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Vorausgegangene Arbeiten und Eigenanteil

Die Versuche dieser Arbeit waren Teil einer gemeinsamen Arbeit der Arbeitsgruppe um Dr.
med. Jan Philipp Minol. Die Tierversuche wurden von Dr. med. Jan-Philipp Minol
durchgefiihrt. Eine vorausgegangene Promotionsarbeit ,,Lokale Gefid3degeneration durch
reaktive Sauerstoffspezies - Die fokale Applikation von reaktiven Sauerstoffspezies im
Tiermodell“ von Dr. med. Isabella Reinsch, 2018, untersuchte bereits grundlegend
morphologische Verdnderungen der infrarenalen Aorta infolge des Einflusses reaktiver
Sauerstoffspezies. Im Gegensatz dazu sollen in der vorliegenden Arbeit detaillierte

Untersuchungen mogliche Kausalmechanismen kléren.

Die Bildaufnahmen der Rasterelektronenmikroskopie wurden von A. Leferink, Abteilung
fiir Geweberegeneration, MIRA Institut, Universitit Twente, Enschede, Niederlande
durchgefiihrt. Alle weiteren hier dargestellten Analysen und Untersuchungen wurden von

mir selbststiandig erstellt.



Zusammenfassung

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) spielen eine zentrale Rolle in der Entstehung
degenerativer Gefallerkrankungen. Die meisten in-vivo Modelle hierzu nutzen enzymatische
oder erndhrungsbedingte Mechanismen und haben oftmals systemische Nebenwirkungen,
die eine isolierte Betrachtung der ROS-Effekte erschweren. In dieser Arbeit wurde in-vivo
durch eine photodynamische Reaktion (PDR) unter der Verwendung von Bengalrot und
Laserstrahlung fokal eine ROS-vermittelte degenerative Gefaflldsion erzeugt. Ziel dieser

Arbeit war eine detaillierte Analyse dieser Lésion hinsichtlich mdglicher Wirkmechanismen.

Minnliche Wistar-Ratten erhielten eine Injektion mit Bengalrotlosung (40 mg/kg
Korpergewicht). AnschlieBend wurde die Bauchaorta nach einer medianen Laparotomie fiir
60 Minuten mit griinem Laser (543 nm; cw; 1 mW) bestrahlt (ROS-Gruppe). Die Tiere der
Kontrollgruppe erhielten nur die Laserbestrahlung ohne Bengalrot-Injektion. Bengalrot
allein hat kaum systemische Wirkungen, in Kombination mit einem Laser der Wellenlédnge
543 nm wird hingegen eine photodynamische Reaktion induziert, bei der sich reaktive
Sauerstoffspezies, vor allem Singulett-Sauerstoff (!O2) und Superoxid-Anionen (Oy),
bilden. Eine Woche vor der Intervention bis zum Zeitpunkt t = 28 Tage nach dieser wurden
die Tiere mit einer pro-degenerativen Didt aus 1,5 % Dikalziumphosphat, 2 % Cholesterin
und 300.000 IU/kg Vitamin D gefiittert. Untersucht wurden die Aorten nach 0, 2, 4, 8, 28
und 56 Tagen (n = 5). Mittels Rasterelektronenmikroskopie wurde die intimale
GefdBloberfliche des bestrahlten GefdBBabschnittes untersucht. Weiterhin erfolgten
immunhistochemische Untersuchungen, um den Umfang des oxidativen Stresses (3-
Nitrotyrosin), des oxidativen DNA-Schadens (8-Oxoguanin) sowie der Apoptose (Caspase

3) zu bestimmen.

In der ROS-Gruppe bildete sich unmittelbar (t = 0) ein Thrombus, der in der
Rasterelektronenmikroskopie nachweisbar war und sich spdtestens nach acht Tagen
aufgelost hatte. Gleichzeitig lieB3 sich an Tag 0 die hochste Konzentration des oxidativen
Stress-Surrogats 3-Nitrotyrosin messen und an Tag 2 der groBte Umfang an oxidativ
erzeugten DNA-Schiden. An Tag 56 zeigte die GefdBwand der ROS-Gruppe in der
Rasterelektronenmikroskopie eine deutliche Verdickung mit intakter Endothelschicht. Die
anderen Analysen zeigten keine deutlichen Unterschiede zwischen den Gruppen. Zu keinem

Zeitpunkt kam es zu einer gesteigerten Apoptose.



Die Anwendung von Bengalrot und Laser erzeugt {iber Metabolite des oxidativen Stresses
eine fokale GefiaBdegeneration. Diese weist sowohl in ihrer Entstehung auf molekularer
Ebene als auch in ihrer Morphologie atherosklerose-dhnliche Merkmale auf. Allerdings
finden sich auch Unterschiede zur Atherosklerose, wie der fehlende Nachweis von Apoptose
und das Fehlen eines Lipidkerns. In Zukunft konnte das Modell genutzt werden, um ohne
systemische Nebenwirkungen Gefalldsionen zu erzeugen und anschlieBend Konzepte zur

Therapie von Gefdl3degenerationen zu testen.
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Summary

Reactive oxygen species (ROS) play a central role in the development of degenerative
vascular diseases. Most known in-vivo models use enzymatic or diet-related mechanisms
and often have unwanted systemic side effects, that make it difficult to assess ROS effects
on its own. In this study, a degenerative vascular lesion was focally created in vivo by a
photodynamic reaction, using rose bengal and laser radiation. The aim of this work was a

detailed analysis of the lesion regarding its mechanism of action.

Male Wistar rats received an injection with rose bengal solution (40 mg / kg body weight).
Afterwards the abdominal aorta was irradiated with a green laser (543 nm; cw; 1 mW) for
60 minutes after a median laparotomy (ROS group). The animals of the control group
received only the laser irradiation without rose bengal injection. Rose bengal alone has
hardly any systemic effects, but in combination with a laser with a wavelength of 543 nm a
photodynamic reaction is started in which reactive oxygen species, especially singlet oxygen
('0») and superoxide anions (O2’), are formed. One week before the intervention until t =
28d after, the animals were fed a pro-degenerative diet of 1.5% dicalcium phosphate, 2%
cholesterol and 300.000 IU / kg vitamin D in addition to the standard chow. Specimens of
the aorta were examined after 0, 2, 4, 8, 28 and 56 days (n = 5). The intimal vessel surface
of the irradiated vessel segment was examined using scanning electron microscopy.
Immunohistochemical examinations were carried out to determine the extent of oxidative

stress (3-nitrotyrosine), oxidative DNA damage (8-oxoguanine) and apoptosis (caspase 3).

In the ROS group a thrombus formed immediately (t = 0) which was detectable by scanning
electron microscopy and which had resolved after eight days at the latest. At the same time,
the highest concentration of the oxidative stress surrogate 3-nitrotyrosine was measured on
day 0 and the greatest amount of oxidative DNA damage was measured on day 2. On day
56, the vessel wall of the ROS group showed a significant thickening in the scanning electron
microscopy with intact endothelial layer. The other measurements did not show any

noticeable differences between the groups. At no point did apoptosis increase.

The use of rose bengal and laser generates focal vascular degeneration via metabolites of
oxidative stress. This has atherosclerosis-like characteristics both in its formation at the
molecular level and in its morphology. However, there are also differences to

atherosclerosis, such as the lack of evidence of apoptosis and the lack of a lipid core. In the
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future, this model could be used to create vascular lesions without systemic side effects and

to test therapeutic concepts against vascular degeneration.
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1 Einleitung

1.1 Degenerative Gefiflerkrankungen und Atherosklerose

Epidemiologie

Im Jahr 2016 starben laut World Health Organisation (WHO) 17,9 Millionen Menschen an
den Folgen kardiovaskuldrer Erkrankungen, zu denen Herzinfarkte und ischdmische
Hirninfarkte zéhlen. Degenerative GefdBerkrankungen sind mit einem Anteil von 31%
weltweit die hiufigste Todesursache (WHO, 2017). Als Risikofaktoren nennt die American
Heart Association unter anderem Tabakrauchen, Bewegungsmangel, ungesunde Erndhrung,
Fettleibigkeit, hohe Blutfettwerte und arterielle Hypertonie. Allein in den Vereinigten
Staaten von Amerika erleiden jédhrlich circa 795.000 Menschen einen ischdmischen
Hirninfarkt und alle vier Minuten stirbt durchschnittlich ein Mensch an dessen Folgen. Die
Priavalenz von Herzinfarkten lag in den USA 2013 bei 1.184 pro 100.000 Einwohner
(Benjamin et al., 2017).

Um das Auftreten von Spétfolgen degenerativer Gefa3erkrankungen wie der Atherosklerose
zu senken, spielen Pravention und frithzeitige Therapie eine wichtige Rolle. Ein besseres
Verstindnis der genauen molekularen Mechanismen der Entstehung degenerativer

Gefallerkrankungen konnte zu einer besseren Therapierbarkeit in der Friithphase beitragen.

Atherosklerose

Eine gesunde Arterie besteht aus drei Schichten, die das Lumen konzentrisch umschliefen:
Tunica intima, Tunica media und Tunica adventitia. Die einzelnen Schichten sind durch
elastische Schichten voneinander abgegrenzt. Das Endothel stellt die luminale Oberfléche
dar und gehort zur schmalen Tunica Intima, die im gesunden Zustand sonst nur aus der

Basallamina und der Lamina elastica, welche die Grenze zur Tunica media darstellt, besteht.

Die Atherosklerose ist eine degenerative Erkrankung der arteriellen Gefdfle und fiihrt zu
charakteristischen Verdnderungen in der GefaBwand. Insgesamt unterscheidet das klassische
Modell der Atherosklerose von Stary et al. aus dem Jahr 1995 sechs verschiedene
Lasionstypen. Die Atherosklerose beginnt mit einer Typ-I-Lédsion und kann unter

bestimmten Bedingungen bis zur Typ-V oder Typ-VI-Lasion fortschreiten (Stary et al.,
1



1995). Bis heute wird iiber die genauen Entstehungsmechanismen degenerativer
Gefédflerkrankungen wie der Atherosklerose diskutiert. Ross et al. formulierten die Response-
to-injury Hypothese. Thr zufolge ist der initiale Schritt der Gefa3degeneration die Verletzung
eines Gefiafles und die anschlieBende Einwanderung von glatten Muskelzellen aus der Tunica

Media in die Intima (Ross and Glomset, 1976).

Stary et al. belegten, dass eine atherosklerotische Lésion jedoch hauptsidchlich durch die
initiale Einlagerung von Lipoproteinen aus dem Blutplasma in die GefaBintima und die
darauffolgenden Zellreaktionen entsteht. Eine solche Einlagerung von Lipoproteinen wird
Typ I Léasion oder initiale Lasion genannt. Durch die weitere Akkumulation von
Lipoproteinen, vor allem von Cholesterin, kann die Lésion wachsen. Aktivierte oder
verletzte Endothelzellen locken iiber Adhédsionsmolekiile Leukozyten an, welche in die
Intima einwandern und gemeinsam mit ausgeschiitteten Wachstumsfaktoren fiir eine
Verbreiterung der Tunica intima sorgen (Stary et al., 1994). Hauptsdchlich wird das
Fortschreiten der Gefda3degeneration durch mechanische Kréfte bestimmt, vor allem durch
geringe Scherkrifte. Die grolen Einflussfaktoren der fortschreitenden GefaBdegeneration

sind Hyperlipiddmie, Hypercholesterindmie und Bluthochdruck.

In weiteren Stadien lagern sich extrazelluldre Lipidtropfchen zwischen den in die Intima
eingewanderten glatten Muskelzellen ein und akkumulieren zu einem Lipidkern, welcher
auch Atherom (altgriechisch fiir Weizengriitze) genannt wird und Verkalkungen aufweisen
kann. Die Verdickung der GefiaBwand durch das Atherom fiihrt vor allem zu einem
exzentrischen, stenosierenden Wachstum des Gefdfles und stellt eine fortgeschrittene
Atherosklerose dar. Fortgeschrittene atherosklerotische Lasionen konnen jederzeit einreiflen
und zu einem lokalen Himatom oder zur Bildung eines Thrombus fiihren (Stary et al., 1995).
Wichtige Ursachen fiir die Progression fortgeschrittener atherosklerotischer Lésionen sind
die Makrophageninfiltration und eine ungeniigende Beseitigung apoptotischer Zellreste,
welche die Umwandlung von Lipidkernen zu nekrotischen Kernen mit langfristiger

Verkalkung begiinstigen (Otsuka et al., 2015).

Insbesondere fortgeschrittene GefdBlasionen sind fiir die schwerwiegenden Folgen
degenerativer Gefaflerkrankungen, wie Angina Pectoris oder Herzinfarkt, verantwortlich

(Davies and Thomas, 1985).



Typ I Lision Typ II Lision Typ LI Lision
Tunica Media & Tunica Intima
°° Hyperplasie
mit
Schaumzellen

Typ IV Lision Typ V Liision Typ VI Lision

Extrazellulire
Lipide
(pools)

Viele
Schaumzellen
(fatty streaks)

Plaqueruptur
mit
Thrombus

Lipidkern Fibrose Kappe

Abbildung 1 Klassifikation und Darstellung atherosklerotischer Lisionen (modifiziert nach (Stary et al.,
1994, Stary et al., 1995)

Oxidative Modifikation

Stocker et al. zeigten, dass atherosklerotische Lésionen in erster Linie durch oxidative
Modifikation von Proteinen und Lipiden im Rahmen von erhdhtem oxidativem Stress
entstehen (Stocker and Keaney, 2004). Dabei stellt insbesondere die Oxidation von LDL-
Cholesterin einen entscheidenden Schritt der Gefda3degeneration dar (Denicola et al., 2002).
Oxidiertes LDL-Cholesterin besitzt eine verdnderte Struktur und stimuliert {iber Scavenger-
Rezeptoren Makrophagen. Diese phagozytieren das oxidierte LDL und werden zu
Schaumzellen. Auch andere Fette und Lipoproteine werden durch oxidativen Stress
verdndert und verursachen eine antikOrpergesteuerte Immunreaktion, welche die
Gefidfldegeneration fordert (Stocker and Keaney, 2004). Hierbei steht die Transmigration
von Leukozyten in den subendothelialen Raum in engem Zusammenhang mit der Entstehung
reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) und reaktiver Stickstoffspezies (RNS), welche die
Oxidation von Proteinen oder Lipiden vermitteln (Thomson, 2015). Anschlieend schreitet

die Gefalldegeneration unter dem schidigenden Einfluss von oxidativem Stress voran.



