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1. Einleitung

1.1 Diabetes mellitus

1.1.1 Definition

Beim Diabetes mellitus handelt es sich um eine @eup/on Erkrankungen des
Kohlenhydratstoffwechsels, welche alle mit einemdéten Blutzucker einhergehen (1). Die
Ursache hierfur liegt in Defekten der Insulinseiaet der Insulinaktivitat oder beidem. Der
Typ-1-Diabetes wird durch eine autoimmune (3-Zeditdung und den daraus folgenden
totalen Insulinmangel verursacht. Beim Typ-2-Diaisetlagegen liegt die Schadigung vor
allem in der Insulinresistenz der Zielzellen (23. dgtbt verschiedene Diagnosekriterien flr die
Erkrankung Diabetes mellitus: Ein Nuchternblutzuekest von lUber 126 mg/dl oder ein
Kontrollwert von Uber 200 mg/dl, unabhangig von b#rten Mahlzeit, sind bei Diabetikern
zu finden. Zudem kann der HbAlc bestimmt werdeeseli Laborwert steht fir die mittleren
Blutzuckerwerte der letzten drei Monate. Bei Werteon > 6,5% sollten weitere
Untersuchungen folgen. Die Einteilung des Diabetesdlitus erfolgt nach der American
Diabetes Association (ADA) in vier Gruppen. Dieskagsifikation ist allgemein anerkannt

und basiert auf der jeweiligen Ursache fur die &nkung (1,2).

1.1.2 Epidemiologie und wirtschaftliche Auswirkunge

Diabetes ist nicht nur ein Problem in Deutschlamtkroin den westlichen Staaten, die
Haufigkeit dieser Erkrankung nimmt weltweit zu (Bjne Studie ergab, dass die Anzahl der
Menschen mit Diabetes voraussichtlich von 171 kiilén im Jahr 2000 auf 366 Millionen im
Jahr 2030 ansteigen wird (4). Alleine in Deutsctlamurden im Jahr 2007 mehr als 7
Millionen Patienten aufgrund eines Diabetes mdléunztlich behandelt und die Pravalenz ist
in den letzten Jahren stetig gestiegen (5,6). Zudeuss von einer grol3en Zahl an
undiagnostizierten Diabetesfallen in der deutsdBewvilkerung ausgegangen werden (1,5,7).
In der Bundesrepublik leiden ca. 90% der Patieate®inem Typ-2-Diabetes und 5-10% an
Diabetes-Typ-1. Die weiteren &tiologischen Formem Hohlenhydratstoffwechselstérung

sind auf3erst selten (5). Nicht nur die steigendeahhder Diabeteserkrankungen stellt die



Gesellschaft vor grofRe sozio-6konomische Problevize. allem die langwierige Therapie
dieser chronischen Krankheit und die auftretendeomplikationen sind immense
Kostenfaktoren. Fur die KoDiM-Studie (Kosten desalites mellitus) wurden 2001 die
finanziellen Mittel berechnet, die in Deutschlarinl €inen diabetischen Patienten durch die
Krankenkassen aufgewendet werden mussen. Diesggbpatim Mittel 5262 € pro Diabetiker
(8,9). In der CODE-2-Studie (Costs of Diabetes umdpe — Type 2) wurde gezeigt, dass vor
allem die Komplikationen des Diabetes mellitus féinen groRen Teil der Kosten
verantwortlich sind. Im Rahmen dieser Untersuchwiegen 72% der Teilnehmer mindestens
eine Komplikation auf. Die finanziellen Aufwendumgsteigen um bis zu 250% an, wenn bei
den Patienten mikro- und makrovaskulére Spatfoldes Diabetes auftreten. Im Gegensatz
dazu betragen die Ausgaben fir Antidiabetika lécligf% des gesamten Diabetesbudgets der
Krankenkassen (10-12). Die Reduktion der Produkdividurch krankheitsbedingte
Arbeitsausfalle hat ebenfalls einen grol3en Anteildan Kosten der Diabeteserkrankungen
(13).

1.2 Kardiovaskulare Erkrankungen

Der erhohte  Blutzuckerspiegel fuhrt neben  Veranogea zahlreicher
Stoffwechselfunktionen vor allem zu einer Glykosyling verschiedener Proteine. Die so-
genannten Advanced Glycation Endprodu@$E) weisen eine verdnderte Struktur und
Funktion auf. Diese AGEs verursachen Schaden isch@denen Organsystemen und kénnen
so zu diabetischen Spatkomplikationen fihren. Wlenadas kardiovaskulare System ist von
dieser Pathologie betroffen. Durch diese Storurkgenmt es hauptséchlich zur ischamischen
Herzerkrankung, cerebralem Insult und peripheréerigiler Verschlusskrankheit (14-22).
Das Risiko, bei Diabetes mellitus eine kardiovagkalErkrankung zu entwickeln, ist um das
Zwei- bis Vierfache gesteigert (23-25). Diese Spg# der Kohlenhydratstoffwechselstérung
ist die Hauptursache fur die gesteigerte Mortaliiabetischer Patienten (26). Im Vergleich
zu gleichaltrigen Kontrollpersonen zeigten diesers®een eine 4,4fach erhohte
kardiovaskuldre Todesrate, obwohl sie keinen deasdischen Risikofaktoren wie
Bluthochdruck, = Hypercholesterinamie  oder  Rauchen fwiagsen. Fir  diese
Prognoseverschlechterung sind ein erhdhte Todesaate einem Myokardinfarkt, kongestive

Herzinsuffizienz und ein verstarktes Auftreten vaitillen ischamischen Ereignissen



verantwortlich (27). Diabetiker haben aul3erdem kangzeitrisiko fiur kardiovaskulare
Ereignisse, welches mit Nicht-Diabetikern mit égiitem Herzinfarkt vergleichbar ist (28). Zu
diesem Ergebnis passt auch die Tatsache, dassaddisvaskuléare Risiko bereits vor der
klinischen Diagnose des Diabetes mellitus signiftkansteigt (29). Grund fir dieses
gesteigerte kardiovaskulare Risiko ist, dass Dedbelie Entstehung und das Voranschreiten
der Atherosklerose fordert (26,30-32). Hohe Blukasspiegel, Lipidstoffwechselstérungen
und Insulinresistenz bei Diabetes fluhren zu patjisthien Veréanderungen in den
BlutgefalRen. Diese Schadigungen betreffen das Babotglatte Muskelzellen der
GefaRwande und die Blutplattchen. Bei Diabetes kbnes also zu tiefgreifenden
Veranderungen der Gefaldregulation (14).

1.3 Pathophysiologie kardiovaskularer Verdnderungerei Diabetes mellitus

Die pathophysiologischen Veranderungen in den Bldigen bei Diabetes mellitus fihren zu

Atherosklerose (14). Hierbei spielen entzindlichezBsse eine Hauptrolle (33).

1.3.1 Atherosklerose

Atherosklerose ist eine entzindliche Erkrankung)chaee sich Uber Jahrzehnte hinweg
entwickelt. Es kommt zu einer punktuellen Verdicguder Intima, aufgrund der Ablagerung
von Lipiden und lipidspeichernden Makrophagen (Somzellen). Fir die Bildung von
atherosklerotischen Plaques ist zudem noch die uBgd von kollagenreicher
Bindegewebsmatrix notwendig, was schlussendlicheiner dauerhaften Einengung des
GefalRlumens fihrt. Die pathophysiologischen Zusani@ege bei der Entstehung dieser
Krankheit sind komplex, denn zahlreiche Vorgangezailularer und molekularer Ebene sind
daran beteiligt. Zytokine und Wachstumsfaktoren elgm wichtige Rollen in der
Atheroskleroseentstehung (34-37). Die ursprunglicihesponse-to-injury“-These wurde
aufgegeben. Demzufolge sollte der AusgangspunkdiglEntwicklung einer Atherosklerose
eine Verletzung des Endothels sein, welche zurs€tming von Wachstumsfaktoren aus
abgelagerten Thrombozyten fuhrte. Die Anwesenheit \Wachstumsfaktoren sollte nach
dieser Theorie zur Proliferation von glatten Mugkden in der GefalBwand fuhren (37,38).

Der aktuelle Wissensstand Uber die PathophysioldgieAtherosklerose besagt jedoch, dass



die endotheliale Dysfunktion aufgrund schéadigend®nflisse als Ausgangspunkt zu
betrachten ist. Die endotheliale Dysfunktion fibei morphologisch intaktem Endothel zu
kompensatorischen Mechanismen, welche die Homdostes arteriellen GefalRwand
verandern. Die Gefal3permeabilitat wird erhdht umel Anheftung von Leukozyten und
Thrombozyten an das Endothel wird verstarkt (37).

Normalerweise verhindern die Endothelzellen, di¢eAen auskleiden, die Adh&sion von
Leukozyten. Atherosklerosetrigger, wie fettreichendhrung, Rauchen, Bluthochdruck,
Ubergewicht, Hyperglykamie oder Insulinresistenzgrdérn die Expression von
Adhésionsmolekilen durch die Endothelzellen. Sonkdn Leukozyten Uber adhérente,
aktivierte Thrombozyten an die arterielle Wand gelen werden (36,39,40). Eine Ursache
fur diese Anheftung von Immunzellen ist die Expr@ssles vascular cell adhesion molecule-
1 (VCAM-1) durch die Endothelzellen. An diesem Bingsprotein kdnnen sich Monozyten
und T-Lymphozyten anlagern. Die VCAM-1-Expressioirdvdurch eine atherogene Diat
gefordert. Es kommt zur Akkumulation von modifizeer Lipoproteinpartikeln in der
arteriellen Intima. Die Expression des Bindungsgirst wird durch oxidierte Lipide Uber
einen NFKB Signalweg gesteuert. Die Expression kann ebenschdoroinflammatorische
Zytokine wie Interleukin-1b und Tumornekrosefaktorgefordert werden (35,36,41,42). Die
Monozyten, welche sich an das Endothel angehedtatiin konnen anschlief3end in die Intima
der GefaBRwand eindringen. Diese Migration erfolgf idilfe zahlreicher Chemokine, wobei
das Monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1) als wisher Modulator identifiziert wurde.
Die MCP-1-Sekrektion wird durch aktivierte Thronalyten gefordert (43-45).
Atherosklerotische Lasionen entwickeln sich voemllin bestimmten GefalRabschnitten des
arteriellen Gefal3netzes. Vor allem an Stellen marwirbelungen des Blutflusses, also
hamodynamischen Besonderheiten, bilden sich Plaghesdiesen Stellen greifen keine
antiatherosklerotischen Mechanismen, wie erhohteAdsetzung, da die durch laminare
Stromung ausgel6sten Scherkrafte fehlen (36,37).

Der initiale Schritt der Atheroskleroseentstehuegtgrach heutigem Stand der Wissenschaft
von den Thrombozyten aus. Die Blutplattchen kénaech an unverletztes Endothel binden.
Die aufgrund einer endothelialen Dysfunktion akdreén Endothelzellen exprimieren von-
Willebrand-Faktor (VWF) und P-Selectin, welche anyk@protein I (GP Ibo) der
Thrombozyten binden. Das GPIIb/llla ist fur die denafte Bindung der Thrombozyten an

das Endothel zustéandig. Diese Bindung aktiviert dierombozyten. Die aktivierten



Thrombozyten sind zusténdig fur die Rekrutierungitever, an der Entstehung der
Atherosklerose beteiligten, Zellen, wie zum Beibpieeukozyten und Monozyten
(39,40,46,47).

1.3.2 Hyperlipidamie

Neben der Hyperglykamie zeigt sich bei Diabeteslitugl eine Erhéhung der freien
Fettsauren im Blut. Die Kohlenhydratstoffwechsealst@ flhrt zu einer erhdhten Freisetzung
von Fettsduren aus dem Fettgewebe und gleichzestigdie Aufnahme durch die
Skelettmuskelzellen vermindert (48,49). In die Bhdédunktion wird durch die freien
Fettsauren auf mehreren Wegen eingegriffen. Dasagigzym Proteinkinase C wird aktiviert
und hemmt so den Phosphatidylinositol-3-Kinase-8ligag, die Bildung von reaktiven
Sauerstoffmolekilen wird gesteigert und es kommtemer Dyslipidamie (50-52). Der
erhohte Blutanteil von freien Fettsauren fuhrt er teber zu einer gesteigerten Produktion
von Cholesterinestern und Very-low-density-lipopiot(VLDL-)Partikeln (21). Die
spezifische Hypertriglyceridamie bei Diabetes mgdli entsteht durch eine gesteigerte
Bildung von triglyceridreichen Proteinen und derewdluziertem Abbau durch das Enzym
Lipoproteinlipase (21,53). Durch diese Hypertriglsidamie kommt es zu einer Reduzierung
von High density lipoprotein (HDL) im Blut und gizeitig zu gesteigerten Spiegeln von
kleinen, verdichteten, atherogenen LDL-Partikelt,%3-55). Die endotheliale Dysfunktion
bei Diabetes mellitus wird durch die vorhandene éttglyceriddmie und das verminderte
HDL gesteigert (56,57). Die atherogenen Eigensehater Dyslipoproteindmie werden durch
einige Besonderheiten des Diabetes mellitus patenzienn das veranderte LDL kann bei

vorhandener Hyperglykdmie zusatzlich glykiert uxetaert werden (21).

