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Zusammenfassung

Hintergrund: Stickstoffmonoxid (NO), das von den drei NO-Synthasen (NOS) produziert wird,
spielt eine wichtige Rolle im kardiovaskularen System. Es ist unter anderem wichtig fur die
Regulation von Blutfluss und GefaRtonus und wirkt als Vasodilatator. Fur die Fluss-vermittelte-
Vasodilatation (FMD) ist insbesondere die konstitutionell exprimierte eNOS von grol3er
Bedeutung. In vorherigen Arbeiten unserer Gruppe konnte gezeigt werden, dass Erythrozyten
eine funktionelle eNOS besitzen. Sowohl eNOS als auch die beiden Isoformen der Arginase
setzen L-Arginin als Substrat um. Um die gewebespezifischen Funktionen der eNOS und der

Arg-1 ndher zu untersuchen, wurden transgene Mause erzeugt.

Hypothese: Die Hypothese dieser Arbeit ist, dass die erythrozytare und endotheliale eNOS
und Arg-1 zur Regulation vaskularer und kardialer Funktionen beitragen und die Erholung nach

myokardialer Ischamie/Reperfusion (I/R) beeinflussen.

Methoden: Um die Hypothese zu Uberprifen wurden mithilfe des Cre-Lox-P-Systems
transgene Mause mit gewebsspezifischem eNOS- und Arg-1-KO und -KI erzeugt. Die kardiale
Funktion der Mause wurde mittels Echokardiographie und die vaskulare Funktion durch
Messung der FMD mittels hochauflésenden Ultraschalls gemessen. Zudem wurden die Mause
einer I/R unterzogen und die kardiale Funktion anschliefend mittels Echokardiographie

untersucht.

Ergebnisse: In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die endotheliale eNOS
entscheidend fir die durch FMD gemessene endotheliale Funktion ist, da durch den Kl der
endothelialen eNOS die FMD wiederhergestellt werden konnte. Zudem zeigte sich, dass die
FMD nicht von der erythrozytaren eNOS beeinflusst wird. Die basale kardiale Funktion wurde
durch den KO der erythrozytaren eNOS nicht beeinflusst. Durch den KO der erythrozytaren
Arg-1 konnte weder in Bezug auf die FMD noch auf die basale kardiale Funktion
Veranderungen festgestellt werden. Auch der endotheliale Arg-1-KO flhrte nicht zu einer
Veranderung der FMD. Nach myokardialer Ischamie und Reperfusion (I/R) konnte bei der
erythrozytaren eNOS-KO-Linie eine signifikant schlechtere Ejektionsfraktion (EF) sowie eine
Abnahme des Herzzeitvolumens im Vergleich zur Kontrollgruppe festgestellt werden. Bei der
erythrozytaren Arg-1-KO-Gruppe konnte nach I/R keine signifikante Veranderung der

kardialen Funktion gemessen werden.

Zusammenfassung und Schlussfolgerung: Die Ergebnisse zeigen, dass die endotheliale

eNOS essenziell an der endothelialen Funktion, die durch FMD gemessen wurde, beteiligt ist,
wahrend die erythrozytdre eNOS diese nicht beeinflusst. Arg-1 spielt weder im Endothel noch
in den Erythrozyten eine Rolle bei der Entstehung der FMD, obwohl Arg-1 und eNOS das

gleiche Substrat nutzen. Die erythrozytare eNOS tragt zur Kardioprotektion nach I/R bei.
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Abstract

Background: Nitric oxide (NO), being produced by the three NO synthases (NOS), plays an
important role in the cardiovascular system. Among others it is important for the regulation of
bloodflow and vascular tone and plays an important role as a vasodilator. For flow-mediated-
vasodilation (FMD) the constitutively expressed endothelial NOS (eNOS) is especially
important. Older experiments from our lab proofed that not only endothelial cells but also
erythrocytes express a functional NOS. The NOS and both isoforms of the enzyme arginase

use the aminoacid L-arginine as substrate.

Hypothesis: Erythrocyte and endothelial eNOS and Arginase-1 (Arg-1) contribute to the
regulation of vascular and cardiac function and influence the recovery after myocardial

ischemia/reperfusion (I/R).

Methods: To test this hypothesis transgenic mice with erythrocyte and endothelial specific
eNOS-knock-outs (KOs) and -knock-ins (Kls) and Arg-1-KOs were generated using Cre-Lox-
P-technology. Cardiac function was assessed using echocardiography and vascular function
was measured through FMD via high-resolution-ultrasound. Some mice underwent I/R and

cardiac function was measured afterwards via echocardiography.

Results: In this thesis the crucial role of endothelial eNOS for endothelial function measured
by FMD could be shown. Further it could be shown that erythrocyte eNOS does not influence

FMD. Basal cardiac function was not changed by the KO of erythrocyte eNOS.

KO of erythrocyte Arg-1 neither changed vascular nor basal cardiac function. The KO of
endothelial Arg-1 did not change FMD. Erythrocyte eNOS KO mice did show a significant
reduction of ejection fraction and in cardiac output after I/R in comparison to the control
group. The erythrocyte Arg-1-KO did not lead to measurable changes in cardiac function

after I/R injury.

Summary and Conclusion: The results show that endothelial eNOS is essential for

endothelial function, which was measured by FMD, while erythrocyte eNOS does not
influence FMD. Arg-1 does not play a role in the regulation of FMD even though Arg-1 and

eNOS use the same substrate. Erythrocyte eNOS contributes to cardioprotection after I/R.
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1. Einleitung

1.1 Epidemiologie kardiovaskularer Erkrankungen

Die zunehmende Inzidenz kardiovaskularer Erkrankungen stellt in unserer heutigen
Gesellschaft ein gro3es medizinisches Problem dar. Trotz neuer Forschungen zu den
Ursachen kardiovaskularer Erkrankungen bleiben diese eine bedeutende Ursache fur
Morbiditat und Mortalitéat. 2010 gab es circa 17 Millionen Todesfélle aufgrund kardiovaskularer
Erkrankungen. 2013 waren 13% der Todesfalle der Koronaren Herzkrankheit (KHK)
zuzuschreiben. Durch eine Stabilisierung der Inzidenz und Senkung der Mortalitdt nach
Myokardinfarkt kommt es zu einer Steigerung der Pravalenz der KHK [1]. Die Bedeutung der
Hypertonie wird angesichts des demographischen Wandels weiter zunehmen. Die weitaus
meisten Patienten mit Bluthochdruck sterben an den kardiovaskuldren Folgen dieser

Erkrankung, beispielsweise Herzinfarkt, Herzinsuffizienz oder Schlaganfall [2-4].

1.2 NO-Synthasen

1.2.1 Isoformen

Stickstoffmonoxid, das von den drei verschiedenen Isoformen der Stickstoffmonoxidsynthase
(NOS) hergestellt wird, spielt eine bedeutende Rolle in der Regulation des kardiovaskularen
Systems. Allen Formen gemeinsam ist L-Arginin als Substrat sowie Sauerstoff (O2) und
Nikotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (NADPH) als Co-Substrate und Flavin-
Adenin-Dinukleotid (FAD), Flavinmononukleotid (FMN) und Tetrahydrobiopterin (BH.4) als Co-
Faktoren. Zudem sind alle NOS-Isoformen Homodimere und enthalten Hamgruppen und
Flavoproteine [5, 6]. Alle Isoformen besitzen eine n-terminale Oxidase- und eine c-terminale
Reduktase-Doméane. Zudem ist allen Formen gemein, dass die Oxygenase-Doméane

dimerisiert und von zwei separaten Reduktase-Domanen vorliegt [5].



1.2.1.1 nNOS

Die neuronale NOS (nNOS) ist konstitutiv aktiv und ihre Aktivitdt wird durch Calcium-lonen
(Ca?*) und Calmodulin reguliert. Sie kommt an verschiedenen Orten, zum Beispiel in
Neuronen, sympathischen Ganglien, Nebennieren und Epithelzellen vor [6]. Zu ihren
physiologischen Funktionen zahlen die Modulation des Lernens und des Gedachtnisses. Es
gibt Hinweise, dass eine Minderfunktion von nNOS zu Amnesie und Reduktion der
Gedachtnisleistung fihren kann. Zudem scheint nNOS auch eine Rolle in der zentralen
Regulation des Blutdrucks zu spielen und wichtig flir den Gefaftonus zu sein. Eine abnorme
Funktion von nNOS ist mit neurodegenerativen Erkrankungen wie Schlaganfall, Alzheimer
Demenz, Multipler Sklerose und Parkinson assoziiert. Neben NO produziert nNOS auch

Wasserstoffperoxid, dass eine Relaxation der Gefalke bewirkt. [6, 7]

1.2.1.2INOS

Die induzierbare NOS (iNOS) ist nicht konstitutiv aktiv, Ca?*-unabhangig und kann durch
bakterielle Lipopolysaccharide oder Zytokine aktiviert werden [8, 9]. Sie wurde zuerst in
Makrophagen beschrieben [6], lasst sich aber in fast allen Geweben nachweisen. Nach
Aktivierung ist sie konstitutiv aktiv und kann groRe Mengen NO produzieren [9]. In diesen
Mengen wirkt NO zytotoxisch. Auch gesunde Zellen kénnen durch NO geschadigt werden [6].
Pathophysiologisch spielt durch iNOS produziertes NO v.a. im septischen Schock eine Rolle,
wo es zu einer Vasodilatation der Arteriolen, Hypotension sowie Beeintrachtigung der
Mikrozirkulation fiihrt. [6] Die Rolle der iINOS im kardiovaskuldren System ist insofern fraglich,

als dass ihr sowohl schadliche als auch protektive Funktionen zugeschrieben werden [9].

1.2.1.3 eNOS

Die endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) katalysiert die Bildung von
Stickstoffmonoxid (NO) und L-Citrullin aus der Aminosaure L-Arginin. Hierzu werden die Co-
Faktoren Ca?*, Calmodulin, BH4, O2 und NADP benétigt [10, 11]. Bei eNOS handelt es sich
um ein Homodimer. Dabei besitzt jedes Monomer eine amino-terminale Oxygenase-Domane
und eine carboxy-terminale Reduktase-Domane [5]. Die Oxygenase-Domane bindet L-Arginin,

BHs und Ham, wahrend die Reduktase-Domane FAD, FMN und NADPH bindet. Bei
2



Aktivierung dienen die Flavine in der Reduktase-Domane dazu Elektronen von NADPH zu
Hameisen in der Oxygenase-Doméane des anderen Monomers zu transferieren, sodass es zur
Synthese von NO kommen kann [12]. eNOS wird nicht nur in den Endothelzellen exprimiert,
sondern auch in Kardiomyozyten, in Gehirn-, Plazenta- und Nierenzellen [6, 13]. Ahnlich wie
bei nNOS sind auch bei eNOS Ca?* und Calmodulin wichtig fur die Regulation des Enzyms.
eNOS setzt NO pulsatil frei, wobei die Freisetzung bei Anstieg des intrazellularen Ca?*-

Spiegels gesteigert wird.

1.2.2 Physiologische Funktion von eNOS und NO

1988 konnten Palmer et al. zuerst nachweisen, dass vaskulare Endothelzellen L-Arginin zu
NO umsetzen [14]. Vorher schrieb man die NO-vermittelten Effekte dem ,Endothelium Derived
Relaxing Factor® (EDRF) zu, bis man entdeckte, dass es sich bei diesem um NO handelt [15,
16].

Die eNOS bzw. ihr Produkt NO spielt bei der Regulation des Blutdrucks, des Blutflusses und
des Gefalltonus eine wichtige Rolle [8, 17]. Weitere Funktionen von NO sind eine Hemmung
1) der Leukozytenadhasion und Plattchenaggregation [18, 19], 2) Infiltration von Neutrophilen
3) sowie die Proliferation und Migration glatter Muskelzellen [8, 19, 20]. Zudem wirkt NO als
Vasodilatator [17, 19] in der glatten Gefallmuskulatur. Diese Funktion kann durch die
Mediatoren Acetylcholin, Bradykinin und Thrombin beeinflusst werden [21]. Darliber hinaus ist
NO auch wichtig fir die Reorganisation geschadigter GefalRe [20]. NO beeinflusst den
myokardialen Metabolismus unter Ruhebedingungen. Unter ischdmischen Bedingungen

scheint es jedoch keinen Effekt auf diesen zu haben [22].

Neben Effekten im kardiovaskularen System besitzt NO noch andere Eigenschaften wie die
Kontrolle neuronaler Funktionen [7], Regulation der Gentranskription und der
posttranslationalen Modifizierungen [6]. Durch Reaktion von NO mit Superoxidanionen kann
es zu einer Bildung von Peroxynitrit und damit zu einer Inaktivierung von NO kommen [23].
Peroxynitrit kann oxidative Schaden, Nitration und S-Nitrosylierung unter anderem an
Proteinen, Lipiden und der DNA verursachen [6, 24]. NO spielt eine Rolle in der Immunabwehr

und tragt gleichzeitig auch zur Gewebeschadigung bei Entziindungen bei [9].

NO istim Vergleich zu anderen Signalmolekulen stabiler und weniger reaktionsfreudig mit z.B.
Thiolen, Cystein und Glutathion. Diese Eigenschaft kombiniert mit der Ladungsfreiheit des
Molekiils, ermoglicht es die Zellmembran zu passieren und an seinen Wirkungsort auf der
(sub)luminalen Seite des GefaRendothels zu gelangen [25]. NO hat eine hohe Affinitat zu Fe?*-
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Ham-Gruppen und reagiert mit l6slicher Guanylatzyklase (sGC) [12, 26], wodurch
Guanosintriphosphat (GTP) in zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP) umgewandelt wird
und so eine Signalkaskade aktiviert wird, die zur Vasodilatation fuhrt. cGMP aktiviert
Proteinkinase G (PKG), was verschiedene Mechanismen in Gang setzen kann. Zum einen
kann es zu einer Aktivierung von Phospholamban und einer SERCA-abhangigen Senkung der
Ca?*-Konzentration kommen. Zudem ist eine Phosphorylierung von IRAG und Senkung der
Inositoltriphosphat- (IP3) und Ca?'-Konzentrationen moglich. Es kann zu einer
Aktivitatsdnderung von Kalium-Kanalen, die zu einer Hyperpolarisierung der Zellmembran
fuhrt, kommen. Dies hat ebenfalls eine Senkung der intrazellularen Ca2*-Konzentration zur
Folge. All diese Mechanismen, die zu Senkung der intrazellularen Ca?*-Konzentration fiihren,
bewirken eine Phosphorylierung der Myosinleichtketten-Kinase, die wiederum eine
Dephosphorylierung der Myosinleichtketten bewirkt, was letztendlich zur Relaxation der

Gefalmuskelzellen und somit zu einer Vasodilatation fuhrt [25].

NO kann in Erythrozyten, im Plasma und im Gewebe in bioaktive Metabolite umgewandelt
werden, die zur heterozellularen Kommunikation beitragen. Durch Schubspannung induzierte
Deformation von Erythrozyten fiihrt zur ATP-Freisetzung. Dieses bindet vermutlich an

Purinrezeptoren auf Endothelzellen und aktiviert so die eNOS Produktion [25].

1.2.3 Physiologische Endothelfunktion

Das Endothel, das die innere Schicht der GefalRe bildet, ist essenziell fir die Regulation
wichtiger Funktionen, zum Beispiel des Gefaldtonus und des regionalen Blutflusses.
Gefalitonus und Blutfluss werden durch die Produktion verschiedener Vasodilatatoren, wie NO
und Prostacyclin und Vasokonstriktoren, wie Endothelin, Thromboxan, Angiotensin-2 und
Superoxid beeinflusst. Das Endothel bildet die genannten Faktoren und ist somit entscheidend
flr vaskulare Funktionen [27]. Im Endothel werden Oberflachenmolekile exprimiert, die die
Interaktion mit Monozyten und Leukozyten beeinflussen, was wiederum die Rekrutierung
inflammatorischer Zellen und arteriosklerotischer Plaques beeinflusst [28]. Auch die
Modulation der Gefallmuskelzellproliferation als Reaktion auf Verletzungen, gehért zu den
Funktionen des Endothels [28]. Bei ischamischen Verletzungen wird es schon vor Einsetzen

von Zellschaden beeintrachtigt [29].

Um die physiologischen Funktionen des Endothels aufrecht zu halten, wird sowohl basale als
auch stimulierte eNOS-Aktivitdt benotigt. Deshalb kann diese an verschiedenen Stellen

reguliert werden, zum Beispiel durch Transkription, Substratverfligbarkeit, Interaktion mit Co-
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Faktoren, Protein-Protein-Interaktion, Interaktion mit Heat-Shock-Protein-90 (hsp-90) und

Caveolin sowie durch posttranslationale Modifikation [28].

