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Zusammenfassung

Hintergrund und Ziel. Kennzeichnend fiir kardiovaskulidre Erkrankungen ist die

endotheliale Dysfunktion, welche durch den Riickgang der Bioaktivitit der endothelialen
Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS), und damit eine verminderte Produktion von
Stickstoffmonoxid (NO) und erhohten oxidativen Stress gekennzeichnet ist. Ziel des
Projektes ist die ex-vivo und in-vivo Untersuchung der endothelialen Funktion anhand
von Mausmodellen, die sich durch Fehlregulation der Redox-Reaktionen auszeichnen.
Mausmodelle. Bei Méusen, die keinen Transkriptionsfaktor Nrf2 (Nrf2 Knockout Maus)
exprimieren, kann das Modell der chronischen Adaptation an oxidativen Stress studiert
werden. Fehlregulation von Redox-Reaktionen aufgrund von Typ-II-Diabetes mellitus ist
ebenfalls mit der Entwicklung von endothelialer Dysfunktion assoziiert, was im
Mausmodell des Typ-II-Diabetes mellitus (New Zealand Obesity Maus) untersucht
werden kann. Es wurde weiterhin gezeigt, dass Hyperinsulindmie die eNOS-Aktivitét
durch Phosphorylierung von Tyrosin 657 via proline-rich tyrosine kinase 2 (Pyk2)
vermindert; es erfolgte fiir das Mausmodell des Typ-II-Diabetes mellitus zusétzlich die
Gabe eines Pyk2-Inhibitors. Methoden. Im Rahmen von ex-vivo Versuchen wurden
isolierte Aorten von médnnlichen Nrf2 KO, NZO und Wildtyp Mausen (WT) im Alter von
20 Wochen mithilfe eines Myographen untersucht. Konzentrationsabhéngige Analysen
wurden nach Gabe von Acetylcholin (ACh), Phenylephrin (PHE) und Nitroprussid-
Natrium (SNP) erstellt. Insulin ELISA wurden zum Beleg der Hyperinsulindmie bei NZO
verwendet und die eNOS-Expression mithilfe Western Blot Analyse ausgewertet. Die
Untersuchung der endothelialen Funktion in-vivo erfolgte mit Ultraschall nach
,ischdmischer Fern(prd)konditionierung® (remote ischemic preconditioning) im Rahmen
von flussmediierter Vasodilatation (FMD). Ergebnisse. In den ex-vivo Untersuchungen
ergab sich fiir die Nrf2 KO eine erhaltene endotheliale Funktion. Derweil prisentierten
die NZO eine verminderte endotheliale Funktion mit beeintrdchtigter Vasodilatation,
wohingegen die Pyk2-Inhibition in NZO in einer partiellen Wiederherstellung der
endothelialen Funktion resultierte. Die Insulin Level waren bei allen NZO unabhingig

von der Pyk2-Inhibitor Applikation erhoht. Schlussfolgerung. In Nrf2 KO scheint die

Fehlregulation der Redox-Reaktionen durch eine kompensatorische Hochregulation der
eNOS in der Aorta ausgeglichen zu werden. Die Hyperinsulindmie in NZO korreliert mit
endothelialer Dysfunktion, wohingegen die Hemmung der Pyk2 zur partiellen

Wiederherstellung der endothelialen Funktion fiihrt.



Abstract

Background and Aim. Endothelial dysfunction is regarded as a hallmark of CVD and is

characterized by multifactorial changes in the vessel wall, leading to decreased bioactivity
of the endothelial nitric oxide synthase (eNOS), reduced production of nitric oxide (NO)
and increased oxidative stress. In this study we aimed to investigate the endothelial
function ex vivo and in vivo in mice models of redox dysregulation. Mice Models. The
transcription factor Nrf2 controls the expression of antioxidant and protective enzymes.
Thus mice lacking the transcription factor Nrf2 (Nrf2 knock out mice) are considered as
a model of chronic adaptation of the organism to oxidative stress. Redox dysregulation
due to diabetes type II and the metabolic syndrome are also associated with the
development of endothelial dysfunction. Further recent studies demonstrated that
hyperinsulinemia inhibits eNOS activity by phosphorylation on Tyrosin 657 via proline-
rich tyrosine kinase 2 (Pyk2); therefore Pyk2 inhibitor was applied to a diabetes type II
specified mouse model (NZO). Methods. Isolated aorta of male Nrf2 KO mice, NZO mice
and wild type mice (WT) each approximately 20 weeks of age were studied ex vivo using
a myograph. Concentration-response curves to acetylcholine (ACh), phenylephrine
(PHE) and sodium nitro prusside (SNP) were performed. Endothelium-dependent
relaxation was assessed by measuring the reactive dilatation to ACh in PHE-
precontracted vessels. The effect of Pyk2 inhibitor on eNOS regulation was examined
after administration of the inhibitor to NZO. To prove hyperinsulinemia in NZO insulin
levels were measured with Insulin ELISA and to measure eNOS activity Western Blot
analysis was used. In vivo assessment of endothelial function was done by flow-mediated
dilation (FMD) by applying remote ischemic preconditioning to iliac vessels. Results.
Nrf2 KO showed ex vivo a fully preserved endothelial function. NZO in absence of Pyk2
inhibitor presented a significantly decreased endothelial function with impaired
vasodilation to ACh in comparison to WT whereas insulin levels were significantly
increased. In presence of Pyk2 inhibitor NZO presented ex vivo and in vivo a regain of
endothelial function. Conclusion. These results point to a significant role of eNOS in the
regulation of endothelial function. In Nrf2 KO the endothelial function is preserved by
up-regulation of eNOS in the aorta shown by our Western Blot analysis. Increased insulin
levels in NZO are correlated to endothelial dysfunction whereas Pyk2 inhibition results

in partial regain of endothelial function ex vivo and in vivo.
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1 Einleitung

1.1 Bedeutung der Gefiafifunktion fiir kardiovaskulire Ereignisse

Kardiovaskuldre Erkrankungen gelten auch weiterhin als eine der filihrenden
Todesursachen europaweit [1]. Die Prdvalenz der koronaren Herzerkrankung, des
Myokardinfarkts, der peripheren arteriellen Verschlusskrankheit und als auch der
Herzinsuffizienz haben in diesem Zusammenhang eine besondere Bedeutung fiir die
Gesundheit der Bevolkerung. Trotz etablierter therapeutischer Meilensteine wie die
interventionelle Behandlung eines akuten Myokardinfarkts, haben Herz-Kreislauf-
Erkrankungen aufgrund des demographischen Wandels eine grofle Relevanz [2]. Nicht
nur aktuell, sondern auch in Zukunft, werden die chronischen kardiovaskuldren
Erkrankungen die Gesellschaft als auch das Gesundheitssystem vor Herausforderungen
stellen. Als klassische Risikofaktoren gelten dabei ein arterieller Hypertonus, ein
altersbedingter ~ Typ-II-Diabetes  mellitus, die = Dyslipidimie = und  ein
gesundheitsbeeintrachtigendes Verhalten wie Nikotinabusus.

Unter anderem kennzeichnend fiir Herz-Kreislauf-Erkrankungen sind eine
eingeschrinkte Funktionalitit und reduziertes strukturelles Remodeling des Endothels. Es
ist bekannt, dass Endothelzellen Stimulus-abhingig vasorelaxierende und
vasokonstringierende Substanzen sezernieren, zu denen unter anderem Insulin,
Prostazyklin, Endothelin I (ET-I) und Stickstoffmonoxid (NO) gehoren. NO, welches
zundchst als Endothelium Derived Relaxing Factor (EDRF) bekannt geworden ist, wird
von NO-Synthasen synthetisiert und freigesetzt [3] und fiihrt als starker endogener
Vasadilatator an glatten GefdBmuskelzellen zur Relaxation. Zu den Faktoren, welche die
Reaktivitit der Gefde beeinflussen, gehdren neben endogenen Substanzen ebenso die
bereits erwidhnten kardiovaskuldren Risikofaktoren, welche oftmals indirekt in Form von
oxidativem Stress auf die GefdBfunktion einwirken. Ab einem Substanz-spezifischen
Grenzwert und einer bereits bestehenden Vorschidigung kann es durch die Noxen zu
einer irreversiblen Schadigung der Gefille, im Speziellen des GefaBendothels, welche mit
der Response-to-Injury-Hypothese [4] in Verbindung steht, kommen.

Im Rahmen von arteriosklerotischen Prozessen entwickelt sich zunéichst eine endotheliale
Dysfunktion mit Storung der funktionalen Integritit und Permeabilitit des Endothels [5]
sowie eine verdnderte Reaktivitit des Gefdles. Diese ist unter anderem geprigt durch

eine Funktionalitdtsabnahme der endothelialen NO-Synthase (eNOS) und somit einer



verminderten NO-Freisetzung [6, 7]. Bereits die Entstehung einer endothelialen
Dysfunktion korreliert mit dem Risiko ein kardiovaskulédres Ereignis zu entwickeln [8].
Eine gestorte NO-Bioverfiigbarkeit hat nicht nur Einfluss auf die vasodilatativen Effekte
der glatten Muskelzellen der Gefdle, sondern kann weitere pleiotrope Effekte
beeinflussen, welche in der Summe die Integritit des kardiovaskuldren Systems
beeintrachtigen (REF ARS Review Erkens 2016).

Folge der Entwicklung einer endothelialen Dysfunktion ist ein gestortes Remodeling der
Gefdfle beispielsweise im Rahmen von arteriosklerotischen Umbauprozessen mit
Einlagerung von Lipiden in die Intima, Expression von Adhédsionsfaktoren,
Einwanderung von Entziindungszellen, Proliferation der glatten Muskelzellen und
bindegewebigem Umbau mit Entstehung fibrindser Plaques. Eine sonst physiologische
Adaptation der Gefdle an endogene oder exogene Belastungssituationen ist in einem
dysfunktionalen Gefd3 mit gegebenenfalls Lumenverengung und verminderter Elastzitét
als auch endothelialer Dysfunktion deutlich eingeschréinkt; Bluthochdruck ist nur eine der
hieraus resultierenden Folgen. Weiterhin ist das Risiko fiir kardiovaskuldre Ereignisse bei
hypoxischer Gewebsschiddigung z.B. Koronarinsuffizienz mit Angina pectoris-
Beschwerden beim akuten Myokardinfarkt moglich.

Aus diesem Grund hat die pharmakologische Therapie der endothelialen Dysfunktion bei
reduzierter NO-Verfiigbarkeit einen umso hoheren Stellenwert, da sie Erkrankungen des
kardiovaskuldren Systems verhindern bzw. hinauszdgern kann. Die erste bekannte
Akuttherapie durch NO-Bereitstellung stellte die Gabe von organischen Nitraten mit
threm éltesten Vertreter Nitroglyzerin [9, 10] bei Angina pectoris Ende des 19.
Jahrhunderts dar. Organische Nitrate wirken dem Pathomechanismus bei Angina pectoris
mit Durchblutungsstorung bei Stenosierung der Koronargefifle entgegen. Es kommt zur
sofortigen Bereitstellung von exogenem NO mit Vasodilatation des arteriellen und
vendsen Gefdllsystems, und damit zum Ausgleich der Dysregulation von
Sauerstoftbedarf und—angebot des Herzens. Die mit dem Nobelpreis fiir Physiologie und
Medizin von 1998 ausgezeichneten Untersuchungen iiber NO als Signalmolekiil im
kardiovaskuldren System wiesen die wesentliche biochemische Rolle der Endothelzellen
bei der Vasodilatation endgiiltig nach. Diese Erkenntnis hatte starken Einfluss auf die
weitere Forschung beziiglich der endothelialen Dysfunktion und steht im Mittelpunkt

meiner Arbeit.



1.2 Die Charakterisierung von Stickstoffmonoxid/ EDRF

NO spielt als instabiler Mediatorstoff eine wichtige Rolle bei der Blutdruckregulation,
der Thrombozytenaggregation, der neuronalen Fortleitung, der immunologischen
Abwehr und beim septischen Schock. Als wasserldsliches Radikal mit Stickstoffatom
zeichnet es sich durch eine geringe Halbwertszeit (<6 s) unter physiologischen
Bedingungen [11] und einer hohen Reaktivitét [12] aus; daher iibt NO vornehmlich seine
Wirkung lokal, also am Ort der Synthese, aus. Es ist jedoch nicht so reaktiv wie andere
biologische Radikale. Aufgrund von lipophilen Eigenschaften besitzt NO im ungeladenen
Zustand gute Diffusions- und Resorptionseigenschaften durch Membranen z.B. bei der
Aufnahme {iber Schleimhiute zur therapeutischen Anwendung [13]; diese Eigenschaft
wird bei sublingualer Gabe oder bei oralen Sprays organischer Nitrate zur Behandlung
von Angina pectoris genutzt.

Physiologischerweise ist endogenes NO an der Regulation des vaskuldren Tonus und des
Blutflusses mit Endothel-abhidngiger Vasodilatation auf temporéren intraluminalen Stress
beteiligt. Auf hohe arterielle Scherbelastung [14] und Gewebshypoxie [15, 16] kommt es
durch posttranslationale Aktivierung der endothelialen NO-Synthase zu einer Adaptation
des GefiBles nach NO-Freisetzung [17]. Weiterhin verhindert NO die
Thrombozytenanlagerung an die GefaBwand und wirkt somit der Thrombusausbildung,
der Stenosierung sowie der lokalen Gewebshypoxie entgegen. Azuma et al. stellten fest,
dass NO {iiber die Thrombozytenguanylatzyklase mit Erhéhung des zyklischen
Guanosinmonophosphat (cGMP)-Spiegels eine Aggregationshemmung herbeifiihrt [18].
Es dient den Zellen des angeborenen Immunsystems zusammen mit reaktiven
Sauerstoffspezies zur Immunabwehr, aber es kann auch an der Fehlregulation und
Zerstorung korpereigener Zellen beteiligt sein wie beim septischen Schock [19, 20].
Vermutlich gibt es iibergeordnet mindestens zwei Wege der NO-Bereitstellung, d.h.
unabhingig und abhingig von NO-Synthasen. Organische Nitrate fithren zur
GefdBerweiterung durch NO-Bereitstellung: Dieses geschieht bei dem Prodrug
Nitroglyzerin oder Isosorbiddinitrat nach Biotransformation mithilfe der Glutathion-S-
Transferase (GSTs), unabhingig von NO-Synthasen, direkt an den glatten Muskelzellen.
Einer der drei Nobelpreistriger fiir Physiologie und Medizin von 1998 Murad stellte 1977
fest, dass Nitroglyzerin durch NO-Freisetzung via der Guanylatzyklase (GC) mit Anstieg
von cGMP eine Vasodilatation an den GefdBmuskelzellen herbeifiihren kann [21].

Unabhéngig von der NO-Bereitstellung durch organische Nitrate, ist auch die endogene



Synthese von NO aus Nitrit (NO,_) bekannt [22]. Nitrit kann bei Bedarf wie im Rahmen
von hypoxischen und azidotischen Vorgéngen in NO durch Desoxyhdmoglobin [23, 24]
und Myoglobin [25, 26] reduziert werden.

Furchgott und Zawadzki erkannten 1980 die Bedeutung des Endothels, die fiir die
Acetylcholin (ACh)-induzierte Endothel-abhéngige Vasodilatation sorgte, wenn auch
zundchst nicht die endotheliale NO-Synthase. Thnen gelang es den bis dahin bestehenden
Widerspruch zwischen in-vivo-und ex-vivo Versuchen bei der Wirkung von ACh auf
arterielle Geféalle zu kldren. [27]. Es stellte sich heraus, dass die Reaktion von ACh im ex-
vivo Versuch mafigeblich von der Umsicht beim Préparieren, vor allem im Umgang mit
der Endothelschicht lag. Ohne Endothelschddigung war auf ACh-Applikation ebenfalls
eine reproduzierbare Vasodilatation wie in-vivo Versuchen zu beobachten. Gemal3 seiner
erkennbaren Funktion erhielt die bis dato unbekannte Substanz, {iber die ACh durch
Bindung an muskarinerge Rezeptoren eine Relaxation der glatten GefaBmuskulatur
auslost, den Namen Endothelium Derived Relaxing Factor. Es wurde bekannt, dass
Ablaufe der Vasodilatation bei EDRF dhnlich waren zu denen von Nitrovasodilatatoren,
auch wenn bei Letzteren der Effekt auf die Gefille ohne die Integritit des Endothels
erfolgte. Ignarro et al. und Forstermann dokumentierten, dass die Vasodilatation durch
EDRF wie bei den direkten Nitrovasodilatatoren tiber die 16sliche GC verlief, was die
Bildung des Botenstoffes c¢cGMP unterstiitzte [28, 29]. Ignarro und Moncada
identifizierten 1987 schlieBlich unabhéngig voneinander den von Furchgott entdeckten
EDRF als NO. In der Spektrophotometrie zeigt sich bei Ignarro ein @hnliches
Absorptionsmaximum von NO gekoppelt an Hamoglobin wie bei EDRF [30]; hierbei
wurde bewiesen, dass NO und EDRF dhnliche chemische Eigenschaften haben oder es
sich um dieselbe Substanz handeln musste. Moncada konnte mithilfe des einzigartigen

Chemilumineszenz-Produkts ebenso NO als EDRF identifizieren [31].



Die NO-Bereitstellung iiber eine NO-Synthase wurde schlieBlich 1989 von Moncada et
al. bestitigt [32], siche dazu die modifizierte Abbildung 1 zum The L-arginine-nitric
oxide pathway nach Moncada: Mithilfe der NO-Synthase entsteht aus der Oxidation von
L-Arginin (L-Arg) und molekularem Sauerstoff das Zwischenprodukt L-Hydroxyarginin,
das in einem zweiten Oxidationsschritt wieder unter Sauerstoffverbrauch zu L-Citrullin

(L-Cit) und Stickstoffmonoxid umgewandelt wird.
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Abbildung 1: Stimulus-bedingte NO-Synthese durch eNOS lost Vasodilatation aus

Acetylcholin (A) 16st in der Endothelzelle {iber die endotheliale NO-Synthase (eNOS) eine Aktivierung des
NO-pathway aus, welcher in den glatten Muskelzellen zu einer Vasodilatation fiihrt (modifizierte
Abbildung) [33].

Kofaktoren dieses Syntheseweges sind FAD, FMN, Tetrahydrobiopterin (BH,) und
NADPH. Die Entfernung von NO aus dem Organismus kann als Oxidation von NO zu
NO,_ schnell iiber die Multi-Kupfer-Oxidase und Caeruloplasmin [34] sowie relativ
langsam mithilfe von Sauerstoff und Wasser erfolgen. NO kann durch die Reaktion mit

Oxyhédmoglobin [35] auch zu Nitrat (NO;_) und Methdmoglobin umgewandelt werden.

1.3 NO-Synthasen und ihre Rolle in physiologischen und pathophysiologischen
Prozessen

Es sind drei Isoformen der NO-Synthase bekannt (iNOS, nNOS, eNOS), die mit den
Geweben ihrer Entdeckung in Verbindung gebracht werden [36]. Die Nummerierung der
NO-Synthasen basiert auf der zeitlichen Abfolge des Klonens der cDNA der drei
Enzyme. Die NO-Synthasen setzen NO als initiales Produkt frei und benétigen dafiir die

zuvor genannten Kofaktoren. Bis auf die iNOS liegen alle NO-Synthasen im inaktivierten



Zustand als Monomere vor. Eine Konformationsidnderung durch Bindung des Calcium
/Calmodulin-Komplexes gewéhrleistet einen Elektronenfluss iiber den Reduktase-Anteil
und fiihrt zur Synthese von NO [37]. Die iNOS hat bereits Calmodulin gebunden und

liegt somit schon in der aktivierten Form vor.

Die erste klonierte NO-Synthase ist die neuronale NO-Synthase (nNOS, NOS1), die bei
Entdeckung im Gehirn von Ratten identifiziert wurde [38, 39]. Die nNOS kommt aber
auch in Kardiomyozyten [40], der Macula densa der Niere, Pankreasinselzellen und
glatten GefdBmuskelzellen [41] vor. Sie gilt als konstitutive NO-Synthase, d.h. sie
synthetisiert kontinuierlich Calcium-abhéngig NO. Es ist bekannt, dass sie fiir
synaptische Plastizitit im ZNS [42], die zentrale Regulation des Blutdrucks [43],
Relaxation von glatten Muskelzellen und mikrovaskulédrem Tonus [43] sorgt. Die nNOS
soll jedoch im Rahmen pathophysiologischer Vorgénge durch massiven Calcium-Ionen
(Ca?*)-Einstrom in neuronale Zellen auch an dem N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor-

induzierten neuronalen Untergang bei Schlaganfillen beteiligt sein [44].

