

durch eine Trainings-induzierte Erhohung der NO-Bioverfiigbarkeit bewirkt wurde.

A AT2-Rezeptor
41 kD :
eNOS" K eNOS"F

Aorta
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Abbildung 3.1.4.15: Effekt des korperlichen Trainings auf die AT2-Rezeptor-Expression (41 kD) in
eNOS-Méusen. A, Reprisentativer Western-Blot der AT2-Rezeptor-Expression in Aortenlysaten
von eNOS”-Miusen nach einem freiwilligen Training (F) (A), im Vergleich zu keinem Training
(K). B, Quantitative Auswertung der Western-Blots zeigten keine Verdnderung in der AT2-Rezeptor-
Expression nach korperlichem Training, im Vergleich zu den untrainierten Kontrollen (=100%).
Die Werte sind dargestellt als Mittelwerte = SEM. Alle Blots wurden auf GAPDH standardisiert.
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Als Kontrollexperiment wurde die ecSOD-Expression in den eNOS”-Tieren nach dem
freiwilligen Training bestimmt. Es wurde bereits beschrieben, dass in eNOS’-Tieren,
mit einer funktionell inaktiven eNOS das erzwungene Training die ecSOD-Expression nicht
verdndert war (Fukai et al., 2000). Wie in Abbildung 3.1.4.16 dargestellt, konnte keine
Verdnderung in der ecSOD-Expression nach einem freiwilligen Training in den eNOS™-
Tieren verglichen zu den untrainierten Kontrolltieren gefunden werden. Diese Daten
bestitigten den Befund, dass korperliches Training die ecSOD-Expression in eNOS-

defizienten Miusen nicht beeinflusste.

ecSOD 31 kD - -

eNCS* K eNOS’ F

Aktin 42 kD - -

A

Aorta

ecSOD-Expression [%]

Kontrolle freiwilliges
Training

Abbildung 3.1.4.16: Effekt des korperlichen Trainings auf die ecSOD-Expression in eNOS™-M&usen.
A, Reprisentative Western-Blots der ecSOD-Expression in Aortenlysaten von eNOS”-Mé&usen nach
einem freiwilligen (F) und keinem Training (K). B, Quantitative Evaluierung der Western-Blots
zeigten keine Verdnderung der ecSOD-Expression nach korperlichem Training verglichen zu den
untrainierten Kontrollen (=100%). Die Werte sind dargestellt als Mittelwerte + SEM. Alle Blots
wurden auf Aktin standardisiert.
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3.2. Regulation der Expression vasoprotektiver Proteine durch endogenes
und exogenes NO

Es konnte gezeigt werden, dass mithilfe des korperlichen Trainings die Erhohung der
NO-Bioverfiigbarkeit zu einer Verdnderung der Expression vasoprotektiver Proteine
fithrt, z.B. der eNOS, der ecSOD und des AT2-Rezeptors. Daher wurde die Fragestellung
untersucht, ob die AT2-Rezeptor-Regulation durch Stickstoffmonoxid moduliert wird
und welcher zugrunde liegende Mechanismus dafiir verantwortlich ist. Dazu wurde zur
Erhohung der NO-Bioverfiigbarkeit das transgene eNOS*-Mausmodell mit einer
endothelialen Uberexpression der eNOS verwendet. Im Gegensatz zum AT1-Rezeptor,
fiihrt die Aktivierung des Gegenspielers, dem AT2-Rezeptor, zu vasoprotektiven Effekten
(Kojda & Hambrecht, 2005). Die Beantwortung dieser Fragestellung konnte zur
Erkenntnisgewinnung dienen im Hinblick auf die Entwicklung von AT2-Rezeptor

Agonisten zur Behandlung kardiovaskuldrer Erkrankungen.

3.2.1. Regulation des AT2-Rezeptors durch NO

3.2.1.1. AT2-Rezeptor-Expression

Die AT2-Rezeptor-Expression wurde in den isolierten Membranfraktionen der Aorta,
dem Herzen und der Lunge von eNOS™-Tieren und deren negativen Geschwistertieren
(eNOS") untersucht. Die Auswertung der Western-Blots ergab eine erhohte AT2-
Rezeptor-Expression in der Aorta und im Herzen (one-way ANOVA, P=0,0027; n=5-7)
verglichen mit den eNOS" -Tieren. In der Lunge konnte jedoch keine Verdnderung
der AT2-Rezeptor-Expression nachgewiesen werden (115,3% <+ 10,11%; n=5)
(s. Abbildung 3.2.1.1).
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Abbildung 3.2.1.1: A, Reprisentative Western-Blot Beispiele der AT2-Rezeptor-Expression in
Aortenhomogenaten von eNOS™- und eNOS"-Maiusen. B, Quantitative Evaluierung der Western-
Blots zeigten eine signifikante Erhohung der AT2-Rezeptor-Expression in den Aorten von eNOS*-
Maiusen im Vergleich zu den jeweiligen Kontrolltieren (=100%; eine Saule représentiert stellvertretend
die jeweiligen Gruppen). Die Blots wurden auf GAPDH standardisiert und die Werte sind als
Mittelwerte + SEM aus allen Versuchen dargestellt (*signifikanter Unterschied zu den Kontrollen
und # signifikanter Unterschied zur Lunge).

3.2.1.2. AT2-Rezeptor-mRNA-Expression

Die mRNA-Expression des AT2-Rezeptors wurde in den transgenen eNOS™-Miusen
mittels Realtime-RT-PCR untersucht. Die Bestimmung erfolgte in der Aorta, in dem
rechten Ventrikel und in der Lunge. Die Ergebnisse =zeigten eine signifikante
Hochregulation der AT2-Rezeptor mRNA-Expression in der Aorta transgener
eNOS**-Mduse im Vergleich zu den Kontrollen (*P<0,05). Im Gegensatz dazu war die
mRNA-Expression des AT2-Rezeptors unverdndert in der Lunge und im Herzen von

eNOS""-Tieren verglichen mit den Kontrolltieren.
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Abbildung 3.2.1.2: Die Realtime-RT-PCR-Messung zur Bestimmung der AT2-Rezeptor-mRNA-
Expression erfolgte in Homogenaten der Aorta, im Herzen und in der Lunge von eNOS™-Mé&usen
und deren transgen negativen Geschwistertieren (eNOS" =1; représentativ fiir alle Kontrollen).
Die AT2-Rezeptor mRNA-Expression war signifikant erhoht in der Aorta im Vergleich zur Kontrolle
(one-way ANOVA, P=0,0042; n=4-7) (*signifikanter Unterschied zur Kontrolle; #signifikanter
Unterschied zur Aorta).

3.2.1.3. Fiitterung der transgenen eNOS-M4iuse mit L-Nitroarginin

Um zu verifizieren, dass die Hochregulation des AT2-Rezeptors in den eNOS*-Méusen
NO-abhingig ist, wurden die transgenen Tiere mit dem NOS-Inhibitor L-NA (mg ml?!) fiir
drei Wochen gefiittert. Anhand der Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass in
Aortenhomogenaten von L-NA-behandelten eNOS™ und eNOS*-Méusen eine verminderte
AT2-Rezeptor-Expression im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen (one-way
ANOVA, P<0,0001; n=5-7) vorlag. Im Gegensatz dazu konnte keine durch L-NA-bedingte
Verdnderung der AT2-Rezeptor-Expression in der Lunge und im Herzen gefunden werden.
Diese Ergebnisse unterstiitzten die Hypothese, dass der AT2-Rezeptor NO-reguliert wurde,
da durch die Blockade der NOS die NO-induzierte Hochregulation des AT2-Rezeptors

aufgehoben wurde.
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Abbildung 3.2.1.3: Effekt des NOS-Inhibitors L-NA auf die AT2-Rezeptor-Expression in vivo. A,
Reprisentative Western-Blots der AT2-Proteinexpression in Aorten-, Herz- und Lungengeweben von
L-NA gefiitterten eNOS™- und eNOS"-Miusen sowie deren eNOS™- und eNOS"-Plazebokontrollen.
B, Quantitative Evaluierungen der Western-Blots zeigten eine signifikante Reduzierung der AT2-
Rezeptor-Expression in Aortengeweben in L-NA-behandelten eNOS*- und eNOS"-Maiusen im
Vergleich zu den Plazebokontrollen (100%). Dagegen konnte in den Herz- und Lungengeweben
von eNOS*- und eNOS"-Tieren kein Unterschied im Vergleich mit den unbehandelten Kontrollen
gefunden werden (C+D). Alle Blots sind auf GAPDH standardisiert und die Werte sind als
Mittelwerte = SEM dargestellt (*signifikanter Unterschied zu unbehandelten eNOS"Tieren und
#signifikanter Unterschied zu unbehandelten eNOS*™-Tieren).
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3.2.1.4. AT1-Rezeptor-Expression

Um zu iiberpriifen, ob die NO-induzierte Hochregulation des AT2-Rezeptors Auswirkungen
auf die ATI1-/AT2-Rezeptor-Ratio haben konnte, wurde die Expression des ATI1-
Rezeptors in den transgenen eNOS"-Tieren und den eNOS"-Kontrolltieren untersucht.
Wie in Abbildung 3.2.1.4 dargestellt, blieb die ATI1-Rezeptor-Expression in den
eNOS™-Midusen im Vergleich zu den Kontrollmdusen in Aorten-, Herz- und
Lungengeweben unverdndert. Das ldsst vermuten, dass die ATI1-/AT2-Rezeptor-Ratio

zugunsten des vasoprotektiven AT2-Rezeptors verschoben ist.
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Abbildung 3.2.1.4: A, Reprisentative Western-Blot Beispiele fiir die AT1-Rezeptor-Expression
in Aorten-, Herz- und Lungengeweben von eNOS™-Tieren (n=6) und deren transgen negativen
Geschwistertieren (eNOS"=100%; die Saule ist repréasentativ fiir alle Kontrollen; n=6). Die Ergebnisse
verdeutlichten, dass die AT1-Rezeptor-Expression in den Aorten-, Herz- und Lungengeweben
von eNOS™-Tieren, verglichen zu den Kontrolltieren unverdndert blieb. Alle Werte sind als
Mittelwerte + SEM dargestellt.
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3.2.1.5. AT2-Rezeptor-Expression in eNOS”-(KO)-Miusen

Zur weiteren Bestdtigung der Hypothese, dass die Hochregulation des AT2-Rezeptors
NO-abhéngig ist, wurde die Proteinexpression des AT2-Rezeptors in zwei verschiedenen
eNOS-Knockout-Stimmen (eNOS-KO-1 und -2) bestimmt. Beide eNOS-Knockout-
Modelle besitzen durch das Ausschalten des Exons 12 (eNOS-KO-1) (Shesely et al.,
1996) bzw. des Exons 24 (eNOS-KO-2) (Godecke et al., 1998b) im eNOS-Gen keine
funktionell aktive eNOS. Wie in Abbildung 3.2.1.5 graphisch dargestellt, konnte im
eNOS-KO-1-Stamm eine auf 237,2% + 53,20% (*P<0,05; n=4) gesteigerte AT2-Rezeptor-
Expression im Vergleich zu den Kontrolltieren (=100%) gefunden werden. Dieses Ergebnis
konnte mit dem zweiten eNOS-KO-2-Stamm bestitigt werden. In diesem Knockout-
Stamm war die Expression des AT2-Rezeptors (257,4% =+ 34,90%; *P<0,05; n=5)
signifikant erhoht verglichen mit den Kontrolltieren (=100%). Diese Ergebnisse konnten
auf aktivierte Kompensationsmechanismen in diesen Knockout-Modellen hindeuten.
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GAPDH 33 kD NS s ‘S s
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* *
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Abbildung 3.2.1.5: A, Reprisentative Western-Blot Beispiele fiir die AT2-Rezeptor-Expression in
Aortenhomogenaten von zwei eNOS-KO-Stimmen (eNOS-KO-1 und eNOS-KO-2). B, Quantitative
Evaluierung der Western-Blots zeigten eine signifikante Hochregulation der AT2-Rezeptor-
Expression in Aortengeweben im Vergleich zu den Kontrollen (=100%). Die Werte sind auf GAPDH
normalisiert und als Mittelwerte + SEM (*signifikanter Unterschied zur Kontrolle) dargestellt.
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3.2.1.6. Organbadversuche

Um die funktionelle Bedeutung der Hochregulation des AT2-Rezeptors auf das vaskuldre
System zu untersuchen, wurden Organbadexperimente durchgefiihrt. Die Aktivierung des
AT2-Rezeptors in den eNOS"-Mausaorten sollte anhand einer verstidrkten Vasodilatation,
bei gleichzeitiger AT1-Rezeptor-Blockade im Vergleich zu den eNOS"-Mausaorten,
nachgewiesen werden, um auf diese Weise die funktionale Aktivitdit des
AT2-Rezeptors zu zeigen. Dazu wurden die Aortenringe zuvor mit KCl 2-mal kontrahiert
und die endothelabhidngige Vasodilatation auf Azetylcholin tberpriift. Wie in der
Originalaufzeichnung (s. Abbildung 3.2.1.6.1) abgebildet, wurden die Aortenringe
entweder mit dem AT1-Blocker Telmisartan (1 pM) oder mit Vehikel vorinkubiert.
Nach erfolgter Vorkontraktion beider Aortenringe mit Phenylephrin, wurde die maximale
Konzentration Angiotensin I (10% M) hinzugegeben. Beide Aortenringe reagierten
nicht mit einer Vasodilatation, sondern mit einer minimalen Kontraktion, wobei der
mit Telmisartan behandelte Aortenring weniger kontrahiert hat, im Vergleich zu den
unbehandelten Aortenring (standardisiert auf Phenylephrin). Es konnte insgesamt an
diesem Bioassay gezeigt werden, dass die vaskuldre Reaktivitit der C57Bl/6-Mausaorta
auf Angiotensin II nicht sensitiv genug war und der Nachweis bzw. die Beurteilung eines
moglichen Unterschiedes schwierig war. Selbst eine Kontraktion auf Angiotensin II ohne
Vorbehandlung fiel gering aus. Die geringe vaskuldre Reaktivitdt auf Angiotensin II

bestitigte die Befunde anderer Arbeitsgruppen (Russell & Watts, 2000).
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Abbildung 3.2.1.6.1: Ergebnis der vaskuldren Reaktivitit von C57Bl/6-Mausaorten, auf Angiotensin

II (ANGII 10° M). Dargestellt ist der Endotheltest mit kumulativen Dosen von Azetylcholin
(ACh DWK=Azetylcholin Dosis-Wirkungs-Kurve). Danach wurden die Aorten entweder mit
Telmisartan (1 uM) oder mit Vehikel vorinkubiert, anschlieBend mit Phenylephrin (PE) vorkontrahiert
bevor ANGII zugegeben wurde.

Um in einem weiteren Versuch eine Vasodilatation als Ausdruck einer
AT2-Rezeptor-Aktivierung zeigen zu konnen, wurden die Aortenringe entweder mit dem
AT2-Rezeptor Antagonist PD 123319 (10 uM) oder mit Vehikel vorinkubiert und
anschlieBend mit Phenylephrin vorkontrahiert. Durch Zugabe des AT2-Partial Agonisten
CGP 42112A zu beiden Aortenringen, sollte in dem unbehandelten Aortenring eine
Vasodilatation erfolgen. Wie in der Abbildung 3.2.1.6.2 dargestellt, konnte

keine vaskuldre Reaktion auf die Gabe von CGP 42112A nachgewiesen werden.
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Abbildung 3.2.1.6.2: Originalaufzeichnung der vaskuldren Reaktivitit von C57Bl/6-Mausaorten

auf CGP 42112A (100 nM-10 puM). Die Mausaorten wurden entweder mit dem AT2-Rezeptor
Antagonisten PD 123319 (PD 10 pM) oder mit Vehikel vorinkubiert. Nach erfolgter Vorkontraktion
mit 0,2 pM Phenylephrin (PE) wurden steigende Konzentrationen des AT2-Rezeptor Agonisten
CGP 42112A zugegeben. Jedoch konnte keine Vasodilatation tiber eine AT2-Rezeptor-vermittelte
Aktivierung beobachtet werden.
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Der Versuch eine Vasorelaxation durch eine direkte Aktivierung des AT2-Rezeptors mit
dem Partialagonisten CGP 42112A zu bewirken, konnte nicht reproduzierbar gezeigt
werden. Die sowohl agonistische als auch antagonistische Eigenschaft des Peptids
erschwerten die Interpretation der Daten. Auch die Ergebnisse von anderen Arbeitsgruppen
widersprechen sich beziiglich der vasodilatatorischen Eigenschaft des AT2-Rezeptors
durch die direkte Aktivierung mit CGP 42112A (Li et al, 1999; Li & Widdop, 2004;
van de Wal et al., 2007).

3.2.1.7. ACE-Aktivitdt in den transgenen Tieren

ACE-AKktivitit in den eNOS™-Miusen

In einem weiteren Versuch die funktionelle Bedeutung des AT2-Rezeptors nachzuweisen,
wurde die ACE-Aktivitdit gemessen. Es wurde bereits gezeigt, dass die AT2-
Knockout-Méuse eine erhohte ACE-Aktivitdt aufweisen. Die Autoren postulierten,
dass der AT2-Rezeptor einen tonisch inhibitorischen Effekt auf die ACE-Aktivitét
ausiibe (Hunley et al, 2000). Dies fithrte zu der Hypothese, dass in den eNOS*-
Maiusen, die vermehrte AT2-Rezeptor-Expression mit einer erniedrigten ACE-Aktivitit
einherginge. Um diese Hypothese zu verifizieren, wurde die ACE-Aktivitit in
Aortenhomogenaten von eNOS™- und eNOS"-Tieren gemessen. Zuzitzlich wurde
die ACE-Proteinexpression in den Aortenhomogenaten dieser Tiere bestimmt.
Wie in der Abbildung 3.2.1.7.1 graphisch  dargestellt, konnte, nach
Normalisierung der ACE-Aktivitdt auf die tatsdchliche ACE-Proteinexpression,
die in den eNOS"-Mdusen im Vergleich mit den Kontrollen nicht verdndert war
(Student’s t-Test P> 0,05; n=6), eine signifikant verminderte ACE-Aktivitit
in den transgenen Tieren verglichen mit den Kontrollen festgestellt werden

(Student’s t-Test, *P=0,0065; n=6).
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Abbildung 3.2.1.7.1: A, Reprisentative Western-Blot Beispiele fiir die ACE-Proteinexpression in
den Aortenhomogenaten der eNOS™- und eNOS"-Midusen. B, Densitometrische Auswertung der
Western-Blots (linker Graph) und Normalisierung der ACE-Aktivitit auf die Proteinexpression
in [%] (rechter Graph). Die ACE-Aktivitit wurde in einer Doppelbestimmung in den Aorten der
eNOS™- und eNOS"-Maiuse bei einer Wellenldnge von 340 nm untersucht. Es konnte festgestellt
werden, dass die ACE-Aktivitit in den eNOS*-Méusen signifikant verringert war verglichen mit den
Kontrollen (*P=0,0065; n=6).

ACE-AKktivitit in den eNOS-KO-Tieren

Die erniedrigte ACE-Aktivitit in den eNOS*-Médusen deutete auf einen funktionell
aktiven AT2-Rezeptor hin. Um diesen Befund zusdtzlich zu unterstiitzen, wurde das
eNOS-KO-Modell herangezogen. In diesen Tieren konnte gezeigt (s. 3.2.1.5) werden,
dass sie dhnlich wie die eNOS™-Miause (s. 3.2.1.1), eine gesteigerte AT2-Rezeptor-
Expression aufwiesen. Folglich wurde erwartet, dass diese Tiere eine verminderte ACE-
Aktivitdt aufweisen wiirden. Um die ACE-Aktivitdt auf die ACE-Expression in den
Aortenhomogenaten zu normalisieren, wurde zundchst die ACE-Proteinexpression
in den eNOS-KO-1 und den Kontrollmdusen bestimmt. Wie in Abbildung 3.2.1.7.2
dargestellt, konnte eine 3-fach erhohte ACE-Expression in den Aortengeweben von

eNOS-KO-1 Tieren, im Vergleich zu den eNOS"-Kontrollen gefunden werden.
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Durch Normalisierung der ACE-Aktivitét auf die ACE-Expression
konnte  eine  signifikant  verminderte =~ ACE-Aktivitit in  den  eNOS-KO-
I-Tieren  verglichen mit den  Kontrollen (one-way ANOVA,  *P=0,0007)
nachgewiesen werden. Diese Daten lassen vermuten, dass die Aktivierung des AT2-

Rezeptors durch eine erhohte NO-Bioverfiigbarkeit eine funktionelle Bedeutung hat.
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Abbildung 3.2.1.7.2: A, Reprisentative Western-Blot Beispiele fiir die ACE-Expression in Aorten-

geweben von eNOS™-, eNOS-KO-1- und eNOS"-Tieren (eNOS"=100%). B, Die Ergebnisse
verdeutlichten, dass in den eNOS-KO-1-Tieren eine erhhte ACE-Proteinexpression im Vergleich zu
den Kontrollen vorlag (linker Graph). Nach Normalisierung der ACE-Aktivitit auf die ACE-
Expression konnte festgestellt werden, dass die ACE-Aktivitit in den eNOS-KO-1-Mé&usen
signifikant verringert war im Vergleich mit den Kontrollen (P*=0,0065; n=6) (rechter Graph).

ACE-Aktivitit im Plasma

Um zu iberpriifen, ob sich die Aktivitit der gewebespezifischen ACE von dem der
zirkulierenden ACE unterschied, wurde die ACE-Aktivitit im Plasma von eNOS"-,
eNOS™-, eNOS-KO-1- und eNOS-KO-2-Tieren gemessen. Wie in Abbildung 3.2.1.7.3
graphisch dargestellt, unterscheidet sich die ACE-Aktivitit innerhalb der vier Gruppen
nicht voneinander (one-way ANOVA, P>0,05; n=4-5).
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Abbildung 3.2.1.7.3: ACE-Aktivitdt im Plasma von eNOS"-, eNOS™-, eNOS-KO-1 - und eNOS-KO-
2-Tieren. Diese Daten zeigten, dass sich die Plasma-ACE-Aktivitit (U mg Protein') innerhalb der
vier Gruppen nicht unterscheidet.

3.2.2. Untersuchungen zum Mechanismus der NO-induzierten AT2-Rezeptor
Hochregulation mittels porviner Aortenendothelzellen (PAEC)

Zur Aufklirung des Mechanismus einer NO-induzierten AT2-Hochregulation, wurden
Inkubationsversuche an Primérkulturen von PAEC durchgefiihrt. Hierbei sollte untersucht
werden, ob eine Beteiligung der NO-cGMP-Signaltransduktionskaskade fiir die NO-

induzierte AT2-Rezeptor-Hochregulation verantwortlich ist.

Inkubation der PAECs mit SNAP

Die Zellen wurden mit dem NO-Donor SNAP (10 uM) fiir unterschiedliche Zeitintervalle
inkubiert. Die Ergebnisse zeigten eine signifikante Hochregulation des AT2-Rezeptors nach
drei und sechs Stunden Inkubationszeit (one-way ANOVA, P=0,0008; n=6). Anhand dieser
Daten konnte auch in-vitro gezeigt werden, dass die AT2-Rezeptor-Expression durch NO

hochreguliert wird.
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Abbildung 3.2.2.1: A, Reprisentative Western-Blot Beispiele fiir die AT2-Rezeptor-Expression
in SNAP- (+) und Vehikel (-) -inkubierten PAEC. Die Ergebnisse verdeutlichten eine durch NO
hervorgerufene Hochregulation des AT2-Rezeptors nach 3 h Inkubation mit SNAP im Vergleich zu
Vehikel (Kontrolle=100%; die Saule ist reprisentativ fiir alle Kontrollen zu den unterschiedlichen
Zeitpunkten). Alle Blots wurden auf Aktin standardisiert. Alle Werte sind als Mittelwerte + SEM
dargestellt. (*signifikanter Unterschied zur Kontrolle, #signifikanter Unterschied zur 1 h Inkubation).

Inkubation der PAEC mit DEA/NO

Es wurden weitere NO-Donatoren verwendet, die unterschiedlichen Freisetzungsraten
unterliegen. DEA/NO hat eine dhnliche Freisetzungskinetik wie SNAP, jedoch zerfillt es
spontan unter Abgabe einer deutlich hoheren NO-Spitzenkonzentration (Kojda, 1997).
Die Zellen wurden fiir 3 h mit DEA/NO inkubiert und die AT2-Rezeptor-Expression
untersucht. Wie in Abbildung 3.2.2.2 dargestellt, konnten nach drei Stunden DEA/NO-

Inkubation eine signifikant erhohte AT2-Rezeptor-Proteinexpression gefunden werden.
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Abbildung 3.2.2.2: A, Reprisentative Western-Blot Beispiele fiir die AT2-Rezeptor-Expression
in DEA/NO- (+) und Vehikel (-) -inkubierten PAEC. Die Ergebnisse stellten eine durch NO
hervorgerufene Hochregulation des AT2-Rezeptors nach 3 h Inkubation mit DEA/NO im Vergleich
zu Vehikel (Kontrolle=100%) dar. Alle Blots wurden auf Aktin standardisiert. Alle Werte sind als
Mittelwerte = SEM dargestellt. (*signifikanter Unterschied zur Kontrolle, # signifikanter Unterschied
zur 1 h Inkubation).

