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1. Einleitung 

 

1.1 Diabetes mellitus 

 

1.1.1 Definition und Einteilung 

 

Diabetes mellitus ist der Oberbegriff für ätiologisch und pathogenetisch 

unterschiedliche Störungen im Kohlenhydratstoffwechsel, die alle zu einem 

erhöhten Blutzuckerspiegel führen. 

Die Bezeichnung Diabetes mellitus ist griechisch-lateinischen Ursprungs und 

bedeutet wörtlich übersetzt „honigsüßer Durchfluss“. Damit wird ein 

wesentliches Hauptsymptom der Erkrankung beschrieben: eine gesteigerte 

Ausscheidung von Urin mit hohem Zuckergehalt. In früheren Zeiten nutzte man 

dieses Merkmal auch zur Erkennung der Erkrankung: Ein süßlich 

schmeckender Urin war der wichtigste Hinweis auf die „Zuckerkrankheit“.1 

Heute entscheidet die Höhe des Zuckerspiegels im Blut über die Diagnose. Von 

Diabetes mellitus spricht man, wenn der Blutzuckerspiegel bei 

Nüchternmessung über 126 mg/dl liegt oder – unabhängig von den Mahlzeiten 

gemessen – Werte über 200 mg/dl annimmt.2 

Die Ätiologie des Diabetes mellitus ist sehr unterschiedlich. Je nach zugrunde 

liegender Ursache für die Hyperglykämie wird die Erkrankung von der American 

Diabetes Association in insgesamt vier Gruppen aufgeteilt.2 Die zwei 

wichtigsten sind die Typen I und II, die zusammengenommen über 90 % der 

Diabetes mellitus-Fälle in Deutschland ausmachen.3;4 In beiden Fällen ist die 

mangelhafte Wirkung des Insulins auf seine Zielstrukturen die Ursache einer 

diabetischen Stoffwechselstörung. Die unzureichende Insulinwirkung beruht 

dabei entweder auf einer ungenügenden beziehungsweise fehlenden 

Insulinausschüttung und / oder einer verminderten Reaktion der Zielzellen auf 

Insulin. 

Das Resultat ist ein dauerhaft erhöhter Blutzuckerspiegel. Dieser Zustand führt 

neben weiteren Stoffwechselveränderungen auch zur Ankopplung von 

Glukosemolekülen an verschiedene Proteine, die dadurch nicht nur eine 
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Strukturveränderung erfahren, sondern auch in ihrer Funktion beeinträchtigt 

werden können. Auf diese Weise entstehen auf Dauer pathologische 

Veränderungen an verschiedenen Organen, die sich nach Jahren als 

sogenannte diabetische Spätschäden klinisch manifestieren können.5-12 

 

1.1.2 Klinischer Verlauf 

 

Die besondere Bedeutung der Erkrankung ergibt sich aus dem chronischen 

Verlauf und den damit verbundenen Langzeitfolgen. Im Mittelpunkt stehen 

dabei die Auswirkungen auf das kardiovaskuläre System. Diabetes mellitus ist 

einer der wichtigsten Risikofaktoren für die Entstehung der Arteriosklerose und 

ihren Folgeerkrankungen.13-17 

Durch die chronische Hyperglykämie, Dyslipidämie und Insulinresistenz 

entstehen Veränderungen und Schäden an den Blutgefäßen. Es kommt zu 

Fehlfunktionen von Endothelzellen, glatten Gefäßmuskelzellen und 

Thrombozyten. Verschiedene Mechanismen der Gefäßregulation werden 

grundlegend verändert und gestört. Dies begünstigt die Entstehung der 

Arteriosklerose und führt dazu, dass über 75 % aller Diabetiker an 

kardiovaskulären Komplikationen sterben.5;18;19 Die Betroffenen haben zum 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 1: Überlebenswahrscheinlichkeiten von Diabetikern und Nichtdiabetikern mit 
koronarer Herzerkrankung (modifiziert nach Haffner, N Engl J Med, 1998). 
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Beispiel ein drastisch erhöhtes Risiko für die koronare Herzerkrankung und für 

einen akuten Myokardinfarkt: Das Risiko für einen Diabetiker, einen Herzinfarkt 

zu erleiden, entspricht dem eines Nichtdiabetikers mit bereits manifester 

koronarer Herzerkrankung (Abb. 1).16;20 

Insgesamt ist die kardiovaskuläre Mortalität bei Patienten mit Diabetes mellitus 

bis zu viermal höher als bei Nichtdiabetikern.5 Selbst wenn bei einem Patienten 

schon mehrere andere Risikofaktoren in Kombination oder in besonders starker 

Ausprägung vorliegen, stellt der Diabetes mellitus immer noch eine zusätzliche 

Risikoerhöhung für die Betroffenen dar.21 

 

1.1.3 Epidemiologie 

 

Die besondere gesellschaftliche und gesundheitspolitische Bedeutung des 

Diabetes mellitus erwächst auch aus der immer weiter zunehmenden Häufigkeit 

der Erkrankung. Eine Hochrechnung ergab, dass vom Jahr 1995 bis ins Jahr 

2025 weltweit mit einer Verdopplung der Diabetes-Fälle auf dann 300 Millionen 

zu rechnen ist.22 Dabei wird allein in der entwickelten Welt ein Anstieg um 47 % 

erwartet.22 Schon jetzt ist bekannt, dass die Prävalenzrate weltweit innerhalb 

der letzten Jahre deutlich angestiegen ist.22;23 

In Deutschland lag nach einer Auswertung von Krankenkassendaten die 

Diabetes-Prävalenz 1988 bei ca. 4,7 %.24 Im Zeitraum von 1998 bis 2001 wurde 

in einer erneuten Datenanalyse ein Anstieg der Prävalenz von 6,0 % auf 6,9 % 

erfasst. Demnach waren im Jahr 2001 fast sechs Millionen Menschen in 

Deutschland wegen Diabetes mellitus in ärztlicher Behandlung.25 Zusätzlich 

muss man von einer hohen Dunkelziffer von Patienten mit noch nicht 

diagnostiziertem Diabetes mellitus ausgehen,3;26 so dass auch in Zukunft mit 

einer weiter steigenden Zahl von Diabetes-Fällen zu rechnen ist. 

 

1.1.4 Auswirkungen auf das Gesundheitswesen 

 

Nicht nur die zunehmende Häufung der Diabetes-Fälle, auch der chronische 

Verlauf, die Notwendigkeit einer langjährigen Therapie sowie die Behandlung 
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der auftretenden Komplikationen stellen eine Herausforderung für das 

Gesundheitssystem dar. 

Im Rahmen der CODE-2-Studie (Costs of Diabetes in Europe – Type 2) wurden 

1998 die Gesamtkosten für die Behandlung von Typ-2-Diabetikern in 

Deutschland detailliert erfasst und analysiert.27;28 Es zeigte sich, dass auf die 

Behandlung von Diabetes-Patienten etwa 9,4 Milliarden Euro oder 8 % der 

Gesamtausgaben der gesetzlichen Krankenversicherung entfielen, während im 

gleichen Zeitraum eine Diabetes-Prävalenz von nur 4,2 % ermittelt wurde.27 

Allein der Anteil der Arzneimittelausgaben für Diabetiker war fast doppelt so 

hoch wie für die restliche Bevölkerung. Nur 7 % dieser Kosten entfielen aber auf 

Antidiabetika.29 Erstmals konnte dadurch gezeigt werden, dass vorrangig die 

Diabetes-bedingten Komplikationen und Folgeerkrankungen für die hohen 

Kosten verantwortlich sind. Durch die in der Folge zwangsläufig erhöhte 

Inanspruchnahme von Leistungen erreichten die Aufwendungen für Diabetes-

Patienten mit vaskulären Komplikationen das 4,1-fache der mittleren Ausgaben 

für gesetzlich Versicherte in Deutschland.27 

 

1.2 Die physiologische Endothelfunktion 

 

Die Blutgefäße sind innen mit einer einzelnen Schicht von Endothelzellen 

ausgekleidet. Diese spezialisierten Zellen sind die aktive Schnittstelle zwischen 

dem zirkulierenden Blut und der eigentlichen Gefäßwand beziehungsweise dem 

umgebenden Gewebe. Die Endothelzellen sind zur Steuerung und Regulation 

verschiedener Gefäßfunktionen mit unterschiedlichen Rezeptoren ausgestattet 

und sezernieren eine Reihe von bioaktiven Substanzen wie Prostaglandine, 

Endothelin und Angiotensin II.5;30 

 

1.2.1 Stickstoffmonoxid (NO) als zentrales Signalmolekül 

 

Einer der bedeutendsten Stoffe, der von Endothelzellen synthetisiert wird, ist 

das Stickstoffmonoxid (NO). Im Jahr 1980 wurde erstmals von Furchgott und 

Zawadski die Existenz einer vom Endothel gebildeten Substanz postuliert, die 
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zur Relaxation von Blutgefäßen führt. Sie wurde damals „Endothelium-derived 

relaxing factor“ (EDRF) genannt, und konnte später als NO identifiziert 

werden.31-35 

NO spielt eine zentrale Rolle als inter- und intrazelluläres Signalmolekül für die 

kardiovaskuläre Homöostase. Es reguliert die Gefäßwandspannung, hemmt die 

Thrombozytenaktivierung und die Leukozytenanheftung an die Gefäßwand, 

moduliert Proliferation und Apoptose von glatten Gefäßmuskelzellen, 

beeinflusst das intrazelluläre Oxidationsgleichgewicht und wird darüber hinaus 

von Makrophagen als antibakterielles Molekül zur unspezifischen Abwehr 

sezerniert.36-43 

 

1.2.2 NO-Synthese 

 

Das freie Radikal NO wird von der Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS) und ihren 

Isoenzymen produziert. Dazu gehören die neuronale nNOS, die induzierbare 

iNOS und die endotheliale eNOS.44 Alle drei NO-Synthasen katalysieren die 

Oxidation von L-Arginin zu L-Citrullin und NO.45 Dazu sind unter anderem 

Nicotinsäureamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat (NADPH), Tetrahydrobiopterin 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 2: Der NO-Syntheseweg (modifiziert nach Bruckdorfer, Mol Aspects Med, 2005) 

 

(BH4), Flavin-Adenin-Dinucleotid (FAD) und Flavin-Mononucleotid (FMN) als 

Kofaktoren nötig (Abb. 2).46 Sowohl eNOS als auch nNOS produzieren 
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Calcium- und stimulationsabhängig NO-Konzentrationen im nanomolaren 

Bereich. Die iNOS dagegen wird durch externe Stimulation – beispielsweise 

durch bakterielle Lipopolysaccharide – angeregt und produziert Calcium-

unabhängig sehr viel größere Mengen von NO, bis in den mikromolaren 

Bereich.37;43 Daher wird die iNOS generell mit zytotoxischen Effekten des freien 

Radikals NO in Verbindung gebracht. 

Die eNOS-Aktivität im Endothel wird einerseits Rezeptor-vermittelt durch 

Agonisten wie Acetylcholin erhöht, andererseits steigern auch mechanische 

Stimuli wie die laminäre Schubspannung die Aktivität des Enzyms.37;43;47 

Hierunter versteht man den Druck, der durch den Blutfluss von innen auf die 

Blutgefäßwände ausgeübt wird.48 

Beide Aktivierungswege führen zur Phosphorylierung der eNOS an Serin1179, 

wodurch es zur Dissoziation des Enzyms von der Plasmamembran mit 

Aktivierung des Enzyms und Beginn der NO-Synthese kommt.47  

 

1.2.3 NO-Signalkaskade 

 

Das aus dem Endothel freigesetzte NO erreicht zuerst die glatten 

Gefäßmuskelzellen, die der Endothelschicht abluminal direkt anliegen, und die 

Thrombozyten, die sich luminal im Blutstrom nahe an der Gefäßwand bewegen. 

NO diffundiert sehr schnell durch die Zellmembran und gelangt zu seinem 

Zielprotein, der im Zytosol befindlichen löslichen Guanylatzyklase.37;41;43;46;49 

Das auch soluble Guanylatzyklase (sGC) genannte Enzym beinhaltet in seiner 

chemischen Struktur eine Häm-Gruppe, zu der NO eine sehr hohe Affinität 

besitzt.41 Durch die chemische Bindung von NO an den Protoporphyrinring wird 

die sGC aktiviert und katalysiert die Reaktion von Guanosintriphosphat (GTP) 

zu Guanosindiphosphat (GDP). Dabei wird zyklisches Guanosinmonophosphat 

(cGMP) produziert.37;40;41 Dieses Protein führt zur Aktivierung von 

Proteinkinasen und beeinflusst verschiedene Transportproteine in der 

Zellmembran. cGMP gibt so das NO-Signal intrazellulär weiter und ist das 

wesentliche Signalmolekül, das die Wirkung von NO vermittelt.41 Wie NO selbst 
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ist auch cGMP sehr kurzlebig, da es schnell durch verschiedene Isoenzyme der 

Phosphodiesterase abgebaut wird.37 

 

1.2.4 NO-Wirkung auf den Gefäßtonus 

 

NO ist einer der wichtigsten endogenen Vasodilatatoren und stellt das 

Gegengewicht zu den vasokonstriktorischen Eigenschaften des sympathischen 

Nervensystems und des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems dar.50 

Die Aktivierung der sGC durch NO führt in glatten Muskelzellen zu einem 

Anstieg von cGMP, das dort einen Abfall des intrazellulären Calciumspiegels 

bewirkt: Zum einen durch Verminderung des Calciumeinstroms über eine 

direkte Hemmung spannungsabhängiger Calciumkanäle und zum anderen 

durch Aktivierung der Proteinkinase G (PKG).51-53 Die PKG phosphoryliert 

Calcium-abhängige Kaliumkanäle und verschiedene andere Proteine im 

sarkoplasmatischen Retikulum.53 Dadurch kommt es zu einer geringeren 

Calciumfreisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum und folglich zur 

weiteren Abnahme des intrazellulären Calciums.54;55  

Der Calciumabfall zieht eine reduzierte Bildung des Calcium-Calmodulin-

Komplexes und der Myosin-Leichtketten-Kinase nach sich, wodurch die 

Phosphorylierung der regulatorischen Myosin-Leichtketten vermindert 

stattfindet. Dies verhindert eine Kontraktion der glatten Muskelzellen und führt 

zur Vasorelaxation.37;43;56;57 

 

1.2.5 Oxidative und antioxidative Wirkungen von NO 

 

Reaktive Sauerstoffverbindungen sind für den Organismus potentiell gefährlich, 

da sie Oxidationsprozesse fördern und dadurch Proteine, Lipide und die DNA 

schwer beschädigen und zu Funktionseinschränkungen dieser Makromoleküle 

führen. Die Gesamtheit aller oxidationsfördernden Prozesse wird als oxidativer 

Stress bezeichnet.58;59 

Die Bildung Sauerstoff-basierter freier Radikale und anderer reaktiver 

Sauerstoffverbindungen ist bis zu einem gewissen Grad ein physiologischer 
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Vorgang. Zum Beispiel wird in den Mitochondrien ca. 1% des molekularen 

Sauerstoffs nicht vollständig zu Wasser reduziert und es entstehen 

kontinuierlich Superoxidanionen (O2
-).37 

Zum Schutz vor freien Radikalen gibt es mehrere wirkungsvolle 

Abwehrmechanismen. Dazu gehört unter anderem die Superoxiddismutase 

(SOD). Dieses Enzym katalysiert die Dismutation von O2
- zu H2O2, das durch 

weitere Enzymsysteme zu Wasser abgebaut wird.37 

NO ist selbst ein freies Radikal und beeinflusst das Redoxpotential vaskulärer 

Zellen. Dabei hat NO dosisabhängig gegensätzliche Effekte: niedrige, von der 

eNOS produzierte NO-Konzentrationen unterstützen den Abbau von O2
-, indem 

sie die Expression der extrazellulären SOD induzieren.60 Darüber hinaus erhöht 

NO auch die Expression der Hämoxygenase-I, die Bilirubin produziert, das 

ebenfalls Superoxidanionen abfangen kann.43;61;62 

Sehr hohe NO-Konzentrationen dagegen, wie sie durch die iNOS synthetisiert 

werden, können den oxidativen Stress sogar noch verstärken.63;64 Dies ist ein 

wichtiger Bestandteil der unspezifischen Körperabwehr und dient der 

Bekämpfung bakterieller Zellen. 

