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1. Einleitung

1.1 Uberblick

Atherosklerose mit den Folgeerkrankungen Myokardinfarkt, Schlaganfall,
Bluthochdruck und Herzinsuffizienz ist unbestrittene Haupttodesursache in den
sogenannten entwickelten Landern Europas' und Nordamerikas,> mit zunehmender
Tendenz. Die Anlage zu atherosklerotischer VVeranderung kann bereits in den GeféaRen
von Kleinkindern gefunden werden und nimmt unaufhaltsam in Laufe des Lebens zu.
Allerdings kann dieser Ablauf durch Risikofaktoren und -verhalten sowie

Erndhrungsgewohnheiten ganz erheblich beeinflult werden.

Sind die morphologischen Aspekte atherosklerotischer Verédnderungen schon seit
Jahrhunderten bekannt, konnte doch erst in den letzten Jahrzehnten ein Teil der
pathophysiologischen Grundlagen dieser hochkomplexen Krankheit aufgedeckt werden.
Ein wichtiger Schritt dabei war die Entdeckung der endothelabhéngigen Gefalirelaxation
durch Furchgott und Zawadzki im Jahr 1980° eine Entdeckung die 1998 mit dem
Nobelpreis fur Medizin und Physiologie ausgezeichnet wurde. Bald schon wurde
erkannt, dal3 Stoffe aus den atherosklerotischen Plaques, wie Superoxide und oxydierte
Lipoproteine, den noch unbekannten endothelialen Relaxationsfaktor (EDRF) abbauen
und seine vasodilatierende Wirkung abschwéchen.*> Trotzdem sollten noch einmal fast
zehn Jahre vergehen, bis der EDRF als Stickstoffmonoxid (NO) identifiziert war.®” In
den folgenden Jahren konnte in Tiermodellen der Atherosklerose verminderte NO-
Produktion®® bzw. -Wirkung'®** nachgewiesen werden, sowie vermehrter Abbau von
NO durch Radikale wie Superoxid. Die Auswirkungen der Atherosklerose auf die
weiteren Enzyme und Botenstoffe des NO-Signalwegs, wie losliche Guanylatzyklase,
cGMP, Phosphodiesterasen und cGMP-abhéngige Proteinkinasen sind aber noch
weitgehend unbekannt. Durch die Entwicklung neuer Pharmaka, unter den
bekanntesten der Phosphodiesteraseinhibitor Sildenafil (Viagra®), werden diese Enzyme

in zunehmenden Malistab pharmakologisch beeinfluBbar. Daher ist es von



herausragendem wissenschaftlichen Interesse, welchen EinfluR die Atherosklerose auf

die Enzyme des gesamten NO:cGMP-Signalwegs hat.

1.2 Pathogenese der Atherosklerose
1.2.1 Herz-Kreislauf-Erkrankungen als Todesursache Nr. 1

Atherosklerose, neben Bluthochdruck Hauptursache kardiovaskularer Erkrankungen,
ist heute Haupttodesursache in den L&ndern Europas, Nordamerikas und vielen Landern
Asiens, mit steigender Tendenz. Nach den Zahlen der Centers of Disease Control and
Prevention und der American Heart Association verstarben im Jahre 1996 in den U.S.A.
mehr als 962.000 Menschen an den Folgen von Herz-Kreislauf-Erkrankungen, gefolgt
von 538.000 Opfern maligner Erkrankungen und 61.000 Unfallopfern.?*? Dies
entspricht einem Anteil der Herz-Keislauf-Erkrankungen an den gesamten
Todesursachen von mehr als 40%. Einen fast identischen prozentualen Anteil findet
man in Europa auch in Deutschland, Danemark und GroBbritannien, aber auch in der
Russischen Foderation und China, oder in Argentinien. Traditionell niedrigere
Mortalitat durch kardiovaskulare Erkrankungen haben statistisch Lander wie Spanien

und Frankreich in Europa, und Japan, allerdings auch mit zunehmender Tendenz.

Ursachen fur den Anstieg sind zunehmendes Risikoverhalten, v.a. inhalatives
Zigarettenrauchen, geénderte Erndhrungs- und Lebensgewohnheiten sowie ein
Zunehmen gefalischadigender Erkrankungen wie Diabetes mellitus,
Hypercholesterindmie und Bluthochdruck. Als Erkrankung des hoheren Lebensalters
tritt Atherosklerose, wie auch maligne Tumorerkrankungen, vermehrt als Todesursache
auf, wenn andere Erkrankungen, v.a. Infektionskrankheiten, heute weitgehend

therapierbar sind.



1.2.2 Morphologische und physiologische Veranderungen in der Atherosklerose

Insbesondere und ungunstigerweise in den Koronararterien koénnen erste
Veranderungen an der Lamina elastica interna und Intimaverdickungen schon bei
Neugeborenen gefunden werden.*** Diese Veranderungen werden von einigen Autoren
als ein normaler Vorgang des Alterns der Blutgefédlie angesehen, sind aber eigentlich

bereits eine Vorstufe der Atherosklerose.*®

Die ersten histologischen Veranderungen der Atherosklerose werden vor allem in der
Intima gefunden und sind charakterisiert durch eine Akkumulation von fettgefillten
Zellen, hauptsachlich Makrophagen. Ungeklért ist nach wie vor, was diesen Prozess
einleitet. Diskutiert werden Mikrotraumen in der Intima (die sog. Response-to-Injury
Theorie) oder eine primére Dysfunktion des Endotheliums (modifizierte Response-to-
Injury Theorie).’® In beiden Fallen fiihrt der initiale Stimulus zu einer vermehrten
Expression von Adhasionsmolekilen auf den Endothelzellen. Es kommt zu einer
vermehrten Einwanderung von Monozyten aus der Blutbahn in die GefaRwand, die sich
in Makrophagen umwandeln.'’*®* Durch die physiologische Transsudation von
Blutlipiden schwimmen diese Zellen regelrecht in Lipoproteinen und Cholesterin. Ein
weiterer wichtiger Faktor scheint die oxidative Verdnderung dieser Cholesterine in der
GefaBwand zu sein, welche dann durch die Makrophagen ber den Ox-LDL-Rezeptor
und weitere Scavenger-Rezeptoren phagozytiert werden.**?®?! Die Makrophagen sind
jedoch nicht in der Lage das UbermaR an Cholesterin zu verstoffwechseln, sondern
lagern es in Form von Cholesterinester-Tropfchen intrazelluléar ab. Mikroskopisch haben
diese Zellen nach Entfettung des Praparats ein schaumiges Aussehen, und werden daher
auch beschreibend "Foam Cells" genannt. Die Schaumzellen sezernieren
Wachstumsfaktoren (M-CSF, GM-CSF) und Chemotaxine, was zum weiteren
Einwandern von Leukozyten aus dem Blut fiihrt. **2%? Die so entstehenden friihen,

fettreichen aber bindegewebsarmen Plaques werden auch als "Fatty Streaks™ bezeichnet.
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Abb. 1: Der Circulus vitiosus der Entstehung der Atherosklerose. Nach der
"Response-to-Injury”-Theorie gehen der Entstehung atherosklerotischer Lé&sionen
mikroskopische Endothelschadigungen voraus, die zur Lipidablagerung, Foam-Zell-
Bildung und zur Entziindungsreaktion fuhren, die ihrerseits weitere Endothell&sionen

hervorruft, 182324

An Mikroverletzungen am Endothel anhaftende Thrombozyten sezernieren ebenfalls
Wachstumsfaktoren, u.a. PDGF, welche glatte Muskelzellen aus der Media anlocken
und deren Proliferation férdern.”> Diese SMCs haben zwar kaum mehr kontraktile
Eigenschaften, sezernieren aber in erheblichem MaRe extrazellulare Matrix und
Kollagen, zusammen mit den ebenfalls vorhandenen Fibroblasten. Die gebildete fibro-
muskulére Kappe bedeckt groRenteils den zentralen Lipid- und Schaumzell-Pool, was

voriibergehend zu einer Stabilisierung der Plaques fuhrt, allerdings auch nicht



unwesentlich zu deren allmahlichen GroRenzunahme beitragt. Dieser Ubergang von
Fatty Streak zu Fibrous Plaque ist lokalisationsabhdngig, findet aber meist schon

zwischen dem 30. und 40. Lebensjahr statt.

1.2.3 Weitere Entwicklung der Lé&sionen und Stary's Klassifikation

Neben der Grobeinteilung Fatty-Streak - Fibrous-Plaque wurde 1992 von H. C. Stary
und der American Heart Association eine genauere Einteilung der Stadien der
atherosklerotischen Lasionen eingefiihrt, die sogenannte Stary's Klassifikation?®2".
Die Entwicklung der L&sionen wird dabei nach ihren morphologischen Charakteristika

in finf Phasen eingeteilt:

Die erste Phase beschreibt kleine Lésionen, die oft schon in GeféRen von Personen
unter 30 Jahren gefunden werden koénnen. Die Lasionen entwickeln sich Gber viele Jahre
und Jahrzehnte hinweg und kdnnen weiter in Typ | bis Typ Il eingeteilt werden. Typ |
Lasionen zeichnen sich dabei durch eine diffuse Intimaverdickung aus, in der ggf. schon
erste Markophagen zu finden sind (s. Abb. 2). Typ Il L&sionen bestehen dann schon aus
lipidgefillten Makrophagen (Foam-Zellen), die in grofier Anzahl in der (Neo-) Intima zu
finden sind. Bei weiterer Progression der Erkrankung bilden sich dann Typ Il Lasionen
aus, auch Préatherome genannt. Diese zeichnen sich durch kleine extrazellulare Lipid-

Pools aus, zusétzlich zum Fett in den Makrophagen.



Diffuse Intimaverdickung Makrophagen (Foam-Cells) kleine Pools extrazelluliren Fetts

|:| (Neo)Intima

|:| Media

Typ | Typ I (Préaatherom)

Zentraler Lipidkern Fibrose Kappe (mit SMC) Intimaeinrisse

Typ IV (Atherom) Typ V (Fibroatherom)  Typ VI (komplizierte Lasion)

Abb. 2: Schematische Darstellung der Einteilung der atherosklerotischen Lasionen

nach Stary et al. und der American Heart Association.?®

Die zweite Phase ist durch Plaques charakterisiert, die noch nicht notwendigerweise
das Lumen stark verengen. Die Lasionen zeichnen sich durch einen hohen Lipidgehalt
aus, und neigen friher oder spater zur Ruptur. In Typ IV Lé&sionen haben sich die
extrazelluldren Lipid-Pfiitzen bereits zu einem zentralen Pool vereinigt. In Typ V
Lasionen findet man einen hoheren Anteil von glatten Muskelzellen, die den Lipidpool
oft wie eine Kappe uberdecken (Fibrous cap) und die Plaque dadurch temporar
stabilisieren. Die SMCs wandern, angezogen durch  Chemokine und
Wachstumsfaktoren, von der Media her ein. Sie verdndern sich dabei morphologisch
wie physiologisch und verhalten sich mehr wie Fibroblasten, produzieren extrazelluldre
Matrix. Je nach Gehalt an SMCs und Bindegewebe werden Typ V Ldsionen noch in

Typen Va (wenig) bis V¢ (viel Kollagen) unterteilt.



In Phase drei kommt es zu oberflachlichen Plaqueeinrissen, und zur randstandigen
Thrombusbildung. Diese komplizierten Lasionen (Typ V1) sind auch noch nicht notwen-
digerweise gefalBokkludierend, sie konnen direkt oder tber die Phase vier in Phase finf
Lasionen Ubergehen. Ob es zu grélReren Plaque-Rupturen kommt, also tber die Phase 4,
héngt in erster Linie von der Zusammensetzung der L&sion ab, welche wiederum v.a.
von deren Lage im Gefalbaum abhangt. Stark zu Plaquebildung und -progression
neigen GeféalRabzweigungen, vermutlich da dort der laminare Blutfluf? gestort ist, und
Turbulenzen auftreten. Sehr lipidreiche Lasionen mit einem groRen, zentralen Fettkern

und nur einer diinnen fibrésen Kappe neigen besonders zur groRflachigen Ruptur.?**

Phase vier ist durch groRflachigere Endotheleinrisse charakterisiert, und starker
Thrombusbildung, welche recht schnell zum GefaverschluR und schlieBlich zu den
typischen Symptomen der jeweiligen GefaRerkrankung fihren. Der Gefallverschlu3
erfolgt dabei entweder direkt durch den Thrombus an der L&sion, oder auch weiter distal

durch Embolisation durch freigerissenes Plaque-Material.

In Phase funf schlielflich organisiert sich der Plaque, der Thrombus wird haufig
fibrotisch um- und in den Plaque mit eingebaut. Gehen Phase 3 Plaques allmahlich und
ohne groRflachige Ruptur direkt in Phase 5 tber, so kommt es weniger haufig zu akuter
Symptomatik, das Gefal verengt sich langsam und haufig konnen sich Kollateralen
aushilden.®* Hingegen gehen akute Myokardinfarkte und zerebrovaskulare Insulte in

mehr als 75% mit einer groBeren Plaqueruptur einher (Phase 4).%



1.3 Der NO:cGMP-Signalweg

1.3.1 Stickstoffmonoxid als Botenstoff

Bereits seit langem ist bekannt, dal3 eine Vielzahl von chemischen Substanzen und
physiologischen Botenstoffen auf die glatte Muskulatur der GeféRe relaxierend und
somit gefallerweiternd wirkt. Azetylcholin oder Bradykinin binden an Rezeptoren der
GeféBwand und fuhren zur Verringerung des Gefatonus. Seit mehr als 100 Jahren ist
auch bekannt, dal} Nitrate wie Nitroglyzerin den vaskuldren Tonus senken. Nitrate sind
seit langem erfolgreich eingesetzte Medikamente zur Therapie der koronaren
Herzkrankheit.**3* Auf welche Art und Weise die physiologischen Signaltransmitter

und die Nitrate wirken lag noch lange Zeit im Dunkeln.

Erst 1980 konnten Furchgott und Mitarbeiter zeigen, daf? die durch Azetylcholin ver-
mittelte Vasodilatation von einem intakten Endothel abhangig ist.> Wurde das Endothel
in den Geféllen durch Abreiben zerstort, fihrt Azetylcholin zu keiner GefaRerweiterung
mehr, bzw. kommt es in hohen Konzentrationen sogar zur Vasokonstriktion durch
direkte Wirkung des ACh an den glatten Muskelzellen. Die Botenstoffe binden also
offensichtlich an Rezeptoren an den Endothelzellen und veranlassen diese einen
weiteren Signaltransmitter zu sezernieren, der in den anliegenden glatten Muskelzellen
eine Relaxation auslést. Dieser noch unbekannte Botenstoff wurde als "Endothelium-
Derived Relaxing Factor” oder EDRF bezeichnet. Noch vor der exakten Identifikation
von EDRF konnte bereits gezeigt werden, da Radikale wie Superoxid den Botenstoff

sehr effektiv inaktivieren kénnen.*°

Identifiziert wurde der EDRF schlieRlich 1987 als das gasférmige Radikal Stickstoff-
monoxid, NO,%" eine Entdeckung, die 1998 mit dem Nobelpreis fiir Medizin und

Physiologie fir R. F. Furchgott, L. J. Ignarro und F. Murad ausgezeichnet wurde.