Darliber hinaus kann die eNOS-Aktivitat durch Dimerisierung und subzellulare Lokalisation zu
Caveolae moduliert werden [30]. Bei den Caveolae handelt es sich um Invaginationen der
Zellmembran, die vor allem durch Caveolin-1 stabilisiert werden. Sie spielen eine Rolle in der
Regulation der Zellmembran und Signaltransduktion. Caveolin-1 interagiert direkt mit eNOS,
indem es diese bindet. Bei Wirkung von Schubspannung mit Formation von Ca?*/Calmodulin-
Komplexen, die an eNOS binden, kommt es zur Dissoziation von eNOS und Caveolin-1 und
dadurch zu einer Aktivierung der eNOS [25]. Sinkt die Ca?*-Konzentration wieder auf normale
Level, kommt es zu einer Reassoziation von eNOS an Caveolin. Dieser Effekt kann durch
posttranslationale Palmitoylierung von eNOS verstarkt werden [31]. Zellen mit defekter

Palmitoylierung setzen signifikant weniger NO frei als normale Zellen [32].

Es gibt noch zahlreiche andere Faktoren, die die Aktivitat der eNOS steigern kénnen, zum
Beispiel Ostrogen, Insulin und Acetylcholin. Bei der posttranslationalen Modifikation spielen
vor allem Phosphorylierung an Serin- und Threonin-Resten wie T497, S617, S635, S1177 eine
Rolle, wobei vor allem letztere von Bedeutung ist. Die Phosphorylierung an S1177 ist ein
entscheidender Regulationsmechanismus der eNOS-Aktivitat beim Menschen und kann z.B.
durch Ostrogen und Statine gesteigert und durch Diabetes, arterielle Hypertonie,
metabolisches Syndrom, Fettleibigkeit, IL-6, TNF-a oder Resistin herabgesetzt werden. [28]
Der Akt/PKB-Signalweg fuhrt durch Phosphorylierung an S1177 zu einer Ca?*-unabhangigen
Aktivierung von eNOS [33]. Dimmeler et al. konnten zeigen, dass dieser Mechanismus vor
allem bei der schubspannungsabhangigen Aktivierung der eNOS eine entscheidende Rolle
spielt [33, 34]. Durch Hemmung dieses Signalweges wurde die Phosphorylierung und damit
die Aktivierung von eNOS vollstandig inhibiert [33].

Kleinbongard et. al. konnten zeigen, dass durch eNOS-Inhibition mittels L-Name vor allem der
Plasmanitritspiegel sank. Dieser korreliert also stark mit der eNOS-Aktivitdt und kann als

Biomarker fur die Bestimmung dieser herangezogen werden [35].



1.2.4 Endotheliale Dysfunktion

Wenn das Endothel seine physiologischen und protektiven Funktionen nicht aufrechterhalten
kann, kommt es zur endothelialen Dysfunktion. Dabei handelt es sich um die gemeinsame
Endstrecke verschiedener kardiovaskularer Risikofaktoren wie Hypertonie, Fettleibigkeit,
Diabetes, Dyslipidamie und Arteriosklerose. Bei diesen Erkrankungen ist die NO-
Bioverfugbarkeit herabgesetzt. Um die endotheliale Dysfunktion zu erfassen, gibt es mehrere
Méoglichkeiten. Zur Ermittlung der Endothelfunktion kann die Reaktion des Endothels auf
Acetylcholin in-vivo oder in-vitro oder durch Messung der Fluss-vermittelten-Vasodilatation
(FMD) gemessen werden. Bei beiden Methoden kommt es durch NO-Freisetzung zur
Vasodilatation. [28] Bei der klinischen oder experimentellen Durchfihrung der FMD wird die
NO-Freisetzung durch Rickerlangen des Blutflusses nach vorheriger Ischamie hervorgerufen
[36]. Nach Beendigung der Ischamie kommt es zu einer reaktiven Hyperamie, durch die eine
erhohte Schubspannung entsteht [37]. Als Reaktion auf diese Schubspannung 6ffnen sich
mechanosensitive Calciumkandle an der Oberflache der Endothelzellen. Durch den
Calciumeinstrom kommt es zur Aktivierung von eNOS und dadurch zur NO-Produktion und
schlieB3lich zur Vasodilatation [38]. Mithilfe der FMD kann man auch Aussagen bezlglich der
Wahrscheinlichkeit zukunftiger kardiovaskularer Ereignisse treffen [28, 39]. Viele
kardiovaskulare Risikofaktoren beeinflussen die FMD [36]. Sie kann beim Menschen durch
Gabe von NOS-Inhibitoren aufgehoben werden [40]. Zudem flihren die NOS-Inhibitoren zu

einer Steigerung des Gefaldtonus und Senkung des Blutflusses [41].

Fir die verminderte NO-Bioverfligbarkeit bei endothelialer Dysfunktion gibt es verschiedene
Ursachen. Zu diesen gehdren verminderte eNOS-Expression, L-Arginin-Mangel, Inhibition von
NOS durch asymmetrisches Dimethylarginin, eNOS-Entkoppelung und BHs-Mangel,
mechanische Defekte des Endothels, metabolische Intoxikation mit freien Fettsduren und
inflammatorischen Zytokinen wie IL-6 oder TNF-a, Erhéhung des intrazellularen PI3-Akt

Signalweges durch Hyperglykdmie und Verbrauch von NO durch Superoxidanionen [28].

Unter bestimmten Bedingungen kann es zur eNOS-Entkoppelung kommen. Dabei produziert
eNOS nicht mehr NO, sondern reaktive Sauerstoffspezies (ROS) [6, 12, 18, 42]. Es gibt
verschiedene Hypothesen, warum es zur Entkoppelung von eNOS kommt. Unter anderem
koénnte sie durch vermehrter BHs-Oxidierung zustande kommen [43]. BH4 dient als sterischer
Stabilisator des eNOS-Dimers und ist direkt am Elektronentransport von NAPDH zu L-Arginin
beteiligt [44]. Bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 konnte eine wichtige Rolle von BH4
nachgewiesen werden. Durch BH4-Supplementierung wurde eine Verbesserung der

endothelvermittelten Vasodilatation erzielt, die durch NOS-Inhibition wieder verschwand [45].
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In-vitro konnte die Superoxidproduktion durch Zugabe von BH4unterbunden werden [42]. Eine
andere Ursache der eNOS-Entkoppelung ist der Mangel von L-Arginin [6, 18, 43]. Auch die
NADPH-Oxidase kdnnte eine Rolle bei der Entstehung von eNOS-Entkoppelung spielen, da
sie ROS produziert und dadurch die BHs-Oxidation steigern koénnte [43, 46]. eNOS-
Entkoppelung, die unter anderem bei Hypertension beobachtet wird, kdnnte zur Progression

derselben beitragen und zudem die Entstehung von Arteriosklerose férdern [46].

Alle bekannten kardialen Risikofaktoren flihren zu verminderter NO-Bioverfligbarkeit durch
verminderte NO-Produktion und vermehrte NO-Inaktivierung durch Superoxidanionen. Die
Ursache hierfiir ist oxidativer Stress und nicht eine verminderte eNOS-Expression, da diese in

solchen Situationen gesteigert wird [43].

Es wurde ein Zusammenhang zwischen einer Abnahme des NO-Spiegels im Koérper und
Arteriosklerose und Bluthochdruck festgestellt [47]. Die Summe der NO-Spezies (RXNO) kann
als unabhangiger Pradiktor fir endotheliale Dysfunktion herangezogen werden, der mit dem
Ausmal der Minderung der FMD bei endothelialer Dysfunktion korreliert [48]. Eine Abnahme
der NO-Konzentration kann beispielsweise durch eine verminderte Aktivitat der eNOS
verursacht werden. Dieser pathophysiologische Zusammenhang konnte auch im
Tierexperiment belegt werden. Wildtypmause [35] und Kaninchen [49], bei denen eine NOS-
Inhibition durchgefuhrt wurde, zeigten einen erhéhten Blutdruck. Zudem stieg die vaskulare
Resistance abhangig von der Dosis des NOS-Inhibitors an [35]. Der Zusammenhang zwischen
einer verminderten NO-Bioverfligbarkeit und Arteriosklerose ist klinisch relevant, da
Arteriosklerose die Hauptursache flir chronische vaskuldre Erkrankungen wie koronare
Herzkrankheit (KHK), zerebrovaskulare Erkrankungen und periphere arterielle
Verschlusskrankheit (pAVK) ist [48]. In Studien konnte festgestellt werden, dass einige in der
Klinik angewandten Medikamente einen positiven Effekt auf die NO-Bioverfiigbarkeit haben.
Zu diesen Medikamenten zahlen Statine, ACE-Hemmer und Angiotensin-1-Rezeptorblocker
[43].

Zusammengefasst I8sst sich also sagen, dass NO essenziell fir die Aufrechterhaltung einer
normalen endothelialen Funktion ist. Ist die NO-Bioverfiigbarkeit herabgesetzt, flhrt dies zum

klinischen Bild der endothelialen Dysfunktion.



1.2.5 Auswirkung von Modulatoren der NO-Bioverfugbarkeit auf

kardiovaskulare Funktionen

Durch Infusion von L-Arginin konnte der mittlere Blutdruck bei Patienten mit essenzieller und
sekundarer Hypertonie gesenkt werden. Gleichzeitig wurde ein Anstieg der Herzfrequenz, des
HZV sowie eine Abnahme des totalen peripheren Widerstands (TPR) beobachtet [50]. L-
Arginin Infusion bei jungen, gesunden Probanden steigerte den Blutfluss und senkte den TPR
ohne den Blutdruck zu verandern [51]. Die durch Acetylcholin vermittelte Dilatation von
GefaRen konnte durch L-Arginin gesteigert werden [51]. Die Beobachtung, dass sich die
Substitution von L-Arginin positiv auf die NO-Bioverfligbarkeit auswirkt, obwohl die
Plasmaspiegel ausreichen, wird als L-Arginin-Paradox bezeichnet [44]. Bei jungen, gesunden
Probanden wirkte sich die Gabe von NO-Donoren positiv auf die linksventrikulare Funktion [52]
aus, wahrend durch Gabe von NOS-Inhibitoren ein signifikant erhéhter Blutdruck und eine
vollstandig erloschene FMD gemessen wurden [52]. In einer anderen Studie konnte eine L-
Arginin-Infusion den Blutfluss in den Koronararterien, von Patienten mit Hypercholesterinamie,
normalisieren [53]. Die L-Arginin-Gabe nach Myokardinfarkt fihrte nicht zu Verbesserungen
der Ejektionsfraktion oder vaskularen Steifheit und es konnte sogar ein Zusammenhang mit

einer erhdhten Mortalitat festgestellt werden [54].

NOS-Inhibitoren verstarken mit I/R assoziierte Arrhythmien im Langendorff-Modell. Dies
konnte durch Gabe von L-Arginin verhindert werden, sodass eine antiarrhythmische Wirkung
von NO zu vermuten ist [55]. NO-Donoren, NO-haltige Infusionslésungen bzw. L-Arginin
konnten in verschiedenen Tierexperimenten positive Effekte vermitteln. Sie erhohten den
koronaren Blutfluss [55] und konnten protektive Effekte bei I/R erzeugen [8, 29, 56-58]. Bei
Tieren mit Hypercholesterindmie konnte die vaskuldre Reaktivitdt durch L-Arginin-Gabe
normalisiert werden [59]. Eine selektive Inhibition der INOS kann die InfarktgrofRe reduzieren
[8]. In anderen in-vivo und in-vitro Studien konnte hingegen ein protektiver Effekt durch NOS-
Inhibition nachgewiesen werden [60, 61]. Bei Nrf2-KO Mausen konnte durch NOS-Inhibition
eine VergroRRerung des myokardialen Schadens und eine verschlechterte systolische Funktion
nachgewiesen werden. Bei Nrf-2 handelt es ich um einen Transkriptionsfaktor, der die

Expression antioxdativer und zytoprotektiver Enzyme kontrolliert [62].

Im Herzen wird eNOS vor allem in Gefal3en und im Endokard, aber auch in Kardiomyozyten

exprimiert [60].



1.2.6 Transgene Mauslinien mit veranderter eNOS-Expression

1.2.6.1 Vaskulare/ endotheliale Funktion globaler eNOS-KO-Linien

Ende der 1990-er Jahre entwickelten verschieden Arbeitsgruppen Mausmodelle mit einem
globalen KO des eNOS-Enzyms. All diesen Modellen gemein war, dass die Tiere einen
erhdhten Blutdruck hatten [17, 21, 63, 64]. Die Mause zeigten keine NO-Aktivitat als Antwort
auf Acetylcholin und andere endothelabhangige Vasodilatatoren [17, 28]. Pathophysiologisch
ist dies von Bedeutung, da es klinisch den morphologischen Veranderungen bei endothelialer
Dysfunktion vorausgeht. Die Tiere zeigen zudem eine gesteigerte neointimale Proliferation

nach vaskularer Verletzung durch eine Blutdruckmanschette [28].

eNOS-KO-Tiere zeigen eine gesteigerte Thrombozytenaggregation, Leukozyten-Endothel-
Adhéasion, Gefalmuskelproliferation sowie eine vermehrte Neigung zu Thrombosen,
Schlaganfallen und Arteriosklerose [28]. Auch konnten Veranderungen in mitochondrialen

Funktionen, Biogenese und Insulin-Resistenz nachgewiesen werden [28].

1.2.6.2 Kardiale Funktion globaler eNOS-KO-Mause unter
Ruhebedingungen

Es sind verschiedene eNOS-KO-Linien erzeugt worden, die alle ahnliche Charakteristika
zeigten. Unter anderem zeigten sie einen erhdhten Blutdruck [17, 21, 63, 64] bei verringerter
Herzfrequenz [8, 63, 65], sowie eine Verdickung der linksventrikuldren posterioren Wand und
der linksventrikularen Masse gemessen durch Echokardiographie [8]. Andere Gruppen sahen
jedoch keine Hypertrophie [21, 63]. Unter Normalbedingungen konnten die Tiere die
Veranderungen gut kompensieren, sodass kardiale Parameter wie Herzzeitvolumen (HZV),
Ejektionsfraktion (EF) und fractional shortening (FS) unverandert blieben [8]. Im Langendorff-
Modell zeigten sich keine Unterschiede im basalen koronaren Fluss und maximalen
hyperamen Fluss im Vergleich zu Wildtypen. Akute NOS-Inhibition mit N“-nitro-L-arginin-
methylester (L-NAME) bei Wildtypen, fihrte jedoch zu einem reduzierten basalen koronaren
Fluss und reaktiver Hyperamie [21]. Die basale kardiale Kontraktilitdt und Relaxation der
eNOS-KO-Mause ist nicht verandert. Eine akute Inhibition der NOS bei Wildtypen fihrt jedoch

zu einer verminderten Relaxation. Die linksventrikularen cGMP-Level werden durch den
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eNOS-KO nicht verandert. Daflr konnte eine vermehrte Expression des atrialen
natriuretischen Peptids (ANP) festgestellt werden. ANP ist ebenfalls ein Stimulator von cGMP.
Dementsprechend scheint die basale Kontraktilitdt durch diesen Kompensationsmechanismus

aufrecht erhalten zu werden [66].

Diese Daten zeigen, dass eNOS eine grof3e Rolle in der Regulation kardialer Funktionen und
des Gefaltonus und somit auch des Blutdrucks spielt. Mause, die seit der Geburt an das
Fehlen des Enzyms gewdhnt sind, sind in der Lage den Verlust partiell zu kompensieren,

wahrend eine Inhibition bei Wildtypen zu drastischeren Veranderungen fiihrt.

1.2.7 Auswirkung myokardialer Ischamie/Reperfusion auf die kardiale
Funktion von eNOS-KO-Mausen

Es konnte ein Einfluss von eNOS auf die InfarkigroRe nach einer myokardialen
Ischamie/Reperfusion (I/R) festgestellt werden. In einigen Studien konnte beobachtet werden,
dass eNOS-KO-Linien im Vergleich zum Wildtypen gréliere Infarkte entwickeln [64]. In einer
anderen Studie mit zwei verschiedenen eNOS-KO-Linien wurden widersprichliche
Ergebnisse gewonnen. Eine Linie zeigte nach I/R eine signifikant reduzierte Infarktgrofie im
Vergleich zum Wildtyp, wahrend diese bei der anderen Linie groRer als in der Kontrollgruppe
war [67]. eNOS-KO-Tiere zeigten ein verstarktes kardiales Remodeling nach I/R sowie eine
vermehrte linksventrikulare Dysfunktion im Vergleich mit Wildtyp-Mausen [68]. Andere Studien
zeigten jedoch keine Unterschiede von eNOS-KO-Mausen und Wildtyp-Mausen hinsichtlich

des Remodelings und der kardialen Funktion sechs Monate nach I/R [69].

Bei eNOS-KO-Mausen ist keine ischamische Prakonditionierung (rlPC) mdglich [70]. Diese
bezeichnet die Beobachtung, dass eine vorangehende I/R, auch in herzfernen Gebieten, sich
positiv auf spatere myokardiale Infarkte auswirkt [25]. Durch Entnahme des Blutes von
Probanden, die an einem solchen rIPC-Mandver teilnahmen, konnte eine Verkleinerung des
Infarktes im Langendorff-Modell erreicht werden. Diese wurde vermutlich durch eine erhéhte

Nitritkonzentration vermittelt [70].