Die induzierbare NO-Synthase (iNOS, NOS2) kommt vor allem in Zellen der
angeborenen Immunabwehr wie Makrophagen [45] vor und kann durch
proinflammatorische Zytokine, bakterielle Lipopolysaccharide zur Synthese von NO
angeregt werden. Sie hat Calmodulin gebunden und ist somit unabhdngig von
Verdnderungen der zelluldren Ca®" -Konzentration. Bedingt durch eine Stimulus-
induzierte starke Expression des Proteins, kann die iNOS hohe Mengen an NO freisetzen.
NO reagiert in inflammatorischen Geweben mit reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) wie
Hyperoxid-Anionen (0,.7) zu Peroxynitrit (ONOO™) und dient Makrophagen und
Neutrophilen Granulozyten zur bakteriostatischen und bakteriziden Immunabwehr [46].
Die induzierbare NO-Synthase steht im Zusammenhang mit inflammatorischen

Erkrankungen, TransplantatabstoBung [47] und dem septischen Schock [48].

Bei der endothelialen NO-Synthase (eNOS, NOS3) sind eine Vielzahl an chemischen und
physikalischen Stimuli bekannt, die die eNOS in ihrer Aktivitit modulieren [49]. Die
NOS3 befindet sich vornehmlich im Endothel der arteriellen Gefdlle und ist dort an der
Relaxation der glatten GefdBmuskulatur [29] , der Regulation des Blutdrucks und an
vasoprotektiven und anti-arteriosklerotischen Vorgingen [50] beteiligt. Die endotheliale

NO-Synthase kommt weiterhin in Kardiomyozyten, Thrombozyten, Erythrozyten und



neuronalen Zellen im Gehirn vor [41]. Thre regulatorische Bedeutung fiir das
kardiovaskuldre System, durch ihr Vorkommen in den Erythrozyten, ist noch nicht in
vollem Umfang bekannt [51], wird jedoch zunehmend Bedeutung beigemessen und

mitverantwortlich fiir kardiovaskulére regulatorische Prozesse gemacht.

1.4 Aufbau und Signalkaskade der endothelialen Stickstoffmonoxid-Synthase

Die endotheliale NO-Synthase liegt an der Plasmamembran und im Golgi-Apparat in
Caveolae vor und ist dort an Caveolin-1 mit inhibierender Wirkung gebunden. Dariiber
hinaus sind im inaktivierten Zustand die eNOS-Monomere an der Aminoséurestelle
Threonin (Thr) 495 konstitutiv phosphoryliert, was eine Calcium/Calmodulin-
Komplexbildung und damit Elektronenfluss mit NO-Synthese verhindert. Neben Ca?*-
erh6henden Stimuli und Dephosphorylierung von Thr 495 ist jedoch auch die simultane
Phosphorylierung an der Stelle Serin (Ser) 1177 von entscheidender Bedeutung fiir die
Aktivitit der eNOS; Letzteres flihrt zu einem verbesserten Zugang von Calmodulin zur
Bindungsstelle der eNOS. Im Rahmen dieser Aktivierungskaskade wird die auto-
inhibitorische Schleife der eNOS entfernt und ein Elektronenfluss von NADPH in der
Reduktase-Doméne des einen zum Him des anderen Monomeranteils in der Oxygenase-
Doméne ermdglicht (s. Abbildung 2).

Aus den eNOS-Monomeren entsteht im Rahmen der Aktivierung durch
Konformationsdnderung ein funktionaler Dimer. An der Hdm-Seite reduzieren die
Elektronen zusammen mit dem Kofaktor BH, Sauerstoff und L-Arg wird zu L-Cit und
NO oxidiert. L-Arg kann durch die Umwandlung von L-Cit erneut bereitgestellt werden
oder aus Proteolyse gewonnen werden [52, 53]. Das synthetisierte NO diffundiert aus der
Endothelzelle in die glatten Muskelzellen des Gefédl3es und fiihrt {iber die Aktivierung der
GC durch Bindung an die Him-Gruppe zur Synthese von cGMP aus GTP. Das cGMP
fiihrt tiber die Phosphorylierung der Myosin-Leichte-Ketten-Phosphatase (MCLP) zur
Vasodilatation (s. Abb. 1). Zur Beendigung der Vasodilatation wird NO zu NO,_
umgewandelt oder auch cGMP durch ¢cGMP-abbauende Phosphodiesterasen zu GMP
hydrolysiert.
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Abbildung 2: Regulation der eNOS-AKktivitit durch intrazelluliire Ca?* und Phosphorylierung

Intrazelluldrer Ca?*-Anstieg fiihrt zu einer verstirkten Bindung von Calmodulin an die endotheliale NO-
Synthase, was einen Elektronenfluss von der Reduktase- zur Oxygenase-Doméne mit
Konformationsénderung, Oxidation von L-Arginin und die NO-Synthese induziert (modifizierte
Abbildung) [54].

Neben der Ca?*-abhingigen Aktivierung kann die enzymatische Aktivitit der eNOS
ebenso durch posttranslationale  Stimulus-induzierte  Phosphorylierung  bzw.
Dephosphorylierung an ihren Serin-, Threonin-, und Tyrosin-Aminosdurestellen
moduliert werden; diese Modulation wirkt sich jeweils auf die NO-Synthese des Enzyms
aus. An der Regulation der eNOS-Aktivitét spielen wie bereits erwéhnt initial die Thr 495
und die Ser 1177 Stelle eine wichtige Rolle: Im Rahmen ihrer Bedeutung als zentrale
Regulationsstellen kann es bei diesen beiden Aminosdurestellen schnell zu einer
Anderung des Phosphorylierungszustandes kommen.

Beziiglich der Aminséurestelle Ser 1177 (Ser 1176 in muriner eNOS) sind bereits viele
Studien erfolgt und relevante Stimuli gut dokumentiert, die ihre Phosphorylierung und
somit eine verstirkte eNOS-Aktivitdt herbeifiihren konnen. Ser 1177 ist im Bereich der
Reduktase-Domine der eNOS lokalisiert und trdgt im phosphorylierten Zustand zur
Sensitivititserhohung der eNOS bei niedrigen Ca?*-Konzentrationen bei und erhoht den
Fluss von Elektronen iiber die Reduktase-Domédne, was zu einer verstirkten NO-
Produktion fiihrt. Neben erhohter flussmediierter Scherkrifte [S5, 56] haben auflerdem
folgende vasoaktive Substanzen Einfluss auf die Phosphorylierung an Ser 1177:
Ostrogen, der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), Bradykinin, Insulin und

Calcium-Ionen.
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Abbildung 3: Regulation der eNOS an spezifischen Aminosiure-Bindungsstellen via
Phosphorylierung

Schematische Darstellung von den identifizierten Phosphorylierungsstellen der endothelialen NO-
Synthase, ihre Bedeutung fiir den Aktivititszustand des Enzyms und die jeweils dokumentierten Stimuli
(modifizierte Abbildung) [62].

Die Aminosdurestellen werden bedingt durch die vasoaktiven Substanzen mittels
zwischengeschalteter Proteinkinasen phosphoryliert oder mittels Phosphatasen
dephosphoryliert. Ser 1177 wird von Aktl-Kinase, der Proteinkinase A [57], der 5°’AMP-
aktivierten Proteinkinase und der Calcium/Calmodulin-abhingigen Kinase II [58]
phosphoryliert. Hohe arterielle Scherkrifte modulieren iiber die Proteinkinase A die
Phosphorylierung der eNOS. Ostrogen, Insulin und VEGF wiederum aktivieren die
Serin-/Threonin Proteinkinase Aktl, die einzige Proteinkinase, deren Funktion in in-vivo
Versuchen bewiesen wurde. Der Effekt von Bradykinin und intrazellulirem Ca?* -
Anstieg fiihrt iiber die Calcium/Calmodulin-abhingigen Kinase II zur Phosphorylierung
an Ser 1177.

Neben der globalen Inhibition der NO-Synthasen iiber pharmakologische Substanzen wie
L-NG-Nitroarginin Methylester (L-NAME) kann die Signalkaskade der eNOS auch
selektiv an spezifischen NOS-Aminosdure-Bindungsstellen inhibitiert werden. L-NAME
fithrt zu verminderter cGMP-Formation und unterbindet damit die Vasodilatation mit
Selektivitdt fiir die neuronale und die endotheliale NO-Synthase-Isoform.

Es ist bekannt, dass Thr 495 eine zentrale negativ-regulatorische Stelle der eNOS im
Bereich der Calcium/Calmodulin-Bindungsstelle ist, die bei Phosphorylierung die
Aktivitit des Enzyms reduziert [59]. Es herrscht Unsicherheit dariiber, ob bei Thr 495 die
Proteinkinase C (PKC) fiir die Phosphorylierung relevant ist [59, 60]. Fiir die PKC spricht



jedoch, dass es bei Inhibition der Kinase zu verstirkter endothelialer NO-Produktion
kommt [61]. Eine Phosphorylierung an Tyr 657 (Tyr 656 fiir murine eNOS) zeigt ebenso
eine Inhibition der eNOS-Aktivitdt [63]. Fisslthaler und Fleming haben festgestellt, dass
die Proteinkinase proline-rich tyrosine kinase 2 (Pyk2) eine Phosphorylierung der Tyr
657 Stelle bewirkt [62, 64]. Auf oxidativen Stress soll es iiber die Pyk2 zur dualen
Phosphorylierung von Tyr 657 und Ser 1177 kommen [65].

Pyk2 ist eine Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinase, die mit den hochsten Leveln im Gehirn und
im hidmatopoetischen System vorkommt. Pyk2 gilt als sensitiv flir Redox-Stress, was die
Aktivierung der Kinase auf Stimuli wie Angiotensin II (AT-II) [66], Endothelin-1 (ET-I),
erhohte Ca?* -Konzentrationen und oxidativen Stress [67] beweist. Weiterhin ist die
Stimulus-induzierte Phosphorylierung von Pyk2 ebenso durch hohe arterielle Scherkréfte
und Insulin [64] bekannt. Auf die Substanz PF431396 hydrate, die bei einer IC5 die focal
adhesion kinase (FAK) inhibieren kann, wurde ebenso eine pharmakologische Inhibition
der Pyk2 mit verminderter Tyr 657-Phosphorylierung festgestellt [65, 68]. Bei globaler
Inhibition der eNOS stellt sich der genannte Effekt iiber Pyk2 nicht ein, was wiederum
fiir eine selektive Wirkung von PF431396 hydrate als Pyk2-Inhibitor spricht.

1.5 Einfluss von oxidativem Stress auf die vaskulire Funktion

Kardiovaskuldre Risikofaktoren wie Hypertension, Hypercholesterindmie, Typ-II-
Diabetes mellitus und Nikotinabusus werden neben endothelialer Dysfunktion, ebenso
mit oxidativem Stress assoziert. Liegt ein Ungleichgewicht zwischen pro —und
antioxidativem Abwehrsystem, definiert als oxidativer Stress, vor, konnen
kardiovaskuldre FErkrankungen [69], aber auch kanzerése Prozesse initiiert bzw.
aggraviert werden. Im Rahmen von oxidativem Stress versagen die antioxidativen
Abwehrsysteme mit infolgedessen vermindertem Abbau von reaktiven Sauerstoffspezies,
wihrend parallel eine verstirkte Produktion von ROS im Vordergrund steht [70].

Zu den ROS zihlen vor allem Radikale, Verbindungen mit einem ungepaarten und
dadurch sehr reaktiven Elektron, im Besonderen Sauerstoffradikale. Radikale fallen zu
einem bestimmten Anteil physiologisch als Nebenprodukt beim Purinabbau und bei der
Oxidation von Fettsduren an. Weiterhin dienen sie den Immunzellen bei der
Immunantwort durch Freisetzung hoher ROS-Mengen, im Rahmen des sogenannten

respiratory burst [71].
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Im Rahmen von oxidativem Stress kann mitunter die Aktivitit des zentralen
Transkriptionsfaktors NF-«xB unkontrolliert verstirkt sein, welcher in Folge die
Expression zahlreicher Gene wie die von VEGF, proinflammatorischen Enzymen wie die
NADPH-Oxidase und Adhésionsmolekiilen induziert. Bedingt durch die NADPH-
Oxidase, die als Priadiktor fiir Arteriosklerose gilt, kommt es zu einer sich selbst
verstarkenden Entstehung von ROS wie Hyperoxid-Anionen (0,.”) im Gefdl mit
oxidativer Modifikation von Zielproteinen, sowie Apoptose und DNA-Schiden. Auf
zelluldarer Ebene kommt es iiber die ROS zu Gefia3schdden und GefdBumbau [72]. Die
NADPH-Oxidase reduziert molekularen Sauerstoff mit der Synthese von 0,.” als
Vorstufe fiir viele ROS-Formen und sorgt fiir eine erhdhte Expression von Xanthin-
Oxidasen [73].

Weitere Enyzme, die ROS generieren, haben primér andere biochemische Funktionen
und bilden ROS als Nebenprodukt, wie die Xanthin-Oxidase oder, im dysfunktionalen
Zustand, die NO-Synthasen. Im Rahmen von NADPH-Oxidasen-mediiertem oxidativen
Stress wird beispielsweise der essentielle Kofaktor der eNOS, BH, [74], durch verstarkte
Oxidation via 0,.” und ONOO™ inaktiviert. Beim Vorliegen von BH,-Mangel, sowie
allgemein bedingt durch oxidativen Stress, 1duft die Sauerstoff-Reduktion an der eNOS
entkoppelt von der NO-Synthese ab; hierbei entsteht aus der eNOS ein 0,.”
produzierendes Enzym [75]. Aus der Reaktion von NO/ NO5_ und ROS entsteht ONOO™,
welcher der reaktivste Vertreter unter den ROS ist.

Dementsprechend ist ein Kennzeichen von kardiovaskuldren Risikofaktoren eine
reduzierte NO-Bioverfiigbarkeit, bedingt durch eine verminderte NO-Synthese und
verstiarkte NO-Inaktivierung durch ROS. Die verminderte NO-Synthese liegt jedoch
keinesfalls an niedrigen eNOS-Proteinleveln; im Gegenteil ist die eNOS-Expression bei
kardiovaskuldren Erkrankungen vielfach hochreguliert [76]. ROS als Signalmolekiile
modulieren die eNOS-Expression an der eNOS-Gen-Promotorregion, die
Bindungsstellen fiir Redox-sensitive Transkriptionsfaktoren besitzt. Die Hochregulation
der eNOS hat jedoch keinen protektiven Charakter bei Aktivitdtsabnahme der eNOS und
eNOS-Entkopplung, die den bereits vorliegenden oxidativen Stress verstirkt. Im Rahmen
von oxidativen Vorgingen bei inflammatorischem Milieu kommt es ebenso zur Induktion
der INOS mit einer Bereitstellung von toxischen Mengen an NO, das zu

ONOO™ umgewandelt werden kann.
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Im Rahmen von oxidativem Stress stehen den prooxidativen Vorgingen nur
eingeschrinkt antioxidative Vorgdnge bzw. Substanzen wie Glutathion (GSH),
Superoxid-Dismutasen, Katalasen und GSH-Peroxidasen entgegen, die fiir den Abbau der
ROS sorgen. Die Superoxid-Dismutase kann 0,.” zu Wasserstoffperoxid umwandeln,
welches von Katalasen zu molekularem Sauerstoff und Wasser abgebaut wird. Die GSH-
Peroxidase katalysiert die GSH-abhingige Reduktion von Wasserstoffperoxid bei
Oxidation von GSH [77]. GSH wird Glutathion-S-Transferasen (GSTs)—abhédngig, die
zentrale Phase-II-Detoxifikations-Enzyme darstellen, den GSH-Peroxidasen erneut

bereitgestellt.

Fiir diese protektiven Mechanismen ist der Transkriptionsfaktor Nuclear factor
(erythroid-derived 2)-like 2 (im Menschen kodiert als NFE2L2), auch Nrf2 genannt, von
Bedeutung, der die Expression von antioxidativen Proteinen z.B. Phase-II-
Detoxifikations-Enzymen reguliert [78, 79]. Ohne prooxidative Stimuli liegt der Redox-
sensitive Transkriptionsfaktor im Cytoplasma gebunden an das Kelch-like ECH-
associated protein 1 (Keap-1) vor, wo es nach Ubiquitinierung im Proteasom abgebaut
wird. Infolge von oxidativem Stress kommt es zur Oxidierung von Cystein-Anteilen des
Keap-1 und Nrf2 gelangt in den Nucleus, wo es an den DNA-Promotor antioxidant
response element (ARE) bindet. Bedingt durch die Bindung an den DNA-Promotor wird
die Transkription von y-Glutanyl-Cystein-Synthase, Him-Oxygenase 1 [80] und GSTs
initiiert. Die 7y-Glutanyl-Cystein-Synthase katalysiert den ersten Schritt in der
Bereitstellung von GSH. Die Him-Oxygenase 1 sorgt fiir eine Hemmung der eNOS-
Bioaktivitét bei oxidativem Stress [74] und wirkt somit der entkoppelten eNOS und ihrer
ROS-verstirkenden Mechanismen entgegen. Durch die Nrf2-bedingte Genregulation
kommt es ebenso zu einem Schutz vor Entkopplung der eNOS durch Bereitsstellung des

limitierenden Kofaktors BH,.

Mice lacking nuclear factor (erythroid-derived-2) -like 2, d.h. Maéause ohne
Transkriptionsfaktor Nrf2, auch Nrf2 Knockout (KO) Méuse genannt, zeichnen sich
durch Dysregulation des Redox-Zustandes aus und werden als Modell fiir die Anpassung
des Organismus an chronisch oxidativen Stress gesehen [81]. Im Kontext von vaskulédren

Erkrankungen gilt es die antioxidativen bzw. antiinflammatorischen biochemischen
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Vorgénge [82] durch den Transkriptionsfaktor Nrf2 beispielhaft im Modell der Nrf2 KO

auf ihren protektiven Nutzen fiir die Gefaf3funktion zu untersuchen.

1.6 Einfluss von Typ-II-Diabetes mellitus auf die vaskulire Funktion

Die zwei zentralen Kriterien des Typ-II-Diabetes mellitus sind nach WHO-Definiton
Hyperglykdmie und die eingeschrinkte periphere Insulin-stimulierte Glucoseaufnahme,
als Insulinresistenz bezeichnet. Weiterhin sind pathophysiologisch eine transiente
kompensatorische Hyperinsulindmie bei Insulinresistenz und schlussendlich ein Betazell-
Untergang relevant.

Im Rahmen der Insulin-Signalkaskade bindet Insulin als physiologische Reaktion auf
erhohte Blutglucoselevel an den membranéren Insulin-Rezeptor (IR), der an allen Insulin-
empfindlichen Zellen wie Skelettmuskel- und Fettzellen vorhanden ist. Die Bindung von
Insulin fiihrt zur Aktivierung des Rezeptors mit nachgeschalteter Initiierung der
Signalkaskade {iiber zytosolische Insulinrezeptor-Substrate (cIRS). Im aktivierten
Zustand binden Letztere Signaliibertragungsproteine wie Phosphoinositid-3-Kinasen (PI
3-K), die eine Aktivierung von Genen mit Insulin-sensitiven Promotoren, eine
Translokation des GLUT-4 an die Zelloberfliche und damit eine Insulin-mediierte
Glucoseaufnahme in die Zelle bewirken. Bei Vorliegen einer peripheren Insulinresistenz
im Rahmen von Typ-II-Diabetes mellitus soll diese Signalkaskade eingeschréankt sein;
man nimmt an, dass es zu einer verminderten Phosphorylierung des IR, der cIRS und
verminderten PI3-K-Aktivierung kommt [83]. Sicher ist der Mechanismus hinter der
peripheren Insulinresistenz jedoch noch nicht aufgekldrt. In Folge von peripherer
Insulinresistenz konnen jedoch erhdhte Blutglukosespiegel vorliegen und die Betazellen

mit tiberschieBender Insulinsekretion reagieren.

Typ-II-Diabetes mellitus ist abschlieBend als Stérung des Gesamtmetabolismus mit
Dyslipiddmie, klinisch Adipositas, gehédufter Assoziation mit dem metabolischen
Syndrom und sekundidren Komplikationen am Gefd3ssystem anzusehen. Das
metabolische Syndrom wird dabei definiert als viszerale Obesitidt mit mindestens 2 der
folgenden 4 Faktoren, welche erhohte Triglycerid-, verminderte HDL-, erhdhte
Niichternglucose-Spiegel und erhdhter Blutdruck darstellen.