Inkubation der PAEC mit ODQ

Die Inkubation mit den NO-Donatoren SNAP und DEA/NO haben gezeigt, dass
die Hochregulation des AT2-Rezeptors auch in-vitro simuliert werden kann. Um zu
tiberpriifen, ob der sGC-vermittelte cGMP/NO-Weg aktiviert wurde, wurden die Zellen
mit dem sGC-Inhibitor ODQ (10 uM) mit und ohne SNAP sowie SNAP alleine fiir drei
Stunden inkubiert. Diese Inkubationszeit wurde ausgewéhlt, da nach drei Stunden SNAP-
Inkubation die AT2-Rezeptor-Expression am hochsten war (s. Abbildung 3.2.2.3).
Anhand der Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass die durch SNAP hervorgerufende
Hochregulation des  AT2-Rezeptors durch ODQ  vehindert werden  konnte
(one-way ANOVA, P=0,0004; n=5-7).
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Abbildung 3.2.2.3: A, Repréisentative Western-Blot Beispiele fir die AT2-Rezeptor-
Expression in  ODQ-, SNAP-, und ODQ- zusammen mit SNAP-inkubierten
PAEC sowie den Vehikel-Kontrollen (=100%). B, Quantitative Evaluierung der
Western-Blots ~ zeigten eine  durch ODQ  gehemmte  NO-induzierte  Hochregulation
der AT2-Rezeptor-Expression. Alle Blots wurden auf Aktin standardisiert. Alle Werte sind als
Mittelwerte + SEM dargestellt (*signifikanter Unterschied zur Kontrolle und ODQ, #signifikanter
Unterschied zu ODQ + SNAP Inkubation).

Inkubation der PAEC mit 8-pCPT-cGMP

In einem weiteren Versuch den Mechanismus aufzukliren, wurden die PAEC mit dem
PDE-V-stabilen cGMP-Analogon 8-pcpt-cGMP, das ein Aktivator der cGMP-abhéngigen
Proteinkinase ist, inkubiert. Wie in Abbildung 3.2.2.4 dargestellt, konnte durch die
Einwirkung von 8-pcpt-cGMP eine erhohte AT2-Rezeptor-Expression im Vergleich
zu Vehikel in den PAEC beobachtet werden (Student’s t-Test, *P=0, 0166; n=7).
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Abbildung 3.2.2.4: A, Reprisentative Western-Blot Beispiele fiir die AT2-Rezeptor-Expression
in  8-pCPT-cGMP inkubierten PAEC wund Vehikel-Kontrollen (=100%). B, Quantitative
Evaluierung der Western-Blots zeigten eine durch 8-pCPT-cGMP hervorgerufene erhohte
AT2-Rezeptor-Expression. Alle Blots wurden auf Aktin standardisiert. Alle Werte sind als
Mittelwerte = SEM dargestellt (*signifikanter Unterschied zur Kontrolle).

Untersuchung der p38 MAPK-Expression

Um zu untersuchen welche Transkriptionsfaktoren {iber NO angeschaltet werden, wurde
die p38 MAPK-Expression bestimmt. Hierzu wurden die PAEC mit DEA/NO fiir 3 h
inkubiert und die Ratio der phosphorylierten p38 MAPK zur totalen p38 MAPK gebildet.
Wie in Abbildung 3.2.2.5 dargestellt, konnte gezeigt werden, dass eine erhohte NO-
Bioverfiigbarkeit mit einer signifikant erhohten p38 MAPK-Aktivierung assoziiert war
(Student’s t-Test, P=0,0305, n=5).
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Abbildung 3.2.2.5: A, Reprisentatives Western-Blot Beispiel fiir die phosphorylierte p38 MAPK-
Expression (40 kD) und die totale p38 MAPK-Expression (40 kD) in DEA/NO-inkubierten PAEC
im Vergleich zu Vehikel-Kontrollen (=100%). B, Quantitative Evaluierung der Western-Blots,
zeigten eine erhohte p38 MAPK-Phosphorylierung (Student’s t-Test, P=0,0305, n=5). Alle Werte sind
als Mittelwerte = SEM dargestellt.

AT1-Rezeptor-Expression

Die Untersuchung der ATI-Rezeptor-Expression diente als Kontrollexperiment,
um aufzukldren, ob die durch NO-induzierte Hochregulation des AT2-Rezeptors
gleichzeitig zu einer Verdnderung der AT1-Rezeptor-Expression fithrte und somit zu
einer Verdinderung der AT1-/AT2-Ratio. Daher wurden die PAEC fiir 3 h mit SNAP
(10 puM) inkubiert und die ATI1-Rezeptor-Expression mittels Western-Blot-Methode
bestimmt. Wie in Abbildung 3.2.2.6 dargestellt, war die ATI1-Rezeptor-Expression
in den mit SNAP-behandelten Zellen versus unbehandelten Zellen unverdndert
geblieben (Student’s t-Test, P>0,05; n=6). Die Ergebnisse verdeutlichen, dass die

AT1-/AT2-Ratio zugunsten des vasoprotektiven AT2-Rezeptors verschoben ist.
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Abbildung 3.2.2.6: A, Reprisentative Western-Blot Signale der AT1-Rezeptor-Expression
in SNAP (+) - und Vehikel (-) -inkubierten PAECs (=100%). B, Quantitative Evaluierung der
Western-Blots zeigten keine Verdnderung der AT1-Rezeptor-Expression in den behandelten
PAECs im Vergleich zu Vehikel. Alle Blots wurden auf Aktin standardisiert. Die Werte sind als
Mittelwerte + SEM dargestellt.

3.2.3. Regulation der Expression vasoprotektiver Proteine durch den NO-Donator
Pentaerythrityltetranitrat (PETN)

Dieses Experiment diente dazu, aufzukldren, ob die vasoprotektiven NO-vermittelten
Effekte des korperlichen Trainings, mit einem organischen Nitrat imitiert werden konnten.
Es wurde PETN als NO-Donator ausgewdihlt. Hierdurch konnte iiberpriift werden, ob
dieser langwirksame Arzneistoff einen Einfluss auf die Expression antioxidativer bzw.

vasoprotektiver Gene haben konnte.

3.2.3.1. ecSOD-Expression

Um zu tiberpriifen, ob eine durch PETN-induzierte Erh6hung der eNOS-Expression (s. 3.2.3.2)
mit einer erhdhten ecSOD-Expression einherginge, wurde in Aortengeweben von PETN-0,

PETN-6 und PETN-60 behandelten Tieren die Proteinexpression der ecSOD, untersucht.
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Wie in Abbildung 3.2.3.1 dargestellt, konnte in der Aorta von PETN-60 gefiitterten

Tieren eine signifikante Hochregulation der ecSOD gefunden werden (one-way ANOVA,
P=0,0116; n=6).
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Abbildung 3.2.3.1: A, Reprisentativer Western-Blot fiir die ecSOD-Expression in der Aorta
von PETN-behandelten Miusen (PETN-6 und PETN-60) und Plazebokontrollen (PETN-0).
B, Quantitative Evaluierung der Western-Blots zeigten eine erhohte ecSOD-Expression in
der Aorta von PETN-60 behandelten Miusen im Vergleich zu den Plazebokontrollen (PETN-
0=100%). Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM aus allen Versuchen (*signifikanter
Unterschied zur Kontrolle). Alle Blots wurden auf Aktin standardisiert (Oppermann et al., 2009).

3.2.3.2. eNOS-Expression

Die eNOS-Expression wurde nach vier Wochen Behandlungsdauer von C57Bl/6-Méusen
mit PETN-0, PETN-6 und PETN-60 mittels Western-Blot bestimmt. Dazu wurden
Membranfraktionen aus der Aorta, dem Herzen, und der Lunge verwendet.
Wie in Abbildung 3.2.3.2 graphisch dargestellt, wurde eine signifikant erhohte
eNOS-Expression in PETN-6 und PETN-60 behandelten Maiusen verglichen mit
Plazebokontrollen (one-way ANOVA, *P=0,0154, n=5) festgestellt.
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Im Gegensatz zur Aorta, konnte weder in den Herz- (one-way ANOVA, P=0,2354; n=9)
noch in den Lungenhomogenaten (one-way ANOVA, P=0,6411; n=6) ein Unterschied

in der eNOS-Expression, im Vergleich zu den Plazebokontrollen nachgewiesen werden.
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Abbildung 3.2.3.2: Ergebnisse der eNOS-Proteinexpressionsanalyse in (A) Aorten-, (B) Herz- und
Lungenhomogenaten (C) von PETN-behandelten (PETN-6 und PETN-60) und Plazebo-behandelten
Maiusen (PETN-0). Die quantitative Evaluierung der Western-Blots zeigten eine signifikante
Erhohung der eNOS-Expression in Aortengeweben von PETN-6 und PETN-60 Maiusen. Im
Gegensatz dazu konnte in den Lungen- als auch in den Herzhomogenaten kein signifikanter
Unterschied im Vergleich zur Kontrolle (PETN-0=100%) festgestellt werden. Dargestellt
sind die Mittelwerte + SEM aus allen Versuchen (*signifikanter Unterschied zu PETN-0).
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3.2.3.3. Himoxygenase-Expression

Die Expression der Himoxygenase (HO-1) wurde in den Herzhomogenaten von Médusen
die entweder mit PETN (PETN-6 und PETN-60) oder mit Plazebo (PETN-0) behandelt
wurden, untersucht. Wie in Abbildung 3.2.3.3 dargestellt, konnte keine, durch PETN-Gabe
induzierte signifikante Erhohung des antioxidativen Enzyms HO-1 festgestellt werden.
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Abbildung 3.2.3.3: A, Reprisentatives Western-Blot Beispiel fiir die HO-1-Expression in
Herzhomogenaten von PETN-behandelten Méausen (PETN-6 und PETN-60) und den Plazebo-
kontrollen (PETN-0). B, Quantitative Evaluierung der Western-Blots zeigten keine HO-1-
Expressionsunterschiede in den PETN-Gruppen im Vergleich zu Plazebo (PETN-0=100%).
Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM aus allen Versuchen. BM: Biotinylierter Marker.

3.2.4. Untersuchung der NO-cGMP-Signaltransduktion

In diesem Versuchsvorhaben sollte der NO-cGMP-Signalweg nédher untersucht werden.
Daher wurde in PETN- und Plazebo-behandelten C57Bl/6-Midusen die Expression und
Aktivitéit der sGC bestimmit.
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3.2.4.1. sGC-Expression

Die Expression beider sGC-Untereinheiten wurde in Lungenzytosolen der PETN-
behandelten = Méuse  mittels  Western-Blot  untersucht. Die  densitometrischen
Auswertungen der Western-Blots zeigten, dass eine 4-wochige Behandlung mit
PETN keinen signifikanten Effekt hatte, weder auf die sGC-o,- (one-way ANOVA,
P=0,3709; n=8) noch auf die B -Untereinheit (one-way ANOVA, P=0,0961, n=8). Die

Daten lassen vermuten, dass PETN die vaskuldre sGC-Expression nicht beeinflusst.
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Abbildung 3.2.4.1: A, Repréisentative Western-Blot Beispiele zur Bestimmung der sGC-
Expression in Lungenzytosolen von PETN-behandelten Méusen (PETN-6, -60 und -300) und
den Plazebokontrollen (PETN-0). Weder fiir die o - (B), noch fiir die B,-Untereinheit der sGC
(C) konnte eine signifikante Verdnderung der Expression gezeigt werden (alle Gruppen n=8;
P>0,05). Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM aus allen Versuchen (Oppermann et al., 2008).

3.2.4.2. sGC-Aktivitit

Da die PETN-Behandlung keine Auswirkungen auf die sGC-Proteinexpression hervorrief,
wurde die Aktivitdt der loslichen Guanylatzyklase untersucht. Die Ergebnisse zeigten,
dass eine dosisabhidngige Erhohung der sGC-Aktivitit in Lungenzytosolen der PETN-

behandelten Miduse nach Stimulation mit SNAP in allen Gruppen zu erkennen war.
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Die pD_-Werte lagen bei 3,86+0,31 (PETN-0), 3,85+0,07 (PETN-6), 3,89+0,15 (PETN-60)
und 3,73+0,14 (PETN-300; alle n=7) und unterschieden sich nicht signifikant voneinander
(P>0,05). Auch der Vergleich der Dosis-Wirkungs-Kurven zeigte keinen Unterschied
(P>0,05 mit zweiseitiger ANOVA).
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Abbildung 3.2.4.2: Eine 4-wochige Behandlung mit drei verschiedenen Dosen PETN hatte keinen
Einfluss auf die enzymatische Aktivitit der 16slichen Guanylatzyklase in Lungenzytosolen der
Miuse. Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den drei Gruppen nach einer Aktivierung
mit ansteigenden Konzentrationen des NO-Donators SNAP festgestellt werden (P>0,05; n=7)
(Oppermann et al., 2008).

Diese Daten wiesen darauf hin, dass die therapeutische Langzeitgabe von PETN keine
Bedeutung auf die sGC-Aktivitit und -Expression hat. Obwohl erhohte PETN-Dosen
(60 mg kg' KG' Tag') eine Hochregulation der eNOS und der ecSOD in arteriellen
Geweben bewirkten, konnte keine Verdnderung der sGC-Aktivitit bzw. der Expression

gefunden werden, so dass vermutlich die sGC am Mechanismus nicht beteiligt war.

3.3. Regulation der Expression venodser vasoprotektiver Proteine durch
korperliches Training

Viele Ergebnisse aus Human- und Tierstudien seit den letzten 10 Jahren belegten
reproduzierbar die Beteiligung der eNOS an den vasoprotektiven Effekten des

korperlichen Trainings.

155



ERGEBNISSE

Jedoch ist bislang wenig bekannt, iiber die Effekte des korperlichen Trainings auf
die Expression vasoprotektiver Proteine in vendsen Geweben in-vivo. In dieser
Untersuchung, sollte gekldart werden, ob das korperliche Training die Expression
der eNOS und der ecSOD auch in vendsen Geweben reguliert und welche zugrunde

liegenden Mechanismen daran beteiligt wéren.

3.3.1. Effekt des korperlichen Trainings auf die eNOS-Expression

eNOS-mRNA-Expression nach korperlichem Training

Die Messung der eNOS-mRNA-Expression wurde mittels der Realtime-RT-PCR-
Methode (s. 2.2.2.4) in Lungengeweben bestimmt. Im Gegensatz zu der Aorta, konnte
nach korperlichem Training weder nach dem freiwilligen noch nach dem erzwungenen
Training eine Verdnderung auf Transkriptionsebene in der Lunge, im Vergleich zu den
untrainierten  Kontrolltieren festgestellt werden (one-way-ANOVA, P>0,05; n=7)
(s. Abbildung 3.3.1.1).
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Abbildung 3.3.1.1: Realtime-RT-PCR-Messungen der eNOS-mRNA-Expression nach dem
korperlichen Training. Die eNOS-mRNA-Expression war sowohl nach dem erzwungenen
als auch nach dem freiwilligen Training in der Lunge jeweils gegen Kontrolle (=1 a.u)
unverdndert geblieben. (Dao VT et al, 2010, doi: 10.1111/j.1582-4934.2010.01227.x.)

eNOS-Proteinexpression

Die Proteinexpression der eNOS wurde in Homogenaten der Aorta, des rechten
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Ventrikels, der Lunge und der Vena cava von C57Bl/6-Méusen nach dem freiwilligen,
erzwungenen, natlirlichen und keinem Training untersucht. Die Untersuchung
der eNOS-Proteinexpression erfolgte in Gewebefraktionen der Vena cava und/
oder der Lunge. Wie in Abbildung 3.3.1.2 graphisch dargestellt, konnte sowohl
nach dem erzwungenen als auch nach dem freiwilligen Training keine Verdnderung der
eNOS-Proteinexpression weder in der Vena cava (one-way ANOVA, P=0,2753; n=8)
noch in der Lunge (one-way ANOVA, P=0,1385; n=7-8) verglichen zu den untrainierten

Kontrollen festgestellt werden.

A
Aorta Herz Lunge Vena cava
ENOS 140KD v omn bt mu @U@ 00000 - e
Aktin 42 kD K F E K F E K F E K F
s e — B
B C
S S
= Freiwilliges Training = Erzwungenes Training
2 S
% 2507 3 250 _ 4
o * o
S 5nn - S 5004
3 200 T i 200
n . [09) 4
o 190 D 150
pd pd
% 100 S 100
S “# S
c 507 2 50-
[ (0]
g 0+ T i—“ g 0 T
% 504 Aorta Herz [unge Vena cava g 504 Aorta Herz Lunge
:E =E
(] (9]
> >

Abbildung 3.3.1.2: A, Reprisentative Western-Blots der eNOS-Expression in der Aorta, dem
Herzen, der Lunge und/oder der Vena cava nach dem freiwilligen (F), erzwungenen (E) und
keinem Training (K). B, Die quantitative Auswertung der Western-Blots verdeutlichte,
dass die eNOS-Expression in der Lunge und in der Vena cava im Vergleich mit den
untrainierten Kontrollen (=0%; Sé&ulen sind nicht abgebildet) sich nicht verdnderte B+C.
Die Werte sind dargestellt als Mittelwerte £ SEM (*signifikanter Unterschied zur Kontrolle,
#signifikanter Unterschied zur Lunge und Vena cava). Alle Blots wurden auf Aktin

standardisiert. (Dao VT et. al, 2010, doi: 10.1111/j.1582-4934.2010.01227.x.)

Gleichfalls konnte keine Verdnderung der eNOS-Proteinexpression in Aorten-, Herz- und
Lungengeweben nach dem natiirlichen Training gefunden werden (one-way ANOVA,

P=0,0092; n=4-7) (s. Abbildung 3.3.1.3).
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Abbildung 3.3.1.3: A, Reprisentative Western-Blots der eNOS-Expression in den Aorten-, Herz,-
und Lungengeweben nach dem natiirlichen (N) und keinem Training (K). B, Die quantitative
Auswertung der Western-Blots zeigte keine Verdnderung der eNOS-Expression in der Lunge
von trainierten Tieren im Vergleich zu den untrainierten Kontrollen (=0%; S&ulen sind nicht
abgebildet; B). Die Werte sind dargestellt als Mittelwerte £ SEM (*signifikanter Unterschied zur
Kontrolle, #signifikanter Unterschied zur Lunge).

Effekt des korperlichen Trainings auf die eNOS-Aktivitiit

Um zu untersuchen, welcher Mechanismus fiir die fehlende Trainings-induzierte
Hochregulation der eNOS-Expression verantwortlich ist, wurde zunédchst vermutet,
dass die Scherkraft hierbei eine Rolle spielen konnte. Es ist bekannt, dass korperliches
Training zu einer Scherkraft-induzierten Hochregulation der eNOS-Expression und
-Aktivitdat fihrt (Uematsu ef al, 1995). Da die Scherkraft zu den Venen am kleinsten
wird, wurde die Hypothese aufgestellt, dass der geringe AusmalBl der Scherkraft in den
venosen Gefden der Grund fiir die fehlende Trainings-induzierte eNOS-
Hochregulation sein konnte. Um diese Hypothese zu iberpriffen, wurde die
eNOS-Proteinphosphorylierung in der Aorta, der Vena cava und in der Lunge nach
beiden Trainingsarten untersucht. Wie in Abbildung 3.3.1.4 graphisch dargestellt, konnte
nicht nur in der Aorta nach korperlichem Training eine Trainings-induzierte vermehrte
Phosphorylierung der eNOS an Ser''”” gefunden werden (one-way ANOVA, *P=0,0113;
n=5-6), sondern auch in der Lunge (one-way ANOVA, *P=0,0122; n=6-7) und in der
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Vena cava (Student's t-Test, P=0,0413; n=7) verglichen mit den untrainierten Tieren.
Jedoch reichte die erhohte Aktivitdt nicht aus, um die eNOS-Proteinexpression zu erhéhen.
Dies ldasst vermuten, dass eventuell andere physikalische Kréfte wie z.B. der transmurale
Druck oder die pulsatile Dehnung, die in den vendsen Gefdlen nur wenig oder

iiberhaupt  nicht  vorhanden  sind, dafiir  mitverantwortlich  sein  konnten.
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Abbildung 3.3.1.4: Quantitative Evaluierung der Western-Blot-Signale der eNOS-Phosphorylierung
an Ser''”” in der Aorta (A), Lunge (B) und in der Vena cava (C) trainierter Tiere verglichen zu den
untrainierten Tieren (=100%). Es wurde die Ratio der eNOS-Phosphorylierung an Ser''”” und der
totalen eNOS-Expression gebildet. Dargestellt sind die Mittelwerte = SEM (*signifikanter Unterschied

zur Kontrolle). (Dao VT et. al., 2010, doi: 10.1111/j.1582-4934.2010.01227.x.)

3.3.2. Effekt des korperlichen Trainings auf die ecSOD-Expression

Viele publizierte Daten haben beschrieben, dass die ecSOD-Regulation strikt NO-abhingig

ist. Dieser Befund konnte beispielsweise in transgenen eNOS™-Maiusen, trainierten
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eNOS”-Midusen oder in PETN-behandelten C57Bl/6-Méusen  bestdtigt werden
(Fukai et al., 2000; Oppermann et al., 2009).
Aufgrund dieser Erkenntnis diente die Untersuchung der ecSOD als funktionelles read out fiir

die eNOS-Aktivitiit.

eSOD-Proteinexpression

Um zu untersuchen, ob die fehlende Trainings-induzierte eNOS-Hochregulation
in vendsen Geweben sich ebenfalls auf die ecSOD-Expression auswirkte, wurde
die ecSOD-Expression in der Lunge und in der Vena cava nach dem freiwilligen,
dem erzwungenen und dem natiirlichen Training versus untrainierten Kontrollen
bestimmt. Als Kontrollexperiment wurden die Aorten- und Herzgeweben ebenfalls
untersucht, um die NO-abhingige ecSOD-Expression zu bestitigen. Die quantitative
Auswertung der Western-Blots zeigte, dass die ecSOD-Expression in der Lunge und in
der Vena cava im Vergleich zu der Aorta, dem Herzen und den untrainierten Kontrollen,
weder durch erzwungenes (one-way ANOVA, *P<0,0001; n=8) noch durch freiwilliges
Training (one-way ANOVA, *P=0,0017; n=9) (s. Abbildung 3.3.2.1) verdndert wurde.
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ecSOD 30 kD
Aktin K E E K F E K F E K F
42 kD — — — W — e —
B Erzwungenes Training C Freiwilliges Training
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Abbildung 3.3.2.1: A, Reprisentative Western-Blots der ecSOD-Expression in der Aorta, dem Herzen,
der Lunge und der Vena cava nach dem freiwilligen (F), erzwungenen (E) und keinem Training (K). B+C,
Die quantitative Auswertung der Western-Blots zeigte keine Verédnderung der ecSOD-Expression in der
Lunge und der Vena cavaim Vergleich zu denuntrainierten Kontrollen (=0%; Sdulen sind nichtabgebildet).
Die Werte sind dargestellt als Mittelwerte £ SEM (*signifikanter Unterschied zur Kontrolle, #signifikanter
Unterschied zur Lunge und Vena cava). (Dao VT et. al, 2010, doi: 10.1111/j.1582-4934.2010.01227.x.)
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Gleichfalls konnte auch nach dem natiirlichen Training in der Lunge, im Vergleich zu
der Aorta, dem Herzen und den untrainierten Kontrollen, keine verdnderte ecSOD-
Expression gefunden werden (one-way ANOVA, *P=0,0224; n=5-7) (s. Abbildung 3.3.2.2).
Diese Daten bestétigten die Hypothese, dass die fehlende Trainings-induzierte Hoch-

regulation der eNOS mit einer fehlenden Zunahme der ecSOD-Expression assoziiert war.

A Aorta Herz Lunge

N F K N K F N K F

ecson 310 [N P R | -

Naturliches Training
757

of

25

Aorta Herz
-25- Lunge

Veranderungen in der
ecSOD-Expression [%]

Abbildung 3.3.2.2: A, Reprisentative Western-Blots der ecSOD-Expression in der Aorta,
dem Herzen, der Lunge und der Vena cava nach dem freiwilligen (F), natiirlichen (N)
und keinem Training (K). B, Die quantitative Auswertung der Western-Blots zeigte keine
Verdnderung der ecSOD-Expression in der Lunge im Vergleich mit den untrainierten Kontrollen
(=0%; Séulen sind nicht abgebildet). Die Werte sind dargestellt als Mittelwerte = SEM
(*signifikanter Unterschied zur Kontrolle, #signifikanter Unterschied zur Lunge und Vena cava).

3.3.3. Relative Katalase-Expression in vendsen Geweben

Bereits publizierte Daten haben gezeigt, dass in Aorten- und Herzgeweben von Katalase
tiberexprimierenden Tieren (Cat™) im Gegensatz zu ihren negativen Geschwistertieren
(Cat"), nach einem erzwungenen Training, keine Trainings-induzierte Hochregulation

der eNOS-Expression hervorgerufen wurde (Lauer et al., 2005).
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Aufgrund dieser Daten, wurde die Hypothese aufgestellt, dass die Katalase, durch
Abbau von Wasserstoffperoxid, welches einen stimulierenden Einfluss auf die eNOS-
Expression hat, am Mechanismus einer fehlenden Hochregulation der eNOS-Expression
beteiligt war. Die Ergebnisse demonstrierten, dass tatsdchlich in der Lunge und in
der Vena cava von untrainierten Tieren, bezogen auf die Aorta, eine erhohte basale
Katalase-Expression (one-way ANOVA, P=0,0019; n=6-7) vorlag. Durch korperliches
Training wurde sogar die basale Expession der Katalase in der Lunge und in der
Vena cava fast verdoppelt (one-way ANOVA, P=0,0043; n=4-7). Nach dem freiwilligem
Training konnte in der Vena cava eine Expression von 1042% =+ 250,2% und in
der Lunge eine Expression von 695,6% + 162,2% bestimmt werden. Um zu
iberpriifen, ob der Unterschied der Katalase-Expression in der Lunge und in der
Vena cava bezogen auf die Aorta durch korperliches Training bedingt war, wurde die
Katalase-Expression in den Aortenhomogenaten von trainierten verglichen zu den
untrainierten Maiusen bestimmt. Die Ergebnisse verdeutlichten, dass korperliches
Training die Katalase-Proteinexpression in der Aorta von trainierten Maiusen
verglichen mit den untrainierten Maiausen nicht verdnderte (Student’s t-Test, P>0,5;
n=6) (s. Abbildung 3.3.3.1, D). Diese Daten lassen vermuten, dass die erhohten

Katalaselevel die Trainings-induzierte Hochregulation der eNOS-Expression verhindert.
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Abbildung3.3.3.1: A, Reprisentative Katalase Western-Blot Signale von der Lunge (L) und der Vena cava
(V) trainierter (F) und untrainierter Tiere (K). B, Die quantitative Evaluierung der Western-Blot Signale
ergab eine signifikante Erh6hung der Katalase-Expression in der Vena cava und in der Lunge bezogen auf
die Aorta (=100%). Durch korperliches Training wurde die Katalase-Expression fast verdoppelt. D, Die
quantitative Evaluierung der Katalase-Proteinexpression von Aorten trainierter Méuse (AF) verglichen
mit den untrainierten Méusen (AK=100%) zeigte keine signifikante Verdnderung nach korperlichem
Training. Die Western-Blots wurden auf Aktin standardisiert. Die Werte sind dargestellt als
Mittelwerte + SEM (*signifikanter Unterschied zur Aorta). (Dao VT et. al., 2010, doi: 10.1111/j.1582-
4934.2010.01227.x.)

