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Einleitung

1.0 Einleitung
1.1 Arteriosklerose: Bedeutung, Risikofaktoren, Pdnogenese

Arteriosklerose als eine entzuindliche Erkrankunggié3eren und mittleren Arterien
stellt die Hauptursache von Herz-Kreislauf-Erkramyen dar und liegt in westlichen
Landern als Ursache der Halfte aller Todesfallermge!” 2 Wahrend laut Angaben
der WHO im Jahr 2004 weltweit rund 27 Millionen Mehen an kardiovaskularen
Erkrankungen starben, wurden in Deutschland laugahen des Statistischen
Bundesamtes, die sich jedoch ausschlie3lich aufridisedaten der Krankenhauser
beziehen, im Jahr 2007 rund 159.000 Menschen mieridsklerose stationér
behandelt. Trotz der Tatsache, dass es sich hiembetine Erkrankung des héheren
Lebensalters handelt, treten frihe arteriosklezbéis Veranderungen, die Lipid-
flecken, regelmaRig bereits bei Kindern und Jugeheh auf

In ihrer komplexen Atiologie wird die Arteriosklese von einer Vielzahl von
Faktoren beeinflusst, wobei das kardiovaskularékBisines Patienten mit der Zahl
seiner Risikofaktoren zunimmt. Man unterscheidebeilaFaktoren mit einer
genetischen Komponente, wie erhohte LDL (Low-Degrisipoprotein-Cholesterin)-
und erniedrigte HDL (High-Density-Lipoprotein-Cheterin)-Spiegel, Hypertonie,
Hyperhomocysteindmie, Diabetes, Adipositas und inémes Geschlecht und solche,
die die Umwelt betreffen. Dazu zahlen fettreich@drung, Nikotinabusus (circa
30% aller Todesfalle im mittleren Lebensalter intwéokelten Landerny,
Bewegungsmangel, oxidativer Stress sowie Infektidnzsv. chronisch entzundliche
Krankheiten. Neuere Studien haben gezeigt, dasszUBw®tingsprozesse eine
fundamentale Rolle in der Entwicklung von Arterisskse spieleh ’ und dass
Erreger wie Chlamydia pneumonfaend Porphyromonas gingivalismit deren
Entwicklung assoziiert sind.

Arteriosklerose prasentiert sich dabei als eingmassive Erkrankung charakterisiert
durch die Akkumulation von Lipiden und fibrésen ilenten in den grof3en Arterien.
Der Aufbau einer normalen Arterie besteht aus gegschiedenen Schichten. Die
innerste Schicht wird Intima genannt. Diese normrgdése sehr dinne Schicht setzt
sich groRtenteils aus Kollagen und Proteoglykangsammen und wird von einer
einzelnen Endothelzellschicht bedeckt, die das lLurder Arterie begrenzt. Die

Media als mittlere Schicht, bestehend aus glatteiskdlzellen, wird gefolgt von der
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Adventitia aus Bindegewebe, Fibroblasten und gialtieiskelzellen. Der Ablauf der
Arteriosklerosestadien, an deren Beginn ein Endsthaden steht, wird durch den
Begriff ,response to injury* beschriebémvahrend der friihen Arteriosklerosestadien
akkumulieren LDL und andere Apolipoprotein B-enteatle Lipoproteine in der
Intima der GefalBwand, wo sie als Ergebnis eineeréktion mit reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) einer oxidativen Veradndgrumterliegen. Minimal-
oxidiertes LDL wiederum stimuliert die Endothelsgll zur Produktion von
Adhasionsmolekilen, chemotaktischen Proteinen widPM. (monocyte chemotactic
protein-1) und Wachstumsfaktoren, z.B. M-CSF (mpbege colony-stimulating
factor) und fihrt damit zur Rekrutierung von Montey und Lymphozyten in die
GefaBwand. Als endotheliale Adhasionsmolekile fi@uKkozyten wirken dabei
ICAM-1 (inter-cellular adhesion molecule-1), P-S¢ile, E-Selectin, PECAM-1
(platelet endothelial cell adhesion molecule-1) M@AM-1 (vascular cell adhesion
molecule-1), wobei der erste Schritt in der Adhésidas Rollen von Leukozyten
entlang der endothelialen Oberflache, vor allemr ithe Selectine vermittelt wird
und das anschlieBende feste Anheften von MonoaytenT-Zellen an das Endothel
Uber die Interaktion des Makrophagen-Integrins VA Avery late antigen-4) mit
endothelialem VCAM-1. Nach Bildung von hochoxidert LDL (Ox-LDL) durch
die in Endothelzellen und Makrophagen produzierlf®S (Myeloperoxidase,
Sphingomyelinase, sekretorische Phospholipase & @x-LDL Uber Scavenger-
Rezeptoren von Makrophagen aufgenommen, was iBitlhing sogenannter ,foam
cells*/Schaumzellen resultiert. Die Expression 8eavenger-Rezeptoren wird tber
Zytokine (TNFe/tumor necrosis factor-alpha und IRNnterferon-gamma) ge-
steuert. Obwonhl diese friihen Plaques oder Schalenzeluch ,fatty streaks" oder
frhe Lipidflecken genannt, keinerlei klinische Betung besitzen, stellen sie die
Vorlaufer fortgeschrittener Lasionen dar. Als Plédionsstellen erweisen sich dabei
Regionen mit veranderten Blutflusseigenschafter, @abelstellen von Arterien und
groRere GefaRkrimmung&him Menschen werden derartige Lipidflecken gewshn-
licherweise in der Aorta in der ersten Lebensdekaut in den Koronararterien in
der zweiten Lebensdekade gefunden. Mit Fortschreiter Krankheit sterben die
lipidgeflllten Schaumzellen ab und bilden den ngB&chen Kern der La&sion.
Gleichzeitig wandern glatte Gefal3muskelzellen, slient durch von Makrophagen
und T-Zellen sezernierte Zytokine und Wachstumsiahkt, von der Media in die

Intima ein, wo sie proliferieren und die sogenannfertgeschrittenen L&asionen
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bilden. Mit der Sekretion fibroser Elemente durcé dlatten Muskelzellen entsteht
eine fibrése Kappe, die den lipidreichen Kern urfis@h. Initial wachsen die
Lasionen in Richtung Adventitia, bis ein kritiscHeunkt erreicht wird, an dem sie
beginnen nach innen zu expandieren und das Gefaflluginzuengen. Die
Degradation der Matrix durch verschiedene Proteimasund die weitere
Ansammlung von extrazellularer Matrix, Lipiden undkrotischem Material fihren
schlie3lich zur Bildung komplizierter Lasionen. Afgig von der Zusammensetzung
unterscheidet man bei arteriosklerotischen Lasiatahile und vulnerable Plaques.
Vulnerable Plaques bestehen aus einer dinnen dibré&&ppe und einer hohen
Anzahl an Entzindungszellen und Lipiden, wohingegebile Plaques eine dicke
fiborése Kappe, wenige Entziindungszellen und eirahtei extrazellulare Matrix
aufweisen. Die Ruptur der instabilen, vulnerabléag®es fuhrt zur Aktivierung der
Blutplattchen mit Thrombusformation, welche durchend resultierenden
GefaRverschluss einen Herzinfarkt oder ischamistimarit auslésen karf.

1.2 Endotheliale Aktivierung, endotheliale Dysfunkion, oxidativer Stress

Das Endothel mit seinen interzellularen Tight Jioms fungiert normalerweise als
selektiv permeable Membran zwischen Blut und GeweHireichend belegt ist
seine auRerordentliche Relevanz fiir die vaskulammabstasé und damit fir die
Regulierung von Gefal3tonus, Nahrstoffzufuhr, Entiziings-, Thrombosierungs- und
Gerinnungsvorganger.Neben vasoaktiven Substanzen (Prostaglandine, tBelig
Angiotensin IlI, Stickstoffmonoxid) sezernieren Etitgzellen auf3erdem verschie-
dene Zytokine und Wachstumsfaktoren.

Unter ,endothelialer Aktivierung“ versteht man dferdnderung der Genexpression
auf inflammatorische oder biomechanische Reize.siBlogische Stimuli wie die
Scherkréfte des vorbeiflieRenden Blutes, Katechwlarader Thrombozytenprodukte
stimulieren das Endothel zur Produktion vasoaktsebstanzen, von denen NO mit
seiner vasodilatierenden, den Scherkraften entgegelierenden Wirkung zu den
wichtigsten zahlt. Kardiovaskulare Risikofaktoreneemtrachtigen durch die
Reduktion der NO-Synthese auf der einen Seite undhddie NO-Inaktivierung
durch Sauerstoffradikale auf der anderen SeitéN@eBioverfugbarkeit. Im Rahmen

der endothelialen Aktivierung kommt es zur Bildumgn Botenstoffen und
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Adhasionsmolekilen im Endothel und somit zur Eineanong von Monozyten in
die GefalRwand, was den Ausgangspunkt der Artegosgéentstehung darstéfit.

Als Folge der endothelialen Aktivierung kann diengdetheliale Dysfunktion®
entstehen, was Ku 1982 erstmalig als verminderteromhin-vermittelte
Vasodilatation in ischamischen und reperfundiertdfundekoronararterien
beschreibt® Diese paradoxe Antwort auf eine Acetylcholin-Gafend man
anschlieRend auch in menschlichen, arteriosklefoti®randerten Koronararteri&h,
die man mit einer verminderten NO-Bioverfiigbarleitlarte'® Daneben beschreibt
der Begriff ,endotheliale Dysfunktion® aber auch tiR@mechanismen in der
Arterioskleroseentwicklung, wie verstarkte Leuk@nAEndothelzell-Interaktionen,
die Thrombozytenaggregation und die erhdohte Entjmthmeabilitat fur
Plasmabestandteifé.Somit erweist sich die endotheliale Dysfunktioi® bereits bei
Patienten mit kardiovaskularen Risikofaktoren obtrekturelle Veranderungen der
GefalRwand gefunden wird, als frither Marker der Aosklerose'®

Einen Beitrag zur endothelialen Dysfunktion leigt@tunter ein erhdhter oxidativer
Stress. So fanden sich bei Patienten mit chroniskleezinsuffizienz eine erhéhte
Aktivitat von Xanthin-Oxidase, einem potenten radidiidenden Enzym, und eine
erniedrigte Aktivitdt der extrazellularen SupercKidmutase, einem wichtigen
antioxidativen Enzym?® Reaktive Sauerstoffspezies werden generell afsvBofisel-
Nebenprodukt® angesehen und oxidativer Stress als Ungleichgéwistschen der
Produktion von Oxidantien und der antioxidativen pKaitat der Zellé' Im
Zusammenhang mit der Arterioskleroseentwicklungdwaine durch Superoxid-
produktion verursachte verstarkte Plattchenadhasiosh —aggregatidh und eine
erhohte Leukozyten-Endothelzell-Adhésion in hypelesterolamischen Mausen
beobachtet® Des Weiteren wird die Expression von VCAM-1 undAM-1 in
Endothelzellen durch die Superoxid-Dismutase immitf was auf die Bedeutung
von Superoxid in der Regulierung der Expression Adhasionsmolekilen schlie3en
lasst. Zusatzlich fordert Superoxid die MigrationduProliferation von glatten
Muskelzellen in der GefaRwaftdund die LDL-Oxidation, was als chemotaktischer
Faktor fur Monozyten und T-Zellen wirkt und durcle dnduktion der Cholesterol-
Akkumulation in Makrophagen zur Schaumzellbildutigrt2®
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1.3 Stickstoffmonoxid (NO): Synthese und Funktion

1980 von Furchgott und Zawadzki als ein Molekil dmeben, das von
Endothelzellen freigesetzt wird und die glatte Gefiéiskulatur relaxiert: wurde der
.endothelium-derived relaxing factor* (EDRF) 198nhalbhangig voneinander von
Louis J. Ignarro und Robert F. Furchgott mit NOigjigesetzt’ NO als ein freies
Radikal ist in vielfaltiger Weise in komplexe Vorgge der Zellen wie Proliferation,
Protektion und Toxizitat involviert. In Bezug aufedvaskulare Homdoostase sind
seine wichtigsten Funktionen die Regulation desaG@hus® die Inhibition der
Proliferation glatter GefaRmuskelzell€hdie Hemmung der Leukozyten-Adhasion
an das mikrovaskulare Endotffelund die Reduktion der Thrombozyten-
Aggregatior™’ Damit (ibereinstimmend fiihrt die pharmakologischkibition der
NO-Produktion der Stickstoffmonoxid-Synthasen (NQisych L-Arginin-Analoga
wie L-NAME (NG-Nitro-L-Arginin-Methylester) oder INMMA (NG-Monomethyl-
L-Arginin) zu einer verstarkten Leukozyten-EndotAelhasion®® zur Expression
endothelialer Oberflachen-Adhasionsmolekile, eils@hich VCAM-1 und E-
Selektin®® und zu einer erhdhten endothelialen Permeabiiita®roteine®

Physiologische Bedingungen:

Endotheliale Stickstoffmonoxid-Produktion verursactht:

Oy l « Relaxation glatter GefaRmuskelzellen

« Inhibition der Proliferation glatter GefaBmuskélee
NO ' « Inhibition der Leukozyten-Endothelzell-Interaktem
« Inhibition der Thrombozyten-Aktivierung und —Aggegion

