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1.1 Vasoprotektive Wirkungen von Stickstoffmonoxid

Vor etwa 20 Jahren entdeckte Furchgott, den EDRF (endothelium derived relaxing
factor). Er konnte zeigen, dass die Acetylcholin-induzierte Relaxation eines
Blutgefalles endothelabhangig ist und durch den EDRF vermittelt wird (1). Etwa
sieben Jahre nach der Entdeckung des EDRF konnte gezeigt werden, dass es
sich dabei um das lipophile Radikal Stickstoffmonoxid (NO®) handelt (2).

Endothelzellen
eNOS
L-Arginin @@ + L-Citjullin J J

Diffusion

Aktivierung H

GTP cGMP ==
Aktivierung —
%phowli ringsreaktionen

Vasodilatation

glatte GefaBmuskelzelle

Abb. 1: Mechanismus der vasosilatorischen Wirkung von NO*

Die endogene Synthese von NO®-erfolgt in den Endothelzellen durch Umwandlung
von L-Arginin zu Citrullin und NO®(3). Diese Umsetzung wird durch die
endotheliale NO-Synthase (eNOS) katalysiert, welche erstmals 1990 isoliert wurde
(4). NO™lost nach Diffusion in verschiedene Zielzellen eine Vielzahl wichtiger
vasoprotektiver Wirkungen aus. Hierzu zdhlen vor allem die vasodilatatorische
Wirkung von NO-* (5), die am besten bekannt ist. Zusatzlich wirkt NO°
antiaggregatorisch (6), antiadhasiv (7), antiproliferativ (8) und besitzt auch
antioxidative Effekte (9;10).
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Die Wirkung von NO® erfolgen (ber Aktivierung der loslichen Guanylatcyklase
(sGC), welche die Umsetzung von GTP zu dem ,second-messenger‘ cGMP
katalysiert. Durch erhdéhte cGMP-Spiegel kommt es zu einer Aktivierung von
cGMP-abhangigen Proteinkinasen (PKGs), welche dann durch
Phosphorylierungsreaktionen die jeweiligen Effekte auslésen. Die vasodilatorische
Wirkung von NO®-beruht auf einer durch cGMP-vermittelten Aktivierung der PKG-I
in glatten GefalRmuskelzellen (s. Abb. 1). Die Aktivierung der PKG-I fuhrt Uber
verschiedene Signaltransduktionswege (11;12) letztendlich zu einer Senkung der
cytosolischen Calciumkonzentration und dadurch zu einer Senkung des
Vasotonus.

1.2 Kardiovaskulare Erkrankungen und oxidativer Stress

Kardiovaskulére Erkrankungen wie Hypertonie, Diabetes, Atherosklerose und
Herzinsuffizienz gehen mit einer eingeschrankten endothelabhangigen
Vasorelaxation einher. Diese im Allgemeinen als ,endotheliale Dysfunktion®
bezeichnete Veréanderung der Vasoreaktivitdt beruht auf einem Mangel an
bioaktivem NO®in der GefaRwand. Als eine Ursache fiir die Entwicklung einer
endothelialen Dysfunktion wird vermehrter vaskularer ,oxidativer Stress“ vermutet.
Damit wird ein Zustand bezeichnet, bei dem die Gefaltke vermehrten Mengen an
reaktiven Sauerstoffverbindungen ausgesetzt sind. Dabei spielen vor allem
Superoxidradikale und Wasserstoffperoxid eine Rolle, da sie wichtige
Signalmolekile in kardiovaskularen Zellen darstellen. Superoxidradikale werden
nach Reduktion von molekularem Sauerstoff durch Oxidasen gebildet.

Es wurde gezeigt, dass der membrangebundenen NADPH-Oxidase die groRte
Bedeutung bei der enzymatischen Bildung von Superoxidradikalen in vaskularem
Gewebe zukommt (13;14). Weitere vaskulare Quellen fiir die O, *-Bildung sind
unter bestimmten physiologischen Bedingungen, die Cyclooxygenase (15), die
Xanthinoxidase (16), Cytochrom P 450 (17) sowie die endotheliale NO*-Synthase
(18;19). Daruber hinaus wird die Elektronentransportkette in den Mitochondrien als
wichtige Quelle einer nicht-enzymatischen Superoxidbildung angesehen (20;21).
Bei der Dismutierung von Superoxidradikalen durch die Superoxiddismutase
entsteht das stabilere Wasserstoffperoxid, welches durch die Catalase, bzw. der
Glutathionperoxidase zu Wasser entgiftet wird (s. Abb. 2).
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GSSG +2H,0
o
2 GSH
Oxidase @
€ enzymatisch

02¥> O,°+0," H,0,+ O,

Coenzym Q 24+

nicht. HZO
enzymatisch
2H,0+0,
Abb. 2: Umwandlung von aus molekularem Sauerstoff entstehenden Superoxidradikalen zu

Wasserstoffperoxid und dessen nachfolgende Entgiftung.

Kennzeichnend flir den vaskularen oxidativen Stress ist ein Ungleichgewicht
zwischen der Bildung reaktiver oxidativer Sauerstoffverbindungen und der
antioxidativen Abwehr der Zellen in Form antioxidativer Enzyme (Redoxstatus),
wie z.B. der Superoxiddismutase (SOD), der Catalase und der
Glutathionperoxidase. Extrazellulare Stimulantien, wie z.B. Angiotensin Il, TNF «,
oder eine Hypercholsterolamie vermitteln in GefdlRzellen eine oxidative
Umgebung, wohingegen extrazellulare Antioxidantien, wie z.B. Vitamin C, Vitamin
E oder Probucol eine reduktive Umgebung schaffen (22) (s. Abb. 3).

Oxidation Reduktion
OH" DPI
Ang Il il o
H,O, Lol Vitamin C, E
TNFo 02~ Tiron
Hypercholesterolamie [ HOCI GPx Acetylcystein
NADPH-Oxidase Probucol

d
<

v

Abb. 3: Redoxstatus in Gefalizellen

Es ist bekannt, dass die bei Erkrankungen wie Atherosklerose, Hypertonie oder
Herzinsuffizienz auftretende endotheliale Dysfunktion mit einer signifikanten
Steigerung der vaskularen Produktion von reaktiven Sauerstoffverbindungen, vor
allem an (O,"), einhergeht (23-25). Durch die sehr schnelle Reaktion von NO® mit
O, zu Peroxynitrit (OONO") (Geschwindigkeitskonstante: 6,7 x 10° M/s™") (26),
wird endogenes NO* abgefangen, wodurch dessen vasoprotektive Funktionen in
der GefalRwand gehemmt werden.
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Peroxynitrit selber ist ein starkes Oxidans und ist an der Pathogenese
kardiovaskularer Erkrankungen beteiligt (27). Insgesamt wird der oxidativen
Inaktivierung von NO® bei verschiedenen kardiovaskuldaren Erkrankungen eine
bedeutende Rolle zugeschrieben (25).

1.3 Korperliches Training und eNOS Funktion

Eine wichtige praventive MalRRnahme zur Vorbeugung kardiovaskularer
Erkrankungen ist kérperliches Training (28). Es wurde gezeigt, dass regelmaliige
korperliche Aktivitat die Sauerstoffversorgung und die Funktion des Herzens
erhoht, Blutdruck und Herzfrequenz senkt und die maximale Sauerstoffaufnahme
des Herzmuskels erhdht (29;30). RegelmaBige Aktivitdt fahrt zu einer
physiologischen Anpassung der Herz-und Skelettmuskulatur an das Training, die
sich in einer Steigerung von Kondition und Kraft auswirkt (31).

Die Mechanismen, die zu den positiven Effekten von kérperlichem Training auf die
Blutgefalie verantwortlich sind, sind noch nicht vollstandig aufgeklart. Es gibt aber
eindeutige Hinweise aus mehreren Studien darauf, dass eine Steigerung der
endogenen NO*®-Bildung daflir verantwortlich ist. So wurde 1994 von W.Sessa in
einer Tierstudie an Hunden gezeigt, dass korperliches Training zu einer
Steigerung der eNOS-Expression und Aktivitat fuhrt (32).

Dieses Ergebnis wurde auch in anderen Tiermodellen bestatigt (33-35). Auch im
Menschen gibt es Hinweise fir eine gesteigerte endogene NO®-Produktion nach
Training (36). Zusatzlich wurde in einer klinischen Studie an Patienten mit
koronarer Herzkrankheit nach 4 Wochen Training eine verbesserte
Endothelfunktion, sowie ein gesteigerter Blutfluss in den Koronararterien
beobachtet (37). Zusammenfassend kann man sagen, dass die trainingsinduzierte
Erhohung der endogenen NO®-Produktion die Bioverfligbarkeit von vaskularem
NO*-erhoht. Die dadurch erzielten vasoprotektiven Effekte tragen vermutlich zur
gunstigen Wirkung von korperlichem Training bei kardiovaskularen Erkrankungen
bei.
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1.4 Effekte von "shear stress” und oxidativem Stress auf
die eNOS-Expression

Mechanische Dehnung von Blutgefallen (shear stress) ist ein wichtiger
physiologischer Stimulus der eNOS (38;39) in Endothelzellen. Dabei kommt es
durch laminaren shear-stress zu einer Phosphorylierung und Aktivierung der
Proteinkinase cSrc (40). Im Folgenden aktiviert die phosphorylierte Tyrosinkinase
c-Src zwei unterschiedliche Signaltransduktionswege, die zu einer Erhéhung der
eNOS-Transkription und zu einer Stabilisierung der eNOS-mRNA fihren. Beide
Mechanismen bewirken eine Erhéhung der eNOS-Proteinmenge in den
Endothelzellen (s. Abb. 4). Die phosphoylierte cSrc aktiviert Ras, was wiederum
zu einer Phopsphorylierung von ERK1/2 und MEK 1/2 fahrt. Dieser
Signaltransduktionsweg wird mit einer Aktivierung der eNOS-Transkriptionsrate in
Verbindung gebracht, wahrend die Stabilisierung der eNOS-mRNA zwar abhangig
von aktivierter cSrc aber nicht von ERK1/2 oder MEK 1/2 ist.

Interessanterweise wurde in isolierten Endothelzellen eine Hochregulation der
eNOS-mRNA-Expression, sowie eine Erhéhung der eNOS-mRNA-Stabilitat nach
Inkubation mit H,O, beobachtet (41). Der dabei beobachtete Effekt von H,O, auf
die eNOS-Expression war unabhangig von der durch shear stress vermittelten
Heraufregulation der eNOS-Expression. Dies wurde dadurch gezeigt, dass sich
der durch shear stress vermittelte Effekt auf die eNOS nicht durch eine
Catalasebehandlung hemmen lie3. In spateren Untersuchungen konnte gezeigt
werden, dass die Hochregulation der eNOS-Expression durch H,O, Uber eine
Phosphorylierung der Ca?*/Calmodulin Kinase I, und nachfolgende Aktivierung
der Proteinkinase Janus Kinase Il (15) verlauft.

Wie in Abschnitt 1.2 beschrieben, gehen kardiovaskulare Erkrankungen mit einer
vermehrten Produktion von reaktiven Sauerstoffverbindungen einher. Die
Hochregulation der eNOS durch H;O, welches Bestandteil des oxidativen
Stresses ist, kann u.a. als kompensatorischer Effekt auf die vermehrte Produktion
von reaktiven Sauerstoffverbindungen bewertet werden.
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Abb. 4: Mechanismen der Heraufregulation der eNOS-Expression durch shear stress und oxidativen

Stress
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1.5 Training und oxidativer Stress

Es ist bekannt, dass unter Trainingsbedingungen durch vermehrte metabolische
Prozesse der maximale Sauerstoffverbrauch in der Skelettmuskulatur und im
Herzmuskel ansteigt und es dadurch zu einer vermehrten Produktion von
reaktiven Sauerstoffverbindungen kommt (42;43). Dabei wird als Hauptquelle fir
die Bildung der reaktiven Sauerstoffverbindungen die Elektronentransportkette der
Mitochondrien angesehen (20). Andere mdgliche Quellen sind unter bestimmten
physiologischen Bedingungen die Xanthinoxidase, neutrophile Granulozyten sowie
Cytochrom P450 in Lebermikrosomen und Peroxosomen (42). Es wurde auch
berichtet, dass "shear stress" Uber eine erhdhte NADPH-Oxidase-Aktivitat die
vaskulare Superoxid-Produktion steigern kann und das dieser Effekt bei
oszillatorischem shear stress starker ausgepragt ist (s. Abb. 5) (44).

Welche physiologischen Adaptionen der Gefalke dem oxidativen Stress durch
korperliches Training entgegenwirken, sind Gegenstand der Forschung. Eine
wichtige physiologische Adaption ist die vermehrte Expression der extrazellularen
Superoxiddismutase (ecSOD) nach Training. Es konnte in der Maus gezeigt
werden, dass die ecSOD-Expression in der Aorta nach einer dreiwdchigen
Trainingsperiode etwa dreifach anstieg, wahrend die Expression der cytosolischen
Cu/Zn-SOD unverandert blieb. Dieser Anstieg blieb bei Mausen, die keine
endotheliale NO*-Produktion aufweisen (homozygote eNOS ,knock out‘-Mausen)
aus. Die Hochregulation der ecSOD-Expression nach kérperlichem Training wird
also durch endothelial gebildetes NO® vermittelt (45). Durch diesen Mechanismus
wird die Bioverfligbarkeit von NO® in den Gefalten erhoht, da durch den
vermehrten Abbau von O, die Reaktion von NO* mit O, zu Peroxynitrit reduziert
wird. Die Hochregulation der ecSOD-Expression ist somit neben der erhdhten
eNOS-Expression an der Erhéhung der Bioverfigbarkeit von NO® nach
korperlichem Training und somit vermutlich an der vasoprotektiven Wirkung
beteiligt.
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Abb. 5: Entstehung von Superoxidradikalen durch kérperliches Training
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1.6 Wasserstoffperoxid als vaskulares Signalmolekiil

1.6.1 Vaskulare Produktion von H,0,

H,0O, wird in nahezu allen Zelltypen in der GefalRwand produziert (46). Er entsteht
zum Uberwiegenden Teil durch den Abbau von Superoxidradikalen durch die
Superoxiddismutasen. Wasserstoffperoxid kann aber auch, vermittelt durch
bestimmte Oxidasen, durch einen Zwei-Elektronenibergang auf molekularen
Sauerstoff entstehen (47). Die H;O2-Produktion in Gefallzellen kann durch
verschiedene Agonisten induziert werden. So wurde gezeigt, dass die HyO-
Bildung in glatten Muskelzellen und in Endothelzellen durch Angiotensin Il
induziert werden kann. Angiotensin Il stimuliert die NADPH-Oxidase-Aktivitat,
wodurch vermehrt Superoxdradikale entstehen, die unmittelbar durch die
Superoxiddismutase zu H,O, abgebaut werden (14;48).

Darlber hinaus férdert Angiotensin Il auch die Expression der NADPH-Oxidase
und tragt auf diese Weise zusatzlich zur gesteigerten Bildung von Superoxid bei.
Andere Agonisten fir die Bildung von Wasserstoffperoxid Uber eine Stimulation
der NADPH-Oxidase-Aktivitat sind unter anderem PDGF (platelet derived growth
faktor), Thrombin, TNF-o und Lactosylceramid (22).
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1.6.2 Enzymatischer Abbau von H,0,

1.6.2.1 Abbau durch Catalase

Fir den Abbau von H,O, ist in erster Linie der enzymatische Abbau durch die
Catalase verantwortlich. Die Catalase kommt nahezu in allen aeroben Zellen vor.
Sie besteht aus vier identischen Untereinheiten, wobei jede der 4 Untereinheiten
von etwa 60 kD Molekulargewicht ein Ham in seinem aktiven Zentrum enthéalt (16).
Der katalytische Abbau von H,O, zu Wasser und molekularem Sauerstoff verlauft
in zwei Schritten (s.u.). In der ersten Reaktion wird ein Molekil H>O, durch
Ubergang von zwei Elektronen des Ham-Eisens zu Wasser reduziert. Dabei
entsteht ein oxidiertes Ham-Intermediat, in dem das oxidierte Ham-Eisen kovalent
gebundenen Sauerstoff enthalt (Komplex I). Im zweiten Reaktionsschritt oxidiert
Komplex I ein zweites H,O2-Molekil zu molekularem Sauerstoff, wobei das Ham-
Eisen wieder reduziert wird (17).

1.) Catalase + H,O, — Komplex I + H,O
2.) Komplex I+ H,O, — 0O, + H,0O + Catalase

Die Catalase ist katalytisch sehr aktiv und die Reaktionsgeschwindigkeit der
Catalase-Reaktion relativ hoch (Reaktionskonstante: 4 x 10" M" s ). Da die
Dismutierung von O,° zu HyO, durch die Superoxiddismutase
(Geschwindigkeitskonstante: 2 x 10° M/s™") aber wesentlich schneller ablauft, als
der Abbau von H;O, durch die Catalase, stellt sich im Gefal} eine steady-state
Konzentration von H;O5 ein.

1.6.2.2 Abbau durch Peroxidasen

H>O, kann auch durch verschiedene Peroxidasen abgebaut werden. Dabei wird
H2O, durch ein Reduktionsmittel zu H,O und andere Peroxide zu Alkoholen
reduziert. Beispiele flir Hy;0O,-abbauende Peroxidasen sind z.B. die
Glutathionperoxidase, die Myeloperoxidase und die Cyclooxygenase. Als Beispiel
ist der durch die Glutathionperoxidase vermittelte Abbau von H,O, zu H,O
dargestellt, bei der das reaktionsfreudige Glutathiondisulfid (oxidiertes Glutathion)
entsteht.

H20;2 + 2GSH —> 2 H,O + GSSG
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1.7 Vaskulare Effekte von H,0,

Wahrend O,° sehr schnell mit anderen reaktiven Verbindungen, wie NO°
weiterreagiert und zudem sehr schnell durch die Superoxiddismutase zu H,0,
abgebaut wird, kommt dem stabileren H,O, als vaskulares Signalmolekil eine
groBere Bedeutung zu. Ein weiterer wichtiger Unterschied ist, dass O,*ein Anion
und somit nur sehr beschrankt Zellwande durchdringen kann, wahrend das nicht
geladene H,0, zwischen den Zellen in der GefalRwand diffundieren kann.

Eine Reihe von Wechselwirkungen von H;O, mit verschiedenen Signal-
transduktionswegen entsteht durch die Metabolisierung von H,O, durch Enzyme,
die eine Peroxidaseaktivitat besitzen. So wird die Cyclooxygenase durch H,0O,
aktiviert, indem ihr Ham-Eisen oxidiert wird, was zu einer Stimulation der
Prostaglandinsynthese fihrt. Die Oxidation des Hams der Cyclooxygenase ist fur
die Katalyse der Reaktion von Arachidonsaure zu dem endogenen Peroxid PGG;
notwendig. Die anschlieRBende Metabolisierung von PGG; durch die
Peroxidasereaktion der Cyclooxygenase fuhrt zur Bildung des Prostaglandins
PGH,. Damit kann der H,Oz-induzierten Bildung des endogenen Peroxids PGG;
bei der Induktion der Prostaglandinbildung eine entscheidende Rolle zukommen
(21).

Als Konsequenz der H,Oq-induzierten Aktivierung der Cyclooxygenase in den
Gefalken wird eine Prostaglandin-induzierte Veranderung des Vasotonus
vermutet, die sich je nach Eigenschaft des gebildeten Prostaglandins in einer
Vasokonstriktion oder in einer Vasodilatation auswirken kann (48).

Der Abbau von H,O, durch die Catalase, die Uber eine Oxidation des Hams der
Catalase verlauft (s. 1.6.2.1), wird mit einer Stimulation der sGC in Verbindung
gebracht, die zu einer cGMP-vermittelten Relaxation glatter GefalRmuskelzellen
fuhrt. Die durch H,O, induzierte Stimulierung der sGC vermittelte Vasorelaxation
wurde bislang in bovinen Pulmonalarterien beobachtet (49), in denen bei einer
posthypoxischen Reoxygenierung eine Vasodilatation von Pulmonalarterien auftritt
(50).
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Der Abbau von H;0O, durch die Glutathionperoxidase flhrt zur Bildung des
Glutathiondisulfids, welches durch Oxidation von Thiolgruppen zahlreiche
Signalwege beeinflussen kann. So wird vermutet, dass der Peroxidmetabolismus
von H.0O, durch Glutathionperoxidase beispielsweise einen Einfluss auf die
Aktivierung von Tyrosinkinasen und Tyrosinphosphatasen besitzt, wobei die
genauen Mechanismen der Interaktionen noch nicht bekannt sind (51).

Gesichert sind Wirkungen von H,O, auf das Wachstum und die Proliferation von
glatten Muskelzellen. Es wurde beschrieben, dass die durch Angiotensin I
induzierte Proliferation von glatten Muskelzellen, die bei pathologischen
Zusténden in der Gefadllwand beobachtet wird, durch H,O, vermittelt wird (52).
Dabei verlauft die durch H,Oz.vermittelte Wachstumsférderung vermutlich zum Teill
durch Aktivierung der Akt/Proteinkinase B (53).

Auch MAP (,mitogen activated“-Proteinkinasen), die Apoptose und Stresssignale
vermitteln, werden durch H,O, aktiviert. Es wurde gezeigt, dass die p38MAP-
Kinase, die c-Jun N-terminale Kinase, sowie die MAPK-1 durch H,O, aktiviert
werden (49;50;54). Daher wird vermutet, dass dem H,O, bei der Vermittlung von
pathologischen Effekten auf die GefalRwand, wie sie bei kardiovaskularen
Erkrankungen entstehen, eine vermitteinde Rolle bezlglich Wachstum,
Mitogenese und Apoptose glatter Muskelzellen zukommt.

Uber die Effekte von H,O, auf den Vasotonus isolierter GefaRRe gibt es zum Teil
widerspriichliche Befunde. Neben den o0.g. Beobachtungen zu vasodilatatorischen
Effekten von Catalase-Komplex 1 gibt es verschiedene Berichte Uber
vasokonstriktorische Effekte von H,O, auf isolierte Gefalde. Je nach Spezies und
Art der untersuchten Gefale unterscheiden sich die postulierten Mechanismen,
uber die H,O, vasokonstriktorische Wirkungen verursachen soll. So wird
beschrieben, dass H,O, in glatten Gefalmuskelzellen von Arteriolen flr den
myogenen Tonus mitverantwortlich ist (55).
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Auch an der isolierten Rattenaorta sind vasokonstriktorische Effekte von H;0O-
beobachtet worden, wobei der genaue Mechanismus, der dem
vasokonstriktorischen Effekt zugrunde liegt, noch nicht geklart ist. Die in
Pulmonalarterien der Ratte beobachtete Vasokonstriktion wird auf eine Aktivierung
von Tyrosinkinasen zurlckgefuhrt (53;56). Torrecillas et al. vermuten, dass die
durch Angiotensin Il induzierte Vasokonstriktion tber eine durch H,O, vermittelte
Erhéhung der Phosphorylierung der leichten Myosinkette verlauft (56). Dagegen
finden Pelaez et al. eine von der Calciumkonzentration und von der
Phosphorylierung der leichten Myosinkette unabhangige Vasokonstriktion in
Pulmonalarterien (55).

Neben den beschriebenen H,O,-vermittelten Vasokonstriktionen werden auch in
verschiedenen Spezies H,O-induzierte Vasorelaxationen beobachtet (57;58).
Matoba et al. beobachteten H,O»-vermittelte Vasorelaxationen an endothelfreien
Mesenterialarterien der Maus und postulieren, dass H»O; ein EDHF (endothelium-
derived hyperpolarizing factor) ist (58).

In Untersuchungen an isolierten Endothelzellen wurde gezeigt, dass H,O, die
Expression der eNOS-mRNA, sowie eine erhdhte Stabilitdt der eNOS-mRNA
vermittelt (41). Die Induktion der eNOS-Expression verlduft dabei Uber
Phosphorylierung der Ca?*/Calmodulin Kinase I, und nachfolgende Aktivierung
der Proteinkinase Janus Kinase Il (15).

Insgesamt lasst sich festhalten, dass H,O, als vaskulares Signalmolekil eine
Vielzahl von Wechselwirkungen mit Signaltransduktionswegen auslésen kann.
Uber in-vivo Effekte von H,O, gibt es allerdings bisher noch keine
Untersuchungen.
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Korperliches Training stellt eine wichtige praventive Mallhahme zur Vorbeugung
kardiovaskularer Erkrankungen dar (28). Es ist mehrfach gezeigt worden, dass
Training mit einer Steigerung der endogenen NO®-Produktion einhergeht, wodurch
die Bioverfiigbarkeit von vaskularem NO® erhoht wird (32;33;35;36). Dieser Effekt
wird fur die vasoprotektiven Effekte von koérperlichem Training verantwortlich
gemacht.

Die Mechanismen, die zu dieser trainingsinduzierten Heraufregulation der eNOS-
Expression fuhren, sind noch nicht vollstandig aufgeklart und sollten in dieser
Arbeit ndher untersucht werden.

Zum einen ist bekannt, dass Scherkrafte (shear stress) in vaskularen
Endothelzellen zu einer Erhéhung der eNOS-Expression fihren (38). Auch
korperliches Training flhrt aufgrund des vermehrten Blutflusses zu einer Erhéhung
des ,shear stress“, so dass dieser fur die Erhéhung der eNOS-Expression
verantwortlich gemacht werden konnte.

Gleichzeitig ist bekannt, dass korperliches Training auch mit einer Steigerung des
oxidativen Stresses in der Gefallwand einhergeht. Durch den trainingsbedingten
erhdhten Energie-und Sauerstoffverbrauch in der Skelettmuskulatur und im
Herzmuskel kommt es zu einer Steigerung der vaskularen O,"-Produktion (42;43).
Zusatzlich ist bekannt, dass gesteigerter shear stress Uber eine Aktivierung der
NADPH-Oxidase zu einer Erhéhung der vaskuldren O, *-Produktion fiihren kann
(44). Bei dem Abbau von O,°-Radikalen durch die Superoxiddismutase entsteht
schnell das stabilere H,O,, welches moglicherweise ein vaskulares Signalmolekdl
darstellt.

In Endothelzellen wurde gezeigt, dass H,O, sowohl die eNOS mRNA-Expression,
als auch die Stabilitit der eNOS mRNA erhdéhen kann. Uber die Wirkungen von
H,O, auf den Vasotonus isolierter Gefalte gibt es zum Teil widersprichliche
Befunde. Die Bedeutung der vaskularen Wirkungen von H,O, in-vivo sind
allerdings bislang noch nicht untersucht worden.
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Die zentralen Fragen, die in dieser Arbeit beantwortet werden sollten, waren
daher:

Welche Rolle spielt H,O, bei der Regulation der eNOS-Expression und dabei
besonders bei der trainingsinduzierten Heraufregulation der eNOS-Expression in-
vivo?

Welchen Einflud besitzt endogen generiertes H,O, auf die Vasoreaktivitat und den
Vasotonus der Gefalke?

Um diesen Fragen nachzugehen, sollte im ersten Teil der Arbeit ein transgenes
Mausmodell etabliert werden, welches endothelzellspezifisch Catalase
uberexprimiert. Nach eingehender Charakterisierung der Tierlinie sollte der Einflu®
der Catalase-Uberexpression auf den Vasotonus isolierter GefaRe, sowie auf den
Blutdruck der Tiere untersucht werden.

Um den EinfluR der Catalase-Uberexpression auf die trainingsinduzierte
Heraufregulation der eNOS-Expression zu untersuchen, sollten die transgenen
Tiere nach einem Standardprotokoll trainiert und anschliessend die eNOS-
Proteinexpression im Vergleich zu ebenfalls trainierten Kontrolltieren bestimmt
werden.



3 MATERIAL UND METHODEN
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3.1 Puffer und Losungen

Alle nicht gesondert aufgeflihrten Chemikalien wurden in bester verfligbarer
Qualitdt und Reinheitsgrad von den Firmen Merck (Darmstadt), Sigma-Aldrich
(Deisenhofen)  oder  Roth (Karlsruhe) bezogen. Substanzen  flr
molekularbiologische Untersuchungen wurden von den Firmen Qiagen (Hilden)
oder Bio-Rad (Munchen) bezogen.

Denaturierungslésung: 20x SSC:

1,5 M NaCl 3M NaCl

0,5 M NaOH 0,3 M Natriumcitrat

Neutralisierungslosung: Hybridisierungslosung:

1 M Tris (pH 7,4) 0,9 M NaCl

1,5 M NaCl 0,09 M Natriumcitrat

P1-Puffer: TE-Puffer:

50 mM Tris/HCI 10 mM Tris/HCI

10 mM EDTA 1 mM EDTA

pH 8,0 pH 8,0

P2-Puffer: Waschpuffer

0,2 M NaOH 50 mM NaCl

1% SDS 10 mM Tris/HCI
2,5mM EDTA
50 % Ethanol (V/V)
pH 7,5

P3-Puffer: 10 x E-Puffer

3M Kac-Lésung 20 mM MOPS

pH 5,5 10 mM EDTA
50 mM Naac

pH 7,0
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Denaturierungslésung:
35 pl Formaldehyd (37%)

Sammelgelpuffer:
0,25 M Tris/HCI

100 pl Formamid 0,2%SDS
20 pl 10 x E-Puffer pH 6,8
2 pl Ethidiumbromid (10 mg/ml)

4x Trenngelpuffer: 10x Laufpuffer:

1,5 M Tris/HCI 0,25 MTris/HCI

0,4% SDS 2M Glycin

pH 8,8 1% SDS

Probenpuffer: Bradford-Reagenz

50 mM Tris Coomasie Blue G 250

2% SDS 10% (V/V) Phosphorsaure
10% Glycerin 5% Ethanol 96%

0,005% Bromphenolblau

TBST-Puffer: Western Blot Puffer:

20 mM Tris 25 mM Tris

0,15 M NaCl 200 mM Glycin

0,1 % Tween 20 20% (V/V) Methanol

pH 7,6 pH 8,5

Krebs-Henseleit Puffer (modifiziert):

lonenzusammensetzung:

Kationen: (mM): Anionen: (mM)

Natrium 143,07 Chlorid: 125,96
Kalium 5,87 Hydrogencarbonat: 25,00
Calcium 1,60 Dihydrogenphosphat: 1,18
Magnesium 1,18 Sulfat: 1,18
Glucose: 5,50

Der Puffer wird auf einen pH-Wert von 7,05 eingestellt. Durch die
Carbogenbegasung wahrend des Organbadversuchs erhalt der Puffer einen
physiologischen pH-Wert von 7,4.
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Krebs-Hepes Puffer:
99 mM NaCl

4,69 mM KCI

1,87 mM CacCl,

1,20 mM MgSOq4
25,0 mM NaHCO3;
1,03 mM K;HPO,4

20 mM Na-Hepes
11,10 mM Glucose
pH 7,35

LB-Medium:
0,5% NaCl

1% Trypton

0,5% Hefeextrakt

Lysis-Puffer:

50 mM Tris/HCI

100 mM EDTA

100 mM NacCl

1% SDS

pH 8

0,5 mg/ml Proteinkinase K
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3.2 Allgemeine Methoden

3.2.1 Versuchstiere

Die nachfolgend beschriebenen Tierversuche wurden entsprechend § 8 des
Tierschutzgesetzes vom 25. Mai 1998 beantragt und vom Regierungsprasidium
Dusseldorf genehmigt (AZ 23.05-230-3-65/99) und (AZ 23.05-230-3-94/00).

Die Versuche an Wistar-Ratten wurden vom Regierungsprasidium Dusseldorf
unter der Projektnummer O45/87 genehmigt.

Die Zucht der tansgenen Tierlinien erfolgte unter der Leitung von Frau Dr. Treiber,
Leiterin der Tierversuchsanlage der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf.

Die Tiere wurden in der zentralen Tierversuchsanlage der Heinrich-Heine-
Universitat Dusseldorf in Edelstahlkéfigen unter standardisierten Bedingungen
gehalten (Raumtemperatur 20 °C, relative Luftfeuchte 55% + 5 %, Tag-Nacht-
Rhythmus 12 h durch Kunstlicht bei 300 Lux). Sie erhielten entkeimtes
Trinkwasser ad libitum aus Flaschen unter tierarztlicher Kontrolle.