3.3.3.1. Katalase-Aktivitit in untrainierten C57BL/6-Mé&usen

Die Katalase-Aktivitdt wurde in der Lunge und in der Aorta von untrainierten C57Bl/6-

Miusen gemessen, um zu {berpriifen, ob eine gesteigerte Katalase-Expression mit einer

erhohten Aktivitét einhergeht. 163
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Wie in Abbildung 3.3.3.2 graphisch dargestellt, betrug die Aktivitit der Katalase
bezogen auf ein mg Protein, in der Aorta 20,05 £+ 24,52 k(107 s') und in der Lunge
42,03 + 55,56 k(107 s"). Demnach war die basale Katalase-Aktivitdt in der Lunge doppelt

so hoch wie in der Aorta.
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Abbildung 3.3.3.2: Graphische Auswertung der Katalase-Aktivitit in den Aorten- und
Lungenhomogenaten von untrainierten C57Bl/6-Mausen. Die Katalase-Aktivitdt in der Lunge
war signifikant erhoht gegeniiber der Aorta (Student’s t-Test, *P=0,0026; n=8). Dargestellt
sind die Mittelwerte + SEM in der Einheit k(103 s') (*signifikanter Unterschied zur Aorta).

3.3.4. eNOS- und ecSOD-Expression in Cat*-trainierten Miusen

Um die Hypothese zusitzlich zu unterstiitzen, dass eine gesteigerte Katalase-Expression
die Trainings-induzierte Hochregulation der eNOS verhindert, wurden Katalase
uiberexprimierende Maéuse (Cat™) einem freiwilligen Training unterzogen. Dieses
Kontrollexperiment diente zur Uberpriifung, ob unter basal erhohten Katalaselevel, die
eNOS-Expression in der Lunge durch korperliches Training hochreguliert werden konnte.
Dazu wurden Gewebefraktionen der Aorta und der Lunge aufgearbeitet und anschlieBend
die Katalase-Expression mittels Western-Blot bestimmt. Wie in Abbildung 3.3.4.1
dargestellt, konnte weder in der Aorta noch in der Lunge sowohl nach dem freiwilligen
(one-way ANOVA, P=0,7474; n=5-6) als auch nach dem erzwungenen Training
(one-way ANOVA, P=0,3942; n=6) eine Hochregulation der eNOS durch

korperliches Training erzielt werden.
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Abbildung 3.3.4.1: A, Reprisentative Western-Blot Beispiele fiir die eNOS-Expression in der
Aorta und der Lunge von Cat™-Maiusen nach dem freiwilligen (F) erzwungenen (E) und keinem
Training (K) (=0%). B, Die quantitative Evaluierung der Western-Blots zeigte keine Veridnderung
der eNOS-Expression nach korperlichem Training, verglichen zu den Kontrollen. Die Auswertung
erfolgte nach Standardisierung auf Aktin. Die Werte sind als Mittelwerte £+ SEM dargestellt.

Gleichfalls konnte keine Verdnderung der ecSOD-Expression, weder in der Aorta
noch in der Lunge trainierter Cat™*-Maiuse verglichen zu den untrainierten Kontrollen,
sowohl nach dem freiwilligen (one-way ANOVA, P=0,8914; n=7-8) als auch nach
dem erzwungenen Training (one-way ANOVA, P=0,9752; n=7-8) gefunden werden
(s. Abbildung 3.3.4.2). Diese Daten bekriftigen die Hypothese, dass eine gesteigerte

venose Katalase-Expression eine Trainings-induzierte eNOS-Hochregulation unterbindet.
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Abbildung 3.3.4.2: A, Reprisentative Western-Blot Beispiele fiir die ecSOD-Expression in der
Aorta und der Lunge von Cat™-Mdiusen nach dem freiwilligen (F), erzwungenen (E) und keinem
Training (K) (=0%). B, Die quantitative Evaluierung der Western-Blots zeigte keinen Unterschied
in der ecSOD-Expression nach korperlichem Training verglichen mit den untrainierten Kontrollen.
Die Auswertung erfolgte nach Standardisierung auf Aktin. Die Werte sind als Mittelwerte = SEM
dargestellt.

3.3.5. Behandlung mit Aminotriazol und der Effekt des korperlichen Trainings auf die
eNOS- und ecSOD-Expression

Um die Hypothese zu verifizieren, dass eine gesteigerte Katalase-Expression die
Trainings-induzierte Hochregulation der eNOS verhindert, wurden C57Bl1/6-Méuse
mit dem Katalase-Inhibitor Aminotriazol behandelt und gleichzeitig einem freiwilligen

Training unterzogen.

3.3.5.1. Trainingseffizienz

Die Effektivitit des Trainings wurde durch die VergroBerung des Herz- und des Soleus
Muskelgewichtes quantifiziert (s. Tabelle 3.3.1). In der Tabelle 3.3.1 sind die Trainings-
induzierten Verdnderungen der anatomischen Parameter im Vergleich zu den untrainierten

Kontrollen zusammengefasst.
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Parameter Kontrolle Freiwilliges Training P-Wert
HG [g] 0,092 + 0,003 0,104 + 0,003 *0,0210
KG [g] 26,57 + 0,562 25,76 + 0,685 n.s.

SG [mg] 9,26 + 0,0003 11,87 0,327 *<0,0001
TL [cm] 1,75+ 0,03 1,7+ 0,02 n.s.
HG/KG [mg g'] 3,46+ 0,113 4,058 £ 0,097 *0,0012
HG/TL [mg cm™] 52,55+£2,25 61,60 + 1,87 *0,0080
SG/KG [mg g'] 0,35+0,01 0,46 +0,0113 *<0,0001
SG/TL [mg cm™'] 5,28 £ 0,147 7,00 £ 0,16 *<0,0001

Tabelle 3.3.1: Bestimmung der Effektivitit des freiwilligen Trainings in Aminotriazol-behandelten
Tieren. Es wurden jeweils trainierte Tiere mit den untrainierten Kontrollen verglichen. Die Werte sind
Mittelwerte £ SEM. KG, Kopergewicht; HG, Herzgewicht; TL Tibia-Linge; SG, Soleus Muskel-
gewicht. Alle *Signifikanzen wurden im Vergleich zur Kontrolle mittels one-way ANOVA ermittelt.
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Abbildung 3.3.5.1: Durchschnittlich hinterlegte Laufstrecke in Metern pro 24 h innerhalb eines
Zeitraumes von 30 Tagen. Dargestellt sind zwei Sets mit Aminotriazol (ATZ-) behandelten

C57Bl/6-Miusen.
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3.3.5.2. eNOS-Expression

Die eNOS-Proteinexpression wurde in Aorten-, Lungen- und Vena cava- Gewebefraktionen
in den mit Aminotriazol-behandelten Tieren wuntersucht. Anhand der Ergebnisse
(s. Abbildung 3.3.5.2) konnte verdeutlicht werden, dass durch die Hemmung der
Katalase eine Trainings-induzierte Hochregulation der eNOS-Expression nicht nur
in der Aorta, sondern auch in der Lunge und in der Vena cava erzielt werden konnte
(one-way ANOVA, P=0,0087; n=5-7). Durch dieses Experiment konnte bestitigt
werden, dass die gesteigerte Katalase-Expression in vendsen Geweben wahrscheinlich

fir die fehlende Trainings-induzierte eNOS-Hochregulation verantwortlich war.
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Abbildung 3.3.5.2: A, Reprisentative Western-Blot Beispiele fiir die eNOS-Expression in der
Aorta (A), Lunge (L) und der Vena cava (V) von Aminotriazol-behandelten Tieren, die entweder
ein freiwilliges (F) oder kein Training (K) absolviert haben. B, Die quantitative Evaluierung der
Western-Blots zeigte eine signifikante Erhohung der eNOS-Expression in der Aorta, Lunge und der
Vena cava im Vergleich mit den Kontrolltieren (=0%, Sdulen fir die Kontrollen sind nicht
abgebildet). Die Auswertung erfolgte nach Standardisierung auf Aktin. Die Werte sind als
Mittelwerte + SEM dargestellt (*signifikant zur Kontrolle). (Dao VT et. al., 2010, doi: 10.1111/
j.15824934.2010.01227.x.)
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3.3.5.3. ecSOD-Expression

Als funktionelles read out fir die eNOS-Aktivitdit wurde die ecSOD-Expression in der
Aorta, Lunge und Vena cava von Aminotriazol-behandelten und freiwillig trainierten
sowie untrainierten Tieren untersucht. Wie in Abbildung 3.3.5.3 dargestellt, fiihrte
die Aminotriazol-Behandlung ebenfalls zu einer NO-abhingigen Hochregulation der
ecSOD durch korperliches Training in der Aorta, Lunge und Vena cava trainierter
Tiere im Vergleich zu den untrainierten Kontrollen (one-way ANOVA, P=0,0042;
n=4-6). Dieses Experiment bestdtigte, dass durch die Inhibition der Katalase die

eNOS funktionell aktiv war und somit zu einer verstirkten ecSOD-Expression fiihrte.
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Abbildung 3.3.5.3: A, Reprisentative Western-Blot Beispiele fiir die ecSOD-Expression in der
Aorta (A), der Lunge (L) und der Vena cava (V) von Aminotriazol-behandelten Tieren, die ein
freiwilliges (F) oder kein (K) Training absolviert haben. B, Die quantitative Evaluierung der Western-
Blots zeigte eine signifikante Erh6hung der ecSOD-Expression in der Aorta, der Lunge und der Vena
cava im Vergleich zu den Kontrolltieren (=0%, Sdulen fiir die Kontrollen sind nicht abgebildet). Die
Auswertung erfolgte nach Standardisierung auf Aktin. Die Werte sind als Mittelwerte = SEM dargestellt
(*signifikant gegeniiber Kontrollen). (Dao VT et. al., 2010, doi: 10.1111/j.1582-4934.2010.01227 .x.)
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3.4. Generierung einer transgenen Bradykinin-2-Rezeptor-
iiberexprimierenden Mauslinie

Da eine Beteiligung der BKR-2-Aktivierung an den vasoprotektiven Effekten des
korperlichen Trainings nicht nachweisbar war (s. 3.1.3) und um dennoch die
kardioprotektiven Effekte einer Bradykinin-2-Rezeptor-Aktivierung zu untersuchen, wurde
eine transgene Mauslinie mit endothelialer Uberexpression des Bradykinin-2-Rezeptors

generiert.

Gewinnung und Klonierung des humanen Bradykinin-2-Rezeptors

Die humane Bradykinin-2-Rezeptor c¢DNA wurde mithilfe der RT-PCR aus
Plattenepithel-Karzinomzelllinien =~ gewonnen und konnte in einem  1%-igen

Agarosegel bei ca. 1200 Bp unter UV-Licht detektiert werden (s. Abbildung 3.4.1).

lf" UDSCC2 UDSCC3UMB13  H.0

BDKRB2

Abbildung 3.4.1: Dargestellt sind die ca. 1200 Bp grolen BDKRB2-PCR-Fragmente, amplifiziert
aus den Plattenepithelzellen (UDSCC2 und UDSCC3, UMBI3) in einem 1%-igen Agarosegel
unter UV-Licht. Die UDSCC3-Tumorzelllinie diente als Negativkontrolle, da diese Zelllinie
keinen Bradykinin-2-Rezeptor exprimiert.

Das BDKRB2-PCR-Produkt wurde anschlieBend in den pCR®4-TOPO®-Vektor kloniert.
Mithilfe der PCR konnte das Ergebnis der Klonierung anhand eines ca. 1200 Bp groflen
Inserts im 1%-igen Agarosegel im UV-Licht visualisiert werden (s. Abbildung 3.4.2). Von

den 25 ausgewihlten Kolonien haben 24 Kolonien das BDKRB2-Insert aufgenommen.
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Abbildung 3.4.2.: Dargestellt sind die PCR-Produkte 25 ausgewihlter Kolonien, die alle bis auf
eine Kolonie das BDKRB2-Insert im TOPO®-Vektor aufgenommen haben (ca. 1200 Bp). Verwendet
wurde eine 100 Bp Leiter.

Sequenzierung der Bradykinin-2-Rezeptor positiven Kolonien

Die Klonierungs-PCR  hat lediglich  Aufschluss dariiber gegeben, ob der
Bradykinin-2-Rezeptor in den TOPO®-Vektor kloniert wurde, nicht aber ob die
Klonierungsrichtung  stimmte. Daher wurde das TOPO® -BDKRB2-Plasmid unter
Verwendung der T3- und T7-Primer sowie der BradR (Antisense) und BradS (Sense)-Primer
(s. Abbildung 3.4.3) sequenziert. Die letztgenannten Primer erlaubten die Uberpriifung
des mittleren Bereichs in der Bradykinin-2-Rezeptor Sequenz, wodurch die einzelnen
iiberlappenden  Bereiche, die Uberpriifung des kompletten Bradykinin-2-Rezeptors
ermoglicht wurde. Es wurden insgesamt sieben Klone iiberpriift, von denen zwei Klone

keine Mutationen aufwiesen und fiir die weiteren Klonierungsschritte verwendet wurden.
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matogram: C:\Dokumente und Einstellungen\Administrator\Eigene Dateien\BradR2\Dao\Run Folder-21.12.2006 15.38 Uhr\BR2-TIE2-KL6-BRR

Selected none ,Sﬂlwle BR2-TIE2-KL6-BRR File: C:\Dokum d EinstelhngentA drini \Eigene Datelen\BradR2\Dao\Run Folder-21.12,2006 15.38 UniBR2-TIE2-KLE-ERR

10 20 30 a0 50 60 70 0 90 100
JTCTCCGT CTGGNT CTCCTTG AACTTCT GCATCT CGT TGTT CCOCAGCACCTGCATGAT CTGCATCGT GCAG AAGGT CAT GACACT CAGGGGC,

i ; H J_M%_ J\L

Abbildung 3.4.3: Ausschnitt aus der Sequenzanalyse des humanen Bradykinin-2-Rezeptors.

Vorbereitung der Restriktionsschnittstellen

Das Ergebnis der Restriktion des TOPO®-BDKRB2-Plasmids mit Sbfl und MIlul ist in
Abbildung 3.4.4 dargestellt. Im Agarosegel konnte ein 1200 Bp Fragment nachgewiesen

werden, welches aus dem Agarosegel ausgeschnitten wurde.

BDKRB2-TOPO-Plasmid
Sbf1Miu1

Abbildung 3.4.4: Dargestellt ist der ca. 1200 Bp groie Bradykinin-2-Rezeptor, der mit Sbfl
und Mlul geschnitten wurde. Die oberste Bande stellt das Vektorriickrad dar. Aufgetragen wurde
eine 100 Bp Leiter.

172



ERGEBNISSE

Gleichzeitig wurde das Zielplasmid Tie-2-LacZ-Plasmid mit Sbfl und Mlul geschnitten,
wodurch vier Fragmente entstanden waren (16.354, 1322, 780, 425 Bp) (s. Abbildung 3.4.5).

Abbildung 3.4.5: Ergebnis der Fragmentanalyse des TOPO®-BDKRB2-Plasmids und des Tie-2-
LacZ-Plasmids nach Mlul- und Sbfl-Einwirkung im 1%-igen Agarosegel unter UV-Belichtung.
Die erste und zweite Spur (1 und 2) stellen zwei Fragmente des TOPO®-BDKRB2-Plasmids dar,
wiahrend nach dem Verdau des Tie-2-LacZ-Plasmids vier Fragmente (3 und 4) entstanden sind.

Das Vektorriickrad des Tie-2-LacZ-Plasmids wurde aus dem Agarosegel ausgeschnitten,
dephosphoryliert und mit dem BDKRB2-Fragment ligiert. Die Dephosphorylierung
ist wichtig um zu verhindern, dass die Vektor-DNA bei der Ligation ohne
Einschluss des Fragmentes zur Ringbildung gelangt. Wie in Abbildung 3.4.6
dargestellt, konnten anschlieBend mithilfe der PCR, 16 erfolgreich ligierte Tie-2-
BDKRB2-Klone bei ca. 3000 Bp in einem 1%-igen Agarosegel detektiert werden.

s ‘ —www 3000 Bp

1 Kb

Ll Yoy Yol

N
N

Tie-2-BDKRB2-Plasmid
ca. 3000Bp

Abbildung 3.4.6: Dargestellt sind alle ausgewidhlten Kolonien, die mit dem Tie-
2-BDKRB2-Plasmid transfiziert wurden. Es konnten 16 Kolonien mit dem neuen
Tie-2-Bradykinin-2-Rezeptor-Plasmid in einem 1%-igen Agarosegel nachgewiesen werden.
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Die Verifizierung des neu entstandenen Tie-2-BDKRB2-Plasmids erfolgte mit
Restriktionsanalysen wie in Abbildung 3.4.7 dargestellt. Als Kontrolle wurde zusétzlich
das Tie-2-LacZ-Ausgangsplasmid aufgetragen. Die bei der Restriktion des Tie-2-
LacZ-Vektors und des Tie-2-BDKRB2-Plasmids entstandenen Fragmente wiesen
unterschiedliche Fragmentgrofen auf, so dass eine erfolgreiche Klonierung eindeutig

nachweisbar war.

-_--—----
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]
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Abbildung 3.4.7: Dargestellt sind die Restriktionsfragmente in einem 0,75%-igen Agarosegel.
An der Position 1 wurde entweder das mit Apal (oben) oder mit EcoRI (unten) geschnittene Tie-2-
LacZ Plasmid als Kontrolle aufgetragen. Ab Position 2 befinden sich die Restriktionsfragmente der
16 Ligationsklone nach Apal- (oben) bzw. EcoRI- (unten) Restriktionsbehandlung. L: DNA-Leiter
(1 Kb).

Mithilfe weiterer Restriktionsanalysen (s. Abbildung 3.4.8) konnte das neu entstandene
Tie-2-BDKRB2-Plasmid (s. Abbildung 3.4.9) bestitigt werden, so dass es fiir die
Mikroinjektion vorbereitet werden konnte. Dazu wurde zur Linearisierung das
Restriktionsenzym Sall ausgewihlt, das 2-mal im Tie-2-Promotor-BDKRB2-Plasmid
schneidet (s. Abbildung 3.4.10).
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Abbildung 3.4.8: Ausschnitt aus der Restriktionsanalyse zweier gewdhlter Klone, die mit den
Restriktionsenzymen Apal, HindIII, Pstl, EcoNI, Ncol und Fspl behandelt wurden.

Sall 345

Ambicilli
mP1c1 " Tie-2-Promotor
Puc ori

Sbfl 2483

BDKB2R

Sall 15045

Mlul 3733

14081 521

Tie2-BDKRB2
17604 bp SV40

12321 5281

10561 7041
8801

Enhancer

Abbildung 3.4.9: Schematische Darstellung des neu entstandenen Tie-2-BDKRB2-Plasmids.
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Abbildung 3.4.10: Ergebnis der Fragmentanalyse des Tie-2-BDKRB2-Plasmids mit Sall. Wie
im 0,75%-igen Agarosegel dargestellt wurden zwei zu erwartende Fragmente bei ca. 2900 Bp
und 14.700 Bp detektiert.

Charakterisierung der ersten Foundertiere

Das Ziel war es, aufzukliren, ob die Aktivierung des endothelialen Bradykinin Signalweges
zu einer Vasoprotektion beitragen wiirde und welche Signalwege daran beteiligt wiren.
Uberdies ist dieses transgene Mausmodell hilfreich, um Langzeiteffekte einer selektiven
endothelialen BKR-2-Aktivierung und seine Bedeutung auf die kardiovaskuldre Funktion
zu studieren. Nach erfolgter Mikroinjektion und Embryotransfer wurden 53 Nachkommen

aus insgesamt acht Wiirfen geboren.

Genotypisierung der ersten Foundertiere

Die 53 Nachkommen wurden durch eine transgenspezifische PCR genotypisiert
(s. Tabelle 2.2.4). Von den 59 Nachkommen konnte in drei Foundern (F) das
Transgen-spezifische Tie-2-BDKRB2-Fragment von 498 Bp amplifiziert werden
(s. Abbildung 3.4.11). Zusitzlich konnte mittels einer zweiten PCR mit Primern die
spezifisch im humanen Bradykinin-2-Rezeptor binden, ein 848 Bp grofes Fragment

detektiert werden (s. Abbildung 3.4.12).
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Abbildung 3.4.11: Ergebnis der transgenspezifischen Genotypisierungs-PCR der ersten Nachkommen.
Es konnten drei positive Founder identifiziert werden mithilfe der Visualisierung eines
transgenspezifischen PCR-Fragments von ca. 497 Bp im 2%-igen Agarosegel unter UV-Licht. bp:
basepair.

2072 Bp
1500 Bp

600 Bp

Abbildung 3.4.12: Ergebnis einer zweiten Genotypisierungs-PCR. Das PCR-Fragment konnte als
ca. 848 Bp groBes Fragment (BDKRB2) im 1%-igen Agarosegel unter UV-Licht detektiert werden.
Als zusétzliche Positiv-Kontrolle wurde die humane cDNA Tumorzelllinie (UDSCC-2) aufgetragen.

Untersuchung der mRNA-Expression des Bradykinin-2-Rezeptors

Die quantitative Erfassung der BDKRB2-mRNA-Expression der ersten Bradykinin-2-
Rezeptor iiberexprimierenden Founder-Tiere (BKR-2) sowie deren transgen negativen
Geschwistertieren  erfolgte mittels der Realtime-RT-PCR. Die Auswertung der
dCt-Werte ergab in den BKR-2"" positiven Nachkommen (2 und 3*") eine signifikant
erhohte BDKRB2-mRNA-Expression in dem BKR-2-3"-Tier im Vergleich zu dem
BKR-2-2""-Tier (one-way ANOVA, *P<0,001) (s. Abbildung 3.4.13). Hier konnte ein

qualitativer Unterschied zu den transgenpositiven Nachkommen nachgewiesen werden.

177



ERGEBNISSE

BDKRB2-mRNA-Expression

*

©

2+'+ 3+'+
Abbildung 3.4.13: Quantitative Auswertung der Realtime-RT-PCR-Messung in den Lungen-
geweben von transgenpositiven BKR-2""-Nachkommen (2*" und 3*"). Es konnte eine signifikant
erh6hte BDKRB2-mRNA-Expression in dem 3™-Tier im Vergleich zum 2**-Tier gefunden werden.

Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM aus einer Doppelmessung (*signifikanter Unterschied zu
BKR-2-2").

Genotypisierung der F1-Generation

Die Kreuzung der BKR-2""-Méuse der F -Generation mit C57Bl/6-Méusen zur Etablierung
einer transgenen Linie ergab, nach vielen erfolglosen Versuchen ein transgen-positives Tier
in der F -Generation zu detektieren, schlieBlich zwei Wiirfe mit jeweils acht bzw. neun
Nachkommen. Mithilfe der transgenspezifischen PCR konnten insgesamt 11 F - Mause
nachgewiesen werden, die das Transgen ins Genom eingebaut haben (s. Abbildung 3.4.14).

A

15 16 17 18 19 20 21 22 1Kb 23 24 25 26 27 28 29

Tie-2-BDKR2
980 Bp
B
30 31 H,0 KI K2 K3 K4 1Kb
Tie-2-BDKR2
980 Bp

Abbildung 3.4.14: Ergebnis der Genotypisierungs-PCR von den F -Nachkommen (A+B).
Das PCR-Fragment konnte als ca. 848 Bp groBes Fragment (Tie-2-BDKRB2) im
1%-igen Agarosegel unter UV-Licht detektiert werden. B, K1-3 sind Negativkontrollen und K4
stellt eine Positivkontrolle dar .
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Funktionelle Untersuchungen im Organbad
Um zu iiberpriifen, ob die Uberexpression der Bradykinin-2-Rezeptors funktionell aktiv
war, wurde die vaskuldre Reaktivitit der Aorten von BKR-2""-Miusen (n=2) und von
BKR-2"-Midusen (n=4) im Organbad untersucht. Wie in Abbildung 3.4.15 dargestellt,
kontrahierten alle Aorten dhnlich stark auf KCIL.

Erste Kontraktion zu KCI Zweite Kontraktion zu KCI
16+ C1B2R", n=4 167
_ 147 EleR™ =2 = 7 T
Z 12- ’ € 121
.§. — 10_
= 107 1 5
S 8- 2 87
4 ©
£ 67 £ 67
c o ]
S 47 v 4
2 27
0- 0-

Abbildung 3.4.15: Graphische Darstellung der ersten und zweiten Kontraktionsantwort auf KCl
in den BKR-2""- und BKR-2"-Miusen. Zwischen den beiden Gruppen konnte kein Unterschied in
der Kontraktionsantwort auf KCl gefunden werden. Die Aorten beider Gruppen reagierten
dhnlich stark auf KCI.