1.3.2 Bildung von NO durch NO-Synthasen

NO, bis in die 80er Jahre eher als hochtoxischer Bestandteil von Abgasen und Smog
und als Verursacher chronischer Atemwegserkrankungen in Verruf, stellt somit eine
vollig neue Art von Transmitter da. Die meisten "konventionellen” Signaltransmitter auf
Protein- oder Aminosaurebasis binden an einen extrazellularen Rezeptor, und aktivieren
so eine intrazelluldre Signalkaskade. NO hingegen diffundiert als Gas frei durch
Zellmembranen und aktiviert dort intrazellulare Rezeptoren, v.a. die losliche
Guanylatzyklase.®> Als Radikal reagiert NO aber auch bereitwillig mit einer Vielzahl

von Molekiilen und Radikalen, vor allem Superoxid'®*® 37,38

und Oxyhamoglobin.
Gerade die Reaktion mit letzterem schréankt die Reichweite und physiologische
Halbwertszeit des Gases NO erheblich ein. Je nach Umgebung liegt die Halbwertszeit
im Millisekunden- bis Sekundenbereich, als maximale Reichweite werden ca. 100um
angegeben.® Spatestens dann trifft NO auf ein kleines Blutgefa® und wird durch
Oxyh&moglobin inaktiviert.

NO wird im Kérper durch die Enzymfamilie der NO-Synthasen gebildet.*>*
(s. S. 16, Abb. 4) Von diesen bis zu 320 kDa groRen Enzyme sind bislang 3 Isoformen
bekannt,** die NO und die Aminosaure L-Zitrullin aus L-Arginin unter Verbrauch von
0, und NADPH Katalysieren.**** Fiir eine erfolgreiche NO-Produktion ist desweiteren
Tetrahydrobiopterin als Kofaktor notwendig, wobei dessen Funktion noch nicht

eindeutig geklart werden konnte.*®

Von den drei Isoformen sind im kardiovaskuldaren Bereich vor allem die endotheliale
NOS (NOS-III, eNOS) sowie die induzierbare NOS (NOS-II, iNOS) von Bedeutung.
Die NOS-I Isoform (neuronale NOS oder nNOS) spielt hauptsachlich in Gehirn und
Nervensystem bei der Signaltransmission eine Rolle, wird aber in einer Vielzahl anderer
Zellen, auch Endothelzellen, gefunden.®* NOS-I und NOS-11I wird von Endothelzellen
und zahlreichen anderen Zellen konstitutionell, d.h. stdndig exprimiert, ihre Aktivitat
wird durch die freie intrazelluldre Kalziumkonzentration reguliert. Funktionell lassen

sich daher beide Isoformen auch unter cNOS, also konstitutionelle und Ca**-abhangige



NOS, zusammenfassen. In der Endothelzelle binden Botenstoffe wie Azetylcholin oder
Bradykinin an membranstédndige Rezeptoren und aktivieren dadurch die Produktion des
Second-Messengers Inositol-1,4,5-triphosphat,*® was zur Freisetzung von Ca**-lonen
aus dem endoplasmatischen Retikulum fiihrt. In der Folge bindet ein Komplex aus Ca*™
und Calmodulin an die NOS und aktiviert sie dadurch.***"*® Die cNOS lIsoformen
bilden somit einen gut regulierbaren, basalen NO-Spiegel flr die Feineinstellung des
GefaBtonus.*

NOS-II hingegen ist ein induzierbares Enzym, das zunéchst in Makrophagen und
neutrophilen Granulozyten gefunden wurde.”®*" Inzwischen ist aber bekannt, daR auch
Endothelzellen, glatte Muskelzellen und eine Vielzahl weiterer Zellen NOS-I1 unter dem
EinfluR von Entziindungsmediatoren wie 1L-1 und IFN-y exprimieren kénnen.****** Die
Regulation von NOS-II wird durch die Enzymtranskription reguliert;>® einmal
vorhanden, produziert die NOS-1I Ca""-unabhéngig Stickstoffmonoxid in weitaus
hoheren Konzentrationen als die cNOS-Enzyme.*® Die bis zum Abbau des Enzyms
mehrere Stunden anhaltende Aktivitat der NOS-II wird dadurch erklart, daf3 diese
Isoform Calmodulin hochaffin und schon bei sehr niedrigen Ca'"-Konzentrationen
bindet.>” Die mutmaBliche Hauptbedeutung der NOS-II liegt daher in der Produktion
von hohen, zytotoxischen Konzentrationen von NO und anderen Radikalen im Rahmen

von Entziindungreaktion und Infektabwehr.*®

1.3.3 Wirkungen von Stickstoffmonoxid

Innerhalb seiner kurzen Halbwertszeit diffundiert NO als Gas frei durch
Zellmembranen und andere Barrieren, um mit einer Vielzahl von Molekilen und

Proteinen zu reagieren, vor allem mit hameisenhaltigen Proteinen und Thiolgruppen.*®

So bildet NO mit Thiolen (wie Glutathion) sogenannte Nitrosothiole.’® Dies
entspricht einerseits einer Detoxifikation, da diese Thiole weniger reaktiv sind und
weniger reaktive Sauerstoffverbindungen bilden.>® Andererseits besitzen Nitrosothiole

gewisse NO-Wirkungen an Rezeptorproteinen und sind viel stabiler als das Gas NO
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selbst. Es wird daher diskutiert ob diese S-Nitrosothiole als langerlebige Speicherform
von NO im Blutplasma fungieren konnen.®* Auch gibt es zahlreiche Hinweise darauf,
dal3 S-Nitrosylierung von Cystein-Resten bei der Regulation der Aktivitat von Enzymen
und lonenkanélen eine wichtige Rolle spielt, analog der Phosphorylierung von OH-

Gruppen 56364

1.3.4 NO, Superoxid und Peroxynitrit

Schon bevor klar war, dal? der EDRF NO oder eine NO-&hnliche Substanz ist, wurde
bereits erkannt, daR der - damals in Endothelzellkultur produzierte - EDRF sehr effektiv
durch Superoxid-Anionen (O,) deaktiviert wird.'>® Dies entspricht der Reaktion von
NO mit O, zu Peroxynitrit (ONOQ), einem hochreaktiven, toxischen Anion, welches

aber kaum mehr vasodilatierende Wirkung besitzt.®*®’

Das O, kann auf vielféaltige Art und Weise gebildet werden. Mitochondrien
produzieren permanent kleine Mengen als ungewolltes Nebenprodukt der oxidativen
Phosphorylierung. NOS selbst kann, insbesondere wenn wenig Tetrahydrobiopterin als
Kofaktor vorhanden ist, erhebliche Mengen Superoxid bilden.®® Eine weitere wichtige
O, -Quelle ist unter Entzlindungsbedingungen die Enzymfamilie der NADH/NADPH-
Oxidasen (NOX). Diese Enzyme nutzen NADH bzw. NADPH als Substrate fir den
Elektronentransfer auf molekularen Sauerstoff und bilden dabei O,” und NAD™ bzw.
NADP®. Zunachst in Leukozyten gefunden, spielen diese Enzyme wohl eine
entscheidende Rolle bei der Immunabwehr durch Bildung von zytotoxischen
Radikalen.®™® Inzwischen konnten &hnliche Oxidasen auch in zahlreichen anderen
Zellen, unter anderem Endothel- und glatten Muskelzellen, gefunden werden, wobei die
Funktion in diesen Zellen noch nicht geklart ist.”*">" Eine weitere Quelle fiir O,", die
erst kirzlich entdeckt wurde, ist im Blut zirkulierende Xanthinoxidase (XOD), welche
an Heparinbindungsstellen der Endothelzellen bindet, und lokal verhdltnismaRig hohe
Spiegel des NO-abbauenden Radikals bilden kann.”
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In den Zellen wird normalerweise versucht den Spiegel an O, und anderen Radikalen
niedrig zu halten. Dafiir sorgen die Enzyme der Superoxid-Dismutasen (SOD), von
denen drei Formen bekannt sind. Eine intrazelluldre”™ und eine extrazellulare™ kupfer-
und zinkhaltige SOD (auch als Cu/Zn-SOD und EC-SOD bezeichnet) und ein
hauptséachlich mitochondrial lokalisiertes, manganhaltiges’’ Enzym, die sog. Mn-SOD.
Diese Enzyme dismutieren O," zu H,O,, welches leicht Gber die ubiquitdre Katalase

weiter abgebaut werden kann.

Jedoch ist die Reaktionsgeschwindigkeit der Reaktion NO + O, => ONOO
mindestens dreimal schneller als die Superoxiddismutasen O," zu H,0O, dismutieren
kénnen.”® Da sich die Reaktionen sowohl von NO als auch O, aufgrund der kurzen
Halbwertszeit beider Radikale in sehr lokal begrenztem Raum abspielen, kénnen schon
verhaltnismaRig niedrige O,-Konzentrationen erheblichen Einflu} auf die biologische
Aktivitat des gebildeten NO haben.*®

Das bei der Reaktion mit Superoxid entstehende Peroxynitrit (ONOQO) kann je nach
Konzentration unterschiedliche Eigenschaften haben. Niedrige Konzentrationen von
ONOO" verhalten sich &hnlich wie NO und kénnen zu Vasodilatation® und
Thrombozyteninhibition® fihren. Manche Autoren sehen daher in niedrigen Spiegeln
von ONOO" auch physiologische NO-Donoren oder -Speicher, die sich durch
reduzierende Thiole wieder zu NO reaktivieren lassen oder Nitrothiole mit NO-artiger
Wirkung bilden konnen.®! Hohe Konzentrationen von ONOO™ hingegen sind hoch zyto-
toxisch, u.a. durch die Bildung von weiteren hochreaktiven Radikalen wie
peroxysalpetriger ~ Saure®*  und  Hydroxyl-Radikalen,®®  sowie  durch

Proteinfragmentierung und Aminosaurennitrosylierung in Proteinen.*
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7

Abb. 3a: NO und O3 in der gesunden GefalRwand: Unter physiologischen Bedingungen

entstenen nur kleine Mengen ONOO", die moglicherweise als schwach wirksamer NO-
Donor agieren kdnnen (NOX: NADPH-Oxidase, XOD: Xanthinoxidase, R-SH: Thiole).

@ochondrien 02-
NO,-Tyrosin

Abb. 3b: NO wund O; im atherosklerotischen Blutgefal: Ist durch die
Entztindungsreaktion die O, -Produktion erhdht, kommt es zur Bildung grofRer Mengen
ONOO™ mit ihren zytotoxischen Wirkungen. NO-vermittelte Vasodilatation ist erheblich
vermindert. (NOX: NADPH-Oxidase, XOD: Xanthinoxidase, MPO: Myeloperoxidase,
LPO: Lipoxigenase)®
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1.3.5 NO-Rezeptor: Die I6sliche Guanylatzyklase

Die Weiterleitung des Signals zur Relaxation der glatten Muskelzellen, und somit der
Vasodilatation, erfolgt uber den Second Messenger zyklisches
3',5'-Guanosinmonophosphat. Gebildet wird dieser zweite Botenstoff durch die I6sliche
Guanylatzyklase (GTP-Pyrophospholyase, zyklisierend; sGC) aus
5'-Guanosintriphosphat unter Abspaltung von Pyrophosphat.®*® Schon 1977 konnte
gezeigt werden, dal3 16sliche Guanylatzyklase durch exogenes NO und Nitrate stimuliert
werden kann, und durch einen Anstieg der cGMP-Konzentration zur Relaxation von
glattem Muskel fihrt.%® Der pharmakologische Mechanismus der Nitrate, in der
Therapie der Angina pectoris seit langem erfolgreich in Gebrauch, konnte somit schon

Jahre vor der Entdeckung des EDRF geklart werden.

sGC ist ein heterodimeres, hdmhaltiges Enzym bestehend aus einer a- und einer
B-Untereinheit, von denen jeweils zwei Isoformen bekannt sind.®”%% Funktionell aktiv
sind lediglich die Dimere a13; und a,f3;, wobei erstere im kardiovaskuléren Bereich
offenbar die Hauptrolle spielt.®® Aktiviert wird die sGC durch Binden von NO an die
freie Ligandenstelle im Hameisen. Das Eisen wird dadurch leicht aus der Ebene des
Porphyrinrings gehoben, es kommt zur Konformationsénderung in der sGC, das Enzym
ist aktiviert und produziert cGMP.** Anzumerken ist, daB auch Kohlenmonoxid (CO) in

92,93

der Lage ist sGC schwach zu stimulieren, und weitere, nicht-gasférmige sGC-

Aktivatoren gefunden worden sind.*

Erst kirzlich konnte gezeigt werden, daB sGC in der Zelle zumindest teilweise
membranassoziiert ist, moglicherweise assoziiert mit Caveolae.”® Dadurch befindet sich
der NO-Rezeptor in den SMC in unmittelbarer N&he des Bildungsortes von NO in den
Endothelzellen. NOS-I11 ist in den EC ebenfalls mit den Caveolae assoziiert.***"*® Dies
konnte die Weiterleitung des NO-Signals an die SMC verbessern, insbesondere

angesichts der kurzen Halbwertszeit von Stickstoffmonoxid.

14



BeeinfluBt wird die Expression der sGC u.a. durch ihren Stimulator NO
mdoglicherweise als physiologischer Regulationsmechanismus. Erhohte NO-Spiegel
fuhren zu verminderter Expression beider Untereinheiten a; und (3; der sGC auf
mRNA- und Proteinebene.®*!® Auch die zytokinvermittelte Herunterregulation von
sGC scheint NO-vermittelt zu sein, ein wichtiger Aspekt fiir die Pathogenese der
Atherosklerose, welche auch eine entziindliche Erkrankung darstellt.*>*%? Zyklisches
AMP, der "Bruder" von cGMP, scheint einen Einflu auf die Expression der sGC zu
haben. Erhohte cAMP-Spiegel fihrten zur Reduktion von sGC-Aktivitat, sSGC-mRNA
sowie -Protein.'®® Desweiteren beeinflussen verschiedene SpleiBvarianten der a- und
B-Untereinheiten der sGC deren Aktivitat. Inaktive Spleillvarianten konkurrieren
zumindest in vitro mit aktiven Varianten bei der Heterodimerbildung und kénnen zur
Abnahme der Gesamtaktivitat fuhren.!®*'% Inwiefern dies auch in vivo und besonders
in der Atherosklerose als pathogenetischer Faktor eine Rolle spielt, ist noch

unzureichend geklart.

1.3.6 Der Second Messenger cGMP

CGMP hat in der Zelle zahlreiche potentielle Zielproteine. Es beeinfluBt cGMP-
abhangige lonenkanédle in der Zellmembran; unter anderem aktiviert es einen
Kaliumkanal, was zu einer Hyperpolarisierung der Zelle fihren kann und damit zur
Abnahme der Kontraktilitat.'%%" Seinen eigenen Abbau und den von cAMP beeinfluft
cGMP auch, es kann die Aktivitat von bestimmten Phosphodiesterasen verandern.'®
Fur die erfolgreiche Vasodilatation ist jedoch die Aktivierung der cGMP-abhangigen
Proteinkinase I (cGK-1) unerlailich. Bei Mausen, deren cGK-I genetisch inaktiviert
wurde (sog. Knockout-Mause), zeigten fast keine SMC Relaxation mehr auf Stimulation
mit NO-Donoren.'® Der cAMP-Signalweg blieb bei diesen Tieren vollstandig intakt.
Auch die antiatherogenen Qualitdten von NO in Bezug auf Zellproliferation und
-migration, sowie Pl&ttchenaggregation scheinen hauptsachlich cGK-1 vermittelt zu

sein. 110,111,112
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Abgebaut wird der Second Messenger Uber die Enzymfamilie der
Phosphodiesterasen, wobei fiir den Abbau von cGMP von den flinf bekannten Typen die
Typ | und Typ V PDE wichtig sind.**®* Die PDE sind auch der einzige Punkt im
Signalweg unterhalb von NO auf den schon seit langerem pharmakologisch eingegriffen
wird durch Phosphodiesteraseinhibitoren. Als Beispiele seinen Methylxanthine wie
Coffein und Theophyllin oder Stoffe wie Amrinon und Milrinon und neuerdings

Sildenafil genannt.

