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| ZUSAMMENFASSUNG

Bei Patienten mit akutem und chronischem Koronarsyndrom wird h&ufig eine Anamie
diagnostiziert. Studien haben belegt, dass eine Anamie die Prognose bei akutem
Myokardinfarkt (AMI) verschlechtert. Im Tiermodell wurde gezeigt, dass eine
Blutungsanamie die Bildung dysfunktionaler roter Blutkérperchen (RBK) induziert.
Bisher ist nicht geklart, ob neben der RBK-Dysfunktion eine verénderte
Endothelfunktion im Zusammenhang mit den anamieassoziierten Komplikationen
steht. Eine endotheliale Dysfunktion (ED), definiert durch reduzierte Bioverflgbarkeit
von Stickstoffmonoxid (NO), kénnte die Prognose von anamischen Patienten mit AMI
negativ beeinflussen. Diese Arbeit untersucht die Auswirkung der Anamie auf die
Endothelfunktion groBer GefaBe. Durch repetitive Blutentnahmen wurde in mannlichen
C57BL/6J-Méausen (WT-Méause) eine subakute oder chronische Anamie induziert. Im
Anschluss wurde die Endothelfunktion der thorakalen Aorta im Organbad quantifiziert.
Aorten von subakut und chronisch anamischen Mausen wiesen im Vergleich zu
unbehandelten M&usen eine reduzierte NO-abhangige Relaxation auf. Die chronische
Andmie erhdhte die Empfindlichkeit der glatten Muskulatur (GMZ) gegentber
exogenem NO in Mausen, die die endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase nicht
exprimierten (eNOS-KO). Weder die Deletion der endothelialen Arginase | noch die
pharmakologische Inhibition der Arginase | und Il hat die Endothelfunktion anamischer
Méause verbessert. Die Behandlung von chronisch andmischen WT-Mausen mit dem
Antioxidans N-Acetylcystein (NAC) verbesserte die endothelabhdngige Relaxation der
isolierten GefaBe. In Summe implizieren die Daten, dass die subakute und chronische
Anamie Uber erhdhte Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies die Induktion einer
ED bewirkt hat. Eine gesteigerte Arginaseaktivitdt scheint nicht in den
Pathomechanismus der ED involviert gewesen zu sein. Im zweiten Teil der Arbeit
wurde ein Protokoll erarbeitet, um die Interaktion von RBK und dem Endothel messbar
zu machen. Aortenringe von WT-Mausen wurden mit humanen RBK inkubiert. Nach
der Inkubation wurde die Endothelfunktion im Organbad quantifiziert. Unterschiedliche
Inkubationbedingungen wurden evaluiert und schlieBlich ein finales Protokoll
formuliert. Geman diesem Protokoll wurden GefaBBe mit RBK von Probanden mit AMI
oder mit RBK von gleichalten, gesunden Probanden inkubiert. Nach Inkubation wiesen
die GefaBe beider Kohorten eine eingeschrankte Relaxation auf, die auf eine gestorte
Interaktion von NO und der l6slichen Guanylatcyclase der GMZ hinweisen kénnte.




Il Abstract

Anemia is frequently observed in patients with acute and chronic coronary syndromes.
It is well known that anemia leads to poor prognosis in cases of acute myocardial
infarction (AMI). In animal models, hemorrhagic anemia has been shown to induce the
formation of dysfunctional red blood cells (RBCs). However, it remains unclear whether
the complications related to anemia are restricted to RBC dysfunction or are also
associated with systemic alterations of endothelial function. Altered endothelium-
dependent nitric oxide (NO)-synthesis and associated decreased NO bioavailability are
hallmarks of endothelial dysfunction (ED) and might contribute to poor prognosis of
AMI in patients with anemia. This thesis outlines anemia-associated ED with a focus
on large arteries. Sub-acute and chronic blood loss anemia was induced in C57BL/6J
male mice (WT-mice) through repetitive blood withdrawal. Endothelial function was
assessed in the thoracic aorta using tissue organ bath, which demonstrated that aortic
rings from both sub-acute and chronic anemic mice showed reduced NO-dependent
relaxation compared to non-anemic mice (Sham-mice). In addition, assessment of
endothelial function in the aorta of anemic global endothelial nitric oxide-synthase
knockout mice (eNOS-KO) demonstrated an enhanced smooth muscle sensitivity to
exogenous NO compared to sham eNOS-KO mice. Neither the genetic deletion of
endothelial arginase | nor the pharmacological inhibition of arginase | and Il improved
the endothelial function in anemic mice. The aortic rings from chronic anemic mice
supplemented with the antioxidant N-Acetylcysteine showed improved endothelial-
dependent relaxation responses. In summary, these results imply that both sub-acute
and chronic anemia are associated with ED. Enhanced activity of arginases does not
appear to be involved in the pathomechanism of ED. Increased production of reactive
oxygen species in the aorta might contribute to ED in anemia. The second part of the
thesis is aimed to establish a protocol to study the interaction between RBCs and the
endothelium. Aortic rings from WT-mice were incubated with human RBCs. Following
the incubation, endothelial function was assessed using an organ bath system. Various
incubation conditions were evaluated, resulting in a final protocol. Based on the refined
conditions, aortic rings were incubated with RBCs collected from both subjects with
AMI and age-matched, healthy subjects. After incubation the aortic rings in both groups
exhibited impaired relaxation, potentially by affecting the signaling pathway of NO and

soluble guanylatecyclase.




lll Abkurzungsverzeichnis

Abkilirzung ' Bedeutung

a1-Rezeptor Adrenerger Rezeptor Typ 1

AA Akut anamische Mause

ACh Acetylcholin

ACS Akutes Koronarsyndrom

ADMA Asymmetrisches Dimethylarginin

Akt Proteinkinase B

AMI Akuter Myokardinfarkt

Arg | Arginase |

ATP Adenosintriphosphat

BH4 Tetrahydrobiopterin

bspw. beispielsweise

bzw. beziehungsweise

C Konzentration

Ca? Kalziumion

CA Chronisch anamische Mause

CaCl2 Kalziumchlorid

cAMP Zyklisches Adenosinmonophosphat

cGMP Zyklisches Guanosinmonophosphat

CLD Chemilumineszenz-Detektoren

COX Cyclooxygenase

DDAH Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase

DMT2 Diabetes mellitus Typ 2

DNA Desoxyribonukleinsaure

DWK Dosis-Wirkungs-Kurve

EC50 Mittlere effektive Konzentration

ED Endotheliale Dysfunktion

EDHF Endothelialer hyperpolarisierender Faktor

EDR Endothelium dependent relaxation

EDRF Endothelialer relaxierender Faktor

EDTA Ethylendinitrilotetraessigsaure

EIR Endothelium independent relaxation

eNOS Endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase

FAD Flavin-Adenin-Dinucleotid

Fe? Zweiwertiges Eisenion

Fes3+ Dreiwertiges Eisenion

FMN Flavin Mononucleotid

g Gramm

GMZ Glatte Muskelzellen

GPCR G-Protein-gekoppelter Rezeptor

GSH Gilutathion

GTP Guanosintriphosphat

Hb Hamoglobin
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ICD 10 International Statistical Classification of Diseases and
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iINOS Induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase

IP3 Inositol 1,4,5-Triphosphat

IRAG IP3R-assoziierte cGMP Kinase Substrat

KCI Kaliumchlorid

KH2PO4 Kaliumhydrogenphosphat

KH-Puffer Krebs-Henseleit-Puffer

KO Knockout-Tiere

KVE Kardiovaskulare Erkrankungen

L-NAME N-Nitro-L-Arginin-Methyl-Ester-Hydrochlorid

mAChR Muskarinerger Acetylcholinrezeptor

MgSO4 Magnesiumsulfat

Ml Myokardinfarkt

ml Milliliter

MLC Myosin-leichte-Kette

MLCK Myosin-leichte-Ketten-Kinase

MLCP Myosin-leichte-Ketten-Phosphatase

mN Millinewton

MP Mikropartikel

NAC N-Acetylcystein

NaCl Natriumchlorid

NADPH Nicotinsaureamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat

NaHCOs3 Natriumhydrogencarbonat

Na2HPO4 Dinatriumhydrogenphosphat

nNNOS Neuronale Stickstoffmonoxid-Synthase

NO Stickstoffmonoxid

NO3 Nitrat

nor-NOHA N-Hydroxy-nor-Arginin

NOS Stickstoffmonoxid-Synthase

NSAID Nichtsteroidales Antiphlogistikum

4-OHT 4-Hydroxy-Tamoxifen

Oz Superoxid-Anion

p p-Wert

pEC50 negativ dekadischer Logarithmus der mittleren
effektiven Konzentration

PGl2 Prostacyclin

PKG Proteinkinase G

Phe Phenylephrin

RBK Rote Blutkdrperchen/Erythrozyten

RG Rotationsgeschwindigkeit

RW Referenzwert

ROS Reaktive Sauerstoffspezies

rpm Rotationen pro Minute

SEM Standardfehler

sGC Losliche Guanylatcyclase

SNP Natrium-Nitroprussid

SR Sarkoplasmatisches Retikulum

STEMI ST-Hebungs-Myokardinfarkt

SZA Sichelzellanamie
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1 EINLEITUNG

1.1 Einfuhrung

In der westlichen Welt z&hlt der akute Myokardinfarkt (AMI) zu den haufigsten
Todesursachen [1]. Allein in Europa versterben jahrlich nahezu zwei Millionen
Menschen an den Folgen des akuten Koronarsyndroms [1]. Ein bedeutsamer
prognostischer sowie therapeutischer Marker ist der Hamoglobingehalt des Blutes [2,
3]. Ein verminderter Hamoglobingehalt wird als Anamie bezeichnet und kann bei bis
zu 31 % der Patienten mit AMI nachgewiesen werden [2]. Das Vorliegen einer Anamie
bei AMI ist mit einer héheren Mortalitdt und Morbiditat assoziiert [2-4]. Obwohl durch
Bluttransfusionen eine Korrektur des H&moglobingehaltes mdglich ist, wird der
Krankheitsverlauf dadurch nur unzureichend beeinflusst [5]. Aus welchen Griinden die
Anamie trotz Transfusion zu einer erhdhten Mortalitdt beitragt, ist indes nicht
abschlieBend geklart [6]. Fur die Entwicklung zukinftiger Therapieansatze muss der
Pathomechanismus der Anamie folglich weiter exploriert werden. Einige Autoren
vertreten die Auffassung, dass die Anamie durch eine Beeintrachtigung der
Endothelfunktion zu einer erhéhten Mortalitat beitragt [7-9]. Aus diesem Grund wird im
Rahmen der vorliegenden Dissertation die Auswirkung der Anamie auf das
GefaBsystem untersucht. Darliber hinaus wird beleuchtet, welche Rolle die
endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase, die endotheliale Arginase und der oxidative

Stress im Pathomechanismus der Anamie spielen.

1.2 Endothel

Die GefaBwand aller GeféaBe weist einen dreischichtigen Aufbau auf [10]. Eine
Ausnahme bilden an der Mikrozirkulation beteiligte GefaBe. Zum Lumen hin liegt das
einschichtige Endothel, das aufgrund seiner Lage als tunica intima bezeichnet wird,
die wiederum von der tunica media umgeben ist, die sich aus glatten Muskelzellen
(GMZ), Elastin und Kollagen zusammensetzt. Die auBere Schicht der GefaBwand
enthalt Nerven sowie Lymph- und Blutgefal3e, die fir die Innervation und metabolische
Versorgung der GefaBe verantwortlich sind [10]. Diese bindegewebige Schicht wird
als tunica externa bezeichnet [10] Das Endothel als innere Schicht bildet die

Abgrenzung des GefdBes zum Blut und ist fir die vaskuldre Homdostase
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verantwortlich. Uber die Sekretion vasoaktiver Stoffe ist das Endothel zudem an der
Blutdruckregulation beteiligt [11]. Uber die Freisetzung von Thromboxan A2 und
Endothelin vermittelt das Endothel eine Vasokonstriktion [12, 13]. Bereits seit dem Jahr
1980 ist bekannt, dass das Endothel in Abhangigkeit von Acetylcholin (ACh) eine
Vasodilatation bewirkt [14]. Der in diesem Zusammenhang vom Endothel sezernierte
Endothelium-derived relaxing factor (EDRF) wurde in den darauffolgenden Jahren als
Stickstoffmonoxid (NO) identifiziert [15, 16]. Neben NO sezerniert das Endothel
weitere vasoaktive Substanzen, die eine Vasodilatation bewirken. Zu diesen
Substanzen zahlen Prostazyklin (PGlz), dessen Vorstufe durch die Cyclooxygenase
(COX) synthetisiert wird, sowie zahlreiche Substanzen, die von einigen Autoren unter
dem Begriff Endothelial-derived hyperpolarizing factor subsumiert werden [17-19].
Diese vasodilatatorischen Mediatoren werden unter anderem als Antwort auf den
durch den Blutfluss induzierten Scherstress freigesetzt [20]. Neben dem Blutdruck
moduliert das Endothel auBerdem inflammatorische Prozesse, die Angiogenese und

die Koagulation des Blutes [21].

1.3 Regulation der vaskularen glatten Muskelzellen

Da in dieser Arbeit die Endothelfunktion im Fokus steht, wird im Folgenden ein
Uberblick Uber die vaskuldre Muskelzellregulation gegeben, der fir das weitere
Versténdnis erforderlich ist. Die Ausfihrungen basieren Uberwiegend auf allgemein
akzeptierten Lehrmeinungen und sind schematisch in Abb. 1 dargestellt [22]. Die durch
das Endothel freigesetzten Substanzen regulieren durch Relaxation oder Konstriktion
der glatten GefaBmuskelzellen den GefaBdurchmesser und infolgedessen den
Vasotonus. Die Kontraktion der GMZ basiert auf der Wechselwirkung zwischen Aktin
und Myosin. Auf molekularer Ebene wird der Prozess der Wechselwirkung als
Querbriickenzyklus bezeichnet. Ob der Querbrickenzyklus ablauft, ist von der
zytoplasmatischen Kalziumkonzentration innerhalb der Muskelzellen abhangig. Bei
einer erhdhten Kalziumkonzentration (> 107 M) bilden vier Kalziumionen (Ca2*) mit
dem Protein Calmodulin einen Komplex. Durch diesen wird ein Enzym aktiviert, das
als Myosin-leichte-Ketten-Kinase (MLCK) bezeichnet wird. Im aktivierten Zustand
phosphoryliert dieses die regulatorische leichte Kette des Myosins (MLC), was die
Voraussetzung fur das Ablaufen des Querbrickenzyklus und der damit verbundenen
Kontraktion der GMZ bildet. Dementsprechend bewirkt eine Dephosphorylierung der




MLC durch die Myosin-leichte-Ketten-Phosphatase (MLCP) eine verminderte
Kontraktion. Die Kalziumkonzentration wird durch zwei Mechanismen beeinflusst. Bei
der elektromechanischen Kopplung 6ffnen sich im Verlauf der Depolarisation
spannungsabhangige Ca?*-Kandle. Im Zuge dessen gelangt Ca?* aus dem
Extrazellularraum sowie dem sakroplasmatischem Retikulum (SR) in das Zytosol der
Zelle. Die Freisetzung des Ca?* aus dem SR kann ebenfalls durch pharmakologisch
aktive Substanzen beeinflusst werden. Pharmaka, die an G-Protein gekoppelte
Rezeptoren (GPCR) der Gruppe Gq binden, bewirken Uber Stimulation der
Phospholipase C einen Anstieg des Inositol-1,4,5-Trisphosphats (IP3). Das IP3
aktiviert den IP3-Rezeptor des SR und verursacht dadurch eine erhdhte
Kalziumfreisetzung aus dem SR. Dies wird als pharmakomechanische Kopplung
bezeichnet. Neben einer erhdhten Kalziumkonzentration kann die Modulation der
Kalziumsensitivitédt auch einen Einfluss auf die Kontraktion haben. Eine Zunahme der
Kalziumsensitivitdt fohrt bei gleichbleibenden Kalziumkonzentrationen zu einer
gesteigerten Kontraktion und basiert auf einer Inhibition der MLCP durch Second
Messenger.
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Abb. 1: Regulation der glatten Muskelzellen modifiziert nach Kraft et al. [22]

Kalziumionen (Ca2*) strdmen bei Stimulation des Inositol-Triphosphat-Rezeptors (IPsR) aus dem
sakroplasmatischem Retikulum (SR) in das Zytoplasma. Die Ca2*bilden mit Calmodulin einen Komplex,
der die Myosin-leichte-Ketten-Kinase (MLCK) stimuliert. Die aktivierte MLCK resultiert Uber
Phosphorylierung der Myosin-leichte-Ketten (MLC) in einer Kontraktion. Dieser Prozess wird als
kalziumabhéangige Kontraktion bezeichnet. Ferner existiert eine kalziumunabhangige Regulation der
glatten Muskelzellen (GMZ). AuBerdem wird der Einfluss des Stickstoffmonoxids (NO) auf die
Kalziumsensitivitat dargestellt. Das NO bedingt Gber die Aktivierung der léslichen Guanylatcyclase
(sGC) einen Anstieg des zyklischen Guanosinmonophosphats (cGMP). Uber die indirekte Inhibition der
Rho-Kinase und Aktivierung der cGMP-abhangigen Proteinkinase (PKG) stimuliert cGMP die Myosin-
leichte-Ketten-Phosphatase (MLCP) [23-25]. Im Zuge der gesteigerten Dephosphorylierung der MLC
nimmt die Kalziumsensitivitit ab und die GMZ relaxieren. Die NO-vermittelte Abnahme der
Kalziumkonzentration ist aus Grinden der Ubersichtlichkeit nicht dargestellt [26]. Inhibierende
Beziehungen sind durch Querstriche und stimulierende Effekte durch Pfeile symbolisiert.




1.4 NO-Funktion im kardiovaskuldren System

Im kardiovaskularen System wird NO im Endothel hauptséchlich durch die endotheliale
Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) aus L-Arginin hergestellt (siehe Kapitel 1.5
Stickstoffmonoxid-Synthase). Das Endothel dient demnach als Hauptlieferant von NO
sowie dessen zirkulierenden und vaskularen Metaboliten [11]. Bereits vor 30 Jahren
konnte nachgewiesen werden, dass durch das vom Endothel produzierte NO eine
Aktivierung der Thrombozyten verhindert wird [27, 28]. An dieser Stelle gilt es jedoch
anzumerken, dass die antiaggregatorische Wirkung des Endothels nicht
ausschlieBlich auf NO zurickzufihren ist. Auch PGlz, das ebenfalls vom Endothel
synthetisiert wird, inhibiert die Plattchenaktivierung [17, 29]. Des Weiteren inhibiert NO
die Adhasion der Leukozyten am Endothel und vermittelt Gber diesen Mechanismus
einen antiinflammatorischen Effekt [30]. Dieser wird auch daran ersichtlich, dass NO
zu einer Inhibition der NADPH-Oxidase in Immunzellen beitragt, die im aktiven Zustand

die Synthese von Superoxidanionen katalysiert [31, 32].

Zu den zentralen Wirkungen des NO zahlt die Vasorelaxation (siehe Abb. 1). NO fiihrt
Uber eine Bindung der I6slichen Guanylatcyclase (sGC) zu einer gesteigerten Bildung
des zyklischen Guanosinmonophosphats (cGMP) aus Guanosintriphosphat (GTP)
[33-35]. Das cGMP fungiert als Second Messenger und stimuliert eine cGMP-
abhéangige Proteinkinase, die auch als Proteinkinase G bezeichnet wird (PKG) [36]. In
PKG-defizienten Mausen konnte gezeigt werden, dass dieser Vorgang essenziell fir
die NO-vermittelte Vasorelaxation ist [36, 37]. Die PKG bindet und phosphoryliert die
myosinbindende Doméane der MCLP [38]. Die Phosphorylierung bzw. die Aktivierung
der MCLP bewirkt Gber die Dephosphorylierung der MLC eine Abnahme der
Kalziumsensitivitat [23, 38]. Des Weiteren inhibiert die PKG | die Aktivitat der Rho-
Kinase [24]. Da diese die MLCP im aktiven Zustand inaktiviert, kommt es Uber diesen
Signalweg ebenfalls zu einer verminderten Kalziumsensitivitat [25]. Zusétzlich
phosphoryliert PKG das Protein IP3R-assoziierte-cGMP-Kinase-Substrat (IRAG). Im
phosphorylierten Zustand inhibiert IRAG die IP3-vermittelte Kalziumfreisetzung aus
dem SR [26, 39]. Uber die verminderte Kalziumsensitivitat und -konzentration resultiert
der NO-vermittelte Anstieg des cGMP in einer Vasorelaxation. Ferner bedingt NO tber
eine cGMP-abhangige Inhibition der Phosphodiesterasen 3 eine Akkumulation des
cyclischen Adenosinmonophosphats (cCAMP) [40]. Das cAMP vermittelt als Second
Messenger eine Dilatation der GeféaBe. Neben einer Vasodilatation reduziert NO die
Synthese der Desoxyribonukleinsdure (DNA) in GMZ [41]. Da die Proliferation der
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GMZ als ein Kennzeichen der Atherosklerose gilt, ist der inhibierende Effekt des NO
auf die DNA-Synthese und demzufolge auch auf die Proliferation ein weiterer
protektiver Effekt des NO [41, 42].

1.5 Stickstoffmonoxid-Synthase

Der Grof3teil des zirkulierenden NO wird von der Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS)
synthetisiert. Insgesamt existieren drei Isoformen der NOS. Die erste Isoform wird, da
sie zuerst im Cerebellum nachgewiesen werden konnte, als neuronale
Stickstoffmonoxid-Synthase (nNOS) bezeichnet [43]. Die zweite Isoform ist die
induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase (iINOS), die unter inflammatorischen
Bedingungen von Immunzellen exprimiert wird [44]. Die dritte Isoform wird als
endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) bezeichnet. Der Aufbau und die
Funktionsweise der eNOS sind in Abb. 2 dargestellt.

Die eNOS ist ein Homodimer. Die Dimer-Struktur wird durch ein Zinkion (Zn2*)
stabilisiert, das mit vier Cysteinresten, d. h. zwei Cysteinresten je Monomer, einen
tetrahydrischen Komplex bildet [45]. Das Zn?* tragt zur Stabilisierung bei, besitzt
jedoch keine katalytische Funktion. Dies wird daran ersichtlich, dass die NOS nach
Depletion des Zn?* weiterhin enzymatisch aktiv bleibt [46]. Die Monomere besitzen am
C-Terminus des Proteins eine Reduktase-Aktivitdt. Am C-Terminus wird die reduzierte
Form des Nicotinsaureamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphats (NADPH), Flavinmono-
nukleotid (FMN) und Flavin-Adenin-Dinucleotid (FAD), gebunden. Der N-Terminus des
Proteins besitzt eine Oxidase-Aktivitdt und bindet den Cofaktor Tetrahydrobiopterin
(BH4) sowie die Substrate L-Arginin und molekularen Sauerstoff (Oz). AuBerdem tragt
der N-Terminus die eisenhaltige Ham-Gruppe [47]. Die Reduktase-Doméne Ubertragt
das Elektron des NADPH Uber die integralen Flavoproteine FAD und FMN auf die
Ham-Gruppe des gegenlberliegenden Monomers. Die Reduktion des dreiwertigen
Eisenkations ermdglicht die Bindung von Oz. In einem weiteren Schritt wird ein zweites
Elektron, das entweder vom BH4 oder von der Reduktase-Domane abgegeben wird,
auf den Sauerstoff-Eisen-Komplex Ubertragen. Der dadurch aktivierte Sauerstoff (O2))
reagiert mit L-Arginin zum Zwischenprodukt Nw-Hydroxy-L-Arginin. Im zweiten Schritt
entsteht unter Abspaltung des L-Citrullins das NO [48].




Die Aktivitat der eNOS wird Uber die Kalziumkonzentration modifiziert [49]. Eine
Erhdhung der intrazellularen Kalziumkonzentration fuhrt UOber Aktivierung des
Calmodulins zu einem erleichterten Elektronenfluss innerhalb der Reduktase-Doméane
[50], wodurch die NO-Synthese geférdert wird. Zusatzlich wird die Aktivitat des
Enzyms Uber den Phosphorylierungsgrad moduliert. Die Phosphorylierung des
Serin 1177 geht mit einer gesteigerten NO-Synthese einher und kann als Endpunkt
mehrerer Signalkaskaden betrachtet werden [51]. Scherstress verursacht tber eine
Stimulation der Proteinkinase B eine vermehrte Phosphorylierung an Serin 1177 [52].
Neben der Proteinkinase B sind noch andere Kinasen an der Phosphorylierung
beteiligt [53]. Im Gegensatz zur Phosphorylierung an Serin 1177 fihrt eine
Phosphorylierung an Threonin 495 zu einer verminderten Enzymaktivitat [51]. Dies
beruht darauf, dass eine Phosphorylierung am Threonin die Bindung des Calmodulins
an der eNOS inhibiert [54]. Die physiologische Bedeutung der eNOS zeigt sich daran,
dass sie flr ca. 70 % des zirkulierenden NO-Pools verantwortlich ist [55]. Die Deletion
der eNOS hat neben der Depletion des NO-Pools die Ausbildung einer arteriellen

Hypertonie zur Folge [11, 56].
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Abb. 2: Aufbau und Funktionsweise der endothelialen Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS)
modifiziert nach Férstermann et al. [57]

Am C-Terminus wird Nicotinsdureamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat (NAPDH) oxidiert, wodurch das
integrale Flavin-Adenin-Dinucleotid (FAD) reduziert wird. Der darauffolgende intermolekulare
Elektronenfluss, der durch Calmodulin erleichtert wird, ist durch Pfeile visualisiert. Diesbeziglich gilt es
zu beachten, dass das Elektron von Flavinmononukleotid (FMN) einer Untereinheit (UE) auf die H&m-
Gruppe der benachbarten UE (bertragen wird. Die Reduktion des Eisens ermdglicht die Bindung des
Sauerstoffs (O2). Das zweite Elektron flr die Ausbildung des Superoxidanions (O2’) entstammt entweder
der Oxidation eines zweiten NADPH oder des Cofaktors Tetrahydrobiopterin (BH4). Die Oxidation des
BHa4 zu Trihydrobiopterin-Radikal ist in Abb. 2 nicht aufgefihrt. Uber ein Zwischenprodukt reagiert dieses
Molekdl mit L-Arginin zu Stickstoffmonoxid (NO) und L-Citrullin.