3.2.2 Funktionelle Untersuchungen an Ratten-und Mausaorten

3.2.2.1 Praparation isolierter Aortensegmente

Die Tiere wurden zur Organentnahme durch CO,-Inhalation getdtet und auf einem
Praparationstisch fixiert. Das Fell wurde entfernt und anschlieRend der Thorax
nach Durchtrennung des kaudalen Anteils des Corpus sterni und der Rippen
geoffnet. Nach Durchtrennung der Aorta an ihrem Ursprung aus dem linken
Ventrikel, wurde das Herz entfernt. Lunge und Osophagus wurden entnommen
und die Bauchhohle weiter getffnet. Nach Verlagerung des Darmgeflechts auf
eine Korperseite konnte die Aorta nach Ldosen des von dem sie umgebenden
Gewebes in ihrer gesamten Lange bis zur ihrer Aufteilung im Beckenbereich
vorsichtig enthommen werden. Das Gefaly wurde sofort in eine Petrischale mit
kaltem Krebs-Hepes-Puffer Uberfihrt und mit Puffer durchgespilt, um das
Gefallumen von Blutresten zu reinigen. Anhaftendes Binde-und Fettgewebe
wurde mit einer chirurgischen Pinzette und Schere vorsichtig entfernt. Die
thorakale Aorta wurde entweder zur Durchfihrung eines Organbadversuches in 5
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mm grosse Stlicke geschnitten oder die gesamte Aorta zur Isolierung von Protein
in Flussigstickstoff schockgefroren und dann bei —80°C gelagert.

3.2.2.2 Untersuchung isolierter Aortenringe im Organbad

Zur Untersuchung der vaskularen Reaktivitat isolierter thorakaler Aortenringe,
wurde eine Apparatur benutzt, die in Abb. 6 schematisch dargestellt ist.

Verstarker
I Kraftaufnehmer I—-/_ \
/ _\
\

Drucker

‘ & s ;
v) 1
Organbad E i L
e

Abb. 6: Schematische Darstellung der Organbadapparatur

Die Apparatur bestand aus vier einzelnen Messstationen, mit je einem
doppelwandigem, 20 ml fassenden Glasgefal. Die Glasgefalte wurden fur die
Versuche mit je genau 10 ml Krebs-Henseleit-Puffer gefullt, der Gber Glasfritten
mit Carbogen (95 % Sauerstoff, 5 % Kohlenstoffdioxid) begast wurde. Der Puffer
wurde Uber eine Warmwasserversorgung zwischen den Doppelwanden mittels
einer Umlaufthermostat-Wasserbad-Kombination (Haake 22, Berlin) konstant auf
37°C gehalten. Ein doppelwandiger Zylinder, der ebenfalls an den
Warmwasserkreislauf angeschlossen wurde, diente als Vorratsgefaly fir
vorgewarmten Puffer. Die Messapparatur wurde vor jedem Versuch mit genormten
Gewichten geeicht. Bei Versuchen mit Rattenaorta wurde der Nullwert bei einer
Vorspannung von 4 g (Belastung der Kraftaufnehmer mit genormten Gewichten
von 4 g), bei Mausaorta mit einer Vorspannung von 2 g eingestellt. Fir die weitere
Belastung mit jeweils 2 g entsprach der zugehoérige Schreiberausschlag einer
Strecke von 2 cm (Rattenaorta), bzw. 5 cm (Mausaorta). Dies ermoglichte eine
spatere Auswertung der registrierten Kurven bezlglich der Kraftentwicklung in
Newton (kg x m/s?). Die Aortenringe wurden vorsichtig, ohne das Endothel zu
beschadigen, im Organbad fixiert.
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Dazu wurden sie zwischen zwei triangelférmige Elemente aus Edelstahl
eingespannt, wobei das untere Element an einer Haltestange, das obere uber
einen Polyesterfaden (R3F, 1,5 metricc Resorba, Nirnberg) an einem
isometrischen Kraftaufnehmer (Statham, USA) befestigt wurde. Die Organe waren
wahrend des Versuches immer vollstdndig von der begasten Pufferlésung
umspdult. Die registrierten Veranderungen des Vasotonus wurden Uber einen
Verstarker (Institutseigenbau, Herr Dipl.-Ing. J. Springer) registriert und auf einem
Flachbrettschreiber (SE 120, Asea Brown Boveri) aufgezeichnet. Die
Ruhespannung der Aorten wurde durch Spannung des Fadens mittels einer
Mikrometerschraube auf den Nullwert des Schreibers eingestellt, so dass sie der
oben erwahnten Belastung entsprach. Untersuchungen im Organbad wurden im
Allgemeinen in der folgenden Reihenfolge durchgeflhrt:

Aquilibrierungsphase:

Wahrend der Aquilibrierungsphase von ca. 60 Minuten wurde die gewdhlite
Vorspannung immer wieder eingestellt, bis sich der Vasotonus nicht mehr spontan
veranderte. Der Puffer wurde alle 10 Minuten ausgetauscht.

Kontraktionstest mit Kaliumchlorid:

Durch Zugabe von 80 mM KCI wurde das Kontraktionsverhalten der Aortenringe
nach Depolarisation tberprift. Dies diente zur Uberpriifung der Funktionalitat der
Gefalle. Zur Auswertung wurde der Kontraktionszustand 35 Minuten nach der
Zugabe gewahlt, da sich kein konstantes Maximum einstellt. Nach vollstandiger
Relaxation der Aortenringe durch mehrmaliges Auswaschen der Pufferlésung,
wurde die Vorspannung erneut eingestellt.

Endothelabhdngige Relaxation:

Die endogene NO-Wirkung, die von der Intaktheit des Endothels abhéangt, kann
durch Uberpriifung der endothelabhdngigen Relaxation getestet werden.
Acetylcholin bewirkt eine Erhéhung des intrazellularen Calciumspiegels, was zu
einer Aktivierung der endothelialen NO-Synthase und daraus folgend zu einer
Vasorelaxation fuhrt. Der Endotheltest erfolgte durch Vorkontraktion mit 0,2 uyM
Phenylephrin und anschlieende kumulative Gabe von Acetylcholin (1 nM-10 pM).
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Kontraktionstest mit Phenylephrin:

Zur Kontrolle der durch Phenylephrin ausgelosten o4-Rezeptor-vermittelten
Kontraktion wurde die Substanz kumulativ (0,1 nM-10 uM) ins Organbad gegeben.
Die Folgedosis wurde jeweils nach Erreichen eines Plateaus gegeben.

Wirkung von NO-Donoren:

Zur Uberpriifung der NO-Sensivitat wurde nach einer Vorkontraktion mit 3 yM
Phenylephrin der NO-Donor SNAP (S-Nitroso-N-acetyl-D, L-penicillamin) oder
DEA-NO in kumulativen Dosen (0,1 nM-10 uM) zugegeben.

Organbadversuche an der isolierten Rattenaorta:

In Vorversuchen wurde an der isolierten Rattenaorta der Einfluss von
Superoxidradikalen auf die Vasoreaktivitat der Gefalle untersucht. Dabei wurde
Xanthin/Xanthinoxidase als Superoxidradikal-generierendes System verwendet.
Es wurden pro Tag zwei Tiere untersucht, wobei pro Tier zwei Aortenringe
verwendet wurden. Ein Ring wurde jeweils mit Vehikel (1 mM NaOH), der andere
mit Xanthin (0,1 mM in 1 M NaOH)/Xanthinoxidase (14,4 mU/ml) in Gegenwart
von Catalase (200 U/ml) inkubiert. Catalase wurde zugesetzt, um madgliche
vasorelaxierende Wirkungen von H,O, zu vermeiden. Die Aortenringe wurden im
Organbad 4 Stunden lang inkubiert, wobei der Puffer alle 30 Minuten
ausgewechselt und die Substanzen erneuert wurden. Zur Untersuchung der
Guanylatcyclaseexpression wurden 1 cm grol3e Aortenringe im Organbad, wie
oben beschrieben, inkubiert und anschliessend bei —80°C eingefroren.
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Diese Untersuchung erfolgte nach folgendem Protokoll:

e Aquilibrierungsphase

e Kontraktionstest mit 80 mM KCI

e waschen

e Vorkontraktion mit 0,2 uM Phenylephrin

e Dosis-Wirkungskurve Acetylcholin (1 nM-10 pM)
e waschen

e 4 Stunden Inkubation
Xanthin/Xanthinoxidase| Vehikel

e Vorkontraktion mit 0,2 uM Phenylephrin

e Dosis-Wirkungskurve Acetylcholin (1 nM-10 pM)
e waschen

e Vorkontraktion mit 3 mM Phenylephrin

e Dosis-Wirkungskurve SNAP (0,1 nM-10 uM)

Organbadversuche an der isolierten Mausaorta:

Zur Charakterisierung der transgenen Mauslinie (TgNCatUX) wurden funktionelle
Untersuchungen im Organbad durchgefuhrt. Dabei wurden zunachst Aortenringe
von C57BI6-Mausen untersucht, die als Kontrollgruppe dienten. Danach erfolgten
Untersuchungen an Aortenringen der niedrig exprimierenden TgNCatUX-Linien
A,B, die in der spateren Auswertung zusammengefasst wurden, und der stark
exprimierenden Linie F. Bei der Untersuchung der transgenen Tierlinien wurde pro
Versuchstag je ein transgen positives sowie ein transgen-negatives Tier
untersucht, wobei pro Tier je zwei Ringe verwendet wurden. In einigen Versuchen
erfolgte eine Inkubation eines der beiden Ringe mit dem Catalaseinhibitor
Aminotriazol (1 mM) fur eine halbe Stunde. Im Anschluss an die Inkubation wurde
eine Dosis-Wirkungskurve fur Phenylephrin, bzw. mit Prostaglandin F2o
vorkontrahiert und eine Dosis-Wirkungskurve fur H,O, aufgezeichnet.
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Protokoll der Organbadversuche an der isolierten Mausaorta:

e Aquilibrierungsphase

e Kontraktionstest mit 80 mM KCI

e waschen

e Vorkontraktion mit 0,2 uM Phenylephrin

e Dosis-Wirkungskurve Acetylcholin (1 nM-10 pM)

e waschen

e Kontraktionstest mit Phenylephrin (0,1 nM-10 pM)
e Dosis-Wirkungskurve DEA-NO (0,1 nM-10 pM)

e 30 Minuten Inkubation mit 1 mM Aminotriazol | Vehikel
¢ (Kontraktionstest mit Phenylephrin (0,1 nM-10 uM))
e Vorkontraktion mit PGF2a (10 uM-30 uM)

e Dosis-Wirkungskurve H202 (1 uM-1 mM)
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3.2.3 Praparation und Analyse von DNA

3.2.3.1 Isolierung von genomischer DNA aus der Schwanzspitze der Maus

Zur Isolierung der genomischen Maus-DNA aus Schwanzspitzen wurde den
Mausen in einem Alter von etwa vier Wochen ein 1-1,5 cm grosses Stlck ihrer
Schwanzspitze amputiert. Das Gewebe wurde in 750 ul Lysispuffer und
Proteinkinase K (0,5 mg/ml Endkonzentration) Uber Nacht bei 55°C inkubiert.
Nach Zugabe von gesattigter NaCl— Lésung (~ 6 M) wurde der Ansatz 5 min
geschittelt und dann 10 min bei 13.000 rpm zentrifugiert um die Proteine
abzutrennen. Zur Féllung der DNA wurden 850 pl des Uberstandes in ein neues
Eppendorfgefall dberfihrt und mit 600 pl Isopropanol 99% versetzt. Nach 2-3
maligem Umschwenken wurde die ausgefallenene DNA durch 5 minttige
Zentrifugation bei 13.000 rpm abgetrennt. Der Uberstand wurde verworfen. Das
Pellet wurde mit 1,5 ml Ethanol 70% gewaschen und der Ethanol nach erneuter
Zentifugation (5 min bei 13.000 rpm) verworfen.

Das Pellet wurde bei Raumtemperatur getrocknet, in 100 pl TE-Puffer
aufgenommen und bei Raumtemperatur Gber Nacht inkubiert.

3.2.3.2 Vermehrung von Plasmid-DNA in Escherichia coli-Zellen

Fur die Vermehrung von Plasmid-DNA wurden E. coli Stamme mit folgenden
Genotypen verwendet:

DH50F’ F'/endA1 hsdR17(r,my") supE44 lambda'thi-1 recA1
gyrA relA1 (lacZY A-argF) y1ee(m80dlacZAM15)
Invitrogen™, Karlsruhe

TOP 10 F'mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)®80lacX74recA1 deoR
araD139A(araleu)7697 galK rpsL (Str) endA1 nupG
Invitrogen™, Karlsruhe

XL10-Gold Tet® A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 supE44 thi-1 recA1
rA96 relA1 lacHte [F’proAB lac%ZAM15Tn10(tetr)Amy Camr]®

Stratagene, Amsterdam
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Die Bakterienstamme wurden in LB-Vollmedium angezuchtet. Fur die Herstellung
von festem Nahrboden, der auf Platten gegossen wurde, wurde dem Medium
1,2% Agar (Invitrogen™, Karlsruhe) zugegeben. Fiir die Selektion von Bakterien,
die ein Plasmid mit Antibiotikaresistenz erhalten, wurde dem Medium nach dem
Autoklavieren Ampicillin - (100 pg/ml  Endkonzentration), bzw. Kanamycin
(50 pug/ml Endkonzentration) zugegeben.

Die Bakterien wurden bei 37°C gezichtet. Die Platten wurden bei 4°C héchstens 2
Monate lang gelagert.

Transformation von E.coli-Zellen:

Transformationen von E. Coli-Zellen wurden nach der Rubidiumchlorid-Methode
durchgefuhrt (Hanahan, 1985). Dabei wurde 1 ng Plasmid-DNA, bzw. ein Teil des
jeweiligen Ligationsansatzes auf Eis zu den kompetenten E. Coli-Zellen gegeben
und 30 Minuten auf Eis inkubiert. Dann wurden die Zellen einem Hitzeschock von
45 Sekunden 37°C (DH5q), bzw. 30 Sekunden 42°C (TOP 10) ausgesetzt und
sofort wieder auf Eis gestellt. Die Zellen wurden anschliessend in 1 ml LB-Medium
1 Stunde lang inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden 10-50 ul des Ansatzes
auf antibiotikahaltigem LB-Agar-Nahrboden ausplattiert und ber Nacht bei 37°C
inkubiert. Die Transformation von XL 10 Gold-Zellen wurde nach Protokoll des
Herstellers durchgefuhrt.

Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli-Zellen:

Miniplasmid-Praparation (alkalische Lyse):

Die Praparation wurde nach Birnboim (1983) durchgefihrt. 1,5 ml einer
Ubernachtkultur wurden 5 Minuten bei 6000 x g zentrifugiert und das Zellpellet in
300 ul P1-Puffer resuspendiert. Nach Zugabe von 300 pl P2-Puffer wurde der
Ansatz zur vollstdndigen Lyse 3 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen.
Anschlielend wurden Zellbestandteile und Proteine durch Zugabe von 300 ul P3-
Puffer geféallt und nach einer etwa 5 minltigen Inkubationszeit auf Eis bei
10.000 x g 10 Minuten bei 4°C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues
Eppendorfgefall tberfihrt und die DNA durch Zugabe von 800 ul eiskaltem
Ethanol absolut gefallt. Nach 10 Minuten Zentrifugation bei 10.000 x g und 4°C
wurde der Uberstand verworfen und das DNA-Pellet in 50 pl TE-Puffer
resuspendiert.



MATERIAL UND METHODEN 44

Qiagen (,,Midi-Praparation®):

Zur lIsolierung grofRerer Mengen an Plasmid-DNA (bis zu 100 pg), wurde die
Praparation mit dem ,Plasmid Midi Kit* der Firma Qiagen (Hilden) durchgeflihrt.
Dabei wurde nach dem Protokoll des Herstellers verfahren.

Qiagen (,,Maxi-Praparation®):

Zur Isolierung noch gréferer Mengen an Plasmid-DNA (bis zu 500 pg) wurde die
Praparation mit dem ,Plasmid Maxi Kit“ der Firma Qiagen (Hilden) durchgefuhrt.
Es wurde nach dem Protokoll des Herstellers verfahren.

3.2.3.3 Restriktion von DNA

Die sequenzspezifische Spaltung von DNA erfolgte, wenn nicht anders
beschrieben, mit Restriktionsendonukleasen der Firma New England Biolabs
(Frankfurt). Die Reaktionstemperatur und der jeweilige Puffer wurde nach
Herstellerangaben ausgewahlt. Je nach Angabe wurde dem Reaktionsgemisch
BSA (2 ug/pl Endkonzentration) zugesetzt.

Es wurde 1 U Enzym/pg Plasmid-DNA eingesetzt und der Reaktionsansatz eine
Stunde bei angegebener Temperatur inkubiert.

3.2.3.4 T4-DNA-Polymerasereaktionen

Die Erzeugung von glatten DNA-Enden erfolgte mit Hilfe der T4-DNA-Polymerase
(Roche Molecular Biochemicals, Mannheim). Diese Polymerase besitzt eine
5-3’-Polymeraseaktivitat, sowie eine 3’-5-Exonukleaseaktivitat, so dass
5'-Uberhangende Enden unter Zusatz von dNTPs aufgefillt, sowie
3’-Uberhdngende Enden entfernt werden koénnen. Die Polymerase, bzw.
Exonukleasereaktion erfolgte in einem Gesamtvolumen von 30 ul unter Zusatz von
200 pMol/lt dNTPs und 0,2 Volumen Inkubationspuffer (Roche Molecular
Biochemicals, Mannheim) 30 Minuten bei 37°C. Die entstehenden Fragmente
wurden nach Herstellerangaben Uber eine Saule gereinigt (PCR Purification Kit,
Qiagen, Hilden; GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit, Amersham
Pharmacia Bioscience, Freiburg)
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3.2.3.5 Auftrennung von DNA in nativen Agarosegelen

Zur Analyse und Visualisierung von DNA Fragmenten wurde die DNA in nativen
Agarosegelen elektrophoretisch aufgetrennt. Dazu wurden 1%ige Agarosegele
(BIO-Rad, Mdinchen), flir Fragmente mit einer GroRe uber 10 kb 0,5%ige
Agarosegele verwendet. Die Agarose wurde in 1 x TAE-Puffer, der auch als
Laufpuffer diente, durch Aufkochen gelést und nach dem Erkalten in die
Gelkammer (BIO-Rad, Minchen) gegossen. Die Proben wurden vor dem Beladen
des Gels mit je 2 pl Blaumarker (Bromphenolblau 0,25%, Glycerin 30% in TAE-
Puffer) versetzt. Als GroRenstandard diente eine 100 Basenpaarleiter (Invitrogen)
oder eine 1 kb Leiter (New England Biolabs, Frankfurt). Der Gellauf erfolgte etwa
30 Minuten bei 90 V. Zur Visualisierung der DNA wurde dem Gel Ethidiumbromid
(BIO-Rad) in einer Konzentration von 0,5 pg/ml zugegeben, wodurch die DNA-
Banden nach der elektrophoretischen Auftrennung durch Bestrahlung mit UV-Licht
durch ihre Fluoreszenz zu erkennen waren.

3.2.3.6 Isolierung und Reinigung von DNA-Fragmenten

Um bestimmte DNA-Fragmente nach einer Restriktionsspaltung zu isolieren,
wurden die Fragmente in einem 1%igem Agarosegel, wie oben beschrieben,
aufgetrennt. Die gewlnschten Banden wurden unter UV-Licht aus dem Gel
herausgeschnitten. Fragmente, die kleiner waren als 4 kb, wurden Uber Saulen
nach Herstellerangaben aufgereinigt (GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification
Kit, Amersham Pharmacia Bioscience, Freiburg). Fragmente mit einer GroRRe Uber
4 kb wurden mit ,Glasmilch®, einer DNA bindenden Silikatmatrix, aufgereinigt.
Dazu wurde das ausgeschnittene Agarosestick in 1 ml Na-lodid-Lésung bei 50°C
geschmolzen. Nach Zugabe von 30 pl ,Glasmilch®, erfolgte eine Inkubation fur 5
Minuten bei 50°C. Die an die Glasmilch gebundene DNA wurde durch
Zentrifugation (30 s, 10.000 x g) abgetrennt, und anschlieRend 2 mal mit je 1 ml
kaltem Waschpuffer gewaschen. Die DNA wurde dann mit 20 pl TE-Puffer durch
eine 5-minutige Inkubation bei 50°C Inkubation von der Matrix gelést und durch
Zentrifugation (30 s, 10.000 x g) von dieser getrennt. Der Uberstand, der die DNA
enthalt, wurde in ein neues Eppendorfgefald Gberfuhrt.
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3.2.3.7 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die DNA-Konzentration wurde UV-spektrophotometrisch bei einer Wellenlange
von 260 nm mit dem BioPhotometer® (Eppendorf, Hamburg) nach
Herstellerangaben bestimmt. Die Menge der UV-Strahlung, die von einer DNA-
Lésung absorbiert wird, ist ihrem DNA-Gehalt direkt proportional. Die Reinheit der
DNA-Probe wurde durch das Verhaltnis der Absorption bei 260 nm und 280 nm
(Aze0/A2s0) Uberprift. Bei einer reinen DNA-Probe liegt dieser Wert bei 1,8.
Geringere Werte deuten auf eine Verunreinigung hin.

3.2.3.8 Ligation von DNA

Zur Ligation von Vektor-DNA und Fragment-DNA wurde 0,1-0,5 pg linearisierte
Vektor-DNA und Fragment im molaren Verhaltnis 1:3 bis 1:5 eingesetzt. Die
Ligationsreaktion erfolgte in einem Gesamtvolumen von 10-20 pl mit 1-2 U T4
DNA-Ligase (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim) 2-3 Stunden bei
Raumtemperatur und anschlieBend 16 Stunden bei 12°C. Bei der Ligation
grésserer Fragmente wurden die zu ligierenden DNA -Fragmente vor der Zugabe
der Ligase 5 Minuten bei 45°C inkubiert, um zusammengelagerte kohasive Enden
zu trennen. Blunt-end Ligationen erfolgten 16 Stunden bei Raumtemperatur unter
Zusatz von Polyethylenglycol 15 % (V/V), um intramolekulare Zusammenschlisse
zu vermeiden. Fragmente, mit einer geringeren Grofle als 2 kb, wurden mit dem
TOPO-TA Cloning® Kit (Invitrogen) nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Dabei
wird das Fragment mit dem vom Hersteller bereitgestellten pCR®II-TOPO®-Vektor
ligiert. FUr Fragmente mit glatten Enden (blunt-end Fragmente) wurde der Zero
Blunt™ TOPO™ Cloning Kit (Invitrogen) verwendet, wobei das Fragment mit dem
pCR®-Blunt [I-TOPO-Vektor ligiert wird.
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3.2.3.9 Sequenzierung von DNA

Die beschriebenen Sequenzierungen wurden vom Biologisch-Medizinischen
Forschungszentrum (BMFZ) der Heinrich-Heine Universitdt Dusseldorf
durchgefuhrt. Die Sequenzierungen wurden nach dem Prinzip des ,Cycle
sequencing“ unter Verwendung von Dye Terminatoren (mit Rhodaminfarbstoffen
markierte Didesoxynukleotid-Triphosphate) durchgeflhrt. Diese Methode stellt
eine Modifikation der Didesoxymethode nach Sanger et al. (1977) dar. Die
Analyse der Sequenzreaktion erfolgte auf einem ABI Prism 377™ Sequencer von
der Firma PE Applied Biosystems. Der Vergleich der ermittelten Sequenz mit der
bekannten Sequenz erfolgte mit Hilfe des Programms GeneRunner, Version 3.05,
Hastings Software, Inc.. Die zur Sequenzierung eingesetzte Plasmid DNA wurde
in autoklaviertem Wasser geldst. Die eingesetzten Primer werden in Abschnitt
3.3.1 ,Herstellung des Genkonstruktes“ aufgeftihrt.

3.2.3.10 PCR (Polymerasekettenreaktion)

Die Polymerasekettenreaktion (engl. Polymerase chain reaction, PCR) ist eine
Methode zur selektiven Vervielfaltigung eines beliebigen DNA-Abschnittes in-vivo.
Kurze Oligonukleotide, die als Primer flr die DNA-Synthesereaktion dienen,
begrenzen den zu vervielfaltigenden DNA-Abschnitt. In meist 35 Cyclen
wiederholen sich Denaturierung der DNA, Hybridisierung der Primer an die
einzelstrangige DNA und Synthese des komplementadren Stranges. Die PCR-
Reaktionen wurden, wenn im Folgenden nicht anders beschrieben, mit Ready-To-
Go™ PCR beads (Amersham Pharmacia Bioscience, Freiburg) durchgefiihrt. Als
Template wurden genomische DNA in einer Konzentration von 1 pg/ul, bzw.
Plasmid-DNA in einer Konzentration von 100 ng/ul, eingesetzt. Die verwendeten
Primer wurden von der Firma MWG-Biotech AG (Ebersberg) hergestellt. Die PCR-
Reaktion erfolgte in einem Mastercycler gradient (Eppendorf). Die jeweiligen PCR-
Bedingungen werden in den folgenden Kapiteln detailliert aufgefuhrt. Nach
erfolgter Reaktion wurden die PCR-Produkte auf einem Agarosegel detektiert,
oder zur Klonierung aus dem Gel isoliert, bzw. Uber Saulen nach
Herstellerangaben gereinigt (PCR Purification Kit, Qiagen, Hilden; GFX™ PCR
DNA and Gel Band Purification Kit, Amersham Pharmacia Bioscience, Freiburg) s.
3.2.3.6.
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3.2.3.11 Kompetitive PCR

Zur Quantifizierung der Mengen an ursprunglicher Transgen DNA wurde eine
kompetitive PCR durchgefluhrt. Dabei wurde in getrennten Ansatzen jeweils
500 ng genomische DNA mit unterschiedlichen, definierten Menge eines internen
DNA-Standards versetzt. Das Standardfragment, welches um etwa 100 bp ktirzer
ist, als das aus der genomischen DNA amplifizierte Fragment (,native Bande"),
besitzt die gleichen Endsequenzen wie dieses. In der PCR-Reaktion konkurrieren
genomische DNA und Standard DNA um die Primer, wodurch sich eine
Kompetition ergibt. Im Agarosegel konnten dann je zwei Banden unterschiedlicher
GroRe identifiziert und mit dem Gel Doc 1000. Bio-Rad (Minchen) densitometrisch
ausgewertet werden. Die Berechnung der Menge an genomischer Transgen-DNA
erfolgte durch doppelt logarithmische Auftragung der Quotienten aus optischer
Dichte von nativer Bande zu Standardbande. Es ergibt sich eine lineare
Abhangigkeit, wobei der X-Achsenabschnitt dem Logarithmus der gesuchten m-
RNA-Konzentration entspricht.

3.2.3.12 Generierung des internen DNA-Standards:

Der interne DNA-Standard besteht aus einem, im Vergleich zur amplifizierten
nativen Sequenz, um 100 bp verkirzten DNA-Abschnitt mit der gleichen Anfangs-
und Endsequenz.

Linker-Primer-PCR:

In einer Linker-Primer-PCR wird das Standardfragment amplifiziert (s. Abb. 7).
Durch die Verwendung eines Linkerprimers, der aus dem 5’-Primer und einer
Sequenz innerhalb des Gens besteht, erhalt das Standardfragment die gleiche
Anfangs-und Endsequenz wie das zu amplifizierende native DNA-Fragment, so
dass die in der PCR eingesetzten Primer gleichermalien an Standard und nativem
Fragment binden kénnen. Die PCR-Bedingungen und die Beschreibung der
Primer erfolgt in Punkt 3.4 ,Methoden zur Analyse der transgenen Tierlinie®.
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A . B Linker-Primer
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Abb. 7: A: Schematische Darstellung einer PCR zu Amplifizierung einer definierten DNA-Sequenz.

B: Schematische Darstellung einer Linker-Primer-PCR. Der Linker-Primer besteht aus dem &’
Primer aus A und einer Sequenz, die etwa 100 bp weiter in 3’-Richtung der Sequenz liegt. Die
durch die PCR neugebildeten Fragmente erhalten somit an ihrem 5’-Ende die gleiche Sequenz,
wie die Fragmente in A.

Standardklonierung:

Das in der PCR amplifizierte Standardfragment wurde, wie in Punkt 3.2.3.8
beschrieben mit dem TOPO-TA Cloning® Kit (Invitrogen) in den pCR®II-TOPO®-
Vektor ligiert. Dabei wurden 2 pul des PCR-Reaktionsgemisches in der
Ligationsreaktion eingesetzt. Die Ligationsreaktion, sowie die anschlieRende
Transformation in TOPO-Zellen wurde nach Herstellerangaben durchgefuhrt. Das
neu entstandene Plasmid wurde durch Restriktionsanalyse auf seine Richtigkeit
Uberpruft. Die Konzentration des DNA-Standardplasmides wurde, wie in Punkt
3.2.3.7 beschrieben, bestimmt. Zum Einsatz in der kompetitiven PCR wurde das
Standardplasmid auf verschiedene, definierte Konzentrationen verdinnt.
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3.2.3.13 Southern Blot

Um die Insertion des Transgens innerhalb der genomischen DNA zu verifizieren
und die Menge des insertierten Transgens innerhalb der verschiedenen
Foundertieren annahernd vergleichen zu konnen, wurde ein genomischer
Southern Blot (Southern 1975) durchgefiihrt. Das Prinzip des genomischen
Southern Blots besteht darin, dass genomische DNA verdaut und anschlieRend in
einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt wird.

Die DNA wird anschlieend denaturiert, vom Gel auf eine Membran geblottet,
fixiert und dann mit einer radioaktiv markierten, spezifischen Sonde hybridisiert.
Die zu der spezifischen Sonde komplementaren Banden kdénnen autoradiografisch
durch Auflegen eines Rontgenfilms auf die Membran detektiert werden.

Verdau und elektrophoretische Auftrennung der DNA:

Es wurden pro Foundertier 10 ug DNA mit einem oder zwei Enzymen (mind.10 U)
in einem Gesamtvolumen von 500 ul Uber Nacht verdaut. Nach Konzentrierung
durch Fallung mit 0,1 Volumen LiCl und 2 Volumen Ethanol abs. wurden die
entstandenen Fragmente in einem 1% igem Agarosegel bei 80 V elektrophoretisch
aufgetrennt. Nach dem Gellauf wurde das Gel unter UV-Licht mit angelegten
Linealen fotografiert um die nachfolgende GréRenbestimmung der Banden auf der
Membran zu gewahrleisten. Das Gel wurde auf einer Wippe zur Depurinierung 10
Minuten in 0,25 M HCL, anschlie®end zur Denaturierung zweimal 15 Minuten in
Denaturierungslésung und schlieBlich zweimal 15 Minuten zur Neutralisierung in
Neutralisierungslésung geschuttelt.

DNA-Transfer:

Zum Transfer der DNA aus dem Agarosegel auf die Nylonmembran (Hybond N,
Amersham Pharmacia Bioiscience, Freiburg) wurde die Kapillar-Transfer-Methode
(Southern 1975) gewahlt. Der Aufbau des Blots erfogte nach Protokoll (Maniatis:
Molecular Cloning, Kapitel 9.34). Der Transfer erfolgte tUber Nacht in 20 x SSC
Puffer. Am nachsten Morgen wurde der Blot abgebaut, die Membran kurz mit
2 x SSC abgespllt und eine halbe Stunde bei Raumtemperatur auf einem
Filterpapier getrocknet.
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DNA-Fixierung:

Zur Fixierung der DNA auf der Membran wurde diese zwischen zwei
Filterpapieren in Alufolie gewickelt und zwei Stunden bei 80°C in einem
Trockenschrank gebacken. Bis zur Hybridisierung wurde die Membran in Alufolie
in einem Ekkzikator gelagert.

Herstellung und Markierung der Sonde:

Die als Sonde verwendeten DNA-Fragmente wurden aus den Plasmiden
(s. 3.3.1), welche die entsprechende Sequenz enthalten, herausgeschnitten, Gber
ein Agarosegel aufgetrennt, isoliert und gereinigt. Das Fragment wurde auf eine
Konzentration von 2 ng/ul verdinnt, durch 3 minultiges Erhitzen auf 95°C
denaturiert und anschlieRend fir 2 Minuten auf Eis gestellt.