Als freies Radikal kann NO allerdings auch direkt mit O2
- zum sehr reaktiven 

Peroxynitrit (ONOO-) reagieren und auf diesem Weg den oxidativen Stress 

noch deutlich erhöhen. Physiologischerweise ist die SOD-Konzentration im 

Vergleich zur Superoxidmenge allerdings sehr viel höher, so dass das 

Superoxid abgefangen wird und die Produktion von ONOO- in der Regel nur 

gering ausfällt.43;65 

 

1.2.6 Vasoprotektive und antiatherosklerotische Effekte von NO 

 

NO besitzt zahlreiche vasoprotektive und antiatherosklerotische Eigenschaften, 

die sowohl in vitro als auch in vivo gezeigt werden konnten.50;66 

Im Blutgefäßlumen wirkt NO als starker Inhibitor der Aggregation, Adhäsion und 

Aktivierung von Thrombozyten.67 Eine zentrale Rolle in der Regulation der 

Thrombozytenaktivierung spielt die NO-abhängige VASP-Phosphorylierung.68 

Die Phosphorylierung des „Vasodilator-stimulated phosphoprotein“ (VASP) 
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korreliert eng mit der Hemmung der Fibrinogenbindung an den thrombozytären 

Glykoprotein (GP) IIb/IIIa-Rezeptor.69;70 Die Phosphorylierung von VASP an 

Serin 239 über die NO/cGMP-abhängige PKG greift in die Interaktion der 

Proteine des Zytoskeletts68;71;72 ein und hemmt die Adhäsion und Aktivierung 

von Thrombozyten.51;73;74 Da die Thrombozytenaktivierung nicht nur zur 

Entstehung eines prokoagulatorischen Milieus führt, sondern auch die 

Leukozytenadhäsion begünstigt und einen essentiellen Schritt zur Bildung 

arteriosklerotischer Läsionen darstellt,75;76 spielt die NO-abhängige 

Thrombozyteninhibition eine entscheidende antiatherosklerotische Rolle.67;76;77 

Darüber hinaus hemmt NO die Expression der Oberflächen-Adhäsionsmoleküle 

CD11 und CD18,78 P-Selektin,79;80 Vascular cell adhesion molecule-1 

(VCAM-1)63;81 und Intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1)80 und vermindert 

die Expression des chemotaktischen Zytokins Monocyte chemoattractant 

protein-1 (MCP-1).82;83 Dadurch werden die Leukozytenadhäsion an das 

Endothel und die Leukozytenmigration in die Gefäßwand gehemmt. 

Des weiteren vermindert NO die Permeabilität der Endothelschicht für 

Makromoleküle,66 reduziert die Einlagerung von Lipoproteinen in die 

Gefäßwand und verringert die Ansammlung von Low density lipoprotein (LDL) 

und Cholesterin in der subendothelialen Schicht.84;85 In Anwesenheit von NO 

findet eine geringere Oxidierung von LDL zu oxLDL statt und die Bildung dieses 

stark proatherogen wirkenden Moleküls wird deutlich reduziert.86-88  

Ferner hemmt NO über cGMP die DNA-Synthese, Mitogenese und Proliferation 

glatter Gefäßmuskelzellen.89-92 Durch Thrombozyteninhibition schützt NO die 

glatten Gefäßmuskelzellen vor thrombozytären Wachstumsfaktoren, die bei der 

Plättchenaktivierung freigesetzt werden und die glatten Muskelzellen zur 

Proliferation und zur Produktion von Matrixmolekülen stimulieren.50 

NO wird heute aufgrund all dieser Eigenschaften als ein grundlegender 

Protektionsfaktor gegen die Entstehung arteriosklerotischer 

Gefäßveränderungen angesehen.6;37;43;50;66;76 Daher ist eine ausreichende NO-

Bioverfügbarkeit von zentraler Bedeutung für die Integrität des Gefäßsystems.6 
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1.3 Pathophysiologische Veränderungen an diabetischen Blutgefäßen 

 

Das Endothel ist die vorderste Verteidigungslinie des Körpers gegen die 

Entstehung der Arteriosklerose.66;93 Diabetes mellitus führt zu einer starken 

Beeinträchtigung der normalen Endothelfunktion. Sowohl bei Patienten als auch 

in experimentellen Diabetes-Modellen kommt es zu einer eingeschränkten 

Endothel-abhängigen, NO-vermittelten Vasodilatation.94;95 Dies wird als 

endotheliale Dysfunktion bezeichnet. Sie geht mit einer verminderten NO-

Bioverfügbarkeit einher und prädisponiert für die Entstehung der 

Arteriosklerose.6;36 Der endothelialen Dysfunktion liegen beim Diabetes mellitus 

verschiedene Mechanismen zugrunde. 

 

1.3.1 Hyperglykämie und oxidativer Stress 

 

Die Hyperglykämie führt auf zellulärer Ebene zu einer Serie von Ereignissen, 

die eine erhöhte Produktion reaktiver Sauerstoffradikale zur Folge haben und 

die NO-Bioverfügbarkeit reduzieren.96;97 Zunächst erhöht sich durch die 

Hyperglykämie die O2
--Produktion in der mitochondrialen Elektronen-

transportkette.97 Die entstandenen Superoxidanionen bewirken über 

verschiedene zelluläre Mechanismen die weitere Produktion von 

Sauerstoffradikalen.6 O2
- stimuliert über die Proteinkinase C (PKC)97 die 

NADPH-Oxidase zur Produktion von weiteren Superoxidanionen.14;98 Durch 

ansteigende O2
--Konzentrationen wird die SOD-Kapazität überschritten und aus 

O2
-- und NO-Molekülen entsteht das sehr reaktive Peroxynitrit.65 Peroxynitrit 

kann den NOS-Kofaktor Tetrahydrobiopterin oxidieren und so zur Entkopplung 

der NO-Synthase führen.99-101 Unter der Entkopplung versteht man die bei 

erniedrigten Spiegeln von Tetrahydrobiopterin beobachtete Produktion 

signifikanter Mengen von Superoxidanionen durch die NO-Synthase.102 Steht 

nicht ausreichend Tetrahydrobiopterin zur Verfügung wird in der eNOS die 

Elektronentransportkette während der Reduktion von Sauerstoff unterbrochen 

oder „entkoppelt“, wodurch letztlich die Reaktion nicht vollständig abläuft und 

nicht NO, sondern O2
- entsteht.102 Dieser Zusammenhang zwischen eNOS-
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Entkopplung und endothelialer Dysfunktion wird sowohl in experimentellen 

Diabetes-Modellen als auch bei Diabetes-Patienten beobachtet14;103 und trägt 

signifikant zum oxidativen Stress bei Diabetes mellitus bei. 

Insgesamt kommt es durch die beschriebenen Mechanismen zu einer sich 

immer weiter verstärkenden Zunahme der NO-Inaktivierung und 

Superoxidproduktion. Besonders durch Letzteres wird das Fortschreiten 

kardiovaskulärer Erkrankungen stark begünstigt.104 

Die mitochondriale Produktion von Superoxid steigert auch die intrazelluläre 

Produktion sogenannter Advanced glycation end products (AGEs).97 AGEs sind 

Proteine oder Lipide, die eine nichtenzymatische Glykation oder Oxidierung 

erfahren haben und dadurch Modifikationen ihrer chemischen Struktur 

aufweisen.7 AGEs entstehen in vivo im Zuge von Alterungsprozessen und in 

hyperglykämischer Umgebung.9;105 Die glykierten Proteine steigern per se die 

Produktion reaktiver Sauerstoffradikale und erhöhen über den Rezeptor für 

AGEs (RAGE) zusätzlich die intrazelluläre enzymatische Superoxidproduktion 

über die NADPH-Oxidase.11;106;107 AGEs können NO auch direkt inaktivieren 

und die endotheliale Produktion von Prostazyklin (PGI2) vermindern. Sie tragen 

bei Diabetes mellitus wesentlich zur Entstehung der vaskulären Dysfunktion 

bei.7;9;105 

Eine weitere Auswirkung der Hyperglykämie ist die erhöhte Produktion des 

second-messengers Diacylglycerol, der die verstärkte Aktivierung der PKC 

nach sich zieht. Dadurch wird nicht nur über die NADPH-Oxidase wie oben 

beschrieben der oxidative Stress direkt verstärkt, sondern die PKC hemmt auch 

den Phosphatidylinositol-3-Kinase Stoffwechselweg. Infolgedessen kann die 

Akt-Kinase nur noch begrenzt aktiviert werden, und es kommt zu einer 

verminderten Phosphorylierung der NOS mit verringerter NO-Produktion.108-111 

 

1.3.2 Dyslipidämie 

 

Beim Diabetes mellitus sind neben dem Glucosespiegel auch die Blutspiegel 

freier Fettsäuren erhöht. Sie werden verstärkt aus dem Fettgewebe freigesetzt 

und von den Skelettmuskelzellen nur zum Teil wieder aufgenommen.112;113 
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Freie Fettsäuren beeinflussen die Endothelfunktion auf unterschiedliche Weise. 

Sie aktivieren das Signalenzym PKC, hemmen den Phosphatidylinositol-3-

Kinase-Weg, erhöhen direkt die Produktion von Sauerstoffradikalen und führen 

zur Ausbildung einer Dyslipidämie.114-116 

Als Reaktion auf die hohen Spiegel freier Fettsäuren werden in der Leber 

verstärkt Cholesterinester und Very-low-density-lipoprotein-(VLDL-)Partikel 

produziert.10 Aus der erhöhten Produktion triglyceridreicher Proteine und ihrem 

verminderten Abbau durch die Lipoproteinlipase entsteht die Diabetes-typische 

Hypertriglyceridämie.117 Sie führt zur Abnahme von High density lipoprotein 

(HDL) und zu erhöhten Spiegeln von kleinen, dichten, sehr atherogenen LDL-

Partikeln.117-121 Die Hypertriglyceridämie und das niedrige HDL verstärken die 

endotheliale Dysfunktion.120;121 Die modifizierten LDL-Partikel erfahren bei 

Diabetes-Patienten darüber hinaus besonders leicht eine zusätzliche 

Glykierung und Oxidierung, wodurch sich das atherogene Potential der 

Dyslipoproteinämie noch weiter potenziert.10 

 

1.3.3 Arterioskleroseentstehung 

 

Die Arteriosklerose wird heute als eine inflammatorische Erkrankung betrachtet, 

da in allen Stadien der Erkrankung Entzündungsprozesse eine entscheidende 

Rolle spielen.17;122 Bei der Entstehung von Diabetes-assoziierten 

makrovaskulären Komplikationen spielen Entzündungsprozesse ebenfalls eine 

wichtige Rolle.123 Die Inflammation wird durch Hyperglykämie, oxidativen 

Stress124;125 und AGEs begünstigt und weiter verstärkt.12 

Gesunde Endothelzellen verhindern die Adhäsion von Leukozyten und 

Thrombozyten an die Gefäßwand. Pathologische Zustände wie Diabetes 

mellitus führen zur Inflammation und zur Expression von Adhäsionsmolekülen 

auf den Endothelzellen. 

Thrombozyten binden vor allem über den GPIIb/IIIa-Rezeptor an entzündlich 

veränderte Endothelzellen und werden dadurch aktiviert.75 Es kommt zur 

Degranulation und zur Expression weiterer Adhäsionsmoleküle auf der 

Oberfläche, wie P-Selektin und CD40-Ligand.126 P-Selektin führt zur Bildung 
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von Aggregaten aus Thrombozyten und Leukozyten und ermöglicht die 

Anheftung von Leukozyten an das Endothel.127;128 Die Thrombozytenaktivierung 

stellt also einen entscheidenden Schritt bei der Entstehung arteriosklerotischer 

Läsionen dar, da sie der Leukozytenadhäsion vorausgeht.18;76 

Die Leukozyten können nach diesem ersten Kontakt fest an das endotheliale 

Adhäsionsmolekül VCAM-1 binden.129 Bei der Entstehung der Arteriosklerose 

kommt VCAM-1 eine besondere Bedeutung zu, da es die Anheftung speziell 

der Leukozytenklassen an das Endothel ermöglicht, die in entstehenden 

arteriosklerotischen Läsionen gefunden werden: Monozyten und T-

Lymphozyten.17;130-132  

Inflammatorische Prozesse, wie sie unter anderem durch die Ablagerung von 

Lipoproteinen in der Gefäßwand verursacht werden, begünstigen die 

Thrombozytenadhäsion und induzieren die VCAM-1-Expression. In einer frühen 

Phase der Arterioskleroseentstehung sammeln sich Lipoprotein-Partikel in der 

arteriellen Intima an. Durch Oxidationsprozesse entstehen oxidierte 

Phospholipide und kurzkettige Aldehyde. Diese Verbindungen können über 

einen Nuclear-factor-κB-(NF-κB-)vermittelten Stoffwechselweg die 

transkriptionale Aktivierung des VCAM-1-Gens induzieren.133 Auch 

proinflammatorische Zytokine wie Interleukin-1b oder TNFα können auf dem 

gleichen Weg die VCAM-1-Expression induzieren und sind in 

arteriosklerotischen Läsionen vermehrt nachweisbar.17 

Nach der Adhäsion an das Endothel dringen die Leukozyten in die Intima ein. 

Für diese Migration wurde neben weiteren Chemokinen, die die 

Leukozyteninfiltration begünstigen, das MCP-1134 als Hauptstimulus identifiziert, 

dessen Sekretion wiederum von aktivierten Thrombozyten induziert wird.135;136 

Durch die eingewanderten inflammatorischen Zellen werden die 

Entzündungsprozesse in der Gefäßwand weiter aufrechterhalten. In den 

aktivierten Leukozyten wie auch in den Zellen der Gefäßwand induziert dies die 

Freisetzung unterschiedlichster Mediatoren, darunter verschiedene 

Wachstumsfaktoren, die die glatten Gefäßmuskelzellen zur Proliferation und zur 

Ausbildung einer dichten extrazellulären Matrix anregen.122 So entstehen aus 
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den frühen Läsionen die charakteristischen arteriosklerotischen Plaques, die 

dauerhaft zur Einengung des Gefäßlumens führen.  

 

1.4 Therapeutische Möglichkeiten 

 

Zur Therapie der verminderten NO-Bioverfügbarkeit sind prinzipiell drei 

Methoden denkbar: Die Substitution von NO durch Zufuhr von NO-Donoren, die 

Verstärkung des NO-Signals durch Aktivierung des Zielenzyms sGC oder die 

Hemmung des Abbaus von cGMP.137 

Exogene NO-Donoren wie z.B. organische Nitrate sind vor allem zur 

kurzfristigen und akuten Therapie gut geeignet, haben bei einer dauerhaften 

Therapie aber viele Nachteile. Dazu zählt vor allem die Toleranzentwicklung 

gegenüber Nitraten, die bei wiederholter Gabe schnell auftritt.138 

Der Versuch, das cGMP-Signal durch Hemmung der Phosphodiesterase zu 

verstärken, ist vor allem in Zuständen mit erhöhtem oxidativem Stress – wie 

beim Diabetes mellitus – nicht ausreichend wirksam. Um von NO aktiviert zu 

werden und in der Folge cGMP zu produzieren, muss das Eisen-Ion in der 

Häm-Gruppe der sGC zweiwertig sein (Fe2+). Reaktive Sauerstoffspezies 

können das Eisenion oxidieren und in den dreiwertigen Zustand (Fe3+) 

überführen. Eine basale Aktivität des Enzyms bleibt 

dann zwar noch erhalten, aber eine Aktivierung durch 

NO ist nicht mehr möglich und das cGMP-Restsignal 

ist bereits stark vermindert.139 

In jüngster Zeit sind daher Substanzen, die die sGC 

unabhängig von ihrer Häm-Gruppe aktivieren können, 

besonders in den Vordergrund getreten, da sie den 

NO/cGMP-Signalweg potent verstärken.140 Eine 

dieser Substanzen ist HMR1766, ein Derivat der 

Anthranilsäure, das seit neuestem auch als Ataciguat 

bezeichnet und vermarktet wird (Abb. 3). HMR1766 

ist ein neuer sGC-Aktivator, der vornehmlich die nicht 

mehr NO-sensitive, oxidierte Form der sGC 

Abbildung 3: Strukturformel 
des Anthranilsäurederivates 
HMR1766 (nach Schindler,
Mol Pharmacol, 2006) 
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aktiviert.141 Hieraus ergeben sich viele denkbare therapeutische 

Einsatzbereiche für diese neue Substanz. Eine Therapie mit HMR1766 könnte 

eine effektive Therapie darstellen, um bei Erkrankungen wie arterieller 

Hypertonie, peripherer arterieller Verschlusskrankheit, Herzinsuffizienz oder 

Diabetes mellitus das endogene NO/cGMP-Signal zu verstärken.137 

In der vorliegenden Arbeit wurde der Effekt einer chronischen HMR1766-

Therapie auf die vaskuläre Dysfunktion in einem diabetischen Tiermodell 

untersucht. 
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2. Material und Methoden 

 

2.1 Tiere und Tierhaltungsbedingungen 

 

Für die Versuche wurden ausnahmslos männliche Wistar-Ratten (Charles River 

Deutschland GmbH, Sulzfeld) verwendet. Sie hatten zu Versuchsbeginn ein 

Körpergewicht (KG) von 250 bis 300 g. Die Tierhaltung erfolgte unter 

kontrollierten Umgebungsbedingungen. Im Tierstall herrschte eine 

Raumtemperatur von 20°C und eine relative Luftfeuchtigkeit von 55 %. Die 

Raumbeleuchtung unterlag einem festen 12-Stunden-Rhythmus mit Licht ab 7 

Uhr und Dunkelheit ab 19 Uhr. Jeweils maximal fünf Tiere wurden in einem 

Standard-Rattenkäfig mit Hochdeckel und Standard Ratten-Einstreu gehalten. 

Als Futter standen den Tieren eine Standard-Haltungsdiät (Altromin 

Spezialfutter GmbH, Lage) und Wasser ad libitum zur Verfügung. 

 

2.2 Induktion des Diabetes mellitus 

 

Durch Zerstörung der Pankreasinselzellen mit einer hochdosierten intravenösen 

Einzelgabe von Streptozotozin (STZ, 50 mg/kgKG) unter Isoflurannarkose 

(Forene®, Abbot GmbH&Co. KG, Wiesbaden; Verdampfer VAPRO 19.3 von 

Dräger, Lübeck) wurde eine dauerhafte Hyperglykämie induziert. Für die 

Applikation wurde STZ (10 mg/ml, Sigma, Deisenhofen) in sterilem 

Natriumcitratpuffer (25 mM, pH 4,5) angesetzt und innerhalb von 10 Minuten 

sofort verwendet. Eine gleiche Anzahl von Tieren erhielt als Kontrollgruppe nur 

eine Injektion von Citratpuffer. 

Zum Hyperglykämienachweis wurde der Blutzuckerspiegel zwei und vier 

Wochen nach der STZ-Injektion mit einem Blutzuckermessgerät (Ascensea 

Elite, Bayer-Vital GmbH, Leverkusen) aus 2 µl Blut der Schwanzvene bestimmt. 

Eine ausreichende Hyperglykämie wurde angenommen, wenn bei beiden 

Messungen dieser Gelegenheitsblutzuckerwert größer als 20 mmol/L 

(entsprechend etwa 360 mg/dl) war. Wurde dieser Wert bei einer der 
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Messungen nicht erreicht, wurde das entsprechende Tier aus der Studie 

ausgeschlossen. 

 

2.3 Behandlung mit HMR1766 und Isoniazid 

 

Zwei Wochen nach der STZ-Injektion wurden die diabetischen Tiere 

randomisiert, der Behandlungsgruppe oder der Placebogruppe zugeordnet und 

für 14 Tage zweimal täglich im Abstand von 12 Stunden per Schlundsonde mit 

HMR1766 (zweimal täglich 10 mg/kgKG, Sanofi-Aventis, Frankfurt/Main) 

beziehungsweise mit Placebo behandelt. Das als Trockensubstanz vorliegende 

HMR1766 wurde mit Gummi arabicum und Aqua destillata in Suspension 

gebracht und körpergewichtsadaptiert appliziert. Die letzte Dosis wurde jeweils 

am Vorabend des geplanten Versuchs gegeben, um akute Effekte der Substanz 

auszuschließen. 

Für die Versuche mit Isoniazid wurden nicht-diabetische Tiere ebenfalls 

randomisiert und der Behandlungs- bzw. Placebogruppe zugeordnet. Sie 

erhielten unter Isoflurannarkose einmal täglich über fünf Tage eine 

intraperitoneale, gewichtsadaptierte Injektion von 200 mg/kgKG Isoniazid-

Injektionslösung (tebesium®-s-250 mg, Riemser Arzneimittel AG, Greifswald) 

oder steriler NaCl-Lösung. 

 

2.4 Gefäßpräparation und Probengenerierung 

 

Für die vaskulären Messungen wurde die Aorta thoracalis der Wistar-Ratten 

verwendet. Nach Einleitung einer terminalen Anästhesie mit Isofluran wurden 

Thorax und Abdomen eröffnet. Nach Entfernung von Herz, Lunge und 

Ösophagus wurde die Aorta thoracalis bis zum Zwerchfell dargestellt. Der 

Aortenbogen wurde durchtrennt und die Aorta bis zum Diaphragma unter 

Vermeidung von Druck oder Zug vorsichtig von der Wirbelsäule abpräpariert. 

Die Gefäße wurden in 4°C kalte Krebs-Henseleit-Lösung (NaCl 118,4 mM, 

NaHCO3 25 mM, CaCl2 1,6 mM, KCl 4,7 mM, KH2PO4 1,2 mM, MgSO4 1,2 mM, 

Glukose 11,1 mM, Diclofenac 1 µM, pH 7,4) gelegt und intraluminal 
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durchgespült, um verbliebenes Blut aus dem Lumen zu entfernen. Unter einem 

Mikroskop wurde die Aorta schonend von umliegendem Fett- und Bindegewebe 

freipräpariert und in drei Millimeter breite Ringe geschnitten. Für weitere 

Analysen wurden je Aorta einige Proben zum einen in flüssigem Stickstoff 

schockgefroren und bei -20°C eingelagert, zum anderen in TissueTek® (Sakura 

Finetek Europe, Zoeterwoude, Niederlande) eingebettet und für spätere 

Analysen ebenfalls bei -20°C aufbewahrt. Darüber hinaus wurde von einigen 

STZ-behandelten Tieren und von einigen Kontrolltieren auch die Aorta 

thoracalis in toto für weitere Versuche in flüssigem Stickstoff konserviert. 

 

2.5 Vaskuläre Reaktivitätsmessungen im Organbad 

 

2.5.1 Versuchsanordnung 

 

Die Aortenringe wurden im Organbad (Föhr-Medical-Instruments, Seeheim) in 

mit Krebs-Henseleit-Lösung gefüllten Kammern (5 ml) untersucht (Abb. 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 4: Organbadapparatur mit acht parallelen Organkammern, zentraler Pufferversorgung 
und Begasung. 
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Die Pufferlösung (37°C, pH 7,4) wurde während der Versuchsdurchführung 

ständig mit Carbogen (95 % O2, 5 % CO2) begast. 

In jeder Kammer gab es eine feste und eine bewegliche, mit einem 

isometrischen Kraftaufnehmer (Scaime SAS, Annemasse, Frankreich) 

verbundene Aufhängeeinrichtung für die Gefäßringe. Zwischen diesen beiden 

Drähten wurde das Gefäß fest eingespannt (Abb. 5).  

                 
Abbildung 5: Die beiden Drähte zur Aufnahme des Aortenrings mit Detailansicht einer 
aufgespannten Aorta in einer Organkammer. 
 

Die Tonusänderungen wurden über einen DC-Brückenmessverstärker 

(MIO-05xx, Föhr-Medical-Instruments, Seeheim) direkt an den PC übertragen 

und über eine Software (VitrodatWin, Föhr-Medical-Instruments, Seeheim) auf 

dem PC-Monitor als Kurven dargestellt. 

 

2.5.2 Versuchsprotokolle 

 

Zu Versuchsbeginn wurden die Rattenaorten in den Organkammern unter 

Erhaltung des Endothels wie oben beschrieben und wie in Abbildung 5 

dargestellt aufgehängt. Danach wurde über 30 Minuten eine passive 

Vorspannung auf 2 g angelegt. Die Versuchsaufzeichnung begann nach 

Erreichen eines stabilen Äquilibriums durch Zugabe verschiedener Substanzen 

in die Organkammern, entsprechend des jeweilig angewandten Protokolls. 

Bei allen Versuchsprotokollen wurden die Gefäßringe zunächst auf Funktion 

und Unversehrtheit der Muskelschicht und des Endothels überprüft. Dazu 

wurden die Ringe mehrfach mit Kaliumchlorid (50 mM und 100 mM) kontrahiert, 

bis reproduzierbare Kontraktionen erreicht wurden. Anschließend erfolgte eine 
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Kontraktion mit Phenylephrin (1 µM). Nach Ausbildung einer stabilen 

Phenylephrin-Kontraktion wurde mit Acetylcholin (1 µM) eine Dilatation 

eingeleitet. Nach gründlichem Auswaschen und Wiedererreichen der stabilen 

Ausgangslage wurden die folgenden Versuchsprotokolle angewendet. 

 

2.5.2.1 Kontraktionsprotokolle 

 

Die Konzentrations-Wirkungs-Kurven (WK) der Vasokonstriktoren wurden durch 

Zugabe kumulativer Einzelkonzentrationen ermittelt. Nach jeder Gabe wurde 

das Erreichen eines stabilen Kontraktionsplateaus abgewartet, bevor die 

nächste Konzentration eingestellt wurde. 

Für die Phenylephrin-WK wurde die Phenylephrin-Konzentration in den 

Organkammern beginnend mit 0,001 µM bis 10 µM stetig gesteigert. Um die 

Beeinflussung der Kontraktion durch überschießende endogene NO-Bildung 

auszuschließen, wurde die Phenylephrin-WK zusätzlich auch in Anwesenheit 

des NO-Synthase-Inhibitors NG-Nitro-L-Arginin (L-NNA) durchgeführt. Dazu 

wurden die Aortenringe vor Beginn der Phenylephringabe für 45 Minuten mit 

L-NNA (100 µM) inkubiert. 

Für die Angiotensin II-WK wurde die Konzentration in den Organkammern von 

1 nM bis 1 µM gesteigert, Endothelin-1 wurde in Dosen von 1 nM bis 100 nM 

verwendet. 

Nach Erreichen der jeweiligen Zielkonzentration wurde ein stabiles Plateau 

abgewartet und die Organkammern anschließend gründlich mit Krebs-

Henseleit-Puffer gespült, um die Vasokonstriktoren zu eliminieren. Danach 

wurde die spontane Relaxation der Ringe bis zum Erreichen der Ruhelage 

abgewartet, bevor gegebenenfalls weitere Protokolle angewendet wurden. 

 

2.5.2.2 Relaxationsprotokolle 

 

Die Relaxationsstudien wurden im Organbad mit kumulativen Einzeldosen von 

Acetylcholin und DEA NONOate (2-(N,N-Diethylamino)-diazenolat-2-oxid 

diethylammoniumsalz) durchgeführt. Dazu erfolgte – ausgehend von der 
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Ruhelage der Gefäße – zunächst eine Vorkontraktion der Aortenringe mit 

Phenylephrin auf vergleichbare Kontraktionslevel (Acetylcholin: Kontrolle: 

1,45 g ± 0,06 g, STZ Placebo: 1,45 g ± 0,28 g; STZ HMR1766: 1,47 g ± 0,03 g; 

DEA NONOate: Kontrolle: 2,02 g ± 0,11 g, STZ Placebo: 2,04 g ± 0,12 g; STZ 

HMR1766: 2,07 g ± 0,05 g). Nachdem ein stabiles Plateau erreicht war, wurde 

für die Endothel-abhängige Relaxation Acetylcholin in steigender Konzentration 

von 0,1 nM bis 10 µM zugegeben, für die Endothel-unabhängige Relaxation 

wurden ansteigende DEA NONOate-Konzentrationen von 0,1 nM bis 10 µM 

erzeugt. Die nächsthöhere Konzentration wurde jeweils nach Erreichen eines 

Relaxationslevels eingestellt. 

 

2.5.2.3 Protokoll zur Messung der Dehnungs-induzierten NO-Bildung 

 

Zur Messung der durch Schubspannung induzierten NO-Freisetzung wurden 

die Aortenringe nach gründlichem Ausspülen und einer kurzen Ruhephase mit 

kleinen Dosen von Phenylephrin auf ~20 % ihrer Maximalkontraktion gebracht. 

Nach Erreichen dieser Vorkontraktion wurde L-NNA (100 µM) zugegeben und 

für 45 Minuten inkubiert. Die Höhe der dadurch entstehenden Vasokontraktion 

wurde als Marker der physiologischen, durch Dehnung induzierten, Calcium-

unabhängigen NO-Bildung gemessen.142 

 

2.6 Superoxidbestimmung in Aortensegmenten 

 

Die vaskuläre Superoxidanionenbildung wurde zum einen mittels Lucigenin-

verstärkter Chemolumineszenz gemessen. Die Lichtreaktion zwischen 

Superoxidanionen und Lucigenin (5 µmol/l) wurde mit einem Luminometer 

(Wallac, Freiburg) bestimmt, während die Aortenringe in einem HEPES-

modifiziertem Krebs-Puffer (pH 7,4) inkubiert waren. Die spezifische 

Chemolumineszenz wurde als Zählrate pro Minute (counts per minute) pro 

Milligramm Trockengewicht des Gewebes (cpm/mg) ausgedrückt. 

Die Evaluation der in situ Produktion von Superoxidanionen erfolgte mit Hilfe 

des oxidativen Fluoreszenzfarbstoffs Dihydroethidin (DHE). Die unfixierten, 
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gefrorenen Aortenringe wurden dazu in 10 µm dicke Schnitte geteilt und auf 

einen Objektträger gelegt. Den Gewebeschnitten wurde topisch DHE (2 µmol/l) 

zugegeben. Danach wurden sie bedeckt und für 30 Minuten in einer 

lichtgeschützten, angefeuchteten Kammer bei 37°C inkubiert. Die Bilder wurden 

mittels eines mit einem Krypton/Argon-Laser ausgestatteten Bio-Rad MRC 

1024 konfokalen Laserscan-Mikroskops gewonnen. Die Fluoreszenz wurde 

unter Nutzung eines 585-nm-long-pass-Filters bestimmt. Die Aortenringe der 

diabetischen Tiere und das Kontrollgewebe wurden parallel bearbeitet und 

abgebildet. Die Lasereinstellungen waren dabei für die Bildergewinnung aller 

miteinander verglichenen Proben identisch. 

Des weiteren wurde die Superoxidproduktion nach dem Verfahren von Fink et 

al. durch High-performance liquid chromatography (HPLC) bestimmt.143 Dazu 

wurden die gefrorenen Aortenstücke zunächst für 30 Minuten in HEPES-Puffer 

bei 37°C im Bewegungsbad mit Dihydroethidium inkubiert. Anschließend 

wurden die Aortenringe in Kaffeesäure homogenisiert und die entstehende 

Suspension bei 14.000 g für zehn Minuten zentrifugiert. Im Überstand wurde 

mittels HPLC (Pharmacia LKB HPLC Pump 2248, Amersham Biosciences 

Europe GmbH, Freiburg) das Oxyethidium gemessen und auf den Peak der als 

interne Kontrolle verwendeten Kaffeesäure bezogen. Zur Normalisierung auf die 

jeweilige Proteinmenge wurde das beim Zentrifugieren übrig gebliebene Pellet 

mit NaOH (1 M) über 24 Stunden denaturiert und die enthaltene 

Proteinkonzentration anschließend im Photometer (Ultrospec 3100pro, 

Biochrom Ltd., Cambridge, England) bei 595 nm gemessen. 

 

2.7 Tandem-Massenspektrometrie 

 

Ein LC-MS/MS-System verbindet zwei verschiedene Techniken, die beide 

schon seit langem als sehr exakte Analyseverfahren eingesetzt werden: eine 

analytische HPLC wird mit einem Tandem-Massenspektrometer (MS/MS) 

gekoppelt. Durch das Massenspektrometer wird ein weiteres Trennverfahren 

mit der HPLC kombiniert, so dass eine hochsensitive Analysemethode entsteht. 
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Zur Bestimmung von 20-HETE (20-Hydroxyeicosatetraensäure) wurde jeweils 

eine gesamte Aorta homogenisiert und in 100 µl Kaliumphosphatpuffer (0,1 M, 

pH 7,2) resuspendiert. Anschließend wurde die Suspension für 15 Minuten bei 

37°C mit NaOH (10 N) hydrolysiert, dann mit konzentrierter Essigsäure 

neutralisiert und schließlich wurde ein deuterierter Vergleichstandard (20-

HETE-d6) hinzugefügt. Im Anschluss wurde zweimal eine Flüssigkeitsextraktion 

mit 0,5 ml Ethylacetat durchgeführt. Unter Vakuumbedingungen wurde unter 

einem leichten Stickstoffgaseinstrom das Lösungsmittel abgedampft und die 

Proben mit 50 µl einer Methanol-Wasser-Lösung (1:1, v/v) rekonstituiert. 20-

HETE wurde dann mit einem Sciex API4000 Massenspektrometer (API4000; 

MDS Sciex, Concord, ON, Kanada) im MRM-(multiple reaction monitoring-) 

Modus bestimmt. Die chromatographische Auftrennung wurde in einer Gemini-

C18-Säule (150 x 2 mm I.D., 5-µm Partikelgröße, Phenomenex, Aschaffenburg) 

durchgeführt. 

 

2.8 Microarray-Analyse 

 

Zur Analyse wurde die RNA aus dem Aortengewebe mit dem mirVanaTM miRNA 

isolation kit (Ambion, Applied Biosystems, Austin, Texas, USA) gemäß den 

Herstellerangaben isoliert. Nach Quantifizierung der RNA mittels UV- 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 6: Typisches Beispiel der RNA-Analyse mit dem Bioanalyzer 2100 
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Spektrophotometrie wurde ihre Qualität mit dem Bioanalyzer 2100 (Agilent 

Technologies, Böblingen) beurteilt (Abb. 6). 

Die RNA-Proben wurden in biotinylierte cRNA umgewandelt und mit dem 

Affymetrix GeneChip® Rat Expression Array 230 2.0 (Affymetrix, Santa Clara, 

Kanada) gemäß den Herstellerangaben hybridisiert. In der Erststrang-cDNA-

Synthese wurde 2 µg Gesamt-RNA zuerst mit Hilfe eines T7-Oligo(dT)-Primers 

umgeschrieben. Im Anschluss an die Rnase-H-vermittelte Zweitstrang-cDNA-

Synthese wurde die doppelsträngige cDNA aufbereitet und diente als Matrize in 

der nachfolgenden in vitro Transkription. Diese Reaktion wiederum wurde in 

Gegenwart der T7-RNA-Polymerase und eines biotinylierten Ribonukleotid-

Gemisches durchgeführt für die komplementäre RNA (cRNA)-Vervielfältigung 

und Biotin-Markierung. Die biotinylierten cRNAs wurden anschließend gereinigt, 

fragmentiert und in GeneChip® Rat Expression Array 230 2.0 hybridisiert. Diese 

Untersuchungsreihe wurde mit Streptavidin-Phykoerythrin-Konjugat gefärbt und 

mit dem GeneArray® Scanner gelesen. Die Microarray-Datenanalyse wurde 

unter Verwendung von R-packages von Bioconductor 

(http://www.bioconductor.org/), einer open-source-software für Bioinformatik, 

durchgeführt. 

 

2.9 Immunoblotting 

 

Zur Western-Blot-Analyse wurden die Rattenaorten in eiskaltem Trispuffer (30 

mM Tris-HCl, pH 7,6, 5 mM MgCl2, 2 mM EDTA, 1 mM Dithiothreitol, 1% 

Natriumcholat, 1% Triton-X-100, 0,025% SDS und 250 mM Sucrose) 

homogenisiert. Bei 4°C und 8000 g wurden die homogenisierten Aorten für 

10 Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde mit einem blauen Muster-

Beladungspuffer (#7722, Cell Signaling Technology, Inc., Denver, USA) 

gemischt und unter Reduktionsbedingungen auf 15 % Natriumdodecylsulfat-

Polyacrylamid-Gel aufgetrennt. Anschließend wurden die Proteine auf eine 

Polyvinylidin-Difluorid-Membran (Immun-Blot 0.2 µm, Bio-Rad, München) 

elektrotransferiert. Die entstandenen Banden wurden mit einem 

Chemilumineszenz-Assay (ECL, Amersham, München) detektiert. 
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2.10 Statistik 

 

Soweit nicht anders gekennzeichnet, sind alle Daten als 

Mittelwerte ± Standardfehler angegeben. „n“ repräsentiert die Anzahl 

unterschiedlicher Experimente bzw. die Anzahl unterschiedlicher Gefäßringe in 

den Organbadexperimenten. Die Kontraktionen und Relaxationen der Gefäße 

wurden in Gramm registriert und die Relaxation prozentual zur Vorkontraktion 

angegeben. Die Kurvenanpassung der graphischen Darstellung erfolgte mit 

dem Programm GraphPad Prism® V4.03 (GraphPad Software Inc., La Jolla, 

USA). Die statistische Analyse erfolgte mit ANOVA, gefolgt von einem Tukey-

Kramer multiple-comparisons-Test. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05 

wurde als signifikant betrachtet. 

 

2.11 Substanzen 

 

Alle Chemikalien – soweit im Folgenden nicht anders bezeichnet – wurden im 

höchsten verfügbaren Reinheitsgrad von Sigma, Deisenhofen, bezogen. 

HMR1766: Sanofi-Aventis, Frankfurt am Main; Isofluran (Forene®): Abbot 

GmbH&Co. KG, Wiesbaden; DEA NONOate (2-(N,N-Diethylamino)-

diazenolate-2-oxide diethylammoniumsalt): ALEXIS Biochemicals, AXXORA 

Deutschland GmbH, Lörrach; TissueTek®: Sakura Finetek Europe, 

Zoeterwoude, Niederlande; 20-HETE: Cayman Chemical Company, Ann Arbor, 

Michigan, USA; Isoniazid (tebesium®-s-250 mg): Riemser Arzneimittel AG, 

Greifswald 
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3. Ergebnisse 

 

3.1 Schubspannungsvermittelte NO-Bioverfügbarkeit 

 

Da NO ein sehr kurzlebiges Molekül ist, gestaltet sich der direkte und exakte 

Nachweis der tatsächlichen NO-Bioverfügbarkeit schwierig. Man bedient sich 

daher indirekter Nachweismethoden, die zum Beispiel über die Analyse des 

NO/cGMP-Signalweges Aussagen über die NO-Freisetzung ermöglichen. 

Eine Möglichkeit zum indirekten NO-Nachweis ist die Ausnutzung des 

Zusammenhangs zwischen Schubspannung und NO-Produktion: In vitro wird 

die eNOS durch isometrische Kontraktion isolierter Aortenringe aktiviert.142 Dies 

geschieht über die gleiche intrazelluläre Signalkaskade, die in vivo durch die 

luminale Schubspannung zur eNOS-Aktivierung führt.142 Diese Gegebenheit 

wurde in der vorliegenden Arbeit zur indirekten Quantifizierung der NO-

Synthese infolge physikalischer Stimuli im Organbad genutzt: Isolierte 

Aortenringe wurden mit Phenylephrin auf ~20%142 ihrer Maximalkontraktion 

vorkontrahiert und anschließend mit dem NO-Synthase-Inhibitor L-NNA 

(100 µM) behandelt. Daraufhin kam es – ausgelöst durch die Wegnahme des 

zuvor freigesetzten Stickstoffmonoxides – zur Vasokonstriktion. Die zusätzliche 

Kontraktion kann demzufoge als Maß für die durch isometrische Kontraktion mit 

Phenylephrin erfolgte NO-Freisetzung herangezogen werden.142 In Abbildung 7 

 

Abbildung 7: Typische Originalregistrierungen der L-NNA-Wirkung auf mit Phenylephrin 
vorkontrahierte isolierte Rattenaortenringe aller drei Behandlungsgruppen. Durch schrittweise 
Konzentrationssteigerung von Phenylephrin wurde eine Kontraktion erreicht, die jeweils 20% der 
zuvor bestimmten Maximalkontraktion entsprach. Nach Erreichen dieser 20% wurde mit L-NNA 
die NO-Synthese gehemmt, was sich durch die zusätzliche Kontraktion zeigt. Zum Vergleich sind 
Ausschnitte aller drei Behandlungsgruppen nebeneinander dargestellt. 
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sind für dieses Experiment typische Originalregistrierungskurven aus dem 

Organbad dargestellt. Fasst man die Ergebnisse für alle nach diesem Protokoll 

behandelten Gefäße zusammen (Abb. 8), zeigt sich eine deutlich 

abgeschwächte Kontraktionsantwort auf NG-Nitro-L-Arginin in der Gruppe der 

mit Placebo behandelten diabetischen Tiere. Die Aortenringe der mit HMR1766 

behandelten Tiere zeigten dagegen eine vergleichbar starke Vasokonstriktion 

wie die Gefäßringe gesunder Kontrolltiere.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 8: NO-Bioverfügbarkeit, indirekt gemessen als zusätzliche Vasokonstriktion nach 
Zugabe des NOS-Inhibitors L-NNA (100 µM) auf vorkontrahierte Aortenringe (~20% 
Vorkonstriktion) bei gesunden Kontrolltieren im Vergleich zu Placebo- und HMR1766-
behandelten diabetischen (STZ-)Ratten. Die jeweilige zusätzliche Kontraktion ist durch rote Pfeile 
besonders kenntlich gemacht. ** p<0,001 vs. Kontrolle; # p<0,05 vs. STZ Placebo 
n (Kontrolle): 23; n (STZ Placebo): 15; n (STZ HMR1766): 10 
 

Da die Kontraktionshöhe in diesem Modell ein Maß für die NO-Bioverfügbarkeit 

ist, liegt der Schluss nahe, dass bei den diabetischen Tieren erheblich weniger 

NO freigesetzt wurde als bei den gesunden Tieren und dass die Therapie mit 

HMR1766 die NO-Bioverfügbarkeit signifikant erhöht hat. 

 

3.2 Agonisten-vermittelte Relaxationsstudien 

 

3.2.1 Endothel-abhängige Relaxation 

 

Neben der endothelialen NO-Freisetzung durch isometrische Dehnung wurde 

auch die durch Agonisten vermittelte NO-Produktion und die Sensitivität der 
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Aorten gegenüber Stickstoffmonoxid untersucht. Hierzu wurden isolierte 

Aortenringe zunächst mit Phenylephrin auf vergleichbare Vorkontraktionslevel 

gebracht. Anschließend wurde zur Untersuchung der Endothel-abhängigen 

Relaxation Acetylcholin in ansteigender Konzentration zugegeben. In 

Abbildung 9 sind typische Organbadkurven dieses Versuches dargestellt. 

 

 

Abbildung 9: Typische Originalregistrierung aus dem Organbad. Dargestellt ist der Effekt 
ansteigender Acetylcholinkonzentrationen auf mit Phenylephrin vorkontrahierte Aortenringe. 
Untereinander sind die Relaxationskurven isolierter Aortenringe von gesunden Kontrolltiere im 
Vergleich zu Placebo- und HMR1766-behandelten diabetischen (STZ-)Ratten dargestellt. 

 

Aus den gewonnenen Daten wurde eine Konzentrations-Wirkungs-Kurve für 

Acetylcholin erstellt (Abb. 10). Die Acetylcholin-induzierte Vasorelaxation führte 

bei den diabetischen Tieren auch bei maximaler Konzentration des Agonisten 

nicht zur vollständigen Gefäßrelaxation: Es bestand also eine deutliche 

endotheliale Dysfunktion, denn trotz gleicher Acetylcholinkonzentration erfolgte 

eine geringere und spätere Relaxation. Durch die Behandlung mit HMR1766 

wurde das NO-Signal wie erwartet verstärkt und das Relaxationsverhalten 

normalisierte sich sogar fast vollständig. In Tabelle 1 ist die halbmaximale 

Effektivkonzentration (EC50) für Acetylcholin dargestellt. Die EC50 bezeichnet 

die Acetylcholinkonzentration, die 50 % des maximalen Relaxationseffektes 

auslöst. 
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Abbildung 10: Konzentrations-Wirkungs-Kurven der Endothel-abhängigen Relaxation mit 
Acetylcholin. Isolierte Aortenringe gesunder Kontrolltiere im Vergleich zu Placebo- und 
HMR1766-behandelten diabetischen (STZ-)Ratten. Vor dem Beginn der Relaxation wurden die 
Gefäße aller Behandlungsgruppen mit Phenylephrin gleich stark vorkontrahiert. 
n (Kontrolle): 36; n (STZ Placebo): 26; n (STZ HMR1766): 13 
 

 

 

 

 

 

Tabelle 1: Tabellarische Darstellung der Konzentration von Acetylcholin, die nötig ist, um 50 % 
der maximalen Wirkung auszulösen. Diese Konzentration wird auch als halbmaximale 
Effektivkonzentration (EC50) bezeichnet. Rmax entspricht der maximalen Relaxation in % der 
Vorkontraktion, die mit Acetylcholin erreicht wurde. ** p<0,001 vs. Kontrolle; ## p<0,001 vs. STZ 
Placebo 

 

 

3.2.2 Endothel-unabhängige Relaxation 

 

Die Substanz DEA NONOate besitzt eine funktionelle [N(O)NO]--Gruppe und 

gehört damit chemisch zu den Diazeniumdiolaten. Diese Substanzen finden in 

der Forschung breite Anwendung, da viele von ihnen in wässrigem Medium 

spontan zerfallen und dabei NO freisetzen.144 In der vorliegenden Arbeit wurde 

DEA NONOate als NO-Donor eingesetzt, um die Endothel-unabhängige 
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Agonist Vorkontraktion Behandlung EC50 (nmol/L) Rmax (%)

Acetylcholin Phenylephrin Kontrolle 20,6±3,4 95,7±2,5

Acetylcholin Phenylephrin STZ Placebo 158±44,1** 81,7±2,8**

Acetylcholin Phenylephrin STZ HMR1766 17,3±1,9## 99,5±0,2##
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Relaxation im Organbad zu überprüfen. Dazu wurden isolierte Aortenringe mit 

Phenylephrin auf gleiche Level vorkontrahiert und nach Erreichen eines stabilen 

Plateaus mit DEA NONOate in ansteigender Konzentration behandelt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 11: Konzentrations-Wirkungs-Kurven der Endothel-unabhängigen Relaxation mit dem 
exogenen NO-Donor DEA NONOate. Isolierte Aortenringe gesunder Kontrolltiere im Vergleich zu 
Placebo- und HMR1766-behandelten diabetischen (STZ-)Ratten. Vor dem Beginn der Relaxation 
wurden die Gefäße aller Behandlungsgruppen mit Phenylephrin gleich stark vorkontrahiert. 
n (Kontrolle): 15; n (STZ Placebo): 24; n (STZ HMR1766): 12 
 

Die Relaxationskurve der Aortenringe der diabetischen, mit Placebo 

behandelten Tiere zeigt eine deutliche Rechtsverschiebung im Vergleich zur 

Kurve der Kontrollgruppe (Abb. 11). Dies spricht für eine Desensitivierung der 

glatten Muskulatur gegenüber NO beziehungsweise für eine vermehrte NO-

Inaktivierung in der Gefäßwand. Auch in der Placebogruppe wird eine 

vollständige Relaxation erreicht, was sich aus dem exogenen NO-Überangebot 

erklärt. Der Effekt der Behandlung mit HMR1766 ist in der Konzentrations-

Wirkungs-Kurve klar erkennbar: Unter dem GC-Aktivator ist keine 

Rechtsverschiebung mehr nachweisbar, der Kurvenverlauf hat sich fast 

vollständig der Kontrollkurve angepasst. Tabelle 2 verdeutlicht anhand der 

signifikant höheren EC50-Werte nochmals das spätere Ansprechen auf NO 

unter Placebotherapie sowie den Effekt von HMR1766. 
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Tabelle 2: Tabellarische Darstellung der EC50 und der maximalen Relaxation (Rmax) für DEA 
NONOate in vorkontrahierten Rattenaorten aller Behandlungsgruppen.  
** p<0,001 vs. Kontrolle; ## p<0,001 vs. STZ Placebo 
 

 

3.3 Vaskuläre Sauerstoffradikale 

 

Eine der wichtigsten Ursachen für die reduzierte Sensitivität gegenüber NO und 

für die verstärkte NO-Inaktivierung beim Diabetes mellitus ist der oxidative 

Stress. Daher wurde weiter untersucht, wie sich die Therapie mit HMR1766 auf 

die Bildung von Sauerstoffradikale auswirkt. 

 

3.3.1 Luminometrie 

 

Ein schon lange etabliertes Verfahren zur Messung der Superoxidproduktion in 

der Aorta ist die Lucigenin-verstärkte Chemolumineszenz.145;146 Bei dieser 

Messmethode wird das Lucigenin durch Superoxidanionen zu einem 

Zwischenprodukt umgewandelt, bei dessen Zerfall Lichtquanten emittiert 

werden, die als Impulse pro Minute gemessen werden können.  

Es wurden Aortenringe gesunder, diabetischer und HMR1766-behandelter 

Ratten untersucht und verglichen. In den diabetischen Gefäßen fand sich ein 

signifikant erhöhtes Lumineszenzsignal im Vergleich zu den gesunden 

Kontrollgefäßen. Die Behandlung mit HMR1766 wiederum führte – verglichen 

mit der Placebotherapie – zu einer signifikant abgeschwächten Lumineszenz, 

also zu einer Reduktion von oxidativem Stress (Abb. 12). 

 

 

 

 

Agonist Vorkontraktion Behandlung EC50 (nmol/L) Rmax (%)

DEA-NONOate Phenylephrin Kontrolle 2,8±0,4 100,0±0,0

DEA-NONOate Phenylephrin STZ Placebo 20,6±3,2** 99,0±0,7

DEA-NONOate Phenylephrin STZ HMR1766 3,8±0,7## 100,0±0,0
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Abbildung 12: Superoxidproduktion in Aortenringen gesunder Ratten und diabetischer (STZ), mit 
Placebo oder HMR1766 behandelter Tiere, detektiert und quantifiziert durch Lucigenin- 
verstärkte Chemolumineszenz. * p<0,05 vs. Kontrolle; # p<0,05 vs. STZ Placebo 
n (Kontrolle): 22; n (STZ Placebo): 26; n (STZ HMR1766): 16 

 

 

3.3.2 Fluoreszenz-Mikrotopographie 

 

Zur Messung der in situ Produktion von Superoxid wurde der oxidative 

Fluoreszenzfarbstoff Hydroethidium (HE) benutzt.147 HE durchdringt die 

Zellmembran und wird im Zytoplasma in Anwesenheit von O2
- zu 

Ethidiumbromid oxidiert, welches sich durch Interkalation mit der DNA dort 

ablagert.148 Die Stärke der entstehenden Fluoreszenz wurde in Aortenringen 

mittels konfokaler Lasermikroskopie gemessen und als Maß für die 

 

Abbildung 13: Konfokale Mikroskopie von 10 µm dicken Aortensegmenten, die zuvor mit dem 
Fluoreszenzfarbstoff Hydroethidium inkubiert wurden, um die Superoxidbildung in der 
Gefäßwand sichtbar zu machen. 
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Superoxidproduktion quantifiziert. Visuell war die Hydroethidiumfluoreszenz in 

unbehandelten diabetischen Aortenringen stark erhöht (Abb. 13). Nach 

zweiwöchiger Behandlung mit HMR1766 nahm die Fluoreszenz in den 

Gefäßwänden wieder deutlich ab. 

 

3.3.3 Hochdruckflüssigkeitschromatographie (HPLC) 

 

Neben den oben beschriebenen Arten existieren noch einige andere Techniken 

zur Messung reaktiver Sauerstoffverbindungen. Viele davon sind jedoch 

entweder nur mit großem Aufwand durchführbar, erlauben nur eine 

semiquantitative Auswertung der Ergebnisse oder sind nur bedingt geeignet, 

um z.B. intrazellulär gebildetes Superoxid zu messen.143 Neuerdings etabliert 

sich jedoch eine weitere Methode: Es wurde entdeckt, dass Dihydroethidium mit 

O2
--Molekülen spezifisch zu Oxyethidium reagiert. Oxyethidium ist eine stabile 

Verbindung und wird proportional zur Superoxidproduktion aus Dihydroethidium 

gebildet. Da sich Oxyethidium im Molekulargewicht deutlich von Ethidium und 

Dihydroethidium unterscheidet, kann es mit HPLC exakt gemessen werden.143 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 14: Superoxidmessung mittels HPLC. Die Oxyethidiumbildung wurde in 
homogenisiertem Aortengewebe gesunder Kontrollratten, sowie Placebo- und HMR1766-
behandelter diabetischer (STZ-)Ratten gemessen. Dargestellt sind die Peakwerte für Oxyethidium 
aus der HPLC, normalisiert auf die Proteinmenge. 
** p<0,001 vs. Kontrolle; ## p<0,001 vs. STZ Placebo 
n (Kontrolle): 7; n (STZ Placebo): 6; n (STZ HMR1766): 9  
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Da diese Methode eine hohe Exaktheit und Spezifität verspricht, wurde sie in 

der vorliegenden Arbeit als zusätzliche Nachweismethode für Superoxid 

angewendet, auch um die mit Luminometrie und oxidativer Fluoreszenz-

Mikrotopographie gewonnenen Ergebnisse zu verifizieren. 

Wie Abbildung 14 zeigt, konnte in diabetischen Gefäßen auch mittels HPLC 

eine deutliche Zunahme der Superoxidproduktion im Vergleich zur 

Kontrollgruppe festgestellt werden. Auch die in der Luminometrie bereits 

gezeigte signifikante Reduktion der Superoxidbildung durch chronische 

HMR1766-Therapie konnte mittels HPLC bestätigt werden. 

 

3.3.4 NADPH-Oxidase als Superoxidquelle  

 

Wie oben beschrieben gibt es bei Diabetes mellitus verschiedene 

Mechanismen, die zur Entstehung und Verstärkung von oxidativem Stress 

beitragen. In früheren Studien wurde demonstriert, dass im STZ-Diabetes-

Modell die Aktivität der NADPH-Oxidase stark erhöht ist.14;149 Diese 

Beobachtung ging mit einem deutlichen Anstieg der mRNA der NADPH-

Oxidase-Untereinheit gp91phox einher.14 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 15: Die Expression der NADPH-Oxidase-Untereinheit gp91phox wurde mittels Western 
Blot ermittelt. 
* p<0,05 vs. Kontrolle; ## p<0,001 vs. STZ Placebo 
n (Kontrolle): 6; n (STZ Placebo): 6; n (STZ HMR1766): 6 
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Daher wurde der Zusammenhang zwischen erhöhter Superoxidbildung und der 

NADPH-Oxidase bei Diabetes mellitus auch hier weiter untersucht. Im Western 

Blot konnte eine signifikante Zunahme der Untereinheit gp91phox in den 

diabetischen Gefäßen gefunden werden (Abb. 15). Die deutliche 

Herunterregulierung dieser Untereinheit bei den mit HMR1766 behandelten 

Tieren passt gut zum beobachteten Rückgang der Superoxidproduktion in der 

Gruppe der mit dem GC-Aktivator behandelten Tiere. 

 

3.4 Kontraktionsstudien 

 

3.4.1 Vasokonstriktoren im Organbad 

 

Analog zu den Relaxationsstudien wurden im Organbad auch Versuche mit 

verschiedenen vasokonstriktorisch wirkenden Substanzen durchgeführt. 

Zunächst wurde die Kontraktionsantwort der isolierten Aortenringe auf eine 

Einzelkonzentration von Kaliumchlorid (Abb. 16) und Phenylephrin (Abb. 17) 

untersucht. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 16: Kalium (100 mM)-induzierte Kontraktion isolierter Aortenringe gesunder 
Kontrolltiere im Vergleich zu Placebo- und HMR1766-behandelten diabetischen (STZ-)Ratten. 
** p<0.001 vs. Kontrolle; ## p<0.001 vs. STZ Placebo 
n (Kontrolle): 28; n (STZ Placebo): 23; n (STZ HMR1766): 24 
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Abbildung 17: Phenylephrin (1µM)-induzierte Kontraktion isolierter Aortenringe gesunder 
Kontrolltiere im Vergleich zu Placebo- und HMR1766-behandelten diabetischen (STZ-)Ratten. 
** p<0.001 vs. Kontrolle; ## p<0.001 vs. STZ Placebo 
n (Kontrolle): 31; n (STZ Placebo): 29; n (STZ HMR1766): 28 

 

In beiden Fällen zeigte sich eine signifikant abgeschwächte Kontraktionsantwort 

der diabetischen Aorten. In der HMR1766-Gruppe dagegen fand sich ein 

Kontraktionsverhalten wie bei den Kontrolltieren. 

Steigende Konzentrationen von Phenylephrin erbrachten ein ähnliches Bild: 

Eine deutlich reduzierte Maximalkontraktion der diabetischen Gefäße und eine 

nahezu vollständige Normalisierung nach chronischer Behandlung mit 

HMR1766. Um die mögliche Beeinflussung dieses Experimentes durch eine 

massiv gesteigerte NO-Produktion beispielsweise durch die iNOS 

auszuschließen, wurde der Versuch auch nach 45-minütiger Inkubation der 

Aortenringe mit L-NNA durchgeführt. Bis auf eine insgesamt gesteigerte 

Kontraktionshöhe blieb das Ergebnis jedoch weitgehend unverändert. Die 

Phenylephrin-Konzentrations-Wirkungs-Kurven sind in Abbildung 18 und 19 

dargestellt. 
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Abbildung 18: Konzentrations-Wirkungs-Kurven der Phenylephrin-induzierten Kontraktion 
isolierter Aortenringe gesunder Kontrolltiere im Vergleich zu Placebo- und HMR1766-behandelten 
diabetischen (STZ-)Ratten. 
** p<0.01 vs. Kontrolle; ## p<0.01 vs. STZ Placebo 
n (Kontrolle): 49; n (STZ Placebo): 50; n (STZ HMR1766): 54 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 19: Konzentrations-Wirkungs-Kurven der Phenylephrin-induzierten Kontraktion 
isolierter Aortenringe gesunder Kontrolltiere im Vergleich zu Placebo- und HMR1766-behandelten 
diabetischen (STZ-)Ratten nach Vorinkubation im Organbad mit L-NNA (100 µM). 
** p<0.01 vs. Kontrolle; ## p<0.01 vs. STZ Placebo 
n (Kontrolle): 15; n (STZ Placebo): 9; n (STZ HMR1766): 14 
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Diese Ergebnisse waren zunächst sehr überraschend. Die extrem 

eingeschränkte Kontraktionsfähigkeit in der Diabetes-Gruppe war ebenso wenig 

erwartet worden wie der hochsignifikante Einfluss des GC-Aktivators auf die 

Vasokonstriktion. 

Daher wurden zusätzlich Versuche mit Angiotensin II und Endothelin-1 

durchgeführt (Abb. 20 und 21). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 20: Konzentrations-Wirkungs-Kurven der Angiotensin II-induzierten Kontraktion 
isolierter Aortenringe gesunder Kontrolltiere im Vergleich zu Placebo- und HMR1766-behandelten 
diabetischen (STZ-)Ratten. 
** p<0.01 vs. Kontrolle; # p<0.05 vs. STZ Placebo 
n (Kontrolle): 16; n (STZ Placebo): 22; n (STZ HMR1766): 19 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Abbildung 21: Konzentrations-Wirkungs-Kurven der Endothelin-1-induzierten Kontraktion 
isolierter Aortenringe gesunder Kontrolltiere im Vergleich zu Placebo- und HMR1766-behandelten 
diabetischen (STZ-)Ratten. 
* p<0.05 vs. Kontrolle  
n (Kontrolle): 8; n (STZ Placebo): 17; n (STZ HMR1766): 16 
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Auch auf diese beiden Vasokonstriktoren kontrahierten die diabetischen Gefäße 

jedoch signifikant schlechter als die entsprechenden Kontrollgefäße. HMR1766 

führte – wie schon bei der Phenylephrin-induzierten Kontraktion – auch hier zu 

einer deutlichen Verbesserung, auch wenn dieser Effekt beim Endothelin-1 

unterhalb des Signifikanzniveaus blieb. 

 

3.4.2 Microarray und Western Blot 

 

Da für die eingeschränkte Kontraktilität zunächst keine offensichtliche 

Erklärungsmöglichkeit bestand, wurde mittels Microarray eine breite Analyse 

der Genexpression auf mRNA-Ebene durchgeführt, um Erklärungshinweise für 

die eingeschränkte Kontraktilität zu erhalten (Abb. 22). 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 22: Microarray-Analyse der Genexpression auf mRNA-Ebene. Analysiert wurde 
Gewebe von jeweils zwei Aorten aus jeder Behandlungsgruppe. In der STZ-Gruppe fällt CYP2E1 
als das im Vergleich zur Kontrollgruppe am stärksten hochregulierte Gen auf (roter Rahmen). 
 

Es fiel auf, dass der Unterschied in der Genexpression zwischen Kontrollgruppe 

und STZ-Gruppe unter allen analysierten Genen bei Cytochrom-P450-2E1 

(CYP2E1) am stärksten ausgeprägt war. Die Expression von CYP2E1 war in 

der STZ-Gruppe 42-fach erhöht im Vergleich zur Kontrollgruppe. Daher wurde 

ein Western Blot durchgeführt, um die Expression auch auf Proteinebene 

nachzuvollziehen. Das Ergebnis ist in Abbildung 23 dargestellt. 
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Abbildung 23: Die CYP2E1-Proteinxpression wurde mittels Western Blot ermittelt. Analysiert 
wurde Aortengewebe gesunder Kontrolltiere im Vergleich zu Placebo- und HMR1766-behandelten 
STZ-diabetischen Ratten. 
** p<0,001 vs. Kontrolle; ## p<0,01 vs. STZ Placebo 
n (Kontrolle): 6; n (STZ Placebo): 6 ; n (STZ HMR1766): 6 
 

In der Tat ergab sich in der STZ-Gruppe eine hochsignifikante Überexpression 

von CYP2E1 auf Proteinebene. Dies bestätigte nicht nur die Ergebnisse aus der 

Microarray-Analyse, sondern ließ auch eine deutliche funktionelle Auswirkung 

erwarten. Überdies fand sich in der HMR1766-behandelten Gruppe diabetischer 

Tiere auf Proteinebene eine deutliche Reduktion von CYP2E1. 

 

3.5 Cytochrom-P450-Isoenzyme im Arachidonsäurestoffwechsel 

 

3.5.1 Einführung 

 

Enzyme der Cytochrom-P450-Enzymfamilie haben eine große Bedeutung bei 

der Metabolisierung unterschiedlichster exogener und endogener Substrate. Sie 

sind am Abbau verschiedenster Medikamente beteiligt und spielen eine 

wichtige Rolle bei Arzneimittelwechselwirkungen. 

Darüber hinaus synthetisieren CYP450-Enzyme wichtige intermediäre bioaktive 

Verbindungen, die in viele verschiedene physiologische Prozesse eingebunden 

sind. CYP450-Enzyme sind unter anderem entscheidend am 
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Arachidonsäurestoffwechsel beteiligt. Sie katalysieren die Monohydroxylierung 

von Arachidonsäure zu Hydroxyeicosatetraensäuren (HETE), wobei durch 

ω-1- und ω-Hydroxylierung von Arachidonsäure vor allem 19- und 20-HETE 

entstehen. Dabei sind gewebeabhängig spezifische CYP450-Isoenzyme für die 

Produktion von verschiedenen HETE-Spezies mit jeweils gewebsspezifischen 

Funktionen verantwortlich.150 

Das in dieser Studie überexprimierte CYP2E1 ist in diesem Zusammenhang vor 

allem für die Produktion von 19-HETE verantwortlich. 19-HETE ist ein 

kompetitiver Antagonist des vasokonstriktorisch wirkenden 20-HETE, dessen 

eigene Produktion darüber hinaus durch Induktion von CYP2E1 signifikant 

abnimmt.150-152 Da der Nachweis von 19-HETE technisch schwierig und sehr 

aufwendig ist und zwischen 19- und 20-HETE der beschriebene direkte 

Zusammenhang besteht, beschränken sich die hier dargestellten Analysen auf 

das einfacher zu messende 20-HETE.  

20-Hydroxyeicosatetraensäure (20-HETE) ist Bestandteil verschiedener 

Signaltransduktionskaskaden und spielt eine wichtige Rolle in der Regulation 

des Gefäßtonus in Gehirn, Niere, Herz und im Splanchnicus-Gebiet. Die 

Substanz ist ein potenter Vasokonstriktor, der in glatten Muskelzellen als 

Reaktion auf verschiedene Stimuli durch CYP4A-Isoenzyme synthetisiert wird. 

Die 20-HETE-Synthese wird unter anderem durch Angiotensin II, Endothelin, 

Phenylephrin und Norepinephrin gesteigert. Durch 20-HETE-Synthese-

Inhibitoren kann die myogene Antwort und Autoregulation von renalen und 

cerebralen Arteriolen vollständig blockiert werden. Bei verschiedenen 

kardiovaskulären Erkrankungen wie cerebrovaskulärer Ischämie oder kardialer 

Reperfusion, bei Nierenerkrankungen, arterieller Hypertonie und bei Diabetes 

mellitus wurden Veränderungen in der 20-HETE-Produktion beobachtet und es 

ist zu vermuten, dass ein Zusammenhang besteht zwischen der veränderten 

20-HETE-Produktion und dem Beginn und Verlauf von kardiovaskulären 

Erkrankungen. 
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3.5.2 Nachweis von 20-HETE (20-Hydroxyeicosatetraensäure) 

 

Zur weiteren Analyse wurden Aorten aller drei Behandlungsgruppen 

homogenisiert und mittels HPLC auf 20-HETE hin untersucht. Hierbei zeigte 

sich ein erniedrigter Spiegel von 20-HETE in Placebo-behandelten diabetischen 

Tieren. Nach Behandlung mit HMR1766 war der 20-HETE-Spiegel signifikant 

erhöht, auch gegenüber dem Kontrollniveau (Abb. 24). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 24: 20-HETE-Level in homogenisierten Aortenlysaten gesunder sowie mit Placebo und 
HMR1766 behandelter STZ-Ratten, analysiert mittels HPLC und Tandemmassenspektroskopie. 
* p<0,05 vs. Kontrolle ; # p<0,05 vs. STZ Placebo 
n (Kontrolle): 9; n (STZ Placebo): 5; n (STZ HMR1766): 3 
 

 

3.5.3 Vasokonstriktion unter Substitution von 20-HETE 

 

Unter der Annahme eines verminderten Ansprechens auf 20-HETE bzw. eines 

relativen 20-HETE-Mangels bei diabetischen Tieren erfolgten im Organbad 

Kontraktionsversuche unter Substitution von 20-HETE. An Aortenringen 

gesunder und diabetischer Tiere wurde zunächst das Standardprotokoll zur 

Ermittlung der Maximalkontraktion auf Kaliumchlorid und Phenylephrin 

durchgeführt. Anschließend – nach gründlichem Auswaschen von Kalium und 

Phenylephrin – wurden die Aortenringe für 30 Minuten mit 20-HETE (1 µM) 
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inkubiert. Danach wurden erneut Kaliumchlorid und Phenylephrin in maximaler 

Konzentration zugegeben, um die Kontraktionsstärke nach der 20-HETE-

Inkubation zu ermitteln.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 25: Kontraktionsantwort isolierter Aortenringe gesunder Kontrolltiere und STZ-
diabetischer Ratten auf Phenylephrin vor und nach 30-minütiger Inkubation mit 20-HETE (1 µM). 
** p<0,01 vs. Kontrolle; # p< 0,05 vs. STZ 
n (Kontrolle): 8; n (STZ): 8; n (Ko + Inkub 20-HETE): 8; n (STZ + Inkub 20-HETE): 8 

 

Die Kontraktion auf Phenylephrin war nach der Inkubation bei den diabetischen 

Tieren signifikant stärker und erreichte fast das Niveau der gesunden 

Kontrolltiere (Abb. 25). 

In Abbildung 26 ist die Kontraktion nach der 20-HETE-Inkubation für die 

diabetischen Tiere nochmals in Prozent der Kontraktionshöhe vor der 

Inkubation im Vergleich zur Kontrollgruppe dargestellt. Bei den Aortenringen der 

Kontrolltiere war kein Unterschied im Kontraktionsverhalten vor und nach der 

Inkubation zu verzeichnen. 
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Abbildung 26: Kontraktionszunahme in Prozent nach 30-minütiger Inkubation mit 20-HETE. 
Dargestellt ist die prozentuale Veränderung der Kontraktion, wobei die Kontraktionshöhe ohne 20-
HETE 100% entspricht. 
** p<0,001 vs. Kontrolle + Inkubation 
n (Ko + Inkub 20-HETE): 12; n (STZ + Inkub 20-HETE): 12 
 

 

3.5.4 Vaskuläre Studien nach Isoniazidbehandlung 

 

Zur Untermauerung der Hypothese, dass beim STZ-Diabetes-Modell durch 

CYP2E1-Aktivierung ein Ungleichgewicht zwischen 19- und 20-HETE zu 

Ungunsten von 20-HETE vorliegt, wurde versucht durch Isoniazidbehandlung 

CYP2E1 zu induzieren und so einen dem STZ-Modell vergleichbaren nicht-

kontraktilen Phänotyp nachzubilden. In Anlehnung an die Versuche von 

Poloyac et al.150 wurden gesunde Ratten über fünf Tage intraperitoneal mit 

Isoniazid (200 mg/kgKG) oder Placebo behandelt. Die Vasokonstriktion wurde 

anschließend an Aortenringen im Organbad untersucht. Abbildung 27 zeigt die 

Konzentrations-Wirkungs-Kurven für Phenylephrin. 
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Abbildung 27: Konzentrations-Wirkungs-Kurven für Phenylephrin. Isolierte Aortenringe gesunder 
Placebo-behandelter Kontrolltiere im Vergleich zu Isoniazid-behandelten Ratten. 
n (Placebo): 16; n (Isoniazid): 16 
 

 

 

 

 

 
 

Tabelle 3: Tabellarische Darstellung der EC50 der Phenylephrin-Konzentrations-Wirkungs-
Kurven. Vergleich gesunder Placebo-behandelter Kontrolltiere mit Isoniazid-behandelten Ratten. 
** p<0,001 vs. Placebo 
n (Placebo): 16; n (Isoniazid): 16 
 

In der Tat fand sich in der Phenylephrin-Konzentrations-Wirkungs-Kurve eine 

signifikant gegenüber den Kontrolltieren abgeschwächte Kontraktionskurve. In 

der tabellarischen Darstellung der EC50 wird nochmals deutlich, dass die 

Vasokonstriktion bei den Kontrollringen bereits bei niedrigeren Konzentrationen 

von Phenylephrin wesentlich stärker ausgeprägt war als bei den Aortenringen 

der mit Isoniazid behandelten Tiere (Tab. 3). 

Für den Nachweis, dass die Isoniazidbehandlung tatsächlich auch CYP2E1 

hochreguliert hat, wurde die CYP2E1-Expression in Aorten der 
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Isoniazidbehandlungsgruppe im Vergleich zur Placebogruppe gemessen. Die 

Western-Blot-Analyse konnte eine verstärkte Expression von CYP2E1 auf 

Proteinebene nachweisen (Abb. 28). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 28: CYP2E1-Proteinxpression nach Isoniazidbehandlung gesunder Ratten. Mittels 
Western Blot wurde Aortengewebe Placebo-behandelter Kontrolltiere im Vergleich zu Isoniazid-
behandelten Ratten auf CYP2E1 analysiert. 
** p<0,05 vs. Placebo 
n (Placebo): 4; n (Isoniazid): 4 

 

Somit spricht vieles dafür, dass die erhöhte CYP2E1-Expression und das 

nachfolgend entstehende Ungleichgewicht zwischen den 

Arachidonsäuremetaboliten für die eingeschränkte Kontraktionskraft im STZ-

Modell verantwortlich sein könnte. 
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4. Diskussion 

 

4.1 NO-Signalverstärkung und Verbesserung der vaskulären Dysfunktion 

 

In der vorliegenden Arbeit wurde an Rattenaorten gezeigt, dass im STZ-

Diabetes-Modell eine deutliche vaskuläre und endotheliale Dysfunktion vorliegt. 

Mit verschiedenen Methoden konnte eine signifikant erhöhte 

Superoxidproduktion und damit ein erheblich gesteigerter oxidativer Stress in 

diabetischen Aorten nachgewiesen werden. Infolgedessen zeigte sich die NO-

Bioverfügbarkeit stark eingeschränkt, was sich insbesondere in den 

Relaxationsstudien im Organbad auch funktionell widerspiegelte: sowohl das 

Endothel-abhängige als auch das Endothel-unabhängige Relaxationsverhalten 

war bei diabetischen Aorten signifikant beeinträchtigt. 

Bereits früher durchgeführte Studien an diabetischen Gefäßen hatten gezeigt, 

dass der NO/cGMP-Signalweg einen vielversprechenden pharmakologischen 

Zielort zur Verbesserung der diabetischen vaskulären Dysfunktion darstellt. So 

konnte unsere Arbeitsgruppe durch chronische Behandlung mit dem 

Phosphodiesterase-5-Hemmer Sildenafil bei diabetischen Ratten ebenfalls eine 

bedeutsame Verminderung der Superoxidproduktion und der endothelialen 

Dysfunktion erzielen.149 Diese Ergebnisse, die letztlich auf einen verringerten 

Abbau des cGMP zurückzuführen sind, legten nahe, dass durch eine 

Aktivierung der Guanylatzyklase ebenfalls ein positiver Effekt auf das 

Gefäßsystem zu erwarten ist. Überdies ergibt sich auch aus der bereits anfangs 

beschriebenen Problematik der Nitrattoleranz die pharmakologische 

Notwendigkeit, den NO-Signalweg auf der Ebene der Signalweiterleitung zu 

verstärken, und nicht die zur Verfügung stehende NO-Menge direkt zu 

beeinflussen. Dies erscheint vor dem Hintergrund der massiv gesteigerten 

Superoxidproduktion beim Diabetes mellitus umso mehr geboten, da durch eine 

reine NO-Substitution auch die Gefahr der verstärkten Superoxid- und 

Peroxinitritbildung besteht.153  

In Anlehnung an die Sildenafil-Studie wurden diabetische Ratten chronisch mit 

HMR1766 behandelt, einem neuen Aktivator der Guanylatzyklase. Es konnte 
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gezeigt werden, dass diese Behandlung zu einer signifikanten Verbesserung 

sowohl der endothelialen Dysfunktion als auch der eingeschränkten vaskulären 

Reaktivität bei diabetischen Ratten führt. Diese Ergebnisse sprechen für eine 

verbesserte Aktivierung des NO/cGMP-Signalweges durch HMR1766: Von der 

löslichen Guanylatzyklase wird nach ihrer Aktivierung cGMP produziert, das 

spannungsabhängige Calciumkanäle hemmt und die Proteinkinase G aktiviert. 

Dies führt letztlich zu einem intrazellulären Calciumabfall mit verminderter 

Myosinleichtkettenphosphorylierung und nachfolgender Vasorelaxation.37;43;51-57 

Tatsächlich führte die HMR1766-Behandlung zu einer deutlich verbesserten 

Vasorelaxation bei den diabetischen Tieren. Erstmals konnte also gezeigt 

werden, dass eine chronische Behandlung mit HMR1766 in isolierten 

Aortenringen gesunder und diabetischer Ratten eine vergleichbare 

Vasorelaxation bewirkt. Dieser Effekt konnte sowohl bei der Agonisten-

vermittelten, Endothel-abhängigen als auch bei der Endothel-unabhängigen 

Relaxation beobachtet werden.  

Ein entscheidender Punkt für die deutliche Verbesserung der Gefäßfunktion 

unter dieser Therapie ist sicherlich die Fähigkeit von HMR1766, auch die 

oxidierte Form der sGC aktivieren zu können.141 In den ersten Untersuchungen 

mit der neuen Substanz HMR1766 wurde gezeigt, dass der Wirkstoff in der 

Lage ist, in glatten Gefäßmuskelzellen die mit Hilfe der Inhibitoren ODQ154 und 

NS2028155 gehemmte, oxidierte sGC sogar noch spezifischer zu aktivieren als 

die nicht oxidierte, noch NO-sensitive Form des Enzyms.141 Dies ist 

insbesondere in einem Milieu mit erhöhtem oxidativen Stress von großer 

Bedeutung, da die eisenhaltige Häm-Gruppe des Enzyms für 

Oxidationsprozesse besonders anfällig ist, aber eine intakte Funktion des 

Enzyms nur in reduziertem Zustand der Häm-Gruppe gegeben ist: wird das 

Eisen oxidiert, ist eine Aktivierung der sGC durch NO nicht mehr möglich.154 

Dieser Zusammenhang konnte zunächst in vitro nachvollzogen werden, wobei 

die sGC bei Oxidation mit Peroxynitrit direkt gehemmt wurde.156 Später gelang 

der Nachweis, dass durch erhöhten oxidativen Stress in vivo die sGC ebenfalls 

oxidiert wird und dabei ein sGC-Molekül entsteht, das sich von der in vitro mit 

ONOO- künstlich erzeugten Form der sGC nicht unterscheidet.139 Erkrankungen 
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wie Diabetes mellitus, die mit erhöhtem oxidativen Stress einhergehen, führen 

zu einer deutlichen Zunahme der oxidierten, NO-insensitiven Form der sGC und 

beeinträchtigen somit die Signaltransduktion auf dem NO/cGMP-Weg 

deutlich.139 Dass gerade unter diesem Aspekt die Behandlung mit HMR1766 in 

solchen pathophysiologischen Zuständen besonders sinnvoll sein kann, konnte 

hier eindrucksvoll durch die wesentliche Verbesserung der vaskulären Funktion 

im STZ-Diabetes-Modell demonstriert werden.  

 

4.2 Beeinflussung oxidativer Prozesse  

 

Der Einsatz von HMR1766 führte zu einer signifikanten Abnahme von 

oxidativem Stress und erhöhte die vaskuläre NO-Bioverfügbarkeit. 

Diabetes mellitus ist verbunden mit einer verstärkten Aktivierung der NADPH-

Oxidase, die als eine der Hauptquellen für reaktive Sauerstoffverbindungen 

angesehen wird.14;59;103;157;158 Daher kommt es beim Diabetes mellitus zu einer 

starken Überproduktion freier Sauerstoffradikale.14;103  

Die NADPH-Oxidase besteht aus einem in der Zellmembran gebundenen 

Cytochrom-b558, das wiederum aus den beiden Untereinheiten gp91phox und 

p22phox sowie den zytosolischen Komponenten p47phox und p67phox aufgebaut 

ist.158 In dieser Arbeit wurde zunächst bestätigt, dass es – wie aus 

verschiedenen Studien bereits bekannt14;149 – im STZ-Diabetes-Modell zu einer 

deutlichen Zunahme der NADPH-Oxidase-Untereinheit gp91phox kommt. 

Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass durch Behandlung mit HMR1766 

die Überexpression dieser NADPH-Oxidase-Untereinheit deutlich verringert 

wird. 

In einer Studie von Muzaffar et al. wurde erstmals berichtet, dass durch NO-

Donoren die Expression der Untereinheit gp91phox in glatten Gefäßmuskelzellen 

und Endothelzellen aus Schweine-Pulmonalarterien gehemmt werden kann.159 

Dieser Effekt konnte durch den sGC-Inhibitor ODQ aufgehoben werden.159 Dies 

spricht für einen über die lösliche Guanylatzyklase vermittelten und damit 

cGMP-abhängigen Mechanismus.159 In Untersuchungen mit dem GC-Aktivator 

BAY41-2272 konnte diese Hypothese weiter untermauert werden: im corpus 
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cavernosum von Mäusen führte BAY41-2272 zu einer Hemmung der Aktivität 

und Expression der NADPH-Oxidase.160 Nach Inaktivierung der 

Guanylatzyklase blieb die Expression der NADPH-Oxidase unbeeinflusst.160 

Diese Daten legen nahe, dass die Funktionsfähigkeit der Guanylatzyklase – 

und damit also das Vorhandensein von cGMP – offenbar für die Hemmung der 

NADPH-Oxidase verantwortlich ist. 

Ein ähnlicher Zusammenhang kann für die hier beschriebenen Effekte des 

HMR1766 angenommen werden: Unter physiologischen Verhältnissen ist die 

Produktion reaktiver Sauerstoffspezies durch die NADPH-Oxidase einerseits 

nicht übermäßig gesteigert und andererseits durch einen funktionierenden 

NO/sGC/cGMP-Signalweg gut unter Kontrolle. Kommt es jedoch durch 

pathologische Veränderungen – wie beim Diabetes mellitus – zu einer 

gesteigerten Expression der NADPH-Oxidase, wird das Gleichgewicht gestört. 

Die Guanylatzyklase wird zum einen durch die verminderte NO-Bioverfügbarkeit 

weniger stark aktiviert, zum anderen durch die exzessive Superoxidproduktion 

auch selbst deaktiviert. Somit steht weniger cGMP zur Verfügung und 

infolgedessen findet eine ungehemmte Produktion von Sauerstoffradikalen 

durch die NADPH-Oxidase statt. Es konnte gezeigt werden, dass dieser 

circulus vitiosus durch die Therapie mit HMR1766 durchbrochen werden kann: 

die Aktivierung der löslichen Guanylatzyklase reduziert die Produktion reaktiver 

Sauerstoffspezies durch Hemmung der NADPH-Oxidase. Dadurch wird 

gleichzeitig das noch vorhandene NO-Restsignal verstärkt, da es zu einer 

verminderten NO-Inaktivierung durch reaktive Sauerstoffverbindungen kommt. 

Zusammengefasst führte HMR1766 bei STZ-induziertem Diabetes mellitus zu 

einer verbesserten NO-Bioverfügbarkeit, einer Verminderung der oxidativen 

Belastung der Zellen und in der Konsequenz zu einer Verbesserung der 

vaskulären Dysfunktion.  

 

4.3 Einfluss von HMR1766 auf die Vasokonstriktion 

 

Bei den Organbadstudien fiel an den Aortenringen der diabetischen Tiere eine 

im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant abgeschwächte Antwort auf 
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verschiedene Kontraktion-auslösende Agonisten wie Phenylephrin und Kalium 

auf. Besonders interessant war dabei die Tatsache, dass diese eingeschränkte 

Vasomotorik durch die HMR1766-Behandlung fast vollständig normalisiert 

werden konnte. 

 

4.3.1 Phänotypmodulation und Proliferation glatter Gefäßmuskelzellen 

 

Eine wichtige Rolle für die Vasokonstriktion spielen naturgemäß die glatten 

Gefäßmuskelzellen. Sie sind wie bereits oben beschrieben auch an der 

Entstehung arteriosklerotischer Plaques beteiligt: Diabetes mellitus begünstigt 

unter anderem durch entzündliche Prozesse, vermehrte 

Sauerstoffradikalbildung und verminderte NO-Bioverfügbarkeit die Entstehung 

und Progression der Arteriosklerose. In der entzündlich veränderten 

Gefäßwand werden im Rahmen der weiteren Arterioskleroseentstehung 

verschiedene Botenstoffe freigesetzt, die unter anderem glatte 

Gefäßmuskelzellen zur verstärkten Proliferation und Produktion extrazellulärer 

Matrix anregen und damit die Plaqueentstehung fördern.122 

Wie verschiedene Studien zeigen, scheint der Diabetes mellitus schon per se 

das Proliferationsverhalten glatter Gefäßmuskelzellen zu beeinflussen. Etienne 

et al. untersuchten die Morphologie und Proteinstruktur glatter 

Gefäßmuskelzellen (SMC) aus Aorten von STZ-behandelten Wistar-Ratten im 

Vergleich zu gesunden Kontrolltieren:161 In der Zellkultur stellten sich dabei die 

diabetischen SMC mit großem zytoplasmatischem Volumen und reich an 

rauhem endoplasmatischem Retikulum dar. Vor allem aber waren die 

Aktinfilamente weniger homogen verteilt und das Gleichgewicht zwischen den 

Aktin-Isoformen war deutlich verschoben: in den frisch isolierten SMC 

diabetischer Ratten war das auf Proliferation hinweisende sogenannte 

nichtmuskuläre-(nonmuscle-)β-Aktin (β-NM) stärker vorhanden und die 

normalerweise dominierende α-Gefäßmuskel(-smooth muscle) Aktin-Isoform im 

Vergleich zu den Kontrollzellen deutlich reduziert. Die SMC diabetischer Tiere 

zeigten also insgesamt einen weniger differenzierten und eher proliferativen 

Zustand im Vergleich zu den Zellen nicht-diabetischer Tiere. 
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In einer ähnlichen Studie konnten Pandolfi et al. zeigen,162 dass in aortalen 

SMC pankreatektomierter Ratten der entstandene Diabetes mellitus zu einer 

Abnahme der α-Gefäßmuskel Aktin-Isoform und somit zu einer zellulären 

Dedifferenzierung der Gefäßmuskulatur führt.  

Tatsächlich sind verschiedene Phänotypen vaskulärer SMC bekannt:163 zum 

einen der sogenannte kontraktile oder differenzierte Phänotyp und zum anderen 

der nicht-kontraktile oder dedifferenzierte Phänotyp, der insbesondere in 

pathologisch veränderten Gefäßabschnitten zu finden ist, zum Beispiel an Orten 

beginnender arteriosklerotischer Veränderungen.162;164 Beim nicht-kontraktilen 

Phänotyp ist die Expression von Proteinen, die am Kontraktionsprozess beteiligt 

sind, wie zum Beispiel Aktin, vermindert, während gleichzeitig die Fähigkeit der 

Zellen, extrazelluläre Matrix zu produzieren, erhöht ist.165 Die 

Phänotypänderung vom differenzierten zum dedifferenzierten Typ wird als 

Phänotyp-Modulation165 bezeichnet und konnte sowohl in diabetischen 

Tiermodellen als auch in SMC diabetischer Patienten gezeigt werden.166 Die 

Gefäßmuskulatur der diabetischen Patienten war dabei in der Zellkultur durch 

signifikant erhöhte Raten von Proliferation, Adhäsion und Migration 

gekennzeichnet.166 

Zusammenfassend scheint der Diabetes mellitus die Modulation glatter 

Gefäßmuskelzellen zu einem nicht-kontraktilen Phänotyp zu begünstigen und 

damit durch die eingeschränkte Vasomotorik einerseits, und durch die 

verstärkte Proliferation andererseits die vaskuläre Dysfunktion und 

Arterioskleroseentstehung weiter zu fördern. Da dieser Zusammenhang 

insbesondere auch am STZ-Diabetes-Modell gezeigt werden konnte, liegt der 

Schluss nahe, dass die funktionellen Ergebnisse der Kontraktionsstudien in der 

vorliegenden Arbeit zumindest teilweise ebenfalls auf der Phänotypmodulation 

der glatten Gefäßmuskelzellen beruhen. 

Durch HMR1766 konnte die eingeschränkte Vasokonstriktion diabetischer 

Gefäße deutlich verbessert werden. Dies spricht für einen NO/cGMP-

abhängigen Mechanismus. Durch Ergebnisse von Tulis et al. wird diese 

Vermutung gestützt:167 durch YC-1, wie HMR1766 ein Aktivator der 

Guanylatzyklase, konnte die Proliferation kultivierter SMC von Ratten deutlich 
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gehemmt werden. Dabei korrelierte die Stärke der Proliferationshemmung mit 

dem gemessenen cGMP-Spiegel. Darüber hinaus konnte in einem 

Rattenmodell zur Untersuchung von Gefäßwandverletzungen die topische 

Anwendung von YC-1 auf einem experimentell gesetzten Intimaschaden der 

Arteria carotis die Entstehung einer Neo-Intima durch Hemmung der 

glattmuskulären Proliferation und Thrombozytenaggregation wirksam 

unterdrücken. 

In weiteren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass NO antiproliferative und 

antimigrative Eigenschaften besitzt und dass diese Effekte in glatten vaskulären 

Muskelzellen über einen cGMP-abhängigen Mechanismus gesteuert 

werden.91;168;169 HMR1766 verstärkt durch Aktivierung der Guanylatzyklase das 

NO/cGMP-Signal und greift somit wohl auch in die Regulation der Proliferation 

und Migration glatter Muskelzellen der Gefäßwand ein. Dieser Zusammenhang 

ist eine mögliche Erklärung für die demonstrierte Verbesserung der 

Vasokonstriktion und Gefäßregulation STZ-diabetischer Aortenringe.  

 

4.3.2 Regulation des Arachidonsäuremetabolismus  

 

Ein weiterer Erklärungsansatz für die signifikant eingeschränkte 

Kontraktionskraft der diabetischen Aortenringe ergibt sich aus der Microarray-

gestützten Genanalyse von Aortengewebe, die eine deutliche Überexpression 

von CYP2E1 ergab. 

Bei Patienten mit Diabetes mellitus ist eine erhöhte in vivo Bioaktivität von 

CYP2E1 bekannt.170 Im experimentellen STZ-Diabetes-Modell findet sich 

ebenfalls eine gesteigerte CYP2E1-Enzymaktivität, die vor allem auf das 

absolute Insulindefizit im STZ-Modell zurückzuführen ist,171 und die in den 

Mitochondrien bei STZ-Ratten zu vermehrter Superoxidproduktion führt.172 Die 

Vermutung liegt nahe, dass durch erhöhte CYP2E1-Expression nicht nur 

vermehrt reaktive Sauerstoffradikale produziert werden, sondern auch der 

Arachidonsäureabbau zu Hydroxyeicosatetraensäuren vermehrt stattfindet und 

dadurch verschiedene HETE-Spezies verstärkt synthetisiert werden. 

Tatsächlich konnte gezeigt werden, dass bei Ratten die Induktion von CYP2E1 
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mit Isoniazid eine erhöhte Produktion von 19-HETE in der Leber zur Folge 

hatte.150 Gleichzeitig kam es dabei zu einer signifikanten Abnahme von 

20-HETE.150 19-HETE ist darüber hinaus ein kompetitiver Antagonist der 

vasokonstriktorischen Eigenschaften von 20-HETE.151;152 In diesem 

Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass ein 18-19-HETE-Defizit zu einer 

vasoregulatorischen Imbalanz und zu einer gesteigerten Sensitivität gegenüber 

20-HETE führt beziehungsweise, dass es durch eine vermehrte Produktion von 

18- und 19-HETE zu einer geringeren 20-HETE-abhängigen Sensitivität glatter 

Gefäßmuskelzellen gegenüber Vasokonstriktoren kommt.173 

Tatsächlich fand sich im Aortengewebe der STZ-diabetischen Tiere ein 

signifikant erniedrigter Spiegel von 20-HETE. Dadurch kann ein geringeres 

Ansprechen der Gefäßmuskulatur auf vasokonstriktorische Substanzen 

entstehen. Die gezeigte signifikante Verbesserung der Kontraktionshöhe 

diabetischer Aorten unter Substitution von 20-HETE im Organbad spricht sehr 

für diesen Zusammenhang. Die Ergebnisse von Poloyac et al.150 konnten in der 

vorliegenden Arbeit ebenfalls bestätigt werden: Isoniazid-Behandlung führte bei 

gesunden Ratten zu einer CYP2E1-Überexpression und zu einer signifikant 

schwächeren Vasokonstriktion. Da sowohl durch Isoniazid als auch durch STZ 

eine auffallende CYP2E1-Induktion stattfindet, ist zu vermuten, dass in beiden 

Modellen die oben beschriebene empfindliche Störung des Gleichgewichts 

zwischen den HETE-Spezies der eingeschränkten Vasokonstriktionsfähigkeit 

zugrunde liegt.  

Betrachtet man dieses gestörte Gleichgewicht neben der oben diskutierten 

glattmuskulären Dedifferenzierung und Proliferation als weitere Ursache für die 

eingeschränkte Kontraktionsfähigkeit im STZ-Modell, kann man mutmaßen, 

dass die deutliche Verbesserung der Vasokonstriktion durch HMR1766 auch 

auf eine Beeinflussung des Arachidonsäurestoffwechsels zurückgeht. Der 

Ausgangspunkt für die Veränderungen im beschriebenen Diabetes-Modell war 

die Überexpression von CYP2E1. Gregel et al. untersuchten bereits vor 

längerer Zeit den Effekt von NO auf die Enzymaktivität von CYP2E1:174 Sowohl 

die Aktivität von induziertem CYP2E1 in Lebermikrosomen von Ratten als auch 

die Aktivität von stabil exprimiertem CYP2E1 in einer humanen Leberzelllinie 



 55 

konnte durch Zugabe verschiedener NO-Donoren deutlich reduziert werden. 

Wie bei der Aktivierung der Guanylatzyklase bindet NO an die Häm-Gruppe von 

CYP2E1 und führt so zur Inaktivierung des Enzyms. Diese Enzyminhibition 

konnte in jüngerer Zeit von Gong et al. nochmals bestätigt werden:175 Bei der 

Evaluierung eines neuen hepatischen NO-Donors erfolgte in einer humanen 

Leberzelllinie durch NO eine ausgeprägte cGMP-unabhängige Hemmung der 

katalytischen Aktivität von CYP2E1. 

Insgesamt betrachtet ist für die Verbesserung der vaskulären Kontraktion durch 

HMR17666 unter Berücksichtigung dieser Daten also folgender Mechanismus 

denkbar und möglich: Durch die Signalverstärkung des NO/sGC/cGMP-Weges 

werden einerseits die cGMP-abhängigen NO-Effekte verbessert, beispielsweise 

die antiproliferativen Wirkungen. Andererseits kann aber durch die Verstärkung 

des NO-Restsignals durch HMR1766 insgesamt von einer verbesserten NO-

Bioverfügbarkeit ausgegangen werden, die für die direkten NO-Effekte 

verantwortlich ist. Dies konnte in der vorliegenden Arbeit durch den Nachweis 

einer vermehrten NO-Bioverfügbarkeit auch bestätigt werden. Daher kann man 

folgern, dass durch die Therapie mit HMR1766 und die nachfolgende 

Verbesserung des NO-Signals ausreichend NO vorhanden ist, um im 

unbehandelten STZ-Diabetes die erhöhte katalytische Aktivität von CYP2E1 

trotz des weiterhin bestehenden absoluten Insulinmangels zu normalisieren. 

Dadurch kommt der Arachidonsäurestoffwechsel wieder ins Gleichgewicht, es 

steht ausreichend vasokonstriktorisches 20-HETE zur Verfügung und die 

Kontraktionsfähigkeit der Gefäße steigt.  
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5. Zusammenfassung 

 

Die vorliegende Arbeit untersucht den Effekt des Guanylatzyklase-Aktivators 

HMR1766 auf die vaskuläre Dysfunktion bei Streptozotozin-(STZ-)induziertem 

Diabetes mellitus im experimentellen Rattenmodell. Zunächst wird anhand 

funktioneller Studien die vaskuläre Reaktivität aortaler Gefäßringe gesunder, 

Placebo- und HMR1766-behandelter Tiere verglichen. Davon ausgehend 

werden weiterführende experimentelle Daten dargestellt, die mögliche 

Wirkungsmechanismen von HMR1766 im STZ-Diabetes-Modell beschreiben 

und einen Erklärungsansatz für die funktionell gewonnenen Daten liefern. 

Es wird gezeigt, dass eine chronische Behandlung mit HMR1766 die 

endotheliale Dysfunktion im STZ-Diabetes signifikant verbessern kann. 

HMR1766 verstärkt den Stickstoffmonoxid-(NO-)Signalweg über die lösliche 

Guanylatzyklase zum zyklischen Guanosinmonophosphat (cGMP), normalisiert 

die eingeschränkte Vasorelaxation, führt zu einer gesteigerten NO-

Bioverfügbarkeit und erhöht so die inhibitorische Wirkung von NO auf die 

Superoxid-produzierende NADPH-Oxidase. Dadurch wird der oxidative Stress 

signifikant reduziert und die NO-Inaktivierung durch Superoxid verringert. 

Die vorgelegten Daten stellen ferner einen Zusammenhang her zwischen dem 

vaskulären Kontraktionsdefizit bei Diabetes und einem Ungleichgewicht im 

Arachidonsäuremetabolismus. Durch eine Überexpression von Cytochrom-

P450-2E1 (CYP2E1) im STZ-Modell kommt es zu einem Defizit der 

vasokonstriktorisch wirkenden 20-Hydroxyeicosatetraensäure (20-HETE). Dies 

führt zu einem verminderten Ansprechen der Gefäße auf Vasokonstriktoren wie 

Phenylephrin. HMR1766 kann durch die Verbesserung des NO/cGMP-Signals 

die katalytische Aktivität von CYP2E1 hemmen, dadurch das 20-HETE-Defizit 

ausgleichen und die vaskuläre Reaktivität wieder normalisieren.  

Zusammenfassend zeigen die dargestellten Ergebnisse, dass eine Behandlung 

mit HMR1766 bei STZ-induziertem Diabetes mellitus zu einer signifikanten 

Verbesserung der vaskulären Dysfunktion führt. Eine Behandlung mit HMR1766 

könnte daher ein sinnvoller Ansatz sein zur Vermeidung vaskulärer 

Komplikationen bei Diabetes mellitus. 
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