1.6 Endotheliale Dysfunktion

Zahlreiche kardiovaskulare Erkrankungen sind mit einem erhéhten oxidativen Stress
assoziiert [58]. Unter oxidativem Stress wird ein Ungleichgewicht zwischen Oxidantien
und Antioxidantien zugunsten der Oxidantien verstanden [59]. Der Uberschuss der
Oxidantien fUhrt Gber Veradnderungen der Redox-Signalwege zu Stérungen der
Proteinfunktion, Genmutation und Zellalterung [59]. Ein Effekt des erhéhten oxidativen
Stresses ist die verminderte Bioverfligbarkeit des NO in kardiovaskularen
Erkrankungen [58, 60], die als endotheliale Dysfunktion (ED) bezeichnet wird [60]. Sie
beruht auf der verminderten Synthese von NO und der beschleunigten Degradation
des gebildeten NO. Die ED wird unter anderem durch eine Entkopplung der eNOS
vermittelt [48]. In diesem Zustand synthetisiert die eNOS nicht langer NO, sondern
Superoxidanionen (O27) [48, 61, 62]. Neben der Entkopplung der eNOS verursacht
eine vermehrte Stimulation der NADPH-Oxidase und der Xanthinoxidoreduktase
(XOR) einen Anstieg der reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) [61-63]. Die
Superoxidanionen reagieren mit dem NO zu Peroxinitrit [64], wodurch die
Bioverflgbarkeit des NO weiter herabgesetzt wird [65, 66]. Gleichzeitig bedingt die
Bildung des Peroxinitrits eine Depletion des BH4 [64]. Da BH4 ein essenzieller Cofaktor
der eNOS ist, fihrt die Depletion des BH4 zu einer zunehmenden Entkopplung der
eNOS [62, 64]. Des Weiteren bedingen ROS wie Peroxinitrit und Wasserstoffperoxid
(H202) eine Stimulation des Rho-A- bzw. Rho-Kinase-Signalwegs [67, 68]. Daraus
resultieren eine gesteigerte Aktivitat und Expression der Arginase | [67, 68]. Durch die
gesteigerte Aktivitdt der Arginase wird die Reduktion der NO-Synthese Uber die
Entkopplung der eNOS begunstigt [67-69]. Diese Abnahme der NO-Freisetzung beruht
darauf, dass beide Enzyme um das Substrat L-Arginin konkurrieren. Der Einfluss der
vermehrten Arginaseaktivitat auf die eNOS erscheint widersprichlich und wird daher
auch als Arginin-Paradoxon bezeichnet [69]. Die intrazellulare Arginin-Konzentration
liegt weit Gber der Sattigungskonzentration der eNOS [49, 70]. AuBerdem ist das
Endothel Gber den Abbau von Proteinen und das Recyceln von Citrullin in der Lage,
neues Arginin zu generieren [71]. Obwohl die Konzentration des Arginins die
Sattigungskonzentration der eNOS Uberschreitet und die Endothelzellen in der Lage
sind, neues Arginin zu synthetisieren, geht eine Inhibition der Arginase in GefaBen mit
einer verbesserten Endothel-vermittelten Vasodilatation einher [69, 72]. Dies spricht
dafur, dass Arginase und eNOS trotz ausreichender Substratverfigbarkeit um Arginin
konkurrieren. Neben den bereits genannten Mechanismen kann der endogene eNOS-




Inhibitor asymmetrisches Dimethylarginin (ADMA) die Ausbildung einer endothelialen
Dysfunktion beglnstigen [73, 74]. Es gibt Hinweise darauf, dass oxidativer Stress mit
einer verminderten Aktivitat der Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase (DDAH)
assoziiert ist [73]. Da die DDAH den enzymatischen Abbau der ADMA katalysiert,
kommt es infolge der verminderten Enzymaktivitat zu einer Akkumulation des ADMA
[73]. Ferner bedingt oxidativer Stress tber einen Anstieg der N-Methyltransferase, die
die Synthese des ADMA katalysiert, eine zunehmende Anreicherung des endogenen
eNOS-Inhibitors [74], was darauf hindeutet, dass oxidativer Stress Uiber eine vermehrte
Synthese sowie eine verminderte Degradation zu einem Anstieg des ADMA-Levels
fihrt [73, 74].

Kardiovaskulare Risikofaktoren
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Abb. 3: ROS-induzierte endotheliale Dysfunktion modifiziert nach Li et al. [60]

Die NADPH-Oxidase und die entkoppelte endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) sind
bedeutsame Quellen des Superoxidanions (O2’) [48, 60-62]. Dieses reagiert mit NO zu Peroxinitrit und
fuhrt zu einer Depletion des Tetrahydrobiopterins (BH4) und des Arginins [64, 67, 68]. Im Zuge des (Co-
)Substratmangels wird die Entkopplung der eNOS verstarkt [48, 51, 52]. Dies bedeutet, dass die
Entstehung des Peroxinitrits den oxidativen Stress weiter erhdht und gleichzeitig die Bioverflgbarkeit
des Stickstoffmonoxids vermindert [60].
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1.7 Erythrozyten

Die roten Blutkdrperchen (RBK) stellen die Gberwiegende Zellpopulation innerhalb des
Blutes dar [75] und bestehen zum gréBten Teil aus Hamoglobin (Hb), das in erster
Linie den lebensnotwendigen Atemgastransport ermdglicht [76]. Neuere Erkenntnisse
deuten darauf hin, dass sowohl Hb als auch RBK neben dem Gasaustausch weitere
Funktionen erflllen. Die RBK sind bspw. in den NO-Metabolismus involviert und
exprimieren eine katalytisch aktive eNOS [77]. Die physiologische Relevanz der
erythrozytaren eNOS fir den globalen NO-Metabolismus zeigt sich bei Mausen, die
eNOS im Endothel, aber nicht in den RBK exprimieren. Die Deletion der erythrozytaren
eNOS bedingt einen Abfall des Nitritspiegels, einen Anstieg des Blutdrucks und eine
Maladaptation des linken Ventrikels nach einem Myokardinfarkt [11, 78]. Das Hb ist
ebenfalls in den NO-Metabolismus involviert. Das NO reagiert mit dem oxygenierten
Hb zu Nitrat (NOs) und Methdmoglobin [79]. Im Methamoglobin liegt das Eisen als
dreiwertiges Kation vor und verliert seine Funktion als Sauerstofftransporter [79]. Das
NO kann jedoch auch mit dem desoxygenierten Hb interagieren [80, 81]. In diesem
Fall bindet NO, anstelle des Sauerstoffs, am Eisenion der prosthetischen Gruppe [80],
wodurch der Komplex EisennitrosylnAmoglobin entsteht [80, 81]. Die beiden
erwahnten Mechanismen beschreiben die verminderte NO-Bioverfligbarkeit durch Hb
und werden im Folgenden unter dem Begriff NO-Absorption subsumiert. Die Membran
der RBK, der FlUssigkeitssaum um die RBK sowie die zellfreie Schicht zwischen RBK
und Endothel gelten unter physiologischen Bedingungen als limitierende Faktoren der
NO-Absorption [82-84]. Aus diesen Griinden reagiert NO um den Faktor 650—1000
langsamer mit einem intrazellular gebundenen als mit einem extrazellularen Hb [82,
84].

Unter hypoxischen Bedingungen kénnen RBK eine Vasodilatation vermitteln. Einige
Arbeitsgruppen fihren diese Relaxation auf die Funktion des S-Nitrosothiol-
Hamoglobins als NO-Donor zuriick [85, 86]. Im S-Nitrosothiol-Hamoglobin liegt NO
gebunden am Cystein 93 der B-Untereinheit des Globins vor [85, 86]. Die
physiologische Relevanz dieses Mechanismus wird gegenwartig kontrovers diskutiert
[87]. Andere Autoren favorisieren die Hypothese, dass Hb unter hypoxischen
Bedingungen Uber die Reduktion von Nitrit eine NO-Freisetzung effiziert [77, 88-90].
Mithilfe von Chemilumineszenz-Detektoren (CLD) konnte gezeigt werden, dass Hb im
desoxygenierten Zustand eine stérkere NO-Freisetzung bewirkt als im oxygenierten
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[90]. Dies impliziert, dass Hb in Abhangigkeit von der Sauerstoffsattigung eine

Vasodilatation vermittelt und so als Sauerstoffsensor fungieren kénnte.

Dartber hinaus wird ein dritter Mechanismus diskutiert, Gber den die RBK eine
hypoxische Vasodilatation bewirken kdnnten. Hypoxische Bedingungen vermitteln
Uber einen cAMP-Anstieg eine Sekretion von Adenosintriphosphat (ATP) aus den RBK
[88, 91]. Das ATP wiederum stimuliert Uber eine Bindung an purinergen Rezeptoren
des Endothels die eNOS [88].

1.8 Anamie

Eine verringerte Hadmoglobinkonzentration im Blut wird als Andmie bezeichnet. Das
Absinken des Hamoglobins ist haufig mit einer verminderten Anzahl an Erythrozyten
assoziiert [92]. Der Klassifikation der Weltgesundheitsorganisation (WHO) zufolge gilt
die Hamoglobinkonzentration als vermindert, wenn sie < 13,0 g/dl (< 8,06 mM) bei
Méannern bzw. < 12 g/dl (< 7,44 mM) bei nicht schwangeren Frauen liegt [93]. In diesem
Kontext gilt es jedoch zu beachten, dass in neuen Studien flr die Festlegung neuer
Grenzwerte pladiert wird [94]. Obwohl es Studien gibt, in denen neue Cut-off-Werte
empfohlen werden, orientiert sich das global anerkannte Klassifikationssystem, die
Internationale  statistische Klassifikation der Krankheiten und verwandter
Gesundheitsprobleme (ICD10), weiterhin an den von der WHO festgelegten
Grenzwerten.

Die Anamie ist eine haufige Krankheit in einem hdéheren Lebensalter [95]. Meistens
resultiert ein Substratmangel (Eisen, Vitamin B12, Tetrahydrofolat) oder das Vorliegen
einer chronischen Erkrankung in der Entstehung einer Anamie [6, 95]. Bei 12-31 %
der Patienten mit einem Myokardinfarkt (Ml) tritt die Anamie als Komorbiditat auf [2,
3]. Aufgrund der Tatsache, dass keine einheitlichen Grenzwerte im Hinblick auf die
Anamie existieren, variiert die Pravalenz innerhalb der Studien und Populationen [2,
3]. Anhand der erhobenen Daten ist ersichtlich geworden, dass die Anamie mit einer
erhéhten Morbiditat und Mortalitat bei Patienten mit Ml assoziiert ist [2-4]. Das negative
klinische Outcome von Patienten mit Andmie ist unter anderem auf ein erhdhtes
Blutungsrisiko zurlckzufihren [2, 3]. Paradoxerweise wird durch eine vorliegende
Anamie neben dem Blutungsrisiko auch die Wahrscheinlichkeit flr das Auftreten
thromboembolischer Ereignisse und Arrhythmien erhéht [3]. Obwohl bereits eine

geringe Abnahme des Hamoglobinspiegels als Risikofaktor flir ein negatives Outcome
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bei einem akuten Koronarsyndrom (ACS) gilt, ist die Therapie der Andmie mittels
Bluttransfusion nur eingeschréankt wirksam [6, 96]. In anderen Studien wurde
herausgefunden, dass Patienten nur bei extrem niedrigen Hamoglobinspiegeln
(Hb < 8 g/dl) von einer Bluttransfusion profitieren [5]. In einer anderen Studie wurde
aufgezeigt, dass das Outcome bei Patienten mit ST-Hebungsinfarkt (STEMI) ab einem
Hb-Wert von unter 12 g/dl durch eine Bluttransfusion positiv beeinflusst wird [96].
Derweil empfiehlt die Gesellschaft fir Kardiologie-, Herz- und Kreislaufforschung e. V.
ein nach Alter und Hamatokrit adaptiertes Vorgehen. Bei Patienten unter 65 Jahren
wird bei einem infarktbedingten kardiogenen Schock ein Hb-Wert von 7-9 g/dl (bzw.
Hkt > 25 %) angestrebt [97]. Sind Patienten &lter als 65 Jahre, wird ein Hkt-Abfall auf
unter < 30 % als Transfusionsindikation gewertet [97].

1.9 Dysfunktionale Erythrozyten

Da Bluttransfusionen bezliglich des klinischen Outcomes bei Patienten mit MI nur eine
begrenzte Wirksamkeit aufweisen, wird vermutet, dass neben dem verminderten Hb-
Gehalt weitere Faktoren fir das negative Outcome bei andmischen Patienten
verantwortlich sind [5]. Einer dieser Faktoren kdnnte eine durch eine Andmie induzierte
Ausbildung dysfunktionaler RBK sein [98]. Im Tiermodell bewirkt ein repetitiver
Blutverlust eine Entkopplung der erythrozytdaren eNOS [78, 98]. Der daraus
resultierende Abfall der NO-Freisetzung flhrt im Zusammenhang mit der gesteigerten
ROS-Synthese zu einem Verlust der kardioprotektiven Wirkung, der physiologisch von
den RBK ausgeht [78, 80, 98]. Aufgrund des Verlustes des kardioprotektiven Effekts
werden diese RBK als dysfunktionale RBK bezeichnet. In dieser Arbeit wird der Frage
nachgegangen, ob die Funktion des Endothels durch den Verlust der kardioprotektiven
Wirkung negativ beeinflusst wird, was einen Erklarungsansatz fur die eingeschrankte
Wirksamkeit der Bluttransfusionen darstellen kdnnte. Im Zusammenhang mit
genetisch  bedingten  Stérungen der Hamoglobinsynthese konnte bereits
nachgewiesen werden, dass die RBK in den Pathomechanismus der ED involviert sind
[7-9]. Die RBK von Patienten mit Sichelzellandmie (SZA) induzieren Uber die
Freisetzung hamhaltiger Mikropartikeln (MP) einen Anstieg der ROS-Level [7].
Dariliber hinaus wird vermutet, dass die MP eine TLR4-vermittelte Inflammation des
Endothels bewirken [8]. Uber diese Mechanismen tragen die MP der dysfunktionalen
RBK zur Ausbildung einer endothelialen Dysfunktion bei [7, 8]. Dass die Gefa3funktion
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durch erythrozytare MP beeintrachtigt werden kann, zeigt sich auch in anderen
Erkrankungen [99]. Die RBK von Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 (DMT2) fihren
Uber die Freisetzung von Peroxinitrit zur Ausbildung einer endothelialen Dysfunktion
[100]. Die Wirkung des Peroxinitrits wird Uber eine Stimulation der Arginase in RBK
und Endothel vermittelt [69, 100]. Des Weiteren bewirken die RBK von diabetischen
Patienten Uber die Modulation des purinergen Signalweges die Ausbildung einer

endothelialen Dysfunktion [101].

1.10 Fragestellung

In klinischen Studien konnte aufgezeigt werden, dass das Vorliegen einer Anamie mit
einer erhOhten Morbiditats- und Mortalitatsrate nach einem akuten Ml assoziiert ist [2-
4]. Als ein Mediator des negativen Outcomes werden dysfunktionale RBK, die bei einer
Andmie nachgewiesen werden koénnen, erachtet [78, 98]. Es ist noch nicht
abschlieBend geklart, wie sich die dysfunktionalen RBK auf die Endothelfunktion
auswirken. Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es daher, den Einfluss der

dysfunktionalen RBK auf die NO-Freisetzung des Endothels zu ermitteln.

Anhand der ex vivo analysierten GefaBfunktion sollen folgende Fragen beantwortet

werden:

e Hat die Induktion der Anamie einen messbaren Einfluss auf die Freisetzung des
Stickstoffmonoxids durch die eNOS des Endothels? Werden die gemessenen
Werte durch die Dauer der Anamie beeinflusst?

e Wird die Aktivitdt der eNOS durch die reaktiven Sauerstoffspezies, die im Zuge
einer Anamie vermehrt gebildet werden, limitiert?

e Kommt es im Zuge der Anamie zu einer vermehrten Expression und Aktivitat
der endothelialen Arginase |? Moduliert die Deletion der Arginase | die Aktivitat
der eNOS in Mausen mit einer Anéamie?

e Ist die Ex-vivo-Inkubation muriner GeféaBe mit humanen RBK mdglich? Hat der

Gesundheitszustand der Spender eine Auswirkung auf die GefaBfunktion?
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Versuchstiere

Die Tierversuchsgenehmigung wurde durch das Landesamt fir Natur, Umwelt und
Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen erteilt (Aktenzeichen: 81-02.04.2018.A234,
81-02.04.2020 A73 und 84-02.04.2015.A498). Die Kompetenz zur fachgerechten
Toétung der Tiere mit anschlieBender Organentnahme wurde durch erfolgreichen
Abschluss eines Kurses, der von der Zentralen Einrichtung fir Tierforschung und
wissenschaftliche Tierschutzaufgaben (ZETT) der Heinrich Heine Universitat
ausgerichtet wurde, erworben. Die Versuchstiere wurden nach guiltigen Vorschriften in
der ZETT der Heinrich-Heine-Universitat gehalten.

Im Rahmen der Experimente wurden drei Mauslinien verwendet. Es handelte sich um
Abkdémmlinge der C57BL6/J-Wildtyp-Linie. Neben C57BL6/J-Wildtypmausen (WT)
wurden C57BL/6 (NOS3) TmPhanotyp -/- (eNOS-KO) und C57BL/6.Cg-
Arg1tm1Pmu/d TgN(Cdh5/PAC)-CreERT2 (EC-Argl-KO) genutzt. Die Tiere waren
ausschlieBlich mannlich und zu Beginn des Versuchsstarts elf bis zwoélf Wochen alt.

2.2 Pharmaka

2.2.1 Allgemein

In diesem Abschnitt werden die Wirkungsweisen der verwendeten Pharmaka néher
betrachtet und die Aufbereitung und Verwendung der jeweiligen Pharmaka erlautert.
Die Produktnummer sowie die Hersteller sind in Tabelle 14 aufgelistet.

2.2.2 Acetyicholin

Acetylcholin (ACh) qilt als ein bedeutsamer Neurotransmitter im peripheren und
zentralen Nervensystem [102]. In ersterem wird er von Motoneuronen, allen
praganglionaren Neuronen des autonomen Nervensystems und postganglionaren
Neuronen des Parasympathikus als Transmitter genutzt. Im zentralen Nervensystem
reguliet ACh den Schlaf-Wach-Rhythmus, Vigilanz sowie Lern- und
Gedachtnisprozesse. Die vielfaltige Wirkung des ACh ist unter anderem darauf
zurtckzufihren, dass es viele verschiedene Rezeptoren flr diesen Neurotransmitter
gibt. Diesbezlglich wird zwischen nikotinischen und muskarinergen Rezeptoren
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(mAChR) unterschieden. Bei ersteren handelt es sich um ligandengesteuerte
lonenkanéle. Da die Bindung des Liganden zu einem Einstrom von Kaliumkationen
fuhrt, werden Rezeptoren dieser Gruppe auch als ionotrope Rezeptoren bezeichnet
[103], wahrend die mAChR den G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR)
zugeordnet werden [102]. Insgesamt existieren fiinf mAChR-Subtypen, die alle aus
sieben Transmembrandoménen aufgebaut sind [102]. Die mAChR-Subtypen lassen
sich in zwei funktionelle Gruppen aufteilen. Die muskarinergen Rezeptoren 1, 3 und 5
zahlen zu den Gg-gekoppelten Rezeptoren, was bedeutet, dass die Bindung des ACh
zu einer Aktivierung der Phospholipase B fuhrt [102]. Bindet ACh hingegen an mAChR
2 oder 4, kommt es Uber die Aktivierung des Gi-Proteins zu einer Inhibition der
Adenylatcyclase [102]. Am Endothel wirkt ACh Uber den msAChR und vermittelt die
eNOS-abhéngige Freisetzung des Stickstoffmonoxids [14, 104]. Da das Endothel
bereits auf geringe Konzentrationen ACh reagiert, wird die ACh-induzierte Relaxation
als Parameter fr die Funktionalitat des Endothels genutzt [14, 105].

Im Rahmen des Versuchsprotokolls wurden unter Verwendung einer Feinwaage
181,66 mg Ach-Chlorid abgewogen und in 10 ml Millipore-Wasser geldst. Diese
Stammloésung mit einer Konzentration von 10"M wurde gleichmaBig auf zehn
Eppendorf Tubes aufgeteilt und bei -20 °C fir maximal drei Monate gelagert. Die
Stammlésung wurde genutzt, um fiOr den jeweiligen Experimenttag eine
Verdlinnungsreihe von 102M bis 106 M anzusetzen. Nach Beendigung des Versuchs
wurde die gesamte Verdinnungsreihe inklusive der aufgetauten Stammldsung

verworfen.

2.2.3 Phenylephrin

Phenylephrin (Phe) zahlt zur Gruppe der Sympathomimetika. Dies bedeutet, dass Phe
als unspezifischer Agonist am adrenergen 1-Rezeptor (a1-Rezeptor) wirkt [106]. Es
gibt drei verschiedene Subtypen des a1-Rezeptors. Sie werden als a1a-, a1s- und alp-
Rezeptor bezeichnet [106] und finden sich auf den GMZ der GefaBe. Unter
physiologischen Bedingungen werden die adrenergen Rezeptoren durch
Noradrenalin, das aus den postgangliondren Neuronen des Sympathikus freigesetzt
wird, stimuliert [107]. Durch die Aktivierung der a1-Rezeptoren, die Ggq11-gekoppelt
sind, wird die Stimulation der Phospholipase C bedingt [107]. Im aktivierten Zustand
fuhrt die Phospholipase C Uber die Bildung von IPs und Diacylglycerol zu einer
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Erhdéhung des intrazellularen Ca?* [107]. Darlber hinaus werden durch die
Ligandenbindung die rezeptorgesteuerten Ca®*-permeablen nichtselektiven
Kationenkanale (ROC) aktiviert [107]. Im Zuge des erhdhten intrazellularen Ca?* wird
eine Vasokonstriktion initiiert und der Blutdruck steigt. Obwohl der vaskulare Tonus
maldgeblich durch a1-Rezeptoren moduliert wird, exprimieren die GMZ zusatzlich -

Rezeptoren [107].

Im Rahmen des Versuchsprotokolls wurden mithilfe einer Feinwaage 203,67 mg
Phenylephrin-Hydrochlorid abgewogen und in 10 ml Millipore-Wasser geldst. Diese
Stammlésung mit einer Konzentration von 10" M wurde gleichmaBig auf zehn
Eppendorf Tubes aufgeteilt und bei -20 °C fir maximal drei Monate gelagert. Die
Stammlésung wurde genutzt, um fir den jeweiligen Experimenttag eine
Verdlinnungsreihe von 102 M bis 106 M anzusetzen. Nach Beendigung des Versuchs
wurde die gesamte Verdinnungsreihe inklusive der aufgetauten Stammidsung

verworfen.

2.2.4 Nitroprussidnatrium

Nitroprussidnatrium  (SNP) gehért zur  pharmakologischen  Gruppe der
Nitrovasodilatatoren. Innerhalb dieser Gruppe wird SNP den Metall-NO-Komplexen
zugeordnet [108]. In vivo erfolgt die NO-Freisetzung sowohl enzymatisch als auch
nichtenzymatisch [108]. Klinisch wird SNP aufgrund der kurzen Halbwertszeit (HWZ)
und der Notwendigkeit einer intravendsen Applikation nur in Einzelféallen zur
Regulierung des Blutdrucks genutzt [108]. Des Weiteren werden die zytotoxischen
Molekile Peroxinitrit und Cyanidionen bei der intravendsen Injektion des SNP frei
[108]. Obwohl eine simultane Gabe von Natriumthiosulfat zur Entgiftung der
Cyanidionen beitragt, bleibt die infundierbare Dosis limitiert [109]. Im Ex-vivo-
Experiment vermittelt SNP eine endothelunabhangige NO-Freisetzung [110]. Die
dadurch initiierte Vasodilatation gibt Aufschluss Uber die NO-Sensitivitat der glatten
GefaBmuskulatur [9].

Da SNP in Lésung photosensitiv ist, wurde die Stammldsung lichtgeschiitzt gelagert
[108]. Zur Erstellung der Stammlésung wurden 297,95 mg SNP unter Verwendung
einer Feinwaage abgewogen und in 10 ml Millipore-Wasser diluiert. Aus dieser Lésung
(10" M) wurde die Verdiinnungsreihe (-108 M) angesetzt.
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2.2.5 Indometacin

Indometacin gilt als ein Vertreter der nichtsteroidalen Antiphlogistika (NSAID). Dies
bedeutet, dass Indometacin die Aktivitat der Cyclooxygenase 1 und 2 (COX1/COX2)
inhibiert [111]. Unter physiologischen Bedingungen Kkatalysiert die COX die
Umwandlung von Arachidonsaure in Prostaglandin G2 [111]. Das Prostaglandin G2
gilt als Vorlaufermolekll samtlicher Prostaglandinderivate. Zur heterogenen Gruppe
der Prostaglandine gehort das Prostazyklin, das eine Vasodilatation bewirkt [18, 111].
Das Prostaglandin G2 ist jedoch auch Vorlaufermolekil des Thromboxan A2, das Uber
eine Vasokontraktion eine Abnahme der endothelabhangigen Relaxation bewirkt [13,
111].

Far das Experiment wurden 357,79 mg Indometacin mittels Feinwaage eingewogen
und anschlieBend in 10 ml Ethanol gel6st. Die daraus resultierende Stammldsung mit
einer Konzentration von 10" M wurde bei -20 °C gelagert. Insgesamt 100 pl dieser
Stamml6sung wurden genutzt, um mithilfe von 900 ul Ethanol eine Lésung von 102 M
anzusetzen. Vor diesem Schritt musste die Stammldsung fir mindestens zwei Minuten

gevortext werden, da das Indometacin ein geringes Ldslichkeitsprodukt aufweist.
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2.3 Vorbereitung der verschiedenen Mauslinien

2.3.1 Deletion der endothelialen Arginase

Die endothelialen Arginase |-Knockout Mause (EC-Argl-KO) wurden durch
konditionelle Gen-Ausschaltung geschaffen, die auf der Verwendung eines Cre/LoxP-
Rekombinationssystems basiert. Die gentechnisch manipulierten Mause exprimieren
ein Fusionsprotein, das aus einer gentechnisch veranderten
Ligandenbindungsdoméne des Ostrogenrezeptors und der Cre-Rekombinase des
Bakteriophagen P1 besteht [112]. Die Affinitit zu Ostrogen wird durch die Modulation
der Ligandenbindungsdomane des Ostrogenrezeptors um den Faktor 1000 reduziert,
wodurch eine endogene Aktivierung des Fusionsproteins verhindert wird [113].
Gleichzeitig bleibt die Affinitat zu 4-Hydroxy-Tamoxifen (4-OHT), das in der Leber
durch die Metabolisierung von Tamoxifen gebildet wird, erhalten [113]. Bis zur Bindung
des 4-OHT ist das Fusionsprotein inaktiv, da es an einem inhibitorischen Komplex aus
Polypeptiden gebunden ist. Durch die Bindung des Liganden I6st sich das
Fusionsprotein aus dem inhibitorischen Komplex [114]. Die Cre-Rekombinase des
freien Fusionsproteins bindet an den LoxP-Sequenzen. Zwei LoxP-Sequenzen
flankieren das Zielgen, das exzidiert wird. Durch die Bindung der Cre-Rekombinase
an den LoxP-Sequenzen wird DNA, die zwischen den LoxP-Sequenzen liegt, aus dem
Genom entfernt. Dieser Mechanismus ermdglicht in Abhangigkeit von Tamoxifen die

Deletion der Arginase | [112].