/xop\ i

NOX
N O, ' NAD(P)H

NOS-III
L-Arg
NO H,Bip

Endothelzelle

O <«

2 W

(Cu/zn)-SOD

2 NO@ cGMP %ﬂ P-VASP
N Vasodilatation
GMP

ONOO
H>O>
H,0O Nitrotyrosin

glatte Muskelzelle

Abb. 4: Schematische Darstellung der NO:cGMP-Signaltransduktion in der Wand von
Blutgefalien.

16



1.3.7 cGMP-abhangige Kinasen und VASP

Aktivierte cGK-1 kann in der Zelle eine Vielzahl von Proteinen phosphorylieren,
unter anderem lonenkandle und den Inositol-3-Phosphat Rezeptor. Fir die
NO-vermittelte Relaxation ist mdglicherweise die Phosphorylierung und somit
Inaktivierung der Myosin-Leichtkettenkinase verantwortlich.***** Die Expression der
cGK-I ist dhnlich der sGC reguliert: Vor allem Stimulatoren (Nitrate, Theophyllin,

cGMP und cAMP) filhren zu einer verminderten Expression des Enzyms.**°

Ein interessantes Substrat der cGMP- und cAMP-abhéngigen Kinasen, ist das
sogenannten Vasodilator-stimulierte Phosphoprotein (VASP), dessen genaue Funktion
noch nicht endgiltig geklart ist.*'” Dieses 46/50 kDa groBe Phosphoprotein besitzt
insgesamt drei Phosphorylierungsstellen, cGK-1 phosphoryliert dieses Protein bevorzugt
an der Aminosdure Ser-239.8!° Gefunden wird VASP intrazelluldr assoziiert mit
Aktinfilamenten des Zytoskeletts und mit sogenannten fokalen Adhasionen, bestimmten
Zell-Zell Kontakten.?® Bei der NO-vermittelten Thrombozyteninhibition scheint VASP
eine essentielle Rolle zu spielen, fir die Relaxation von SMC offensichtlich nicht.*?
Unabhangig davon steht VASP ganz am Ende des gesamten NO:cGMP-Signalwegs. Mit
monoklonalen Antikoérpern ist es seit kurzem moglich, die Phosphorylierung an der
Aminosaure Serin 239 nachzuweisen.'*® Das phosphorylierte Pger3o-VASP stellt einen
funktionellen Marker der Aktivitat des gesamten NO:cGMP-Signalwegs dar, wie erst
kirzlich in Kaninchenaorta gezeigt werden konnte: Der Gehalt an Pggr39-VASP in der
Aortenwand liel sich durch NO-Donoren wie SNP und durch cGMP-Analoga erhthen.
Inhibitoren der NOS (L-NAME), sGC (ODQ) und cGK-I fiihrten zu einem Absinken der
Spiegel. Durch Entfernung des Endothel, also der natiirlichen NO-Quelle sank, in
Abwesenheit anderer  Stimulatoren, der  Peg3o-VASP  Gehalt unter die

Nachweisgrenze.'?
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1.3.8 Vasoprotektive Eigenschaften des NO:cGMP-Signalwegs

NO selbst und der gesamte NO:cGMP-Signalweg haben eine Vielzahl von
vasoprotektiven, antiatherogenen Wirkungen: cGMP-vermittelt wird die Aggregation
von Thrombozyten, nach der "Response-to-Injury”-Theorie der erste Schritt der
Atherogenese, wirkungsvoll inhibiert'>**?*, Auch die chemotaktische Attraktion sowie
endotheliale Anheftung und Immigration von Leukozyten, die Uber Zytokine die

Entziindungsreaktion auslésen und unterhalten, wird durch NO vermindert.*?>!2

Expression von Zell-Zell-Adhésionsmolekiilen wie VCAM-1 wird vermindert.'?’

Proliferation und Migration von glatten Muskelzellen, essentiell fur die Ausbildung
der Neointima, wird durch NO inhibiert,*?3:1291303L132 \edijert wird dies durch ein
NO-vermitteltes Festsetzen der SMC in der Go/G;-Ruhephase des Zellzyklus.
Zumindest teilweise scheint dies ein Autoregulationsmechanismus der glatten
Muskelzellen zu sein: Glatte Muskelzellen selbst exprimieren nach Endothelschédigung
vermehrt NOS-11.2¥ SchlieRlich konnte auch ein endothelprotektiver Effekt von NO
nachgewiesen werden: Nach Endothelschadigung stimuliert NO Proliferation und

Migration von Endothelzellen,***3> Apoptose wird hingegen unterdriickt. >33

1.3.9 Pathophysiologische Veranderungen in der Atherosklerose

Schon seit den achtziger Jahren ist bekannt, dal? in der Atherosklerose das Lumen der
befallen Gefélle nicht nur durch die mechanische Obstruktion durch Plaques und
Thromben verkleinert wird. Zuséatzlich zeichnen sich diese Gefae durch eine verstérkte
Vasokonstriktion bzw. verminderte Reaktion auf Vasodilatatoren aus. In Tiermodellen
kann Atherosklerose durch Cholesterin-angereichertes Futter herbeigefiihrt werden.
Aortenringe dieser Tiere reagieren schon nach einigen Wochen Cholesterin-Ftterung
vermindert auf Azetylcholin.**3!% |nteressanterweise ist die Reaktion auf Nitrate und
NO-Donoren zunéchst noch erhalten, und histologisch sind h&ufig noch keine oder nur

minimale Verdnderungen zu sehen. Die Fehlfunktion liegt also offensichtlich zunéchst
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v.a. im Endothel. Erst nach mehrmonatiger Cholesterineinnahme war auch eine
nachlassende Dilatation auf Nitrate zu verzeichnen und es fand sich eine pathologisch
vermehrte Kontraktion auf Serotonin und eine Reihe weiterer Substanzen.!3!4°

Ahnliche vaskulare Fehlfunktionen konnten auch am Menschen gefunden werden.'*

Die pathophysiologische Grundlage der Dysfunktion der Endothelzellen beginnt
schon oberhalb der Produktion von NO. In den letzten Jahren wurden vermehrt
funktionelle Veranderungen der Rezeptoren von Azetylcholin und anderer
endothelabhé&ngiger Vasodilatoren beschrieben. Die G-Proteine der Rezeptoren werden
durch  oxidiertes LDL, Lysophosphatidylcholin und andere, durch die
Entzindungsreaktion oxidativ geschadigte Stoffe beeinflut bzw. die Expression

verandert 142143144

Die Expression und Aktivitdit der NO-Synthasen wird je nach Stadium in
unterschiedlicher Weise beeinfluf3t. Zytokine und Wachstumsfaktoren fiihren zu einer
vermehrten Expression von NOS-II in Leukozyten, SMC und Endothelzellen,
méglicherweise als temporarer Kompensationsmechanismus.'*>*4¢447"14% Der EinfluR

auf die konstitutionellen Isoformen ist nicht eindeutig geklart.®°149150151

Durch die Entziindungsreaktion ist die Produktion von Superoxiden und anderen
Radikalen stark erhoht, was zu einem verstiarkten Abbau von NO fiihrt,’}7%73.152.153
Expression von vasoprotektiver EC-SOD ist verringert.™ Der Spiegel an toxischem

Peroxynitrit ist dadurch erhéht, nachweisbar durch erhéhte Tyrosinnitrierung.*>

Von den Enzymen unterhalb von NO ist bekannt, dal die Aktivitat der sGC im
Kaninchenmodell mit einem Cholesterin-Fltterungszeitraum von 4 Monaten bereits
verringert ist."® Die Veranderung wird moglicherweise durch oxidiertes LDL, das in
groBen Mengen in atherosklerotischen Plaques vorkommt, mediiert.®” Bei spontan
hypertensiven Ratten (SHR) wurde, vor allem bei alten Tieren, verminderte Expression

von sGC a; und B; beschrieben, auf mMRNA- und auf Proteinebene.’*®***® Eine neue
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Studien beschreibt sogar den kompletten Verlust der B-Untereinheit in SMC von alten

Ratten.'®

Auch die mRNA des cGMP-Rezeptors cGK-I ist in spontan hypertensiven Ratten

reduziert, 8%

was pathophysiologisch eine wichtige Rolle spielt: Geféalie von cGK-I-
defizienten Mausen zeigen keine Reaktion mehr auf NO und Nitrate.® Einzig die
Phosphodiesteraseaktivitat ist in atherosklerotischen Gefél3en reduziert, moglicherweise

als physiologischer Kompensationsmechanismus.*®*

Somit beschrénkt sich die Dysfunktion der NO-vermittelten Vasorelaxation in
Atherosklerose nicht auf den NO-abhdngigen Teil des Signalwegs. Weitergehende
Zusammenhange der Pathogenese im zweiten Teil des Signalwegs sind jedoch noch

unzureichend geklart.
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2. Fragestellung:

Die Wichtigkeit der genauen Kenntnis der pathophysiologischen Veranderungen im
NO:cGMP-Signalweg im Verlauf der atherosklerotischen Erkrankung kann nicht oft
genug betont werden. NO-Donoren wie Nitroglyzerin und Nitroprussid sind seit Gber
hundert Jahren erfolgreich im Einsatz zur Behandlung der koronaren Herzkrankheit, der
Wirkmechanismus ist erst seit kurzem verstanden. Neue Pharmaka, die auch Enzyme
unterhalb der NO-Produktion beeinflussen konnen, Phosphodiesteraseinhibitoren,
direkte sGC-Stimulanzen und Stoffe die die cGK-I-Aktivitat modifizieren kénnen sind

in Entwicklung oder in klinischen Tests.*2

Hingegen beschrénken sich die meisten vorhandenen Forschungsergebnisse tber den
NO:cGMP-Signalweg in Atherosklerose weitgehend auf den endothelabhéangigen Teil
des Signalwegs, also die Rezeptoren, G-Proteine, die NO-Synthasen sowie den Abbau
durch Superoxide. Uber den endothelunabhéngigen Teil unterhalb von NO ist nur wenig

bekannt, die Ergebnisse sind teils widerspruchlich.

In dieser Arbeit soll daher insbesondere auf die Enzyme unterhalb von NO
eingegangen werden. Zum Zwecke der Vergleichbarkeit mit anderen Studien wurde

jedoch noch einmal NO-Produktion und O,” Abbau in die Studie mitaufgenommen.

Im einzelnen sollen die folgenden Fragen beantwortet werden:

1. Wie andert sich die Aktivitit der Ca™-abhangigen und -unabhangigen NO-
Synthasen?

2. Ist die Expression der Cu/Zn-Superoxiddismutase verandert?

3. Ist die Nitrierung von Tyrosinresten erwartungsgemal erhoht?

4. Ist die Expression und Aktivitat der 16slichen Guanylatzyklase erniedrigt?

5. In welcher Wandschicht ist die Aktivitat der sGC erniedrigt?

6. Wie verhalt sich die Expression der cGK-I und in welchen Wandschichten ist sie
besonders vorhanden?

7. Inwiefern ist die Phosphorylierung des Endpunkt-Markers VASP veréndert?
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3. Material und Methoden

3.1 Chemikalien, Pharmaka, Reagenzien und Versuchstiere

die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Pharmaka waren von der hdchsten

verfugbaren analytischen Reinheit und wurden von den folgenden Herstellern bezogen:

Substanz

(6r)-5,6,7,8-Tetrahydro-L-Biopterin

2-Mercaptoethanol

ACL Chemilumineszenz Kit

Acrylamid (30%), Bisacrylamid (0,8%)

Aceton

Aprotinin
Ammoniumpersulfat
Bromphenolblau

BSA

Calciumchlorid

Calmodulin

cGMP

cGMP Direct Correlate EIA-Kit
CHAPSO

Citifluor

Coomassie Brillant Blue
(Cu/Zn)-SOD, bovin

DTT

EDTA

EGTA

Epoxy-aktivierte Sepharose
Eriochrome Black (Cl 14645)
Ethanol (96%)
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Bezugsquelle

Dr. Schircks Laboratories (Jona, Schweiz)

Sigma Chemie (Deisenhofen)
Amersham (Braunschweig)
Roth (Karlsruhe)

Sigma Chemie (Deisenhofen)
Sigma Chemie (Deisenhofen)
Sigma Chemie (Deisenhofen)
Sigma Chemie (Deisenhofen)
Sigma Chemie (Deisenhofen)
Sigma Chemie (Deisenhofen)
Sigma Chemie (Deisenhofen)
Sigma Chemie (Deisenhofen)
Biotrend (Kdln)

Sigma Chemie (Deisenhofen)
Agar Scientific (Essex, UK)
Sigma Chemie (Deisenhofen)
Sigma Chemie (Deisenhofen)
Sigma Chemie (Deisenhofen)
Sigma Chemie (Deisenhofen)
Sigma Chemie (Deisenhofen)
Sigma Chemie (Deisenhofen)
Sigma Chemie (Deisenhofen)

Sigma Chemie (Deisenhofen)



Substanz

Ethanolamin
Flavin-Adenin-Dinukleotid
Flavin-Mononukleotid
Glyzerin

Glycin

Glutathion, reduzierte Form
GTP

Guanidiniumchlorid

IBMX

Imidazol

Kreatinkinase
Kreatinphosphat
L-[2,3,4,5->H]-Arginin
L-Arginin

Leupeptin

Methanol
Molekulargewichtsstandard
NADPH

Natriumacetat
Natriumchlorid
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydrogenphosphat
Natriumdihydrogenphosphat
Natronlauge (1 mol L™)
3-Nitrotyrosin

NP-40

OCT-Compund

Pepstatin

Phosphorsaure (85%)
PMSF

23

Bezugsquelle

Sigma Chemie (Deisenhofen)
Boehringer Mannheim (Mannheim)
Fluka (Buchs, Schweiz)

Merck (Darmstadt)

Biomol (Hamburg)

Boehringer Mannheim (Mannheim)
Sigma Chemie (Deisenhofen)
Sigma Chemie (Deisenhofen)
Sigma Chemie (Deisenhofen)
Sigma Chemie (Deisenhofen)
Sigma Chemie (Deisenhofen)
Sigma Chemie (Deisenhofen)
Amersham (Braunschweig)

Sigma Chemie (Deisenhofen)
Boehringer Mannheim (Mannheim)
AppliChem (Darmstadt)

Biorad (Miinchen)

Merck (Darmstadt)

Sigma Chemie (Deisenhofen)
Merck (Darmstadt)