1.3.3 Endotheliale Dysfunktion

Die BlutgefaRe werden durch eine einzellige Endetiecht ausgekleidet. Diese einlagige
Zellschicht trennt die thrombogenen Stukturen, w&/F, Kollagen, Fibronectin,

Thrombospondin, Vitronectin und Thrombin der Gefad/vom Blutstrom ab. Der Verband
der Zellen ist Uber Oberflachenproteine verbundew weitgehend impermeabel. Die

physiologische Funktion des Endothels beinhalteenaler Abgrenzung des Blutstroms noch



weitere Aufgaben. Es sezerniert vasoaktive Subetgnzvelche die nichtthrombogene
Oberflache des Endothels erhalten, den Gefal3tagudieren, Entziindungsreaktion steuern
und die Proliferation von glatten Gefalimuskelzelldmbieren. Einige dieser Stoffe wirken
vasodilatatorisch: Stickstoffmonoxid (NO), Prosteay (PGI2) und Endothelium-derived
hyperpolarizing factor (EDHF). Fur die Vasokondiok sind unter anderem Angiotensin |l
(ATII) und Endothelin (ET-1) zustandig (58).

Vor allem die Wirkung von NO wird im Rahmen der Btitelfunktion seit vielen Jahren
intensiv untersucht. Bereits im Jahr 1980 wurde Exéstenz eines ,Endothelium-derived
relaxing factor (EDRF) durclrurchgott und Zawadzki nachgewiesen. Dieser Stoff wurde
mit Hilfe von isolierten Kaninchen-Aorten entdeckia es nach Acetylcholinexposition zu
einer Vasodilatation der GefaRe kam (59). Die Idiererung des EDRF als NO erfolgte
einige Jahre spater durch pharmakologische undhérische Nachweise (60).

Der Begriff ,Endotheliale Dysfunktion® steht im Ajemeinen fir alle Pathologien des
Endothels. Dies schlielt Veranderungen in den rdl@mmatorischen oder
antikoagulatorischen Regelkreisen, sowie der Regetles vaskularen Wachstums und des
vaskularen Remodelings mit ein. In der wissenstiblaéin Literatur jedoch wird der
Ausdruck endotheliale Dysfunktion haufig fir einerminderte NO-Bioverflugbarkeit in der
GefalRwand verwendet. Dieser Zustand zeigt sich imerepathologisch verminderten
Vasorelaxation (61).

Es gibt zwei Hauptgrinde fir den Mangel an NO: dfrstkann die Bildung von NO
pathologisch vermindert sein. Zudem besteht die IMiikeit, dass NO vermehrt abgebaut
wird, bevor es seine physiologische Funktion erfldieser Abbau erfolgt vorwiegend durch
reaktive Sauerstoffmolekile aufgrund von vermehrteadativem Stress im Rahmen von
Bluthochdruck, Hyperlipidamie, Nikotinabusus undcbetes (62,63).

Die Anzahl der kardiovaskularen Risikofaktoren, tveichen eine endotheliale Dysfunktion
zu finden ist, steigt. Bisher konnte ein MangelNd bei Rauchen, Hyperhomocysteinamie,
pulmonalem  Bluthochdruck,  Hypercholesterindmie, eitisklerose,  Hypertonie,
Herzinsuffizienz und Diabetes mellitus nachgewieseerden. Der wissenschaftliche
Nachweis dieser verminderten NO-Bioverfugbarkeifolgte durch eine verminderte
vasodilatatorische = Gefal3reaktion  bei  Acetylcholbegya oder bei  erhdhtem
Stromungswiderstand im Gefal3 (64,65).



1.3.4 Sauerstoffradikale

Der erhthte Blutzuckerspiegel bei Diabetes mellitasursacht eine gesteigerte Produktion
von reaktiven Sauerstoffmolekilen, dies ruft eimeminderte NO-Bioverfugbarkeit hervor
(66,67). Als ersten Schritt steigert die Hyperglylké die Superoxidanionenproduktion durch
die mitochondriale Elektronentransportkette (67)edes @ verursacht eine zusatzliche
Bildung von radikalen Sauerstoffspezies Uber mehmsllulare Mechanismen (15). Die
Proteinkinase C (PKC), welche durch Superoxidamoaktiviert wird, steigert tGber die
NADPH-Oxidase die Synthese von zusétzlichem ©5,67,68). Die Superoxiddismutase
(SOD) ist fur den Abbau von Sauerstoffradikalentadig und im physiologischen Zustand
ist die SOD-Konzentration sehr viel hoher als da&stoffradikalkonzentration. Aufgrund
der stark erhohten f£Konzentration wird jedoch diese Abbaukapazitat de®©D
Uberschritten und aus,Qund NO bildet sich das aul3erst reaktive Peroxy1i@®,70). Dieses
Peroxynitrit ist in der Lage, Tetrahydrobiopterainen Kofaktor der NOS, zu oxidieren. Als
Folge daraus kann die NO-Synthase entkoppelt wefdei73). Entkoppelung bedeutet, dass
die NO-Synthase bei vermindertem Tetrahydrobioptegine bedeutende Anzahl von
Superoxidanionen bildet. Beim NO-Synthesevorgangirkb es dann zum Abbruch der
Elektronenkette in der endothelialen NOS. Die Rédukvon Sauerstoff wird unterbrochen,
der Synthesevorgang von NO kann nicht vollendetdemrund es entsteht,(Q74). Diese
eNOS-Entkoppelung, welche zu endothelialer Dysfiomkifihrt, kann bei Patienten mit
Diabetes mellitus und in experimentellen Modellem \Diabetes erfasst werden. Sie ist fur
einen bedeutenden Anteil an diabetesbedingtem taha Stress verantwortlich (65,75). Die
Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies und Idaktivierung von Stickstoffmonoxid
werden durch die geschilderten Vorgadnge zunehmmatedsiviert, wodurch die Entwicklung
von kardiovaskularen Pathologien, wie zum Beispitlerosklerose, gefordert wird (Abb. 1)
(76).
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Abbildung 1: Entstehung von durch oxidativen Stregsrursachter endothelialer Dysfunktion bei
kardiovaskularen Erkrankungen (Modfiziert nach Bai Harrison D. Endothlial Dysunction in Cardiovakr
Diseases: The Role of Oxidant Stress. Cir. Res0300840-844.).

Stickstoffmonoxid gehdrt ebenfalls zu den reakti$amerstoffspezies. Es wirkt in vaskuléren
Zellen auf das Redoxpotential. Die Wirkungen des $i@ jedoch sehr unterschiedlich und
hangen vor allem von der Quantitat des MolekildenZelle ab. In geringen Mengen, welche
vor allem von der eNOS produziert werden, wirkt fésdernd auf die Synthese der
extrazellularen SOD (77). Zudem fordert NO die Haygenase-I-Expression, die Bilirubin



synthetisiert. Bilirubin ist in der Lage Superoxitznen abzubauen (70,78,79). Durch die
Synthese von ©in den Mitochondrien nimmt auch die Produktion Vadvanced glycation
end products (AGEs) zu (67). AGEs entstehen dupdda@ion oder eine Glykation, die ohne
Enzyme ablauft. Es handelt sich um Proteine odeidkj deren chemischer Aufbau verandert
wurde (17). Im Rahmen von Alterungsprozessen unlyperglykamischem Milieu erfolgt
die Bildung von AGEs (17,18). Die Anwesenheit dreseranderten Proteine fordert die
Synthese von Sauerstoffradikalen. Die enzymatisctrazellulare Synthese von,Qlurch
die NADPH-Oxidase wird gesteigert, denn dieses Bnkann von Rezeptoren fur AGEs
(RAGE) aktiviert werden (17,19,80). Uber weiteredianismen sind die AGEs in der Lage,
NO direkt zu inaktivieren und die Synthese von Rmglin (PGj) im Endothel zu
verringern. Diese modifizierten Proteine fordernittieh die Entwicklung der pathologischen
GefalRveranderungen bei Diabetes mellitus (17,18).eEhdhter Blutzuckerspiegel steigert
ebenfalls die Diacylglycerolsynthese. Dieser seemedsenger steigert die Aktivierung der
Proteinkinase C, welche durch die NADPH-Oxidase wereits beschrieben die
Sauerstoffradikalproduktion steigert. AuRerdem wilgrch die Proteinkinase C noch die
Phosphatidylinositol-3-Kinase gehemmt. Dieses Enzigh fir die Aktivierung der
endothelialen NO-Synthase zustdndig und durch séleenmung kommt es zu einer
verminderten NO-Konzentration, also endothelialgsfdnktion (81-83).

1.3.5 Thrombozyten

Thrombozyten sind gemeinsam mit plasmatischen Genigsfaktoren bei Verletzungen der
GefalRwand entscheidend fur den Verschlul3 der Lasidrfur die Blutstillung verantwortlich
(84).
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Abbildung 2: Primare und sekundare Hamostase. (fitdglit nach Gawaz, M. Das Blutplattchen. 1999.
Stuttgart, Thieme Verlag. S. 2)

1.3.5.1 Thrombozytenaktivierung

Wie bereits bei der Entstehung der Atherosklereselgldert, sind nach dem heutigen Stand
der Wissenschaft die Thrombozyten fir den initiaGaritt der Atheroskleroseentwicklung
verantwortlich. Endothelzellen, welche aufgrundeeirndothelialen Dysfunktion aktiviert
sind, exprimieren P-Selectin und VWF und sind sdanLage, das GP dbder Thrombozyten
zu binden. Die GPIib/llla-Bindung, die auf den erst Kontakt folgt, bindet die
Thrombozyten dauerhaft und fihrt zu einer Aktivieguder Thrombozyten (39,40,46,47).
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Uber das GPIIb/llla werden zudem weitere zirkuliele Thrombozyten gebunden (84).
Durch Aktivierung dieses Rezeptors werden von dénofbozyten zahlreiche Faktoren
freigesetzt oder auf der Thrombozytenoberflache riedprt. Es handelt sich um
Adhasionsproteine (unter anderem Fibrinogen), Waaomhsfaktoren, Zytokine und
Koagulationsfaktoren. Vor allem den Zytokinen fétine zentrale Rolle an der fur die
Atheroskleroseentstehung notwendigen  Monozytentiekuing zu  (39,46). Die
Membranglykoproteine sind Ausgangspunkt verschied&mgnalkaskaden, welche durch den
Kontakt der Rezeptoren mit ihren Liganden wie ADRYF oder Kollagen in Kontakt
kommen. Im Rahmen des Signalweges kommt es zu \Ven@mderungen,
Proteinkinaseaktivierung, Polymerisation des Cyatestks und Aktivierung des
Arachidonsauremetabolismus. Auf diese Ereigniségt ftie Aktivierung des Gykoproteins
lIb/llla. Es durchlauft eine sterischen Konformasénderung und dabei wird eine hoch-
affine Bindungsstelle fur Liganden mit einer RGDrghin-Glycin-Asparagin)-Sequenz
freigelegt. An aktiviertes GPIIb/llla binden zum iBgel Fibrinogen und vVWF. Gebundenes
Fibrinogen ist also ein Indikator fur die Aktivierg der Thrombozyten (84). Im Laufe der
Aktivierung kommt es zudem zur Sekretion von praimimatorischen Substanzen und
Exprimierung von Adhé&sionsproteinen aus thromboeytéZellorganellen, unter anderem
dem offenen kanalikularen System, den Lysosomem, diehten tubularen System und den
a-Granula. Alle inflammatorisch bedeutsamen Stofégden durch die-Granula freigesetzt.
Es handelt sich dabei unter anderem um PDGF (ptadelived growth factor), platelet factor
4 (PF4), Interleukin 1 (IL-1)B-Thromboglobulin, CD40L. Diese werden im Vorfeldnzu
Grol3teil bereits durch die Megakaryozyten gebilo@er auch durch Endozytose aus dem
Blut aufgenommen (85). P-Selectin (CD62-P) wirdrdaks durch dien-Granula freigesetzt.
Er ist ein Rezeptor und ein wichtiger Bestandteil bhteraktion zwischen Thrombozyten und
Leukozyten, welche bei der Atheroskleroseentsteheing tragende Rolle spielt (84). Im
Rahmen der Thrombozytenaktivierung kommt es auckizer vermehrten Abschnirung der
Thrombozytenplasmamembran. Diese thrombozytarenrddéctikel (PMPs) bewirken die
Erhaltung des aktivierten Zustandes der Thrombozyta sie zahlreiche Adhasionsmolekile
und proinflammatorische Faktoren beinhalten (84-8&)jn weiterer Grund flur die
Thrombozytenaktivierung ist die verminderte NO-B:dNigbarkeit. Dieser direkte
Zusammenhang konnte durch-vivo-Untersuchungen hergestellt werden. Es konnte eine

signifikant gesteigerte Thrombozytenaktivierung lggisunden Versuchsteilnehmern nach
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Gabe eines NO-Synthase-Inhibitors nachgewiesen emerdnd die Reversibilitat dieser
Thrombozytenaktivierung durch einen NO-Donor (8¥tivierte Thrombozyten konnten im
Rahmen von zahlreichen Krankheiten nachgewiesedemeiSie kommen unter anderem bei
Hypertension (88-90), Hypercholesterindmie (91,92) peripherer arterieller
Verschlusskrankheit (93), cerebralem Insult (91,%bhronischer Herzinsuffizienz (CHF)
(95,96), instabiler Angina pectoris (97) und Diase{98,99) vor.

1.3.5.2 Thrombozytenbindung an das Endothel

Die Interaktion zwischen Endothelzelle und Thromliogeschieht, wie bereits dargestellt,
Uber verschiedene Rezeptoren und Mediatoren. Irsiplogischen Fall kommt es zu keiner
Bindung der Thrombozyten an das Endothel und detflBI; kann ungehindert stattfinden.
Die Stromungsverhaltnisse innerhalb der Blutgeféftied dafir verantwortlich, dass
Thrombozyten bevorzugt in die Nahe der GefalRwamdasportiert werden. Durch die
irregulare Form der Thrombozyten kdnnen tangent@dberkrafte einwirken. Sie werden
innerhalb der Blutstromung nach aul3en, in die Ndee Gefallwand getragen, wo das
Maximum der Scherkréafte wirkt (100).