Zur Erstellung der Tamoxifenlésung wurden 100 mg Tamoxifen in 2,5 ml Ethanol
gelbst. AnschlieBend wurden 17,5 ml Erdnussél hinzugegeben. Die fertige Tamoxifen-
Lésung wurde bis zur Injektion lichtgeschitzt in 2 ml groBen Eppendorf Safe-Lock
Tubes bei -20 °C gelagert. Vor der Injektion wurden die Mause gewogen. Die Lésung
wurde zudem auf 37 °C erwarmt. Den M&usen wurde an finf aufeinanderfolgenden
Tagen 200 pl der Tamoxifen-Ldsung intraperitoneal injiziert, was einer Tagesdosis von
1 mg Tamoxifen entsprach. Da in funf dieser Mause gleichzeitig eine chronische
Anamie induziert wurde, wurde nach 21 Tagen erneut Tamoxifen injiziert. Ferner
wurden die Tiere einmal pro Woche gewogen. In der Mauslinie C57BL/6 Cg-Arg1tm!Pmu
/J TgN(Cdh5/PAC)-CreERT2 gab es neben den Mausen, die das Fusionsprotein
besaBen (Cre** bzw. EC-Argl-KO), weitere M&use, die das Fusionsprotein nicht
exprimierten (Cre’-Mause), sodass die konditionelle Genausschaltung nicht bei allen
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Mausen dieser Mauslinie erfolgreich war. Dennoch wurden alle Mause mit Tamoxifen
behandelt. Die Cre”-Mé&use wurden als Kontrollen fur die EC-Argl-KO gewertet. Die
Injektion des Tamoxifens, das wdchentliche Wiegen sowie die finale Tétung der

Versuchstiere fihrte eine medizinisch-technische Assistentin durch.

2.3.2 Anamieinduktion

Die Induktion der akuten und chronischen Anamie erfolgte nach einem bereits
etablierten Protokoll [98], wobei das Erreichen eines Hamoglobingehalts von < 90 g/L
als erfolgreiche Anamieinduktion gewertet wurde. Um den Einfluss einer kurzfristigen
Anamie auf die thorakale Aorta zu messen, wurden WT-Mause und M&use der Linie
C57BL/6 Cg-Arg1imiPmu/J TgN (Cdh5/PAC)-CreERT2 entsprechend dem akuten
And@mieprotokoll behandelt. In dessen Rahmen wurde den Tieren an drei
aufeinanderfolgenden Tagen durch Punktion des retrobulbaren Sinus und
Phlebotomie der Vena facialis Blut entnommen. Bei beiden Techniken handelt es sich
um gangige Verfahren zur Blutentnahme bei Mausen [115]. Fir die Blutabnahme
wurden nicht-heparinisierte Kapillare genutzt, wobei der AufBendurchmesser der
verwendeten Kapillare maximal 0,8 mm betrug. Je Blutabnahme wurden 200 pl Blut
entnommen. Nach jeder Punktion erfolgte eine Volumensubstitution mit
Kochsalzlésung. Den Tieren wurde intraperitoneal und subkutan je 200 ul 0,9 %
Kochsalzlbsung injiziert.

Die Induktion der chronischen Anamie erfolgte in WT-Mausen, Mausen der Linie
C57BL/6  Cg-Arg1m™iPmu/J TgN(Cdh5/PAC)-CreERT2 und eNOS-KO. Den
Versuchstieren wurde zu Beginn der sechswochigen Versuchsreihe an drei
aufeinanderfolgenden Tagen und anschlieBend jeden dritten Tag 200 pl Blut
entnommen. Bei den repetitiven Punktionen wurde darauf geachtet, dass das gleiche
Auge frihestens nach zwei Wochen erneut punktiert werden durfte. Um diesen
zeitlichen Abstand einzuhalten, wurde bei Induktion der chronischen Anamie die Vena
caudalis mediana zusatzliche zum retrobulbaren Sinus und der Vena facialis punktiert.
Die Vena caudalis mediana wurde vor der Blutentnahme mithilfe von Warmelampen
hyperamisiert, um die Punktion zu erleichtern [98]. Die Anamieinduktion durch
Blutentnahme und die finale Tdétung der Versuchstiere durch kardiale Punktion mit
anschlieBender Blutentnahme flhrte eine medizinisch-technische Assistentin durch.

20



2.3.3 N-Acetylcystein-Behandlung

Bei N-Acetylcystein (NAC) handelt es sich um ein synthetisch hergestelltes
Antioxidans, dessen antioxidative Wirkung unter anderem auf dessen Fahigkeit als
direkter ROS-Fanger beruht [116]. Dartber hinaus stimuliert NAC die Biosynthese des
Glutathions (GSH) [116, 117]. In Tierexperimenten konnte zudem nachgewiesen
werden, dass NAC die GSH-Regeneration durch Stimulation der GSH-Reduktase und
GSH-Peroxidase bewirkt [117]. Insgesamt wurden elf WT-Mause Uber einen Zeitraum
von vier Wochen mit NAC behandelt, wobei die Applikation oral Gber das Trinkwasser
erfolgte. Die Konzentration des NAC im Trinkwasser betrug 1 %. Das Trinkwasser und
demzufolge das NAC wurden taglich gewechselt. Bei sieben Tieren wurde die Initiation
der chronischen Anamie zwei Wochen vor Beginn der NAC-Behandlung gestartet. Die
NAC-Applikation, die Andmieinduktion und die finale Tétung der Versuchstiere mit
anschlieBender Blutentnahme flhrte eine medizinisch-technische Assistentin durch.

21



2.4 Messung der GefaBfunktion

2.4.1 Versuchsaufbau

Die GefaBfunktionen einzelner Ringsegmente wurden in einem Organbad (Hugo
Sachs Elektronik Harvard Apparatus GmbH, Deutschland) gemessen. Das Gerat
bestand aus einer Plexiglasplatte mit sechs vertikalen Stédben, wobei jeder Stab als
Gerust fir eine einzelne funktionelle Einheit diente (siehe Abb. 5 ). Neben den
funktionellen Einheiten waren ein Gasverteilungsblock (siehe Abb. 4.3) und ein
Verteilungsblock fir temperiertes Wasser (siehe Abb. 4.1) auf der Plexiglasplatte
befestigt. Jede funktionelle Einheit hatte ein 2 ml groBBes Becken und jedes Becken
enthielt eine Fritte, die mit dem Boden des Beckens verschmolzen war, sowie einen
Absperrhahn (siehe Abb. 5.6), durch den ein Pufferwechsel moglich war. Die jeweilige
Fritte war Gber den Carbogenanschluss (siehe Abb. 5.5) mit dem Gasverteilungsblock
verbunden. Uber ein Nadelventil (sieche Abb. 4.3 *) wurde eine akkurate Adjustierung
des Carbogenflusses gewahrleistet. Des Weiteren besaBen die Becken eine
Ummantelung, die Gber einen Zu- und einen Abflussschlauch (siehe Abb. 5.4) mit dem
Verteilerblock des Wassers verbunden war. Der Verteilerblock wiederum war an den
externen Thermozirkulator (Lauda Dr. R. Wobser GmbH & Co. KG, Deutschland, siehe
Abb. 4.4) angeschlossen. Auf diese Weise wurde eine konstante Temperatur von 37
°C innerhalb der Becken erreicht. AuBerdem diente der externe Thermozirkulator zur
Erwarmung des Pufferreservoirs (siehe Abb. 4.5). Ein starrer Gewebehalter (siehe
Abb. 5.1), der ebenfalls an der vertikalen Stange befestigt war, ragte in jedes Becken.
Neben diesem starren Gewebebehélter wurde ein Verbindungsdraht (siehe Abb. 5.2)
verwendet, der einen Durchmesser von 0,3 mm aufwies und in eine Messvorrichtung
(sieche Abb. 5.7 - 8) eingehdngt wurde. Uber das Rad der Messvorrichtung (siehe Abb.
5.8) konnte die Héhe des Verbindungsdrahts eingestellt werden. Ein Kraftmesser
(Hugo Sachs Elektronik - Harvard Apparatus GmbH, Deutschland, siehe Abb. 5.7) war
ebenfalls Bestandteil dieser Messvorrichtung. Uber diesen wurde die isometrische
Kraftentwicklung der Aorten-Segmente detektiert. Die Kraftmesser waren an das
Powerlab (ADInstruments, Australien, Abb. 4.7) angeschlossen, das als
Verstarkermodul der vom Kraftmesser gesendeten Signale fungierte. Die
anschlieBend verstarkten Signale wurden Uber die Software LabChart 8 Reader am
Computer dargestellt.
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(1} Verteilungsblock Wasser

(2) Funktionelle Einheit

{3) Gasverteilungsblock mit Nadelventil *)
(4) Thermozirkulator LAUDA E100

(5) Pufferreservoir

{6) Plexiglasplatte

(7) Powerlab

(8) Computer

(9) Verbindung zum zentralen Gasanschluss

Abb. 4: Versuchsaufbau zur Messung der GefaBfunktion

In dieser Abbildung wird der Versuchsaufbau schematisch dargestellt. Die einzelnen Elemente des
Versuchsaufbaus sind entsprechend der Legende nummeriert. Die mit schwarzen Pfeilen markierten
Linien représentieren die Wasserschlauche, mit denen die einzelnen Elemente verbunden werden. Die
mit grauen Pfeilen gekennzeichneten Linien entsprechen den Gasschlauchen. Mit den Pfeilen wird die
Flussrichtung des Wassers und des Gases angegeben. Zugunsten der Ubersicht ist nur eine der sechs
funktionellen Einheiten visualisiert (eigene Abbildung).
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Abb. 5: Aufbau der funktionellen Einheit

Die Abbildung zeigt den schematischen Aufbau des Organbads. Die einzelnen Elemente sind
entsprechend der Legende nummeriert. Durch das Lumen der Aorta (3) wurden der Verbindungsdraht
(2) und der starre Gewebehalter (1) gefuhrt. Durch Drehung des Rades (8 *) wurde eine Vordehnung
der Aorta bewirkt. Die im Zuge der pharmakologischen Testung induzierte Anderung der
Wandspannung wurde durch den Kraftmesser (7) detektiert. Der Zu- und Abfluss des warmen Wasser
(4) hat eine konstante Temperatur wahrend des Experiments gewahrleistet. Uber den Gasanschluss (5)
wurde das Organbad mit Carbogen versorgt. Der Absperrhahn (6) hat den Wechsel des Puffers nach
pharmakologischer Testung ermdglicht. Die Genehmigung zur Nutzung der Abbildung wurde durch
Hugo Sachs Elektronik - Harvard Apparatus GmbH erteilt.

2.4.2 Krebs-Henseleit-Puffer

Bei dem Experiment handelte es sich um eine Ex-vivo-Technik. Um die
physiologischen Bedingungen zu simulieren, wurden der Versuch und die Praparation
in Anwesenheit des Krebs-Henseleit-Puffers (KH-Puffer) durchgefihrt, der in seiner
Zusammensetzung der physiologischen Elektrolytkonzentration des Plasmas ahnelt.
Innerhalb des KH-Puffers lagen folgende lonenkonzentrationen vor: 115 mM NacCl, 4,7
mM KCI, 1,4 mM MgS0O4, 5 mM NaHCOS, 1,2 mM K2HPO4, 1,1 mM Na2 HPO4, 1,0
mM CaCl2 und 5 mM Gilucose.
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Da bereits kleine Abweichungen der lonenkonzentrationen zu veranderten
Messwerten fihren kénnen, wurden Stammlésungen angesetzt (siehe Tabelle 1 und
Tabelle 2) [118]. Die Stammlésung enthielt eine 20-mal héhere Konzentration als der
finale KH-Puffer. Entsprechend der Konzentration wurden gréB3ere Mengen
abgewogen, um den Einfluss mdéglicher Messfehler der Waage zu minimieren. Die
Stammlésungen wurden flr maximal drei Monate bei 4 °C gelagert. Sie wurden
genutzt, um taglich einen frischen KH-Puffer anzusetzen. Kurz vor Beginn des
Experiments wurde eine weitere Lésung aus Glucose und Natriumhydrogencarbonat
angesetzt (siehe Tabelle 3). Da Glucose ein idealer Nahrboden flr Bakterien ist,
musste diese Lésung taglich frisch zubereitet werden [104]. Diese Lésungen wurden
verwendet, um den finalen KH-Puffer zu erstellen (siehe Tabelle 4). Erst nachdem die
Lésung flr mindestens 20 Minuten mittels Carbogen (95 % Oz und 5 % CQOz2) begast
worden war, wurden 50 ml der 20-fachen Kalzium-Stammlésung hinzugegeben. Die
Begasung der Losung hatte den Effekt, dass ein naherungsweise physiologischer pH-
Wert von 7,4 erreicht wurde. Des Weiteren war die Einstellung des pH-Werts
notwendig, damit das Ldslichkeitsprodukt der Kalzium- und Phosphationen
ausreichend hoch war [119]. Dadurch wurde verhindert, dass sich schwer |6sliche

Hydroxylapatitkristalle bildeten.

Tabelle 1: 20-fache Krebs-Henseleit-Stammlésung (2 1)

Stoff \ Menge (in g)
NaCl 278,16
EDTA 0,4
KCI 14,0
KH2PO4 6,44
MgSO4 7H20 11,56

Tabelle 2: 20-fache Kalzium-Stammlésung

Stoff ‘ Menge (in g)
CaCl2 2H20 14,72

Tabelle 3: Glucose-Natriumhydrogencarbonat-Lésung (500 ml)

Stoff Menge (in g)
CeH1206 8,4
NaHCO; 10,9
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Tabelle 4: finale Krebs-Henseleit-Stammlésung (2 1)

Ldsung Volumen (in ml)
Millipore 800
20x Krebs-Henseleit-StammIésung 50
20x Kalzium-Stammlésung 50
Glucose-Natriumhydrogencarbonat-L&sung 100

2.4.3 Praparation der thorakalen Aorta

Vor Beginn der Praparation wurden die M&use mit dem Analgetikum Xylazin
(10 mg/kg) und dem narkotisierenden Medikament Ketamin (100 mg/kg) behandelt.
Die Wirkung der Anéasthesie wurde durch Nachweis einer Areflexie bestatigt. Die
Versuchstiere wurden auf dem Rucken liegend auf dem Operationstisch fixiert. Kurz
vor Beginn der Praparation wurde den Mausen 200 pL Heparin injiziert. AnschlieBend
wurde den Mausen mittels kardialer Punktion 1000 pL Blut entnommen. Nach der
Blutentnahme wurde der Thorax entlang des Sternums eréffnet. Ausgehend vom
medialen Schnitt folgten laterale Schnitte entlang des Rippenbogens. Daran schloss
sich die gesamte Praparation in Anwesenheit des gekihlten KH-Puffers an. Da die
Aorta thoracalis der Columna vertebralis ventral anliegt, mussten Herz und Lunge
vorsichtig entfernt werden. DarlUber hinaus wurden Leber, Milz, Diaphragma und der
proximale Anteil des gastrointestinalen Traktes exzidiert. Dadurch wurde der kraniale
Anteil der Aorta abdominalis freigelegt. Alle weiteren Praparationsschritte wurden
unter Zuhilfenahme eines Mikroskops (Pro-micron GmbH, Deutschland) durchgefihrt.
Da das umliegende Fettgewebe einen Einfluss auf die Messwerte gehabt hatte, wurde
dieses unter 1,6-facher VergréBerung entfernt [120]. AnschlieBend wurde die Aorta
exzidiert. FUr diesen Schritt wurde die Aorta abdominalis auf Hdhe des oberen
Nierenpols mit einer chirurgischen Pinzette fixiert und kaudal der Fixationsstelle
durchtrennt. AnschlieBend wurde die Aorta nach kranial vorsichtig abgeldst. Als obere
Resektionsgrenze wurde der Arcus aortae gewahlt. Die Aorta wurde in eine
Petrischale Uberfuhrt, die mit dem gekuhlten KH-Puffer beflllt war. In der Petrischale
wurde die Aorta in 2 mm groBe ringférmige Segmente geteilt. Wahrend dieses
Schrittes wurde das kaudale Ende der Aorta durch eine chirurgische Pinzette fixiert,
wahrend ausgehend vom kranialen Ende sukzessiv 2 mm lange Segmente abgetrennt
wurden. Die Ringsegmente, die an die Resektionsgrenze gegrenzt haben, wurden
exkludiert. Da die untere Resektionsgrenze der kraniale Anteil der Aorta abdominalis
war, musste der kaudale Anteil der Aorta thoracalis nicht exkludiert werden.
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2.4.4 Versuchsprotokoll

Zu Beginn des Experiments wurde ein frischer KH-Puffer angesetzt (siehe Kapitel
2.4.2 Krebs-Henseleit-Puffer). Der Puffer wurde anschlieBend fir 20 Minuten im
Thermozirkulator erwarmt. Des Weiteren wurden die vom Kraftmesser eingehenden
Daten mithilfe der Software PowerlLab8 kalibriert. Im Zuge der Kalibrierung wurde ein
definiertes Gewicht (1,00 g) am Kraftmesser aufgehangt. Das Ruhesignal des
Kraftmessers und das Signal, das bei der Aufhangung des definierten Gewichts

generiert wurde, wurden als Referenzwerte fir die Software genutzt.

Die entstandenen Segmente wurden im Organbad aufgehédngt. Dieser Prozess wird
im Englischen als Mounting bezeichnet. Im Zuge des Mountings wurde ein
Verbindungsdraht durch das Lumen des Segmentes geflhrt. AnschlieBend wurde das
Segment in eine Petrischale mit KH-Puffer Uberfihrt, der mit ACh angereichert war
(Konz. 10° M). Im Anschluss an diesen Schritt wurde der metallene Draht des starren
Gewebehalters ebenfalls durch das Lumen gefihrt (siehe Abb. 5.3). Der
Verbindungsdraht wurde am Kraftmesser eingehdngt. Die Messvorrichtung, zu der
auch der Kraftmesser gehért, konnte durch ein Rad in der Hbéhe (siehe Abb. 5.8)
verstellt werden. Durch das Drehen des Rades im Uhrzeigersinn wurde der Abstand
zwischen Verbindungsdraht und Gewebehalter vergréBert. Da die GefaBwand beide
Dréhte umschloss, hatte dies eine Zunahme der Wandspannung zur Folge. Die
entstandene Wandspannung wurde Uber die Software grafisch dargestellt. Das Rad
wurde gedreht, bis eine Spannung von 1 g bzw. 9,8 Millinewton ( mN) erreicht wurde.

Nach dem abgeschlossenen Mounting und der Initialisierung der Wandspannung
begann die Equilibrierungsphase, in deren Rahmen alle 20 Minuten der Puffer
gewechselt wurde. Im Anschluss an jeden Pufferwechsel wurde erneut die
Wandspannung von 1 g eingestellt. Dieser Schritt wurde mindestens dreimal
wiederholt. Nach dem dritten Pufferwechsel wurden jeweils 2 pl der Indometacin-
Losung (102 M) zu den Becken pipettiert. Die Inkubationszeit des Indometacins betrug
20 Minuten. Nach Abschluss der Inkubationszeit wurde eine Dosis-Wirkungs-Kurve
(DWK) mit Phe, das als a1-Agonist zu einer Vasokonstriktion flhrte, durchgefihrt. Die
DWHK erfolgte nach den Vorgaben in Tabelle 5. Nach Applikation der jeweiligen Dosis
wurde gewartet, bis die Wandspannung ein Plateau erreicht hatte. Nachdem durch
Applikation des Phe eine Kontraktion erreicht wurde, erfolgte eine DWK mit ACh. Auch
hier wurde das Schema aus Tabelle 5 genutzt. Nach Applikation der letzten ACh-
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Konzentration wurde zwei Minuten gewartet, bevor der Puffer gewechselt wurde. Um
die Entfernung der pharmakologisch aktiven Substanzen aus dem Organbad sicher
gewahrleisten zu kdnnen, wurde der Puffer mindestens dreimal ausgetauscht.
AnschlieBend wurden die Segmente erneut mit Indometacin inkubiert. Zusétzlich
wurde in jedes Becken 200 uM N-Nitro-L-Arginin-Methyl-Ester-Hydrochlorid (L-NAME)
appliziert. Die Inkubationszeit der beiden Stoffe betrug 30 Minuten. Nach
abgeschlossener Inkubation erfolgte erneut eine Phe- und ACh-DWK. Im Anschluss
an die ACh-Applikation wurde der Einfluss des SNP ermittelt. Die SNP-DWK folgte
dem Schema in Tabelle 6.

2.4.5 Einfluss des Arginaseinhibitors

Es wurde in sechs weiteren WT-Mausen eine akute Anamie induziert. Diese wurden,
wie bereits in Unterkapitel 2.4.3 dargelegt, prapariert und durchliefen das in
Unterkapitel 2.4.4 beschriebene Protokoll, bis einschlieBlich der ersten ACh-DWK.
Nachdem der Puffer mindestens dreimal ausgetauscht worden war, wurden die
Segmente mit Indometacin (10 uM) und dem unspezifischen Arginaseinhibitor N-
Hydroxy-nor-Arginin (100 uM) fir einen Zeitraum von 30 Minuten inkubiert [72, 121].
Nach abgeschlossener Inkubation wurde erneut Phe in steigenden Konzentrationen in
die Becken pipettiert (siehe Tabelle 5). Nach Erreichen der maximalen Kontraktion
wurden ACh gemaR Tabelle 5 in die Organbader appliziert. Zwei Minuten nach

Applikation der letzten ACh-Lésung wurde der Versuch beendet.

Tabelle 5: Pipettierschema Phenylephrine und Acetylcholin

Konzentration im 2 mli Konzentration der Volumen der pipettierten
Becken (M) pipettierten Lésung (M) Lésung (ul)

10° 106 2
105 10 4
10°® 10 14
1075 10% 4
107 10 14
1065 104 4
10° 104 14
105 10° 4
10 103 14
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Tabelle 6: Pipettierschema Natrium-Nitroprussid

Konzentration im 2 mli Konzentration der Volumen der pipettierten
Becken (M) pipettierten Losung (M) Lésung (ul)

10710 108 20
10°9° 107 4
10 107 14
1085 106 4
108 106 14
1075 105 4
107 10° 14
1065 104 4
10 104 14
1055 103 4
10° 103 14
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2.5 Etablierung eines neuen Protokolls

2.5.1 Konstante Bedingungen

Der translationale Ansatz, der diesem Versuchsansatz zu Grunde liegt, erfordert den
Einsatz humanen Materials, in Form von Blut. Die Blutentnahme sowie die
anschlieBende Weiterverarbeitung der Proben wurden im Einklang mit der Deklaration
von Helsinki durchgefihrt. DarGber hinaus liegt die erforderliche Genehmigung seitens
der regionalen Ethikkommission vor (Genehmigungsnummer: 5903R, 5481R und
2018-14).

Im folgenden Abschnitt werden die fir samtliche Inkubationsexperimente geltenden
Bedingungen beschrieben. Zu den konstanten Bedingungen zahlen die Aufbereitung
der Blutproben, die Praparation der Aorta und die Einstellung des Inkubators. Den
Probanden mit Myokardinfarkt wurde innerhalb von 24 Stunden nach Einsetzen des
kardialen Ereignisses Blut entnommen. Um die Hamostase des Blutes zu verhindern,
wurden Lithiumheparin-Réhrchen genutzt. Jedem Probanden wurden zwei Réhrchen
Blut entnommen, was naherungsweise 8 ml Blut entsprach. Die weitere Aufbereitung
der Blutproben erfolgte schnellstmdglich. Die Proben wurden in 15 ml CELLSTAR®
Polypropylen-Réhrchen Uberflihrt und danach fir zehn Minuten bei 4 °C und 800 G
(Eppendorf AG, Deutschland) zentrifugiert. Der entstandene Uberstand aus Plasma
wurde unter Verwendung einer Pipette entfernt. Zusatzlich wurde der Leukozytenfilm,
der auch als Buffy-Coat bezeichnet wird, groBzlgig abgetragen. Das verbleibende
RBK-Pellet wurde mit einem geklhlten KH-Puffer auf das Ausgangsvolumen von 8 ml
diluiert. Das entstandene Gemisch wurde nach den bereits beschriebenen
Einstellungen erneut zentrifugiert. Im Anschluss wurde der Uberstand entfernt. Die
Verdinnung mit KH-Puffer mit anschlieBender Zentrifugation erfolgte insgesamt
dreimal. Vom aufgereinigten RBK-Pellet wurden 2 ml mit 3 ml Lésungsmittel versetzt.
Auf diese Weise wurde ein Hamatokrit von 40 % innerhalb der entstandenen
Suspension eingestellt. Das Gemisch wurde durch 100 pyl Heparin (5000 IE/ml)

komplementiert.

FUr die Etablierung des Protokolls wurden ausschlieBlich unbehandelte WT-Mause
verwendet. Die Praparation der Maus erfolgte nach dem in Unterkapitel 2.4.3
beschriebenen Vorgehen, mit dem einzigen Unterschied, dass die exzidierte Aorta im
Rahmen der Inkubationsexperimente in eine CELLSTAR®-6-Well-Zellkultur-Multiwell-
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Platte Gberflihrt wurde. Im Anschluss wurde das Gemisch aus gereinigten RBK und
Lésungsmittel vorsichtig in das Well pipettiert, in dem sich die Aortensegmente
befanden. Um stabile Inkubationskonditionen von 37°C und 5% CO2 zu
gewahrleisten, wurde ein Inkubator (Thermo Electron Corporation, USA) genutzt. Die
verschiedenen Inkubationsbedingungen werden in Kapitel 2.5.2 ndher erlautert.

2.5.2 Variable Bedingungen

Wie bereits erwahnt, wurden viele Parameter des Protokolls variiert, so etwa die
Inkubationszeit, die Wahl des L&sungsmittels und der Einsatz einer Ruhrplatte
(Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Deutschland). Um diese zahlreichen
Kombinationsmdglichkeiten der Parameter Ubersichtlich darzustellen, wurde der
folgende Abschnitt der Methodik in die Unterpunkte 1 bis 4 gegliedert. Innerhalb eines
Unterpunkts sind mehrere Ansatze mit &hnlichen Inkubationskonditionen

zusammengefasst.

e Unterpunkt 1: In den ersten drei Ansatzen der Etablierung wurde der KH-Puffer

zur Dilution des RBK-Pellets genutzt.

o Im ersten Ansatz wurde der Einfluss der RBK, die von gesunden Probanden
stammten, in Abhangigkeit von der Inkubationszeit ermittelt. Der Einfluss der
gesunden RBK wurde nach zwei, sechs und 16 Stunden Inkubation
gemessen. Probandenanzahl, Geschlechts- und Altersverteilung der
Probanden sind in Tabelle 7 aufgefihrt.

o Im zweiten Ansatz wurde die Auswirkung von RBK von Patienten mit
kardiovaskularen VE auf die GefaBfunktion ermittelt. Die GefaBfunktion
wurde nach einer zweistindigen Inkubation gemessen. Probandenanzahl,
Geschlechts- und Altersverteilung der Probanden sind in Tabelle 8
aufgefthrt.

o Im dritten Ansatz wurde der Einfluss von RBK, die aus dem Blut von STEMI-
Patienten gewonnen wurden, ermittelt. Ferner wurden in diesem Ansatz die
Segmente zweier Mause ausschlieBlich mit KH-Puffer inkubiert. In

Abgrenzung zum zweiten Ansatz betrug die Inkubationszeit in dieser
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Protokollvariante sechs Stunden. Probandenanzahl, Geschlechts- und

Altersverteilung der Probanden sind in Tabelle 9 dargestellt.