Nach erfolgter Vorkontraktion auf Phenylephrin, wurden steigende Dosen Bradykinin
zugegeben. Wie in Abbildung 3.4.16 dargestellt, konnte eine signifikant stirkere
Kontraktion auf Bradykinin in den BKR-2""-Aorten im Vergleich zu den BKR-2"-Aorten
festgestellt werden (one-way ANOVA, *P=0,0041). Durch Zugabe des Bradykinin-2-

Rezeptor Antagonisten HOE-140 konnte diese Kontraktion aufgehoben werden.
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—6— BKR-2" n=4 —2— BKR-2"/HOE-140, n=3
400, —®BKR-2",n=2 —&— BKR-2""/HOE-140, n=2
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Abbildung 3.4.16: Vasokonstriktion der Mausaorten durch kumulative Dosen von Bradykinin
nach Vorkontraktion mit Phenylephrin. In den BKR-2*-Miusen konnte im Vergleich zu den
BKR-2"-Méiusen eine fast doppelt so starke Kontraktionsantwort auf Bradykinin (107-10° M)
beobachtet werden. Diese verstirkte Kontraktion in den BKR-2""-Miusen konnte durch Gabe des
selektiven Bradykinin-2-Rezeptor-Hemmers HOE-140 aufgehoben werden. Gleichfalls konnte
Bradykinin in Gegenwart von HOE-140 in den BKR-2"-Maiusen keine Kontraktion hervorrufen.

3.4.1. Untersuchung des aktivierenden Bradykinin-2-Rezeptor Polymorphismus in einer
klinischen Studie

In Analogie zu den geplanten Untersuchungen am transgenen Tier mit der endothelialen
Uberexpression des BKR-2, wurde in einer klinischen Studie die Bedeutung aktivierender
Polymorphismen fiir die Entwicklung ACE-Hemmer (ACEH)-induzierte Angioddeme
untersucht (Bas efr al, 2010). Der Fokus wurde neben dem ACE Insertions/
Deletions (I/D) Polymorphismus, auf die Bradykinin-2-Rezeptor Polymorphismen
(2/3- und C'"™'T-Polymorphismus) gesetzt, da viele physiologischen Effekte iiber
den Bradykinin-2-Rezeptor vermittelt werden (Braun ef al, 1995; Burch & Kyle,
1992). In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob die Allel-Haufigkeit des
C''T-Polymorphismus in ACE-behandelten Patienten in der Entstehung von
ACEH-induzierte-Angioddemen involviert waren. Hierzu wurde die DNA von insgesamt

130 mit ACE-Hemmern behandelten  Patienten  isoliert und  sequenziert.
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Die Sequenzanalyse der Verum-Gruppe, d.h. der Gruppe mit ACEH-induzierten
Angioodem Ereignissen, zeigte eine C/C-Haufigkeit von 85% (55 Patienten)
und eine C/T-Haufigkeit von 15% (10 Patienten). Die OR fiir die C/C-Fille
errechnete sich als 1,12 (KI: 0,44, 2,85). Dagegen konnte in der Kontrollgruppe
eine C/C-Haufigkeit von 83% (54 Patienten), eine C/T-Haufigkeit von 15%
(10 Patienten) und eine T/T-H&ufigkeit von 2% (ein Patient) gefunden werden
(s. Abbildung 3.4.1.1). Die OR fiir C/T-Fille ergab einen Wert von 1,00 (KI: 0,39, 2,59).
Diese Daten lassen vermuten, dass das Auftreten eines ACE-Hemmer-induzierten
Angio6dems nicht mit dem BKR-2 Polymorphismus im Exon 2 (c. C'"®!T) assoziiert ist

(Bas et al., 2010).

1.00 7

0.757
0.50

0.257

0-00_ I:l - — L]

Allel-Haufigkeit [%]

C/C C/IT TT

Abbildung 3.4.1.1: Allel-Héufigkeit des Bradykinin-2-Rezeptor Exon 2 (c. C**!'T) Polymorphismus
in 130 Patienten, von denen jeweils die Hilfte unter ACE-Behandlung entweder ein ACEH-
induziertes Angioddem oder kein Angioddem entwickelten. Die graphische Auswertung
verdeutlichte, dass zwischen den beiden Gruppen keine Unterschiede in der Allel-Haufigkeit
nachgewiesen werden konnte.
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4. Diskussion

Ziel dieser Arbeit ist es gewesen, die Bedeutung des korperlichen Trainings auf die
Regulation der Expression arterieller und vendser vasoprotektiver Proteine zu untersuchen.
Dabei wurde im Besonderen die Frage einer Beteiligung des Kallikrein-Kinin-Systems
und des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) via den Bradykinin-2-Rezeptor
(BKR-2) bzw. den AT2-Rezeptor untersucht. Im Wesentlichen deuteten die Ergebnisse
auf eine Querverbindung zwischen dem NO-System und dem RAAS, iiber eine NO-
abhéngige Hochregulation des AT2-Rezeptors in arteriellen Geweben, hin. Neben der
Erhohung der NO-Bioverfiigbarkeit mittels korperlichen Trainings konnte dieser Befund
zusétzlich durch verschiedene experimentelle Ansétze transkriptionell und funktionell
in transgenen Tieren mit endothelialer Uberexpression der eNOS bestitigt werden.
Dariiber hinaus wurden nicht nur die Effekte einer endogenen, sondern auch einer
exogenen FErhohung der NO-Bioverfugbarkeit in-vivo mittels des NO-Donors
Pentaerythrityltetranitrat (PETN) auf die Regulation verschiedener vasoprotektiver bzw.
antioxidativer Proteine evaluiert.

Im Gegensatz zum AT2-Rezeptor hatte das korperliche Training keinen Effekt auf die
Bradykinin-2-Rezeptor-Proteinexpression. Um dennoch die vasoprotektiven Effekte
einer Bradykinin-2-Rezeptor-Aktivierung und die zugrunde liegenden molekularen
Mechanismen zu untersuchen, wurde eine transgene Maus mit endothelialer
Uberexpression des BKR-2 generiert. In Analogie zu den tierexperimentellen
Studien konnte der Effekt aktivierender = BKR-2-Polymorphismen in  einer

klinischen Studie mit ACE-Hemmer-behandelten Patienten untersucht werden.

4.1. Effekte des korperlichen Trainings auf die Expression arterieller
vasoprotektiver Proteine

Korperliches Training ist eine multifaktorielle Intervention (Kojda & Hambrecht, 2005).
Viele Studien in Menschen und Tieren haben gezeigt, dass korperliches Training die

Expression der arteriellen eNOS steigert. Dieser Befund konnte beispielsweise in vivo
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am Hund, in der Ratte und im Schwein nachgewiesen werden (Sessa et al., 1994; Delp &
Laughlin, 1997; Woodman et al., 1997). Auch in einer Humanstudie konnte eine Steigerung
der endogenen NO-Produktion und -Aktivitdt durch korperliches Training gezeigt
werden (Maroun et al., 1995; Hambrecht ef al., 2000). Der Mechanismus der vaskuldren
Induktion der eNOS-Expression durch korperliches Training ist sehr komplex. In einer
tierexperimentellen Studie wurde die Vorraussetzung beider funktionell intakter Allele des
eNOS-Gens fiir die Trainings-induzierte Hochregulation der eNOS nachgewiesen (Kojda
et al., 2001). Uberdies wird vermutet, dass an den zugrunde liegenden Mechanismen die
physikalischen Kréfte, im Besonderen die Scherkraft und der oxidative Stress beteiligt
sind. Es wurden viele Hinweise erbracht, die gezeigt haben, dass eine Trainings-induzierte
Hochregulation der eNOS eng verbunden ist mit einer Verdnderung der Frequenz und
der Stdrke der Scherkraft. Die Scherkraft ist ein physiologischer Aktivator der basalen
endothelialen NO-Produktion, die durch korperliches Training an Stirke zunimmt als
Konsequenz einer erhohten Herzfrequenz und vergroBerter Ejektionsfraktion. Dariiber
hinaus konnte gezeigt werden, dass die Scherkraft die vaskulire eNOS mRNA- und
Proteinexpression erhohte (Uematsu et al., 1995; Fleming & Busse, 2003) unter Beteiligung
der c-Src (Davis et al., 2003). Es wird angenommen, dass beim korperlichen Training
neben des erhohten Sauerstoffverbrauchs auch die damit verbundene Produktion von
reaktiven Sauerstoffradikalen (ROS), z.B. Superoxidanionen oder Wasserstoffperoxid,
zunimmt (Ji, 1999). Eine erhohte Generierung des Wasserstoffperoxids soll die Trainings-
induzierte Hochregulation der eNOS-Expression stimulieren (Lauer et al., 2002). Der mit
einer gesteigerten eNOS-Expression sowie -Aktivitit verbundene Signalweg erfordert
die Phosphorylierung der Ca?’/Calmodulin-abhingigen Proteinkinase II/Janus Kinase 2
(Drummond et al., 2000; Cai et al., 2001). Dartiber hinaus konnte gezeigt werden, dass
die Scherkraft die vaskulire ROS-Produktion durch einen endothelabhidngigen
Mechanismus steigert (Laurindo ef al., 1994), vermutlich durch die Aktivierung der
endothelialen NAD(P)H-Oxidase (De Keulenaer ef al., 1998).

Bisherigen Erkenntnissen zufolge wurde die funktionelle Bedeutung einer vermehrten
eNOS-Expression, verbunden mit einer Steigerung der endogenen NO-Bioverfiigbarkeit
auf die BlutgefiBwand, nachgewiesen. Die endogene Bildung von NO durch die eNOS

tragt vermutlich zu antiatherosklerotischen Effekten bei. So wurde in Studien gezeigt,
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dass, sowohl bei endogener, in diesem Fall durch Ausschaltung des eNOS-Gens, als auch
bei pharmakologischer Hemmung der NO-Bildung, atherosklerotische Gefi3wandveridnder-
ungen verstdrkt abliefen (Naruse ef al., 1994; Moroi et al., 1998). Diese Erkenntnisse
sprechen fiir eine prognostisch giinstige Wirkung des korperlichen Trainings, die sich
z.B. als Prdvention oder additive Therapie bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit,
Bluthochdruck oder Herzinsuffizienz, in einer Reduktion der Morbiditdt und Mortalitét
zeigt (Kojda & Hambrecht, 2005). Gleichfalls wurde beschrieben, dass korperliches
Training zur Privention der Entwicklung eines Typ-2-Diabetis in iibergewichtigen

Patienten eine gute Option sei (Lindstrom et al., 2003; Kojda & Hambrecht, 2005).

Neben einer Trainings-induzierten Erhohung der eNOS-Expression konnte in einer Arbeit
gezeigt werden, dass zugleich das antioxidative Enzym ecSOD vermehrt exprimiert
wird. Durch Trainingsversuche in transgenen Maidusen mit disruptierter eNOS konnte

eine NO-abhingige ecSOD-Regulation nachgewiesen werden (Fukai et al., 2000).

In der vorliegenden Arbeit wurde mithilfe von zwei verschiedenen Trainingsprotokollen
die Hochregulation der eNOS- und der ecSOD-Expression in arteriellen Geweben,
der Aorta und dem Herzen, zur Kontrolle der Trainingseffizienz reproduziert und
nachfolgend der Effekt des korperlichen Trainings auf verschiedene vasoprotektive
Proteine untersucht. Beide Trainingsarten, das erzwungene und das freiwillige Training,
sind moderate Interventionen fiir mehrere Wochen und erlauben somit geniigend Zeit
fir trainingsbedingte zelluldre Adapatationsvorgdnge (Kojda & Hambrecht, 2005).
Jedoch unterscheiden sich die Effekte der beiden Protokolle hinsichtlich biochemischer
Verdanderungen im Skelettmuskel, der Aktivierung des Sympathikus, des Laufverhaltens, der
Laufintensitdt und der Laufdistanz der Tiere. Das erzwungene Training ist ein Belastungs-
training, unter dem die Méuse bei einer Geschwindigkeit von 15 m min' fiir 30 min pro
Tag eine Strecke von 450 m hinterlegen. Dagegen ist das freiwillige Training eine Art
Ausdauertraining, bei dem die Maiuse in einer so genannten “cruising‘-Geschwindigkeit
(De Bono et al., 2006), innerhalb ihres aktiven Tageszyklus am Tag durchschnittlich
7,5 km laufen. Diese “cruising“-Geschwindigkeit ist sehr unterschiedlich von der gewéhlten

Geschwindigkeit im erzwungenen Training. So laufen die Méiuse in kurzen Sprints
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von ca. 2-3 min, in einer Nacht etwa 150 Sprints (De Bono et al, 2006), wihrend
beim erzwungenen Training die Miuse 30 min am Stiick laufen missen. Aufgrund des
unterschiedlichen Laufverhaltens beim erzwungenen Training unterliegen sie einem
sehr viel hoheren psychischen Stress als beim freiwilligen Training (De Bono et al., 2006).
Obwohl die individuellen Sprints von sehr hoher Intensitit zu sein scheinen (De Bono
et al., 2006), dauvern sie jedoch nur kurz an und im Gegensatz zum erzwungenen
Training reicht es nicht aus, um vergleichbare Adaptationen in der mitochondrialen
Enzymaktivitit, beispielsweise eine gesteigerte Citratsynthase-Aktivitit im Soleus Muskel,
hervorzurufen (s. 3.1.1 Abbildung 3.1.1.2) (Noble et al., 1999; Momken et al., 2004)
Die Citratsynthase-Aktivitit diente, neben dem Nachweis eines Trainings-induzierten
Zuwachses an myokardialer Muskelmasse, als biochemischer Parameter zur Quantifizierung
der Trainingseffizienz (Siu et al, 2003; Suvorava et al., 2004). Um dennoch die
Effektivitit des freiwilligen Trainings zu beurteilen, wurden weitere anatomische
Parameter verwendet wie z.B. der Zuwachs an Skelettmuskelmasse (Momken et al., 2004).
Trotz dieser  unterschiedlichen Effekte konnte eine Trainings-induzierte
Hochregulation der eNOS- und der ecSOD-Expression in arteriellen Geweben
nachgewiesen werden (s. 3.3.1 Abbildung 3.3.1.2 und s. 3.3.2 Abbildung 3.3.2.1).

Als weitere Trainingsmethode wurde fiir einige Proteine das natiirliche Training
zusdtzlich ausgewdhlt. Bei dieser Methode sitzen die Maiduse in Gruppen zusammen
und sind wihrend ihrer aktiven Phase am Kampfen, Klettern und stindig in Bewegung
(Suvorava et al, 2004). Dieses natiirliche Training (s. 2.2.9) wurde als -effektiv
beschrieben, da ein vergroBertes relatives Herzgewicht und eine gesteigerte kardiale

Citratsynthase-Aktivitdt nach drei Wochen Training erfolgt war (Suvorava et al., 2004).

In einer publizierten Arbeit konnte gezeigt werden, dass prooxidative Gene, z.B. die
NAD(P)H-Oxidase und die dazugehorigen Untereinheiten, in der linken Mamaria Interna
von minnlichen Patienten mit stabiler koronarer Herzkrankheit durch korperliches
Training herunterreguliert wurden (Adams et al., 2005). Es stellte sich daher die Frage,
ob korperliches Training die Expression von antioxidativen bzw. vasoprotektiven
Proteinen reguliert. Neben einer Hochregulation des antioxidativen Enzyms, der ecSOD

wurde die Expression eines anderen antioxidativen Enzyms, die Hamoxygenase 1
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(HO-1), nach korperlichem Training untersucht. Die Hédmoxygenase befindet sich im
endoplasmatischen Retikulum und wird in drei Isoformen exprimiert, die induzierbare
HO-1, die konstitutiven HO-2 und HO-3. Sie katalysiert den oxidativen Abbau des Hidms
zu Kohlenmonoxid, Biliverdin und zu Fe*. Nachfolgend kommt es zur Konvertierung
des Biliverdins zu dem antioxidativ wirkenden Bilirubin durch die Biliverdin-Reduktase
(Stocker et al., 1987) und zu einer Sequestrierung des freien Eisenions durch Ferritin. Die
Induktion der Ferritin-Expression hat sich als ein antioxidativer Schutzmechanismus
erwiesen, indem es die freien Eisenione sequestriert, die ansonsten die Sauerstoft-
zentrierte Radikalreaktion {iiber die Fenton-Reaktion katalysieren wiirde (Wenzel et
al., 2007b). Dartiber hinaus ist bekannt, dass das aus der Hamdegradation entstehende
Kohlenmonoxid vasodilatatorisch wirkt (Coceani, 1993). Die HO-1 Genexpression wird
durch unterschiedliche Reize getriggert, die oxidativen Stress verursachen, z.B. Ischdmie
und Hypoxie (Murphy et al., 1991; Maines et al., 1993). Es ist bekannt, dass reaktive
Sauerstoffspezies in einigen physiologischen Vorgidngen im Skelettmuskel involviert sind.
So wird vermutet, dass eine erhohte ROS-Produktion im Skelettmuskel die Zellen durch
steigende Lipid-, Protein-, und DNA-Oxidation schddigen. Beispielsweise wird die
Produktion von Protein-reaktiven Carbonyl-Verbindungen induziert, die zu einem Verlust
der katalytischen Aktivitdt fithren und empfindlicher fiir den proteolytischen Abbau werden
(Radak ef al., 1999). Als Gegenregulation solcher Trainings-induzierten Verdnderungen
im Skelettmuskel deuteten viele Arbeiten auf eine vermehrte Adaptation der antioxidativen
und oxidativen Enzymaktivititen hin (Smolka ez al., 2000). Daher wird vermutet, dass
eine erhohte Trainings-induzierte antioxidative Enzymexpression zu Verzégerungen der
oxidativen Vorgidnge fiihrt. Zellexperimentelle Untersuchungen =zeigten eine durch
Hemin und Natriumnitroprussid erhohte HO-1-mRNA- und Proteinexpression
(Vesely et al, 1998). Gleichfalls haben in-vivo Studien eine Hochregulation
der HO-1 im Skelettmuskel in der Ratte und im Menschen nachweisen
konnen (Essig et al., 1997; Pilegaard et al., 2000; Hellsten et al., 2007; Steensberg et
al., 2007). Jedoch ist wenig bekannt iiber eine Induktion der HO-1-Expression durch
korperliches Training in arteriellen Geweben. Aus einer in-vivo Studie an Ratten ging
hervor, dass  korperliches  Training als  Langzeitintervention neben  einer

verbesserten endothelabhidngigen Vasodilatation, auch gesteigerte vaskuldre eNOS
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und HO-1/HO-2 Level hervorrief (Sun et al, 2008). Andere zellexperimentelle
Daten konnten eine Induktion der Himoxygenase-Expression in  gescherten
Endothelzellen aufweisen (Braam er al., 2005; Han et al., 2009; Hsieh et al, 2009).
Die Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit zeigten erhohte aber nicht signifikante
Verdnderungen der HO-1-Expression im Herzen nach einem freiwilligen und natiirlichen
Training (s. 3.1.2 Abbildung 3.1.2.1). Eine Erkldrung hierfiir konnte sein, dass die
langsamere Blutflussgeschwindigkeit im Herzen eine Scherkraft-induzierte Hoch-
regulation der Hadmoxygenase nicht vollstindig bewirken kann. So ist der Anstieg der
eNOS-Expression im Herzen nach korperlichem Training in der Aorta etwa 2-fach
starker ausgeprégt als im Herzen (s. 3.3.1 Abbildung 3.3.1.2).

Jedoch konnte auch die Dauer des Trainings und die Spezies eine Rolle spielen. Die
endothelabhéngige Vasodilatation und die gesteigerte vaskulire eNOS und HO-1/HO-2
Expression wurde in Ratten nach einer Trainingsdauer von sechs Wochen nachgewiesen
(Sun et al., 2008). Uberdies wurde auf die Kinetik hingewiesen, die bedeutsam ist fiir
die Induktion und den Erhalt zelluldrer Adaptationsvorginge. Die transiente Erhoéhung
der Transkription miisste nicht direkt 1:1 in einem Genprodukt resultieren, weil die
Umsetzungsrate der Kinetik 1. Ordnung folgt, was bedeuten wiirde, dass die Verdnderungen
in der mRNA- oder Proteinexpression erst durch kumulativen Anstieg der Trainings-
induzierten transienten Erhohung bestimmter Gene, einschlieBlich der HO-1, nach

mehreren Wochen Training detektierbar wéren (Pilegaard et al., 2000).

Ein anderes vasoprotektives Protein, das in dieser Arbeit untersucht wurde, ist der
Bradykinin-2-Rezeptor. Es wurden zwei Subtypen des Bradykininrezeptors identifiziert,
der induzierbare Bradykinin-1-Rezeptor (Regoli ef al., 1981) und der konstitutiv
exprimierte Bradykinin-2-Rezeptor (Bhoola ef al, 1992). Das an beiden Rezeptoren
als Agonist wirksames Peptid ist das Bradykinin und zdhlt zu den wirkungsvollsten
Vasodilatatoren, da es die Freisetzung von drei vasodilatatorischen Mediatoren veranlasst:
NO, Prostazyklin und der endothelabhingige hyperpolarisierende Faktor (EDHF)
(Busse & Fleming, 2003). Die Aktivierung endothelialer Bradykinin-2-Rezeptoren fiihrt
durch Aktivierung der Phospholipase Cy zu einer transienten Tyrosin-Phosphorylierung,

gefolgt von einem Anstieg an Inositol 1,4,5-Triphosphat (IP,) und Diacylglycerol.
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Daraus resultiert eine erhohte Ca?*-Freisetzung und ein vermehrter Ca?*-Einstrom
(Adams et al., 1989), der zur Stimulation der eNOS fiihrt z.B. durch eine Hochregulation
der Transkription (Emanueli et al., 2004) oder durch eigene Freisetzung aus den
Caveoli (Feron & Balligand, 2006). Uberdies kommt es durch erhohtes intrazellulires
Ca*" zur Aktivierung der Ca’'-sensitiven Phospholipase A,, wodurch die Synthese
von Prostazyklin in Gang gesetzt wird (Martin & Wysolmerski, 1987). Ausgehend
von den beschriebenen vasoprotektiven Effekten einer BK-vermittelten Aktivierung
des Bradykinin-2-Rezeptors, sollte in dieser Arbeit untersucht werden, ob die durch
korperliches Training induzierte Erhohung der NO-Bioverfiigbarkeit riickkoppelnd auf
die Bradykinin-2-Rezeptor-Stimulation wirken wiirde.

In der Literatur gibt es nur wenige Hinweise, die eine Verbindung zwischen
korperlichem Training und dem Bradykinin-2-Rezeptor aufweisen. Beispielsweise konnte
gezeigt werden, dass die Aktivierung des Bradykinin-2-Rezeptors iiber Bradykinin
zu einer Erhohung der Glukoseaufnhahme in den Skelettmuskel wéhrend des
korperlichen Trainings fithrte (Dietze, 1982; Mayfield et al, 1996). Die
Bradykinin-induzierte =~ NO-Produktion  reguliert = vermutlich die  mitochondriale
Atmungskontrolle, um das Verhéltnis zwischen Sauerstoffverbrauch und der energetischen
Produktion zu optimieren (Shen et al., 1995). Auf diese Weise wird der myokardiale
und skelettomuskuldre Sauerstoffverbrauch reduziert (Poderoso et al., 1996). Gleichfalls
konnten Tierstudien zeigen, dass Kinine den Sauerstoffverbrauch iiber die endogene NO-
Produktion im Skelettmuskel (Shen et al., 1995) sowie im Herzmuskel (Zhang et al., 1997)
unterdriicken konnten. Dieser Effekt wurde entweder durch ACE-Hemmer imitiert oder
durch eine Bradykinin-2-Rezeptor-Hemmung verhindert (Zhang et al., 1997). In humanen
Studien wurde der Einfluss von BKR-2 Polymorphismen auf das korperliche Training
untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass vielmehr die Abwesenheit des -9 Allels, als
die Anwesenheit des +9 Allels, einer repetitiven 9 Basenpaarsequenz im Exon 1 des
BDKRB2-Gens, mit eciner effizienteren Muskelkontraktion und einer verbesserten
Ausdauerkapazitdt in Athleten assoziiert war (Saunders et al., 2006; Williams et al., 2004).
Das -9 Allel war dabei mit einer erhohten Bradykinin-2-Rezeptor-Aktivitdt verbunden
(Braun et al., 1996; Lung et al., 1997). In einer &dlteren Studie am Schwein wurde eine

auf Bradykiningabe verstirkte endothelabhidngige Vasodilatation der Arteriolen von
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trainierten Tieren verglichen mit untrainierten Tieren, detektiert (Parker er al., 1994).
Jedoch bezog sich der Grofiteil dieser Studien auf eine durch korperliches Training
induzierte  Bradykinin-abhidngige  Regulation des  Bradykinin-2-Rezeptors.  Die
durch gesteigerte NO-Level bedingte Aktivierung des Bradykinin-2-Rezeptors in
arteriellen Geweben wurde speziell nicht untersucht. Lediglich eine Arbeit deutete
darauf hin, dass die Stimulation von Endothelzellen durch Scherung, hypoosmotische
Stimulation und Membran-fluidisierende Substanzen zu einer erhohten Aktivitit des
Bradykinin-2-Rezeptors in Endothelzellen fithren wiirde (Chachisvilis ef al., 2006).
Der zugrunde liegende Signalweg wurde nicht aufgeschliisselt. Jedoch stimmten
die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit mit unpublizierten Daten aus dem
hiesigen Labor iberein, die sowohl in transgenen Maidusen mit endothelialer
eNOS-Uberexpression, als auch in PETN-gefiitterten Mziusen, keine verinderte
Expression des Bradykinin-2-Rezeptors in unterschiedlichen Geweben zeigen konnten
(O.Kocgirli, 2010). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die Aktivierung des

Bradykinin-2-Rezeptors nicht durch NO reguliert wird.