Sigma Chemie (Deisenhofen)
Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Sigma Chemie (Deisenhofen)
Sigma Chemie (Deisenhofen)
Sigma Chemie (Deisenhofen)
Ames, Miles Laboratories (Elkart, U.S.A.)
Boehringer Mannheim (Mannheim)
Sigma Chemie (Deisenhofen)

Sigma Chemie (Deisenhofen)



Substanz Bezugsquelle

Ponceau S Férbeldsung Sigma Chemie (Deisenhofen)
Protein-A-Sepharose Sigma Chemie (Deisenhofen)
Rotiscint Roth (Karlsruhe)

SDS Sigma Chemie (Deisenhofen)
SNP Sigma Chemie (Deisenhofen)
TEA Sigma Chemie (Deisenhofen)
Tris Roth (Karlsruhe)

Triton X-100 Sigma Chemie (Deisenhofen)
Trockenmilch, fettfrei Nestlé (Solon, U.S.A))
Tween 20 Serva (Heidelberg)

Wasser:

Wasser wurde deionisiert auf eine Leitfadhigkeit von 18 MQ - cm (Milli-Q, Millipore,

Eschborn), dieses wird im folgenden Aqua dest. genannt.
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Antikorper fur den Western Blot wurden von folgenden Quellen bezogen und im

Western Blot in den angegebenen Verdinnungen eingesetzt:

Antikorper (Anti-) Typ Bezugsquelle Verdinnung
sGC a3 (SA 3093) polyklonal |selbst 1:2000
sGC B: (SA 2934) polyklonal  |selbst 1:1000
Cu/Zn SOD polyklonal | Calbiochem (Bad Soden) 1:750
Nitrotyrosin polyklonal |L. Otto Uttenthal, Madrid, Spanien | 1:5000
Nitrotyrosin monoklonal |Joseph Beckman, Birmingham, 1:4000
Alabama, U.S.A.

cGK-I polyklonal | Suzanne Lohmann, Wirzburg 1:4000
Pser239-VASP monoklonal | Ulrich Walter, Wirzburg 1:2000
Kaninchen (HRP) polyklonal | Amersham (Freiburg) 1:2000
Maus (HRP) polyklonal | Amersham (Freiburg) 1:2000
Schaf (HRP) polyklonal | Sigma (Deisenhofen) 1:1000

Versuchstiere

Die Kaninchen (mannliche White New Zealand, 8 Wochen alt) wurden von Charles
River (Frankreich) bezogen, Kaninchenfutter (Aliment pour lapin extralbo C15, teils mit
Zusatz von 0,3% Cholesterin) von L. Pietrement Ets (Provins, Frankreich). Die Tiere
wurden im Institut de Recherche Servier, Suresnes, Frankreich nach den geltenden

Tierschutzauflagen gehalten.
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3.2 Puffer und Ldsungen

Antikorper-Affinitatsreinigung

Kopplungs-Puffer NaHCOs3, pH 9,0 0,1 mol/L
NaCl 0,5 mol/L
Blocklésung Ethanolamin 1 mol/L
Waschpuffer 1 Na-Acetat, pH 4,0 0,1 mol/L
NaCl 0,5 mol/L
Waschpuffer 2 Tris, pH 8,5 50 mmol/L
NaCl 1 mol/L
NP-40 2 mL/L
Elutionslosung pH Glycin, pH 3,0 0,1 mol/L
Elutionslosung Gua Guanidiniumchlorid 4 mol/L

Kaninchengewebehomogenisation

Marletta Puffer TEA,pH 7,8 25 mmol/L
EDTA 1 mmol/L
DTT 5 mmol/L
Leupeptin 1 pmol/L
Trypsin Inhibitor 0,5 mg/L
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Proteinbestimmung (nach Bradford)

Bradford-Reagenz Ethanol (96%) 47 mL/L
HsPO, (85%) 85 ml/L
Coomassie Brilliant 0.1g/L
Blue G-250

Die Losung wurde gefiltert und lichtgeschutzt aufbewahrt

Immunhistoféarbung

PBS NaH,PO,/Na,HPO, 10 mmol/L
NaCl 150 mmol/L

Bei den immunhistochemischen Farbungen wurde zum Blocken 40g/L

Rinderserumalbumin in PBS verwendet.

Citrullin-Assay

Assaypuffer 1 TEA, pH 7,5 50 mmol/L
Calmodulin 1 mmol/L
CHAPSO 250 pmol/L
FAD 5 umol/L
FMN 5 umol/L
NADPH Immol/L
Glutathion 7 mmol/L
L-Arginin 5 umol/L
H4Bip 10 pmol/L
je nach Versuch: CaCl, 1 mmol/L
oder: EGTA 5 mmol/L
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Stoppuffer

Natriumacetat, pH 5,5
EDTA

SDS-Polyacrylamid-Elektrophorese und Western Blot

3 x Lammli-Probenpuffer

4 x Trenngel Puffer

4 x Sammelgel Puffer

10 x Laufpuffer

Transfer Puffer

TBS

Tris, pH 6,8

SDS

Glyzerin
2-Mercaptoethanol

Bromphenolblau

Tris, pH 8,8
SDS

Tris, pH 6,8
SDS

Tris
Glycin
SDS

Tris
Glycin
SDS
Methanol

Tris, pH 7,5
NaCl
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25 mmol/L

2 mmol/L

200 mmol/L
60 g/L
240mL/L
90mL/L
250 mg/L

1,5 mol/L
4 g/L

0,5 mol/L
4 g/L

250 mmol/L
2 mol/L
10 g/L

48,5 mmol/L
39 mmol/L
1,3 mmol/L
200 mL/L

20 mmol/L
200 mmol/L



TBST

Block-Losung

sGC Aktivitatsassay

Assaypuffer 2

Phosphodiesterase Aktivitatsassay

Assaypuffer 3

Tris, pH 7,5
NaCl

Tween 20

Fettfreie Trockenmilch

TEA, pH 7,4
IBMX

MgCl,

GTP

DTT
Kreatin-Phosphat

Kreatin-Kinase

Tris, pH 7,5
Imidazol
MgCl,
Mg-Acetat
Calmodulin
CaCl,

29

20 mmol/L
200 mmol/L
0,5 mL/L

30 g/L in TBST

50 mmol/L
1 mmol/L
3 mmol/L
0,5 mmol/L
3 mmol/L
5 mmol/L
0,25 g/L

20 mmol/L
20 mmol/L
3 mmol/L
15 mmol/L
0,25 pumol/L
0,25 pumol/L



3.3 Gerate und Software

Gerat

Analysenwaage

Beta-Szintillationszahler

Computer

Chromatographieséulen

Diapositivfilm

Durchlichtscanner

Elektroblotter
Feinwaage
Filterpapier

Fluoreszenzmikroskop

Gelkammern
Homogenisator
Horizontalschuttler
Kamera

Netzgerat

Nitrozellulosemembran

Objekttrager

pH-Meter

Typ
BP 61

Tri-Carb 2500 TR

Macintosh Performa 450, Power
PC 6100/66, Power PC
6030/200

Poly-prep (1 x 2,5 cm)

Ektachrome 400 ASA

PowerLook Il

Graphit Elektoblotter Milli-Blot
SBA 52

Whatman Paper

Leitz DM IRB (50 W HBO
Lampe)

Mini Protean Il
Glass-Glass-Potter
Doumax 1030

Leitz Wild MPS 45/62
Power Pack P25

Hybond ECL

Silanized Slides

Accumet Basic pH-Meter
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Hersteller

Sartorius (Gottingen)
Canberra-Packard
(Frankfurt/Main)
Apple Computer Inc.
(Cupertino, U.S.A))

Biorad Laboratories
(Minchen)

Eastman Kodak
(Rochester, U.S.A.)
Umax Data Systems
Inc. (Tsinchu, Taiwan)
Millipore (Eschborn)
Scaltec (Heiligenstadt)
3M Inc. (Neuss)

Leica (Wetzlar)

Millipore (Eschborn)
Braun (Melsungen)
Heidolph (Minchen)
Leica (Wetzlar)
Biometra (Gottingen)
Amersham
(Braunschweig)
Dako (Glostrup,
Dénemark)

Fisher Scientific

(Ingolstadt)



Gerat
Photometer (Plate Reader)

Rontgenfilme

Rihrwerk

Schiittler

Thermomixer

Zentrifugen

Software

Adobe Photoshop 3.0

Claris Draw 1.0 v 2

Cricket Graph 1.3.2

Mac Operating System 7.5.1
Microsoft Excel 5.0
Microsoft Windows 95
Microsoft Word 7.0
NIH-Image 1.55

Prism Graph Pad 1.0.3

Typ
SpektraMax 340

Biomax MR-1

Tri-X-Pan 400

RW 20

Reax 2000
Eppendorf 5436

Hettich EBA 12

Hettich Universal 16R
Hettich Rotanda

Hersteller

Hersteller
Molecular Devices
(Menlo Park, U.S.A.)
Eastman Kodak
(Rochester, U.S.A.)
Eastman Kodak
(Rochester, U.S.A.)
Janke & Kunkel
(Staufen)

Heidolph (Miinchen)
Netheler-Hinz
(Hamburg)

Hettich (Tuttlingen)
Hettich (Tuttlingen)
Hettich (Tuttlingen)

Adobe Systems Inc. (San Jose, U.S.A.)

Claris Corp. (Santa Clara, U.S.A.)

Cricket Software (Malvern, U.S.A.)

Apple Computer Inc. (Cupertino, U.S.A.)
Microsoft Corp. (Redmond, U.S.A.)

Microsoft Corp. (Redmond, U.S.A.)

Microsoft Corp. (Redmond, U.S.A.)

National Institutes of Health (Bethesda, U.S.A.)
Graph Pad Software (San Diego, U.S.A.)
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3.4 Herstellung polyklonaler sGC Antikdrper

Die polyklonalen Antiseren gegen die sGC-Untereinheiten a; und (3; wurden von der
Firma Eurogentec (Liége, Belgien) produziert. Die Kaninchen (jeweils zwei pro
Untereinheit) wurden wiederholt mit synthetischen Peptiden (ebenfalls von Eurogentec
synthetisiert) immunisiert, die C-terminalen Aminosduresequenzen der jeweiligen
Untereinheit entsprechen. Nachdem Praimmun-Serum zur Kontrolle abgenommen
worden war, wurden die Peptide zur Steigerung der Immunogenitat ber einen weiteren
Cystein-Rest an Keyhole-Limpet-Hdmozyanin gekoppelt und zusammen mit
komplettem Freud'schen Adjuvans injiziert. Die Aminosaure-Sequenzen der Peptide
waren: a;: Phe-Tyr-Pro-Arg-Ser-Arg-Glu-Glu-Leu-Pro-Pro-Asn-Phe-Pro, Aminosauren
634-647; 1. Lys-Gly-Lys-Lys-Glu-Pro-Met-GIn-Val-Trp-Phe-Leu-Ser-Arg-Lys-Asn-
Thr-Gly-Thr-Glu-Glu-Thr, Aminosauren 593-614.

Nach zweimaliger Abnahme von Serum (erste und zweite Blutung) und
gleichzeitiger Booster-Immunisierung wurde ein drittes Mal Serum entnommen (letzte
Blutung) und die Tiere getdtet. Nach qualitativer Bestimmung des Antikorpergehalts der
unterschiedlichen Blutungen durch SDS-Gelelektrophorese wurden die Seren auf
Spezifitat und Sensitivitat im Western-Blot getestet. Als Antigene wurden Homogenate
von Rattenlunge, -GroBhirn und -Kleinhirn verwandt, sowie als Positivkontrolle die
jeweilige in Sf9-Zellen exprimierte komplette Untereinheit (o, oder (3;). Leider stellte
sich heraus, dal} die Spezifitdt der Seren nicht ausreichend war, und der starke
Hintergrund sich nicht durch Modifikation der Puffer-, Antikorper- oder

Trockenmilchkonzentrationen oder der Inkubationszeiten unterdriicken lieR.

Die letzten Blutungen der Seren wurden daher durch Affinitatsreinigung von den
offensichtlich in groReren Mengen enthaltenen, unspezifischen Antikorpern befreit.
Dazu wurden 10 mg des jeweiligen Peptids der Untereinheit (s.0.) in 3 mL
Kopplungspuffer mit je 1 mg epoxyaktivierter Sepharose uber Nacht im Schuttler
inkubiert, und am néchsten Tag die gequollene Sepharose in Econo-Pak

Chromatographiesdaulen gefullt. Ungekoppeltes Peptid wurde durch dreimaliges
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Waschen mit 10 mL Kopplungspuffer eluiert. Unspezifische Bindungsstellen an der
Sepharose wurden mit 10 mL Blocklésung bei 45°C abgeséttigt (Inkubationszeit 6
Stunden). Nach zweimaligem Waschen mit 10 mL Waschpuffer 1 und viermaligem
Waschen mit 10 mL Kopplungspuffer, waren die Saulen fertig zur Affinitatsreinigung.
Die S&ulen wurden am ndchsten Tag dreimal mit 10 mL Waschpuffer 2 &quilibriert und
anschlielend mit 20 mL des Serums beladen. Der Durchlauf wurde noch ein zweites
Mal auf die S&ule geladen, um eine mdglichst vollstandige Bindung der spezifischen
Antikorper zu gewéhrleisten. Unspezische Antikdrper wurden jetzt durch funfmaliges
Waschen mit je 5 mL Waschpuffer 2 eluiert. Die spezifisch an das Antigen gebundenen
Antikorper wurden fraktioniert mit 4 x 2 mL des wenig stringenten Elutionspuffer pH
und anschliefend mit 4 x 2 mL der hochstringenten 4 M Guanidiniumchloridlésung
eluiert. Nach dialysieren gegen 2L TBS Uber Nacht bei 4°C waren die
Antikérperlésungen gebrauchsbereit.?® Sensitivitat und Spezifitat wurden im Western-
Blot geprift (vgl. 4.1, Seite 41, sowie Abb. 5).

3.5 Haltung der Kaninchen

Eine Gruppe von Kaninchen (n = 9) erhielt ab dem Alter von 8 Wochen eine
synthetische Nahrung, der 0,3% + 0,02% Cholesterin zugesetzt war. Unter ansonsten
identischen Bedingungen wurden Kontroll-Kaninchen (n = 7) gehalten, die das gleiche
Futter ohne Cholesterin erhielten. Das Futter enthielt in beiden Fallen 3,2%

Triglyzeride, die Tiere erhielten jeweils 200 g Futter pro Tag.>*44

3.6 Herstellung der Aortenhomogenate

Nach 50 Wochen wurden die Kaninchen mit einer letalen Dosis Pentobarbital
(30 mg/kg Korpergewicht) getotet, und Blutproben zur Bestimmung von Triglyzeriden,
HDL und LDL entnommen. Schnell wurde der Brustkorb eréffnet und ein 1,2 cm langes

Stuck der thorakalen Aorta entnommen. Alle folgenden Schritte wurden auf Eis
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durchgefuhrt. Das Aortenstiick wurde vorsichtig von anhangenden Fett- und
Bindegewebe gesdubert. Das Stiick wurde na gewogen und in zwei 0,6 cm lange
Stlicke zerteilt, um einmal Gesamthomogenat zu erhalten und einmal die einzelnen
Gefalischichten.