Die nun einzelstrangig vorliegende DNA wurde unter Zusatz von [0-*?]-dCTP, (ICN
Biomedicals, Eschwege), mit Ready to Go™ DNA Labelling Beads (-dCTP),
Amersham Pharmacia Bioscience, Freiburg markiert. Dazu wurden 35 pl (70 ng)
denaturierte DNA mit 50 pCi [0->?]-dCTP versetzt und mit destilliertem Wasser auf
50 pl Gesamtvolumen aufgefillt. Der Ansatz wurde 15 Minuten bei 37°C inkubiert.
Nicht eingebaute Nukleotide wurden (ber Quick Spin Columns™, (Roche
Molecular Biochemicals, Mannheim) nach Herstellerprotokoll abgetrennt.
Anschlieend wurde die DNA 5 Minuten bei 95°C denaturiert und kurz auf Eis
gestellt.

Hybridisierung:

Die folgenden Schritte wurden in Hybridisierungsréhrchen in einem
Hybridisierungsofen durchgefuhrt. Die Membran wurde in der
Hybridisierungslosung mindestens 4 Stunden lang bei 70°C vorinkubiert
(Prahybridisierung). Dann wurde der Hybridisierungslésung die radioaktivmarkierte
Sonde (10 ng/ml) zugesetzt und die Membran Uber Nacht bei 70°C inkubiert.
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Waschen:

Im Anschluss an die Inkubation wurden folgende Waschschritte durchgefliihrt um
die auf der Membran unspezifisch gebundene Radioaktivitat zu entfernen.

1x 30 sec mit 2x SSC/0,1% SDS bei Raumtemperatur
2x 5 min mit 2x SSC/0,1% SDS bei 37°C

2x 10 min mit 1x SSC/0,1% SDS bei 50°C

1x 15 min mit 0,1x SSC/0,1% SDS bei 65°C

Zwischen den einzelnen Waschschritten wurde die Reduzierung der Radioaktivitat
mit einem Handgeigerzahler verfolgt und der Waschvorgang gegebenenfalls
abgebrochen.

Detektion:

Zur Detektion der Banden wurde die Membran in Haushaltsfolie eingeschlagen
und unter einem Rdntgenfilm bei -80°C in einer Expositionsbox mit Verstarkerfolie
uber Nacht inkubiert. Der Film wurde am nachsten Tag entwickelt.
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3.2.4 Praparation und Analyse von RNA

3.2.4.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus Gewebe

Die Gesamt-RNA aus Mausgewebe wurde mit dem ,Rneasy Mini Kit* der Firma
Qiagen, Hilden, isoliert. Dabei wurden etwa 30 mg Gewebe eingesetzt. Das
Gewebe wurde in Flussigstickstoff gefroren und in gefrorenem Zustand mit
Hammer und Stdssel pulverisiert. Das Pulver wurde sofort in ein Eppendorfgefal®
mit dem mitgelieferten Lysis-Puffer gegeben und mit einem Ultra-Turrax (T8, Ika
Labortechnik) weiter homogenisiert. Im Folgenden wurde nach einem erweiterten
Herstellerprotokoll verfahren, wobei zusatzlich zum Standardprotokoll ein
Proteinase K-Verdau und ein DNase-Verdau durchgefuhrt wurde.

Die Isolierung der Gesamt-RNA aus humanem Nabelschnurgewebe erfolgte nach
der Trizol®-Methode, die eine Modifikation der Methode nach (59) darstellt. Es
wurden 50-100 mg Gewebe eingesetzt. Das Gewebe wurde, wie oben
beschrieben, homogenisiert und in 1 ml TRIzol™ Reagenz, (Invitrogen™), lysiert.
Nach 5 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurden 200 ul Chloroform
zugesetzt, etwa 15 Sekunden geschittelt, 3 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert und anschliefend 15 Minuten bei 10.000 x g und 4°C zentrifugiert. Die
RNA, die sich in der wassrigen oberen Phase befand, wurde in ein neues
Eppendorfgefall tberflihrt und zur Fallung mit 500 pl Isopropanol versetzt. Nach
10 mindtiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde 10 Minuten bei 10.000 x g und
4°C zentrifugiert. Das RNA-Pellet wurde mit 75% Ethanol, hergestellt mit 0,1 %
DEPC (Diethylpyrocarbonat)-H,O, gewaschen, an der Luft getrocknet und
anschlieBend durch 10 Minuten Inkubation bei 55°C in 50 yl 0,1 % DEPC-H,O
gelost.

3.2.4.2 Bestimmung der RNA-Konzentration

Die RNA-Konzentration wurde UV-spektrophotometrisch bei einer Wellenlange
von 260 nm in einem Volumen von 50 pl mit dem BioPhotometer® (Eppendorf,
Hamburg) nach Herstellerangaben bestimmt. Die Reinheit der isolierten RNA-
Probe wurde durch das Verhaltnis der Absorption bei 260 nm und 280 nm
(Az260/A280) Uberprift. Bei einer reinen RNA-Probe liegt dieser Wert zwischen 1,6
und 1,8. Die gemessene Probe wurde verworfen.
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3.2.4.3 RNA-Denaturierungsgel

Um zu prufen, ob die praparierte RNA intakt ist, wurde eine denaturierende
Gelelektrophorese durchgefuhrt. Ist die RNA intakt, kann man unter UV-Licht zwei
diskrete Banden fir die 18 S und die 28 S ribosomale RNA erkennen. Fir die
Herstellung des Gels wird 1 g Agarose mit 10 ml 10 x E-Pufferund 73 ml DEPC-
H>0O (0,1%) aufgekocht. Nach Abklhlung werden 17 ml Formaldehyd zugesetzt
und das Gel gegossen. Vor dem Gellauf werden 0,5-1 ug der aufgearbeiteten
RNA mit 8 pl Denaturierungslésung versetzt und 5 Minuten bei 65°C erhitzt. Der
Gellauf erfolgt bei 60 V in 1 x E-Puffer.

3.2.4.4 RT-PCR (Reverse Transkriptase-PCR)

Bei der RT-PCR erfolgte zunachst eine cDNA-Erststrangsynthese, wobei die aus
dem Gewebe isoliete Gesamt-RNA als Matritze diente. Die Reverse-
Transkriptase-Reaktion wurde mit dem “Superscript™ First-Strand Synthesis
System for RT-PCR”, (Invittogen™, Karlsruhe) nach Herstellerangaben
durchgefuhrt. Als Primer wurden dabei “Random Hexamers” verwendet. Dabei
handelt es sich um Hexanukleotide unterschiedlicher Zusammensetzung. Somit
kénnen die Primer aufgrund ihrer individuellen Sequenz an verschiedenen Stellen
einer mMRNA-Sequenz hybridisieren. Auf diese Weise erhalt man eine vollstandige,
aus Einzelfragmenten bestehende cDNA. In einer anschlieenden PCR mit
spezifischen Primern diente dann die erhaltene cDNA als Matritze fur die
Amplifikation einer bestimmten Sequenz aus dem Gen, welches von Interesse
war. Die PCRs wurden mit Ready-To-Go™ PCR beads (Amersham Pharmacia
Bioscience, Freiburg) durchgeflihrt.

3.2.4.5 Kompetitive RT-PCR

Zur Quantifizierung der Mengen an exprimierter m-RNA wurde eine kompetitive
RT-PCR durchgefiihrt. Das Prinzip der kompetitiven RT-PCR besteht darin, dass
durch Zugabe eines internen RNA-Standards in der RT-Reaktion sowohl native,
als auch Standard cDNA synthetisiert werden, die in der anschlieienden PCR mit
sequenzspezifischen Primern beide als Template dienen und um die Primer
konkurrieren, (zur Generierung des internen Standards s. 3.2.4.6). Bei der RT-
Reaktion wurde in getrennten Ansatzen jeweils 500 ng an Gesamt-RNA mit
verschiedenen, definierten Konzentrationen des internen RNA-Standards versetzt
und die RT-PCR wie oben beschrieben durchgefihrt.
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Das in der PCR amplifizierte Standardfragment war um etwa 100 bp kulrzer, als
das native Frament, wodurch im Agarosegel zwei Banden unterschiedlicher Grolze
identifiziert werden konnten. Die Quantifizierung erfolgt dann tber einen Vergleich
der optischen Dichte der Banden aus nativer cDNA zu denen des unterschiedlich
konzentrierten Standards. Die Berechnung der Menge an gesuchter m-RNA
erfolgt durch doppelt logarithmische Auftragung der Quotienten aus optischer
Dichte von nativer Bande zu Standardbande. Es ergibt sich eine lineare
Abhangigkeit, wobei der X-Achsenabschnitt dem Logarithmus der gesuchten m-
RNA-Konzentration entspricht.

3.2.4.6 Generierung eines internen RNA-Standards

Der interne RNA-Standard besteht aus einem, im Vergleich zur nativen Sequenz,
um 100 bp verklrzten DNA-Abschnitt, der durch in-vitro-Transkription in RNA
umgewandelt wurde.

Linker-Primer-PCR:

Die jeweiligen Standardfragmente wurden in einer Linker-Primer-PCR synthetisiert
(s. Abb. 7). Durch die Verwendung eines Linker-Primers, der aus dem 5’-Primer
und einer Sequenz innerhalb des Gens besteht, erhalt das Standardfragment die
gleiche Anfangs-und Endsequenz wie das zu amplifizierende native DNA-
Fragment, so dass die in der PCR eingesetzten Primer gleichermallen an
Standard und nativem Fragment binden kdénnen. Die PCR-Bedingungen und die
Beschreibung der Primer erfolgt in Punkt 3.4 ,Methoden zur Analyse der
transgenen Tierlinie®.

Standardklonierung:

Das in der PCR amplifizierte Standardfragment wurde, wie in Punkt 3.2.3.8
beschrieben mit dem TOPO-TA Cloning® Kit (Invitrogen) kloniert. Dabei wurden 2
Ml des PCR-Reaktionsgemisches in der Ligationsreaktion eingesetzt. Die
Ligationsreaktion sowie die anschlieRende Transformation in TOPO-Zellen wurde
nach Herstellerangaben durchgefuhrt. Das neu entstandene Plasmid wurde durch
Restriktionsanalyse auf seine Richtigkeit Uberprift.
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In-Vitro-Transkription:

In vitro Transkription bedeutet die Generierung von einzelstrangiger RNA aus
klonierten doppelstrangigen DNA-Templates durch DNA-abhangige RNA-
Polymerasen. Hier wurde die T7-RNA-Polymerase, (Roche Molecular
Biochemicals, Mannheim) benutzt.

Diese Polymerase besitzt eine hohe Spezifitdt fir den T7-Promotor, der in dem
verwendeten Plasmidvektor (pCR®II-TOPO®-Vektor) enthalten ist. Die RNA-
Synthese erfolgt deshalb ausschlieRlich ausgehend vom T7-Promotor, so dass
von diesem Startpunkt aus Sequenzen transkribiert werden, die hinter den
Promotor kloniert wurden.

Das Standardplasmid (~10 pg) wurde linearisiert und der Verdau auf einem
Agarosegel auf seine Vollstandigkeit Uberprift. Der Ansatz wurde dann mit
2 Volumen eiskaltem Ethanol absolut versetzt und zur Fallung der DNA
30 Minuten lang bei -20°C stehen gelassen. Dann wurde 10 Minuten bei
10.000 x g zentrifugiert und das Pellet in 20 pl 0,1% DEPC-H,0 aufgenommen.
Die Transkription wurde mit dem L,RNA Transcription Kit‘, (Stratagene,
Amsterdam) nach einer modifzieten  Vorschrift  durchgefuhrt.  Der
Transkriptionsansatz setzte sich zusammen aus 1 ug linearisiertem Plasmid, je 10
nmol jedes Nukleotids (rATP, rGTP, rCTP, rUTP), 1 pl DTT (0,75 M), 20 U Rnase
out (Invitrogen™, Karlsruhe), 10 U T7-Polymerase, 5 ul 5x Transcription buffer
und wurde mit DEPC-H,0 auf ein Volumen von 25 ul aufgefillt. Der Ansatz wurde
2 Stunden bei 37°C inkubiert und die Reaktion anschlieRend durch 10 mindtige
Inkubation bei 65°C abgestoppt. Reste des DNA-Templates wurden durch einen
DNAse-Verdau (15 Minuten Inkubation mit 10 U Rnase freie DNase (Invitrogen™,
Karlsruhe)) verdaut. Die Reaktion wurde durch 10 minltige Inkubation bei 65°C
abgestoppt. Die RNA wurde durch Versetzen mit 0,1 Volumen Natrium-acetat-
Lésung (3 M) und 2 Volumen Ethanol absolut geféllt (1 Stunde bei -20°C) und
anschlieRend in 25 pl 0,1% DEPC-H,O aufgenommen. Die RNA-Konzentration
wurde bestimmt und die RNA in einem denaturierendem Agarosegel identifiziert.
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3.2.5 Praparation und Analyse von Proteinen

3.2.5.1 Isolierung von Proteinen aus Tiergeweben

Proteinfraktionen wurden aus verschiedenen Geweben von Maus und Ratte
isoliert, um Proteine im Western Blot nachzuweisen, bzw. um Enzymaktivitaten zu
bestimmen. Je nach Lokalisation des Proteins wurde die cytosolische Fraktion
oder die membranare Fraktion isoliert.

Herstellung eines Gewebehomogenats:

Zur Isolation der cytosolischen Fraktion wurde das Gewebe in Flussigstickstoff
gefroren und in gefrorenem Zustand mit einem Metallzerkleinerer pulverisiert. Das
pulverisierte Gewebe wurde sofort in ein adaquates Volumen Gewebe-Lysispuffer
gegeben und mit einem Ultra-Turrax (T8, lka Labortechnik) bei Stufe 6 weiter
homogenisiert. Durch eine erste Zentrifugation bei 100 x g (10 Minuten, 4°C)
wurden grébere Gewebeteile entfernt.

Isolation der cytosolischen Fraktion:

Zur Gewinnung der cytosolischen Fraktion wurde zuerst ein Gewebehomogenat
(s.0.) hergestellt. Der Uberstand wurde anschlieRend bei 4°C zundchst 15 Minuten
bei 20000 x g, und dann eine Stunde bei 105000 x g zentrifugiert. Der Uberstand
(cytosolische Fraktion) wurde ausaliquotiert und bei -80°C gelagert.

3.2.5.2 Bestimmung der Proteinkonzentrationen

Die Proteinbestimmungen erfolgten nach der Methode nach Bradford (60). Vor
jeder Messung wurde eine Eichung mit BSA vorgenommen. Die
Proteinkonzentrationen wurden anhand der linearen Regression der Eichgeraden
berechnet.
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3.2.5.3 Western Blot

Die Analyse der Proteinexpression erfolgte mittels Western Blot. Das Prinzip des
Western Blots besteht darin, dass Proteine durch Gelelektrophorese aufgetrennt,
auf eine Membran transferiert (geblottet) und dort durch Antikérperbindung und
anschlielende Detektion nachgewiesen werden.

Auftrennung der Proteine:

Die Auftrennung der Proteine aus den cytosolischen Fraktionen, bzw. der
Proteinhomogenate erfolgte nach dem Prinzip der diskontinuierlichen,
denaturierenden Gelelektrophorese (Laemmli, 1970; Neville, 1971). Dazu wurde
ein Trenngel (7,5% Acrylamid in 375 mM Tris/0,4% SDS) und darauf ein
Sammelgel (4,5% Acrylamidin 25 mM Tris/0,2% SDS) gegossen. Zur
Untersuchung der Proteine wurden verschiedene Mengen an Gesamtprotein
eingesetzt. Die Proben wurden vor dem Beladen auf das Gel mit Probenpuffer im
Verhaltnis 1:1, oder mit mindestens 20% Probenpuffer versetzt, gemischt und funf
Minuten bei 95°C denaturiert. Der Gellauf erfolgte bei 150 V in einer BioRad
Elektrophoresekammer (BioRad, Minchen) mit 1 x Tankpuffer fur etwa eine
Stunde. Als Molekulargewichtmarker diente ein Kaleidoskopmarker (BioRad,
Munchen).

Proteintransfer:

Die aufgetrennten Proteine wurden in einer Blotting Apparatur (BioRad, Miinchen)
vom Gel auf eine Nitrocellulosemembran (Hybond ECL, Amersham Pharmacia
Bioscience) transferiert. Der Transfer erfolgte bei 90 Volt flir eine Stunde in
Western Blot-Puffer.

Absattigung unspezifischer Bindungen

Zur Absattigung unspezifischer Bindungen wurde die Membran Uber Nacht bei
4°C in 6% Blocking-Milch (6% Milchpulver in TBST-Puffer) auf einer Wippe
inkubiert. Am nachsten Tag wurde eine weitere Stunde bei Raumtemperatur
inkubiert und die Membranen anschlieRend dreimal mit TBST-Puffer gewaschen.
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Antikorperinkubation

Folgende Primarantikorper wurden in den angebenen Verdlinnungen verwendet:
Anti-EC NOS, Transduction Laboratories; 1:750 in 5% Blocking Milch
Anti-Guanylatcyclase, Cayman; 1:2500 in 3% Blocking Milch
Anti-Catalase; Calbiochem; 1:2000 in 3% Blocking Milch

Die Inkubation erfolgte fir zwei Stunden bei Raumtemperatur. Nach 5 x 5 Minuten
Waschen in TBST-Puffer, erfolgte die Inkubation mit Peroxidase-gekoppelten
Sekundarantikorpern flr eine Stunde bei Raumtemperatur.

Anti-Maus IgG, Sigma; 1:5000 in 5% Blocking Milch
Anti-Rabbit IgG, Calbiochem; 1:5000 in 5% Blocking Milch
Detektion:

Nach einer Waschphase von 3 x 5 Minuten wurden die Membranen zur Detektion
der Proteine fur funf Minuten mit Lumi-Light Western Blotting Substrat (Roche
Molecular Biochemicals, Mannheim) nach Angaben des Herstellers inkubiert. Bei
dieser Detektionsmethode wird durch die an den Sekundarantikbrper gebundene
Peroxidase die Oxidation von Luminol durch Wasserstoffperoxid katalysiert. Durch
die Oxidation von Luminol entsteht ein chemilumineszentes Signal, welches durch
Exposition der Membran auf einem Réntgenfilm (Hyperfilm™ ECL™, Amersham
Pharmacia Bioscience, Freiburg) sichtbar gemacht wurde.
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3.2.6 Bestimmung von Enzymaktivitaten

3.2.6.1 Bestimmung der Catalaseaktivitat

Die Catalaseaktivitdt in Mausgewebe (Herz, Aorta) wurde nach der von Cohen
(61) beschriecbenen Methode bestimmt. Dabei handelt es sich um eine
spektrophotometrische Bestimmung, die eine Variation der titrimetrischen
Bestimmung von H,O, mit Kaliumpermanganat darstellt. Es wird der Abbau von
H,O, durch die im Gewebe vorhandene Catalase bestimmt, indem man die
Proteinldsung mit H,O, versetzt. Nach Abstoppen der Reaktion wird zugesetztes
Kaliumpermanganat (KMnO4) durch die verbleibende Menge an HyO;
stdchiometrisch oxidiert. Das verbleibende Permanganat wird sofort bei einer
Wellenlange von 480 nm bestimmt.

Es wurde die membranare Proteinfraktion s. 3.2.5.1 aus dem Gewebe isoliert und
die Proteinkonzentration nach der Bradfordmethode bestimmt. Die folgenden
Reaktionen wurden auf Eis durchgeflhrt. Es wurde fir jede Probe, sowie fur
Blindwert und Standard eine Doppelbestimmung durchgeftihrt. 40 ul Probe wurden
mit 200 yl 6 mM HO,-Lésung versetzt. Nach exakt drei Minuten wurden die
Reaktion mit 40 ul 6 N Schwefelsaure (H,SO,4)-Losung gestoppt, 280 pl 0,01 N
KMnOg4-Lésung dazugegeben und innerhalb von einer Minute die Absorption bei
480 nm bestimmt. Bei der Bestimmung des Blindwertes (B) wurde anstatt der
Probe 40 pl destilliertes Wasser eingesetzt, so dass kein H,O, durch die Catalase
abgebaut werden konnte. Der Standard (St) wurde bestimmt, indem 240 pl 0,01 M
Phosphatpuffer mit 40 pl 6 N H,SO4-Lésung und 280 pul KMnO4 gemischt wurden
und ebenfalls die Absorption bei 480 nm bestimmt wurde. Bei diesem Ansatz kann
kein Permanganat durch H;O, oxidiert werden. Der Abbau von H;O, durch
Catalase erfolgt nach einer Reaktionskinetik erster Ordnung. Zur Auswertung kann
daher die Geschwindigkeitskonstante der Reaktion erster Ordnung als MaR fur die
Catalasekonzentration herangezogen werden. Die Auswertung erfolgte nach
folgender Formel:

k= log&x 23
S3 ¢
k Reaktionsgeschwindigkeitskonstante 1. Ordnung (sec'1)
t Reaktionszeit (sec)
So Substratkonzentration zum Zeitpunkt O (in Absorptionseinheiten)
Ss Substratkonzentration nach drei Minuten Reaktion

(in Absorptionseinheiten);
Sy = Absorption (Standard)-Absorption (Blindwert)
Sz;=Absorption (Standard)-Absorption (Probe)
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Die errechnete Catalaseaktivitat wurde auf 1 mg Gesamtprotein bezogen.

3.2.7 Trainingsversuche

Um den Effekt kdrperlichen Trainings zu untersuchen, wurden Mause auf einem
speziell dafur angefertigten motorbetriebenen Laufrad trainiert (s. Abb. 8.)

Abb. 8: Links: Laufrad zum Training der Mause. Rechts: Mause wahrend der Trainingsphase

Die Mause wurden zunachst finf Tage lang an das Laufbandtraining gewdhnt,
indem die Geschwindigkeit des Laufrades langsam von 8 m/min auf 12 m/min und
schlieRlich auf 15 m/min gesteigert wurde, bis die Mause in der Lage waren
problemlos bei einer Geschwindigkeit von 15 m/min zu laufen.

Nach der Trainingsphase wurden die Mause drei Wochen lang an flnf
aufeinanderfolgenden Tagen pro Woche 30 Minuten lang bei einer
Geschwindigkeit von 15 m/min trainiert. Eine Kontrollgruppe wurde jeweils den
gleichen Gerauschen ausgesetzt, wie die trainierenden Mause, indem deren
Kafige wahrend des Trainings neben das Laufrad gestellt wurden. Um die
Zeitabhangigkeit des Traingseffektes zu untersuchen, wurde eine Gruppe der
Mause nur zehn Tage lang trainiert. Die Tiere wurden, bis auf eine Gruppe (s.u)
zwei Wochen vor Beginn des Trainings ausgeeinzelt. Folgende Tiergruppen
wurden trainiert:

Tierlinie Anzahl Dauer des Tiere/Kafig
der Tiere |Trainings

C57BI6 n=12 3 Wochen 6

C57BI6 n=3 10 Tage 1

C57BI6 n=3 3 Wochen 1

TgNCatUX (Linie F), n=4 3 Wochen 1

transgen-negativ

TgNCatUX (Linie F), n=4 3 Wochen 1

transgen-positiv
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Die Tiere wurden am folgenden Morgen des letzten Trainingstages zur
Organentnahme getdtet, die entnommenen Gewebe in Flussigstickstoff
schockgefroren und bis zur Proteinisolierung bei —80 °C gelagert.

3.2.8 Futterungsversuche

Wie unter 3.2.9 beschrieben, wurden Blutdruck-und Herzfrequenzmessungen vor
und nach Fatterung der Mause mit Aminotriazol, einem Catalaseinhibitor,
vorgenommen. Es wurden je 4 transgen positive TgN CatUx-Mause, sowie
Geschwistertiere geflttert. Aminotriazol wurde in einer Konzentration von
10 mg/ml dem Trinkwasser zugefigt. Dies entspricht bei einer Trinkmenge von
etwa 2 ml/Tag einer Tagesdosis von 666 mg/kg Korpergewicht. Die Behandlung
wurde Uber einen Zeitraum von 14 Tagen durchgefuhrt. Die Wasserflaschen mit
Aminotriazol wurden nach sieben Tagen ausgetauscht. Die ungeféhre Trinkmenge
pro Tag wurde aus friheren Untersuchungen Ubernommen, in denen der
Trinkwasserverbrauch von 20 Mausen in 5 Kafigen Uber 3 Wochen beobachtet
wurde.

3.2.9 Messung von Blutdruck-und Herzfrequenz an der Maus

Die Messung von Blutdruck-und Herzfrequenz an der Maus erfolgte noninvasiv
nach einer beschriebenen Methode (62) bei der eine Druckmanschette an den
Schwanz der Mause angelegt wird. Es wurde das Gerat BP-2000, Blood Pressure
Analysis System, Visitech Systems, USA verwendet, an welches ein PC
angeschlossen wurde.

Abb. 9: Blutdruckmessapparatur mit angeschlossenem PC
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Bei der Messung wurde zunéachst eine Pulsamplitude aufgezeichnet, die sich aus
der durch den Puls variable Lichtdurchlassigkeit ergab. Die Pulsamplitude wurde
mit einem angeschlossenen PC und der vom Hersteller mitgelieferten Software:
“‘Blood Pressure analysis“ registriert und die Herzfrequenz bestimmt.
Anschliessend wurde die Druckmanschette zur Bestimmung des Blutdrucks
aufgeblasen, wodurch sich die Amplitude verkleinerte. Der Druck, der in der
Manschette vorlag, als die Amplitude einen vom Programm errechneten Bereich
(10% Bereich der Equilibrierungsamplitude) fir mindestens zehn Herzschlage
unterschritt, wurde gemessen und gespeichert. Er entspricht dem systolischen
Blutdruck.

Blutdruckdruck-und Herzfrequenzmessungen erfolgten an folgenden
Tiergruppen:

C57BI6 n=8
TgNCatUX (Linie A, B) n=8
TgNCatUX (Linie F), transgen positiv n=8
TgNCatUX (Linie F), transgen-negativ n=8
TgNCatUX (Linie F), transgen-positiv ;nach n=4
Aminotriazolbehandlung

TgNCatUX (Linie F), transgen-negativ ;nach n=4
Aminotriazolbehandlung

Die Messungen erfolgten immer zur selben Tageszeit in der Ruhephase der
Mause. Es wurden an mindestens drei aufeinanderfolgenden Tagen je drei Cyclen
von je zehn einzelnen Messungen durchgefihrt. An jedem Tag wurde aus den drei
Cyclen jeweils das arithmetische Mittel gebildet. Die in den Endergebnissen
aufgefihrten Blutdruck-und Herzfrequenzwerte bestehen somit aus mindestens 90
Einzelwerten. Zuvor wurden die Mause durch eine Trainingsperiode von sieben
Messtagen an den Messvorgang gewohnt. Pro Tiergruppe wurden acht Tiere
eingesetzt. In einem Experiment wurde der Blutdruck vor und nach Fltterung der
Tiere mit Aminotriazol gemessen (s. Abb. 10).
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Messung von Blutdruck-und Herzfrequenz
vor und nach Aminotriazol-Futterung

Beginn der
Aminotriazol-Futterung

Training Messung Messung Messung
Tag 1-7 Tag 8-11 Tag 1-2 Tag 3-14 >
vor akut chronisch
Aminotriazol
Abb. 10: Schema der Blutdruck-und Herzfrequenzmessung vor und nach Aminotriazolfitterung

Die Substanz wurde am letzten Tag der Blutdruckmessung vor Behandlung direkt
nach der Messung dem Trinkwasser zugefliigt. Der nach einem
Behandlungszeitraum von 14 Tagen angegebene Blutdruck setzt sich aus den
Messwerten zusammen, die vom 3. bis zum 14. Behandlungstag erhoben wurden.
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3.2.10 Statistik

Alle biochemischen und funktionellen Methoden sind als arithmetischer Mittelwert
(+ SEM, Standardfehler des Mittelwertes) der jeweiligen Anzahl (n) von
Einzelexperimenten ausgedrickt. Die Daten wurden durch eine one-way-ANOVA
mit nachfolgendem Student-Newmans-Keuls Test oder einen unpaarigen
zweiseitigen Student-t-Test analysiert. Das Signifikanzniveau fur o wurde mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von P < 0,05 festgelegt. Bei Western Blots und RT-
PCRs wurde jeweils eine representative Abbildung von mehreren Versuchen mit
ahnlichem Ergebnis dargestellt.

Die in den Organbadversuchen durch die Substanzen induzierten
Vasorelaxationen beziehen sich auf den stabilen Vasotonus, der nach
Vorkontraktion der Gefalke mit Phenylephrin oder PGF,o ausgeldst wurde. Die
Vasorelaxation ist in Prozent des induzierten Vasotonus (=100%) angegeben.
Hierbei entsprach die Konzentration einer Wirksubstanz der ECsy, die eine
50% ige Verminderung des durch Vorkontraktion erzielten Vasotonus ausldste.
Konzentrations-Wirkungs-Kurven wurden mittels two-way-ANOVA auf signifikante
Unterschiede untersucht. Alle statistischen Berechnungen erfolgten mit dem
Computerprogramm Graph Pad Prism®, Version 3,0 (Graph Pad Software, San
Diego, CA, USA).
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3.3 Generierung der transgenen Tierlinie

3.3.1 Herstellung des Genkonstruktes

Zur Generierung einer Mauslinie, die endothelzellspezifisch Catalase
Uberexprimiert, wurde zunachst das Genkonstrukt hergestellt, welches in das
Mausgenom eingebracht werden sollte. Dabei sollte die cDNA der humanen
Catalase unter der Kontrolle des murinen TIE-2 Promoters stehen. Ferner sollte im
Konstrukt ein 10 kb grosses Fragment des ersten Introns des TIE-2 Gens (hier
TIE-2-Enhancer genannt), welches fir die Expression in adulten Mausen wichtig
ist, enthalten sein (s. Abb. 11).

Muriner TIE-2- Humane
Promotor Catalase cDNA 10 kb Intron Fragment (TIE-2-Enhancer)

Abb. 11: Genkonstukt zur Insertion in das Mausgenom bestehend aus TIE-2-Promotor, humane
Catalase cDNA, 10 kb Intron-Fragment (TIE-2 Enhancer)

3.3.1.1 Ausgangsplasmide:

Zur Klonierung des in Abb. 11 dargestellten Konstruktes wurden zwei
Ausgangsplasmide verwendet. Das eine enthielt die Sequenz des
TIE-2-Promotors (2,1 kb) und des TIE-2 Enhancers (10 kb), die in den
pBluescript 1l SK+-Vektor, Stratagene, Amsterdam kloniert worden waren.
Dazwischen lag das 3,1 kb Lac Z-Gen und ein 250 bp grolies
SV40 poly-A-Signal, (s. Abb. 12). Diese Plasmid wurde freundlicherweise von
Thorsten Schlager, Max Planck-Institut, Bad Nauheim, zur Verfigung gestellt. Das
zweite Plasmid enthielt die 2,2 kb gro3e cDNA der humanen Catalase, die in den
pCl-neo Vektor, Promega, USA, zwischen die Xbal und die Sal I-Restriktionsstelle
der  Multi-Cloning  Region des  Vektors einkloniert ~worden  war
(s. Abb. 13). Dieses Plasmid wurde freundlicherweise von Nalini Santanam,
Emory University, Atlanta, USA zur Verfigung gestellt.
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Katalog) + schematische Darstellung des einklonierten Konstruktes bestehend aus
Tie-2-Promotor, lacZ-gen, SV40 polyA-Signal und 10 kb Intron Fragment (Abbildung: Schlaeger
et al, Max-Planck.Institut, Bad Nauheim)
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Abb. 13: pCl-neo-Vektor, Promega, USA, (Abbildung aus Katalog), in den die cDNA der humanen
Catalase zwischen die xbal und die Sall Schnittstelle einkloniert war.

Die Plasmide wurden, wie unter 3.2.3.2 beschrieben, vermehrt und zur
Uberpriifung einer Restriktionsanalyse unterzogen
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3.3.1.2 Klonierung des Konstruktes

Das Ziel bei der Klonierung des Konstruktes war es, die humane Catalase cDNA
in das in Abb. 12 dargestellte Tie-2-Promotorplasmid zu klonieren. Dabei sollte
das lac-Z-Gen, das mit den Enzymen Sse83871 (Amersham Pharmacia
Bioscience, Amsterdam) und MIu 1 aus dem Vektor herausgeschnitten werden
sollte, durch die Catalasesequenz ersetzt werden, so dass die Catalase unter der
Kontrolle des Tie-2 Promotors steht. Das gesamte Konstrukt, wie in Abb. 11
schematisch dargestellt, sollte dann mit dem Enzym Sal | aus dem Vektor
herausgeschnitten und durch Mikroinjektion in das Mausgenom eingeftigt werden.
Zur Klonierung wurden parallel zwei verschiedene Strategien verfolgt, die im
Folgenden naher erlautert werden.