Es ist bekannt, dass Typ-II-Diabetes mellitus mit der Entwicklung einer endothelialen
Dysfunktion assoziiert ist und somit ein erhohtes vaskuldres Risiko vorliegt, das den

Hauptgrund fiir die Morbiditit und Mortalitdt des Diabetikers darstellt [84]. Typ-II-
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Diabetes mellitus hat ein charakteristisches Spektrum an Multiorgansystem-betreffenden
mikro- und makrovaskuldren Erkrankungen wie z.B. Neuropathie, Nephropathie,
Retinopathie, koronare Herzerkrankung und arterielle Hypertonie zur Folge. Vaskuldre
Komplikationen im Rahmen von Typ-II-Diabetes mellitus scheinen sich aus endothelialer
Dysfunktion bei Vorliegen der pathophysiologischen Merkmale zu entwickeln.

Das Vorliegen von Hyperglykdmie hat Einfluss auf den zelluldren Redox-Status und
steigert die Formation von ROS [85, 86] in Mitochondrien. Hyperglykdmie fiihrt
vermehrt zu nicht-enzymatisch glykierten Endprodukten, den advanced glycation end
products (AEGs) wie HbAlc. Die Entstehung eines RAGE-AEG-Komplexes, d.h. die
Bindung der AEGs an vaskuldre Rezeptoren, fiihrt zu oxidativem Stress durch Induktion
von proinflammatorischen Genen via NFkB [87]. Die AEG-Formation hat weiterhin
direkten Einfluss auf die Vasoreaktivitidt durch extrazelluldren Elastizitdtsverlust [88],
Inaktivierung von Stickstoffmonoxid [89] und Inhibition der eNOS-Aktivitdt [90], und
damit den definierenden Kriterien endothelialer Dysfunktion.

Die periphere Insulinresistenz spielt eine bedeutsame Rolle in der Pathogenese von Typ-
[I-Diabetes mellitus; sie ist bei Vorliegen von Hyperinsulindmie fiir ein 2-bis 3-fach
erhohtes Risiko an kardiovaskuldren Erkrankungen zu versterben verantwortlich [91, 92].
In einem Insulin-empfindlichen Organismus kommt es iiber Insulin zur zelluldren
Glucoseaufnahme nach GLUT4-Translokation, ET-I-Stimulation, und letztlich ebenso
zur eNOS-Genregulation mittels IR/IRS-1/PI(3)-K/Akt-1 Signalkaskade [93]. Die eNOS-
Genregulation fiihrt zur NO-Freisetzung [94] mit Endothel-abhédngiger Vasodilatation
[95]. Weiterhin soll die Insulin-abhéngige-Regulation der eNOS-Aktivitdt ebenso direkt
iiber die Phosphorylierung ausgewihlter Aminosdurestellen der eNOS verlaufen, die
einen regulatorischen Effekt {iber eine Aktivierung der Proteinkinasen Akt-1 und der
Pyk2 ausiiben. Es wurde festgestellt, dass iiber Aktivierung der Akt-1 die Ser 1177
phosphoryliert wird, was in einer eNOS-Aktivitdtszunahme resultiert [96]. Fleming et al.
nehmen weiterhin an, dass eine Hyperinsulindmie iiber eine Aktivierung der Pyk2,
welche eine Phosphorylierung der Tyr 657 herbeifiihrt, die eNOS-Aktivitét inhibiert [62].
Physiologisch ist die Insulin-mediierte Glucoseaufnahme in den Skelettmuskel mit einer
proportionalen Zunahme der Muskelperfusion assoziert. Eine periphere Insulinresistenz
mit Hyperinsulindmie soll demgegeniiber in einer verminderten Insulin-mediierten
Vasodilation resultieren [97]. Das Ausmal} der Insulin-bedingten Vasodilatation scheint

mit der Insulin-bedingten Glukoseaufnahme in die Zelle zu korrelieren [98].
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Einer der metabolischen Hauptmerkmale bei Organismen mit Insulinresistenz ist das
Vorliegen einer Hyperlipiddmie mit erh6hten Leveln von zirkulierenden freien Fettsduren
im Gefdlsystem. Erhohte Level freier Fettsduren sollen zu einer verminderten
Vasodilatation bei reduzierter NO-Produktion fiihren [99]. Es wird angenommen, dass
freie Fettsduren ebenso durch Reduktion der PI3-K-Aktivitdit zu peripherer
Insulinresistenz mit gestorter Insulin-mediierten Glucoseaufnahme beitragen kdnnen
[100]. Eine Theorie bei der Entwicklung von Arteriosklerose ist die durch Hyperlipiddmie
provozierte Lipid-Einlagerung in die GefiaBwand. Infolgedessen soll sich oxidativer
Stress durch den chronischen Entziindungsreiz entwickeln, welcher sich negativ-

regulatorisch auf die vaskuldre Funktion auswirkt.

Die New Zealand Obese (NZO) Maus ist bekannt als polygenetisches Mausmodell fiir
das humane metabolische Syndrom und fiir Typ-II-Diabetes mellitus, und zeichnet sich
durch Insulinresistenz und einen gestorten Glucose-und Fettstoffwechsel aus; die
Entwicklung der pathophysiologischen Eigenschaften stellt sich Kolonie-, Geschlechts-
und Alters-abhingig dar. Es kommt nur bei mdnnlichen NZO/HI und NZO/HILt mit 40
bis 50% ab dem Alter von 6 Wochen zur Entwicklung der Merkmale eines Typ-II-
Diabetes mellitus. Interessanterweise weisen die Tiere eine verminderte GLUT4-
Expression in Insulin-sensitiven Geweben [101] und eine spontane Autoantikdrper-
Bildung, unter anderem gegen IR, auf [102]. Den Zusammenhang zwischen der
Entwicklung bzw. dem Progress (kardio-)vaskuldrer Erkrankungen und Typ-II-Diabetes

mellitus gilt es mithilfe des diabetischen Mausmodells zu untersuchen.
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1.7 Zielsetzung
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Hypothesen

Untersuchung der endothelialen Funktion bzw. eNOS anhand von Mausmodellen, die sich durch
Fehlregulation der Redox-Reaktionen auszeichnen. (A) Endotheliale Dysfunktion bei Nrf2 KO bei
chronisch oxidativem Stress, dargestellt durch ROS. (B) Endotheliale Dysfunktion bei NZO durch die
vorliegende Hyperinsulindmie. (C) Wiederherstellung der endothelialen Funktion bei NZO+Pyk2-
Inhibitor.

Ein Pradiktor flir das Auftreten von kardiovaskuldren Erkrankungen ist die endotheliale
Dysfunktion. Sie ist geprdgt durch eine verminderte Aktivitit und Expression der eNOS,
somit einer verminderten NO-Produktion und wirkt sich mit einer verminderten
Endothel-abhéingigen Vasodilatation auf die Gefdlfunktion aus. Ausgehend von der
Annahme, dass Redox-Dysregulation zu einer endothelialen Dysfunktion fiihren kann,
soll die vorliegende Arbeit die Rolle der eNOS fiir Zustidnde der Redox-Dysregulation im
Mausmodell fiir die Adaptation an chronisch oxidativen Stress und fiir Typ-II-Diabetes

mellitus kldren. Nrf2 KO Méuse, d.h. Méuse ohne Transkriptionsfaktor Nrf2, wurden als
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Modell fiir die Adaptation des Organismus an chronisch oxidativen Stress verwendet.
Den Zusammenhang zwischen endothelialer Dysfunktion und Typ-II-Diabetes mellitus
mit Hyperinsulindmie wurde mithilfe des Mausmodells der NZO Maus untersucht. Zur
Uberpriifung des Einflusses von Hyperinsulinimie auf die eNOS-Aktivitit wurde ein

selektiver Inhibitor der Pyk2 einmalig in-vivo verabreicht.

Im Rahmen dieser Arbeit soll darauf eingegangen werden:

1. ob sich eine endotheliale Dysfunktion bei Nrf2 KO ex-vivo feststellen lésst,

2. ob im ex-vivo und in-vivo Versuch eine endotheliale Dysfunktion bei NZO durch

die vorliegende Hyperinsulindmie festzustellen ist und

3. ob es nach einmaliger Gabe des Pyk2-Inhibitors PF431396 hydrate zu einer
Wiederherstellung der endothelialen Funktion bei NZO kommt.
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2 Material
2.1 Substanzen und Losungen

2.1.1 Aortenringversuche

NaCl> 99,8 %
KCl min. 99,5 %
MgS0,4 min. 99,0 %
NaHCO3 99,9 %
KH,PO, min. 99,5 %
D-(+)-Glucose ACS reagent
CaCl, > 99,0 %
100 % Essigsdure
Acetylcholine chloride
R-(-)-Phenylephrine hydrochloride
Sodium Nitroprusside dihydrate
Ketamin hydrochloride/Xylazin hydrochloride solution
Heparin-Natrium-25 000-ratiopharm R
Dimethylsulfoxid
Natriumchlorid-Losung 0,9 %
PF 431396 hydrate 98 % (HPLC)
Herstellung Pyk2-Inhibitor:
0,62 mg PF 431396 hydrate 98 % (HLPC)
1,11 ml Dimethylsulfoxid
9 ml NaCl-Losung

2.1.2 Insulin ELISA

Insulin (Mouse) ultrasensitive ELISA (EIA-3440) Kit

2.1.3 FMD-Versuche

Isofluran

2.1.4 Western Blot

Pierce™ Protease Phosphatase Inhibitor Mini Tablets
NP-40

Sodium deoxycholate > 97 %

18

Carl Roth GmbH
KMF optiChem
Sigma Aldrich
VWR International BVBA
KMF optiChem
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Merck
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Ratiopharm GmbH
Carl Roth GmbH
Fresenius Kabi

Sigma Aldrich

DRG

Dréager

Thermo Fisher Scientific
Abcam
Sigma Aldrich



Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline Sigma Aldrich
10 % SDS:
10 g SDS 98 %
100 ml Millipore H,0
RIPA-Puffer:
5 ml NP40
2500 mg Sodium desoxycholate
5ml SDS 98 %
500 ml PBS (+)
Lyse-Puffer:
1-2 Pierce™ Protease Phosphatase Inhibitor Mini Tablets
10 ml RIPA-Puffer

NuPAGE® LDS Sample Buffer (4x) Thermo Fisher Scientific
NuPAGE® Sample Reducing Agent (10x) Thermo Fisher Scientific
NuPAGE® Tris-Acetate SDS Running Puffer (20x) Thermo Fisher Scientific
NUPAGE® Antioxidant Thermo Fisher Scientific
SDS 98 % Sigma Aldrich
MagicMark™ XP Western Protein Standard Thermo Fisher Scientific
Novex® Sharp Pre-stained Protein Standard Thermo Fisher Scientific
NuPAGE™ Novex™ 7 % Tris-Acetate Protein Gel Thermo Fisher Scientific
Nitrocellulose Membran 0,2 pm BIO-RAD

Whatman Filter Papier GE Healthcare Life Science
Amersham Hybond P 0,45 PVDF GE Healthcare Life Science
Methanol > 99,6 % Sigma Aldrich

NuPAGE® Transfer Puffer (20x) Thermo Fisher Scientific
Tris Buffered Saline (10x) Cell Signaling Technology
ECL™ Advance Blocking Agent Sigma Aldrich

Bovine Serum Albumin Sigma Aldrich

Tween® 20 Sigma Aldrich

Pierce™ ECL Western Blotting Substrate Thermo Fisher Scientific
SuperSignal™ West Pico Chemiluminescent Substrate Thermo Fisher Scientific

Runningpufter:
Losung A

50 ml NuPAGE® Tris-Acetate SDS Running Puffer (20x)
950 ml Millipore H,0
Losung B
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200 ml Losung A
500 ul NUPAGE® Antioxidant

Transferpuffer:
100 ml Methanol

50 ml NuPAGE® Transfer Puffer (20x)

1 ml NUPAGE® Antioxidant oder SDS 98 %

849 ml Millipore H,0

Tris Buffered Saline (1x):
100 ml Tris Buffered Saline (10x)
900 ml Millipore H,0

Blocking solution:

Entweder 1g ECL™ Advance Blocking Reagent

oder 2,5 g Bovine Serum Albumin
50 ml Millipore H,0
20 % Tween20:
1000 pl Tween® 20
4 ml Millipore H,0
Antikorper:
Anti-B-Aktin Rabbit
Anti-teNOS Mouse mAb
Mouse Anti-goat 1gG-HRP

2.2 Gerite

Myographie-Gerit

Ultraschall-Gerét

Druckkalibriergerit KAL 84
Okklusions-Manschette, 8mm Durchmesser
Mikroschere, Operationsset

Wage(n)

Mikroskope

Ultraschallbad
Carbogen
Magnetriihrer Heizer

Test Tube Heater
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Sigma Aldrich
BD BioScience
Santa Cruz Biotechnology

Hugo Sachs Elektronik
Havard Apparatus
Vevo 2000
Halstrup Walcher
Harvard Apparatus
F-S-T

Sartorius labratory
Nikon SMZ645,
Leica MZ95
EMAG

Linde Labratory
Stuart Scientific
Stuart Scientific



Mikrozentrifuge (E2), Micro Star 17R
FLUOstar Omega

ImageQuant LAS4000

Stromquelle POWER PAC 300

XCell II"™MBlot Module, XCell SureLock invitrogen™

iMark™ Mikroplate Absorbance Reader
,.Einleitungsbox‘ flir Narkose

Verstellbarer Tisch fiir FMD-Versuche

2.3 Software

Software LabChart 8

VevoLab

Microplate Manager® Software
Image StudioTM Lite

GraphPad Prism 6
EndNote X8
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VWR

BMG LABTECH

GE Healthcare Life Science
BIO-RAD

Thermo Fisher Scientific
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3 Methoden

3.1 Versuchstiere

In dieser Arbeit wurden ménnliche C57BL/6J, im Folgenden als WT bezeichnet, Nrf2
KO/C57BL/6J Mause, NZO/HI Méuse und eNOS KO Méuse verwendet. Die WT dienten
fiir die verwendeten Versuchstiergruppen als Kontrollgruppe (The Jackson Laboratory,
Bar Harbor, ME, USA).

Die Nrf2 KO wurden von Riken (Koyadai, Tsukuba, Ibaraki, Japan) bezogen und iiber
10 Generationen mit C57BL/6J in der Zentralen Einrichtung fiir Tierforschung und
wissenschaftliche  Tierschutzaufgaben (ZETT) der Heinrich-Heine-Universitét
Diisseldorf gekreuzt, bevor sie fiir unsere Versuche herangezogen wurden.

Die NZO wurden im Rahmen einer Kooperation mit Herrn Univ.-Prof. Dr. rer. nat. Hadi
Al-Hasani aus dem Deutschen Diabetes Zentrum Diisseldorf bezogen.

Bei den eNOS KO aus dem Bestand von Herrn Prof. Dr. rer. nat. Axel Godecke handelt
es sich um ein homozygotes Tier mit einem defekten eNOS Gen. Die Expression des
defekten Gens fithrt zur Synthese einer inaktiven endothelialen NO-Synthase. Die
Forschungsgruppe von Herrn Prof. Dr. rer. nat. Axel Gédecke hat mithilfe von Western
Blot und immunhistochemischer Analyse das Fehlen des Proteins in den eNOS KO
Mausen bestétigt. Im Rahmen der Western Blot Analysen dienten die Aortenlysate des
eNOS KO Mausstamms als Negativkontrolle.

Wihrend das Alter bei allen Méusen ca. 20 Wochen betrug, variierte das Korpergewicht:
Beiden WT und Nrf2 KO lag es zwischen 25-31 Gramm, bei den NZO bei 42-58 Gramm.
Die Unterbringung, die Pflege sowie das Personal wurde im Fall der NZO durch das
Deutsche Diabetes Zentrum Diisseldorf und bei den anderen Méusen durch die Zentrale
Einrichtung fiir Tierforschung und wissenschaftliche Tierschutzaufgaben (ZETT) der
Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf zur Verfligung gestellt. Die Versuchstiere wurden
in Kéfigen vorgeschriebener Grofle (Typ 1, 2 oder 3) in Gruppen oder Einzeln auf
Holzgranulat bei einer Raumtemperatur von 19-21°C und einer Luftfeuchtigkeit von etwa
50-60% bei einem 12-Stunden-Tag/Nacht-Rhythmus gehalten. Die Tiere erhielten das
Standardfutter, Sniff Ratte/Maus-Haltungsfutter, und keimarmes Trinkwasser ad libitum.
Alle Versuche wurden durch das zustindige Landesamt fiir Natur, Umwelt und
Verbraucherschutz (LANUV) des Landes Nordrhein-Westfalen angemeldet und gemal
des Europdischen Ubereinkommens zum Schutz der fiir Versuche und andere

wissenschaftliche Zwecke verwendeten Wirbeltiere (Aktenzeichen Tierversuchsantrag
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und Organentnahme: 84-02.04.2014.A432, 047/90, 030/16) genehmigt. Die
Tierversuche dieser Arbeit wurden nach Genehmigung durch das LANUV NRW in den
Réaumlichkeiten des Kardiologischen Labors der Heinrich-Heine-Universitét Diisseldorf
durchgefiihrt. Fiir die Durchfiihrung dieser Arbeit erfolgte die Teilnahme an einem

Versuchstierkundekurs.

3.2 Verwendete Medikamente

3.2.1 Esketamin und Xylazin

Die Anésthesie der Versuchstiere erfolgte Gewichts-adaptiert als intraperitoneale, finale
Injektion mit dem unter dem Handelsnamen bekannten Ketanest/Rompun®.

Diese Injektionslosung bestehend aus S-Ketaminhydrochlorid (60pg/g Korpergewicht)
und Xylazinhydrochlorid (10ung/g Korpergewicht) gewéhrleistet eine zuverldssige
Relaxation, Analgesie und Sedierung.

S-Ketaminhydrochlorid ist ein Wirkstoff aus der Gruppe der Anésthetika, der fiir eine
,dissoziative Andsthesie” mit anisthetischen, analgetischen und amnestischen
Eigenschaften bekannt ist. Bei S-Ketaminhydrochlorid kann es zu unerwiinschten
Nebenwirkungen wie Halluzinationen, Sekretionssteigerung im Atemtrakt, Blutdruck-
und Muskeltonuserhohung sowie Atemdepression kommen, wobei Letzteres im
Gegensatz zu anderen Anésthetika nur gering ausfillt. Die Wirkungen beruhen auf dem
nicht-kompetitiven Antagonismus des N-Methyl-D-Aspartat-(NMDA)-Rezeptors und
zahlreicher Interaktionen mit anderen Rezeptoren. Infolge der Reaktion am NMDA-
Rezeptor kommt es zu einer zentralen Verminderung der nozizeptiven
Neurotransmission. Die Verwendung dieses Anésthetikums fiir die Anisthesie bei
Versuchstieren soll immer in Kombination mit einem Sedativum erfolgen.
Xylazinhydrochlorid, als ein o2-Rezeptoragonist, ist mit seinen sedativen,
muskelrelaxierenden und leicht analgetischen Eigenschaften in Kombination mit S-
Ketaminhydrochlorid als Injektionsnarkose geeignet, wobei es zur Wirkungsverstarkung
kommt [103]. Der Wirkstoff hat Ahnlichkeiten mit dem Antisympathotonikum Clonidin
und damit dhnliche Wirkungen, die auf einer Aktivierung der a2-adrenergen Rezeptoren
im zentralen und peripheren Nervensystem beruhen. Unter der Gabe von
Xylazinhydrochlorid kann es ebenso wie bei Clonidin zu Hypotonie, Bradykardie und

leichter bis mittlerer Atemdepression kommen. Bei irrtiimlich intravendser Applikation
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des a2-Rezeptoragonisten gilt es zu beachten, dass es zu plotzlicher und ausgeprégter

Vasokonstriktion kommen kann [104].

3.2.2 Heparin

Hierbei handelt es sich um einen Wirkstoff aus der Gruppe der Antithrombotika, der zur
Prophylaxe und Therapie von thrombembolischen Ereignissen eingesetzt wird. Es kommt
zur Komplexbildung mit Antithrombin III und dadurch zur Hemmung der
Gerinnungsfaktoren. Der Wirkstoff wurde zur Verhinderung von Koagelbildung in den
Aorten und Herzen der Versuchstiere und damit vor allem zur besseren Priparation der
GefdBe fiir die Aortenringversuche verwendet. Im Rahmen der finalen Narkose wurde
den Méusen 0,2 ml Heparin (25.000 LE.) nach Ausbleiben des Schmerzreflexes

intraperitoneal verabreicht.

3.2.3 Acetylcholin

Bei ACh handelt es sich um den ersten identifizierten Neurotransmitter, der von Otto
Loewi 1921 als sogenannter ,,Vagusstoff, zur Ubertragung von Nervenimpulsen an
einem Froschherzen nachgewiesen wurde. Fiir die ,,Entdeckung der chemischen
Ubertragung von Nervenimpulsen® mit Identifikation von ACh erhielt Henry Dale 1936
den Nobelpreis fiir Medizin oder Physiologie.