Fur das Gesamthomogenat wurde das Stlickchen in einem Glas-Glas Potter
Homogenisator mit 1 mL Homogenisationspuffer (Marletta-Puffer) homogenisiert. Das
Homogenisat wurde dann bei 10000 g bei 4°C 30 min lang in Pellet und Uberstand
getrennt, anschlieBend beides in flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur

weiteren Verarbeitung bei -80°C gelagert.

Das Ubrige Stuck wurde vorsichtig in Adventitia, Media und Neointima (letztere ist
nur in den atherosklerotischen Gefallen vorhanden) disseziert, jede Schicht fur sich wie

oben beschrieben homogenisiert, gefroren und bei -80°C aufbewabhrt.

3.7 Clearing der Aortenhomogenate von Kaninchenimmunglobulinen

Die Aortenhomogenate enthalten bedeutende Konzentrationen an Kaninchen-
Immunglobulinen, Homogenate von atherosklerotischen GefaRen, aufgrund des
entzindlichen Charakters der Erkrankung, sogar sehr hohe Konzentrationen. Diese
Kaninchen Igs storen sowohl Western-Blots, die mit polyklonalen Kaninchen-
Antikorpern durchgefuhrt werden, als auch Enzym-Immunoassays, die ebenfalls mit
Kaninchen Igs arbeiten. Um die Konzentration von stérenden Antikérpern in den
Homogenaten zu senken, wurden die Proben einem Clearing mit Protein-A-Sepharose
unterzogen. Dazu wurde jeweils 50 pL der Probe mit 50 pL in TBS aufgeschwemmter
Protein-A-Sepharose vermischt und eine Stunde auf einem Schuttler bei 4°C inkubiert.
AnschlieBend wurde die Sepharose durch zentrifugieren fir 2 min bei 500 rpm
abgetrennt und der Uberstand vorsichtig abgenommen. Der ProzeB wurde einmal
wiederholt, und der Ig-Gehalt im Western Blot qualitativ bestimmt, wobei nur der

Zweit-(anti-Kaninchen-1g)-Antikorper verwendet wurde. Die Konzentration von
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Kaninchen Igs lieR sich so in den Kontrollproben unter die Nachweisgrenze driicken,
und in den HC-Homogenaten auf eine Konzentration, die eine Western-Blot Analyse

mit polyklonalen Kaninchenantikérpern zulief3.

3.8 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinkonzentrationen in den nicht denaturierten Proben wurde nach der fur
Mikrotiterplatten adaptierten Methode nach Bradford gemessen. Die Homogenate
wurden in 1 mol/L NaOH solubilisiert. Je nach zu erwartender Proteinkonzentration
wurden die Proben nochmal entsprechend in NaOH verdinnt und davon jeweils 50 puL
in Triplikaten auf die Mikrotiterplatte aufgetragen. Standards aus gereinigtem
Rinderserumalbumin, ebenfalls in NaOH, wurden in den Konzentrationen 0, 5, 10, 20,
40, 80, 120, und 160 mg/L eingesetzt. Nach Zugabe von 200 pL Bradford-Ldsung in
jedes Well wurde die Absorption nach 10 min im Platereader-Fotometer gelesen. Gegen
die BSA-Standardkurve konnte dann nach Multiplikation mit dem Versunnungsfaktor

die Proteinkonzentrationen in mg/L ausgelesen werden.

3.9 Immunhistochemie

Fur die histologische Aufarbeitung wurde einigen Kaninchen ein weiteres 1 c¢cm
langes Stulick der thorakalen Aorta entnommen und geséubert von anhaftenden Fett und
Bindegewebe. Ein Kkleines Stiick (0,3 cm) wurde fir die Standard-Féarbungen (HE und
Orcein) nach schrittweiser Entwdsserung in Paraffin eingebettet; Mikrotomschnitte von
5 um wurden gemacht und anschlieend nach Protokoll gefarbt. Der Rest wurde in
OCD Compound eingebettet, schockgefroren und bei -80°C aufbewahrt. Aus diesen
Proben wurde fur die Immunhistofarbung frisch 7 um dicke Kryotomschnitte
angefertigt, auf silanisierte Objekttrager aufgebracht, und 30 min luftgetrocknet. Die
Schnitte wurden anschlieend durch Eintauchen in Aceton fir 15 min fixiert.

Unspezifische Bindungsstellen wurden durch Blocken fir 10 min mit 4% BSA L6sung
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in PBS abgesattigt. Von zwei aneinanderliegenden Schnitten wurde der erste mit dem
priméren Antikorper in 0,5% BSA in PBS fir zwei Stunden inkubiert. Der andere wurde
als Negativkontrolle verwendet, und ohne Antikorper nur mit 0,5% BSA in PBS
inkubiert. AnschlieBend wurden die Objekttrager dreimal mit 0,5% BSA in PBS mit
0,2% Tween 20 funf Minuten lang gewaschen. Mit dem entsprechenden biotinylierten
Zweitantikorper, verdunnt in 0,5% BSA in PBS, wurde eine Stunde lang inkubiert, und
ein weiterer Waschschritt, wie oben, durchgefuhrt. Nach Inkubation fiir eine Stunde mit
FITC-konjugiertem Streptavidin und drei weiteren Waschschritten, wurden die Schnitte
mit einer 3 g/L L6sung von Eriochrome Black in PBS gefarbt, um stérende
Autofluoreszenz zu eleminieren. Nach einmaligem Waschen in PBS wurden die
Schnitte in Citifluor getaucht, sofort unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet und

zur Archivierung auf Diapositivfilm fotografiert.

3.10 NOS Aktivitatsassay (Citrullin-Assay)

Der Citrullin-Assay bestimmt die Aktivitat der NO-Synthasen durch Messung des
Reaktionsproduktes L-Citrullin, das bei der Reaktion aus L-Arginin entsteht. Hierzu
wird dem Inkubationsansatz eine geringe Menge radioaktiv markiertes L-Arginin
zugesetzt, das dann, proportional zur gesamten enzymatischen Aktivitat von NOS, zu
radioaktivem L-Citrullin  umgesetzt wird, welches szintillationsspektrometrisch

bestimmt wird.

Dazu wurden 10 pL Gesamthomogenat 15 min lang bei 37°C mit Assaypuffer in
einem Gesamtvolumen von 100uL inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von
7,4 kBq radioaktivem L-[2,3,4,5-*H]-Arginin-HCI gestartet, bis zu diesem Zeitpunkt
wurde der Ansatz auf Eis gelagert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Reaktion
mit 900 pl Stoppuffer bei 4°C abgestoppt. Das aus L-Arginin gebildete L-Citrullin
wurde aus dem restlichen Reaktionsgemisch durch lonenaustausch-Chromatographie
abgetrennt. Hierzu wurde eine Kationentauscher-Saule verwendet, die zuvor mit 2 mL

Stoppuffer equilibriert worden war. Sowohl der Sdulendurchlauf als auch 2 ml
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waésseriges Eluat wurden vereinigt und mit 9 ml Szintillatorflussigkeit (Rotiscint)
versetzt. Der Gehalt an [*H]-L-Citrullin wurde (ber dessen PB-Strahlung durch
Flussigszintillationszdhlung in einem Betacounter gemessen. Aus den so ermittelten
Counts konnte dann, bei bekanntem Verhaltnis [*H]-L-Arginin/L-Arginin sowie
bekannter Enzymmenge und Inkubationszeit die spezifische Aktivitat der jeweiligen
Probe in pmol L-Citrullin/mg NOS/min errechnet werden. Die Hintergrundstrahlung und
der Leerwert wurden in Abwesenheit von Enzym, aber Anwesenheit aller anderen
Assaykomponenten bestimmt und von den gemessenen Werten subtrahiert. Soweit nicht

anders angegeben, représentieren die angegebenen Werte Mittelwerte + Standardfehler.

3.11 SDS-Gelelektrophorese und Western Blot

Fur die elektophoretische Auftrennung der Proteine wurden nach der Methode von
Laemmli 10%ige bzw 12%ige Polyacrylamid-Gele verwendet, die zwischen zwei
Glasplatten gegossen wurden. Dazu wurden 333 mL/L bzw. 400 mL/L der
Acrylamid/Bisacrylamid Losung mit 250 mL/L 4 x Laufgelpuffer in Aqua dest.
verdunnt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 14 mL/L APS-L6sung (100 g/L) und
1,4 mL/L TEMED gestartet, die Losung zwischen die Glasplatten gegossen und mit
Aqua dest. Uberschichtet. Als 4%iges Sammelgel wurde nach abgeschlossener
Polymerisation folgende Losung aufgetragen und ein Kamm eingesteckt: 113 mL/L
Acrylamid/Bisacrylamid und 250 mL/L 4 x Sammelgelpuffer, ebenfalls gestartet mit
APS und TEMED. Die Gele wurden in die Gelhalter eingebaut, der Tank mit Laufpuffer
(aus 10 x Laufpuffer verdiinnt) gefillt, und die Geltaschen mit einer entsprechenden
Proteinmenge (solubilisiert bei 70°C, 10 min in 3 x Laemmli-Probenpuffer), bzw.
Positivkontrolle oder Molekulargewichtsstandard geladen. Zur Konzentrierung der
Proteine im Sammelgel wurde zundchst bei 80 V Spannung gelaufen, nach Eintritt der
Lauffront ins Trenngel wurde die Spannung auf 120 V gesteigert. Die Elektrophorese

wurde mit Erreichen des Gelendes durch die Lauffront beendet.
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AnschlieBend wurden die aufgetrennten Proteine zur immunologischen Detektion
(Western Blot) im Semi-Dry Elektroblot-Verfahren auf Nitrozellulosemembran
ubertragen. Dazu wurde das Gel auf die zugeschnittene Nitrozellulose aufgebracht und
zwischen je drei in Blotpuffer getrankten Filterpapieren luftblasenfrei auf dem
Elektroblotter plaziert, wobei das Gel kathodenseitig, die Nitrozellulose anodenseitig zu
liegen kam. Durch die angelegte geregelte Stromstarke von 1,1 mA/cm? wurden die
durch das SDS negativ geladenen Proteine in 60 min fast vollstandig auf die
Nitrozellulose Ubertragen. Zum Priifen der gleichen Proteinbeladung der Banden und
zum Sichtbarmachen des Molekulargewichtsstandards wurden die Membranen mit
Ponceau S Losung geféarbt, und mit Aqua dest. soweit entfarbt, dall die Banden gut
sichtbar wurden. Die Membranen wurden auf Frischhaltefolie gelegt und zur
Dokumentation ~ fotokopiert, die  Molekulargewichtsstandards  angezeichnet.

AnschlieRend wurden die Membranen mit TBST vollstandig entfarbt.

Um unspezifische Antikorperbindung auf der Nitrozellulose zu blocken, wurden die
Membranen 60 min in 3% Trockenmilch in TBST inkubiert. Die Inkubation mit den
primaren Antikorpern erfolgte ebenfalls in einer Losung von 3% Trockenmilch in TBST
uber Nacht bei 4°C auf einem Schdittler. Am néchsten Morgen wurden die Membranen
dreimal 10 min mit TBST gewaschen und eine Stunde mit dem Meerrettich-Peroxidase-
gekoppelten Zweitantikdrper in Trockenmilchlésung bei Raumtemperatur inkubiert. Es
folgten erneut dreimal 10 min Waschen. Die Nitrozellulose wurde mit der Lésung des
ECL (enhanced Chemiluminescence) Kit fir eine Minute Uberschichtet, in
Frischhaltefolie eingeschlagen und auf aufgelegte Rontgenfilme belichtet. Die
Belichtungszeiten waren, abhéngig von der Stérke des Signals, zwischen einer Minute
und 24 Stunden.

Nach Entwicklung und Trocknung der Filme wurden die Banden der
Molekulargewichtsstandards zum Vergleich mit den Signalbanden auf den Film
Ubertragen. Zur Quantifizierung wurden die Filme mit einem Durchlichtscanner bei
einer Auflésung von 300 dpi gescanned, und mit dem Computerprogramm NIH-Image

in relative Optische Dichte-Werte (Arbitrary Units, AU + Standardfehler) umgerechnet.
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3.12 sGC-AKktivitatsassay

Die Aktivitat der loslichen Guanylatzyklase wurde bestimmt, indem 10 pL der
Uberstand-Fraktion der Proben (Gesamthomogenat oder Tunicas) mit 90 pL
Assaypuffer 2 auf Eis gemischt wurden. Die Reaktion wurde gestartet, indem die
ReaktionsgefalRe auf 37°C gebracht wurden und entweder 100 pmol/L SNP (in
1 mmol/L Na-Acetat-Puffer, pH 5,0) zur Ermittlung der voll stimulierten Aktivitét, oder
Na-Acetat-Puffer alleine, zur Messung der Basalaktivitat zugegeben wurden. Nach
10 min wurde die Reaktion durch Erhitzen auf 95°C gestoppt. Der Gehalt an gebildetem
cGMP wurde quantitativ durch einen kommerziellen Direct Correlate Enzyme
Immunoassay auf Mikrotiterplatten gegen bekannte cGMP Standards (0,2; 0,8; 4; 20;
100; 500 pmol/mL) gemal der Anleitung des Herstellers bestimmt. Die optische Dichte
des gebildeten Farbstoffs wurde im Fotometer bestimmt, und ist umgekehrt proportional
zum vorhandenen cGMP. Anhand der Standardkurve konnte das gebildete cGMP in
pmol errechnet werden und, da der Proteingehalt der eingesetzten Proben bekannt war,
die Aktivitat in pmol (gebildeten) cGMP/mg Protein/min + Standardfehler angegeben

werden.