Im Mausmodell chronischer Druckbelastung durch operative Aortenkonstriktion entwickelten
eNOS-KO-Mause eine starker ausgepragte Hypertrophie und linksventrikulare Dysfunktion als
Wildtypen, die nach dem gleichen Protokoll operiert wurden [71]. Zudem zeigten diese Tiere
eine erhoéhte Mortalitdt. Bei der Interpretation dieser Beobachtungen sollte mit bedacht
werden, dass NO im ischamischen Myokard auch unabhangig von NOS gebildet werden kann

[72].
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1.2.8 Transgene Mause mit eNOS-Uberexpression

Verschiedene Gruppen haben transgene Mause erzeugt, die an verschiedenen Stellen des
Organismus eine eNOS-Uberexpression zeigen [73-76]. Mause mit gesteigerter vaskulérer
eNOS-Expression zeigen einen signifikant verringerten Blutdruck und zugleich eine
Steigerung der NO-Freisetzung und der cGMP-Level. Die Relaxation als Reaktion auf
Acetylcholin- oder Natriumnitroprussid-(SNP)Gabe war jedoch signifikant vermindert. Bei SNP
handelt es sich um einen NO-Donor [74]. Letzteres kdnnte durch einen Gewohnungseffekt an
die hohen NO-Level, wie er klinisch bei organischen Nitraten beobachtet werden kann,
zustande kommen. Als Reaktion auf die Ligatur der Arteria carotis communis konnten eine
verminderte neointimale Proliferation und Leukozytenadhasion beobachtet werden [76]. In
einer anderen Studie zeigten Mause mit vaskularer eNOS-Uberexpression und Apo-E-KO als
Reaktion auf eine sechswochige westliche Diat einen niedrigeren Blutdruck, verminderte
Cholesterin-Level und weniger stark ausgepragte arteriosklerotische Lasionen als Mause mit
Apo-E-KO ohne eNOS-Uberexpression. Demnach scheint eine erhéhte eNOS-Konzentration
protektiv gegen die Entwicklung von Arteriosklerose zu sein [77]. Ozaki et al. zeigten dazu
gegensatzliche Ergebnisse. Sie erzeugte ebenfalls eine Mauslinie mit eNOS-Uberexpression
und Apo-E-KO. Diese Mause zeigten nach einer Diat mit hohem Fettanteil groRere
arteriosklerotische Lasionen als Apo-Mause, die dem gleichen Protokoll unterzogen wurden
[78]. Jedoch muss beachtet werden, dass es sich bei den beobachteten Mausen um
unterschiedliche Linien handelt, die durch verschiedene genetische Veranderungen erzeugt
wurden. Zudem wurden die Linien anderen Diaten unterzogen. Aullerdem scheint die Linie
von Ozaki auch mehr dysfunktionale, entkoppelte eNOS zu exprimieren [79]. Suvorava et al.
erzeugten ebenfalls eine transgene Linie mit vaskularer eNOS-Uberexpression, die auch einen
niedrigeren Blutdruck zeigte als die Kontrollgruppe [79]. Zusammenfassend lasst sich sagen,

dass sich eine vaskulare eNOS-Uberexpression positiv auf das GefaRsystem auswirkt.

Transgene M&use mit kardialer eNOS-Uberexpression bilden geringere InfarktgroRen aus als
Wildtyp-Mause [73]. Eine kardiale eNOS-Uberexpression fiihrte zu einer verbesserten
linksventrikularen Funktion und einer verminderten Hypertrophie bei Herzinsuffizienz [73]. Die
Tiere zeigten zwar sehr hohe Level an NO und seinen Metaboliten, jedoch ist dies in diesem
Fall protektiv im Gegensatz zu einer Uberexpression an iNOS, die schadlich ist [73]. Auch
andere Mause mit kardialer eNOS-Uberexpression zeigten eine verbesserte linksventrikulére

Funktion und verminderte Hypertrophie nach I/R als Wildtypmause [75].
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1.2.9 Erythrozytare eNOS

eNOS ist neben Endothelzellen (ECs) auch in anderen Zelltypen, z.B. den Erythrozyten [80-
83], zu finden. Diese sind ebenfalls an der eNOS-abhangigen, physiologischen Funktion
beteiligt, die der Aufrechterhaltung kardiovaskuldrer Funktionen dient. Lange Zeit wurden
Erythrozyten auf Grund ihres Hamoglobin-Gehaltes vorwiegend als NO-Inaktivatoren
angesehen [84]. Tatsachlich kénnen sie NO jedoch voribergehend binden und transportieren
[82, 85]. Bereits 1996 wurde von Yang et al. ein durch den L-Arginin-NO-Signalweg vermittelter
protektiver Effekt auf I/R postuliert. Seine Gruppe konnte beobachten, dass die Reperfusion
isolierter Herzen mit Blut statt mit einer Pufferlésung zu einem protektiven Effekt flihrte. Dieser
wurde durch L-NAME verhindert und konnte durch L-Arginin-Perfusion reproduziert werden
[86]. Im gleichen Jahr konnte nachgewiesen werden, dass in Erythrozyten iNOS und eNOS

sowie Calmodulin vorliegen [87].

Vor allem unter hypoxischen Bedingungen konnte gezeigt werden, dass Erythrozyten NO zur
hypoxischen Vasodilatation zur Verfigung stellen kénnen [85]. Gleichzeitig konnte auch
beobachtet werden, dass die Nitritreduktion unter hypoxischen Bedingungen stark gesteigert
ist [88]. Es wurden verschiedene enzymatische und nicht enzymatische Signalwege entdeckt,
in denen Nitrit zu NO reduziert wird. Wieviel diese Signalwege tatsdchlich zum NO-Pool
beitragen, ist abhangig von verschieden Faktoren wie dem pH-Wert, dem
Sauerstoffpartialdruck und dem Redox-Status [88]. Der Mechanismus, der hinter der
hypoxischen Vasodilatation steht, ist nach wie vor unklar. Es wurde diskutiert, ob ein bioaktiver
Metabolit, der fir die NO-Produktion in Erythrozyten unter hypoxischen Bedingungen
verantwortlich ist, S-Nitrosohamoglobin sein kénnte. Doch mittlerweile wird diese Option fur
eher unwahrscheinlich gehalten. Auch Nitrit wird in Erwdgung gezogen, jedoch gibt es bis jetzt
noch keine Klarung dieser Frage [25]. Die Umwandelung von Nitrit zu NO in Gefaf3en und
Erythrozyten unter hypoxischen und azidotischen Bedingungen konnte durch Zugabe von
Xanthin gesteigert und durch den Xanthinoxidoreduktase- (XOR) Inhibitor Allopurinol
vermindert werden [83]. Zudem konnte die NO-Produktion der Erythrozyten durch die Zugabe
von L-NAME, L-MMA oder L-Arginin vermindert werden. Ein Nachweis von XOR und eNOS
auf der erythrozytaren Membran war moglich. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass unter
hypoxischen Bedingungen mit physiologischem pH-Wert, die Nitritreduktion vor allem durch
eNOS und unter azidotischen Bedingungen durch XOR erfolgt [83].

In vorherigen Arbeiten unserer Gruppe konnte gezeigt werden, dass Erythrozyten eine
funktionale NOS besitzen [89], die unter normoxischen Bedingungen aktiv ist [82]. Ex-vivo

konnte in humanem Blut eine NOS-Aktivitat nachgewiesen werden [80, 82]. Auch in den
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Erythrozyten von Wildtyp-Mausen gelang der Nachweis einer funktionellen NOS. Bei eNOS-
KO-Mausen war dies nicht mdglich [89]. Es konnte eine relevante Rolle der erythrozytaren
eNOS im ex-vivo I/R Modell unter Arginase-Inhibition nachgewiesen werden [81]. Die Rolle
der erythrozytdren eNOS in chimaren Mausen wurde naher untersucht. Diese Mause
exprimierten eNOS nur aulerhalb von Blutzellen. Sie zeigten keine Veranderungen in der
endothelabhangigen und -unabhangigen vaskularen Funktion, jedoch konnte eine
Vergroferung des Infarktes im I/R-Modell und eine Verschlechterung der linksventrikularen
Funktion 24 Stunden nach I/R nachgewiesen werden [90]. Die Verwendung chimarer Mause
bringt jedoch einige Nachteile mit sich: 1) Eine Differenzierung der Rolle verschiedener
Blutzellsubpopulationen ist mit dem verwendeten Modell nicht mdglich, da das Enzym eNOS
auch in Thrombo- und Leukozyten fehlt. 2) Durch die Knochenmarktransplantation entsteht
eine Entziindung, welche potenziell iber NFkB die Expression der iNOS beeinflusst. 3) Zudem
sind auch nach Knochenmarktransplantation weiterhin 5-10% der Knochenmarkzellen des
urspringlichen Empfangers vorhanden und somit ist in dieser Zellpopulation die erythrozytare
NOS weiterhin aktiv. In anderen Versuchen konnte gezeigt werden, dass die erythrozytare
eNOS zur Blutdruckregulation und zum zirkulierenden Nitrit-Pool beitragt [89]. Des Weiteren
konnte nachgewiesen werden, dass humane und murine Erythrozyten eine aktive sGC
besitzen. Expression und Aktivitat der sGC sowie die Antwort auf NO-Stimulation sind bei
Patienten mit stabiler KHK und endothelialer Dysfunktion erhalten [91]. Behandlung mit
Erythropoietin fihrte in murinen Erythrozyten zu einer zeit- und dosisabhangigen Steigerung
der NO-Produktion durch Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges und Phosphorylierung an
S1177 der erythrozytaren eNOS [92]. In humanen Erythrozyten konnten nach moderatem

Ausdauertraining sehr ahnliche Effekte beobachtet werden [93].

Es wurde diskutiert, dass NO zur Verformbarkeit der Erythrozyten beitragt. Eine gute
Verformbarkeit ist wichtig fur die Erythrozyten, da sie im Gefalsystem durch Kapillaren
hindurchpassen missen, die einen geringeren Durchmesser haben als die Erythrozyten
selbst. Zudem spielt die Verformbarkeit der Erythrozyten auch eine Rolle wahrend I/R. Ob
eNOS tatsachlich zur Verformbarkeit beitragt, ist aber nach wie vor unklar und wird kontrovers
diskutiert [94]. Diederich et al. Konnten zeigen, dass NO unter Bedingungen, in denen
oxidativer Stress herrscht die Verformbarkeit der Erythrozyten erhalten kann. Unter basalen
Bedingungen spielt NO jedoch keine Rolle fur die Deformabilitdt der Erythrozyten [95]. Nach
wie vor existiert die Frage, wie es moglich ist, dass NO im Erythrozyten nicht mit Hdmoglobin
reagiert. Auch hierzu gibt es verschiedene Theorien. Eine Option ist eine Bildung
verschiedener Kompartimente durch Bildung von Proteinkomplexen. Vor kurzer Zeit wurde
entdeckt, dass Deoxyhamoglobin einen Komplex mit Bande 3 der Erythrozytenmembran
bilden kann. Zudem wird diskutiert, ob Proteine in den Erythrozyten existieren, die NO

schitzen, indem sie Hadmoglobin lokal zu Methdmoglobin umwandeln [25, 96].
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1.3 Arginase

Die Aktivitat der eNOS ist von der Anwesenheit des Substrats L-Arginin abhangig. Diese
wird stark von der Aktivitat des Enzyms Arginase-1 (Arg-1) beeinflusst, das den L-Arginin-
Abbau katalysiert und in Endothelzellen und Erythrozyten exprimiert wird [81]. Es konnte
gezeigt werden, dass eine erhdhte Arginase-Aktivitat in Endothelzellen mit einer
Verminderung der NO-Synthese einhergeht [97]. Die Affinitdt von NOS zu L-Arginin ist
wesentlich héher als die von Arginase. Da Arginase das gemeinsame Substrat aber
wesentlich schneller umsetzt, zeigen beide Enzyme unter Normbedingungen ahnlich hohe

Umsetzungsraten [98].

Unter normalen Umstanden kann der Bedarf an L-Arginin durch Synthese aus L-Citrullin
gedeckt werden. Bei Entziindungen, Resorptionsstérungen im Dinndarm oder bei
Frihgeborenen reicht die Syntheseleistung des Korpers jedoch nicht aus und L-Arginin
muss zusatzlich Gber die Nahrung aufgenommen werden, weshalb man L-Arginin auch als
bedingt-essentielle Aminosaure bezeichnet [99, 100]. Es gibt zwei Isoformen der Arginase,
die beide L-Arginin zu L-Ornithin und Harnstoff hydrolysieren [100, 101]. Arg-1 kommt im
Zytosol vor wahrend Arginase-2 (Arg-2) mitochondrial vorliegt [100, 102]. Arg-1 wird vor
allem in Hepatozyten, aber auch in anderen Zelltypen wie glatten Muskelzellen,
Endothelzellen und Kardiomyozyten exprimiert und macht den Groldteil der Arginase-
Aktivitat im Korper aus. Arg-2 wird vor allem in Niere und Prostata, aber auch im Herzen
und den Gefalen exprimiert und nur in sehr geringen Mengen in der Leber [98, 103, 104].
Die Aktivitat der Arginase wird besonders durch reaktive Sauerstoffspezies,
proinflammatorische Zytokine [105], Hypoxie [81, 106], Lipopolysaccharide, oxidiertes LDL,
Glukose, Thrombin und Angiotensin-2 gesteigert [106]. Dies spielt insbesondere bei der
koronaren Herzkrankheit (KHK), Arteriosklerose und I/R [105] eine Rolle [101, 107]. Es
konnte eine negative Korrelation zwischen der Arginase-Konzentration im Serum nach

Myokardinfarkt und der linksventrikularen Ejektionsfraktion festgestellt werden [108].

Globale Arg-1-KO-Mause sterben 10-14 Tage nach Geburt an Hyperammonamie. Sie
zeigen Ammoniakspiegel, die bis zu 10-fach hoher sind als beim Wildtypen. Zudem konnten
bis zu vierfach erhéhte L-Arginin-Level und hepatische Anomalien festgestellt werden [109].
Auch die Mause einer induzierbaren Arg-1-KO-Linie starben spatestens 26 Tage nach
Induktion des KOs. Zudem ging der KO mit einem Gewichtsverlust von bis zu 40% des
Ausgangsgewichts einher. Die Mause waren nach einiger Zeit lethargisch und hatten

Schwierigkeiten zu stehen [110].
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1.3.1 Einfluss von Arginase auf die vaskulare Funktion

In mehreren Tiermodellen der Hypertension konnte eine Hochregulation von Arginase in
Endothelzellen von Koronarien [111], Arteriolen [112] beziehungsweise der Aorta [113]
nachgewiesen werden. Auch bei isolierten Arterien alter Ratten konnte eine erhOhte
Arginase-Expression und -Aktivitdt nachgewiesen werden. Die NO-Aktivitdt und cGMP-
Level waren hingegen erniedrigt [114]. Bei Mausen war die endothelvermittelte
Vasodilatation nach I/R vermindert und die Arginase-Expression erhdht [105]. In diesen
Studien konnte eine Verbesserung der Dilatation durch L-Arginin beziehungsweise

Arginase-Inhibitoren erreicht werden [105, 111, 112].

Im Tierversuch konnte bei Ratten mit Diabetes Mellitus Typ 2 eine verminderte koronare
Flussgeschwindigkeit nachgewiesen werden, die sich nach Blockade von Arginase mittels
Nor-NOHA wieder normalisierte. Dieser Effekt verschwand nach NOS-Inhibition wieder
[107]. Ex-vivo konnte ein Effekt des Alters auf die endotheliale Funktion festgestellt werden,
der durch Arginase-Inhibition riickgangig gemacht werden konnte [114]. Bei Isolation von
Koronararterien aus Schweineherzen, die einer I/R-Operation ausgesetzt wurden, konnte
eine endotheliale Dysfunktion nachgewiesen werden, die durch L-Arginin Gabe
beziehungsweise Arginase-Inhibition normalisiert werden konnte [115]. Humane aortale

Endothelzellen setzten nach Arginase-Inhibition ca. 20% mehr NO frei als zuvor [116].

Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 und KHK leiden unter endothelialer Dysfunktion [104,
117, 118]. Bei Patienten mit isoliertem Diabetes mellitus Typ 2, sowie mit KHK und Diabetes
mellitus Typ 2, konnte durch Arginase-Inhibition mittels Nor-NOHA eine Verbesserung der
endothelialen Funktion erreicht werden [104, 117]. Bei den gesunden Probanden wiederum
zeigten sich keine Veranderung der endothelialen Funktion durch Arginase-Inhibition [104,
117]. Zudem |3sst ein verandertes Verhaltnis der Produkte von NOS und Arginase auf eine
Hochregulation der Arginase bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 schlieen [117].
Durch Arginase-Inhibition konnte bei Patienten mit KHK ein protektiver Effekt auf die
endotheliale Funktion nach 20-min(tiger Ischamie und anschliefiender Reperfusion erzeugt
werden [119].