Wie bereits erwahnt, gibt es Stellen im Gefal3syssamdenen es zu Verwirbelungen kommt,
was zu einer verminderten NO-Bioverfugbarkeit flldte endotheliale NO-Synthase wird
auch durch die Scherkrafte reguliert, welche ima&Bsf/stem herrschen. Hohe NO-Spiegel
werden durch normale laminare Scherkrafte ausgelidst Bereich von Plagues oder
Gabelungen jedoch fiihren erhdhte Krafte zu einenvelerten NO-Bioverflugbarkeit. Dieser
niedrige NO-Pegel fihrt unter anderem zu einer Mrazytenaktivierung und hieraus

resulierend zu einer Bindung an das Endothel (3873Z01).

1.3.5.3 Veranderungen der Thrombozytenfunktion beDiabetes mellitus

Im Rahmen einer diabetischen Stoffwechsellage mmdmbozyten empfindlicher gegentber
aktivierenden Einflissen. Dies zeigt sich durcheemesteigerte Adhasionsbereitschatft,
vermehrte Zahl an GPIIb/llla auf der Oberflache, stggerte Synthese von
Sauerstoffradikalen und Prostanoiden, verstarktesolische Calciumbereitstellung, gefillte

und reaktive a-Granula, gesteigertes Plattchenvolumen, vermef@aigkosylierung von
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Membranglykoproteinen, modifizierte Membranfluiditiund gesteigerte Bindung von

Fibrinogen (102-107). Die Hyperglykdmie fihrt, wbereits erwéahnt, zur Ausbildung von
AGEs und fordert damit tber die RAGE die endotheliBysfunktion (20). Uber diese

verminderte NO-Bioverfligbarkeit kommt es zu eineestgigerten Aktivierung der

Thrombozyten (36,37,87,101). Der erhdhte Blutzudkejedoch nicht der einzige Grund flr
eine Thrombozytendysfunktion im Rahmen eines Dedenellitus, denn selbst bei noch
gesunden Risikopersonen fur einen Insulin-abhéngjabetes (IDDM) ist eine Dysfunktion

der Thrombozyten nachweisbar, ohne dass erhéhteugkerwerte nachgewiesen werden
kénnen (108).

1.4 Stickstoffmonoxid

1.4.1 Stickstoffmonoxid — Aufgaben im Organismus

Eine zentrale Aufgabe von Endothelzellen ist diatBgse von Stickstoffmonoxid. Bereits im
Jahr 1980 entdecktdfurchgott und Zawadski einen Stoff, der zur Vasodilatation fiihrte, dies
hatte die Benennung als ,Endothelium-derived relgxfactor* (EDRF) zur Folge. Die
Substanz konnte als NO identifiziert werden (59;109). Dieses Molekil hat maf3gebliche
Bedeutung bei inter- und intrazellularen Signalleasa im Rahmen der GefalRhomoostase.
Zu seinen Aufgaben gehoren die Regelung der Gefdfspannung, Hemmung der
Leukozytenadhasion am Endothel und der Aktivierwrapn Thrombozyten sowie die
Regulation des Zellzyklus (Proliferation, Apoptosebn Endothelzellen und glatten
Muskelzellen. Es moduliert zudem das Oxidationisggewicht in der Zelle und im Rahmen
der unspezifischen Abwehr wird NO von Makrophageigesetzt (70,113-117).

1.4.2 Synthese

Fur die Synthese von NO ist die StickstoffmonoxigtBase (NOS) zustandig. Es gibt
mehrere Isoenzyme: die neuronale nNOS, die indoaieriNOS und die endotheliale eNOS
(118). Das freie Radikal Stickstoffmonoxid entstehirch alle drei Isoformen Uber die
Oxidation von L-Arginin zu L-Citrullin und NO (11920). Als Kofaktoren benétigt die NOS
unter anderem Nicotinsaureamid-Adenin-Dinucleotimb$phat (NADPH),
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Tetrahydrobiopterin (BH4), Flavin-Adenin-Dinucledti(FAD) und Flavin-Mononucleotid
(FMN) (120). Die synthetisierte Menge von NO bewsigh bei eNOS in der Grof3enordnung
nanomolar und ist abhangig von der intrazellul&@atciumkonzentration und Stimulation.
Das Isoenzym iNOS ist in der Lage, NO im mikrometaBereich zu produzieren und wird
durch Stimulation von auf3en angeregt, zum Beishieth Zytokine und mikrobielle Stoffe.
Zudem erfolgt die Synthese der INOS calciumunabigingAufgrund dieser
Mengenunterschiede in der Syntheseleistung wirdrangig die INOS verantwortlich
gemacht fur die zytotoxischen Wirkungen des Saoffratlikals Stickstoffmonoxid
(70,113,118). Die eNOS wird uUber zwei Wege angeregum einen kann die
Syntheseleistung Uber Rezeptoren gesteigert werdeh zum anderen Uber laminare
Schubspannung. Die Rezeptoren auf der Endothelzagfleden durch Liganden, wie
Acetylcholin, aktiviert und steigern tber eine Sitkaskade die Produktion von NO in der
Endothelzelle (70,121). Die lamindre Schubspannahgin mechanischer Ausloser fur die
Synthesesteigerung. Es handelt sich hierbei uneag# und reibende Krafte, welche auf die
GefaBwande einwirken. Diese Scherkrafte werdenhdden Blutfluss hervorgerufen (122).
Die Endstrecke beider Signalkaskaden fihrt zur phaylierung der eNOS, Zielstruktur ist
die Aminoséaure Serin1179. Daraufhin dissoziiert éiOS von der Plasmamembran und
wird gleichzeitig aktiviert. Die Bildung von NO bieqt (70,121).

1.4.3 Siganlwege mit Stickstoffmonoxid

Stickstoffmonoxid wird von den Endothelzellen serert und wirkt auf benachbarte
Strukturen. Die glatten GefalBmuskelzellen befinsieh direkt unter der Endothelschicht. Im
Gefallumen erreicht NO zunéchst die Thrombozyteelclve flussbedingt am Endothel
entlang stromen. Durch Diffusion Uberwindet NO dedimembran und erreicht im Zytosol
die l6sliche Guanylatzyklase (70,117,120,123). N€dagt zu seiner Zielstuktur aufgrund
seiner hohen Affinitat zu Ham-Gruppen. Das Enzym-$¥Dsitive/losliche Guanylatzyklase
(sGC) besitzt eine solche Ham-Gruppe (117). Diawdtung des Enzyms erfolgt mittels der
chemischen Bindung von Stickstoffmonoxid an derntdprarphyrinring der sGC. Das Enzym
katalysiert die chemische Reaktion von Guanosinagphat (GTP) in den second messenger
Guanosinmonophosphat (cGMP) (113,117,124). Ubesedi®rotein werden unter anderem

verschiedene Proteinkinasen aktiviert und Trangpaoteine in der Plasmamembran gelenkt.
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Auf diesem Weg wird das Signal von NO in der Zelleitergeleitet und cGMP ist der
wesentliche Vermittler im Rahmen dieser Signalkdsk@0,117).

1.4.4 Einfluss auf den GefaRRtonus

Fur die Vasodilatation der Blutgefal3e spielt NOededeutende Rolle. Es ist der Antagonist
zur sympathischen Vasokonstriktion und dem Renigidtensin-Aldosteron-System (125).
Innerhalb der glatten GefalBmuskelzellen fuhrt diecd NO angeregte cGMP-Bildung zur
Aktivierung von Proteinkinasen, lonenkandlen undodpihodiesterasen. Unter anderem
kommt es zu einem Calciumabfall. Diese lonenspiagéhderung erfolgt durch die aktivierte
Proteinkinase G (PKG) und spannungsabhéngige @alkanale, welche direkt durch cGMP
gehemmt werden (124,126-129). Die Aktivierung derotéinkinase G fihrt zur
Phosphorylierung von Proteinen im sarkoplasmatiscRetikulum, speziell von Calcium-
abhangigen Kaliumkanélen. Diese Kanale transpertiem phosphoryliertem Zustand
weniger Calcium in das Zytosol der Muskelzellen diag intrazellulare Calcium sinkt weiter
ab (129-131). Der Calcium-Calmodulin-Komplex und tdyosin-Leichtkettenkinase werden
nun aufgrund des gesunkenen Calciums verminderildgeéb Daraus folgt, dass die
Phosphorylierungsreaktion der regulatorischen Myasichtketten sinkt. Auf diesem Weg
wird die Kontraktion der glatten GefalBmuskelzellelockiert und es kommt zu einer
Vasorelaxation (70,132).

1.4.6 Stickstoffmonoxid und Atherosklerose

Stickstoffmonoxid ist fur verschiedene Mechanismenerantwortlich, welche

antiatherosklerotisch wirken (125,133). Es vermihdéie Adhasion, Aggregation und
letztendlich die Aktivierung von Thrombozyten (1234). Im Rahmen der

Thrombozytenaktivierung kommt es zur Phosphoryhgrudes durch Vasodilatatoren
stimulierten Proteins (VASP). Diese Phosphoryligrigeschieht NO-abhéangig und ist ein
wichtiger Schritt in der Regulation der Thromboxngktivierung (132,135). Zudem st sie
verantwortlich fur die Hemmung der Bindung zwischehbrinogen und dem GP lIb/llla der
Thrombozyten (136,137). Die NO/cGMP-abhangige fnitease G phosphoryliert VASP an

der Aminosaure Serin 239 und 157 und beeinflusstlas Zytoskelett des Thrombozyten,
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welcher daraufhin nicht am Endothel binden odeivakt werden kann (135,138-141). Auf
diesem Weg wird ein wichtiger Teil der Atheroskgentstehung blockiert, denn neben der
Adhasion der Thrombozyten wird durch die fehlendektiderung auch die
Leukozytenadhéasion entscheidend erschwert. Die #idhdan Endothelzellen und die
Migration von Leukozyten durch die Endothelschialtd zudem durch MCP-1 beeinflusst,
dessen Expression durch NO reduziert wird (40,434144). Weiterhin sind zahlreiche
Adhasionsproteine aufgrund von NO-Wirkungen in BEasmamembran der Leukozyten in
geringerer Anzahl vorhanden. Dies trifft unter amde zu bei P-Selectin und VCAM-1
(125,145,146). Auch die Durchlassigkeit der Endisittecht fur Makromolekile, die
Lipoproteinansammlung in der Blutgefallwand sowie Libw density lipoprotein und
Cholesterin im Subendothel werden durch NO verrindgen weiterer wichtiger Schutzeffekt
von NO ist die verringerte Entstehung von oxidierteDL. Dieses Lipoprotein wirkt stark
atherogen (133,147-151). Auch die Effekte von NG die glatten Muskelzellen der
GefalBwand sind antiatherogen. Der NO/cGMP-SignalMiégt zu einer verringerten
Proliferation dieser Zellen und da NO die Aktivieguvon Thrombozyten hemmt, werden die
Muskelzellen auch nicht von Wachstumfaktoren aus déwrombozyten-Granula zur
Proliferation oder zur Synthese von Bindegewebsmaingeregt (125,152-155). All diese
durch NO ausgelésten Mechanismen dienen dem SdeartZGefalwand und wirken der
Entstehung der Atherosklerose entgegen. Die NOdfdgbarkeit ist also folglich essentiell
fur ein gesundes vaskulares System (15,70,125,4883,1

1.6 Therapeutische Beeinflussung

Basierend auf dem gesteigerten kardiovaskularenremnalen Risiko diabetischer Patienten,
sind also passende pharmakologische Behandlungemn m@lche Schutz vor diabetischen
Komplikationen bieten. Dies ist dringend erfordgli wenn man sich die standig steigende
Zahl der weltweit neu an Diabetes erkrankten Pedremor Augen fuhrt (3,4). Ein endokrines
System, welches Uberwiegend die systemische Geat@fbsiase reguliert, ist das Renin-
Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS). Angiotensih Hesitzt Uberdies viele Effekte,

welche Uber seine Wirkung auf den Blutdruck hinabsm. Unter anderem wurde gezeigt,
dass es Gewebeschaden in empfindlichen Organen,Baispiel der Niere, fordert (156).

Desweiteren hat Angiotensin inflammatorische Ef#ektDiese Inflammation durch
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Angiotensin Il wird vorwiegend durch die gesteigeRroduktion von Sauerstoffradikalen

verursacht, deren Folgen fur die Atherogenese imAbildung 3 zusammenfasst dargestellt
werden (157).

Angiotensin I

!