Arteriosklerose:
Verminderte Stickstoffmonoxid-Produktion verursacht:

' « Endotheliale Dysfunktion

NO L
« Lipidoxidation

O, I » Reduktion der NO-Bioverfligbarkeit
« Verstarkte Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen
* Thrombozyten-Aktivierung und —Aggregation

Abbildung 1 Die Rolle von NO und Qunter normalen und atherogenen Bedingungen
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NO ist das Produkt der Stickstoffmonoxid-Synthagke,L-Arginin durch Oxidation
eines Stickstoffatoms der terminalen Guanidinogeupp NO und Citrullin
umwandeln. In einer komplexen Reaktion werden mdbekr Sauerstoff und
NADPH (Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat) &{®substrate und zahlreiche
andere Redox-Kofaktoren einschlie3lich eisenhailti@eell)-Hams, reduzierter
Thiole, FAD (Flavin-Adenin-Dinukleotid), FMN (FlamiMononukleotid) und Bk
(Tetrahydrobiopterin) benétigf. NO vermittelt (iber die Stimulation der I&slichen
Guanylat-Zyklase einen cGMP-Anstieg (zyklisches (asn-Monophosphat),
welches wiederum cGMP-abhangige Proteinkinasen viakti die uUber die
Phosphorylierung verschiedener Proteine einen Atdal intrazellularen Ca
Konzentration und so eine Relaxation der glattefa@auskelzellen herbeiftihren.
Daneben gilt NO als wichtiger Inhibitor der mensdén Thrombozyten-
Aggregation und Leukozyten-AdhéasithLetzteres bewirkt NO iber die Induktion

und Stabilisation vonxBa,>®

einem Inhibitor des Transkriptionsfaktors MNB-
(nuclear factoB)®’, dessen Aktivierung Entziindungsvorgange, u.aEdj@ession
von Leukozyten-Adhéasionsmolekilen wie VCAM-1, fatd®er am besten bekannte
antioxidative Effekt von Stickstoffmonoxid beruhtufader Verhinderung der
Lipidoxidation und der Induktion der extrazellular&uperoxid-Dismutase, die den
Superoxid-vermittelten Abbau von NO unterbintfetNeben all den positiven
existieren aber auch destruktive oxidierende unmitdzelltoxische Eigenschaften
von NO. Diese beruhen darauf, dass Stickstoffmahoxieiner diffusionslimitierten
Reaktion mit Superoxid zu Peroxynitrit (OONO-) rimgn kann. Die
Geschwindigkeit dieser Reaktion (6,7 x°1d'sec")*® ist schneller als Superoxid
durch die Superoxid-Dismutase (SOD) abgebaut werki@nn, weswegen die
Geschwindigkeit der Superoxidbildung in der Gefafdya die unter
arteriosklerotischen Bedingungen erhoht ist, die-Bl@verfigbarkeit wesentlich
beeinflussen kann. Peroxynitrit wiederum, als st#& Oxidans als Superoxid selbst,
verandert durch Proteinnitrierufig und Lipidperoxidatiof die Funktion von
Biomolekulen und leitet durch die Oxidation von LDind damit durch Initiierung
der Schaumzellbildung einen frihen Arteriosklerobast ein. Obwohl Superoxid
drei- bis sechsmal schneller mit NO als mit dere8apid-Dismutase reagiert, wird
die Peroxynitritbildung unter physiologischen Beglingen durch die Tatsache, dass
die Konzentration von SOD im intrazellularen Rauom GefaRendothel- und glatten

Muskelzellen bedeutend hdher liegt als die von §&jng gehalten. Im Gegensatz
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dazu konnen sehr hohe NO-Konzentrationen, wie siechd die induzierbare
Stickstoffmonoxid-Synthase (iINOS) Isoform produtziewerden konnen, die

Peroxynitriterzeugung forderf.

1.4 Die Stickstoffmonoxid — Synthasen (NOS)

Die Stickstoffmonoxid-Synthasen (NOS) werden ini dseformen unterteilt, wobei
sich ihre Namen auf das Gewebe beziehen, in welderuerst identifiziert worden
sind. Man unterscheidet die neuronale NOS (nNOSS MGnitial aus Nervenzellen
kloniert), die induzierbare NOS (INOS, NOS |l, zsterin einer Zelllinie
immunoaktivierter Makrophagen entdeckt) und dieotheliale NOS (eNOS, NOS
I, in vaskularem Endothel identifiziert). Heuteerknt man allerdings die weitaus
grolRere Verbreitung der Isoformen, wie das Vorkommen eNOS im vaskularen
Endothel, in kardialen Myozyten, in Monozyten, inaklophagen und im Gehirn
(Hippocampus), das Vorhandensein von iNOS unteermad in vaskularen glatten
Muskelzellen, in Endothelzellen, in kardialen Mytezy und in inflammatorischen
Zelllinien wie Leukozyten, Fibroblasten und Maskzel* und die Expression von
NNOS in Nervenzellen, in Epithelzellen, glatten &&huskelzellen, Pankreasinseln,
Skelettmuskelzellen, in menschlichen Keratinozytend Retinageweb®. Die
Isoformen werden in unterschiedlichen zellularenmigartimenten exprimiert und
funktionieren als Dimere, zusammengesetzt aus weatischen Monomeren. Diese
kénnen funktionell aufgeteilt werden in eine C-terale Reduktase-Domane mit
Bindestellen fur je ein Molekil NADPH, FAD und FMbind eine N-terminale
Oxygenase-Doméne mit Bindestellen fir Ham,,Bkhd das Substrat L-Arginin.
Zwischen diesen beiden Regionen liegt die CalmoeBBindedoméane, die eine
wichtige Rolle in Struktur und Funktion der Enzymaielt** Die endotheliale und
neuronale NOS werden konstitutiv exprimiert und tlgtisieren eine moderate
Menge an NO. Fur die Bindung der konstitutiven N®&ormen eNOS und nNOS
an das C&-Regulatorprotein Calmodulin und damit fir dererllesdAktivierung
werden erhdhte intrazellulare ¥aonzentrationen benétigt, womit die NO-
Produktion durch diese Isoformen iiber die intragi@e C&™-Konzentration
reguliert wird® Im Gegensatz dazu ist die iINOS-Expression untesalba
Bedingungen nicht nachweisbar, wird durch proinfizatorische Zytokine oder

mikrobielles Endotoxin induzi€tt woraufhin sie sehr groRRe, potentiell zytotoxische
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NO-Mengen freisetzen kann, und ist nicht*Cabhangig. Dies liegt daran, dass
iNOS Calmodulin sogar unter niedrigen intrazellafrC&*-Konzentrationen mit
sehr hoher Affinitat binden karfi.In arteriosklerotischen Plaques werden alle drei
NOS-Isoformen exprimieff Dariiber hinaus kénnen alle drei Isoformen bei
Substrat- bzw. Kofaktorenmangel Superoxid an Stedle NO produzieren, was man
als Entkopplung der Enzyme bezeichtéf. Wahrend nNOS und eNOS als
atheroprotektiv angesehen werden und die Artemoskkeentwicklung signifikant
inhibieren?® *ist iNOS durch ihre enormen Mengen der NO-Produkéwar von
groRer Relevanz in der Immunabwehr von Tumorzeitesh Pathogenéh tragt aber
zur Gewebeschadigung bei chronischen Entzindungen und verstarkt
Arteriosklerose °2 Aufgrund der Veranderungen in der Genexpressioth der
alternativen Produktion von NO und Superoxid kammRblle der NOS-Isoformen in
der Arteriosklerose nur schwer vorhergesagt wer@&mnkonnte entweder die NO-
Produktion in Arterioskleroseplagues wegen einesgadehnten iNOS und nNOS-
Expression erhoht séthoder die NO-Bioverfiigbarkeit durch verstarktendaiven
Stress aufgrund einer gesteigerten Peroxynitritioigd durch Reaktion von

Stickstoffmonoxid mit Superoxid reduziert séfn.

1.5 Die Rolle der endothelialen Stickstoffmonoxidygthase (eNOS) in

kardiovaskularen Krankheiten

Die eNOS ist die Hauptquelle der endothelialen N@dBktion im gesunden
GefaRsystem. Chronische Scherkrafind korperliches Training induzieren die
eNOS-Transkription und stabilisieren ihre mMRNA (s&ger RNA). eNOS st
lokalisiert in sackférmigen Einbuchtungen der Plasrembran, den sogenannten
Caveolae. Unter basalen Bedingungen inaktiv an @evé& gebunden, kommt es
durch C&'-Einstrom zur eNOS-Aktivierun). Dabei ist eine intrazellulare €a
Erh6hung alleine nicht ausreichend zur Beeinflugsder Enzymaktivitat, weil die
Bindung von Calmodulin und der Elektronenfluss vder Reduktase- hin zur
Oxygenase-Doméne des Enzyms von Proteinphosphoryjeund Dephospho-
rylierung abhangig ist. Die Phosphorylierung zwefgninosauren, namlich von
Serin 1177 und von Threonin 495, scheint in deruRempn der eNOS-Aktivitéat von
besonderer Bedeutung zu sein, wobei die Phospbomgly von Serll77 eNOS
aktiviert und die Phosphorylierung von Thr495 diRGS-Aktivitat abschwacht.
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Diese Phosphorylierung vermitteln zum einen bioraedthe Stimuli, also die
Scherkraftexposition des Endothels, zum anderenchbimische Reize wie
Wachstumsfaktoren (VEGF/vascular endothelial grow#ttor) und Hormone
(Ostrogen, Insulin, Bradykininf. Der Transformierende WachstumsfakBéF-GF-3
und der TumornekrosefaktofINF-a. nehmen dagegen Einfluss auf die mRNA-
Level von eNOS. Wahrend TGFdie eNOS-mRNA und —Expression induzi¥rt,
vermindert TNFe die eNOS-mRNA durch verstéarkten mRNA-Abb&u.

Wie bereits unter 1.3 erwahnt, reguliert das voil®8Nyelieferte Stickstoffmonoxid
GefalRtonus und Blutdruck und verhindert durch seiaati-atherogenen
Eigenschaften die Proliferation glatter GefalBmusiedn, die Thrombozyten-
Aggregation und Leukozyten-Adhasion. In arteriosMischen Lasionen findet sich
eine verminderte eNOS-Expressin. *® Daneben ist eine reduzierte NO-
Bioverfugbarkeit assoziiert mit einer Reihe kardiskularer Krankheiten wie
arterieller Hypertoni&? Diabetes mellitt und Hypercholesterinanffesowie mit
Ischamie-Reperfusions-Bedingung&rzusatzlich fiihrt eine Deletion von eNOS in
hypercholesterindmischen apoE ko-Mausen zu einastarkten Auspragung
arteriosklerotischer ~ Lasiondfi. Ursachlich fur eine verminderte NO-
Bioverfiigbarkeit kann eine reduzierte eNOS-Expressi ein Mangel an Substrat
oder Kofaktoren oder ein beschleunigter NO-Abbatcldureie Sauerstoffradikale
(ROS) seirf® Einer der wichtigsten Mechanismen, die in einedumerten NO-
Bioverfugbarkeit resultieren, ist dabei das Entl@ppvon eNOS. Die eNOS
vermittelte Superoxidproduktion scheint Gber diey@enase-Doméne zu geschehen,
ist abhangig von Calcium/Calmodulin und wird ehemrcth Tetrahydrobiopterin-
Mangel, hervorgerufen zum Beispiel durch BBixidation®® als durch L-Arginin-
Defizienz ausgel6$f

Viele Studien belegen den kardioprotektiven Effgkih eNOS. eNOS-Defizienz
resultiert beispielsweise in einer Proliferatiom Neointima® die chronische eNOS-
Uberexpression im Endothel reduziert die Leukozytdiftration, die Expression
von VCAM-1 und ICAM-1 und verhindert die Verdickumigr Neointima und Media
in einem Carotiden-Ligaturmodell, was auf die Ralevon eNOS fiir die vaskulare
Integritat hinweis® Die gezielte Uberexpression von eNOS im GefaRéwadiaton
Mé&usen verbessert drastisch das Uberleben bei ktwege Herzinsuffizien? und
senkt die myokardiale InfarkigroR® Weitere Belege, die fiir die Pravention von

Arteriosklerose durch eine funktionell aktive eNG@frechen, werden durch die
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Tatsache geliefert, dass Aorten-Transplantate eNQfrimierender Spender in
eNOS defiziente Empfangertiere vor der Entwicklungpn Transplantat-
Arteriosklerose schiitzéh und die eNOS-Deletion in apoE ko-M&usen in einer
beschleunigten Plaquebildung mindet, wobei zusétalaskulare Komplikationen
(abdominale Aortenaneurysmen, Aortendissektionestaleé koronare Herzkrankheit)
zu finden sind® Diese apoE/eNOS double knockout (apoE/eNOS dka)selZeiden
zudem an Hypertonie, kardialer Hypertrophie und erinverschlechterten
linksventrikularen Funktion. Im Gegensatz zu alldemgt sich in einer neueren
Studie, dass die chronische Uberexpression von eN®@Sriosklerose unter
Hypercholesterinamie nicht inhibiert, sondern \amdt® Als potenzieller
Mechanismus hierfur wird die eNOS-Entkopplung mitarais folgender
Superoxidbildung genannt, welche durchBhupplementation vermindert wird, was

gleichzeitig auch die Lasionsflache reduzi@rt.