Blunt-end-Klonierung:

Bei der zunachst angewandten Strategie der blunt-end-Klonierung, die in Abb. 14
schematisch dargestellt ist, sollten sowohl im Tie-2-Promotorplasmid, als auch an
der Catalase cDNA durch eine T4-DNA-Polymerasereaktion glatte Enden erzeugt
werden und die Catalase anschlieRend mit dem Tie-2-Promotor-Plasmid ligiert
werden. Das Tie -2-Promotor-Plasmid wurde mit den Sse83871/Mlul verdaut und
das entstehende 15 kb groRe Fragment mit Glasmilch aus einem nativen
Agarosegel isoliert (s. 3.2.3.6). Die Uberhangenden Enden wurden mit
T4-DNA-Polymerase aufgefullt, bzw. abgebaut und das entstandene Fragment
Uber eine Saule gereinigt (s. 3.2.3.4). Die humane Catalase cDNA wurde mit den
Enzymen Sal I/Mlul aus ihrem Vektor herausgeschnitten und aus einem nativen
Agarosegel isoliert. Die Uberstehenden Enden wurden mit T4-DNA-Polymerase
aufgeflllt und das entstandene Fragment Uber eine Saule gereinigt. Die blunt-end-
Ligation erfolgte, wie unter 3.2.3.8 beschrieben, wobei Vektor und Fragment in
einem molaren Verhaltnis von 1:5,5 eingesetzt wurden. Anschlieend wurden
XL1-Gold-Zellen, Stratgene, Amsterdam, welche speziell fir die Aufnahme von
derart grollen Plasmiden geeignet sind, mit dem ~ 18 kb groRen Plasmid
transformiert. Da diese Klonierungsstrategie, aufgrund der GroRe des
entstehenden Fragmentes und der Schwierigkeit der blunt-end-Erzeugung, und
Ligation erfolglos blieb, wurde eine Klonierung mit Uberstehenden (sticky-ends)
bevorzugt.



MATERIAL UND METHODEN 69
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Abb. 14: Schematische Darstellung der blunt-end Klonierung des Genkonstruktes. Die Vektoren wurden

nicht dargestellt. A: Erzeugung glatter Enden im Tie-2-Promotor-Plasmid durch
T4-Polymerase Reaktion nach Schneiden mit Sse83871/Mlul. B: Erzeugung glatter Enden in
Catalase cDNA durch T4-Polymerase Reaktion nach Herausschneiden aus der Catalase aus
ihrem Vektor. C: Ligation der Catalase in das Tie-2-Promotor-Plasmid.
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Sticky-end Klonierung:

Bei dieser Klonierungsstrategie sollte das Tie-2-Promotor-Plasmid ebenfalls mit
Sse83871/Mlul geschnitten, und dann mit der Catalase cDNA ligiert werden, an
welche diese Restriktionsschnittstellen zuvor mit Hilfe einer PCR angefiigt wurden.

PCR:

Die PCR zum Ankoppeln der Restriktionsschnittstellen an die Catalase cDNA ist in
Abb. 15 schematisch dargestellt. Es wurden folgende Primer verwendet:

Sense: GAGAGACCTGCAGGAGCAAACCGCACGCTATG

Sse83871 Start
Antisense: GAGAGAACGGCTCCAGTGATGAGCGGGTTAC
Miul
5¢ 3¢

s UM aNE Catalase
N - DNA (Ausschnitt)

3 ! PCR >

5¢ 3
I ——

<
CATTGGGCGAGTAGTGACCTGCGCA

vt Denaturierung
Hybridisierung
Sse83871 Start
CCTGCAGGAGCAACCGCACGCTATG R Strangsynthese
|
3 5¢
l 35 Zyklen
Sse8387I Miul
l humane Catalase

e CDNA
I ;. S 08387 und Miul-

Schnittstelle

Abb. 15: Schematische Darstellung der PCR bei der die Restriktionsschnittstellen Sse83871/Miul an die
Catalase cDNA angefiigt wurden.

Der Sense-Primer bindet mit seinem 3-Ende am Start-Codon der
Catalasesequenz, der Antisense-Primer bindet 46 bp hinter dem Stop-Codon, so
dass bei der PCR ein 1689 bp groRes Fragment entstehen muss. Die Catalase
cDNA wurde mit den Enzymen Sal I/Mlul aus dem pCl-neo-Vektor ausgeschnitten
und das entstandene Fragment Uber ein Agarosegel aufgetrennt und Gber Saulen
gereinigt, s. 3.2.3.6. Das gereinigte Fragment wurde in einer Konzentration von
100 ng/ul als Template in der PCR eingesetzt.



MATERIAL UND METHODEN 71

In der PCR wurde Vent-DNA-Polymerase®, New England Biolabs, Frankfurt, die
durch ihre Exonukleaseaktivitat eine geringe Fehlerhaufigkeit beim Ablesen des
Stranges aufweist, verwendet.

PCR-Bedingungen:

Primer: 0,4 uM

dNTPs: 200 uM
Template: 100 ng
Vent-Polymerase: 1 Unit

5 min 95°C
1 min 95°C
2 min 52-60°C (Gradient) 35 Cyclen
4 min 74°C

Das Reaktionsvolumen betrug 50 pl. Es wurden 7 Ansatze bei unterschiedlichen
Annealingtemperaturen gefahren.

Bei der PCR entstanden Fragmente der richtigen Grole (1,7 kb) (s. Abb. 16). Die
Ansatze wurden Uber je eine Saule aufgereinigt (s. 3.2.3.6).

-
15kb I e
Abb. 16: Agarosegel mit PCR-Fragmenten nach Einfiihrung von Restriktionsschnittstellen am humanen

Catalasegen. Es sind 7 Banden der richtigen Grofle 1,7 kb, resultierend aus Ansatzen

verschiedener Annealingtemperaturen (53-57°C, von links nach rechts aufsteigend) und ein

Leerwert ohne DNA-Template (ganz links) zu erkennen.
Zur Uberpriifung des Catalasefragmentes wurde dieses zundchst vermehrt indem
es mit dem Zero Blunt™ TOPO™ Cloning Kit (Invitrogen) in den pCR®-Blunt II-
TOPO-Vektor ligiert und TOPO Zellen damit transformiert wurden. Zur Isolierung
grolRerer Mengen wurde eine Qiagen Midi Praparation durchgefihrt (s. 3.2.3.2).
Das entstandene Plasmid (pCR®-Blunt 1I-TOPO-Catalase) wurde durch mehrere
Restriktionsanalysen Uberprift. Zusatzlich wurde das Plasmid sequenziert
(s. 3.2.3.9).



MATERIAL UND METHODEN 72

Zur Sequenzierung wurden folgende Primer benutzt:

M13-Forward Primer: GTAAAACGACGGCCAG

M13-Reverse-Primer: CAGGAAACAGCTATGAC

Mit diesen Primern wurde die gesamte modifizierte Catalase cDNA sequenziert.

In einer weiteren Sequenzierung wurden Bereiche, die in der ersten
Sequenzierung nicht eindeutig ausgewertet werden konnten, sequenziert. Dabei
wurden folgende Primer verwendet:

Sense: TCTGGGACTTCTGGAGCC
Antisense: GGCCCTGAAGCATTTTGTC

Bei der Sequenzierung wurde in der Catalasesequenz ein Basenaustausch
entdeckt, der zu einem Austausch einer Aminosaure fihrt. In Position 922 wurde
Thymin durch Adenin ersetzt, wodurch sich in der Proteinsequenz ein Austausch
von Thyrosin zu Asparagin ergibt. Die graphische Analyse dieser Mutation auf der
Basis der Kristallstruktur der homotetrameren Catalase zeigte dann, dass die
Mutation in einem fir die katalytische Aktivitdt der Catalase nicht relevanten
Bereich liegt, s. Abb. 17.

Abb. 17: Kristallstruktur der Catalase. Dargestellt ist das Tetramer. Das katalytische Zentrum ist in gelb
gekennzeichnet. Die verdnderte Aminosdure 922 (Asparagin) ist durch Kalottenmodell-
darstellung hervorgehoben. Die Abbildung wurde mit Hilfe von PD. Dr. K.-J. Schleifer, ehemals
Institut fiir Pharmazeutische Chemie an der Heinrich.-Heine Universitat Disseldorf erstellt.
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Ligation:

Zur Ligation des Tie-2-Promotor-Plasmides mit der modifizierten Catalase cDNA,
wurde zunachst sowohl das Tie-2-Promotorplasmid, als auch das
pCR®-Blunt II-TOPO-Catalase-Plamid mit den Enzymen Sse83871/Mlul verdaut.
Das so linearisierte Tie-2-Promotorplasmid, sowie die modifizierte cDNA der
Catalase wurden, wie in 3.2.3.6 beschrieben, auf einem Agarosegel aufgetrennt
und anschlieBend aufgereinigt. Darauf folgte die Ligation der beiden Fragmente
(s. 3.2.3.8), wobei Vektor und Fragment in einem molaren Verhaltnis von 1:3
eingesetzt wurden. AnschlieRend wurden XL1-Gold-Zellen, Stratgene,
Amsterdam, mit dem ~ 17 kb grof3en Plasmid transformiert (s. Abb. 18).

Sse83871 ern

1 schneiden mit Sse83871/Mlu1

Sse83871 Miul
Sse83871 Miul 1
5 3¢

_ : |
s - -

3 5

\ Ligation /

Sse83871 Miul |

Abb. 18: Schematische Darstellung der sticky end-Klonierung des Tie-2-Promotorplamides mit dem
modifizierten Fragment der Catalase cDNA

lschneiden mit Sse83871/Mlut
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Das neu entstandene Plasmid ist in Abb. 19 schematisch dargestellt.

Mlul

Sse 83871

TIE-2 Promotor-
Sal I— o Catalase Plasmid

17 kb

TIE,

Abb. 19: Schematische Darstellung des Tie-2-Promotor-Catalase-Plasmides.

Zur Isolierung grélkerer Mengen an Plasmid-DNA wurden mehrere Qiagen-Midi-
Praparationen aus einer zunédchst angesetzten 3 ml Ubernachtkultur durchgefiihrt.
Das neu entstandene Plasmid wurde durch mehrere Restriktionsanalysen auf
seine Richtigkeit gepruft. In Abb. 20 ist ein Agarosegel mit verschiedenen
Konstruktproben dargestellt, die jeweils mit den Enzymen Sse83871/Mlul (erste
Spur) bzw. Sall (zweite Spur) verdaut wurden. Man erkennt, dass sich das
Catalasefragment (1,69 kb) mit Sse83871/Mlul aus dem neugebildeten Plasmid
herausschneiden lasst. Ebenso kann man mit Sal | das gesamte Tie-2-Promotor-
humane Catalase cDNA-Tie-2 Enhancer-Konstrukt herausschneiden
(17 kb + 3 kb Vektor).

——
il o i i

Pt
oo

PN -

Abb. 20: Agarosegel, auf dem 4 Plasmidproben verschiedener Qiagen-Midi-Praparationen aufgetragen
sind, die jeweils mit den Enzymen Sse83871/Mlul (erste Spur) und mit dem Enzym Sall (zweite
Spur) verdaut wurden.
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3.3.2 Mikroinjektion

Zur Vorbereitung der Mikroinjektion wurde das Tie-2-Promotor-Catalase cDNA-
Tie-2 Enhancer-Konstrukt mit Sal | herausgeschnitten und gereinigt.
Die Mikroinjektion, sowie die Transplantation wurde in Zusammenarbeit mit
Prof. Dr. U. Ruther, Institut fir Entwicklungsbiologie der Tiere, Heinrich-Heine-
Universitat Dusseldorf durchgefiihrt. Bei der Mikroinjektion werden weibliche Tiere
durch Behandlung mit follikelstimulierenden Hormon zur Superovulation angeregt.

Die Tiere erhalten Serum-Gonadotropin einer schwangeren Stute und 48 Stunden
spater eine Dosis humanen Chorion-Gonadotropins. Anschlielfend werden die
Tiere verpaart. Die befruchteten Eier werden isoliert und die hochgereinigte DNA
(1 pg/ml) mit einer Nadel von 1 ym Durchmesser in den méannlichen Vorkern
appliziert. Nach Inkubation bis zum Zweizellstadium werden die Eier in den
Ovidukt scheinschwangerer Weibchen transplantiert, welche die Jungtiere
3 Wochen spater gebaren.

3.4 Methoden zur Analyse der transgenen Tierlinie

3.4.1 Genotypisierung

Die Genotypisierung der transgenen Tiere erfolgte durch eine PCR-Analyse der
genomischen DNA. Die Primer zur Detektion des Transgens wurden so gewahlt,
dass der in der PCR amplifizierte cDNA-Abschnitt die 5’-Klonierungsstelle
Uberspannt, d.h. der Sense-Primer an das Ende des Tie-2 Promotors und der
Anitisense-Primer innerhalb der Catalase bindet (s. Abb. 21).

Sense-Primer

Antisense-Primer

Abb. 21: Schematische Darstellung der Lokalisation der Genotypisierungsprimer
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Auf diese Weise wird die Amplifizierung genomischer nativer Catalasesequenzen
unterbunden. Es wird nur bei Anwesenheit des Transgens ein 468 bp langes PCR-
Produkt gebildet. Die Primersequenzen sind:

Sense: GGGAAGTCGCAAAGTTGTGAGTT
Antisense: CCGATTCTCCAGCAACAG
PCR-Bedingungen:

5 min 94°C
1 min 94°C
1 min 55°C 35 Cyclen
2 min 72°C

Die PCR wurde mit Ready-To-Go™ PCR beads (Amersham Pharmacia
Bioscience, Freiburg) durchgefiihrt. Die genomische DNA wurde, wie in 3.2.3.1
beschrieben, aus den Schwanzspitzen der Mause isoliert. Es wurde ungefahr 1 pg
der isolierten genomischen DNA als Template in der PCR verwendet.

Vor dem Einsatz der Primer in der Genotypisierungs-PCR, wurden diese in einer
PCR getestet, in der das Tie-2 Promotor-Catalase-Plasmid als Template
(100 ng) verwendet wurde. Es wurde bei verschiedenen Annealingtemperaturen
ein eindeutiges Signal von 468 bp detektiert. Zur Kontrolle der Transgenspezifitat
wurde genomische DNA (500 ng) isoliert aus der Schwanzspitze eines
Wildtyptieres (C57BI6) als Template eingesetzt. Im Gegensatz zur Plasmid-DNA
wurde hier, ebenfalls bei unterschiedlichen Annealingtemperaturen, kein Signal
detektiert (s. Abb. 22).

Abb. 22: Ergebnis der PCR zum Test der Genotypisierungsprimer. Es wurde in einer PCR mit
4 verschiedenen Annealingtemperatutren genomische Wildtyp-DNA (links, keine Banden),
sowie Plasmid-DNA (rechts, eindeutige Banden bei 468 bp) als Template verwendet.
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In einem weiteren Kontrollversuch wurde getestet, wieviel Transgen-DNA in
Gegenwart von Wildtyp-DNA in der PCR zu erfassen sind. Gefordert wurde ein
noch erkennbares Signal bei Einsatz von 10 pg Plasmid-DNA, sowie eine
Konzentrationsabhangigkeit des Signals. Das Plasmid wurde dazu in
verschiedenen Mengen (100 ng-0,1 pg) als Template eingesetzt, wobei zu jedem
Ansatz je 1 pg genomische Wildtyp-DNA zugesetzt wurde. Das Signal war bis zu
einer Templatemenge von 0,1 pg Plasmid-DNA deutlich zu erkennen, (s. Abb. 23).

Abb. 23: PCR mit Genotypisierungsprimern, wobei verschiedene Konzentrationen des Tie-2-Promotor-
Catalase-Plasmid als Template eingesetzt wurden.
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3.4.2 Kompetitive PCR

Zum Vergleich der Mengen an Transgen-DNA in den Foundertieren, die ein Mass
fur die Anzahl insertierter Transgen-DNA-Kopien darstellt, wurde eine kompetitive
PCR etabliert (s. 3.2.3.11). Zur Generierung des Standards wurde eine
Linker-Primer PCR durchgefuhrt (s. 3.2.3.12) wobei das Tie-2 Promotor-Catalase-
Plasmid (100 ng) als Template diente. Der dabei verwendete Linker-Primer
bestand aus dem Sense-Genotypisierungsprimer und einer Sequenz, die
innerhalb der Catalase 103 bp weiter in 3’-Richtung liegt, so dass bei der PCR ein
364 bp grolies transgenspezifisches Fragment amplifiziert wurde. Das Fragment
wurde anschlie3end durch Auftrennung auf einem Agarosegel detektiert und seine
Grole Uberpruft.

Linker-Primer: GGGAAGTCGCAAAGTTGTGAGTT IGCCAGCGACCAGATG
Sense-Genotypisierungs-Primer

PCR-Bedingungen:

5 min 94°C
1 min 94°C
1 min 55-60°C (Gradient) 35 Cyclen
2 min 72°C

1 ul des PCR Ansatzes wurde mit dem TOPO-TA Cloning® Kit (Invitrogen) nach
Herstellerangaben in den pCR®II-TOPO®-Vektor ligiert und TOPO-Zellen damit
transformiert. Zur Vermehrung des Standardplasmides wurde eine Qiagen-Midi-
Praparation durchgefuihrt. Das Standardplasmid wurde anschlieRend durch eine
PCR Uberprift, bei der die Genotypisierungsprimer eingesetzt wurden. Dabei
wurde das Standardfragment richtig amplifiziert (s. Abb. 24), wodurch gezeigt
werden konnte, dass es tatsachlich an seinem 5-Ende die Sequenz des Sense-
Primers besitzt.
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Abb. 24: PCR mit Genotypisierungsprimern: Amplifizierung des nativen Fragmentes, wobei genomische
DNA eines transgenen Tieres als Template diente (Spur 1), bzw. des 364 bp
Standardfragmentes (Spur 2) bei der das Standardplasmid als Template diente.

Die kompetitive PCR wurde mit den oben beschriebenen Genotypisierungsprimern

durchgeflhrt. Es wurden in getrennten Ansatzen je 500 ng aus der Schwanzspitze

isolierte genomische DNA mit einer definierten Menge an Standardplamid

(100 pg-1 pg) versetzt. Die PCR-Reaktion wurde unter den gleichen Bedingungen

durchgefuhrt, wie die Genotypisierungs-PCR. Im Anschluss an die PCR-Reaktion

wurden flr jeden Ansatz zwei Banden unterschiedlicher Grolie (natives Fragment

468 bp, Standardfragment 364 bp) detektiert und, wie in 3.2.4.5 beschrieben,

densitrometrisch ausgewertet.

3.4.3 Southern Blot

Um die Insertion des Transgens zu verifizieren und um die Menge des insertierten
Transgens innerhalb der Foundertiere anndhernd miteinander vergleichen zu
kénnen, wurde ein genomischer Southern Blot durchgefiihrt. Die Durchflihrung
des Southern Blots wurde in 3.2.3.13 beschrieben. Pro Foundertier wurden 10 ug
genomische Schwanzspitzen-DNA mit den Enzymen Xhol und Spe | verdaut,
wobei ein transgenspezifisches 3 kb-Fragment entsteht (s. Abb. 25). Als Sonde
wurde ein 1,1 kb groRes Fragment, welches innerhalb der Catalase liegt,
verwendet. Die Sonde wurde hergestellt, indem das Tie-2-Promotor-Catalase-
Plasmid mit den Enzymen Sse83871 und Xhol verdaut wurde. Das resultierende
1,1 kb-Fragment wurde aus einem nativen Agarosegel isoliert, aufgereinigt und,
wie in 3.2.3.13 beschrieben, denaturiert und radioaktiv markiert.
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| Fragment

Spe | Sse83871 Xhol

| |

Abb. 25: Schematische Darstellung der Lokalisation des im Southern Blot nachgewiesenen Fragmentes
und der verwendeten Sonde.

3.4.4 Kompetitive RT-PCR

3.4.4.1 Etablierung einer transgenspezifischen kompetitiven RT-PCR

Die Analyse der Expression der Transgen-mRNA erfolgte mit einer
transgenspezifischen kompetitiven RT-PCR. Dazu wurden Primer ausgewahlt, die
nur in der humanen (im Transgen enthaltenen) und nicht in der murinen (nativen)
Catalase cDNA binden kénnen. Da der Vergleich zwischen der cDNA von
humaner und muriner Catalase die meisten Sequenzunterschiede zwischen den
Basepaaren 700-1300 zeigte, wurden Primer gewahlt, die in diesem Bereich
binden und im Bezug auf die murine Catalase viele nicht komplementare Basen
("mismatch"-Primer) besitzen:

Sense-Primer: TTCTGTTGAAGATGCGGCG (S1)
TTTAACGCCATTGCCACA (S2)

Anti-Sense-Primer: TGTTGTTCCGGAGCACCA (AS1)
TCCGCACTTCTCCAGAAT (AS2)

1: S1/AS1 (735-1244; 510 bp)
2: S2/AS1 (796-1244; 449 bp)
3: S1/AS2 (735-1291; 557 bp)
4: S2/AS2 (796-1291; 496 bp)

Primerpaare
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Vor dem Einsatz in der kompetitiven RT-PCR wurden die 4 Primerpaare zunachst
in einer PCR mit dem Tie-2-Promotor-Catalase-Plasmid als Template getestet,
wobei mit allen Primerpaaren eindeutige Fragmente der richtigen Grole
amplifiziert wurden. AnschlieBend wurden die Primerpaare auf ihre
Transgenspezifitdt Gberprift, indem sie in einer RT-PCR an Mausgewebe im
Vergleich zu humanem Gewebe getestet wurden. Dazu wurde aus
Mausherzgewebe, sowie aus humanem Nabelschnurgewebe Gesamt-RNA
isoliert, wie unter 3.2.4.1 beschrieben. Es wurden je 500 ng Gesamt-RNA
eingesetzt. Die RT-PCR wurde wie unter 3.2.4.5 beschrieben durchgeflhrt.

PCR-Bedingungen (transgenspezifische kompetitive RT-PCR):
5 min 94°C

1 min 94°C

1 min 57°C 35 Cyclen

2 min 72°C

Nur bei Primerpaar 4 kam es zur Amplifizierung von Sequenzen der Maus-
Catalase (s. Abb. 26), so dass dieses Primerpaar nicht fir die transgenspezifische
kompetitive RT-PCR geeignet war.

murin human

T — - —

Bk e o s

Abb. 26: Evaluierung geeigneter Primer fiur die transgenspezifische kompetitive RT-PCR. Es wurden je 4

Primerpaare an Mausgewebe (Herz) und humanem Gewebe (Nabelschnurvene) getestet.
Zur Generierung des Standardfragmentes wurde eine RT-PCR durchgefihrt, in
der 500 ng Gesamt-RNA, isoliert aus humaner Nabeschnurvene in der
RT-Reaktion eingesetzt wurde. Die Durchfihrung der RT-PCR erfolgte, wie unter
3.2.4.5 beschrieben. In der PCR wurde ein Linker-Primer, bestehend aus dem
Sense-Primer (S1) des Primerpaars 3 und einer Sequenz, die 185 bp weiter in
3-Richtung der Catalase liegt, sowie der Anti-Sense-Primer des Primerpaars 3
(AS 2) verwendet. Dabei wurde ein 389 bp grol’es Fragment amplifiziert, welches
durch Auftrennung auf einem Agarosegel detektiert und seine Grofle Uberpruft
wurde.
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Linker-Primer: TTCTGTTGAAGATGCGGCG IACTACCCTCTCATCCCAG
Sense-Primer (S1)

PCR-Bedingungen (Linker-Primer-PCR):

5 min 94°C

1 min 94°C

1 min 50-60°C (Gradient) 35 Cyclen

2 min72°C

2 ul des PCR Ansatzes wurde mit dem TOPO-TA Cloning® Kit (Invitrogen) nach
Herstellerangaben in den pCR®II-TOPO®-Vektor ligiert und TOPO-Zellen damit

transformiert. Zur Vermehrung des Standardplasmides wurde eine Qiagen-Midi-
Praparation durchgefuhrt.

Das Standardplasmid wurde durch Restriktionsverdau und durch eine PCR
Uberpruft, bei der das Primerpaar 3 verwendet wurde. Das Standardfragment
wurde dabei richtig amplifiziert, (s. Abb. 27).

bp -

Wi i

600 —

400 [r——
Standard-
fragment
Abb. 27: PCR, bei der das 389 bp groRe Standardfragment mit Primerpaar 3 amplifiziert wurde. Als

Template diente das Standardplasmid (100 ng).

10 ug des Standardplasmides wurden mit Spe | linearisiert und, wie unter 3.2.4.6
beschrieben, aufgereinigt und in-vitro transkribiert.

Die kompetitive RT-PCR wurde wie in 3.2.4.5 beschrieben durchgefuhrt, wobei die
PCR mit Primerpaar 3 und oben aufgefihrten PCR-Bedingungen erfolgte.
Es wurde in getrennten Ansatzen je 500 ng Gesamt-RNA, isoliert aus Mausherz
mit verschiedenen definierten Konzentrationen des Standards (50 pg-1 pg)
versetzt und in der RT-PCR eingesetzt. Im Anschluss an die PCR wurden in
einem Agarosegel fir jeden Ansatz zwei Banden unterschiedlicher Grélie (native
Bande 557 bp und Standardbande 389 bp) detektiert und wie in 3.2.4.5
beschrieben densitrometrisch ausgewertet.
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3.4.4.2 Etablierung einer kompetitiven RT-PCR zum Nachweis der Gesamt-
Catalase-mRNA

Die Analyse der Expression der Gesamt-Catalase mRNA erfolgte durch eine
kompetitive RT-PCR, bei der sowohl die native murine Catalase m-RNA, als auch
die transgene humane Catalase m-RNA erfasst wurde. Dazu wurden PCR-Primer
ausgewahlt, die in einem Bereich der cDNA der Catalase binden, die keine
Sequenzunterschiede zwischen nativer und transgener Catalase aufweist.

Sense-Primer: GGTTTCTTTCTTGTTCAGTG (S3)
GACCAGGGCATCAAAAAC (S4)

Anti-Sense-Primer: CGGTAGGGACAGTTCACA (AS3)
ATCACGCTGGTAGTTGGC (AS4)

1: S3/AS3  (585-1139; 554 bp)
2: S3/AS4  (585-1167; 582 bp)
3: S4/AS3  (715-1139; 424 bp)
4: S4/AS4  (715-1167; 452 bp)

Primerpaare

Die 4 Primerpaare wurden sowohl in einer PCR mit dem Tie-2 Promotor-Catalase
Plasmid als Template, als auch in einer RT-PCR, in der Gesamt-RNA, isoliert aus
dem Herz einer Wildtypmaus (C57BI6) eingesetzt wurde, getestet. Damit wurde
sichergestellt, dass die Primer sowohl native-, als auch transgene Catalase cDNA
amplifizieren. In beiden Fallen wurden mit allen Primerpaaren Fragmente der
richtigen GrofRe amplifiziert, (s. Abb. 28).

Plasmid Wildtyp-Maus

\J
1 '

- — —

- —_— —

.

1 2 3 4 1 2 3 4
Abb. 28: Evaluierung geeigneter Primer fir die kompetitive RT-PCR zum Nachweis von Gesamt-

Catalase: Es wurden vier verschiedene Primer (Spur 1-4) getestet. Links: PCR, bei der das Tie-
2 Promotor Catalase-Plasmid als Template eingesetzt wurde. Rechts: RT-PCR, bei der
Gesamt-RNA aus dem Herzen einer Wildtypmaus eingesetzt wurde.
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Zur Generierung des Standards wurde eine Linker-Primer-PCR durchgefiihrt
(s. 3.2.4.6). Dabei wurde ein Linker-Primer, bestehend aus dem Sense-Primer
(S3) und einer Sequenz, die 110 bp weiter in 3’-Richtung der Catalase cDNA liegt,
sowie der Anti-Sense Primer (AS3) verwendet. Als Template wurde das Tie-2-
Promotor-Catalase Plasmid (100 ng) eingesetzt.

Linker-Primer: GGTTTCTTTCTTGTTCAGT JAGACCGACCAGGGCATCA
Sense-Primer (S3)

PCR-Bedingungen (Linker-Primer-PCR):

5 min 94°C
1 min 94°C
1 min 50-60°C (Gradient) 35 Cyclen
2min72°C

Es wurde in der PCR ein 444 bp groRes Fragment amplifiziert, welches durch
Auftrennung in einem nativen Agarosegel detektiert und seine Grofde Uberprift
wurde.

2 pl des PCR Ansatzes wurde mit dem TOPO-TA Cloning® Kit (Invitrogen) nach
Herstellerangaben in den pCR®II-TOPO®-Vektor ligiert und TOPO-Zellen damit
transformiert. Zur Vermehrung des Standardplasmides wurde eine Qiagen-Midi-
Praparation durchgefuhrt. Das Standardplasmid wurde durch Restriktionsverdau
Uberpriift. Zusatzlich wurde zur Uberpriifung des Standards eine PCR mit
Primerpaar 1 durchgefihrt, bei der das Standardplasmid (100 ng) als Template
eingesetzt wurde. Zur Kontrolle wurde zusatzlich das Tie-2-Promotor-Catalase
Plasmid zur Amplifizierung des nativen Fragmentes als Template eingesetzt.
Sowohl das native Fragment (5654 bp), als auch das Standardfragment (444 bp)
wurden dabei richtig amplifiziert, wie in Abb. 29 auf einem Agarosegel zu sehen
ist.
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Abb. 29: Ergebnis der PCR, bei der mit Primerpaar 1 das 554 bp native Fragment (Spur 1), sowie das
444 bp Standardfragment (Spur 2) amplifiziert wurden.
Die kompetitive RT-PCR wurde wie in 3.2.4.5 beschrieben durchgefihrt, wobei die
PCR mit Primerpaar 1 (S3/AS3) und oben aufgefiihrten PCR-Bedingungen
erfolgte. Es wurde in getrennten Ansatzen je 500 ng Gesamt-RNA, isoliert aus
Mausherz mit verschiedenen definierten Konzentrationen des Standards
(50 pg-1 pg) versetzt, in der RT-PCR eingesetzt. Im Anschluss an die PCR
wurden in einem Agarosegel flr jeden Ansatz zwei Banden unterschiedlicher
Grole (native Bande 554 bp und Standardbande 444 bp) detektiert und wie in
3.2.4.5 beschrieben densitrometrisch ausgewertet.
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4.1 Einfluss von Superoxidradikalen auf isolierte Gefalle

4.1.1 Vasorelaxation

Reaktive Sauerstoffverbindungen spielen nach heutiger Sicht eine grof3e Rolle fir
die Pathogenese kardiovaskularer Erkrankungen. In Voruntersuchungen zu dieser
Arbeit wurde untersucht, inwieweit sich die kurzfristige Einwirkung einer hohen
Konzentration von Superoxid auf die Empfindlichkeit isolierter Arterien gegentber
dem vasodilatierenden Effekt von endogenem und exogenem NO auswirkt.