Unterpunkt 2: Im Verlauf der Etablierung wurden der Einsatz einer Ruhrplatte
und die Verwendung alternativer Lésungsmittel (HUVEC-Medium) erprobt. Fir
die folgenden Anséatze gilt, dass ausschlieBlich RBK von gesunden Spendern
(siehe Tabelle 10 und Tabelle 11) verwendet wurden. Flr diese Ansatze wurde
die Inkubationszeit auf 16 Stunden festgelegt. Insgesamt wurden drei
verschiedene Anséatze Uberprift, um mehrere Bedingungen gleichzeitig zu
testen.

o Im ersten Ansatz wurde an der Rihrplatte eine Rotationsgeschwindigkeit
(RG) von 30 Rotationen pro Minute (rpm) gewéahlt. Drei Segmente wurden
mit RBK inkubiert, die mit einem Gemisch aus HUVEC-Medium und KH-
Puffer (im Verhaltnis 1:1) auf einen Hamatokrit von 40 % diluiert wurden.

o Im zweiten Ansatz wurde die RG auf 40 rpm festgelegt. Bei drei
Segmenten wurde ausschlieBlich HUVEC-Medium als Lésungsmittel fur
die RBK genutzt. Drei weitere Segmente wurden mit RBK inkubiert, die mit
der 1:1-Lésung von HUVEC-Medium und KH-Puffer diluiert wurden.

o Der dritte Ansatz entspricht annahernd dem zweiten Ansatz, allerdings

wurde die RG auf 50 rpm erhoht.

Unterpunkt 3: Die Segmente aus drei Mausen wurden mit RBK von STEMI-
Patienten inkubiert. Bei zwei der drei Patienten bestand zum Zeitpunkt der
Blutentnahme ein DMT2. Das RBK-Pellet wurde mittels einer Losung aus KH-
Puffer und HUVEC-Medium (1:1) diluiert. Wahrend der gesamten
Inkubationszeit von 16 Stunden wurde die Rotationsgeschwindigkeit von
50 rpm aufrechterhalten. Probandenanzahl, Geschlechts- und Altersverteilung

der Probanden sind in Tabelle 12 aufgefuhrt.

Unterpunkt 4: Basierend auf den gesammelten Daten wurde ein finales
Protokoll entwickelt, anhand dessen das RBK-Pellet mittels KH-Puffer diluiert
wurde. Die sechsstindige Inkubation erfolgte unter Einsatz einer Rihrplatte mit
einer RG von 50 rpm. Der Einfluss der RBK von jungen Probanden (< 25 Jahre),
alten gesunden Probanden und STEMI-Probanden wurde mithilfe des finalen
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Protokolls gemessen. Probandenanzahl, Geschlechts- und Altersverteilung der
Probanden sind in Tabelle 13 aufgefihrt. Zur Generierung eines Referenzwerts
wurden die Segmente aus finf Mausen mit KH-Puffer in Abwesenheit von RBK
inkubiert. Diese Segmente wurden ebenfalls fir sechs Stunden bei einer RG

von 50 rpm inkubiert.

Tabelle 7: Probandencharakteristika |

Anzahl 2 5 2
Mann 2 3 1
Frau 0 2 1
Alter (&) in Jahren 63,5 42,2 22
Alter (X) in Jahren 63,5 53 22

Die Tabelle fuhrt Anzahl, Geschlecht und Altersstruktur gesunder Probanden auf, deren rote
Blutkdrperchen zur Uberpriifung verschiedenen Inkubationszeiten (in Stunden (h)) verwendet wurden
sind. Arithmetische Mittel (&) und Median (x) der Probandengruppe wurden zur Darstellung der
Altersstruktur gewahlt. Auf Grund niedriger n-Zahlen wird @ ohne Standardabweichung angegeben.

Tabelle 8: Probandencharakteristika Il

Kohorte Gesund
2

Anzahl 1 1
Mann 2 0 1
Frau 0 1 0
Alter (&) in Jahren 63,5 34 41*
Alter (X) in Jahren 63,5 34 41*

Die Tabelle fihrt Anzahl, Geschlecht und Altersstruktur gesunder Probanden, Probanden mit Diabetes
mellitus Typ 2 (DMT2) und anédmischer Probanden auf, deren roten Blutkérperchen zur Uberpriifung
einer zweistlindigen Inkubation verwendet wurden sind. Arithmetische Mittel (&) und Median (X)wurde
zur Darstellung der Altersstruktur gewéhlt. Mit Stern (*) markierte Altersangabe entspricht Alter der
Probandin, da Angabe von @ bei n = 1 nicht méglich ist. Auf Grund niedriger n-Zahlen wird & und x
ohne Standardabweichung angegeben.

Tabelle 9: Probandencharakteristika Il

Kohorte \ Gesund STEMI |
Anzahl 5 4
Mann 3 2
Frau 2 2
Alter (@) in Jahren 42,2 64.25
Alter (X) in Jahren 53 65

Die Tabelle fuhrt Anzahl, Geschlecht und Altersstruktur gesunder Probanden und Probanden mit ST-
Hebungsinfarkt (STEMI) auf, deren roten Blutkdrperchen zur Uberpriifung einer sechsstiindigen
Inkubation verwendet wurden sind. Arithmetische Mittel () und Median (x) der Probandengruppe
wurden zur Darstellung der Altersstruktur gewahlt. Auf Grund niedriger n-Zahlen wird @ ohne
Standardabweichung angegeben.
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Tabelle 10: Probandencharakteristika IV

Rotationsgeschwindigkeit | 30 rpm 40 rpm 50 rpm |
Anzahl 1 2 2
Mann 0 2 2
Frau 1 0 0
Alter (@) in Jahren 23* 22 22
Alter (X) in Jahren 23" 22 22

Die Tabelle fahrt Anzahl, Geschlecht und Altersstruktur gesunder Probanden auf, deren roten
Blutkérperchen zur Uberprufung verschiedener Rotationsgeschwindigkeiten (in rpm) bei Inkubation
verwendet wurden sind. Arithmetische Mittel (J) und Median (X) der Probandengruppe wurden zur
Darstellung der Altersstruktur gewdhlt. Mit Stern (*) markierte Altersangabe entspricht Alter der
Probandin, da Angabe von @ und X bei n = 1 nicht méglich ist. Auf Grund niedriger n-Zahlen wird &
ohne Standardabweichung angegeben.

Tabelle 11: Probandencharakteristika V

Lésungsmittel Medium Medium + KH-Puffer
Anzahl 2 2
Mann 2 2
Frau 0 0
Alter (@) in Jahren 22 22
Alter (x) in Jahren 22 22

Die Tabelle flihrt Anzahl, Geschlecht und Altersstruktur gesunder Probanden auf, deren roten
Blutkérperchen zur Uberpriifung der Lésungsmittel verwendet wurden sind. Arithmetische Mittel (@) und
Median (x) der Probandengruppe wurden zur Darstellung der Altersstruktur gewahlt. Auf Grund
niedriger n-Zahlen wird & ohne Standardabweichung angegeben.

Tabelle 12: Probandencharakteristika VI

Kohorte \ STEMI Gesund |
Anzahl 3 1
Mann 3 1
Frau 0 0
Alter in Jahren (&) 64 22"
Alter in Jahren (X) 65 22"

Die Tabelle fuhrt Anzahl, Geschlecht und Altersstruktur gesunder Probanden und Probanden mit ST-
Hebungsinfarkt (STEMI) auf, deren roten Blutkérperchen zur Uberprifung einer sechzehnstiindigen
Inkubation verwendet wurden sind. Arithmetische Mittel () und Median (X) der Probandengruppe
wurden zur Darstellung der Altersstruktur gewahlt. Mit Stern (*) markierte Altersangabe entspricht Alter
des Probanden, da Angabe von & und X bei n = 1 nicht méglich ist. Auf Grund niedriger n-Zahlen wird
@ ohne Standardabweichung angegeben.

Tabelle 13: Probandencharakteristika VII

Kohorte
Anzahl 4 5 6
Mann 3 2 3
Frau 1 3 3
Alter in Jahren (&) 60,25 63,4 22,33
Alter in Jahren (X) 61 65 22,5

Die Tabelle fihrt Anzahl, Geschlecht und Altersstruktur gesunder Probanden und Probanden mit ST-
Hebungsinfarkt (STEMI) auf, deren roten Blutkérperchen zur Uberpriifung einer sechsstiindigen
Inkubation verwendet wurden sind. Arithmetische Mittel (&) und Median (x) der Probandengruppe
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wurden zur Darstellung der Altersstruktur gewahlt. Auf Grund niedriger n-Zahlen wird & ohne
Standardabweichung angegeben.

2.6 Auswertung und Statistik

Die pharmakologische GefaBreagibilitat ergab sich aus der Wandspannung, die
wahrend des gesamten Versuchsprotokolls durch die Kraftmesser detektiert wurde.
Die Applikation der Pharmaka hat eine isometrische Kraftanderung der GeféaBringe
bewirkt. Phe hat CGber Stimulation der a1-Rezeptoren eine Zunahme der
Wandspannung bzw. eine Kontraktion (in mN) vermittelt. Eine Abnahme der
Wandspannung wurde durch ACh und SNP induziert. Eingesetzt in die Formeln aus
Abb. 6 ergaben sich aus der gemessenen Wandspannung die Werte fir die Dilatation
in Prozent. Auf diese Weise wurde die GefaBfunktion der einzelnen GefaBringe bzw.
Segmente berechnet. Die Auswertung der Mauslinien differiert von der Auswertung
der Inkubationsprotokolle. Daher werden beide Vorgehensweisen separat
beschrieben.

Far die Auswertung der Mauslinien wurde die GefaBfunktion der drei Segmente, die
von der thorakalen Aorta einer Maus stammen, gewertet. Von der GefaBfunktion der
drei Segmente wurde das arithmetische Mittel gebildet. Dieser Mittelwert wurde mit der
GefaBfunktion der entsprechenden Maus (gleichgesetzt. Im  weiteren
Auswertungsprozess wurden diese Mittelwerte genutzt, um unter Verwendung von
GraphPad Prism 8 die Dosis-Wirkungs-Kurven der verschiedenen Gruppen
anzufertigen. Die Software errechnete den Mittelwert (1) und Standardfehler (SEM) fur
pEC50 und die maximale Kontraktion bzw. Dilatation der jeweiligen Mauslinie. Der
pECS50 entspricht dem negativ dekadischen Logarithmus der mittleren effektiven
Konzentration und wird dementsprechend ohne Sl-Einheit angegeben. Der pEC50 ist
eine pharmakologische KenngréBe, die die Sensitivitdt einer Reaktion auf ein
Pharmakon quantitativ charakterisiert [122]. Basierend auf diesen Werten wurden die
verschiedenen Mauslinien miteinander verglichen. Die p-Werte (p) wurden mit einem
t-Test ermittelt. Ein p-Wert < 0,05 wurde dabei als signifikante Abweichung und ein p-
Wert < 0,01 als hoch signifikante Abweichung bezeichnet.

Die Auswertung der Inkubationsprotokolle weicht in zwei Punkten vom zuvor
beschrieben Vorgehen ab. Erstens wurde kein arithmetisches Mittel aus den drei
Segmenten einer Aorta gebildet, da sich die GefalBfunktionen der einzelnen Segmente,
die aus einer Aorta gewonnen wurden, trotz identischer Inkubationsbedingungen

voneinander unterschieden. Von den Segmenten einer Aorta, wurde nur das Segment
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gezahlt, dass die héchste Maximaldilatation aufgewiesen hat, sofern es eine maximale
Kontraktion von Gber 1 mN gezeigt hatte. Basierend auf diesem Auswahlverfahren
wurde mittels GraphPad der Mittelwert und der Standardfehler fir die maximale
Kontraktion bzw. Dilatation der jeweiligen Gruppe ermittelt. AnschlieBend wurden SEM
und p genutzt, um die Gruppen mittels t-Test hinsichtlich der maximalen Kontraktion
bzw. Dilatation zu vergleichen. Ein p-Wert < 0,05 wurde dabei als signifikante
Abweichung und ein p-Wert < 0,01 als hoch signifikante Abweichung bezeichnet.
Zweitens wurde aufgrund niedriger n-Zahlen (siehe Tabelle 7 bis Tabelle 12) nur eine
orientierende Auswertung der Datensatze vorgenommen. Auf eine Auswertung der
SNP-DWK und GefaBfunktionen in Anwesenheit von L-NAME wurde indes verzichtet.
Ausgenommen davon sind die Daten, die im Zuge des finalen Protokolls erhoben
wurden. Auf Grund ausreichender GréBe der Kohorte (siehe Tabelle 13) wurden die
Daten hinsichtlich des ACh-, Phe- und SNP-Antwortverhaltens in An- und Abwesenheit
von L-NAME ausgewertet. Sowohl die maximale Antwort als auch die Sensitivitat, in
Form des pEC50, wurden miteinander verglichen.

max. Kontraktion — (Wandspannung (X) — Wandspannung BL)

1)  Dilatation (X) = 100
) Dilatation (X) X max. Kontraktion

2) max. Kontraktion = Wandspannung (10 uM Phe) — Wandspannung (0 pM Phe)

Abb. 6: Berechnung der Dilatation basierend auf der ermittelten Wandspannung modifiziert nach
Wenceslau et al. [118].

Mithilfe der ersten Formel wurde die konzentrationsabhangige Dilatation [Dilatation (X)] in Prozent
errechnet. Sie resultiert aus der Wandspannung, die nach Applikation der entsprechenden
Konzentration gemessen wurde [Wandspannung (X)], der basalen Wandspannung (Wandspannung
BL), die vor Applikation von Phenylephrin (Phe) gemessen wurde, und der maximalen Kontraktion. Die
maximale Kontraktion (in mN) entspricht der Differenz aus der Wandspannung, die vor der ersten Phe-
Konzentration (0 uM) und nach der letzten Phe-Konzentration (10 uM) gemessen wurde.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Ergebnisse der verschiedenen Mauslinien

3.1.1 Allgemein

In den folgenden Abschnitten werden die Ergebnisse der verschiedenen Mauslinien
dargelegt, wobei pro Abschnitt die GefaBfunktionen zweier Mauslinien miteinander
verglichen werden. Dabei gelten die Vasokontraktion (in mN) und die Vasorelaxation
(in %) als Parameter der GefaBfunktion. Diese sind auf der Ordinatenachse gegen die
logarithmische Konzentration der pharmakologisch aktiven Substanzen (in M) der
Abszissenachse aufgetragen. Die daraus resultierenden DWK werden in den
zugehdrigen Abbildungen dargestellt.

3.1.2 Einfluss der akuten Anamie auf die GefaBfunktion von Wildtyp-Mausen

In Abb. 7 sind die Ergebnisse der akut anamischen Mause (AA) sowie die der
unbehandelten Tiere (Sham-Mause) in Form von DWK dargestellt. Die maximale
Kontraktion unter Phe betrug in den Sham-Mausen 5,76 £ 0,66 mN und in den AA
7,33 £ 0,95 mN; p = 0,18. Die Phe-Sensitivitat unterschied sich zwischen der Sham-
Gruppe (pEC50 =7,04 +0,15) und der anédmischen Gruppe (pEC50 = 7,01 +0,14;
p = 0,89) nicht (siehe Abb. 7 A). Nach Inkubation mit L-NAME bestand zwischen den
beiden Gruppen weiterhin kein signifikanter Unterschied beziglich der maximaler
Kontraktion (Sham =18,16 £1,2mN; AA=19,61+£1,19mN; p=0,41) und der
Sensitivitdat (pEC50(Sham) = 7,14 £ 0,08; pEC50(AA) = 7,23 £0,07; p =0,43). Die
Phe-DWK nach Inkubation mit L-NAME wird in Panel B dargestellt. Im Hinblick auf die
ACh-Antwort wiesen die Gruppen hingegen signifikante Unterschiede auf (Abb. 7 C).
Die Sham-Mause zeigten eine signifikant héhere Maximalrelaxation (84,55 + 3,86 %)
als die AA (71,46 £ 2,34 %; p = 0,02). Im Vergleich zur Kontrollgruppe besaBBen die
anamischen Tiere eine signifikant verringerte ACh-Sensitivitat
(pEC50(Sham) = 6,86 + 0,08; pEC50(AA) = 6,61 + 0,05; p = 0,02). Die signifikanten
Unterschiede sind in Panel C in Abb. 7 markiert. Nach Inkubation der Segmente mit L-
NAME war dieser Unterschied im Antwortverhalten sowohl im Hinblick auf die
Sensitivitat (pEC50(Sham) = 8,45 £ 0,34; pEC50(AA) =8,13 £0,56; p =0,62) als
auch in Bezug auf die maximale Relaxation (Sham =-8,15%+1,16 %; AA=-
6,1 £2,20 %; p =0,40) nicht langer nachweisbar (siehe Abb. 7 D). Das SNP-
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Antwortverhalten unterschied sich nicht voneinander. Die maximale Relaxation der
Sham-Gruppe (104,07 £ 0,99 %) und die der AA (106,60 = 1,75 %) waren vergleichbar
(p = 0,20). Auch der pEC50-Wert der anamischen Gruppe (8,05 + 0,06) wich nicht von
dem der Kontrolle (8,12 £+ 0,04) ab (siehe Abb. 7 E). Aus den aufgefiihrten Daten geht
hervor, dass die akute Anamie in WT-Mausen eine Reduktion der ACh-induzierten
Relaxation bewirkt hat.
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Abb. 7: Auswirkung der akuten Anamie auf die GefaBfunktion von Wildtyp-Mausen

Aortenringe wurden aus akut andmischen Mausen (rot, n = 8) und Sham-Mausen (schwarz, n = 10)
isoliert, um die GeféBfunktion mittels Organbad zu quantifizieren. Die Relaxation im Zuge der
Applikation von ACh (1 nM-10 pM, Panel C-D) wurde in den mit Phenylephrin vorkontrahierten Arterien
(1 NM—10 puM, Panel A-B) in An- bzw. Abwesenheit der angegebenen Inhibitoren gemessen: Panel A
und C in Anwesenheit von Indometacin (10 uM) und Panel B, D sowie E in Anwesenheit von
Indometacin (10 uM) und L-NAME (100 uM). Panel E reprasentiert die endothelunabhéngige
Relaxation, die durch den NO-Donor SNP induziert wird. Signifikante Abweichungen sind mit einem
Stern (* fir p < 0,05) markiert. Die Werte sind in Form von Mittelwert und Standardfehler angegeben.
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3.1.3 Einfluss der chronischen Anamie auf die GefaBfunktion von Wildtyp-
Mausen

Im Folgenden werden unbehandelte Mause weiterhin als Sham-Mause bezeichnet.
Die Mause, in denen eine chronische Anamie induziert wurde, werden im Folgenden
mit CA abgekurzt. Beide Gruppen besaBen eine vergleichbare Phe-Sensitivitat
(pEC50(Sham) = 7,04 + 0,15; pEC50(CA) =6,91 £0,08; p = 0,50). In Anwesenheit
von 10 uM Phe wurde fur die Sham-Gruppe eine maximale Kontraktion von
5,76 £ 0,66 mN ermittelt (sieche Abb. 8 A) Die chronisch anamischen WT erreichten
eine maximale Kontraktion von 8,04 + 0,88 mN. Der t-Test ergab fur die maximale
Kontraktion einen p von 0,0504. Panel B in Abb. 8 reprasentiert die Phe-DWK beider
Gruppen nach Inkubation mit L-NAME. Die maximale Kontraktion der CA
(19,82 +1,2mN) ahnelte der maximalen Kontraktion der Kontrollgruppe
(18,16 £ 1,2 mN; p=0,35). Auch in Anwesenheit von L-NAME konnte keine
Verschiebung des pEC50-Wertes der CA (7,17 £0,07) im Vergleich zu dem der
Kontrollgruppe (7,14 + 0,08; p = 0,76) festgestellt werden. Die Mause, in denen eine
chronische Andmie induziert worden war, wiesen im Vergleich zur Kontrollgruppe
(84,55 £ 3,86 %) eine statistisch signifikant verminderte maximale Relaxation
(68,12 £ 3,67 %, p = 0,008) auf (siehe Abb. 8 C). Auch im Hinblick auf die Sensitivitat
unterschieden sich beide Gruppen. In den Aortenringen der Tiere mit einer
chronischen Anamie wurde eine statistisch signifikante Rechtsverschiebung der ACh-
DWK (p = 0,02) ermittelt. Der pEC50-Wert der CA (6,55 + 0,09) war im Vergleich zur
Sham-Gruppe (6,86 £ 0,08) signifikant erhéht. Die ACh-DWK der beiden Gruppen
variierten nach Inhibition der eNOS nicht langer (siehe Abb. 8 D). Die maximale
Relaxation (Sham =-8,15+1,16 %; CA=-6,64+238%; p=0,55 und die
Sensitivitat (pEC(Sham) = 8,45 +0,34; pEC50(CA) =8,05+0,41; p=0,46) der
beiden Gruppen wichen statistisch nicht voneinander ab. Die chronische Anamie hatte
keinen Einfluss auf die SNP-abh&ngige Relaxation, die in Panel E in Abb. 8 dargestellt
ist. Die maximale Relaxation der unbehandelten Gruppe (104,07 + 0,99 %) war mit der
Maximalrelaxation der CA (101,96 £ 0,90 %; p = 0,14) vergleichbar. Des Weiteren
konnte  keine  Verschiebung der SNP-DWK (pEC(Sham) = 8,12 + 0,04;
pEC50(CA) = 8,06 £ 0,03) nachgewiesen werden (p = 0,27). Die Messwerte zeigen,
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dass die ACh-induzierte Relaxation durch die chronische Andmie in WT-Mausen
reduziert wurde.
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Abb. 8: Auswirkung der chronischen Anamie auf die GefaBfunktion von Wildtyp-Mausen
Aortenringe wurden aus chronisch anamischen Mausen (rot, n = 8) und Sham-Mausen (schwarz,
n = 10) isoliert, um die GefaBfunktion mittels Organbad zu quantifizieren. Die Relaxation im Zuge der
Applikation von ACh (1 nM-10 pM, Panel C-D) wurde in den mit Phenylephrin vorkontrahierten Arterien
(1 NnM—=10 puM, Panel A-B) in An- bzw. Abwesenheit der angegebenen Inhibitoren gemessen: Panel A
und C in Anwesenheit von Indometacin (10 uM) und Panel B, D sowie E in Anwesenheit von
Indometacin (10 uM) und L-NAME (100 uM). Panel E représentiert die endothelunabhangige
Relaxation, die durch den NO-Donor SNP induziert wird. Signifikante Abweichungen sind mit einem
Stern markiert (* fiir p < 0,05, ** fir p < 0,01). Werte sind in Form von Mittelwert und Standardfehler
angegeben.
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3.1.4 Einfluss von N-Acetylcystein auf die GefaBfunktion chronisch
anamischer Wildtyp-Mause

Sieben WT-Mause mit einer chronischen Anadmie wurden mit dem Antioxidans N-
Acetylcystein (NAC) behandelt (siehe Kapitel 2.3.3). Diese Mause werden im
Folgenden als behandelte Gruppe bezeichnet und mit CA+NAC abgekirzt. Sie werden
in Abb. 9 mit unbehandelten chronisch andmischen Mausen (CA) verglichen. Obwohl
beide Gruppen eine ahnliche Phe-Sensitivitat aufwiesen (pEC50(CA) = 6,91 + 0,08;
pEC50(CA+NAC) = 6,89 + 0,07; p = 0,86), war ein statistischer Unterschied bezlglich
der maximalen Kontraktion feststellbar (siehe Abb. 9 A). Mit einer maximalen
Kontraktion von 5,78 £ 0,36 mN kontrahierten die behandelten Tiere signifikant
schwacher (p =0,04) als die unbehandelten (8,04 +£0,88 mN). Nach einer 20-
mindtigen Inkubation mit L-NAME wiesen behandelte Tiere (18,88 + 1,29 mN) ein
vergleichbares Kontraktionsmaximum wie unbehandelte Tiere (CA = 19,82 £ 1,2 mN;
p = 0,60) auf (siehe Abb. 9 B). Nach der Inkubation wurde keine Verschiebung der
Sensitivitat nachgewiesen (pEC(CA) =7,17 £0,07; pEC50(CA+NAC) = 7,27 +0,1;
p = 0,42). Die Verabreichung des NAC flhrte zu einer statistisch signifikant erhdhten
Maximalrelaxation im  Zuge der ACh-Applikation (CA =68,12 + 3,67 %;
CA+NAC = 81,06 £ 2,68 %; p = 0,02). Dieser Unterschied ist in Panel C in Abb. 9
durch einen Stern gekennzeichnet. Mit einem p von 0,08 war die Linksverschiebung
des Graphen der behandelten Gruppe (PEC50(CA) = 6,55 + 0,09;
pEC50(CA+NAC) = 6,76 £ 0,06) nicht signifikant. Nach Inkubation mit L-NAME,
dargestellt in Panel D der Abb. 9, bestand weder bezlglich der maximalen Relaxation
(CA =-6,64 £2,38 %; CA+NAC =-6,02 + 1,04 mN; p =0,82) noch der Sensitivitat
(PEC50(CA) = 8,05 + 0,41; pEC50(CA+NAC) = 8,60 £ 0,5; p = 0,40) ein signifikanter
Unterschied zwischen den Gruppen. Zusatzlich reduzierte NAC die SNP-Sensitivitat
signifikant (pEC50(CA) = 8,06 + 0,03; pEC50(CA+NAC) = 7,94 + 0,04; p = 0,03). Die
statistisch signifikante Verschiebung der DWK wurde in Panel E in Abb. 9 nicht mit
einem Stern markiert. Die Maximalrelaxation in beiden Gruppen ist vergleichbar
(CA=101,96 £ 0,9 %; CA+NAC =103,90 £2,43 %; p=0,44). Die Behandlung
chronisch anadmischer WT mit NAC bewirkte in Abwesenheit von L-NAME eine
Reduktion der Kontraktilitdt sowie eine gesteigerte Dilatation in Anwesenheit von ACh.
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Abb. 9: Einfluss des N-Acetylcysteins (NAC) auf die GefaBfunktion chronisch anadmischer
Wildtyp-Mause (CA).

Die GefaBfunktion der Aortenringe aus CA (rot, n = 8) und CA, die mit NAC behandelt wurden (grin,
n = 7), wurde mithilfe eines Organbads gemessen. Die Relaxation im Zuge der Applikation von ACh (1
nM-10 pM, Panel C-D) wurde in den mit Phenylephrin vorkontrahierten Arterien (1 nM—10 uM, Panel
A-B) in An- bzw. Abwesenheit der angegebenen Inhibitoren gemessen: Panel A und C in Anwesenheit
von Indometacin (10 uM) und Panel B, D sowie E in Anwesenheit von Indometacin (10 uM) und L-NAME
(100 uM). Panel E reprasentiert die endothelunabhangige Relaxation, die durch den NO-Donor SNP
induziert wird. Signifikante Abweichungen sind mit einem Stern markiert (* fir p < 0,05). Nur in Panel E
ist die signifikante Rechtsverschiebung der mit NAC behandelten Gruppe nicht aufgefiihrt. Werte sind
in Form von Mittelwert und Standardfehler angegeben.
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3.1.5 Einfluss des N-Acetylcysteins auf die GefaBfunktion in Sham-
Wildtypmausen

Entsprechend dem in Kapitel 2.3.3 beschriebenen Vorgehen wurden vier Sham-M&use
mit NAC behandelt. Die Messwerte der behandelten Tiere werden in Abb. 10 mit den
Messwerten der unbehandelten Sham-Mause verglichen .Das adrenerge
Antwortverhalten beider Gruppen wird in Form von DWK in Abb. 10 A visualisiert. Die
NAC-Behandlung hatte keinen Einfluss auf die maximale Kontraktion
(Sham = 5,76 £ 0,66 mN; Sham + NAC = 4,21 £ 0,68 mN; p = 0,20). Auch im Hinblick
auf die Sensitivitit existierte kein statistisch  signifikanter  Unterschied
(PEC50(Sham) = 7,04 + 0,15; pEC50(Sham + NAC) = 6,69 +0,14; p =0,20). Nach
Inkubation mit L-NAME (siehe Abb. 10 B) zeigte die behandelte Gruppe mit einer
maximalen Kontraktion von 17,16 £ 1,22 mN eine weiterhin vergleichbare Kontraktion
(Sham =18,16 £ 1,2mN; p =0,64). Ferner zeichneten sich keine Unterschiede
bezlglich der Sensitivitat (pEC50(Sham) = 7,14 + 0,08;
pECS50(Sham + NAC) = 7,18 £ 0,11) ab. Der errechnete p-Wert lag bei 0,79. Mit dem
Graphen C in Abb. 10 sind die ACh-DWK beider Gruppen dargestellt. Die statistische
Auswertung der Daten ergab mit einem p-Wert von 0,29 keinen statistischen Unter-
schied bezlglich der ACh-Sensitivitat (pEC50(Sham) = 6,86 + 0,08;
pECS50(Sham + NAC) = 7,03 £ 0,14). Die unbehandelte Gruppe (84,55 * 3,86 %) und
die behandelte Gruppe (86,46 +6,97 %) dilatierten in einem vergleichbaren Malf3
(p = 0,80). In der ACh-DWK zeigten sich nach Inkubation mit L-NAME (Abb. 10 D)
vergleichbare Werte far Sensitivitat (PEC50(Sham) = 8,45 + 0,34;
pEC50(Sham + NAC) =9,26 £1; p=0,34) und maximale Relaxation (Sham =-
8,15 £ 1,16 %; Sham + NAC =-4,11 £ 0,97 %; p = 0,06). Panel E in Abb. 10 enthalt
die SNP-DWK beider Gruppen. Fir die pEC50-Werte der NAC-Gruppe (8,23 £ 0,02)
und der unbehandelten Gruppe (8,12 + 0,04) ergab sich kein statistisch signifikanter
Unterschied (p=0,12). Darlber hinaus war die endothelunabhangige
Maximaldilatation  beider  Gruppen gleich groB  (Sham = 104,07 = 0,99;
Sham + NAC = 103,69 £ 0,65 %; p =0,82). Diese Messwerte belegen, dass die
Behandlung mit NAC in Sham-Mausen keinen Einfluss auf die GefaBfunktion hatte.
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Mittels Organbads wurde die GefaBfunktion der Aortenringe von Sham-WT (schwarz, n = 10) und Sham-
WT, die mit NAC behandelt wurden (rot, n = 4), gemessen. Die Relaxation im Zuge der Applikation von
ACh (1 nM—10 pM; Panel C-D) wurde in den mit Phenylephrin vorkontrahierten Arterien (1 nM—10 uM;
Panel A-B) in An- bzw. Abwesenheit der angegebenen Inhibitoren gemessen: Panel A und C in
Anwesenheit von Indometacin (10 uM) und Panel B, D sowie E in Anwesenheit von Indometacin (10
pM) und L-NAME (100 pM). Panel E reprasentiert die endothelunabhéngige Relaxation, die durch den
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3.1.6 Einfluss der chronischen Anamie auf die GefaBfunktion in globalen
eNOS-KO-Mausen

Es wurde in vier eNOS-KO-Mausen eine chronische Anédmie (CA-eNOS) induziert. Die
GefaBfunktion der anamischen Tiere wird in Abb. 11 mit der Funktion unbehandelter
eNOS-KO (Sham-eNOS) verglichen. Die Phe-DWK beider Gruppen sind in Abb. 11 A
dargestellt. Die maximale Kontraktion der unbehandelten Gruppe betrug
10,55 £ 0,22 mN und war damit gleich grol3 wie die Maximalkontraktion der chronisch
anamischen Gruppe mit 11,86 + 0,83 mN (p = 0,10). Des Weiteren fand sich eine nicht
signifikante Rechtsverschiebung (p = 0,06) der  andmischen Gruppe
(PEC50 =6,11 £0,10) im  Vergleich zur nicht behandelten  Gruppe
(PEC50 = 6,39 £ 0,09). Eine Inkubation mit L-NAME hatte keinen messbaren Unter-
schied zur Folge (siehe Abb. 11 B). Das ACh-Antwortverhalten der GeféaBe ist in Abb.
11.C dargestellt. Weder die GefédBe der unbehandelten noch die GefaBe der
anamischen Gruppe dilatierten in Anwesenheit von ACh. Die maximale Dilatation war
in beiden Gruppen < 0 (Sham-eNOS =-10,63 + 3,12 %; CA-eNOS =-11,67 £ 1,76 %;
p = 0,81). Die Inkubation mit L-NAME beeinflusste das Relaxationsverhalten beider
Gruppen nicht (Sham-eNOS = 5,63 £ 1,99 %; CA-eNOS = 12,74 + 2,75 %; p = 0,06).
Panel E in Abb. 11 zeigt die SNP-DWK beider Gruppen. Fiir die pEC50-Werte der
beiden Gruppen (Sham-eNOS = 7,67 £ 0,05; CA-eNOS = 8,26 £ 0,06) wurde ein hoch
signifikanter Unterschied (p < 0,0001) ermittelt. Trotz der verénderten Sensitivitat
bestand kein Unterschied bezlglich der maximalen Relaxation (Sham-
eNOS = 108,23 + 2,50 %; CA-eNOS = 109,93 + 3,15 %; p =0,68). Anhand dieser
Daten wird ersichtlich, dass die chronische Andamie in eNOS-KO eine isolierte
Linksverschiebung der SNP-DWK induziert hat.
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Abb. 11: Auswirkung der chronischen Anadmie auf die GefaBfunktion von eNOS-Knockout-
Mausen (eNOS-KO)

Aortenringe wurden aus chronisch andmischen eNOS-KO (rot, n = 4) und unbehandelten eNOS-KO
(schwarz, n = 6) isoliert, um die GefaBfunktion mittels Organbad zu quantifizieren. Die Relaxation im
Zuge der Applikation von ACh (1 nM-10 uM, Panel C-D) wurde in den mit Phenylephrin
vorkontrahierten Arterien (1 nM—10 uM, Panel A-B) in An- bzw. Abwesenheit der angegebenen
Inhibitoren gemessen: Panel A und C in Anwesenheit von Indometacin (10 uM) und Panel B, D sowie
E in Anwesenheit von Indometacin (10 uM) und L-NAME (100 uM). Panel E reprasentiert die
endothelunabhangige Relaxation, die durch den NO-Donor SNP induziert wird. Signifikante
Abweichungen sind mit einem Stern markiert (*** fir p < 0,001). Werte sind in Form von Mittelwert und
Standardfehler angegeben.
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3.1.7 Einfluss der akuten Anamie auf die GefaBfunktion nach Deletion der
endothelialen Arginase |

Wie bereits in Kapitel 2.3.1 erlautert, wurde die Genexzision der endothelialen
Arginase | in fiinf Cre*+-M&usen durch Tamoxifen erreicht (EC-Argl-KO). Neben dieser
Gruppe wurden fiinf Cre”-Mause mit Tamoxifen behandelt. In dieser Gruppe wurde
aufgrund des Fehlens des Cre-Enzyms keine Exzision der Arginase | erreicht. Daher
handelt es sich bei diesen Mausen faktisch um Tamoxifen-behandelte Wildtypen. Sie
werden daher im Folgenden als Kontrolle-TF bezeichnet. In beiden Gruppen wurde
eine akute Andmie induziert und im Anschluss die Reaktivitéat der Gefa3e bestimmt. In
Panel A der Abb. 12 werden die Phe-DWK beider Gruppen veranschaulicht. Mit einer
maximalen Kontraktion von 6,37 £ 0,56 mN erreichen die EC-Argl-KO ahnliche Werte
wie die Kontrollgruppe (Kontrolle-TF = 5,35 + 0,49 mN; p = 0,21). Der p-Wert, der far
pECS50 der Kontrollgruppe (6,81 £ 0,08) und EC-Argl-KO (6,79 + 0,10) ermittelt wurde,
lag bei 0,86. Auch nach der Inkubation mit L-NAME zeigte sich kein statistischer
Unterschied bezlglich der Sensitivitat (pEC50 (Kontrolle-TF) = 7,16 £ 0,09; pEC50
(EC-Arg 1-KO) =7,22 £ 0,09; p = 0,64). Nach der Inkubation betrug die maximale
Kontraktion 17,14 £ 1,22 mN in der Kontrollgruppe und 18,10 + 1,41 mN in den EC-
Arg I-KO (p = 0,62). Panel C zeigt die ACh-DWK in Abwesenheit von L-NAME. Die
Segmente der Kontrollgruppe dilatierten um bis zu 68,29 + 2,5 %. Die EC-Argl-KO
lieBen mit einer maximalen Relaxation von 64,47 + 4,57 % vergleichbare Werte
erkennen (p =0,60). Auch bezlglich der pEC50-Werte wiesen die Kontrolle
(6,47 £0,08) und die EC-Argl-KO (6,65 +0,15) keine statistische Abweichung auf
(p = 0,32). Wie aus Panel D in Abb. 12 hervorgeht, fihrte die Inkubation in beiden
Gruppen zu einem Ausbleiben der ACh-vermittelten Relaxation. Bezlglich des SNP-
Antwortverhaltens wurde weder fir die Maximalrelaxation (Kontrolle-
TF =100,01 £2,44 %; EC-Argl-KO=104,1+122%; p=0,15) noch fir die
Sensitivitat (pEC50 (Kontrolle-TF) = 7,94 + 0,06; pEC50 (EC-Argl-KO) = 8,00 + 0,03;
p = 0,35) ein signifikanter Unterschied ermittelt (Abb. 12 E). Die Ergebnisse deuten
darauf hin, dass die Deletion der endothelialen Arginase im akuten Anamiemodell
keinen signifikanten Einfluss auf die GefaBfunktion der Tiere hatte.
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Abb. 12: Einfluss der Deletion der endothelialen Arginase | auf die GefaBfunktion im akuten
Anamiemodell

Im Organbad wurde nach Induktion der akuten Anamie in mit Tamoxifen behandelten Kontrollen (Cre*
, schwarz, n = 5) und in Mausen, die nach Injektion von Tamoxifen eine Deletion der endothelialen
Arginase | (Cre**, EC-Argl-KO, rot, n = 5) aufwiesen, die GefaBfunktion gemessen. Die Relaxation im
Zuge der Applikation von ACh (1 nM-10 uM, Panel C-D) wurde in den mit Phenylephrin
vorkontrahierten Arterien (1 nM—10 uM, Panel A-B) in An- bzw. Abwesenheit der angegebenen
Inhibitoren gemessen: Panel A und C in Anwesenheit von Indometacin (10 pM) und Panel B, D sowie
E in Anwesenheit von Indometacin (10 uM) und L-NAME (100 uM). Panel E représentiert die
endothelunabhangige Relaxation, die durch den NO-Donor SNP induziert wird. Signifikante
Abweichungen sind mit einem Stern markiert. Werte sind in Form von Mittelwert und Standardfehler
angegeben.
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3.1.8 Einfluss der chronischen Anamie auf die GefaBfunktion nach Deletion
der endothelialen Arginase |

Analog zu Kapitel 3.1.7 werden die Cre**-Mause als EC-Argl-KO bezeichnet und die
Cre’-Méause als Kontroll-TF. Pro Gruppe durchliefen finf Tiere das chronische
Ana@mieprotokoll. Die Messdaten der im Anschluss erhobenen GefaBfunktion sind in
Abb. 13 dargestellt. Graph A in Abb. 13 veranschaulicht das adrenerge
Antwortverhalten beider Gruppen. Fir die pEC50 wurden flir die Kontrollgruppe
(6,86 £0,12) und EC-Argl-KO (6,88 £ 0,11) vergleichbare Werte ermittelt (p = 0,91).
Die Segmente der Kontrollgruppe erreichten bei 10 uM Phe eine maximale Kontraktion
von 6,29 +0,71 mN. Mit 6,87 £0,59 mN erzielten die EC-Arg |-KO einen
vergleichbaren Wert (p = 0,55). In Abb. 13 .B ist die Phe-DWK der GefaBe nach Inku-
bation mit L-NAME dargestellt. Sowohl fir die Maximalkontraktion (Kontrolle-
TF =15,8 £ 0,93 mN; EC-Argl-KO =16,66 + 0,75 mN; p =0,49) als auch fur die
Sensitivitat (pEC50 (Kontrolle-TF) = 7,22 £0,1; pEC50 (EC-Argl-KO) = 7,24 + 0,07;
p = 0,87) ergab sich kein signifikanter Unterschied. Die ACh-DWK sind in Graph C
dargestellt. Die Sensitivitdt beider Gruppen (pEC50 (Kontrolle-TF) =6,91 £0,1;
pECS50 (EC-Argl-KO) = 6,72 + 0,11) unterschied sich nicht signifikant (p = 0,24). Die
maximale Relaxation der EC-Argl-KO (73,75 £ 6,56 %) war mit der Maximalrelaxation
der Kontrollgruppe (76,93 £ 4,33 %; p = 0,70) vergleichbar. Die Inhibition der eNOS
fihrte in beiden Gruppen dazu, dass die ACh-vermittelte Relaxation ausblieb
(Kontrolle-TF = -2,03 £ 3,79 %; EC-Argl-KO = -1,41 £ 1,28 %; p-Wert = 0,86). Graph
E in Abb. 13 reprasentiert die endothelunabhangige Vasorelaxation durch SNP. Der
pEC50-Wert der Kontrolle (7,76 £ 0,03) wich nicht vom pEC50-Wert der EC-Argl-KO
ab (7,68 £0,04; p=0,16). Bezlglich der maximalen Dilatation waren keine
Unterschiede messbar (Kontrolle = 107,34 + 1,42 %; EC-Argl-KO = 109,36 + 3,57 %;
p =0,62). In Summe deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass die Deletion der
endothelialen Arginase im chronischen Anamiemodell keinen signifikanten Einfluss auf

die GefaBfunktion der Tiere hatte.
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Abb. 13: Einfluss der Deletion der endothelialen Arginase | auf die GefaBfunktionen im
chronischen Andamiemodell

Im Organbad wurden nach Induktion der chronischen Anamie in mit Tamoxifen behandelten Kontrollen
(Cre’, schwarz, n = 5) und in Mausen, die nach Injektion von Tamoxifen eine Deletion der endothelialen
Arginase | (Cre**+, EC-Argl-KO, rot, n = 5) aufwiesen, die GefaB3funktionen gemessen. Die Relaxation
im Zuge der Applikation von ACh (1 nM-10 uM, Panel C-D) wurde in den mit Phenylephrin
vorkontrahierten Arterien (1 nM-10 uM, Panel A-B) in An- bzw. Abwesenheit der angegebenen
Inhibitoren gemessen: Panel A und C in Anwesenheit von Indometacin (10 pM) und Panel B, D sowie
E in Anwesenheit von Indometacin (10 uM) und L-NAME (100 pM). Panel E reprasentiert die
endothelunabhangige Relaxation, die durch den NO-Donor SNP induziert wird. Signifikante
Abweichungen sind mit einem Stern markiert. Werte sind in Form von Mittelwert und Standardfehler
angegeben.
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3.1.9 Einfluss des Arginaseinhibitors nor-NOHA auf die GefaBfunktion im
akuten Anamiemodell

Sechs akut anadmische Mause wurden entsprechend dem in Unterkapitel 2.4.5
beschriebenen Protokoll mit N-Hydroxy-nor-Arginin (nor-NOHA) behandelt. Die
Ergebnisse sind in Abb. 14 dargestellt. Die roten Graphen reprasentieren die
GefaBfunktionen der akut andmischen Mause (AA) vor der Inkubation mit dem
Arginaseinhibitor. Die hellblauen Graphen stellen die GefaBfunktionen derselben
Segmente nach der Inkubation mit nor-NOHA (AA+ nor-NOHA) dar. Panel A zeigt die
Phe-DWK der beiden Gruppen. Vor der Inkubation erreichten die Segmente der WT-
Mause eine maximale Kontraktion von 7,87 £ 1,12 mN und nach der Inkubation einen
Wert von 7,20 £ 0,75 mN (p = 0,63). Der pEC50 betrug vor der Inkubation 7,06 + 0,17
und nach der Inkubation 6,98 £ 0,12 (p = 0,71). In Abb. 14 B sind die ACh-DWK beider
Gruppen aufgefuhrt. In Abwesenheit von nor-NOHA wurde eine maximale Relaxation
von 67,66 * 4,87 % gemessen. Nach der Inkubation nahm die maximale Relaxation
der GefaBe auf 52,87 + 2,84 % ab (p = 0,03). Durch die Inkubation mit dem
Arginaseinhibitor wurde die ACh-Sensitivitat der Gefale nicht beeinflusst (pEC50 (AA)
= 6,59 £ 0,08; pEC50 (AA + nor-NOHA) = 6,51 + 0,07, p = 0,47).
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Abb. 14: GefaBfunktionen akut anamischer Wildtyp-Mause vor und nach der Inkubation mit dem
Arginaseinhibitor nor-NOHA.

Die GefaBfunktionen akut anamischer WT-Mause wurden vor der Inkubation mit 100 uM nor-NOHA (rot)
und nach der Inkubation (blau) im Organbad gemessen. In Panel A ist die Kontraktion im Zuge
steigender Phenylephrin-Konzentrationen (1 nM—10 uM) dargestellt. Panel B reprasentiert die ACh-
vermittelte Relaxation (1 nM—10 pM). Panel A und B in Anwesenheit von Indometacin (10 pM).
Signifikante Abweichungen sind mit einem Stern (* fir p < 0,05) markiert. Werte sind in Form von
Mittelwert und Standardfehler angegeben (n = 6).
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3.2 Inkubationsexperimente im Rahmen der Protokolletablierung

In den folgenden Abschnitten werden die Ergebnisse der Inkubationsexperimente
beschrieben. Wie bereits in Kapitel 2.6 erwahnt, wurde aufgrund geringer n-Zahlen
eine orientierende Auswertung vorgenommen. Dementsprechend ist die
wissenschaftliche Aussagekraft dieser Daten deutlich limitiert. Im Rahmen der
orientierenden Auswertung wurden die Ergebnisse der verschiedenen Anséatze mit
einem Referenzwert verglichen. Dieser Referenzwert entspricht der basalen
GefaBfunktion, die als GefaBfunktion unbehandelter WT-Mause definiert wurde. Da
ausschlieBlich das beste Segment einer Maus gewertet wurde, ergab sich fir die
maximale Relaxation ein Wert von 95,85 £ 2,98 %. Im weiteren Verlauf wird die
maximale Relaxation als Basalwert || (BW 1l) bezeichnet. Fir die maximale Kontraktion
wurde ein Wert von 4,15 + 0,85 mN ermittelt. Die maximale Kontraktion wird im
Folgenden als Basalwert | (BW 1) bezeichnet. Die Ergebnisse der
Inkubationsexperimente sind in Form von Saulendiagrammen dargestellt. Panel A
reprasentiert die maximale Kontraktion (in mN) nach Applikation von 10 uM Phe. Panel
B gibt die maximale Relaxation (in %) bei einer ACh-Konzentration von 10 uM an.

3.2.1 Einfluss der Inkubationszeit auf die GefaBfunktion

Im Folgenden wird der Einfluss der RBK auf die GefaB3funktion in Abhangigkeit von der
Inkubationszeit naher betrachtet. Die Segmente der Sham-Mause, deren
GefaBfunktionen unmittelbar nach der Praparation gemessen wurden, werden im
Folgenden als Ton bezeichnet und entsprechen der basalen GefaBfunktion. Graph A
der Abb. 15 zeigt die maximale Kontraktion bei einer Phenylephrin-Konzentration von
10 uM. Die erreichte Kontraktion ist auf der Ordinatenachse in mN gegen die
verschiedenen Inkubationszeiten auf der Abszissenachse aufgetragen. Verglichen mit
BW | (4,15 0,85 mN) wurde die Maximalkontraktion durch eine zweistindige
Inkubation (4,11 £ 0,75 mN) nicht beeinflusst (p =0,98). Mit einer zunehmenden
Inkubationsdauer stieg die Kontraktionsamplitude signifikant. Die Segmente, die Gber
sechs Stunden inkubiert worden waren, wiesen eine maximale Kontraktion von
7,46 £ 0,94 mN auf (p =0,03). Mit einer Maximalkontraktion von 11,17 £2,89 mN
wichen die Segmente, die flir 16 Stunden inkubiert worden waren, ebenfalls signifikant
vom BW | ab (p=0,01). Panel B reprasentiert die maximale endothelabhéngige
Relaxation nach Applikation von ACh (10 uM). Nach einer Inkubationszeit von zwei
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Stunden wurde eine Relaxation von Uber 80 % (T2nh = 84,78 £21,85 %) erreicht.
Demzufolge wich die Relaxationsfahigkeit des Endothels nach einer zweistiindigen
Inkubation nicht vom BW Il (95,85 +2,98; p = 0,31) ab. Nach einer sechsstiindigen
Inkubation erreichten die Segmente eine Maximalrelaxation von 49,98 + 8,82 %. Im
Vergleich mit dem BW |l stellt dies eine hoch signifikante Abnahme (p = 0,0001) dar.
Nach einer Inkubationszeit von 16 Stunden betrug die maximale Relaxation
2,3 £ 5,98 % und wich damit ebenfalls hoch signifikant vom BW Il ab. Die Daten deuten
darauf hin, dass eine Inkubation mit gesunden RBK nach sechs Stunden zu
Veranderungen der GefaBfunktionen fihrt. Ob diese Veranderungen auf die RBK, das
Lésungsmittel oder die Zeit selbst zurlickzuflhren sind, geht aus diesen Daten indes
nicht hervor.
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Abb. 15: Einfluss der Inkubationszeit auf die GefaBfunktionen der WT-Méause

Aortenringe wurden aus WT-Mausen isoliert und mit RBK von gesunden Probanden, die mittels KH-
Puffer diluiert wurden (40 % Hkt.), inkubiert. Die maximale Relaxation (c(ACh)= 10 uM, Panel B) wurde
in den mit Phenylephrin vorkontrahierten Arterien (10 uM, Panel A) nach einer Inkubationszeit von null
(rot, n = 10), zwei (grun, n = 2), sechs (blau, n = 5) und 16 (schwarz, n = 2) Stunden (h) im Organbad
gemessen. Panel A und B in Anwesenheit von Indometacin (10 uM). Signifikante Abweichungen von
der basalen GeféBfunktion sind mit einem Stern (* p < 0,05, ** p < 0,01, ** p < 0,001) markiert. Werte
sind in Form von Mittelwert und Standardfehler angegeben.
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3.2.2 Einfluss einer zweistiindigen Inkubation auf die GefaBfunktion

Im folgenden Abschnitt wird die GeféBfunktion der Segmente nach einer
zweistindigen Inkubation in Abh&ngigkeit vom Gesundheitszustand der Spender
beschrieben. In Abb. 16 sind die Kontraktion (Panel A) und Relaxation (Panel B) gegen
die unterschiedlichen Patientenkohorten der Abszissenachse aufgetragen. Aufgrund
niedriger n-Zahlen (siehe Tabelle 8) konnte kein t-Test durchgefihrt werden. Die
Maximalkontraktion des Segments, das mit RBK von einem Probanden mit Diabetes
mellitus Typ 2 (DMT2) inkubiert worden war, betrug 2,85 mN. Das Segment, das mit
RBK von dem an@amischen Probanden inkubiert worden war, kontrahierte auf 3,1 mN.
Fir die Segmente, die mit RBK von gesunden Probanden inkubiert worden waren,
ergab sich ein Maximalwert von 4,11 £ 0,75 mN.

Das Segment, das mit RBK von dem Probanden mit DMT2 inkubiert worden war,
dilatierte um bis zu 79 %. Das Segment, das mit RBK von dem Probanden mit Anamie
inkubiert worden war, erreichte eine maximale Relaxation von 87,27 %. Damit zeigten
die Segmente, die mit RBK von kardiovaskular vorerkrankten Probanden inkubiert
worden waren, eine vergleichbare Maximalrelaxation wie die Segmente, die mit RBK
von gesunden Probanden inkubiert worden waren (84,78 + 21,85 %), auf. Obwohl kein
t-Test durchgefihrt wurde und damit keine statistisch belastbaren Daten vorliegen,
lassen die Ergebnisse vermuten, dass der Gesundheitszustand der Probanden nach

einer zweistlindigen Inkubation keinen Einfluss auf die GefaBfunktion hatte.
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Abb. 16: Einfluss der RBK auf die GefaBfunktion nach einer zweistiindigen Inkubation

Aortenringe wurden aus Wildtypen isoliert. Die GefaBfunktionen der Segmente, die fir zwei Stunden
mit RBK von gesunden Probanden (schwarz, n = 2), Probanden mit Diabetes mellitus Typ 2 (DMT2, rot;
n = 1) oder Andmie (griin, n = 1) inkubiert worden waren, wurden im Organbad gemessen. Die maximale
Relaxation (c(ACh)= 10 uM, Panel B) und Kontraktion (c(Phe)= 10 uM, Panel A) wurden in Anwesenheit

von Indometacin (10 uM) ermittelt. RBK wurden mittels KH-Puffer diluiert (40 % Hkt.). Werte der
schwarzen Saule sind als Mittelwert und Standardfehler angegeben.
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3.2.3 Einfluss einer sechsstiindigen Inkubation auf die GefaBfunktion

Im Folgenden werden die GefaBfunktionen der Segmente beschrieben, die mit KH-
Puffer, RBK von gesunden Probanden oder RBK von STEMI-Probanden Uber einen
Zeitraum von sechs Stunden inkubiert wurden. Panel A in Abb. 17 reprasentiert die
maximale Kontraktion (mN) bei einer Phe-Konzentration von 10 uM. Segmente, die
ausschlieBlich mit KH-Puffer inkubiert worden waren, erreichten eine maximale
Kontraktion von 3,25 + 0,45 mN. Segmente, die mit RBK von gesunden Probanden
versetzt worden waren, erzielten eine maximale Kontraktion von 7,46 + 0,94 mN und
wichen damit signifikant (p = 0,03) vom BW | (4,15 £ 0,85 mN) ab. Segmente, die mit
RBK von STEMI-Patienten inkubiert worden waren, erreichten eine maximale
Kontraktion von 11,98 = 2,65 mN. Der t-Test ergab eine hoch signifikante Abweichung
(p =0,003) vom BW I. Die ACh-bedingte Vasorelaxation der GefaB3e ist in Panel B
veranschaulicht. Segmente, die ausschlieBlich mit KH-Puffer inkubiert worden waren,
dilatierten um bis 92,17 + 4,62 %. Damit lieBen diese Segmente im Vergleich zu BW Il
(95,85 £ 2,98 %) keine Abnahme der Maximalrelaxation erkennen (p = 0,62). Die
Segmente, die mit RBK von gesunden Probanden inkubiert worden waren, wiesen im
Vergleich zum BW Il eine verminderte Relaxationsfahigkeit von 49,98 + 8,82 % auf
(p = 0,0001). Auch bei den Segmenten der STEMI-Gruppe konnte mit einem Wert von
-4,84 + 7,16 % eine verminderte Relaxation festgestellt werden (p < 0,0001). Beim
Vergleich der Segmente, die mit dem RBK von gesunden oder kardiovaskular
vorerkrankten Probanden (bzw. STEMI-Patienten) inkubiert worden waren, ergab die
Auswertung eine signifikante Abweichung (p = 0,04). In Summe wird anhand dieser
Daten deutlich, dass eine sechsstindige Inkubation mit RBK eine gesteigerte
Kontraktilitdt und eine reduzierte Dilatation bewirkt. Dieser Effekt war bei Segmenten

starker ausgepréagt, die mit RBK von STEMI-Probanden inkubiert worden waren.
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Abb. 17: Einfluss der RBK auf die GefaBfunktion in Abhéngigkeit vom Gesundheitsstatus der
Probanden nach sechsstiindiger Inkubation

Aortenringe wurden aus Wildtypen isoliert. Die GefaBfunktionen der Segmente, die mit KH-Puffer
(schwarz, n = 2), RBK von gesunden Spendern (rot, n = 5) oder RBK von STEMI-Patienten (griin, n = 4)
Uber einen Zeitraum von sechs Stunden inkubiert worden waren, wurden im Organbad gemessen. Die
maximale Relaxation (c(ACh)= 10 uM, Panel B) und die Kontraktion (c(Phe)= 10 uM; Panel A) wurden
in Anwesenheit von Indometacin (10 uM) ermittelt. RBK wurden mittels KH-Puffer diluiert (40 % Hkt.).
Signifikante Abweichungen der GefaBfunktion sind mit einem Stern markiert (* p < 0,05, *** p < 0,001).
Werte der einzelnen Gruppen sind als Mittelwert und Standardfehler angegeben.

3.2.4 Einfluss der Rotationsgeschwindigkeit auf die GefaBfunktion

In Abb. 18 ist die GefaBfunktion nach einer Inkubationszeit von 16 Stunden in Form
von Saulendiagrammen dargestellt. Die Inkubation erfolgte unter Einsatz einer
Rohrplatte.  An der Abszissenachse kann abgelesen werden, welche
Rotationsgeschwindigkeit (RG) an der Ruhrplatte eingestellt worden war.
Diesbezlglich gilt es zu berticksichtigen, dass in den Gruppen 40 rpm und 50 rpm im
Rahmen der Auswertung keine Aufteilung nach Wahl des Lésungsmittels (Medium
oder Medium-KH-Puffer-Gemisch) erfolgte. Aufgrund der niedrigen n-Zahlen (1-2)
wurde auf eine statistische Auswertung mittels t-Test verzichtet. Panel A repréasentiert
die maximale Kontraktion der Segmente nach Applikation von Phe (10 uM). Das
Segment, das bei 30 rpm inkubiert worden war, kontrahierte auf 5,8 mN. Fir die
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Segmente, die bei 40 rpm inkubiert worden waren, wurde eine maximale Kontraktion
von 6,05 + 1,87 mN ermittelt. Die Maximalkontraktion der Segmente, die bei 50 rpm
inkubiert worden waren, betrug 6,16 £ 1,42 mN. Panel B repréasentiert die maximale
Vasorelaxation bei einer ACh-Applikation von 10 uM. Das Segment, das bei einer RG
von 30 rpm inkubiert worden war, zeigte eine Relaxation von 39,56 %. Die Segmente,
die bei 40 rpm inkubiert worden waren, wiesen eine maximale Relaxation von
66,24 + 3,31 % auf. Segmente, die bei 50 rpm inkubiert worden waren, dilatierten um
bis zu 88,02 + 0,14 %. Damit erzielten diese Segmente eine maximale Relaxation, die
dem BW Il (95,85 +2,98 %) am néachsten kommt. Anhand dieser Daten wird
ersichtlich, dass die Endothelfunktion unter Verwendung mediumhaltiger
Lésungsmittel auch nach einer Inkubationszeit von 16 Stunden anteilig erhalten bleibt.
Ferner deuten die Daten darauf hin, dass die RG wéahrend der Inkubation positiv mit
der Endothelfunktion korreliert.
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Abb. 18: Einfluss der Rotationsgeschwindigkeit (RG) auf die GefaBfunktion

Aortenringe wurden aus Wildtypen isoliert. Die GefaBfunktionen der Segmente, die mit RBK von
gesunden Spendern bei einer Rotationsgeschwindigkeit von 30 rpm (schwarz, n = 1), 40 rpm (rot,
n = 2) oder 50 rpm (griin, n = 2) fir 16 Stunden inkubiert worden waren, wurden im Organbad gemessen.
Die maximale Relaxation (c(ACh)= 10 uM, Panel B) und die Kontraktion (c(Phe)= 10 uM, Panel A)
wurden in Anwesenheit von Indometacin (10 uM) ermittelt. Die RBK wurden mithilfe eines KH-Puffer-
Medium-Gemischs oder Mediums diluiert (40 % Hkt.). Werte der Gruppen, die bei 40-50 rpm inkubiert
worden waren, sind als Mittelwert und Standardfehler angegeben.
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3.2.5 Einfluss des Losungsmittels auf die GefaBfunktion

Neben der Aufteilung anhand der verwendeten Rotationsgeschwindigkeit lassen sich
die Daten der Ansatze des zweiten Unterpunktes (siehe Kapitel 2.5.2) auch nach der
Wahl des Lésungsmittels aufteilen. Diese Aufteilung der Daten wurde bei Erstellung
der Saulendiagramme in Abb.19 gewahlt. In beiden Gruppen sind Segmente
enthalten, die bei 40 rpm und 50 rpm inkubiert wurden. Aufgrund der niedrigen n-
Zahlen (siehe Tabelle 11) wurde auf eine statistische Auswertung mittels t-Test
verzichtet. In Diagramm A der Abb. 19 ist die maximale Kontraktion (mN) auf der
Ordinatenachse gegen die verschiedenen Lésungsmittel aufgetragen. Segmente, die
mit dem Medium KH-Puffer-Gemisch inkubiert worden waren, erreichten eine
maximale Kontraktion von 7,74 £ 0,16 mN. Fir Segmente, bei denen das Medium als
Lésungsmittel fir die RBK verwendet worden war, wurde eine maximale Kontraktion
von 4,45 + 0,29 mN ermittelt. Panel B in Abb. 19 repréasentiert die maximale Relaxation
bei einer ACh-Konzentration von 10 uM. Segmente, die mit einem Medium inkubiert
worden waren, dilatierten um bis zu 78,86 = 9,3 %. Segmente, die mit dem KH-Puffer-
Medium-Gemisch inkubiert worden waren, flihrten zu einer maximalen Relaxation von
75,40 £ 12,48 %.
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Abb. 19: Einfluss des Losungsmittels auf die GefaBfunktion

Aortenringe wurden aus Wildtypen isoliert. Die Segmente wurden fiir 16 Stunden mit RBK von gesunden
Spendern, die mittels Mediums (schwarz, n = 2) oder KH-Puffer-Medium-Gemisch (rot, n = 2) auf einen
Hamatokrit von 40 % diluiert worden waren, bei einer Rotationsgeschwindigkeit von 40-50 rpm
inkubiert. In Anwesenheit von Indometacin (10 uM) wurde die maximale ACh-induzierte Relaxation
(10 uM, Panel B) in den mit Phenylephrin vorkontrahierten Arterien (10 pM, Panel A) im Organbad
gemessen. Werte der einzelnen Gruppen sind als Mittelwert und Standardfehler angegeben.
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3.2.6 Einfluss einer 16-stiindigen Inkubation auf die GefaBfunktion

In Abb. 20 sind die GefaBfunktionen der Segmente, die fir 16 Stunden, entweder mit
RBK von gesunden Probanden (Kontrolle) oder RBK von STEMI-Probanden, inkubiert
wurden, dargestellt. Als Ldsungsmittel wurde das Medium KH-Puffer-Gemisch
verwendet. Da die n-Zahl der Kontrolle 1 betragt, war deren statistische Auswertung
nicht méglich. Daher wurden Segmente, die mit RBK von STEMI-Probanden inkubiert
worden waren, mit der zuvor beschriebenen basalen GeféBfunktion verglichen. Die
Segmente, die mit RBK von STEMI-Probanden inkubiert worden waren, erreichten bei
Phe 10 uM eine maximale Kontraktion von 3,01 + 0,86 mN. Demzufolge bestand kein
signifikanter Unterschied zu BW | (4,15 £ 0,85 mN; p = 0,51). Das Segment, das mit
RBK von dem gesunden Probanden inkubiert worden war, erzielte eine maximale
Kontraktion von 4,74 mN. Im rechten Teil der Abb. 20 ist die ACh-induzierte Dilatation
dargestellt. Nach der 16-stlindigen Inkubation dilatierten die Segmente, die mit RBK
von STEMI-Patienten inkubiert worden waren, um bis zu 87,87 + 0,94 %. Damit
wichen diese Segmente nicht signifikant (p = 0,18) vom BW 1l (95,85 + 2,98 %) ab.
Das Segment, das mit RBK von dem gesunden Spender inkubiert worden war,
dilatierte um bis zu 87,88 %. Diese Daten lassen vermuten, dass die Inkubation mit
RBK von STEMI-Probanden und einem Medium-KH-Puffer-Gemisch kaum Einfluss
auf die GefaBfunktion hatte. Diese Einschatzung ergibt sich daraus, dass die
GefaBfunktion dieser Segmente nach der Inkubation mit RBK anndhernd der basalen
GefaBfunktion (BW I & Il) entsprach.
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Abb. 20: Einfluss der 16-stiindigen Inkubation mit RBK auf die GefaBfunktion in Abhangigkeit
vom Gesundheitsstatus der Probanden

Aortenringe wurden aus Wildtypen isoliert. Die GefaBfunktionen der Segmente, die fir 16 Stunden
entweder mit RBK von gesunden Spendern (schwarz, n = 1) oder RBK von STEMI-Patienten (rot, n = 3)
bei einer Rotationsgeschwindigkeit von 50 rpm inkubiert worden waren, wurde mittels Organbad
quantifiziert. In Anwesenheit von Indometacin (10 pM) wurde die maximale Relaxation (c(ACh)= 10 uM,
Panel B) in den mit 10 uM Phenylephrin vorkontrahierten Arterien (Panel A) gemessen. Die RBK-Pellets
wurden mittels KH-Puffer-Medium-Gemisch auf einen Hamatokrit von 40 % diluiert. Werte der einzelnen
Gruppen sind als Mittelwert und Standardfehler angegeben.

3.3 Validierung der finalen Inkubationsbedingungen

Im Folgenden werden die Ergebnisse beschrieben, die der Uberpriifung der finalen
Inkubationsbedingungen  dienen. Basierend auf den Ergebnissen der
vorausgegangenen Ansatze wurde ein finales Protokoll entwickelt. Darin war
vorgesehen, dass das RBK-Pellet mittels KH-Puffer diluiert wird, die Inkubationszeit
sechs Stunden betrdgt und eine Ruihrplatte (50 rpm) verwendet wird. Da diese
Konditionen an einer ausreichend groBen Probandenanzahl tGberprift wurden, werden
die Ergebnisse in Form von DWK dargestellt. Fir die Auswertung gilt, dass die
Segmente, die nur mit KH-Puffer inkubiert wurden, als Kontrolle (K) definiert werden.
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3.3.1 GefaBfunktion nach Inkubation mit RBK von jungen, gesunden
Probanden

In Abb. 21 sind die Messwerte der Segmente, die mit RBK von jungen gesunden
Probanden (RBK2sy) inkubiert wurden, und die Messwerte der mit KH-Puffer
inkubierten Segmente dargestellt. Die Inkubation mit RBK hatte keinen Einfluss auf
das Kontraktionsverhalten in Abwesenheit von L-NAME (Abb. 21 A). Die mit RBK
inkubierten Segmente zeigten eine maximale Kontraktion von 2,92 + 0,58 mN. Da die
Kontrolle Werte von bis zu 2,25 + 0,16 mN erreichte, war die Abweichung nicht
signifikant (p = 0,33). Auch auf die Sensitivitat hatten die RBK keinen signifikanten
Einfluss (pEC50(RBK<2sy) = 6,98 +0,22; pEC50(K) = 6,50 £0,07; p=0,08). Die
Anwesenheit von L-NAME hatte zur Folge, dass die mit RBK inkubierten Segmente
eine maximale Kontraktion von 15,21 £ 1,1 mN erzielten (Abb. 21 B). Damit wichen sie
statistisch signifikant von der Kontrolle ab (10,47 + 1,41 mN; p = 0,02). Ferner wurde
eine signifikante Linksverschiebung der mit RBK inkubierten Segmente detektiert
(PEC50(RBK<2sy) = 7,31 £0,16; pEC50(K) = 6,75 £ 0,18). Panel C reprasentiert die
ACh-DWK beider Gruppen. Die mit RBK inkubierten Segmente dilatierten um bis zu
84,36 £ 6,39 %. Die Segmente, die ausschlieBlich mit KH-Puffer inkubiert worden
waren, zeigten vergleichbare Werte flr die Maximalrelaxation (86,42 +6,36 %;
p = 0,86). Die Inkubation mit RBK hatte keinen Einfluss auf die ACh-Sensitivitat
(PEC50(RBK<2sy) = 7,24 £ 0,16; pEC50(K) =7,01 £0,12; p=0,28). In beiden
Gruppen blieb die ACh-vermittelte Relaxation nach Inkubation mit L-NAME aus (siehe
Abb. 21 D). Das ermittelte SNP-Antwortverhalten ist in Panel E dargestellt. Die
Segmente, die mit RBK inkubiert worden waren, zeigten eine maximale Relaxation von
108,5 + 2,02 %. Damit bestand keine statistische Abweichung im Vergleich zur
Kontrolle (103,42 + 1,61 %; p = 0,09). Die Inkubation mit RBK hatte keinen Einfluss
auf die SNP-Sensitivitdt (pEC50(RBK<2sy) = 8,25 £ 0,07; pEC50(K) = 8,40 £ 0,04;
p = 0,13). Diese Daten deuten darauf hin, dass die RBK von jungen gesunden
Spendern unter den angegebenen Konditionen kaum Einfluss auf die GefaBfunktion
hatten. Von dieser Beobachtung ausgenommen ist die Phe-induzierte Kontraktilitat in
Anwesenheit von L-NAME.
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Abb. 21: GefaBfunktion nach Inkubation mit RBK von jungen gesunden Probanden unter finalen
Bedingungen.

Aortenringe aus WT-Mausen wurden fir sechs Stunden bei 50 rpm mit KH-Puffer (Kontrolle, rot, n = 5)
oder RBK von jungen, gesunden Probanden (RBK<2s, griin, n = 6), die mittels KH-Puffer diluiert worden
waren (Hkt. 40 %), inkubiert. Die GefaBfunktionen wurden im Organbad gemessen. Die Relaxation im
Zuge der Applikation von ACh (1 nM-10 uM, Panel C-D) wurde in den mit Phenylephrin
vorkontrahierten Arterien (1 nM-10 uM, Panel A-B) in An- bzw. Abwesenheit der angegebenen
Inhibitoren ermittelt: Panel A und C in Anwesenheit von Indometacin (10 uM) und Panel B, D sowie E
in Anwesenheit von Indometacin (10 uM) und L-NAME (100 uM). Panel E reprasentiert die
endothelunabhéngige Relaxation, die durch den NO-Donor SNP induziert wird. Signifikante
Abweichungen sind mit einem Stern (* p < 0,05) markiert. Werte sind in Form von Mittelwert und
Standardfehler angegeben.
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3.3.2 GefaBfunktion nach Inkubation mit RBK von alten, gesunden Probanden
In Abb. 22 sind die Messwerte der mit KH-Puffer inkubierten Segmente (Kontrolle)
sowie die Werte der Segmente, die mit RBK von gesunden alten Patienten inkubiert
wurden, dargestellt. Diese Gruppe wird im Folgenden als RBKat-Gruppe bezeichnet
und abgekdrzt. In Panel A der Abb. 22 ist die Kontraktion im Zuge der Phe-Applikation
dargestellt. Bei einer Phe-Konzentration von 10 uM wurde in der RBKa-Gruppe eine
Kontraktion von 4,82 + 1,23 mN gemessen. Damit wich sie nicht signifikant von der
maximalen Kontraktion der Kontrolle ab (2,25 + 0,16 mN; p = 0,07). Die Inkubation mit
den RBK hatte keinen Einfluss auf die Sensitivitat (pEC50(RBKar) = 6,93 + 0,26;
pEC50(K) = 6,50 £ 0,07; p = 0,15). Nach Inkubation mit L-NAME war kein signifikanter
Unterschied messbar (siehe Abb. 22 B). Die RBKat-Gruppe wies eine
Maximalkontraktion von 13,39 £+ 1,07 mN auf. Damit kontrahierten diese Segmente
ahnlich stark wie die Segmente der Kontrollgruppe (10,47 £ 1,41 mN; p = 0,10). Auch
bezlglich der Sensitivitdt unterschieden sich die Segmente der Gruppen nicht
signifikant (pEC50(RBKarit = -7,11 = 1,10; pEC50(K) = 6,75 £ 0,18; p = 0,1). Panel C
reprasentiert die Vasorelaxation im Zuge der ACh-Applikation. Die RBKat-Gruppe
erreichte mit einer maximalen Relaxation von 64,5 * 4,49 % einen Wert, der signifikant
niedriger (p = 0,02) war als der Wert der Kontrolle (86,42 + 6,36 %). Im Hinblick auf
die Sensitivitat zeigte sich eine nicht signifikante Rechtsverschiebung der RBKai-
Gruppe (pEC50 (RBKat) =6,69 = 0,15; pEC50(K) = 7,01 = 0,12; p = 0,13). In
Anwesenheit von L-NAME blieb die Dilatation in beiden Gruppen aus (Abb. 22 D). In
Panel E sind die SNP-DWK beider Gruppen dargestellt. Die DWK der Segmente, die
mit RBK inkubiert worden waren, ist signifikant nach rechts verschoben. Der pEC50-
Wert der RBKar-Gruppe (7,68 + 0,04) war signifikant héher als der Wert der Kontrolle
(PEC50(K) = 8,4 + 0,04; p <0,0001). Bezlglich der maximalen Relaxation (RBKai
=104,28 £1,34 %; K= 103,42 + 1,61 %; p = 0,69) zeigte sich kein signifikanter
Unterschied. Die Inkubation mit RBK von gesunden alten Menschen hat im Vergleich

zur Kontrollgruppe eine Reduktion der ACh- und SNP-induzierten Dilatation bewirkt.
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Abb. 22: GefaBfunktionen nach Inkubation mit RBK von gesunden alten Probanden unter finalen
Bedingungen

Aortenringe aus WT wurden fir sechs Stunden bei 50 rpm mit KH-Puffer (Kontrolle, rot, n = 5) oder RBK
von gesunden alten Probanden (RBKat, schwarz, n = 5), die mittels KH-Puffer diluiert worden waren
(Hkt. 40 %), inkubiert. Die GefaBfunktionen wurden im Organbad gemessen. Die Relaxation im Zuge
der Applikation von ACh (1 nM—10 uM, Panel C-D) wurde in den mit Phenylephrin vorkontrahierten
Arterien (1 nM—10 puM, Panel A-B) in An- bzw. Abwesenheit der angegebenen Inhibitoren ermittelt:
Panel A und C in Anwesenheit von Indometacin (10 uM) und Panel B, D sowie E in Anwesenheit von
Indometacin (10 uM) und L-NAME (100 pM). Panel E reprasentiert die endothelunabhangige
Relaxation, die durch den NO-Donor SNP induziert wird. Signifikante Abweichungen sind mit einem
Stern (* p<0,05 **p<0,001) markiert. Werte sind in Form von Mittelwert und Standardfehler
angegeben.
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3.3.3 GefaBfunktion nach Inkubation mit RBK von Probanden mit STEMI

Im folgenden Abschnitt werden die Segmente, die mit RBK von Patienten mit Myokar-
dinfarkt stammen, als STEMI-Gruppe bezeichnet. Die GefaBfunktion dieser Gruppe
wird in Abb. 23 mit der GefaBfunktion von Segmenten, die mit Puffer inkubiert wurden
und als Kontrollgruppe (K) bezeichnet wird, verglichen. In Panel A der Abb. 23 wird
das adrenerge Antwortverhalten in Form von DWK graphisch veranschaulicht. Die
STEMI-Gruppe zeigte mit 6,28 + 2,37 mN eine maximale Kontraktion, die mit Werten
der Kontrolle (2,25 = 0,16 mN) vergleichbar war (p = 0,1). Die Inkubation mit den RBK
hatte keinen Einfluss auf die Sensitivitat (pEC50 (STEMI) =7,01 +0,41;
pEC50(K) = 6,05 £ 0,18; p=0,21). In Anwesenheit von L-NAME kontrahierten die
Segmente der STEMI-Gruppe signifikant starker als die Segmente, die nur mit KH-
Puffer inkubiert worden waren (STEMI=15,07 +1,19 mN; K=10,47 £ 1,41 mN;
p = 0,03). Der pEC50-Wert der STEMI-Gruppe (7,31 £0,1) war im Vergleich zur
Kontrollgruppe (6,75 +£0,18) signifikant nach links verschoben (p =0,04). Diese
statistischen Abweichungen werden in Panel B der Abb. 23 durch Sterne (*)
verdeutlicht. Wie bereits aus der Betrachtung von Panel C hervorgeht, unterscheiden
sich die beiden Gruppen beziglich der ACh-vermittelten Relaxation. Mit einer
Maximalrelaxation von 67,33 + 3,86 % wich die STEMI-Gruppe signifikant von der
Kontrolle ab (86,42 £ 6,36 %; p = 0,048). Mithilfe des t-Tests wurde fir die pEC50-
Werte (pEC50 (STEMI) =6,70 £0,1; pEC50(K) = 7,01 £0,12) ein p-Wert von 0,09
ermittelt. Durch die Inkubation mit L-NAME wurde die ACh-vermittelte Relaxation in
beiden Gruppen unterdrlickt (siehe Abb.23 D). Die in Panel E ersichtliche Rechtsver-
schiebung der SNP-DWK der STEMI-Gruppe ist hoch signifikant (p < 0,0001). Der
pECS50 der STEMI-Gruppe war mit 7,58 + 0,06 gréBer als der pEC50 der Kontrolle
(8,4 £0,04). Bezlglich der maximalen Relaxation konnte kein signifikanter
Unterschied nachgewiesen werden (p = 0,58). Die Segmente, die mit RBK von STEMI-
Probanden inkubiert worden waren, dilatierten um 105,37 = 2,94 % und die Segmente,
die ausschlieBBlich mit KH-Puffer inkubiert worden waren, um 103,42 £ 1,61 %. Im
Vergleich zur Kontrollgruppe wurde die ACh- und SNP-induzierte Dilatation durch die
Inkubation mit RBK von STEMI-Patienten reduziert. Zugleich wurde die Kontraktilitat,
die in Anwesenheit von L-NAME gemessen wurde, erhéht.
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Abb. 23: GefaBfunktionen nach Inkubation mit RBK von STEMI-Patienten unter finalen
Bedingungen

Aortenringe aus WT wurden flr sechs Stunden bei 50 rpm mit KH-Puffer (Kontrolle; rot, n = 5) oder RBK
von Patienten mit STEMI (STEMI, schwarz, n = 4), die mittels KH-Puffer diluiert worden waren (Hkt.
40 %), inkubiert. Die GefaBfunktionen wurden im Organbad gemessen. Die Relaxation im Zuge der
Applikation von ACh (1 nM—10 pM, Panel C-D) wurde in den mit Phenylephrin vorkontrahierten Arterien
(1 nM=10 pM, Panel A-B) in An- bzw. Abwesenheit der angegebenen Inhibitoren ermittelt: Panel A und
C in Anwesenheit von Indometacin (10 uM) und Panel B, D sowie E in Anwesenheit von Indometacin
(10 uM) und L-NAME (100 pM). Panel E reprasentiert die endothelunabhangige Relaxation, die durch
den NO-Donor SNP induziert wird. Signifikante Abweichungen sind mit einem Stern (* p < 0,05,
***p < 0,001) markiert. Werte sind in Form von Mittelwert und Standardfehler angegeben.
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4 DISKUSSION

4.1 Methodik

In der vorliegenden Arbeit wird die Rolle der eNOS, der endothelialen Arginase und
des oxidativen Stresses im Pathomechanismus der Andmie betrachtet. Sowohl eine
Aktivitdtsanderung der beiden Enzyme als auch eine Stérung des Redoxsystems
kénnen die GefaBfunktion beeinflussen [123]. Aus diesem Grund wurde in
verschiedenen Mauslinien eine Anamie induziert. Im Anschluss wurde die
GefaBfunktion unter Zuhilfenahme eines Organbads gemessen. Es wurde ein Ex-vivo-
Ansatz gewahlt, da in vivo zahlreiche Einflisse die GefaBfunktion modulieren [120,
124]. Mithilfe des Organbads ist es mdglich, den Einfluss potenzieller StérgréBen zu
minimieren [118]. Die pharmakologisch induzierte Vasorelaxation und -kontraktion
gelten im Organbad als Parameter der GeféB3funktion. Seit der Entdeckung, dass ACh
eine endothelabh&angige Vasorelaxation bedingt, wird die Relaxation im Zuge der ACh-
Applikation als MaBstab fur die Endothelfunktion gewertet [14]. Dieser Mechanismus
der Relaxation wird im Englischen als Endothelium dependent relaxation bezeichnet
und entsprechend abgekiirzt (EDR). Die ACh-vermittelte Vasorelaxation beruht auf
einer Stimulation der eNOS und der damit verbundenen NO-Freisetzung. Dieser
Mechanismus wird durch eine fehlende ACh-Reagibilitat nach der Inhibition der eNOS
mittels L-NAME nachgewiesen [125]. Bei der Ermittlung der Endothelfunktion in einem
Ex-vivo-Modell besteht die Mdglichkeit, dass das Endothel wahrend der Praparation
oder des Mountings beschéadigt wird [118, 124]. Aus einer mechanischen Schadigung
des Endothels resultiert eine Abnahme der ACh-bedingten Relaxation [14, 118]. Dass
eine mechanische Schadigung einen Einfluss auf die hier erhobenen Daten hatte, I&sst
sich nicht sicher ausschlieBen. Allerdings ist die in dieser Arbeit gemessene
Maximalrelaxation der Sham-WT (84,55 £ 3,86 %) in Anwesenheit von ACh (10 uM)
mit Werten vergleichbar, die in der Literatur beschrieben wurden [110]. In Aorten, die
ebenfalls aus C57BL6/J-Mausen stammen, wurde bei anndhernd identischen
Bedingungen eine maximale Relaxation von 86 + 4 % ermittelt [110]. Die Validierung
der Sham-WT impliziert, dass die Praparation und das Mounting der Aortenringe ohne
mechanische Schadigung des Endothels durchgefihrt wurden. Das Ausmaf der ACh-

induzierten Vasorelaxation wird unter anderem durch die NO-Sensitivitat der GMZ
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moduliert. Im Organbad wurde die NO-Sensitivitat mittels SNP ermittelt. Da SNP als
NO-Donor eine endothelunabhangige Vasorelaxation vermittelt [34, 110], ist die SNP-
DWK ein MaBstab flr die NO-Sensitivitat der GMZ [9, 110]. Diese Form der Relaxation
wird im Englischen als Endothelium independent relaxation bezeichnet und
dementsprechend abgekirzt (EIR).

4.2 Auswirkungen der Anamie auf die Versuchstiere

4.2.1 Auswirkung der Anamie auf die GefaBfunktionen in Wildtypen

Um die Auswirkung der Anamie auf die Funktionalitédt der eNOS zu bestimmen, wurden
Méause gemalR des akuten bzw. chronischen Anamieprotokolls behandelt (siehe
Kapitel 2.3.2). Nach Induktion der akuten Anamie wurde die GefaBfunktion ermittelt
und mit der GefaBfunktion unbehandelter Wildtypen (Sham) verglichen. Die
Auswertung hat ergeben, dass beide Gruppen sowohl vor als auch nach der Inkubation
mit L-NAME vergleichbare Kontraktionen aufwiesen (siehe Abb. 7 A-B). Andererseits
fihrte die Induktion der akuten Anamie zu einem verminderten Ansprechen auf ACh
(siehe Abb. 7 C). Sowohl die maximale Relaxation als auch die Sensitivitat waren in
akut anamischen Mausen signifikant verringert. Das vollstandige Ausbleiben der EDR
in Anwesenheit von L-NAME beweist, dass die EDR allein durch die Stimulation der
eNOS ausgel6st wurde (siehe Abb. 7 D). Die SNP-DWK beider Gruppen, die in Panel
E in Abb. 7 dargestellt sind, weil3en keine signifikanten Unterschiede flr die maximale
Relaxation (p = 0,20) und Sensitivitat (p = 0,33) auf. Die verminderte EDR bei einer
gleichzeitig unveranderten EIR spricht dafur, dass in akut anamischen M&ausen eine
endotheliale Dysfunktion vorlag [9, 61, 66]. Der endothelialen Dysfunktion liegen die
Entkopplung der eNOS und eine beschleunigte Degradation des NO zugrunde (siehe
Kapitel 1.6). Die Mause, die gemal dem chronischen Anamieprotokoll behandelt
worden waren, zeigten ein &hnliches Kontraktions- und Relaxationsverhalten wie die
akut anamischen Tiere. In Abwesenheit von L-NAME wurde fir die maximale
Kontraktion der chronisch anamischen Mause (8,04 + 0,88 mN) und der Sham-WT
(5,76 = 0,66 mN) ein p-Wert von 0,0504 ermittelt (siehe Abb. 8 A). Per definitionem ist
diese Abweichung nicht signifikant, da ein Signifikanzniveau von 5 % gewahlt wurde.
Dennoch besteht ein Trend, der die Interpretation zulasst, dass die chronisch
anamische WT-Mause starker kontrahierten als unbehandelte WT-Mause. Eine
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Inkubation mit L-NAME hat bewirkt, dass sich die beiden Gruppen nicht langer
bezlglich der Phe-induzierten Kontraktion unterschieden (siehe Abb. 8 B). Da der
Einfluss der eNOS durch Inkubation mit L-NAME inhibiert wurde, weisen diese
Ergebnisse in die Richtung, dass der beobachtete Unterschied auf eine verminderte
basale NO-Bioverflgbarkeit der andmischen Gruppe zurlickzufihren ist [99, 126]. Da
fir die ACh-bedingte Maximalrelaxation beider Gruppen ein p-Wert <1 % ermittelt
wurde, kann von einer signifikanten Abweichung gesprochen werden. Ebenso wie im
akuten Anamiemodell lasst sich in Panel C in Abb. 8 eine signifikante
Rechtsverschiebung der anamischen Gruppe erkennen. Eine Rechtsverschiebung der
DWK ist auf eine Abnahme der Affinitat zurickzufihren [118]. Im Gegensatz dazu
weisen die SNP-DWK beider Gruppen, die in Panel E in Abb. 8 dargestellt sind, keine
statistisch signifikante Abweichung auf. Die gesteigerte Kontraktilitat in Abwesenheit
von L-NAME und die verminderte EDR im Zusammenhang mit einer unveranderten
EIR deuten darauf hin, dass die chronische Anamie zur Ausbildung einer endothelialen
Dysfunktion gefthrt hat [99, 126]. Dieser Interpretation stehen gleichwohl in der
Literatur beschriebene Daten gegenuber. In Studien wurde aufgezeigt, dass es im
Zuge einer Eisenmangelanamie und der damit einhergehenden Steigerung der
Scherkrafte zu einer gesteigerten eNOS-Expression kommt [127]. Die erhéhte eNOS-
Expression hat eine Desensitisierung der GMZ bewirkt [127]. Eine NO-
Desensitisierung auBBert sich in einer Affinitdtsabnahme gegentber ACh und SNP [36,
128, 129]. Wie bereits erwahnt, impliziert die im Rahmen der vorliegenden Studie
erhobene Konstellation aus einer verminderten EDR und einer unveranderten EIR,
dass der repetitive Blutverlust in einer Abnahme der eNOS-Aktivitat resultiert hat [61,
66]. Diese Daten stehen im Einklang damit, dass der Eisenmangel, der aus dem
repetitiven Blutverlust resultiert, mit der Entkopplung der eNOS vereinbar ist [98, 130].
Uberdies wurde in anderen Anamiemodellen wie der Sichelzell- und B-Thalassamie
ebenfalls das Vorliegen einer endothelialen Dysfunktion nachgewiesen [7-9]. Vor dem
Hintergrund der hier erhobenen Daten sowie der wissenschaftlichen Literatur ist es
wahrscheinlich, dass sowohl das akute als auch das chronische Anamiemodell die
Ausbildung einer Endotheldysfunktion bewirkt hat. Die Mause mit einer chronischen
An@mie wichen hinsichtlich der maximalen EDR und Phe-Kontraktion starker von den
GefaBfunktionen der unbehandelten Wildtypen ab als Mause, die das akute
Anamiemodell durchliefen. Folglich scheint die Dauer einer Andmie einen Einfluss auf
den Auspragungsgrad der endothelialen Dysfunktion gehabt zu haben.
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4.2.2 Effekt der NAC-Behandlung auf die GefaBfunktion im chronischen
Anamiemodell

Es liegen zahlreiche Daten vor, mit denen ein Zusammenhang zwischen erhdhten
ROS-Spiegeln und einer endothelialen Dysfunktion belegt werden kann [61, 62, 64,
67, 131]. Die Induktion der chronischen Anamie mittels des hier beschriebenen
Protokolls ist mit einer Akkumulation von ROS in der GefaBwand assoziiert [132]. Aus
diesem Grund wurde die Hypothese aufgestellt, dass die Anamieinduktion Uber
erh6hte ROS-Level die Entstehung einer endothelialen Dysfunktion bewirkt. Um diese
Hypothese zu verifizieren, wurden Sham-WT und chronisch andmische WT-Mause mit
NAC behandelt (siehe Unterkapitel 2.3.3). Da das Substrat NAC antioxidative
Eigenschaften besitzt, kann auf diesem Weg nachgewiesen werden, ob ein erhéhter
oxidativer Stress in die Ausbildung der endothelialen Dysfunktion involviert ist [116,
117].

Die Auswertung der erhobenen Daten hat ergeben, dass chronisch anamische Mause,
die mit NAC behandelt worden waren (behandelte Gruppe), signifikant schwacher
kontrahierten als chronisch andmische Mause, die nicht mit NAC behandelt worden
waren (unbehandelte Gruppe). Nach Inkubation mit L-NAME waren hinsichtlich der
Phe-induzierten Kontraktion keine signifikanten Unterschiede nachweisbar (siehe Abb.
9 B). Da der Einfluss der eNOS durch Inkubation mit L-NAME inhibiert wurde, sprechen
diese Ergebnisse dafiir, dass der beobachtete Unterschied auf einer verminderten
basalen NO-Bioverfligbarkeit innerhalb der unbehandelten Gruppe beruht [99, 126].
Dartber hinaus fihrte die Behandlung mit NAC zu einer signifikanten Zunahme der
endothelabhangigen Maximalrelaxation (siehe Abb. 9 C). Die Behandlung hatte keinen
signifikanten Einfluss auf die ACh-Affinitat (p-Wert von 0,08). Im Zusammenhang mit
der erhdhten Maximalrelaxation lasst sich die nicht signifikante Linksverschiebung der
behandelten Gruppe als positiver Trend bzw. erhéhte ACh-Sensitivitat interpretieren.
Des Weiteren bewirkte die NAC-Behandlung chronisch anadmischer Mause eine
Abnahme der NO-Sensitivitat der GMZ (siehe Abb. 9 E). Eine Abnahme der NO-
Sensitivitat wird im Zuge einer vermehrten NO-Freisetzung beschrieben [129]. Eine
verbesserte EDR trotz einer verminderten NO-Sensitivitdt impliziert, dass die
Ausbildung einer Endotheldysfunktion, die durch eine verminderte NO-
Bioverfligbarkeit charakterisiert ist, im chronischen Andmiemodell durch die NAC-
Behandlung verhindert wurde. Die erhobenen Daten sind mit Ergebnissen aus
Tierversuchen vereinbar, die aufgezeigt haben, dass eine GSH-Depletion Uber eine
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Erhdhung des oxidativen Stresses eine erhdhte Phe-Kontraktilitat bei verminderter
EDR bedingt [126]. Ferner wird diese Interpretation durch eine klinische Studie
gestltzt, in deren Rahmen der positive Einfluss der NAC-Applikation bei Patienten mit
einer Sichelzellandmie belegt wurde [133]. Um ausschlieBen zu kénnen, dass dieser
protektive Effekt nicht unabhangig von der Anamie auftritt, wurden Sham-WT mit NAC
behandelt. Wie anhand von Abb. 10 ersichtlich, hatte die NAC-Applikation keinen
Einfluss auf die GefaBfunktion von Sham-WT. Die Relaxations- und
Kontraktionsverhalten beider Gruppen wiesen keine statistisch signifikanten
Abweichungen auf. Der protektive Effekt des NAC, der nur in anamischen Mausen
nachweisbar war, sowie die zuvor beschriebene ROS-Akkumulation implizieren, dass
die Andmie aufgrund des erhéhten ROS-Levels die Ausbildung der endothelialen
Dysfunktion verursacht hat [126]. Aus dieser Erkenntnis kann die Frage abgeleitet
werden, Uber welchen Mechanismus die Anamie zur ROS-Akkumulation im Endothel
fuhrt. Um diese Frage beantworten zu kbnnen, muss die Auswirkung der Anamie auf
die RBK berlcksichtigt werden. Die Induktion einer Anamie geman dem vorgestellten
Protokoll resultiert in einer Entkopplung der erythrozytaren eNOS [98]. In diesem
Zustand synthetisiert eNOS weniger kardioprotektives NO und mehr ROS (siehe Abb.
3). Daher ist es denkbar, dass die RBK Uber die vermehrte Freisetzung des ROS eine
endotheliale Dysfunktion induziert haben. Ferner bewirkt der repetitive Blutverlust in
den RBK einen Anstieg des intrazellularen ROS-Spiegels sowie eine gesteigerte
Externalisierung des Phosphatidylserin (PS) [98]. Diese charakteristische
Veranderung zeigt sich ebenfalls in RBK von Patienten mit SZA [8]. Bei Patienten mit
SZA wird vermutet, dass dysfunktionale RBK Uber die Sekretion hamhaltiger MP einen
Anstieg des oxidativen Stresses im Endothel bewirken [7, 8]. Ob die Freisetzung von
MP in diesem Anamiemodell eine funktionelle Bedeutung hat, lasst sich zum
gegenwartigen Zeitpunkt nicht sicher beantworten. Neben diesen beiden
Mechanismen koénnten die Hamolyse Uber NO-Absorption durch freies Hb,
Inflammation und Inhibition der eNOS durch die Freisetzung von ADMA und Arginase
zu einem erhdhten oxidativen Stress beitragen [98, 134, 135]. Die Hypothese, dass
die entkoppelte erythrozytare eNOS in die Ausbildung einer endothelialen Dysfunktion
involviert ist, kbnnte durch eine Anamieinduktion in Mausen Uberprlft werden, die
ausschlieBlich eine endotheliale und keine erythrozytare eNOS exprimieren. Wére die
erythrozytare eNOS in den Pathomechanismus der andmieassoziierten endothelialen
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Dysfunktion involviert, wirde in diesen Knock-out-Mausen die andmieassoziierte

Abnahme der NO-Bioverflgbarkeit ausbleiben oder nur abgeschwécht auftreten.

4.2.3 Auswirkung der Anamie auf die GefaBfunktion der eNOS-KO-Mause

Die verminderte EDR der anamischen Wildtypen lasst darauf schlieBen, dass die
Anémie die Entkopplung der eNOS vermittelt hat. Daher wurde in eNOS-Knock-out-
Tieren eine chronische Anamie induziert. Durch die Induktion der chronischen Anamie
wurden, unabhangig von der Anwesenheit von L-NAME, weder das adrenerge
Antwortverhalten noch die ACh-induzierte Relaxation beeinflusst (siehe Abb. 11 A-D).
Im Hinblick auf die SNP-DWK lasst sich eine signifikante Linksverschiebung der
chronisch anamischen eNOS-KO feststellen (p < 0,0001). Dies bedeutet, dass die
Induktion der chronischen Anamie eine Sensibilisierung der GMZ gegenliber NO
bewirkt hat. Eine Sensibilisierung gegentber NO ist mit einem Absinken des NO-Pools
assoziiert [110]. Da die eNOS-Deletion bereits vor Induktion der Anamie mit einem
Abfall des Nitrat- und Nitrit-Spiegels einhergeht, implizieren die Ergebnisse, dass der
repetitive Blutverlust unabhangig von der Entkopplung der eNOS zu einem Absinken
des NO-Pools beitragen muss [55, 56]. Uber welchen Mechanismus die Anamie eine
Depletion des bereits reduzierten NO-Pools bewirkt hat, I&sst sich auf Basis der
bislang vorliegenden Daten jedoch nicht sicher bestimmen.

4.2.4 Einfluss der Arginasedeletion auf die Endothelfunktion in anamischen
Mausen

Die bisher beschriebenen Ergebnisse sprechen daflir, dass die Anamie Uber den
Anstieg des oxidativen Stresses die Manifestation einer endothelialen Dysfunktion
vermittelt hat. Anhand der erhobenen Daten ist jedoch keine Aussage dartber mdglich,
wie genau die gesteigerte ROS-Produktion eine Entkopplung der eNOS bewirkt hat. In
zahlreichen Krankheitsmodellen flhrt die vermehrte Aktivitdt der Arginase zur
Entstehung einer endothelialen Dysfunktion [67-69, 100, 136]. In einigen dieser
Modelle wird die vermehrte Expression der Arginase auf erhéhte ROS-Level
zurlckgefiihrt [67, 136]. Um zu eruieren, ob die gesteigerten ROS-Spiegel in
anadmischen WT-Mausen Uber eine Stimulation der Arginaseexpression zur
Ausbildung der Endotheldysfunktion beitragen, wurden EC-Argl-KO entsprechend
dem akuten und chronischen Anamieprotokoll behandelt. Wie bereits in Kapitel 2.3.1
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erlautert, wurde die Deletion der Arginase | durch Tamoxifeninjektion initialisiert. In
Studien konnte belegt werden, dass Tamoxifen antiinflammatorische Eigenschaften
besitzt [137, 138]. Darlber hinaus kann die akute Applikation von Tamoxifen Uber die
Phosphorylierung des Serins 1177 an der eNOS eine Stimulation der EDR bedingen
[139]. Aufgrund der potenziell protektiven Wirkung des Tamoxifens wurde sowohl
Cre’- als auch Cre**-Mausen Tamoxifen injiziert. Die Deletion der endothelialen
Arginase | hatte weder im akuten noch im chronischen Anamiemodell einen
signifikanten Einfluss auf die adrenerge Kontraktion, die EDR oder die IDR (Abb. 12
und Abb. 13). Da die GefaBfunktion nicht durch die Deletion der Arginase | beeinflusst
wurde, ist es unwahrscheinlich, dass eine gesteigerte Arginase |-Expression oder -
Aktivitat im Endothel fUr die Ausbildung der endothelialen Dysfunktion in andmischen
WT-M&usen verantwortlich ist. Die unveranderte GefaBfunktion in den Cre**-Mausen
kénnte durch die Aktivitdt der Arginase |l erklart werden. In einigen Tiermodellen ist
diese Isoform der Arginase Uber gesteigerte Enzymaktivitat in den Pathomechanismus
der endothelialen Dysfunktion involviert [72, 121, 140]. Aus diesem Grund wurde die
GefaBfunktion akut andmischer WT-M&use vor und nach Inkubation mit dem
Arginaseinhibitor nor-NOHA erhoben. Da Nor-NOHA als unspezifischer Inhibitor beide
Isoformen inhibiert, kann auf diesen Weg Uberprift werden, ob die Inhibition der
Arginase Il einen Einfluss auf die Endothelfunktion hat [72, 121]. Wie anhand von
Panel A in Abb. 14 ersichtlich, hat nor-NOHA keine signifikante Veranderung der
adrenergen Kontraktion bewirkt. Bezlglich des ACh-Antwortverhaltens wurde nach
Inkubation mit nor-NOHA eine verminderte maximale EDR gemessen (siehe Abb. 14
B). Die Anwesenheit des Arginaseinhibitors hatte keinen Einfluss auf die ACh-
Sensitivitat der GeféaBe. Bei der Interpretation der Messwerte muss darauf geachtet
werden, dass eine repetitive Stimulation mit ACh in einem argininfreien Medium zu
einer Arginindepletion fihren kann [125]. Diese &uB3ert sich in einer verminderten EDR
[125]. Daher ist es mdglich, dass die verminderte Maximalrelaxation, die nach der
Inkubation mit nor-NOHA gemessen wurde, auf einer Depletion des Argininpools
beruht. Dennoch sollte dem fehlenden Einfluss des nor-NOHA ein hoher Stellenwert
eingeraumt werden. Durch potenzielle Stérfaktoren wie etwa die Beschadigung des
Endothels wahrend der Praparation wurden die Messdaten nicht beeinflusst, da die
Endothelfunktion am selben GefaB vor und nach der Inkubation ermittelt wurde.
Zusammenfassend hat sich gezeigt, dass weder die Deletion der endothelialen
Arginase | noch die pharmakologische Inhibition beider Isoformen durch nor-NOHA
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eine Verbesserung der EDR im Anamiemodell bewirkt hat. Im Umkehrschluss
bedeuten diese Messwerte, dass der erhdhte oxidative Stress wahrscheinlich
unabhangig von einer Stimulation der Arginase die Ausbildung einer endothelialen
Dysfunktion in anamischen WT-M&usen bedingt. Das Ausbleiben des protektiven
Effektes der Arginasedeletion ist mit den Daten von Chennupati et al. vereinbar [125].

4.3 Auswertung der Inkubationsexperimente

4.3.1 Hintergrund der Inkubationsexperimente

Hintergrund der Inkubationsexperimente waren im kardialen Ischamie-Reperfusion-
Modell erhobene Daten, anhand derer ersichtlich wurde, dass RBK von anamischen
Patienten eine verminderte kardioprotektive Wirkung aufweisen [98]. Aus dieser
Erkenntnis ergab sich die Fragestellung, ob RBK von anamischen Patienten tber eine
Modifikation der GefaBfunktion zu einem negativen Outcome andmischer Patienten
mit M| beitragen. Um den Einfluss von RBK auf das GefaBsystem messbar zu machen,
kénnen Inkubationsexperimente durchgefihrt werden [100, 101, 141], in deren
Rahmen GefaBe mit RBK und Lésungsmitteln inkubiert werden, um im Anschluss die
GefaBfunktionen und Proteinexpression bzw. -aktivitat zu ermitteln [100]. Initial sollte
die Fragestellung mithilfe von Inkubationsexperimenten nach dem von Mahdi et al.
beschriebenen Protokoll beantwortet werden. Die Inkubationszeit von 18 Stunden, die
fir aus Ratten stammende Aortenringe gilt, war jedoch nicht auf Mause Ubertragbar
[100]. Dies zeigte sich an der fehlenden ACh-Reagibilitdt der Aortenringe nach 16
Stunden (siehe Abb. 15 B). Aufgrund dieser Diskrepanz musste das beschriebene
Protokoll abgeandert werden. Basierend auf den in der Literatur publizierten
Ergebnissen wurden zwei Pramissen abgeleitet, die bei der Etablierung eines neuen
Protokolls bertcksichtigt wurden. Die erste Pramisse besagt, dass gesunde RBK die
Endothelfunktion nicht beeinflussen [100, 141]. Dies bedeutet, dass die GefaBfunktion
nach Inkubation mit RBK von gesunden Probanden der GefaBfunktion unbehandelter
WT-Méause (BW I-Il) entsprechen sollte (siehe Kapitel 3.2). Die zweite Pramisse
besagt, dass dysfunktionale RBK von kardiovaskular vorerkrankten Probanden eine
endotheliale Dysfunktion induzieren [100, 141]. Die endotheliale Dysfunktion ist durch
eine verminderte EDR bei einer unveranderten IDR charakterisiert [9, 61, 66]. Im Zuge
der Protokolletablierung wurden verschiedene Konditionen, wie die Wahl der
Inkubationszeit, die Wahl des L&ésungsmittels und der Einsatz einer RuUhrplatte,
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Uberpriift (siehe Kapitel 2.5.2). Die Uberpriifung einer bestimmten Kondition erfolgte
anhand weniger Tiere. Daher muss bei der Betrachtung der Ergebnisse berlicksichtigt
werden, dass die Aussagekraft aufgrund der niedrigen n-Zahlen gering ist [142].
Ferner wurde flr diese Gruppen nur eine orientierende Auswertung im Hinblick auf die
maximale Kontraktion und maximale EDR vorgenommen (siehe Kapitel 2.6). Bei der
Interpretation der EDR muss bedacht werden, dass eine verminderte EDR das
Vorliegen einer endothelialen Dysfunktion nur im Zusammenhang mit einer
unveranderten EIR beweist [9, 61, 66]. Gleichzeitig impliziert eine unveranderte EDR,
dass die Endothelfunktion nicht durch die Inkubation beeinflusst wurde. Primar soll
anhand der folgenden Daten Auskunft Uber die Auswirkungen der verschiedenen
Inkubationsbedingungen gegeben und dariber hinaus erlautert werden, wie diese zur

Entwicklung des Protokolls beigetragen haben.

4.3.2 Einfluss der Inkubationszeit auf die GefaBfunktion

Um den potenziellen Effekt dysfunktionaler RBK zu maximieren, wurde eine mdglichst
lange Inkubationszeit angestrebt. Gleichzeitig sollte die Endothelfunktion der
Segmente, die mit RBK von gesunden Patienten inkubiert werden, im gleichen
Zeitraum nicht beeinflusst werden [100, 141]. Daher erfolgte eine zweistufige
Ermittlung der optimalen Inkubationszeit. Im ersten Schritt wurde hierzu das Blut
gesunder Probanden genutzt, wodurch gemal der ersten Pramisse Bedingungen
geschaffen wurden, um die Ausbildung einer endothelialen Dysfunktion zu verhindern.
Im zweiten Schritt wurde untersucht, ob die Inkubationszeit ausreichend lang ist, um
bei einer Inkubation mit dysfunktionalen RBK eine Abnahme der EDR zu generieren.
Demzufolge diente der zweite Schritt der Uberpriifung der zweiten Pramisse.

Im ersten Ansatz wurden Aortenringe mit KH-Puffer und RBK von gesunden Spendern
inkubiert. Die GefaBfunktion wurde nach zwei, sechs und sechzehn Stunden
Inkubation gemessen. Aus den Ergebnissen des ersten Ansatzes geht hervor, dass
die EDR nach einer zweistlindigen Inkubationszeit vollstandig erhalten geblieben ist
(siehe Abb. 15 B), wéhrend eine Inkubationsdauer von sechs Stunden zu einer
statistisch signifikant verminderten EDR und einer Zunahme der Kontraktilitat gefahrt
hat. Aus den Daten von Mahdi et al. geht hervor, dass die Inkubation mit gesunden
RBK und KH-Puffer auch nach 18 Stunden keine Abnahme der Endothelfunktion
bewirkt hat [100]. Die Diskrepanz im Hinblick auf die beschriebenen Ergebnisse kénnte
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darauf zurickzufihren sein, dass in diesem Ansatz Mause anstelle von Ratten
verwendet wurden [100]. Vor dem Hintergrund, dass eine mdglichst lange
Inkubationszeit angestrebt wurde, ohne dass es unter optimalen Bedingungen zu einer
veranderten Endothelfunktion kommt, erfiillte die Inkubationszeit von zwei Stunden die
Bedingungen, um in der zweiten Phase getestet zu werden.

Aus diesem Grund wurden im zweiten Ansatz die Aorten-Segmente Uber zwei Stunden
mit RBK von Patienten mit einer Anamie oder DMT2 inkubiert. Die anschlieBende
Messung der GefaBfunktion ergab, dass Segmente, die mit RBK von Patienten mit
kardiovaskularen Komorbiditaten inkubiert worden waren, eine vergleichbare
Maximalrelaxation erreichten wie die Segmente, die mit RBK von gesunden
Probanden inkubiert worden waren (siehe Abb. 16 B). Vor dem Hintergrund, dass RBK
von DMT2 die Ausbildung einer endothelialen Dysfunktion vermitteln, wurde eine
Inkubationszeit von zwei Stunden als unzureichend gewertet [100, 101]. Um durch
Inkubation mit dysfunktionalen RBK eine endotheliale Dysfunktion zu induzieren, muss
die Inkubationszeit eine Dauer von zwei Stunden Uberschreiten. Diese Erkenntnis ist
vereinbar mit der Tatsache, dass sich in anderen Inkubationsexperimenten eine

Inkubationszeit von einer Stunde als nicht ausreichend lang erwiesen hat [141, 143].

Daher erfolgte die Testung einer sechsstindigen Inkubation. Wie bereits erwahnt, hat
eine sechsstiindige Inkubation mit RBK von gesunden Spendern eine Abnahme der
EDR bedingt. Um zu eruieren, ob diese Abnahme auf die RBK, das L6sungsmittel oder
die Zeit selbst zurlickzufihren ist, wurden die Segmente zweier Mause ausschlieB3lich
mit KH-Puffer inkubiert. Im Vergleich zur basalen GefaBfunktion (BW Il) wiesen diese
Segmente eine unveranderte maximale Relaxation auf (siehe Abb. 17 B). Dass die
Inkubation mit einem KH-Puffer kaum Einfluss auf die GefaBfunktion hat, steht im
Einklang mit den zuvor beschriebenen Ergebnissen [100]. Die Inkubationszeit von
sechs Stunden zuziglich der experimentellen Dauer von etwa drei Stunden wird in der
Literatur als der Zeitraum angegeben, in dem GefaBe ex vivo ihre volle Funktionalitat
beibehalten [118]. Dieses Ergebnis impliziert, dass weder die Zeit noch das
Lésungsmittel fir die Reduktion der EDR verantwortlich war. Folglich hat die Abnahme
der Endothelfunktion in den Segmenten, die mit der Suspension aus KH-Puffer und
RBK inkubiert worden waren, auf dem Einfluss der RBK beruht. Ein weiterer Aspekt,
der fUr diese Interpretation spricht, ist der, dass die RBK von STEMI-Patienten eine
wesentlich starkere Abnahme der EDR induziert haben als RBK von gesunden
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Probanden (siehe Abb. 17 B). Gleichzeitig sollte bertcksichtigt werden, dass die
STEMI-Probanden im Vergleich zu den gesunden Probanden &lter gewesen sind
(siehe Tabelle 9). Ergebnisse des finalen Protokolls implizieren, dass ein hdheres
Probandenalter mit einer reduzierten Gefa3dilatation nach Inkubation assoziiert ist
(siehe Abb. 22, detaillierte Interpretation erfolgt in Kapitel 4.3.5). Zusammenfassend
lasst sich konstatieren, dass die Inkubation Uber einen Zeitraum von sechs Stunden
ausreichend lang war, damit RBK einen messbaren Einfluss auf die EDR auslUben
konnten. Nach Inkubation mit gesunden RBK zeigte sich jedoch eine Abnahme der
EDR, die nicht physiologisch begriindet werden kann und somit méglicherweise auf
eine artifizielle Ursache zurlckgefihrt werden kbénnte. Daher mussten weitere
Verbesserungen vorgenommen werden. Denn aus den zuvor beschriebenen
Ergebnissen geht hervor, dass die Inkubation mit RBK von gesunden Patienten unter
optimalen Bedingungen keinen Einfluss auf die Endothelfunktion hat [100, 101, 141].

4.3.3 Uberlegungen zur Optimierung des Protokolls

Bei einer Inkubationszeit von sechs Stunden konnte eine Sedimentation der RBK
beobachtet werden. Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass diese Sedimentation die
artifizielle Abonahme der EDR bedingt hat. Ferner kdnnte die inhomogene Verteilung
erklaren, weshalb Segmente einer Maus, die mit der gleichen Suspension inkubiert
worden waren, eine variable GefaBfunktion aufgewiesen haben. Um der
Sedimentation vorzubeugen, wurde der Einsatz einer Ruhrplatte erwogen. Da eine
moglichst lange Inkubationszeit angestrebt wurde, erschien die Verwendung eines
Nahrmediums ein vielversprechender Ansatz zu sein, da in Anwesenheit eines

Nahrmediums Inkubationszeiten von Uber 18 Stunden mdglich sind [99, 141].

Die Verifizierung des potenziellen Nutzens einer Rihrplatte und eines abgeénderten
Lésungsmittels erfolgte gemaB dem in Kapitel 2.5.2 angefihrten Vorgehen
(Unterpunkt 2). Die Aorten-Segmente wurden fir 16 Stunden mit einem
mediumhaltigen Lésungsmittel und RBK von gesunden Probanden in Anwesenheit
einer Ruhrplatte inkubiert. Die Auswertung lasst vermuten, dass die Geschwindigkeit
der Riuhrplatte mit der maximalen ACh-abhangigen Vasorelaxation korreliert hat (siehe
Abb. 18 B). Segmente, die bei hohen Geschwindigkeiten (50 rpm) inkubiert worden
waren, wiesen eine maximale EDR von 88,02 + 0,14 % auf. Damit betrug die maximale
Relaxation einen Wert, der annahernd der BW Il (95,85 + 2,98 %) entsprach, wahrend
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es bei RG von 40 rpm zu einer Abnahme der EDR kam. Daraus lasst sich schlieBen,
dass die Sedimentation, die im Zuge niedriger RG (< 50 rpm) aufgetreten war, zur
artifiziellen Reduktion der EDR geflihrt hat. Da die Endothelfunktion bei einer RG von
50 rpom nahezu vollstandig erhalten geblieben ist, wurde die Einstellung flr die
darauffolgenden Experimente auf 50 rpm festgelegt.

Die Datenerhebung mittels des Protokolls aus Unterpunkt 2 ermdglicht eine Aufteilung
nach Wahl des Losungsmittels (siehe Tabelle 11). Wurden die RBK mit dem Medium-
KH-Puffer-Gemisch anstelle des Mediums diluiert, zeigten die Segmente eine erhéhte
Kontraktion (siehe Abb. 19 A). Hinsichtlich des ACh-Antwortverhaltens ahnelten sich
die Gruppen. Bei der Interpretation muss jedoch berlcksichtigt werden, dass beiden
Gruppen Segmente zugeordnet wurden, die bei 40 rpm oder 50 rpm inkubiert worden
waren. Auf Basis dieser Daten wurde das KH-Puffer-Medium-Gemisch als

Lésungsmittel fir weitere Experimente verwendet.

4.3.4 Uberpriifung der 16-stiindigen Inkubationszeit

Nachdem aufgezeigt werden konnte, dass die Inkubation mit gesunden RBK Uber 16
Stunden unter Verwendung des KH-Puffer-Medium-Gemischs und der RuUhrplatte
(50 rpm) die erste Pramisse zu erflllen schien, musste zur Verifizierung des Protokolls
nachgewiesen werden, dass dysfunktionale RBK unter identischen Bedingungen eine
Reduktion der EDR induzieren. Aus diesem Grund wurden die RBK von STEMI-
Patienten fur die Inkubation aufbereitet. Bei zwei Probanden lag ein DMT2 vor. Unter
Einhaltung der bereits beschriebenen Inkubationsbedingungen hatten dysfunktionale
RBK kaum einen Einfluss auf die GefaBfunktion (sieche Abb. 20). Dementsprechend
wurde die zweite Pramisse der Etablierung nicht erftllt [100, 101, 141]. Diese
Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass das Medium die Induktion einer
endothelialen Dysfunktion inhibiert hat. Daher wurden in darauffolgenden

Experimenten ausschlieBlich KH-Puffer zur Dilution der RBK-Pellets verwendet.

4.3.5 Validierung der finalen Inkubationsbedingungen

Im Folgenden werden die bisher erhobenen Ergebnisse und deren Interpretation
zusammengefasst. Nach einer Inkubationsdauer von sechs Stunden konnte der
Einfluss der RBK auf das Endothel nachweisen werden. Ein Teil dieses Einflusses war
moglicherweise auf artifizielle Ursachen wie die Sedimentation der RBK
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zurickzufihren. Der Einsatz einer Rihrplatte scheint diesem Prozess effektiv
entgegen gewirkt zu haben. Durch die Verwendung eines Nahrmediums waren
langere Inkubationszeiten mdglich. Zugleich wurde dadurch jedoch die Entwicklung
einer endothelialen Dysfunktion verhindert, sodass es sich nicht als Lésungsmittel
geeignet hat. Auf Basis dieser Erkenntnisse wurden die Konditionen des finalen
Protokolls definiert. Zu den Inkubationsbedingungen zahlt, dass die RBK mit KH-Puffer
diluiert wurden. Des Weiteren wurde die Inkubationszeit auf sechs Stunden festgelegt.
Die Inkubation erfolgte unter Einsatz einer RduOhrplatte (50 rpm). Diese
Inkubationsbedingungen wurden mithilfe von drei Kohorten validiert: junge, gesunde
Probanden, alte, gesunde Probanden und STEMI-Patienten (siehe Tabelle 13). Die
Messwerte der Kohorten wurden mit Segmenten verglichen, die in Abwesenheit von
RBK unter ansonsten identischen Konditionen inkubiert worden waren. Die
ausschlieBlich mit KH-Puffer inkubierten Segmente dienten als Kontrolle, da
nachgewiesen worden war, dass der KH-Puffer keinen Einfluss auf die basale
GefaBfunktion gehabt hat (siehe Kapitel 4.3.2). Analog zur Auswertung der
verschiedenen Mauslinien erfolgte die Auswertung auf Grund ausreichend hoher n-
Zahlen in Form von DWK.

Durch die Inkubationsbedingungen des finalen Protokolls war die Messung des
Einflusses mdglich, der von den RBK ausgegangen ist. Der ersten Pramisse zufolge
sollte die Inkubation mit RBK von gesunden Patienten keinen Einfluss auf die
GefaBfunktion haben. Anhand der in dieser Studie erhobenen Daten konnte belegt
werden, dass die Inkubation mit RBK von gesunden, jungen Probanden keinen
Einfluss auf die EDR und EIR gehabt hat (Abb. 21 C und E). Es sollte jedoch
angemerkt werden, dass die mit RBK-inkubierten Segmente in Anwesenheit von L-
NAME starker kontrahierten (Abb. 21 B). Eine potenziell fehlerhafte Applikation des L-
NAME kann kategorisch ausgeschlossen werden, da die EDR nach Inkubation mit L-
NAME ausgeblieben ist (Abb. 21 D). Die vergleichbare Phe-Kontraktilitdt in
Abwesenheit von L-NAME (Abb. 21 A) lasst die Annahme zu, dass diese Abweichung
in Anwesenheit des Inhibitors auf niedrige n-Zahlen und die damit verbundene
statistische Ungenauigkeit zurlckzufihren ist [142]. Das Protokoll hat die erste
Pramisse daher unter Vorbehalt erfillt.

Die Segmente, die mit RBK von alten, gesunden Probanden und Patienten mit STEMI
inkubiert worden waren, zeigten im Vergleich zur Kontrolle eine signifikant verminderte
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Maximalrelaxation im Zuge der ACh-Applikation (Panel C in Abb. 22 und Abb. 23).
AuBerdem konnte in beiden Kohorten eine nicht signifikante Rechtsverschiebung der
ACh-DWK beobachten werden. Gleichzeitig waren die SNP-DWK beider Gruppen im
Vergleich zur Kontrollgruppe hoch signifikant nach rechts verschoben (siehe Panel E
in Abb. 22 und Abb. 23). Das verminderte Ansprechen auf SNP impliziert, dass die
Inkubation mit den RBK zu einer reduzierten NO-Sensibilitat gefihrt hat [36, 129]. Da
eine endotheliale Dysfunktion als eine verminderte EDR bei einer unveranderten EIR
definiert ist, kann in diesem Fall nicht von der Induktion einer endothelialen Dysfunktion
gesprochen werden [9]. Daher erfillt das Protokoll die zweite Pramisse nicht. Die
Ergebnisse implizieren, dass dysfunktionale RBK sowohl das Endothel als auch die
GMZ beeinflusst haben. Vor dem Hintergrund der in dieser Studie erhobenen Daten
stellt sich die Frage, weshalb durch die Inkubation eine Desensibilisierung der GMZ
hervorgerufen wurde. Es ist bekannt, dass eine erhéhte NO-Freisetzung in vivo zu
einer Desensibilisierung der GMZ flhrt [36, 129]. Diese Ergebnisse stimmen mit Daten
Uberein, die belegt haben, dass eine Inkubation mit NO Uber eine Aktivitats- und
Expressionsabnahme der sGC eine NO-Desensibilisierung bewirkt [144]. Da
dysfunktionale RBK als RBK mit einer verminderten NO-Freisetzung definiert sind, ist
es unwahrscheinlich, dass die Abnahme der Sensitivitdt aus einer vermehrten NO-
Freisetzung wahrend der Inkubation resultiert hat [98]. Eine vielversprechende
Hypothese ist, dass die RBK Uber die Freisetzung von ROS eine Abnahme der NO-
Sensitivitat verursacht haben. Es ist bekannt, dass dysfunktionale RBK vermehrt ROS
freisetzen [98, 100, 141]. Gleichzeitg wurde im Rahmen mehrerer
Inkubationsexperimente nachgewiesen, dass oxidativer Stress eine Inaktivierung der
sGC, die fur die NO-vermittelte Relaxation verantwortlich ist, bewirkt hat [144-146]. Mit
diesem Mechanismus kénnten die beschriebenen Daten erklart werden. Diesem
Erklarungsansatz schlief3t sich jedoch die Frage an, warum andere Autoren nicht Gber
Auswirkungen auf die GMZ berichtet haben. Ein Erklarungsansatz kénnte der Einsatz
eines Mediums als Lésungsmittel sein [141]. Andererseits kamen Mahdi et al. unter
Verwendung von KH-Puffer als Lésungsmittel zu dem Ergebnis, dass dysfunktionale
RBK Uber die Freisetzung von Peroxinitrit zu einer endothelialen Dysfunktion geflhrt
haben [100]. Gleichzeitig liegen Daten vor, die eine Inaktivierung der sGC bei
Inkubation mit KH-Puffer, der mit Peroxinitrit angereichert gewesen ist, beschreiben
[144]. Diese beiden Beobachtungen scheinen nicht miteinander vereinbar zu sein.
Daher ist es fraglich, ob die zweite Pramisse, die eingangs formuliert wurde, in
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Anwesenheit eines KH-Puffers tatsachlich gilt. Die Inkubation der Segmente mit RBK
von alteren gesunden Probanden hat zu einer Abnahme der EDR und IDR geflhrt
(sieche Abb. 22 C und E). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass der
Alterungsprozess, unabhangig von kardiovaskuldren Komorbiditdten, mit der
Ausbildung dysfunktionaler RBK assoziiert sein kdnnte. Diese Uberlegung steht im
Einklang mit der Erkenntnis, dass es im Zuge des Alterungsprozesses zu einer
Akkumulation von ROS kommt [147]. Obwohl die RBK Uber ein ausgepragtes
antioxidatives System verfiigen, sind sie ebenfalls von diesem Prozess betroffen [80,
148, 149]. Dies wird daran ersichtlich, dass in RBK alterer Probanden erhdhte Level
an Malondialdehyd, das als Biomarker flir oxidativen Stress gilt, nachgewiesen werden
konnten [148, 150]. Ferner ist bekannt, dass eine erhéhte Exposition gegenltber ROS
zur Induktion dysfunktionaler RBK fihrt [8]. Die zunehmende ROS-Synthese im
Alterungsprozess kénnte die Ausbildung dysfunktionaler RBK bedingen, wodurch die

im Rahmen der vorliegenden Studie erhobenen Ergebnisse erklart werden kdnnten.

4.4 Schlussfolgerung und Ausblick

Aus den Ergebnissen der Tiermodelle geht hervor, dass eine Anamie zur Ausbildung
einer endothelialen Dysfunktion geflhrt hat. Die zuvor beschriebene Akkumulation von
ROS-Metaboliten innerhalb der GefaBwand sowie der protektive Effekt der
Behandlung mit NAC lassen die Annahme zu, dass die Anamie Uber oxidativen Stress
die Ausbildung einer endothelialen Dysfunktion beginstigt hat [126, 132]. Diese Daten
stehen im Einklang mit der zuvor beschriebenen Erkenntnis, dass ein Zusammenhang
zwischen der endothelialen Dysfunktion und erhdhtem oxidativen Stress besteht [61,
62, 64]. Ob der erhdhte oxidative Stress direkt auf die Entkopplung der erythrozytaren
eNOS zuriickzufihren ist oder die RBK Uber die Freisetzung hamhaltiger MP eine
indirekte Erhéhung der ROS-Spiegel in der GefaBwand bewirkt haben, lasst sich auf
Basis der vorliegenden Daten nicht bestimmen. Ferner sollte bertcksichtigt werden,
dass die Anamie aufgrund einer erhdhten Hamolyse zu einer verstérkten Freisetzung
des intrazellularen Hamoglobins geflhrt hat [83, 98]. Daher besteht die Mbglichkeit,
dass neben den dysfunktionalen RBK das freie Hamoglobin tGber NO-Absorption zur
Manifestation der endothelialen Dysfunktion beigetragen hat [9]. Des Weiteren deuten
die Daten der EC-Argl-KO sowie der akut anamischen WT, die mit nor-NOHA inkubiert
worden waren, darauf hin, dass die endotheliale Arginase nicht mafBgeblich in die
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Entstehung der endothelialen Dysfunktion im Zuge der Anamie involviert war. Auch
hier sollte bedacht werden, dass eine Anamieinduktion zu einer Hamolyse gefiihrt hat
[98]. Die gesteigerte Hamolyse kdnnte Uber Freisetzung der intrazellularen Arginase,
die Depletion des Argininpools verursacht haben [135, 151]. Die Depletion des
Argininpools ist mit einer endothelialen Dysfunktion assoziiert [67-69, 136]. Die Frage,
ob die Freisetzung der erythrozytaren Arginase in diesem Anamiemodell die
Ausbildung einer endothelialen Dysfunktion bedingt hat, bleibt zum gegenwartigen
Zeitpunkt unbeantwortet. Sie kénnte jedoch méglicherweise durch die Messung der
Argininplasmaspiegels sowie eine Bestimmung des Arginin-Ornithin-Verhaltnisses
geklart werden [72, 135]. Ferner besteht die Mdglichkeit, dass RBK unabhangig von
einer Hamolyse Uber eine gesteigerte Arginaseaktivitat zur Ausbildung einer
endothelialen Dysfunktion beigetragen haben [100, 141]. Zusammenfassend
implizieren die tierexperimentellen Daten, dass die kompromittierte Endothelfunktion
als Mediator flr die erhéhte Mortalitat und Morbiditat anamischer Patienten in Frage
kommt. So kénnte die verminderte Bioverfligbarkeit des antiaggregatorischen NO in
Folge einer Andmie das in klinischen Studien dokumentierte erhdhte Risiko fur
thrombembolische Ereignisse bei Anamie erklaren [3, 27].

Um die Auswirkung der RBK auf die endotheliale Funktion in Zukunft umfassender
nachweisen zu kénnen, wurde in Anlehnung an bestehende Protokolle ein neues
Versuchsprotokoll erarbeitet. Im Verlauf dieses Prozesses wurden zahlreiche
Inkubationsbedingungen evaluiert. Basierend auf den gewonnenen Erkenntnissen
wurde das finale Protokoll entwickelt, welches die Inkubation von Aortenringen aus
WT-Méausen mit RBK, die zuvor mit einem KH-Puffer verdinnt wurden, Uber einen
Zeitraum von sechs Stunden unter Einsatz einer Ruhrplatte vorsah. Unter diesen
Bedingungen hatten RBK von jungen, gesunden Spendern kaum einen Einfluss auf
die GefaBfunktion. Dieser Umstand entspricht den in der Literatur beschriebenen
Ergebnissen [100, 141]. Durch die Inkubation mit RBK von alteren sowie STEMI-
Probanden wurde die GefaBfunktion hingegen signifikant beeinflusst. Die mit
dysfunktionalen =~ RBK inkubierten = Segmente wiesen eine signifikante
Rechtsverschiebung der SNP-DWK auf. Dies impliziert eine Abnahme der NO-
Sensitivitat innerhalb der GMZ [36, 129]. Die gemessene Reduktion der NO-
Sensitivitat kdnnte auf eine ROS-induzierte Inhibition der sGC zurlickgefthrt werden
[144-146]. Ob die RBK Uber die Freisetzung von ROS eine Inhibition der sGC bewirkt
haben, I&sst sich gegenwartig nur vermuten. Eine Uberpriifung der Hypothese kénnte
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erfolgen, indem die NO-abhangige cGMP-Synthese im Anschluss an die
sechsstiindige Inkubation Uberprift wird [146]. Die Beobachtung, dass die NO-
Sensitivitdt der GMZ durch dysfunktionale RBK beeintrachtigt wurde, steht in einem
Widerspruch zu Ergebnissen, die besagen, dass die RBK von diabetischen Patienten
Uber die Sekretion von Peroxinitrit zu einer isolierten Abnahme der EDR gefiihrt haben
[100, 143]. Ob RBK in dem hier beschriebenen Versuchsaufbau eine Beeintrachtigung
der Endothelfunktion verursacht haben, lasst sich aufgrund der veranderten NO-
Sensitivitat nicht ausschlieBen oder beweisen. Dies bedeutet, dass die gemessene
Abnahme der EDR nicht zwangslaufig auf eine endotheliale Dysfunktion zurtickgefuhrt
werden kann. Daher sollte flr zukunftige Experimente der Einsatz zusétzlicher
Methoden erwogen werden. Im Anschluss an die Inkubation kénnte mittels CLD die
Funktionalitdt der eNOS Uber eine Messung der ACh-vermittelten NO-Freisetzung
quantifiziert werden [36]. Alternativ kénnte mithilfe einer Elektronenspinresonanz
Uberpruft werden, ob die Inkubation Uber die Ausbildung einer endothelialen
Dysfunktion einen Anstieg von Superoxiden bewirkt [61].
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4.5 Limitation der Arbeit

FOr séamtliche erhobene Daten gilt, dass die Daten ausschlieBlich auf Ex-vivo-
Versuchen beruhen. Ex vivo wurde in chronisch anamischen Mausen die Ausbildung
eine endotheliale Dysfunktion beobachtet. Als Korrelat der kompromittierten
Endothelfunktion wurde in chronisch anamischen Mé&usen in vivo eine Reduktion der
flussvermittelte Dilatation ermittelt [132]. Die Ergebnisse der unterschiedlichen

Untersuchungsmodalitaten scheinen daher miteinander vereinbar.

Ferner muss bei der Interpretation berlcksichtigt werden, dass ausschlieBlich
mannliche Versuchstiere verwendet wurden. Es ist bekannt, dass Ostrogen einen
protektiven Effekt auf das kardiovaskuldare System auslbt [152, 153]. Ob die
Manifestation einer endothelialen Dysfunktion in weiblichen Versuchstieren durch die
erhdhten  Ostrogenspiegel verhindert werden wiirde, muss in zukiinftigen
Experimenten kritisch evaluiert werden [152]. Darlber hinaus sollte bei der
Betrachtung der Ergebnisse bericksichtigt werden, dass in dieser Arbeit nur die
Auswirkung auf die Aorta thoracalis erfasst wurde. Da das GefaBsystem im Hinblick
auf Aufbau, Physiologie und Pathophysiologie jedoch nicht einheitlich ist, kbnnen die
Erkenntnisse nicht uneingeschrankt auf anderweitige Aortenabschnitte Ubertragen
werden [10, 118]. Die Untersuchung der Endothelfunktion in anderen Abschnitten des
GefaBsystems erscheint daher ratsam, um die Auswirkungen der Andmie auf das
gesamte GefaBsystem in Zukunft besser zu verstehen.

In Bezug auf die Etablierung des Protokolls ergeben sich aufgrund niedriger n-Zahlen
Limitationen (siehe Tabelle 7 bis Tabelle 13). Es kann nicht sicher ausgeschlossen
werden, dass basierend auf niedrigen n-Zahlen und der daraus resultierenden
statistischen Unsicherheit Fehlannahmen getroffen wurden. Unter anderem kann
angemerkt werden, dass nur drei Inkubationszeitpunkte untersucht wurden. Die
Untersuchung alternative Inkubationszeitpunkte mit hdheren n-Zahlen kénnte zu einer

weiteren Optimierung des bestehenden Protokolls beitragen.
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Abb. 21: GefaBfunktion nach Inkubation mit RBK von jungen gesunden
Probanden unter finalen Bedingungen.

Abb. 22: GefaBfunktionen nach Inkubation mit RBK von gesunden alten
Probanden unter finalen Bedingungen

Abb. 23: GefaBfunktionen nach Inkubation mit RBK von STEMI-Patienten

unter finalen Bedingungen
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MATERIALLISTE

Tabelle 14: Verwendete Pharmaka

Medikamente Produktnummer Hersteller
Acetylcholinchlorid A6625-100G SIGMA Aldrich
Nw-Nitro-L-arginine methyl ester N5751-10G SIGMA Aldrich
hydrochloride
Erdnussél/Arachisol P2144-250ML SIGMA Aldrich
(R) - (-) - Phenylephrinhydrochlorid P6126-25G SIGMA Aldrich
Sodium nitroprusside dihydrate S0501 SIGMA Aldrich
Indometacin 17378-10G SIGMA Aldrich
Heparin Natrium 25.000 IE/5 ml Braun B. Braun Melsungen AG
Ketaset 794-523 Zoetis Deutschland GmbH
Xylazinhydrochlorid Bayer
NaCl 0,9 % (Isotonische Kochsalzldsung) NR:1313044 Fresenius Kabi
Deutschland GmbH
Endothelial Cell Growth Medium (500 ml) C22010 Promo Cell GmbH
Isofluran-Piramal Piramal-Critical-Care B.V.
Tabelle 15: Verwendete Chemikalien
Chemikalien Produktnummer Hersteller
Natriumchlorid S9888-1KG SIGMA Aldrich
Kaliumchlorid SIGMA Aldrich
Magnesiumsulfat Heptahydrat NR:1.05886.1000 EMSURE
Natriumhydrogencarbonat NR:1.06329.1000 Supleco/SIGMA Aldrich
Kaliumdihydrogenphosphat KMI optiChem
D-(+)-Glucose G 7021-1KG SIGMA
Kalziumchlorid-Dihydrat NR:1.02382.1000 MERCK KGaA
Ethylenediaminetetraacetic acid disodium E 4884-500G SIGMA
salt dihydrate
Carbogen (95 % O2, 5 % CO») Linde
Tabelle 16: Verwendete Mauslinien
Maustyp Bezeichnung Zichter
C57BL/6J Wildtyp Janvier Labs
C57BL/6 (NOS3) TmPhanotyp -/- Globale eNOS KO ZETT HHU
C57BL/6.Cg-Arg1tm1Pmu/J EC-Arg I-KO ZETT HHU

TgN(Cdh5/PAC)-CreERT2
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Tabelle 17: Verwendete Gerate

Gerat Produktbezeichnung Hersteller
Zentrifuge Centrifuge 5810 R Eppendorf
COz2-Inkubator Heracell 240 Thermo Electron Corporation
Organbad Grazer Glasgewebebad, 73-2273 HUGO-Sachs-Elektorink
Spannungsmesser F30 Force Kraftmesser Type 372 HUGO-Sachs-Elektorink
des Organbads
Metallpin Sup. Set for Rings 0,3 umm HUGO-Sachs-Elektorink
Ruhrplatte Polymax 1040 Plattformschuttler Heidolph
Verstarkermodul Powerlab 8/30 AD Instruments
Wasserbad LAUDA E100 Lauda Dr. R. Wobser GmbH
& Co. KG
Mikroskop Leica MZ 9.5 Pro micron
Feinwaage BP210 D Sartorius AG
Waage L 2200 P Sartorius AG
OP-Besteck 15005-08, 11253-25, 14575-11,14088-10 Fine Science Tools GmbH

Tabelle 18: Verwendete Software

Software ‘ Produktbezeichnung Hersteller
Excel Excel 2013 Microsoft Corporation
Word Word 2013 Microsoft Corporation

LabChart LabChart 8 Reader AD Instruments

GraphPad Prism GraphPad Prism 8 GraphPad Software

EndNote EndNote X9 Clarivate Analytics
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