1.6 Ziel der Arbeit

Endotheliales NO gilt als wichtiger Inhibitor derB. (Leukozyten/Endothelzell)-
Interaktionen im mikrovaskularen Gewebe und repitiseg damit einen potenziellen
Mechanismus zum Schutz vor Arteriosklerose. Ergedenivon Studien beweisen,
dass die pharmakologische Hemmung der NO-Produldiioa erhohte Leukozyten-
Adhasion an das mikrovaskulare Endothel bewfinknd die Expression endothelialer
Adhasionsmolekiile verstarkt In gleicher Weise zeigen eNOS ko-Mause einen
Anstieg der L/E-Interaktionen des Mesenteriuthéuch apoE ko-Tiere weisen im
Vergleich zu C57BL/6-Tieren am Endothel der Care#smehrt L/E-Interaktionen
auf.”? Inwieweit eNOS aber die L/E-Interaktionen bei dieh spontan entwickelnden
Arteriosklerose beeinflusst, wurde bis jetzt nidinekt untersucht.

Ahnlich verhalt es sich mit den P/E-Interaktioneflaftchen/Endothelzell-
Interaktionen). Es ist bekannt, dass NO die Platielktivierung und -Aggregation
reguliert und diese die Arterioskleroseentstehung érdern’> In
hypercholesterindmischen Mausmodellen ereignetdielRlattchen-Adhasion an das
Endothel noch bevor sichtbare arteriosklerotischagl®es entstehen. Die
Thrombozyten heften sich dabei Uber Glykoprote@B)(an den endothelialen Von-
Willebrand-Faktor, weswegen es nicht verwunderssddie Blockierung von GRib

t

die Ausbildung von Lasionsflachen in apoE ko-Mauseduziert.” Ob allerdings
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eNOS Einfluss auf die P/E-Interaktionen in der Adsklerose nimmt, ist bislang
unbekannt.

Um diese Fragen zu klaren, wurden in unserer Asbeippe eNOS ko-Méause
(eNOS-Gen inaktiviert) mit spontan arteriosklerchisn apoE ko-Mausen gekreuzt
und so apoE/eNOS dko-Tiere erzeugt. Dies erlaubdess Beitrag von eNOS in der
Diat induzierten Arteriosklerose zu untersuchenolfprotein E (apoE) spielt als
Bestandteil von Chylomikronen, VLDL (very low detysiipoprotein) und HDL eine
zentrale Rolle im Lipoproteinmetabolismus und das allem in Hinblick auf den
reversen Cholesterintransp6ttDie Plasmacholesterinspiegel von apoE ko-Mausen
liegen vier- bis funfmal hoher als bei normalen BEm Deswegen entwickeln
Mause, eine gewohnlich gegen Arteriosklerose masist Spezies, mit genetischer
Deletion von apoE spontan arteriosklerotische Rdlagwelche denen von Menschen
vergleichbar sind® Durch Zufuhr einer ,western-type“-Di&t (42% derl&@en von
Fett, 0,15% Cholesterol) kann die Entwicklung aotderotischer Lasionen

zusatzlich beschleunigt werden.
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2.0 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Lo6sungen, Puffer, Chemikalien

Intravitalmikroskopie (IVM)

Midazolam 5 mg/kg KG: Ratiopharm, Ulm, Deutschland.

Medetomidin 0,5 mg/kg KG: Pfizer, Berlin, Deutsaida

Fentanyl 0,05 mg/kg KG: CuraMed Pharma GmbH, Kaher Deutschland.
Fluorochrom carboxyfluorescein diacetat succinirhi@ster (CFSE): Molecular
Probes, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland.

Rhodamin 6G: Molecular Probes, Invitrogen, Karlgrubeutschland.

Immunhistochemie

Avertin (0,5 ml, i.p.): Fluka, Hannover, Deutschdan

Heparin (1000 U/ml): Ratiopharm, Ulm, Deutschland.

Azeton: J.T. Baker, Deventer, Niederlande.

PBS (Phosphate Buffered Saline/Phosphat-gepufgatedsung, 9,55 g PBS wurden
in einem Liter MilliQ Wasser gel6st, um die Arbdiisung zu erhalten): Biochrom
AG, Berlin, Deutschland.

Wasserstoffperoxid (#D,): Sigma, Steinheim, Deutschland.

Methanol: Sigma, Steinheim, Deutschland.

Blockierlésung ,Antibody Diluent”: DakoCytomation idbH, Hamburg, Deutsch-
land.

Antikorper:

1. Makrophagen-Antikorper: Monoklonaler Ratten ddus Makrophagen/Mono-
zyten Antikérper (MOMA-2), MAB 1852, 0,5 mg/ml, Vidiinnung 1:25, Chemikon
Int, Temecula, USA.

1. VCAM-Antikorper: gereinigter Ratten anti-Maus th@rper CD 106 (VCAM-1),
31.25 pg/ml, Verdinnung 1:50, BD Biosciences Pharmingengidelberg,
Deutschland.

2. Makrophagen/VCAM-Antikdrper: Biotinylierter arARatten IgG Antikorper,
hergestellt in Kaninchen, 0,5 mg/ml, Verdinnungd1\ector, Burlingame, USA.
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Vectastain ABC-Kit: Vector Laboratories, BurlinganuéSA.

DAB Peroxidase Substrat Kit: Vector LaboratoriesflBigame, USA.

Hamalaun nach Mayer:

Hamatoxylin (6 g): Roth, Karlsruhe, Deutschland;trilenjodad (1 g): Merck,
Darmstadt, Deutschland; Aluminium Kalziumsulfat @2%): Merck, Darmstadt,

Deutschland; Chloralhydrat (250 g): Merck, Darmst&keutschland; Zitronensaure
(5 9): Merck, Darmstadt, Deutschland. Alle diesedrzien wurden in funf Liter

destilliertem Wasser gelost.

Oil Red O
Oil Red O: Sigma, Steinheim, Deutschland.

Isopropanol: Sigma, Steinheim, Deutschland.

RNA-Isolation,cDNA-Synthese, Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Absolutely RNA Miniprep Kit (RNase-free DNase |, dhiSalt Wash Buffer, Low-
Salt Wash Bufferp-Mercaptoethanol): Stratagene, La Jolla, USA.

Ethanol: J.T. Baker, Deventer, Niederlande.

First Strand cDNA Synthesis Kit #K1612: Fermengis Leon-Rot, Deutschland.
dNTP Mix 10 mM: Fermentas, St. Leon-Rot, Deutsctilan

Taqg DNA Polymerase (500 U, d)f mit 10x PCR Puffer und Mggl25 mM:
Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland.

HPLC-H,O: AppliChem, Darmstadt, Deutschland.

Oligonukleotid-PrimerTIB Molbiol, Berlin, Deutschland.

VCAM-1 sense: 5-CTT GTG TTG AGC TCT GTG GGT TT-3’

VCAM-1 antisense: 5'-CAA TCT CCA GAT GGT CAA AGG GRA -3’

CD14 sense: 5- TAC CGA CCATGG AGC GTG TG-3'

CD14 antisense: 5-GCC GGT TAC CTC GAG ATT TT-3..

Biozym Sieve GP Agarose, Biozym LE GP Agarose: RiozScientific GmbH,
Oldendorf, Deutschland.

10x TAE-Puffer (Tris-Acetat-EDTA-Puffer): Invitroge Karlsruhe, Deutschland.
Ethidiumbromid (10 mg/ml): Bio-Rad Laboratories,reldes, USA.

100 bp Plus DNA Ladder Gene Ruler (@, 0,5 ug/ul; 4 ul Marker + 3l
Ladepuffer + 13 HPLC-H,O): Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland.

13



Material und Methoden

Real-time PCR
Platinum Quantitative PCR SuperMix-UDG: Invitrogé@arisruhe, Deutschland.

Primer:

Siehe PCR

HPRT sense: 5- GTT GGA TAC AGG CCAGACTTT GT-&

HPRT antisense: 5'- CCA CAG GAC TAG AAC ACC TGC-3..

Sonden (X=TAMRA) TIB Molbiol, Berlin, Deutschland.

VCAM-1: 5-6FAM- CTG TGC AGT TGA CAG TGA CAG GTC TC C XT --PH
CD14: 5-6FAM —TGT TGC TTC TGG TGC ACG CCT CT -TMR

HPRT: 5-6FAM-CTC GTA TTT GCA GAT TCA ACT TGC GC XFPH.

Cloned murine HPRT (fKopien/ml): Gen Express, Berlin, Deutschland.

Aqua ad iniectabilia Delta Select 100 ml: Delta e€sel GmbH, Pfullingen,

Deutschland.

Western Blot

Lysis Puffer ,Cell Lysis Buffer (10x)*: Cell Signalg Technology/New England
Biolabs GmbH, Frankfurt am Main, Deutschland.

Protease-Inhibitor PMSF (Phenylmethylsulfonylfluhri Roth, Karlsruhe, Deutsch-
land.

BCA Protein Assay Kit: Pierce, Perbio Science GmBbhn, Deutschland.

Trenngel (7%, ges. 20 mlAcrylamid + Bisacrylamid 30% (4,7 ml): Bio-Rad,
Minchen, Deutschland; 3 M Puffer B (pH 8,9, 2,5;ndPS 10% (0,2 ml): Roth,
Karlsruhe, Deutschland; Aqua destillata (12,4 mBmed (2Qul): Sigma, Steinheim,
Deutschland; APS 10% (0,2 ml): Sigma, SteinheimytBehland.

Puffer B 36,3 g Tris (3 M): Roth, Karlsruhe, Deutschlaf g SDS (4 ml von 20%
SDS): Roth, Karlsruhe, Deutschland; Losung in 1084p® (pH 8,9).

Sammelgel (ges. 10 miicrylamid + Bisacrylamid 30% (1 ml); 0,5 M Puffér(pH
6,7, 1,25 ml); SDS 10% (0,1 ml); Aqua destillatar&ml); Temed (1@l); APS 10%
(0,4 ml).

Puffer A 6,05 g Tris (0,5 M); 0,4 g SDS (2ml von 20% SDIS)sung in 100 ml KD
(pH 6,7).

10x Elektrophorese-/Running-Puffer (500 ml, pH 8(BP5 M Tris 15,15 g; 1,92 M
Glycin 72 g: Sigma, Steinheim, Deutschland; SDS(2%ml von 20% SDS).
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Blue Loading Buffer Pack: Cell Signaling Technolggw England Biolabs GmbH,
Frankfurt am Main, Deutschland.

Proteinmarker ,Precision Plus Protein StandardsialDColor: Bio-Rad, Minchen,
Deutschland.

10x Transfer-/Blotting-Puffer (500ml, pH 8;3),25 M Tris 15,15 g; 1,92 M Glycin.
(Arbeits-Blotting-Puffer: 100 ml 10x Blotting-Puffe200 ml Methanol, kD bis 1
Liter).

10x TBST: Tris 12,1 g; NaCl 87,7 g: Sigma, Steinheim, Dehitsad; Tween-20 5
ml: Sigma, Steinheim, Deutschland. Bis zu 1 Litétr O aufgefuillt.

TBST (pH 8) 10 mM Tris, 0,15 M NacCl, 0,05 % Tween-20.

Blockpuffer. TBST + 5 % Magermilchpulver: Bio-Rad, Minchen,uisehland.
Antikorper:

1. Antikorper VCAM-1: 0.5 pg/ml Ziege anti-Maus VGA1 Antikérper: R&D
systems, Minneapolis, USA.

2. Antikérper VCAM-1: 400 pg/ml Esel anti-Ziege lg@htikdrper: Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, USA.

1. Antikorper o-Actin: 200 pg/ml Ziege anti Actin Antikorper: SantCruz
Biotechnology, Santa Cruz, USA.
2. Antikorper a-Actin: 400 pg/ml Esel anti-Ziege lgG-Antikorper.ai@a Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, USA.

2.1.2 Arbeits- und Verbrauchsmaterialien

Pinzetten: Fine Science Tools, Heidelberg, Deussthl

Scheren: Akula, Lauf an der Pegnitz, Deutschland.

Omnifix-F 1ml ,Einmal-Feindosierungsspritze: Braltelsungen, Deutschland.
Spritzen BD Discardit Il 10 und 50 ml: BD Biosci@s; Heidelberg, Deutschland.
Fllssigstickstoff: Linde, Pfungen, Schweiz.

RNAlater RNA Stabilization Reagent 50ml: Qiageniden, Deutschland.
Tissue-Tek: Sakura Finetek, Zoeterwoude, Niededand

Aquatex: Merck, Darmstadt, Deutschland.

Objekttrager ,Menzel-Glaser Superfrost Plus“. MdnZembH, Braunschweig,
Deutschland.

Deckglaser: Marienfeld, Lauda-Konigshofen, Deutaotl
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Pipetten ,pipetman®: Gilson International, Limbu@jtheim, Deutschland.
Pipettenspitzen ,ultratip®: Greiner bio-one, Sokmg Deutschland.