Dagegen war die Hochregulation des AT2-Rezeptors in der Mausaorta nach
korperlichem Training eine neue Beobachtung. In der vorliegenden Arbeit konnte in-vivo
nach beiden Trainingsarten eine erhohte Proteinexpression des AT2-Rezeptors gefunden
werden (s. 3.1.4.2 Abbildung 3.1.4.10). Ergebnisse von Adams et al. indizierten eine
Regulation des AT2-Rezeptors durch korperliches Training, da in der linken Mamaria Interna
von trainierten KHK-Patienten eine erhohte AT2-Rezeptor-mRNA-Expression nachgewiesen
werden konnte (Adams ef al., 2005). Eine weitere Studie zeigte im Ratten-Perfusionsmodell
die Wichtigkeit der Scherkraft hinsichtlich der Hochregulation der mRNA-Expression des
AT2-Rezeptors in glatten Muskelzellen der Mesenterialarterien (Lindstedt e al., 2009).
Gleichfalls konnte eine zellexperimentelle Studie in gescherten Endothelzellen
HUVECS) neben einer Herunterregulation des AT1-Rezeptors eine erhohte AT2-
Proteinexpression (Ramkhelawon ez al., 2009) nachweisen. Der Nachteil dieser in-vitro

Untersuchung ist allerdings, dass es die in-vivo Situation nicht vollstindig widerspiegelt.
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Wihrend in-vivo aufgrund der FlieBeigenschaft des Blutes eine stetig basale
Scherkraft vorherrscht, vergleichen die in-vitro-Daten, Effekte der gescherten
gegen ungescherte Zellen. Diese Situation, in dem keine Scherung vorhanden ist,
gibt es in-vivo physiologisch nicht. Die neue Beobachtung, dass die AT2-Rezeptor
Proteinexpression durch korperliches Training in-vivo hochreguliert wird, ldsst eine
NO-induzierte AT2-Rezeptor-Regulation vermuten und konnte zum multifaktoriellen
Mechanismus der vasoprotektiven Wirkung des korperlichen Trainings beitragen.
Um diese Hypothese zu bestdtigen, wurde die AT2-Rezeptor-Expression in transgenen
eNOS-defizienten (eNOS”-) Miusen (eNOS-KO-1: s. 2.2.5), die cinem freiwilligen
Training zugeteilt wurden, im Vergleich zu untrainierten eNOS”-Miusen bestimmt
(s. 3.1.4.5). Die Trainingseffizienz wurde iiber die Messung des Zuwachses an
Muskelmasse quantifiziert (s. 3.1.4.4 Tabelle 3.1.2). Da diese Tiere bereits im
untrainierten Zustand ein basal vergroBertes Herzgewicht aufwiesen (s. 3.1.4.4
Abbildung 3.1.4.14), konnte die Messung des relativen Herzgewichts als zuséatzliche
Bestimmungsgrofle nicht mehr herangezogen werden, da das Herz bereits an abnorme
Verhiltnisse adaptiert war. Die durchschnittliche Laufstrecke betrug ca. 5 km pro Tag
und wurde nédherungsweise von einer anderen Arbeitsgruppe ebenfalls beschrieben.
Jedoch konnte in dieser Arbeit nach acht Wochen freiwilligem Training eine
signifikante Zunahme des Herzgewichtes in den eNOS”-Miusen nachgewiesen
werden (Momken et al, 2004). Eine Erklarung fiir diese widerspriichlichen
Ergebnisse  konnte  im  unterschiedlichen  experimentellen  Prozedere  liegen.
So wurden diese Maiuse einer doppelten Interventionsdauer von acht Wochen Training

unterzogen.

Zur  Verifizierung des Einflusses einer verdnderten NO-Bioverfiigbarkeit auf
die Expression des AT2-Rezeptors, wurde die AT2-Rezeptor-Expression in den
trainierten eNOS”-Médusen im Vergleich zu den untrainierten Maiusen untersucht.
Die Ergebnisse zeigten, dass die Expression des AT2-Rezeptors unverdndert blieb
(s. 3.1.4.5 Abbildung 3.1.4.15), was vermuten lieB, dass der Stimulus fiir die
Hochregulation des AT2-Rezeptors durch das Ausschalten der eNOS weggefallen war.

190



DISKUSSION

Andere antioxidative Enzyme wie z.B. die Expression der ecSOD war in diesen
trainierten Tieren ebenfalls unverdndert geblieben (s. 3.1.4.5 Abbildung 3.1.4.16).
Dieser Befund stimmt mit bereits publizierten Daten {iberein (Fukai et al, 2000).
Um speziell die Hypothese zu untersuchen, iiber welchen Mechanismus der AT2-Rezeptor
giinstige vasoprotektive Effekte und im Besonderen welche funktionelle Bedeutung
die AT2-Rezeptor-Aktivierung durch korperliches Training auslost, wird weitere

mechanistische und funktionelle Untersuchungen erfordern.

4.2. Regulation des AT2-Rezeptors durch NO

Das Oktapeptid Angiotensin II bindet mit etwa gleicher Affinitdt an zwei Rezeptor
Subtypen, dem Angiotensin-1-Rezeptor und dem Angiotensin-2-Rezeptor. Diese
beiden G-Protein-gekoppelten  Rezeptoren sind bedeutsame Komponenten des
Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS), welches an der Pathophysiologie
von verschiedenen kardiovaskuliren und neuronalen Erkrankungen beteiligt ist.
Viele Studien wiesen darauf hin, dass der AT2-Rezeptor unter pathologisch

kardiovaskuldren Zustinden erhoht exprimiert wird (Hiyoshi et al, 2004).

Wiéhrend die biologischen Effekte des AT1-Rezeptors, wie Vasokonstriktion, Aldosteron-
Freisetzung, = Sympathikusstimulierung und Remodelling, gut untersucht sind
(Timmermans et al., 1992; Timmermans et al., 1993), ist die funktionelle Bedeutung
des AT2-Rezeptors nur unzureichend aufgekldrt. Zu den bislang beschriebenen Effekten
des AT2-Rezeptors zédhlen die antiproliferativen, apoptotischen, differenzierenden und
vasodilatatorischen Eigenschaften (Horiuchi, 1996). Bislang sind im Wesentlichen
drei Hauptwege der Signalkaskade beschrieben worden (Lemarie & Schiffrin, 2010):

1. Die Aktivierung von Protein Phosphatasen, welche eine Protein Dephosphory-

lierung verursachen.
2. Die Aktivierung des Bradykinin/NO-cGMP-Signalweges.
3. Die Stimulierung des Phospholipase A,-Rezeptors und nachfolgende Freisetzung der

Arachidonséure.
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Zahlreiche Ergebnisse erhdrten den Verdacht einer Beteiligung des AT2-Rezeptors
in der Regulierung des Gefdfitonus {iber seine vasodilatatorische Eigenschaft; nur wenige
Studien teilen diese Auffassung nicht (Schuijt er al., 1999; Touyz et al., 1999).
In-vivo und in-vitro Studien zufolge existiert eine Querverbindung zwischen dem
AT2-Rezeptor und dem Bradykinin-2-Rezeptor, dessen Aktivierung zu einer erhohten
NO-Produktion fiihrt. Zellexperimentelle Untersuchungen in vaskuldren Endothelzellen
zeigten eine erhohte NO-Produktion, verursacht durch eine tber ANGII-vermittelte
AT2-Rezeptor-Aktivierung (Wiemer et al, 1993). Diese AT2-Rezeptor-Aktivierung
fiihrte vermutlich zu einer Stimulierung des Bradykinin-2-Rezeptors und anschlieBend
eine liber NO-Freisetzung vermittelte Erhohung von ¢cGMP (Seyedi et al, 1995; Liu et
al., 1997; Tanaka et al., 1999a; Katada & Majima, 2002). Die Aktivierung des BKR-2
kann z.B. durch Bradykinin erfolgen. Dementsprechend konnte eine Arbeitsgruppe in
Rattenmesenterialarterien eine erhdhte Bradykininproduktion nach einer AT2-Rezeptor-
Aktivierung messen (Katada & Majima, 2002).

Diese Daten lassen vermuten, dass die Vasodilatation durch eine BK-vermittelte
Aktivierung des Bradykinin-2-Rezeptors bewirkt wird (Bergaya er al, 2004).
Eine weitere Studie hat gezeigt, dass die ANGII-vermittelte Aktivierung des AT2-
Rezeptors eine intrazellulire Azidose nach sich. Auf diesen Stimulus hin, wurde die
Bradykininproduktion durch Aktivierung der Kininogenasen angeregt. Freigesetztes
Bradykinin konnte somit an endotheliale BKR-2 binden, NO wurde freigesetzt und fiihrte
zu einer endothelabhidngigen Vasodilatation durch Aktivierung des NO-cGMP-Systems
(Tsutsumi et al., 1999). Allerdings war dieser Mechanismus, iiber den eine AT2-Rezeptor-
vermittelte Vasodilatation erfolgen sollte, schwierig nachzuvollziehen angesichts der
Beobachtung, dass in isolierten GefiBlen in Gegenwart eines ACE-Hemmers auf ANGII-
Gabe keine Vasodilatation erfolgt war und somit gegen die Anwesenheit von endogenem
Bradykinin sprechen wiirde (Danser ef al., 2000; Tom et al., 2001; Tom et al., 2002).
Viele Daten haben auf eine aktivierte Heterodimerisierung des AT2-Rezeptors mit dem
Bradykinin-2-Rezeptor hingedeutet. So hat sich beispielsweise in einer Studie erwiesen,
dass diese Heterodimerisierung eine Erhohung der NO- und cGMP-Produktion bewirkte

(Abadir et al., 2006).
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In der vorliegenden Arbeit wurde die Hypothese aufgestellt, dass NO selbst den AT2-
Rezeptor regulieren konne. Diese Vermutung wurde durch unterschiedliche experimentelle
Befunde abgesichert. Die Erhohung der NO-Bioverfiigbarkeit konnte mithilfe des
korperlichen Trainings ermoglicht werden und eine Hochregulation des AT2-Rezeptors
wurde in trainierten C57Bl/6-Miusen, jedoch nicht in eNOS’-Miusen nachgewiesen
(s. Abbildung 3.1.4.10 und s. Abbildung 3.1.4.15). Eine weitere Option zu
tberpriifen, ob der erhohte NO-Level die AT2-Rezeptor-Expression induzieren konnte,
wurde durch die Verwendung eines transgenen Tiermodells, die eNOS™-Maus, die
durch eine endotheliale Uberexpression der eNOS charakterisiert war, ermoglicht.
Dieses transgene Tiermodell exprimierte die eNOS in der Aorta 3,5-fach stirker als die
Kontrolltiere (Suvorava & Kojda, 2009), fithrte aber im Gegensatz zu einem anderen
beschriebenen eNOS™-iiberexprimierenden Mausmodell, nicht zu einer endothelialen
Dysfunktion (Ohashi et al., 1998). Die konfokale Bildgebung in der A. carotis hat erwiesen,
dass die eNOS tatsdchlich im Endothel tiberexprimiert wurde (Oppermann et al., 2011).
Mithilfe dieser eNOS™-Maus wurde gezeigt, dass der AT2-Rezeptor sowohl auf Protein-
(s. 3.2.1 Abbildung 3.2.1.1) als auch auf mRNA-Ebene (s. 3.2.1 Abbildung 3.2.1.2)
in der Aorta erhoht exprimiert wurde. Dagegen konnte sowohl auf mRNA- als auch auf
Proteinexpressionsebene keine verdnderte AT2-Rezeptor-Expression in der Lunge und
im Herzen festgestellt werden (s. 3.2.1 Abbildung 3.2.1.1 und 3.2.1.2). Zwar wurde im
Herzen eine leichte Erhohung des AT2-Rezeptors vorgefunden, jedoch war diese nicht
so stark ausgeprigt wie in der Aorta. Gleichfalls wurde in der Literatur auf die geringe

Expressionsstéirke des AT2-Rezeptors hingewiesen (Widdop e al, 2003).

Es ist vielfach beschrieben worden, dass die Aktivierung des AT2-Rezeptors einigen
Effekten, die tiber den AT1-Rezeptor vermittelt werden, entgegenwirkt. Daher sollte
in dieser Arbeit untersucht werden, ob sich die Expression des AT1-Rezeptors auf eine
verdnderte NO-Bioverfiligbarkeit hin, verdndern wiirde. Jedoch zeigten die Ergebnisse, dass
die ATI1-Rezeptor-Proteinexpression unveridndert blieb, so dass die Ratio des AT1-/AT2-

Rezeptors zugunsten des AT2-Rezeptors verschoben war (s. 3.2.1.4 Abbildung 3.2.1.4).
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Durch einen pharmakologischen knockout der eNOS mittels L-NAME-Behandlung
wurde sowohl in den eNOS™- als auch in den C57BL/6-Méiusen, im Vergleich mit
den nicht behandelten Tieren, der Effekt der Hochregulation des AT2-Rezeptors
aufgehoben. Uberdies war die AT2-Rezeptor-Proteinexpression in den behandelten
C57Bl/6-Médusen in der Aorta herunterreguliert, wihrend im Herzen und in der Lunge
keine Verdnderung eingetreten war (s. 3.2.1.3 Abbildung 3.2.1.3). Die dabei gewdhlte
L-NAME-Dosierung von 100 mg kg!' d!' (Kojda et al, 1999) war effektiv, da der
reduzierte systolische Blutdruck in eNOS™-Méusen durch die L-NAME Behandlung
zu einem systolischen Blutdruck von 140 mmHg fiihrte (Suvorava & Kojda, 2009).
Durch die Hemmung der NOS wurde die Hochregulation des AT2-Rezeptors
aufgehoben. Diese Daten lassen vermuten, dass der Effekt der Hochregulation
des AT2-Rezeptors durch eine gesteigerte NO-Bioverfiigbarkeit vermittelt wird.
Diese Beobachtung stimmte mit den Ergebnissen einer Arbeitsgruppe iiberein, die
zeigen konnten, dass in L-NAME behandelten C57Bl/6-Méusen die AT2-Rezeptor-
Expression verringert wurde, im Vergleich zu den unbehandelten C57Bl/6-Miusen
(Vongpatanasin et al., 2007).

In der vorliegenden Arbeit konnte ebenfalls in den Aorten von transgen negativen Médusen,
die fir zwei Wochen mit L-NAME gefiittert wurden, eine drastische Abnahme des
AT2-Rezeptor-Proteins im Vergleich mit den unbehandelten Tieren gefunden werden.
Umgekehrt konnte in Inkubationsversuchen von Aorten, die entweder mit CRP alleine
oder zusammen mit SNAP behandelt wurden, gezeigt werden, dass die CRP-induzierte
Reduktion des AT2-Rezeptors, durch den NO-Donor SNAP vermindert wurde, im
Vergleich zu Vehikel (Vongpatanasin ef al., 2007).

Einhergehend mit dem pharmakologischen #knockout der NOS mittels L-NAME
wurden zwei transgene Tiermodelle verwendet, die genetisch bedingt keine
funktionell aktive eNOS besitzen (Shesely et al, 1996; Godecke et al, 1998a).
Den Ergebnissen (s. 3.2.1.5 Abbildung 3.2.1.5) zufolge, haben diese Tiere jedoch eine
2-fach erhohte AT2-Rezeptor-Expression verglichen zu den Kontrollen, vermutlich als
Folge eines kompensatorischen Mechanismus.

In der Literatur gibt es hierzu bislang keine Hinweise. Lediglich Brede et al.

hatten gezeigt, dass in AT2-defizienten (AT2”)-Médusen die eNOS-Expression und
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einhergehend der kardiale cGMP-Spiegel im Herzen gegeniiber transgen negativen
Tieren bei einem experimentellen Myokardinfarkt vermindert war (Brede ef al., 2003).
Die funktionelle Bedeutung der AT2-Rezeptor-Aktivierung ist bislang noch nicht
vollstandig aufgeklédrt. Die Ergebnisse zu Blutdruckverdnderungen wurden in transgenen
Mausmodellen evaluiert und waren inhomogen beziiglich der beobachteten Effekte.
Beispielsweise konnte in einem transgenen AT2-Knockout-Mausmodell nachgewiesen
werden, dass die Disruption des AT2-Rezeptors zu einem erhohten Blutdruck und einer
erhohten  Sensitivitit auf die  ANGII-vermittelten = Druckverdnderungen fiihrte
(Ichiki et al., 1995). Jedoch haben Hein et al. in ithrem AT2-Knockout-Mausmodell
keine  Blutdruckverdnderungen  zeigen  konnen. Eine  Erkldrung fur  diese
unterschiedlichen Ergebnisse hinsichtlich des Blutdrucks koénnte im unterschiedlichen
genetischem Hintergrund des Mausstammes liegen (Hein ef al.,, 1995). Die bereits
beschriebenen funktionellen Effekte einer AT2-Rezeptor-Aktivierung sind die Vasodilatation
und der damit zu erwartende Blutdruckabfall.

Zahlreiche Studien belegten eine direkte {iber die AT2-Rezeptor-Aktivierung vermittelte
Vasorelaxation in verschiedenen Spezies. Beispielsweise wurde dies in renalen Arteriolen
(Arima et al., 1997; Endo et al., 1997; Endo et al., 1998) und Cerebralarterien von
Kaninchen, sowie in Rattenmesenterialarterien (Matrougui et al., 1999; Dimitropoulou et al.,
2001; Katada & Majima, 2002; Widdop et al., 2002) und in isolierten humanen koronaren
Mikroarterien (HCMA) (Batenburg et al., 2004) erwiesen.

Es existieren jedoch nur wenige Studien, die eine AT2-Rezeptor-vermittelte
Vasodilatation in isolierten Gefidllen von Maiusen beschreiben. In transgenen Méusen
mit einer Uberexpression des AT2-Rezeptors (AT2*) in vaskuldren glatten Muskelzellen
wurde eine Abnahme der durch ANGII-induzierten Blutdruckerh6hung gezeigt.
Im Gegensatz dazu fihrte die simultane Behandlung mit dem AT2-Rezeptor
Antagonisten PDI123319, L-NAME oder dem Bradykinin-2-Rezeptor Antagonisten
Icatibant zu einem erh6hten Blutdruck, der in den Kontrollmdusen dhnlich ausgeprédgt war
(Tsutsumi et al., 1999). Uberdies wurde in isolierten Aorten von AT2"-Miusen in

Gegenwart von PDI123319 eine 19,8%-ige Verstirkung der durch ANGII-vermittelten
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Vasokonstriktion beobachtet. Dagegen bewirkte die Entfernung des Endothels und
Vorbehandlung mit L-NAME oder Icatibant eine Aufhebung des ANGII-vermittelten
vaskuldren Effektes. Diese Daten lassen vermuten, dass der AT2-Rezeptor die
vasokonstriktorischen Eigenschaften des AT1-Rezeptors durch einen endothelabhingigen
Mechanismus antagonisiert. Wie bereits erwéhnt, postulierten die Autoren, dass
die AT2-Rezeptor-vermittelte Vasodilatation durch einen parakrinen Effekt des
Bradykinins bewirkt wurde, welcher zu einer Aktivierung endothelialer BKR-2 fiihrt und
folglich das NO-cGMP-System stimulierte (Tsutsumi ez al., 1999).

Auf der Basis dieser Daten wurde in der vorliegenden Arbeit versucht, die
funktionelle Bedeutung der NO-vermittelten AT2-Rezeptor-Aktivierung iiber eine
Vasodilatation der isolierten Aorten nachzuweisen (s. 3.2.1.6). Es wurde erwartet,
dass die isolierten Aorten der eNOS™-Miduse mit einer verstirkten Vasodilatation in
Gegenwart des ATI1-Blockers Telmisartan im Vergleich zu den transgen negativen
Geschwistertieren  reagierten.  Vorversuche mit den C57BL/6-Médusen  zeigten
jedoch nur einen marginalen vaskuldren Effekt auf die ANGII-Inkubation
und selbst nach Vorkontraktion mit Phenylephrin konnte nach ANGII-Gabe keine
Vasorelaxation beobachtet werden (s. 3.2.1.6 Abbildung 3.2.1.6.1). Die Gabe des AT2-
Rezeptor Agonisten CGP 42112A, bei gleichzeitiger Hemmung des AT1-Rezeptors,
zeigte ebenfalls keinen nachweislichen Effekt (s. 3.2.1.6 Abbildung 3.2.1.6.2).
Diese Beobachtungen stimmten iiberein mit einer Arbeit, in der gezeigt wurde, dass
isolierte C57Bl/6-Aorten ebenfalls nur marginal auf die ANGII-Gabe reagierten
(Russell & Watts, 2000). In Aorten, die mit Phenylephrin vorkontrahiert wurden,
konnte eine ANGII-induzierte Kontraktion von ca. 19% nachgewiesen werden. Die
Autoren erkldrten hierzu, dass die durch ATI-Rezeptoren-vermittelte Vasokonstriktion
durch aktivierte AT2-Rezeptoren vermindert wurde. Wurden jedoch die AT2-Rezeptoren
mit PD123319 (100 nM) gehemmt, konnte keine signifikante ANGII-induzierte
Vasokonstriktion beobachtet werden. Selbst die Stimulierung der Aorten mit dem
Aminopeptidasen abbauresistenten ANGII-Analogon [Sar']Angiotensin II, bewirkte in der
Mausaorta, im Gegensatz zu der Rattenaorta, keine messbare Kontraktion. Gleichfalls
konnte keine ANGII-vermittelte Vasorelaxation nach halbmaximaler Kontraktion mit

Phenylephrin beobachtet werden (Russell & Watts, 2000). Dagegen haben Organbadversuche
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mit isolierten Aorten von AT27-Méiusen (AT2-Rezeptor defiziente Méuse) eine verstirkte
vasokonstriktorische ~ Antwort auf ANGII im  Vergleich zu den transgen
negativen Tieren gezeigt (Akishita er al, 1999; Tanaka et al, 1999).
Diese Miuse unterscheiden sich aber im genetischen Hintergrund
(FVB/N und 129/SV), so dass vermutlich verschiedene Stamme unterschiedlich auf ANGII
reagieren.

Die direkte Stimulierung der isolierten Aorten mit dem AT2-Rezeptor Partialagonisten
CGP 42112A bewirkte keine Vasodilatation, was vermutlich in der sowohl
antagonistischen als auch agonistischen Eigenschaft dieser Substanz begriindet war.
Daher scheint diese Substanz zur funktionellen Untersuchung der AT2-Rezeptor-
Aktivierung nicht geeignet zu sein, um reproduzierbare Daten zu generieren (Li & Widdop,

2004; van de Wal et al., 2007).

Das Angiotensin-Konvertierungsenzym (ACE) ist eine weitere wichtige Komponente
des RAAS. Es konvertiert das durch Renin katalysierte Angiotensin I zu Angiotensin II,
welches an die Angiotensin II-Rezeptoren bindet. Es ist daher nicht verwunderlich,
dass die ACE in pathologischen Zustinden induziert wird, wie bei Hypoxie, koronare
Herzkrankheit und ventrikuldre Hypertrophie (King et al, 1989; Schunkert er al.,
1993; Diet et al., 1996). In der Arbeit von Hunley et al. wurde beschrieben, dass in
AT2-Miusen eine erhohte ACE-Aktivitit im Serum und in Geweben, z.B. in
Lungen-, Herz-, Nieren- und Testisgeweben vorlag. Eine erhohte ACE-Aktivitit
konnte auch durch pharmakologisches knockout des AT2-Rezeptors in-vivo und in-
vitro nachgewiesen werden. Diese Daten lassen vermuten, dass eine verminderte
AT2-Rezeptor-Expression die ACE induziert und daher tonisch inhibitorisch auf die
ACE wirkt (Hunley ez al., 2000).

Umgekehrt konnte in Ratten mit kardialer Hypertrophie (Weinberg et al., 1997) und
Myokardinfarkt (Schieffer et al.,, 1994; Liu et al, 1997) die pathologisch erhdhte
ACE-Aktivitit durch Hemmung des AT1-Rezeptors vermindert werden. Aufgrund
dieser Befunde wurde die Hypothese aufgestellt, dass in eNOS*™-Mdusen,
die  eine  Hochregulation @ des  AT2-Rezeptors  aufwiesen,  folglich  eine

verminderte =~ ACE-Aktivitdt als Ausdruck der erhohten AT2-Rezeptor-Aktivitit,
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im Vergleich zu den transgen negativen Tieren resultieren miisste. Diese
Vermutung konnte in Aortengeweben von eNOS™-Médusen verifiziert werden
(s. 3.2.1.7 Abbildung 3.2.1.7.1), jedoch nicht im Plasma (s. 3.2.1.7 Abbildung 3.2.1.7.3).
Die Messung der ACE-Aktivitdt sollte als funktionelles read out fiir eine verstirkte
AT2-Rezeptor-Aktivitdt dienen. Jedoch stellt sich hierbei die Problematik heraus,
dass der messbare Unterschied in den eNOS™-Mdusen nicht zwingend die Folge
einer verstirkten Aktivierung des AT2-Rezeptors sei, sondern moglicherweise
durch die erhohte NO-Bioverfiigbarkeit induziert wird.