Reaktive Sauerstoffspezigs

/ NF-KB, AP_l’ AlF- \

VEGF Zytokine Wachstumsfaktoren
Prostaglandine Chemokine Kokag Elagn, etc.
TIMP/MMP
Vaskulare Leukozytenadhé&sion, Zalthstum
Permeabilitat kemytentransmigrationj leibe
Inflammatorische
Immunzellenrekrutierung

Inflammatorische Antwort Regative Antwort

\ Vaskulare Lasion /

Abbildung 3: Angiotensin Il beeinflusst die vask@l&dPermeabilitdét durch die gesteigerte Produktiom v

vaskularen endothelialen Zellwachstumsfaktoren (¥EQind Prostaglandinen. Angiotensin-ll-induzierte
Aktivierung von Chemokinen, Zytokinen und Wachstéaktoren resultiert in Leukozytenrekrutierung,
Zellwachstum und Fibrose. Diese Vorgange werdenchdudie Aktivierung von Redox-sensiblen
Transkriptionsfaktoren (unter anderem KB; AP-1, HIF-1) Uber die Produktion von reaktiven
Sauerstoffspezies reguliert. Die inflammatorischetwort ist assoziiert mit reparativen Vorgangen,che

Fibrose und Zellwachstum zur Folge haben. Dysreiguladieser Vorgénge fuhrt zu GeféaR3lasionen und
strukturellem Remodeling bei Bluthochdruck. (Mo@iz nach Touyz R. Molecular and cellular mecharsism

vascular injury in hypertension: role of angiotenidi Curr Opin Nephrol Hypertens 2000;14;125-131.)
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Ein Resultat aus dieser Erkenntnis ist, dass diition des Renin-Angiotensin-Aldosteron-
Systems als Methode vorgeschlagen wurde, um bestim®@rganschaden und
kardiovaskulare Komplikationen bei Patienten mitalidtes zu reduzieren (156). Etliche
Studien haben die Effekte der Hemmung, wie Redoktier Albuminurie und langsamere
Progression der Niereninsuffizienz von Mikroalbugrie zu Makroalbuminurie,
nachgewiesen. Noch wichtiger ist die Tatsache, dassinigen Endpunktstudien gezeigt
werden konnte, dass die antiproteinurischen Effekte Angiotensin-ll-Inhibitoren sich in
kardiovaskulare und nierenprotektive Effekte Ubeese lieRen. Sie verzogern die
Notwendigkeit von Dialyse und Nierentransplantation mehrere Jahre. Weiterhin konnte
die kardiovaskulare Morbiditat und Mortalitdt deratienten reduziert werden. Diese
Ergebnisse sind nicht nur alleine auf die blutdegcikende Wirkung der RAAS-Inhibitoren
zurtckzufihren (156,158-161).

Um herauszufinden, welche Effekte, aul3er der Bludkbenkung, zu diesen positiven
Ergebnissen fuhren konnten, untersuchte ich die wikkangen von chronischem
Angiotensin-llI-Antagonismus durch Telmisartan aig daskuldre Endothelfunktion und auf

die Thrombozytenaktivierung bei Ratten mit Streptozin-induziertem Diabetes.

18



2. Methoden

Die Untersuchungen an Versuchstieren in dieser @akbeit beriicksichtigen die géangige
Gesetzgebung zum Umgang mit Versuchstieren sowge ddirzeitigen Richtlinien der

Universitat Wirzburg.

2.1 Tiere

Bei den Versuchstieren handelte es sich um marmMifstarratten. Das Ausgangsgewicht
der einzelnen Tiere bewegte sich zwischen 250 Wtd).3Die Lieferung der Tiere erfolgte
durch die Harlan-Winkelmann GmbH, Borchen, Deutsctll Die Ratten wurden in Kafigen
gehalten. Maximal 3 Tiere teilten sich einen Ratdig mit Hochdeckel. Im Tierstall

herrschte eine kontrollierte Umgebungstemperatur 20 — 22 °C und es erfolgte ein 12-
stundiger Hell-Dunkel-Rhythmus. Die Tiere erhieltdreien Zugang zu Wasser und
Formuladiat (Altromin Spezialfutter GmbH, Lage).eDBetreuung der Tiere erfolgte durch

eine Tierpflegerin der Universitat Wirzburg undadrenes Laborpersonal.

2.1.1 Induktion des Diabetes durch Streptozotociniektion (STZ)

Durch die intraventse Gabe einer Einzeldosis Siegpocin (10 mg/ml, Sigma, Deisenhofen,
Deutschland) wurde in den Versuchstieren eine Raskmselzellzerstdrung verursacht und
somit eine persistierende  Hyperglykdmie induzieriStreptozotocin  ist  ein
Nitroseharnstoffderivat, welches aus Streptomyadscmogenes isoliert werden kann. Der
Stoff weist eine breite antibiotische und antinespsche Wirkung auf. Das Mittel besitzt
stark alkylierende Eigenschaften und es wurde ggzeadass Streptozotocin in den
Glucosetransport und in die Glucokinasefunktiongmsift. Zudem verursacht es multiple
DNA-Strangbriche und wirkt toxisch auf die Betéaeldes Pankreas (162-165).
Streptozotocin wurde in sterilem Natriumcitratpuf@5 mM, pH 4,5) frisch aufgelést und
dann innerhalb von 10 Minuten verbraucht. Die Ra#ghielten eine einzelne Dosis von 50
mg/kg. Die Gabe erfolgte durch eine intravendsekiinpn tber die Vena dorsalis penis. Die
Kontrollgruppe der Versuchstiere erhielt eine &glemte Menge  sterilen

Natriumcitratpuffers, welcher ebenfalls Gber dien¥edorsalis penis intravends verabreicht
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wurde. Zwei und vier Wochen nach der Streptocogatye flihrte man eine
Blutzuckerkontrolle der Ratten durch. Die Blutprolbwerfir ist durch Anritzen der
Schwanzvene, mittels eines Skalpells, enthommen awfd einen Blutzuckerteststreifen
Ubertragen worden. Fir die Glucosemessung wurdeOeie-Touch Blutzuckermessgerat
(ASCENSIA Elite, Bayer-Vital GmbH, Leverkusen, Dsthland) verwendet. Als
ausreichende Hyperglykamie wurden stichprobenamlygzuckerwerte von >20 mM (ca.
360 mg/dl) zwei und vier Wochen nach Streptozotgaibe definiert. Im Fall, dass diese

Glucosewerte nicht erreicht wurden, erfolgte desgainluss des Tieres aus der Untersuchung.

2.1.2 Behandlung mit Telmisartan

Die diabetischen Ratten wurden an Tag 14 zufaller dPlacebogruppe oder der
Telmisartangruppe zugeteilt. Ab diesem Zeitpunkiedten die Tiere der Telmisartangruppe
10 mg/kg pro Tag Telmisartan (Bayer Leverkusen,tBehland) mittels einer Schlundsonde.
Der Wirkstoff lag in Tablettenform vor und wurdestialb zunachst gemoérsert und in Wasser
aufgeldst. Dieses Gemisch wurde sofort gewichtdsgtamn die Versuchstiere verabreicht.
Die Tiere der Placebogruppe erhielten eine aqumwealeMenge an Wasser mit der
SchlundsondeDie letzte Dosis des Medikamentes erhielten diesiM@rstiere 24 Stunden vor
den geplanten Versuchen, um akute Effekte der #oétanz auszuschliel3en.

Nach zwei Wochen Telmisartangabe wurden der Blotdrdie vasomotorische Funktion und

die Thrombozytenaktivierung bei den Versuchstiggemessen.

2.2 Blutdruckmessungen

Der systolische Blutdruck der Versuchstiere wurdehtmvasiv durch die ,Tail-cuff-
Methode* gemessen. Bei dieser Methode wird die dagite des Blutdruckmessgerates auf
suprasystolische Werte aufgeblasen. Der Blutflustaldder Manschette wird durch eine
optische Infrarotmessung, ahnlich der Pulsoxymetadasst. Der systolische Blutdruckwert
ist dann erreicht, wenn eine Messung der Pulsweltth der Okklusion wieder mdglich ist.
Methodisch bedingt kdnnen keine diastolischen Wertasst werden. Es wurde eine beheizte
Messeinheit (LE-5007, Foer Medical Instruments)wesrdet. Die Warmekammer ist

notwendig, da dies eine Hyperdmie in der Schwaedarterzeugt. Die Ratten wurden
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wéahrend der Behandlungsphase trainiert und es wurdgederholt Testlaufe der
Blutdruckmessung durchgefiihrt, um die Tiere an\dadahren zu gewbhnen, so sollte eine
stressbedingte Verfalschung der Werte verhindertdere Die Ratten wurden in die
Messkammer, eine Plexiglasrohre, gesetzt und dietdRIckmanschette am Schwanz
angebracht. Bei der Messung wurden mindestens #finander folgende reproduzierbare
systolische Blutdruckwerte erfasst. Der durchstlchie systolische Blutdruck dieser 20

Werte wurde in die Analyse eingeschlossen.

2.3. GefalRreaktivitatsstudien

2.3.1 Probengewinnung

Eine tiefe allgemeine Anasthesie wurde bei denehiedurch den Gebrauch von Isofluran
(Forene®, Abbot GmbH&Co. KG, Wiesbaden) induzieiie Verabreichung des
Narkosemittels erfolgte Uber einen Verdampfer (VAPR9.3 von Drager, Libeck) mit
entsprechender Absaugvorrichtung. Die ausreich&tat&osetiefe war dann erreicht, wenn
das Tier bei spontaner Atmung eine vollstandige édemheit von Schmerzreaktionen zeigte.
Nun wurde die Abdominalhdhle des Versuchstieresfregt und die Blutentnahme erfolgte
durch die direkte Punktion der Vena cava inferiaelche nach Durchtrennung der
oberflachlichen Muskelschichten durch ein Verlaggruder Darmschlingen zur Seite
freigelegt werden konnte. Zunachst erfolgte diet@itnahme eines Citratrohrchens, welches
3,8% Natriumcitrat enthalt. Des Weiteren wurde il A-Blutprobe entnommen, um ein
kleines Blutbild und eine Blutzuckermessung durébizten. Nach der Blutentnahme fir die
durchflusszytometrischen Messungen wurde die Attrdaacalis der Versuchstiere entfernt.
Zunachst wurden Herz, Lunge und der Osophagusrantfad der gesamte Verlauf der Aorta
thoracalis dargestellt. Nach der Durchtrennung Almtenbogens wurde das Gefal bis zum
Diaphragma von der Wirbelsdule abprapariert. ZudyDruck wurden hierbei vermieden. Die
entfernte Aorta wurde sofort in 4°C kalter Krebsnsieleit-Losung (NaCl 118,4 mM,
NaHCG; 25 mM, CaCl 1,6 mM, KCI 4,7 mM, KHPO, 1,2 mM, MgSQ 1,2 mM, Glukose
11,1 mM, Diclofenac 1M, pH 7,4) gegeben und anschlieRend mit dieser mgsiurchspuilt.
Dies war notwendig, um vorhandene Blutreste aus @efal3 zu entfernen. Die Zugabe von

Diclofenac erfolgte, um die Prostazyklin-Bildung zmhibieren. Nun wurde die Aorta
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vorsichtig unter einem Mikroskop von verbliebeneettFund Bindegewebe gereinigt und der
thorakale Abschnitt in drei Millimeter breite Ringeschnitten. (166,167)

2.3.2 Versuchssystem

Die Messungen wurden mit einem Organbad der Firdta-Medical-Instruments (Seeheim)
vorgenommen (Abb.4).

Abbildung 4: Organbad mit parallelen Einzelkammehbgebildet sind zudem die zentrale Pufferversoggun

und die Begasung der Organkammern.

Die Organkammern wurden mit je 5 ml Krebs-Hensdlégung gefillt und wahrend der
Versuchsdurchfihrung wurde in diese Pufferlosungg@3 pH 7,4) Carbogen (95%,06%
CO,) eingeleitet. Fur die Gefaldringe befanden sichetter Kammer eine feste und eine
bewegliche Aufhangevorrichtung, welche mit einemmstrischen Kraftaufnehmer (Scaime
SAS, Annemasse, Frankreich) verbunden war. Die Geprebe wurde zwischen diesen
beiden Drahten fest eingespannt (Abb. 5 und 6).
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Abbildung 5: Detailansicht einer Gefal3aufhangung. Abbildung 6: Detailansicht einer Organkammer mit
aufgespanntem Aortenring.

Uber den Briickenmessverstarker MIO-05xx  (Fohr-Madinstruments, Seeheim)
wurden die Tonusverdnderungen der Gefaliringe wabngemen und dann direkt an
einen PC Ubermittelt und mithilfe der Vitrodat-Sedire (Fohr-Medical-Instruments,

Seeheim) digital aufgezeichnet.

2.3.3 Versuchsdurchfiihrung

Zunachst erfolgte die Aufhangung der Aortenringeden Organkammern. Auf die
Erhaltung der Endothelschicht wurde dabei besondeeshtet. AnschlieRend wurde
eine passive Vorspannung von 2g uber 30 Minuterlagyy um den Spannungszustand
zu generieren, dem die Gefaldringe in ihrer phygisthen Umgebung ausgesetzt sind.
Die Aufzeichnung der Tonusveranderungen erfolgtehrdem Erreichen eines stabilen
Gleichgewichtes durch die Zugabe verschiedener t&obsn. Je nach
Versuchsprotokoll wurden vasokontraktile und valsoderende Stoffe in die
Organkammern gegeben. Ziel dieses Versuchs waEmingtlung der Konzentrations-
Wirkungs-Kurven (WK) der Substanzen durch die Zegkibmulativer Einzeldosen.
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Die Gefalringe wurden generell zundchst auf Funktiatakte Muskelschicht und
unversehrte Endothelschicht Uberprift. Hierzu gtioldie mehrfache Kontraktion der
Aortenringe durch Kaliumchlorid (50 mM und 100 mMhis reproduzierbare
Kontraktionen gemessen werden konnten.

Daraufhin wurde eine maximale Kontraktion durch miephrin (1 uM) ausgelost.
Nach Testen der Endothelfunktion mit Acetylcholih (M) wurden die Gefalie
ausgewaschen. AnschlieRend wurde die Konstriktien warschiedenen Aortenringe
mithilfe kumulativer Konzentrationen Phenylephriasif ein vergleichbares Level
gebracht. Nachdem diese Kontraktion stabil messhkar, wurde mit steigenden
Konzentrationen von Acetylcholin (0,1 nM bis 10 uMine ansteigende Dilatation
hervorgerufen. Nach jeder Substanzgabe wurde diestéliung eines stabilen
Spannungsplateaus abgewartet, bevor die nachsteeKwation gegeben wurde. Nach
Beendigung eines jeden Versuchs erfolgte zunachstgdindliche Auswaschen der
zugegebenen Substanzen, so dass wieder eine sfalstgmngslage des Gefaldtonus
erreicht wurde.