PP-Test tubes ,cellstar®, 15 und 50 ml: Greinert@, Solingen, Deutschland.
Faltenfilter (240 mm): Hartenstein, Wirzburg, Detitand.

Petrischalen aus Polystyrol 55 x 15 mm: Hartensi&fiarzburg, Deutschland.
Morser, Mikromorser: Roth, Karlsruhe, Deutschland.

PCR tubes: PCR-Softstrips 0,2 ml farblos: BiozymieBific GmbH, Hess.
Oldendorf, Deutschland.

Reaktionsgefalle mit anhangendem Deckel/Eppenddséstu Greiner bio-one,
Frickenhausen, Deutschland.

iCycler iQ PCR Plates, 96 well (0,2 ml): Bio-Rackrdules, USA.

iCycler iQ Optical Tape: Bio-Rad, Hercules, USA.

Whatman Papier: Schleicher&Schuell GmbH, Dasselit§shland.

Protein Transfer Blotting Membran, Whatman, ,Westr@lear Signal”’, PVDF-
Membran: Schleicher&Schuell, Dassel, Deutschland.

ECL Plus Western Blotting Detection System: AmenshaBuckinghamshire,
England.

Rontgenfilme ,x-ray Retina“, 13 x 18 cm: Fotocheahise Werke GmbH, Berlin,

Deutschland.

2.1.3 Technische Gerate und Computer-Software

Mikroskop ,Axiotech®: Zeiss, Jena, Deutschland.

Analyse-Programm Cap Image 7.1. Dr. H. Zeintl, mgarbiro Dr. Zeintl,
Heidelberg, Deutschland.

Stereomikroskop: Leica, Wetzlar, Deutschland.

Cold plate ,NOX-E.2-CP*“: Noxygen, Elzach, Deutscida

Kryostat: Leica CM 1850, Bensheim, Deutschland.

Vortexer REAX 2000: Heidolph, Schwabach, Deutsctilan

Schuttelgerat Polymax 1040/Duomax 1030: Heidolmiw&bach, Deutschland.
Leitz-Kamera, montiert auf Lichtmikroskop: Carl-gej Jena, Deutschland.
Wasserbad: Thermomix, Braun, Melsungen, Deutschland

Magnetruhrer ,IKAMAG": IKA Werke GmbH, Staufen, D&chland.

Image Pro Plus: Version 4.1: Media CyberneticshBstla, USA.
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Sigmaplot 8.0.

Zentrifuge 5417 R: Eppendorf, Hamburg, Deutschland.

PCR-Maschine ,Mastercycler gradient”: Eppendorfptbarg, Deutschland.
Gelkammer (PCR): Bio-Rad, Hercules, USA.

Stromquelle Power PAC 200: Bio-Rad, Hercules, USA.

Elektrophoresekammer Wide Mini Sub-Cell GT: Bio-RBE@rcules, USA.
UV-Quelle ,Mini-Transilluminator“: Bio-Rad, Hercuse USA.

Standard Electrophoresis Hood ,Polaroid“: Bio-Riddrcules, USA.

Real-time PCR-Maschine ,iCycler Optical Module* G68BR 02043): Bio-Rad
Laboratories, Munchen, Deutschland.

Gene Expression Analysis for iCycler iQ Real-TintleRPDetection System (v1.10-
2004): Bio-Rad, Miunchen, Deutschland.

Photometer ,TECAN SPECTRA® Typ Spectra Rainbow:cd Crailsheim,
Deutschland.

Heizblock Techne DB-1: Techne, Cambridge, England.

Minigel-Kammer (Western Blot): Bio-Rad, Minchen,udschland.
Transfer-Kammer (Western Blot): Bio-Rad, MincheeuBchland.

Scan Pack: Biometra, Gottingen, Deutschland.

Duplex-Sonographiegerat mit 15 MHz Schallkopf (N)CEToshiba Medical

Systems, Breda, Niederlande.

2.1.4 Mause, Generierung und Praparation

Alle Mause wurden vor der Kreuzung fir zehn Genenan auf einen C57BL/6-
genetischen Hintergrund zuriickgekreuzt. ApoE ka€l{@/a) wurden von den Jackson
Laboratories (Bar Harbor, ME, USA) bezogen, eNOSTlare (e/e) wurden von Paul
Huang (Massachusetts General Hospital and Harvadiddl School, Massachusetts,
USA) zur Verfligung gestellt.

Zur Erzeugung von apoE/eNOS dko-Tieren (a/a;e/efl@uapoE ko-Mause mit eNOS
ko-Mausen gekreuzt, wodurch man Nachkommen edfi@lf{ir beide Gene heterozygot
sind (a/A;e/E). Beim Verpaaren dieser Generatidrélerman nach den Mendelschen
Regeln bei einem Sechzehntel der Tiere der nachGtreration einen apoE/eNOS
dko-Genotyp. Die Genotypisierung fir apoE erfolgtet Hilfe der Polymerase-
kettenreaktion, zur Feststellung des eNOS-Genatigaste der Southern Blot. Wegen
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der schlechten Zuchtergebnisse mit apoE/eNOS dkasbté wurden zu deren
Generierung heterozygote apoE ko (a/A;e/e)-WeibaheénapoE/eNOS dko (a/a;el/e)-
Mannchen verpaart.

Alle apoE ko- und apoE/eNOS dko-Tiere wurden inepinTierstall bei einem Hell-
Dunkel-Zyklus von 12 Stunden gehalten, 21 Tage n@eh Geburt entwohnt und
anschlief3end fir 18 Wochen (Ausnahme: IVM-VersutiteMausen nach 10 Wochen
Diat) mit einer ,western-type“-Diat (42 % der Geskatorien aus Fett, 0,15 %
Cholesterin: Harlan-Teklad, USA) gefittert.

Nach Abschluss der Diat wurden die Tiere funf Mewtach Injektion von 100 U
Heparin mit Avertin (0,5 ml, i.p.) betdubt, das Albgen erdffnet und der rechte
Ventrikel transdiaphragmal zur Blutentnahme pumktiBlach Abtrennen der renalen
Arterien wurde das Gefal3system durch Punktion ddsen Ventrikels mit 5 ml

eiskaltem PBS (pH 7,4) gespult. Die Aorta wurde vammgebenden Fett- und
Bindegewebe mittels Feinbesteck frei prapariert, @tack bis zur Bifurkation der
Beckenarterien enthommen und fur Proteinanalysentelsi Western Blot in

Flissigstickstoff tief gefroren. Die Carotiden wend nach Praparation fir die
Herstellung von Kryoschnitten in Tissue-Tek eingedteund in Flussigstickstoff
schockgefroren oder zur RNA-Isolation in RNAlatergelegt. Durch Schneiden des in
Tissue-Tek eingebetteten Gewebes mit einem Kryogtdidl°C) konnte eine

Schichtdicke von mm erreicht werden.

2.2 Methoden

2.2.1 Intravitalmikroskopie (IVM)

In Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Herrn Rssor B. Nieswandt des Rudolf
Virchow Zentrums fir Experimentelle Biomedizin dédniversitat Wirzburg wurden
die L/E- und P/E-Interaktionen in der Arteria c&ovon M&ausen mittels Video-
Fluoreszenzmikroskop in vivo untersucht. Zur Prapan der A. carotis fur die
Intravitalmikroskopie wurde den zehn Wochen mit stegn-type“-Diat gefltterten
Mausen eine Kombinationsinjektionsanéasthesie bestelaus Fentanyl (0,05 mg/kg),
Midazolam (5 mg/kg) und Medetomidin (0,5 mg/kg)raperitoneal appliziert, deren
Wirkung Uber zwei bis drei Stunden und somit Ubier gesamte Dauer des Versuchs

anhielt. Die rechte Arteria carotis wurde vorsighiiber eine Distanz von 3 mm distal
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bis 7 mm proximal der Carotisbifurkation freigele@tas freigelegte Gewebe wurde
kontinuierlich zur Aufrechterhaltung eines physgkzhen pH mit einer Bikarbonat
gepufferten Kochsalzlosung, aquilibriert mit 5% £0n Stickstoff, gespiilt.
Polyethylen-Katheter zur Injektion der Fluoreszana$toffe wurden in die Vena
jugularis dextra eingelegt.

Fur die Thrombozyten-Isolierung wurde Blut aus destroorbitalen Venenplexus in
Heparin-enthaltenden Spritzen gesammelt und bei ¢0® min zentrifugiert. Um
Plattchen-reiches Plasma zu gewinnen, wurde derstiral fir weitere 6 min bei 250 g
zentrifugiert. AnschlielBend wurden die Thrombozytdarch Zentrifugieren des
Plattchen-reichen Plasmas isoliert. Das Thrombozielet wurde in PBS (pH 7,4)
resuspendiert und fir 2 min mit dem Fluoreszenstafb CFSE (Fluorochrom
carboxyfluorescein diacetat succinimidyl Ester)ubiert. Die so markierten Thrombo-
zyten wurden zentrifugiert, das entstehende Peileder in PBS resuspendiert und bei
Raumtemperatur bis zum Gebrauch gelagert. Die $s8pewurde auf eine Endkon-
zentration von 50 x fOrhrombozyten pro 250l eingestellt und intravends infundiert.
Um die Leukozyten in vivo anzufarben, wurden 1@0des Fluoreszenzfarbstoffes
Rhodamin 6G in einer Konzentration von 0,02% ubeere Katheter in der rechten V.
jugularis in das Gefal3system eingebracht. Die Gawmtirde Uber ein Zeiss Axiotech
Mikroskop (Wasser-Immersionsobjektiv: 20x, W 20%)0mit einer Quecksilberlampe
zur Epi-lllumination  visualisiert. Die Experimentewurden folgendermalien
durchgeflihrt: zwei senkrechte Linien wurden dureim dJrsprung der Arteria carotis
externa und interna geféllt; eine dritte Linie weirdezogen, welche die beiden
senkrechten Linien an der Stelle, an der dieseGaitaliwand kreuzten, verband; die
Leukozyten- und Plattchen-Endothelzell-Interaktionevurden bei einer hohen
VergrolRerung (500-fach) in einem 20t x 100um grof3en Bereich 200m proximal
der Carotisbifurkation ermittelt. Dies ist eine @éktionsstelle fur die
Plagueentwicklung, welche zum Zeitpunkt der Untelnsung keine makroskopisch
sichtbaren Lasionen offenbarte.

Alle Bilder wurden auf Video aufgezeichnet und spéhit einem computergestitzten
Bild Analyse Programm (Cap Image 7.1, Dr. H. Zeintigenieurbiro Dr. Zeintl,
Heidelberg) ausgewertet. Als ,transient-adharenitden solche Zellen bezeichnet, die
ein imagindres Lot durch die GefaBwand mit einegnifkant langsameren

Geschwindigkeit kreuzten als der Hauptstrom. Digabe erfolgte als Zellen pro im
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endothelialer Oberflache. ,Adhérente* Zellen wurdeefiniert als solche, die sich
binnen 20 Sekunden Beobachtung nicht von der Epttidibrflache loslosten.

ACI

Abbildung 2 Schema zur Auswertung der Intravitalmikroskopie

Monitor

1

Videorekorder

1

Videotimer

1

Kamera
Mikroskop

1

: % Rhodamin 6G

CFSE markierte Thrombozyten

Abbildung 3 Aufbau eines Intravitalmikroskopie-Arbeitsplatzes
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2.2.2 Histochemie und Immunhistochemie

Mit immunhistochemischen Techniken lassen sich ¢geme in Zellen und
Gewebeschnitten im mikroskopischen Bild nachweisglem man diese mit
spezifischen Antikorpern, welche wiederum mit Fesrenzfarbstoffen oder

Enzymen markiert sind, sichtbar macht.

Makrophagen/Monozyten-Antikdrper

Der monoklonale Ratten anti-Maus Makrophagen/Motezyntikorper (MOMA-2)
weist Makrophagen und Monozyten im Gewebe nach.

Die mit dem Kryostat auf eine Schichtdicke vonuB geschnittenen Carotiden
wurden auf dem Objekttrager Gber Nacht luftgetretkimd bei —20°C eingefroren.
Am Tag der Farbung wurden die Schnitte fir 10 Mamuin eiskaltem Azeton bei
Raumtemperatur fixiert, bevor sie fir eine weit&@nde bei Raumtemperatur
trockneten und anschlieBend dreimal je 2 Minuteh BBS gewaschen wurden.
AnschlieBend wurden sie fur 30 Minuten in 0,3%ig®¥gasserstoffperoxid
enthaltendes Methanol eingelegt und erneut drefingeweils 2 Minuten mit PBS
gespult. Nach Blockade unspezifischer Bindungsstelmittels Blockierldsung
»Antibody Diluent” fir 20 Minuten wurde das Gewetig 1 Stunde mit dem aus der
Ratte gewonnenen Primarantikbrper gegen Makrophagem Monozyten
(Verdinnung 1:25 in Blockierldsung) inkubiert undraufhin dreimal 4 Minuten in
PBS gewaschen. Danach erfolgte bei Raumtemperig@0dhinutige Inkubation mit
dem biotinylierten Sekundarantikdrper, der im Kahien hergestellt und gegen
Ratten-lIgG gerichtet ist (Verdiinnung 1:50). Nackidal 2 Minuten Spulen mit PBS
wurde die ABC-Methode angewandt, welche die stédtmitat von Avidin (A) fur
Biotin (B) zur Kopplung (C) von enzymmarkiertem (&ddase) Avidin an
biotinylierten Sekundarantikérper nutzt. Hierfir nde das ABC-Reagenz fur 30
Minuten auf den Gewebeschnitten belassen und dan®B% dreimal 2 Minuten
abgewaschen. Nach Inkubation der Carotiden mit D¥e&genz (Diaminobenzidin)
fur 5 bis 20 Minuten wurde eine braune Farbungtbah Dies liegt daran, dass DAB
das Substrat der Peroxidase ist und damit die Kimgpl/on peroxidasemarkiertem
Avidin an den Sekundarantikorper deutlich macht.ciNarneutem Spilen mit

destilliertem Wasser erfolgte die GegenfarbungMater's Hamalaun fir 1 Minute.
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Nach weiterem Spulen in Leitungswasser wurden dehnfe in Aquatex

eingebettet.