1.3.2 Einfluss der Arginase auf die kardiale Funktion

Im Tierversuch konnte bei Ratten eine Verkleinerung der InfarktgréRe um ca. 40% durch

Inhibition der Arginase mit N*-Hydroxy-Nor-L-Arginin (Nor-NOHA) erzielt werden. Dieser
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Effekt konnte nicht beobachtet werden, wenn gleichzeitig eine NOS-Inhibition stattfand, was
darauf hindeutet, dass es durch die Arginase-Inhibition zu einer vermehrten NOS-Aktivitat
kommt. Zudem konnte gezeigt werden, dass die Arg-1-Expression im ischamischen
Myokard erhoht ist. Ein Nachweis der Expression von Arg-2 war jedoch weder im
ischamischen noch im nicht-ischamischen Myokard mdéglich [115, 120]. Auch in anderen
Versuchen konnte eine Reduktion der Infarktgréfie durch Arginase-Inhibition beobachtet
werden. Dieser Effekt konnte durch L-NMMA inhibiert werden [121]. In einer anderen Studie
gelang in Herz-Lysaten der Nachweis von Arg-1 und Arg-2, in Kardiomyozyten wurde
jedoch nur Arg-2 nachgewiesen [102]. In einer Studie mit I/R bei Schweinen zeigte sich bei
der Gruppe, die eine intrakoronare Nor-NOHA Infusion erhielt, eine signifikant kleinere
InfarktgroRe als bei der Kontrollgruppe mit Kochsalzinfusion. Dieser Effekt zeigte sich nicht,
wenn die gleiche Menge Nor-NOHA systemisch infundiert wurde oder Nor-NOHA und L-
NMMA gemeinsam intrakoronar infundiert wurden. Zudem konnte im ischamischen
Myokard eine gesteigerte Arginase-Aktivitat nachgewiesen werden, ohne dass sich die
Konzentration der beiden Isoformen anderte. Der Mechanismus dieser gesteigerten
Aktivitat ist unklar [103]. In einer anderen Studie wurde pharmakologisch eine
Kardiomyopathie erzeugt. Erhielten die Tiere zugleich Nor-NOHA, so konnte der
linksventrikuldre endsystolische Durchmesser verbessert und die Ejektionsfraktion
wiederhergestellt werden [116]. In Versuchen an Katzen konnte gezeigt werden, dass eine
Inhibition von Arginase in den Kardiomyozyten die Kontraktilitét dieser vermindert. Zugleich
konnte eine Steigerung der cGMP-Produktion beobachtet werden, was auf eine gesteigerte
NOS-Aktivitat hindeutet [122]. In anderen Versuchen fiihrte die Inhibition der Arginase zu
einer Steigerung der kardialen Kontraktilitdt [102]. Zudem zeigte sich, dass bei Tieren mit
einer linksventrikularen Hypertrophie die Arginase-Expression vermindert war [122].
Wahrend der I/R ist der Anstieg der Arginase-Expression die schnellste und starkste
Adaptation [123].

Zusammenfassend lasst sich also sagen, dass Arginase in einigen pathologischen
Situationen wie z.B. bei Diabetes mellitus Typ 2 vermehrt aktiv ist. Durch eine Inhibition der

Arginase lassen sich haufig positive Effekte erzielen.
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1.4 Ziel der Arbeit

Die genauen Funktionen der gewebsspezifischen Isoformen der eNOS und Arg-1 sind nach

wie vor unbekannt.

Beide Enzyme nutzen L-Arginin als Substrat. Deshalb wird vermutet, dass beide in
Konkurrenz um dieses Substrat stehen. Es gibt Hinweise darauf, dass unter bestimmten
pathologischen Bedingungen die Arginase-Aktivitat erhoht ist. Dies scheint zur Entwicklung
endothelialer Dysfunktion beizutragen und die Aktivitdt der eNOS einzuschranken. In
unserer Arbeitsgruppe wurde mittels Transplantation von Knochenmark einer eNOS-KO-
Maus in eine Wildtyp-Maus eine Mauslinie erzeugt, in der sich keine eNOS in den Blutzellen
befindet. Wenn man diese Mauslinie einer I/R aussetzte, zeigte sich eine signifikante
Vergrdlierung des geschadigten Myokardareals. Bei dieser Mauslinie konnte ebenfalls ein
signifikanter Einfluss der erythrozytdren eNOS auf den mittleren arteriellen Blutdruck
nachgewiesen werden [124]. Durch das mittels Knochenmarktransplantation erzeugte
Modell, ergeben sich jedoch Einschrankungen, die die eindeutige Interpretation der

Ergebnisse verhindern (s.o.).

Ziel der Arbeit ist es, die physiologische Funktion der endothelialen und erythrozytaren
eNOS und Arg-1 zu untersuchen. Die Hypothese dabei ist, dass die erythrozytdre eNOS
und Arg-1 eine Rolle in der Regulation vaskuldrer und kardialer Funktionen spielen. Als
Kontrollen dienen endotheliale eNOS-KI Mause. Da es in zahlreichen Arbeiten Hinweise
darauf gibt, dass sich beide Enzyme gegenseitig beeinflussen und um ihr gemeinsames
Substrat L-Arginin konkurrieren, soll untersucht werden, wie sich gewebespezifische
Knock-Outs und Knock-Ins im Tiermodell auswirken. Hierzu wurden mithilfe des LoxP-Cre-
Systems verschiedene transgene knock-out und knock-in Modelle erzeugt, bei denen die
oben genannten Einschrankungen entfallen. Diese wurden mittels Echokardiographie und
Ultraschall untersucht. Um die Funktion der Enzyme sowohl unter physiologischen als auch
unter pathologischen Bedingungen beurteilen zu koénnen, wurden die Tieren unter

Normbedingungen und 24 Stunden nach I/R untersucht.
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Abbildung 1: Funktion und Lokalisation von eNOS und Arg-1.

Modifiziert nach [125]
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2. Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Transgene Mauslinien

Es wurden verschiedene transgene Mauslinien mit gewebsspezifischem eNOS- und
Arginase-KO oder -Kl erzeugt. Bei den endothelspezifischen Linien handelt es sich um
induzierbare Modelle. Um die Expression des KOs bzw. Kls bei diesen Tieren zu
induzieren, ist eine Behandlung mit Tamoxifen nétig. Hierzu wurde Tamoxifen (Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA) in Ol geldst bis eine Konzentration von 20 mg/ml erreicht wurde.
Die Lésung wurde intraperitoneal in einer Konzentration von 33 mg/kg Kérpergewicht pro
Tag an fiinf aufeinanderfolgenden Tagen verabreicht. Die Versuche wurden 21 Tage nach
den Injektionen durchgefihrt. Durch die Behandlung mit Tamoxifen kann der ERT-2-
Rezeptor, der bei den entsprechenden Linien als Fusionsprotein mit der Cre-
Rekombinase vorliegt, dimerisieren und in den Zellkern translozieren. Bei der Cre-
Rekombinase handelt es sich um ein Enzym, das die Lox-P-Sequenz erkennen kann. Um
die Exzision eines Gens zu erreichen, wird das entsprechende Gen von zwei Lox-P-
Sequenzen umgeben. Diese mussen hierfur in die gleiche Richtung ausgerichtet sein.
AnschlieRend wird die DNA an den Enden wieder zusammengefligt. Dieses System
ermdglicht, bei Auswahl eines geeigneten Promotors, eine gewebsspezifische
Modifikation der DNA. Durch die Fusion der Cre-Rekombinase mit einem Ostrogen-
Rezeptor (ERT-2) kann eine Induktion der genetischen Veranderung durch Tamoxifen-
Gabe erreicht werden. Auch die Erzeugung eines Kis ist moglich. Hierzu muss ein
transgener Organismus geschaffen werden, bei dem die Zielsequenz invertiert vorliegt.
Wird nun die Cre-Rekombinase durch Tamoxifen-Gabe aktiviert, kann das Gen invertiert
statt exzidiert werden, sofern die umgebenden Lox-P-Sequenzen in entgegengesetzte
Richtungen zeigen. Bei den induzierbaren Linien handelt es sich um die endotheliale-
eNOS-KO-Linie und die endotheliale-eNOS-KI-Linie. Die Erzeugung der im folgenden
genannten Linien erfolgte durch Prof. Dr. Cortese-Krott und ihre AG. [126-128]
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2.1.1.1 Erythrozytare eNOS-KO-Mause

Diese Linie wurde erzeugt, indem ein Lox-P-eNOS-Stamm mit einem Hbb-Cre-Stamm
gekreuzt wurde (s. Abb. 2). Dadurch entstehen Nachkommen, die von Geburt an keine

eNOS in den Erythrozyten exprimieren. [128]

LoxP NOS3

RBC NOS3 KO

—4

"=>— EC NOS3 KO
Cdh CreERT2
+ Tamoxifen deletion

Abbildung 2: Kreuzungsschema der erythrozytaren eNOS-KO-Linie.

2.1.1.2 Endotheliale eNOS-KI-Mause

Mause mit einem induzierbaren eNOS-KI wurden erzeugt, indem die Linie mit dem
invertierten eNOS-Gen mit einer Cdh-CreERT2 Linie gekreuzt wurde (s. Abb. 3). Um den
Kl in den Tieren zu induzieren, wurden diese an funf aufeinanderfolgenden Tagen mit
33mg/kg/d Tamoxifen i.p. behandelt. [128]

LoxP INV NOS3

R & TE o &

zuorg Cdh CreEfRTZ m i ==——-—_[ECNOS3KI
Tamoxifen P
PN NN NN %

Abbildung 3: Kreuzungsschema der endothelialen eNOS-KI-Linie
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2.1.1.3 Erythrozytare Arg-1-KO-Mause

Um erythrozytare Arg-1-KO-Mause zu erzeugen, wurde eine Lox-P-Arg-1 Linie mit einer
Hbb-Cre-Linie verpaart (s. Abb.4). Die resultierenden Nachkommen exprimieren von

Geburt an keine Arginase in den Erythrozyten.

LoxP Argl
Bl |
~ € <
' >< Hbb Cre cuﬁi‘: o :> (
: Y 7
. Exen .2' 3 i £ b

D ECArg 1 KO

Cdh CreERT2
+ Tamoxifen deletion

Abbildung 4: Kreuzungsschema der erythrozytaren Arg-1-KO Linie.

2.1.1.4 Endotheliale Arg-1-KO-Mause

Durch Kreuzung einer Lox-P-Arg-1-Linie mit einer Cdh-CreERT2 Linie wurden Mause
erzeugt, die nach 5-tagiger Tamoxifenbehandlung (33mg/kg KG i.p.) keine Arg-1 in den
Endothelzellen exprimieren (s. Abb. 5). [127]

LoxP Argl
>< RBC Argl KO
) Exon 2
\’K\gx\iﬁi\mﬁ‘&\’

EC Arg 1 KO
Cdh CreERT2
+ Tamoxifen deletion )

Abbildung 5: Kreuzungsschema der endothelialen Arg-1-KO Linie.
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2.1.1.5 Uberblick tber die transgenen Mauslinien

Tabelle 1: Ubersicht Uber die transgenen Mauslinien.

Nomenklatur Genotyp Phanotyp
RBC-eNOS-KO LoxP-eNOS x Hbb-Cre RBC-eNOS-KO
LoxP-eNOS LoxP-eNOS WT
EC-eNOS-KI LoxP-INV-eNOS x Cdh CreERT2 + TAM | EC-eNOS-KI
LoxP-INV-eNOS | LoxP-INV-eNOS Globaler eNOS-

KO
EC-Arg-1-KO LoxP-Arg-1 x Cdh CreERT2 + TAM EC-Arg-1-KO
EC-Arg-1-WT LoxP-Arg-1 WT
RBC-Arg-1-KO LoxP-Arg-1 x Hbb Cre RBC-Arg-1-KO
LoxP-Arg-1 LoxP-Arg-1 WT
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2.2 Methoden

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Echokardiographie und FMD.

Alle Tierversuche mit transgenen Mausen wurde durch das Landesamt fiir Natur, Umwelt
und Verbraucherschutz NRW (LANUV) genehmigt (Aktenzeichen: 84-02.04.2016.A170;
84-02.04.2013.A228). Die Tiere hatten jederzeit Zugang zu Wasser und Futter und

wurden in der Tierversuchseinrichtung der Universitat Dusseldorf gehalten.

2.2.1 Echokardiographie

Bei der Echokardiographie handelt es sich um eine nicht invasive Untersuchungsmethode,
die mithilfe eines 18-38 MHz Schallkopfes durchgefihrt wird (Vevo2100, VisualSonics Inc.,
Toronto, Ontario, Kanada). Da die Mause die Untersuchung im wachen Zustand nicht
tolerieren wirde, werden diese mit Isofluran sediert. Zur Einleitung der Anasthesie werden
sie in eine Induktionskammer gesetzt. Hier wird das zu untersuchende Tier mit einem

Gemisch aus Oz und 3% Isofluran narkotisiert (Abb.7).
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Abbildung 7: Gasmischer fiir die Mischung und Dosierung von Isofluran und Sauerstoff.

Ist die Narkose tief genug, wird die Maus in Rickenlage auf dem Untersuchungstisch
gelagert und die Anasthesie Uber eine Nasenmaske weitergefihrt. In der Regel kann die
Konzentration des Sedativums im Gasgemisch nun auf 1,5 — 2 % reduziert werden. Die
Maus wird mit allen vier Pfoten auf dem Tisch fixiert. An den Fixierungspunkten befinden
sich Elektroden Uber die permanent ein Elektrokardiogramm (EKG) sowie die Atem- und
Herzfrequenz abgeleitet werden. Zudem wird die Maus mit einer Rolle, die sich auf der
linken Seite des Korpers befindet, fixiert, um mehr Stabilitdt bei der Untersuchung zu
gewahrleisten. Die Herzfrequenz wird wahrend der Untersuchung mdglichst konstant
zwischen 400 bis 450 pro Minute gehalten, um vergleichbare Bedingungen zu schaffen. Die

Atemfrequenz sollte zwischen 60-80 pro Minute liegen.

Die Korpertemperatur wird kontinuierlich durch ein anal eingefiihrtes Thermometer
gemessen und durch die Heizfunktion des Untersuchungstisches bei 37°C gehalten. Vor
Beginn der Untersuchung wird das Fell der Maus mithilfe einer Enthaarungscreme entfernt
(Nair; Carter-Horner, Mississauga, Ontario). Wenn diese, nach der Enthaarung, wieder
entfernt wurde, kann das gewarmte Ultraschallgel aufgetragen werden (Aquasonic 100,
Parker Laboratories, Fairfield, New Jersey, USA).
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Abbildung 8: Lage der Maus und Position des Schallkopfs wahrend des PSLA-Modus.

Der erste Modus, der eingestellt wird, ist die parasternale lange Achse (PSLA-Modus,
parasternal long axis view). In dieser Ebene wird der linke Ventrikel analysiert. Um eine
gute Bildeinstellung zu erreichen, wird der Untersuchungstisch um ca. 45° nach links
gekippt und der Schallkopf in der Langsachse mit einer leichten Drehung des Oberteils
nach links ausgerichtet. Hierbei ist es wichtig, dass sowohl die Herzspitze als auch der
linksventrikulare Ausflusstrakt dargestellt werden und sich diese auf dem Bild in einer Linie
befinden (s. Abb. 8,9).

Abbildung 9: Schematische Darstellung der Schnittebene im PSLA-Modus.
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Abbildung 10: PSLA-Modus (B-Bild).

Ist eine geeignete Position gefunden, wird mithilfe des Ultraschallgerats eine kurze
Videosequenz aufgezeichnet, die anschliellend analysiert werden kann. Neben der B-Bild
Aufnahme wird auch eine M-Modus Sequenz aufgezeichnet, die es erlaubt, die Dicke des
intraventrikularen Septums und der Hinterwand des linken Ventrikels darzustellen (s. Abb.
10, 11).

Interventrikularseptum

li. Ventrikel

Abbildung 11: PSLA-Modus (M-Modus).

Von dieser Darstellung wird der Schallkopf um 90° nach rechts gedreht, um die kurze Achse
des linken Ventrikels einzustellen. Auch hier werden sowohl eine Aufnahme im B- Modus
als auch im M-Modus angefertigt (s. Abb.12,13).
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Abbildung 13: SAX-Modus (B-Bild).
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Abbildung 14: SAX-Modus (M-Modus).

Nun kann der Untersuchungstisch maximal nach kranial mit einer leichten Drehung zur
linken Seite ausgerichtet werden, um einen apikalen Vierkammerblick zu ermoglichen. In
dieser Einstellung lasst sich der Fluss Uber die Mitralklappe mithilfe der Doppler Funktion
des Gerates gut darstellen. Hierzu wird der Schallkopf kaudal des Sternums in einem
Winkel von ca. 45° aufgesetzt. Anschlieldend wird der Thorax durchmustert, bis sich der
linke Ventrikel mit der Mitralklappe gut darstellen lasst. Ist eine gute Position gefunden, wird
der Doppler Modus genutzt, um den Fluss darzustellen (s. Abb. 15,16). Auch hier wird eine

Videosequenz aufgenommen.