Anschliel3end wurden die Aortenringe auf ungefalo 2fer maximalen Konstriktion
vorkontrahiert. Dies erfolgte mit niedrigen, stufgnse zunehmenden Konzentrationen
von Phenylephrin. Nach erneutem Erreichen eindslastaSpannungsplateaus erfolgte
die Zugabe von RiNitro-L-Arginin (100uM), einem NO-Synthase-Inhibit Wie
bereits erwéhnt, hat Stickstoffmonoxid eine sehrz&u Halbwertszeit, weshalb
unmittelbare Nachweisverfahren sehr kompliziertdsius diesem Grund ist es
einfacher, indirekte Nachweisverfahren zu nutzentetanderem kann, wie in dieser
vorliegenden Arbeit, die gesteigerte NO-Synthesshnsometrischer Gefal3dehnung im
Organbad genutzt werdemn vitro wird dieser Syntheseanstieg durch die gleiche
Signalkaskade verursacht, welch@ vivo durch Schubspannung, also unter
intraluminalem Fluss, verursacht wird. Die zusétml Kontraktion durch die Zugabe
des NO-Synthase-Inhibitors, welcher das durch derhergehende Kontraktion
freigesetzte NO neutralisiert, kann als ein Markeer physiologischen,
dehnungsinduzierten, €aunabhangigen NO-Bildung angesehen werden (122,168)
Nach 45 Minuten R-Nitro-L-Arginin (L-NNA) wurde wiederum mit PE (1 M) eine
maximale Konzentration ausgelost und nun die reltaxide Antwort auf den
endothelunabhangigen Vasodilatator 2-(N,N-Diethytanjrdiazenolat-2-oxid
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(DEANONOate, Alexis Biochemicals, San Diego, CA)Anwesenheit von RiNitro-
L-Arginin gemessen. Die Konzentration dieser Sutistaurde in den Organkammern
beginnend mit 0,1 nM bis auf 10 uM gesteigert. BieNO-Donor verfugt Gber eine
[N(0)NOJ-Gruppe und gehort zur Gruppe der Diazeniumdiolfiele dieser Stoffe
zerfallen spontan in wassrigen Medien und setzembéi NO frei (169). Die nun
registrierte Relaxation gibt Auskunft Gber die Sewvigit der glatten GefalRmuskulatur

gegenuber NO.

2.4 Messung der_Superoxidanionenbildung

Die diaphragmanahen Aortenabschnitte (Breite 5rivitier) wurden fir die Messung
der Superoxidproduktion verwendet. Zum einen etéolder Nachweis der vaskuléren
Superoxidbildung durch Lucigenin-verstarkte Chemileszenz (170-172). Lucigenin
wird durch den Kontakt mit Superoxidanionen zu mBineZwischenprodukt
umgewandelt, welches beim Zerfall Lichtquanten sk&it. Diese Lichtemissionen
wurden in einem Luminometer (Wallac, Freiburg, Bettand) gemessen (173). Diese
Lumineszenzmessung erfolgte wéhrend der InkubaterGeweberinge mit Lucigenin
(5 uM) in einem HEPES-modifizierten Krebspuffer (pH40). Das spezifische
Chemolumineszenzsignal ist als Zahlrate pro Ming¢teunts per minute) pro
Milligramm Trockengewicht des Gefaldringes (cpm/mgyegeben worden (167).

Der oxidierende fluoreszierende Farbstoff Hydraditihih wurde fir die Bewertung der
in situ Produktion von Superoxidanionen verwendet. Derbgtaff kann die
Zellmembran passieren und wird im Zytoplasma, w8amnerstoffanionen vorhanden
sind, zu Ethidiumbromid oxidiert. Dieser Stoff laggsich nun durch Interkalation an
der DNA an (174-176). Fur dieses Experiment wurden Aortenringe unfixiert in
Tissue Tek Compound eingebettet, um sie in Forrhatten. Anschliel3end wurde das
Gewebe mit Hilfe von flissigem Stickstoff schockgeén und mittels Kryotom
wurden 10 um Schnitte angefertigt und auf einerekibjiger gegeben. Der Farbstoff
Hydroethidin (2 uM) konnte nun dem Gewebe topisgpliaiert werden. Anschlie3end
erfolgte der Schutz jeder Probe mit einem Deckdmhas. Platten wurden nun in einer
lichtgeschutzten, befeuchteten Kammer bei 37°C 3@imin inkubiert. Die Bilder der

Versuchsreihe wurden mit einem Bio-Rad MRC 1024fékalen Laserscan-Mikroskop
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angefertigt, welches mit einem Krypton/Argon Lase@usgestattet ist. Die
Fluoreszenzbestimmung erfolgte mit einem 585-nngHpass-Filter. Die Aortenringe
von diabetischen Tieren und Kontrollgewebe wurdearalel verarbeitet und
fotografiert. Die Lasereinstellung war identisch der Bilderstellung von diabetischen
Ratten und Kontrolltieren. (167,171)

Die quantitative Analyse der Hydroxyethidium-Fluszenz wurde mit der Software
NIH ImageJ durchgefuhrt.

2.5 Durchflusszytometrie

Mit der Durchflusszytometrie kénnen zahlreiche Bgghaften von Zellen oder
Zelltypen bestimmt werden. Das Verfahren findet A&naung in der Routinediagnostik
und der Forschung. Die erhobenen Daten sind qtreditaund quantitativer Natur.

Unter anderem kdnnen prinzipiell Proben aus Votldtinochenmark, Liquor oder Urin

untersucht werden. Einige bestimmbare Werte sindlgid8e, zytoplasmatische
Komplexitat, DNA, RNA und eine grof3e Anzahl an meamgebundenen und
intrazellularen Proteinen. Vor allem die Entwickiunvon mit Fluorochromen

markierten monoklonalen Antikérpern macht dieselféiggen Anwendungen der

Durchflusszytometrie moglich. Im Inneren eines @flusszytometers passieren die
Zellen einzeln eine monochromatische Lichtquelta, Normalfall einen Laser. So
werden fur diese Zellen oder Fluorochrome chargtieche optische Signale erzeugt
und durch Detektoren registriert (Abb.7) (177,178).
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Abbildung 7: Funktionsprinzip der Durchflusszytonet Das Probenmaterial wird an einem Laser
vorbeigeleitet. Die optischen Signale werden dureinen Vorwartsstreulichtdetektor, einen

Seitwartsstreulichtdetektor (1) und multiple Flsrenzemissionsdetektoren (2-4) gesammelt. Die
Signale werden verstarkt und in digitale Form umagedelt fir die Analyse und die Anzeige auf einem
Computerbildschirm. (Modifiziert nach Brown, ClimicChemistry, 2000)

FUr diese Arbeit ist der Nachweis von thrombozytakembranglykoproteinen und
deren intrazellularen Effektorproteinen wichtig. Bsurde ausschlieRlich mit
Fluorescein-isothiocyanat  (FITC)-konjugierten  Afitigern  gearbeitet.  Die
Bestimmung der Thrombozytenpopulation erfolgte Hudie spezifischen optischen
Phanomene, welche bei einem Laserstrahl mit detewWéhge von 488 nm entstehen.
Die ZellgroRe wird anhand des Vorwartsstreulichigboreward scatter’, FSC,
Lichtbeugung) bestimmt. Das Seitwartsstreulichidgsscatter, SSC, Lichtbrechung
und Reflexion) dagegen ist abhéangig von der Konitdexler Zelle beziehungsweise
ihrer Granularitat. Bei der durchflusszytometristidessung kann mit Hilfe von FITC-
markierten Antikorpern zuséatzlich noch die Intefisider Fluoreszenz gemessen
werden. In einem Messdurchgang koénnen so drei Masswgleichzeitig bestimmt

werden.
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Die registrierten Lichtphanomene werden digitatisiend anhand von Diagrammen
dargestellt. Die ,foreward scatter® und ,side sedtt werden gegeneinander
aufgetragen. Ein Thrombozyt wird also durch einank® im Diagramm dargestellt und
aufgrund seines charakteristischen Vorwarts- untivdes-Streuverhaltens identifiziert
(159). Die Fluoreszenzintensitat wird in einem blggamm auf der Abszisse
logarithmisch dargestellt, wobei die Ordinate diezahl der FITC-markierten Zellen
wiedergibt.

Die durchfluBzytometrischen Messungen im Rahmegediérbeit wurden mit einem
FACSCalibur (Becton-Dickinson) bei niedriger Flugsr angefertigt. Es wurden zuvor
»Thrombozyten-Gates” festgelegt und bei jeder Zaglwurden 20.000 Thrombozyten
gezahlt (Abb.8).
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Abbildung 8: Identifikation der Thrombozyten basied auf ihrem Vorwarts- und Seitwartsstreulicht. (A)
Anschlielende Messungen (Histogramme) wurden alisBtbh in dem begrenzten Bereich R1
durchgefiihrt. Die mittlere Fluoreszenzintensité&r épezifischen Antikérper wurde berechnet und
graphisch dargestellt (B). Um zu verifizieren, d&isin hoher Reinheit Thrombozyten enthalt, wurden
separate Proben mit einem Antikoérper gegen dasniwaytenspezifische Antigen CD42 markiert (C).
Der Prozentwert der CD42positiven Zellen wurde olenet durch die Division von M2 durch M1.
(Modifiziert nach Schafer, J Physiol Pharmacol 1@0
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2.5.1. Probengewinnung

Die Blutentnahme erfolgte, wie bereits oben erwAldntch die direkte Punktion der
Vena cava inferior. Die Blutentnahmerohrchen vonrstedt enthielten 3,8%

Natriumcitrat.

2.5.2 Probenaufbereitung und Messung

Die entnommenen Citrat-Blutproben wurden mit PBS&{C- und Md-frei,
angereichert mit D-Glucose [5,5 mmol/L] und 0,5%BS#&rdinnt. Dieses verdinnte
Vollblut wurde mit FITC-markierten-Antikdrpern angebt, um
thrombozytengebundenes Fibrinogen und dievivo Phosphorylierung des durch
Vasodilatatoren stimulierten Phosphoproteins (VABP)hrombozyten zu detektieren
(Abb.9) (96,166).

Um das thrombozytengebundene Fibrinogen zu messare die Probe mit einem
FITC-markierten Anti-Fibrinogen-Antikdrper (WAK-Chae, Bad Soden, Deutschland)
bei 37°C fur 10 Minuten inkubiert. AnschlielBend odgfe die Fixierung der
Thrombozyten durch Methanol-freies Formaldehyd %d),5fir 10 min bei
Raumtemperatur. Die Messung erfolgte an einem Bebiokinson FACSCalibur bei
niedriger Flussrate. Der Fibrinogenleerwert, alse dnspezifische Bindung des
Antikorpers, wurde willkirlich auf eine mittlere ugireszenz von 10 eingestellt. Die
gemessene Fluoreszenz des Leerwertes wurde daderlgriaphischen Darstellung von
den Ergebnissen der Telmisartan- und Placeboprotyetisch subtrahiert. Die
Thrombozytenpopulation wurde anhand ihres chariskitghen Vorwarts- und
Seitwartsstreulichtes  identifiziert. In  separaten essungen mit einem
thrombozytenspezifischen Antikorper (CD42d) wurde dReinheit (>95% CD42
positiv) der so definierten Population verifizieBei der Messung sind jeweils 20.000
Blutplattchen mit der CELLQuest software, Versiohf3ausgewertet worden.

Die basale VASP-Phosphorylierung ist assoziiert woer Wirkung endothelialer
endogener Thrombozyteninhibitoren wie NO. Das VASFein essentieller Regulator

der Hemmung von Thrombozytenaktivierung und derdBirg von Fibrinogen an GP
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lIb/llla. (87,101) Das VASP ist intrazellular loksiert und erfordert daher eine andere
Vorgehensweise zur FITC-Markierung. Das Citrathlutd im ersten Arbeitsgang mit
Methanol-freiem Formaldehyd (1,5%) 5 Minuten lamgeft. Als nachstes wird die
Probe mit PBS verdinnt und mit Triton X100 (2%Hkaelzentration) Gber 10 Minuten
permeabilisert. Nach einer weiteren Verdinnung BBS wird die Probe in 2 Teile
geteilt. Nun erfolgt die Inkubation mit dem FITC-rkrten Antikbrper gegen
phosphoryliertes VASP Sefif (5C6 Antikoérper [500ug/mL] nanoTools
Antikorpertechnik GmbH & Co. KG, Teningen, Deutsaind) bei Raumtemperatur fur
45 Minuten.

Weiterhin erfolgte noch die Aufbereitung einer spken Kontrollprobe. Der FITC-
gekoppelte Antikdrper wurde hierzu vor dem eigehén Farbevorgang mit einem
spezifisch blockierenden Phospho-Peptid mindes8hdinuten bei 4°C inkubiert.
Eine ausreichend hohe Dosis des Phospho-Peptidsicktig zur Absattigung der
Antikorper. Diese Kontrollen zeigen die unspeziiisBindung des Antikoérpers an und
man ordnet dieser Fluoreszenz bei der durchflusemstrischen Messung willkirlich
den Wert 10 zu. So kann die unspezifische Antikédripelung bei den verschiedenen
Versuchsgruppen berlcksichtigt werden. Bei der Megswurden ebenfalls jeweils
20.000 Thrombozyten mit der CELLQuest software,su@r 3.1f, ausgewertet.
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Thrombozytenfarbungen fir die Durchflusszytometrie

Fibrinogen und CD42d

Citratvollblut

VASP

Citratvollblut

! !
Verdinnung mit PBS/Glucose Formalin-Fixierung
1 § 5min
Priméarantikdrper Verdunnung mit PBS/Glucose
! !
Verdiinnung mit PBS/Glucose 2%Triton
l [ | 10 min
Durchflusszytometrische Messung Verdilnnung mit PBS/Glucose
!
Antikoérperfarbung

1 45 min Inkubation, RT

Durchflusszytometrische Messung

Abbildung 9: Schematische Darstellung der Thromboyzytenfarbungien die durchflusszytometrischen

Messungen.