VCAM-1-AntikOrper

Neben ICAM-1 ist VCAM-1 das wichtigste Molekil z8eeinflussung der Leuko-
zyten-Endothelzell-Interaktion. VCAM-1 ist verantilch fur die feste Adhasion
der Leukozyten an das Endothel. Der erste Scheitt Lltukozyten-Adhasion, die
transiente Adhasion und das Rollen entlang des tBetdp wird neben P- und E-
Selektin auch durch VCAM-1 bestimmt. Die Besondagrken VCAM-1 besteht
darin, dass es als einziges der drei Adhasionsril@efCAM, VCAM, PECAM)
sowohl am ersten Schritt der Kontaktaufnahme alshaan der festen Adhé&sion
beteiligt ist’® In der Immunhistochemie lassen sich VCAM-1 experande Zellen
darstellen. Die Methode entspricht der vorher fiakkbphagen beschriebenen mit
Ausnahme der Verwendung eines gereinigten Ratterviaus Antikérpers CD 106
(VCAM-1, Verdiinnung 1:50) als Priméarantikorper.

Oil Red O Féarbung

Um die Anhaufung von Fett innerhalb von Zellen wait die sogenannten ,fatty
streaks” der frihen Arteriosklerosestadien sichtlmachen zu kénnen, farbt man
Triglyceride mit ,Oil-Red-O* gel6st in IsopropanoDiese Methode ist vor allem
geeignet fur Gewebe mit winzigen Fetttropfchen, sieh die Lipide in dieser
Farbeldésung weniger schnell auflésen als mit delaBMethode.

Die Oil Red O Stammldsung wurde hergestellt dur@tbid 60minitiges Erwarmen
von 0,5 g Oil Red O und 500 ml Isopropanol in einéanghals-Kolben im
Wasserbad bei 56°C und anschlieRendes Abkihleml3Dil Red O Stammlésung
und 20 ml destilliertes Wasser wurden gemischtsftirs 10 min stehen gelassen und
gefiltert, um die Arbeitslosung fur den jeweiligdfag zu erhalten. Die Schnitte
wurden 10 Minuten in einem geschlossenen Behéitekrbeitslosung gefarbt, gut
aber behutsam gewaschen, danach fur 3 Minuten @yeNs Hamatoxylin gefarbt,
in Leitungswasser geblaut, in destilliertem Wasalegespult und zum Schluss in

Aquatex eingebettet.

22



Material und Methoden

Quantifizierung der Makrophagen-Infiltration, derC¥M-Expression und der

lipidreichen arteriosklerotischen Plaques

Die Photographien der Carotiden wurden mit einef ain Lichtmikroskop

montierten Leitz-Kamera angefertigt, digitalisiemd in das Programm Image Pro
Plus (Version 4.1) eingespeichert. Alle Bilder wemdbei 400facher Vergrof3erung
analysiert. Die positiv gefarbten Flachen der Aotia communis wurden in einem
den IVM-Studien entsprechenden Bezirk ausgemesserderen prozentualer Anteil

an der GefalRwand berechnet.

2.2.3 Ribonukleinsaure (RNA)-Isolation, komplemerire Desoxyribonuklein-
saure (cDNA)-Synthese, Polymeraseketteatdion (PCR)

Die RNA von Carotiden wurde mittels eines RNA Mim@p Kits von Stratagene
isoliert (total RNA). Die in RNAlater eingelegtenndi bei —80°C gelagerten
Carotiden wurden in 10Qul Lysis Puffer und 0,7ul B-Mercaptoethanol in
Mikromorsern ~ homogenisiert und die  RNA-Isolation hand  der
Protokollmodifikationen fur kleine Proben (5-20 n@ewebe) durchgefihrt. Zur
Erh6hung der RNA-Ausbeute wurde der Elutionspudigr60°C erwarmt.

Mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase, einédARabhangigen DNA-
Polymerase, konnte aus der gewonnenen RNA die #amplementdre cDNA
hergestellt werden. Dazu wurde der First Strand A[8ynthesis Kit von Fermentas
verwendet. DNA-Polymerasen benétigen zur Syntheseene Primer (kurzer
komplementarer DNA-Abschnitt), welcher an die RNiAd®t. Hierzu wurde konkret
ein Oligo-dT-Nukleotid (18 Desoxythymidine) eingtge welches komplementér
zum Poly(A)-Schwanz am 3’-Ende der mRNA ist. AlsvBse Transkriptase diente
eine Enzymvariante des Retrovirus ,Moloney Murineukemia Virus® (M-MuLV
RT). 14 ul RNA und 1ul Oligo(dT)g Primer (0,5ug/ul) wurden gemischt, fur 3-5
sec zentrifugiert, anschlielRend fur 5 min bei 7@iKubiert, auf Eis gekuhlt und die
Tropfchen durch kurzes Zentrifugieren wieder gesathnAuf Eis wurden folgende
Komponenten hinzugefugt, gemischt und kurz zergréu: 5ul 5x Reaktionspuffer,
2 ul 10 mM dNTP Mix und 1ul RiboLock Ribonuklease Inhibitor (2Qu). Nach
5minitigem Inkubieren bei 37°C und Hinzufiigen vonul2 M-MuLV Reverse
Transkriptase (20ul) erfolgte eine einstindige Inkubation der Miscgurei 37°C
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und das Stoppen der Reaktion durch Erhitzen au€ 70f 10 min. Die cDNA wurde
nachfolgend bei —20°C gelagert.
Zur Testung der Real Time-PCR Primer wurde zundaise normale PCR
(Polymerasekettenreaktion) durchgefiuihrt. Die PCR alne hoch spezifische
Methode dient der Amplifizierung bekannter DNA-Sengeen. Ein PCR-Zyklus
besteht aus drei Sequenzen. Auf die Denaturier@ngDiNA durch Erhitzen folgt
durch Abkuhlen des Reaktionsgemisches die Hybedisig der Primer an den
komplementaren DNA-Strang und schliel3lich die Sga¢hder DNA-Matrize durch
Erhdhung der Temperatur auf das TemperaturoptimemDNA-Polymerase. Es
entsteht neue, doppelstrangige DNA mit einer zutrizika komplementéren Sequenz.
Durch vielfache Wiederholung kommt es zur exporgdietn Zunahme des PCR-
Produktes. Die zur Denaturierung notwendigen hofiemperaturen von 94°C
verlangen nach einem stabilen, hitzebestandigelyrgnwelches in der Tag-DNA-
Polymerase des Bakteriums Thermus aquaticus gefuneerden konnte. Zum
Einbau der Desoxynukleosidtriphosphate (dNTPs) girdem M§*-lonen vonnéten,
die mit den dNTPs einen I6slichen Komplex bildendumuRerdem die
Polymeraseaktivitat stimulierén.
Fir jede DNA-Probe wurden folgende Komponenten gehti
25,5u  HPLC-H,O

5ul  10x PCR Puffer

5ul 25 mM MgCk (Endkonzentration 2,5 mM)

2ul 10 mM dNTPs (Endkonzentration 0,4 mM)

5ul  Primer sense (Endkonzentration i)

5ul  Primer antisense (Endkonzentrationl\)

0,5ul  Tag-Polymerase (5ul)

Jedem PCR-Ansatz wurden 2 DNA zugefugt und das Gemisch anschlie3end
folgendem PCR-Programm unterzogen:
1) 94°C 3 min
2) 35 Zyklen:

94°C 30 sec

61°C 40 sec fur CD14/ 59°C 40 sec fur VCAM-1

72°C 1 min
3) 72°C 5 min
4) Herunterkihlen auf 4°C.
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Um die amplifizierten DNA-Sequenzen durch Auftrengumittels Agarose-Gel-
Elektrophorese zu analysieren, wurde ein 2%igesdsgaGel mit Ethidiumbromid
in TAE-Puffer hergestellt. Dazu wurden je 1,5 g Bim Sieve GP Agarose und
Biozym LE GP Agarose in 150 ml TAE-Puffer erhitzadunach Abkihlen 3ul
Ethidiumbromid (10 mg/ml) beigefiigt. Ethidiumbromwilrd zum Anfarben von
Nukleinsduren bei der Gelelektrophorese verwenddhdem einzelne
Ethidiumbromid-Molekille zwischen die Basen der DiNRerkalieren, &ndert sich
sein Anregungsspektrum, was die Fluoreszenz demst&ub bei Anregung mit
ultraviolettem Licht stark erhoht. Als Elektrophsepuffer diente TAE. Nach
Zufugen von 6ul Ladepuffer in jede Probe erfolgte ein 2minttigeditzen auf
74°C, gefolgt von dem Auftragen von 20 jeder Probe in je eine Geltasche. Zur
GroRRenbestimmung der markierten DNA-Fragmente wudesatzlich 1Qul eines
100 bp DNA-Markers geladen. Die Elektrophorese wup@i einer Spannung von
100 Volt Uber 1 Stunde durchgefihrt. Die erwartef@R-Produkte lagen fir
VCAM-1 bei 214 bp, fir CD14 bei 386 bp.

—
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Abbildung 4 Polymerasekettenreaktion zum Nachweis des VCAMS@iInks) und
des CD14-Genes (rechts)

Unter dem CD14-Rezeptor versteht man ein Oberfiamioéektl auf Monozyten und
Makrophagen. Nach Kontakt des CD14-Rezeptors nmbpolysacchariden kommt
es durch Aktivierung der Zelle zur Ausschuttung vd¥F-o und IL-18 (Interleukin-

1) und damit zu einer Entzindungsreaktion.
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2.2.4 Real-time PCR

Die Real-time PCR, als eine Vervielfaltigungsmethdidr Nukleinséduren, beruht auf
dem gleichen Prinzip wie eine PCR, ermdéglicht ahesatzlich die Quantifizierung
der gewonnenen DNA durch Fluoreszenz-Messungenenédheines PCR-Zyklus.
Die Fluoreszenz nimmt proportional mit der Menge BER-Produkte zu. Am Ende
eines Laufs aus mehreren Zyklen wird anhand voaleren Fluoreszenzsignalen
die Quantifizierung in der exponentiellen Phase &R vorgenommen. Zur
Quantifizierung der PCR-Produkte wurde der Fluagase resonance energy transfer
(FRET) ausgenutzt. Ein Donor-Fluorochrom (bei degWan-Methode Reporter
genannt) wird dabei durch eine Lichtquelle angenagtl gibt einen Teil seiner
Energie an ein in der Nahe befindliches AkzeptamwFbchrom (Quencher bei
TagMan-Sonden) ab. Bei den TagMan-Sonden wird nas &-Ende mit dem
Quencher (gewohnlich TAMRA) und das 5-Ende mit demReporter-
Fluoreszenzfarbstoff (hier FAM) markiert. Dadurctlass die Taq-Polymerase
zusatzlich zur Polymeraseaktivitat eine 5'-3’-Exklease-Aktivitat besitzt, wird die
Sonde bei der Synthese des Gegenstranges am 5’dbgeébaut, folglich Quencher
und Reporter voneinander entfernt und eine erhBefeorter-Fluoreszenz gemessen.
Die Fluoreszenzintensitat ist dabei direkt proporl zur Menge der DNA

In unserem Fall wurde die Expression von VCAM-1 @B14 in Relation zum
Signal des Referenz-Gens Hypoxanthin PhosphoriboBg@nsferase (HPRT)
gemessen (relative Quantifizierung). Die untersdlithe Expression wurde als n-
fache Expression mit Hilfe desACt-Wertes angegeben. Der Ct-Wert (engl.: Cycle
Threshold fur Schwellenwert-Zyklus) beschreibt dgklus, an dem die Fluoreszenz
erstmalig signifikant Uber die Hintergrund-Fluoresz steigt. Der Ct-Wert des
HPRT-Signals wurde vom Ct-Wert der jeweiligen VCABID14-Expression des
gleichen Tieres abgezogenQt), der ACt-Wert der apoE ko-Gruppe von dem der
eNOS dko-Gruppe subtrahierhACt) und in die Gleichung n-fache Expression
(eNOS dko zu apoE ko), namlicH¥" eingesetzt.