1.2 Oxidativer Stress

Der Begriff ,,oxidativer Stress* wurde entscheidend von Helmut Sies geprégt (Sies, 2015).
Er definierte oxidativen Stress als ein Ungleichgewicht zwischen oxidativen und
antioxidativen Vorgingen des Metabolismus mit einem Uberwiegen der oxidativen
Vorgénge und potentiell schadlichen Folgen (Sies, 1997). In weiteren Studien wurde auch
nitrosativer Stress als Teil oxidativer Prozesse belegt. Nitrosativer Stress ist durch einen
Anstieg S-nitrosierter Verbindungen und den gleichzeitigen Abfall intrazelluldrer Thiol-
haltiger Proteine charakterisiert (Wink et al., 1997). Oxidativer und nitrosativer Stress gehen
in der Regel von freien Radikalen aus. Radikale sind Molekiile, welche mindestens ein
ungepaartes Elektron enthalten. Dazu zihlen unter anderem das Superoxid-Anion (Oy7), das
Hydroxylradikal (‘OH), Stickstoffmonoxid (NO) und Stickstoffdioxid (NO,). Wenn zwei
Radikale miteinander reagieren, bilden sie eine kovalente Bindung und ein nicht-radikales
Produkt. Beispielsweise reagiert innerhalb der Blutgefale das Superoxid-Anion (O2") mit
Stickstoffmonoxid (NO) zu Peroxynitrit (ONOQO") (Stocker and Keaney, 2004). Peroxynitrit
ist kein Radikal, spielt aber eine grofle Rolle in oxidativen Vorgingen (Sies, 1997, Ferrer-
Sueta et al., 2018). Reagieren freie Radikale hingegen mit nicht-radikalen Molekiilen wie
Proteinen oder Antioxidantien, spalten sie ein Wasserstoffatom ab und es entstehen neue
Radikale. In der Folge kann eine oxidative Kaskade in Gang gesetzt werden, bei der sich

immer neue Radikale bilden und zelluldre Strukturen schiadigen (Stocker and Keaney, 2004).

Die Ursache fiir die Entstehung oxidativen Stresses liegt im aeroben Stoffwechsel des
Menschen. Bei der Verwendung von Sauerstoff fiir iiberlebenswichtige biochemische
Reaktionen wie die Zellatmung fallen reaktive Nebenprodukte, sogenannte reaktive
Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS), an. Typische reaktive Sauerstoffspezies
sind neben Wasserstoffperoxid (H202) und Singulett-Sauerstoff ('O,) die freien Radikale
Superoxid-Anion (O2") und Hydroxylradikal ("OH) (Radi, 2018). Superoxid-Anionen (O5’)
fallen im Rahmen oxidativer Vorginge, beispielsweise wihrend der Zellatmung im Rahmen
des mitochondriellen Elektronenflusses, aber auch in Endothelzellen oder in aktivierten

Leukozyten an (Salvemini et al., 2006).

Unter physiologischen Bedingungen ist ihr Anteil duflerst gering und die manganabhéngige
Superoxid-Dismutase (MnSOD) katalysiert als Abwehrmechanismus den Abbau der
Superoxid-Anionen zu Wasserstoffperoxid (H20O:) (Murphy, 2009). Im Rahmen einer

akuten oder chronischen Entziindung kann jedoch eine groBere Menge an Superoxid-
4



Anionen und Wasserstoffperoxid entstehen und oxidative Schidden an den Mitochondrien

verursachen oder Proteine modifizieren (Salvemini et al., 2006).

In Blutgefdlen werden Superoxid-Anionen jedoch nicht in erster Linie von Dismutasen
abgebaut. Endothelzellen setzen Stickstoffmonoxid frei, welches mit Superoxid-Anionen zu
Peroxynitrit reagiert. Peroxynitrit ist kein freies Radikal aber dennoch ein potentes Oxidans
(Beckman and Koppenol, 1996) und kann auch ohne Beteiligung von Superoxid-Anionen
durch Reaktion von Molekiilen des Gasaustausches entstehen. Molekularer Sauerstoff
reduziert Stickstoffmonoxid (NO) in Hidmoglobin oder Cytochrom c2+ und es entstehen
Nitroxyl-Anionen (NO7). Diese reagieren mit molekularem Sauerstoff zu Peroxynitrit
(Kirsch and de Groot, 2002). Peroxynitrit durchschreitet die Zellmembran und oxidiert
anschliefend im Zytosol nicht nur Enzyme, zum Beispiel Superoxid-Dismutasen, sondern
auch Lipide, Proteine und DNA-Bausteine (Denicola et al., 2002, Denicola et al., 1998,
Ischiropoulos et al., 1992a, Radi, 2018). Dabei entstehen Modifikationen wie 3-Nitrotyrosin
und 8-Oxoguanin, welche unter bestimmten Bedingungen als Peroxynitrit-Fuf8abdruck
angesehen werden konnen (Beckman and Koppenol, 1996, Radi, 2018). Peroxynitrit kann
iiber die Schidigung von Mitochondrien sogar die Apoptose einleiten und den Zelltod von

Kardiomyozyten verursachen (Levrand et al., 2006).

Der direkte Nachweis reaktiver Sauerstoffspezies ist hdufig mit hohem technischem
Aufwand verbunden und aufgrund der sehr kurzen Halbwertszeiten der Molekiile nur schwer
moglich. Das Superoxid-Anion ist mit einer biologischen Halbwertszeit von 5 Sekunden zu
kurzlebig, um als Parameter fiir den oxidativen Stress im Gewebe zuverldssig nutzbar zu
sein (Marklund, 1976). Peroxynitrit eignet sich mit einer biologischen Halbwertszeit von
weniger als 10 Millisekunden ebenso wenig als zuverldssiger Parameter (Ferrer-Sueta and
Radi, 2009, Radi, 2018). Proteinmodifikationen wie 3-Nitrotyrosin und oxidierte DNA-
Bausteine wie 8-Oxoguanin sind Folgeprodukte des Uberschusses von reaktiven
Sauerstoffspezies. Der Nachweis dieser Modifikationen stellt einen indirekten Nachweis von

oxidativem Stress dar (Beckman and Koppenol, 1996, Jena and Mishra, 2007).

1.3 Die photodynamische Reaktion

Bengalrot wurde 1882 von Robert Gnehm als Wollfarbemittel in Verbindung mit Fluorescin

entdeckt. Im Laufe des 20. Jahrhunderts fand Bengalrot auch in der Augenheilkunde
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Verwendung, unter anderem zur Bekdmpfung von Pneumokokkeninfektionen des Auges.
Bis heute wird es genutzt, um Ulzerationen der Kornea sichtbar zu machen (Alexander,

2010).

In den 1980er-Jahren wurde Bengalrot zunehmend genutzt, um in Kombination mit
Laserbestrahlung einen fokalen GefaB3verschluss durch Thrombose zu erzeugen (Watson et
al., 1985). Dabei hat Bengalrot alleine kaum systemische Nebenwirkungen (Wilson and
Hatchell, 1991). Erst durch Laserbestrahlung mit einer Wellenldnge von 543 nm wird eine
photodynamische Reaktion (PDR) in Gang gesetzt. Bengalrot absorbiert die Photonen des
Lasers und erzeugt reaktive Sauerstoffspezies, hauptsichlich Singulett-Sauerstoff ('0,) und
Superoxid-Anionen (O") (Saniabadi et al., 1995, Inamo et al., 1996). Diese reaktiven
Sauerstoffspezies verursachen eine Endothelschiddigung sowie die Aktivierung der
Blutplédttchen und fordern somit die Bildung eines Thrombus (Kikuchi et al., 1998).
Aufgrund dieser Eigenschaften wurde Bengalrot in der Vergangenheit hauptsachlich zur
Erzeugung fokaler Gefdlverschliisse oder zur kurzfristigen Untersuchung bereits
vorhandener degenerativer GefaB3ldsionen angewandt (Eitzman et al., 2000, Westrick et al.,
2007). Die PDR ermdglicht allerdings auch eine isolierte Anwendung von oxidativem Stress
in vivo. Die freigesetzten Superoxid-Anionen reagieren im Blutgefal mit Stickstoffmonoxid
(NO) zu Peroxynitrit (ONOO") (Beckman et al., 1990). Peroxynitrit oxidiert als zentrales
Zwischenprodukt des oxidativen Stresses Proteine und Fette und hat das Potenzial, eine
Gefalldegeneration in Gang zu setzen (Beckman and Koppenol, 1996). Der Vorteil ist, dass
sich mit dieser Methode langfristige Folgen des oxidativen Stresses weitgehend ohne

unerwiinschte systemische Nebenwirkungen untersuchen lassen.

In diesem Modell wurde Bengalrot in Kombination mit Laserstrahlung genutzt, um im
Rattenmodell in vivo eine fokale ROS-Exposition zu erzeugen. Die hieraus
hervorgegangene Ldsion wurde morphologisch und auf molekularer Ebene auf typische

Folgen des oxidativen Stresses untersucht.

1.4 Ziel dieser Arbeit

Oxidativer Stress spielt eine tragende Rolle in der Entstehung degenerativer
GefiaBerkrankungen wie der Atherosklerose (Stocker and Keaney, 2004). Allerdings ist nach

wie vor umstritten, inwiefern oxidativer Stress allein fiir den Beginn der Gefd3degeneration
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verantwortlich gemacht werden kann. Ein besseres Verstindnis der molekularen
Mechanismen der Entstehung von Gefilldegenerationen konnte dazu beitragen, diese
Prozesse bereits in der Friihphase zu erkennen und zu therapieren, um somit ein
Fortschreiten zu verhindern. In dieser Arbeit wurde in-vivo unter der Verwendung einer
photodynamischen Reaktion fokal eine degenerative Gefilldsion erzeugt. In einer
vorangegangenen Arbeit konnte in demselben Versuchsmodell konventionell-histologisch
die Entstehung einer degenerativen Gefédlldsion nachgewiesen werden. Ziel der
vorliegenden Arbeit war es, die erzeugte Lision morphologisch und insbesondere auf

molekularer Ebene hinsichtlich stattgefundener Vorgénge zu untersuchen.



2 Material und Methoden

2.1 Material

Tiere und Diit

Diét Zusatz t(-7d) - t(28d) Cholesterin 2%

Ssniff Spezialdidten GmbH, Soest

Diit Zusatz t(-7d) - t(28d)
Dikalziumphosphat 1,5%

Ssniff Spezialdidten GmbH, Soest

Diét Zusatz t(-7d) - t(28d) Vitamin D
300.000 IU7kg

Ssniff Spezialdidten GmbH, Soest

Ratten, ménnlich, Wistar, 200g-250g

Tierversuchsanlage der Heinrich-Heine-
Universitdt Diisseldorf, Deutschland,
84-02.04.2011.A3

Rattenfutter

Ssniff Spezialdidten GmbH, Soest, R/M-
H:V1534-0

Intervention und Prdparation

Bengalrot Carl Roth GmbH &Co.KG, Karlsruhe,
Art.-Nr.: 3162.1

Buprenorphin Animalcare Limited, Grof3britannien, Art.-
Nr.: 401045.00.00

Carprofen Norbrook, Nordirland, Art.-Nr.: 6191-91K

Chirurgisches Nahtmaterial, 8-0 Prolene,
monofil, nicht absorbierbar

Ethicon, Norderstedt

Isofluran 2%-2,5%

Piramal healthcare, UK

Ketamin

Pfizer, Deutschland, Art.-Nr.: 3151811

Laser 543nm cw, ImW

Roithner, Wien

Xylazin

Bayer, Deutschland, Art.-Nr.: 1320422

Immunhistologie und Rasterelektronenmikroskopie

Aceton

Merck KGaA, Darmstadt,
Art.-Nr.: 1.00014

Antikorper, primér, Caspase-3 aus dem
Kaninchen

Abcam, Cambridge UK, Art.-Nr.: ab2302

Antikorper, primér, 3-Nitrotyrosin, aus
dem Menschen

Abcam, Cambridge UK, Art.-Nr.:
ab110282




Antikorper, primér, 8-Hydroxyguanosin,
monoklonal aus der Maus [15A3]

Abcam, Cambridge UK, Art.-Nr.: ab62623

Antikorper, sekundér, Ziege gegen
Kaninchen IgG, Alexa488

Invitrogen, Carlsbad, USA,
Art.-Nr.: A-11008

Antikorper, sekundir, Ziege gegen
Kaninchen IgG, Alexa546

Invitrogen, Carlsbad, USA,
Art.-Nr.: A-11010

Antikorper, sekundir, Ziege gegen
Kaninchen, Vectastain Elite ABC Kit,

Vector Laboratories, Inc., Burlingame,
USA, Art.-Nr.: PK-6101

Aqua destillata., Ecotainer

Braun, Melsungen,
Art.-Nr.: 0082479E

Bovines Serum Albumin

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Art.-Nr.: A9418

Dako Pen

Dako, Glostrup, Danemark,
Art.-Nr.: S2002

Eindeckmedium Vectashield mit DAPI
(4',6-Diamidin-2-phenylindol)

Vector Laboratories, Burlingame, USA,
Art.-Nr.: 6335,1

Einschlussmittel Roti Histokitt

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Art.-Nr.: T160.1

Ethanol 70%, 96%, 100%

Zentralapotheke,
Universitatsklinikum Diisseldorf

Formaldehyd 37%, Rotipuran

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Art.-Nr.: 4979.2

Formaldehyd 4%, Roti Histofix

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Art.-Nr.: P087.3

Glutaraldehyd Polyscience, Warrington, PA, USA, Art.-
Nr.: 01909

Kaliumjodid Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Art.-Nr.: 8491.3

Kaliumchlorid Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,

Art.-Nr.: HN02.3

Kaliumhydrogenphosphat

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Art.-Nr.: 3904.1

KP-CryoCompound

Klinipath, Duiven,
Art.-Nr.: VWRK1620-C

Natriumcarbonat Merck KGaA, Darmstadt,
Art.-Nr.: 1.06392
Natriumchlorid Merck KGaA, Darmstadt,

Art.-Nr.: 1.05404

Natriumhydrogenphosphat

VWR International, Leuven, Belgien, Art.-
Nr.: 28013.264

Natriumthiosulfat Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Art.-Nr.: 72049

Paraformaldehyd Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Art.-Nr.: P6148

PBS Gibco by life technologies, Darmstadt,

Art.-Nr.: 14190-094

Salzsdure rauchend 37%

Merck KGaA, Darmstadt,
Art.-Nr.: 1.00317

Tri-Natriumcitrat-Dihydrat

Merck KGaA, Darmstadt,
Art.-Nr.: 1.06448
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Triton X