VISUALSONIC PROME/SUPNE

Abbildung 15: Aufbau wahrend der Darstellung des Flusses tiber der Mitralklappe.
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Abbildung 16: Darstellung des Flusses Uber der Mitralklappe.

E: E-Welle, friihe diastolische Fillung. A: A-Welle, spate diastolische Fullung.; a: isovolumetrische

Kontraktionszeit; b: NFT= no-flow-time, c: isovolumetrische Kontraktionszeit, d: Diastole.

2.2.2 Fluss-vermittelte-Vasodilatation

Bei der Fluss-vermittelten-Vasodilatation (FMD) handelt es sich ebenfalls um eine nicht
invasive ultraschallbasierte Untersuchungsmethode. Hier wird mit dem Schallkopf die
Arteria iliaca aufgesucht und gut dargestellt. Zu Beginn der Untersuchung wird die Maus
wie bereits oben beschrieben mit Isofluran sediert und anschlieBend auf dem beheizten
Untersuchungstisch gelagert. Dazu werden die Pfoten der oberen Extremitat sowie des
rechten Beins an EKG-Elektroden fixiert. Auch der Schwanz wird auf einer solchen
Elektrode befestigt. Anschlielend wird ein Kissen unter die Maus geschoben und ein
weiteres Kissen wird rechts auf dem Untersuchungstisch neben der Maus fixiert. Auf
diesem wird das linke Bein des Tieres befestigt. Vorher wird eine Manschette (Vascular
Occluder 10 mm, OC10, Kent scientific, Torrington, Connecticut, USA) am linken
Oberschenkel angelegt. Diese Manschette ist mit einem Druckkalibriergerat
(Druckkalibriergerat KAL 84, Halstrup Walcher, Kirchzarten, Deutschland) verbunden, das
es ermdglicht den durch die Manschette erzeugten Druck zu regulieren. Nun kann der linke
Unterbauch des Tieres mittels Rasur und Enthaarungscreme von Fell befreit und

anschlieltend das Ultraschallgel aufgetragen werden (Abb. 17).
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Abbildung 17: Position der Maus und des Schallkopfes wahrend FMD.

Ist dies erfolgt, kann der Schallkopf parallel zum Bein aufgesetzt werden. Sobald die Ateria
iliaca und deren Wande gut dargestellt sind, kann der Druck der Manschette zligig auf 300
mmHg erhéht werden. Der Ultraschallkopf verbleibt wahrend der gesamten Untersuchung
an der gleichen Stelle, um die Veranderungen des GefalRdurchmessers Uber die Zeit
auswerten zu kénnen. In der folgenden finfmindtigen Okklusionsphase werden alle 30
Sekunden Ultraschallbilder des GefalRes angefertigt. Nach flinf Minuten wird der Druck der
Manschette abgelassen und die Reperfusion beginnt. In den ersten zwei Minuten dieser
Phase werden alle 20 Sekunden sowohl B-Modus-Bilder als auch Doppler-Bilder
aufgenommen. In den folgenden drei Minuten werden diese alle 30 Sekunden angefertigt
(Abb. 18).
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Systole Diastole

Systole Diastole

Abbildung 18: FMD in der Arteria iliaca.

(A) B-Bild der Arteria und Vena iliaca vor Beginn der Untersuchung. (B) Fluss in der Arteria iliaca
unter Ruhebedingungen. (C) Fluss in der Arterie wahrend der Okklusionsphase. (D) Fluss in der

Arteria iliaca in der Reperfusionsphase.

Nach flinfminttiger Reperfusion wird die Untersuchung beendet und die Sedierung kann
beendet werden. Die Fixierungen der Maus werden geldst und sie wird noch so lange
unterstitzend mit Sauerstoff versorgt, bis sie wieder selbststdndig atmen kann. Sobald die
Sedierung nachlasst und eine eigenstandige Atmung mdglich ist, kann die Maus in den

Kafig zurtickgesetzt werden.
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2.2.3 Ischamie/Reperfusion

2.2.3.1 Durchfuhrung

Vor Beginn des Eingriffs werden die Mause in einer Einleitungskammer mit Isofluran
sediert. Im Anschluss erfolgt die Intubation. Uber einen speziellen Respirator erfolgt die
Beatmung der Mause. Die Narkose wird mit 3% Vol. Isofluran induziert und mit 2% Vol.
aufrechterhalten. Zudem erfolgt eine Analgesie mit dem Opioid Buprenorphin (0,05 mg/kg
KG, s.c.) mit einem maximalen Volumen von 10 ml/kgKG. Wahrend der Operation wird die
rektale Temperatur der Maus kontinuierlich bestimmt und dafiir gesorgt, dass diese 37°C
nicht unterschreitet. Zur Vermeidung eines Warmeverlustes wird eine Infrarotlampe

eingesetzt (IL21, Fa. Breuer).

Der Thorax wird mittels medianer Sternotomie ertffnet. Die Schnittlange betragt dabei 1,5
cm. Unter Verwendung eines Operationsmikroskops erfolgt die Praparation des Herzens
sowie die Anschlingung der proximalen linken Koronararterie (LAD) mit 7-0 Prolenefaden
(Ethicon). Nun werden die Enden des Fadens durch einen ca. 3mm breiten PE10
Schlauchring geflihrt und jeweils mit 10g Gewicht befestigt. Anschlielend kann die
Ischamie ausgeldst werden. Dazu werden die Enden der Faden vorsichtig angezogen, bis

die Gewichte frei hangen und somit auf jeder Seite ein Zug von 1g besteht.

Als Kontrolle einer adaquaten Okklusion des Lumens der LAD werden ST-
Streckenhebungen in der Echokardiographie herangezogen. Die Ischamie dauert 45 min.
Wahrenddessen wird der offene Thorax mittels angewarmter Natriumchlorid-Lésung feucht
gehalten. Die Maus wird zugedeckt, um einen Warmeverlust durch Konvektion zu
vermeiden. Nach 45 Minuten wird der Zug der Faden wieder entfernt und die Schlaufe
verbleibt offen im Thorax. Anschlief3end wird der Thorax wieder verschlossen. Dazu werden
zunachst die Rippen wieder adaptiert. Dies erfolgt erstmal locker, da zunachst die
Beatmung der Lungen getestet wird. Nun werden die Muskelschichten und anschlief3end

die Haut mit 5-0 Prolene und Einzelknopfndhten verschlossen.

Zur Ausleitung wird das lIsofluran abgeschaltet und die Maus weiter mit Sauerstoff
angereicherter Luft (40%) beatmet, wobei der Atemreflex in regelmafigen Abstdnden
getestet wird. Ist dieser wieder vorhanden, kann das Tier extubiert werden und
anschlielend noch 10 Minuten mit einer speziellen Maske mit einem Gemisch aus
Sauerstoff und Raumluft beatmet werden. Danach kann die Maus in einen sauberen Kafig

gesetzt werden, der bis die Maus sich von Narkose erholt hat, unter einer Warmelampe
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verbleibt. Die Maus erhalt alle 6-8 Stunden Buprenorphin subkutan in der maximalen Dosis

(10ml/kg KG), um eine adaquate Analgesie zu gewahrleisten.

Nach 24 Stunden wird die Echokardiographie nach myokardialer Ischamie/Reperfusion

nach dem oben beschriebenen Versuchsaufbau durchgefuhrt.

2.2.4 Auswertung und Statistik

2.2.4.1 Auswertung der echokardiographischen Bilder

Die aufgenommenen Videosequenzen werden am Computer mit der Vevo-Software
ausgewertet. Fur die Auswertung der systolischen Parameter werden die Aufnahmen aus
dem PSLA-Modus verwendet. Zunachst wird die maximale diastolische Ausdehnung
gesucht und die Umrisse des linken Ventrikels werden mithilfe der Software abgegrenzt.
Danach wird das gleiche am Bild der minimalen systolischen Ausdehnung gemacht.
Anschlielend berechnet das Programm anhand dieser Umrisse das Enddiastolische
(EDV) und endsystolische Volumen (ESV), das Schlagvolumen, das Herzzeitvolumen

(HZV) und die Ejektionsfraktion (EF). Dazu werden folgende Formeln verwendet:
Schlagvolumen (SV; pl) = EDV — ESV

Ejektionsfraktion (EF; %) = EDV — ESV / EDV x 100

Herzzeitvolumen (HZV; ml/min) = SV x Herzfrequenz

Als nachstes wird der M-Modus des PSLA-Modus ausgewertet. Hierzu werden im M-
Modus das Interventrikularseptum, der linke Ventrikel und die Hinterwand des linken
Ventrikels in drei aufeinanderfolgenden Herzzyklen markiert. Auf Grundlage dieser
Markierungen berechnet das Programm unter anderem die Dicke der Hinterwand des
linken Ventrikels (s. Abb. 19).
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Abbildung 19: Auswertung des M-Modus des PSLA-Modus zur Ausmessung der Dicke des
Interventrikularseptums und der Hinterwand des linken Ventrikels.

Fur die Auswertung der diastolischen Parameter werden die Aufnahmen des Flusses Uber
der Mitralklappe ausgewertet. Dabei werden isovolumetrische Kontraktionszeit, die
isovolumetrische Relaxationszeit, die No-Flow-Time, die Mitralklappenauswurfzeit, die E-
Wellen, die A-Welle und die Dezelerationszeit der E-Welle markiert. AnschlieRend
berechnet das Programm anhand der Markierungen die entsprechenden Zeiten (s.
Abb.20).
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Abbildung 20: Auswertung des Flusses Uber der Mitralklappe.

2.2.4.2 Auswertung der Fluss-vermittelten-Vasodilatation

Der erste Auswertungsschritt erfolgt mithilfe der Vevo-Software. Hier werden die
aufgenommenen B-Bild Sequenzen angeschaut und jeweils ein Bild ausgesucht. Um eine
Vergleichbarkeit der Aufnahmen zu schaffen, werden diese zwischen der P-Welle und
dem QRS-Komplex des EKGs und nicht wahrend der Atmung aufgenommen. Im
nachsten Schritt wird mit dem Brachial Analyzer (Medical Imaging Applications, USA) der
Durchmesser des GefalRes auf allen Bildern ermittelt. Hierzu wird der Wert vor der
Okklusion als Ausgangswert (100%) festgelegt und ausgehend davon wird bestimmt, ob

in der Reperfusionsphase eine Vasodilatation stattgefunden hat.
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2.3 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Echokardiographie und der FMD erfolgen mithilfe des
Graph Pad Prism Programms (Version 9.0., Graphpad Software, USA). Fir die
Auswertung der echokardiographischen Parameter werden je zwei Gruppen miteinander
verglichen. Als statistischer Test dient der ungepaarte t-test. Als Signifikanzniveau wird
p<0,05 gewahit.

Fir die Auswertung der FMD wird die maximale Dilatation zweier Gruppen mittels

ungepaartem t-test verglichen. Als Signifikanzniveau wird p<0,05 gewahlt.
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3. Ergebnisse

3.1 Einfluss von eNOS auf die endotheliale und kardiale Funktion

3.1.1 Fluss-vermittelte-Vasodilatation

3.1.1.1 Wiedergewinn der endothelialen Funktion durch funktionale
endotheliale eNOS

Vor Induktion des eNOS-KI liegt die endotheliale eNOS sowohl bei der cre-positiven als
auch bei der cre-negativen Kontrollgruppe invertiert vor. Unsere Hypothese war, dass die
Mause aufgrund dieser Inversion des Gens keine FMD zeigen durften. Diese Hypothese
hat sich bestatigt (s. Abb. 21, 22). Die cre-negative Gruppe zeigt vor Tamoxifen-Behandlung
eine maximale FMD von 6%, wahrend die cre-positive Gruppe eine maximale FMD von
11% zeigt.

Um den KI der endothelialen eNOS zu erzeugen, wurden die Tiere an finf
aufeinanderfolgenden Tagen mit Tamoxifeninjektionen behandelt. Die Messung der FMD
fand an Tag 21 nach Beginn der Behandlung statt. Nach Induktion des Kl der endothelialen
eNOS zeigt sich, dass sich die endotheliale Funktion, gemessen durch FMD erholt. Bei den
Cre-negativen Kontrollmausen wird der Kl nicht induziert, dementsprechend handelt es sich
bei diesen Mausen um globale eNOS-KO-Mause. Diese zeigen keine FMD. Hinsichtlich der
maximalen Dilatation nach Eréffnung der Manschette zeigt sich ein signifikanter
Unterschied zwischen beiden Gruppen. Die Mause mit endothelialem eNOS-KI zeigen eine
maximale FMD von 15%, wahrend die cre-negativen Mause eine maximale FMD von 2%
zeigen (Abb. 23, 24).
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Abbildung 21: Kein Unterschied zwischen der LoxP-INV-eNOS-Gruppe und der EC-eNOS-KI-
Gruppe vor Induktion des Kils.

loxP-INV-eNOS vor TAM: blau, n= 4. EC-eNOS-KI vor TAM: flieder, n=6. Es wurden je 3
Ultraschalluntersuchungen pro Gruppe von Dr. Tatsiana Suvorava durchgefiihrt. Die Aufarbeitung der

aufgenommenen Bilder mittels der Vevo-Software und die statistische Auswertung erfolgten durch mich.
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Abbildung 22: Kein signifikanter Unterschied im maximalen GefalRdurchmesser zwischen der LoxP-
INV-eNOS-Gruppe und der EC-eNOS-KI-Gruppe vor Tamoxifen.

LoxP-INV-eNOS vor TAM: blau, n= 4. EC-eNOS-KI vor TAM: flieder, n=6. Ungepaarter t-test: p= 0,35.

Darstellung als Streudiagramm mit Standardabweichungen.
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Abbildung 23: FMD in der EC-eNOS-KI-Gruppe.

Anderung des GefaRdurchmessers iiber die Zeit zwischen der EC-eNOS-KI-Gruppe und der loxP-INV-eNOS-
Gruppe. EC-eNOS-KI: weil3, n= 9. loxP-INV-eNOS: lila, n=5. Aus der EC-eNOS-KI-Gruppe wurden 4
Ultraschallaufnahmen von Francesca Leo durchgefiihrt. Die Aufarbeitung am Computer und statistische

Auswertung erfolgten vollstandig durch mich.
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Abbildung 24: Signifikant gesteigerte FMD in der EC-eNOS-KI-Gruppe.

Es besteht ein signifikanter Unterschied in der FMD zwischen der EC-eNOS-KI-Gruppe und der LoxP-INV-
eNOS-Gruppe. EC- eNOS-KI: weill n= 9. LoxP-INV-eNOS: lila, n=5. Ungepaarter t-test p= 0,022 *.
Darstellung als Streudiagramm mit Standardabweichungen.

39



3.1.1.2 Kein Einfluss der erythrozytaren eNOS auf die FMD

Bei der erythrozytaren eNOS-KO-Linie wurde die FMD ebenfalls gemessen. Als
Kontrollgruppe diente die Lox-P-Linie mit normaler eNOS-Expression. Es zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede in der FMD zwischen beiden Gruppen, sodass die erythrozytare
eNQOS fur die FMD nur eine untergeordnete Rolle spielt. Die maximale FMD lag bei beiden
Gruppen bei ca. 16% (Abb. 25, 26).
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Abbildung 25: FMD der RBC-eNOS-KO.

Anderung des GefaRdurchmessers iiber die Zeit zwischen der erythrozytdren eNOS-KO-Gruppe und der
Kontrollgruppe (LoxP-eNOS). RBC-eNOS-KO: orange, n=8. LoxP-eNOS: weil}, n=8.
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Abbildung 26: Keine Unterschiede in der maximalen FMD der RBC-eNOS-KO.

Es gibt keine signifikanten Unterschiede in der maximalen Dilatation durch FMD zwischen der RBC-eNOS-
KO-Gruppe und der LoxP-eNOS-Gruppe. RBC-eNOS-KO: orange, n= 7. LoxP-eNOS/ Kontrollgruppe: weil3,

n= 8. Ungepaarter t-test p= 0,93. Darstellung als Streudiagramm mit Standardabweichungen.
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3.1.2 Echokardiographie/Kardiale Funktion

3.1.2.1 Kein Einfluss der erythrozytaren eNOS auf die basale kardiale

Funktion

Unter basalen Bedingungen konnten keine signifikanten Unterschiede in der kardialen

Funktion zwischen der erythrozytdren eNOS-KO-Gruppe und
nachgewiesen werden (Abb. 27, Tab. 2).
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Abbildung 27: LV Parameter der RBC-eNOS-KO.
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Keine signifikanten Unterschiede in den untersuchten Parametern zwischen der RBC-eNOS-KO-Linie
(orange, n=7) und der LoxP-eNOS-Gruppe (weil3, n=7). In der Lox-P-eNOS-Gruppe wurden drei Mause durch
Dr. Tatsiana Suvorava untersucht. Die Auswertung erfolgte durch mich. Darstellung als Streudiagramm mit

Standardabweichungen.

Tabelle 2: Statistik der kardialen Parameter der RBC-eNOS-KO-Gruppe.