Fir einen einfachen Ansatz MasterMix wurden folgeKdmponenten gemischt:
12,5ul  SuperMix

0,25ul  Primer sense (Endkonzentration 24)

0,25ul  Primer antisense (Endkonzentration )

0,25ul TagMan-Sonde (Endkonzentration j26)
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6,75ul HPLC-H,0O
In die Vertiefungen der 96 well Plate wurden angfignd je Sul Probe (1ul cDNA
+ 4 pl HPLC-H,O) und 20ul MasterMix pipettiert. Auf eine Platte wurden je 3
Ansatze pro Gen und Tier (jeweils fur das zu unkgnende Gen, also VCAM oder
CD14 und HPRT) aufgetragen. Nach Auftragen all@bBn wurde die Platte mit
einer durchsichtigen Folie verschlossen und bis &tart der Real-time PCR in
Alufolie gehtillt. Vor Beginn eines jeden Laufes dwen die 96 well Plates kurz
zentrifugiert.
Das CD14-Protokoll sah folgendermal3en aus:
1) 50°C 2 min
2) 94°C 1 min
3) 40 Zyklen:

94°C 30 sec

61°C 40 sec

72°C 1 min
4) 72°C 2 min
5) Herunterkthlen auf 15°C.
Fir VCAM lief ein entsprechendes Programm mit eiReimerhybridisierung bei
60°C ab.
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Abbildung 5 Beispiel fur einen Real-time PCR-Amplifikatioreggjnen
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2.2.5 Western Blot

Proteinextraktion aus Aorten

Am Tag der Proteinextraktion wurden die in Flussaystoff gefrorenen Aorten in

einem Mikromdrser mit insgesamt 10@ Lysis Puffer, der PMSF in einer
Endkonzentration von 1 mM enthélt, zermahlen undkefsi einer Pipette in ein
Eppendorf-Reaktionsgefald transferiert. Nach zwegeai Spilen des Mérsers und
30minutigem Inkubieren des Lysats auf Eis folgteh rhin Zentrifugierung bel

14.000 Umdrehungen pro Minute und 4°C. Der Proggithaltende Uberstand wurde
vom entstandenen Pellet abgezogen und bei denhgtei®edingungen erneut
zentrifugiert. Nun wurde die flussige Phase in diisches Eppendorf-Gefald

Uberfuhrt und bei —20°C gefroren.

Messung der Proteinkonzentration

Hierzu wurde der BCA Protein Assay Kit der Firmaree verwendet. Im alkalischen
Milieu werden C@'-Kationen durch Proteine zu Cteduziert (Biuret Reaktion). Aus
zwei Molekilen Bicinchonische Saure (BCA) und ein€ni Molekil entsteht ein
farbiger Chelatkomplex, der bei 562 nm photomeltrisessbar ist’

Jeweils 10ul Proteinlésung (1:5 verdunnt mit,8) wurden auf eine 96 well Plate
pipettiert. Zum Erstellen einer Standardreihe reit (konzentrationen 0,1 mg/ml, 0,2
mg/ml, 0,4 mg/ml, 0,6 mg/ml, 0,8 mg/ml und 1,0 mbimd damit zur Erzeugung
einer Standardkurve diente ein mitgelieferter AllourBtandard (2 mg/ml). Jeder
Probe wurden 200l einer Mischung der Reagentien A und B des Kitsienhaltnis

5 ml zu 100ul zugefiigt, dies fur 30 min bei 37°C inkubiert utie¢ Absorption bei
562 nm gemessen. Die Analyse erfolgte mit dem Pheter ,TECAN SPECTRA",
Typ Spectra Rainbow.

Western Blot

Mit Hilfe des Western Blots kdnnen Proteine naatkebphoretischer Auftrennung
nachgewiesen und in einem gewissen Rahmen auchtifq@ie@rnt werden. Nach

Durchwandern eines Sammelgels werden die Protaimnem Trenngel der Grol3e
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nach aufgetrennt. AnschlieBend folgt die Ubertraganf eine PVDF-Membran und
die Darstellung des gesuchten Proteins mittels ispazer Antikorper
(Primarantikérper und enzymmarkierter Sekundaranpiér).

In einem siebenprozentigen Acrylamid/Bis-Acrylametigvird das Proteingemisch
aufgetrennt. Das dem Gel beigefigte SDS (Natriuradgdulfat) fahrt zur
Denaturierung und durch die negative Ladung zurkiéasng der Eigenladung der
Proteine, was eine Auftrennung nach der Molekulasmaermoglicht. Uber dem
Trenngel befindet sich ein Sammelgel (3% AcrylaBis/Acrylamid; 0,1% SDS),
welches zur Bildung einer schmalen Lauffront fiihrt.

20 pg Protein wurden mit Lysis Puffer auf 10 aufgefillt, danach %l Ladepuffer
beigefugt und alles fir 5 min auf 95°C erhitzt. Miesem Gemisch wurden die
Taschen des Sammelgels beflllt. Als GroRenstandadte der Proteinmarker
.Precision Plus Protein Standards“ der Firma Bi@tR#&m Anschluss an die
einstliindige Elektrophorese bei 150 V wurde auf @a$ eine mit Transferpuffer
angefeuchtete PVDF-Membran gelegt, beidseits fesctihatman Papier und eine
Lage in Transferpuffer eingelegtes Fliel3 hinzugetirgl der Proteintransfer in einer
speziellen Halterung in einer Transferkammer von-Bad, gefillt mit Blotting-
Puffer, bei 400 mA und guter Kiuhlung fur eine Stwirtirchgefiihrt. Die Membran
wurde der Transferkammer entnommen und fur eined&tin Blockpuffer eingelegt.
Letzteres soll die unspezifische Bindung von Antidgn an die Membran
verhindern. Nach dem Blocken wurde die Membranzoworial zwischen 50 und 75
kDa durchgeschnitten. Der obere Teil, auf dem bmiheinem Molekulargewicht von
110 kDa VCAM-1 befand und der untere Teil mfctin (43 kDa) wurden nun tber
Nacht bei 4°C auf einem Schwenker mit den Primé@rgern inkubiert. Dazu
wurde der primare VCAM-1 Antikérper 1:200 und dektih Antikorper 1:500 in
TBST mit 5% Magermilchpulver verdinnt. Nach eineaibistiindigen (dreimal 10
min) Waschvorgang in TBST-Puffer zur Entfernunghhigebundener Antikorper
erfolgte die Inkubation mit den Sekundéarantikorpefir eine Stunde bei
Raumtemperatur (Verdinnung 1:4000) und ein ernéiaschvorgang mit TBST
(funfmal 12 min).

Die verwendeten SekundarantikGrper waren mit dererkétichperoxidase (HRP)
gekoppelt, welche die Oxidation von Luminol in Gegeart von Wasserstoffperoxid
katalysiert, wobei Licht der Wellenlange 430 nm et wird (Chemilumineszenz-

Nachweis). Die Detektion erfolgt mittels eines Rjartfilms. Dabei entspricht der Grad
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der Schwarzung des Films der Menge des entstandedets an der entsprechenden
Stelle der Membran, wodurch eine Abschatzung dangdeles Zielproteins ermdglicht
wird. Aktin dient dabei wegen seiner konstantenreégpion im Gewebe als Standard.
Unter Lichtabschluss wurden 2 ml der Losung A nditB der Losung B des ECL Plus
Nachweiskits gemischt und auf die Membranen gegeNach finf Minuten wurden
die Teile entnommen, in eine Klarsichtfolie eindeseil3t und in einer
Entwicklerkassette mit Klebeband fixiert. In derrikelkammer wurden Réntgenfilme
in die Kassette eingelegt und nach Exposition [di2uten) entwickelt.

Die Expressionslevel von VCAM-1 undActin wurden densitrometrisch mittels Scan
Pack analysiert und das VCAM-1 Signal ins Verh&ltaur Expression von-Actin

gesetzt.

2.2.6 Duplex-Sonographie der Carotiden

Die zu untersuchenden Mause wurden anésthesiertliendl. carotis communis mit
einem Duplex-Sonographiegerat und einem hochauftiise 15 Megahertz-
Schallkopf sichtbar gemacht. Gemessen wurde desisRece Index” (RI), der sich
aus der Differenz der maximalen systolischen undddestolischen

Flussgeschwindigkeit (s und Vgia) dividiert durch \{ys zusammensetzt und zur
indirekten Bestimmung des GefalRwiderstandes di8ai. einer Zunahme des
peripheren Widerstandes nimmt die enddiastolisch®niingsgeschwindigkeit
stéarker als die maximale systolische Geschwindigieiund folglich der RI zEf

2.2.7 Statistische Analysen
Alle Daten werden abgebildet als Mittelwert plusar&tardfehler. Statistische

Signifikanz zweier Gruppen wurde mittels Studentast bestimmt und eine Irrtums-

wahrscheinlichkeit von0,05 als signifikant angenommen.
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3.0 Ergebnisse

3.1 eNOS-Deletion erhdht Leukozyten-Endothelzellrteraktionen in

Apolipoprotein E knockout (apoE ko)-Mausen

Die Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen 2Qfh vor der Carotisbifurkation von
10 Wochen mit ,western-type“-Diat gefutterten Mausevurden mit Video
Fluoreszenzmikroskopie in vivo untersucht. Die biisiemie ergab bei beiden
Genotypen keine makroskopisch sichtbaren Lasiomeinesem Areal.

Verglichen mit den apoE ko-M&usen (125 + 17 Zeiten?, n=23) erwies sich die
Zahl der rollenden Leukozyten bei den apoE/eNOS-Mkosen (206 + 24
Zellen/mnt, n=16, p<0,01Abbildung 62 als signifikant hther. Zusétzlich zeigten
eNOS dko-Tiere signifikant angehobene Werte sowahl transient adharenten
Leukozyten (442 + 50 Zellen/nfrm=16) als auch an fest adh&renten Leukozyten (94
+ 15 Zellen/mm, n=16) im Vergleich zu den apoE ko-M&usen (tramsaharent:
155 + 18 Zellen/mm n=23, p<0,0001Abbildung 6b fest adharent: 28 + 8
Zellen/mnf, n=23, p=0,0002Abbildung 64.

3.2 Keine Beeinflussung der Thrombozyten-Adhasionni apoE ko-Mausen
durch das Fehlen von eNOS

IVM-Analysen der A. carotis communis ergaben kesignifikanten Unterschiede in
den Thrombozyten-Endothelzell-Interaktionen zwischieeiden Genotypen. Das
Rollen der Thrombozyten zwischen apoE ko-Tieren¥32 Zellen/mrf, n=19) und
apoE/eNOS dko-Tieren (41 + 10 Zellen/Mm=16, p=0,48), die voriibergehende
Adhasion (apoE ko: 505 + 57 Zellen/firm=9 vs. apoE/eNOS dko: 417 + 65
Zellen/mnf, n=9, p=0,33) und auch die feste Adh&sion (apoE 4® * 10
Zellen/mnf, n=19 vs. apoE/eNOS dko: 20 + 13 Zellen/fmm=16, p=0,2) waren

ahnlich.
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Die Zahl der rollenden, tre-
sient adharenten und fest adha
renten Leukozyten war signifi
kant erhohtin der A. caroti
communis von apoE/eNOS dko
Mausen im Vergleich zu ap
ko-Kontrollen.
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3.3 Der Mangel an eNOS verstarkt die endothelialeascular cell adhesion
molecule-1 (VCAM-1)-Expression in Carotiderund Aorten

Um den Einfluss der eNOS-Deletion auf die Exprassion Adhasionsmolekulen
wie VCAM-1 zu eruieren, wurden Real-time PCR Expmmte unter Verwendung
der Carotis-RNA von 18 Wochen mit ,western-type‘aDigefltterten Mausen
durchgefuhrt. Die mRNA Expression von VCAM-1 laggrsfikant hoéher bei

apoE/eNOS dko-Tieren verglichen mit apoE ko-Koméml(4,39 + 1,11, n=9 vs. 1,0
+ 0,46, n=20, p<0,00Abbildung 74

Western Blot Analysen von Aorten bestatigten digedsthiede in der VCAM-1-
Expression zwischen beiden Genotypen (apoE/eNOS2J8a 0,27, n=10; apoE ko:
1,3+0,26, n=10,%0,01,Abbildung 7h.

Auch die immunhistochemische Untersuchung der Aottsaergab eine verstarkte
endotheliale Expression von VCAM-1 in apoE/eNOS -8kiusen (3,66 + 1,78,
n=11, apoE ko: 1,12 + 0,49, n=10, p=03bbildung 73.
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Abbildung 7aVierfach erhéhte Expression von VCAM-1 mRNA peEdeNOS dko-
Mausen im Vergleich zu apoE ko-Kontrollen in dealRene PCR.
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110 kDa VCAM-1

43 kDa a-Actin
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—

n-fache Protein-Expression von VCAM-1

apoE ko eNOS dko
n=10 n=10

Abbildung 7b Western Blot aus aortalen Lysaten von apoE ko-apoE/eNOS dko-
Mausen (oben). Densitromsetre Auswertung der Proteinbande fur
VCAM-1 und der entspreclendActin-Bande desselben Blots zur

Quantifizierung der Protexpression (unten).
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Abbildung 7c Immunhistochemie der A. carotis beider GenotyfielvCAM-1.
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3.4 Beeinflussung der Makrophagen-Infiltration indie Gefa3wand durch endo-
theliales Stickstoffmonoxid

Zur Beurteilung der Frage, ob die erhohte VCAM-IpEession der endothelialen
Carotis auch in einer verstarkten Infiltration vitakrophagen in die Gefaliwand
resultiert, wurde eine Real-time PCR zur Quangfizng der vaskularen CD14-
Expression durchgefihrt. Dabei ergab sich ein aktat Unterschied in der CD14-
Expression zwischen beiden Genotypen (apoE/eNOS 4Ra + 3,34, n=12; apoE
ko: 1,0 £ 0,43, n=17, p<0,0000&bbildung 8a.