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Art.-Nr.: T9284

Tween 20, Calbiochem

Merck KGaA, Darmstadt,
Art.-Nr.: 655205

Geridte und Verbrauchsmaterialien

Cryotom Leica, Wetzlar, Leica CM 1950
Durchlichtmikroskop Leica Microsystems, Wetzlar,
Leica DM 2000
Fluoreszenzlampe Leica, Wetzlar, DFC425 C
Kathodenzerstiauber Cressington, Watford, UK, 108
Kryostat Leica Biosystem, Wetzlar, Deutschland,
CM 1950
Leuchtstoffrohre Osram, Miinchen, 30Watt, cool wight

Magnetriihrer, Rotilabo

Carl Roth GmbH &Co.KG, Karlsruhe,
MH15

Mikroskopkamera

Leica, Wetzlar, DFC 425C

Rasterelektronenmikroskop

XL 30 ESEM-FEG, Philips, Eindhoven,
Niederlande

Waage Sartorius, Goéttingen, BP 110 S

Wirmeschrank Heraeus Instruments GmbH, Hanau, UT
20

Deckgliser 24x60mm Engelbrecht GmbH, Edermiinde,

Art.-Nr.: k12460

FEinbettschialchen Kunststoff

Medite GmbH, Burgdorf,
Art.-Nr.: 31051717

Filter Tip, 10ul XL, graduated

Starlab International GmbH, Hamburg,
Art.-Nr.: S1120-3810

Filter Tip, 1000ul XL, graduated

Starlab International GmbH, Hamburg,
Art.-Nr.: S1122-1830

Filter Tip, 20ul, bevelled

Starlab International GmbH, Hamburg,
Art.-Nr.: S1120-1810

Filter Tip, 200pl, graduated

Starlab International GmbH, Hamburg,
Art.-Nr.: S1120-8810

Mikrotom-Klinge S-35pfm

Feather LTD., Osaka,
Art.-Nr.: 02.075.00.000

Mikrotube, 1,5ml

Biosigma S.r.l., Cona Italien,
Art.-Nr.: CL022

Naturaltube, 0,2ml

Sorenson, Utah, USA,
Art.-Nr.: 16950A

Nitra Tex Handschuhe, Micro Touch

Ansell, Miinchen,
Art.-Nr.: 700113
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Obejekttrager SuperFrost Plus R. Langenbrinck, Emmendingen,
Art.-Nr.: 03-0060

Skalpell, steril, No.10pfm Feather, Osaka,

Art.-Nr.: 02.001.30.010

Software
Image J Freeware, NIH
Microsoft Office Word 2016 Microsoft Inc., Redmond, USA
Microsoft Office Excel 2016 Microsoft Inc., Redmond, USA
Microsoft Office Power Point 2016 Microsoft Inc., Redmond, USA
Mikroskop Software Leica Microsystems, Wetzlar, LAS V3.8
Paint Microsoft Inc., Redmond, USA
Prism5 Prism version 5 for Windows, GraphPad

Software, La Jolla California, USA,
2.2 Tiere und Diat

Fiir die Versuche der vorliegenden Arbeit wurden ménnliche Wistar-Ratten mit einem
Lebendgewicht von 200-250g verwendet. Die Tierversuche wurden entsprechend dem
Tierversuchsantrag und den Bestimmungen des deutschen Tierschutzgesetzes durchgefiihrt.
Das Aktenzeichen im Register des Landesamtes fiir Natur-, Umwelt- und Verbraucherschutz
lautet: 84.02.04.2011.A34. Die Tiere wurden mit Standard-Rattenfutter ad libitum gefiittert.
Im Zeitraum von einer Woche vor, bis zum Zeitpunkt t = 28 d nach der Bestrahlung der
Aorta enthielt das Futter einen prodegenerativen Zusatz. Dieser setzte sich aus 1,5%
Dikalzium-Phosphat, 2% Cholesterin und 300.000 1U/kg Vitamin D zusammen. Zu den
Explantations-Zeitpunktent=0,t=8 d, t =28 d, t = 56 d wurde Blut von jeweils fiinf Ratten
entnommen, um den Effekt der prodegenerativen Diit zu bestimmen. Als Kontrolle dienten
Serumproben von weiteren fiinf Ratten mit Standard-Rattenfutter. In allen Fillen wurden

Kalzium-, Phosphat-, Triglycerid- und Cholesterin-Gehalt des Blutes bestimmt.
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2.3 Intervention und Induktion von ROS per PDR

Die Ratten wurden mit Isofluran narkotisiert und mit 2-2,5 % Isofluran in der Atemluft
beatmet. Orientierend wurde mit einer Doppler-Sonographie die Aorta abdominalis
dargestellt. Uber eine mediane Laparotomie und Seitverlagerung des Intestinums wurde die
Aorta freipripariert. Bei den Ratten der ROS-Gruppe wurde weiterhin die rechte
Jugularvene freigelegt. Uber diese wurde die Bengalrot-Losung (40mg/kg Korpergewicht)
verabreicht. Bei allen Ratten wurde die Aorta unterhalb der Nierenarterien fiir 60 Minuten
kontinuierlich mit einem Laser (Wellenldnge: 543 nm, Leistung: 1 mW) bestrahlt. Die
bestrahlte Stelle wurde mit einem Faden (8-0 Monofilament, nicht resorbierbar) markiert
und das Abdomen und die Jugularvene verschlossen. Anschlieend wurde der Blutfluss der

Aorta mittels Doppler-Sonographie kontrolliert.

2.4 Explantation und Aufbereitung

Die Ratten der Gruppe t = 0 wurden nach der Bestrahlung mit dem Laser unmittelbar
euthanasiert. Die Tiere wurden ausgeblutet und das relevante Teilstlick der Aorta explantiert.
Das Aorten-Priaparat wurde mit phosphate buffered saline (PBS) gewaschen und von dorsal
der Lange nach aufgespalten. AnschlieBend wurde das Préparat in KP-CryoCompound
eingebettet und bei -20°C zu Blocken gefroren. Um auch lidngerfristige Effekte der
Intervention iiberpriifen zu kdnnen, wurden verschiedene Explantationszeitpunkte gewahlt:
t=0,t=2d,t=4d,t=8d, t=28d, t=56 d. Jede Gruppe enthielt fiinf Versuchstiere. Die
ROS-Gruppe erhielt vor der Bestrahlung eine Injektion der Bengalrot-Losung. Die Ratten
der Kontrollgruppe erhielten nur die Bestrahlung ohne Bengalrot-Injektion. Zusitzlich gab
es fiir die Rasterelektronenmikroskopie ROS-Gruppen und eine Kontrollgruppe von jeweils

3 Tieren mit den Explantationszeitpunkten t=0,t=8 d, t =28 d und t= 56 d.
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Abbildung 2 Fotoaufnahme der Intervention: Die Wistar-Ratte wurde narkotisiert und wahrend der
Intervention mit 2-2,5 % Isofluran in der Atemluft beatmet. Die Aorta wird nach einer medianen Laparotomie
und Seitverlagerung des Intestinums unterhalb der Nierenarterien fiir 60 Minuten kontinuierlich mit einem
Laser (Wellenlidnge: 543 nm, Leistung: 1 mW) bestrahlt. Die Bengalrot-Losung (40 mg/kg Korpergewicht)
wird iiber die rechte Jugularvene verabreicht.

2.5 Rasterelektronenmikroskopie

Die Priparate wurden der Linge nach auf der der bestrahlten Region gegeniiberliegenden
Seite erdffnet und auf einer Platte fixiert. AnschlieBend wurden diese in gepuffertem
Glutaraldehyd, einer Losung aus 0,1 M Natrium-Kakodylat, 2,5 % Glutaraldehyd und 0,2 %
Formalin iiber vier Stunden fixiert. Hiernach wurden die Praparate mit einer aufsteigenden
Alkoholreihe tiber dreieinhalb Stunden getrocknet. Weiterhin wurden die Préiparate in einer
Losung aus 50 % Hexamethyldisalazan (HMDS) und 50 % Ethanol (99 %) fiir fiinf Minuten
und anschliefend in reinem HMDS fiir zehn Minuten inkubiert und iiber Nacht
luftgetrocknet. So vorbereitet, wurden die Préparate mit einem Kathodenzerstiduber mit einer
20 nm Goldschicht iiberzogen. Mit dem Rasterelektronenmikroskop wurden bei einer
Beschleunigungsspannung von 30 kV Aufnahmen der relevanten GefdBabschnitte

angefertigt.
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2.6 Immunfluoreszenz und Immunhistochemie

Die Blocke mit den Aortenpraparaten wurden bei -20°C im Kryostaten auf eine Dicke von
7 um zugeschnitten. Auf die Objekttriager fiir die immunhistochemische Untersuchung
wurden zwei Gefrierschnitte aufgetragen - der eine als zu untersuchende Probe und der
andere als direkte Negativkontrolle. In allen Untersuchungen mit Antikérpern wurden

weiterhin Objekttrager mit Positivkontrollen mitgefiihrt.

3-Nitrotyrosin (Immunfluoreszenz)

Die Schnitte wurden in -20°C kaltem Ethanol fiir 20 Minuten fixiert und danach dreimal fiir
je eine Minute in PBS gewaschen. Die Permeabilisierung der Zellmembran erfolgte mit 0,25
% Triton-X in PBS fiir zehn Minuten bei Raumtemperatur. Danach erfolgten drei weitere
Waschungen in PBS fiir je eine Minute. Die Blockierung wurde mit 5 % Bovinem Serum
Albumin (BSA) und 0,1 % Tween 20 in PBS fiir 60 Minuten bei Raumtemperatur
durchgefiihrt. Im Anschluss wurden die Schnitte dreimal in 0,1 % Tween 20, gelost in PBS,
fiir je eine Minute gewaschen. Als primdrer AntikOrper diente ein Anti-3-Nitrotyrosin-
Antikorper im Verhiltnis 1:100 in PBS mit 1 % Bovinem Serum Albumin und 0,1 % Tween
20. Die Schnitte auf dem Objekttriger wurden mit einem DAKO-Pen umkreist und ein
Tropfen von 100 ul der Antikérper-Losung darauf pipettiert. Die Objekttrager wurden mit
der Antikorperlosung auf den Schnitten {iber eineinhalb Stunden bei 37°C inkubiert. Danach
wurden die Objekttrager dreimal fiir je fiinf Minuten in PBS mit 0,1 % Tween 20 gewaschen.
Alle folgenden Schritte erfolgten in Dunkelheit. Als Sekundirantikorper diente Alexa 546
im Verhéltnis 1:200 in PBS. Die Sekundérantikorperlésung wurde als Tropfen von 100 ul
auf die Schnitte pipettiert. Die Inkubationszeit betrug 45 Minuten bei 37°C. AnschlieBend
wurden die Schnitte dreimal fiir je fiinf Minuten in PBS gewaschen und mit dem
Eindeckmedium DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol) eingedeckt, das 4°,6-Diamidin-2-
phenylindole zur Kernfarbung enthielt. Die so durchgefiihrte Farbung lédsst positive

Antikdrpersignale rot fluoreszieren, DAPI lésst die Zellkerne blau fluoreszieren.
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8-Oxoguanin (Immunfluoreszenz)

Die Schnitte wurden in 3 % Paraformaldehyd in PBS (pH 7,6) fiir 15 Minuten bei
Raumtemperatur fixiert und danach zweimal in #ris-buffered saline (TBS) mit 0,025 %
Triton-X-100 fiir jeweils fiinf Minuten gewaschen. Die Blockierung erfolgte mittels 10 %
normal serum und 1 % BSA in TBS fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur. Als primérer
Antikorper diente ein Anti-8-Hydroxyguanosin-Antikdrper in TBS mit 1 % BSA. Die
Schnitte auf dem Objekttriger wurden mit einem DAKO-Pen umkreist und ein Tropfen von
100 pl der Antikorper-Losung wurde darauf pipettiert. Die Inkubation der Schnitte mit dem
Primérantikorper erfolgte tiber Nacht bei 4°C. AnschlieBend wurden die Schnitte zweimal
in TBS mit 0,025 % Triton-X-100 gewaschen. Alle folgenden Schritte wurden im Dunkeln
durchgefiihrt. Der sekundire Antikorper Alexa 546 wurde im Verhéltnis 1:200 in TBS mit
1 % BSA gemischt. Die Sekundirantikorperlosung wurde als Tropfen von 100 pl auf die
Schnitte pipettiert. AnschlieBend wurden die Schnitte mit der Sekundérantikorperlosung fiir
eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die Schnitte dreimal in TBS
gewaschen und mit DAPI eingedeckt. Die so durchgefiihrte Fiarbung ldsst positive

Antikorpersignale rot fluoreszieren und die Zellkerne blau.

Caspase 3 (Immunhistochemie)

Die Schnitte wurden in 3 % Paraformaldehyd in PBS (pH 7,6) iiber 15 Minuten bei
Raumtemperatur fixiert und anschliefend zweimal fiir fiinf Minuten in PBS gewaschen. Es
folgte eine Blockierung mit 0,3 % H2O: in Methanol iiber 30 Minuten bei Raumtemperatur.
Danach wurden die Schnitte zweimal fiir jeweils fiinf Minuten in PBS gewaschen. Es folgte
eine Blockierung mit 5 % normal-serum in PBS fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur. Als
primérer Antikorper diente ein Caspase 3-Antikérper im Verhéltnis 1:10 in PBS. Die
Schnitte wurden auf dem Objekttrager mit einem DAKO-Pen umkreist und ein Tropfen von
100 pl der Antikorper-Losung wurde darauf pipettiert. Die Inkubation erfolgte iiber 30
Minuten bei Raumtemperatur. AnschlieBend wurden die Schnitte zweimal fiir jeweils flinf
Minuten in PBS gewaschen. Als sekundérer Antikdrper-Komplex diente ein System aus
einem biotinylierten Sekundirantikorper, in PBS und 5% normal serum gelost. Dabei
wurden Tropfen von 100 pl der Sekundérantikorperlosung auf die Praparate pipettiert. Die
Schnitte wurden mit der Sekundérantikorperlosung fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur

inkubiert. Anschliefend folgten zwei flinfminiitige Waschschritte in PBS. Es folgte eine
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Behandlung der Schnitte mit einer Losung aus Avidin H und biotinylierter Peroxidase H fiir
weitere 30 Minuten bei Raumtemperatur. Nachfolgend wurden die Schnitte zweimal fiir fiinf
Minuten in PBS gewaschen. Anschliefend erfolgte eine Kern-Gegenfarbung mit Himalaun.
Die verwendete Peroxidase farbt positive Antikorpersignale braun. Die Himalaun-Farbung

farbt Zellkerne blau.