Anders als bei den meisten Neurotransmittern handelt es sich hierbei um einen
Essigsdureester, der ubiquitdr an cholinergen Synapsen im zentralen, sympathischen und
im parasympathischen Nervensystem wirkt. Er zeichnet sich durch eine geringe
Halbwertszeit aus, da er kurz nach seiner Synthese von dem Enzym Acetylcholinesterase
in Cholin und Acetyl CoA hydrolysiert wird; dieser Prozess ist fiir eine korrekte
Signaliibertragung entscheidend, da ansonsten Acetylcholin akkumulieren und zu
andauernder Stimulation von Muskeln, Driisen und dem zentralen Nervensystem fiihren
wiirde. Nach seiner Freisetzung aus cholinergen Synapsen kann ACh an muskarinerge
und nikotinerge Rezeptoren binden. An der intakten endothelialen Zelle fiihrt die Bindung
des Neurotransmitters an muskarinerge Rezeptoren G-Protein-vermittelt zur aktiven
Relaxation. G-Protein-gekoppelt kommt es zum Anstieg der intrazelluldren Ca?* -
Konzentration, welche die Bildung eines Calcium/Calmodulin-Komplexes unterstiitzt
und an die endotheliale NO-Synthase bindet. Die daraufhin aktivierte NO-Synthase

synthetisiert aus L-Arg, molekularem Sauerstoff und den Kofaktoren BH, sowie
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NADPH, NO und L-Cit. NO fiihrt in der glatten Muskelzelle tiber die Stimulation der GC
zur Zunahme von cGMP, welche liber die Proteinkinase G an der Relaxation der glatten
Muskelzellen beteiligt ist. Die Erhohung des intrazelluldren Calciumspiegels fiihrt jedoch
auch G-Protein-gekoppelt zu einer Erhohung des cAMP-Levels, welches die
Proteinkinase A aktiviert. Diese ist einerseits an der Phosphorylierung der MLCP als auch
an der MLCK beteiligt, welche ebenfalls Endothel-abhingig die Relaxation der
Gefdfimuskelzellen ausldsen. ACh kann jedoch auch direkt an der GefdBmuskelzelle G-
Protein-vermittelt iiber den RhoA-ROK-Weg zur Kontraktion der Zelle fiihren.

3.2.4 Phenylephrin

Phenylephrin (PHE) gehort als Agonist am ol-Adrenorezeptor zur Gruppe der
Sympathomimetika. Es kann aus dem Katecholamin Adrenalin synthetisiert werden und
wird unter anderem als lokaler Vasokonstriktor in Form von abschwellenden
Nasensprays bei Rhinitis und als Augentropfen bei Bindehautentziindungen eingesetzt.
In Arzneimitteln liegt es meist als Phenylephrinhydrochlorid vor, welches gut
wasserloslich ist. Eine Bindung an dem a1-Rezeptor in der glatten Muskelzelle fiihrt zu
einer G-Protein-vermittelten Aktivierung der Phospholipase C. Diese ist fiir die Spaltung
von Phosphatidylinositol in Inositol-1,4,5-Trisphosphat (IP3) und Diacylglycerin (DAG)
zustindig. IP3 setzt Rezeptor-gekoppelt Ca?*aus dem sarkoplasmatischen Retikulum frei
und ermdglicht so einen initialen Kraftanstieg mit Kontraktion der glatten Muskulatur.
Fir eine tonische Dauerkontraktion ist jedoch ein Ca?* -Einstrom aus dem
Extrazelluldrraum notwendig. DAG aktiviert wiederum die Proteinkinase C, die die

aktive Form der MLCP mit Kontraktion als Folge hemmt.

3.2.5 Nitroprussid-Natrium

Nitroprussid-Natrium (SNP) gehort wie Molsidomin zu den nicht-enzymatischen NO-
Donatoren und findet Anwendung in der Intensivmedizin. Dort wird es zur akuten
Blutdrucksenkung bei Hochdruckkrisen und zur kurzzeitigen Entlastung des
insuffizienten Herzens bei akutem Herzversagen eingesetzt. Es wirkt {iber die Freisetzung
von NO in der glatten GefaBmuskulatur, hauptséchlich in Arterien, jedoch auch in Venen,
stark vasodilatorisch. Durch die spontane Freisetzung kommt es cGMP-vermittelt liber

die Proteinkinase G zur Absenkung der zytoplasmatischen Ca?* -Konzentration mit
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aktiver Relaxation. Die Substanz trdgt in ihrem Zentrum ein Eisen der Oxidationsstufe

Fe?* und ist von 5 Cyanid- und einer Nitrosylgruppe umgeben.

3.2.6 PF 431396 hydrate (Pyk2-Inhibitor)

Bei der Substanz PF 431396 hydrate handelt es sich um einen potenten Inhibitor der
proline-rich tyrosine kinase 2 (Pyk2), einer zytoplasmatischen, nicht-Rezeptor
abhédngigen Kinase, bezogen vom Hersteller Sigma Aldrich. Ein medizinischer Ansatz
fiir die Substanz findet sich aufgrund ihrer Osteoblasten-aktivierenden Wirkung bereits

bei der Therapie von Osteoporose [105].

3.2.7 Isofluran

Isofluran gehort zu der Gruppe der volatilen Anisthetika, die zur Einleitung und
Erhaltung einer Allgemeinanisthesie auch bei Versuchstieren geeignet ist. Es verfiigt
iiber eine gute hypnotisierende, muskelrelaxierende und nur schwach analgetische
Wirkung. Unter Isofluran kann es zu einer Vasodilatation [106] und Dosis-abhingig zu
Blutdruckabféllen mit konsekutivem Anstieg der Herzfrequenz kommen. Weiterhin wirkt
es wie alle volatilen Andsthetika atemdepressiv. Aufgrund seiner schleimhautreizenden

Wirkung eignet es sich nur eingeschrankt zur Einleitung einer Allgemeinanésthesie.

3.3 Aortenringversuche im Organbad

3.3.1 Versuchsiibersicht

Im Allgemeinen wurde nach Blutentnahme (mit und ohne vorherige Pyk2-Inhibitor-
Applikation) die Aorta der Tiere entnommen und fiir die Messung der endothelialen
Funktion im Organbad vorbereitet. Das nach der Blutentnahme gewonnene Plasma wurde
mithilfe eines Insulin ELISA im Deutschen Diabetes Zentrum Diisseldorf auf Insulin hin

untersucht.

3.3.2 Herstellung der Krebs-Henseleit Pufferlosung

Zur Perfusion der Méuseaorten wihrend der Préparation als auch fiir die Lagerung im
Organbad wurde eine modifizierte Krebs-Henseleit Pufferlosung mit folgender
Zusammensetzung hergestellt (Einwaage bezogen auf 2 L H,0 Millipore): 236,14
mmol NaCl, 9,39 mmol KCl, 3,32 mmol MgS0,, 49,76 mmol 3NaHCO3, 2,35 mmol
KH,PO,, 19,98 mmol Glucose, 6,67 mmol CaCl,. Bei der Herstellung wurde die Losung
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gleichmédfig mit dem Gasgemisch Carbogen (5% CO,/ 95% 0,) begast. Auf den Zusatz
von Indometacin als nichtsteroidaler Entziindungshemmer zur Einflussnahme auf den
Prostaglandinstoffwechsel oder EDTA zur Antikoagulation wurde verzichtet. Die
Pufferlosung wurde fiir jeweils zwei Versuchstage vorbereitet und die Menge fiir den
nichsten Tag im Kiihlschrank bei 4°C gelagert. Vor der Verwendung wurde die
Pufferlosung in ein Vorratsgefdl gefiillt, iiber eine Fritte mit Carbogen begast und
mindestens 30 Minuten auf 38°C im Wasserbad aufgewdrmt. Wéhrend der
Aortenringversuche im Organbad erfolgte eine permanente Begasung der Losung,
wodurch eine anndhernd konstante Sauerstoffséttigung erreicht wurde. Da die NO-
Produktion {iber die endotheliale NO-Synthase sauerstoffabhidngig ist, war die
Sicherstellung einer konstanten Sauerstoffséttigung fiir die Reproduzierbarkeit der

Messungen absolut notwendig [107].

3.3.3 EC5¢-Bestimmung fiir Phenylephrin

Als mittlere effektive Konzentration (ECsy) wird in der Pharmakologie die effektive
Konzentration bezeichnet, unter der ein halbmaximaler Effekt zu beobachten ist. Diese
effektive Konzentration kann nicht direkt bestimmt werden, sondern bedarf der Ableitung
aus den Messungen der Dosis-Wirkungs-Kurven an einer Gruppe von Individuen. Die
ECs, von PHE ist Spezies-abhidngig und soll sicherstellen, dass die Aortenringe
ausreichend vorkontrahiert werden, um auf die anschlieBende kumulative ACh-
Applikation moglichst vollstindig zu relaxieren. Dazu wurden fiir die
Versuchstiergruppen der WT und Nrf2 KO durch kumulative Gaben von PHE die ECs,
mithilfe des Statistikprogramms GraphPad Prism 6 bestimmt.

Versuchsablauf:
1. 60 Minuten Aquilibrierungsphase
2. Aufsteigende Applikation von PHE (Konzentration im Organbad: 0,1 nM — 10
nM)

3.3.4 Entnahme und Priparation der Miuseaorten

Nach Applikation der Gewichts-adaptierten finalen Narkose sowie gegebenenfalls des
Pyk2-Inhibitors wurde im zeitlichen Abstand die Reaktion auf Schmerzreize {iberpriift,
um die Tiefe der Narkose festzustellen. Bei reproduzierbarem Ausbleiben einer

schmerztypischen Reaktion erfolgte die Herzpunktion zur Blutabnahme und danach die
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Eroffnung des Thorax. Zu Beginn der Prédparation erfolgte unter dem Mikroskop die
Entnahme beider Lungenfliigel und des Herzens, um die Aorta in situ darzustellen. Die
Aorta wurde moglichst weit kaudal im Thorax durchtrennt, um ein ausreichendes Stiick
der thorakalen Aorta zu erhalten. Die GefdBabgéinge wurden von kaudal nach kranial
abgetrennt und das periaortale Fettgewebe unter vorsichtigem Anheben des kaudalen
Stumpfes sauber zirkuldr entfernt. Nach Trennen des kranialen Endes der thorakalen
Aorta vom Aortenbogen konnte das Aortenstiick in toto entnommen und anschlieBend in
eine vorbereitete Schale mit gekiihlter Krebs-Henseleit Pufferlosung eingebracht werden.
Die frei préaparierte Aorta wurde dort von etwaig vorhandenen Gewebeanhaftungen wie
Adventitiaresten befreit und verbliebene Blutreste gefaBBschonend ausgespiilt. Im
Anschluss stand das Schneiden der Aorta in mindestens drei gleich lange Gefaflsegmente
von 1,5-2 mm Lénge an, welche in Krebs-Henseleit Pufferlosung vorsichtig auf
Gewebehacken geschoben wurden. Die Aortenringe am Gewebehacken wurden auf einen
zweiten stationdren Gewebehacken am Myographie-Gerdt auf 10 mN (ca. 1 g) mittels
eines normierten Gewichts in die auf 37°C angewdrmte und begaste Krebs-Henseleit
Pufferldsung im Organbad gebracht. Wihrend der 60 Minuten Aquilibrierungsphase in 2
ml Pufferlosung erfolgte alle 15 Minuten der Wechsel der Pufferlosung und
gegebenenfalls das Nachstellen der Grundspannung auf 10 mN. Bei der Priparation und
Separation der einzelnen Stiicke der Aorta wurde ein Mikroskop und eine Mikroschere

verwendet.

3.3.5 Versuchsprotokoll

Nach Ablauf der Aquilibrierungszeit begann das eigentlich Veruchsprotokoll. Es wurden
80 nM KCl in die Organbéder gegeben und anschlieBend 20 Minuten gewartet. In dieser
Zeit kontrahierten die Aorten maximal. Dieses stellt einen Test fiir die sorgfiltige
Priparation der Aorta dar, da hier die Qualitdt der funktionierenden und damit nicht

beschadigten Zellen im Gesamten {iberpriift wird.

Versuchsablauf:
1. 60 Minuten Aquilibrierungsphase
2. Applikation von 40 ul von 4 M KCI-Losung (Konzentration im Organbad: 80 nM)
3. Waschphase
4. Applikation von PHE (Konzentration im Organbad von 0,4 — 0,6 uM)
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5. Aufsteigende Applikation von ACh (Konzentration im Organbad: 0,1 nM — 10
uM)

6. Waschphase, gegebenenfalls Nachjustieren auf 1 g

7. Aufsteigende Applikation von PHE (Konzentration im Organbad: 0,1 nM — 10
nM)

8. Aufsteigende Applikation von SNP (Konzentration im Organbad: 0,01 nM — 10
nM)

9. Einmaliges Waschen, 10 Minuten warten

*

— .
Isolierte
/_\l Aorta
ACh
PHE e |

- Myographische
' 4
i \ Untersuchung

=

Abbildung 5: Organbadversuche mit isolierten Aorten bei myographischer Untersuchung

Schematische Darstellung der Organbadversuche mit Isolierung der Aorten aus den Versuchstieren und die
Applikation vasoaktiver Substanzen (ACh, PHE, und SNP) ins Organbad unter myographischer
Dokumentation. Dosis-Wirkungs-Kurven ergeben sich darauthin nach genanntem Protokoll und wurden
statistisch analysiert.

In der Waschphase wurde die Krebs-Henseleit Pufferlosung mehrfach gewechselt, um
sicherzustellen, dass alle Riickstinde der Wirkstoffe beseitigt sind. Die aufsteigenden
Gaben erfolgten kumulativ: Hierbei erreichten alle Versuchstiergruppen bei der hdchsten
kumulativen Dosis die molare Masse von bis zu 10 uM. Die Reaktion der Aortenringe
auf die vasoaktiven Substanzen wurde in Milli-Newton (mN) bei isometrischer
Kontraktion als auch bei Kraftabnahme bei Vasodilatation gemessen. Alle Messungen
erfolgten als Mehrfachbestimmungen, sodass pro Versuch die Reaktion von mindestens
zwei Aortenringen eines Tieres parallel bestimmt wurde. Zur Aufzeichnung der

Messungen wurde ein Myographie-Gerit und die Software LabChart 8 verwendet.
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3.3.6 Applikation des Pyk2-Inhibitors bei NZO Tieren

Zur Inhibition der Pyk2 wurde eine Injektionslosung mit der Endstoffmenge von 11 nmol
des Feststoffes PF 431396 hydrate zusammen mit dem klassischen Losungsmittel
Dimethylsulfoxid (DMSO) und NaCl-Losung angesetzt. Einem Teil der NZO Tiere
wurde 15 Minuten vor der Blut- und Organentnahme nach finaler Narkose 100 pl der
Pyk2-Inhibitor intraperitoneal appliziert. Die Injektionslosung wurde fiir jeden

Versuchstag frisch vorbereitet.

3.3.7 Blutentnahme sowie Blutaufbereitung

Zur Bestimmung der Plasma-Insulin-Konzentration der NZO Tiere mit und ohne Pyk2-
Inhibitor mithilfe eines Insulin ELISA wurde den Tieren terminal Blut entnommen.
Dieses wurde durch Herzpunktion bei geschlossenem Thorax durchgefiihrt. Andere
Vorgehensweisen wie die Herzpunktion bei bereits gedffnetem Thorax wiesen
Einschriankungen beziiglich der Menge des gewonnenen Blutes auf. Nach Gewinnung des
Vollblutes mithilfe von mit Heparin gespiilten Omicans®-Spritzen wurde dieses in Eppi-
Rohrchen mit 1pl Heparin bei 3000 G fiir 3 Minuten bei 4 °C in eine Zentrifuge gegeben.
Nach Entnahme aus der Zentrifuge wurde vorsichtig unter Abstand zum Buffy Code
ungefdhr 300 pl Plasma in ein zweites Eppi-Rohrchen gegeben, welches bis zur Messung

bei -80 °C gelagert wurde.

3.4 Analyse der vaskuliren Funktion und Steifigkeit in-vivo

Die vaskulédre Funktion in-vivo wurde mithilfe von hochauflésendem Ultraschall (Vevo
2100) mit einem Linearschallkopf bei 30-70 MHz untersucht. Hierbei wurden die
Verdnderungen des Durchmessers eines Gefd3es als Reaktion auf Scherbelastung nach
einer Okklusionsphase via Blutdruckmanschette bzw. Cuff analysiert. Weiterhin wurden
auch die Verdnderungen des Gefdldurchmessers in der Okklusionsphase dokumentiert.
Als physiologische Antwort auf die Okklusion eines Gefilles war ein Anstieg der
Scherbelastung mit infolgedessen Vasodilatation und damit Zunahme des
Gefdlldurchmessers zu beobachten. Die Analyse der Steifigkeit der arteriellen Gefdle
erfolgte an der A. carotis communis der Méuse iliber die indirekte Messung der

Pulswellengeschwindigkeit.
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3.4.1 Flussmediierte Vasodilatation

NzO

rlPC

NZO+Pyk2-Inh.

Abbildung 6: Untersuchung der vaskuliren Funktion im Rahmen der FMD-Versuche

Schematisch dargestellt ist die Messung der flussmediierten Vasodilatation unter Okklusion und nach
Offnen des Cuffs als Reaktion des GefdBes pro Zeit mithilfe von hochauflésendem Ultraschall am
Hinterlauf der Versuchstiere.

Im Rahmen der FMD-Versuche wurden die Versuchstiere nach der Anésthesieeinleitung
in  einer Isofluran-gefluteten  ,Einleitungsbox“ auf einem  verstellbaren
Untersuchungstisch in Riickenlage fixiert. Die Schnauze der Tiere wurde in eine
Vorrichtung gelegt, die eine Anésthesie fiir die Dauer der FMD-Versuche gewéhrleistete.
Mithilfe von integrierten Sensoren im Untersuchungstisch wurde wéhrend der
Untersuchung an der Position der Vorder- und Hinterldufe die Herz- und Atemfrequenz
sowie die Korpertemperatur abgeleitet. Dieses erlaubte eine Aussage iiber den
Wachheitszustand und das Stresslevel, um gegebenenfalls daraufhin eine Anpassung der
Isofluran-Versorgung durchzufithren. Wéhrend der Versuche betrug die Isofluran
Konzentration im Durchschnitt 1,5-2 %. Bei den NZO waren zur Einleitung z.T. hohere
Isofluran MAC-Werte notwendig. Die Versuchstiere wurden im Bereich der Leiste mit
Enthaarungscreme und anschlieBender Rasur fiir die FMD-Versuche der A. iliaca externa
vorbereitet. Zur Inhibition der Pyk2 wurde einem Teil der NZO 15 Minuten vor der FMD-

Messung die o.g. Injektionslosung intraperitoneal appliziert.
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Versuchsablauf:

1.

Anbringen der Blutdruckmanschette bzw. Cuff am Oberschenkel und Fixierung
des Beines auf einem kleinen Kissen; ggf. Hiifte hochlagern und Bein 90 °©
abwinkeln zur optimalen Einstellung des Gefd3verlaufs

Einstellung des Schallkopfs in der Halterung in eine waagerechte, leicht
gekippte Position zur optimalen Einstellung des Gefa3verlaufs in der Leiste
Suche nach Doppelpulsation im Bereich der Leiste oder im Pulse Wave (PW) -
Mode zur Einstellung des arteriellen Geféf3es

Stoppuhr einstellen nach unten abgebildetem Schema (Tbl.1) zur Aufnhahme von
Sequenzen mit dem Ziel der FMD-Bestimmung

Start 5 min Okklusion der A. iliaca externa mit Druckanpassung des Cuffs auf
250-320 mmHg

Nach 5 min Beginn Reperfusionsphase iiber 5 min bei vollstindig gedffnetem

Cuff

Tabelle 1: Protokoll Messung flussmediierte Dilatation unter Okklusion und nach Offnen des Cuffs
in zeitlichen Abstinden

Dargestellt sind die Messintervalle mithilfe von hochauflésendem Ultraschall unter Okklusion in B-Mode
und nach Offnen des Cuffs in B (b)-und PW (pw)-Mode. (BL=Baseline)

FMD Dateiname Zeit
BL A. iliaca externa
BL PW A. iliaca externa

Stoppuhr starten Okklusion
0,5b 4:30
b 4:00
1,5b 3:30
2b 3:00
2,5b 2:30
3b 2:00
3,5 1:30
4b 1:00

Cuff 6ftnen, Stopp- 0b 20 svor 0

uhr hochzéhlen lassen
20b 20
30 pw 30
40b 40
50 pw 50
60 b 1:00
70 pw 1:10
80 b 1:20
90 pw 1:30
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100 b 1:40
110 pw 1:50
120 b 2:00
130 pw 2:10
150 b 2:30
160 pw 2:40
180 b 3:00
190 pw 3:10
210b 3:30
220 pw 3:40
240 b 4:00
250 pw 4:10
270 b 4:30
280 pw 4:40
300b 5:00
310 pw 5:10

3.4.2 Pulswellengeschwindigkeit

Die Messung der Pulswellengeschwindigkeit (PWV) in der A. carotis communis erfolgte
nach der oben genannten Vorbereitung der Versuchstiere und der Plazierung des
Schallkopfes fiir einen longitudinalen Anschnitt des Gefda3es. Zur Berechnung der PWV
war eine Sequenz proximal und distal der Bifurkation der A. carotis communis als auch
die Strecke dazwischen in M-Mode und PW-Doppler notwendig. Orientierend an dem
Zeitintervall zwischen der R-Zacke und dem systolischen Notch des angeschlossenen

EKGs bzw. der Spitze des systolischen Anteils im PW-Doppler konnte der Quotient aus

S
" berechnet werden.