1201 1204
S 3
[72] [72]
5 80+ S5 80-
C C
S o
3 3
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@ 401 —= venikel g 40-
> —— X/XO —i— Vehikel
—¥— Kontrolle * —&— X/IXO
0- 0- —¥— Kontrolle

10 8 6 -4 10 -8 6 -4

Acetylcholin [log M] SNAP [log M]
Abb. 30: Endothelabhangige Vasorelaxation (links), sowie durch den NO-Donor SNAP vermittelte

Vasorelaxation isolierter Aortenringe von 4 Monate alten Wistar Ratten vor (Kontrolle) und nach
einer 4 stindigen Inkubation der Aortenringe mit Vehikel (0,1M NaOH) oder Xanthin
(100 pM)/Xanthinoxidase (14,4 mU/ml) in Gegenwart von Catalase (200 U/ml). Die Inkubation
selber bewirkte eine signifikante Verminderung der endothelabhdngigen Relaxation
(*P<0,001 vs. Kontrolle), Xanthin/Xanthinoxidase hatten keinen weiteren EinfluR. Die durch
SNAP vermittelte Vasorelaxation wurde weder durch die Inkubation selber, noch durch
Xanthin/Xanthinoxidase beeinflusst.
Isolierte Aortenringen 4 Monate alter Wistar-Ratten wurden im Organbad
4 Stunden lang mit dem  Superoxidradikal-generierenden  System
Xanthin/Xanthinoxidase inkubiert. Dieses System zeigte eine mit Cytochrom C
gemessenen  Bildungrate von 24,8420 puM  Superoxid/min  (63).
Die endothelabhangige Relaxation, gemessen nach Gabe kumulativer Dosen an
Acetylcholin (endogenes NO), sowie die durch den NO-Donor SNAP vermittelte
Relaxation (exogenes NO) wurde vor (n=8) und nach der Inkubation mit
Xanthin/Xanthinoxidase (n=4), bzw. Vehikel (n=4) gemessen.
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Wahrend die Inkubation selber eine geringe, aber signifikante Verminderung der
endothelabhangigen Vasorelaxation bewirkte (P<0,001 vs. Kontrolle), hatte die
Inkubation mit Superoxidradikalen keinen weiteren Einfluss auf die
endothelabhéngige Relaxation. Im Gegensatz dazu hatten weder die Inkubation
selber, noch Xanthin/Xanthinoxidase einen Einfluss auf die durch den NO-Donor
SNAP vermittelte Vasorelaxation, woraus sich eine unveranderte NO-Sensibilitat
vermuten lasst. Durch diese Versuche wurde gezeigt, dass die Vasorelaxation
normaler arterieller Blutgefal3e durch eine kurzfristige Einwirkung von extrazellular
generierten Superoxidradikalen nicht beeinflusst wird.

4.1.2 Expression der Guanylatcyclase

Da grundsatzlich die Moglichkeit besteht, dass es zu kompensatorischen
Veranderungen der  Expression von  wesentlichen  Proteinen des
NO/cGMP-Signaltransduktionsweges kommt, wurde exemplarisch die Expression
der I6slichen Guanylatcyklase (sGC) in isolierten Aortenringen von 4 Monate alten
Wistar-Ratten mittels Western Blot analysiert. Dabei wurde ein Antikorper
verwendet, der gegen die R1-Untereinheit der humanen Guanylatcyklase gerichtet
ist.
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Die Inkubation mit Superoxidradikalen, generiet aus dem System
Xanthin/Xanthinoxidase, hatte keinen Einfluss auf die Guanylatcyklaseexpression
(s. Abb. 31:).

X/XO Vehikel Standard
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Abb. 31: Western Blot-Analyse der Expression der I8slichen Guanylatcyklase in Aortenringen 4 Monate

alter Wistar-Ratten nach 4 Stunden Inkubation mit 100 uM Xanthin /14,4 mU/ml Xanthinoxidase
in Gegenwart von 200 U/ml Catalase (n=6), bzw. Vehikel: 0,1 M NaOH, (n=6). Aus humanen
Thrombozyten isolierte sGC diente als Standard (rechte Spur). Die obere Abbildung zeigt einen
reprasentativen Western Blot, die untere Abbildung zeigt das Ergebnis der densitometrischen
Auswertung aller Blots. Die Guanylatcyklase-Expression in mit Xanthin/Xanthinoxidase, bzw.
mit Vehikel inkubierten Aortenringen zeigte keinen signifikanten Unterschied.

Dieses Ergebnis stimmt den weiteren Untersuchungen der Arbeitsgruppe uberein,

nach welchen Inkubationen mit extrazellularem Superoxid auch keinen Einfluss

auf die Aktivitat der sGC hatte (63).

Zusammenfassend kann man sagen, dass eine kurzzeitige Einwirkung von
Superoxidradikalen auf arterielle Blutgefalle weder die Vasorelaxation noch die
Expression oder die Aktivitat der sGC beeinflusst.
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4.2 Charakterisierung der transgenen Tierlinie

Superoxid wird in-vivo sehr schnell durch die Superoxiddismutasen zu H;O,
dismutiert. H,O, ist ein sehr starkes Oxidans und Substrat flr verschiedene
Enzyme wie die Glutathionperoxidase und die Catalase, welche H,O; entgiften. Es
ist wahrscheinlich, dass nicht nur Superoxid sondern auch H;O,
pathopysiologische Bedeutung aufweist. Daher war der zentrale Gegenstand
dieser Arbeit das Studium der vaskularen in-vivo Wirkungen von H;O,. Um dies
realisieren zu konnen wurde ein transgenes Mausmodell etabliert, welches
endothelzellspezifisch Catalase Uberexprimiert. Die Generierung der transgenen
Tierlinie wurde in Abschnitt 3.3 beschrieben.

Nach erfolgter Mikroinjektion und Embryotransfer (s. 3.3.2) wurden 44
Foundertiere geboren. Die transgene Tierlinie wurde mit TQNCATUx bezeichnet.

4.2.1 Charakterisierung der Foundertiere

4.2.1.1 Genotypisierung

Die 44 Foundertiere wurden durch eine PCR genotypisiert, wie unter 3.4.1
beschrieben. Bei 11 der 44 Foundertieren wurde das transgenspezifische 468 bp
grol’e Fragment amplifiziert (s. Abb. 32), bei ihnen wurde also das Transgen in
ihrem Genom integriert.
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Abb. 32: Genotypisierungs-PCR; Bei 11 von 44 Foundertiere wurde das transgenspezifische 468 bp

Fragment amplifiziert. Das Transgen ist in ihrem Genom enthalten.
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4.2.1.2 Southern Blot

In einem transgenspezifischen Southern Blot, der unter 3.4.3 beschrieben ist,
wurden die 11 transgen-positiven Foundertiere hinsichtlich der Menge des in
ihrem Genom insertierten Transgens miteinander verglichen. Dabei zeigte sich,
dass das Transgen erwartungsgemaly unterschiedlich haufig insertiert wurde. Im
genomischen Southern-Blot wurde die 3.4.3 beschriebene ~3 kb-Bande
identifiziert. Zusatzlich wurde eine ~9 kb grosse Bande identifiziert, die sich durch
unvollstandigen Xhol-Verdau ergab:

Spe | (506) -Xhol (3271) —» 2,77 kb Fragment
Spe | (506) -Xhol (9590) — 9,08 kb Fragment.

Die Fragmente wurden auf dem Agarosegel zum Teil uneinheitlich aufgetrennt,
was wahrscheinlich auf unterschiedliche Gesamtmengen an genomischer DNA,
resultierend aus der Fallung nach dem Verdau, zuriickzufihren ist.

Durch das Fotografieren des Agarosegels, auf dem die Fragmente aufgetrennt
wurden, mit angelegten Linealen konnte anhand des Grdlenstandards ein
erforderlicher Abstand der 2,77 kb und der 9,08 kb Bande von 2,2 cm ermittelt
werden. Dieser Abstand konnte auf dem Foto des entwickelten Southern Blots in
allen Spuren nachgewiesen werden, so dass man davon ausgehen kann, dass es
sich bei den detektierten Banden um die oben beschiebenen transgenspezifischen
Banden handelt (s. Abb. 33).
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Abb. 33:

9 kh

3 kb

Genomischer Southern Blot, bei dem alle 11 transgen-positiven Foundertiere untersucht
wurden. Erkennbar sind das 3 kb-, sowie das 9 kb Fragment, resultierend aus dem Spel-Xhol-
Verdau (s. Text). Auffallig ist das Uberdurchschnittlich starke Signal von Foundertier 10.

Aus dem Southern Blot lasst sich ableiten, dass die Foundertiere sich hinsichtlich
der Menge des insertierten Transgens deutlich unterscheiden. Wahrend der
Founder 10 ein Uberdurchschnittlich starkes Signal aufweist, ist bei den Foundern
8, 23 und 35 gar kein Signal, bei den Foundern 29 und 40 ein sehr schwaches
Signal detektiert worden. Ahnliche Verhaltnisse ergeben sich bei dem Vergleich
der Signale, die in einer Genotypisierungs-PCR detektiert wurden, bei der je 1 ug
genomische DNA der einzelnen Foundertiere eingesetzt wurde (s. Abb. 34).

Abb. 34:

Genotypisierungs-PCR, bei der in den 11 transgen-positiven Foundertieren ein
transgenspezifisches 468 bp Fragment detektiert wurde. Es wurde je 1 pg genomische
DNA/Tier eingesetzt. Die Starke der verschiedenen Signale unterscheiden sich und weisen die
gleichen Tendenzen auf, wie die im Southern Blot detektierten Signale.
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4.2.1.3 Kompetitive PCR

Um genauere Aussagen Uber die Mengen des in den einzelnen Foundertieren
insertierten Transgens machen zu kdénnen, wurde eine kompetitive PCR
durchgefuhrt, die wegen des internen Standards eine quantitative Analyse erlaubt
und deren Etablierung und Durchfihrung in 3.4.2 beschrieben wurde. Da nur 6 der
11 transgen-positiven Foundertiere das Transgen auf nachfolgende Generationen
vererbt haben, wurden nur diese in der kompetitiven PCR untersucht. Die
Ergebnisse der kompetitiven PCR sind in Abb. 35 dargestellt:
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Abb. 35: Ergebnisse der kompetitiven PCR bei der 6 transgen-positive Foundertiere hinsichtlich der

Insertion des Transgens in ihren Genom untersucht wurden. Links oben: Darstellung einer
beispielhaften kompetitven PCR (Foundertier 25). Die obere Band zeigt das aus der
genomischen DNA amplifizierte Fragment, die untere Bande das aus dem Standard
amplifizierte Fragment. Links unten: Ergebnis aller PCRs. Rechts unten: Angabe der Mengen
an insertiertem Transgen (in pg Transgen/ug genomische DNA) in den untersuchten
Foundertieren.
In der kompetitiven PCR zeigten sich bezlglich der Menge des insertierten
Transgens zwischen den einzelnen Foundertieren die gleichen Tendenzen, wie im
Southern Blot. Auch hier Iasst sich fir das Foundertier 10 eine wesentlich héhere
Menge Transgen-DNA nachweisen, als in den anderen Linien. Dabei ergab die
quantitative Abschatzung bezogen auf die mittlere Insertionsrate eine etwa
100-fach starkere Insertion des Transgens in Linie 10.
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Anhand der Ergebnisse der kompetitiven PCR wurde festgelegt, welche Tiere
weitergezichtet werden. Es wurden im Folgenden drei Linien der Tiere gezuchtet:

Linie F (aus Foundertier 10); hoher Expressionsgrad
Linie A (aus Foundertier 25); mittlerer Expressionsgrad
Linie B (aus Foundertier 23); niedriger Expressionsgrad.

Die transgenen Tierlinien wurden zur Zucht jeweils mit C57BL/6-Mausen gekreuzt,
wodurch in den nachfolgenden Generationen heterozygote Tiere entstehen. Die
Zucht erfolgte, wie in 3.2.1 beschrieben unter der Leitung von Frau Dr. Treiber,
Leiterin der Tierversuchsanlage der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf. Da es
nicht maoglich ist, zwischen homo-und heterozygoten Tieren zu unterschieden,
erfolgte auch die weitere Vermehrung der Tierlinien immer durch Kreuzung mit
C57BL/6.
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4.2.1.4 Bestimmung der Catalaseaktivitdt-und-expression in Foundertieren

Um in ersten Versuchen zu Uberprifen, ob die Insertion des Transgens eine
erhohte Catalaseaktivitat-und expression mit sich fuhrt, wurden 4 transgen-
positive Foundertiere im Vergleich zu C57BL/6-Tieren, die als Kontrolle dienten,
untersucht. Die Catalaseaktivitadt wurde in Herz und Leber von transgen-positiven
Foundertieren (n=4) im Vergleich zu Kontrolltieren (C57BL/6, n=4) bestimmt wie
unter 3.2.6.1 beschrieben.

Sowohl im Herzen, als auch in der Leber der transgen-positiven Foundertiere
wurde, im Vergleich zu Kontrolltieren, eine signifikant erhdhte Catalaseaktivitat
gefunden (s. Abb. 36). Die Catalaseaktivitat, ausgedrtckt als Geschwindigkeits-
konstante des Abbaus von H,O, in 10 x s7'/mg Protein, in den Herzen von
4 randomisiert ausgewahlten Foundertieren betrug 2,64 + 0,35, in den
Kontrolltieren jedoch nur 1,61 £ 0,32, (P<0,05). Ein ahnlicher Unterschied fand
sich in Lebergewebe von Founder-(34,05 =+ 4,49) und Kontrolltieren
(21,38 £ 0,74, P<0,01).
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Abb. 36: Bestimmung der Catalaseaktivitat in Herz (links) und Leber (rechts) von transgen-positiven

Foundertiere (n=4) im Vergleich zu C57BL/6-Tieren (n=4). Die Catalaseaktivitdt in den
Foundertieren war gegeniber den Kontrolltieren sowohl im Herzen (2,64 + 0,35 vs. 1,61 + 0,32;
P<0,05), als auch in der Leber (34,05 + 4,49 vs. 21,38 + 0,74; P<0,01) signifikant erhoht.
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Die Bestimmung der Catalaseexpression erfolgte in Herzen von transgen-
positiven Foundertieren (n=4) im Vergleich zu Kontrolltieren, (C57BL/6, n=4)
mittels Western Blot. Die Catalaseexpression in den Herzen der transgen-
positiven Foundertiere war 1,86 = 0,35-fach (P<0,05) im Vergleich zu der
Expression in Herzen von C57BL/6-Tieren erhoht (s. Abb. 37).
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Abb. 37: Bestimmung der Catalaseexpression mittels Western Blot in Herzen von transgen-positiven

Foundertieren (n=4) im Vergleich zu Kontrolltieren (C57BL/6, n=4). Als Standard diente 0,5 pg
Maus-Catalase (Sigma). Das obere Bild zeigt einen reprasentativen Western Blot, das untere
zeigt das Ergebnis der densitometrischen Auswertung aller Blots. Es wurde eine 1,86 + 0,35,
(P<0,05) fach héhere Catalaseexpression in den Herzen der transgen-positiven Foundertiere im
Vergleich zu den Kontrolltieren gefunden.
Diese Ergebnisse in den Foundertieren zeigten, dass die Insertion des Transgens
eine vermehrte Expression der Catalase zur Folge hat. Durch die erhodhte
Catalaseaktivitat kann man zuséatzlich schliel3en, dass die vermehrt vorhandene

Catalase auch aktiv ist.
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4.2.2 Charakterisierung der transgenen Mauslinie auf
DNA-Ebene

Alle Nachkommen der transgenen Tierlinien wurden mittels PCR genotypisiert, wie
in 3.4.1 beschrieben.

Zusatzlich zu den oben beschrieben Untersuchungen der Foundertiere auf DNA-
Ebene, wurde mittels kompetitiver PCR untersucht, ob das Transgen auch in den
transgen-positiven Tieren der nachfolgenden Generationen im gleichen Ausmal}
im Genom enthalten ist. Zusatzlich sollte Uberprift werden, ob es zwischen
Geschwistertieren geschlechtsspezifische Unterschiede hinsichtlich der Insertion
des Transgens gibt. Dazu wurden die Menge der Transgen-DNA im Genom von je
einem mannlichen und einem weiblichen Tier der F1-Generation der Linie F (aus
Foundertier 10 abstammend) in einer kompetitiven PCR, wobei je 500 ng
genomische DNA mit definierten Standardkonzentrationen eingesetzt wurden,
untersucht.

Das Transgen wird identisch auf nachfolgende Generationen vererbt, wobei es
zwischen Geschwistertieren keine geschlechtsspezifischen  Unterschiede
hinsichtlich der Menge an auf DNA-Ebene exprimiertem Transgen gibt
(s. Abb. 38). Die densitometrische Auswertung des Gels und die nachfolgende
quantitative Auswertung (s. 3.2.4.5) ergab fur Tier 53 eine Transgen-Menge von
4818 pg/ug genomische DNA, fur Tier 56 eine Menge von 4612 pg/ug genomische
DNA. Diese Mengen stimmen mit der fur das Foundertier 10 ermittelten Transgen-
Menge (4730 pg/ug, s. Abb. 35) Uberein.

Tier 53, mannlich Tier 56, weiklich
ﬂ :‘:- - L H =: — :'-""‘.'
1000 2000 3000 4000 1000 2000 3000 4000 pg Standard
Abb. 38: Kompetitive PCR, bei der je ein mannliches (Tier 53), sowie ein weibliches (Tier 56) der

F1-Generation der Linie F untersucht wurden. Die obere Bande zeigt das aus der nativen RNA
amplifizierte Fragment, die untere Bande das aus der Standard RNA amplifizierte Fragment. Es
zeigten sich keine geschlechtsspezifischen Unterschiede hinsichtlich der Menge an exprimierter
Transgen-DNA: Tier 53: 2409 pg/500 ng genomische DNA; Tier 56: 2306 pg/500 ng Transgen-
DNA.
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4.2.3 Charakterisierung der transgenen Mauslinie auf
mRNA-Ebene

4.2.3.1 Nachweis der Transkription des Transgens

Um zu uberprifen, ob das Transgen in mRNA transkribiert wird, wurde eine
transgenspezifische RT-PCR durchgefihrt (s. 3.4.4.1). Dabei wurde aus dem
Herzen isolierte Gesamt-RNA eingesetzt. Dazu wurden zunachst Tiere
(F1-Generation) der niedrig exprimierenden Linie B, sowie der Linie mittleren
Expressionsgrades A untersucht. In der PCR-Reaktion wurden 3 verschiedene
Primerpaare eingesetzt, deren Sequenz, sowie die GroéRe des von ihnen
amplifizierten Fragmentes in 3.4.4.1 aufgefuhrt ist. Als Negativkontrolle diente
Gesamt-RNA aus dem Herzen einer Wildtyp-Maus, als Positivkontrolle diente
Gesamt-RNA aus humaner Nabelschnurvene. Wie in Abb. 39 zu erkennen ist,
wird bei Linie A mit allen drei Primerpaaren ein Fragment der richtigen Grolle
amplifiziert. Das Transgen wird also transkribiert und ist auf mRNA-Ebene
nachweisbar. Bei der niedrig exprimierenden Linie B ist dagegen kein Signal zu
erkennen, woraus sich schlieRen lasst, dass das Transgen entweder gar nicht
oder in nicht nachweisbaren Mengen transkribiert wird. Tiere der Tierlinie B
wurden daher im Folgenden nicht weiter untersucht.

Wl NS B A wWT MS B A WT MS B A

Primerpaar 1 Frimerpaar 2 Frimerpaar 3

Abb. 39: Transgenspezifische RT-PCR zur Uberpriifung der Transkription des Transgens in den
Tierlinien A und B. Als Negativkontrolle diente Wildtyp-Gesamt-RNA (WT) aus dem Herz, als
Positivkontrolle diente Gesamt-RNA aus humaner Nabelschnurvene (NS). Bei Linie A ist unter
Verwendung drei verschiedener Primerpaare jeweils ein Signal der richtigen GroéRe zu
erkennen. Bei Linie B konnte kein Signal detektiert werden.

Die Expression der Transgen mRNA in Herzen von Tieren der

hochexprimierenden Linie F (F1-Generation) wurde ebenfalls mittels

transgenspezifischer RT-PCR. Es wurde je ein transgen-positives und ein
transgen-negatives Tier der F1-Generation untersucht. Als Negativkontrolle wurde
erneut Wildtyp-Gesamt-RNA, als Positivkontrolle Gesamt-RNA aus humaner

Nabelschnurvene verwendet.
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Wie in Abb. 40 zu erkennen ist, wird das Transgen in den transgen-positiven
Tieren der Linie F (+) transkribiert, es ist auf mRNA-Ebene nachweisbar.
Erwartungsgemaf wird bei den transgen-negativen Tieren keine Transgen-DNA
transkribiert, wodurch auch kein transgenspezifisches Fragment auf mMRNA-Ebene
nachzuweisen ist.

—
600
500
WT NS + - WT NS + - WT NS  +
Primerpaar 1 Primerpaar 2 Primerpaar 3
Abb. 40: Transgenspezifische RT-PCR unter Verwendung drei verschiedener Primerpaare zur

Uberpriifung der Transkription des Transgens in Herzen von Tieren der hochexprimierenden
Tierlinien F. Es wurde je ein transgen-positives, sowie ein transgen-negatives Tier untersucht.
Als Negativkontrolle diente Wildtyp-Gesamt-RNA (WT) aus dem Herzen, als Positivkontrolle
diente Gesamt-RNA aus humaner Nabelschnurvene (NS). Es ist unter Verwendung drei
verschiedener Primerpaare jeweils ein Signal der richtigen GroRe bei dem transgen-positiven
Tier (+) zu erkennen, wahrend bei dem transgen-negativen Geschwistertier (-) kein Signal zu
sehen ist.
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4.2.3.2 Quantitative Analyse der Transgen mRNA

Um die Mengen an exprimierter Transgen mRNA in den transgenen Tierlinien zu
erfassen, wurde eine transgenspezifische kompetitive RT-PCR durchgefuhrt, die
in 3.4.4.1 beschrieben wurde. Es wurden Tiere der Linie F (n=3; hohe DNA-
Expression) im Vergleich zu Tieren der Linie A (n=3; niedrige DNA-Expression)
untersucht. Dabei wurde die Menge an Transgen mRNA/500 ng Gesamt-RNA
bestimmt.

00— —— —
400 _— e e
250110 5 25 1 pg Standard
P<0,05
101
E== transgen (+) hoch
I transgen (+) niedrig
©
L
©
=]
5 5]
b —T— pg Transgen-mRNA/ug
Gesamt-RNA
transgen (+), hoch 8,46 + 0,75
0- transgen (-), niedrig 4,01 £0,27
Abb. 41: Ergebnisse der transgenspezifischen kompetitiven RT-PCR zur quantitaiven Bestimmung der

Transgen mRNA in der hochexprimierenden Tierlinie F, im Vergleich zur niedrig exprimierenden
Linie A. Oben: Representative kompetitive RT-PCR. Unten: Ergebnisse aller RT-PCRs.

Im Mittel ergab sich dabei fur die humane Catalase eine Menge von
8,46 = 0,75 pg mRNA/ug Gesamt-RNA in den Tieren mit hoher Expression, sowie
eine Menge von 4,01 + 0,27 pg mRNA/pg Gesamt-RNA in den Tieren mit niedriger
Expression.
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4.2.3.3 Quantitative Analyse der gesamten Catalase-mRNA

Um die durch das Transgen bedingte Erhdhung der Mengen an exprimierter
Gesamt-Catalase mMRNA in den transgenen Tieren im Vergleich zu
Geschwistertieren zu erfassen, wurde eine kompetitive RT-PCR durchgefihrt, die
sowohl transgene, als auch native Catalase mRNA erfasst (s. 3.4.4.2). Es wurden
Tiere der Linie F (F1-Generation) untersucht. Dabei wurde die Menge an Catalase
MRNA/500 ng Gesamt-RNA in transgen-positiven Tieren (n=3), sowie deren
transgen-negativen Geschwistertieren (n=3) bestimmt. Wie in Abb. 42 dargestellt
ist, ist die Catalase mRNA-Expression in den transgen-positiven Tieren im
Vergleich zu den transgen-negativen Geschwistertieren signifikant erhoht.

40-
* P<0,01 — transgen positiv
< -
E 30+ I transgen positiv native RNA
-é == transgen negativ Bt 1 1 L
= 204 0 SOMN25 N0 5 pg
3 Standard RNA
(O] 10- — transgen negativ
native RNA
0- il — — w— — —

0 0 S0 25 A0 5 pg
Standard RNA

pg Catalase
mRNA/ug Gesamt-
RNA

transgen-positiv 31,71 +4,22

transgen-negativ 4,50+ 0,60

Abb. 42: Ergebnisse der kompetitiven RT-PCR zur Bestimmung der Gesamt-Catalase mRNA.
Links: Zusammenfassung aller RT-PCRs. Rechts: Darstellung je einer reprasentativen RT-PCR
eines transgen-positiven Tieres, sowie eines transgen-negativen Tieres.
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4.2.4 Charakterisierung der transgenen Mauslinien auf
Proteinebene

4.2.4.1 Quantitative Analyse des gesamten Catalaseproteins

Die Analyse der Catalase-Proteinexpression in Herz und Aorta von Catalase-
uberexprimierenden Tiere der Linie F (n=5) im Vergleich zu Geschwistertieren
(n=5) erfolgte mittels Western Blot, (s. 3.2.5.3). Die Proteinsequenzen von Maus-
Catalase und humaner Catalase stimmen zu 86,2 % Prozent Uberein. Daher
erkennt der verwendete Antikorper sowohl Maus-, als auch humane Catalase. Die
Catalase-Expression in der Aorta war in den transgen-positiven Tieren
2,16 £ 0,3 fach hoher (P<0,05), als in den transgen-negativen Geschwistertieren
(s. Abb. 43). Im Herzen wurde eine geringere, aber ebenfalls signifikante
Erhdhung der Catalaseexpression in den transgen-positiven Tieren im Vergleich
zu Geschwistertieren gefunden (1,39 + 0,12; P<0,05).

Die Insertion des Transgens bewirkt in der Linie F also eine signifikante Erhéhung
der Expression der Catalase in Herz und Aorta.
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Abb. 43: Ergebnisse aller Western Blots zur Bestimmung der Catalaseexpression in Aorta (links) und

Herz (rechts) von Catalaselberexprimierenden Tieren (transgen (+), n=5), im Vergleich zu
deren transgen-negativen Geschwistertieren (transgen (-), n=5). Die Catalaseexpression in der
Aorta der transgen-positiven Tieren 2,16 + 0,3 (P<0,05) flach héher, als in den transgen-
negativen Geschwistertieren. Im Herzen wurde ebenso eine signifikante Erhéhung der
Catalaseexpression in den transgen-positiven Tieren gefunden (1,39 + 0,12, P<0,05, vs.
Geschwistertiere).
Die Tiere der Linie A zeigten im Western Blot, trotz nachgewiesener Transkription
des Transgens und einer signifikanten Erhéhung der Gesamt-Catalase-mRNA
weder im Herzen, noch in der Aorta eine signifikante Erhéhung der Catalase-
Proteinexpression. Diese Daten zeigen, dass es mindestens einer 6-fachen
MRNA-Erhéhung bedarf, um eine Steigerung der Catalasemenge im Herzen zu
induzieren.
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4.2.4.2 Bestimmung der Catalaseaktivitat

Die Bestimmung der Catalaseaktivitat erfolgte, wie unter 3.2.6.1 beschrieben
durch einen KMnO4-Reduktionsassay und nachfolgende UV-spektophometrische
Messung des verbleibenden Permanganates. Die Catalaseaktivitdt wurde in Herz
und Aorta von transgen-positiven Tieren der Linie F (n=4) im Vergleich zu deren
Geschwistertieren (n=4) bestimmt. Es wurde eine signifikante Erhdhung der
Catalaseexpression in Herz und Aorta der transgen-positiven Tiere gegentber
transgen-negativen Geschwistertieren gefunden (s. Abb. 44).

Aorta Herz
75+ 7.5 P<0,05
- c I transgen (-) P<0.05 » = B transgen (:r) *
i % Ctransgen (+) .’ ) % transgen (+)
= -1 >
£ S 50+ £ S 5.0
T O T O
¢ £ Qe
£ = L =
o © "
£ © 25 R 257
05 O o
Catalaseaktivitat (in 10° s-' /mg Protein):
Aorta Herz
transgen (-) 14,7 +:1,98 2,71+0,45
transgen (+) 431+11,5 6,01+ 1,00
Abb. 44: Ergebnisse der Bestimmung der Catalaseaktivitdt in Aorta und Herz von transgen-positiven

Tieren der Linie F (transgen (+)), sowie deren transgen-negativen Geschwistertieren
(transgen (-)); n=4. Es wurde eine signifikante Erhdhung der Catalaseaktivitat in Aorta und Herz
der transgen-positiven Tiere im Vergleich zu transgen-negativen Geschwistertieren gefunden.
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4.3 Funktionelle Untersuchungen an isolierten
BlutgefaRen

Die funktionellen Untersuchungen isolierter Aortenringe der Maus wurden wie in
3.2.2.2 beschrieben im Organbad durchgefuhrt.

4.3.1 Untersuchungen zum Einfluss der Catalase-
Uberexpression auf die Funktionalitat der Gefale

Zur weiteren Charakterisierung der transgenen Mauslinie wurden funktionelle
Untersuchungen im Organbad durchgeflhrt, die in 3.2.2.2 detailliert beschrieben
wurden. Dabei wurden Aortenringe von TgNCatUx-Mausen mit hoher Catalase-
Expression (n=4) jeweils im Vergleich zu deren transgen-negativen
Geschwistertieren (n=4) untersucht.

4.3.1.1 Kontraktionstest mit Kaliumchlorid

Die maximale Kontraktion nach Gabe von 80 mM Kaliumchlorid war in den
transgen-positiven Tieren im Vergleich zu deren Geschwistertieren leicht erniedrigt
(8,05 + 0,56 vs. 9,65 + 0,34, P=0,026). Dies deutet darauf hin, dass die
Uberexpression der Catalase eine Verminderung der Kontraktionsfahigkeit der
glatten Muskulatur nach Depolarisation bewirken kann.

10- — Ctransgen (-)
* = transgen (+)
c
L
: —
SE .
E e
)
X
0-
Abb. 45: Maximale KCL-Kontraktion in (mN) in C57BL/6-Tieren, sowie in Catalaseliberexprimierenden

Tieren (transgen (+)) und deren transgen-negativen Geschwistertieren (transgen (-)).
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4.3.1.2 o4-Rezeptor-vermittelte Kontraktion

Die durch Gabe von kumulativen Dosen Phenylephrin (0,1 nM-10 yM) ausgeldste
a4-vermittelte Kontraktion unterschied sich in den transgen-positiven Tieren nicht
von der in den Geschwistertieren gemessenen Kontraktion (s. Abb. 46).

7.5+
—a— transgen (-)
g —&— transgen (+)
€= 5.0
Z
©
s E
g L
¢ 2.5
0.0-
I T T T T T 1
-10 -9 -8 -7 -6 -5 -4
Phenylephrin
[log M]
Abb. 46: Dosis-Wirkungskurve fiir Phenylephrin (0,1 nM-10 uM). Die durch Phenylephrin ausgeldste

oq-vermittelte Kontraktion unterschied sich in den transgen-positiven Tieren nicht signifikant von
der in Geschwistertieren gemessenen Kontraktion.
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Nach Inkubation der Aortenringe mit dem Catalaseinhibitor Aminotriazol (1mM) fur
30 Minuten, wurde erneut eine Phenylephrin-Dosis-Wirkungskurve aufgenommen.
Wie in Abb. 47 zu sehen ist, ist die durch Phenylephrin ausgeldste Kontraktion
nach Hemmung der Catalase sowohl in transgen-negativen, als auch in transgen-
positiven Tieren gleich stark ausgepragt.

RN
©
o

—a— transgen(-) +AT
—&— transgen(+) +AT

~
Sy}
1

Kontraktion [mN]
o
o
1

2.54
0.0-
! I I !
-10 -8 -6 -4
Phenylephrin [log M]
Abb. 47: Dosis-Wirkungskurve fir Phenylephrin (0,1nM-10 yM) nach 30 mindtiger Inkubation mit dem

Catalaseinhibitor Aminotriazol (1mM).Die Kontraktion ist nach Hemmung der Catalase in

transgen-negativen Tieren und in transgen-positiven Tieren gleich stark ausgepragt.
Vergleicht man die maximal durch Phenylephrin erzielbaren Kontraktionen vor und
nach Aminotriazolbehandlung, so zeigt sich eine leichte, aber nicht signifikante
Verstarkung der Kontraktion durch Aminotriazol (s. Abb. 49).

= 10.07 Jtransgen(+)
£ 75 I transgen(-)
s | T +
§ 5.0
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N 2.5
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Kontrolle Aminotriazol
Abb. 48: Maximalkontraktionen der Mausaorta auf Phenylephrin (10 yM) vor und nach 30 mindtiger

Inkubation mit dem Catalaseinhibitor Aminotriazol (1mM). Die Kontraktion ist nach Hemmung
der Catalase sowohl in transgen-positiven Tieren, als auch in den transgen-negativen Tieren
leicht verstarkt. Die statistische Analyse (One-Way-ANOVA) erbrachte jedoch keinen
signifikanten Unterschied (P=0,4694).
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4.3.1.3 Endothelabhangige Relaxation (endogenes NO)

Die endothelabhangige Relaxation, ermittelt durch Gabe kumulativer Dosen an
Acetylcholin (0,1 nM-10 mM) unterschied sich in den transgen-positiven Tieren
nicht von der Relaxation in transgen-negativen Tieren (s. Abb. 49).