2.7 Auswertung und Quantifizierung

Quantifizierung

Alle immunhistologischen Préparate wurden mit einem Leica DM 2000
Durchlichtmikroskop, die Immunfluoreszenzpriparate zusdtzlich mit einer DFC425
Fluoreszenzlampe betrachtet und beurteilt. Fotoaufnahmen der Pridparate wurden in 50-
facher und 200-facher VergroBerung mittels einer Leica DFC 425C Kamera sowie der
Software Leica Microsystems LAS V3.8 angefertigt. Die Auswertung erfolgte liber die
Software Image J.

Die Immunfluoreszenz-Farbungen 8-Oxoguanin und 3-Nitrotyrosin wurden semi-
quantitativ beurteilt. Die Aufnahmen des Antikorpersignals wurden mittels /mage J in
Graustufen (32-bit) transformiert. Der relevante GetdBBabschnitt wurde von Hand als region
of interest (ROI) markiert und anschlieBend der mittlere Grauwert des markierten Gebietes
ermittelt. Der somit errechnete mittlere Grauwert wurde als Zahlenwert fiir das
Antikorpersignal tabellarisch in Microsoft Excel notiert. Zusétzlich wurden die Aufnahmen

optisch auf das Verteilungsmuster des Antikdrpersignals untersucht.

Die Auswertung der Caspase 3-Firbung erfolgte histomorphologisch. Hierbei wurde
einerseits die Signalintensitéit des Antikorpersignals in vier Stufen beurteilt: 0 = kein Signal,
1 = schwaches Signal, 2 = méaBiges Signal, 3 = starkes Signal. Andererseits wurde die
generelle Morphologie des GefidBles in der Hamalaun-Farbung untersucht. Dabei wurde
insbesondere auf Verdickungen der GefdBwand und Verdnderungen der Kernverteilung und

Kernstruktur geachtet.
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Statistik

Die Analyse der Daten erfolgte mit den Programmen Microsoft Office Excel 2016
(Microsoft, Seattle, WA, USA) und Graphpad Prism5 (Prism5, GraphPad Software, La Jolla,
CA, USA). Alle Diagramme und Tabellen wurden mit diesen Programmen erstellt. Ferner
wurden die Ergebnisse in den Gruppen mittels One-way-Anova und Zweistichproben-t-Test
miteinander verglichen und auf Signifikanz untersucht. Hierbei wurden Werte von p < 0,05

als signifikant erachtet.
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3 Ergebnisse

3.1 Rasterelektronenmikroskopie

Weder zum Zeitpunkt t = 0 noch zu einem anderen Zeitpunkt lieBen sich in der
Rasterelektronenmikroskopie Schiden des GefdBendothels erkennen (Abbildung 2, A).
Jedoch zeigten alle Proben der ROS-Gruppe in der bestrahlten Region einen Thrombus bei
t = 0 (B). In der Kontrollgruppe bildete sich zu keinem Zeitpunkt ein Thrombus. Der
Thrombus der ROS-Gruppe 10ste sich spétestens bis zum Zeitpunkt t = 28 d auf (C). Zum
Zeitpunkt t = 56 d zeigten alle Proben der ROS-Gruppe eine prominente subendotheliale
Wandverdickung (D). In den Proben der Kontrollgruppe lieB sich zu keinem Zeitpunkt eine
Wandverdickung beobachten.

1 mm

Abbildung 3 Analyse der endoluminalen Oberfliche in der REM: Zum Zeitpunkt t = 0 ist die
Endotheloberflidche der Kontrollgruppe intakt (A); In der ROS-Gruppe zeigt sich zu demselben Zeitpunkt ein
fokaler Thrombus (B), der sich bis zum Zeitpunkt t = 28 d zuriickgebildet hat (C); in der ROS-Gruppe findet
sich bei t = 56 d eine subendotheliale Wandverdickung (D); Rasterelektronenmikroskopie; MaBstabsleiste = 1
mm; aus (Minol et al., 2017).

18



3.2 Immunfluoreszenz und Immunhistochemie

3-Nitrotyrosin

Die Hochstwerte des Antikorpersignals zeigten sich sowohl in der ROS-Gruppe als auch in
der Kontrollgruppe zum Zeitpunkt t = 0 mit dem Maximum in der ROS-Gruppe (Diagramm
1). Dabei liegt der Wert der ROS-Gruppe im Mittel iiber jenem der Kontrollgruppe,
allerdings ohne Signifikanz (Abbildung 3, A & B). Das Antikorpersignal war hauptséchlich
in der Tunica media und der Tunica adventitia des bestrahlten Areals lokalisiert. Auffillig
war auBlerdem ein deutliches Signal innerhalb des Thrombus, der sich nur in der ROS-

Gruppe gebildet hatte (Abbildung 3, A).

Abbildung 4 Indirekter Nachweis von ROS mittels 3-Nitrotyrosin: Reprisentative Querschnitte zeigen ein
deutliches 3-Nitrotyrosin-Signal zum Zeitpunkt t = 0 (A) mit Fokus im Bereich der Tunica media und der
Tunica adventitia (Pfeil); der Thrombus (Stern) zeigt ebenfalls ein deutliches Signal. Im Vergleich ist das
Signal in der Kontrollgruppe bei t = 0 schwécher (B); Bei t =56 d (C) zeigt sich in der ROS-Gruppe ebenfalls
ein Signal, wenn auch schwicher als in A; bemerkenswert ist die GefiBwandverdickung in C (Stern); 3-
Nitrotyrosin (rot) mit DAPI Kernfarbung (blau), MaBstabsleiste = S00pm.

In den nachfolgenden Proben beider Gruppen sank die Signalstirke ohne signifikante
Unterschiede zwischen den Gruppen ab (Diagramm 1). Bei t = 28 d stieg das
Antikorpersignal in beiden Gruppen wieder an und erreichte einen zweiten, geringeren Peak
bei t = 56 d, welcher im Mittel in der ROS-Gruppe hoher war als in der Kontrollgruppe,
jedoch ohne Signifikanz (Diagramm 1). In den Overlay-Aufnahmen der ROS-Gruppe zum
Zeitpunkt t = 56 d lieB sich eine Verdickung der GefdBwand, insbesondere der Tunica media

erkennen (Abbildung 3, C).
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3-Nitrotyrosin
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Diagramm 1 Semiquantitative Auswertung des 3-Nitrotyrosin-Signals: Die hochsten Werte des 3-
Nitrotyrosinsignals zeigen sich bei t = 0 in beiden Gruppen mit dem Maximum in der ROS Gruppe (Kreuze).
In beiden Gruppen sinkt das Signal ab mit einem zweiten Peak bei t =56 d in ROS-Gruppe und Kontrollgruppe
(Punkte). Die unterschiedlichen Messwerte zwischen den Gruppen zeigten keinen signifikanten Unterschied.
(0 = absolute Dunkelheit, 255 = maximale Helligkeit; ROS = ROS-Gruppe; C = Kontrollgruppe; Abbildung
aus (Minol et al., 2017))
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8-Oxoguanin

In der Immunfluoreszenz mit 8-Oxoguanin lie sich, wie bei 3-Nitrotyrosin, ein Signalfokus
im Bereich der Tunica media und der Tunica adventitia des bestrahlten Gebietes beobachten.
Allerdings zeigte der Thrombus kein Antikodrpersignal. Zum Zeitpunkt t = 0 war sowohl in
den Proben der ROS-Gruppe als auch in den Proben der Kontrollgruppe ein schwaches bis
maiBiges Signal messbar. Dieses steigerte sich in der ROS-Gruppe zum Zeitpunkt t =2 d auf
ein Maximum, war jedoch im Vergleich zu den Proben der Kontrollgruppe nicht signifikant

erhdht (Abbildung 4, A).

Abbildung 5 Indirekter Nachweis von oxidativen DNA-Schiden mittels 8-Oxoguanin: Représentative
Querschnitte zeigen ein deutliches 8-Oxoguanin-Signal zum Zeitpunkt t = 0 (A) mit Fokus im Bereich der
Tunica media und der Tunica adventitia (Stern); Auch in der Kontrollgruppe ist bei t = 4 d ein etwas
schwicheres Signal erkennbar (B); Bei t = 56 d (C) zeigt sich in der ROS-Gruppe nur noch ein schwaches
Signal in der Tunica intima (Stern); 8-Oxoguanin (rot) mit DAPI Kernfarbung (blau); MaBstabsleiste = 100
pum, 200-fache VergroBerung.

Auch in der Kontrollgruppe war ein Peak zum Zeitpunkt t =4 d erkennbar (B). Danach sank
die Signalstirke in allen nachfolgenden Proben auf eine schwache Intensitdt ab und war in
der ROS-Gruppe im Mittel, abgesehen von t = 4 d, nur geringgradig hoher als in der
Kontrollgruppe, teilweise mit schwachem Signal in der Tunica intima (C). Auch hier zeigten

die Messungen keine Signifikanz (Diagramm 2).
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Diagramm 2 Semiquantitative Auswertung des 8-Oxoguanin-Signals: Das maximale 8-Oxoguanin-Signal
zeigte sich in der ROS-Gruppe (Kreuze) zum Zeitpunkt t = 2 d. Auch in der Kontrollgruppe (Punkte) war bei
t = 4 d ein starkes Signal messbar. Danach fand sich in beiden Gruppen nur ein schwaches Signal, welches in
der ROS-Gruppe im Mittel hoher war als in der Kontrollgruppe. Die Unterschiede zwischen den Gruppen
zeigten keine Signifikanz. (0 = absolute Dunkelheit, 255 = maximale Helligkeit); ROS = ROS-Gruppe; C =
Kontrollgruppe
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Caspase 3

Die immunhistochemische Untersuchung auf Apoptose mittels Caspase 3 zeigte keine
Unterschiede gegeniiber der Kontrollgruppe (Abbildung 5; A-C). Alle Proben zeigten kein
Caspase-Signal und erhielten einen Score von 0. Die mitgefiihrten Positivkontrollen zeigten
ein schwaches bis méBiges Antikorpersignal. Histomorphologisch liel sich in der
Hamalaun-Féarbung eine Verdickung der GefdBwand in der ROS-Gruppe zum Zeitpunkt t
=56 d erkennen. Dabei waren die Abstinde zwischen den elastischen Lamellen der Tunica

media stellenweise vergroflert und die Zellkerne teilweise vergroBert (Abbildung 5; C).

Abbildung 6 Nachweis von Apoptose mittels Caspase 3: Zu keinem Zeitpunkt lieB sich Apoptose
nachweisen. In der ROS-Gruppe ist zum Zeitpunkt t = 0 der Thrombus erkennbar (A, Stern); Sowohl in der
ROS-Gruppe (A) als auch in der Kontrollgruppe (B) sieht man bei t = 0 regelhaft angeordnete elastische
Lamellen der Tunica media; Bei t = 56 d ist die Architektur der elastischen Lamellen gestort (C, Stern) und die
Zellkerne teilweise vergrofert. Caspase 3 (braunes Antikorpersignal) und Hémalaun-Kernfarbung (blau);
MabBstabsleiste = 100 um, 200-fache Vergroferung.
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4 Diskussion

4.1 Uberblick iiber die Ergebnisse

In den letzten Jahrzehnten wurde die von Stocker et al. formulierte These, dass reaktive
Sauerstoffspezies eine wichtige Rolle in der Entstechung degenerativer Gefaerkrankungen
und  thrombotischer  GefdBBverschliisse  spielen, von  zahlreichen  weiteren
Forschungsergebnissen gestiitzt (Stocker and Keaney, 2004, Denicola et al., 2002, Leopold
and Loscalzo, 2009, Thomson, 2015). Dabei stiitzt sich der Grof3teil der Versuchsmodelle
auf systemisch erzeugten oxidativen Stress in Versuchstieren mit Gendefekten, wie
beispielsweise eine Defizienz von Apolipoproteinen (Eitzman et al., 2000, Brennan et al.,
2002, Parastatidis et al., 2007). Indes erschweren systemische Nebenwirkungen dieser
Gendefekte eine isolierte Betrachtung der Auswirkungen oxidativen Stresses auf die
GefidBBwand. Obwohl bekannt ist, dass die Photodynamische Reaktion von Bengalrot und
Laserstrahlung fokal reaktive Sauerstoffspezies erzeugt (Saniabadi et al., 1995, Inamo et al.,
1996), wurde diese Methode hauptsédchlich zur Erzeugung thrombotischer GefdBverschliisse
oder zur Untersuchung kurzfristiger Folgen des oxidativen Stresses genutzt (Eitzman et al.,
2000, Perez et al., 2014). Der Fokus dieser Arbeiten lag auf der Schiddigung des Endothels
und der Tunica intima durch hohe Konzentrationen reaktiver Sauerstoffspezies und auf der
Bildung einer Neointima innerhalb mehrerer Tage. Allerdings sind derart unphysiologisch
hohe Konzentrationen reaktiver Sauerstoffspezies nur begrenzt dazu geeignet, die genauen

Wirkmechanismen von ROS im chronischen Prozess der GefaBdegeneration zu untersuchen.

Der Versuchsaufbau der hier vorliegenden Arbeit zielte einerseits darauf ab, kurzfristige
Folgen des oxidativen Stresses, wie einen vollstdndigen thrombotischen GefdB3verschluss,
zu vermeiden und andererseits langfristige Folgen des oxidativen Stresses fiir die gesamte
GefdBwand sichtbar zu machen. Mit den Entnahmezeitpunkten t = 0 bis t = 8 d wurden die
kurzfristigen Effekte des oxidativen Stresses evaluiert. Die Entnahmezeitpunkte t =28 d und
t = 56 d dienten der Untersuchung der GefdBwand auf langfristige Folgen reaktiver

Sauerstoffspezies.

Die Rasterelektronenmikroskopie der GefiBwand zum Zeitpunkt t = 0 zeigte in der ROS-
Gruppe zwar einen fokalen Thrombus, jedoch hatte sich kein vollstandiger thrombotischer

GefiaBverschluss gebildet. Zu keinem Zeitpunkt fand Apoptose statt. In der ROS-Gruppe
24



lieBen sich zum Zeitpunkt t = 0 und t = 2 d gegeniiber der Kontrollgruppe vermehrt 3-
Nitrotyrosin und 8-Oxoguanin und somit groferer oxidativer Stress nachweisen, jedoch
ohne statistische Signifikanz. Langfristig bildete sich in der ROS-Gruppe eine Vorwolbung

der GefdBBwand aus, welche in der Kontrollgruppe nicht vorhanden war.