3.13 Phosphodiesterase Assay

Der PDE-Assay entspricht der Umkehrung des sGC-Assays. 10 pL Probe wurden mit
90 pL Assaypuffer 3 gemischt und bei 37°C inkubiert. Das als Substrat eingesetzte
cGMP wird durch die (diesmal nicht durch IBMX inhibierten) Phosophodiesterasen in
Abhangigkeit von deren Aktivitat abgebaut. Aliquots wurden bei 0, 2,5, 5 und 10 min
entnommen und 10 min bei 95°C deaktiviert. Das verbliebene cGMP wurde dann, wie
im sGC-Assay beschrieben, im EIA bestimmt. Die Aktivitat ist in pmol (abgebauten)
cGMP/mg Protein/min + Standardfehler angegeben.
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3.14 Statistik

Sofern nicht anders gekennzeichnet, sind die Ergebnisse in Mittelwert =+
Standardfehler [SEM; wobei SEM = Standardabweichung / V(n-1)] angegeben.
Datenberechnung und Auswertung erfolgte groflenteils mit dem Computer unter
Benutzung von Microsoft Excel. Statistische Signifikanz wurde, je nach Fragestellung,
mit dem ein- oder dem zweiseitigen Student's t-Test bestimmt, wobei ein p < 0,05 als

statistisch signifikant angesehen wurde.
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4. Ergebnisse

4.1 Test der affinitatsgereinigten Antiseren auf Spezifitat und Sensitivitat

Nach der Affinitatsreinigung wurden die Antiseren gegen losliche Guanylatzyklase
im Western Blot gegen Rattengewebe bzw., als Positivkontrolle, gegen in Sf9-Zellen
exprimierte sGC a; bzw. 3; Untereinheit getestet. Ein reprasentativer Blot mit den 2., 3.
und 4. Guanidium-Fraktionen der sGC a; Antikorper ist in Abb. 5 dargestellt. Als
Gewebeextrakte wurden je 20 pg Rattenkortex (Spur 2), Rattenkleinhirn (Spur 3) und
Rattenlunge (Spur 4) aufgetragen. In der Spur eins wurde exprimierte o;-Untereinheit
geladen. Die Hauptbande bei ca. 70 kDa erkennt in allen drei Gewebetypen die
ai-Untereinheit. Die Spezifitdt dieses Signals konnte bewiesen werden, da sich das
Signal durch einstindige Prdinkubation des Antikorpers mit 100 pg/L gereinigter sGC
vollstdndig unterdriicken lie. Die kleineren Banden zwischen 40 und 50 kDa sind
wahrscheinlich  der Proteolyse zuzuschreiben, und waren insbesondere im
Zerebellumextrakt zu finden, in dem auch das eigentliche sGC-Signal schwécher
ausgepragt war. Wahrend das 3;-Serum spezifisch nur eine Bande bei 50 kDa erkannte,
band das o;-Antiserum zusatzlich an eine héhermolekulare Bande bei ca. 160 kDa
(Abb. 5). Auch dieses Signal, welches in den verschiedenen Gehirnproben und anderen
Organen gefunden werden konnte, liel} sich durch Prainkubation blocken. Ob es sich
dabei um nicht vollstdndig denaturierte sGC-a; Polymere handelt oder um
Kreuzreaktivitat mit einem anderen Protein, konnte noch nicht endgultig geklart werden.
Ersten Sequenzierungsversuchen zufolge scheint es sich dabei um eine
Laktatdehydrogenase zu handeln. Dieses Signal war in den Aortenhomogenaten der
Kaninchen nur sehr schwach ausgeprégt und gut von der sGC-Bande zu trennen, so daf

es keinen Einflu auf die Bestimmung der sGC-a; Untereinheit hatte.
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Abb. 5: Western Blot zum Test der Sensitivitat der sGC-Antiseren. In diesem Fall wurde
die zweite, dritte und vierte Guanidinium-Fraktion des a;-Antiserums gegen GrofRhirn
(Spur 2), Zerebellum (3) und Lunge (4) der Ratte benutzt. In Spur 1 als Positivkontrolle
in Zellkultur exprimierte ai-Untereinheit. * Hohermolekulare, kreuzreaktive Bande bei
ca. 160 kDa (p160).

4.2 Serumlipidwerte und Gewicht der Kaninchen

Vor der Toétung der Kaninchen wurden Blutproben entnommen und die Tiere
gewogen, um den allgemeinen EinfluR der fast einjahrigen Cholesterinerndhrung auf
Blutfettwerte und Gedeihen der Tiere zu vergleichen. Wie man dem Diagramm der
Abb. 6a entnehmen kann, beeinfluBte die Erndhrung mit 0,2% Cholesterin weder die
Serum-Triglyzerid Konzentrationen noch das High-Density-Lipoprotein, welchem
vasoprotektive Eigenschaften zugeschrieben werden, signifikant. Lediglich die
Konzentration des (Gesamt-) Cholesterins ist mehr als sechzigfach erhéht (0,32 + 0,09
mg/L versus 19,62 = 1,77 mg/L, p < 0,001). In Abb. 6b erkennt man, daR die hyper-
cholesterindmischen Kaninchen ein signifikant geringeres Kérpergewicht aufwiesen, im
Vergleich zu den Kontrolltieren (CON: 4,66 = 0,13 kg; HC: 3,90 £ 0,11 kg, p < 0,001).
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Abb. 6a: Serum-Lipidwerte der Kontroll- (CON) sowie der hypercholesterinamischen
(HC) Kaninchen. Abb. 6b: Durchschnittliches Korpergewicht der Kaninchen nach 50
Wochen (in kg). (*** p < 0,001)

4.3 Makroskopische und mikroskopische Aspekte der thorakalen Aorten

Der histologische und immunhistochemische Teil der Arbeit wurde in
Zusammenarbeit mit Dr. Delphine Behr-Roussel und Dr. Tony J. Verbeuren am Institut

de Recherches Servier, Suresnes, Frankreich durchgefihrt.

Schon makroskopisch fiel bei der Prdperation der Aorten der Unterschied im
morphologischen Aufbau und im Fettgehalt auf. Durch Dissektion und Wiegen der
einzelnen Wandschichten kann der relative Anteil der jeweiligen Tunica am
Wandaufbau errechnet werden. Schon am Gesamtgewicht kann man den proliferativen
Charakter der Atherosklerose erahnen, die durchschnittliche Gesamtmasse des
Aortenstiickchens eines hypercholesterindmischen Kaninchen betrdgt 265% der eines
Kontrolltieres. Interessant ist auch die Aufteilung der GefaBwandschichten (Abb. 7): In
der Kontrollkaninchenaorta teilen sich Adventitia und Media mit 55,9 + 9,4% und

44,1 + 5,0% die Gefalwand auf. Dagegen nimmt im atherosklerotischen Gefal} schon
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allein die im Verlauf der Erkrankung neugebildete Neointima 62,5% + 12,5% der Masse
ein, Adventitia und Media entsprechen nur mehr 25,0+ 4,4% und 12,5+ 1,9%

respektive.
55,9% 44.1% O Neointima
Con . Bl Media
O Adventitia
25,0% 12,5% 62,5%
0 50 100 150 200 250 300

% von Con

Abb. 7: Prozentualer Anteil der Tunica Adventitia, Media und Neointima an der

Gesamtmasse von Kontroll- (CON) und atherosklerotischen (HC) Aorten.

Um einen Eindruck der Histologie der atherosklerotischen Gefdlle zu bekommen
wurden die Schnitte mit den Standardfarbungen HE und Orcein geféarbt. In der HE-
Farbung (Abb. 8a, b und c), die hauptsachlich Zellen und Zellkerne anfarbt, erkennt man
schon die Unterschiede zwischen atherosklerotischen (8b, c¢) und den KontrollgefaRen
(8a). Wahrend in CON neben der Adventitia (A) und Media (M) in der dargestellten
VergroRerung das Endothel nicht auszumachen ist (L: Lumen), sieht man in der
GefaBwand der HC Kaninchen luminal der Media eine stark ausgepréagte Neointima (N),
welche von extrazellularer Matrix und unorganisierten Zellen ausgeftllt ist. In starkerer
VergroRerung (8b) findet man auch schaumig aussehende Zellen, die fettgefillten
Makrophagen, den sog. Foam-Cells entsprechen. In der Orcein-Farbung (Abb. 8d)
erkennt man die wohlorganisierten elastischen Fasern in der Media, die Neointima

hingegen farbt sich nicht an, da sie keine elastischen Fasern enthalt.
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Abb. 8c (HC; Hamatoxylin-Eosin)

Abb. 8d (HC; Orcein)



Abb. 9¢c (HC; Makrophagen)

Abb. 9d (HC; B-Lymphozyten)
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(Legenden zu den Abbildungen der vorhergehenden Seiten:)

Abb. 8a, b: Mikroskopische Abbildung eines Ausschnitts aus der Gefalwand von
Kontroll- (8a) bzw. HC-Kaninchen (8b) in Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung).
VergrélRerung x200, der Balken oben rechts entspricht 50um. Abb 8c:
Gesamtdurchschnitt durch die Aorta eines HC-Tieres in HE-Farbung. VergroRerung x9,
der Balken entspricht 1mm. Abb. 8d: Ausschnitt aus der Gefalwand eines HC-
Kaninchens in Orceinfarbung, welche elastische Fasern darstellt. Vergrélierung x200,

der Balken entspricht 50um. (A: Adventitia; M: Media; N: Neointima; L: Lumen)

Abb. 9a-d: Immunhistochemische Anfarbung mikroskopischer Schnitte von
Aortenwanden. VergrolRerungsmalstab aller Abbildungen x200, der Balken oben links
entspricht jeweils 50um. Abb. 9a: CON-Kaninchen, Farbung gegen a-Aktin (glatte
Muskelzellen). Abb. 9b: HC-Kaninchen, Farbung gegen a-Aktin. Abb. 9c: HC-
Kaninchen, Farbung gegen Makrophagen. Abb. 9d: HC-Kaninchen, Farbung gegen
B-Lymphozyten. (A: Adventitia; M: Media; N: Neointima; L: Lumen)

Genaueren AufschluR auf die zellulare Zusammensetzung der Wandschichten kann
die immunhistochemische Anfarbung (Abb. 9) geben: Bei Farbung gegen das a-Aktin
kann man relativ spezifisch die glatten Muskelzellen darstellen. Wahrend diese in den
Kontrollkaninchen ausschliellich in der Media gefunden wurden (9a), zeigt sich in den
Aorten der HC-Kaninchen auch starke Anfarbung im luminalen Teil der Neointima
(9b). Dabei ist die wesentlich unorganisiertere Anordnung dieser Zellen in der
Neointima gut erkennbar. Die luminale Anh&ufung von SMC in der Neointima wird
gewohnlich als fibromuskulére Kappe bezeichnet und zéhlt zu den morphologischen
Charakteristika der Lasionen bei fortgeschrittener Atherosklerose. Bei Féarbung gegen
RAM-11, einem Makrophagenmarker, findet man sehr starke Farbung in der Neointima
(Abb. 9c), die von den oben bereits beschriebenen Foam-Cells herrihrt.
Immunodetektion von B-Lymphozyten Antigen (Abb. 9d) erkennt auch diesen Zelltyp
in hoherer Konzentration in der Neointima, was auf den chronisch-entzindlichen

Charakter der fortgeschrittenen Atherosklerose hinweist.
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4.4 NOS-Aktivitat in den Gefalthomogenaten ist nicht signifikant verandert

In den Gesamthomogenaten wurde zunéchst die NOS-Aktivitat in Abwesenheit von
Ca'"-lonen (durch Zugabe des Chelators EGTA) bestimmt, was der Aktivitat der
Calcium-unabhéngigen, induzierbaren NOS-II (iNOS) entspricht. Durch Messung bei
Zugabe von Ca*™ kann man die Gesamtaktivitat aller NO-Synthasen (NOS-I, -I1 und -1
bestimmen, durch Subtraktion der Werte erhalt man die Aktivitat der Ca™ -abhangigen
Isoformen, NOS-1 und -1l (zusammen auch cNOS bezeichnet).

In Abb. 10 kann man erkennen, dall die Aktivitdt der NO-Synthasen in den
atherosklerotischen Geféallen in diesem fortgeschrittenen Stadium der Erkrankung
keinesfalls reduziert ist. Zwar erreicht, durch relativ starke interindividuelle
Unterschiede der Kaninchen einer Gruppe, keine der Isoformen eine signifikante
Hochregulation, der mehr als dreifache Anstieg der induzierbaren NOS-II zeigt aber
einen deutlichen Trend nach oben (0,21 + 0,12 pmol mg* min® versus
0,68 + 0,20 pmol mg™ min™, p < 0.10), méglicherweise als physiologischen Kompen-

sationsmechanismus.

NOS Aktivitat n.s.
(pmol Zitrullin 1 con
*7 ma min%) [ He
n.s.
2
L ' n.s
0

Total cNOS iNOS
Abb. 10: Aktivitat der NOS-Isoformen im Citrullin-Assay: Die Ca’*-abh&ngige,
konstitutionelle NOS (cNOS) entspricht den Isoformen NOS-1 und -111; die induzierbare
NOS (iNOS = NOS-II) ist Ca**-unabhangig, ihre Aktivitat wurde in Gegenwart des
Chelators EGTA bestimmt. (n.s.: nicht signifikant)
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4.5 Expression der intrazellularen (Cu/zZn)-SOD ist stark reduziert

Insbesondere unter dem Aspekt der stark erhohten Produktion von
Superoxidradikalen in  atherosklerotischen  Gefdlen kommt der (Cu/Zn)-
Superoxiddismutase als NO-protektives Enzym eine besonders wichtige Rolle im
NO:cGMP Signalweg zu. Im Western-Blot konnten wir die Expression dieses Enzyms
in Kontroll- und in hypercholesterindmischen Kaninchen auf Proteinebene vergleichen.
Wie man in Abb. 1la sehen kann, ist die Expression in den HC-Aorten in
eindrucksvoller Weise reduziert. Dieses schon subjektiv (iberzeugende Ergebnis konnte
durch densitometrische Auswertung bestétigt werden (Abb. 11b). Signifikanzanalyse
ergab einen p-Wert von < 0,001. Die Spezifitat des Signals konnte durch Prainkubation
des Antiserums mit 0,2 mg/mL nativer Rinder-(Cu/Zn)-SOD fiir sechs Stunden auf
einem Schittler gezeigt werden. Warend schwachere Banden im hdheren
Molekularbereich nach wie vor zu sehen waren, wurde die SOD-Bande bei ca. 30 kDa

vollstandig geblockt.

1007

b) OD (AU)
T
751
a)
kDa ) 501
. _ Kaninchen xk
T ————— —— ——  — ;_-'_CP‘-\/ 25 - T
21 =—— ' : ST Ring
1 2 3 4 5 6 7 8 910 11121314 0
CON HC

CON HC

Abb. 11a: Western-Blot gegen (Cu/Zn)-SOD: Spur 1-6: CON, Spur 7-12: HC, jeweils
20 pg pro Spur, Spuren 13 und 14: 50 bzw. 100 pg bovine (Cu/Zn)-SOD. Dieses Signal
war vollstandig blockierbar durch Prainkubation der Antikérper mit nativer
(Cu/Zn)-SOD. Abb. 11b: Densitometrische Auswertung des Blots, p < 0,001.
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4.6 Immunodetektion von Nitrotyrosin-Resten

Aus dem vorherigen Ergebnis kann man folgern, da3 die Superoxid-Konzentration in
der GeféaRwand der hypercholesterindmischen Tiere erhoht ist. Superoxid verbindet sich
mit NO zum sogenannten Peroxynitrit (ONOQ"), einem zytotoxischen Stoff und starken
Oxidator mit extrem kurzer Halbwertszeit. Es ist daher schwer, ONOO™ direkt in
Geweben nachzuweisen. Der oxidative Stress durch ONOO™ in einem Gewebe kann
jedoch durch immunologischen Nachweis von nitrierten Tyrosin-Resten in Proteinen
nachgewiesen werden. Zu diesem Zweck wurden zwei verschiedene Antikorper
verwendet, die von kooperierenden Arbeitsgruppen freundlicherweise zur Verfiligung
gestellt wurden: Einmal ein monoklonaler Antikorper, der gegen nitriertes

155

Rinderserumalbumin hergestellt wurde,™ und ein polyklonales Antiserum gegen

nitriertes Keyhole-Limpet-Haemocyanin.'®®

Wie man den Blots in Abb. 12a und 12c entnehmen kann, erkannten die beiden
Antikorper unterschiedliche nitrierte Proteine. Das Antiserum (Abb. 12a) erkannte eine
spezifische Bande bei 38 kDa (im folgenden Protein p38™), der monoklonale Antikérper
detektierte eine Bande bei 62 kDa (p62™). Um die Spezifitat der Signale zu zeigen,
wurden die Antikoérper auch hier prdinkubiert, und zwar mit 50 pmol/L freiem 3-
Nitrotyrosin. Wahrend sich p38™ dadurch vollstandig blocken lieB, konnte das Signal
von p62™ nicht unterdriickt werden. Die Signale des monoklonalen Antikdrpers waren
auch in Experimenten mit anderen Geweben nicht mit Nitrotyrosin vollstandig zu

blocken, so dal? die Spezifitat dieses Signals kritisch betrachtet werden muf.