100+
—&— transgen (-)
80- —a— transgen (+)
= 60+
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® 404
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Abb. 49: Dosis-Wirkungskurve nach Gabe kumulativer Dosen an Acetylcholin (0,1 nM-10 pM). Die

endothelabhéngige Relaxation unterschied sich in den transgen-positiven Tieren nicht von der
Relaxation in transgen-negativen Tieren.
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4.3.1.4 Relaxation nach Gabe des NO-Donors DEA-NO (exogenes NO)

Die Relaxation nach Gabe von exogenem NO wurde nach Gabe von kumulativer
Dosen (0,01 nM-10 uM) ermittelt. Auch die durch exogenes NO vermittelte
Relaxation unterschied sich nicht zwischen transgen-positiven Tieren und
transgen-negativen Tieren.(s. Abb. 50).

100+
—=— fransgen (-)
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Abb. 50: Dosis-Wirkungskurve nach Gabe kumulativer Dosen an DEA-NO (0,01 nM-10 mM). Die durch

DEA-NO vermittelete Relaxation unterschied sich in transgen-positiven Tieren nicht gegenutber
der Relaxation in transgen-negativen Tieren.



ERGEBNISSE 112

4.3.1.5 Relaxation nach Gabe von H,0,

Die Relaxation nach Gabe kumulativer Dosen an H;O, (1 pM-1 mM) nach
Vorkontraktion mit PGF2o (10 yM-30 uM) wurde in isolierten Aortenringen
schwach Catalase-uberexprmierender Tieren der Linie A, bzw. transgen-negativer
Geschwistertiere; nach 30 min Inkubation mit dem Catalase-Inhibitor
Aminotriazol (1mM) im Vergleich zu mit Vehikel inkubierten Ringen bestimmt
(je n=4); (s. Abb. 51).

120- 120-
g 100- °\E 100-
4] 80- 9 80-
C c
S 60 2 601
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S 404 g 404
20- —®transgen (-); -AT 20- —®—transgen (+); -AT
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) ] ] ] 1 ) ] ] ] ] 1
6 -5 -4 -3 2 7 6 -5 -4 -3 -2
HO; [logM] H,O, [logM]
Abb. 51: Relaxation nach Gabe kumulativer Dosen an H;O, (1 uM-1 mM). Die Vorkontraktion erfolgte mit

PGF20. (10 pM-30 pM). Links:. Rechts: Vergleich der Dosis-Wirkungskurven fir H,O; in
transgen-negativen Tieren der Linie A (n=4) nach Inkubation mit Aminotriazol (+AT), bzw.
Vehikel (-AT). Rechts: Vergleich der Dosis-Wirkungskurven fiir H,O, in transgen-positiven
Tieren der Linie A (n=4) nach Inkubation mit Aminotriazol (+AT), bzw. Vehikel (-AT).
Die Relaxation der Aortenringe erforderte hohe Dosen an H,O,. Das Ausmal} der
Relaxation unterschied sich weder signifikant zwischen transgen-positiven und
transgen-negativen Tieren, noch war ein signifikanter Unterschied zwischen mit
Aminotriazol und mit Vehikel inkubierten Aortenringen zu beobachten. Nach
Abschluss der Dosis-Wirkungskurve zeigten die Aortenringe keinerlei
Vasoreaktivitat mehr, so dass ein toxischer Effekt der gegebenen Dosen an H;0,
nicht auszuschliel3en ist.
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4.3.2 Untersuchungen zum Einfluss der Haltung der Tiere auf
die Funktionalitat der Gefalle

Die in dieser Arbeit eingesetzten Mause, wurden bis zu ihrem Einsatz in
Versuchen in Einzelkéfigen gehalten. Setzt man mehrere Tiere in einem Ké&fig
zusammen, bewegen sich die Tiere erfahrungsgemal mehr als einzeln gehaltene
Tiere, da sie hintereinander herlaufen und kleinere ,Kampfe“ austragen (s. auch
45.3). Es wurde untersucht, ob sich die vermehrte Bewegung der
zusammensitzenden Tiere auf die Funktionalitdt ihrer Gefalke auswirkt. Dazu
wurden in Gruppen gehaltene CS57BL/6-Mause (n=4) ausgeeinzelt. Die
Kontrollgruppe (n=4) wurde zusammen in einem Kafig gehalten. 14 Tage nach der
Auseinzelung der Tiere wurde die Reaktivitat der Aortenringe einzeln sitzender
Tiere mit denen zusammensitzender Tiere im Organbad verglichen.

4.3.2.1 Kontraktionstest mit Kaliumchlorid

Die maximale Kontraktion der Gefale nach Gabe von 80 mM Kaliumchlorid
unterschied sich nicht zwischen einzeln und zusammensitzenden Tieren
(s. Abb. 52)
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Abb. 52: Maximale Kontraktion nach Gabe von 80 mM Kaliumchlorid. Die maximale Kontraktion

unterschied sich nicht zwischen einzeln und zusammensitzenden Mausen.
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4.3.2.2 o4-Rezeptor-vermittelte Kontraktion

Die durch Gabe von kumulativen Dosen an Phenylephrin (0,1 nM-10 uM)
ausgeldste oy-vermittelte Kontraktion unterschied sich ebenfalls nicht zwischen
einzeln und zusammensitzenden Tieren (s. Abb. 53).
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Abb. 53: Dosis-Wirkungskurve fiir Phenylephrin (0,1 nM-10 pM). Die durch Phenylephrin ausgeldste ou-

vermittelte Kontraktion unterschied sich nicht zwischen einzeln und zusammensitzenden Tieren.
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4.3.2.3 Endothelabhangige Relaxation (endogenes NO)

Die endothelabhangige Relaxation war in den einzeln sitzenden Tieren deutlich
schwacher ausgepragt, als in den zusammensitzenden Tieren (s. Abb. 54). Dies
lasst vermuten, dass die geringere Bewegung der einzeln sitzenden Tiere einen
senkenden Einfluss auf das endothelial gebildete NO besitzt. Diese Vermutung
konnte mit den in 4.5.3 erhobenen Ergebnissen zur Bestimmung der basalen und
eNOS-Expression, sowie der trainingsinduzierten Heraufregulation der
eNOS-Expression bestatigt werden.

120+
—&— einzeln
—&— zUusammen
2
2 _ 801
g
(7]
©
> 40 (P<0,001)
*
04
I T T T 1
-9 -8 -7 -6 -5
Acetylcholin
[log M]
Abb. 54: Dosis-Wirkungskurve nach Gabe kumulativer Dosen an Acetylcholin (0,1 nM-10 pM).

Die endothelabhangige Relaxation war in den einzeln sitzenden Tieren deutlich geringer, als in
zusammensitzenden Tieren (P<0,001, one-way-ANOVA)
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4.3.2.4 Relaxation nach Gabe des NO-Donors SNAP (exogenes NO)

Die Relaxation der Aortenringe nach Gabe von exogenem NO in Form von
kumulativen Dosen des NO-Donors SNAP (0,01 nM-10 uM) unterschied sich nicht
zwischen einzeln und zusammensitzenden Tieren (s. Abb. 55). Dies weist darauf
hin, dass die NO-Sensitivitat durch die geringere Bewegung nicht verandert wird.

Abb. 55:
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Dosis-Wirkungskurve nach Gabe kumulativer Dosen an DEA-NO (0,01 nM-10 mM).
Die durch den NO-Donor SNAP vermittelete Relaxation unterschied sich nicht zwischen einzeln
und zusammensitzenden Tieren.
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4.4 Messung von Blutdruck-und Herzfrequenz

Die Messungen von Blutdruck-und Herzfrequenz an der Maus erfolgten, wie unter
3.2.9 beschrieben, noninvasiv durch Anlegen einer Druckmanschette an den

Schwanz der Mause.

4.4.1 Untersuchung von C57BL/6-Mausen

Bei den Blutdruck-und Herzfrequenzmessungen diente eine Gruppe von C57BL/6-
Mausen, (n=7) als Kontrollgruppe. Die Messung erfolgte, wie unter 3.2.9
beschrieben, an drei aufeinander folgenden Tagen, nachdem die Tiere in einer
Trainingsphase von 7 Messtagen an die Prozedur der Messung gewodhnt wurden.
Diese = Methode liefert reproduzierbare @ Ergebnisse = mit  geringen
Standardabweichungen.

Die Mause hatten einen mittleren Blutdruck von 114,34 + 1,00 mm Hg.
Die Herzfrequenz betrug 542,77 + 11,18 Schlage/min. Diese Ergebnisse stimmen
mit friiher erhobenen Messungen Uberein (64).
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Abb. 56: Ergebnisse der Blutdruck-und Herzfrequenzmessungen an C57BL/6-Mause, n=8. Der mittlere

Blutdruck der Mause betrug 114,34 =+ 1,00 mm Hg, die Herzfrequenz lag bei 542,77 + 11,18
Schlage/min.
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4.4.2 Untersuchung von Catalase-iuiberexprimierenden Tiere

Es wurde untersucht, ob die Uberexpression der Catalase einen Einfluss auf
Blutdruck-und Herzfrequenz der transgenen Tierlinien besitzt.

4.4.2.1 Untersuchung der Tierlinien mit schwacher Catalase-Uberexpression

Zunachst wurde eine Gruppe von Tieren (n=8) mit schwacher Uberexpression der
Catalase untersucht. Wie in Abb. 57 erkennbar ist, ergab sich zwischen schwach
Catalase-Uberexprimierenden Tieren und Kontrolltieren kein signifikanter
Unterschied bei Blutdruck-und Herzfrequenz.

Blutdruck Herzfrequenz
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Abb. 57: Ergebnisse der Blutdruck-und Herzfrequenzmessungen der transgenen Tierlinien (A, B) mit

schwacher Catalase-Uberexpression. Es wurde kein signifikanter Unterschied in Blutdruck-und
Herzfrequenz der transgen-positiven Tiere im Vergleich zu C57BL/6-Kontrolltieren gefunden.
Der mittlere Blutdruck betrug 117 + 2,53 vs. 114,34 £ 1,00 mm Hg in den Kontrolltieren. Die
Herzfrequenz (in Schldge/min) in den transgen-positiven Tieren lag bei 522,21 + 12,25 vs.
542,77 + 11,18 in den Kontrolltieren.
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4.4.2.2 Untersuchung der Tierlinie mit starker Uberexpression

Blutdruck-und Herzfrequenzmessungen wurden bei einer Tierlinie (n=8) mit
starker Catalase-Uberexpression (Linie F: transgen (+) hoch) durchgefiihrt, welche
auch auf Proteinebene eine signifikante Erhéhung der Catalase zeigt. Als
Kontrollgruppen dienten C57BL/6-Mause, transgen-negative Geschwistertiere
(n=8) sowie schwach transgen-positive (transgen (+) niedrig), (s. 4.4.1) Tiere.
In den stark transgen-positiven Tieren wurde eine signifikante Senkung des
Blutdrucks gegentber den Kontrollgruppen gefunden (s. Abb. 58).

Diese Daten lassen vermuten, dass endothelial gebildetes H,O, zu einer
Steigerung des Blutdrucks fuhren kann.
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C57BL/6-Kontrolltiere 114,34 £ 1,00
transgen (-) 115,56 + 2,53
transgen (+), niedrig 117,95+ 2,53
transgen (+) hoch 107,26 + 1,98
Abb. 58: Ergebnisse der Blutdruckmessung in Tieren der stark Catalaselberexprimierenden Linie F

(n=8) im Vergleich zu ftransgen-negativen Geschwistertieren (n=8),.sowie C57BL/6-
Kontrolltieren (n=7). Der Blutdruck ist in den transgen-positiven Tieren signifikant gegenulber
transgen-negativen Tieren, sowie C57BL/6-Tieren erniedrigt. Die mittleren Blutdruckwerte
(in mm Hg) sind in der obigen Tabelle aufgefiihrt.
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Die Herzfrequenz der transgen-positiven Tiere unterschied sich nicht signifikant

von der Herzfrequenz der Kontrollgruppen (s. Abb. 59).

Die Uberexpression der Catalase und die damit
Proteinexpression und —aktivitdt hat also einen senkenden Effekt auf den

Blutdruck der Tiere, aber keinen Effekt auf deren Herzfrequenz.

750+

5004

250+

Herzschlage/ min

I

C—1C57BL/6, n=7 I transgen (+) niedrig
Ctransgen (-) I transgen (+) hoch

Herzfrequenz (Herzschlage/min)

C57BL/6-Kontrolltiere

542,77 £ 11,18

transgen (-)

545,20+ 8,75

transgen (+) niedrig

522,21 +£12,25

transgen (+) hoch

550,93 + 13,04

Abb. 59: Ergebnisse der Herzfrequenzmessung in Tieren der stark Catalaseliberexprimierenden Tiere
der Linie F (n=8) im Vergleich zu transgen-negativen Geschwistertieren (n=8), sowie
C57BL/6-Kontrolltieren (n=7). Die Herzfrequenz der transgen-positiven Tiere unterschied sich
nicht signifikant von der Herzfrequenz der Kontrollgruppen. Die mittlere Herzfrequenz der

einzelnen Tiergruppen sind in der obigen Tabelle aufgefihrt.

verbundene erhohte
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4.4.2.3 Einfluss der Aminotriazolbehandlung auf Blutdruck und
Herzfrequenz der Mause

Um zu uberprifen, ob die beobachtete Blutdrucksenkung bei den transgenen
Tieren mit einer vermehrten Catalaseaktivitdt zusammenhangt, wurden Blutdruck-
und Herzfrequenz bei einer Gruppe von transgen-positiven Tieren der Linie F
(n=4), sowie transgen-negativen Geschwistertieren (n=4) nach einer
Fatterungsphase mit dem Catalaseinhibitor Aminotriazol (s. 3.2.8), untersucht und
mit den gemessenen Werten vor Aminotriazolbehandlung (s 4.4.2.2) verglichen.
Nach Aminotriazolbehandlung unterscheidet sich der Blutdruck der transgen-
positiven Tiere nicht mehr signifikant von dem Blutdruck transgen-negativer
Geschwistertiere (s. Abb. 60). Die Blutdrucksenkung ist also mit grol3er
Wahrscheinlichkeit auf die Catalase-Uberexpression zuriickzufiihren. Dies weist
auf eine blutdrucksteigernde Wirkung von endogen gebildetem H>O2 hin.
Zusatzlich ist nach Aminotriazolbehandlung ein leichter Blutdruckanstieg bei den
transgen-negativen Tieren zu beobachten. Auch dieses Ergebnis kann als
Indikator fur die blutdrucksteigernde Wirkung von H,O, angesehen werden.
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Abb. 60:

Blutdruck

vor AT- nach AT-

Behandlung Behandlung o 1 ansgen(-)

120- NS = transgen(+)
? L = transgen(-) + AT
£ 1104 > BN transgen(+) + AT
£

100-

Blutdruck

Blutdruck

(mm/Hg)
transgen (-) 115,56 £ 2,53
transgen (+) 107,26 £ 1,98

transgen (-)+ Aminotriazol 118,38 £ 2,44

transgen (+)+ Aminotriazol 117,30 £ 4,28

Ergebnisse der Blutdruckmessungen bei transgen-positiven Tieren der Linie F (n=4), sowie
transgen-negativen Geschwistertieren (n=4) vor und nach Aminotriazolbehandlung.
Die mittleren Blutdruckwerte sind in obiger Tabelle aufgefihrt. Wahrend vor
Aminotriazolbehandlung eine signifikante Senkung des mittleren Blutdrucks bei den transgen-
positiven Tieren zu messen war, unterscheiden sich die mittleren Blutdruckwerte der transgen-
positiven und der transgen-negativen Tiere nach Behandlung mit Aminotriazol nicht mehr
signifikant voneinander.. Der mittlere Blutdruck der transgen-negativen Tiere stieg nach der
Aminotriazolbehandlung leicht, aber nicht signifikant an.
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Die mittlere Herzfrequenz der Tiere wurde durch die Aminotriazolbehandlung nicht
signifikant verandert, wie in Abb. 61 zu sehen ist.

Abb. 61:

Herzfrequenz
vor AT- nach AT-
Behandlung Behandlung
600+ n.s
c —transgen(-)
€ 5504 —_ T == transgen(+)
g mm transgen(-) +AT
% 500-L . transgen(+) +AT
| I I
N
()
I
0_

Herzfrequenz
(Herzschlage/min)

transgen (-) 54520+ 8,75

transgen (+) 550,93 + 13,04

transgen (-)+ Aminotriazol 572,93 + 17,60

transgen (+)+ Aminotriazol 566,78 + 16,25

Ergebnisse der Herzfrequenzmessungen bei transgen-positiven Tieren der Linie F (n=4), sowie
transgen-negativen Geschwistertieren (n=4) vor und nach Aminotriazolbehandlung.
Die Herzfrequenz unterscheidet sich weder zwischen transgen-positiven und transgen-
negativen Tieren, noch wurde sie durch die Aminotriazolbehandlung signifikant veréndert. Die
mittleren Herzfrequenzwerte (Herzschlage/min) sind in obiger Tabelle aufgefihrt.
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4.5 Untersuchungen der Effekte von korperlichem
Training

Ziel dieser Untersuchungen war es, den Effekt von kdrperlichem Training auf die
Expression der eNOS und der Catalase im vaskularen Gewebe zu untersuchen.
Die Mause wurden dazu, wie in 3.2.7 beschrieben auf einem motorbetriebenen
Laufrad trainiert. Am folgenden Tag des letzten Trainingstages wurden Herz und
Aorta der Tiere entnommen und mittels Western Blot die eNOS-Expression, bzw.
die Catalaseexpression untersucht.

4.5.1 EinfluB von korperlichem Training auf Kérpergewicht und
Herzgewicht der Tiere

Um einen ersten Eindruck Uber die Effektivitdt des Trainings zu erhalten, wurde
nach einer Trainingsperiode von drei Wochen das Kérpergewicht und das Gewicht
der Herzen der trainierten Tiere (n=12) bestimmt und mit untrainierten
Kontrolltieren (n=12) verglichen (s. Abb. 62). Die trainierten Tiere wiesen im
Vergleich zu untrainierten Kontrolltieren ein signifikant niedrigeres Korpergewicht,

auf. Das Gewicht ihrer Herzen in Bezug auf ihr Kérpergewicht war dagegen
signifikant erhoht.

Koérpergewicht Herzgewicht/ Kérpergewicht
- P<0,05
401 < 0.754 ’

P<0,05 mmm Kontrollen g * @ Kontrollen
= 30 * 3 Training 3 Wochen N —— == Training 3 Wochen
O | e
E & 050-

55 S
5= 204 ==
a Q
© 2 0.254
X 101 g
N
[
T
0- 0.00-
Abb. 62: Links: Koérpergewicht von 3 Wochen trainierten C57BL/6-Mausen. Das Korpergewicht ist in den

trainierten Tieren signifikant niedriger, als in den Kontrolltieren (31,13 £ 0,54 vs. 32,69 + 0,54 in
den Kontrolltieren, P<0,05). Rechts: Herzgewicht der trainierten Tiere bezogen auf ihr
Kérpergewicht im Vergleich zu Kontrolltieren. Das Herzgewicht/Kérpergewicht ist in den
trainierten Tieren gegenuber untrainierten Kontrolltieren signifikant erhoht
(0,632 + 0,024 vs. 0,548 + 0,022 in den Kontrolltieren, P<0,05).
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4.5.1.1 Einfluss von kérperlichem Training auf die Catalase-Expression

Es ist bekannt, dass durch korperliches Training die Expression der ecSOD
ansteigt (45). Daher kann davon ausgegangen werden, dass die durch Training
entstehenden Superoxidradikale vermehrt zu H,O, abgebaut werden. Nun war es
interessant zu sehen, ob auch die Catalaseexpression ansteigt, so dass das auch
ein vermehrter Abbau von H;O, zu Wasser vorliegt. Die Catalaseexpression
wurde in Aorten und Herzen von C57BL/6-Mausen, die 10 Tage, bzw. 3 Wochen
lang trainiert wurden, mittels Western Blot bestimmt. Wie in Abb. 63 dargestellt,
wurde die Catalaseexpression in der Aorta durch das Training nicht signifikant
erhéht. Es wurde allerdings eine leichte Erhdhung der Catalaseexpression
beobachtet, die nach 3 Wochen Training starker ausgepragt war, als nach
10 Tagen Training.

10 Tage Training 3 Wochen Training
Kontrolle Training Kontrolle Training
e e a——— o gl . ——— ——
20 40 80 20 40 80 g protein 20 40 80 20 40 80 g protein

Catalaseexpression in der Aorta
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2
<
Q
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2 200
O —
2%
& T
'g 1004
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Abb. 63: Ergebnisse der Western Blots zur Bestimmung der Catalaseexpression in Aorten von C57BL/6-

Mausen nach 10 Tagen, bzw. 3 Wochen Training im Vergleich zu untrainierten Kontrolltieren.
Oben: Reprasentative Western Blots; links: Catalaseexpression nach 10 Tagen Training,
rechts: Catalaseexpression nach 3 Wochen Training. Unten: Ergebnisse aller Western Blots.
Die Catalaseexpression wurde durch das Training nicht signifikant erhdht. Der leichte Anstieg
der Catalaseexpression war nach 3 Wochen Training (136,8 = 27,52%) starker ausgepragt, als
nach 10 Tagen Training (112,34 £ 32,33%).
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Die Catalaseexpression in den Herzen wurde durch das Training weder nach 10
Tagen, noch nach 3 Wochen Training verandert, s. Abb. 64.

10 Tage Training 3 Wochen Training
Kontrolle Training Kontrolle Training
e ——— —— e ——
e ~——
20 40 80 20 40 80 g protein 20 40 80 20 40 80 g protein
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Abb. 64: Ergebnisse der Western Blots zur Bestimmung der Catalaseexpression in Herzen von C57BL/6-

Mé&usen nach 10 Tagen, bzw. 3 Wochen Training im Vergleich zu untrainierten Kontrolltieren.
Oben: Reprasentative Western Blots; links: Catalaseexpression nach 10 Tagen Training,
rechts: Catalaseexpression nach 3 Wochen Training. Unten: Ergebnisse aller Western Blots.
Die Catalaseexpression im Herzen wurde durch das Training nicht erhoht.

Insgesamt kann also davon ausgegangen werden, dass korperliches Training nur
zu einer sehr geringen Erhéhung der vaskularen Expression der Catalase flhrt.
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4.5.2 Einfluss von koérperlichem Training auf die eNOS-
Expression

Die durch kérperliches Training verursachte, bereits in friheren Untersuchungen
dieses Labors beobachtete Heraufregulation der eNOS-Expression durch
kdrperliches Training (35) sollte zunachst bestatigt und dann weiter untersucht
werden. Dazu wurden in Kontrollversuchen C57BL/6-Mause trainiert. Die
trainierten Tiergruppen sind in 3.2.7 aufgefihrt. Um die Zeitabhangigkeit der
Heraufregulation der eNOS-Expression zu untersuchen, wurde eine Gruppe von
Tieren (n=3) 10 Tage lang, eine weitere Gruppe (n=3) drei Wochen lang trainiert.
Anschlie®end wurde im Western Blot die eNOS-Expression in Herz und Aorta
bestimmt. Kontrollmduse wurden wahrend der Trainingsperiode in ihren Kafigen
neben das Laufrad gesetzt und so den gleichen Gerduschen ausgesetzt, wie die
trainierten Mause. Die hier untersuchten Tiere wurden zwei Wochen vor Beginn
des Trainings ausgeeinzelt. Die Ergebnisse der Western Blots zur Untersuchung
der eNOS-Expression in der Aorta nach den jeweiligen Trainingsperioden sind in
Abb. 65 dargestellt. Die eNOS-Expression steigt durch das Training drastisch an.
Schon nach 10 Tagen Training ist die eNOS-Expression in der Aorta ungefahr
doppelt so hoch, wie in untrainierten Tieren (197,13 + 31,17, P<0,05). Nach 3
Wochen Training ist die eNOS-Expression in der Aorta gegentber untrainierten
Tieren ungefahr dreifach erhoht (292,7 + 45,16, P<0,05). Die Heraufregulierung
der eNOS-Expression durch korperliches Training ist also reproduzierbar und
abhangig von der Dauer der Trainingsperiode.
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— Kontrolle

4004 T3 Training 10 Tage
mmm Kontrolle * #
EE Training 3 Wochen
3004
*
200 T

N

o

o
[]

relative optische Dichte
[%]

o
L

Oben: Reprasentative Western Blots zur Bestimmung der eNOS-Expression in Aorten von
C57BL/6-Tieren nach 10 Tagen Training (links), bzw. 3 Wochen Training (rechts).
Unten: Ergebnisse aller Western Blots zur Untersuchung der eNOS-Expression in Aorten von
C57BL/6-Mausen nach 10 Tagen, bzw. 3 Wochen Training. Als Kontroligruppe dienten
untrainierte Tiere, die jeweils wahrend der Trainingsphasen (10 Tage, bzw. 3 Wochen) den
selben Geraduschen ausgesetzt waren, wie die trainierten Tiere. Die beiden Kontrollgruppen
wurden in der obigen Abbildung zusammengefasst, da ihre ermittelte eNOS-Expression jeweils
gleich 100% gesetzt wurde (*: P<0,05 vs. Kontrolle; #: P<0,05 vs Training 10 Tage).

Die Ergebnisse der Western Blots zur Untersuchung der eNOS-Expression nach
korperlichem Training im Herzen sind in Abb. 66 dargestellt. Auch im Herzen wird
die eNOS Expression durch das koérperliche Training eindeutig hochreguliert. Nach
10 Tagen Training ergibt sich in den trainierten Tieren eine Steigerung der eNOS-
Expression um 37% (137,20 £ 28,51%), nach 3 Wochen steigt die eNOS-
Expression um 83% an (183,4 £ 55.01%). Somit ist auch im Herzen bei der
Steigerung der eNOS-Expression durch Training eine Abhangigkeit von der Dauer
der Trainingsperiode zu beobachten.
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Insgesamt ist der Trainingseffekt auf die eNOS-Expression in der Aorta deutlicher
ausgepragt, als im Herzen.

10 Tage Training 3 Wochen Training
Kontrolle Training Kontrolle Training
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Abb. 66: Oben: Reprasentative Western Blots zur Bestimmung der eNOS-Expression in Herzen von
C57BL/6-Tieren nach 10 Tagen Training (links), bzw. 3 Wochen Training (rechts).
Unten: Ergebnisse aller Western Blots zur Untersuchung der eNOS-Expression in Herzen von
C57BL/6-Mausen nach 10 Tagen, bzw. 3 Wochen Training. Als Kontroligruppe dienten
untrainierte Tiere, die jeweils wahrend der Trainingsphasen (10 Tage, bzw. 3 Wochen) den
selben Gerauschen ausgesetzt waren, wie die trainierten Tiere. Die beiden Kontrollgruppen
wurden in der obigen Abbildung zusammengefasst, da ihre ermittelte eNOS-Expression jeweils
gleich 100% gesetzt wurde.
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4.5.3 Einfluss der Haltung der Tiere auf die basale eNOS-
Expression und die Heraufregulation der eNOS durch
korperliches Training

Die in 4.5.1.1 und 4.5.2 untersuchten Tiere safl’en jeweils in Einzelkafigen.
Setzt man mehrere Geschwistertiere in einem Kafig zusammen, bewegen sich die
Tiere erfahrungsgemal mehr, da sie hintereinander herlaufen und zum Teil
kleinere ,Kampfe“ austragen. Wie in 3.2.7 aufgeflhrt, wurde eine Gruppe von
C57BL/6-Mausen 3 Wochen lang trainiert, die zu sechs Tieren in einem Kafig
sallen. Die Kontrolltiergruppe, die wahrend des Trainings den gleichen
Gerauschen ausgesetzt wurde, wie die trainierten Tiere, salken ebenfalls zu sechs
Tieren in einem Kafig. Das dreiwdchige Training hatte bei dieser Tiergruppe
keinerlei Effekt auf die eNOS-Expression in der Aorta, (s. Abb. 67 links). Das lasst
darauf schlieen, dass die eNOS-Expression in Tieren, die sich viel bewegen,
durch koérperliches Training nicht weiter erhoht werden kann. In Tieren, die durch
Auseinzelung wenig Bewegung haben, kann die eNOS-Expression allerdings
durch Training enorm gesteigert werden, (s. 4.5.1.1). Die Catalaseexpression in
der Aorta war ebenfalls nicht verandert, (s. Abb. 67 rechts).
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Abb. 67: Links: Reprasentativer Western Blot (oben), sowie Ergebnisse aller Western Blots (unten) zur

Bestimmung der eNOS-Expression in Aorten von 3 Wochen trainierten C57BL/6-Mausen, die
zu sechs Mausen in einem Kafig gehalten wurden im Vergleich zu untrainierten Kontrolltieren.
Die eNOS-Expression wurde nicht signifikant gesteigert.

Rechts: Reprasentativer Western Blot (oben), sowie Ergebnisse aller Western Blots zur
Bestimmung der Catalaseexpression in Aorten von 3 Wochen trainierten C57BL/6-Mausen, die
zu sechs Mausen in einem Kafig gehalten wurden im Vergleich zu untrainierten Kontrolltieren.
Die Catalaseexpression wurde durch das Training nicht verandert.

Diese Ergebnisse kdnnten so interpretiert werden, dass einzeln gehaltene Mause,
die sich vergleichsweise nur wenig bewegen, eine niedrigere eNOS-Expression
aufweisen, als Tiere, die mit mehreren Geschwistertieren in einem Kafig gehalten
werden.
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Um diese Interpretation zu untersuchen, wurden in Gruppen gehaltene
C57BL/6-Mause (n=5) ausgeeinzelt. Die Kontrollgruppe (n=5) wurde zusammen in
einem Kafig gehalten. 14 Tage nach der Auseinzelung der Tiere wurde die
eNOS-Expression in der Aorta zwischen ausgeeinzelten und zusammensitzenden
Tieren verglichen (s. Abb. 68).

eNOS- Expression in der Aorta
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*
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relative optische Dichte
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Abb. 68: Ergebnisse der Western Blots zur Bestimmung der eNOS-Expression in der Aorta von
C57BL/6-Tieren (n=5), die ausgeeinzelt wurden, im Vergleich zu zusammen in einem Kafig
sitzenden Tieren (n=5). Die eNOS-Expression in der Aorta der Tiere, die einzeln in einem Kafig
sallen war deutlich erniedrigt (51,11 £ 8,51 %; P<0,01)

Wie in Abb. 68 dargestellt ist die eNOS-Expression in den Aorten der

ausgeeinzelten Mause stark erniedrigt (51,11 £ 8,51%; P<0,01). Bei solchen, sich

wenig bewegenden Mausen, kann man durch korperliches Training eine enorme

Steigerung der eNOS-Expression erreichen, (s. 4.5.1.1). Diese Daten weisen

darauf hin, dass einzeln gehaltene Mause als Modell flir einen "sitzenden

Lebensstil" dienen kdnnen.
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4.6 EinfluR der Catalase-Uberexpression auf die eNOS-
Expression

Es ist bekannt, dass H;O, in Endothelzellen eine Steigerung der eNOS-
Expression bewirkt (41). Ob sich dieser Effekt auch in-vivo beobachten Iasst, ist
bislang nicht bekannt und sollte nun unter Verwendung des Modells der Catalase-
Uberexprimierenden Tiere, deren Generierung in 3.3 beschrieben wurde,
untersucht werden. In diesen Tieren findet ein vermehrter Abbau von H20; durch
die Catalase statt, so dass weniger H,O, flr eine mdgliche Induktion der eNOS-
Expression verflgbar ist. Es wurde sowohl die basale eNOS-Expression, als auch
die durch Training induzierte Veranderung der eNOS-Expression untersucht.