Einige Studien haben beschrieben, dass der therapeutische Einsatz von ACE-Inhibitoren
neben dem blutdrucksenkenden Effekt weitere klinisch niitzliche Effekte aufwiesen.
So konnte in Ratten, die mit verschiedenen ACE-Inhibitoren gefiittert wurden, eine
erhohte eNOS-Expression und -Aktivitidt in der Aorta und kardialen Myozyten gefunden
werden (Bachetti et al,, 2001). In Myokardgeweben von Patienten, die vor einer
koronaren Bypassoperation bzw. einer Herztransplantation standen und entweder mit
Plazebo oder ACE-Hemmer behandelt wurden, konnten ebenfalls eine erhohte eNOS-
Expression und -Aktivitit gefunden werden (Morawietz et al., 2006). Gleichfalls
wurde in einer anderen Studie mit Typ 2 Diabetes Mellitus Patienten, die mit dem
ACE-Hemmer Perindopril behandelt wurden, signifikant verringerte Serum ADMA-
Spiegel (asymmetrisches Dimethylarginin) nachgewiesen werden (Ito er al., 2002).
Die Frage, ob NO an der ACE-Regulation beteiligt sei, wurde in einer zellexperimentellen
Arbeit untersucht. Im Wesentlichen konnte hierbei festgestellt werden, dass die
Scherkraft-induzierte Abnahme der ACE-Aktivitdit in Kaninchen-Aortenendothelzellen
nicht NO-abhidngig war. Unter statischen Bedingungen kam es zwar nach
18 h Inkubation mit 1 mM, nicht aber mit 0, mM L-NAME zu einer erhohten
ACE-Aktivitdt, die eine mogliche vorhandene NO-Abhidngigkeit bedeuten konnte.
Jedoch verdnderte sich die ACE-Aktivitdt nach Stimulierung mit den NO-Donatoren
DEA/NO und Sodium-Nitroprussid nicht. Uberdies wurde eine #hnlich verminderte
ACE-Aktivitit mit und ohne L-NAME-Behandlung nach 18 h Scherung beobachtet,
die vermutlich auf eine NO-unabhédngige Scherkraft-induzierte ~ACE-Regulation
hindeutete (Pertrini et al, 2003). Jedoch wurde in dieser beschriebenen Studie

die ACE-Aktivitdit nicht gleichzeitig auf die ACE-Proteinexpression in den
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unterschiedlichen experimentellen Ansédtzen standardisiert. Um zu unterscheiden, ob
die verminderte ACE-Aktivitit entweder eine Folge der erhohten NO-Bioverfiigbarkeit
war oder aus einer verstirkten Aktivierung des AT2-Rezeptors resultierte,
wurde die ACE-Aktivitit in zwei unterschiedlichen eNOS’-Mausstimmen gemessen
(s. 3.2.1.7 Abbildung 3.2.1.7.2), die beide erhoht das AT2-Protein exprimieren
(s. 3.2.1.5 Abbildung 3.2.1.5).

Anhand der Ergebnisse konnte bestdtigt werden, dass die verminderte ACE-
Aktivitit eine funktionelle Konsequenz der erhohten AT2-Rezeptor-Aktivitdt ist.
Die Tatsache, dass auch im Plasma der eNOS”-Miuse keine Verdnderung der ACE-
Aktivitdt beobachtet werden konnte (s. 3.2.1.7 Abbildung 3.2.1.7.3), ldsst vermuten,
dass fiir die Aktivierung der Signalkaskade die membranstindige ACE verantwortlich
war, deren Expression in vaskuldren Geweben groftenteils auf Endothelzellen beschrédnkt
war (Koumbadinga et al., 2010). Die ACE-Aktivitit wurde in den eNOS™-, eNOS"- und
in den eNOS”-Miusen auf die relative Expression des ACE-Proteins standardisiert.
Wiéhrend die ACE-Proteinexpression in den eNOS™- versus eNOS"-Méiusen
sich nicht verdnderte (s. 3.2.1.7 Abbildung 3.2.1.7.1), war sie deutlich erhoht
in den eNOS”-Miusen (s. 3.2.1.7 Abbildung 3.2.1.7.2) und bestitigt #hnliche
publizierte Daten, die eine erhohte ACE-Immunoreaktivitit in L-NAME gefiitterten

eNOS"-Midusen in koronaren Mikrogefilen nachgewiesen haben (Suda et al, 2002).

Zusammengefasst deuteten die in-vivo Ergebnisse der vorliegenden Arbeit auf eine NO-
abhiingige Hochregulation des AT2-Rezeptors, in den Endothelzellen, hin. Uber welchen
Signaltransduktionsweg NO diese Aktivierung vermittelt wird, konnte prelimindr an
zellexperimentellen Daten in  porvinen  Aortenendothelzellen  gezeigt  werden.
Zundchst wurde der in-vivo Befund einer NO-vermittelten Hochregulation des
AT2-Rezeptors, mit in-vitro Experimenten durch Verwendung von zwei verschiedenen
NO-Donatoren SNAP (s. 3.2.2 Abbildung 3.2.2.1) und DEA/NO (s. 3.2.2
Abbildung  3.2.2.2)  bestitigt. Um zu  iberprifen, ob der NO-cGMP-
Signaltransduktionsweg an der AT2-Rezeptor-Aktivierung beteiligt war, wurde die

l16sliche Guanylatzyklase (sGC) mit ODQ gehemmt. Die Hochregulation des AT2-
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Rezeptors konnte dadurch aufgehoben werden (s. 3.2.2 Abbildung 3.2.2.3).
Uberdies wurde gezeigt, dass durch die cGMP-abhingige PKG-Aktivierung mittels
Gabe des PDE-V-stabilen c¢GMP Analagons 8-pcpt-cGMP die AT2-Rezeptor-
Expression ebenfalls erhoht war (s. 3.2.2 Abbildung 3.2.2.4), so dass erste Hinweise
fuir die Aktivierung des NO-cGMP-Signalweges evaluiert werden konnten.
Zellexperimentellen Daten aus HUVECS zufolge, wurde durch Inkubation der Zellen
fir ein und drei Stunden mit dem NO-Donor SNAP die AT1-Rezeptor Proteinexpression
herunterreguliert (Ramkhelawon et al, 2009). Im Gegensatz dazu konnte in
der vorliegenden Arbeit keine verdnderte ATI1-Rezeptor Expression in PAECS
nach 3 h SNAP Inkubation vorgefunden werden (s. 3.2.2 Abbildung 3.2.2.6).
Welche Transkriptionsfaktoren fiir die NO-Signaliibertragung letztlich verantwortlich
sein konnten, wurden noch nicht vollstindig untersucht. Hinweise aus der Literatur
beleuchten die Rolle der Mitogen-aktivierten Protein Kinase (MAPK) in der AT2-
Rezeptor Signaltransduktion (Widdop et al., 2003). Beispielsweise konnten in glatten
Muskelzellen von Ratten gezeigt werden, dass durch die Stimulierung mit ANGII die
mRNA-Expression und -Proteinsynthese der Protein-Tyrosin-Phosphatasen induziert wurde,
welche selektiv die MAP Kinasen aktivierten. Ahnliche Daten wurden in ventrikuldren
Myozyten von adulten Ratten erhoben, in denen eine erhohte mRNA-Expression der
Mitogen-aktivierten Protein Kinase Phosphatasen-1 nachgewiesen wurde (Widdop
et al., 2003). Uberdies indizierten Ergebnisse aus glatten Muskelzellen (Fukai et al.,
2000), Jurkat T Zellen (Lander et al., 1996), humanen Neutrophilen (Browning et al.,
1999), humanen Fibroblasten (Browning et al, 2000), und Rattenmesangialzellen
(Huwiler & Pfeilschifter, 1999) eine NO-abhingige Induktion der p38 MAPK.
Es konnte weiter gezeigt werden, dass die Aktivierung der p38 MAPK iiber einen
cGMP-abhingigen Mechanismus in humanen Neutrophilen und 293 T Fibroblasten
vermittelt wurde.

Die Daten sprechen vermutlich fiir eine Beteiligung der p38 MAPK in der NO-cGMP-
Proteinkinase G-Signalkaskade (Fukai et al., 2000). Ausgehend von der Hypothese, dass
die NO-induzierte AT2-Rezeptor-Aktivierung iiber den NO-cGMP-PKG-Signalweg
vermittelt wird, wurde die relative Phosphorylierung der p38 MAPK-Expression
in PAECS nach DEA/NO Inkubation untersucht. Die Ergebnisse zeigten eine

200



DISKUSSION

signifikant erhohte Phosphorylierung der p38 MAPK (s. 3.2.2 Abbildung 3.2.2.5).
Wichtig wire es noch aufzukldren, wie Stickstoffmonoxid das Signal auf den AT2-
Rezeptor tibertragt. Dabei soll im Detail untersucht werden, ob NO die Aktivierung des
AT2-Rezeptors iiber eine verlidngerte Stabilisierung der mRNA oder iiber eine erhdhte
Transkriptionsrate vermittelt.

Die in der vorliegenden Arbeit erarbeiteten Ergebnisse konnten erste Hinweise
fir die Erklairung eines AT1-Rezeptor-Blocker-induzierten Angioddems liefern.
In der Arbeit von Campbell et al. konnten in hypertensiven Patienten u.a erhohte
BK- und ANGII-Spiegel unter  Losartan-Behandlung, einem  ATI1-Blocker,
gefunden werden. Die Autoren postulierten, dass aufgrund der reduzierten
Aktivitdit der ACE wund der neutralen Endopeptidase vermehrt Bradykinin anfiele,
das eventuell zu der Pathophysiologie der AT1-Rezeptor-Blocker-induzierten

Angioddeme beitragen konnte (Campbell e al., 2005).

Im Wesentlichen fithren diese neuen Beobachtungen zu der Hypothese, dass durch
die AT1-Rezeptor-Hemmung vermehrt gebildetes ANGII an den AT2-Rezeptor
binden wiirde und infolge der gesteigerten AT2-Rezeptor-Aktivitit die ACE gehemmt
wird, so dass vermehrt Bradykinin anfillt und somit zu der Entwicklung von

Angioddemen beitragen wiirde.

Die klinische Bedeutung einer AT2-Rezeptor-Aktivierung im Sinne therapeutisch
moglicher Indikationen fiir einen AT2-Rezeptor Agonisten wird kontrovers diskutiert.
Es wurden nicht nur niitzliche protektive Effekte einer AT2-Rezeptor-Aktivierung
beschrieben, sondern auch einige nachteilige Effekte. Beispielsweise konnte gezeigt

werden, dass unter bestimmten Umstinden eine  AT2-Rezeptor-Aktivierung

konzentrationsabhidngig zu einer Wachstumsinduktion, Fibrose und Hypertrophie fiihrte

(Levy, 2005; Reudelhuber, 2005).

Eine direkte Verbindung zwischen einer Beteiligung des AT2-Rezeptors an

den klinisch niitzlichen Effekten der ATI1-Rezeptor-Blocker konnte  bislang
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nicht auf die selbe Weise gezeigt werden, wie die Beteiligung des Bradykinins
an den Effekten einer ACE-Hemmung (Jones et al, 2008). Auf der Basis
der VALUE-Studie  (Valsartan  Antihypertensive  Long-term  Use  Evaluation)
initiierten Verma & Strauss (Verma & Strauss, 2004) eine immer noch fortlaufende
Debatte tiber das mogliche Risiko eines durch AT1-Rezeptor-Blocker-induzierten
Myokardinfarktes in Hochrisikopatienten. Straul & Hall postulierten, dass die
AT1-Rezeptor-Blocker  iiber eine  ANGII-vermittelte =~ AT2-Rezeptor-Stimulierung
zu dem Myokardinfarktrisiko  beitragen konnten (Strauss &  Hall, 2006).
Es wurden priklinische Daten erhoben, tiiber potentielle schidliche Effekte -einer
AT2-Rezeptor- Aktivierung (Strauss & Hall, 2006). Im Gegensatz dazu, zeigten die
Ergebnisse der kiirzlich erschienenen ONTARGET-Studie (Ongoing Telmistartan
Alone and in Combination With Ramipril Global Endpoint Trial), in der die Effekte von
Telmisartan in Kombination mit und ohne Ramipril oder Ramipril alleine in Hochrisiko
Diabetis Patienten evaluiert wurden, keinen Unterschied in der Inzidenz der priméren
Endpunkte wie kardiovaskuldrer Tod, Myokardinfarkt, Schlaganfall oder Herzinsuffizienz
in den verschiedenen randomisierten Gruppen (Jones ef al., 2008; Yusuf et al., 2008).
Ein funktioneller Nachweis einer AT2-Rezeptor-Aktivierung konnte in einer klinischen
Studie in é&lteren Frauen, die mit Candesartan behandelt wurden, nachgewiesen
werden. Hierbei wurde nach ANGII-Infusion und gleichzeitiger AT2-Rezeptor-
Blockade mittels PD123319, ein erhohter GefdBwiderstand im Unterarm festgestellt
(Phoon & Howes, 2002). Diese Daten lassen vermuten, dass der vasodilatatorische
Effekt die  funktionelle @ Konsequenz  einer = AT2-Rezeptor-Aktivierung  ist.
Es ist problematisch iibereinstimmende funktionelle Effekte einer AT2-Rezeptor-
Aktivierung in Tierstudien mit den wenigen klinischen Humanstudien direkt zu iibertragen.
Weiterhin sollte die Frage untersucht werden, ob und wie dieser neu beschriebene

positiver feed back Mechanismus gebremst werden kann.
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Abbildung 3.4.1.1: Schematisch dargestellter neuer Ansatz des Wirkmechanismus einer durch
NO-induzierten AT2-Rezeptor-Hochregulation, die in der Folge zu einer verminderten ACE-
Aktivitdt fuhrt. Dadurch liegen erhohte ANGII- und BK-Spiegel vor, die am AT2-Rezeptor bzw. am
Bradykinin-2-Rezeptor die eNOS stimulieren und iiber die sGC-vermittelte Aktivierung des NO-
cGMP-Weges eine Vasodilatation auslosen. AT,: Angiotensin-2-Rezeptor, ANGII: Angiotensin II;
B2: Bradykinin-2-Rezeptor; BK: Bradykinin; EC: Endothelzelle; SMC (smooth muscle cell): glatte
Muskelzellen; sGC: 16sliche Guanylatzyklase.

4.3. Einfluss von exogenen NO auf die Expression vasoprotektiver Enzyme

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit bestand darin, zu untersuchen, welche protektiven
Effekte durch eine Aktivierung des NO-cGMP-Signaltransduktionsweges bewirkt
wurden. Es sollte im FEinzelnen aufgekldart werden, ob die Expression antioxidativer

bzw. vasoprotektiver Proteine durch den NO-Donator PETN reguliert wurden.
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Die Behandlung der koronaren Herzkrankheit wird seit langer Zeit mit organischen
Nitraten, zu denen das schon aus dem Jahr 1879 stammende Glyzeroltrinitrat, (Murrel,
1879), sowie Isosorbid-2,5-dinitrat, Isosorbid-5-nitrat und Pentaerythrityltetranitrat zdhlen.
Sie wirken aufgrund der NO-induzierten Vasodilatation antianginds. Das bedeutet, dass
sie durch ihre bevorzugte venose Wirkung eine Senkung der Vorlast erzielen, wodurch eine
Reduktion der enddiastolischen Ventrikelfiillung erfolgt und damit der enddiastolische
Druck vermindert wird. Es resultiert insgesamt eine Abnahme der Volumenbelastung
zum Herzen und somit eine Reduktion des myokardialen Sauerstoffverbrauchs. Auf
diese Weise wirken sich bei der koronaren Herzkrankheit organische Nitrate giinstig
auf die gestorte Sauerstoftbilanz aus (Bassenge & Stuart, 1986).

An der antiangindsen Wirkung sind nicht nur die vendse Dilatation beteiligt,
sondern auch die Erweiterung von Koronargefilen mit groBerem Durchmesser,
welche wahrscheinlich zu einer Verbesserung des Sauerstoffangebotes fiihren.
Die bevorzugte vendse Dilatation liegt vermutlich in der Hemmung der Bioaktivierung
organischer Nitrate durch die endogene NO-Produktion, die in den Venen aufgrund der
geringeren Scherkréfte kleiner ist (Kojda er al.,, 1998c). Jedoch bewirken organische
Nitrate trotz Koronardilatation keine relevante Steigerung der Koronardurchblutung
(Winbury et al., 1971). Bei therapeutischer Dosierung findet kaum eine Erweiterung der
Widerstandsgefifle statt, so dass normalerweise keine Senkung des peripheren Widerstandes
und des Blutdrucks erfolgt (Oppermann et al., 2007).

Dariiber hinaus kommt es unter PETN nach experimentellen (Fink & Bassenge, 1997;
Miillenheim et a/.,2001) und klinischen (Jurt et al., 2001) Studien nicht zur Entwicklung
einer Nitrattoleranz in-vivo (Kojda er al., 1998a). Im Gegensatz dazu bewirkt hochdosiertes
Glyzeroltrinitrat eine Nitrattoleranz, die mit erhohtem vaskuldrem oxidativem Stress
einhergeht (Miinzel et al, 1995). Heutigen Erkenntnissen zufolge werden organische
Nitrate durch enzymatische Abspaltung von Nitratgruppen im Gewebe bioaktiviert. Dabei
nimmt der Stickstoff drei Elektronen auf und wird zu Stickstoffmonoxid reduziert (Bennett
et al., 1992; Chung & Fung, 1992;'). Allerdings besteht noch die Unsicherheit, ob wirklich
Stickstoffmonoxid das pharmakologische Wirkprinzip ist (Kleschyov er al, 2003;").
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Jedoch konnte in Ratten mit Spin-Trap Methode eine vaskuldre NO-Bildung
aus Glyzeroltrinitrat sowohl in vendsen als auch arteriellen GefiBen gefunden werden
(Miulsch et al, 1995;"). Als Zwischenprodukt der enzymatischen Bioaktivierung
von Glyzeroltrinitrat durch die mitochondriale  Aldehyd-Dehydrogenase  wurde
Nitrit - nicht aber Stickstoffmonoxid identifiziert (Chen er al., 2002;'). Die Aldehyd-
Dehydrogenase bioaktiviert ebenfalls PETN und sein Metabolit PETriN (Wenzel et
al., 2007a), nicht jedoch die Metaboliten PEDN (Pentaerythrityldinitrat) und PEMN
(Pentaerythritylmononitrat) sowie das ISMN (Isosorbid 5-mononitrat), das eine
weitere Substanz aus der Reihe der organischen Nitrate ist (Oppermann et al., 2009).
Es gibt Hinweise dafiir, dass PETN sowie seine Metaboliten Stickstoffmonoxid
in  Anwesenheit von  Cystein freisetzen konnen. Die  Cystein-abhidngige
Stickstoffmonoxidfreisetzung und die in-vitro-Vasodilatation korrelieren miteinander und
konnen als pD2-Werte berechnet werden (Kojda et al., 1998a; '). Die Frage,
ob nun PETN oder seine Metaboliten vasoaktiv wirken, wurde in einigen
Studien untersucht. So haben zundchst Blutplasmaanalysen gezeigt, dass weder
PETN noch PETriN (Pentaerythrityltrinitrat) im Blutplasma anwesend waren, was auf
einen first pass Effekt hindeutete (Weber et al., 1995). Es konnte daraufhin gezeigt
werden, dass nicht nur intragastrales PETN den Blutdruck in Aorten von anisthesierten
Kaninchen um 20% senkte, sondern auch PEDN nach intravendser Gabe ungefihr die
gleiche Wirkung erzielte. Diese Daten lassen vermuten, dass PEDN neben PETN ein
vasoaktiver Metabolit ist (Miillenheim e al., 2001;"). Ebenso wurde festgestellt, dass die
Plasmahalbwertszeiten nicht nur von PEDN, sondern auch von PEMN eng mit
der antianginosen Wirkdauer von PETN korrelierten (Weber er al., 1995;').
Insgesamt deuteten diese Daten darauf hin, dass fiir die therapeutische Wirksamkeit
von PETN die vaskulire NO-Bildung aus den Metaboliten PEDN und PEMN
erforderlich war (Oppermann et al., 2009).

In der vorliegenden Arbeit wurden die Méuse mit PETN Dosen von 6 bis 300 mg
PETN kg' Korpergewicht pro Tag gefiittert. Angina-Pectoris-Patienten erhielten eine
Dosierung von 3 x 80 mg pro Tag, also durchschnittlich etwa 3 mg kg' pro Tag.

Betrachtet man die Plasmakonzentrationen von Probanden die nach einer Einzelgabe
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von 100 mg PETN per oral, Plasmawerte von 79 ng ml! fir PEMN und 17 ng ml' fiir
PEDN aufwiesen (Weber ef al., 1995), so entsprechen die gefundenen Plasmawerte
in den Méusen von 167+105 ng ml' (PEMN) und 17,3£3,3 ng ml' bei einer
Einzelgabe von 6 mg kg'd!' den klinischen Bedingungen (Oppermann et al., 2009).
In vielen Studien konnten durch organische Nitrate wie PETN (Kojda ef al., 1995;
Hacker et al., 2001) oder ISMN-vermittelte (Muller et al., 2004) antiatherogene Effekte
im Kaninchen, nachweisbar durch eine Reduktion des Aorten-Plaques, eine verbesserte
endotheliale Funktion und eine Abnahme der vaskuldren Superoxidproduktion
beobachtet werden. Daher ist in dieser Arbeit auch untersucht worden, ob PETN
und die nachfolgende erhohte Bioaktivitdit von vaskuldirem Stickstoffmonoxid die
ecSOD-Expression hochregulieren kann.

Die Ergebnisse, die eine Erhohung der Expression (s. 3.2.3.1 Abbildung 3.2.3.1) und
Aktivitdt der mikrovaskuldren und makrovaskuldren ecSOD in-vivo (Oppermann et al.,
2009) demonstriert haben, fithrten zu der Hypothese, dass die erhohte NO-Bioverfiigbarkeit
die ecSOD-Expression regulieren wiirde und dass dieser Effekt zu den bereits seit
langem beschriebenen antioxidativen und antiatherosklerotischen Effekten von PETN
beitragen wiirde (Kojda et al., 1995;").

PETN vermag ebenfalls die endotheliale Dysfunktion und die LDL-Oxidation zu
hemmen, welche mit einer Hemmung der Superoxidbildung assoziiert sind (Hacker
et al., 2001). Jedoch ist unklar, ob unter pathologischen Zustinden diese Effekte
ebenfalls wirksam sind.

Betrachtet man die bereits erwdhnten Metabolisierungswege, scheint es wahrscheinlich
zu sein, dass die erhohte ecSOD-Proteinexpression nicht durch PETN selbst
hervorgerufen wird, sondern vielmehr durch NO, das aus den Metaboliten PEDN und
PEMN freigesetzt wird.

So konnte gezeigt werden, dass durch korperliches Training, wodurch ebenfalls die
NO-Bioverfiigbarkeit erhoht wird, neben einer Hochregulation der eNOS gleichzeitig
die ecSOD vermehrt exprimiert wird (Fukai ef al., 2000).

Jedoch konnten auch weitere Mechanismen an der Hochregulation der ecSOD-
Expression beteiligt sein. Zu nennen wéren andere NO/Superoxid-Interaktionen z.B. die

Unterdriickung von Thioredoxin-interagierenden Protein (Schulze et al., 2006;') oder die
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Hemmung der Plasma-vermittelten Stimulation der Superoxidanionen Produktion aus
den Neutrophilen (Siminiak et al., 1994;").

Eine Studie beschreibt die Moglichkeit einer posttranslationalen Modifikation als
Ursache fiir die Hochregulation der ecSOD-Expression in-vivo. Hierbei konnte eine
NO-induzierte Hemmung des Ubiquitin-Proteasom-Systems in den priméren kortikalen
Neuronen von Miusen nachgewiesen werden (Peng et al., 2007;").

Oftensichtlich bedarf es weiterer Untersuchungen, um neue mogliche NO-
abhingige Mechanismen zu finden bzw. die ersten Hinweise ndher zu studieren.
Zusammenfassend konnte man vermuten, dass die Hochregulation der ecSOD durch
PETN induziert wird, wodurch die Bioverfiigbarkeit von NO erhoht wird. Freies
Stickstoffmonoxid wiirde dann mit Superoxid schnell Peroxynitrit bilden, das als
starkes Oxidans zum vaskuldrem oxidativen Stress beitragen wiirde. Superoxid, das
schnell seine Toxizitét verliert, wiirde durch die SOD zu Wasserstoffperoxid verstoffwechselt,
von dem vermutet wird, das es die eNOS-Expression sowie -Aktivitit induziert (Drummond
et al., 2000;"). Die erhohte Aktivitit, sowie Expression der ecSOD, verringert Superoxid und
schiitzt gleichzeitig gebildetes Stickstoffmonoxid durch Erhohung der Wasserstoft-
peroxidkonzentration, wodurch die endotheliale =~ NO-Synthese  verstirkt  wird.
Diese Vermutung konnte zusidtzlich durch den Befund bestirkt werden, dass PETN auch
die eNOS in der Aorta von Miusen, die 6 und 60 mg kg' KG' PETN pro Tag erhielten,
hochregulierte (s. 3.2.3.2. Abbildung 3.2.3.2). Diese Daten stimmten mit Beobachtungen
aus einer Studie {berein, in der Ratten fiir vier Tage mit 10,5 pg kg'min' PETN
infundiert wurden und nachfolgend eine Hochregulation der eNOS in der Aorta
gefunden werden konnte (Wenzel ef al., 2007b).

Jedoch wurde keine Verdnderung der eNOS-Proteinexpression in den Herzen
und den Lungen der PETN-behandelten Maiuse nachgewiesen, im Gegensatz zu
der erhohten ecSOD-Expression in der Lunge (s. 3.2.3.1 Abbildung 3.2.3.1).
Man konnte nun spekulieren, dass die ecSOD von anderen Organen oder Geweben
produziert wird und durch Fortbewegung im Blutkreislauf in die Lunge gelangt.
Tatsdchlich wurden erhohte Konzentrationen der ecSOD im Plasma gemessen

(Oppermann ef al., 2009).
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Ein weiteres Enzym, das sich als ein NO-cGMP-induzierbares ,,Stress-Gen*
mit zytoprotektiven und antiatherogenen Funktionen herausstellte, ist die HO-1
(Maines, 1997; Polte et al., 2000; Polte et al., 2002).