In den Versuchen der vorliegenden Arbeit wurde mittels photodynamischer Reaktion eine
fokale Verdickung der GefdBwand erzeugt und die molekularen Wirkmechanismen
evaluiert. Die Messungen stiitzen die These, dass reaktive Sauerstoffspezies eine
entscheidende Rolle in der Entstehung degenerativer GefdBlerkrankungen spielen. Im
Vergleich mit dem von Stary et al. beschriebenen Modell der Atherogenese zeigen sich
jedoch auch deutliche Unterschiede. Dies spricht dafiir, dass kurzfristiger oxidativer Stress
allein nicht ausreicht, um die Entstehung atherosklerotischer Lésionen in Gang zu setzen

(Stary et al., 1995).

4.2 Rasterelektronenmikroskopie

Die Rasterelektronenmikroskopie eignet sich, um die Struktur und Beschaffenheit von
Oberflachen zu untersuchen. In dieser Arbeit konnten Erkenntnisse liber die Morphologie
der GefaBloberfliche gewonnen und selbst kleinste Verdnderungen der Endotheloberfldche
erfasst werden. Zum einen liel sich der Thrombus bei t = 0 der bestrahlten GeféBregion
zuordnen, zum anderen lie3 sich seine Auflosung verfolgen. Im Vergleich fiel in der
Kontrollgruppe das Fehlen eines Thrombus aber auch die Darstellung einer intakten
Endotheloberfliche auf. Die Rasterelektronenmikroskopie belegt hier Unterschiede
zwischen den Untersuchungsgruppen, die durch histologische Untersuchungen nicht
darstellbar sind. Dariiber hinaus belegen die Aufnahmen der Rasterelektronenmikroskopie
die GefdBwandverdickung und ihre Vorwdlbung in das GefdBlumen. In der

vorangegangenen Arbeit konnte keine hamodynamische Relevanz belegt werden.

Mittels Rasterelektronenmikroskopie lassen sich jedoch keine Aussagen zur Verdnderung
tiefer liegender Gewebsschichten treffen. So ldsst sich anhand der Aufnahmen nicht
beurteilen, in welcher Wandschicht die Verdickung in der ROS-Gruppe bei t = 56 d
stattgefunden hat. Um Einblicke in tiefere Gewebsschichten zu erhalten, wurden

Immunhistochemie und Immunfluoreszenz durchgefiihrt.
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4.3 3-Nitrotyrosin

Die Nitrierung von Tyrosin ist eine der typischen Reaktionen, die stattfinden, wenn ein
Uberschuss an reaktiven Sauerstoffspezies und insbesondere an Superoxid-Anionen besteht.
Durch Oxidation wird eine Stickstoffgruppe kovalent mit einem Tyrosinrest eines Proteins
zu 3-Nitrotyrosin verkniipft. Kovalente Bindungen sind sehr stabil, somit stellt 3-
Nitrotyrosin eine langerfristige Modifikation des Proteins durch oxidativen Stress dar.
Aufgrund der Langlebigkeit eignet sich 3-Nitrotyrosin zum indirekten Nachweis von
oxidativem Stress (Ischiropoulos et al., 1992b). Grund fiir die Langlebigkeit von 3-
Nitrotyrosin ist dessen Abbau, der hauptsidchlich iiber die Proteindegradierung erfolgt

(Grune et al., 1998).

3-Nitrotyrosin ist eine posttranslationale Proteinmodifikation, eine Modifikation an einem
bereits synthetisierten Protein, die an einem Tyrosinrest innerhalb der Proteinstruktur
erfolgt. Das Tyrosin wird hierbei von einer nitrierenden Substanz um eine Stickstoffgruppe
(NO2) erweitert und 3-Nitrotyrosin entsteht. Dabei wird die Stickstoffgruppe in ortho-
Position zur phenolischen Hydroxylgruppe angefiigt. Nach der Nitrierungsreaktion bleibt
das betroffene 3-Nitrotyrosin im Protein enthalten, wird also auch nicht durch unverandertes

Tyrosin ausgetauscht (Abello et al., 2009).

Typischerweise entsteht 3-Nitrotyrosin durch eine Nitrierungs-Reaktion von Tyrosin mit
einer nitrierenden Substanz wie Peroxynitrit (ONOO"). Peroxynitrit setzt zuerst eine
oxidative Reaktionskaskade in Gang, bei der schlieBlich 3-Nitrotyrosin entsteht. An dieser
Peroxynitrit-abhéngigen Nitrierungsreaktion sind haufig Superoxid-Dismutasen beteiligt,
beispielsweise die Kupfer-, Zink-, Mangan- oder Eisen-abhingige Superoxid-Dismutase
(Ischiropoulos et al., 1992b). Wihrend der Nitrierungsreaktion bilden sich intermediére
Tyrosylradikale, strukturell Tyrosin-dhnliche, reaktionsfreudige Molekiile. Die
Tyrosylradikale reagieren mit gleichzeitig entstandenen stickstofthaltigen Nebenprodukten
zu 3-Nitrotyrosin und Dityrosin (Ferrer-Sueta et al., 2018). Da der Anteil an 3-Nitrotyrosin
unter physiologischen Bedingungen gegeniiber anderen oxidativen Reaktionsprodukten wie
Dityrosin liberwiegt, eignet sich 3-Nitrotyrosin besser zum Nachweis von oxidativem Stress

(Beckman et al., 1992, van der Vliet et al., 1995).

Auf zelluldrer Ebene konnen oxidative Verdnderungen wie 3-Nitrotyrosin gravierende

Folgen haben. Sie verdndern die Proteinstruktur und konnen sogar die Aktivitidt oder

26



Funktion des Proteins beeinflussen (Riordan and Vallee, 1972). Ein erh6htes Vorkommen
von 3-Nitrotyrosin wurde im Zusammenhang mit zahlreichen Erkrankungen nachgewiesen,
unter anderem in der Lunge bei Sepsis, Pneumonie, ARDS (acute respiratory distress
syndrome), aber auch im Herzen bei Myokarditis oder im zentralen Nervensystem im
Neurofilament L bei amyotropher Lateralsklerose (Beckman and Koppenol, 1996). Auch
kann die Phosphorylierung von Tyrosin-Resten in Tyrosin-Kinasen durch 3-Nitrotyrosin
verdndert oder inaktiviert werden und somit die Signaltransduktion unterbrochen werden

(Beckman et al., 1992).

Insbesondere bei kardiovaskuldren oder periphere Gefderkrankungen kann die Tyrosin-
Nitrierung in Proteinen schwerwiegende Folgen haben. Schmidt et al. wiesen nach, dass der
Tyrosin-Rest 430 (Tyr430) in der Prostacyclinsynthase anfillig fiir eine Nitrierung durch
Peroxynitrit ist. Die Nitrierung von Tyr430 zu 3-Nitrotyrosin flihrte dazu, dass das Protein
seine Struktur dnderte und sich um die Hdm-bindende Stelle faltete und somit inaktiviert
wurde (Schmidt et al., 2003). In der Folge wurde weniger Prostacyclin synthetisiert.
Prostacyclin ist ein potenter Vasodilatator und ein Inhibitor der Plédttchenfunktion. Eine
verminderte Synthese fiihrt folglich zum Gegenteil, ndmlich zur Vasokonstriktion und
gesteigerter Plédttchenaggregation (de Leval et al.,, 2004). Gleichzeitig besteht ein
verhiltnismiBiges Uberangebot an Thromboxan Az, dem ,,Gegenspieler von Prostacyclin,
welches ein potenter Induktor der Plittchenaggregation ist und eine vasokonstriktorische
Wirkung hat (Dogne et al., 2004). Die Inaktivierung der Prostacyclinsynthase fiihrt in den
betroffenen GefiBabschnitten, auch bedingt durch das relative Ubergewicht an Thromboxan
As, zu Gefdllspasmen und einer erh6hten Thrombogenese (Bachschmid et al., 2003, Grosser
et al., 2006). In kleineren Blutgefden konnte dieser Mechanismus urséchlich fiir einen
vollstandigen Gefaverschluss bei der Verwendung von Bengalrot mit Laserstrahlung sein

(Eitzman et al., 2000).

Speziell im Zusammenhang mit degenerativen Gefdferkrankungen spielt die Nitrierung von
Tyrosinresten innerhalb von Proteinen eine wichtige Rolle. So kdnnen Proteine mit 3-
Nitrotyrosin-Modifikation in atherosklerotischen Lédsionen und dem Plasma von Patienten
mit koronarer Herzkrankheit als Neoepitope dienen und eine Immunreaktion verursachen
sowie die Bildung von Immunglobulinen begiinstigen. Dies betrifft auch oxidierte
Lipoproteine und Hitze-Schock-Proteine, welche zu einer gesteigerten Immunantwort
fiihren (Thomson et al., 2012). Eine gesteigerte Immunreaktion im Bereich von

GefdBldsionen fiihrt zu einer gesteigerten Rekrutierung von Leukozyten. Unter derartigen
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entziindlichen Bedingungen kann eine Tyrosin-Nitrierung {iber die Myeloperoxidase (MPO)
erfolgen. Dabei wird die MPO von aktivierten neutrophilen Granulozyten oder Monozyten
freigesetzt und katalysiert unter Benutzung von Wasserstoffperoxid (H202) und
Stickstoffdioxid (NO>-) die Tyrosin-Nitrierung (Radi, 2018). Die Menge an 3-Nitrotyrosin
in GefédBldsionen reprédsentiert somit in-vivo meistens eine Kombination aus oxidativem
Stress und chronischer Entziindung (Thomson et al., 2012). Bei degenerativen
GefaBerkrankungen wurde dieser Zusammenhang zwischen dem Ausmal} an 3-Nitrotyrosin
innerhalb bestimmter Proteine und der Schwere der Erkrankung nachgewiesen. Bei
Analysen der Aortenwurzel von Mausen korrelierte eine groflere Menge 3-Nitrotyrosin in
Endothelzellen, Fibroblasten und glatten Muskelzellen sowie im Lipidkern mit einem
gesteigerten Ausmall der Gefdldegeneration. Dabei fand sich 3-Nitrotyrosin sogar im

Fibrinogen, welches in der Folge anfalliger fiir die Gerinnung war (Parastatidis et al., 2007).

Neuere Studien legen jedoch nahe, dass 3-Nitrotyrosin nicht immer ein spezifisches Produkt
des oxidativen Stresses ist, sondern auch in Reaktionen ohne Peroxynitrit gebildet wird. Es
kann durch Reaktion von Tyrosin mit Hypochloriger Sdaure (HCIO), mit in Zigarettenrauch
enthaltenen Stickstoffdioxidradikalen ("NO2") oder durch Reaktion mit der Myeloperoxidase
(MPO) entstehen (van der Vliet et al., 1995, Stocker and Keaney, 2004, Pryor and Stone,
1993). Ein weiterer Pfad der Tyrosin-Nitrierung lauft katalysiert durch Him-Peroxidasen ab
und heiBt deshalb Him-Peroxidasen-Pathway. Auch andere Peroxidasen wie die eosinophile
Peroxidase (EPO) sind dazu in der Lage, die Tyrosin-Nitrierung mit Stickstoffdioxid (NO)
zu katalysieren (Radi, 2004, Brennan et al., 2002). Diese weiteren Nitrierungspfade
beinhalten Reaktionen mit freien Radikalen wie dem Carbonat-Radikal (COs.") oder mit
Oxo-Metall-Komplexen. Die Radikale oxidieren Tyrosin zu Tyrosylradikalen und bilden
iiber eine diffusionskontrollierte Reaktion mit Stickstoffdioxid-Radikalen letztlich 3-
Nitrotyrosin (Huie, 1994, Pryor and Stone, 1993, Pryor and Lightsey, 1981, Thomas et al.,
1968). Auch diese Peroxynitrit-unabhéngigen Reaktionen von Tyrosin mit verschiedenen
Peroxidasen tragen einen gewissen Teil zur Bildung von 3-Nitrotyrosin bei (Brennan et al.,
2002). Folglich ist 3-Nitrotyrosin auch ein Marker fiir nitrosativen Stress und unter
physiologischen Bedingungen nicht fiir oxidativen Stress spezifisch (Radi, 2004). In in-vivo
Studien eignet sich 3-Nitrotyrosin somit nur bedingt zur Evaluation von oxidativem Stress.
Insbesondere in Studien am Menschen lédsst sich 3-Nitrotyrosin nicht als spezifischer
Parameter fiir alleinigen oxidativen Stress anwenden, sondern steht auch fiir nitrosativen

Stress.
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Im Versuchsmodell dieser Arbeit war allerdings ein klarer Induktor des oxidativen Stresses
vorhanden. Bengalrot liefert in Kombination mit Laserstrahlung hauptséchlich Singulett-
Sauerstoff (!02) und Superoxidanionen (O2"), typische Molekiile des oxidativen Stresses
(Inamo et al., 1996). Die Bildung von 3-Nitrotyrosin lief unter diesen Bedingungen iiber das
Superoxid-Anion und Peroxynitrit ab und 3-Nitrotyrosin war folglich ein spezifisches

Produkt des oxidativen Stresses.

Die 3-Nitrotyrosin-Hochstwerte fanden sich sowohl in der ROS-Gruppe als auch in der
Kontrollgruppe zum Zeitpunkt t = 0 mit dem gruppeniibergreifenden Maximum in der ROS-
Gruppe. Der Fokus des Signals fand sich in der Tunica intima und der Tunica media des
bestrahlten GefédlBareals. Da sich in der ROS-Gruppe im Mittel durchgéngig hohere 3-
Nitrotyrosinwerte als in der Kontrollgruppe fanden, ldsst sich schlussfolgern, dass die
Verwendung von Bengalrot mit Laserstrahlung ursichlich fiir diesen Uberschuss war.
Bengalrot liefert in Kombination mit Laserstrahlung iiberwiegend Singulett-Sauerstoff und
Superoxidanionen (Lambert and Kochevar, 1996). Diese reaktiven Sauerstoffspezies
verursachen oxidativen Stress und konnen Peroxynitrit bilden. Unter den
Versuchsbedingungen dieser Arbeit ist die Bildung von 3-Nitrotyrosin als Beleg fiir
oxidativen Stress mit Bildung von Peroxynitrit zu deuten (Radi, 2004). Auch der Thrombus
wies immunhistochemisch ein verstarktes 3-Nitrotyrosin-Signal auf. Dieser Fund kann als
eine Nitrierung von Fibrinogen interpretiert werden, welches in der Folge die Entstehung
des Thrombus zusitzlich zu einem moglichen Endotheldefekt begiinstigt haben kdénnte

(Parastatidis et al., 2007, Inamo et al., 1996).