Interessant ist die Auswirkung der Atherosklerose auf die Tyrosinnitrierung:
Wihrend p62™, wie erwartet, in den Aortenhomogenaten der HC Kaninchen verstérkt
nachzuweisen war (Abb. 12c, p < 0,01), war die Nitrierung von p38™ signifikant
verringert (Abb. 12a, p < 0,001). Die entsprechenden densitometrischen Auswertungen

kdnnen den Abb. 12b bzw. 12d enthommen werden.
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Abb. 12a und 12b: Western-Blot mit polyklonalem Antiserum gegen Nitrotyrosin sowie
die densitometrische Auswertung (*** p < 0,001). Abb. 12c und 12d: Derselbe Blot mit
dem monoklonalem Antikdrper gegen Nitro-BSA, sowie die Densitometrie (** p < 0,01).
Auf beiden Blots findet man in Spur 1-5: 20 pg Gesamthomogenat der Aorten der
Kontrollkaninchen und in  Spur6-11: 20 pug  Aortenhomogenat  der

hypercholesterinamischen Tiere.

4.7 Aktivitat und Expression der sGC ist v.a. in der Neointima verringert

Das erste Enzym im NO- und damit auch endothelunabhédngigen, zweiten Teil des
Signalwegs ist die losliche Guanylatzyklase. Als das wichtigste bekannte Zielprotein
von NO ist sie fur die Weiterleitung des Signals in der glatten Muskelzelle (SMC) der
GefalBwand verantwortlich, was sie in Form des Second Messengers zyklisches
Guanosin-monophosphat (cGMP) tut. Die wichtigste aktive Isoform in SMCs ist ein

Heterodimer, bestehend aus einer a;- und einer (3;-Untereinheit.
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Im Western Blot ist es nach ausreichendem Clearing der Proben von stérendem
Kaninchen-Igs gelungen, beide Untereinheiten nachzuweisen (Abb. 13a und 13c). Die
Identitat der Banden wurde durch Vergleich des scheinbaren Molekulargewichts mit
Molekulargewichtsstandards sowie mit der jeweiligen gereinigten Untereinheit als
Positivkontrolle festgestellt. Die densitometrische Auswertung (Abb. 13b und 13d)
zeigt, dal? die Expression beider Untereinheiten in HC signifikant verringert ist
(p <0,05).

b)
a) OD (AU)
2001
kDa T
— 97 *
SGCGl }r-a-—--?-~ i —— 100 T
12 34 5 6 7 8 9 101112 13
CON HC 0
CON HC
c) d)
kDa OD (AU)
—_ 97 T
IgG
20
12 34 56 78 910 11 1213
CON HC ° T con HC

Abb. 13a und 13b: Western-Blot mit sGC-a;-Antiserum sowie die Densitometrie. Abb.
13c und 13d: Derselbe Blot mit sGC-f;-Serum und densitometrische Auswertung.
Aufgetragen wurde jeweils 20 mg Gesamtaortenhomogenat, in Spur 2-7 der
Kontrolltiere, in Spur 8-13 der HC-Kaninchen. Spur 1 enthalt als Positivkontrolle die in

Sf9-Zellen exprimierte jeweilige Untereinheit. (* p < 0,05)
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Bestatigt werden konnte dieses Ergebnis durch Messung der Aktivitat der sGC im
Assay. Bestimmt wurde hierbei sowohl die unstimulierte Basalaktivitét, als auch die
Maximalaktivitat in Gegenwart von 100 pmol/L des NO-Donors Natrium-Nitroprussid.
Das Ergebnis ist in Abb. 14 dargestellt. Die Reduktion der Basalaktivitat (52,16 + 5,50
auf 35,71 + 4,69 pmol cGMP mg™ min™, p < 0,05) um mehr als 30% unterstiitzt die im
Western-Blot gefundene, verminderte Expression des Enzyms in den Homogenaten der
HC Kaninchen. Die weitaus stirkere Reduktion der maximal stimulierten Aktivitét
(401,96 + 116,95 auf 157,48 + 36,91 pmol cGMP mg™ min™, p < 0,05) um mehr als

60% laikt zusatzlich auf eine Dysfunktion der noch vorhandenen sGC schliel3en.

Abb. 14: Aktivitat der sGC

in den Gesamthomoge-

cGC Aktiv. — CON i it
naten. Die Aktivitat wurde
(pmol cGMP B3 HC 500
-1 min-1 .
mg min't) im Enzym-Assay sowohl
01 T T unter basalen, als auch
- 400
40 | T unter  Stimulation  mit
* | 500 100 uM  SNP  bestimmt.
20 1 T . .
(Nota: zwei  Abszissen,
0 0 links basale  Aktivitat,
Basal 100uM SNP

rechts unter Stimulation.
*p < 0,05 gegen CON)

Im Angesicht der weiter oben beschriebenen morphologischen Unterschiede der
thorakalen Aorten der HC und der Kontroll-Kaninchen wére es interessant, zu wissen,
ob die verringerte sGC-Aktivitat gleichmé&Rig Uber alle Wandschichten verteilt ist, oder
ob eine Wandschicht besonders betroffen ist. Dazu wurde die stimulierte sGC Aktivitat
in den einzelnen Tunicae bestimmt (Abb. 15). Wie man der Abbildung entnehmen kann,
ist die Aktivitat des Enzyms in den dufReren Tunicae, Adventitia und Media keinesfalls
erniedrigt, in der Adventitia ist sie sogar signifikant erh6ht, was moglicherweise als
physiologischer Kompensationsversuch interpretiert werden kann. Die Neointima

hingegegen, die mehr als 62% der GesamtgefalRmasse ausmacht und einen Grofteil der
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glatten Muskelzellen enthalt, verfugt nur tber eine verschwindend geringe stimulierbare
sGC-Aktivitat [50 + 12 pmol cGMP mg™ min™, dagegen 419 + 100 (Adventitia) und
353 + 151 pmol cGMP mg™* min™ (Media)]. Offenbar ist die reduzierte Aktivitat der
sGC in den Gesamthomogenaten vor allem auf die geringe Aktivitat in der innersten

Wandschicht der atherosklerotischen GefaRe zurtickzufiihren.

sGC Aktivitat
(pmol cGMP
mg‘l min'l) —1 CON
600 ] = HC

400 - T “V

200 L
* 1
0 | I
Adventitia Media Neointima

Abb. 15: sGC-Aktivitdt in den einzelnen Schichten der Aorten, gemessen unter
Stimulation mit 100 pM SNP. Die Neointima kommt nur in atherosklerotischen GefaRen
vor, und hat daher keine Kontrolle (* p < 0,05 gemessen gegen HC Adventitia;
T p < 0,05 gegen CON Adventitia und CON Media)
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4.8 Aktivitat der cGMP-abbauenden Phosphodiesterasen ist nicht verandert

Wie schon bei NO beeinfluBt naturlich auch beim second messenger nicht nur die
Produktion, in diesem Fall durch die Guanylatzyklasen, sondern auch der Abbau des
Signalmolekdils dessen Halbwertszeit und biologische Aktivitat. Der Abbau wird im
Falle von cGMP durch die Phosphodiesterasen gewéhrleistet. Bislang sind funf
Isoformen bekannt (PDE-I, -Il, -IlI, -1V und -V), wovon offenbar die Isoformen PDE-I
und PDE-V die wesentliche Rolle im Abbau von cGMP spielen. Der hier verwendete
PDE-Assay misst die Aktivitat des cGMP-Abbaus unabhéngig von der Isoform und,
durch Zugabe von Ca™ und Calmodulin auch unabhangig von einer ggf. nétigen
Ca'"-Aktivierung. Die Ergebnisse kénnen Abb. 16 entnommen werden. Der
Unterschied zwischen den Gruppen erreicht weder Signifikanz noch Trend. Man kann
also folgern, dal3 im Kaninchenmodell der fortgeschrittenen Atherosklerose keine fiir
den KrankheitsprozeR wichtige Anderung der Gesamtaktivitit der Phosphodiesterasen

vorhanden ist.

pmol cGMP mg™ min™

.. Abb. 16: Aktivitat der PDE dargestellt in abgebauten
pmol cGMP mg™ min™. Im Assay werden alle Isoformen
40 Bl der PDE erfafRt, durch Zugabe von Ca**-Calmodulin
auch die calciumabhangigen. Die Aktivitat ist nicht
201 signifikant verandert (n.s.: nicht signifikant).
0
CON HC
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4.9 Expression der cGMP-abhangigen Kinase-1 in Neointima ist verringert

Der ndachste Schritt im Signalweg sind die Zielproteine des cGMP. Fur die
Weiterleitung des vasorelaxierenden Signals von NO ist die cGK-I essentiell. lhre
Expression wurde mit Hilfe eines polyklonalen Antiserums im Western-Blot untersucht.
Das Ergebnis in den Gesamthomogenaten (Abb. 17a, 17b) zeigte allerdings keinen

Unterschied zwischen den Gruppen, der eine Signifikanz oder auch Trend darstellen

wiurde.
b)
a) OD (AU)
cGK-I kDa -
40 1 n.s.
S, —116 T
12 34 5 67 8 9 10 11 20 1
CON HC
0

CON HC

Abb. 17a und 17b: Expression der cGK-l1 im Western-Blot und densitometrische
Auswertung. In Spur 1-5 ist 20 pug Gesamthomogenat der Aorten der Kontrollkaninchen
aufgetragen, in 6-11 dasselbe der hypercholesterinamischen Kaninchen. Keine
signifikante Verdnderung konnte in den Gesamthomogenaten festgestellt werden.

(n.s.: nicht signifikant)

Erst durch Untersuchung der einzelnen Wandschichten konnte gezeigt werden, daf,
gleichsam der sGC-Aktivitat, die Expression der cGK-I in der Neointima signifikant
reduziert ist (Abb. 18a, b). Wiederum ist es die innerste Tunica, die, obwohl sie mehr
als die Halfte der betroffenen GeféalRe ausmacht, sehr arm an essentiellen Enzymen des
NO:cGMP-Signalwegs ist.
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a)

cGK-I
—s=———emw——=l e
1 2 3 45 6 7 8 9 10 111213 1415 16
CON HC CON HC HC
Adventitia Media Neointima
b)

OD (AU) —— Con
150- == HC
100- T

* T

N .

¢!
Adventitia Media Neointima

Abb. 18a: Expression der cGK-I in den einzelnen Wandschichten. Pro Spur wurde 20
png des jeweiligen Homogenats aufgetragen, Spur 16 enthalt als Positivkontrolle
Thrombozytenhomogenat. Abb. 18b: Densitometrie des Blots. * p < 0,05 verglichen mit
HC Media; T p < 0,05 gegen CON Adventitia und CON Media.
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4.10 Konzentration von Ser239-Phospho-VASP ist hochgradig verringert

Die direkte Bestimmung der Aktivitdt der cGMP-abhéngigen Proteinkinasen im
Enzym-Assay ist, vor allem bedingt durch die Vielzahl der Substrate dieser
Enzymgruppe, schwierig. Ein erst kirzlich entdecktes und beschriebenes Substrat der
cGMP- und auch cAMP-abhangigen Kinasen ist das sogenannte Vasodilator-stimulierte
Phosphoprotein oder VASP. Unlangst ist es gelungen, monoklonale phosphospezifische
Antikorper herzustellen, welche VASP spezifisch nur in der Ser239-phosphorylierten
Form (Pserazo-VASP) erkennen.™® Dies ermdglicht nun eine quantitative Untersuchung
des Gehalts an Pser239-VASP durch Western-Blot, und somit einen Rickschluf® auf die

Aktivitat der cGMP-abhéngigen Kinasen.

Das Ergebnis dieses Experiments ist in Abb. 19a und 19b wiedergegeben. Schon mit
bloRem Augen ist der verminderte Gehalt an Ps230-VASP in den atheroskerotischen
Proben zu erkennen. Durch densitometrische Auswertung (Abb. 19b) erkennt man, da
die durchschnittliche relative optische Dichte auf fast ein Viertel reduziert ist, bei einem
p < 0,001. Dies bestétigt einerseits die reduzierte Aktivitat der cGMP-abhangigen
Kinasen, andererseits spiegelt es auch die Insuffizienz des gesamten NO:cGMP-

Signalwegs wieder, da sich ja VASP ganz am Ende dessen befindet.

58



b)

OD (AU)
a) ]
kDa T
P(Ser239)-VASP 75
— 66
-.---.-—s o — T ._45 504
1 23 45 6 7 89 1011 12
**%
25-
CON HC
0
CON HC

Abb. 19a und b: Western-Blot mit dem phosphospezifischen VASP-Antikorper, sowie
densitometrische Auswertung. Spur 1-5: 20 pg Gesamthomogenat der CON Aorten,
Spur 6-11: 20 pg HC Aorten, Spur 12: Als Positivkontrolle Plattchenhomogenat, das
10 min mit 100 mmol/L SNP inkubiert wurde. *** p < 0,001.

Interessant wére es zu wissen, ob es sich dabei um Reduktion der Phosphorylierung
einer normalen zelluldaren Konzentration an VASP handelt, oder ob die Menge an
exprimiertem VASP-Protein reduziert ist, und dadurch auch die Menge an Pger230-VASP.
Leider handelt es sich bei den vorhandenen "Gesamt-VASP"-Antikérpern um
polyklonale Seren. Es ist in mehreren Versuchen leider nicht gelungen, die VASP-
Bande mit 46 bzw. 50 kDa durch Elektrophorese gentigend von der schweren Kette der
verbleibenden Kaninchen Immunglobuline (ca. 50 kDa) zu trennen. Eine Aussage Uber

den Gesamt-VASP-Gehalts in den Homogenaten ist daher nicht mdglich.
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5. Diskussion

Das benutzte Tiermodell entspricht einem fortgeschrittenen Stadium der
Atherosklerose. Die histologischen Veranderungen in den thorakalen Anteilen der
Aorten lassen eine Einteilung nach Stary in Typ IV bzw. V zu.%. Es finden sich fibro-
muskuldre Kappe und Lymphozyten in den Plaques, beides Hinweise auf das chronische
Stadium. Da dasselbe Tiermodell in nur leicht verdnderter Form bereits in zahlreichen

Studien verwendet wurde,*>140:145.164.165

ist es besonders geeignet die Ergebnisse dieser
Studie aus dem endothelunabhé&ngigen Teil des Signalwegs mit den vorhandenen

Studien zu vergleichen.