Ubersicht tiber die Mittelwerte und Standardabweichungen aller statistisch ausgewerteten Parameter der

Echokardiographie sowie der zugehérigen P-Werte.

loxP-eNOS RBC-eNOS-KO P-Wert

n

EF, % 52,21+ 12,72 43,84 + 7,638 0,1616
HF, Schlage/min 4341 + 37,19 425,4 £ 36,67 0,6670
SV, ul 43,79 £ 13,59 38,55 + 9,990 0,4271
HZV, ml/min 18,84 + 5,198 16,38 £ 4,566 0,3646
ESV, ul 39,69 + 11,16 48,67 £ 6,59 0,0914
EDV, ul 83,47 + 9,850 87,22 £ 10,55 0,5051
FS, % 14,55 + 5,372 12,48 £ 3,366 0,4048
LVPW,d, mm 0,9153 + 0,1496 0,8475 + 0,1493 0,4123
LVPW,s, mm 1,209 + 0,2561 0,9934 + 0,1429 0,0759

Mitralklappe

E/A 1,300 £ 0,1558 1,271 £ 0,08949 0,6791
DT, ms 25,37 £ 7,416 24,64 + 5,730 0,8414
IVRT, ms 14,88 + 3,379 13,89 + 1,628 0,4974
IVCT, ms 17,98 £ 5,690 16,43 £ 3,591 0,5542
MVET, ms 64,19 £ 12,40 60,24 + 10,08 0,5255
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3.2 Rolle von Arg-1 in Endothelzellen und Erythrozyten

3.2.1 Vaskulare Funktion

3.2.1.1 Kein positiver Effekt des endothelialen Arg-1-KOs auf die

endotheliale Funktion

Bei Untersuchung der EC-Arg-1-KO-Gruppe konnte kein signifikanter Unterschied in der
durch FMD ermittelten vaskularen Funktion zwischen der EC-Arg-1-KO-Gruppe und der
Kontrollgruppe mit normaler Arg-1-Expression festgestellt werden (Abb. 28,29). Der KO
wurde durch Tamoxifenbehandlung induziert (s.o.). Die maximale FMD der EC-Arg-1-WT
lag bei 25% und die der EC-Arg-1-KO-Gruppe bei 19%.
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Abbildung 28: FMD der EC-Arg-1-KOs.

Veranderung des GefalRdurchmessers der EC-Arg-1-KO-Gruppe und der EC-Arg-1-WT-Gruppe. EC-Arg-1-

WT: weil}, n=4. EC-Arg-1-KO: blau, n=5. Die Ultraschalluntersuchungen wurden durch Dr. Tatsiana Suvorava
durchgefihrt. Die Aufarbeitung der aufgenommenen Ultraschallbilder und die statistische Auswertung

erfolgten vollstandig durch mich.
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Abbildung 29: Max. FMD der EC-Arg-1-KOs.

Maximale FMD der EC-Arg-1-KO-Linie (blau, n=5) und der EC-Arg-1-WT-Gruppe (wei}, n=4). Ungepaarter t-
test p= 0,39. Darstellung als Streudiagramm mit Standardabweichungen.
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3.2.1.2 Kein Unterschied in der Endothelfunktion nach KO der
erythrozytaren Arg-1

Hinsichtlich der, durch FMD ermittelten, vaskularen Funktion lassen sich keine
Unterschiede zwischen erythrozytaren Arg-1-KO-Mausen und Kontrolltieren feststellen
(Abb. 30,31). Die erythrozytaren Arg-1-KO-Mause zeigen eine normale maximale FMD
von 19% und die LoxP-Arg-Mause (Kontrolle) von 20%.
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Abbildung 30: FMD der RBC-Arg-1-KO.

Veranderungen des Gefalidurchmessers der RBC-Arg-1-KO- Gruppe und der LoxP-Arg-1-Gruppe. LoxP-Arg-
1: weil, n=6. RBC-Arg-1-KO: lila, n=3.
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Abbildung 31: Maximale FMD der RBC-Arg-1-KOs.

Vergleich der maximalen FMD nach Reperfusion der RBC-Arg-1-KO-Gruppe (rot, n=3) und der LoxP-Arg-1-

Gruppe (weil3, n=6). Ungepaarter t-test p= 0,81. Darstellung als Streudiagramm mit Standardabweichungen.
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3.2.2 Einfluss von Arg-1 auf die kardiale Funktion

3.2.2.1 Erythrozytare Arg-1-KOs

Beim Vergleich der erythrozytaren Arg-1-KO-Gruppe mit der loxP-Arg-1-Kontrollgruppe
ergaben sich keine signifikanten Unterschiede in der basalen kardialen Funktion (Abb. 32,

Tab. 3).

600 150-
(0]
£ -
E 500+ o L . 100~
) 3
3 o8 S
S 1o a
2. 400 0 e 50—
L
I
300 r r 0 T r
loxP-Arg-1 RBC-Arg-1-KO loxP-Arg-1 RBC-Arg-1-KO
100~ 80—
80— 50
S 604 g g
. 0 = 40 )
= > —to—
20 TO
20-
0 0

| | | |
loxP-Arg-1 RBC-Arg-1-KO loxP-Arg-1 RBC-Arg-1-KO

o
_fa_
®
—ofo— S—go
50

1 1
loxP-Arg-1 RBC-Arg-1-KO

HZV, [ml/min ]
N
o
1

Abbildung 32: LV-Funktion der RBC-Arg-1-KO.

Keine Unterschiede in der basalen kardialen Funktion zwischen der RBC-Arg-1-KO-Gruppe (lila, n= 8) und
der LoxP-Arg-1-Gruppe (weil3, n=7). Ungepaarter t-test. Sechs Ultraschalluntersuchungen der erythrozytaren

Arg-1-KO-Mause und zwei Untersuchungen der loxP-Arg-1-Gruppe wurden von Dr. Tatsiana Suvorava
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durchgefuhrt. Die Aufarbeitung der aufgenommenen echokardiographischen Bilder und die statistische

Auswertung erfolgten vollstdndig durch mich. Darstellung als Streudiagramm mit Standardabweichungen.

Tabelle 3: Statistik der kardialen Parameter der RBC-Arg-1-KO.

Mittelwerte mit Standardabweichungen aller statistisch ausgewerteten Parameter mit zugehérigen P-Werten.

LoxP-Arg-1 RBC-Arg-1-KO P-Wert

n

EF, % 44,01 + 8,314 45,97 £ 5,280 0,5908
HF, Schlage/min 466,7 £ 49,56 458,3 £ 37,83 0,7166
SV, ul 37,62+ 10,44 36,68 + 3,913 0,8170
HZV, ml/min 17,86 + 6,285 16,79 £ 2,133 0,6558
ESV, ul 46,80 + 5,844 43,67 £ 8,595 0,4316
EDV, ul 84,42 + 11,05 80,35+ 10,13 0,4704
FS, % 10,69 £ 3,433 13,71 £ 2,909 0,0880
LVPW,d, mm 0,9058 + 0,2109 0,9332 + 0,2076 0,8041
LVPW,s, mm 1,092 + 0,2526 1,183 £ 0,3485 0,5785

Mitralklappe

E/A 1,378 £ 0,3332 1,361 £ 0,2282 0,9097
DT, ms 22,06 £ 7,321 25,10 £ 6,665 0,4149
IVRT, ms 14,01 £ 3,915 13,16 £ 2,276 0,6105
IVCT, ms 17,10 + 3,688 17,74 + 2,478 0,6961
MVET, ms 56,35 + 10,89 60,52 + 9,389 0,4396
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3.3 Kardiale Funktion nach Ischamie/Reperfusion

Durch die Gewebeschadigung durch die Ischamie und die Reperfusion kommt es im
Allgemeinen zu einer Steigerung der Herzfrequenz und zu einem Remodeling des linken
Ventrikels mit Dilatation, Hypertrophie der Myozyten und interstitieller myokardialer Fibrose
[68].

3.3.1 Negative Auswirkung des KO der erythrozytaren eNOS auf die

kardiale Funktion nach I/R

Beim Vergleich der kardialen Funktion einer Kontrollgruppe mit der erythrozytaren eNOS-
KO Gruppe nach I/R zeigen die Kontrolltiere mit normaler eNOS-Expression eine signifikant

bessere Ejektionsfraktion und Herzzeitvolumen (s. Abb. 33, Tab. 4).
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Abbildung 33: LV-Funktion der RBC-eNOS-KO nach I/R.

Keine signifikanten Unterschiede zwischen den Parametern EDV, ESV und SV zwischen der RBC-eNOS-KO
Gruppe (orange, n=7) und der LoxP-eNOS-Gruppe (weil3, n=7) nach I/R. Die RBC-eNOS-KO Gruppe zeigt

nach I/R eine signifikant schlechtere Ejektionsfraktion und Herzzeitvolumen im Vergleich zur LoxP-eNOS-

Gruppe. Ungepaarter t-test. EF: p <0,05 *. HZV: p <0,05*. Die echokardiographischen Aufnahmen wurden von

Dr. Tatsiana Suvorava erhoben. Die anschlieende Aufarbeitung der aufgenommenen echokardiographischen

Bilder und die statistische Auswertung erfolgten vollstandig durch mich. Darstellung als Streudiagramm mit

Standardabweichungen.
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Tabelle 4: Statistik der kardialen Parameter der RBC-eNOS-KO nach I/R.

Mittelwerte, Standardabweichungen und P-Werte aller statistisch ausgewerteten Parameter bei Vergleich der

erythrozytaren eNOS-KO Gruppe und der Kontrollgruppe nach I/R.

loxP-eNOS RBC-eNOS-KO P-Wert

n

EF, % 39,71 + 7,303 31,28 + 5,865 0,0348
HF, Schlage/min 498,8 + 47,15 486,0 + 44,63 0,6099
SV, ul 29,12 + 4,885 22,97 £ 6,150 0,0607
HZV, ml/min 14,57 + 3,050 11,10 £ 2,786 0,0461
ESV, ul 45,40 + 11,26 51,86 + 17,21 0,4223
EDV, pl 74,52 £ 12,09 74,83 + 21,92 0,9741

Mitralklappe

E/A 1,397 + 0,1973 1,487 + 0,2790 0,4972
DT, ms 19,80 + 3,726 22,18 + 6,089 0,3949
IVRT, ms 17,02 + 5,656 17,79 + 4,553 0,7860
IVCT, ms 16,98 + 3,354 22,58 * 6,402 0,0631
MVET, ms 53,85 + 8,960 53,61 + 7,356 0,9576

3.3.2 Kein Effekt des KO der erythrozytaren Arg-1 auf die kardiale
Funktion nach I/R

Bei Vergleich der kardialen Funktion von erythrozytaren Arg-1-KO-Mausen und der LoxP-
Arg-1 Kontrollgruppe, mittels Echokardiographie, zeigt die erythrozytare Arg-1-KO Gruppe
ein nahezu signifikant erhéhte Ejektionsfraktion (s.Tab. 5). Alle anderen ausgewerteten

Parameter zeigen keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 34: LV-Funktion der RBC-Arg-1-KO nach I/R.

Keine signifikanten Unterschiede der ausgewerteten Parameter zwischen der RBC-Arg-1-KO-Gruppe (lila,
n=8) und der LoxP-Arg-1-Gruppe (weif3, n=7) nach I/R. Ungepaarter t-test. Die echokardiographischen
Aufnahmen wurden von Dr. Tatsiana Suvorava aufgenommen. Die anschlieffende Aufarbeitung der
aufgenommenen echokardiographischen Bilder und die statistische Auswertung erfolgten vollstandig durch

mich. Darstellung als Streudiagramm mit Standardabweichungen.
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Tabelle 5: Statistik der kardialen Parameter der RBC-Arg-1-KO.

Mittelwerte, Standardabweichungen und P-Werte aller statistisch ausgewerteten Parameter bei Vergleich der

erythrozytaren Arg-1-KO Gruppe und der Kontrollgruppe nach I/R.

LoxP-Arg-1 RBC-Arg-1-KO P-Wert

n

EF, % 37,82 + 5,822 46,88 £ 9,694 0,0509
HF, Schlage/min 499,9 + 37,45 478,3£76,49 0,5100
SV, ul 25,54 £ 6,083 30,89 + 9,051 0,2089
HZV, ml/min 12,68 + 2,691 14,75+ 4,773 0,3292
ESV, ul 42,24 + 10,31 35,30 £ 10,93 0,2303
EDV, ul 67,78 £ 13,76 66,19 + 13,78 0,8275

Mitralklappe

E/A 1,565 £ 0,3819 1,604 £ 0,3352 0,8392
DT, ms 23,96 £ 5,699 25,66 + 3,293 0,4837
IVRT, ms 17,02 + 8,055 16,46 + 4,085 0,8637
IVCT, ms 15,20 + 2,523 20,90 + 7,341 0,0734
MVET, ms 50,09 + 6,075 57,60 + 11,88 0,1560
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3.4 Tabellarische Zusammenfassung der Ergebnisse

Tabelle 6: Ubersicht der wesentlichen Unterschiede der einzelnen Gruppen.

LoxP-INV-eNOS

einer normalen FMD
nach Induktion des
Kis.

Linie FMD Echokardiographie Echokardiographie
Baseline post I/R
EC-eNOS-Kl vs. | Wiedererlangung Nicht erhoben. Nicht erhoben.

RBC-eNOS-KO
vs. LoxP-eNOS

Keine signifikanten
Unterschiede zur

Kontrollgruppe.

Keine signifikanten
Unterschiede zur

Kontrollgruppe.

Verringerte EF und HZV
im Vergleich zur

Kontrollgruppe.

vs. LoxP-Arg-1

Unterschiede zur

Kontrollgruppe.

Unterschiede zur

Kontrollgruppe.

EC-Arg-1-KO Keine signifikanten Nicht erhoben. Nicht erhoben.

vs. EC-Arg-1- Unterschiede zur

WT Kontrollgruppe.

RBC-Arg-1-KO | Keine signifikanten Keine signifikanten Keine signifikanten

Unterschiede zur

Kontrollgruppe.
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4. Diskussion

Ziel dieser Arbeit ist es den Beitrag der erythrozytaren eNOS und Arginase auf kardiale und
vaskulare Funktionen naher zu untersuchen. Hierzu wurden transgene Ma&use mit

gewebsspezifischen eNOS- und Arg-1-KOs und -Kls geschaffen.

Hierbei konnten wichtige neue Erkenntnisse gesammelt werden. Es konnte die wichtige
Rolle der endothelialen eNOS flr die Endothelfunktion, gemessen durch FMD, bestatigt
werden. Ein Kl der endothelialen eNOS fiihrte zu einem Wiedergewinn der FMD. Die
erythrozytare eNOS hingegen hat keinen Einfluss auf die Endothelfunktion, wie sich in
Versuchen mit erythrozytdren eNOS-KO-Mausen zeigen liel3. In Bezug auf die basale
kardiale Funktion wurden bei den erythrozytdren eNOS-KO-Tieren keine Veranderungen
festgestellt. Nach I/R konnte jedoch ein protektiver Effekt einer funktionalen erythrozytaren
eNOS nachgewiesen werden. Der KO der erythrozytaren Arg-1 fihrte weder zu einer
Veranderung der endothelialen noch der basalen bzw. postischamischen kardialen

Funktion.

erythrozytére Funktion

NOy
Z NO; zirkulierender NO-pool

"
trullin + NO / RXNO

NO - Lcitrullin |:> vaskuldre und kardiale

Funktion, Blutdruck

L-Ornithin und Istoff

L-Arginin

Vasodilatation

Abbildung 35: Rolle und Lokalisation von eNOS und Arg-1 im kardiovaskularen System.
Modifiziert nach [125].
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4.1 Wesentliche Rolle der endothelialen eNOS fur die Endothelfunktion

Die endotheliale Funktion der endothelialen eNOS-KI-Linie wurde durch FMD gemessen.
Als Vergleichsgruppe diente eine Linie mit invertierter und dadurch dysfunktionaler eNOS.
Demnach entspricht der Phanotyp der Kontrollgruppe dem einer globalen eNOS-KO-Linie.
Die endotheliale eNOS-KI-Gruppe zeigt nach Induktion des Kl eine normale FMD. Dieses
Ergebnis verdeutlicht die entscheidende Rolle der endothelialen eNOS fur die Regulation

von Blutfluss und Gefal3tonus.

Beim Vergleich der LoxP-eNOS-Gruppe und der erythrozytaren eNOS-KO-Gruppe konnten
keine Unterschiede in der FMD nachgewiesen werden. Dies zeigt, dass die erythrozytare

eNOS keine Rolle in der Regulation der FMD spielt.