3.5 Plasma-Insulin ELISA

Im Labor des Deutschen Diabetes Zentrum Diisseldorf wurden die zuvor bei -80 °C
gelagerten Plasmaproben von WT sowie NZO mit und ohne Applikation von Pyk2-
Inhibitor auf ihre Insulinkonzentration untersucht. Vor dem Beginn der Messung wurde
das Insulin (Mouse) ultrasensitve ELISA — DRG (EIA — 34440) — Kit ungefdhr 1,5
Stunden vorher aus dem 4 °C Kiihlraum genommen, damit die Reagenzien bei
Versuchsbeginn Raumtemperatur erreichen konnten. Die Plasmaproben wurden auf Eis
bereitgestellt. Zur Vorbereitung wurde erstens der Waschpuffer 1X aus dem beigefiigten
Waschpufferkonzentrat 21X und 1000 ml destilliertem Wasser sowie zweitens die
Enzymkonjugat-Losung 1X aus Enzymkonjugat 11X und Enzymkonjugat-Puffer im

Verhéltnis von 1:11 angesetzt.
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Versuchsablauf:
1. Vorbereitung von Microplate Wells fiir die Calibratoren, die Proben und die
Kontrolle
2. Verdiinnung der Proben mit Calibrator 0 (Nullstandard)
3. Pipettieren von 25 ul der Calibratoren 0 bis 5, der zuvor verdiinnten Proben und
der Kontrolle in die Microplate Wells
4. Pipettieren von 100 pl der Enzymkonjugat-Losung 1X in jedes der Microplate
Wells
5. Nach Verschluss der Microplate mit Folie bei 700 RPM und Raumtemperatur 2
Stunden auf den Riittler
Nach 2 Stunden Enzymkonjugat-Losung 1X aus den Microplate Wells verwerfen
Waschen der Microplate Wells mit 300 ul Waschpuffer 6x
Pipettieren von 200 pl lichtempfindlichem TMB in jedes der Microplate Wells

© o N o

Bei Raumtemperatur inkubieren nach Verschluss der Microplate mit Alufolie und
Gabe in eine Schublade

10. Nach 15 Minuten pipettieren von 50 pl Stop solution in jedes der Microplate Wells
11. Microplate in iMarkTM Microplate Absorbance Reader (BIO-RAD) geben und
Messung bei 450 nm fiir 3 Sekunden durchfiihren

Die Proben wurden zur Messung probeweise im Verhéltnis 1:5 mit dem Calibrator 0
verdiinnt. In vielen Féllen war jedoch bei den Plasmaproben eine erneute Messung bei
einer Verdiinnung von 1:10 oder 1:20 wegen des sehr hohen Insulingehaltes der Proben
notwendig. Bei der Kontrolle handelte es sich um im Deutschen Diabetes Zentrum
Diisseldorf aufgereinigte gesunde Inselzellen des Pankreas. Zum Pipettieren der
Reagenzien in die Microplate Wells wurde eine geeignete Multipipette verwendet. Zur
Messung der Insulinmenge in den Plasmaproben wurde die Microplate Manager®
Software verwendet. Vor der Messung wurde die Software fiir das verwendete Schema
hinsichtlich der Calibratoren, der Proben und der Kontrolle sowie des
Verdiinnungsverhéltnisses vorprogrammiert. Abhéngig von dem r*2 nach Anpassung

eines Curve Fit Plots konnten die Daten verwertet werden.
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3.6 Western Blot Analyse zur Identifikation von totaler eNOS

Beim Western Blot handelt es sich um eine weit verbreitete analytische Technik zur
Identifikation eines Zielproteins aus einer komplexen Mischung von Proteinen eines

Gewebes mittels spezifischer Antigen-Antikorper-Interaktion.

3.6.1 Zelllyse

Vor der Proteinbestimmung der Aortenproben erfolgte die Lyse des Organs. Dafiir
wurden die Proben mithilfe eines in fliissigem Stickstoff gekiihlten Morsers vorbereitet.
Bei den zerkleinerten Aorten wurde einmalig 200 pul RIPA-Puffer mit Protease- und
Phosphatase-Inhibitor zur Homogenisierung hinzugegeben. Im letzten Schritt wurden die
gekiihlten Proben fiir 10 Minuten bei 4 °C ins Ultraschallbad und danach in die Zentrifuge
bei 1000 G gegeben.

3.6.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinbestimmung wurde nach einer der kolometrischen Lowry Assay dhnlichen
Methode mit dem BC™ Protein Assay der Firma BIO-RAD durchgefiihrt. Unter der
Methode versteht man die Konzentrationsbestimmung einer Substanz durch eine
Vergleichsmessung mit einer Farbskala, die wiederum einer bestimmten Konzentration
der Substanz entspricht. Bei der Lowry Assay Methode kommt es zur Komplexbildung
zwischen Kupfer-(II)-Ionen und Peptidbindungen der Proteine. Die Kupfer-(II)-lonen
werden zu Kupfer-(I)-Ionen reduziert, die wiederum das gelbe Folin-Ciocalteu-Reagenz
zu Molybdénblau reduzieren. Die Absorption der resultierenden Blaufdarbung stellt sich
bei einer Wellenlinge von 740 nm photometrisch dar. Uber die lineare Regression lisst
sich so die Proteinkonzentration der einzelnen Proben bestimmen. Mithilfe von
aufsteigenden Proteinkonzentrationen von 0 mg/ml bis 2 mg/ml aus Bovine Serum
Albumin wurde eine Standardreihe angelegt und mit den verdiinnten Proben verglichen.
Die zuvor gewonnenen Herzlysate wurden mit Millipore H,O im Verhéltnis 1:75, die
Aortenlysate im Verhiltnis 1:5 verdiinnt. Von der Losung A’ wurden 25 pl und von der
Losung B 200 pl auf den Standard sowie auf jede Probe gegeben. AnschlieBend wurde
der Ansatz unter Lichtausschluss 15 Minuten inkubiert und die Absorption bei 740 nm
ausgemessen. Sowohl fiir die Standardreihe als auch fiir die Proben wurde in der 96-

Wells-Platte eine Doppelbestimmung durchgefiihrt.
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3.6.3 Versuchsprotokoll

Nach der Proteinbestimmung erfolgte die Festlegung der Menge an Protein pro Probe,
die in die Kammern des Gels eingetragen werden sollte. Um zur Detektion des
Zielproteins eine ausreichende Proteinkonzentration zu erhalten, wurden 40 pg Protein
pro Probe bestimmt. Von jeder Probe wurde eine ihrer Proteinkonzentration
entsprechenden Menge entnommen und nach Vorbereitung mit Millipore H,0
NuPAGE Sample Buffer 4x und Bolt Sample Reduction Agent zentrifugiert und danach
5 Minuten bei 95°C denaturiert. Zur spéteren Orientierung der aufgetrennten Proteine
erfolgte die Applikation von 5 pl MagicMarker XP und 10 pl Novex Sharp Prestained
Marker in eine Geltasche eines 7 % Tris-Acetat-Gels. Von den zu bestimmenden Proben
wurden 25 pl pro Probe in eine Geltasche eingefiihrt. Die Laufzeit des Gels im XCell II™
Blot Modul betrug ungefdhr 1,5 Stunden bei einer Spannung von 110 Volt. Nach
Abschluss der Elektrophorese wurde der Runningpuffer verworfen und das Gel vorsichtig
aus dem Plastikrahmen genommen, um es fiir den Semi-Wet-Transfer auf eine
vorbereitete 0,2 pm Nitrocellulose Membran abzulegen. Dazu wurde das Gel auf die
Membran zwischen Whatman-Paper und Schwammen mit Transferpuffer fiir 1 Stunde
bei einer Spannung von 30 Volt erneut in das XCell II™Blot Modul gegeben. Fiir den
Fixierungsprozess wurde die Membran zunichst getrocknet und geméf der aufgetrennten
Proteinabschnitte, die mit dem Novex Sharp Prestained Marker sichtbar gemacht wurden,
zurechtgeschnitten. Nach Aktivierung der Membranstiicke mit Millipore H,O konnten
sie in Blocking solution auf der Basis von Bovine Serum Albumin und 77is buffered saline
bei Raumtemperatur fiir eine Stunde auf dem Riittler fixiert werden. Fiir die
Proteinbestimmung der totalen endothelialen NO-Synthase (teNOS) wurden die
Membranen vor Fixierung passend zurechtgeschnitten, um eine Detektion der
Zielproteine um das molekulare Gewicht von 133 kDa zu gewéhrleisten. Im Anschluss
an den Fixierungsprozess kam es zur Inkubation der Membranen mit dem Primir-
Antikorper tiber Nacht bei 4°C auf dem Riittler. Der Primar-Antikorper Anti-teNOS
(Mouse) wurde in einer Verdiinnung von 1:1000 mit Blocking solution auf die Membran
appliziert. Das loading control-Protein Anti-B-Aktin fiir Aorten wurde in der Verdiinnung
von 1:5000 mit Blocking solution auf die Membran gegeben. Die Banden von anti-Aktin
stellten eine Kontrolle dafiir dar, dass gleiche Mengen an Aortensubstanz filir die
einzelnen Versuchstiere verwendet wurden, und gewihrleisteten die Vergleichbarkeit der

anti-teNOS Banden.
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Am ndchsten Tag wurden die Membranen unter kontinuierlichem Riitteln auf
Raumtemperatur gebracht, die Primir-Antikdrper verworfen und die Membranen mit
TBS gewaschen, um unspezifische Bindungen zu verhindern. Der Sekundér-Antikrper
Mouse Anti-goat (HRP) musste Spezies-abhdngig von dem Primir-Antikorper im
iiblichen Verdiinnungsverhéltnis von 1:5000 mit Blocking solution fiir eine Stunde auf
die Membranen bei Raumtemperatur gegeben werden. AnschlieBend kam erneut TBS auf
die Membranen, bevor sie mithilfe von SuperSignal Chemoluminiszenz-Losung im

ImageQuant LAS4000 (GE) Gerét mit der Software ImageQuant untersucht wurden.

3.7 Datenauswertung

Im Rahmen der Aortenringversuche wurden die Dosis-abhidngigen Reaktionen auf die
vasoaktiven Substanzen mithilfe der Software LabChart 8 aufgezeichnet. Die Rohdaten
wurden in Microsoft Excel folgendermaflen verarbeitet: Bei ACh-Applikation wurde die
einzelne Dosis-spezifische Reaktion zur Kraft am Zeitpunkt O (10 mN) und zur allerersten
bzw. am niedrigsten dosierten Dosis-spezifischen Reaktion auf ACh ins Verhiltnis
gesetzt (Fachx — Fio)/ (Fach min — Fro)) - Bei PHE-Applikation wurde die einzelne
Dosis-spezifische Reaktion zur Kraft nach der Waschphase auf ACh, zur KCI-Gabe und
zur Kraft am Zeitpunkt 0 (10 mN) in Bezug gesetzt (Fpyrx — Frw)/ (Fka1 — Fio))- Bei
SNP-Applikation wurde die einzelne Dosis-spezifische Reaktion zum Mittelwert der
Kraft vor der PHE- und nach SNP-Applikation, zur aller letzten bzw. am hochsten
dosierten Dosis-spezifischen Reaktion von PHE und zur Kraft am Zeitpunkt 0 (10 mN)
in Bezug gesetzt (Fsnpx — Fieanw)/ (FPHE max — Fro))- Im Idealfall ergibt sich fiir jedes
Versuchstier fiir jede Dosis-spezifische Reaktion ein technisches Replikat als Mittelwert
aus den Messungen von 3 Aortenringen.

Als Griinde gegen eine Verwertung der Daten wurden UnregelmiBigkeiten im
Versuchsablauf z.B. Ausfall der Begasung der Aorten oder eine unabsichtliche
Schiadigung der Aortenstiicke bei der Prédparation, sowie eine grofle Differenz der
Rohdaten bei einem der 3 thorakalen Aortenstiicke einer Maus zu den zwei anderen mit
Standardabweichungen (SD) >15 definiert.

Zur Auswertung der Ergebnisse wurden die verarbeiteten Daten aus den
Organbadversuchen mit dem Statistikprogramm GraphPad Prism 6 analysiert. Der
Versuchsaufbau der Aortenringversuche enthélt wiederholte Messungen der abhédngigen

Variablen im Bezug auf das Versuchstier, wobei Prism eine Datenanalyse nach grouped
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table, repeated measurement two-way ANOV A — matched values stacked empfiehlt. Bei
z.T. fehlenden Messswerten z.B. bei UnregelmiBigkeiten im Versuchsablauf sowie hier
dem Vorliegen von technischen Replikaten anstelle von Rohdaten war die genannte
Analyse bei Graphpad Prism nicht mdglich. Da es sich ebenso um pharmakologische
Daten im Sinne von Dosis bzw. Konzentrations-Wirkungs-Kurven handelt, erfolgte eine
Analyse als nonlinear regression, dose-respone — stimulation, equation: log(agonist) vs.
response. Bei den Aortenringversuchen von Nrf2 KO/ WT und NZO/ WT wurde eine
statistische Bewertung mit einer Ordinary two-way ANOVA, einer Form der
zweifaktoriellen Varianzanalyse, durchgefiihrt. Hierbei stellen die 2 Versuchstiergruppen
einen Faktor und die Gabe von vasoaktiven Substanzen den anderen Faktor, der Einfluss
auf die Dosis-Wirkungs-Kurven hat, dar. Bei >2 Versuchstiergruppen wie bei
NZO/NZO+Pyk2-Inhibitor/WT muss formal eine dreifaktorielle Varianzanalyse
verwendet werden, {iber die jedoch das verwendete Statistikprogramm Graphpad Prism 6
nicht verfligt.

Im Rahmen der zweifaktoriellen ANOVA werden drei p-Werte berechnet, die drei
Nullhypothesen iiberpriifen; es wird unterschieden zwischen einem Interaction, Column
und Row p-Wert. Der Column p-Wert vergleicht die Mausespezies (WT, NZO, Nrf2 KO)
oder die Behandlung (NZO, NZO+Pyk2-Inhibitor). Der Row p-Wert steht fiir die
Konzentrationen der Pharmaka. Der bedeutendste p-Wert ist jedoch der Interaction p-
Wert, der die Frage beantwortet, ob die Anderungen der Konzentrationen (Rows) fiir alle
Mausespezies (Column) gleich sind. Als statistischer Test hinterfragt der Sidak Post-hoc-
Test, ob die Unterschiede zwischen den Mausspezies aus der zweifaktoriellen
Varianzanalyse/ two-way ANOVA tatséchlich signifikant ausfallen. Ein Niveau von p <

0,05 wurde als statistisch signifikant angenommen.

Die FMD- und die PWV-Messungen wurden mithilfe des Ultraschall-Gerdts Vevo 2100
aufgezeichnet und die Sequenzen bzw. Einzelbilder mit dem Programm VevoLab
ausgewertet. Die ausgemessenen GefaBdurchmesser der einzelnen Sequenzen beim FMD
wurden mithilfe von Excel mit dem GefaBdurchmesser bei t = 0 ins Verhiltnis gesetzt.
Bei Graphpad Prism 6 wurde zur Auswertung der FMD-Daten eine ein- oder
zweifaktorielle ANOVA mit Sidak oder Tukey Post-hoc-Test durchgefiihrt. Die indirekte
Pulswellengeschwindigkeitsmessung wurde als Mittelwert mit Standardfehler des
Mittelwerts (SEM) mithilfe eines ungepaarten t-Test analysiert. Ein Niveau von p < 0,05

wurde als statistisch signifikant angenommen.
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Zur Messung der Insulinmenge in den Plasmaproben wurde die Microplate Manager®
Software verwendet. Statistische Analysen wurden mithilfe einer einfaktoriellen
Varianzanalyse und eines Tukey Post-hoc-Tests bei der Annahme von o = 0,05
ausgefiihrt.

Die Western Blot Analyse zur Anpassung von Helligkeit und Kontrast sowie zur
quantitativen Auswertung der Banden wurde mithilfe der Software Image StudioTM Lite
durchgefiihrt. Zur quantitativen Untersuchung des Signals der teNOS Bande erfolgte
mithilfe von Graphpad Prism 6 eine statistische Analyse mithilfe eines ungepaarten t-

Tests. Ein Niveau von p < 0,05 wurde als statistisch signifikant angenommen.
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4 Ergebnisse

4.1 Vorversuche: Organbad

Zur Untersuchung der endothelialen Funktion ex-vivo diente ein angepasstes Labor-
internes Protokoll zur kumulativen Applikation Endothel-abhédngiger und -unabhéngiger
vasoaktiver Substanzen in das Organbad. Die Dosis-abhingige Reaktion der isolierten
Aortenringe auf den Endothel-abhingigen Vasodilatator Acetylcholin (ACh), den
Endothel-unabhéngigen Vasokonstriktor Phenylephrin (PHE) und den Endothel-
unabhingigen Vasodilatator sowie NO-Donor Nitroprussid-Natrium (SNP) wurde
mithilfe eines Myographen dokumentiert. Insgesamt wurden vier Versuchstiergruppen

untersucht: Nrf2 KO, unbehandelte NZO, mit Pyk2-Inhibitor behandelte NZO sowie WT.

Als Vorversuch erfolgte eine ECsy -Bestimmung der WT und Nrf2 KO bei PHE-
Applikation, um eine Spezies-spezifische Vasokonstriktion zu ermitteln. Zur
Uberpriifung der Vitalitit der Aortenringe wurde vor jedem Organbadversuch eine KCI-
Applikation durchgefiihrt und bei Ausbleiben einer addquaten Reaktion der Aortenring

fiir den weiteren Versuch ausgeschlossen.

4.1.1 Nrf2 KO ohne spezifische EC5¢ bei Phenylephrin-Applikation
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Abbildung 7: Mausstamm-spezifische EC5, bei PHE-Applikation
PHE induzierte Dosis-Wirkungs-Kurven der Aortenringe von WT und Nrf2 KO auf Verdiinnungsstufen

von 0,1 nM bis 10 uM, 10 mN als Ausgangsniveau. Werte dargestellt als Mittelwerte. (WT: n=3; Nrf2 KO:
n=4; ungepaarter t-Test p>0,05, ns)
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Bei der EC;, handelt es sich um die mittlere effektive Konzentration einer Substanz, die
eine halbmaximale Reaktion zwischen der Messbasis und der maximalen Reaktion ergibt.
Die ECsy von PHE gilt als Spezies-abhédngig und wurde als Orientierung fiir die PHE-
Bolus-Gabe in den Organbadversuchen verwendet.