Die Expression und Aktivitat der NO-Synthasen wird durch die Artherosklerose in
erheblichem Mal3e beeinfluf3t, allerdings in sehr unterschiedlichem Umfang, je nach Iso-
form, Tiermodell und Stadium der Atherosklerose. Die Freisetzung und die Aktivitét
des EDRF im Bioassay ist in friihen Stadien der Atherosklerose reduziert.” Eine
Assoziation mit verminderter NO-Produktion ist zu vermuten, da Verabreichung von
Tetrahydrobiopterin oder L-Arginin diesen Verlust zumindest teilweise ausgleichen

kann 166,167

In anderen Modellen ist zwar die EDRF-Aktivitdt reduziert, die
Gesamtproduktion von Stickstoffoxiden im betroffen Gefal} ist jedoch erhoht, was auf
vermehrten Abbau von NO hinweist.*®® Die Expression der NOS wird beeinfluBt, unter
anderem durch Zytokine, die im Rahmen der Entziindungsreaktion von Leukozyten
sezerniert werden. Im fortgeschrittenen Stadium der Erkrankung findet man eine
Uberexpression  der induzierbaren NOS-Il  Isoform, was die vermehrte

Stickoxidproduktion erklaren kann'4>14%147

Maoglicherweise versucht das Gefal
dadurch den vermehrten Abbau von NO zu kompensieren. Nicht eindeutig geklart ist
der Effekt auf die Expression der endothelialen NOS-III. Je nach Stadium und
Tiermodell werden hier sowohl Zunahme als auch Abnahme der Expression
berichtet. 3914910151 1 ynserer Studie konnten wir keine signifikanten Unterschiede in
den Aktivitdten der NO-Synthasen finden. Der deutliche Trend nach oben bei der
Ca*"-unabhangigen NOS-II bestitigt aber die zahlreichen Publikationen, die eine

Induktion dieser Isoform durch Zytokine beschreiben. Bei den konstitutionell expri-
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mierten NOS-Isoformen kann in diesem Stadium auf jeden Fall eine Herunterregulation
der Aktivitat nicht festgestellt werden. Insgesamt ist die NOS-Aktivitat also tendenziell
erhoht, so dal? eine verminderte Bildung von NO nicht fur die Endotheldysfunktion in

diesem Stadium verantwortlich gemacht werden kann.

Der erhebliche Einfluf? der Superoxid-Radikale auf den NO-Signalweg wurde schon
oben erwahnt. Die Produktion reaktiver Sauerstoffradikale in den atherosklerotischen
Plaques ist bekannterweise stark erhoht, wichtigste Quelle ist der entziindliche
Charakter der Erkrankung. Chemotaxin-attrahierte Leukozyten sezernieren eine Vielzahl
von Zytokinen, die zur Expression bzw. Aktivierung O;-produzierender
NADH/NADPH-Oxidasen fiihren."2731%2133  NO-Synthasen konnen zusétzlich
erhebliche Mengen O, bilden, insbesondere unter pathologischen Bedingungen.®®
Zusétzlich heftet sich zirkulierende Xanthinoxidase durch die verénderten
Oberflachenantigene vermehrt im Bereich atherosklerotischer Plagues an und tragt zum
oxidativen StreR bei.”**® Die gesamte O,-Produktion ist in atherosklerotischen
GefaRen bis zu dreimal hoher als in gesunden.'” Desweiteren ist die Expression der
EC-SOD, des wichtigsten protektiven Enzyms in der Gefé4Bwand, in fortgeschrittenen
Lasionen verringert.”® In friheren Stadien ist die Aktivitit der EC-SOD zwar
zwischenzeitlich kompensatorisch erhoht, Marker fur oxidativen Stress werden aber
trotzdem vermehrt gefunden, so dall hdchstens eine inkomplette Kompensation
vorliegt.”®*™ In unserer Studie konnte eine signifikant erniedrigte Expression der
intrazellularen Cu/Zn-SOD in den Homogenaten der atherosklerotischen GefaRe
gefunden werden. Zusammen mit der schon erniedrigten EC-SOD konnte dies die
Spiegel von O, weiter erhohen, und vasoprotektives NO abbauen. Dal} die vorhandene
Menge an SOD auch funktionell einen EinfluR auf die Aktivitat von NO und NO-
Donoren hat, belegen zahlreiche Studien. So lieR sich durch pharmakologische
Inhibition allein der kupfer- und zinkhaltigen SODs die Wirkung von Azetylcholin und
NO erheblich reduzieren.!”? Exogene Zufuhr von SOD konnte die eingeschrankte

Vasodilatation zumindest teilweise wieder herstellen. 317417
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Erhéhte O,-Spiegel fihren zur vermehrten Bildung von ONOQO', das in den dann
vorliegenden hohen Konzentrationen nicht mehr vasodilatierend wirkt, sondern toxisch.
Bildung hochreaktiver ~Radikale,®®® Oxidierung von eisen-schwefelhaltigen

" oder Thiolen'® sowie Nitrierung von Tyrosinresten® in

Enzymen,'’® Zinkfingern®’
Proteinen zdhlen zum weiten Wirkungsbereich von ONOO". Gerade durch letzteres
verrat es sich jedoch und hinterlat einen dauerhaften Fingerabdruck, der mittels
nitrotyrosinspezifischer Antikorper im Western-Blot nachweisbar und quantifizierbar
ist.’>>1"® Mit den zwei unterschiedlichen Antikorpern konnten wir zwei unterschiedliche
nitrotyrosinhaltige Proteine nachweisen, p38™ und p63™. Der EinfluR der Atherosklerose
auf das Ausmald der Tyrosinnitrierung der beiden Proteine ist genau gegenldaufig. Man
konnte sogar versucht sein, abzuschétzen, daR bei der stirkeren Verminderung der
Nitrierung bei p38™ und der leichteren Erhdhung bei p63™ die Gesamt-Tyrosinnitrierung
in den Homogenaten der atherosklerotischen Geféal3e reduziert ist. Dabei mul man aber
bedenken, dal es sich bei den Proben um Gesamthomogenate handelt und ONOQO™ in
unterschiedlichem Ausmal} in den Gefdlwandschichten gebildet wird. Die erkannten
Proteine kénnen auch unterschiedlich lokalisiert sein. Von p63™, welches vermutlich
nitrosyliertes Serumalbumin darstellt und v.a. in den lumennahen GefaRschichten
akkumuliert ist, ist bekannt, dal3 es in atherosklerotischen Gefallen vermehrt gefunden
wird.’® Hingegen ist p38™ méglicherweise ein mehr abluminal exprimiertes Protein,
das schon unter Normalbedingungen nitriert ist. Durch die Verdickung der
Wandschichten in der Atherosklerose erreicht das ONOO™ dieses Protein nun
vermindert. Zu beachten ist auch, dal} erst kiirzlich die Bildung von ONOO™ aus NO und
O, unter physiologischen Bedingungen ganzlich in Frage gestellt wurde, und somit
auch die Relevanz der nitrierten Proteine als ONOO™-Biomarker.'®® Diese Frage muR
auf jeden Fall noch einmal mit anderen, direkteren Nitrotyrosin-Nachweisverfahren

angegangen werden.

Wie schon friih erkannt wurde, ist im fortgeschrittenen Stadium der Atherosklerose
zusatzlich zur gestorten NO-Produktion auch die Reaktion der Geféle auf NO-
unabhangige Vasodilatatoren verringert.* Uber die Veranderungen der Enzymexpression

und -aktivitat im endothelunabhdngigen Teil des Signalwegs ist allerdings nur wenig
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bekannt. Die vorhanden Daten sprechen flr eine verringerte Aktivitdt der sGC Iim
fortgeschrittenen Stadium.™® Dies konnte in unserer Studie bestatigt werden. Sowohl
basale aber viel mehr noch die stimulierte sSGC-Aktivitat ist in den atheroklerotischen
GeféaRen signifikant verringert, die stimulierte um mehr als 60%. Zurtickzuftihren ist
dies moglicherweise auf die signifikant verminderte Expression beider Untereinheiten
o; und [B; des Enzyms, die wir im Western-Blot nachweisen konnten. Dieser
Aktivitatsverlust nicht gleichmalig tber die gesamte Gefalwand verteilt; die duReren
Wandschichten zeigen eine eher erhdhte sGC-Aktivitat als in den Kontrollgefalen.
Interessanterweise war jedoch die Aktivitdt in der innersten Wandschicht, der
neugebildeten Neointima, extrem erniedrigt mit nur ca. 10% - 15% der Aktivitat der
auleren Wandschichten. Die Neointima, reich an Lipiden, extrazellularer Matrix und
glatten Muskelzellen, macht in den atherosklerotischen GefaRen mehr als 60% der
Gesamtmasse aus. Die Ausbildung der Neointima mit ihrer niedrigen sGC-Aktivitat ist
also maglicherweise fir die Verringerung der Gesamtaktivitat dieses Enzyms im
fortgeschrittenen Stadium der Erkrankung verantwortlich. Anscheinend wird das Enzym
durch den hohen Gehalt an oxydierten Lipiden inhibiert.”®" Dies hat nicht nur Einflu
auf die Hyperkontaktilitat der betroffenen GefélRe, sondern auch auf die Proliferation der
glatten Muskelzellen selbst. NO hat starke antiproliferative Eigenschaften, die
sGC-vermittelt sind.*?"*3 Méglicherweise ist die beobachtete sGC-Inhibition nicht
Folge der Atherosklerose, sondern Teil des priméren Krankheitsmechanismus, der zu
verstarkter SMC-Migration und -Proliferation flhrt. Erst kirzlich wurde gezeigt, dal}
sGC-Gentransfer die Ausbildung der Neointima verringern kann, sicherlich ein

interessanter Therapieansatz der Zukunft.**°

Das verantwortliche Enzym fur die Weiterleitung des cGMP-Signals sowohl fir die
vasodilatorische als auch fiur die antiproliferative Wirkung ist die cGMP-abhangige
Proteinkinase-1.299*112 Gleichsam mit der sGC ist die Expression dieses Enzyms in
der Neointima stark reduziert, wéhrend die &uReren Wandschichten keine Veranderung
erkennen lassen. Dies bekraftigt die These, dal SMCs und andere Zellen in der
Neointima eine hochgradig gestorte NO:cGMP-Signaltransduktion aufweisen, welche

durch Hyperkontraktilitat und Proliferationsneigung den Krankheitsproze3 weiter
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vorantreibt. Analog dem Circulus Vitiosus der O-Produktion/Endothelschadigung
(Abb. 1) 18Rt sich im endothelunabhangigen Teil des Signalwegs ein &hnlicher Kreis

postulieren:

SMC-Proliferation
und Migration

verringerte antiproliferative

Kollagenproduktion Wirkung

Verringerte Aktivitat
Intimaverdickung und Expression von
sGC und cGK-I

Ox-LDL-Akkumulation

Abb. 20: Hypothese zum Circulus Vitiosus der Inhibition der sGC und cGK-I und
somit des Verlusts der antiproliferativen Wirkung des NO:cGMP-Signalwegs in der

Atherosklerose.'®

Ganz am Ende des NO:cGMP Signalwegs steht das Vasodilator-stimulierte
Phosphoprotein, VASP. Obwohl die exakte Funktion dieses Proteins noch nicht
vollstandig bekannt ist - VASP spielt bei fokalen Zell-Zell-Adhésionen eine Rolle und
wird in hoher Konzentration in Thrombozyten gefunden - ist es als Substrat der
zyklischen-Nukleotid-abhangigen Kinasen bereits gut charakterisiert.!*"118119122 \y Agp
verfiigt Gber drei Phosphorylierungsstellen: Die Aminosduren Serl57, Ser239 und
Thr278. Die Phosphorylierung der Aminoséauren erfolgt zwar nicht durch eine der

Kinasen spezifisch, jedoch bevorzugen bei physiologischen Konzentrationen cAMP-
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Kinasen die Aminosdure Serl57, cGMP-Kinasen Ser239. Die Phosphorylierung an
Ser157 laRt sich relativ leicht nachweisen, da das Protein dadurch im Western-Blot

einen Shift des scheinbaren Molekulargewichts von 46 auf 50 kDa erfahrt.

Bei der fur den NO:cGMP wichtigeren Ser239-Phosphorylierung verandert sich das
scheinbare Molekulargewicht nicht, so dal hier ein anderer Nachweis nétig ist, z.B. mit
Hilfe phosphospezifischer Antikérper. Ganz am Ende des Signalwegs stehen VASP und
Pser23o-VASP hinter der cGK-I als neuartige Marker fiir die Aktivitdt des gesamten
NO:cGMP-Signalwegs.' 8% Py25-VASP  zeigt sozusagen an, wieviel des
urspringlichen NO-Signals auch tatsdchlich am Ende ankommt, trotz Regulations- und
Kompensationsmechanismen im Verlauf des Signalwegs. Das Ergebnis ist eindeutig:
Ser239-phosphorylierung des Proteins ist densitometrisch mehr als 70% reduziert. Dies
zeigt erstmals und sehr anschaulich die hochgradige Dysfunktion des gesamten
NO:cGMP-Signalwegs in diesem fortgeschrittenen Stadium der atherosklerotischen

Erkrankung.
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6. Zusammenfassung:

ACh
/xop :
\NOX /A l
O NAD(P)H

NOS-III
L-Arg
NO H4Bip Endothelzelle
NO cGMP P-VASP
N Vasodilatation

Nitrotyrosin: p38Y{ ] p62
glatte Muskelzelle

Vermehrte Ver_mnlr?.derte Expression, <> Keine signif.

) : Aktivitat, Phosphory- -
Nitrosylierung lierung oder Nitrosylierung Veranderung

Abb. 21: Zusammenfassung der Ergebnisse dieser Studie

Die neue Erkenntnis dieser Studie ist, dal nicht nur der endothelabhangige Teil des
NO:cGMP-Signalwegs im fortgeschrittenen Stadium der Atherosklerose erheblich
gestort ist. Sowohl die losliche Guanylat-Zyklase als auch die cGMP-abhdngige
Proteinkinase-1 sind in Aktivitdt und/oder Expression signifikant verringert,
insbesondere in der Neointima, die mehr als 60% der Gesamtmasse des GefaRes
ausmacht. Beide Enzyme sind essentiell fir die antikonstriktorische, antiproliferative

und thrombozyten-aggregationshemmende Wirkung, also die antiatherogene Wirkung
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von Stickstoffmonoxid. Die beobachtete verringerte Aktivitét ist somit nicht nur Folge
des atherosklerotischen Prozesses sondern zugleich auch Ursache weiterer Progression
der Lé&sionen, ein Circulus vitiosus (Abb. 20). Der neuartige Marker der Aktivitat des
NO:cGMP-Signalwegs, Psero30-VASP, zeigt in beeindruckender Weise an, wie
erschreckend wenig vom urspringlichen NO-Signal am Ende tatsdchlich noch

ankommt, seine Phosphorylierung ist um mehr als 70% reduziert.

In zunehmendem Male werden nun auch die Enzyme des endothelunabhdngigen
Teils des NO:cGMP-Signalwegs Ansatzpunkt neuer Therapiekonzepte. Neuere,
isoformspezifische Phosphodiesteraseinhibitoren koénnen den Abbau von cGMP
hemmen,™*® und direkte sGC-Stimulatoren, wie YC-1, trotz hoher O,-Spiegel die sGC
aktivieren.®* Erste in-vitro und in-vivo Ergebnisse von Gentransfer von Enzymen des
endothelunabhéngigen Teils des NO:cGMP-Signalwegs liegen bereits vor. Es zeigen
sich eindrucksvolle Veranderungen in Phenotyp und Morphologie der immigrierten
SMC und insgesamt eine protektive Wirkung vor Neointimabildung und

-progression.}t+1%6:182 per

Ansatz der Gentherapie erdffnet vollig neue
Therapieprinzipien der Herz-Kreislauf-Erkrankungen, Todesursache Nummer 1 in
Europa. Zahlreiche neue Ergebnisse auf diesem Gebiet sind in den néchsten Jahren zu

erwarten.
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