Eine tierexperimentelle Studie hat erwiesen, dass PETN in der Aorta und im Herzen
von Ratten, die mRNA-Expression des antioxidativen HO-1 Enzyms heraufregulierte
(Wenzel et al., 2007b). Gleichfalls hat eine zellexperimentelle Studie eine PETriN-
(10-500 uM) vermittelte Erhohung der HO-1 mRNA- und Proteinlevel sowie HO-1-
Aktivitat gefunden (Oberle ef al., 2002).

Es wurde postuliert, dass die erhohte HO-1-Expression und die Bildung des
zytoprotektiven Bilirubins die antioxidativen (Oberle et al., 2002; Wenzel et al., 2007b)
und antiatherosklerotischen (Oberle ez al., 2002; Wenzel et al., 2007b; Schuhmacher
et al., 2010) Effekte von PETN erkldren konnte.

Die Untersuchung der HO-1 in den Herzen von PETN-behandelten Maéusen zeigte
aber keine Verdnderung der HO-1-Proteinexpression (s. 3.2.3.3 Abbildung 3.2.3.3).
Die Datenlage scheint kontrovers zu sein. Allerdings miisste man in Betracht
ziehen, dass die bisherigen Arbeiten zur Untersuchung der HO-1-Expression vom
experimentellen Design sehr unterschiedlich waren. Es wurden in-vivo Infusionen von
10,5 pg kg'min!' PETN verabreicht (Wenzel et al, 2007b), obwohl PETN nicht als
i.v Applikation zugelassen ist und die experimentelle Durchfiihrung den klinischen

Bedingungen somit nicht entsprach.

Das aus den organischen Nitraten bioaktivierte NO ist an physiologischen vaskuldren
Funktionen beteiligt und schiitzt die GefdBwand vermutlich vor vasotoxischen

Verbindungen  wie reaktive  Sauerstoffspezies (Gewaltig &  Kojda, 2002).

Der Grofteil der Effekte von NO werden in Blutgefilen durch die Aktivierung der 16slichen
Guanylatzyklase (sGC), die Generierung von cGMP, die Aktivierung der PKG und die
Phosphorylierung verschiedener zelluldrer Proteine, die die Kalziumhdmostase regulieren,

vermittelt (Ignarro et al., 1999).

208



DISKUSSION

In zellexperimentellen Studien konnte gezeigt werden, dass die Expression des
sGC-Proteins durch Stickstoffmonoxid vermindert wurde. Dies fithrte zu der
Hypothese, dass NO als Signalmolekiil die sGC-Expression im Sinne eines negativen
Riickkopplungsmechanismus regulieren wiirde (Filippov et al., 1997; Weber et al., 2001;%)
Um diese Hypothese in-vivo zu priifen, wurde in der vorliegenden Arbeit der Effekt
einer Langzeitbehandlung mit PETN auf die Expression der sGC-a- und f -Unter-
einheiten in Maiusen untersucht. Es konnte festgestellt werden, dass eine erhohte
NO-Bioverfiigbarkeit den  vaskuliren = NO-cGMP-Signalweg nicht beeinflusste.
Weder die Proteinexpression der beiden sGC-Untereinheiten (s. 3.2.4.1 Abbildung
3.2.4.1), noch die sGC-Aktivitit (s. 3.2.4.2 Abbildung 3.2.4.2) waren verindert.
Gleichfalls blieb die NO-induzierte Vasorelaxation (Oppermann et al., 2008) erhalten.
Die Daten stimmten iiberein mit tierexperimentellen Studien, die ebenfalls keinen
Stickstoffmonoxid-abhdngigen = Riickkopplungs-Mechanismus,  welche  die  sGC-
Expression in-vivo kontrolliert, nachweisen konnten. So zeigten Méuse mit einer eNOS-
Uberexpression keine Verminderung der sGC-Expression, sondern eine Reduktion
der basalen, unstimulierten sGC-Aktivitit um 50% und eine Verringerung der PKG-
Expression um 20% (Yamashita er al, 2000;?). Im Gegensatz dazu wurde in eNOS-
Knockout-Méusen keine verdnderte PKG-Aktivitit und sGC-Protein-Expression gefunden
(Hussain et al., 1999; Brandes et al, 2000;?). Durch pharmakologischen knockout
mittels einer dauerhaften Verabreichung von L-NAME an die Mause, konnte
gezeigt werden, dass die vaskulire sGC-Expression unbeeinflusst blieb. Dafiir
reagierten die Aorten auf den NO-Donator Natriumnitroprussid mit einer erhohten
cGMP-Empfindlichkeit (Miillershausen ez al., 2003;?).

Im Gegensatz zu den in-vivo erhobenen Daten sprechen die in-vitro Beobachtungen
fir einen  Stickstoffmonoxid-abhéngigen  Riickkopplungs-Mechanismus, der die
sGC-Expression reguliert. Beispielsweise reagieren arterielle glatte Muskelzellen
der Rattenlunge auf die Gabe von Lipopolysacchariden, die bekannt dafiir sind, die
Expression der induzierbaren NO-Synthase anzuregen bei gleichzeitiger Abnahme der sGC-
mRNA-Expression (Scott & Nakayama, 1998;?).

Eine drastische Reduktion der sGC-mRNA-Expression und -Aktivitit konnte auch in

eNOS-transfizierten Zellen gefunden werden (Schmidt ez al., 2001;?).
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Gleichfalls erfolgte nach Inkubation von Rattenaortenringen mit dem NO-Donator
SPER/NO, das eine NO-Freisetzungsrate von ca. 2 pmol I' min' hat, eine
verringerte Aktivitit und Proteinexpression der sGC (Weber et al., 2001;2).

Die Ursachen fiir die kontroverse Datenlage zwischen den in-vivo und den in-vitro
Ergebnissen (Francois & Kojda, 2004;%) konnten z.B. in den Unterschieden in der
vaskuldren NO-Bioverfiigbarkeit, im Zeitpunkt der Einwirkung und in der Aktivierung
moglicher Kompensationsmechanismen des NO-cGMP-Signalweges liegen. Beispiels-
weise wurde in sGC-a -Knockout-Mdusen eine komplette NO-abhidngige Vasodilatation
in den Aortenringen beobachtet, die iber ein sGC-o/B-Dimer vermittelt werden,
welches nur 6% der vaskuldren sGC darstellt, so dass man annehmen konnte, dass ein
GrofBiteil der NO-sensitiven sGC nicht fiir die Aktivitdit der c¢cGMP-Bildung benétigt
wurde (Mergia et al., 2006;%). Dariiber hinaus wurde iiber die Maoglichkeit
der  posttranslationen = Modifikation  diskutiert, die am  Effekt von NO
auf die Expression der sGC beteiligt sein konnte (Filippov et al., 1997;?). Hierbei konnte
eine verminderte Bindung des Proteins HuR, der sGC-mRNA-stabilisierenden Familie,
eine Rolle spielen (Kloss ef al., 2003;?).

Insgesamt  verdeutlichten  diese  Ergebnisse, dass die orale Therapie mit
langwirksamen Nitraten wie dem PETN den vaskuliren NO-cGMP-Signalweg
nicht  beeintrdchtigte. =~ Man  konnte anhand der in-vivo Daten  vermuten,
dass eine solche Hemmung der sGC-Expression durch NO erst bei {ibermiBligen NO-
Konzentrationen auftritt, die zum einen nicht den in-vivo Konzentrationen entsprechen
und zum anderen nicht durch extrem hohe Nitratdosen erreicht werden koénnen

(Oppermann et al., 2008).

aus 'Oppermann M.,...Dao VT. et al., 2009 und > Oppermann M., Dao VT. et al., 2008
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4.4. Effekte des korperlichen Trainings auf die Regulation vendser
vasoprotektiver Proteine

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit bestand darin zu untersuchen, ob korperliches Training
die Expression der eNOS und der ecSOD in venosen Geweben dhnlich verdndert wie
in arteriellen Geweben.

Nach bisherigen Erkenntnissen fiihrt korperliches Training zu einer Hochregulation der
arteriellen eNOS- und ecSOD-Expression. Diese Untersuchungen wurden vornehmlich
in grofBen Widerstandsgeféflen, beispielsweise in der Aorta oder in Koronararterien
durchgefiihrt. Einige Daten wiesen sogar darauf hin, dass die Trainings-induzierten
Effekte entlang des arteriellen GefidBBsystems unterschiedlich ausgeprigt waren
(Laughlin et al., 2003). Jedoch existieren bislang wenige Daten iiber die eNOS-
Expression und -Aktivitdit in Niedrigdruckgebieten wie z.B. in der Vena cava
oder in der Lungenzirkulation. Beispielsweise zeigte eine Arbeit in Schweinen,
dass nach einer Kurzzeitintervention von einer Woche korperlichen Trainings,
die eNOS-Expression in Pulmonalarterien erhoht war (Hellsten et al., 2007).
Eine andere Arbeit konnte nach einem Akuttraining dhnliche Ergebnisse in

Ratten aufweisen (Miyauchi et al., 2003).

Die in 3.3 dargestellten Ergebnisse fiihrten dagegen zu der neuen Beobachtung,
dass ein Langzeittraining in den vendsen Geweben, wie in der Lunge und in der
Vena cava, keine Verdnderung der eNOS- (s. 3.3.1 Abbildung 3.3.1.2) und der
ecSOD-Proteinexpression (s. 3.3.2 Abbildung 3.3.2.1) nach allen drei Trainingsmethoden,
hervorrief. Gleichfalls blieb die mRNA-Expression der eNOS in der Lunge nach dem
freiwilligen und dem erzwungenen Training im Gegensatz zu der Aorta unverdndert (s.
3.3.1 Abbildung 3.3.1.1). Es wurde bereits beschrieben, dass die Trainings-induzierte
Hochregulation der eNOS durch eine endothelspezifische Uberexpression der Katalase,
die Wasserstoffperoxid abbaut, vollstindig inhibiert wurde (Lauer er al., 2005).
Vermutlich spielt Wasserstoffperoxid eine bedeutsame Rolle in diesem Prozess.
Zum Mechanismus konnte gezeigt werden, dass die durch korperliches Training

erhohte Scherkraft die endotheliale NAD(P)H-Oxidase wund die nachfolgende
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Superoxidproduktion aktivierte (Laurindo et al., 1994).

Eine andere Studie in Menschen konnte in diesem Zusammenhang unterstiitzend zeigen,
dass korperliches Training zu einer Erhohung der zentrierten Sauerstoffradikale
im Plasma fiihrte (Ashton et al., 1998).

Es wurde auch festgestellt, dass korperliches Training eine gesteigerte ATP-Bildung
in der Skelett- und der Myokardmuskulatur bewirkte, und wéhrenddessen das
Coenzym Q Radikal sein ungepaartes Elektron auf das molekulare Sauerstoff iibertrug.
Auf diese Weise konnte Superoxid entstehen (Finkel & Holbrook, 2000). Im
Gegensatz zum  Superoxid selbst kann das ungeladene  Wasserstoffperoxid,
das durch nicht endotheliales Superoxid tber die SODs generiert wird,
die Endothelzellen durch Diffusion erreichen.

Zu diesem Aspekt konnte bereits gezeigt werden, dass die Cu/ZnSOD-Expression
durch die Scherkraft getriggert (Inoue et al,, 1996) und die ecSOD-Expression in
trainierten Madusen hochreguliert wurde (Fukai er al.,, 1998; Fukai er al., 2000).
Diese Daten lassen vermuten, dass korperliches Training zu einem erhohten steady
state Level von Wasserstoffperoxid fiihrt, das auf diese Weise am Mechanismus der
Trainings-induzierten eNOS-Hochexpression beitréagt.

Aufgrund dieser Datenlage wurde in der vorliegenden Arbeit gewebespezifisch die
Katalase-Expression und -Aktivitdit gemessen. Die Ergebnisse zeigten eine massive
Hochregulation der Katalase in vendsen Geweben wie der Vena cava und der
Lunge im Vergleich zu der Aorta (s. 3.3.3 Abbildung 3.3.3.1). Die =zusétzliche
Behandlung der C57Bl/6-Mduse mit dem Katalase-Inhibitor Aminotriazol vor und
wihrend des freiwilligen Trainings resultierte in einer Hochregulation der eNOS-
(s. 3.3.5.2 Abbildung 3.3.5.2) und der ecSOD-Expression (s. 3.3.5.3 Abbildung 3.3.5.3)
in der Vena cava und in der Lunge. Diese Daten unterstiitzen den Verdacht, dass die
Katalase eine wichtige Rolle bei der Trainings-induzierten Hochregulation der eNOS
in vendsen Geweben spielt.

Ein Hinweis fiir diese Hypothese wurde bereits in einer Arbeit verdffentlich, die
gezeigt hat, dass Miduse mit endothelspezifisch iiberexprimierter Katalase nach einem
Belastungstraining keine Trainings-induzierte Hochregulation der eNOS in der Aorta

aufwiesen. Die Hemmung der Katalase durch Aminotriazol fithrte wiederum zu einer
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gesteigerten Trainings-induzierten eNOS-Expression in der Aorta (Lauer ef al., 2005).
Die hierbei gewihlte Dosierung von 666 mg kg' Aminotriazol war effektiv, was durch
eine Korrektur des erniedrigten Blutdrucks in den Katalase iiberexprimierenden M&usen
auf den Normwert belegt werden konnte (Suvorava et al., 2005). Diese Daten stimmten
tiberein mit denen der vorliegenden Arbeit, die gezeigt haben, dass weder in der Aorta
noch in der Lunge von trainierten Cat™*-Mdusen eine Trainings-induzierte Verdnderung der

eNOS- sowie der ecSOD-Expression erzielt werden konnte (s. 3.3.4 Abbildung 3.3.4.1).

Dariiber hinaus wurde in einer in-vitro Studie beschrieben, dass Aminotriazol
eine irreversible Hemmung der humanen Katalase-Aktivitdit in Erythrozyten in

Gegenwart einer konstanten Wasserstoffperoxidquelle hervorrief (Ou & Wolff, 1993).

Eine weitere neue Beobachtung, die aus der vorliegenden Studie hervorging, war die
gesteigerte  eNOS-Aktivitit tiber Messung einer erhohten eNOS-Phosphorylierung an
Ser''” in der Vena cava und in der Lunge, das als Schitzwert fiir die Scherkraft
verwendet wird. Die Scherkraft wird als eines der wichtigsten Mediatoren der Trainings-
induzierten Hochregulation der eNOS-Expression angesehen (Uematsu et al., 1995). Die
Blutflussgeschwindigkeit, die stark mit dem AusmaBl der Scherkraft zusammenhéangt,
verhélt sich jedoch unterschiedlich entlang des Gefdlbaumes. Wéhrend die Scherkraft
in der Aorta am grof3ten ist und zu den Arteriolen kleiner wird, ist sie am kleinsten in den
Venen. Wie die Ergebnisse in 3.3.1 demonstrierten, konnte dennoch eine gesteigerte
Ser"”” -Phosphorylierung der eNOS in der Vena cava und in der Lunge nach korperlichem
Training gefunden werden (s. Abbildung 3.3.1.4). Diese Daten deuteten darauf hin, dass in
den vendsen Geweben eine vermehrte Trainings-induzierte Scherkraft vorherrscht, dieses
Scherkraft-Signal aber nicht ausreichte, um die eNOS-Expression zu steigern. Eine erhohte
eNOS-mRNA- und Proteinexpression in arteriellen Geweben in-vivo ist verbunden mit
einer gesteigerten eNOS-Aktivitdt. Dies wurde bereits in humanen und tierexperimentellen
Studien gezeigt, beispielsweise die vermehrte Entstehung von vaskuldren cGMP
(Kojda et al., 2001) und ein erhohter koronarer Blutfluss (Hambrecht er al., 2000).
In der vorliegenden Arbeit wurde die eNOS-Aktivitidt durch Messung der ecSOD-Expression
detektiert (Fukai ef al., 2000).

213



DISKUSSION

Im Gegensatz zu der Aorta und dem Herzen wurde in der Vena cava und in der
Lunge keine Hochregulation der ecSOD nach korperlichem Training vorgefunden.
Dies konnte den Anschein erwecken, dass die vendsen glatten Muskelzellen weniger
empfindlich auf den Stimulus zur Hochregulation der ecSOD-Expression reagierten.
Jedoch wurde bereits nachgewiesen, dass die Lunge sehr wohl in der Lage war
die ecSOD in nicht trainierten transgenen eNOS™-Médusen, auf die verdnderte
NO-Bioverfiigbarkeit hin, erhéht zu exprimieren (Oppermann et al, 2009).
Zusammengefasst zeigten die Ergebnisse, dass in den vendsen Geweben die Trainings-
induzierte Hochregulation der eNOS-Expression nach erfolgter Hemmung der Katalase-

Aktivitdt die ecSOD-Expression initiiert wurde.

Das Fehlen einer Trainings-induzierten Hochregulation der eNOS konnte mithilfe
zweier Trainingsprotokolle beobachtet werden. Es wurde bereits beschrieben, dass das
erzwungene Training als eine Kurzzeitintervention bei hoher Geschwindigkeit effizienter
war als ein Ausdauertraining, das durch die Aktivierung von Adaptationsvorginge
im  Skelettmuskel indiziert wurde (Gibala et al, 2006; Gibala, 2009).
Die Verdnderungen im Skelettmuskel wurden anhand der gesteigerten Citratsynthase
wiederholt, als Ausdruck eines vermehrten Energieverbrauchs, reproduziert (Suvorava
et al., 2004). Jedoch konnten keine Verdnderungen nach einem freiwilligen Training
beobachtet werden (s. 3.1.1 Abbildung 3.1.1.2). Das Fehlen einer gesteigerten
Citratsynthase-Aktivitdt beim freiwilligen Training wurde in anderen Studien ebenfalls
beobachtet (Noble ez al., 1999). Dafiir belegten der Zuwachs an myokardialer Muskel-
masse und der Skelettmuskulatur, sowie die gesamte Laufdistanz, eine ausreichende
Trainingseffizienz. Trotz dieser Trainingsunterschiede hatten beide Trainingsprotokolle
keine unterschiedlichen Auswirkungen auf die vendse Expression der eNOS und der
ecSOD.

Zusammenfassend konnten diese neuen Erkenntnisse hilfreich sein zu erkldren, warum
pulmonale Rehabilitationsprogramme die Lungenmechanik und den Gasaustausch nicht
verbessern, obwohl korperliches Training arterielle Funktionen verbessert, z.B. die
endothelabhéngige Vasodilatation und Organperfusion (Casaburi & ZuWallack, 2009;
Hambrecht ez al., 2000).
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Betrachtet man die Bedeutsamkeit der Lungenperfusion fiir die Arterialisierung
des Blutes, miisste theoretisch korperliches Training iiber eine Hochregulation der
eNOS den Gasaustausch in der Lunge verbessern. Uberdies wurde beschrieben, dass
extremes korperliches Training zu einer Schiddigung der Blut-Gas-Schranke iiber eine
drastische Erhhung des transmuralen Druckes, fiithrt (West, 2009).

Daher konnte eine Hochregulation der  eNOS den transmuralen Druck in den
Lungengefilen, sowie die Scherkraft-induzierte endothelabhingige Vasodilatation
reduzieren und somit protektiv auf die Blut-Gas-Schranke wirken (West, 2009).
Den Daten zufolge wire es moglich, eine Trainings-induzierte Hochregulation der
eNOS in den Lungengefilen durch therapeutische Hemmung der Katalase zu erzielen.
Studien haben gezeigt, dass ungefihr nur die Hélfte der Patienten mit Akatalesemia,
also eine reduzierte Menge an Katalase, milde Symptome entwickelten. Der Vergleich
dieser Patienten mit ihren gesunden Verwandten ergab, neben des erhohten Risikos
einer Diabetis mellitus und einer Atherosklerose, keine Verdnderungen in der

Lebenserwartungsdauer (Goth ef al., 2004).
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Abbildung 3.4.1.1: Schematische Darstellung der Signalwege die an einer Trainings-induzierten
Hochregulation vasoprotektiver Proteine beteiligt sind. Korperliches Training fiihrt zu einer
Hochregulation der eNOS-Expression iiber zwei Wege: 1. iiber die erhohte Scherkraft-induzierte
Aktivierung der c-Src. 2. iiber die gesteigerte SOD-Aktivitit infolge des vermehrten oxidativen
Stresses, so dass vermehrt H,0, gebildet wird, welches vermutlich ebenfalls die eNOS-Expression
induziert. Die mit der gesteigerten eNOS-Expression verbundene erhohte NO-Bioverfiigbarkeit
tragt vermutlich an der Hochregulation der ecSOD- und des AT2-Rezeptor-Expression bei. Eine
erhohte Katalase-Aktivitit in vendsen Geweben, sowie eine endotheliale Uberexpression der
Katalase verhindert die Hochregulation der eNOS. SOD: Superoxiddismutase, AT2-R: Angiotensin-
2-Rezeptor, ecSOD: extrazellulire Superoxiddismutase, eNOS: endotheliale NO-Synthase.
(Modifiziert nach Suvorava et al. ; Biochim Biophys Acta.2009).
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4.5. Transgenes Mausmodell mit endothelialer Uberexpression des
Bradykinin-2-Rezeptors

Die Etablierung eines transgenen Mausmodells mit einer endothelspezifischen
Uberexpression des Bradykinin-2-Rezeptors sollte dazu dienen, den molekularen
Mechanismus einer Bradykinin-2-Rezeptor-Aktivierung und seine Bedeutung auf
die kardiovaskuldre Funktion zu untersuchen. Diese Studie soll aufkliren, ob eine
endogene Aktivierung des Bradykinin-2-Rezeptors zu einer Vasoprotektion beitrdgt oder
kardiovaskuldre Verdnderungen, die einhergehen mit kardiovaskuldren Erkrankungen,
beispielsweise = koronare = Herzkrankheit, = Bluthochdruck und  Herzinsuffizienz,
verhindern oder zumindest vermindert. Mit Hilfe dieses Mausmodells liee sich die
Bedeutung des therapeutischen Einsatzes von Bradykinin-2-Rezeptor Agonisten zur

Behandlung kardiovaskuldrer Erkrankungen studieren.

In den letzten 10 Jahren sind immer mehr Hinweise dafiir erarbeitet worden, dass bei diesen
kardiovaskuldren Verdnderungen der Mediator Stickstoffmonoxid (NO) eine wichtige
Rolle spielt (Zeiher et al., 1993; Moncada, 1997; Kojda et al., 1998b; Kojda et al., 1999).
Seit mehreren Jahren ist bekannt, dass verschiedene Erkrankungen wie koronare
Herzkrankheit, Diabetes mellitus, essentielle Hypertonie und verschiedene Formen
von Herzinsuffizienz mit einem relativen Mangel an bioaktivem Stickstoffmonoxid in
der arteriellen GefiBwand verbunden sind. Bei allen o.g. Erkrankungen kann man eine
endotheliale Dysfunktion, das heiflt eine verminderte oder sogar ausbleibende iiber
NO-vermittelte vasorelaxierende Wirkung nachweisen. Ein bedeutsamer NO-Mediator
ist das bereits erwdhnte Oligopeptid Bradykinin, welches zu den wirkungsvollsten
Vasodilatatoren z#dhlt, dessen vasodilatatorischer Effekt auf der Freisetzung von
vasoaktiven NO, Prostazyklin (PGI,) und endothelabhéngiger relaxierender Faktor, dem

EDHF, beruht (Busse & Fleming, 2003).

Viele Studien haben bereits gezeigt, dass Bradykinin periphere und koronare Gefille
erweitert, den arteriellen Blutdruck in normotensiven Tieren senkt und antithrombotische,

antiproliferative und antifibrotische Effekte auslost (Ellis ef al., 1987; Bhoola et al., 1992;
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Hall & Guest, 1992; Groves et al., 1995; Duchene et al., 2002; Marceau & Regoli, 2004).
Jedoch ist die Datenlage zur funktionellen Bedeutung der BKR-2-Aktivierung in vivo
kontrovers. Hierzu bestehen tierexperimentelle Daten aus transgenen M4iusen, solche mit
einer unspezifischen Uberexpression des BKR-2 und solche mit funktionell inaktivem
BKR-2. Von diesen BKR-2-Knockout-Méusen existieren zwei unterschiedliche Stdmme.
In einem BKR-2-Knockout-Stamm wurde eine Blutdruckerhohung beobachtet und
gefolgert, dass der BKR-2 eine bedeutsame Rolle in der physiologischen Blutdruck-
regulation spielt (Alfie et al,, 1996; Madeddu et al., 1997). Im Gegensatz dazu konnte
in dem anderen BKR-2-Knockout-Stamm diese Beobachtung nicht bestétigt werden
(Milia et al., 2001). Uberdies wurde beschrieben, dass endogene Kinine natriuretisch
und diuretisch wirken, unterstiitzt durch FErgebnisse aus BKR-2-Knockout-Miusen,
die durch eine erhohte Salzzufuhr einen Bluthochdruck entwickelten (Alfie et al.,
1996, Madeddu et al., 1997). Jedoch konnte auch dieser Befund in dem anderen
BKR-2-Knockout-Stamm  nicht  reproduziert werden (Milia et al, 2001).

Die Ergebnisse in den BKR-2-Knockout-Méausen verdeutlichten die Diskrepanz hinsichtlich
des kardiovaskuldren Phenotyps und bestétigten nicht vollstindig die erhobenen Daten aus
akuten Tierversuchen. Diese haben beispielsweise gezeigt, dass nach exogener Gabe von
hohen Dosen Bradykinin die kardioprotektiven Effekte des ischdmischen Preconditioning
verbessert waren (Giannella er al., 1997), die Grofe des Infarktgebietes reduziert war
(Zhu et al, 1995; Leesar et al, 1999) und das Kardiomyozytenwachstums
gehemmt wurde (Ritchie et al., 1998; Maestri et al., 2003).