Zweck des PHE-Bolus ist die Gewdhrleistung einer suffizienten Prdkonstriktion der
Aortenringe bei den verschiedenen Méusestaimmen, um auf die anschlieBende kumulative
ACh-Applikation eine moglichst vollstandige Relaxation zu erreichen. Es wurden dafiir
Verdiinnungsstufen von 0,1 nM bis 10 uM PHE hergestellt. Hinsichtlich der ECs,
konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den WT und den Nrf2 KO (Abb. 7)
beschrieben werden: Bei gleicher Messbasis lag die maximale Reaktion bei den
Mausestimmen zwar um 3 nM auseinander, jedoch ergaben sich keine Signifikanzen im
ungepaarten t-Test (p = 0,1264). Mit zunehmenden kumulativen PHE-Konzentrationen
ab log(PHE) -8 zeigte sich eine geringer ausgeprigte Kontraktionsreaktion bei den Nrf2
KO im Vergleich zu den WT. Die ECs, lag rechnerisch mithilfe des Statistikprogramms
Graphpad Prism fiir die WT bei 4,239*1078 und fiir die Nrf2 KO bei 4,806*1078,

Aus diesen Ergebnissen ergab sich fiir die Versuchstiergruppen ein PHE-Bolus von 80 -
100 pl einer 107° verdiinnten Losung, die einer Konzentration im Organbad von 0,4 —
0,6 uM entspricht. Versuche unserer Kooperationspartner konnten zeigen, dass die ECs,

bei NZO derjenigen der WT entspricht.
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4.1.2 Einschluss der Aortenringe nach Vitalititspriifung
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Abbildung 8: Vitalititspriifung bei KCIl-Applikation

Kontraktion der Aorten der Versuchstiergruppen auf KCI-Gabe in mN. (WT: n=13; Nrf2 KO: n=10; NZO:

n=11; NZO+Pyk2-Inhibitor: n=11; Mittelwerte £ SEM; einfaktorielle ANOVA, Sidak Post-hoc-Test
p>0,05, ns)

Zu Anfang eines jeden Aortenringversuches fand die Uberpriifung der Aorten aller
Versuchstiergruppen hinsichtlich ihrer Vitalitit statt, um bereits initial grobe
Verletzungen der Gefdfle beim Priparieren oder Transferieren von der Petrischalte an die
Drihte des Myographie-Gerits zu erkennen. Dafiir wurde nach der Aquilibrierungsphase
80 mM KCl ins Organbad appliziert und die Kontraktionsfdhigkeit der Aorten tiberpriift.
Da sich keine signifikanten Unterschiede in der Reaktion auf KCl zwischen den
Versuchstiergruppen (p = 0,0510) ergaben, konnten alle Aorten, die fiir die
nachfolgenden Versuche verwendet wurden, in die weitere Auswertung der endothelialen
Funktion eingeschlossen werden (Abb. 8). Aorten von bereits initial auffélligen
Versuchsdurchldufen u.a. bei Ausfall der Begasung der Aorten oder bei deutlicher
makroskopischer Schadigung der Aortenstiicke bei der Préparation fanden keinen Zugang

zur Vitalititspriifung und wurden daher hier nicht genannt.
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4.2 Erhaltene endotheliale Funktion ex-vivo bei Nrf2 KO
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Abbildung 9: Erhaltene ACh-abhiingige Vasodilatation bei Nrf2 KO

Dosis-Wirkungs-Kurven von WT und Nrf2 KO Aorten auf 0,1 nM bis 10 uM kumulative ACh-Applikation.
(WT: n=10; Nrf2 KO: n=13; Mittelwerte + SD; zweifaktorielle ANOVA, Sidak Post-hoc-Test p>0,05, ns)

Zur Untersuchung der Endothel-abhidngigen Vasodilatation wurde ACh kumulativ 0,1
nM bis zu 10 uM, nach Vorkontraktion durch einen PHE-Bolus, siehe ECs,, appliziert.
Es lag zu keinem Zeitpunkt in der Dosis-Wirkungs-Kurve von ACh ein signifikanter
Unterschied zwischen den WT und den Nrf2 KO vor. Im Durchschnitt dilatierten die
Aorten der WT auf 26,7 % und die der Nrf2 KO auf 19,2 % im Bezug auf die
Vorkontraktion durch PHE.
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Abbildung 10: Eingeschriinkte PHE-abhiingige Vasokonstriktion bei Nrf2 KO

Dosis-Wirkungs-Kurven von WT und Nrf2 KO Aorten auf 0,1 nM bis 10 uM kumulative PHE-Applikation.
(WT: n=13; Nrf2 KO: n=10; Mittelwerte = SD; zweifaktorielle ANOVA * p<0,05, Sidak Post-hoc-Test *
p<0,05, ** p<0,001)

Die Reaktion der Nrf2 KO Mausaorten auf PHE ergab im Vergleich zu den WT Aorten
signifikante Unterschiede hinsichtlich der Kontraktion (/nteraction p = 0,0284). Im Post-
hoc-Test konnte bezogen auf den Bereich der logarithmierten Dosierung log (PHE)-7 bis
-6 Differenzen (p < 0,05, p < 0,001) dargestellt werden. Hinsichtlich der a-adrenergen
Stimulation durch PHE zeigte sich bei den Nrf2 KO eine -eingeschrinkte
Kontraktionsreaktion. Bei einer maximalen Applikation von PHE 10 uM wiederum
waren die Aorten der WT im Durchschnitt auf 52,1 % und die der Nrf2 KO auf 54,9 %
kontrahiert.
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Abbildung 11: Erhaltene SNP-abhiingige Vasodilatation bei Nrf2 KO
Dosis-Wirkungs-Kurven von WT und Nrf2 KO Aorten auf 0,01 nM bis 10 uM kumulative SNP-

Applikation. (WT: n=13; Nrf2 KO: n=10-13; Mittelwerte + SD; zweifaktorielle ANOVA, Sidak Post-hoc-
Test p>0,05, ns)

Die Endothel-unabhingige Vasodilatation der Aorten wurde mithilfe des NO-Donors
Nitroprussid-Natrium in einer Konzentration von 0,01 nM bis 10 uM im vorkontrahierten

Zustand {iberpriift. Es ergaben sich zwischen WT und Nrf2 KO keine signifikanten

Unterschiede.
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4.3 Signifikante endotheliale Dysfunktion in NZO ex-vivo und in-vivo

4.3.1 Verminderte Endothel-abhiingige Vasodilatation der NZO Aorten
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Abbildung 12: Signifikant verminderte ACh-abhéngige Vasodilatation bei NZO

Dosis-Wirkungs-Kurven von WT und NZO Aorten auf 0,1 nM bis 10 pM kumulative ACh-Applikation.
(WT: n=16; NZO: n=11; Mittelwerte + SD; zweifaktorielle ANOVA ****p<0,0001, Sidak Post-hoc-Test
* p<0,05, ** p<0,01, **** p<0,0001)

Zur Untersuchung der Endothel-abhéngigen Vasodilatation der NZO ex-vivo wurde ACh
kumulativ von 0,1 nM bis 10 pM ins Organbad auf die bereits mit PHE prikonstringierten
Aortenringe appliziert. Die Endothel-abhédngige Vasodilatation présentierte sich bei den
NZO im Vergleich zum WT signifikant vermindert (zweifaktorielle ANOVA p <0,0001,
sieche Abbildung 12). Bei geringen kumulativen ACh-Konzentrationen ergaben sich beim
Post-hoc-Test keine signifikanten Unterschiede in der Reaktion auf ACh zwischen den
Versuchstiergruppen. Ab einer logarithmierten Konzentration von log (ACh) -8 bis -5,
die einer Dosis von 10 nM bis 10 pM entspricht, zeigten sich jedoch signifikante
Unterschiede (Sidak Post-hoc-Test p < 0,05, p < 0,01, p <0,0001) in der Vasodilatation

zwischen den Versuchstiergruppen.
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Abbildung 13: Erhaltene PHE-abhiingige Vasokonstriktion bei NZO

Dosis-Wirkungs-Kurven von WT und NZO Aorten auf 0,1 nM bis 10 pM kumulative PHE-Applikation.
(WT: n=16; NZO: n=11; Mittelwerte = SD; zweifaktorielle ANOVA, Sidak Post-hoc-Test p>0,05, ns)

Nach einer Waschphase wurde zur Uberpriifung der Endothel-unabhingigen
Vasokonstriktion PHE kumulativ 0,1 nM bis 10 uM in die Organbéder appliziert. Es
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede der Dosis-Wirkungs-Kurven auf PHE-

Gabe zwischen den WT und den NZO (Abb. 13).
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Abbildung 14: Erhaltene SNP-abhiingige Vasodilatation bei NZO
Dosis-Wirkungs-Kurven von WT und NZO Aorten auf 0,01 nM bis 10 uM kumulative SNP-Applikation.

(WT: n=16; NZO: n=11; Mittelwerte + SD; zweifaktorielle ANOVA p>0,05, Sidak Post-hoc-Test * p<0,05,
sk
p<0,01)
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Die SNP-bedingte Reaktion der mit PHE prékonstringierten Aorten diente zur
Uberpriifung der maximalen Endothel-unabhiingigen Vasodilatation. Der exogene NO-
Donor wurde kumulativ in einer Konzentration von 0,01 nM bis 10 uM in die Organbéader
appliziert. Es zeigten sich einige geringfiigige Unterschiede im Post-hoc-Test bei log
(PHE) -8 bis -6,5 (Sidak Post-hoc-Test p < 0,05, p <0,01) zu den WT. Der Interaction p-
Wert (p = 0,9779), als entscheidender p-Wert im Rahmen der zweifaktoriellen ANOVA,
sprach jedoch gegen signifikante Differenzen zwischen den Versuchstiergruppen

hinsichtlich der Endothel-unabhingigen Vasodilatation (Abb.14).

4.3.2 Verminderte vaskulire Funktion in-vivo bei NZO
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Abbildung 15: Eingeschriinkte flussmediierte Vasodilatation nach Okklusion bei NZO

Diameter-Verdnderung in Okklusion und Reperfusion der A. iliaca externa von WT und NZO. (WT: n=19;
NZO: n=21; Mittelwerte + SD; zweifaktorielle ANOVA **** p<(0,0001, Sidak Post-hoc-Test * p<0,05, **
p<0.01)

Conclusiv zu den Organbadversuchen wurden zur Uberpriifung der Endothel-abhéingigen
Funktion in-vivo vor und nach der Okklusion der A. iliaca externa Verdnderungen des
Gefdlldurchmessers dokumentiert. Die statistische Auswertung ergab signifikante
Differenzen zwischen den GefiBdurchmessern der WT und NZO nach Offnen des Cuffs
im Rahmen der Reperfusion (zweifaktorielle ANOVA p < 0,0001). Es wurde eine
signifikant verminderte Vasodilatation von Minute 1 bis 3 im Rahmen der Reperfusion

bei den NZO im Vergleich zur Kontrollgruppe dokumentiert (Sidak Post-hoc-Test p <
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0,05, p £ 0.01); die physiologische Vasodilatation als Reaktion auf Scherbelastung, hier
durch Anlage eines Cuffs, zeigte sich eingeschriankt (Abb.15).
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Abbildung 16: Signifikant erhéhte Pulswellengeschwindigkeit bei NZO

Indirekte PWV-Berechnung in der A. carotis communis von WT und NZO. (WT: n=20; NZO: n=19;
Mittelwerte + SEM; ungepaarter t-Test **** p<0,0001).

Es zeigte sich eine ausgeprigte vaskuldre Steifigkeit bei den NZO im Vergleich zu den
WT, die sich durch signifikante Differenzen der Pulswellengeschwindigkeit in der A.
carotis communis ergab (Mittelwerte: WT: 0,91 m/s, NZO: 2,13 m/s; ungepaarter t-Test
p <0,0001).
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4.3.3 Verminderte teNOS in den NZO-Aorten
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Abbildung 17: Signifikant verminderte teNOS bei NZO

(A) Reprisentativer Western Blot von teNOS (oberes Feld) genormt an Aktin (unteres Feld) und (B)
Densitometrische Analyse der eNOS-Expression in der Aorta von WT und NZO. (WT und NZO=BL:
jeweils n=4; eNOS KO: n=1; Mittelwerte + SEM; ungepaarter t-Test * p<0,05). AK=Antikorper

Die Western Blot Analyse ergab eine signifikant verminderte Expression der totalen
eNOS in den Aorten der NZO im Vergleich zu den WT. Quantitativ wurde dieses in der
Analyse der Banden mithilfe von Image Studio Lite 5.0 und nach einem ungepaarten t-
Test deutlich (p < 0,05). Es wurden 4 WT (WT1, 2,4, 5),4 NZO (BL1, 2, 5, 6) und eine
eNOS KO (eNOS KO3) Mausaorta verwendet, die einzelnen Mausindividuen
zuzuordnen sind (Abb.17 A, B).
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4.4 Partielle Wiederherstellung der endothelialen Funktion bei NZO+Pyk2-
Inhibitor

4.4.1 Verbesserte ACh-abhiingige Vasodilatation bei NZO+Pyk2-Inhibitor
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Abbildung 18: Partielle Wiederherstellung der Vasodilatation bei NZO+Pyk2-Inhibitor

Dosis-Wirkungs-Kurven von WT, NZO und NZO+Pyk2-Inhibitor Aorten auf 0,1 nM bis 10 pM
kumulative ACh-Applikation. (WT: n=16; NZO: n=11; NZO+Pyk2-Inhibitor: n=11; Mittelwerte + SD;
zweifaktorielle ANOVA **p<0,01, Sidak Post-hoc-Test * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, ****
p<0,0001)

Nach pharmakologischer Pyk2-Inhibition durch intraperitoneale Injektion von PF 431396
hydrate erfolgte die Untersuchung der Endothel-abhéngigen Vasodilatation, damit der
eNOS-abhingigen Vasodilatation, durch die kumulative Gabe von ACh. Bei geringen
ACh-Konzentrationen waren im Post-hoc-Test keine Unterschiede in der Reaktion auf
ACh zwischen den Versuchstiergruppen festzustellen. Ab einer logarithmierten
Konzentration von log (ACh) -7,5 kam es jedoch zu signifikanten Unterschieden in der
Vasodilatation zwischen den Versuchstiergruppen: Erstens die Endothel-abhéngige
Vasodilatation war bei den NZO im Vergleich zu den WT signifikant vermindert (s. Abb.
12). Zweitens die Dosis-Wirkungs-Kurve der NZO mit Pyk2-Inhibitor zeigte bei hoheren
ACh-Konzentrationen ab log (ACh) -7 im Vergleich zu den unbehandelten NZO
signifikante Verdnderungen (Sidak Post-hoc-Test p < 0,05, p < 0,01, p < 0,001). In
conclusio ergab sich eine partielle Wiederherstellung der Endothel-abhingigen
Vasodilatation unter Pyk2-Inhibition mit Anndherung der Dosis-Wirkungs-Kurve an die
der WT. Im Durchschnitt dilatierten die Aorten der unbehandelten NZO bis auf 45,9 %
und die der NZO mit Pyk2-Inhibitor bis auf 35,6 %.
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Abbildung 19: Erhaltene PHE-abhiingige Vasokonstriktion bei NZO+Pyk2-Inhibitor

Dosis-Wirkungs-Kurven von WT, NZO und NZO+Pyk2-Inhibitor Aorten auf 0,1 nM bis 10 uM
kumulative PHE-Applikation. (WT: n=16; NZO: n=11; NZO+Pyk2-Inhibitor: n=11; Mittelwerte £ SD;
zweifaktorielle ANOVA p>0,05, Sidak Post-hoc-Test * p<0,05)

Die Endothel-unabhingige Vasokonstriktion auf PHE zeigte zwar im Post-hoc-Test
einige Unterschiede (log (PHE) -7 bis -6, p < 0,05) zwischen den Versuchstiergruppen,
der Interaction p-Wert sprach jedoch gegen signifikante Differenzen (p = 0,1747). Im
Durchschnitt kontrahierten die Aorten der unbehandelten NZO bis auf 67,3 %, die der
NZO mit Pyk2-Inhibitor bis auf 54,7 % der Grundkraft zum Zeitpunkt 0 (10 mN).
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Abbildung 20: Erhaltene SNP-abhiingige Vasodilatation bei NZO+Pyk2-Inhibitor
Dosis-Wirkungs-Kurven von WT, NZO und NZO+Pyk2-Inhibitor Aorten auf 0,01 nM bis 10 uM

kumulative SNP-Applikation. (WT: n=16; NZO: n=11; NZO+Pyk2-Inhibitor: n=11; Mittelwerte + SD;
zweifaktorielle ANOVA p>0,05, Sidak Post-hoc-Test * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001)
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Die Endothel-unabhidngige Vasodilatation auf SNP ergab im Post-hoc-Test nach Sidak
signifikante Unterschiede zwischen WT und unbehandelten NZO (log (SNP) -10 bis -6,
p<0,05,p<0,01,p<0,001). Weiterhin fiel ein einzelner geringfiigiger Unterschied (log
(SNP) -8, p < 0,05) von NZO+Pyk2-Inhibitor zu unbehandelten NZO auf. In der
statistischen Auswertung mittels zweifaktorieller ANOVA (Interaction p = 0,9988)
konnten jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen den Versuchstiergruppen
dokumentiert werden. Wahrend die WT bei der hdochsten Konzentration von SNP
komplett dilatierten, fehlten bei den Aorten der NZO 9,6 % und bei den der NZO+Pyk2-

Inhibitor 4,1 % bis zur kompletten Relaxation.

4.4.2 Verbesserte vaskulire Funktion bei NZO+Pyk2-Inhibitor
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Abbildung 21: Partielle Wiederherstellung der Vasodilatation nach Okklusion bei Pyk2-Inhibition

Diameter-Verdnderung in Okklusion und Reperfusion der A. iliaca externa von WT und NZO mit und ohne
Pyk2-Inhibitor. (WT: n=19; NZO: n=21; NZO+Pyk2-Inhibitor: n=10; Mittelwerte £ SD; einfaktorielle
ANOVA *** p<0,001, Tukey Post-hoc-Test: WT vs. NZO *** p<0,001, WT vs. NZO+Pyk2-Inhibitor ns,
NZO vs. NZO+Pyk2-Inhibitor ** p<0.01)

Die Untersuchung der flussmediierten Dilatation und Pulswellengeschwindigkeit mithilfe
von hochauflésendem Ultraschall an der A. iliaca externa sowie A. carotis communis
wurde nach Pyk2-Inhibitor Applikation zur Korrelation der Ergebnisse aus den
Aortenringversuchen verwendet. Es zeigte sich eine partielle Wiederherstellung der
Vasodilatation nach Okklusion bei den NZO+Pyk2-Inhibitor im Vergleich zu den
unbehandelten NZO (einfaktorielle ANOVA p = 0,0003, Tukey Post-hoc-Test: NZO vs.
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NZO+Pyk2-Inhibitor p < 0.01). Zwischen den WT und NZO+Pyk2-Inhibitor ergaben

sich keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 22: Signifikant verminderte Gefifisteifigkeit bei NZO+Pyk2-Inhibitor

Indirekte PWV-Berechnung in der A. carotis communis von WT, NZO mit und ohne Pyk2-Inhibitor. (WT:
n=20; NZO: n=19; NZO+Pyk2-Inhibitor: n=7; Mittelwerte = SEM; ungepaarter t-Test: WT vs. NZO ****
p<0,0001, NZO vs. NZO+Pyk2-Inhibitor * p<0,05)

Bei der indirekten Berechnung der Pulswellengeschwindigkeit in der A. carotis
communis prisentierte sich eine partielle Wiederherstellung der Gefaf3funktion und damit
eine verminderte Gefdfsteifigkeit bei den NZO+Pyk2-Inhibitor. Es konnte im
ungepaarten t-Test ein signifikanter Unterschied zwischen der PWV der WT und der
NZO (p £ 0,0001) sowie zwischen den behandelten und unbehandelten NZO (p < 0,05)
dokumentiert werden. Bei den NZO+Pyk2-Inhibitor lag im Durchschnitt eine PWV von
1,001 m/s vor.
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4.4.3 Erhohte Plasma-Insulinspiegel bei NZO
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Abbildung 23: Signifikant erhéhte Plasma-Insulinspiegel bei NZO

Plasma-Insulinspiegel in WT und NZO mit und ohne Pyk2-Inhibitor. (WT: n=9; NZO: n=7; NZO+Pyk2-
Inhibitor: n=8; Mittelwerte £ SD; ungepaarter t-Test **** p<0,0001, einfaktorielle ANOVA; Tukey Post-
hoc-Test: WT vs. NZO **** p<0,0001, WT vs. NZO+Pyk2-Inhibitor **** p<0,0001, NZO vs. NZO+Pyk2-
Inhibitor p>0,05, ns)

Der ultrasensitive Insulin ELISA diente primdr als diagnostischer Beweis fiir das
Vorliegen einer kompensatorischen Hyperinsulindmie bei peripherer Insulinresistenz der
NZO. Fiir die drei Versuchstiergruppen ergaben sich im Durchschnitt folgende Plasma-
Insulinwerte: WT (n=9) 3,12 ng/ml, NZO (n = 7) 13,87 ng/ml und NZO+Pyk2-Inhibitor
(n = 8) 12,66 ng/ml. Es lagen damit signifikant erhohte Plasma-Insulinspiegel bei den
NZO unabhingig von PF 431396 hydrate im Vergleich zu den WT vor (ungepaarter t-
Test p < 0,0001). Es konnte gezeigt werden, dass die einmalige Pyk2-Inhibitor
Applikation keinen Einfluss auf die quantitative Menge an Plasma-Insulin der

Versuchstiere hatte.
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4.4.4 Expression der teNOS unabhiingig von Pyk2-Inhibition
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Abbildung 24: teNOS Proteinanteil bei NZO unabhiingig von Pyk2-Inhibition

Western Blot Analyse von NZO mit (n=4) und ohne Pyk2-Inhibitor Gabe s. BL (n=4) sowie von eNOS KO
Mausaorten (n=1). Darstellung der Banden von Aktin und teNOS. Markierungen: schwarz=nicht
auswertbar, rot=deutlich eingeschréinkte Qualitéit

Bei der Western Blot Analyse der Aorten ergab sich orientierend der Anhalt fiir eine
einheitliche Expression der teNOS zwischen den NZO mit oder ohne Pyk2-Inhibitor
Applikation. Der Antikdrper anti-teNOS Mouse ergab hinsichtlich der Bande bei 133 kDa
zwischen den behandelten wie unbehandelten NZO keine Unterschiede. Die Gabe des
Pyk2-Inhibitors schien keinen Effekt auf die teNOS zu haben. Bei der Kontrollbande der
eNOS KO zeigte sich kein Signal nach anti-teNOS-Gabe. Es wurden eine eNOS KO
(eNOS K0O3), 4 NZO mit Pyk2-Inhibitor (PykI4 ,5 ,6 ,8) und 4 NZO ohne Pyk2-Inhibitor
(BL2 ,4 ,6 ,7) Mausaorten verwendet, die einzelnen Mausindividuen zuzuordnen sind.
Eine quantitative Analyse der Banden mithilfe von Image Studio Lite 5.0 wurde bei der

eingeschrinkten Qualitét der Banden (s. Abb. 24, Markierungen) nicht durchgefiihrt.
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5 Diskussion
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Abbildung 25: Schematische Darstellung der Ergebnisse

Ex-vivo und in-vivo Versuche konnten initiale Hypothesen beziiglich der endothelialen Funktion
unterstiitzen bzw. widerlegen. (A) Erhaltene endotheliale Funktion bei Nrf2 KO trotz ROS durch
Hochregulation der eNOS-Expression. (B) Endotheliale Dysfunktion bei NZO durch die vorliegende
Hyperinsulindmie. (C) Partielle Wiederherstellung der endothelialen Funktion bei NZO nach Pyk2-
Inhibitor Applikation.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Entwicklung der endothelialen Funktion in
Abhéngigkeit von oxidativem Stress und dem Vorliegen eines Typ-II-Diabetes mellitus
mit Hyperinsulindmie untersucht. Es zeigte sich, dass die Redox-Dysregulation nicht per
se eine endotheliale Dysfunktion im Mausmodell ex-vivo bzw. in-vivo bedingt. Die

Hauptaussagen der vorliegenden Arbeit stellen sich folgendermalen dar:

Bei den Nrf2 KO ergaben sich erstens trotz Dysbalance des zelluldren Redox-Status keine

signifikanten Unterschiede in der Endothel-abhidngigen Vasodilatation, d.h. es lag eine
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vollstdndig erhaltene endotheliale Funktion vor. In diesem Zusammenhang ist ebenso die
in der Arbeitsgruppe dokumentierte Hochregulation der totalen eNOS in den Aorten der

Tiere zu sehen.