2.6 Deskriptive Parameter der Versuchstiere

2.6.1 Metabolische Messwerte

Das Korpergewicht der Versuchstiere wurde beim ot#sierten Tier vor der Organentnahme
bestimmt. Die Blutzuckerbestimmung erfolgte zweimba¢i der ersten Messung nach 2
Wochen direkt aus der Schwanzvene und bei der ewditlessung nach 4 Wochen aus
entnommenem EDTA Blut.
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2.6.2 Hamatologische Messwerte

Die laborchemische Bestimmung eines kleinen Bld#sierfolgteaus dem EDTA-R6hrchen.
Die Messung erfolgte durch den automatischen vetgauglichen Durchflusszytometer
(Sysmex XT 2000iV,Sysmex, Norderstedt, Deutschland). In der Auswertung \eardlie
Leukozyten- und die Thrombozytenzahl erfasst.

2.7 Substanzen und Gerate

2.7.1 Substanzen

Die verwendeten Chemikalien wurden, soweit nichtdems angegeben, in der
hdchstmdglichen Reinheit von Sigma (Deisenhofeut&sland) bezogen.
Telmisartan (zur Verfigung gestellt von der Bay&,Aeverkusen, Deutschland)
Isofluran (Forene®, Abbot GmbH&Co. KG, Wiesbaden)
2-(N,N-Diethylamino)-diazenolat-2-oxid (Enzo Lifei®nces GmbH, Lorrach, Deutschland)
Tissue Tek Compound Einbettmedium ( Weckert Lalobriék, Kitzingen, Deutschland)
FITC-markierten Anti-Fibrinogen-Antikdrper (WAK-Chae, Bad Soden, Deutschland)
FITC-markierter monoklonaler CD42d-Antikdrper (BDoBciences, San Jose, USA)
FITC-markierten Antikérper gegen phosphoryliertesSP Seri®’ (5C6 Antikorper
[500ug/mL] nanoTools Antikdrpertechnik BFh& Co. KG, Teningen, Deutschland)
Blockierendes Peptid phospho-VASP SEHi5C6 Antikdrper, nanoTools
Antikorpertechnik GmbH & Co. KG, Teningddeutschland)

2.7.2 Geréte und Software

One-Touch Blutzuckermessgerat (ASCENSIA Elite, Baygal GmbH, Leverkusen,
Deutschland)

FACSCalibur (Becton-Dickinson, Franklin Lakes, US#klusive CELLQuest software,
version 3.1f

Verdampfer VAPRO 19.3 (Drager, Libeck, Deutschland)

Organbad (Fohr-Medical-Instruments, Seeheim, Déaidasd)
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Isometrischen Kraftaufnehmer (Scaime SAS, Annem&ssamkreich)

DC-Brickenmessverstarker MIO-05xx (FOhr-Medicatinments, Seeheim, Deutschland)

VitrodatWin-Software (Fohr-Medical-Instruments, 8een, Deutschland)

Luminometer (Wallac, Freiburg, Deutschland)

MRC 1024 konfokales Laserscan Mikroskop, Kryptomj@w Laser, 585-nm-long-pass-Filter
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA)

Nager-Blutdruckmessgerat LE-5007 (FOhr Medicalrimeents, Seeheim, Deutschland)

Sysmex XT 2000, Vollblutanalysator (Sysmex, Norteis Deutschland)

2.8. Statistik

Alle Daten, falls nicht anders angegeben, sind éMiterte +/- Standardfehler. Als ,n* wird
die unterschiedliche Anzahl von Experimenten bze.Ahzahl unterschiedlicher Gefaldringe
in den Geféalireaktivitatsstudien bezeichnet. DiedGghannung wurde in Gramm erfasst und
die Relaxierung wurde als prozentuale Spannungssgieréing zur Vorkontraktion angegeben.
Die statistischen Auswertungen der Wirkungskurveiolgten mittels ,repeated measure
ANOVA*®, gefolgt von einem Tukey-Kramer multiple-cgrarisons-Test. Die
Superoxidbildung wurde durch ANOVA analysiert, dgtovon einem Tukey-post-hoc-Test,
falls geeignet. P < 0,05 wurde als statistischiBlgmnt betrachtet.
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3. Ergebnisse

3.1 Blutdruck

Der systolische Blutdruck der Versuchstiere wurdemgssen. Die Durchschnittswerte dieser
Werte sind in der folgenden Tabelle aufgefihrt.

Kontrolle STZ Placebo STZ Telmisartan

Systolischer Blutdruck 126+ 3 135+ 6 109+ 2 ##
[mMmHg]

## P < 0,01 vs STZ Placebo

Tabelle 1: Tabellarische Darstellung der systokscBlutdruckwerte der Versuchstiere. n= 10 bis 16 .

Der systolische Blutdruckwert wurde durch die Telantanbehandlung signifikant gegentber
den placebobehandelten Tieren gesenkt, was auf auseeichende Wirksamkeit des

Medikamentes$n vivo schlieRen lasst.

3.2 Dehnungsinduzierte Bioverfugbarkeit von Sticksiffmonoxid

Wie bereits dargestellt, ist der direkte Nachweig WO sehr schwierig. Aus diesem Grund
wird in der vorliegenden Arbeit die Verknipfung viNO-Synthese und physikalischen
Einfluissen auf die Gefallwand genutzt. Physiologisahd eine Steigerung der NO-

Produktion durch Schubspannung induziért. vitro wird dieser Syntheseanstieg durch
isometrische Kontraktionen von Aortenringen im Ougad verursacht, die eine identische
Signalkaskade aktivieren. Durch die Zugabe eines-Qy@thase-Inhibitors wird dieser
Signalweg unterbrochen. Die zusatzliche Konstrikiamfgrund des NO-Synthase-Inhibitors,
welcher das durch die vorhergehende isometrischeréktion freigesetzte NO neutralisiert,
kann als ein Marker der physiologischen, dehnumiygierten, C&-unabhéngigen NO-

Bildung angesehen werden.

Die Gefalringe wurden hierzu im Organbad mittelser®tephrin auf &hnliche

Kontraktionsstufen von ungefahr 20% der Maximalkaktion vorgespannt, um eine

gesteigerte isometrische Dehnung zu simulieren.cibutie Hemmung der NOS wurde
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anschlieBend eine Vasokonstriktion ausgeldst. Bratéirkte Konstriktion ist ein Mal3stab fur
die NO-Freisetzung, die durch die Vorkonstriktiont iRhenylephrin, also die gesteigerte
isometrische Dehnung, verursachte wird.

Die Tiere der diabetischen STZ-Placebogruppe zeigbine signifikant verminderte
Kontraktion bei der Verwendung von ®Mitro-L-Arginin. Dieser Unterschied zur
Kontrollgruppe ist durch die verminderte NO-Biovegbarkeit in diabetischen Tieren zu
erklaren. Durch die Telmisartanbehandlung war dgiltierende Kontraktion wieder mit der
Kontrollgruppe vergleichbar (Abb. 10). Die Bere#ting von NO konnte durch die

Behandlung also normalisiert werden.
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Abbildung 10: Spannungsvermittelte NO-Bioverfligbarkeit in vorkahierten Aortenringen (ca. 20% der
maximalen Konstriktion). Die Messung erfolgt inditeliber eine zusatzliche Vasokonstriktion aufgrutes
hinzugegebenen NOS-Inhibitors L-NNA (100 uM). DiatBn sind Mittelwerte +Standardfehler; n = 10 bis 16.
** P<0,01 vs. Kontrolle; ## P<0,01 vs. STZ Placebo.
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3.3 Vasomotorische Funktion

3.3.1 Endothelabhangige Relaxation durch Acetylchipl

Mittels der Gabe von Acetylcholin in steigenden Kentrationen wurde die NO-Produktion
durch die Calcium-abhangige Aktivierung der endidlen NO-Synthase und die Reaktion
der Aorten auf Stickstoffmonoxid bestimmt. Acetydtih induziert eine endothelabhangige
Gefalirelaxation. Die Gefal3ringe wurden hierzu ingabbad mittels Phenylephrin auf
ahnliche Kontraktionsstufen vorgespannt. Darauflnarde Acetylcholin in steigenden
Konzentrationen hinzugefugt.

Die ermittelten Messwerte wurden in einer Konzeidres-Wirkungskurve graphisch
dargestellt. Die endotheliale Dysfunktion bei désbdtischen Placebotieren zeigte sich durch
die verspatete und unvollstandige Relaxation gegeniden Kontrolltieren bei steigenden
Acetylcholinkonzentrationen. Durch die Telmisartandndlung glich sich die endotheliale
Funktion beinahe vollstandig der von Kontrolltieran. Die NO-Produktion wurde durch

Telmisartan also signifikant verbessert (Abb. 11).
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Abbildung 11: Konzentration-Wirkungs-Kurven der etitelabhangigen, NO-vermittelten Relaxation ausgel®
durch Acetylcholin bei Kontroll-, STZ-Placebo- usdZ Telmisartantieren. Die Daten sind Mittelwerte +
Standardfehler; n = 10 bis 16 verschiedene Tier<0,01 vs. Kontrolle; ## P<0,01 vs. STZ Placebo.
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Des Weiteren wurde die halbmaximale Effektivkoneatidn fir Acetylcholin bestimmt. Die
Konzentration, welche 50% der maximalen Relaxatierursacht, wird als Ef bezeichnet.
Dieser Wert war bei der STZ-Placebogruppe sigmnifikgesteigert im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Durch die Telmisartanbehandlunggeigen konnte die &g signifikant
gegeniber den Placebotieren reduziert werden. \Rieieutlicht nochmals die Verbesserung

der endothelialen Funktion durch Telmisartan (Al).
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Abbildung 12: Graphische Darstellung dersgG* P<0,01 vs. Kontrolle; # P<0,05 vs. STZ Placebo

3.3.2 Endothelunabhéngige Relaxation durch 2-(N,N-Bthylamino)-Diazenolat-2-oxid

Fur die Ermittlung der endothelunabhangigen Gefakation wurde der NO-Donor DEA-
NONOate eingesetzt. Die Gefaliringe wurden hierzenfdlls im Organbad mittels
Phenylephrin, in Anwesenheit des NO-Synthase-Itdni®iN>-Nitro-L-Arginin, auf dhnliche
Kontraktionsstufen vorkontrahiertAnschlieend wurde DEA-NONOate in steigenden
Konzentrationen hinzugefigDie ermittelten Messwerte wurden in einer Konzeiure-
Wirkungkurve graphisch dargestellt. Die zunehmeh@# Inaktivierung in der Gefallwand

sowie die verminderte Empfindlichkeit der glatterudkulatur in Bezug auf NO zeigte sich
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durch eine deutliche Rechtsverschiebung der STZeBlzkurve im Vergleich zur Kurve der
Kontrolltiere. Die Relaxierung der Aortenringe traerspatet ein. Letzlich erreicht die
Placebokurve die komplette Relaxierung, obwohl! ai@detische Stoffwechsellage vorlag,

wenn die Konzentration exogen zugefiihrten NOs lyeetug war (Abb. 13).
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Abbildung 13: Konzentrations-Wirkungs-Kurven derdethelunabhangigen Relaxation ausgeltést durch den
NO-Donor DEA NONOate bei Kontroll-, STZ-Placebo-duBTZ Telmisartantieren. Die Daten sind Mittelwerte

+ Standardfehler; n = 10 bis 16 verschiedene Tiere.

Zudem wurde auch fir DEA-NONOate die halbmaximattelEivkonzentration bestimmit.
Dieser Wert war bei der STZ-Placebogruppe sigmnifik@gesteigert im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Das bedeutet, es waren hdohere Kuraionen des Agonisten notwendig,
um den beabsichtigten Effekt auszulésen. Durchldienisartanbehandlung hingegen konnte
die EC50 signifikant reduziert werden gegeniber @dacebotieren. Dies verdeutlicht
nochmals die verzdgerte Wirkung von NO in der STaeBbogruppe und die Auswirkung

einer Telmisartantherapie auf die endothelunablg@nGiefal3relaxation (Abb. 14).
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Abbildung 14: Graphische Darstellung dersgG* P<0,01 vs. Kontrolle; ## P<0,01 vs. STZ Plageb

3.4 Vaskulare Sauerstoffradikale

Reaktive Sauerstoffradikale sind bei Diabetes musllieiner der Hauptgrinde fur die
verminderte NO-Sensitivitat infolge einer gesteiger Inaktivierung von NO. In dieser
Hinsicht sind die Auswirkungen einer Telmisartardoediung auf diese reaktiven

Sauerstoffspezies von Interesse.

3.4.1 Lucigenin

Die aortale Superoxidproduktion wurde durch luciggasteigerte Chemilumineszenz
gemessen. Es wurden Kontroll-, Placebo- und Teltaistiere untersucht. In den Aorten der
diabetischen Placebotiere ergab sich eine sigmfigasteigerte Lumineszenz gegeniiber den
nicht-diabetischen Kontrolltieren. Durch die Telarimnbehandlung normalisierte sich die
Lumineszenz, also die Superoxidproduktion. Die R#&da durch Telmisartan war

signifikant im Vergleich zu der Placebogruppe (Abb).
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Abbildung 15: Superoxidproduktion in Aortenringeygmessen durch lucigeninverstarkte Chemolumingszen
Die Daten sind Mittelwerte +Standardfehler; n = 6 bis 10 verschiedene TieRx0,05 vs. Kontrolle, # P<0,05
vs. STZ Placebo.

3.4.2 Hydroethidium

Der Fluoreszenzfarbstoff Hydroethidium (HE) wurde flie Messung den situ Produktion
von Superoxid verwendet. Repréasentative mikrotogolgische Bilder der Superoxidbildung
in Gefallringen zeigen eine gesteigerte Signaliritgnbei diabetischen Placeboratten im
visuellen Vergleich zur Hydroethidiumfluoreszenz Kentrolltieren. Durch die Behandlung
mit Telmisartan reduzierte sich diese Fluoreszemt damit auch dién situ Produktion von

Superoxid deutlich gegentber den Placebotieren.(A&)b
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Kontrolle STZ Placebo STZ Telmi

Abbildung 16: Reprasentative mikrotopographischéddi von 10 pm dicken Aortenringen. Die
Superoxidbildung wurde visuell durch die Inkubationit dem fluoreszierenden Hydroethidium

dargestellt.

Bei der quantitativen Analyse der Hydroxyethidiumoileszenz wurden diese visuellen
Ergebnisse bestatigt. Die Fluoreszenzintensitat dabetischen Placebotieren war
signifikant gegeniiber den Kontrolltieren gesteigéiteiterhin ergab sich fur die
Telmisartantiere eine signifikante Verminderung dduoreszenz und damit des

oxidativen Stresses gegeniber den Placebotierdn (A1).
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Abbildung 17: Superoxidproduktion in Aortenringgggmessen durch Hydroxyethidiumfluoreszenz. Die
Daten sind Mittelwerte +Standardfehler; n = 6 bis 10 verschiedene Tigré&<0,01 vs. Kontrolle, #
P<0,05 vs. STZ Placebo.
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3.5 Thrombozytenaktivierung

3.5.1 Durchflusszytometrische Aktivititsmessung dedO/cGMP-Signalweqgs

Um die Aktivitat des NO/cGMP-Signalwegs in Thrompten zu ermitteln, wurde die
basale Phosphorylierung des VASP im Vollblut geraessDie Aktivitat dieses
intrazellularen Proteins steht, wie bereits erwalmtlirektem Zusammenhang mit dem
thrombozytdren NO/cGMP-Signalweg. Die basale VA®Bdphorylierung an Serin
157 war signifikant bei placebogefitterten dialedten Ratten gegentber der
Kontrollgruppe  abgeschwéacht. Die  VASP-Messungen gteai bei der
Telmisartangruppe mit der Kontrollgruppe vergleiatédo Werte, die Funktion des
NO/cGMP-vermittelten Signals wurde also verbes@drb. 18).
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Abbildung 18: Messung der Phosphorylierung des VASP im Vollhioter Verwendung eines FITC-
markierter AntikbrpersDie Fluoreszenzintensitat korreliert mit der NO-Bofligbarkeitin vivo. Die
Daten sind Mittelwerte +Standardfehler; n = 10 bis 16 verschiedene Tiefe<0,05 vs. Kontrolle; #
P<0,05 vs. STZ Placebo.
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3.5.2 Aktivierung des Glykoprotein lIb/llla

Die Thrombozytenaktivierung wurde anhand von arerinDberflache gebundenem
Fibrinogen gemessen. Fur die Durchflusszytomettede ein FITC-markierter Anti-
Fibrinogen-Antikérper verwendet, dessen Signalstéirk thrombozytenspezifischen
Gate untersucht wurde. Auf diese Weise wurde sigehiidas thrombozytengebundene
Fibrinogen gemessen. Das Ausmal idevivo Plattchenbindung von Fibrinogen steht
fur den Aktivierungszustand des Glycoprotein Ikl

Das thrombozytengebundene Fibrinogen war in demp@ruder placebobehandelten
diabetischen Tiere gegenuber den Kontrolltieremifikgant gesteigert. Durch die
chronische Behandlung mit Telmisartan glich siahnibrinogenfluoreszenz jedoch der
Kontrollgruppe an, so dass von einer signifikanReduktion der Aktivierung des

Glycoprotein lIb/llla ausgegangen werden kann (Al#).
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Abbildung 18: Messung der Thrombozytenaktivierung anhand vonuggénem Fibrinogen unter
Verwendung eines FITC-markierten Anti-Fibrinogentikarpers. Die Daten sind Mittelwerte_ +
Standardfehler; n = 10 bis 16 verschiedene TieR<,05 vs. Kontrolle; # P<0,05 vs. STZ Placebo.
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3.6 Deskriptive Parameter der Versuchstiere

Die Betrachtung der Telmisartanwirkung auf den @igiaus wurde durch die

Erhebung verschiedener deskriptiver Daten weitdrefe

3.6.1 Metabolische Messwerte

Das Korpergewicht der Versuchstiere lag initial sstien 250 und 300 Gramm. Im
Verlauf der vierwochigen Diabeteserkrankung zeitdisech ein deutlicher Unterschied
in der Gewichtsentwicklung der diabetischen Tiena XKontrollgruppe ab. Das
Korpergewicht dieser STZ-Tiere fiel deutlich im g&gich zu der Kontrollgruppe.

Als Voraussetzung fur die Zuteilung zur Telmisaftader Placebogruppe musste der
Blutzuckerspiegel der Ratten tUber 360 mg/dL lieg@ei der finalen Blutentnahme
ergaben sich in der Telmisartan- und Placebogrigpee, welche deutlich Gber dem

geforderten Blutglucosespiegel lagen. Siehe Tabalimmer 2.

Kontrolle STZ Placebo STZ Telmisartar
Korpergewicht [g] 354 5.6 243+ 3.6** 260+ 6.9**
Blutzucker [mg/dL] 144 7 501+ 11** 486+ 20**

** P < 0,01 vs Kontrolle

Tabelle 2: Korpergewicht und Blutzuckerwerte derséehstiere.

Korpergewicht und Blutzucker der Versuchstiere vemradlurch die Behandlung mit

Telmisartan nicht signifikant verandert.

3.6.2 Hamatologische Messwerte

Im Blut der Versuchstiere wurden noch die Thrombezy und Leukozytenzahl
bestimmt. Die genauen Ergebnisse der drei Verglgitlppen sind in der folgenden

Tabelle aufgeflhrt.
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Kontrolle STZ Placebo STZ Telmisartan

Thrombozytenzahl 660 + 40 545 + 47 729 + 55
(x 1000 ut
Leukozytenzahl 55+0,4 49+0,5 52+04

(x 1000 pt)

Tabelle 3: Thrombozytenzahl und Leukozytenzahl iofitMut der Versuchstiere.

Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede werschiedenen Tiere bei
Leukozyten- oder Thrombozytenzahl. Allerdings igteedeutliche Reduzierung der
Thrombozytenzahl in der STZ Placebogruppe, also diabetischen Tiere ohne

Telmisartanbehandlung, zu erkennen.
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4. Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit konnte die positive Wirkaiger Telmisartantherapie auf die

Thrombozytenaktivierung sowie auf die endothelfliektion nachgewiesen werden.

4.1 Blutdruck

Der systolische Blutdruckwert konnte durch die Betiang mit Telmisartan signifikant
gegeniber den placebobehandelten Tieren gesenldemveDie Werte der STZ-
Placebotiere betrugen im Durchschnitt 135 mmHg, egeng der systolische Blutdruck
der Telmisartantiere sich im Mittel bei 109 mmHgp@Endelte. Die Hemmung des
Renin-Angiotensin Systems (RAAS) fihrt also zu eisignifikanten Absenkung des
Blutdrucks. Diese blutdrucksenkende Wirkung des BAftagonismus konnte bereits
in zahlreichen Studien festgestellt werden und eis®edikamente sind aus diesem
Grund ein etablierter Bestandteil der Therapie geggpertonie (179-182). Frihere
Studien haben gezeigt, dass die Hemmung des RAASewmilotheliale Funktion in
erkrankten Ratten verbessert. Im Gegensatz dazuntéorine antihypertensive
Behandlung mit Wirkstoffen wie Hydralazin, welcheu zeiner vergleichbaren
Blutdrucksenkung fuihrte wie ein ACE-Inhibitor od®@n Angiotensin Il Antagonist, die

endotheliale Funktion nicht verbessern (183-186).

4.2 Stickstoffmonoxid und oxidativer Stress

Oxidativer Stress ist ein Hauptgrund fir die redus NO-Bioverflugbarkeit bei
Diabetes mellitus (187). Es fanden sich in den t#oiehungen dieser Arbeit eine
signifikant hohere Bildung von Superoxid in aonaegmenten diabetischer Ratten im
Vergleich zu gesunden Kontrollen. Zudem war diekHern glatter Muskelzellen auf
exogenes NO signifikant abgeschwacht, was zu d#wzrerten endothelabhéngigen
Relaxierung beigetragen hat. Beide Effekte wurdefgehoben unter dauerhafter

Behandlung mit Telmisartan.
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4.2.1 Schubspannungsvermittelte Bioverfiigbarkeit vo NO

Die physiologische, dehnungsinduziert¢@anabhangige NO-Bildung konnte indirekt
Uber die Konstriktion aufgrund eines NO-SynthadaHitors bestimmt werden
(122,168). Bei diesem Versuch zeigten die diabetisc STZ-Placebotiere eine
signifikant verminderte Kontraktion. Dieser Untdr@d zur Kontrollgruppe ist ein
Indiz fur die verminderte NO-Bioverfugbarkeit inathetischen Tieren. Durch die
Telmisartanbehandlung war die resultierende Kotitvak wieder mit der

Kontrollgruppe vergleichbar. Die Bereitstellung vii® konnte durch die Behandlung

also normalisiert werden.

4.2.2 Endothelabhangige Relaxation durch Acetylchioi

Die Calcium-abhangige NO-Produktion durch die eN@8 deren Auswirkungen auf
die vasomotorische Funktion der Gefalle wurden ahhamn steigenden
Acetylcholinkonzentrationen im Organbad bestimmt0,{21). Die diabetischen
Placebotiere zeigten eine verspatete und unvotigjénVasodilatation, also eine
signifikante Verminderung der NO-Produktion. Dienktion bei den Telmisartantieren
hingegen, glich sich wieder vollstdandig der von Kolitieren an. Auch die
halbmaximale Effektivkonzentration zeigte signifika Veranderungen in den
verschiedenen Behandlungsgruppen. Durch den Anmgimidl-Rezeptorblocker
Telmisartan verbesserte sich also die NO-Produltiom. die NO-Wirkungsweise auf
die vasomotorische Funktion gegenluber den STZ-iiigignifikant.

4.2.3 Endothelunabhéngige Relaxation durch 2-(N,N-Bthylamino)-Diazenolat-2-

oxid

Die endothelunabhéngige Vasodilatation konnte mifeHdes NO-Donors DEA-
NONOate bestimmt werden (125,126,169). Bei den BEgtebotieren zeigten sich
eine zunehmende NO-Inaktivierung und eine vermiedEmpfindlichkeit der glatten
Muskulatur in Bezug auf NO. Es wurde eine vollsigad jedoch verzdgerte,

Relaxierung der Gefal3e erreicht, trotz einer diableén Stoffwechsellage. Diese
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Verschiebung der Kurve zeigt die Sensitivitdtsreéduk gegeniber NO.
Telmisartantiere und Kontrolltiere zeigten keinesesmtlichen Unterschiede in der
vasodilatierenden Reaktion auf DEA-NONOate.

Fur die halbmaximale Effektivkonzentration konntsignifikante Veranderungen
festgestellt werden. Die EC50 war bei der STZ-Rlageuppe signifikant gesteigert im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Die Telmisartanbehlamgy hingegen fihrte zu einer
signifikanten Reduzierung der EC50 gegeniiber daceBbtieren.

4.2.4 Oxidativer Stress

4.2.5 Zusammenhanqg zwischen oxidativem Stress undiBioverfligbarkeit

Die atherosklerotischen Komplikationen sind dieddise einer betrachtlichen Zunahme
von Morbiditdt und Mortalitat bei Patienten mit Detes mellitus. Die Abweichungen
im Metabolismus, welche durch diese Kohlenhydréfisechselstorung induziert
werden, fihren zu gesteigertem oxidativem Stresbk ainer vaskularen Dysfunktion.
Aus diesem Grund sind Diabetiker fur die EntwiclJumnd das Voranschreiten einer
Atherosklerose pradisponiert (14).

In mehreren Studien wurde die Rolle der sogenanhi&nSynthase-Entkoppelung
untersucht. Dies ist ein dysfunktionaler Zustand N®-Synthase, welcher aktiv zur
Superoxidbildung bei Diabetes beitragt und letziehd die Entstehung von
kardiovaskularen Erkrankungen fordert (75,188,189)diabetischen M&usen ist die
endotheliale Dysfunktion mit der Oxidation des etielen eNOS Kofaktors
Tetrahydrobiopterin vergesellschaftet, wodurch @grand von Peroxinitritbildung zu
einem spezifischen Verlust der endothelialen NOvBitiigbarkeit kommt (190,191).

Ein &hnlicher Mechanismus der gesteigerten Supdépoxduktion wird durch den
Angiotensin-1I-Signalweg aktiviert. Bei erhohten diatensin-11-Spiegeln kommt es zu
gesteigertem oxidativem Stress durchrRroduktion der glatten Muskelzellen Gber eine
Aktivierung der NADH/NADPH-Oxidase (192-194). Diegrdeutlicht, weshalb der
Angiotensin-llI-Antagonismus durch Telmisartan dieaskulare Funktion positiv
verandert. Das Medikament steigert nicht einfagh MID-Bildung, wodurch weiterhin
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die Peroxynitrit-Bildung angefacht wirde, sondexduziert die Superoxidbildung und
stabilisiert dadurch die vaskulare Funktion durehRleduktion der NO-Ausspiilung.

Die Tatsachen allerdings, dass wir die von der eMOgeleiteten Superoxidgeneration
nicht ausschlieen koénnen, und dass das homogemsmturale Signal in den
Hydroxyethidium-Bildern ohne ein deutlich hervot&éedes Signal erscheint, weisen
zusammen mit dem substantiellen Anstieg der Vasstkiition durch N-Nitro-L-
Arginin bei vorgespannten Aortenringen darauf hogss die Hauptquelle des
Superoxids nicht das Endothel ist. Dies sprichtegegine signifikant abgekoppelte
endotheliale NO-Synthase in dieser Studie.

Zusammengefasst deuten diese Resultate darautidss, NO bei Diabetes weiterhin
durch die eNOS produziert, aber inaktiviert wirégtvbr es die glatten Muskelzellen
relaxieren kann.

In der Tat wird diese Erkenntnis durch die klanaichen, nach rechts verschobenen
Ergebnisveranderungen in der Dosisantwort auf exeg)dNO gestitzt. Die Reaktion
der Aortenringe auf 2-(N,N-Diethylamino)-diazenefabxid zeigt also die reduzierte
Sensitivitat der glatten Muskelzellen auf NO an.e®itrdgt zum Phanomen der

reduzierten Vasorelaxation durch einen endotheladibén Agonisten bei.

4.3 Thrombozytenaktivierung

Die Thrombozytenaktivierung wurde anhand von gebued Fibrinogen und der
basalen Phosphorylierung des VASP gemessen (96,166)

Das thrombozytengebundene Fibrinogen, also dievaitides GP lIb/llla, war in der
Gruppe der placebobehandelten diabetischen Tiegengder den Kontrolltieren
signifikant gesteigert. Durch die chronische Beangl mit Telmisartan fiel die
Fibrinogenfluoreszenz jedoch wieder auf das Nivd&uKontrollgruppe ab, so dass von
einer signifikanten Reduktion der Aktivierung del/gdprotein llb/llla ausgegangen
werden kann.

Die VASP-Phosphorylierung an Serin 157 war bei @tagefitterten diabetischen
Ratten gegentber der Kontrollgruppe signifikantesatpwéacht. Durch den dauerhaften
Angiotensin-llI-Antagonismus mit Telmisartan wurddiese Vorgénge bei diabetischen

Tieren jedoch verhindert. Die VASP-Messungen zeigbei der Telmisartangruppe
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wieder mit der Kontrollgruppe vergleichbare Werthe Funktion des NO/cGMP-
vermittelten Signals wurde also verbessert.

Diabetiker haben ein gesteigertes Risiko fir einghZeitige Atherogenese. Die
Atherosklerose, flr deren Entstehung, wie bereitsvdlent, Thrombozyten
mitverantwortlich sind, ist haufig bereits bei Raten mit nicht klinisch-manifestem
Diabetes vorhanden. Ein sehr frihes Zeichen deerAsiklerose ist die endotheliale
Dysfunktion (32,195). Diese Beobachtungen zeigeoh sklinisch anhand der
Erkenntnis, dass Typ-2-Diabetiker ohne vorherigesdiovaskulares Ereignis, ein
Herzifarktrisiko aufweisen, das genauso hoch isge bei einer Person mit einem
vorangegangenen Herzinfarkt (28). Aktivierte Thramyen sind also ein Hauptgrund
fur die Morbiditét und Mortalitat von Diabetikerrda sehr viele Patienten an
kardiovaskularen atherothrombotischen Ereignissesterben (196). Es konnte gezeigt
werden, dass die Thrombozytenaktivierung einen datialen Schritte der
Atheroskleroseentwicklung darstellt. Weiterhin ktsnmoch gezeigt werden, dass die
Hemmung der Aktivierung und Adhésion der Thrombemytlie Leukozytenadhasion
inhibiert und somit auch die Plaqueentwicklung 483, In einer weiteren Studie konnte
die Erkenntnis gewonnen werden, dass Angiotensindig Aktivierung der
Thrombozyten durch den Angiotensin-lI-Rezeptormedriger Dosis beglnstigt. Diese
Aktivierung kann durch eine Angiotensin-lI-Rezefockade, zum Beispiel durch
Telmisartan, inhibiert werden. Ist Angiotensin édpch in héheren Konzentrationen
vorhanden, gehen diese steigernden Effekte duectkiivierung des Angiotensin-II-
Rezeptors Typ 2, welcher antagonisierende Wirkurfgdae Thrombozytenaktivierung
hat, verloren (197,198). In dieser Studie wurde waiterer Wirkmechanismus des
Angiotensin-1I-Rezeptors Typ 1 aufgezeigt, desseriagonisierung fur Patienten mit
kardiovaskularen Erkrankungen, die mit einer Hyp@ig vergesellschaftet sind, einen
klinischen Nutzen bietet. Eine antihypertensive rapee, die einen Angiotensin-II-
Rezeptor Typ-1-Antagonist beinhaltet, fihrt zu emerbesserten Widerstandskraft der
GefaRe gegen arterielles Remodeling bei diabetisciButhochdruckpatienten
(199,200). Neben der Normalisierung der vaskuldrenktion verbessert Telmisartan
ebenfalls die basale Phosphorylierung des Vasathiastimulierten Phospoproteins,
welches als Indikator fur die NO-Bioverfugbarkeiteo der NO-Bioaktivitdt angesehen

wird. Zudem binden Thrombozyten diabetischer Ratti® mit Telmisartan behandelt
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wurden, weniger Fibrinogen an ihrer Oberflache. sDgpricht fir eine reduzierte
Aktivierung von Thrombozytem vivo. Schéferet al. haben anhand eines diabetischen
Mausmodells gezeigt, dass die Verhinderung eineotielialen Dysfunktion davor
schitzt, dass zirkulierende Thrombozyten aktivietrden und dass die direkte
Stimulation der Guanylatcyclase durch NO die Thromybenaktivierung in
diabetischen Ratten umkehrt (101,201).

Die Therapie mit einem Angiotensin-ll-Rezeptor-Agdaist hat also zahlreiche positive
Auswirkungen auf die Thrombozytenfunktion bei digdEhen Patienten. Zahlreiche

Studien belegen diese Effekte.

4.4 Zusammenhang zwischen Angiotensin Il, Diabetesd kardiovaskularen

Erkrankungen

Es gibt Hinweise auf eine Verknipfung zwischen ¢hnelmler Dysfunktion,
verminderter Glucosetoleranz und Angiotensin lle Beduzierte Glucosetoleranz ist ein
Vorbote von Diabetes mellitus sowie koronarer Heamkheit. Uber die Anregung von
Mechanismen, welche die Entwicklung von Diabeteddin, kann sich Angiotensin II
negativ auswirken. Das kardiovaskulare System wdsibilisiert fir die ungunstigen
Effekte des RAAS, was sich in gehauftem Auftreten arterieller Verschlusskrankheit
und linksventrikularer Hypertrophie bei diabetisch@atienten zeigt, sogar bei
normalen Lipidspiegeln und Blutdruckwerten (202 2@urch hohe Insulinspiegel bei
verminderter Glucosetoleranz wird das RAAS und kiasliale sympathische System
aktiviert (204,205). Der Zusammenhang zwischen atggisin 1l und Diabetes konnte
in einer groBen Anzahl klinischer Studien Uber d&ebrauch von Angiotensin-II-
Rezeptor Typ-1-Antagonisten gezeigt werden: Es kam einer signifikanten
Reduzierung der Neuentwicklung eines Diabetes tuslliDer sekundére Endpunkt
Diabetes war deutlich seltener als im Vorfeld amgemen (206,207). In der
vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass der chobr@sAngiotensin-lI-Antagonismus
durch Telmisartan die Thrombozytenaktivierung uned daskulare Dysfunktion bei
experimentellem Diabetes positiv beeinflusst. Diggdbnisse dieser Arbeit kdnnen
nicht auf den Angiotensin-ll-Antagonismus im Allgemen bezogen werden, da

lediglich die Wirkung von Telmisartan untersuchtrder Denn Telmisartan kann als
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einziger Angiotensin-ll-Antagonist als partieller génist des PPARRezeptors
fungieren. Dies ist auf seine einzigartige Struéschaffenheit zurtickzufiihren (208).
Telmisartan verbessert Uber den PRARzeptor die Insulinsensitivitdt bei
nichtdiabetischen hypertensiven Patienten und wigktenfalls positiv auf die
Insulinresistenz und die metabolischen ParameteDisbetikern Typ II. Dies sind
Effekte, die Telmisartan von Irbesartan, ebenfadi;m Angiotensin-lI-Rezeptor-
Antagonist, unterscheidet (209-214). Die spezielléimkungen von Telmisartan tber
den PPAR-Rezeptor sollten weiter untersucht werden. Durigsal Substanz scheint
gleichzeitig die Moglichkeit zur Pravention und Beklung von Diabetes und von
kardiovaskularen Erkrankungen zu bestehen. Da didgankungen haufig kombiniert
auftreten, konnte es ein ideales Medikament flusaliPatientengruppen darstellen.
Diese Hypothese sollte noch intensiver untersuatiiden. Die positiven Wirkungen
von Telmisartan beschranken sich zudem nicht atiéftan mit Diabetes mellitus Typ
. Das Medikament normalisiert nahezu den oxidativ Stress und die
Endothelfunktion bei Diabetes Typ | (215).

4.5. Zusammenhang zwischen Angiotensin-ll-Rezeptdsiockade und malignen

Erkrankungen

In einer kirzlich veroéffentlichten Metaanalyse zartd@nen ist diese Wirkstoffgruppe
mit einem leicht erhdhten Krebsrisiko verknlpft.dar Nachbeobachtunszeit, die im
Mittel Uber 4 Jahre erfolgte, stieg das Risiko eikeebsneuerkrankung signifikant von
6 auf 7,2% an, vor allem fur Bronchialkarzinomed(@nstatt 0,7%). Im Gegensatz dazu
sind die Todesfalle im Rahmen von Krebserkrankungieht signifikant erhoht, sie

stiegen von 1,6 auf 1,8%. Uber 85% der Studierghitmer erhielten Telmisartan (216).
In einigen experimentellen Studien gibt es Hinwedarauf, dass das Renin-
Angiotensin-Aldosteron-System auf Angiogenese,ii@thstum und Progression von
malignen Erkrankungen einwirkt. Hierbei scheineezspll Angiotensin Il Typ 1 und

Typ 2 Rezeptoren beteiligt zu sein (217). Jedocmni® in weiteren grofRen

Metaanalysen, unter anderem mit tber 320.000 Treieen, die Annahme, dass das

Krebsrisiko durch Angiotensin-Rezeptorblocker gese wird, widerlegt werden. In
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diesen Studien wurden der Zusammenhang zwischen [Eemnahme von
antihypertensiven Medikamenten beziehungsweiseusamtund Krebs untersucht
(218,219). Lediglich bei Patienten, die gleichzemnit Sartanen und ACE-Hemmern
therapiert wurden, konnte in einer Metaanalyse dasteigerte Krebsrisiko nicht

ausgeschlossen werden (218).

4.6 Schlussfolgerung

Die endotheliale Dysfunktion und Aktivierung von rémbozyten, welche durch
Diabetes mellitus gefordert wird, kann durch dieiBaherapie mit dem Angiotensin-II-

Rezeptor-Antagonist Telmisartan positiv beeinflygstden.
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5. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit untersucht die positiven wirkungen des Angiotensin-II-
Rezeptor-Antagonisten  Telmisartan auf die endaleeli Funktion und
Thrombozytenaktivierung bei Ratten mit Streptozotocduziertem Diabetes mellitus.
In Gefalreaktivitatsstudien, Luminometer- und Fhsaenzmessungen und mit Hilfe
der Durchflusszytometrie wurden die Wirkungen desdiMamentes Uberpruft.

Es konnte gezeigt werden, dass sich durch Telmisadie NO-Bioverfugbarkeit
verbessert, welche mal3geblich fir die endothelilaktion verantwortlich ist und
durch C&'-abhangige Aktivierung der eNOS und dehnungsindtegie C&'-
unabhangigen NO-Bildung beeinflusst wird. Positivdades Weiteren die Sensitivitat
der glatten Gefalimuskelzellen gegentber NO besstflwas zur Vasodilatation fuhrt.
Die atherosklerosefordernde Superoxidbildung windé&tzlich reduziert. Es erfolgten
aulBerdem Messungen von thrombozytengebundenenmaéglen, dementsprechend der
GP lib/llla-Aktivitat, und der VASP-Phosphoryliergndemzufolge dem NO/cGMP-
Signalweg, in Thrombozyten durch FITC-markierte tikdérper mit Hilfe der
Durchflusszytometrie. Es wurde gezeigt, dass di®ifibozytenaktivierung, die fur den
initialen Schritt der Atherosklerose verantwortligemacht wird, durch Telmisartan
verringert wird. Alle Messungen wurden vergleichemcaeiner Kontroll-, Placebo- und
Telmisartangruppe durchgefuhrt.

Die beobachtete Blutdrucksenkung ist, nach frihdBetrachtungen, nicht alleine
verantwortlich fur die verbesserte endotheliale Kiam, welche bei dem Einsatz von
AT-1l-Antagonisten beobachtet wird. Telmisartan ktjrlaut einer Studie, als einziger
AT-ll-Antagonist als partieller PPARRezeptor, so dass Insulinresistenz und
metabolische Parameter verbessert werden. Ubere digérkungen beeinflusst
Telmisartan auch die endotheliale Funktion und Bieombozytenaktivierung. Zur
Reduktion von vaskularen Komplikationen bei Diabeateellitus erscheint Telmisartan

aufgrund der vorliegenden Ergebnisse als sinnvodikamentdse Therapie.
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