Im gesunden Endothel wird als Folge von erhdhtem Fluss, aber auch als Reaktion auf
bestimmte Mediatoren NO freigesetzt, wodurch es zur Vasodilatation kommt [37, 40]. Die
NO-Freisetzung als Reaktion auf einen erhdhten Blutfluss wird als FMD bezeichnet [36].
Zur Messung der FMD wird dabei eine Blutdruckmanschette Uber den systolischen
Blutdruck aufgepumpt und eine 5-minitige Ischamie erzeugt. Anschlief3end wird der Druck
abgelassen. Es kommt zu einer reaktiven Hyperamie, die eine erhéhte Schubspannung
erzeugt. Dies |0st eine NO-Freisetzung aus, die zu einer lokalen Vasodilatation fiihrt [37].
Das Endothel ist in der Lage, Veranderungen in der Schubspannung wahrzunehmen. Die
Membran der Endothelzellen enthalt Ca?*-abhangige Kaliumkanale, die sich als Reaktion
auf erhdhte Schubspannung 6ffnen. Dies flhrt zu einer Hyperpolarisation der
Endothelzellen, die in einem erhohte Ca%*-Einstrom resultiert. Dadurch wird eNOS aktiviert
und es kommt zur NO-Produktion und damit zur Vasodilatation [38]. Dies ist jedoch nicht
der einzige Weg, der fiir die Vasodilatation sorgt. Der wichtigste Mechanismus ist die
Phosphorylierung von eNOS an Ser1177 [33]. Es konnte gezeigt werden, dass eNOS durch
Aktivierung von Akt und PKB Ca?*-unabhéngig aktiviert wird [33, 34]. Die FMD ist in den
ersten 60 Sekunden eNOS-abhangig, anschlieend greifen andere Signalwege [129].

Die FMD wurde 1992 zuerst nicht-invasiv durchgefihrt [36] und ist ein Mittel zur Erfassung
der endothelialen Funktion [36, 37, 48]. Darliber hinaus kann sie auch zur Erfassung der
endothelialen Dysfunktion genutzt werden und dabei helfen, Aussagen Uber in der Zukunft
liegende kardiovaskulare Ereignisse zu treffen, [28, 38, 39] wobei die FMD anderen Scores
in der Vorhersagekraft nicht Uberlegen ist [39]. FMD kann durch viele kardiovaskulare
Risikofaktoren beeinflusst werden [37] und kann schon im Alter von acht Jahren durch

familiare Hypercholesterinamie beeintrachtigt sein [36]. Dabei ist das Ausmal} der
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Beeintrachtigung der FMD auch abhangig von der Menge der vorhandenen Risikofaktoren
[130].

Schuler et. al. konnten zeigen, dass die erste Minute der FMD eNOS-abhangig ist und
anschlieRend andere Mechanismen aktiviert werden [129]. Die Gruppe konnte dabei auch
nachweisen, dass globale eNOS-KO-Mause fast keine FMD zeigen. In anderen Versuchen
mit chimaren Mausen, die keine eNOS-Expression in Blutzellen zeigten, konnte ein Einfluss
der erythrozytaren eNOS auf die Regulation des Blutdrucks und den zirkulierenden Nitrit-
Pool [89] nachgewiesen werden. Es konnte gezeigt werden, dass die Behandlung mit
Erythropoetin in murinen Erythrozyten zu einer zeit- und dosisabhangigen Steigerung der
NO-Produktion durch Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges und Phosphorylierung an
S1177 der erythrozytaren eNOS fiuhren [92]. In humanen Erythrozyten konnte ein dhnlicher
Effekt durch Ausdauertraining erzielt werden [93]. Bei Inkubation der Erythrozyten in L-
Arginin-freiem Medium und Behandlung mit Erythropoetin kam es zu einer Steigerung der
Superoxid-Bildung [92].

Die hier gewonnen Ergebnisse verdeutlichen, dass die FMD vor allem abhangig von einer
intakten eNOS in den Endothelzellen ist. Die eNOS in den Erythrozyten scheint fir die FMD
hingegen nicht relevant zu sein. Unsere Arbeitsgruppe fuhrte weitere Versuche durch, die
diese Erkenntnisse unterstitzen. EC-eNOS-KO-Mause zeigten einen Verlust der
Acetylcholin-abhangigen Vasodilatation. Zudem wurde in dieser Linie ein erhohter
Blutdruck bei unveranderter Herzfrequenz gemessen [128]. Bei den EC-eNOS-KI hingegen
konnte auch in ex-vivo Versuchen eine voéllige Wiederherstellung der vaskularen
endothelialen Funktion beobachtet werden. Zudem normalisierte sich der zuvor erhdhte
Blutdruck [128]. Weitere Versuche der ex-vivo Endothelfunktion der RBC-eNOS-KO-Linie
zeigten ebenfalls keine Veranderungen. Jedoch wurden auch bei diesen Tieren

hypertensive Blutdruckwerte bei normofrequenter Herzfrequenz gemessen [128].

eNOS-KO-Mause zeigen keine NO-Aktivitat als Antwort auf Acetylcholin [67] oder andere
endothelabhangige Vasodilatatoren [17, 28]. In anderen Tierversuchen kam es durch NOS-
Inhibition zur Steigerung des Blutdrucks [49]. Beim Menschen kann die FMD durch Gabe
von NOS-Inhibitoren aufgehoben werden [40]. Die physiologische Relevanz der intakten
eNOS beim Menschen zeigt sich dadurch, dass es bei gesunden Kontrollpersonen als
Reaktion auf eine NOS-Inhibition zu einer deutlichen Steigerung des Gefaldtonus und einer
Senkung des Blutflusses kommt. Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass es bei Patienten
mit essentieller Hypertonie zu einer Verschlechterung der endothelialen Funktion kommt,
die vermutlich auf einer Verminderung der NO-Bioverfugbarkeit beruht [41]. Es gibt
verschiedene Ursachen fur die verminderte NO-Bioverfligbarkeit bei endothelialer

Dysfunktion. Dazu gehdren verminderte eNOS-Expression, L-Arginin Mangel, endogene
58



eNOS-Inhibition durch asymmetrisches Dimethylarginin, eNOS-Entkoppelung und viele

weitere Faktoren [28].

Die Resultate von Sun et al. stehen auf den ersten Blick im Gegensatz zu unseren
Ergebnissen. In ihren Versuchen an isolierten Arteriolen aus dem Musculus gracilis von
eNOS-KO-Mausen konnte die Gruppe eine normale endothelabhangige, flussvermittelte
Vasodilatation nachweisen. Diese konnte durch NO-Inhibitoren nicht beeinflusst werden,
aber durch Indomethacin, einen Prostaglandin-Inhibitor, vollstandig inhibiert werden [131].
Eine Arbeit von Godecke et al. zeigt ahnliche Ergebnisse an Koronargefalien [21].
Vermutlich lassen sich diese Unterschiede im Vergleich zu den hier erhobenen und anderen
[17] durch verschiedene Signaltransduktionswege in verschiedenen Regionen des

GefalRbaums erklaren.

Insgesamt lasst sich durch die hier erhobenen Daten und die zusatzlich von unserer
Arbeitsgruppe gewonnenen Erkenntnisse zeigen, dass die endotheliale eNOS eine
entscheidende Rolle in der Endothelfunktion spielt, wahrend die erythrozytédre eNOS hierauf

keine wesentlichen Einfluss hat [128].
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4.2 Protektiver Effekt der erythrozytaren eNOS nach I/R

Unter Ruhebedingungen konnten keine Unterschiede in der kardialen Funktion der
erythrozytaren eNOS-KO-Linie und ihrer Kontrollgruppe, die eine normale eNOS-
Expression zeigt, festgestellt werden. Nach I/R zeigte die erythrozytare eNOS-KO-Gruppe

jedoch signifikant reduzierte EF sowie HZV im Vergleich zur Kontrollgruppe.

eNOS-KO-Mause leiden unter Hypertonie [8, 17, 21, 63, 64] und zeigen zudem eine
verringerte Herzfrequenz [8, 63]. In anderen Versuchen konnte unter Normalbedingungen
zwischen globalen eNOS-KO-Mausen und Wildtypen keine Unterschiede in Parametern
wie HZV, EF und FS festgestellt werden [8]. Jedoch konnte in einigen Versuchen eine
Hypertrophie des Herzens nachgewiesen werden [8]. Anderen Gruppen gelang dieser
Nachweis nicht [21]. Hinsichtlich des basalen Flusses in den Koronarien sowie dem
maximalen hyperamen Fluss zeigten sich keine Unterschiede zwischen globalen eNOS-
KO-Mausen und Wildtypen [21]. eNOS-KO-Mause zeigten eine erhaltene kardiale
Kontraktilitat, wahrend eine akute NOS-Inhibition bei Wildtyp-Mausen zu einer
Verschlechterung der Relaxation fiihrte. Die eNOS-KO-Mause haben trotz des KOs
normale cGMP-Level, die durch eine vermehrte Expression des cGMP-Stimulators ANP

erreicht werden [66].

Unsere Gruppe konnte zeigen, dass Erythrozyten eine funktionelle eNOS bilden [89], die
unter normoxischen Bedingungen aktiv ist [82]. Zudem gelang der Nachweis einer aktiven
sGC in humanen und murinen Erythrozyten. Diese ist entscheidend fir die von eNOS
aktivierte Signalkaskade [91]. Unter hypoxischen Bedingungen kénnen Erythrozyten NO
bereitstellen, welches zur hypoxischen Vasodilatation fihrt [85]. Zudem ist die
Nitritreduktion unter hypoxischen Bedingungen gesteigert [88]. Diese Nitritreduktion zu NO
kann sowohl in Endothelzellen als auch in Erythrozyten stattfinden und wird je nach pH-
Wert durch XOR oder eNOS vermittelt. Vermutlich erfolgt sie unter hypoxischen
Bedingungen mit normalem pH-Wert durch eNOS und unter azidotischen Bedingungen
durch XOR [83].

Durch L-Arginin Gabe konnte in verschiedenen Tiermodellen die InfarktgrofRe [57, 58]
reduziert und zudem die endothelvermittelte Vasodilatation nach Infarkt erhalten werden
[57]. Auch Infusion von NO-haltiger Infusionslosung flhrte zu signifikant kleineren Infarkten
[29]. NO-Donor-Gabe wahrend der Reperfusionsphase konnte den myokardialen Blutfluss
sowie die myokardiale Kontraktilitat signifikant verbessern [56]. Zudem konnte die
Infarktgré3e durch NO-Donoren signifikant reduziert werden [56]. Durch NO-Donor-Gabe
nach I/R konnte die Endothelfunktion im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant verbessert
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werden [56, 58]. Beim Menschen konnten positive Effekte von NO auf die linksventrikulare

Funktion nachgewiesen werden [52].

Es zeigten sich kontroverse Ergebnisse hinsichtlich des Effekts des eNOS-KO auf die
InfarktgréRe. In einigen Studien entwickelten eNOS-KO-Tiere nach I/R gréRere Infarkte als
Wildtypmause [64]. In anderen Versuchen wurden verschiedene eNOS-KO-Linien
hinsichtlich ihrer Reaktion auf I/R verglichen. Dabei zeigte eine Linie signifikant groRere
Infarkte als Wildtypen, wahrend die andere Linie signifikant kleinere Infarkte entwickelte.
Die Linie mit kleiner InfarktgroRe zeigte nach iNOS-Inhibition ebenfalls grofRere Infarkte als
Wildtypen [67]. Dies kénnte darauf hinweisen, dass in dieser Mauslinie iNOS durch den
eNOS-KO hochreguliert wird und das so entstehende NO fir den protektiven Effekt sorgt.
In einer Studie an isolierten Herzen im Langendorff Modell konnte ein protektiver Effekt der
NOS-Inhibition auf die mechanischen Krafte nach Ischamie festgestellt werden, sofern die
NOS-Inhibitoren vor Start der Ischamie gegeben wurden. Die entsprechenden Versuche
wurden mit einer modifizierten Perfusionsldsung mit besonders vielen freien Fettsauren
durchgefuhrt [60]. Auch in-vivo konnte durch L-NAME eine signifikante Reduktion der
InfarktgroRe erreicht werden [61]. Elrod et. al. konnten zeigen, dass eine Kardiomyozyten-
spezifische Uberexpression von eNOS zu einer Verringerung der Infarktgrofen mit nur
gering verminderter EF flhrte [73]. In anderen Versuchen wurde ebenfalls die Auswirkung
einer eNOS-Uberexpression auf die kardiale Funktion nach I/R untersucht. Dabei zeigten
sich zwar verringerte InfarktgrofRen, aber die Mause zeigten trotzdem eine kontraktile
Dysfunktion [132]. Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass RBC-eNOS-KO-Mause eine
grélere InfarktgréRe nach ml/R sowie eine starkere linksventrikuldre Dysfunktion als
Kontrolltiere aufweisen [126]. Zudem konnte gezeigt werden, dass bei RBC-eNOS-KI-
Tieren die InfarktgréRe und linksventrikulare Dysfunktion nach ml/R vermindert waren [126].
Bei EC-eNOS-KO und -KI-Tieren konnten hingegen keine Veranderungen der
InfarktgroRen bzw. linksventrikuldren Funktion im Vergleich zu ihren Kontrollgruppen
nachgewiesen werden [126]. Diese Ergebnisse konnten durch ex-vivo Untersuchungen an

isolierten Herzen gestitzt werden [126].

Bei Versuchen an isolierten Herzen filhrte die Reperfusion nach einer Ischamie mit Blut
statt mit Pufferlésung zu einer Protektion des Herzens. Da diese Effekte durch L-NAME
inhibiert wurden und durch L-Arginin reproduziert werden konnten, sind sie vermutlich
zumindest teilweise durch NO vermittelt [86]. Es konnte gezeigt werden, dass Erythrozyten
NO kurzzeitig binden und transportieren kdnnen [82, 85]. In vorherigen Arbeiten wurde die
Rolle der erythrozytaren eNOS mittels chimarer Mause, die nur eine endotheliale eNOS
exprimierten, naher untersucht. Diese Mause zeigten im Vergleich zu Wildtypen groRRere

Infarkte und eine verschlechterte linksventrikulare Funktion 24 Stunden nach I/R. Die
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vaskulare Funktion war hingegen nicht verandert [90]. Im Langendorff Modell konnte durch
Arginase-Inhibition eine signifikant verbesserte Erholung nach einer Ischadmie beobachtet
werden. Wenn zusatzlich eine NOS-Inhibition stattfand, verschwanden diese Effekte. Dies
deutet auf einen protektiven Effekt der erythrozytdren eNOS wahrend I/R hin [81]. Die hier
erhobenen Daten zeigen ebenfalls einen kardioprotektiven Effekt der erythrozytaren eNOS

wahrend I/R und lassen sich somit gut mit diesen Daten in Einklang bringen.

Im Tierversuch konnte mittels Nitrit-Substitution Uber die Nahrung eine Reduktion der
InfarktgroRe um 48% erreicht werden. Durch Substitution von Nitrat konnte ebenfalls eine
Senkung der Infarktgrofie beobachtet werden. Zudem konnte bei einer Diat ohne Nitrat und
Nitrit eine Senkung der Plasmaspiegel von NO und Nitrit sowie eine signifikante Steigerung
der InfarktgrofRe ermittelt werden [133]. Durch eine moderate Substitution von Nitrat konnte

bei gesunden, jungen Probanden eine Senkung des Blutdrucks erreicht werden [47].

Bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit ist die Expression und Aktivitat der
erythrozytaren eNOS verringert [82, 91]. Das Mal} der Funktionseinschrankung korreliert
dabei mit dem Ausmald der endothelialen Dysfunktion [82]. Die sGC-Expression und -
Aktivitat sowie ihre Reaktion auf NO-Stimulation wird durch KHK und endotheliale
Dysfunktion nicht beeinflusst [91]. Diese Daten deuten auf einen Einfluss der erythrozytaren

eNOS auf die vaskulare Funktion unter pathologischen Bedingungen hin.

Die erythrozytare eNOS hat unter basalen Bedingungen keinen Einfluss auf die kardiale
Funktion. [134] Nach I/R zeigen die Tiere jedoch eine verschlechterte kardiale Funktion im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Somit spielt die erythrozytédre eNOS eine entscheidende Rolle
in der Kardioprotektion wahrend I/R [126]. Diese Ergebnisse kénnen durch weitere
Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe an RBC-eNOS-KI-Mausen bestatigt werden. Diese
zeigen nach Reinduktion der erythrozytdaren eNOS keine Unterschiede hinsichtlich der
kardialen Funktion nach I/R im Vergleich zu Kontrolltieren mit normaler eNOS-Expression
[126].

4.3 Kein Effekt der erythrozytaren und endothelialen Arg-1 auf die

vaskulare Funktion

In Bezug auf die durch FMD ermittelte vaskulare Funktion konnten keine signifikanten
Unterschiede zwischen der erythrozytdren Arg-1-KO-Linie und der Kontroligruppe mit

normaler Arg-1-Expression nachgewiesen werden. Die endotheliale Arg-1-KO-Linie zeigte
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ebenfalls keine signifikanten Unterschiede in der FMD im Vergleich zur Kontrollgruppe mit

normaler Arg-1-Expression.