Die NZO zeichneten sich zweitens durch eine reduzierte Endothel-abhingige
Vasodilatation und damit eNOS-abhéngige Vasodilatation im Vergleich zu den WT aus,

d.h. es lag eine endotheliale Dysfunktion vor.

Drittens zeigten die NZO+Pyk2-Inhibitor eine partielle signifikante Wiederherstellung
der Endothel-abhingigen Vasodilatation im Vergleich zu den unbehandelten NZO.

Die Ergebnisse machen die Rolle der endothelialen NO-Synthase bei Hochregulation
bzw. Inaktivierung fiir die endotheliale Funktion im Rahmen von Redox-Dysregulation

deutlich.

5.1 Erhaltene endotheliale Funktion bei eNOS-Hochregulation in Nrf2 KO

Der Transkriptionsfaktor Nrf2 spielt eine zentrale Rolle in der Protektion des
Organismus, somit auch des GefdBsystems, gegeniiber oxidativen Schidden durch
Initiierung  antioxidativer  Zielgene mit Bereitstellung von  antioxidativen
Abwehrsystemen. [In-vivo und ex-vivo Versuche haben ergeben, dass eine
pharmakologische Aktivierung von Nrf2 gegeniiber oxidativem und hdmodynamischem
Stress schiitzt, wéhrend bei Fehlen des Transkriptionsfaktors diese positiv-
regulatorischen Effekte ausbleiben [108]. Es ist bekannt, dass es ohne den
Transkriptionsfaktor Nrf2 zu einer erhohten Bildung von ROS im Rahmen von
oxidativem Stress mit oxidativer Modifikation von Zielproteinen, sowie Apoptose, DNA-
Schédden und Lipidproduktion kommt [72, 82, 109]. Bezogen auf die vaskuldre Funktion
wire anzunehmen, dass es bei Fehlen des protektiven Transkriptionsfaktors Nrf2 initial
zu endothelialer Dysfunktion mit dysfunktionaler und destabilisierter eNOS,
verminderter NO-Verfiligbarkeit, erhohter vaskuldrer Steifigkeit und Hypertension
kommt.

Interessanterweise zeigten sich bei den Nrf2 KO trotz Dysbalance des zelluldren Redox-
Status keine signifikanten Unterschiede in der Endothel-abhingigen Vasodilatation nach

ACh-Applikation, somit ergab sich eine vollstdndig erhaltene endotheliale Funktion.
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Conclusiv mit den ex-vivo Untersuchungen konnte in der Arbeitsgruppe eine maximale
Vasodilatation der Arteria iliaca externa der Nrf2 KO in-vivo nach Okklusion des Gefédl3es
mit hochauflésendem Ultraschall im Rahmen von Scherbelastung und flussmediierter
Dilatation dokumentiert werden [110]. Wéhrend der Okklusion kam es jedoch zu einer
paradoxen Reaktion des Iliakalgefdes mit Vasodilatation im Gegensatz zu den WT. Gori
et al. konnten die beschriebene, paradoxe Reaktion bei Okklusion als eNOS-
unabhéngigen Prozess identifizieren, der ROS-und ET-I-abhédngig zu sein scheint [111].
Weiterhin wurde das Ausbleiben vaskulérer Steifigkeit durch eine unverdnderte PWV im
Vergleich zur Kontrollgruppe in der Arteria carotis communis festgestellt. Die
Blutdruckmessung mittels Millar-Katheter bei den Nrf2 KO ergab einen signifikant
erniedrigten systolischen und diastolischen Blutdruck im Vergleich zu den WT. Die
Applikation des spezifischen NOS-Inhibitor ETU in-vivo resultierte im Bezug auf die
Scherbelastung in einer blockierten Vasodilatation nach Okklusion und in einer
deutlichen Zunahme des Blutdrucks [110]. Die Ergebnisse der ex-vivo Untersuchungen
sprechen in ihrer Zusammenschau mit denen in der Arbeitsgruppe gewonnenen in-vivo
Daten fiir eine vollstidndig erhaltene endotheliale Funktion bei den Nrf2 KO.

Bei Uberpriifung der Mediatoren Endothel-abhiingiger Vasodilatation ergaben sich
weiterhin NO,_- und NO;_ -Spiegel dhnlich wie bei WT sowie eine erhaltene NO-
Verfiigbarkeit. Die ¢cGMP-stimulierende Carbachol Applikation ergab eine verstirkte
cGMP-Synthese im Vergleich zum WT, was im Rahmen des NO-Signalweges ein
weiteres Indiz fiir einen durch Kompensation angepasster Organismus ist. Das Vorliegen
von oxidativem Stress wurde in den Aorten der Nrf2 KO durch erniedrigte GSH,
reduzierte Glutathion-Level, auch Glutathion-Disulfid genannt (GSSG), bei erniedrigtem
GSH/GSSG-Quotient, als Pradiktor fiir zelluldren Stress, festgestellt. Die zuletzt
genannten Ergebnisse zu den Nrf2 KO finden sich in der Literatur bestétigt, ebenso
hinsichtlich der reduzierten antioxidativen Enzyme im Rahmen der Glutathion-de-novo-
Synthese [112, 113]. Mdgliche zu Grunde liegende Mechanismen stellen bei vollstdndig
erhaltener endothelialer Funktion vor dem Hintergrund von genuinem Fehlen des
Transkriptionsfaktors Nrf2 eine Adaptation an eine Redox-Dysregulation bzw. eine
Kompensationsreaktion des Organismus dar.

Eine Western Blot Analyse der Arbeitsgruppe konnte in der Tat das Vorliegen einer
eNOS-Hochregulation in den Aorten und Herzen der Nrf2 KO dokumentieren. Eine
posttranslationale Regulation der eNOS durch verdnderte Phosphorylierung an der Ser

1177 konnte bei den Nrf2 KO wiederum nicht festgestellt werden.
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Paradoxerweise konnte sich die vollstdndig erhaltene endotheliale Funktion bei den Nrf2
KO zum Teil durch ein akutes Einsetzen von oxidativem Stress selbst erkldren: Die
Akkumulation von groflen Mengen an ROS ist per se mit vasodilatorischer Wirkung
assoziiert [114, 115] und konnte so zu einer kompensierten Vasodilatation beitragen.
Dieser Zusammenhang konnte ebenso die paradoxe Reaktion bei Nrf2 KO auf Okklusion
der Arteria iliaca interna mit Vasodilatation im Gegensatz zu WT erkldren [111].
Weiterhin ist bekannt, dass durch oxidativen Stress, insbesondere durch
Wasserstoffperoxid, eine eNOS-Uberexpression [76] und ein positiver Effekt auf die
Bioaktivitit beobachtet werden kann [116]. Nicht verwunderlich ist daher, vornehmlich
in frilhen Arteriosklerose-Stadien, dass in betroffenen Gefdflen ebenso eine eNOS-
Uberexpression festgestellt wird [117, 118]. Bei fortgeschrittener Arteriosklerose wird
jedoch bereits eine reduzierte Transkription und/oder erhhte eNOS RNA-Instabilitét
dokumentiert [119]. Erwdhnenswert ist neben der eNOS-Hochregulation durch
oxidativen Stress der Entkopplungsmechanismus der eNOS mit Bereitstellung von ROS
anstelle von NO. Beweise flir das Vorliegen einer funktionalen eNOS bei eNOS-
Uberexpression haben wir jedoch bei den Nrf2 KO in Form einer erhaltenen NO-
Verfiigbarkeit sowie NO,_-und NO;_ — Spiegeln wie bei WT festgestellt. Weiterhin
konnte das Vorliegen einer funktionalen eNOS mittels Gabe des selektiven eNOS-
Inhibitors ETU mit darauffolgender Verschlechterung bis zum kompletten Verlust der
vaskuldren Funktion in der Arbeitsgruppe bestétigt werden. Ebenso liegen Beweise fiir
eine erhaltene NO-Signalkaskade durch eine Erhdhung der NO-sensitiven GC-1-
Expression und verstirkten Carbachol-induzierten ¢GMP Produktion mit eNOS-
Hochregulation vor.

Dariiber hinaus spricht die Endothel-unabhéngige Vasodilatation auf SNP im Organbad
ohne signifikante Unterschiede im Vergleich zur Kontrollgruppe fiir eine erhaltene
Signalkaskade bei Nrf2 KO in der glatten Muskelzelle. Eine Kompensation der
endothelialen Funktion kann jedoch ebenso ursdchlich oder additiv in einer gestorten
Ca2?* -Homoostase, die bereits in Nrf2 KO bei diastolischer Dysfunktion festgestellt
wurde, gesehen werden. In den Herzen der Nrf2 KO wurde eine verminderte SERCA2a-
Expression dokumentiert, die als intrazelluldre Calcium-ATPase an der Regulation von
Kontraktion/Relaxation beteiligt ist. Eine verminderte Kontraktilitdt wurde auch bei
Rechtsverschiebung der Dosis-Reaktions-Kurve auf PHE in isolierten Aortenringen
deutlich; dieses konnte ein Hinweis fiir eine gestorte Ca?t-Homoostase im Endothel der

Aorten sein. Das Fehlen des Transkriptionsfaktors Nrf2 kann gewissermaler ebenso
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direkt eine verstirkte eNOS-Expression bewirken, da die Reduktion von Him, essentiell
fiir die eNOS-Signalkaskade, entféllt [74]. Zusétzlich kdnnte auch ein bisher unbekannter
Mechanismus, der zu einer verminderten Antwort auf vasokonstriktorische Stimuli in den

GefédBen bei Nrf2 KO fiihrt, an der erhaltenen endothelialen Funktion beteiligt sein.

Die eNOS-Hochregulation in den Aorten und Herzen bei funktioneller eNOS im Modell
des Organismus fiir die Adaptation an chronisch oxidativen Stress ist jedoch als fiihrender

Kompensationsmechanismus beim Vorliegen von Redox-Dysregulation zu sehen.

5.2 Signifikante endotheliale Dysfunktion bei metabolischem Syndrom

Es ist bekannt, dass das humane metabolische Syndrom mit einer erhdhten
kardiovaskuldren Morbiditdt assoziiert ist. In diesen Kontext ist die endotheliale
Dysfunktion der NZO, die als polygenetisches Mausmodell fiir das metabolische
Syndrom und fiir Typ-II-Diabetes mellitus gelten, in unseren in-vivo und ex-vivo
Versuchen einzuordnen. Konkret zeigte sich eine reduzierte Endothel-abhingige
Vasodilatation auf ACh, verminderte Scherbelastungs-bedingte Vasodilatation sowie
eine erhohte Gefélsteifigkeit im Vergleich zu den WT.

Das Vorliegen einer endothelialen Dysfunktion in den isolierten Aortenringen mannlicher
New Zealand Obese Inzucht Méuse konnte erstmals im Rahmen dieser Arbeit durch
Organbadversuche dokumentiert werden. Marchesi et al. konnten fiir mesenteriale
Arterien zeigen, dass NZO mit signifikant eingeschrinkter Vasodilatation auf ACh im
Vergleich zu den verwandten NZB reagieren [120].

Die Endothel-unabhéngige Reaktion auf kumulative SNP-Dosen im Organbad ergab im
Post-hoc-Test einzelne signifikante Differenzen zur Kontrollgruppe bei p > 0,05 in der
zweifaktoriellen ANOVA. Man kénnte annehmen, dass sich die heterogene Auspragung
des voll ausgebildeten Typ-II-Diabetes mellitus bei médnnlichen NZO limitierend fiir
unsere Versuche darstellt, was sich potenziell in den einzelnen Signifikanzen im Post-
hoc-Test als Ausreiler abzeichnet. Jedoch macht gerade diese Heterogenitit die
Ahnlichkeit zum humanen Krankheitsbild aus und tritt in den Hintergrund, da die NZO
ein gut dokumentiertes Mausmodell ist. Dariiber hinaus wire zu diskutieren, ob die
einzelnen Signifikanzen im Post-hoc-Test durch den Verlust von antikontraktilem
Potential bei den NZO bedingt sein kdnnten. In weiteren Studien konnte der Nachweis
erbracht werden, dass eine gestorte Calcium-Homdoostase und verminderte NO-

Produktion in koronaren Endothelzellen und der dazugehorigen kontraktilen Einheit im
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Rahmen von Typ-II-Diabetes mellius mit Einfluss auf das antikontraktile Potential
vorliegt [121, 122].

Im Widerspruch dazu konnte das Ausbleiben von signifkanten Unterschieden zwischen
den NZO und den WT auf die Endothel-unabhingige Vasokonstriktion auf PHE gesehen
werden. Andererseits zeigten die Aorten der NZO eine normale vasokonstriktorische
Antwort auf o 1-adrenerge Stimuli.

Daten des vergleichbaren polygenetischen Diabetesmodell der Tallyho Maus kdnnen die
Dokumentation einer endothelialen Dysfunktion im Rahmen der Diabetes-Erkrankung
unterstiitzen [123]. In der zitierten Arbeit zeigt sich in den Mausaorten eine
eingeschrinkte Endothel-abhingige Vasodilatation auf ACh, bei unauffélliger Endothel-
unabhéngiger Vasodilatation auf SNP und signifikant verstirkter Kontraktion auf PHE.
Conclusiv mit den Ergebnissen der ex-vivo Versuche konnte mittels in-vivo
Ultraschallmessung der FMD und der indirekten PWV die endotheliale Dysfunktion in
NZO validiert werden. Eine aufféllige FMD, wie sie in der Arteria iliaca externa der NZO
dokumentiert wurde, spricht gegen eine physiologische Scherbelastungs-bedingte
Vasodilatation, damit gegen eine normale eNOS-abhéngige Vasodilatation, [ 14, 124] und
kann beispielsweise bei Hypertonie vorliegen [125]. Mahmoud et al. konnten ebenso
zeigen, dass eine Hyperinsulinimie eine reduzierte FMD in isolierten humanen
Skelettmuskelarteriolen bedingt [126]. Bei der PWV-Messung, als diagnostisches Mittel
zur Feststellung von GefédB3steifigkeit, war eine deutlich beschleunigte PWV in der A.
carotis communis der NZO im Vergleich zu den WT zu messen. Eine pathologisch
erhohte PWYV bei Erkrankungen wie dem metabolischen Syndrom und Typ-II-Diabetes
mellitus durch Glykierung von Matrixproteinen [88, 127] und GefdBremodeling bei
arteriosklerotischen Verdnderungen ldsst Riickschliisse auf das kardiovaskuldre Risko
ziehen [128, 129].

Ubereinstimmend mit den bisherigen Ergebnissen zur vaskuliren Funktion zeigte sich in
einer vorausgehenden Arbeit eine kardiale Dysfunktion in den NZO mit signifikant
reduzierter Ejektionsfraktion und linksventrikuldrer Hypertrophie als Zeichen fiir ein
Remodeling im Rahmes eines Typ-II-Diabetes mellitus [130].

Weiterhin konnte die verminderte teNOS-Expression der NZO in der quantitativen
Analyse eines reprisentativen Western Blots die Aussage der endothelialen Dysfunktion
als definitionsgemdBer Riickgang der NO-Bioverfiigbarkeit u.a. bedingt durch eine

verdnderte eNOS-Expression bzw. -Prisenz unterstiitzen. In Zusammenhang mit einer
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fettreichen Diit konnten Balwierz et al. ebenso eine Verminderung der eNOS-Expression
in NZO zeigen [131].

Andererseits kann eine endotheliale Dysfunktion ebenso mit einer vermehrten Expression
bei einer jedoch non-funktionalen eNOS assoziiert sein [132], wenngleich sich diese
Verdnderung infolge von oxidativem Stress mit ROS [76] darstellt. In den

Mesenterialgefdlen der NZO wurde bereits eine endotheliale Dysfunktion durch einen

eNOS—-Dimer

verminderten ——
eNOS—Monomer

-Quotient gezeigt [120]. Der verminderte eNOS-Quotient,

damit verminderte Dimerisation, spricht in den peripheren Mesenterialgefa3en fiir eine
reell non-funktionale, entkoppelte eNOS.

Im Rahmen des ultrasensitiven Insulin ELISA bestitigte sich fiir die NZO eine
Hyperinsulindmie als transientes Charakteristikum des Typ-II Diabetes bei
Insulinresistenz. Es wurden signifikant erhdhte Plasma-Insulinspiegel von 9,2 — 22,6
ng/ml bei 20 Wochen alten NZO im Vergleich zur Kontrollgruppe (1 - 6,8 ng/ml)
verzeichnet. Bereits wenige Wochen nach Geburt ist das Auftreten von erhohten Insulin-
Spiegeln z.T. von 4 - 16 ng/ml, im Vergleich zu 1-3 ng/ml bei der Kontrollgruppe,
gesichert [133, 134]. Mit der Dokumentation einer relevanten Hyperinsulindmie in den
NZO ergab sich dariiber hinaus das relevante Kriterium zur Untersuchung der Annahme
eines eNOS-modulierenden Effektes.

Zusammenfassend korreliert die Datenlage hinsichtlich der (kardio-)vaskuldren Funktion
von NZO mit den Ergebnissen dieser Arbeit. Hinsichtlich der dokumentierten
endothelialen Dysfunktion unserer NZO stellt sich die Frage, ob bei der multifaktoriellen
Genese des Typ-II-Diabetes mellitus die Hyperinsulindmie eine mal3gebliche Rolle fiir
die endotheliale Funktion spielt. Nicht auszuschlieBen ist, dass im Rahmen der
multifaktoriellen Grunderkrankung Hyperglykdmie und Dyslipiddmie iiber zahlreiche
biochemische Mechanismen der Redox-Dysregulation an der endothelialen Dysfunktion
beteiligt sind. Redox Dysregulation, im Organismus oft als oxidativer Stress bezeichnet,
duBert sich als ROS-Formation [85, 86], Induktion von proinflammatorischen
Signalwegen via Proteinkinase C [135-137] und NFkB [87]; oxidativer Stress hat unter
anderem eine reduzierte eNOS-Aktivitit [75] sowie reduzierte NO-Freisetzung [138] zur
Folge.