Bereits nach zwei Tagen, zum Zeitpunkt der néchsten Messung, sank das 3-
Nitrotyrosinsignal auf ein dhnlich schwaches Niveau wie jenes der Kontrollgruppe ab. Die
durchschnittliche Lebensdauer von Proteinen betrdgt in Méusen drei bis neun Tage (Price et
al., 2010). Entweder wurden Proteine mit 3-Nitrotyrosin schneller abgebaut oder 3-
Nitrotyrosin wurde durch einen anderen Mechanismus entfernt. In bestimmten Proteinen
kann eine Tyrosin-Nitrierung gezielt beseitigt werden, ohne das betroffene Protein zu
beschiddigen. In den Versuchen von Irie et al. entfernte eine spezifische Denitrase die
Nitrogruppe am Tyrosin-Rest des Histons H1.2, ohne dass das Protein degradiert wurde (Irie
et al., 2003). Jedoch werten Salvemini et al. diese Denitrase in einer groferen
Ubersichtsarbeit als einen seltenen Mechanismus und nicht als generellen Prozess der 3-
Nitrotyrosin-Entfernung (Salvemini et al., 2006). Die Folgerung, dass eine Denitrase fiir das

starke Absinken des 3-Nitrotyrosin-Signals ab t = 2 d ursdchlich gewesen ist, ist dulerst
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unwahrscheinlich. Als ursdchlicher Prozess ist eine gesteigerte Degradierung von mit 3-
Nitrotyrosin verdnderten Proteinen unter dem Einfluss von Peroxynitrit zu werten, die von
Grune et al. belegt wurde (Grune et al., 1998). In der hier vorliegenden Arbeit wurden diese
Proteine, die bei t = 0 ein 3-Nitrotyrosin-Signal zeigten, innerhalb von maximal zwei Tagen

degradiert und nachfolgend kam es zu keiner erneuten Nitrierung.

Dennoch bleibt zu jedem Zeitpunkt der Messungen auch in der Kontrollgruppe 3-
Nitrotyrosin in geringen Mengen nachweisbar. Obwohl kein Induktor oxidativen Stresses
mehr vorlag, wurde in beiden Gruppen weiterhin 3-Nitrotyrosin gebildet. Eine Ursache der
Basismenge an 3-Nitrotyrosin in beiden Gruppen konnte im Versuchsaufbau liegen. An den
Tieren beider Gruppen wurde eine mediane Laparotomie unter Anésthesie durchgefiihrt.
GroBe operative Eingriffe mit Andsthesie haben sowohl beim Menschen als auch bei Tieren
eine gesteigerte immunologische Antwort zur Folge (Murphy and Shelley, 2018, Jacobi et
al., 1998). Auf molekularer Ebene fiihren Entziindungen zur Entstehung von so groflen
Mengen an Superoxid, dass sie die Kapazitit der endogenen Superoxid-Dismutasen
iibersteigen kénnen (Salvemini et al., 2006). Dieser Uberschuss an Superoxiden kénnte zur

Bildung von 3-Nitrotyrosin beigetragen haben.

Eine weitere Ursache konnte in der physiologischen Entstehung von 3-Nitrotyrosin liegen.
Im Rahmen des Gasaustausches in kleinen Gefid3en entsteht Peroxynitrit durch die Reaktion
von Nitroxyl-Anionen (NO") mit molekularem Sauerstoff (Kirsch and de Groot, 2002).
Peroxynitrit konnte in der Folge vor Ort 3-Nitrotyrosin erzeugen. Womdglich stammen die
geringen Mengen 3-Nitrotyrosin zu spéteren Zeitpunkten in beiden Gruppen von
proteingebundenem 3-Nitrotyrosin, welches sich im Rahmen physiologischer Prozesse
gebildet hat. Dies wiirde auch den geringen Anstieg des 3-Nitrotyrosinsignals in beiden
Gruppen zu einem zweiten, geringeren peak bei t = 56 d erkldren. Zwar war dieser peak im
Mittel in der ROS-Gruppe hoher als in der Kontrollgruppe, jedoch zeigte sich keine
Signifikanz. Es wire denkbar, dass Reparaturmechanismen wie die Reduktion von
Tyrosylradikalen durch Glutathion sowie ein gesteigerter Abbau von 3-Nitrotyrosin noch

grofBere Mengen an 3-Nitrotyrosin abfedern konnten (Radi, 2004).

Im Vergleich der in dieser Arbeit erzeugten Lision mit der Atherosklerose fallen deutliche
Unterschiede auf. Sowohl in atherosklerotischen Lésionen selbst als auch im Blutplasma von
Patienten mit Atherosklerose ist 3-Nitrotyrosin signifikant erhéht (Beckmann et al., 1994,
Shishehbor et al., 2003). Auch das Absinken der 3-Nitrotyrosinwerte im Verlauf passt nicht

zur typischen Atherosklerose, bei der konstant 3-Nitrotyrosin gebildet wird (Parastatidis et
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al., 2007). Dennoch kann auch eine geringere Menge an 3-Nitrotyrosin, wie bei t = 0,
schadigenden Einfluss auf das Gefda3 haben und somit urséchlich fiir eine Degeneration sein.
So betrigt die absolute Menge an 3-Nitrotyrosin am Ort einer Entziindung hochstens flinf 3-
Nitrotyrosinmodifikationen von 10000 Tyrosin-Resten (Radi, 2004). Bereits eine einzige
Tyrosin-Nitrierung kann die Funktion des gesamten Proteins beeintrachtigen. In der
manganabhéngigen Superoxid-Dismutase flihrt die Nitrierung von Tyrosinrest-34 (Tyr34)
zu ihrer Inaktivierung (Yamakura et al., 1998). Dies hat eine Anhdufung von Superoxid-
Anionen mit oxidativen Schiden zur Folge. In den Versuchen dieser Arbeit erfolgte keine
ausgepragte Inaktivierung der Superoxid-Dismutase, da sonst auch zu spéteren Zeitpunkten

mehr 3-Nitrotyrosin als Folge des oxidativen Stresses gebildet worden wire.

Zusammenfassend ldsst sich schlussfolgern, dass die Behandlung mit Bengalrot und
Laserstrahlung liberwiegend akuten oxidativen Stress verursachte. Sdmtliche kurzfristigen
und langfristigen degenerativen Folgen in der ROS-Gruppe wurden folglich vor allem durch

die akute oxidative Stresswirkung verursacht.

4.4 8-Oxoguanin

Oxidativer Stress fiihrt nicht nur in Proteinen oder in den Mitochondrien zu Modifikationen.
Auch im Zellkern fiihrt die Oxidation von DNA-Bausteinen, beispielsweise von Guanin zu
8-Oxoguanin, zu DNA-Verdanderungen oder sogar zu Strangbriichen (Salgo et al., 1995,
Kennedy et al., 1997, Szabo et al., 1996a). Wie bei der Oxidation von Proteinen erfolgt die
Oxidation von DNA-Bausteinen meistens tiiber Peroxynitrit. Peroxynitrit kann
nachgewiesenermallen Membranen durchschreiten und so in den Zellkern gelangen
(Denicola et al., 1998). Dort erfolgt die Oxidation durch Peroxynitrit grundsitzlich an allen
Nukleotiden, jedoch bevorzugt an Guanin-Resten (Inoue and Kawanishi, 1995). Dabei fiihrt
die Oxidation von Guanin durch Peroxynitrit zu zwei Hauptoxidationsprodukten, ndmlich
2,5-Diamino-4H-Imidazol-4-On  (Iz) und 8-Oxoguanin. Unter physiologischen
Bedingungen wird jedoch deutlich mehr 8-Oxoguanin gebildet (Douki and Cadet, 1996,
Kennedy et al., 1997, Szabo and Ohshima, 1997). Dementsprechend ist 8-Oxoguanin ein
Surrogat fiir die Exposition von DNA mit Peroxynitrit. Grundsitzlich fithren grofere
Mengen an Peroxynitrit, also ein hoherer oxidativer Stress, auch zu einer vermehrten

Bildung von 8-Oxoguanin. Eine besonders hohe Peroxynitrit-Konzentration fiihrt aber
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paradoxerweise wieder zu geringeren Mengen von 8-Oxoguanin, da dieses anfillig fiir

weitere Oxidationsschritte ist (Uppu et al., 1996).

Neben Peroxynitrit sind drei weitere Induktoren fiir die Bildung von 8-Oxoguanin bekannt:
Gammastrahlung, Eisen(I)-EDTA und Kupfer(Il) (Kennedy et al, 1997). Unter
physiologischen Bedingungen trdgt jedoch vor allem Peroxynitrit und somit oxidativer
Stress zur 8-Oxoguanin-Bildung bei (Spencer et al., 1996, Inoue and Kawanishi, 1995, Fiala
et al., 1996). So dhnlich, wie 3-Nitrotyrosin die Funktion von Proteinen einschriankt, kann
8-Oxoguanin schwerwiegende Folgen fiir die Intaktheit des DNA-Stranges haben (Kennedy
et al., 1997). Endogen produziertes Peroxynitrit filhrt in immunstimulierten Makrophagen
zu DNA-FEinzelstrangbriichen (Zingarelli et al., 1996). Dabei fithren geringe Peroxynitrit-
Konzentrationen eher zu Einzelstrangbriichen, wohingegen hohe Peroxynitrit-
Konzentrationen vermehrt zu DNA-Doppelstrangbriichen fithren (Yermilov et al., 1996, Epe
et al., 1996, Groves and Marla, 1995). Dass 8-Oxoguanin in der Entstehung dieser DNA-
Strangbriiche eine kritische Rolle spielt, 1dsst sich auch an den Ergebnissen von Hyun et al.
ableiten. Sie wiesen nach, dass Zellen, die 8-Oxoguanin nicht {iber einen
Reparaturmechanismus aus der DNA entfernen konnten, in den Zelltod iibergingen (Hyun

et al., 2003).

Gleichzeitig hat freies 8-Oxoguanin, welches nicht in die DNA eingebaut ist, eine
Schutzfunktion. Es fungiert als Puffer und verhindert die Oxidation anderer DNA-Bausteine.
Dabei kann es sowohl im Blut zirkulieren als auch mit dem Urin ausgeschieden werden (Kim
et al., 2004). Klinisch wird diese Eigenschaft genutzt, um GefaBldsionen in Zusammenhang
mit Diabetes zu erkennen oder um bei Himodialysepatienten das Ausmal3 der endothelialen
Dysfunktion zu bestimmen. Hierbei korreliert ein erhdhter 8-Oxoguanin-Wert im Blut mit
beschleunigter Atherosklerose und einer erh6hten Mortalitit (Mahat et al., 2018, Kaya et al.,
2012). Auch eine erhohte Menge an 8-Oxoguanin im Urin korreliert mit dem Ausmal3 der

Atherosklerose (Wu et al., 2004, Kaya et al., 2012).

Die Kombination von Bengalrot mit Laserstrahlung erzeugt oxidativen Stress {iber
Peroxynitrit als Zwischenprodukt. Peroxynitrit oxidiert im Zellkern bevorzugt Guanin-Reste
innerhalb der DNA zu 8-Oxoguanin (Inoue and Kawanishi, 1995). Das gemessene 8-
Oxoguaninsignal ist somit als indirekter Beweis fiir oxidativen Stress an der DNA zu werten.
In der vorliegenden Arbeit lie3 sich zum Zeitpunkt t = 2 d die hochste Konzentration von 8-
Oxoguanin messen. Zu diesem Zeitpunkt hat folglich die gro3te Menge an Peroxynitrit auf

die DNA gewirkt. In den nachfolgenden Proben war das Signal deutlich schwicher als zum
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Zeitpunkt t = 2 d und es bestand zwischen den beiden Untersuchungsgruppen kein
eindeutiger Unterschied im 8-Oxoguaninsignal. Die Anwendung von Bengalrot mit
Laserstrahlung fiihrte also auch auf DNA-Ebene, wie bei 3-Nitrotyrosin, hauptsédchlich
kurzfristig zu oxidativem Stress und unterschied sich langfristig nicht signifikant von der

Kontrollgruppe.

Selbst zum Zeitpunkt des Maximums von 8-Oxoguanin in der ROS-Gruppe war die 8-
Oxoguaninmenge lediglich gering bis miBig hoch, denn eine grole Menge an Peroxynitrit
hitte DNA-Doppelstrangbriiche mit Zelltod zur Folge gehabt (Yermilov et al., 1996, Epe et
al., 1996, Groves and Marla, 1995). Histologisch fanden sich jedoch keine typischen
Merkmale der Nekrose (Nikoletopoulou et al., 2013). Diese Messung ldsst vermuten, dass
keine ausgepriagte DNA-Schidigung mit Doppelstrangbriichen stattgefunden hat. Dazu
passt, dass auch in der konventionellen Histologie der vorangegangenen Arbeit keine
Nekrose in der GefiBwand nachweisbar war (Minol et al., 2017). Dennoch kénnte es zu
DNA-Einzelstrangbriichen und darauffolgend zu anderen Formen des Zelltodes gekommen

sein.

Die Messungen von 3-Nitrotyrosin zeigen vor allem zum Zeitpunkt t = 0 ein erhdhtes Mal}
an oxidativem Stress in der ROS-Gruppe. Bei t = 2 d ist das 8-Oxoguaninsignal in der ROS-
Gruppe gegeniiber der Kontrollgruppe nur mafig und nicht signifikant erhoht. Ein Grund
fiir das Fehlen eines signifikanten Unterschiedes konnte eine besondere Eigenschaft von 8-
Oxoguanin sein. Eine kurzfristige Exposition von DNA mit grolen Peroxynitritmengen
fiihrt paradoxerweise nicht zu mehr 8-Oxoguanin als geringere Peroxynitritmengen. Uppu
et al. zeigten, dass 8-Oxoguanin empfanglicher als Guanin fiir weitere Oxidationen durch
Peroxynitrit ist und deshalb bereits gebildetes 8-Oxoguanin anstelle von Guanin bevorzugt
zu Oxalsdure oxidiert wird (Uppu et al., 1996). Auch in den Versuchen dieser Arbeit war
der oxidative Stress in der ROS-Gruppe nur von kurzer Dauer. Womdglich wurde neu
gebildetes 8-Oxoguanin zu Oxalsdure weiter oxidiert und verhinderte so eine grofer
ausgepragte 8-Oxoguaninbildung (Uppu et al., 1996). Der fehlende signifikante Unterschied
zur Kontrollgruppe schlieft also nicht zwangsldufig oxidative DNA-Schiden aus. Fiir diese
Hypothese sprechen auch die Ergebnisse von Kennedy et al., die bei steigenden Peroxynitrit-
Mengen eine Reduktion von 8-Oxoguanin nachwiesen. Hierbei fiihrte mehr Peroxynitrit zu

einer Ringspaltung von 8-Oxoguanin und somit zu seinem Abbau (Kennedy et al., 1997).