Das Enzym Arginase kommt in zwei Isoformen vor, der Arg-1 und Arg-2. Beide
hydrolysieren L-Arginin zu L-Ornithin und Harnstoff [98, 101]. Dies stellt einen wichtigen
Schritt im Harnstoffzyklus dar. Arg-1 ist fur den GroRteil der Arginase-Aktivitat im Korper
verantwortlich [98]. L-Ornithin wird in Prolin und Polyamine umgewandelt. Ersteres wird fur
die Kollagensynthese bendtigt und Zweiteres flir das Zellwachstum und die
Zelldifferenzierung [100]. Durch reaktive Sauerstoffspezies, proinflammatorische Zytokine
[105], Hypoxie [81, 106], Lipopolysaccharide, oxidiertes LDL, Glukose, Thrombin und
Angiotensin-2 [106] wird die Aktivitat der Arginase gesteigert. Dies spielt bei KHK,
Arteriosklerose [135] und Herzinfarkten [105] eine Rolle [101, 107]. Bei L-Arginin, dem
Substrat von NOS und Arginase handelt es sich um eine bedingt-essenzielle Aminosaure.
Das heildt unter Normalbedingungen kann der Bedarf durch eigene Synthese aus L-Citrullin
gedeckt werden. Kommt es jedoch zu Entziindungen oder Resorptionsstérungen im
Dunndarm muss zusatzlich L-Arginin aus der Nahrung aufgenommen werden [99]. Andere
Gruppen konnten nur Arg-2 aber keine Arg-1 in murinen Endothelzellen nachweisen [135].
Dies konnte erklaren, warum der KO von Arg-1 in den Endothelzellen nicht zu einer
Verbesserung der FMD flihrte. Eine Verbesserung hatten wir erwartet, da durch den KO
der Arginase mehr L-Arginin fir eNOS zur Verfigung steht und die Vasodilatation so
verstarkt werden konnte. In weiteren Untersuchungen der EC-Arg-1-KO-Mause zeigte sich
auch ex-vivo kein Einfluss des KO auf die Endothelfunktion. Zudem hatten die Tiere
unveranderte Blutdruckwerte und normale Konzentrationen von L-Ornithin, L-Arginin und
L-Citrullin. Hingegen wurden signifikante Verminderungen der eNOS-Expression bei
unveranderten Nitrit Konzentrationen gemessen werden. [127] Diese Ergebnisse kdnnten
auf eine gemeinsame Regulation, der eNOS- und Arginase-Expression hindeuten, die

jedoch naher untersucht werden muss.

Bei Ratten mit Diabetes mellitus Typ 2 konnte durch Arginase-Inhibition eine
Normalisierung der koronaren Flussgeschwindigkeit erreicht werden. Bei zusatzlicher NOS-
Inhibition verschwand der Effekt wieder [107]. In verschiedenen Tiermodellen der
Hypertension konnte eine Hochregulierung der Arginase-Expression in arteriellen Gefalien
nachgewiesen werden [111-113]. Bei hypertensiven Schweinen war zugleich die eNOS-
Expression verringert. Die zuvor reduzierte Dilatation als Reaktion auf Adenosin konnte
durch Arginase-Inhibition oder L-Arginin Gabe verbessert aber nicht vollstandig normalisiert
werden [111]. Zudem konnten in der Aorta alter Ratten eine erhdhte Arginase-Expression
und -Aktivitat sowie verminderte NO-Aktivitat und cGMP-Level nachgewiesen werden [114].

Durch verschiedene Arginase-Inhibitoren konnte in isolierten Aortenringen von Ratten eine

63



Vasodilatation erzeugt werden. Fir diesen Effekt war ein intaktes Endothel erforderlich und
er konnte durch sGC-Inhibition verhindert werden [114].

Mause mit endothelspezifischer Uberexpression von Arg-2 zeigten eine endotheliale
Dysfunktion. Die endothelvermittelte Vasodilatation war eingeschrankt, aber es gab keine
Unterschiede in der Reaktion auf SNP oder Noradrenalin. Die Acetylcholin-vermittelte
Vasodilatation verschwand nach L-NAME-Gabe. Die Mause zeigten einen erhohten
Blutdruck. Im Plasma zeigten sie (iberraschenderweise keine signifikante Anderung der

Plasma-Level von L-Arginin und seinen Metaboliten [136].

Unter verschiedenen pathologischen Bedingungen, wie Diabetes mellitus Typ 2, KHK und
Hypertension, konnte im Tiermodell und beim Menschen eine Verbesserung bzw.
Normalisierung der Endothelfunktion durch Inhibition der Arginase erreicht werden [104,
112, 113, 117]. Die positiven Effekte verschwanden nach NOS-Inhibition wieder [104]. In
anderen Versuchen konnten die negativen Effekte, die durch Ischamie und anschlieRende
Reperfusion des Arms erzeugt werden, durch Arginase-Inhibition verhindert werden [119].
Auch durch Supplementierung von L-Arginin konnte eine Normalisierung der endothelialen
Funktion bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 erzielt werden [118]. Bei
Ubergewichtigen Ratten konnte eine erhdhte Arginase-Aktivitdt und -Expression bei
unveranderter eNOS-Expression beobachtet werden. Zudem zeigten die Tiere eine
endotheliale Dysfunktion sowie Hypertonie. Die endotheliale Funktion und der Blutdruck
konnten durch L-Arginin und Arginase-Inhibitoren normalisiert werden [137]. Isolierte
humane aortale Endothelzellen setzen nach Arginase-Inhibition 20% mehr NO frei als unter

normalen Bedingungen [116].

In vielen Studien konnte ein negativer Effekt einer erhohten Arginase-Aktivitat
nachgewiesen werden. Zugleich kam es durch Inhibition der Arginase oftmals zu einer
Verbesserung vaskularer Funktionen. Demensprechend hatten wir erwartet, dass ein KO
der Arg-1 zu einer Verbesserung der vaskularen Funktion fiihrt. Wie oben bereits erwahnt,
konnten andere Gruppen nur Arg-2, jedoch keine Arg-1 in murinen Endothelzellen
nachweisen [135]. Dadurch lief3e sich erklaren, warum der KO der endothelialen Arg-1 nicht
zu einer Steigerung der FMD fuhrte. Eine andere mogliche Erklarung fur die
Beobachtungen konnte eine gemeinsame bzw. sich beeinflussende Regulierung der
Expression von eNOS und Arginase sein. Diese Hypothese wirde ebenfalls die
verminderte eNOS-Expression in EC-eNOS-KO-Mausen erklaren [127].
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4.4 Effekt der erythrozytaren Arg-1 auf die kardiale Funktion

Hinsichtlich der kardialen Funktion konnte zwischen der erythrozytaren Arg-1-KO-Gruppe
und der Kontrollgruppe mit normaler Arg-1-Expression weder unter basalen Bedingungen

noch nach I/R eine signifikante Veranderung der kardialen Parameter gemessen werden.

Ein vollstandiger KO der Arg-1 fiihrte bei Mausen 10-14 Tage nach der Geburt zum Tod.
Dieser trat aufgrund massiv gesteigerter Ammoniak-Level auf. Zudem zeigten die Tiere bis
zu vierfach héhere Arginin-Level als Wildtyptiere [109]. In anderen Versuchen wurde eine
induzierbare globale Arg-1-KO-Linie geschaffen, um zu untersuchen, wie sich ein Fehlen
des Enzyms auf den adulten Organismus auswirkt. Die Tiere starben ebenfalls kurz nach
Induktion des KOs und lebten maximal 26 Tage ohne Arg-1. Zudem zeigten die Tiere nach
Induktion des KOs Gewichtsverluste von bis zu 40%, wurden lethargisch und zeigten

Schwierigkeiten zu stehen [110].

Eine Inhibition der Arginase mit Nor-NOHA konnte bei Ratten die Infarktgrof3e nach I/R um
ca. 40% verkleinern. Wenn neben der Arginase-Inhibition auch eine Inhibition der NOS
stattfand, konnte dieser Effekt nicht beobachtet werden [120]. Im ischamischen Teil des
Herzens nach I/R konnte eine vermehrte Expression der Arg-1 nachgewiesen werden [120].
In anderen Versuchen mit Schweinen konnte die Infarktgroe durch intrakoronare Nor-
NOHA-Infusion verkleinert werden. Bei systemischer Infusion der gleichen Menge Nor-
NOHA konnte kein protektiver Effekt erreicht werden. Wurde zusatzlich L-NMMA
intrakoronar infundiert, war ebenfalls kein protektiver Effekt zu erzielen. Im ischamischen
Areal war die Arginase-Aktivitat, aber nicht die -Expression, hochreguliert [103]. Es konnte
gezeigt werden, dass die Arginase-Aktivitat bei I/R durch eine Signalkaskade, an der
Peroxynitrit und RhoA/Rho-Kinase beteiligt sind, hochreguliert wird. Entfernte ischamische
Prakonditionierung schutzt vermutlich unter anderem durch Inhibition dieser Signalkaskade
und vermehrte eNOS-Aktivitat vor I/R-Schaden [138]. Auch durch systemische Nor-NOHA
Infusion nach Beginn der Ischamie, aber vor der Reperfusion, konnte eine signifikante
Reduktion der InfarktgréRe beobachtet werden. Dieser Versuchsaufbau wurde gewahlt, um
die klinische Situation des Myokardinfarkts besser nachzustellen. Der Effekt wurde durch
vorherige L-NMMA Gabe inhibiert. Auch hier konnte eine Erhéhung der Arginase im
ischamischen Myokard nachgewiesen werden. Zudem konnte gezeigt werden, dass der
durch Arginase-Inhibition erreichte, protektive Effekt NO-vermittelt ist und eine
Signalkaskade mit Aktivierung der PKCe und mitochondrialen ATP-abhangigen

Kaliumkanalen in Gang setzt [121]. Durch Arginase-Inhibition konnte eine Verbesserung
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der linksventrikuldaren Funktion bei Mausen, die unter einer Kardiomyopathie litten,
festgestellt werden [116].

Bei Patienten, die einen Myokardinfarkt erlitten haben, konnte eine negative Korrelation
zwischen den Arginase-Spiegeln im Plasma und der linksventrikularen Ejektionsfraktion
beobachtet werden [108].

Arginase hat einen Einfluss auf die kardiale Kontraktilitdt [102, 122, 139]. Hierzu gibt es
jedoch widersprichliche Daten. Einerseits konnte eine Steigerung der Kontraktilitat nach
Arginase-Inhibition beobachtet werden, die durch Inhibition von nNOS verschwand [102].
In den Herzen alter Ratten konnte die altersabhangig verminderte Kontraktilitat durch
Inhibition der Arginase wiederhergestellt werden [139]. Andererseits konnte aber auch eine
Senkung der kardialen Kontraktilitat durch Arginase-Inhibition mit gleichzeitig gesteigerter
cGMP-Produktion, vermutlich durch NOS-Aktivitatssteigerung, beobachtet werden [122].
Wahrend der Ischamie-Phase kdnnte eine Hochregulation der Arginase einen protektiven
Effekt haben, weil so weniger L-Arginin fur NOS zur Verfugung steht. In dieser Phase ware
dies aufgrund der bestehenden Hypoxie ein Vorteil, da NO unter hypoxischen Bedingungen
ROS anstelle von NO produziert. Mit Einsetzen der Reperfusion stellt eine erhdhte
Arginase-Expression aber vermutlich einen Nachteil dar, da NOS in dieser Phase wieder
einen protektiven Effekt durch NO-Produktion ausiben kdnnte [123]. Yang et. al. konnten
im Langendorff-Modell einen protektiven Effekt durch Perfusion mit Erythrozyten und nor-
NOHA beobachten. Wurden Erythrozyten von eNOS-KO-Mausen verwendet, konnte dieser
protektive Effekt nicht beobachtet werden. Zudem konnte diese Gruppe zeigen, dass
murine Erythrozyten vor allem Arg-1 und keine Arg-2 besitzen [81]. Demnach zeigen die
Daten, dass in den Erythrozyten eine Konkurrenz zwischen eNOS und Arg-1 um L-Arginin
besteht.

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass der KO der erythrozytaren Arg-1 keinen

Einfluss auf die kardiale Funktion nach I/R hat.
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5. Schlussfolgerung und Ausblick

Die vorliegende Arbeit untersuchte die Auswirkung gewebespezifischer eNOS- und Arg-1-
KO- und -KI-Mause auf die kardiale und vaskuldre Funktion. Hierzu wurden
gewebespezifische KO- und Kl-Mause erzeugt. Bei diesen wurde die Auswirkung der
genetischen Veranderungen auf die kardiale Funktion mittels Echokardiographie
untersucht. Die Funktion des Endothels wurde durch Messung der FMD mittels

hochauflosenden Ultraschalls ermittelt.

Bei der Interpretation der Ergebnisse sollte beachtet werden, dass nicht nur die Konkurrenz
mit Arginase um das gemeinsame Substrat L-Arginin die zur Verfliigung stehende Menge
des Substrats beeinflusst. Man geht davon aus, dass es innerhalb der Endothelzellen zu
einer Kompartimentierung kommt, sodass nicht die gesamte L-Arginin-Menge fir eNOS
verfugbar ist [140]. In mehreren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass NOS und Arginase

um das gemeinsame Substrat L-Arginin konkurrieren [114, 1186].

Die entscheidende Bedeutung von eNOS in der durch FMD gemessenen Endothelfunktion
konnte bestatigt werden. Zudem konnte durch die vorliegende Arbeit gezeigt werden, dass
hierbei nur die endotheliale, aber nicht die erythrozytare eNOS von Bedeutung ist. Der Kl
der endothelialen eNOS flihrte zu einem Wiedererlangen der FMD. Durch den KO der
erythrozytaren eNOS konnte hingegen keine Veranderung der FMD beobachtet werden.
Weitere Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe konnten diese Untersuchungen
bestatigen. In ex-vivo-Untersuchungen der genannten Mauslinien zeigten sich konkordante
Ergebnisse [128].

Es konnten Hinweise darauf gewonnen werden, dass die erythrozytare eNOS zur
Kardioprotektion nach ml/R beitragt. Dies konnte durch den Nachweis eines grofieren
Infarkts bei dieser Linie im Vergleich zur Kontrollgruppe bekraftigt werden. [126] In weiteren
Versuchen konnte unserer Gruppe zeigen, dass RBC-eNOS-KI eine kleinere Infarktgréfie
und verminderte linksventrikulare Dysfunktion nach ml/R entwickeln [126]. Ein KO der
endothelialen eNOS zeigte jedoch keinen Einfluss auf InfarktgroRe und linksventrikulare
Funktion nach ml/R [126]. Da es nach wie vor Zweifel am Beitrag der erythrozytaren eNOS
zum NO-Pool im Korper gibt und unklar ist, wie das produzierte NO die Erythrozyten
verlassen kann, ohne mit Hdmoglobin zu reagieren, muss die Rolle dieser Isoform in

Zukunft noch naher erforscht werden.

Erstaunlich ist die Beobachtung, dass der KO der endothelialen Arg-1 tendenziell zu einer

Verschlechterung der endothelialen Funktion fiihrt, obwohl in vielen anderen Versuchen
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eine Verbesserung der endothelialen Funktion durch Arginase-Inhibition beobachtet
werden konnte [104, 111-113, 117, 141]. Allerdings muss dabei beachtet werden, dass die
anderen Arbeitsgruppen eine Verbesserung durch Arginase-Inhibition unter Umstanden
beobachteten, in denen die Arginase-Aktivitat hochreguliert ist, da die untersuchten
Organismen an Diabetes, Hypertension, KHK oder Fettleibigkeit litten. Unsere Tiere waren
jedoch bis auf den KO der Arg-1 in den Endothelzellen vollstdndig gesund. Bei der
Betrachtung der von uns gewonnenen Ergebnisse muss zudem beachtet werden, dass die
Gruppengroéfe recht klein ist. Diese sollte vergrof3ert werden, um verlasslichere Aussagen
Uber die Rolle der endothelialen Arg-1 auf die vaskulare Funktion treffen zu kénnen. Ein
Grund fir unsere Beobachtungen konnte die Tatsache sein, dass in murinen Endothelzellen
vor allem Arg-2 exprimiert wird [135]. Da bei den EC-Arg-1-KO-Mausen zudem eine
verminderte eNOS-Expression bei unveranderten Nitrit Konzentrationen gemessen werden
konnte, liegt die Vermutung einer gemeinsamen Regulierung der Expression von Arg-1 und
eNOS nahe [126].

Es konnte zudem gezeigt werden, dass die erythrozytare Arg-1 eine untergeordnete Rolle
bei der FMD spielt.

Auch hinsichtlich der kardialen Funktion unter basalen und postischamischen Bedingungen
zeigte ein KO der RBC-Arg-1 keine Veranderungen. Eine weitere Untersuchung dieser
Gruppe ware interessant, insbesondere aufgrund der vermuteten Konkurrenz von Arginase

und eNOS auch in diesem Kompartiment.

In Zukunft ware es interessant die Langzeitwirkungen der I/R auf die kardiale Funktion der
untersuchten, transgenen Mauslinien zu untersuchen. Des Weiteren ware es
aufschlussreich, die Auswirkungen korperlicher Anstrengungen auf die kardiale und

vaskulare Funktion der Mause zu untersuchen.
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