Dagegen waren transgene Miuse mit einer unspezifischen Uberexpression des Bradykinin-
2-Rezeptors im Vergleich zu ihren transgen negativen Geschwistertieren hypotensiv (Wang
et al., 1997). Jedoch erfolgte in den BKR-2""-Miusen eine Blutdrucksenkung erst nach
16 ng Bradykinininfusion, wihrend in den Kontrolltieren eine Bradykinin-
Plasmakonzentration von 24 uM erforderlich war, dies entspricht etwa 25 ng i.v bolus,
um eine vergleichbare Blutdrucksenkung zu erreichen. Im Gegensatz dazu zeigten in-
vivo Versuche mit humanen Arterien eine endothelabhéngige Relaxation bereits bei

1000-fach erniedrigten Bradykininkonzentrationen (O'Kane et al., 1994). Gleichfalls
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wurde in in-vitro-Versuchen mit porvinen kleinen Koronararterien eine endothelabhidngige
Vasodilatation  bei einer 30 nmolaren  Bradykininkonzentration  beobachtet.
Daher ist das Modell einer spezifischen Uberexpression des BKR-2 im Endothel
niitzlich, um zu untersuchen, ob eine genetische oder pharmakologische Aktivierung
der endothelialen Bradykinin-2-Rezeptor Signalkaskade zu kardioprotektiven Effekten
beitrdgt und durch welchen Weg diese signalisiert werden, beispielsweise tiiber den
eNOS-, oder den Prostazyklin-Weg.

Die ersten funktionellen Versuche in Tieren der Fo Generation zeigten, entgegen der
allgemeinen Erwartung, eine auf Bradykinineinwirkung erfolgte Vasokonstriktion
statt einer endothelabhidngigen Vasodilatation (s. 3.4 Abbildung 3.4.16). Wie bereits
erwdhnt, wurde in vielen Studien in unterschiedlichen Spezies auf Bradykiningabe
eine endothelabhidngige Vasodilatation beobachtet.

Lediglich eine kiirzlich erschienene Studie konnte in abdominaler C57Bl/6-Mausaorta
eine Vasokonstriktion auf Bradykinin nachweisen (Felipe et al., 2007). Andere Studien
konnten diesen Befund in humanen Umbilikalarterien zeigen (Radenkovic et al., 2007).
Prelimindre Daten aus Organbadversuchen mit isolierten Aorten der beiden
einzigen transgen positiven BKR-2""-Miduse (Fo) zeigten eine signifikant verstirkte
Vasokonstriktion auf Bradykinin im Vergleich zu den BKR-2"-M4iusen, die durch Zugabe
des Bradykinin-2-Rezeptor Antagonisten Icatibant aufgehoben wurde. Wurden diese
Ergebnisse vergleichend mit C57Bl/6-Kontrollmédusen ausgewertet, blieb die verstirkte
Bradykinin-induzierte Vasokonstriktion in den BKR-2""-Miusen (Fo) weiterhin erhalten
(Daten nicht veroftentlicht).

Uberdies hob sich eine weitere Besonderheit hinsichtlich der Generierung der Miuse
hervor, die die Etablierung einer transgenen Linie bislang verhinderte. Zum einen wurden
verhéltnismaBig sehr wenige Nachkommen, im Schnitt fiinf Méuse, geboren. Nach
vier Mikroinjektionen wurden insgesamt lediglich 18 Maiuse geboren, von denen drei
transgen positiv waren. Die Wahrscheinlichkeit, nach einer Mikroinjektion transgene
Maiuse zu erhalten, betrdgt ca. 25%, so dass die drei transgen positiven noch im
Normalbereich liegen. Jedoch ist die Zahl der geborenen Nachkommen deutlich
weniger als durchschnittlich, im Mittel sollten es zwischen 7-10 Nachkommen sein.

Zum anderen konnte nach mehrmaliger Verpaarung der drei transgen positiven Méusen,
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von insgesamt 62 Nachkommen der F -Generation, wobei pro Wurf 4-5 Nachkommen
geboren wurden, kein einziges transgen positives Tier nachgewiesen werden.
Hieraus ergeben sich verschiedene Problemstellungen. Zum einen betrifft es die Art
des Konstruktes.

Das Tie-2-BDKR2-Enhancer Konstrukt ist um die 15 Kb grofl und damit verhéltnisméBig
grof. Jedoch wurden auch andere sehr grofe Tie-2-gesteuerte Konstrukte mit eNOS
und der Katalase erfolgreich ins Genom integriert (Lauer & Kojda, 2001). Man kann
dennoch nicht ausschliefen, dass es auch schwierige Sequenzen gibt, die nicht ins
Genom integriert werden. Allerdings existiert eine Arbeit, in dem ebenfalls der humane
Bradykinin-2-Rezeptor, jedoch unspezifisch, tiberexprimiert wurde (Wang et al., 1997).
Dem experimentellen Prozedere zufolge konnten von 65 Tieren nur zwei transgene
Linien etabliert werden, so dass scheinbar eine hohe Anzahl an F-Tieren erforderlich war.
Uber die Zahl der Nachkommen pro Wurf wurde nichts beschrieben, so dass kein
direkter Vergleich zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit erhoben werden konnte.
Zum anderen konnte man spekulieren, dass die Einschleusung des Transgens ins Endothel
mit Entwicklungsstorungen fiir den Foetus einherginge und ein Uberleben der transgen
positiven Tiere verhindern wiirde. Hinweise fiir einen moglichen embryotoxischen Effekt,
ausgelost durch eine Uberexpression des Bradykinin-2-Rezeptors ausschlieBlich im
Endothel, wurde bislang in der Literatur nicht beschrieben. Es bedarf hierzu weiterer
entwicklungsbiologischer Untersuchungen, um diese Frage aufzukldren. Betrachtet man
das Expressionsmuster der bereits vorhandenen ubiquitdr {iberexprimierenden BKR-
2-Maus, so wird deutlich, dass die BKR-2 Uberexpression in der Aorta und im Herzen
verglichen zur Prostata oder zur Niere drastisch gering ist, was darauf hindeutet, dass der
BKR-2 im Endothel normalerweise nicht stark liberexprimiert wird (Wang et al., 1997).
Schlieflich konnten in 11 der F, -Miduse das Transgen nachgewiesen werden. Diese
Miuse werden momentan fiir die Zucht zur Etablierung der BKR-2*"-Linie verwendet

(s. 3.4 Abbildung 3.4.14).
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Es ist bekannt, dass der Aktivierung des BKR-2 nicht nur die bereits erwéhnten protektiven
Eigenschaften zugeschrieben werden. Die Aktivierung des BKR-2 fiihrt zu verschiedenen
physiologischen und pathologischen Prozessen, so auch u.a zu einer Vasodilatation
von  Widerstandsgefien, kapillaren  Hyperpermeabilititssteigerung und ~ Odemen

(Braun et al., 1996).

Der Effekt von Bradykinin auf die vaskuldre Permeabilitdt konnte bereits durch
gezielte Disruption des Cl-Esterasehemmers (C1-INH) (Han ef al, 2002) gezeigt
werden. Uberdies wurde eine BK-induzierte konzentrationsabhingige Steigerung der
Permeabilitdt boviner Aortenendothelzellen (Farmer et al., 2001) und boviner pulmonaler
Arterienendothelzellen gefunden (Schaeffer, Jr. er al.,, 1993). Diese in-vitro Ergebnisse
stechen im Einklang mit den in-vivo erhobenen Daten, die den Effekt von Kinin auf die
Plasma-Extravasation erwiesen haben (Fantone ef al.,1980; Northover, 1990). Jedoch ist
wenig bekannt tiber den Effekt von Bradykinin auf mikrovaskulidre Endothelzellen. Der
Mechanismus einer BK-induzierten mikrovaskuldren Hyperpermeabilitidt ist komplex
und noch nicht vollstindig aufgeklart. Es gibt Hinweise dafiir, dass Prostaglandine
die BK-induzierte vaskuldre Permeabilitit potenziert (Williams & Morley, 1973).
In Zusammenhang hierzu, wurden viele Daten iiber die Hemmung der BK-induzierten
endothelialen Permeabilitdit durch Prostaglandine veréffentlich (Fantone ef al, 1980;
Farmer et al., 2001). Eine Beteiligung des NO-Signalweges wurde ebenfalls postuliert.
Diesbeziiglich hatte Westerndorp et al. belegt (Westendorp et al., 1994), dass die
Thrombin-induzierte Erhéhung der Permeabilitit in humanen Umbilikal- und
Pulmonalarterienendothelzellen durch die Gabe des NO-Donators Natriumnitroprussid
unterdriickt werden konnte. Uberdies verstirkte die NOS-Hemmung durch L-NAME
die Thrombin-induzierte Erhohung der Permeabilitdit. Im Gegensatz dazu indizierten
die Ergebnisse von Nguyen et al. einen durch Substanz P-vermittelte mikrovaskulédre
Permeabilitdt durch Aktivierung NO-abhédngiger Signalwege (Nguyen et al., 1995). Es
bleibt die Frage, ob die BK-induzierte mikrovaskuldre Permeabilitit durch endotheliale
Produkte wie NO und Prostazyklin in-vivo beeinflusst wird und ob diese Interaktionen

bedeutsam sind fiir die Pathogenese des Bradykinin-induzierten Angioddems.
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Die Inzidenz an einem ACE-Hemmer induzierten Angioddem zu erkranken betragt
zwar nur ca. 0,5%, jedoch werden in Deutschland mehr als 6,5 Millionen Menschen mit
ACE-Hemmern behandelt (Bas et al., 2008).

Angioddeme fithren durch eine sich schnell entwickelnde Schwellung der Schleimhaut
und/oder der Submukosa der Haut je nach Lokalisation zu einer erschwerten
Atmung und konnten damit lebensbedrohlich werden (Bas ef al, 2006). Andere
Manifestationen finden sich i1m Gastrointestinaltrakt, der Genitalregion oder den
Extremitdten.

Angioodeme treten entweder in einer allergischen Form, die gut therapiert werden
kann, oder in einer nicht allergischen Form auf, von der bislang wenig bekannt ist.
Nicht-allergische Angioddeme sind selten hereditiren Ursprungs, sondern sie sind
hiufig eine Nebenwirkung von ACE-Hemmern, aber auch zu einem geringen Anteil
AT1-Rezeptor-Hemmer induziert, z.B. durch Losartan. Es wird vermutet, dass dafiir
im Wesentlichen in Anstieg der Plasma/Gewebe-Bradykininspiegel verantwortlich ist
(Agostoni & Cicardi, 2001). Die Diagnose der ACE-Hemmer-induzierten Angioddeme
erfolgt iiber Ausschlussverfahren und fiir deren Behandlung existieren keine Richtlinien.
Auch tiber die Risikofaktoren ist wenig bekannt.

Es ist bekannt, dass eine erhohte Plasma-Bradykininkonzentration nicht mit der
Haufigkeit von akuten Attacken korreliert, jedoch ist zur Pathophysiologie noch
vieles ungeklért, beispielsweise Triggerfaktoren. So entwickelt sich bei weniger
als 1% der ACE-Hemmer-behandelten Patienten auch tatsdchlich ein Angioddem,
obwohl in allen mit ACE-Hemmer-behandelten Patienten der Bradykininspiegel
erhoht ist (Bas ef al., 2004).

Mithilfe = des  Bradykinin-2-Rezeptors  iiberexprimierenden = Mausmodells  konnte
die Pathophysiologie der Bradykinin-induzierten Angioddeme untersucht werden.
Beispielsweise wire es moglich, in-vivo zu studieren, ob die gesteigerte BKR-2-
Aktivitdit fir einen Anstieg der Kapillarpermeabilitdt verantwortlicht ist und ob
ein ACE-Hemmer in diesen transgenen Madiusen ein Angioddem hervorrufen und/
oder fiir einen Anstieg der Kapillarpermeabilitdt sorgen wiirde. Die neu gewonnenen
Erkenntnisse konnten dazu beitragen, die Diagnose, Therapie und Risikofaktoren,

z.B. den Einfluss von Coxinhibitoren (Diclofenac), durch experimentelle und
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klinische Ansdtze zu verbessern bzw. zu identifizieren. In Analogie zu den geplanten
tierexperimentellen ~ Studien  zur  Aufklirung der molekularen = Mechanismen
der Pathophysiologie des Angioodems wurde die Rolle von aktivierenden
Bradykinin-2-Rezeptor ~ Polymorphismen  hinsichtlich  der = Entwicklung  eines
ACE-Hemmer-induzierten = Angioddems in einer klinischen  Studie untersucht
(Bas et al, 2010). Es wurde u.a der Fokus auf die Bradykinin-2-Rezeptor
Polymorphismen gesetzt, da viele physiologischen Effekte iiber den Bradykinin-2-
Rezeptor vermittelt werden (Burch & Kyle, 1992; Braun et al, 1995).
Studien haben gezeigt, dass in Afroamerikanern ein erhohtes Risiko fiir ein ACE-
Hemmer-induziertes Angioddem vorliegt (Brown et al., 1996; Gibbs et al, 1999),
was auf eine genetische Prédisposition hindeutet, die die vaskuldre Antwort auf
Bradykinin moduliert. Uberdies wiirde man erwarten, eine Korrelation, zwischen dem
Auftreten eines Angioddems und dem 1/1 Polymorphismus zu finden, da die hochsten
Bradykinin-Konzentrationen in  Patienten @ mit  diesem  besonderen  Genotyp
nachgewiesen werden konnten (Lung et al, 1997; van Dijk et al, 2000).
Auf der Basis dieser Datenlage wurde neben dem ACE I/D Polymorphismus, der
BKR-2 Polymorphismus im Exon 1 (2/3-Polymorphismus) (Bas et al, 2010) und
im Exon 2 (c.C®!'T) (s. 3.4.1 Abbildung 3.4.1.1) untersucht. In dieser Studie konnte
keine Assoziation zwischen dem Auftreten eines Angioddems und den beiden
untersuchten BKR-2 Polymorphismen gefunden werden (Bas et al, 2010). In einer
Kohortenstudie von 37 Patienten mit hereditirem Angioodem wurde ebenfalls keine
Korrelation zwischen dem klinischen Status und einem BKR-2 Exonl-Polymorphismus
nachgewiesen (Freiberger et al., 2002). Interessanterweise konnte eine Arbeit den
ACE-induzierten =~ Reizhusten @ mit dem  BKR-2  Exonl-Polymorphismus in
Verbindung bringen (Mukae et al., 2000).

Insgesamt wurde in dieser vorliegenden Arbeit keine signifikante Korrelation zwischen
dem ACE I/D Polymorphismus und dem BKR-2 Polymorphismen zu dem ACE-
induzierten Angioodem nachgewiesen. Weitere Studien konnten untersuchen, ob
eine Kombination dieser Polymorphismen einen moglichen Risikofaktor fiir das

ACE-Hemmer-induzierte Angioddem darstellt (Bas ef al., 2010).
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5. Zusammenfassung

Der Schwerpunkt dieser Dissertationsarbeit war die Untersuchung zur Bedeutung der
Interaktion zwischen gefiBBendothelialen Mediatorsystemen fiir vaskuldre Effekte von

korperlichem Training.

Korperliches Training ist eine multifaktorielle Intervention. In den letzten 10 Jahren
sind Ergebnisse erarbeitet worden, die der endothelialen NO Synthase (eNOS) eine
Schliisselrolle  hinsichtlich Trainings-induzierter vaskuldrer Adaptationen zukommen
lassen. Die Erhohung der NO-Bioverfligbarkeit durch Ausdauer- und Belastungstraining
wurde als wertvolles Werkzeug zur Evaluierung neuer NO-vermittelter Mediator-

systeme eingesetzt.

Im Zuge dieser Untersuchungen wurde erstmals eine neue Schnittstelle zwischen dem
Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) und dem NO-cGMP-System gezeigt.
NO-Donatoren und korperliches Training erhohen die Expression und Aktivitit des
Angiotensin-II-Typ-2-Rezeptors  (AT-2-Rezeptor), der als vasoprotektiv ~wirksamer
Gegenspieler des  Angiotensin-II-Typ-1-Rezeptors  (AT-1-Rezeptor)  gilt.  Diese
Entdeckung stiitzt sich auf Untersuchungen an Zellkulturen, die am Beispiel
transgener Tiere in-vivo verifiziert werden konnten. Wiahrend sich in Zellen der
NO-cGMP- und der MAPK-Signalweg als zugrunde liegender Mechanismus
erwies, zeigten die Untersuchungen in transgenen Tieren die biologische
Relevanz. In transgenen Miusen mit einer endothelspezifischen Uberexpression der
eNOS konnte die nachweisbare AT2-Rezeptor-Hochregulation durch Fiitterung mit
einem NOS-Inhibitor vollstindig aufgehoben werden. Dariiber hinaus gelang durch
Messung einer verminderten ACE-Aktivitdit der Nachweis der funktionellen Aktivitit

der AT2-Rezeptor-Uberexpression.

Die Hochregulation vasoprotektiver Proteine wie der eNOS durch korperliches Training
wurde bislang nur in arteriellen Geweben gezeigt. Dagegen liegen tiber die Effekte des
korperlichen Trainings auf vendse Gefédfle nur sehr wenige Erkenntnisse vor. Daher
wurden C57Bl/6-Méduse beiden Trainingsprotokollen unterzogen und anschlieend

die Proteinexpression der eNOS, SER!"77-P-eNOS, der ecSOD und der Katalase
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in Homogenaten von Aorta, Myokard, Vena cava und Lungen untersucht.
Uberraschenderweise stellte sich dabei heraus, dass sich die Trainings-induzierte
Hochregulation von eNOS und ecSOD in vendsen Geweben nicht reproduzieren lief3.
Als Mechanismus fiir diese neue Beobachtung konnte eine hohe vendse Katalase-
Expression und -Aktivitét identifiziert werden. Die Fiitterung der Méuse mit dem Katalase-
Hemmer Aminotriazol wéhrend der Trainingsperiode fiihrte zu einer Hochregulation

von eNOS und ecSOD sowohl in arteriellen als auch in den vendsen Geweben.

Auch das Kallikrein-Kinin-System konnte kardioprotektive Effekte vermitteln. Durch
die Bindung von Bradykinin an den Bradykinin-2-Rezeptor (BKR-2) in Endothelzellen
kommt es {iber erhohte Bildung von NO und Prostazyklin zu einer Vasodilatation. Ob
die vasoprotektiven Effekte des korperlichen Trainings ebenfalls iiber eine Beteiligung
des BKR-2 vermittelt werden, wurde mithilfe der beiden Trainingsprotokolle evaluiert.
Es stellte sich jedoch heraus, dass sich die Bradykinin-2-Rezeptor-Expression nicht
verdnderte. Um dennoch die Mechanismen der kardioprotektiven Effekte des BKR-2
studieren zu konnen, wurde ein transgenes Mausmodell generiert, das den BKR-2
endothelspezifisch  {iberexprimiert. Mithilfe dieses neuen transgenen Tiermodells
lieBe sich aufkldren, ob eine Aktivierung endothelialer BKR-2 kardiovaskuldr
protektiv wirksam ist. Da bislang noch kein selektiver, therapeutisch oral verfligbarer,
niedermolekularer BKR-2-Agonist zur Verfligung steht, ergibt sich durch das transgene
BKR-2-Mausmodell u.a. erstmals die Moglichkeit, Langzeiteffekte einer selektiven

endothelialen BKR-2 Aktivierung bei kardiovaskuldren Erkrankungen zu studieren.

SchlieBlich konnten die in dieser Arbeit entwickelten molekularbiologischen Methoden
dazu genutzt werden, die Durchfilhrung einer klinischen Studie zu unterstiitzen.
Dabei wurden genetische FEinflisse wu.a. aktivierende @ BKR-2-Polymorphismen
(2/3 und C®'T) auf die Inzidenz ACE-Hemmer-induzierte Angioddeme untersucht.
Ein Einfluss dieser BKR-2-Polymorphismen konnte dabei im Ergebnis aber nicht

nachgewiesen werden.

224



/. USAMMENFASSUNG

Aus den Ergebnissen dieser Dissertation sind niitzliche wissenschaftliche Perspektiven
hervorgegangen. So stellt die Trainings-induzierte durch NO-vermittelte Hochregulation
funktionell  aktiver  endothelialer =~ AT2-Rezeptoren eine neue  Querverbindung
zwischen dem RAAS-System und dem NO-System dar, deren Bedeutung fiir die
Entwicklung der endothelialen Dysfunktion bzw. der Pathophysiologie kardiovaskuldrer
Erkrankungen geklart werden sollte. Weiterhin bestiinde die Moglichkeit des therapeutischen
Einsatzes wirksamer AT2-Agonisten zur Therapie kardiovaskuldrer Erkrankungen,
beispielsweise der Herzinsuffizienz. Es konnten ebenfalls grundlegende Erkenntnisse
erarbeitet werden, die fiir eine transiente pharmakologische Hemmung der Katalase
sprechen, um bei pulmonaler Rehabilitation eine Forderung des Gasaustausches
in der Lunge zu ermoéglichen. Dementsprechend wire die Entwicklung eines
kurzwirksamen Katalase-Inhibitors als neuer therapeutischer Ansatz zur Verbesserung der

Belastungstoleranz bei COPD anzusehen.
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5. Summary

The main focus of these studies was to investigate the impact of the interaction

between different endothelial mediator systems on vascular effects of exercise-training.

Exercise-training is a multifactorial intervention. In the past 10 years many studies suggest
the important role of the endothelial NO synthase (eNOS) for exercise-induced vascular
adaptations. The most significant of these adaptations is the increase of exercise-induced

NO-biovailability.

Therefore different exercise protocols were used to identify new mechanisms of NO-mediated

endothelial mediator system changes.

In the course of the investigations a new interaction between the renin-angiotensin-
aldosteron-system (RAAS) and the NO-cGMP-system was identified. Both, NO-donors
and exercise-training increased the expression and activity of the angiotensin-II-type-2-
receptors (AT2-receptor), which counteracts the angiotensin-II-type-1-receptors (AT1-
receptor). This new interaction was confirmed by investigations in primary cell culture.
The obtained in-vitro results have shown that the NO-cGMP- and the MAPK-signal
transduction pathways are likely involved in the underlying mechanism. Furthermore
experiments with transgenic animals, which were characterized by different vascular
NO-biovailability confirmed the functional outcome of an AT2-receptor activation in-
vivo. Treatment of these mice and C57BL/6-mice with the NOS-blocker L-nitroargine
completely blunted the upregulation of AT2-receptors in both transgenic and C57Bl/6-
mice. Aditionally the functional outcome of an AT2-receptor upregulation was evident by

measuring a reduction of angiotensin-coverting-enzyme (ACE)-activity in transgenic mice.

So far the exercise-induced upregulation of vasoprotective proteins such as eNOS was
shown in arterial tissues, but little was known about such effects in venous tissues.
Therefore C57Bl/6-mice were exercised following two different training protocols
and subsequently the protein expression of eNOS, SER!"”7-P-eNOS, ecSOD and

catalase were determined in homogenates of the aorta, left ventricular myocardium,

vena cava and lungs.
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Surprisingly the exercise-induced upregulation of both eNOS and ecSOD
could not be confirmed in venous tissues. As an underlying mechanism for this new
observation the increase of both catalase expression and activity could be identified.
Inhibition of catalase by aminotriazole treatment resulted in an exercise-induced upregulation

of eNOS and ecSOD in venous tissues and abolished the arterio-venous difference.

It is known that activation of the kallikrein-kinin-system can also mediate cardioprotective
effects. Binding of bradykinin to the bradykinin-B2-receptor (BKR-2) in endothelial cells
results in an increase production of NO and prostacyclin and subsequent vasodilation.
However it is not known whether an activation of the BKR-2 contributes to the exercise-
induced vasoprotective effects. Therefore the expression of the BKR-2 was evaluated after
exercise-training and the results showed that there was no change in BKR-2 expression
level. In order to study the mechanism of the cardioprotective effects of the BKR-2
though, a transgenic mouse model with an endothelial overexpression of the BKR-2
was generated. This mouse model could be a useful tool to clarify whether an activation of
endothelial BKR-2 is vasoprotective. Currently there is no therapeutically orally available
BKR-2 agonist, so that this mouse model would be a helpful option to study long term

effects of selective endothelial BKR-2 activation in the presence of cardiovascular diseases.

Finally, the impact of BKR-2 polymorphisms increasing BKR-2 activity on the
pathophysiology of angioedema, which is a disease with a vascular component, was
studied in a clinical trial. It was investigated whether BKR-2 polymorphism 2/3 and
CBIT have any significance on the incidence of ACE-inhibitor-induced angioedema

but a contribution of this particular BKR-2 polymorphism could not be detected.

In summary, the findings of this dissertation may provide useful scientifically perspectives.
Exercise-induced NO-mediated wupregulation of functional active endothelial AT2-
receptors demonstrate a new interaction between the RAAS and the NO-system.
The importance of this result for the development of endothelial dysfunction and/
or the pathophysiology of cardiovascular diseases has to be clarified. In addition
there might be an option to use effective AT2-receptor agonist as a therapeutically

intervention for the treatment of cardiovascular diseases, for instance heart failure.
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SUMMARY

Furthermore a new physiologic mechanism was discovered, which supports the
idea of a transient pharmacological inhibition of catalase in order to increase the gas
exchange in the lungs during pulmonary rehabilitation. Accordingly, the development
of a short term effective catalase inhibitor as a new therapeutical intervention

could contribute to an improvement of exercise capacity in COPD-patients.
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