Eine weitere Ursache fiir die fehlende Signifikanz der Messungen dieser Arbeit konnte ein

zelleigener Reparaturmechanismus sein. Die 8-Oxoguanin Glykosylase 1 (OGG1) entfernt
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8-Oxoguanin aus der DNA (Hyun et al., 2003, Chung et al., 1991, Tchou et al., 1991,
Radicella et al., 1997). Das geloste, also freie 8-Oxoguanin ist mit Peroxynitrit
reaktionsfreudiger als die verbleibenden Nukleoside innerhalb der DNA und schiitzt diese
somit vor Oxidation (Uppu et al., 1996, Niles et al., 2006). Dennoch schiitzt auch dieser
Reparaturmechanismus die DNA nur begrenzt vor Schiaden. Wird freies 8-Oxoguanin weiter
oxidiert, entsteht Oxalsdure. Im Zellkern verursacht Oxalsédure vor allem Guanin (G) zu
Thymin (T) und Guanin zu Cytosin (C) Transversionen und besitzt mutagenes Potenzial
(Duarte et al.,, 2001). In den Versuchen von Juedes et al. wurde eine 9-fach erhohte
Mutationshdufigkeit der DNA unter Peroxynitrit-Einfluss gemessen, hauptsdchlich in Form
von G:C zu A:T Transversionen sowie G:C zu C:G Transversionen (Juedes and Wogan,
1996). DNA-Verdnderungen in so grolem Ausmal} fiihren jedoch auch vermehrt zum

Zelltod.

Abschlielend stellt sich die Frage, ob die in der vorliegenden Arbeit gemessene Menge an
8-Oxoguanin iiberhaupt DNA-Schiden verursacht haben konnte. Radi et al. wiesen nach,
dass geringe Mengen Peroxynitrit von den Enzymen Cytochrom-c-Oxidase, Glutathion,
Ubichinol sowie NADH abgefedert werden konnen. Geringer oxidativer Stress richtet somit
allenfalls geringen DNA-Schaden an und ist reparabel. GroB3er oxidativer Stress in kurzer
Zeit oder konstanter maflig hoher oxidativer Stress liber einen ldngeren Zeitraum oxidiert
funktionell relevante Proteine wie Superoxid-Dismutasen oder die Aconitase und inaktiviert
diese. Auch die Inaktivierung des Elektronen-Transports und von ATPasen sowie eine
Depletion von Glutathion sind die Folge grofler Peroxynitritmengen. Der oxidative Stress
iiberwiegt gegeniiber den Reparaturmechanismen und startet eine Kaskade von
Schidigungen. Diese Kaskade fiihrt zur Offnung von Permeability-Transition-Pores (PTPs)
in der inneren Mitochondrienmembran und somit zum Zelltod durch Apoptose. Gleichzeitig
verursachen groBe Peroxynitritmengen iiber die Aktivierung von Caspasen den Zelltod
(Zhuang and Simon, 2000, Radi et al., 2002a, Radi et al., 2002b). Der Nachweis von
gesteigertem Zelltod wiirde somit auch einen ausgeprigten oxidativen DNA-Schaden durch

Peroxynitrit belegen.
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4.5 Caspase 3

Sobald das Ausmall des DNA-Schadens durch Strangbriiche zu groB ist, gehen Zellen in den
Zelltod tiber. Dabei wird zwischen dem programmierten Zelltod, Apoptose genannt, und
dem abrupten Zelltod, Nekrose genannt, unterschieden. Die Apoptose ist charakterisiert
durch die Loslosung einzelner Zellen aus dem Zellverband und eine darauf folgende
Kondensation der Zellbestandteile zu vielen kleinen Apoptosekorperchen (Kerr et al., 1972).
Die Nekrose ist eine eher ungeordnete Form des Zelltodes mit Anschwellen der Zelle,
Ruptur der Plasmamembran und anschlieBender Lyse in den Extrazelluldrraum

(Nikoletopoulou et al., 2013).

Oxidativer Stress kann einerseits iber DNA-Strangbriiche und andererseits auf direktem
Wege den Zelltod verursachen. Ein wichtiges Molekiil ist auch hier Peroxynitrit. Geringe
Peroxynitrit-Konzentrationen fithren eher zum apoptotischen Zelltod und hohe
Konzentrationen eher zu Nekrose (Islam et al., 2015). Ursache fiir die DNA-Strangbriiche
ist hdufig die Bildung von 8-Oxoguanin (Yermilov et al., 1996). Dabei haben vor allem
DNA-Doppelstrangbriiche den Zelltod durch Apoptose oder Nekrose zur Folge (Roos and
Kaina, 2006, Shacka et al., 2006). Doch Peroxynitrit kann auch ohne Beteiligung von 8-
Oxoguanin zu DNA-Einzelstrangbriichen fithren (Szabo and Ohshima, 1997, Salgo et al.,
1995, Szabo et al., 1996a). Der Peroxynitrit-Uberschuss bewirkt die Phosphorylierung von
p38, der MAP-Kinase JNK (c-Jun-N-terminale Kinase) und die Translokation der
phosphorylierten, also aktivierten, JNK in die Mitochondrien. Dies fiihrt zu einem Ausstrom
von Cytochrom C sowie zu einer Aktivierung der Caspasen 9 und 3 und letztlich zur

Apoptose (Shacka et al., 2006).

Generell 14uft die Apoptose durch oxidativen Stress unter der Beteiligung der Caspasen 2,
3, 8 und 9 ab (Zhuang and Simon, 2000, Li et al., 1999). Doch auch unabhingig von
oxidativem Stress miinden alle Apoptose-Signalwege in eine Aktivierung von Caspase 3 als
gemeinsamen Endpunkt (Shacka et al., 2006). Ein Nachweis von Caspase 3 ldsst direkte

Schlussfolgerungen auf das Ausmal der stattgefundenen Apoptose zu.

In der vorliegenden Arbeit fand sich in keiner der Proben beider Gruppen ein Caspase 3-
Signal. Die mitgefiihrte Positivkontrolle zeigte das erwartete positive Signal. Da Apoptose
immer iiber die Aktivierung von Caspase 3 abléuft, ldsst der fehlende Nachweis von

Caspase-Aktivitét in den Versuchen schlussfolgern, dass kein Zelluntergang durch Apoptose
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stattgefunden hat (Shacka et al., 2006). Diese Annahme wird dadurch gestiitzt, dass in der
REM keine Endothelschdden zu sehen waren. In der Hédmalaun-Farbung der Caspase-
Immunhistochemie fanden sich keine kondensierten Zellen mit Apoptosekdrperchen oder
anderweitige Hinweise auf Zelluntergang (Kerr et al., 1972). Auch waren keine
Nekrosezonen und keine nennenswerte inflammatorische Antwort zu sehen, die auf eine
stattgefundene Nekrose hingedeutet hitten (Zong and Thompson, 2006). Die DAPI-
Kernfarbung im Rahmen der Immunfluoreszenz von 3-Nitrotyrosin und 8-Oxoguanin zeigte
intakte, regelméBig verteilte Kerne in der bestrahlten Region sowie in den benachbarten
GefdBarealen. Diese Resultate werden durch die Ergebnisse der vorangegangenen Arbeit mit

Fokus auf die histologische Morphologie gestiitzt (Minol et al., 2017).

Angesichts des Negativ-Ergebnisses fiir Caspase 3 stellt sich die Frage, ob Apoptose
unabhingig von der untersuchten Aktivierung der Caspase 3 stattgefunden haben konnte. Es
gibt zwei Hauptpfade der Apoptose, den intrinsischen und den extrinsischen Pfad. Die
intrinsische Apoptose geht von den Mitochondrien aus. Die Translokation von Cytochrom
C in das Zytosol fiihrt liber eine initiale Hochregulierung von Bak, Bcl-2 und Bel-xl
innerhalb der Mitochondrien zum Einbau der Permeability transition pore (PTP) in die
innere mitochondrielle Membran und darauffolgend zum Verlust des mitochondriellen
Membranpotenzials. Dies hat ein osmotisches Anschwellen der Mitochondrien und letzten
Endes die Ruptur selbiger zur Folge (Newmeyer and Ferguson-Miller, 2003). Die
Uberexpression von Cytochrom C im Zytosol fordert die Aktivierung von Caspasen und
fiihrt somit zum Zelltod. Aber eine alleinige Cytochrom C-Induktion ist fiir die Apoptose-
Aktivierung nicht ausreichend. Erst das gemeinsame Auftreten von Entkoppelung der
mitochondriellen Atmungskette, Verlust des Membranpotenzials und Cytochrom C-

Ausschiittung miindet in die Apoptose (Chandra et al., 2002).

Hierbei fungiert Cytochrom C als Aktivator von Caspase 9 und Caspase 9 aktiviert liber die
Ausbildung von Apoptosomen die ausfithrende Caspase 3 (Rodriguez and Lazebnik, 1999).
Es folgen Chromatin-Kondensation, nukleosomale DNA-Fragmentierung sowie der Zerfall
der Kernmembran und die Ausbildung von Apoptose-Korperchen (Wang, 2001, Kerr et al.,
1972). SchlieBlich kann die untergegangene Zelle phagozytiert werden. Dabei verursacht der
Zelltod keine Entziindungsreaktion oder Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten

(Majno and Joris, 1995).

Peroxynitrit und hoher oxidativer Stress konnen durch reaktive Sauerstoffspezies den Einbau

von Permeability transition pores (PTP) herbeifiihren. So fiithren sie zur Freisetzung von
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Cytochrom C und anderer Proteine in den intermembranédren Raum und starten die Apoptose
iiber den intrinsischen Pfad, wie oben geschildert (Newmeyer and Ferguson-Miller, 2003).
Der Peroxynitrit-vermittelte, durch oxidativen Stress verursachte apoptotische Zelltod l4uft,
wie die anderen Pfade der Apoptose tliber die Aktivierung der Caspasen 9, 8 und 3 ab (Szabo
et al., 2007, Shacka et al., 2006, Zhuang and Simon, 2000).

Die Apoptose kann neben dem intrinsischen auch iiber den extrinsischen Pfad herbeigefiihrt
werden. Dieser wird {iber die Bindung spezifischer Liganden wie FAS-Ligand (FASL) an
Death receptors wie FAS oder Tumornekrosefaktor-Rezeptor (TNFR) in der Zellmembran
initiiert. Die Bindung 16st einen Zusammenschluss der Death receptors zu Polymeren aus
und aktiviert liber Zwischenschritte erst Caspase 8 und anschlieBend Caspase 3
(Nikoletopoulou et al., 2013). Zuletzt folgt die gemeinsame apoptotische Endstrecke mit

Chromatin-Kondensierung und DNA-Fragmentierung.

Das negative Ergebnis der Caspase 3-Untersuchung zeigt also, dass im Versuch keine
Apoptose, weder oxidativ bedingt iiber den intrinsischen Pfad noch extrinsisch iiber den
Einbau von death receptors in die Zellmembran, stattgefunden hat. Im Sinne der oxidativ
bedingten Atherogenese, wie sie von Stocker et al. beschrieben wird, wire eine gesteigerte
Apoptose-Aktivitdt aber auch die Nekrose glatter Muskelzellen in der ROS-Gruppe zu

erwarten gewesen (Stocker and Keaney, 2004).

Da Zelltod durch Apoptose nicht nachweisbar war, stellt sich die Frage, ob es vermehrt zu
Nekrose in der GefdBwand gekommen ist und woran diese zu erkennen gewesen wére. Es
ist belegt, dass oxidativer Stress innerhalb der Zelle auch zu Nekrose fiithren kann (Los et
al., 2002, Zong and Thompson, 2006). Nekrose hat in der konventionellen Histologie eine
typische Morphologie. Sie ist charakterisiert durch das Anschwellen der Zelle und der
Organellen, also des endoplasmatischen Retikulums, der Mitochondrien, der Ruptur der
Plasmamembran und der Lyse der Zelle (Nikoletopoulou et al., 2013). Im Rahmen der
oxidativ bedingten Nekrose werden p53 und PARP aktiviert (Zong and Thompson, 2006).
Typischerweise folgt auf die Nekrose iiber die Ausschiittung von high mobility group protein
b1, Adenin-Phosphat, Harnsdure und Hitze-Schock-Proteine eine Chemotaxis-vermittelte
Entziindungsreaktion mit Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten und Makrophagen
(Zong and Thompson, 2006, Zeh and Lotze, 2005). Diese typische Morphologie wére in der
Hiamalaun-Féarbung erkennbar gewesen und hétte sich in der Immunfluoreszenz in einem
Verlust von Zellkern-Signalen geduflert. Eine ausgedehnte Nekrose hétte in der REM eine

Verdnderung der Gefdwand verursacht, welche iiber die Ausbildung eines Thrombus
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hinausgeht, zum Beispiel eine Ulzeration. Diese Verdanderungen lieen sich jedoch nicht
belegen. Auch in der vorangegangenen Studie konnten konventionell-histologisch keine

typischen Merkmale der Nekrose gefunden werden (Minol et al., 2017).

Neuere Forschungsergebnisse haben eine weitere Art des Zelltodes durch oxidativen Stress
nachgewiesen, welche weder die typischen Merkmale der Nekrose noch der Apoptose
aufweist. Somit konnte trotz des fehlenden Nachweises von Caspase 3 ein vermehrter
oxidativ bedingter Zelluntergang stattgefunden haben, der nicht von den angewandten
Methoden erfasst wurde. In Studien zur Untersuchung des von Peroxynitrit induzierten
DNA-Schadens wurde eine reaktiv iibersteigerte Aktivierung von Poly (ADP-Ribose)
Polymerase-1 (PARP-1) nachgewiesen (Szabo et al., 2007, Jagtap and Szabo, 2005). Die
Uberaktivierung von PARP-1 fiihrte zum Zelltod iiber einen alternativen Pfad, der sich von

der Apoptose und der Nekrose klar unterschied.