4.6.1 EinfluR der Catalase-Uberexpression auf die basale eNOS-
Expression

Der Einflul von H20, auf die basale eNOS-Expression wurde in-vivo mit Hilfe der
Catalaseuberexprimierenden Tiere untersucht. Es sollte untersucht werden, ob in
den Catalase-Uberexprimierenden Tieren, in denen ein vermehrter Abbau von
H,O, stattfindet, die basale eNOS-Expression vermindert ist. Die eNOS-
Expression wurde dazu in Aorten von TgNCatUx-Tieren der Linie F (n=5) im
Vergleich zu deren Geschwistertieren (n=5) im Western Blot bestimmt, wie unter
3.2.5.3 beschrieben.
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Wie in Abb. 69 zu sehen ist, wurde kein signifikanter Unterschied in der basalen
eNOS-Expression zwischen transgen-positiven und transgen-negativen Tieren
gefunden. H,O, scheint also keinen Einflu® auf die basale eNOS-Expression in
der Aorta zu besitzen.
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Abb. 69: Ergebnisse der Western Blots zur Bestimmung der basalen eNOS-Expression in Aorten von

Catalaseuberexprimierenden Tieren der Linie F (n=5) im Vergleich zu Geschwistertieren (n=>5).
Oben: Reprasentativer Western Blot. Unten: Ergebnisse aller Western Blots. Es wurde kein
signifikanter Unterschied in der basalen eNOS-Expression zwischen beiden Tiergruppen
gefunden.
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4.6.2 Einfluss der Catalase-Uberexpression auf die trainings-
induzierte Heraufregulation der eNOS-Expression

Der Einfluss von H»O, auf die trainingsinduzierte Heraufregulation der eNOS-
Expression wurde untersucht, indem in Catalase-Uberexprimierenden Tieren die
eNOS-Expression nach einer dreiwdchigen Trainingsperiode bestimmt und mit
untrainierten ebenfalls Catalase-Uberexprimierenden Tieren verglichen wurde.
Parallel dazu wurden transgen-negative Geschwistertiere ebenfalls 3 Wochen lang
trainiert und auch in diesen Tieren die eNOS-Expression bestimmt und mit
untrainierten transgen-negativen Geschwistertieren verglichen. Das Ausmal der
Heraufregulation der eNOS-Expression in beiden Tiergruppen wurde verglichen,
wodurch eine Aussage Uber einen direkten Einfluss von Catalase und damit
vermutlich auch von H,O, auf die eNOS-Expression nach Training mdglich ist.

Es wurden Catalase-Uberexprimierende Tiere der Linie F (n=4) sowie
Geschwistertiere (n=4) 3 Wochen lang trainiert. Je eine Kontrollgruppe (jeweils
n=4) wurde wahrend des Trainings neben das Laufrad gesetzt und somit den
gleichen Gerauschen ausgesetzt, wie die trainierten Tiere. Nach der
Trainingsperiode wurde im Western Blot in beiden Gruppen jeweils die eNOS-
Expression in Herz und Aorta von trainierten und untrainierten Tieren verglichen.
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Wie auch schon in 4.5.1 beschrieben, wurde zunachst Koérpergewicht und
Herzgewicht von trainierten (n=8) und untrainierten Tieren (n=8) verglichen, um
die Effektivitdt des Trainings zu uUberprifen. Wie auch in 4.5.1 wiesen die
trainierten Tiere im Vergleich zu den untrainierten Kontrolltieren ein signifikant
niedrigeres Korpergewicht auf. Das Gewicht ihrer Herzen in Bezug auf ihr
Kérpergewicht war dagegen signifikant erhéht.
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Abb. 70: Links: Kérpergewicht der 3 Wochen trainierten TgNCatUX-M&usen (n=8) im Vergleich zu

untrainierten Kontrollen (n=8). Das Ko&rpergewicht ist in den trainierten Tieren signifikant
niedriger, als in den Kontrolltieren (26,24 + 0,69 vs. 28,46 *+ 26,24 in den Kontrolltieren,
P<0,05). Rechts: Herzgewicht der trainierten Tiere bezogen auf ihr Kérpergewicht im Vergleich
zu Kontrolltieren. Das Herzgewicht/Korpergewicht ist in den trainierten Tieren gegenulber
untrainierten Kontrolltieren signifikant erhéht (0,604 + 0,022 vs. 0,515 + 0,016 in den
Kontrolltieren, P<0,01).
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Die Ergebnisse der Western Blots zur Bestimmung der eNOS-Expression sind in
Abb. 71 dargestellt. In der Aorta zeigte sich ein drastischer Unterschied bei der
trainingsinduzierten Heraufregulation der eNOS-Expression zwischen transgen-
positiven und transgen-negativen Tieren. Wahrend bei den transgen-negativen
Geschwistertieren nach den 3 Wochen Training eine signifikante Heraufregulation
der eNOS-Expression ermittelt wurde (252,9 =+ 42,75 vs. untrainierten
Kontrolltieren, P<0,05), war die eNOS-Expression in den transgen-negativen
Geschwistertieren nach der dreiwdchigen Trainingsperiode kaum gesteigert
(133,80 + 35,42 vs. untrainierten Kontrolltieren).
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Abb. 71: Oben: Reprasentative Western Blots zur Bestimmung der eNOS-Expression nach 3 Wochen
Training in Aorten von Catalaseliberexprimierenden Tieren (rechts), sowie in transgen-
negativen Geschwistertieren (links). Unten: links: Ergebnisse aller Western Blots zur
Bestimmung der eNOS-Expression nach 3 Wochen Training in Aorten von transgen-negativen
Tieren der Linie F (n=4) im Vergleich zu untrainierten Kontrolltieren (n=4); rechts: Ergebnisse
aller Western Blots zur Bestimmung der eNOS-Expression nach 3 Wochen Training in Aorten
von transgen-positiven Tieren im Vergleich zu untrainierten Kontrolltieren (n=4).
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Die Steigerung eNOS-Expression nach Training ist, wie auch schon in 4.5.1.1 in den
C57BL/6-Mausen gezeigt wurde, im Herzen schwacher ausgepragt, als in der Aorta.
Es lasst sich aber dennoch ein Unterschied bei der Heraufregulation der eNOS-
Expression zwischen transgen-positiven und transgen-negativen  Tieren
feststellen. Auch hier wurde in den transgen-negativen Tieren nach 3 Wochen
Training eine starkere Heraufregulation der eNOS-Expression gefunden
(190,3 + 36,96% vs. untrainierten Kontrollen), als in den transgen-positiven Tieren
(105,6 + 15,31% vs. Kontrolltieren, s. Abb. 72).
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— Kontrolle transgen (-) I Kontrolle transgen (+)
EEE Training transgen (-) = Training transgen (+)
Abb. 72: Oben: Reprasentative Western Blots zur Bestimmung der eNOS-Expression nach 3 Wochen

Training in Herzen von Catalaselberexprimierenden Tieren (rechts), sowie in transgen-negativen
Geschwistertieren (links). Unten: Ergebnisse aller Western Blots zur Bestimmung der eNOS-
Expression nach 3 Wochen Training in Aorten von transgen-positiven Tieren der Linie F (n=4),
sowie in transgen-negativen Geschwistertieren (n=4) jeweils im Vergleich zur eNOS-Expression in
Aorten untrainierter Kontrolltiere (je n=4). Die beiden Kontrollgruppen wurden in der obigen
Abbildung zusammengefasst, da ihre eNOS-Expression bei der Auswertung jeweils gleich 100%
gesetzt wurde.

Diese Ergebnisse weisen eindeutig darauf hin, dass H,O, an der trainingsinduzierten
Heraufregulation der eNOS-Expression beteiligt sein kdnnte.
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Ziel dieser Dissertationsarbeit war es, die Beteiligung von H;O, an der
Hochregulation der vaskularen eNOS zu untersuchen, die sich nach kérperlichem
Training beobachten lasst. Um diese Frage eindeutig beantworten zu kdnnen, wurde
ein transgenes Tiermodell mit einer endothelspezifischen Uberexpression der
Catalase etabliert. Als wesentliches Ergebnis der Experimente stellte sich heraus,
dass eine funktionell aktive endotheliale Uberexpression von Catalase die
Hochregulation der eNOS durch kdrperliches Training nahezu vollstédndig verhindern
kann. Daher zeigen die Ergebnisse erstmals, dass H»O, eine wichtige Funktion als
vaskularer Transmitter in-vivo Ubernimmt; und dass vaskularer oxidativer Stress tUber
H,O, an der Regulation der eNOS-Expression in-vivo beteiligt ist. Schliel3lich
beantworten die hier vorgelegten Ergebnisse auch die immer wieder gestellte Frage
nach dem Einfluss von H,O, auf die Regulation der Vasomotion und des Blutdruckes.
Es lieR sich belegen, dass die endotheliale Uberexpression der Catalase fiir die
Reaktivitat grolRer Leitungsgefalle wie der Aorta gegenuber o-adrenerger
Vasokonstriktion sowie gegeniiber endothelabhangiger und NO*-Donator-vermittelter
Vasodilatation keine signifikante Rolle spielt. In Gegensatz dazu, kann nach den
Ergebnissen dieser Arbeit davon ausgegangen werden, dass die endogene HyO,—
Bildung im Gefaldsystem fur die Regulation des Blutdrucks und damit wahrscheinlich
auch des Tonus der Widerstandsgefalle von Bedeutung ist. So liegt der systolische
Blutdruck in den Mausen mit endothelialer Catalaselberexpression etwa 10 %
niedriger, als in den transgen-negativen Geschwistertieren oder dem Mausestamm
C57BL/6, wahrend dieser Unterschied nach Futterung der Tiere mit dem Catalase-
Inhibitor Aminotriazol nicht mehr zu beobachten war. Insgesamt erweist sich H,O»
nach den Ergebnissen dieser Arbeit als ein wichtiges vaskulares Signalmolekul,
welches in-vivo flr die Regulation von Blutdruck und eNOS-Expression bedeutsam
ist.
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5.1 Die Bedeutung von endothelialem oxidativen Stress fur
die GefaRfunktion

Verschiedene kardiovaskulare Erkrankungen sind mit einer Einschrankung der durch
den spater als Stickstoffmonoxid (NO®) identifizierten EDRF (Endothelium-Derived-
Relaxing Factor) (1);(2;65) vermittelten endothelabhangigen Relaxation verbunden.
Dies qilt fur Erkrankungen wie koronare Herzkrankheit, Herzinsuffizienz, Diabetes
mellitus oder Hypertonie (66). Die fur diese Fehlfunktion eingefiihrte Bezeichnung
“‘endotheliale Dysfunktion” hat sich inzwischen in der wissenschaftlichen Literatur vor
allem deshalb etabliert, weil sich damit komplexe, durch einen funktionellen NO®-
Mangel verursachte Veranderungen innerhalb der GefalRwand einfach umschreiben
lassen. Insofern wird der Begriff "endotheliale Dysfunktion" als Ausdruck der
Beeintrachtigung wichtiger Funktionen des Endothels verstanden, die weit Uber die
endothelial vermittelte Vasodilatation hinausgehen (24;25).

Die Ursache fur die endotheliale Dysfunktion ist Gegenstand intensiver Forschung.
Eine der am besten untersuchten Hypothesen wird mit dem Begriff ,vaskularer
oxidativer Stress“ beschrieben. Darunter versteht man eine vermehrte Bildung
reaktiver Sauerstoffverbindungen (reactive oxygen species, ROS) bei gleichzeitiger
Verminderung der antioxidativen Kapazitat innerhalb der Blutgefallwand (25;67).
Eine Reihe von Studien wiesen in den 90er Jahren nach, dass die bei
tierexperimentellen Modellen von Erkrankungen wie Atherosklerose, Hypertonie oder
Herzinsuffizienz nachweisbare endotheliale Dysfunktion mit einer signifikanten
Steigerung der vaskularen Produktion von reaktiven Sauerstoffverbindungen — im
wesentlichen Superoxid (O2") — einhergeht (23-25).

Die hier erhobenen Daten zum Einfluss von extrazellularem Superoxid auf die
endothelabhangige und NO°®-Donator induzierte Vasorelaxation scheinen auf den
ersten Blick dem o.g. Konzept zu widersprechen. Sowohl die endothelabhangige, als
auch die durch NO*-Donatoren induzierte Relaxation wurde durch die Vorinkubation
mit hohen Konzentrationen an extrazellularem O,"nicht verandert. Dies ist jedoch
nicht Uberraschend, denn es ist bekannt, dass O,"nur in sehr geringem Ausmaf
durch Zellmembranen penetrieren kann (68). Insofern ist auch nicht Gberraschend,
dass extrazellulares O, keinen direkten Effekt auf die Expression der sGC auslost.
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Im Hinblick auf die o.g. Pathophysiologie muss jedoch darauf hingewiesen werden,
dass vaskularer oxidativer Stress, der im Zuge von kardiovaskuléren Erkrankungen
entsteht, nicht nur die Konzentration von extrazellularem, sondern auch die von
intrazelluldarem O,"erhdht. Dies gilt sowohl fir Endothelzellen als auch fiir glatte
Muskelzellen (46;69). Die Untersuchung dieser Effekte zeigte dann auch, dass
intrazellular vermehrt gebildetes O,"zu deutlichen Veranderungen der Expression
und Aktivitat der sGC fuhren kann (70). Die Aktivitat der sGC war schon nach 4-
stindiger Inkubation um etwa 75 % reduziert, wohingegen die Expression des
Enzyms um 50 % signifikant anstieg. In der gleichen Arbeit wurde gezeigt, dass
diese Veranderungen nicht nur pharmakologisch induziert werden kénnen, sondern
auch eine Rolle bei der Pathogenese der Atherosklerose spielen. So lief3 sich am
Modell des Cholesterol-gefutterten Kaninchens zeigen, dass bei etablierter
Atherosklerose die Aktivitdt der sGC um etwa 75 % nachlasst, wahrend die
Expression um etwa das Vierfache ansteigt (70).

Auch wenn diese Beobachtungen per se nicht einen ursachlichen Zusammenhang
zwischen oxidativem Stress und endothelialer Dysfunktion herstellen, liel3 sich in
anderen Untersuchungen zeigen, dass eine Steigerung bzw. Verminderung der
vaskularen Bildung von reaktiven Sauerstoffverbindungen mit einer Verschlechterung
bzw. Verbesserung der endothelialen Dysfunktion verbunden ist (67). So |I6sen z.B.
Inhibitoren der endothelialen NO-Synthase (eNOS) bei Atherosklerose (71) oder
Angiotensin Il bei Hypertonie (72) eine Verschlimmerung der endothelialen
Dysfunktion aus, wahrend Blocker des Renin-Angiotensin-Systems und Statine (73)
sowie NO°®-Donatoren wie organische Nitrate (74;75) die Verschlechterung der
Endothelfunktion bei Atherosklerose verzégern kénnen.

Mehrere klinische Untersuchungen geben gute Hinweise fir eine prognostische
Bedeutung der endothelialen Dysfunktion. Je starker die Dysfunktion ausgepragt ist,
umso eher erleiden Patienten mit koronarer Herzkrankheit ein kardiovaskulares
Ereignis (76;77). Hierbei spielt der vaskulare oxidative Stress moglicherweise eine
besondere Rolle (78).

Somit kann aus heutiger Sicht postuliert werden, dass vaskularer oxidativer Stress
Herz-Kreislauferkrankungen verschlimmert, die Prognose der betroffenen Patienten
verschlechtert und damit deren Lebenserwartung vermindert.
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Eine Verbesserung der endothelialen Funktion bzw. eine Verzbégerung der
Progression der endothelialen Dysfunktion kann nicht nur durch eine Reihe von
verschiedenen Pharmaka, sondern auch durch eine Reduktion typischer
Risikofaktoren fur kardiovaskulare Erkrankungen erreicht werden. Zu diesen
Risikofaktoren zahlt man u.a. Rauchen, Hypercholesterolamie, Diabetes mellitus,
Hypertonie und Bewegungsmangel. Letztere wird frei Ubersetzt nach "sedentary
lifestyle" auch als sitzender Lebensstil bezeichnet. Es schon lange ist bekannt, dass
regelmaldiges korperliches Training prognostisch glnstige Wirkungen aufweist (28).
Dagegen sind mdgliche vaskulare Adaptationen, die fur diese prognostisch gunstigen
Wirkungen von korperlichem Training mit hoher Wahrscheinlichkeit mitverantwortlich
sind, bislang nur wenig untersucht worden. Daher stand die Untersuchung von
Mechanismen vaskularer Adaptationen an korperliches Training bei der hier
vorgelegten Arbeit im Vordergrund.

5.2 Die Bedeutung von koérperlichem Training fir die
GefaRfunktion

Bislang ist nur wenig Uber die Mechanismen bekannt, die dem positiven Effekt von
korperlichem Training zugrunde liegen. Eine Reihe von Studien lassen jedoch
vermuten, dass die endogene Produktion von NO® in der GefalRwand hierbei
mdglicherweise eine Rolle spielt (79). So haben in-vivo Studien am Hund gezeigt,
dass korperliches Training zu einer Erhdhung der Expression und Funktion der
eNOS fiihrt (32). Ahnliche Befunde wurden auch fiir die Ratte und das Schwein
erhoben (33;34). Eine Probandenstudie weist darauf hin, dass kdrperliches Training
beim Menschen zu einer Steigerung der endogenen NO®-Produktion fiihrt (36). In
Vorarbeiten zu dieser Arbeit konnte ein Trainingsprotokoll etabliert werden, mit dem
sich eine vermehrte Expression von eNOS mRNA und Protein auch in der Maus
zeigen liel® (45). Interessanterweise erfordert die Hochregulation der eNOS durch
korperliches Training die volle Funktionsfahigkeit beider Allele des eNOS-Gens (35).
In Mausen, die heterozygot flr einen Verlust des eNOS-Gens waren, blieb die
Heraufregulation der eNOS-Expression nach kdrperlichem Training aus.

Wie in Abb. 66 dargestellt, konnten die publizierten Befunde zur Hochregulation der
eNOS-Expression durch koérperliches Training in dieser Arbeit bestatigt werden.
Danach kommt es nach 3 Wochen Training zu einer Verdreifachung der eNOS-
Expression in der Aorta und etwa zu einer Verdoppelung der eNOS-Expression im
linken Ventrikel des Herzens.
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Dies zeigt, dass der Effekt von korperlichem Training sich im Koérperkreislauf sowohl
in grofRen Leitungsgefallen als auch in Widerstandsgefalien, wie sie in der Mehrheit
im linken Ventrikel des Herzens zu finden sind, beobachten Iasst. In Erweiterung der
Befunde zeigt diese Arbeit, dass die Hochregulation der eNOS-Expression kein on-
off-Phanomen darstellt, sondern sich zeitabhangig, d.h. Schritt fir Schritt entwickelt.
So war der Effekt von kdrperlichem Training nach 10 Tagen etwa halb so deutlich
ausgepragt wie nach 3 Wochen.

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass wenig korperliche Bewegung die eNOS-
Expression vermindern musste. Um dies zu Uberprufen, wurden C57BL/6 Mause von
Geburt an in Gruppenkafigen & 5 Tiere gehalten und im Alter von 3-4 Monaten in
Einzelkafige umgesetzt. Der C57BL/6-Mausstamm ist gut bekannt dafur, dass
mannliche Tiere, die auch in allen in dieser Arbeit beschriebenen Experimenten
eingesetzt wurden, ein sehr aggressives Konkurrenzverhalten aufweisen. Eigene
Beobachtungen der Tiere zeigen, dass innerhalb eines Kafigs eine Kklare
Rangordnung existiert, die durch runde felllose Flachen und Verletzungen als
Resultat von Kampfen auf dem Ricken und dem Kopf der schwacheren Tiere
dokumentiert wird. Das aggressive Verhalten fuhrt ebenfalls zu anderen korperlichen
Aktivitaten, wie klettern oder rennen. Aus den genannten Grinden empfiehlt das
groRte zentrale Tierzucht-Institut in den USA (Jackson Laboratories), mannliche
C57BL/6 in Einzelkafigen zu halten (http://www.jax.org/).

Es kann also davon ausgegangen werden, dass die Gruppenhaltung mit einer
wesentlich groReren korperlichen Aktivitat und groRerem Stress der Tiere verbunden
ist, als die Einzelhaltung. Wie in Abb. 68 dargestellt fihrte die Einzelhaltung von
Mausen, die zuvor in Gruppenhaltung gelebt hatten, zu einer Halbierung der eNOS-
Expression. Diese Reduktion der eNOS-Expression fuhrte dariber hinaus auch zu
einer leichten aber signifikanten Verminderung der endothelabhangigen Relaxation
im Vergleich zu den Tieren in Gruppenhaltung. Um zu prifen, ob und inwieweit
dieser Effekt tatsachlich auf Haltungs-induzierten Unterschieden der koérperlichen
Aktivitat beruht, wurden Tiere aus der Einzelhaltung und Tiere aus der
Gruppenhaltung fir 3 Wochen trainiert und die Effekte auf die eNOS-Expression
gemessen. Wahrend die Tiere aus der Einzelhaltung mit einer 2-3-fachen Steigerung
der vaskularen eNOS-Expression reagierten, zeigten die Tiere aus der
Gruppenhaltung nur einen schwachen Effekt. Somit kann nach den erhobenen Daten
vermutet werden, dass korperliche Inaktivitat zu einer Verminderung NO*®-induzierte
protektive Mechanismen innerhalb der BlutgefalRwand fuhrt.
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Bisherigen Erkenntnissen zufolge ist endogenes durch die eNOS gebildetes NO*
tatsachlich ein wichtiger antiatherogener und somit protektiver Mediator in der
BlutgefaBwand. Es konnte gezeigt werden, dass die nach einem akuten
intraluminalen Schaden induzierten atherosklerotischen Gefallwandveranderungen
in Mausen mit disruptierem eNOS-Gen — also fehlender vaskularer NO*-Produktion -
deutlich starker ausgepragt sind, als in Kontrolltieren (80). Wird die endogene NO°-
Bildung pharmakologisch inhibiert, laufen atherosklerotische Prozesse in der
GefalRwand verstarkt ab (71). Umgekehrt lie3 sich am Modell des Cholesterol-
gefltterten Kaninchens ein antiatherosklerotischer Effekt der NO®-Donatoren
Pentaerythritoltetranitrat und Isosorbidmononitrat nachweisen (74;75;81).

Somit liegen gute Evidenzen dafur vor, dass eine vermehrte Expression der eNOS,
verbunden mit einer Steigerung der endogenen Produktion von bioverfligharem NO®,
gefalRprotektive Effekte aufweist. Diese Effekte tragen vermutlich zur prognostisch
gunstigen Wirkung von korperlichem Training bei Koronarpatienten bei.

5.3 Mechanismen der Regulation der eNOS-Expression
durch Training

Die Regulation der eNOS-Expression ist komplex (82). Zu den Faktoren, die eine
vermehrte Expression der eNOS induzieren kdnnen zahlen mechanische Dehnung,
"shear stress", Lysophosphatidylcholin, cGMP-Analoga, Lipoproteine, Inhibitoren der
Proteinkinase C und Zytokine (38;39;83-86). Dagegen existieren bislang keine
Informationen Uber Faktoren und Signaltransduktionswege, die flir die
Heraufregulation der eNOS-Expression durch korperliches Training verantwortlich
sein konnten. Es ist bekannt, dass korperliches Training mit einer Steigerung der
Scherkrafte (shear stress) und des oxidativen Stresses auf die Arterienwand
verbunden ist (79). Beide Effekte haben ausgepragte Wirkungen auf die
Gefallwandbiologie. In isolierten Endothelzellen ist Wasserstoffperoxid in der Lage,
die Expression und die Aktivitat der eNOS deutlich zu steigern (41). In dieser Arbeit
sollte daher untersucht werden, welche Bedeutung dem Wasserstoffperoxid — einem
wichtigen Mediator des oxidativen Stresses in der Gefadllwand — in diesem
Zusammenhang in-vivo zukommt.



DISKUSSION 147

Die wichtigste Quelle fur H,O, in der BlutgefaRwand ist die Aktivitat der SOD und
damit die Menge an gebildetem O,%(47). Sollte H,O, an der Hochregulation durch
kdrperliches Training beteiligt sein, musste gefordert werden, dass unter diesen
Bedingungen mehr Superoxid in der Gefallwand gebildet wird. Eine Reihe von
Untersuchungen spricht daflr, dass dies tatsachlich der Fall ist. So ist davon
auszugehen, dass vor allem im Skelett-bzw. Herzmuskel aber auch im glatten
GefalRmuskel bei Training eine erhdhte ATP-Synthese vorliegt um genlgend Energie
fur die geforderte Leistung bereitstellen zu kénnen (42). Dabei entsteht O,"vor allem
an den Komplexen | und Il der Atmungsketten-Phosphorylierung. Wesentlich dabei
ist, dass das wahrend der Elektronenlbertragung entstehende Coenzym Q-Radikal
(Ubichinon-Radikal) sein ungepaartes Elektron leicht auf molekularen Sauerstoff
Ubertragen und somit O, "generieren kann. Die sich so ergebende O,"-Bildungsrate
erfolgt also nicht-enzymatisch und héangt direkt mit der ATP-Bereitstellung
zusammen. Es ist daher davon auszugehen, dass korperliches Training zu einer
nicht-enzymatischen Steigerung der O,"—Bildung flhrt.

Es ist ebenfalls mdglich, dass kdrperliches Training eine enzymatisch vermittelte
Bildung von Oy"verursacht. So konnten Laurindo et al. (87) bereits 1994 zeigen,
dass ein Anstieg der Stromungskrafte zu einer Steigerung der endothelialen Bildung
von Superoxid fuhrt. Dieser Effekt wurde nicht nur in-vitro, sondern auch in-vivo
nachgewiesen. Nach diesen Untersuchungen ist also davon auszugehen, dass
kurzfristige Steigerungen der Stromungskrafte, die auf die BlutgefalBwand einwirken,
zu einer Erhdhung der endothelialen Superoxidbildung fihren. Zu diesen Kraften
zahlen vor allem Scherung (shear-stress), Druck (pressure) und Dehnung (cyclic
strain).

In spateren Untersuchungen konnte dann gezeigt werden, dass shear stress die
endotheliale NADPH-Oxidase aktiviert (88). Bei dieser Untersuchung wurde
herausgestellt, dass zwischen der Scherung durch laminare Strémung (laminar shear
stress) und der durch turbulente Strémung (oscillatory shear stress) unterschieden
werden muss. Obwohl beide Scherungsarten initial zu einer Aktivierung der NAPDH-
Oxidase fuhren, bewirkt laminare Strdomung Uber 24 Stunden eine Erhdhung der
Expression der CuZn-SOD, wahrend sich dies bei turbulenter Strémung nicht
nachweisen lasst. Korperliches Training ist mit einer Erhéhung der Herzfrequenz
verbunden. Daraus resultiert eine Erhdhung von laminarem und oszillatorischem
shear-stress sowohl in der Aorta also auch in peripheren Blutgefalen fur die Dauer
der Belastung.
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Da nach 3 Wochen Training in Mausen keine Erhéhung der CuZn-SOD nachweisbar
war (45), kann davon ausgegangen werden, dass die kurzfristige jeweils 30 min
andauernde Erhdéhung der Scherung entweder nicht flr eine CuZn-SOD-Induktion
durch laminare Stromung ausreicht, oder die oszillatorische Komponente der
erhdhten Scherung Uberwiegt. In jedem Falle kann jedoch von einer Erhéhung des
endothelalen oxidativen Stresses ausgegangen werden. Insofern war es also
durchaus denkbar, dass die in-vitro beschriebene Hochregulation der eNOS-
Expression (41) durch H,O, auch in-vivo an der Heraufregulation der eNOS in der
Aorta durch kdrperliches Training beteiligt ist. Hierfur spricht ebenfalls, dass die
durch H;0O, induzierte eNOS-Hochregulation durch Catalasegabe hemmbar war,
wahrend die durch laminar shear-stress induzierte eNOS-Hochregulation bei
Catalasegabe unverandert blieb (41).

Weitere Untersuchungen zeigten dann, dass die Signaltransduktionswege, die in
Endothelzellen nach Behandlung mit H,O, und nach Behandlung mit shear-stress
vollkommen voneinander unabhangig sind. Wahrend es nach Gabe von H»O» zu
einer calciumabhangigen Steigerung der Autophosphorylierung der Calmodulin
Kinase Il kommt (89), ist der Effekt von shear-stress davon vollkommen unabhangig
(40). Bisherigen Erkenntnissen zufolge bewirkt die phosphorylierte Calmodulin
Kinase Il eine Aktivierung der Proteinkinase Janus Kinase Il. Die aktivierte Janus
Kinase Il ist eine Tyrosinkinase, die weitere Proteinkinasen aktivieren kann. Hierzu
zahlt die Phosphorylierung des Protoonkogens RAS, welches seinerseits direkt
Transkriptionsfaktioren wie AP-1, NFxB, ATF-2, CHOP-1, E2F, Elk-1 und STAT-1
aktivieren kann.

Im Gegensatz dazu kommt es durch laminaren shear-stress zu einer Aktivierung der
Tyrosinkinase cSrc (40). Die shear-stress induzierte Phosphorylierung der cSrc
aktiviert zwei unterschiedliche Signaltransduktionswege, die zu einer Erhéhung der
eNOS-Transkription und zu einer Stabilisierung der eNOS-mRNA flhren. Beides 16st
eine Erhdhung der eNOS-Proteinmenge in den Endothelzellen aus. So wurde
gezeigt, dass phosphoylierte c-Src seinerseits Ras aktiviert, was wiederum zu einer
Phopsphorylierung von ERK1/2 und MEK 1/2 flhrt. Dieser Signaltransduktionsweg
wird mit einer Aktivierung der eNOS-Transkriptionsrate in Verbindung gebracht,
wahrend die Stabilisierung der eNOS-mRNA zwar abhangig von aktivierter cSrc aber
nicht von ERK1/2 oder MEK 1/2 ist.
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Insgesamt lasst sich also festhalten, dass korperliches Training sowohl zu einer, von
der ATP-Synthese abhéangigen, nicht-enzymatischen, als auch zu einer, vom shear
stress abhangigen, NADPH-Oxidase vermittelten Steigerung der vaskularen
Superoxidproduktion fuhrt. Dies kann allerdings nur dann hoéhere steady-state
Konzentrationen von H;O, in der Gefallwand bedingen, wenn dessen Entgiftung
durch die Catalase nicht beschleunigt ist. Daher war es im Vorfeld wichtig zu
untersuchen, ob koérperliches Training die Expression der Catalase beeinflusst. Dies
ware in Anbetracht der bereits dokumentierten Expressionssteigerung eines anderen
antioxidativen Enzyms, der extrazellularen SOD, nicht weiter verwunderlich. Die
experimentelle Prifung ergab jedoch, dass kérperliches Training zwar zu einer
leichten Erhdhung der Menge vaskularen Catalaseproteins fuhrt, dieser Unterschied
gegenuber nicht trainierten Tieren jedoch keine statistische Signifikanz erreichte.
Daher spricht viel daflr, dass die in isolierten Endothelzellen bereits beschriebene
Steigerung der eNOS-Expression durch H,O, auch in vivo, und zwar bei der eNOS-
Hochregulation durch korperliches Training, von Bedeutung ist.

Um diese Frage eindeutig klaren zu kdonnen, war es notwendig, ein transgenes
Tiermodell zu entwickeln, bei welchem die durchaus wahrscheinliche endotheliale
Steigerung der H,O>-Bildung durch eine endothelspezifische Uberexpression der
Catalase kompensiert wird. In diesen Tieren sollte koérperliches Training einen
signifikant niedrigeren Effekt auf die eNOS-Expression aufweisen, als in
Kontrolltieren. Dies wirde ein wichtiges Argument fur eine Regulation der eNOS-
Expression durch oxidativen Stress in vivo sein. AuRerdem wirde sich auch zeigen
lassen, dass endotheliales H,O, an der eNOS-Hochregulation durch kérperliches
Training beteiligt ist.
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5.4 Trangenes Mausmodell mit endothelialer
Uberexpression von Catalase

Um die Effekte von HO, auf die Erhdhung der Expression der eNOS durch
korperliches Training in-vivo untersuchen zu kdénnen, sollte ein transgenes Tier mit
einer Uberexpression von humaner Catalase etabliert werden. Da die eNOS im
Blutgefallsystem nahezu ausschlieBlich in Endothelzellen exprimiert wird, war es in
dieser Arbeit besonders wichtig, die Catalase-Uberexpression auf die vaskuldren
Endothelzellen zu beschréanken. Daher sollte die Uberexpression der Catalase in der
transgenen Tierlinie unter Verwendung einer Kontrollsequenz (Promotor/Enhancer)
erfolgen, die eine gezielte Uberexpression der Catalase in den Endothelzellen
ermoglicht. Aus der Literatur sind eine Reihe von Promotoren vorwiegend oder
ausschlielBlich endothelial exprimierter Gene bekannt. Diese Promotoren wurden in
der Vergangenheit sowohl in-vitro in Transfektionsversuchen, als auch in-vivo
anhand transgener Mausmodelle getestet.