Abschliefend erwieB3 sich die NZO Maus als geeignetes Modell zur Beantwortung
unserer Fragestellung beziiglich des Einflusses von Typ-II-Diabetes mellitus mit

Hyperinsulindmie auf die vaskuldre Funktion.
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5.3 Positive Wirkung des Pyk2-Inhibitors auf die eNOS-Aktivitit

Fisslthaler et al. konnten eine inhibitorische Wirkung der Hyperinsulindmie auf die
Aktivitdit der eNOS via Pyk2, und damit indirekt auf die endotheliale Funktion,
dokumentieren [64].

Nach Applikation des Pyk2-Inhibitors PF 431396 hydrate konnte in dieser Arbeit bei den
behandelten NZO eine partielle, jedoch signifikante Wiederherstellung der Endothel-
abhéngigen Vasodilatation im Vergleich zu den WT festgestellt werden. Indessen hatte
die Pyk2-Inhibition weder direkten Einfluss auf die Hyperinsulinimie noch auf die
teNOS in den Aorten der NZO, wie im ultrasensitiven Insulin ELISA und bei der Western
Blot Analyse dargelegt wurde.

In den in-vivo und ex-vivo Versuchen zeigte sich eine verbesserte vaskuldre Funktion und
eine verminderte GefdBsteifigkeit nach Applikation des Pyk2-Inhibitors. Die Erholung
der endothelialen Dysfunktion bei behandelten NZO ergab sich bei den
Aortenringversuchen erst bei hoheren kumulativen ACh-Konzentrationen im Vergleich
zu den WT. Signifikante Unterschiede waren bei hohen ACh-Konzentrationen ebenso
vereinzelt von den NZO+Pyk2-Inhibitor zu den unbehandelten NZO festzustellen. Auf
kumulative SNP-und PHE-Dosen ergaben sich nur einzelne geringfiigige Unterschiede
zu den Vergleichstiergruppen im Organbad, was bei Interaction p > 0,05 potenziell als
Ausreifler bei heterogenem Phénotyp zu sehen ist.

Conclusiv zu den ex-vivo Ergebnissen zeigte sich ebenso eine partielle Wiederherstellung
der Endothel-abhéngigen Funktion nach Pyk2-Inhibitor Gabe im Vergleich zu den
unbehandelten NZO mittels FMD und PWV. Bei der Bestimmung der PWV ergab sich
fir die behandelten NZO eine verringerte PWV, die einer Normalisierung des

Blutdruckes unter Pyk2-Inhibition entspricht.

Die Ergebnisse nach Gabe des Pyk2-Inhibitors stiitzen die Aussage der Arbeit von
Fisslthaler et al., die von einem negativ-regulatorischen Effekt der Hyperinsulindmie auf
die eNOS ausgeht. Hierbei soll es liber Aktivierung der Pyk2 zur posttranslatorischen
Phosphorylierung der Tyr 657 mit Inhibition der eNOS kommen.

In der Tat ergab eine verminderte Pyk2-Expression via siRNA eine Erholung der eNOS-
Aktivitdt konkordant zu den ex-vivo/ in-vivo Versuchen nach Applikation des Pyk2-
Inhibitors [64]. Viswambharan et al. kommen in einem transgen Mausmodell mit

Endothelium-spezifischen Uberexpression des Insulinrezeptors (hIRECO), und damit
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einer selektiven Verstirkung des Insulinsignalwegs PI 3-K /Akt, dquivalent zur
Hyperinsulidmie in der Arbeit von Fisslthaler et al. zu der Aussage einer reduzierten
eNOS-Aktivitdt bei erhohter Pyk2-Aktivitdt bzw. Expression. Akt-1-, NADPH-Oxidase
2- und Superoxid-bedingt, also bedingt durch v.a. oxidativen Stress, konnte in der
zitierten Arbeit eine Pyk2-Hochregulation mit Phosphorylierung von Tyr 657 an der
eNOS dokumentiert werden [139].

Im murinen Modell mit fettreicher Didt wurde eine deutlich erhdhte Expression und
Phosphorylierung von Pyk2 festgestellt [140], was ebenso fiir das NZO Mausmodell zu
erwarten ist, und was den positiven Effekt des Pyk2-Inhibitors auf die eNOS-Aktivitat
dariiber hinaus erklaren konnte.

Wang et al. konnten im Mausmodell zeigen, dass eine Hyperinsulinimie zu einer
gesteigerten Expression des Transkriptionsfaktors Kriippel-like factor 5 (KLFS5) mit
negativer Regulation der eNOS-Transkription und folglich niedrigen eNOS-Leveln fiihrt
[141]. Mit KLF5 als aktivierenden Transkriptionsfaktor der Angiogenese und des
Remodeling gébe es neben der Pyk2 eine weitere Signalkaskade, die bedingt durch
Hyperinsulindmie Einfluss auf die eNOS, hier im Sinne transkriptionaler Verdnderungen,
nimmt.

Dass Insulin dariiber hinaus einen positiv-regulatorischen Effekt auf die eNOS {iber eine
Stimulation der Akt-1 ausiibt und diese Ser 1177 an der eNOS aktiviert [64, 142], kommt
bedingt durch einen verminderten Elektronenfluss iiber die eNOS nicht zum Tragen;
insgesamt steht damit die Inhibition bzw. verminderte Aktivitét der eNOS durch Pyk2 im
Vordergrund [64]. Die Verbesserung der Endothel-abhingigen Relaxation nach
pharmakologischer Pyk2-Inhibition in dieser Arbeit, kdnnte man mit einer iiberwiegend
positiv-regulatorischen Insulin-Signalkaskade {iber Ser 1177 bei partieller Erholung der
endothelialen Funktion erkldren. Hyperinsulindmie als Kennzeichen von Insulinresistenz
bei den NZO scheint demnach die dokumentierte endotheliale Dysfunktion jedenfalls

(mit) zu bedingen.

Im Hinblick auf den verwendeten Pyk2-Inhibitor PF 431396 ist bekannt, dass, bezogen
auf die jeweilige IC5q, FAK mehr als Pyk2 inhibiert wird und FAK einen protektiven
Einfluss auf kardiale Myozyten aufweist [143]. Pyk2 und FAK, zugehorig zu derselben
Familie von cytosolischen Tyrosin-Kinasen, sollen weiterhin iiber bis zu 45%
iibereinstimmende Aminosdure-Sequenzen und dhnliche Domine-Strukturen, wie die

Tyrosin Kinase Doméne, verfiigen [144]. Andererseits konnten Bibli et al. mithilfe von
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siRNA bei Pyk2-Knockout dhnliche Ergebnisse wie bei pharmakologischer Pyk2-
Inhibition erzielen [65]. Eine parallele Inhibition von FAK neben Pyk2 mit Einfluss auf
die endotheliale Funktion, die {iber die Wirkung von Pyk2 hinaus relevant ist, ist somit
ausgeschlossen.

Nicht ausgeschlossen werden kann, dass die Manipulation der Pyk2 auch auf andere
Weise als tliber die Tyr 657 die endotheliale Funktion positiv-regulatorisch beeinflusst, da
Pyk2 an zahlreichen intrazelluldren Signalwegen beteiligt ist. Die Kinase Pyk2 wird
neben Insulin obgleich ebenso durch erhohte intrazelluldre Ca?* -Konzentrationen [145],
inflammatorische Signale wie Interleukine, B-Zellen [146] und Agonisten von G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren, z.B. Angiotensin II [147] aktiviert.

Es wurde festgestellt, dass bei Pyk2 (-/-) Tieren verminderte B-und T-Zell Antworten
vorlagen, welches bei Autoimmunitit der NZO Méuse mit Autoantikorper gegen den
Insulin-Rezeptor relevant ist [148]. Angenommen die Autoantikdrper sind an der
Insulinresistenz und der gestorten Insulin-mediierten Vasodilatation der NZO beteiligt,
so wiirde der Pyk2-Inhibitor diese Wirkung autheben und ebenso die gestorte Insulin-
mediierte Vasodilatation mit beeinflussen. Die Monozyten- und Makrophagen-Migration
ist bei Pyk2 (-/-) Midusen ebenso gestort, welches einen positiven Effekt auf die
endotheliale Funktion bei oxidativem Stress und Gefdfremodeling mit Arteriosklerose
im diabetischen Modell hitte [148]. Andererseits muss man annehmen, dass die
Mechanismen bei Pyk2 (-/-) Tieren und der pharmakologischen Pyk2-Inhibition sich
unterscheiden, da es sich um eine chronisch im Vergleich zu einer einmaligen
Manipulation handelt. Beziiglich der Pyk2-Wirkung auf den Glucosestoffwechsel im
Zusammenhang mit dem Endothelin-I(ET-I)-Signalweg soll es einen biphasischen
Verlauf geben: Bei akuter ET-I-Exposition, in-vitro in Insulin-sensitiven Geweben sowie
weiterhin dokumentiert in-vivo in Ratten und Menschen [149], soll es zu Pyk2-
Phosphorylierung [150] mit einem verbesserten Glucosetransport und GLUT4
Translokation kommen [150, 151], wihrend die verlingerte Exposition zum
gegenteiligen Effekt mit Insulinresistenz fiihrt [152, 153]. Fiir Typ-II-Diabetes mellitus
und das humane metabolische Syndrom sind allgemein erhohte ET-I-Spiegel bekannt
[154, 155], und die Wirkung der langfristigen Exposition mit ET-I als moglicher Ausldser
von Insulinresistenz zu erwarten. Demnach konnte iiber die Pyk2-Inhibition die negativ-
regulatorische Wirkung von ET-I auf die Glucose-Homdostase und damit der Einfluss
der Insulinresistenz verringert und die physiologische vasodilatatorische Wirkung von

Insulin tiberwiegen.
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Uber die festgestellte partielle Erholung der Endothel-abhiingigen Vasodilatation hinaus
konnte man annehmen, dass es nach Pyk2-Inhibition zu einem verbesserten
Glucosetransport und GLUT4 Translokation und damit zur Erholung der gestorten
Glucose-Homoostase bzw. Hyperinsulindmie, kommt. Weiterhin kann man sich
vorstellen, dass die Pyk2-Inhibition auch einen Effekt auf die bei oxidativem Stress
hochregulierte TNFou und AT-II hat, die tiber Pyk2-Induktion zu einer Inhibition der
eNOS-Aktivitdt fithren [140]. Andererseits wurden in den NZO in unserer Arbeitsgruppe
keine Unterschiede im Vergleich zu den WT beziiglich der TNFa Level festgestellt.

Als alternativen Weg der Wiederherstellung der endothelialen Funktion ist die PKC-
Inhibition zu sehen, da PKC bei diabetischen Zustinden erhoht ist. Es konnte bereits bei
PKC-Inhibition eine verstirkte eNOS-Genexpression in murinen Versuchen und am
Patienten erfolgreich dokumentiert werden [93, 135]. Sulforaphan bzw. sein
synthetisiertes Analogon Triterpenoid wiederum soll die Redox-Dysregulation im
Rahmen von Typ-II-Diabetes mellitus durch Aktivierung des Transkriptionsfaktors Nrf2
und der damit verbundenen ARE-Genexpression [156, 157] herbeifithren und damit die
endotheliale Dysfunktion beseitigen. Der eingesetzte Pyk2-Inhibitor kann im Rahmen
dieser Modulatoren der endothelialen Funktion gesehen werden, auch wenn er, wie
anzunehmen ist, neben der positiv-regulatorischen Wirkung auf die eNOS auch an

weiteren Signalkaskaden mit Verbesserung der vaskuldren Funktion beteiligt ist.

Insgesamt kann man nach Pyk2-Inhibition im NZO Mausmodell von einem positiven
Einfluss auf die vaskuldre Funktion und auf die eNOS-Aktivitit sprechen. Wenngleich
der Beweis einer verdnderten eNOS-Phosphorylierung hinsichtlich Tyr 657 oder Ser
1177 im Rahmen einer Western Blot Analyse nicht ausreichend nachgewiesen werden
konnte. Mit Blick auf die Ergebnisse scheint es sich bei der Inhibition der Kinase Pyk2
um eine spezifische Moglichkeit zu handeln, um die Aktivitit der eNOS und damit auch

die endotheliale Funktion im Rahmen einer Hyperinsulindmie positiv zu beeinflussen.

Abschliefend kann man sagen, dass eine vollstindige Wiederherstellung der
endothelialen Funktion nach Pyk2-Inhibitor Applikation in NZO nicht gelingen kann, da
bei der multifaktoriellen Erkrankung neben dem negativ-regulatorischen Effekt der

Insulin-vermittelten Signalkaskade weitere Faktoren von Bedeutung sind.
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5.4 Konzeptionelle Erwigungen

Als Kontrollgruppe fiir die NZO kamen die WT, die sogenannten C57BL/6J Méause, und
New Zealand Black Méuse (NZB) grundsétzlich in Frage. Die New Zealand Black Maus
(NZB) ist eine von Bielschowsky 1948 durch Inzucht erzeugte Maus aus demselben
Auszuchtstamm wie die NZO [158] und ihr ndchstverwandter Stamm. Bei NZB liegen
eine Normoglykédmie und Normoinsulindmie, jedoch ebenso eine Hypercholesterindmie,
eine geringer ausgeprigte Obesitit als bei NZO, Hypertension sowie spontane
Autoantikorper vor. Da jedoch zwingend gesunde Tiere ohne kardiovaskuldre
Risikofaktoren als Kontrollgruppe fiir die NZO benétigt wurden, entschieden wir uns fiir
die C57BL/6J Black 6 Maus als normometabolische Vergleichsgruppe.

Die NZO mit der C57BL/6J Black 6 Maus als Kontrollgruppe erwieB3 sich als geeignetes
Modell zur Beantwortung unserer Fragestellung beziiglich des Einflusses von Typ-II-

Diabetes mellitus auf die vaskuldre Funktion.

Bei FMD und PWYV handelt es sich um potente nicht-invasive Methoden zur Darstellung
der vaskuldren Funktion. Die Ergebnisse kdnnen jedoch bei den anisthesierten Mausen
u.a. durch die Erfahrung des Sonographeurs, die Auswertung der Rohdaten, die
Umgebungstemperatur bei grofer Korperoberfliche der Tiere und die Anisthesie
beeinflusst werden. Schlussendlich gewihrleisten standardisierte Versuchsabldufe und
ein geiibter sowie differenzierter Umgang mit den sonographischen Methoden die

Qualitét der Ergebnisse.

6 Schlussfolgerungen

Lange Zeit war die biochemische Rolle der Endothelzellen bei der Vasodilatation und
damit auch die Rolle der eNOS nicht bekannt. Erst durch Arbeiten von Furchgott und
Zawadzki 1980 wandelte sich das Verstdndnis fiir das Endothel, das ACh-induziert eine
Endothel-abhéngige Vasodilatation erméglicht. Die in diesem Zusammenhang relevante
NO-Synthase wurde schlieBlich 1989 von Moncada et al. erkannt [32]. Die vorliegende
Arbeit tragt zum Verstindnis bei, welchen Einfluss die Redox-Dysregulation in Form von
Hyperinsulindmie und chronisch oxidativem Stress auf die endotheliale Funktion und

damit auf die Rolle der eNOS ausiibt.
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Im Rahmen von Typ-II-Diabetes mellitus begiinstigen Hyperglykdmie und
kompensatorisch Hyperinsulindmie die Entstehung einer endothelialen Dysfunktion als
ersten Schritt der Gefdllschddigung. Es ist bekannt, dass Typ-II-Diabetes mellitus mit
einer fiinf bis zehn Jahre reduzierten Lebenserwartung, insbesondere aufgrund der
kardiovaskuldren mikro- und makrovaskuldren Folgekomplikationen, einhergeht. Die
frithzeitige Diagnose eines Typ-II-Diabetes mellitus sowie strukturierte jdhrliche
Screenings sind daher als Pravention vor Endstadien wie Erblindung, Nierenversagen als
auch koronarer Herzerkrankung zu sehen. Initial kann eine Umstellung des Lebensstils
mit u.a. kdrperlicher Aktivitdt und Didten eingeleitet werden, wobei ein Ausbleiben von
Therapieerfolgen jedoch zumeist die medikamentose Einstellung von Blutdruck,
Blutzucker, Lipiden notwendig macht. Im Rahmen der Sekundérprévention bei Typ-II-
Diabetes mellitus Patienten werden Statine, ACE- oder Angiotensinrezeptor-Inhibitoren
sowie zusitzliche Antihypertensiva erfolgreich eingesetzt, um das Risiko fiir die
Entstehung bzw. einen Progress vaskuldrer Komplikationen zu senken.

Vor diesem Hintergrund ist die partielle Wiederherstellung der Endothel-abhédngigen
Funktion auf Pyk2-Inhibition im Diabetes-Mausmodell als potenzieller Therapieansatz
zu werten. Auswertungen von 11 prospektiven Studien ergaben eine Assoziation einer
Hyperinsulindmie mit hoher kardiovaskuldrer Mortalitdit in Ménnern und Frauen
unabhingig von anderen Risikofaktoren [92]. Basierend auf den Erkenntnissen von
Fisslthaler B. et al., die einen inhibitorischen Einfluss der Hyperinsulindmie auf die
Aktivitdt der eNOS via Pyk2 dokumentierten, scheint die Gabe des Pyk2-Inhibitors einer
endothelialen Dysfunktion jedenfalls bei unseren ca. 20 Wochen alten NZO
entgegenzuwirken. Auch wenn sich die vaskuliren Komplikationen bei dieser
multifaktoriellen Erkrankung selbstverstidndlich nicht nur auf den untersuchten Effekt der
Hyperinsulindmie via Pyk2 begrenzen lassen, ist bei Pyk2-Inhibition eine vaskuldre
Verbesserung im NZO Mausmodell sichtbar. Die partielle Wiederherstellung der
endothelialen Funktion nach Pyk2-Inhibition stellt einen Mechanismus zur selektiven
Modulation der eNOS und damit auch einen vielversprechenden Therapieansatz bei
endothelialer Dysfunktion im Rahmen der Sekundérpravention bei Typ-II-Diabetes
mellitus zur Minimierung kardiovaskulirer Ereignisse dar. Eine pauschale Ubertragung
muriner auf humane Prozesse u.a. bei Unterschieden im Bereich des Immunsystems [159,
160] sollte jedoch kritisch betrachtet werden.

Bei steigender Inzidenz von Typ-II-Diabetes mellitus Neuerkrankungen stehen in den

kommenden  Jahrzehnten in  der  diabetologischen = Versorgung  grofle
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gesundheitspolitische und gesellschaftliche Herausforderungen, bei im Gegenzug
zunehmendem Verstindnis der biochemischen Zusammenhénge, an.

Neben Typ-II-Diabetes mellitus als kardiovaskuldren Risikofaktor sind auch
Hypertension, Hypercholesterinimie und Nikotinabusus mit oxidativem Stress assoziiert.
Bei einem Ungleichgewicht zwischen pro— und antioxidativen Abwehrsystemen,
definiert als oxidativer Stress, kommt es zur Initiierung bzw. dem Progress
kardiovaskuldrer ~ Erkrankungen. In  diesem Zusammenhang nimmt der
Transkriptionsfaktor Nrf2 eine Schliisselrolle bei der Regulation von pro- und
antioxidativen Abwehrsystemen ein.

In der vorliegenden Arbeit konnte fiir das Nrf2 KO Mausmodell fiir chronisch oxidativen
Stress bei Nrf2-Gendeaktivierung zwar eine Redox-Dysregulation bestdtigt, gleichwohl
eine erhaltene endotheliale Funktion paradoxerweise dokumentiert werden. Anhand der
parallel vorliegenden eNOS-Hochregulation in Herzen und Aorten von Nrf2 KO wird die
Rolle der eNOS bei der Erhaltung der endothelialen Funktion deutlich. Diese eNOS-
Hochregulation ldsst eine Vielzahl bisher unbekannter Mechanismen hinter der Erhaltung
der endothelialen Funktion im Rahmen von Redox-Dysregulation vermuten. Durch die
Ergebnisse im Nrf2 KO Mausmodell wird deutlich, dass Nrf2-abhingige Signalwege
nicht nur relevant fiir Redox-Dysregulation sind, sondern ebenso direkt auf die (kardio-)
vaskuldre Funktion Einfluss nehmen. Bei kardiovaskuldren Erkrankungen als fiihrende
europaweite ~ Todesursache  trotz  therapeutischer =~ Meilensteine  ist  die
Grundlagenforschung, insbesondere hinsichtlich des Einflusses von chronisch
oxidativem Stress auf die vaskuldre Funktion, von gro3er Bedeutung. In der vorliegenden
Arbeit konnte die Relevanz der eNOS als wichtiger Aspekt in der Genese vaskulérer

Erkrankungen aufgezeigt werden.
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