Poly (ADP-Ribose) Polymerase-1 ist ein im Zellkern lokalisiertes Enzym mit mehreren
Funktionen (Zong and Thompson, 2006). Es spaltet unter anderem
Nikotinamidadenindinukleotid (NAD+) zu Nikotinamid und ADP-Ribose und bildet aus
mehreren ADP-Ribose-Molekiilen anschlieBend Poly (ADP-Ribose) unter Verbrauch von
Adenosintriphosphat (ATP) (Sims et al., 1983). Auflerdem ist es an der Reparatur von
Basenexzisionen beteiligt, der Base excisision repair (Menissier de Murcia et al., 2003).
Eine weitere Funktion von PARP-1 ist es, DNA-Strangbriiche zu markieren (Krishnakumar
and Kraus, 2010, Haince et al., 2008). Normalerweise wird PARP-1 durch DNA-Schiden
aktiviert und bindet zur Reparatur an Einzelstrangbriiche oder Doppelstrangbriiche
(Krishnakumar and Kraus, 2010). Dabei markiert PARP-1 DNA-Schidden, indem es ADP-
Ribose-Molekiile im Bereich der DNA-Strangbriiche anbringt. In der Folge wird der MRN-
Komplex, bestehend aus den Enzymen Mrell, Rad50 und Nbsl, an den Ort der
Strangbriiche gelotst und repariert die DNA-Schidden (Haince et al., 2008). Die Wichtigkeit
von PARP-1 in Zusammenhang mit der DNA-Synthese und -Reparatur zeigt sich darin, dass
ein Knock-out von PARP-1 im Genom von Méusen bereits in der Embryonalentwicklung

todlich ist (Menissier de Murcia et al., 2003).

Peroxynitrit und oxidativer Stress sind potente Induktoren der PARP-Aktivierung (Jagtap
and Szabo, 2005, Szabo et al., 1996a, Zingarelli et al., 1996). Dabei fiihrt eine
Uberaktivierung von PARP-1 zu einem gesteigerten Verbrauch von NAD+ und ATP und
letzten Endes aufgrund des ATP-Mangels zu Zelldysfunktion sowie zum Zelltod (Szabo and

Dawson, 1998, Nicotera et al., 1998).
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Speziell diese Uberaktivierung von PARP-1 ist der Grund fiir den alternativen Zelltod, der
von Harraz et al. als ,,Parthanatos (aus PAR: Poly (ADP-Ribose) und Thanatos: griechisch
fiir Tod) benannt wurde (Harraz et al., 2008). Parthanatos ist weder Caspase-abhéingig noch
kommt es zu einem Anschwellen der Zelle, wie bei der Nekrose (Holler et al., 2000,
Nikoletopoulou et al., 2013). Typischerweise wird bei der Apoptose PARP-1 nach initialer
Aktivierung von Caspasen gespalten und dadurch inaktiviert (Ivana Scovassi and Diederich,
2004). Bei dem Parthanatos hingegen erfolgt durch die gesteigerte Aktivierung von PARP-
1 eine Translokation des Apoptose-induzierenden Faktors aus den Mitochondrien in den
Zellkern (Aredia and Scovassi, 2014, Eisemann and Pascal, 2020). Darauf folgt eine
Verschiebung von Phosphatidylserin zur duBeren Plasmamembran, die Zerstérung des
mitochondrialen =~ Membranpotenzials, die Chromatin-Kondensation sowie die
Fragmentierung der DNA (Islam et al., 2015, Eisemann and Pascal, 2020). Bei der
Entscheidung, welchen Pfad die Zelle zum Untergang einschlégt, spielt neben der PARP-1-
Aktivierung die vorhandene ATP-Menge innerhalb der Zelle eine entscheidende Rolle.
Selbst der Prozess der Nekrose benétigt noch eine Restmenge an ATP. Wenn aber durch
eine PARP1-Aktivierung sdamtliches ATP aufgebraucht wurde, geht die Zelle in den
Parthanatos tiber (Skulachev, 2006, Nicotera et al., 1998).

Es wurde gezeigt, dass in den Versuchen dieser Arbeit fokal oxidativer Stress vorhanden
war und folglich ein Uberschuss an Peroxynitrit gebildet wurde. Fraglich ist, ob dieser
Peroxynitrit-Uberschuss Parthanatos ausldsen konnte. Fiir Parthanatos spricht einerseits,
dass Peroxynitrit ein starker Induktor von PARP-1 ist, und dass initial in der ROS-Gruppe
eine gesteigerte Menge an 3-Nitrotyrosin und 8-Oxuguanin als Zeichen gesteigerten
oxidativen Stresses nachweisbar waren. Weiterhin schlieft das Negativ-Ergebnis der
Caspase 3-Farbung Apoptose, und somit auch die PARP-1-Inhibition infolge der Caspase-

Aktivierung, aus (Ivana Scovassi and Diederich, 2004).

Allerdings spricht der nur maBig erhohte, nicht signifikante Messwert von 8-Oxoguanin
gegen eine ausgepriagte DNA-Schidigung. Somit ist davon auszugehen, dass die Menge an
DNA-Strangbriichen allenfalls gering war und zum Zweck der DNA-Schadensreduktion nur
eine geringe Aktivierung von PARP-1 erfolgt ist. Zwar konnte durch den initialen oxidativen
Stress, welcher sich in dem initialen 3-Nitrotyrosin-Peak zum Zeitpunkt t = 0 widerspiegelt,
eine Aktivierung von PARP-1 durch Peroxynitrit erfolgt sein. Der Zelluntergang hétte sich
aber in einer Strukturdnderung der GefdaBwand und dem Verlust von Zellkernen manifestiert.

Weder die Histologie der Antikorper-Untersuchungen noch die
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Rasterelektronenmikroskopie zeigten solche Verdnderungen der GefaBwand. Auch in der
vorangegangenen Arbeit lieBen sich in der konventionellen Histologie zum Zeitpunkt des
groBten oxidativen Stresses und unmittelbar danach keine morphologischen Verdnderungen
der Gefaflwand belegen (Minol et al., 2017). Die Ergebnisse dieser Arbeit sprechen somit in

ihrer Gesamtheit gegen einen gesteigerten Zelltod durch Parthanatos.

In zukiinftigen Versuchen lieBe sich Parthanatos selbst in geringer Ausprigung
immunhistochemisch nachweisen. Die PARP-1-Aktivierung stimuliert in glatten
Muskelzellen die induzierbare Stickoxid-Synthase (iINOS) {iber Interferon gamma (Szabo et
al., 1996b). Ein immunhistochemischer Nachweis einer gesteigerten iNOS-Aktivierung oder
von erhohtem Interferon gamma in glatten Muskelzellen konnte folglich als moglicher

Surrogat-Parameter einer gesteigerten PARP-1-Aktivierung dienen.

Somit lassen sich sowohl stattgefundene Apoptose als auch Nekrose und Parthanatos in den
Versuchen ausschlieBen. In anderen Studien wurden im Rahmen der Photodynamischen
Reaktion oftmals hitzeabsorbierende Filter eingesetzt, um thermische Schdaden zu vermeiden
(Kikuchi et al., 1998). Dabei blieb die Frage offen, ob die reine Laserbestrahlung ohne
Bengalrot Zellschdden verursachen kann. Typische Folge einer Schiddigung durch
Laserbestrahlung ist die Apoptose (Barak et al., 2005). Auch operative Eingriffe konnen zu
Entziindung und gesteigertem Zelluntergang fiihren (Jacobi et al., 1998, Murphy and
Shelley, 2018). Da in den Versuchen der vorliegenden Arbeit keine Apoptose stattgefunden
hat, lassen sich Zellschdden sowohl durch den operativen Eingriff als auch durch die fokale

Laserbestrahlung ausschlie3en.

In den Versuchen dieser Arbeit wurde durch fokale Anwendung von reaktiven
Sauerstoffspezies die Bildung eines Thrombus verursacht. Ob der Thrombus aufgrund eines
Endotheldefektes entstanden ist, ldsst sich nicht sicher sagen. In der Zusammenschau mit
den Ergebnissen der gemeinsamen Publikation kdnnte der oxidative Stress die Ursache der
beobachteten endothelialen Dysfunktion beziehungsweise des Endotheldefektes gewesen
sein (Minol et al., 2017). Dabei weisen der miBig erhdhte 8-Oxoguaninwert und die fehlende
Aktivierung von Caspase 3 eher auf eine Dysfunktion als auf einen Endotheldefekt mit
Zelluntergang hin. Der hohe 3-Nitrotyrosinwert ldsst sich als Beleg fiir die oxidative
Modifikation von Proteinen der GefdBwand deuten, welche zu einer Dysfunktion gefiihrt
hat. Dazu passt, dass sich auch im Thrombus, mdglicherweise aufgrund einer oxidativen

Modifikation des Fibrins, 3-Nitrotyrosin nachweisen lief3.
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Mittelfristig bildete sich innerhalb von 56 Tagen eine Verdickung der GefaBwand aus.
Strukturelle Verdnderungen waren vor allem in der Tunica media erkennbar. Die Abstdnde
zwischen den elastischen Lamellen waren vergroBert und die Kerne teils ungeordnet, &hnlich
wie bei degenerativen Gefallerkrankungen. Keine dieser Verdanderungen fand sich in der
Kontrollgruppe. In den Versuchen der vorangegangenen Arbeit konnte in der
GefiaBwandverdickung eine fokale Verkalkung und ein teilweiser Verlust der Expression
von glattmuskuldrem Aktin nachgewiesen werden. Die fokale Applikation von reaktiven
Sauerstoffspezies kann eine Differenzierung von glatten Muskelzellen zu einem osteogenen
Phénotypen herbeifiihren (Wang et al., 2015, Byon et al., 2008). In einer Studie von Byon
et al. bildeten sich zusitzlich Verkalkungen ohne Nachweis von Apoptose aus (Byon et al.,
2008). Dabei fungiert oxidativer Stress als Induktor von osteochondrogenen
Schliisselfaktoren, zum  Beispiel von  Transkriptionsfaktor =~ Runx2.  Diese
Transkriptionsfaktoren regen einen Phédnotypenswitch vom muskuldren zum
osteochondrogenen Phénotyp an (Byon et al., 2008). Glatte Muskelzellen regen iiber erhdhte
Zellmigration, Sekretion von Matrixbestandteilen, osteochondrogene Differenzierung und
Kalzifizierung die Entstehung einer atherosklerotischen Lésion an (Trion and van der
Laarse, 2004, Naik et al., 2012). Es besteht groBe Ahnlichkeit zwischen den Ergebnissen

dieser Arbeit und der beschriebenen Abfolge degenerativer Verdnderungen.

Im Vergleich mit der Atherosklerose fallen jedoch deutliche Unterschiede auf. In dieser
Studie bildete sich als Reaktion auf oxidativen Stress unmittelbar ein Thrombus, begleitet
von oxidativer DNA-Schiadigung. Die DNA-Schédigung war jedoch gering, da sie keine
Apoptose zur Folge hatte. Bei der Atherosklerose wéren kurzfristig vor allem ein
Endotheldefekt mit Lipidperoxidation und Schaumzellbildung sowie Apoptose zu erwarten

(Denicola et al., 2002, Stary et al., 1994).

Ein weiterer Unterschied zwischen der klassischen Atherosklerose und der GefaBlédsion in
dieser Arbeit besteht bereits darin, dass lediglich iiber einen kurzen Zeitraum ein peak von
oxidativem Stress erzeugt wurde, wohingegen die Atherosklerose durch chronische Wirkung
zahlreicher Einflussfaktoren entsteht (Benjamin et al., 2017). Auch fand sich keine
Transmigration von Leukozyten in den subendothelialen Raum der Tunica intima, welche

bei der Atherosklerose zu erwarten wire (Thomson, 2015).

Chronisch zeigte sich in dieser Studie eine Verdickung der GefiBwand mit leichter
Architekturstorung und Verkalkung. Es fand sich jedoch kein Atherom. Bei der

Atherosklerose wéren als chronische Merkmale vor allem eine konzentrische Verdickung
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der GefiBwand, ein Atherom mit fibroser Kappe und Verkalkungen zu erwarten (Stary et

al., 1995).

Im Vergleich ldsst sich feststellen, dass in der ROS-Gruppe eine fokale GefaB3ldsion mit
Merkmalen degenerativer GefaBerkrankungen erzeugt wurde. Jedoch gibt es deutliche
Unterschiede zu der Atherosklerose, wie das Fehlen des Lipidkerns, des Atheroms oder der

fehlende DNA-Schaden mit Apoptose (Martinet et al., 2002).

42



4.6 Schlussfolgerungen

Die hier vorliegende Arbeit liefert gemeinsam mit den Versuchen der vorangegangenen
Arbeit und der Publikation ein Tiermodell zur Analyse einer fokalen Degeneration der
Aortenwand weitgehend ohne systemische Nebenwirkungen durch die gezielte Anwendung
von reaktiven Sauerstoffspezies. Dabei fehlen der entstandenen Lision typische Merkmale
atherosklerotischer Lidsionen. Die Versuche stiitzen die Hypothese, dass reaktive
Sauerstoffspezies eine entscheidende Rolle in der Entstehung degenerativer
GefaBlerkrankungen wie der Atherosklerose spielen. Gleichzeitig zeigen sie auch, dass
kurzfristiger oxidativer Stress allein nicht ausreicht, um eine Gefdl3degeneration oder

Atherogenese zu verursachen.

Im Vergleich sind degenerative GefaBlerkrankungen fast immer eine Folge chronischer
Einflussfaktoren. Das hier geschilderte Modell verwendet hingegen einen kurzfristigen peak
oxidativen Stresses von maximal einer Stunde Zeitdauer. Unter physiologischen
Bedingungen wirkt oxidativer Stress liber einen langen Zeitraum und nimmt multifaktoriell
Einfluss auf die voranschreitende Degeneration von Gefdflen. Da sich kein gesteigerter
Zelluntergang infolge des oxidativen Stresses nachweisen lie3, war die Intensitdt oder auch

die Dauer der ROS-Induktion vermutlich zu gering.

Moglicherweise war auch der Beobachtungszeitraum zu kurz, um alle Langzeitfolgen zu
erfassen, denn erst zum Zeitpunkt der letzten Explantation zeigte sich eine beginnende

Langzeitfolge der ROS-Wirkung.

Der grofle Vorteil dieses Modells liegt in den geringen systemischen Nebenwirkungen.
Weder der operative Eingriff noch die Laserbestrahlung verursachen nennenswerte
Zellschdden und bieten die Mdoglichkeit, gesunde GefdBabschnitte mit degenerierten
Gefédflabschnitten zu vergleichen. In Zukunft 14sst sich das Modell nutzen, um gezielt die
Auswirkungen von reaktiven Sauerstoffspezies auf Strukturen des kardiovaskuldren

Systems zu erfassen.
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