Es handelt sich dabei um folgende Promotoren:

1.) KDR/flk-1-Promotor

2.) von Willebrandfaktor-Promotor

3.) Promotoren des humanen und murinen Tie-1 Gens
4.) ICAM-2-Promotor

5.) Preproendothelin-1-Promotor

6.) Tie-2-Promotor

Der KDR/flk-1-Promotor zeigte zwar in-vitro eine hohe Endothelzellspezifitat (90),
war in-vivo aber in keinster Weise aktiv, so dass das von den Autoren unter die
Kontrolle des Promotors gebrachte Reportergen gar nicht exprimiert wurde (91).
Der von Willebrandfaktor-Promotor war ebenfalls Gberwiegend in-vitro aktiv (92),
wahrend die Aktivitat in-vivo nicht uniform, sondern auf Endothelzellen in Hirn und
Testes begrenzt war (93). Die Promotoren des humanen und murinen Tie-1 Gens
zeigten hingegen keine in-vitro, sondern nur in-vivo Endothelspezifitat. Dabei war
allerdings die Expression des untersuchten Reportergens in den verschiedenen
Organen unterschiedlich stark ausgepragt (94). Der humane ICAM-2-Promotor
wurde sowohl in vitro (95), als auch in vivo als nahezu endothelspezifisch aktiv
beschrieben.
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In einer transgenen Mauslinie, bei der der ICAM-2-Promotor zur Steuerung der
Expression des humanen CD 59 Gens verwendet wurde, lie} sich allerdings auch
eine Expression in Monozyten und neutrophilen Makrophagen nachweisen (96).
Zudem konnten durch die Verwendung eines humanen Promotors speziesbedingte
Probleme bei der Expression von Genen in Mausen auftreten.

Der murine Preproendothelin-Promotor vermittelte zwar eine relative hohe
Expression eines Reportergens in Endothelzellen. Diese war aber nicht in allen
Organen gleichmaRig stark ausgepragt. Einer hohen Expression in der Aorta stand
eine sehr geringe Expression im Herzen gegenlber. Zudem wurde auch eine
Expression in glatten Muskelzellen und Epithelgeweben gefunden (97).

Ein ahnliches Expressionsmuster fand sich auch bei der Verwendung dieses
Promotors zur Generierung einer transgenen Mauslinie mit endothelzellspezifischer
Uberexpression der eNOS (98). Zudem ist beschrieben worden, dass Angiotensin I
in der GefaBwand glatter Muskelzellen durch Aktivierung des Preproendothelin-1-
Promotors eine Expression von Endothelin-1 auslésen kann (99;100).
Es konnte demnach bei den zu generierenden transgenen Tieren zu einer durch
Angiotensin Il -induzierten Catalase-Expression in glatten Muskelzellen kommen.
Dies wirde Untersuchungen im Hinblick auf den Einfluss einer Catalase-
Uberexpression auf Signaltransduktionswege, an denen Angiotensin Il beteiligt ist,
erschweren. Ein Beispiel daflr ware die durch Angiotensin ll-induzierte vaskulare
Hypertrophie, die vermutlich durch H,O, vermittelt wird. H,O, wird dabei durch Abbau
von O7", welches nach Angiotensin-ll-vermittelter Aktivierung der NADPH-Oxidase
entsteht, durch die Superoxiddismutaseaktivitdt generiert (52). Daher fuhrt die
Verwendung des Preproendothelin-Promotors z.B. unter den Bedingungen erhdhter
Plasmaspiegel von Angiotensin Il wahrscheinlich auch zu einer Expression des
Transgens in glatten Muskelzellen und verliert damit die Endothelzellspezifitat.

Der murine Tie-2-Promotor schien fur die geplante endothelspezifische
Uberexpression der Catalase am ehesten geeignet zu sein, da er sowohl in-vitro
(101;102), als auch in-vivo eine hohe endothelzellspezifische Aktivitat zeigte (103).
Durch die Kombination des Tie-2-Promotors mit einem 10 kb-Intron Fragment des
Tie-2-Gens konnte erstmals eine starke und vor allem gleichmaRige
endothelzellspezifische Expression in allen vaskuldren Geweben, sowohl im
Embryonalstadium als auch in adulten Mausen erreicht werden (103).
Diese Daten sprechen daflr, dass der Tie-2-Promotor zusammen mit dem
beschriebenen 10 kb-Enhancer Fragment von den bisher in der Literatur
beschriebenen ,endothelzellspezifischen® Promotoren fir unser Projekt der am
besten geeignete Promotor ist.
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Fir die Generierung der in dieser Arbeit beschriebenen Catalase-
Uberexprimierenden Tierlinie wurde daher die cDNA der humanen Catalase unter die
Kontrolle des Tie-2-Promotor gestellt und das 10 kb Enhancer Fragment im
generierten Konstrukt an die humane Catalase cDNA angefligt. Dadurch sollte eine
sichere, gleichmalige endothelzellspezifische Expression der Catalase im
Blutgefallsystem erreicht werden.

Wie in Abschnitt 3.3.1 beschrieben, wurde unter Verwendung des Tie-2-Promotors
ein Catalase-Uberexpressionsplasmid konstruiert, aus welchem das DNA-Konstrukt
fur die Mikroinjektion herausgeschnitten werden konnte. Von den 44 geborenen
Foundern erwiesen sich 11 Tiere als transgen-positiv. Die veterinararztliche
Untersuchung ergab bei keinen besonderen Auffalligkeiten einen guten
Gesundheitszustand. Von diesen wurden zwei transgene Mauslinien etabliert; eine
mit geringer (Linie A) und eine mit starker Uberexpression (Linie F) der Catalase.
Auch diese Tiere waren gesund. Die durchgeflihrten Studien zur Phanotypisierung
zeigen eindeutig, dass die Tiere der F-Linie eine ausgepragte Erhohung von
vaskularem Catalase-Proteingehalt und vaskularer Catalase-Aktivitat aufweisen.
Dies qilt nicht nur fur die Aorta, sondern auch flr Herzgewebe. Dieses Ergebnis lasst
darauf schlieBen, dass es sowohl in groRen Leitungsgefallen als auch in kleinen
WiderstandsgefaRen zu einer Catalase-Uberexpression gekommen ist.

Zum Studium von Effekten der endothelialen Catalase-Uberexpression auf die
vaskulare Reaktivitat, wurden einige Versuche mit isolierter Mausaorta durchgeflhrt.
Gepruft wurde die Reaktion auf vasokonstriktorisch sowie auf endothelabhangig und
—unabhangig vasodilatatorisch wirksame Stimuli. Nach Gabe einer maximal
vasokonstriktorisch wirksamen Dosis von KCI von 80 mM liel3 sich bei den
transgenen Tieren der F-Linie eine etwa 15 %ige Reduktion der Kontraktionskraft
gegenuber Kontrollen nachweisen. Die Gabe von KCI flhrt zu einer schlagartigen
Depolarisation der Zellmembran glatter Muskelzellen und bewirkt auf diese Weise
einen starken Einstrom von extrazellularem Calcium (104). Die Erhdhung der
intrazellularen Calcium-Konzentration fordert die Bildung des Calcium-Calmodulin-
Myosin-Komplexes, was die Phosphorylierung eines entscheidenen Serin-Restes
(Ser19) im regulatorischen Bereich der leichten Myosinketten herabsetzt und eine
Vasokonstriktion auslést (105). Daher erscheint eine Interaktion von H;O, mit
Rezeptoren und/oder Signaltransduktionswegen bei der KCl-vermittelten Kontraktion
sehr unwahrscheinlich. Erklarbar ware die Verminderung der KCI-Kontraktion in den
Aorten der transgenen Tiere eher durch einen direkten Einfluss auf die Kopplung
zwischen Calcium und Myosinketten. Diesbeziglich sind in der Literatur
gegensatzliche Befunde beschrieben.



DISKUSSION 153

Pelaez et al. finden, dass die H,O,—induzierte Konstriktion isolierter Pulmonalarterien
der Ratte nicht mit einer vermehrten Phosphorylierung der leichten Myosinkette
einhergeht (106).

Im Gegensatz dazu berichten Torrecillas et al. Uber einen signifikant positiven Effekt
von H2O, auf die Myosinphosphorylierung (107).

In beiden Fallen handelt es sich allerdings um Untersuchungen an Gefallen der
Ratte, die mit hohen Konzentrationen von exogen zugegebenem H;O, von 1 pM-
1 mM durchgefihrt wurden. Untersuchungen an Mausaorten existieren bislang nicht.
Es ist auch nicht bekannt, wie hoch die "steady-state"-Konzentration von H,O, in der
GefalBwand ist. Legt man jedoch mit Chemilumineszenz erhaltenen Daten zur
Bildungsrate von O,"in der Aorta einer normalen Wistar-Ratte mit intaktem Endothel
von 3-10 nM O,"/mg/min sowie eine vollstdndige Dismutierung zu H,O, zugrunde
(108), kann man hoéchstens von submikromolaren Konzentrationen ausgehen.
Insofern bleibt unklar, welche physiologische Relevanz die bei viel hdheren
Konzentrationen evaluierten Effekte von H,O, auf die Vasomotion haben. In den
Untersuchungen dieser Arbeit zeigte H,O, erst ab einer Konzentration von etwa
100 uM eine signifikante Vasodilatation. Dieser Effekt liel3 sich bei 1 mM H,O, auf
maximale Relaxation von etwa 60 % steigern. Da die Aortenringe nach dieser
Behandlung keine weitere Reaktion auf Vasokonstriktoren zeigten, st
wahrscheinlich, dass es sich um einen irreversiblen toxischen Effekt und nicht um
eine reversible Verminderung des Vasotonus handelte.

Im Hinblick auf die physiologische Bildung von H;O, sprechen die Daten dieser
Arbeit eher fur einen leichten positiven Einfluss von H,O, auf die Kopplung zwischen
Calcium und Myosinketten, der maoglicherweise durch eine vermehrte
Myosinphosphorylierung vermittelt ist und zu einer Steigerung des Vasotonus flihren
kann. Es muss allerdings betont werden, dass der gemessene Effekt in der Aorta als
eher geringflgig einzustufen ist. Dafur spricht auch, dass die Vasokonstriktion nach
Phenylephrin-vermittelter o-Rezeptorstimulation durch die endotheliale
Uberexpression von Catalase nicht verdndert ist. Eine vermehrte Myosin-
Phosphorylierung musste eigentlich auch den vasokonstriktorischen Effekt von
Phenylephrin verstarken, denn dieser kommt letztlich auch durch eine Erhéhung der
intrazellularen Calcium-Konzentration zustande.

Es ist gut bekannt, dass O,""zu einer Verkirzung der biologischen Halbwertszeit von
genuin gebildetem, endothelialem NO® fiihrt. Dies wurde bereits 1986 erstmals
berichtet (109).
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Dagegen wird das relativ stabile H,O, in-vivo kaum mit NO®reagieren, denn die
Reaktionen von NO* mit anderen zellularen Verbindungen, vor allem dem sGC-Ham
oder dem O;", laufen sehr viel schneller und effizienter ab (47). Insofern war auch
nicht zu erwarten, dass die Uberexpression der Catalase zu einer Verénderung der
Vasodilation durch endogenes und exogenes NO*-flihrt. Dementsprechend verhielten
sich auch die isolierten Aortenpraparate. Weder bei der durch Acetylcholin
induzierten endothelabhangigen Vasorelaxation noch bei der durch den NO®-Donor
DEA/NO vermittelten Vasodilatation zeigten sich Unterschiede zwischen den
transgenen Tieren und transgen-negativen Geschwistertieren.

Insgesamt zeigen also die Experimente mit isolierter Aorta so gut wie keinen Einfluss
einer endothelialer Uberexpression von Catalase auf die in-vitro Vasomotion. Im
Gegensatz dazu zeigte sich bei der Messung des Blutdrucks eine deutliche
Reduktion des Blutdruckes bei den transgenen Tieren. So liegt der systolische
Blutdruck in den Mausen mit endothelialer Catalase-Uberexpression etwa 10 %
niedriger als in den transgen-negativen Geschwistertieren oder dem Mausestamm
C57BL/6. Dieser Unterschied war nach Futterung der Tiere mit dem Catalase-
Inhibitor Aminotriazol nicht mehr zu beobachten. In der Literatur finden sich sehr
unterschiedliche und widersprichliche Berichte Uber den Einfluss von H,O, auf den
Vasotonus isolierter BlutgefaRe. Sowohl vasokonstriktorische als auch
vasodilatatorische Wirkungen sind beschrieben (47;110). Die meisten dieser
Untersuchungen sind allerdings durch Zugabe von exogenem H;O, in
unphysiologisch hohen Konzentrationen (1 yM — 1 mM) durchgefuhrt worden. Es
wurde allerdings auch berichtet, dass die Gabe von Catalase die
vasokonstriktorische Wirkung von Angiotensin Il an der Aorta der Ratte abschwacht
(107). Dies weist darauf hin, dass H2O, an der Angiotensin ll-induzierten Konstriktion
der Rattenaorta beteiligt ist, und dass die Stimulation der endogenen Bildung von
H,O, zu vasokonstriktorischen Wirkungen fihren kann. Leider gibt es bei der
Spezies Maus keine Untersuchungen zum Einfluss von H,O, auf die in-vitro
Kontraktilitat groRer BlutgefalRe. Eigene Versuche an der Mausaorta zeigten, dass
Angiotensin |l hier nur eine transiente konstriktorische Wirkung entfaltet. Hohe
Konzentrationen von H;O2 (1 yM — 1 mM) fihrten nicht zu einer Vasokonstriktion
aquilibirierter Aortenringe der Maus.
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Diese Daten legen die Vermutung nahe, dass physiologische Konzentrationen von
H,O, keinen bzw. einen vernachlassigbar geringen Effekt auf den Tonus groRRer
arterieller Leitungsgefalie wie die Aorta aufweist.

Die widerspruchlichen Befunde zur in-vitro-Wirkung von H;O, auf den Tonus
arterieller Leitungsgefal3e haben allerdings nur wenig Bedeutung fur den Blutdruck,
denn dieser wird ganz Uberwiegend durch den Tonus von Widerstandsgefalien, also
Arteriolen mit einem viel geringeren Durchmesser bestimmt. An solchen Gefalien
sind die Wirkungen von HyO, bislang nur selten untersucht worden. Eine neuere
Studie ergab gute Hinweise darauf, dass die endogene H,0,-Bildung fir den
myogenen Tonus in Arteriolen mitverantwortlich ist (111). Es wurde gezeigt, dass die
durch erhdhten transmuralen Druck ausgeldste Vasokonstriktion mit einer Steigerung
der HyO,-Spiegel in den Arteriolen einherging. Diese Vasokonstriktion war durch
Catalase, nicht aber durch SOD hemmbar. In Tieren, die aufgrund eines genetischen
Defektes (p47-defiziente Mause) keine funktionsfahige NADPH-Oxidase haben und
somit Uber dieses Enzym kein O,*bilden kdénnen, blieb die Vasokonstriktion aus.
Derselbe Effekt lieR sich nach Hemmung der NADPH-Oxidase durch DPI
beobachten. Auch exogen gegebenes H,O, hatte einen vasokonstriktorischen Effekt
auf Arteriolen. Dagegen wurden in grofden Arterien, in denen keine myogenen
Vasokonstriktionen zu beobachten sind, nach Druckerhéhung weder erhdhte H,Oo-
Spiegel gefunden, noch war ein Effekt von exogenem H,O, auf die Vasokonstriktion
zu beobachten. Diese Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass transmuraler Druck
in einer Hohe, wie er auch in-vivo vorkommt (in etwa mittlerer Blutdruck) Uber eine
Aktivierung von NADPH-Oxidasen die steady-state-Konzentration von H,O, erhoht,
und damit den Tonus der glatten Muskulatur in Arteriolen steigert.

Es gibt also gute Hinweise daflir, dass H»O; in Widerstandsgefalien anders wirkt als
in groReren Blutgefalken. Darlber hinaus zeigt sich auf dieser Ebene ein deutlicher
vasokonstriktorischer Effekt, der nicht nur durch exogenes H,0,, sondern auch durch
die endogene H,O,—Bildung ausgeldst wird. Schliel3lich wird der konstriktorische
Effekt als unabhdngig von einer Rezeptoraktivierung bzw. -—sensibilisierung
beschrieben, denn das beispielhaft verwendete Phenylephrin zeigte eine
vergleichbare  vasokonstriktorische  Aktivitat in  Arteriolen und  Arterien.
Zusammengenommen deuten die publizierten Daten darauf hin, dass H,O, zu einer
Steigerung des Tonus von Widerstandsgefal3en flhrt. Diese Ergebnisse lassen sich
gut mit den in dieser Arbeit gefundenen Daten vereinbaren. So koénnte die
beobachtete Blutdrucksenkung in den Catalase-lUberexprimierenden Mausen
durchaus auf einer durch niedrigere H,O»-Spiegel verursachten Verminderung des
Vasotonus in den kleinen Widerstandsgefallen beruhen.
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Die Daten dieser Arbeit erlauben allerdings kaum weitere Schlussfolgerungen zum
Mechanismus. Es lieR sich allerdings demonstrieren, dass eine endotheliale
Catalase-Uberexpression mit einer Verminderung der Konstriktion der Aorta
gegenuber KCI verbunden ist. Diese Beobachtung kénnte als Hinweis auf einen
Effekt von H,O, auf die Kopplung zwischen Calcium und Myosin gewertet werden,
denn die Wirkung von KCI kommt nur durch den nach Depolarisation unkontrollierten
Einstrom von Calcium zustande (s.0.). Auch wenn der Mechanismus der Hy;Oo—
induzierten Konstriktion von Widerstandsgefal®en in dieser Arbeit nicht geklart
werden konnte, bleibt festzuhalten, dass die Untersuchung der transgenen Tiere
erstmals zeigte, dass H,O, zur Kontrolle und Regulation des Blutdrucks beitragt.

5.5 Beteiligung von H,0, an der Regulation der eNOS-
Expression durch Training

Wie in Abschnitt 5.3 schon ausflhrlich betrachtet, fuhrt kdrperliches Training in
verschiedenen Spezies zu einer Heraufregulation der vaskuldren eNOS-Expression.
Die transgenen Tiere mit starker endothelialer Uberexpression von Catalase (Linie F)
wurden einem korperlichen Training unterzogen, um die Frage zu klaren, welche
Rolle der trainingsinduzierte oxidative Stress im Allgemeinen, und H>O, im
Besonderen, fur die Regulation der eNOS-Expression bei Training spielt. Die Tiere
wurden nach dem standardisierten Trainingsprotokoll fir 3 Wochen trainiert und die
eNOS-Proteinexpression in den Aorten und Teilen des linken Herzventrikels
16 Stunden nach dem letzten Training bestimmt. Als wichtigstes Ergebnis lasst sich
herausstellen, dass es in den transgenen Tieren, im Gegensatz zu C57BL/6 und
nicht transgenen Geschwistertieren, zu einer nur sehr geringfiigigen Heraufregulation
der eNOS kam, die keine statistische Signifikanz erreichte. Diese Ergebnisse zeigen
erstmals, dass oxidativer Stress an der Regulation der vaskularen eNOS-Expression
in-vivo beteiligt ist. Dies liel3 sich am Beispiel des korperlichen Trainings nachweisen.

Eine weitere wichtige Veranderung, die sich durch korperliches Training im
Gefallsystem ergibt ist die Erhdhung der Scherkrafte, die durch die erhdhte
Herzfrequenz verursacht wird. Scherkrafte haben einen wesentlichen Einfluss auf die
Regulation der eNOS-Expression. Dies wurde allerdings bislang nur in-vitro, d.h. in
Zellkulturen oder isolierten Gefalipraparaten gezeigt (38;79). Untersuchungen in-vivo
sind bislang nicht publiziert. Allerdings haben Versuche an cSrc-defizienten Mausen
ergeben, dass auch Scherkrafte an der Regulation der eNOS-Expression durch
Training beteiligt sind (D. G. Harrison, personliche Mitteilung).
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Wie bereits in Abschnitt 5.3 diskutiert, sind noch viele andere Mediatoren und
Bedingungen beschrieben worden, die potentiell auch an der eNOS-Heraufregulation
durch Training beteiligt sein kdnnen. Dennoch kann aus den Ergebnissen dieser
Arbeit geschlossen werden, dass H,O, dabei eine gewichtige Rolle spielt.

Aus den hier beschriebenen Resultaten Iasst sich eine neue Hypothese formulieren,
nach welcher Scherkrafte und H,O, innerhalb eines Regelkreises zusammenwirken,
denn sowohl die Reduktion des vaskuldren H,O,—Gehaltes durch endotheliale
Uberexpression der Catalase als auch die Blockade des Signaltransduktionsweges
fur shear-stress durch Disruption der Proteinkinase cSrc flhren zu einer nahezu
vollstdndigen Hemmung der eNOS-Heraufregulation. Nach der genannten
Hypothese bewirkt die Erhdhung der Scherkrafte wahrend des Trainings nicht nur
eine direkte Induktion der eNOS-Expression, sondern auch akut die Bildung von
reaktiven Sauerstoffverbindungen, im Wesentlichen O,", in der GefalRwand. Dies
wird sowohl durch die vermehrte ATP-Bereitstellung als auch durch eine Steigerung
der Aktivitdt der endothelialen NADPH-Oxidase bewirkt. Dadurch steigt auch die
vaskulare steady-state-Konzentration von H,O,, was Uber eine Stimulation der
Calcium-Calmodulin Kinase Il zu einer vermehrten eNOS-Expression fuhrt. Durch die
daraus resultierende vermehrte Bildung von NO® kommt es ebenfalls zu einer
Steigerung der Expression der extrazellularen Superoxiddismutase. Daraus ergibt
sich, dass entstehendes O, rascher und effizienter zu H-O, dismutiert werden kann.
Im Gegensatz dazu hemmt NO* die Glutathion-Peroxidase, was maoglicherweise eine
Verminderung der vaskuléren Peroxidaseaktivitdt mit verlangsamtem Abbau von
H>O2 nach sich zieht. Das H,O, fihrt nun wiederum zu einer weiteren Erhdhung der
eNOS-Expression, womit sich ein positiver Regelkreis schliel3t, der letztlich die
Expression der eNOS und damit die antioxidative Kapazitat der GefalRwand steigert.

Die angeflhrten Betrachtungen scheinen auf den ersten Blick der doch bislang recht
gut belegten Hypothese des vaskularen oxidativen Stresses als wichtigem
pathologischen Faktor bei der Entwicklung kardiovaskularer Erkrankungen entgegen
zu stehen. Immerhin wurden in dieser Arbeit Evidenzen dafir erbracht, dass
oxidativer Stress auch einen potentiell positiven Effekt in der GefalRwand, namlich die
Steigerung der antioxidativen Kapazitat, bewirken kann. Vergleicht man den
trainingsinduzierten und den pathologischen oxidativen Stress, fallt auf, dass ersterer
zwar akut ausgepragt, aber nur intermittierend auftritt, wahrend sich letztgenannter
nur langsam entwickelt, daflr aber permanent besteht. Es wéare also denkbar, dass
gerade dadurch die auf den ersten Blick gegensatzlichen Befunde erklarbar sind.
Dementsprechend wird angenommen, dass oxidativer Stress Veranderungen der
vaskularen Expression von Proteinen bewirkt, die die antioxidative Kapazitat der
Gefallwand steigern.
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Im Unterschied zum langsam ansteigenden permanenten oxidativen Stress bei
kardiovasularen Erkrankungen, kommt es bei korperlichem Training jedoch nur zu
einer kurzfristigen Belastung. Obwohl in beiden Fallen die vaskularen Zellen mit einer
Kompensation reagieren, fuhrt dies nur bei kdrperlichem Training zu einer echten
Steigerung der antioxidativen Kapazitat, denn diese Veranderungen, die langer als
einen Tag anhalten, Uberdauern die kurzfristige oxidative Belastung durch Training
bei weitem. Insofern erlauben die hier vorgelegten Untersuchungen eine Hypothese,
nach welcher sich intermittierender oxidativer Stress positiv auf die antioxidative
Kapazitat auswirkt. Als Beispiele fur Proteine, die die antioxidative Kapazitat steigern,
wurde die Hochregulation der eNOS (35) mit nachfolgender NO®-induzierter
Hochregulation der extrazellularen Superoxiddismutase beschrieben (45).

Mit der genannten Hypothese lielden sich vasoprotektive Effekte durch regelmafige
korperliche Bewegung erklaren. Es ist sinnvoll anzunehmen, dass solche Effekte
erheblich zu den gunstigen Wirkungen von Bewegung auf die Entwicklung
kardiovaskularer Erkrankungen beitragen. Korperliches Training ist ein wichtiger
praventiver Faktor gegen kardiovaskulare Erkrankungen. Bisher vorliegende Daten
sprechen daflr, dass regelmafiges korperliches Training die Sauerstoffversorgung
und die Funktion des Herzens in Koronarpatienten verbessert (29-31). Dabei kommt
es zu einer Verringerung von Herzfrequenz und Blutdruck sowie zu einer
Verbesserung von maximaler Sauerstoffaufnahme, Ausdauer und Kraft.

Der positive Effekt von koérperlichem Training ist nach den Ergebnissen einer
Metaanalyse mit einer etwa 30 %igen Verringerung der Mortalitat verbunden (112).
Klrzlich konnte gezeigt werden, dass bereits tagliches Gehen von mehr als 3,2 km
die Sterblichkeit alterer Probanden um die Halfte reduziert (113). Diese Ergebnisse
wurden erst kirzlich durch eine sehr grol3e prospektive klinische Studie an Frauen
bestatigt, in der insgesamt 73.743 Frauen im Alter von 50-79 Jahren ohne
kardiovaskulare Erkrankung Uber einen mittleren Zeitraum von 3,2 Jahren
beobachtet wurden (114). Dabei stellte sich heraus, dass ein taglicher FuRmarsch
von etwa 2 km ausreicht, um das kardiovaskulare Risiko um etwa 30 % zu
verringern. Dies entspricht immerhin ungefahr der Risikosenkung, die in der
Primarpravention mit einer Statin-oder einer ACE-Hemmer-Pharmakotherapie
erreicht werden kann.
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Ziel dieser Dissertationsarbeit war es, die in-vivo Wirkungen von H>O, im
Gefallsystem zu untersuchen. Im Vordergrund stand dabei die Frage nach der
Beteiligung von H>O, an der Regulation der vaskularen eNOS. Insbesondere sollte
die Beteiligung an der Heraufregulation der eNOS betrachtet werden, die sich nach
korperlichem Training beobachten Iasst.

Korperliches Training ist eine wichtige Malnahme bei der Vorbeugung
kardiovaskuldrer Erkrankungen und geht mit einer Steigerung der endothelialen
NO*-Bildung einher. Die damit verbundene Erhéhung der Bioverfligbarkeit von NO® in
den Blutgefallen wird fur die vasoprotektiven Effekte von korperlichem Training
verantwortlich gemacht. Die Mechanismen, die zu dieser trainingsinduzierten
Heraufregulation der eNOS-Expression fuhren, sind noch nicht vollstandig aufgeklart
und sollten in dieser Arbeit naher untersucht werden.

Neben einer erhdéhten mechanischen Dehnung der BlutgefalRe (“shear stress®),
entsteht durch Training auch ein vermehrter oxidativer Stress in den Blutgefalien,
welcher durch den gesteigerten Stoffwechsel und den erhéhten Sauerstoffverbrauch
wahrend des Trainings bedingt ist.

Shear stress kann in vaskularen Endothelzellen zu einer Steigerung der
eNOS-Expression flhren. Ebenso wurde gezeigt, dass H,O;, welches bei
vermehrtem oxidativen Stress in Gefallen gebildet wird, in Endothelzellen zu einer
Steigerung der eNOS-Expression fihren kann.

Um die vaskularen Wirkungen von H,O, in-vivo zu untersuchen, wurde ein
transgenes Tiermodell mit einer endothelspezifischen Uberexpression der Catalase
etabliert. Die transgene Tierlinie wies in Herz und Aorta eine deutliche Steigerung der
Catalase-Expression, sowie der Catalase-Aktivitat auf.

Mit Hilfe des generierten Tiermodells konnte gezeigt werden, dass eine endotheliale
Uberexpression der Catalase fiir die Reaktivitat groRer LeitungsgefaRe wie der Aorta
gegenuber co-adrenerger Vasokonstriktion sowie endothelabhangiger und
NO-Donator-vermittelter Vasodilatation keine signifikante Rolle spielt. Im Gegensatz
dazu, kann nach den Ergebnissen dieser Arbeit davon ausgegangen werden, dass
die endogene vaskulare H,O>—Bildung fir die Regulation des Blutdrucks und damit
wahrscheinlich auch des Tonus der WiderstandsgefalRe von Bedeutung ist. So liegt
der systolische Blutdruck in den Mausen mit endothelialer Catalaselberexpression
etwa 10 % niedriger als in den transgen-negativen Geschwistertieren oder dem
Mausestamm C57BL/6, wahrend dieser Unterschied nach Fuatterung der Tiere mit
dem Catalase-Inhibitor Aminotriazol nicht mehr zu beobachten war.
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Als wichtigstes Ergebnis stellte sich heraus, dass es in den transgenen Tieren im
Gegensatz zu Kontrolltieren durch das korperliche Training zu keiner signifikanten
Veranderung der eNOS-Expression kam. Somit konnte eine endotheliale
Uberexpression von Catalase die Heraufregulation der eNOS durch kdrperliches
Training in Herz und Aorta der Tiere nahezu vollstandig verhindern. Daher zeigen die
Ergebnisse erstmals, dass H,O, eine wichtige Funktion als vaskularer Transmitter
in-vivo Ubernimmt, und dass vaskularer oxidativer Stress Uber H,O, an der
Regulation der eNOS-Expression in-vivo beteiligt ist.

Zusammenfassend kann man nach den Ergebnissen dieser Arbeit sagen, dass sich
H,O, als ein wichtiges vaskuldres Signalmolekll erweist, welches in-vivo fur die
Regulation des Blutdruckes von Bedeutung ist und als ein Bestandteil des
vaskularen oxidativen Stresses an der trainingsinduzierten Heraufregulation der
eNOS-Expression beteiligt ist.
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Abkilirzungsverzeichnis

Abkiirzungen

uCi mikrocurie

AT Aminotriazol

BSA bovines Serumalbumin

cDNA ,CcOpy“-DNA

cGMP zyklisches “cyclic” Guanosinmonophosphat
DEA-NO Natrium (Z)-1-(NN-Diethyamino) diazen-1-ium-1, 2-diolat
DEPC-H,0 Diethylpyrocarbonat-Wasser

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP Desoxynukleotidtriphosphat

dCTP Desoxycytidintriphosphat

dATP Desoxyadenosintriphosphat

dGTP Desoxyguanosintriphosphat

dTTP Desoxytymidintriphosphat

DPI Diphenyliodid

DTT Dithiothreitol

eNOS Endotheliale NO-Synthase

GTP Guanosintriphosphat

H,O Wasser

H,0, Wasserstoffperoxid

K Geschwindigkeitskonstante

KMnO, Kaliumpermanganat

MAPK ,mitogen activated protein-kinases*
mm Hg mm Quecksilber

NO Stickstoffmonoxid

PCR Polymerasekettenreaktion

PDGF .platelet derived growth factor*
PGF 2a Prostaglandin 2 alpha

pH negativer dekadischer Logarithmus der Hydroxoniumionen-Konzentration
RNA Ribonukleinsaure

mRNA messenger Ribonukleinsaure
RT-PCR Reverse-Transkriptase-Polymerasekettenreaktion
SDS Sodium Dodecylsulfat

sGC soluble (l6sliche) Guanylatcyclase
SNAP raz. S-Nitroso-N-acetyl-penicillamin
SOD Superoxid-Dismutase

U Unit

uv Ultraviolett

Y Volt

VvS. versus

X Xanthin

X0 Xanthinoxidase
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Einheiten

MM.
h
kb
KD
min
mM
nM
rpm

VIV

mikromolar (10°® molar)

Stunde

Kilobase

Kilo-Dalton

Minute

millimolar (10° molar)

nanomolar (10'9 molar)

Rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)
Sekunde

Volumen/Volumen
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