Dieser Befund wurde bekraftigt durch eine Zunahree fdr Makrophagen positiv
gefarbten Flachen in der A. carotis von eNOS dkerdn (apoE/eNOS dko: 5,60 +
0,98 % positiv gefarbte Plaqueflache, n=9; apoEZ®a6 + 0,49 % positiv gefarbte
Plaqueflache, n=9, p=0,008bbildung 8.

Die Planimetrie der Oil Red O positiv gefarbten #leein der GefalBwand zeigte
dagegen keinen signifikanten Unterschied zwischeoEako- (6,82 + 4,0 positiv
gefarbte Plaqueflache, n=9) und apoE/eNOS dko-Ma(s87 + 3,44, n=7, p=0,87,
Abbildung 83. Letzteres lasst auf eine vergleichbare Mengefaity streaks” bei
beiden Genotypen im untersuchten Bereich zum geeratdntersuchungszeitpunkt

schlief3en.
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*

p<0,00002

n-fache Expression von CD14

apoE ko eNOS dko
n=17 n=12

Abbildung 8a Vierfach erhohte Expression von CD14 mRNA beEapROS dko-
Mausen im Vergleich zu apoE ko-Kontrollen in dealRene PCR.
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v T

apoE ko Makrophagen 25um eNOS dko Makrophagen

p=0,008

% positiv gefarbte Flache Makrophagen

apoE ko eNOS dko
n=9 n=9

Abbildung 8b Die Planimetrie der positiv gefarbten Plaquefléchergab eine er-
hohte Makrophagen-Infilicat in die GefaRwand der A. carotis bei
eNOS dko-Mausen.
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e

apoE ko Oil Red O 25um eNOS dko Oil Red O
—

p=0,865

107

% positiv gefarbte Flache Oil Red O
(o))

apoE ko eNOS dko

n=9 n=7

Abbildung 8c Vergleichbare Mengen an ,fatty streaks” in denrGaden bei beiden
Genotypen.
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3.5 Unveranderter vaskularer GefalRwiderstands Inde in eNOS defizienten

apoE ko-Mausen

Die Duplex-Sonographie der A. carotis communis tégitnu dem Ergebnis, dass kein
Unterschied im Resistance Index zwischen apoE koge (0,758 + 0,015, n=17)
und apoE/eNOS dko-Méausen (0,754 = 0,014, n=10,89%8bbildung 9 existiert.

Dies lasst den Schluss zu, dass zum Zeitpunkt tielieéh die genetische Deletion
von eNOS keine Verédnderungen der Hamodynamik in @arotis-Strombahn

hervorruft.

p=0,89

0,81

0,61

Widerstands Index
o
-

0,2

0,0 .
apoE ko eNOS dko

n=17 n=10

Abbildung 9 Kein Unterschied im Resistance Index der A. garm@mmunis
zwischen apoE ko- und eNG&Tdkren.
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4.0 Diskussion

Die NOS-Proteinfamilie schliet drei Isoformen eidie endotheliale, die
induzierbare und die neuronale NOS. Wéahrend eNO& nMOS atheroprotektiv
sind’® % wird der induzierbaren NO-Synthase eine proattereg Funktion
zugeschriebePf In Endothelzellen fortgeschrittener arterioskleahier Lasionen
fand man eine Abnahme der eNOS-Expression im Vietgleu gesunden Gefal3en
bei gleichzeitig ausgedehnter INOS und nNOS-Exjprass verbunden mit
Makrophagen, Endothelzellen und mesenchymal-ensehden Intimazellef:

Mit Untersuchungen zu den L/E- und P/E-Interaktiome Carotiden von apoE ko-
und apoE/eNOS dko-Mausen haben wir die Rolle vo@®Nh den frihen Stadien
der spontanen Arterioskleroseentwicklung untersughs eNOS ko-Modell ist dabei
der pharmakologischen NOS-Inhibition durch L-NAMEeo L-NMMA iiberleger??
Dies liegt daran, dass die pharmakologische Inbibitler NOS nicht spezifisch fur
eNOS ist und aufgrund von Pharmakokinetik und Ph&gdynamik keine Garantie
zur vollstéandigen Inhibition gewébhrleistet ist.

Durch die zahlreichen Auswirkungen der eNOS-Detetauf das Gefal3system,
welche neben einer verstarkten Intimaproliferatiats Antwort auf eine
GefaRverletzung bei eNOS ko-Mau&emuch die arterielle Hypertonie und eine
beschleunigte Arterioskleroseentstehung bei apoBfNko-Mausen einschlieR&h,
spielt das eNOS ko-Modell eine wichtige Rolle inr derforschung vaskularer
Erkrankungen. Gleichzeitig steht mit den apoE kaib#n ein dem Menschen
vergleichbares, durch Hyperlipidamie provozierteodell der Arteriosklerose-
entwicklung zur Verfigung.

Die vorliegende Arbeit zeigt bei apoE/eNOS dko-Mgugn Vergleich zu apoE ko-
Kontrollen eine signifikante Zunahme an rollendgansient adharenten sowie fest
an das Endothel adharenten Leukozyten. Die Zunatend/E-Interaktionen wurde
dabei in der A. carotis communis in einem Bereitimeo makroskopisch sichtbare
Lasionen beobachtet. Dartber hinaus wurde eine haxh&Expression von
Adhasionsmolekilen (VCAM-1) in den Carotiden vonoBfeNOS dko-Mausen
nachgewiesen, welche letztendlich auch in einerteggsten Makrophagen-
Infiltration in die Gefallwand miindete. Die Methatig Duplex-Sonographie belegte

eine ahnliche Hamodynamik in der Carotis-Strombhéiler Genotypen und weist
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darauf hin, dass die erhdhten L/E-Interaktionerhinials Folge von veranderten
Flussbedingungen zu erklaren sind.

Auf welche Weise beeinflusst NO die Expression eth@tialer Adhasions-
molekile und die Leukozyten-Endothelzell-Interaktien?

Von mehreren Autoren wird beschrieben, dass NO Aiktivierung des
Transkriptionsfaktors NikB durch Induktion und Stabilisierung des inhibisahien
kB-Proteins (kBo) verhindert. Die Inhibition der endogenen konsiwen NO-
Produktion durch L-N-Monomethylarginin fuihrte zuktvierung von NF«B, was
auf eine tonische Inhibition von NEB unter basalen Bedingungen hinweist. Inaktiv
als NF«B/lIkBa-Komplex im Zytosol vorliegend kommt es durch véisdene Reize
(Zytokine wie TNFe, oxidativen Stress) zur Phosphorylierung, daminzAbbau
des zytoplasmatischen InhibitoksBl. und zur Aktivierung von NkB. NO reduziert
L/E-Interaktionen durch Herabsetzen der Zytokindmidrten Expression von
Adhasionsmolekilen wie VCAM-1, ELAM-1 (endotheliegéll leukocyte adhesion
molecule-1) oder E-Selektin und ICAM-1. All dieser@ besitzen Bindestellen fur
den Transkriptionsfaktor NEB in ihren Promotorregionefi.Es wurde gezeigt, dass
NO Proteinphosphatasen in mononukleédren Zellerpdepheren Blutes aktivief?,
so die Dephosphorylierung vorBa bewirkt und dessen Abspaltung von NB-
inhibiert.  Zum anderen wurde nachgewiesen, dass dabken wie
Wasserstoffperoxid die Aktivitat der Proteinkinasgimulieren und NFRB
aktivieren®® Als Reaktionspartner von Superoxid kann NO diedeivierung
verhindern. Insgesamt ergibt sich allerdings degEr in wie weit diese Uberwiegend
aus in vitro Versuchen gewonnenen Daten auf diesiplogische Situation
Ubertragbar sind.

Dass die antiadhasiven Eigenschaften von NO in @emd Leukozyten die Fahigkeit
zur Inaktivierung von Superoxid betreffen, wurdeltavon Garboury et al. bestatigt,
indem diese zeigten, dass die Leukozyten-Adhasimohddie Superoxid-Dismutase
bzw. einen NO-Donor nur unter Konditionen der Sogglbildung (nach
Hypoxanthin- und Xanthin-Oxidase-Infusion, nicht eabnach Leukotrien B

Infusion) inhibiert wird.
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Welche Rolle spielt eNOS bei der endothelialen Aldrung?

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass eine eNOS-Defetizu einer deutlichen
Hochregelung der endothelialen VCAM-1-ExpressiamfiVCAM-1 interagiert mit
dem monozytaren Integrin VLA-4 und vermittelt desfe Monozyten-Adhésion an
die endotheliale OberflacHe.

Bei De Caterina et al. hatte die Hemmung der enaagdNO-Produktion mit L-N-
Monomethylarginin in Endothelzellen der menschlithé saphena einen Anstieg
der VCAM-1-Expression zur Folge, aber keine Veigiag der Zytokin-induzierten
VCAM-1-Expression, was eine tonische Inhibierung #CAM-1-Expression in
Endothelzellen durch endogenes endotheliales N@nuwten lasst? Dahingegen
ergaben Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe, dass alleinige Fehlen der
endothelialen NO-Produktion bei mikrovaskularen @helzellen, die aus Lungen
von eNOS knockout-Mausen isoliert wurden, nicht @wmner endothelialen
Aktivierung oder in einer Zunahme der L/E-Interakin resultiert. Bei eNOS ko-
und Wildtyp-Endothelzellen fand sich eine vergléiate Oberflachenexpression von
E-Selektin, P-Selektin, ICAM-1 und VCAM-1. Dazu kamdass nach
Zytokinstimulation mit TNFe/IL-1a ein &hnlicher Expressionsanstieg der
Adhasionsmolekiile bei beiden Genotypen beobachtetdem konnt&® Aus diesen
Versuchen geht somit hervor, dass das Fehlen va»Sebei eNOS ko-Zellen nicht
automatisch zu einer Oberflachenaktivierung fuhrt.

Die Ergebnisse der aktuellen Arbeit zeigen hingegEss eNOS die endotheliale
Aktivierung im Rahmen der Hyperlipidamie vermiteglf spontanen Arteriosklerose
unterdrickt. Neben einer intensivierten vaskular@f\M-1-Expression kommt es in
apoE/eNOS dko-Mausen im Vergleich zu apoE ko-Kdletnozu einer Zunahme der
Makrophageninfiltration in die GefalRwand.

Diese auf den ersten Blick widersprichlichen Bebhawen der beiden Studien
lassen sich nur erklaren, wenn man die unterscbiesti Zellpopulationen und
Bedingungen der Experimente in Bezug auf oxidati®&ress bertcksichtigt. So
wurde unter anderem nachgewiesen, dass die NOBignimg in Endothelzellen der
menschlichen Umbilikalvene durch L-NAME erhohtertrazellularen oxidativen
Stress bedingt, der folglich die Neutrophilen-Emgdeell-Interaktion induzieff> In
den genannten friheren Versuchen unserer Arbegpgrwurde zum einen grof3ter
Wert auf Endotoxinfreiheit gelegt, zum anderen veuikkine pharmakologische
eNOS-Inhibition bendtigt.
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Zusammenfassend lasst sich also sagen, dass dieisdite eNOS-Deletion nicht
automatisch zu einer Endothelzellaktivierung fubind damit das von der eNOS
produzierte NO nicht erforderlich ist, um die eruiale Aktivierung kontinuierlich
zu unterdricken. Nichtsdestotrotz hat eNOS Auswigan auf die Empfindlichkeit
der Endothelzellen gegenuber oxidativem Stress. &) Gegenspieler reaktiver
Sauerstoffspezies kann somit Signale, die zur éetlaten Aktivierung fuhren,
kompensieren. Unter Arteriosklerosebedingungen, imievorliegenden Modell an
apoE/eNOS dko-Tieren gezeigt, fuhrt die Abwesenkieit eNOS und die damit
verbundene verminderte NO-Bioverfuigbarkeit zu einemrmehrten, auf die
Endothelzellen einwirkenden oxidativen Stress, fhlcin einer endothelialen

Aktivierung resultiert.

Wie wirkt sich die eNOS-Deletion auf die ThromboegtEndothelzell-
Interaktionen aus?

Neuere Studien weisen auf die Bedeutung der Thragteo-Endothelzell-
Interaktionen als Trigger zur Initiierung und Akeedtion der arteriosklerotischen
Plaquebildung hid® % 8 Freedman et al. beobachteten in einer in vitro-
Untersuchung, dass mit ADP stimulierte Thrombozygesunder Erwachsener NO
produzieren, welches die Plattchen-Rekrutierund detlicher als die Plattchen-
Aktivierung unterbindef® In einer anderen Studie dieser Arbeitsgruppe weide
erhohte Plattchen-Rekrutierung in eNOS knockout-$éaum Vergleich zu Wildtyp-
Kontrollen festgestellt und eine antiaggregatomscRolle der Thrombozyten
vermittelten NO-Produktion beschrieb®n.Im Gegensatz dazu demonstrierten
Ozuyaman et al., dass Kollagen eNOund WT-Plattchen in gleichem MaRe
aggregierte, dass die Thrombin-induzierte P-SeleRtberflachen-Expression in
eNOS’-Plattchen unverandert war und das Fehlen von eNDSivo keine
signifikante Beschleunigung der arteriellen Throsibrmung verursachif. Freedman
et al. und Ozuyaman et al. stimmen aber darin imetass die eNOS-Deletion keine
Plattchenaktivierung verursacht. In einer unserdtuedlen Studien konnte
nachgewiesen werden, dass sowohl menschliche als aurine Thrombozyten
keine eNOS/iINOS-Proteine enthaltérBeziiglich des Einflusses von eNOS auf die
Thrombozyten-Endothelzell-Interaktionen konnte destellt werden, dass kein
Unterschied im Rollen, in der transienten und fegtdhésion der Thrombozyten ans
Endothel zwischen apoE ko- und apoE/eNOS dko-Mausdstiert. C57BL/6-
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Mausen gegenubergestellt zeigten apoE ko-TierdMibssberg et al. deutlich erhdhte
Plattchen-Endothelzell-Interaktionen, welche zuhekbgenese beitragéh.Unsere
Ergebnisse legen dar, dass das Fehlen von eNQOSdrobdhter arteriosklerotischer
Lasionsflache bei apoE/eNOS dko-Mau€en® die Plattchen-Endothelzell-
Interaktionen nicht weiter verstarkt. Obwohl als@sigigerte Thrombozyten-
Endothelzell-Interaktionen die Plaquebildung beoEBpko-Mausen beschleunigen,
tragen sie nicht zum zuséatzlichen Wachstum derob&$iéiche nach eNOS-Deletion
bei.

Bestéatigen auch andere Autoren unsere Beobachtungen

Unsere Daten stehen im Einklang mit Studien voneleft al., welche eine
signifikante Erh6hung des basalen Rollens und d#ind&ion von Leukozyten in
mesenterialen Venolen bei eNOS-defizienten Mé&auserglichen mit Wildtyp-
Mausen bestatigten und damit die NO-Produktion eld@S als entscheidend fur die
Regulation von Leukozyten-Endothelzell-Interaktionerachtetei Im Gegensatz
dazu fanden Sanz et al. mittels intravitaler Mikage im mikrovaskularen
Strombett des intestinalen und Cremaster-BereiehdAtT- und eNOS ko-Mausen
heraus, dass das basale Leukozyten-Rollen und dléisbon bei beiden Genotypen
keine Unterschiede ergaben. Diese Autoren zeigtass die eNOS ein wichtiger
Regulator der Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen postkapillaren Venolen
normaler Mause ist, wohingegen nNOS den Verlustaefd®S in eNOS ko-M&ausen
kompensiert® Dass NO modulierend auf die Leukozyten-Endothklnétraktionen
in der Zirkulation einwirkt und dies vor allem asdine Fahigkeiten zur Inaktivierung
von Superoxid bezogen ist, wurde bereits in frimeSeudien erkannt °** Ebenso
wurde dargelegt, dass die Inhibition der NO-Promtuwktie Leukozyten-Adhasion in
der Mikrozirkulation férdef® ® und dass eine Therapie mit NO-Donoren oder L-
Arginin das Ausmald der Neutrophilen-vermittelten faBschadigung in Tier-
modellen reduzieren karf. ® Als Mechanismus, durch welchen NO vor der
schadlichen  Wirkung  zirkulierender  Neutrophiler &, wird die
Herunterregulation einer Zahl endothelialer Zelkglbnsmolekille angeseh®nDe
Caterina et al. beobachteten durch Behandlung vemsahlichen Endothelzellen der
V. saphena mit NO-Donoren eine Verringerung deddtstimulierten VCAM-1-
Expression um 35-55 #.
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Dabei muss angemerkt werden, dass die genanntedietuaufgrund von
Unterschieden im untersuchten GefaRbett und aufigrides Fehlens der
Hyperlipidamie als Trigger der spontanen Plaquelni¢gd nicht die Situation der
spontanen Arterioskleroseentstehung widerspiedgisere Untersuchungen legen
dar, dass das Fehlen der endogenen eNOS vermmtt&i@ Produktion die L/E-
Interaktionen in einem arteriosklerotisch veranelerGefalibett beschleunigt. 2001
wurde von Chen und Kuhlencordt nachgewiesen, dags hkschleunigte
Arterioskleroseentwicklung in apoE/eNOS dko-Tierkgine Folge des erhdhten
Blutdrucks dieses Genotyps f&t.Deshalb ist die Zunahme arteriosklerotischer
Lasionen wahrscheinlich auf lokale Verdanderungem @efal3wand, wie eine
verstarkte endotheliale Aktivierung, die sich innesn Anstieg der VCAM-1-
Expression ausdriickt, zurickzufihren.

Trotz allem muss die eNOS Funktion im mehrdimersiem Zusammenhang
betrachtet werden. So wurde Uber Ozaki et al. reaglggen, dass eine chronische
eNOS-Uberexpression in eNOS transgenen apoE kodwadse Arteriosklerose
durch eine im Verhéaltnis zur Proteinexpression wederte NO-Produktion und eine
Uber die eNOS-Entkopplung erhéhte Superoxid-Syethesrschlimmern kanff.
Auch in unserer Arbeitsgruppe konnte Uber HPLC-Megsn eine Reduktion der
totalen Superoxid-Bildung bei apoE/eNOS dko- im gleich zu apoE ko-Mausen
festgestellt werden (6,9 = 0,9 AlY Protein, n=13 vs. 9,4 £ 0,5 Al Protein,
n=14, p=0,02: bisher nicht verotffentlichte Datemjas auf einen Beitrag zum
oxidativen Stress durch eine eNOS-Entkopplung peEako-Tieren schliel3en lasst.
Da apoE/eNOS dko-Mause aber trotz einer vermindevieskuldren Superoxid-
Produktion vermehrt arteriosklerotische Lasionentwakeln, kann abgeleitet
werden, dass die reduzierte Superoxid-Bildung ndilet proatherogene Wirkung
eines NO-Mangels ausgleichen kann und die antradgjemen Eigenschaften von

eNOS uberwiegen.

Welches therapeutische Potential steckt in der ethadialen Stickstoffmonoxid-
Synthase in Bezug auf Restenose, Transplantat- Bypass-Arteriosklerose?
Zuallererst sei gesagt, dass fir eine mogliche Awweg einer NOS-Gentherapie
oder fir eine pharmakologische Beeinflussung deSNE2pression eine Reihe von
Faktoren (u.a. technische Limitationen, Redoxstataes Gefal3systems,

Verfugbarkeit von Substrat und Kofaktoren) berlck8gt werden muss, um
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vorhersehbare Therapieerfolge zu erreichen. Innloeellen konnten allerdings
bereits gute Forschungsergebnisse erzielt weraelass die NOS-Gentherapie eine
vielversprechende zukiinftige Therapieoption ddestdonnte.

Bei koronarer Herzkrankheit ist die Restenose aunfgé Sicht die bedeutenste
Komplikation nach einer Stent-Implantation, dalsee 15 bis 60 % der Patienten den
Therapieerfolg limitiert. Wachstum und Migrationrdglatten GefalRmuskelzellen
resultieren in neointimaler Proliferation nach eitgefallwandverletzung und sind
Schliisselmechanismen der In-Stent-Resteffokafont et al. demonstrierten, dass
der Schweregrad der Restenose nach Angioplastienddthelialer Dysfunktion und
Kollagen-Akkumulation korreliert&”® Als eines von zahlreichen positiven Beispielen
sei das Ergebnis einer aktuellen Studie von Coetbey. aufgefihrt, in der es nach
einem adenoviralen Gentransfer von eNOS nach Eabhotidigung der A. carotis
von Kaninchen zu einer signifikanten Reduktion Nesintima/Media-Verhaltnisses
und zusétzlich zu einer verbesserten Endothelregéoe kam'*

Ein zweites Feld in der Behandlung der KHK bildet Horonare Bypassoperation.
Wahrend im ersten postoperativen Monat thrombo#is@lypassverschliisse das
Hauptproblem darstellen, ist die spate postoperd&ivase von Bypassarteriosklerose
und Neointimahyperplasie bestimmt. So verschliefeh im ersten postoperativen
Jahr bis zu 15 % der Venentransplantate, gefolgt\Werschlussraten von 1-2 % pro
Jahr in den Jahren 1 bis 6 und von 4 % in den daBr&0:°* Dass der eNOS-
Gentransfer auch in diesem Bereich von gro3em Kigea konnte, zeigten Cable et
al. anhand eines ex vivo Gentransfers von eNOSelsitidenoviraler Vektoren.
Sowohl im Endothel als auch in der Adventitia deanschlichen V. saphena konnte
die Transgenexpression nachgewiesen werden, diee eReduktion der
Intimahyperplasie zur Folge hatf€.In Schweine-Koronararterien konnten mit dieser
Methode erhéhte Nitritspiegel und eine verbessRelaxation erreicht werdefi? Im
Vergleich zu aortokoronaren Venenbypassen weisdaridn-Transplantate der A.
mammaria und A. radialis eine héhere Resistenzrgage der Entwicklung einer
Bypassarteriosklerose auf. Die Problematik vonaflialis-Bypassen liegt aber in der
Neigung zu Vasospasmen in mindestens 5 bis 10 %dky. Auch hier konnte ein
ex vivo adenoviraler eNOS-Gentransfer in humaneidiadrterien eine KC| oder
Prostaglandin Finduzierte Vasokonstriktion um knapp 50 % redueief®

Nach menschlicher Herztransplantation wurde einluger der eNOS-Immun-

reaktivitdt beobachtet und diese fiur die oftmalshniderztransplantation festgestellte
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endotheliale Dysfunktion verantwortlich gemat#it. Wahrend des Kkardialen
Ischamie-Reperfusionsschadens wird die Neutrophiiénation ins Myokard Uber
Adhasionsmolekulexpression auf aktiviertem korondtadothel vermittelt. Iwata et
al. gelang es durch eine intraoperative Liposomamittelte eNOS-Uberexpression
in einem Transplantationsmodell von Kaninchen-Herzeine friihe eNOS-
Expression zu erzeugen, welche die Aktivierung dgdedren FaktokB inhibierte
und damit die Adhasionsmolekilexpression und dieukbeyteninfiltration
verminderte’®’
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5.0 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, die Rolle der endothehaStickstoffmonoxid-Synthase in
Hinblick auf die Leukozyten-Endothelzell-Interakien bei der spontanen Arterio-
skleroseentwicklung zu untersuchen. Apolipoproteéirknockout-Mause und Apo-
lipoprotein E knockout/endotheliale Stickstoffmorb®ynthase knockout-Mause
dienten dabei als genetisches Modell.

Durch IVM-, Real-time PCR-, Western Blot und immistbchemische Versuche
konnte gezeigt werden, dass apoE/eNOS dko-TiereVargleich zu apoE ko-
Kontrollen signifikant erhtéhte L/E-Interaktionen,ine verstarkte endotheliale
Adhasionsmolekilexpression und eine gesteigerterdpdlagen-Infiltration in die
GefalRwand aufweisen. Duplexsonographisch verglarehbViderstands-Indices bei
beiden Genotypen belegen eine &hnliche Hamodynammek schlielien veranderte
Flussbedingungen als Ursache der erhdhten L/Ealktienen aus.
Zusammenfassend kann man sagen, dass die vermind&dtProduktion in
apoE/eNOS dko-Mausen die gesteigerten LeukozyteloiBelzell-Interaktionen in
diesem Modell bedingt und andere Quellen vaskul&trkstoffmonoxids, genauer
gesagt nNOS und iNOS, dies nicht zu kompensieremagen. Uberraschenderweise
nahm die eNOS-Deletion keinen Einfluss auf die Trozyten-Endothelzell-
Interaktionen, was gegen eine bedeutende RolleBhotplattchen bei der beschleu-

nigten Arterioskleroseentwicklung von apoE/eNOS-tk&usen spricht.
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09/1989-07/1993: Grundschule Sandberg
09/1993-07/2002: Rhén-Gymnasium Bad Neustadt/Saale
Ausbildung
10/2002-11/2008: Studium der Humanmedizin an der Julius-Maxi-
milians-Universitat Wirzburg
09/2004: Arztliche Vorprifung
11/2008: Zweiter Abschnitt der Arztlichen Priifung
Praktisches Jahr
08/2007-12/2007: Innere Medizin, Leopoldina-Krankenhaus
Schweinfurt
12/2007-03/2008: Gynéakologie und Geburtshilfe, Leopoldina-
Krankenhaus Schweinfurt
03/2008-07/2008: Chirurgie, Leopoldina-Krankenhaus Schweinfurt
Beruflicher Werdegang
Seit 15/04/20009: Assistenzarztin fur Innere Medizin an der

Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen





