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1 Einleitung

Oxidativer Stress entsteht durch eine erhöhte Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) 

und/oder verminderte antioxidative Kapazität und stellt eine wesentliche Komponente des 

Alterungsprozesses dar. Eine Reihe pathologischer Veränderungen des Gefäßsystems, 

insbesondere der Endothelzellen, werden durch oxidativen Stress induziert 126. Vaskuläre 

Alterung wird dabei überwiegend als eine endotheliale Dysfunktion infolge vermehrter ROS 

verstanden. 

Lokale und systemische Renin-Angiotensin-Systeme mit dem Effektor Angiotensin II (Ang 

II) sind an der Regulation der Organdurchblutung und des systemischen Blutdruckes beteiligt. 

Ang II ist ein Vasokonstriktor, der seine Wirkung über kalziumabhängige und 

kalziumsensitivierende Signalwege vermittelt 88. Studien weisen auf eine Beteiligung der 

stressinduzierten p38 mitogen aktivierten Protein-Kinase (MAPK) an kalziumsensitivierenden 

Signalwegen in vaskulären glatten Muskelzellen hin 89;102;111. Ang II induziert glattmuskuläre 

Kontraktion auch über Aktivierung von ROS. Eine wesentliche Quelle der ROS ist die NADPH-

Oxidase 9;36;41;124. Signalwege dieser kontraktilen Ang II-Wirkung schließen wiederum die p38-

MAPK ein 31;40;41;84;88;103.  

Diese Befunde führten zu unserer Hypothese, dass oxidativer Stress nicht nur vorrangig 

endotheliale Veränderungen hervorruft, sondern auch die Kontraktionsmechanismen der glatten 

Gefäßmuskeln auch unabhängig vom endothelialen Stickstoffmonoxid beeinflussen kann. Wir 

nehmen an, dass die p38-MAPK als Vermittler oxidativen Stresses in der Zelle die Einstellung 

des Gefäßtonus durch vasoaktive Stoffe, insbesondere durch Ang II, moduliert. 

Die bisher überwiegend anekdotisch beschriebenen Zusammenhänge zwischen oxidativem 

Stress, p38-MAPK-Sigalwegen und Gefäßkontraktion sollen in der vorliegenden Arbeit näher 

untersucht werden. Dabei stellten wir uns die Frage, wie akuter oxidativer Stress die Ang II-

vermittelte Gefäßkontraktion beeinflusst, welche Rolle die Stress-induzierte p38-MAPK dabei 

spielt und ob diese Wirkungen altersabhängig sind. Es wurde ein Modell akuten oxidativen 

Stresses durch Stimulation mit dem Subtrat der NADPH-Oxidase (NADPH) entwickelt. 

Funktionelle Untersuchungen (Gefäßkontraktion und –dilatation), pharmakologische 

Manipulationen, Genexpressionsanalysen der NADPH-Oxidase-Komponenten, und der Einsatz 

von gendefizienten Tieren dienten der Beantwortung der Fragestellung. 
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2 Literaturüberblick 

2.1.1 Die Regulation des Gefäßtonus 

Eine wichtige Fähigkeit des Kreislaufes ist, Blutdruck und Organdurchblutung trotz sich 

ständig ändernder Bedingungen dem metabolischen Bedarf anzupassen. Bei der Regulation des 

Blutkreislaufes spielt die glatte Muskulatur der Blutgefäße eine entscheidende Rolle. Blutgefäße 

befinden sich unter Ruhebedingungen des Organs oder des Organismus in einem Zustand, der 

Ruhetonus genannt wird. Eine Zunahme dieses Tonus entspricht einer Gefäßkonstriktion, eine 

Abnahme einer Gefäßdilatation. Durch ein sehr fein reguliertes Gleichgewicht zwischen 

Vasodilatation und Vasokonstriktion gewährleistet die glatte Muskulatur der Gefäße einen 

adäquaten Perfusionsdruck für die regionale Blutverteilung in den verschiedenen Stromgebieten 

des Organismus. Zentrale Mechanismen die den Tonus beeinflussen werden durch das 

Kreislaufzentrum koordiniert und über den Sympathikus, sowie durch Hormone vermittelt. 

Zusätzlich wird regional, also im Gefäß selbst oder im umgebenen Gewebe, der Tonus durch 

lokal wirkende vasoaktive Mediatoren (Autakoide) und myogene Antworten beeinflusst bzw. 

eingestellt 125. 

 

2.1.2 Die Endothelfunktion 

Das Endothel bildet als kontinuierliche, einschichtige Zellschicht eine selektiv permeable 

Barriere zwischen dem extra- und intravasalen Raum. Das Endothel produziert und sezerniert 

viele verschiedene Autakoide und reguliert damit aktiv eine Vielzahl von Funktionen 164;165. Eine 

entscheidende Rolle spielt das Endothel bei der Kontrolle und Modulation des 

Gefäßmuskeltonus, somit ist es an der funktionsadäquaten Gewebedurchblutung mitbeteiligt 
13;34;162. Zu den kontraktil wirkenden Autakoiden, die das Endothel sezerniert, zählen unter 

anderem Thromboxan A2, Endothelin-1, Prostaglandin H2 und Angiotensin II 88;148;164;165. Zu den 

wichtigsten sezernierten Vasodilatatoren gehören der "Endothelium-Derived Relaxing Factor" 

(EDRF), der dem chemisch instabilen Stickstoffmonoxid (NO) entspricht 55;107, das 

Prostaglandin I2 (Prostazyklin) 164;165, sowie der „Endothelium-Derived Hyperpolarizing Factor“ 

(EDHF) 97;164;165.  

 

Unter den Vasodilatatoren nimmt das Stickstoffmonoxid eine zentrale Rolle bei der 

Regulierung wichtiger physiologischer Prozesse der Zelle ein. NO diffundiert frei durch 
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Zellmembranen und aktiviert dort intrazelluläre Rezeptoren, und reagiert mit einer Vielzahl von 

Molekülen und Radikalen. Neben seiner Funktionen als vasodilatierender, antiaggregatorischer, 

antiproliferativer und antiinflammatorischer second messenger 3;90, wirkt NO antioxidativ und 

verhindert eine Verschiebung des Reduktions-Oxidations-Gleichgewichtes zu Gunsten der 

oxidativen Seite 3;90;123;138. 

 

Die endogene Biosynthese von NO erfolgt durch die Enzymfamilie der NO-Synthasen (NOS). 

Die NO-Synthasen katalysieren in einer oxidoreduktiven Reaktion die Bildung von NO und L-

Citrullin aus der Aminosäure L-Arginin unter Verbrauch von Sauerstoff und NADPH 3;123 (Abb. 

1). Bisher sind drei bis zu 320 kDa große Isoformen der NOS bekannt, die sich in ihrer 

gewebespezifischen Verteilung, der Fähigkeit zur NO-Produktion, und in ihrer Induktivität 

unterscheiden. Dabei handelt es sich um eine neuronale (nNOS, NOS-I), eine induzierbare 

(iNOS, NOS-II) und eine endotheliale (eNOS, NOS-III) Isoform 3;123. Die nNOS ist 

hauptsächlich in Neuronen des zentralen und peripheren Nervensystems und im Skelettmuskel 

lokalisiert, während die eNOS überwiegend in vaskulären Endothelzellen, Kardiomyozyten und 

Thrombozyten exprimiert wird 3;90. Die nNOS und eNOS sind konstitutiv exprimiert und sind für 

die kontinuierliche Synthese von NO als Signalmolekül im neuronalen und kardiovaskulären 

System verantwortlich. Die Aktivierung der konstitutiven NOS erfolgt über einen Anstieg der 

intrazellulären Ca2+-Konzentration durch eine Förderung der Bindung von Calmodulin an die 

NO-Synthase 3. Die iNOS wird Kalzium-unabhängig im Rahmen der unspezifischen 

Immunabwehr und bei inflammatorischen Reaktionen 3;90 exprimiert, wodurch temporär 

wesentlich höhere zytotoxische NO-Konzentrationen produziert werden können.  

 

Die vasorelaxierende Wirkung des endothelialen NO wird in den VSMC durch Aktivierung 

der löslichen Guanylatzyklase (sGC) ausgelöst (Abb. 1). Die sGC katalysiert die Umsetzung von 

Guanosin-5’-triphosphat (GTP) zu zyklischem Guanosin-3’,5’-monophosphat (cGMP) 3;68. Das 

Signalmolekül cGMP aktiviert mehrere Signalkaskaden. In glatten Gefäßmuskelzellen ist die 

cGMP-abhängige Proteinkinase (cGK) 53 eine der Hauptziele für cGMP. Durch die Hemmung 

der Inositoltriphosphat-vermittelten Kalziumfreisetzung und einer verstärkten Rückspeicherung 

von Ca2+ mittels Aktivierung einer Kalziumpumpe des sarkoplasmatischen Retikulums (SR) 19, 

führt die cGK zu einer verminderten zytosolischen Kalziumkonzentration, deren Folge eine 

Vasorelaxation ist.  
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des NO/cGMP – Signalweges. 

NO (Stickstoffmonoxid), eNOS (endotheliale NO-Synthase), sGC (lösliche Guanylatzyklase), GTP 

(Guanosintriphosphat), cGMP (zyklisches Guanosinmonophosphat), cGK (cGMP-abhängige Proteinkinase),  Ca2+  

steht für das Absinken der Kalziumkonzentration, EC (Endothelzelle), VSMC (glatte Gefäßmuskelzelle). 

 

Die Erkennung und Umsetzung von zellulären Signalen durch Expression von Rezeptoren, 

z.B. für Wachstumsfaktoren oder Zytokinen ist eine weitere wichtige Funktion des Endothels. 

Das Endothel der Gefäße hat demnach mit seinen Funktionen einen wesentlichen Anteil an der 

Regulation der Vasorelaxation und Vasokonstriktion, der Hämostase, dem vaskulären Wachstum 

und Remodelling 164;165. 

 

2.1.3 Kalzium-abhängige und Kalzium-sensitivierende Kontraktionsmechanismen der 

glatten Gefäßmuskulatur 

Die glatte Muskulatur enthält als kontraktile Elemente Aktin-, Tropomyosin- und 

Myosinfilamente. Bei der Kontraktion der glatten Gefäßmuskelzellen (VSMC, „vascular smooth 

muscle cells“) ist der Schlüsselmechanismus die Steuerung der Phosphorylierung der 

regulatorischen leichten Myosin Kette (MLC20) des Myosin, die etwa 20 kDa groß ist 51;121;133. 

Dadurch wird eine Interaktion von Myosin und Aktin ermöglicht, die schließlich die Kontraktion 

der VSMC veranlasst. Im Wesentlichen kann das über zwei verschiedene Signalwege geschehen: 

1. Über den Kalzium-abhängigen Ca2+/Calmodulin-Komplex und 2. Kalzium-unabhängig über 

verschiedenste Protein-Kinase-Systeme. Bei beiden Signalwegen wird das Myosin Rezeptor-

vermittelt aktiviert (Abb. 2). 
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Eine Aktivierung von membranständigen G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCR, „g-

protein coupled receptor“) durch Liganden, wie z.B. Ang II, bewirkt das heterotrimäre Gαq/11-

Proteine die Phospholipase Cß (PLCß) stimulieren 158. Die PLCß hydrolysiert aus dem kleinen 

Phospholipid Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2), die second messenger Diazylglyzerol 

(DAG) und Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3). Die Bindung von IP3 an den IP3-Rezeptor des SR hat 

eine Ca2+-Freisetzung in das Zytosol zur Folge. Die intrazellulären Kalziumspeicher werden 

durch Öffnung von Ca2+-Kanälen in der Plasmamembran wieder aufgefüllt, dies wird als 

kapazitativer Ca2+-Einstrom bezeichnet und dient der Aufrechterhaltung einer erhöhten 

zytosolischen Ca2+-Konzentration 87. Durch die erhöhte Kalziumkonzentration wird schließlich 

die Ca2+/Calmodulin (CaM) -abhängige leichte Myosin-Ketten-Kinase (MLCK, „myosin light 

chain kinase“) aktiviert und führt zur Phosphorylierung der MLC20 am Serin-19 51;121;133.  

 

Kalzium-unabhängig wird der Phosphorylierungsgrad der MLC20 von der Myosin-leichten-

Ketten-Phosphatase (MLCP, „myosin light chain phosphatase“) reguliert. Durch Abspaltung der 

Phosphatgruppe vom Serin-19 der MLC20 induziert die MLCP eine Relaxation der glatten 

Gefäßmuskulatur 76. Die MLCP besteht aus drei Untereinheiten. Einer 38 kDa großen 

katalytischen Untereinheit (PP1c), einer 110 kDa großen regulatorischen Untereinheit (MYPT1, 

„myosin phosphatase target 1“), sowie einer 20 kDa großen Untereinheit (M20) mit noch 

unbekannter Funktion 51;121;133.  

Über eine Stimulation von Gα12/13 gekoppelten Protein-Rezeptoren erfolgt die Aktivierung des 

RhoA/Rho-Kinase Signalweges 38. Die Rho-Kinase vermindert die Aktivität der MLCP durch 

Phosphorylierung der MYPT1 Untereinheit 63. Über diesen Weg kann der Phosphorylierungsgrad 

der MLC20 aufrechterhalten werden. Es resultiert eine verstärkte Kontraktilität der VSMC bei 

konstanter Kalziumkonzentration 51;121;133. Dieser Prozess wird als Kalziumsensitisierung 

bezeichnet. Die Rho-Kinase kann aber auch direkt die MLC20 am Serin-19 phosphorylieren und 

so eine Kontraktion der VSMC auslösen. Das ist sogar in völliger Abwesenheit von Kalzium 

möglich 69. Neben der Rho-Kinase können noch die „integrin-linked kinase“ 25, die „p21-

activated protein kinase“ 141, und die „zip-Kinase“ 99 die MLC20 Kalzium-unabhängig 

phosphorylieren, oder über eine Phosphorylierung der MYPT1-Untereinheit der MLCP den 

Aktivitätsgrad der MLC20 erhöhen 51;121;133. 

Ein anderer Weg der Hemmung der MLCP läuft über das CPI-17 Inhibitor-Protein. CPI-17 

phosphoryliert die PP1c Untereinheit der MLCP, wodurch ihre Aktivität gesenkt wird 29;30. 
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Ursprünglich wurde CPI-17 als Substrat für die Proteinkinase C (PKC) entdeckt. Jedoch ist nun 

bekannt, dass die Aktivität von CPI-17 durch Phosphorylierung von mehreren Kinasen reguliert 

wird. Dazu gehören z.B. die PKC 29, Rho-Kinase 67, „integrin-linked kinase“ 24, und die „p21-

activated protein kinase“ 141. 

 

Mitogen aktivierte Proteinkinasen (MAPK) sind ebenfalls an der Regulation der 

Gefäßkontraktilität beteiligt. Als Bestandteil der inter- und intrazellulären Signaltransduktion 

beeinflussen sie beispielsweise die Proliferation, Differenzierung, Inflammation und Apoptose. 

Die Aktivierung erfolgt in einer Signalkaskade durch übergeordnete Kinasen. Als wichtige 

Substrate für die MAPK dienen zahlreiche Transkriptionsfaktoren, Interleukine, Zytokine, sowie 

weitere Kinasen und Proteine, wie z.B. die MAPK aktivierte Proteinkinase 2 (MAPKAPK2, 

MK2) und HSP („Heat Shock“ Proteine). Es gibt mehrere Isoformen und verwandte Subgruppen 

innerhalb der Kinase-Kaskaden. Diese sind miteinander verknüpft und bilden so ein 

Signaltransduktionsnetzwerk. Die Familie der MAPK kann in drei große Gruppen eingeteilt 

werden. Hierzu zählen die „extrazellular regulated Kinase“ (ERK), die „c-jun-NH2-terminale 

Kinase“ (JNK), und die p38-MAP-Kinase 17;102;111.  

Im Folgenden wird nun die p38-MAPK im Kontext der Gefäßkontraktilität näher betrachtet. 

Von der 38kDa großen p38-MAPK wurden bislang vier Isoformen identifiziert - p38α, p38β, 

p38γ und p38δ. Im vaskulären System werden vor allem die p38α- und die p38β-MAPK Isoform 

exprimiert. Die p38-MAPK wird durch physikalischen Stress, wie erhöhte Wandspannung durch 

Scherkräfte, oder osmotische Gradienten und UV-Exposition, aber auch durch Zytokine und 

GPCR aktiviert 102. Als weitere Aktivatoren der p38-MAPK werden in der Literatur verschiedene 

reaktive Sauerstoffspezies wie Wasserstoffperoxid und Superoxidanion genannt 7. In 

Endothelzellen und in VSMC ist die p38-MAPK an Prozessen der Gefäßpermeabilität, 

Zytokinproduktion, Proliferation, Differenzierung, Zellhypertrophie und vasomotorischen 

Funktionen mitbeteiligt 102;111. Taniyama und Mitarbeiter beschrieben, dass nach erfolgter 

Stimulierung die p38-MAPK mit der Proteinkinase Akt und ihrem direkten Substrat 

MAPKAPK2 (MK2) einen Signalkomplex bildet 142. In der Folge kann das kleine Hitze-Schock-

Protein 27 (HSP27) phosphoryliert werden 73. Durch Interaktion mit Aktinfilamenten und 

Verstärkung der Aktinpolymerisation beeinflusst HSP27 die Kontraktilität der VSMC 75. 

Zugleich kann die MAPKAPK2 aber auch direkt die MLC20 an der gleichen Bindungsstelle wie 

die MLCK phosphorylieren, und so zu einer erhöhten Gefäßkontraktilität führen 64. 
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Der Phosphorylierungsgrad der MLC20, und damit die Fähigkeit zur Kontraktion der glatten 

Muskulatur, wird demnach durch ein fein abgestimmtes System von verschiedensten Ca2+-

abhängigen und sensitivierenden Kinase Signalwegen gesteuert. 
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Signalwege für die Kontraktion in VSMC (Modifiziert nach Sanders, 

KM 121). Die Aktivierung der Gαq/11-Proteine führt zur Ca2+-Freisetzung aus dem SR und Aktivierung der Ca2+/CaM-

abhängigen MLCK. Gα12/13-Proteine aktivieren den RhoA/RhoK-Signalweg. Über GPCR, ROS und Rezeptor-

unabhängige Kinasen wird der p38-MAPK Komplex aktiviert. Die Signalwege erhöhen den Phosphorylierungsgrad 

der MLC20 und führen so zu einer Steigerung der Kontraktilität der VSMC.  

Abkürzungen: GPCR (G-Protein gekoppelter Rezeptor), Gαq/11, Gα12/13 (heterotrimere G-Proteine), PLCß 

(Phospholipase Cß), IP3 (Inositoltriphosphat), DAG (Diazylglyzerol), SR (sarkoplasmatisches Retikulum), CaM 

(Ca2+/Calmodulin-Komplex), Ca2+ (Kalziumion), P (Phosphatgruppe), MLCK (Myosin-leichte-Ketten-Kinase), 

MLC (regulatorische leichte Kette des Myosin), Rho (Ras-Homolog), GEF („guanine nucleotide exchange factor“), 

RhoK (Rho-Kinase), MLCP (Myosin-leichte-Ketten-Phosphatase), MYPT (regulatorische Untereinheit der MLCP), 

PP1c (katalytische Untereinheit der MLCP), M20 (nicht katalytische Untereinheit der MLCP), CPI-17 („PKC-

potentiated inhibitory protein“), PKC (Proteinkinase C), ZIPK („zipper-interacting protein kinase“), ILK („integrin-

linked kinase“), ROS (reaktive Sauerstoffspezies), Akt (Proteinkinase), MAPK (mitogen aktivierte Proteinkinase), 

HSP („heat shock protein“). 
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2.2 Angiotensin II  

Ang II wurde ursprünglich als ein potenter Vasokonstriktor beschrieben. Heute wird Ang II 

vielmehr als ein multifunktionales Hormon angesehen, dass eine Fülle wichtiger zellulärer 

Prozesse wie Proliferation, Migration, Apoptose, Inflammation, und Fibrosierung beeinflusst und 

reguliert 88;148. Während der Entwicklung ist Ang II ein bedeutender Wachstumsmodulator für 

Blutgefäße und die renale Organentwicklung. Unter physiologischen Bedingungen spielt Ang II 

eine entscheidende Rolle bei der Regulierung des Vasotonus und des Flüssigkeits- und 

Elektrolythaushaltes. Bei pathologisch veränderten Bedingungen ist Ang II durch seine 

Eigenschaften bei Störungen des Gefäßtonus, der endothelialen Dysfunktion mit erhöhtem 

oxidativen Stress, und Inflammationsreaktionen mitbeteiligt. Dieses sind auch charakteristische 

Kennzeichen die bei vaskulären Alterungsprozessen und der Arteriosklerose auftreten 
41;88;103;148;163;165. 

 

2.2.1 Die Angiotensin II – Rezeptoren 

Ang II vermittelt seine Wirkung über spezifische Ang II-Rezeptoren (AT-R). Man 

unterscheidet zwei Rezeptoren, den AT1- und den AT2-Rezeptor. Diese werden nach ihrer 

Affinität für Losartan (AT1-R) und für CPG 42112A, PD123177 und PD123319 (AT2-R) 

differenziert 11;23. Beim AT1-Rezeptor der Maus treten zwei Subtypen auf, der AT1A-R und der 

AT1B-R, die in verschiedenen Geweben in unterschiedlichen Verhältnissen exprimiert werden. 

So überwiegt der AT1A-R im kardiovaskulären Gewebe, während der AT1B-R in Drüsengewebe 

wie der Nebenniere überwiegt 56. Über den AT1-Rezeptor vermittelt Ang II Wirkungen wie 

Vasokonstriktion, Zellproliferation und Zellhypertrophie, Inflammation, Osmoregulation, 

Sympathikusmodulation, und oxidativen Stress 23. 

Die Bedeutung und Funktion des AT2-R ist heute noch nicht vollständig aufgeklärt. Der AT2-

Rezeptor wird überwiegend im Gehirn und den Nebennieren, geringer im Gefäßendothel und 

Myokard exprimiert. Im fetalen Gewebe ist der AT2-R weiter verbreitet, was auf eine Bedeutung 

im Entwicklungs- und Differenzierungsprozess hindeutet. Zu den AT2-R vermittelten Wirkungen 

zählen Vasodilatation, Zelldifferenzierung, Apoptose, und antiproliferative, antifibrotische und 

antiinflammatiorische Effekte 23;78;156;170. Daher werden dem AT2-R gewebeprotektive 

Eigenschaften zugeschrieben, die den Effekten des AT1-R entgegenwirken. Die Regulierung des 
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Gefäßtonus durch den AT2-Rezeptor wird kontrovers diskutiert. Viele Studien ordnen dem AT2-

Rezeptor vasodilatatorische Eigenschaften zu, jedoch gibt es auch entgegengesetzte Befunde 23. 

Insgesamt scheint auf funktioneller Ebene 156 und auf zellulärer Signalebene ein intensiver 

Austausch zwischen dem AT1-R und dem AT2-R zu bestehen 15. Möglicherweise moduliert der 

AT2-R auf diese Weise die physiologischen und pathophysiologischen Effekte des AT1-R. 

 

2.2.2 Signaltransduktionswege von Angiotensin II in der glatten Muskulatur 

Aufgrund der Funktions- und Regulationsvielfalt von Ang II werden im Folgenden nur die 

Signalwege, die zu einer Gefäßkonstriktion, sowie zur Generierung von reaktiven 

Sauerstoffspezies führen, genauer betrachtet. 

Durch Bindung von Ang II an den AT1-R werden verschiedene 

Signaltransduktionsmechanismen aktiviert (Abb. 3). Eine der Hauptfunktionen von Ang II ist die 

Fähigkeit zur Induktion einer akuten Gefäßkontraktion, welche innerhalb von Sekunden über den 

Kalzium-abhängigen und -unabhängigen G-Protein-gekoppelten Signalweg vermittelt wird 

(Kapitel 2.1.2). Neben den bisher schon beschriebenen Aktivierungswegen, wird G-Protein-

abhängig die Phospholipase D (PLD) stimuliert 88;148. Sie hydrolysiert Phosphatidylcholin und es 

entsteht Phosphatidsäure und Cholin. Die Phosphatidsäure wird dann in DAG umgewandelt. 

Unter Beteiligung von Ca2+-Ionen aktiviert DAG die Proteinkinase C, die eine Gefäßkontraktion 

induzieren kann 88;148. Es wurde auch gezeigt, dass Ang II die Phospholipase A2 (PLA2) 

phosphoryliert und aktiviert 88;148. Die Stimulierung der PLA2 führt zur Freisetzung von 

Arachidonsäure (AA), die wiederum Vorläufer der Prostaglandin- und Leukotrienbildung ist 
88;148. Die durch Cyclooxygenase gebildeten Prostaglandin I2 und Prostaglandin E2 haben eine 

vasodilatatorische Wirkung. Denen gegenüber stehen das vasokonstriktorisch wirkende 

Prostaglandin H2 und Tromboxan A2. Die Lipooxygenase katalysiert die Bildung von 

vasokonstriktorischen Leukotrienen aus der AA. Es wurde gezeigt, dass Ang II über 

Arachidonsäure bzw. deren Metabolite 83;172 und die Proteinkinase C die NADPH-Oxidasen 

aktivieren kann, in deren Folge vermehrt ROS gebildet werden. Ang II trägt über diese 

Signalwege zur Einstellung des oxidativen Status der Zelle bei 36;83;88;148.  

 

AT1-R-vermittelt kann Ang II in einer Signalkaskade über die NADPH-Oxidasen und 

verschiedene Tyrosinkinasen die mitogen aktivierten Proteinkinasen (siehe Kapitel 2.1.2) 

aktivieren 18;36;88;102;148. Von Sylvain Meloche und Mitarbeitern wurde beschrieben, dass der p38-
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MAPK Signalweg die Ang II-induzierte Kontraktilität von Aortensegmenten beeinflusst 89. Eine 

Inhibition der p38-MAPK führte zu einer signifikant verminderten Ang II-Antwort. An glatten 

Gefäßmuskelzellen wurde gezeigt, dass Ang II die p38-MAPK durch reaktive Sauerstoffspezies, 

die von der NADPH-Oxidase gebildet wurden, aktiviert 153. Die funktionale Relevanz eines Ang 

II – NADPH-Oxidase – p38-MAPK – Signalweges für die vasomotorische Reaktivität ist damit 

noch nicht gezeigt.  
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Abbildung 3: Vereinfachte Darstellung der kontraktilen Signalwege des AT1-R in VSMC (Modifiziert nach Mehta, 

PK 88). Erläuterung siehe obigen Text.  

Abkürzungen: AT1-R (Angiotensin-Rezeptor Typ 1), Gα (heterotrimere G-Proteine), PLCß (Phospholipase Cß), IP3 

(Inositotriphosphat), DAG (Diazylglyzerol), PKC (Proteinkinase C), CaM (Ca2+/Calmodulin-Komplex), Ca2+ 

(Calciumion), P (Phosphatgruppe), MLCK (Myosin-leichte-Ketten-Kinase), MLCP (Myosin-leichte-Ketten-

Phosphatase), RhoK (Rho-Kinase), PLA2 (Phospholipase A2), AA (Arachidonsäure), PGI2 (Prostaglandin I2), PGE2 

(Prostaglandin E2), PGH2 (Prostaglandin H2), TXA2 (Tromboxan A2), LT (Leukotriene), PLD (Phospholipase D), 

ROS (reaktive Sauerstoffspezies), MAPK (mitogen-aktivierte-Proteinkinasen).  

 

2.3 Reaktive Sauerstoffspezies 

Radikale sind Atome, Moleküle oder Substanzen, die ein oder mehrere ungepaarte Elektronen 

in ihrer äußeren Hülle aufweisen. Dadurch erhalten sie eine hohe Potenz chemische Reaktionen 

mit anderen Molekülen einzugehen. Radikale die molekularen Sauerstoff enthalten werden als 
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reaktive Sauerstoffspezies bezeichnet. Zu den ROS gehören das Superoxidanion (O2
-), das 

Hydroxylradikal (HO•), Peroxinitrit (ONOO-), und Wasserstoffperoxid (H2O2), obwohl H2O2 per 

Definition kein Radikal ist. Eine zentrale Bedeutung innerhalb der ROS nimmt das 

Superoxidanion ein. In einer aus Superoxid-Dismutase (SOD) katalysierten Reaktion entsteht aus 

O2
- das reaktionsfreudige H2O2, das durch Katalase in das besonders reaktive Hydroxylradikal 

überführt wird. Das HO• reagiert mit fast allen organischen Bestandteilen von Zellen 22. 

Superoxidanion ist indessen in seinem Reaktionsverhalten selektiver als HO•. In einer der 

schnellsten chemischen Reaktionen reagiert O2
- mit NO zu Peroxinitrit und inaktiviert damit das 

wesentlich an der Regulation des Gefäßtonus mitbeteiligte NO 3;45. In der Vergangenheit konnte 

gezeigt werden, dass Endothel- und glatte Gefäßmuskelzellen ROS produzieren und in ihrer 

Funktion durch ROS beeinflusst werden 18;41. Es gibt eine Reihe von Enzymsystemen die 

konstitutiv oder induzierbar ROS generieren können. Hierzu werden z.B. die Enzyme der 

mitochondrialen Atmungskette, die Cytochrom P450-Monooxygenasen, die Xanthin-Oxidasen, 

die NO-Synthasen und die NADPH-Oxidasen 42;77 gezählt.  

Die ROS haben eine nicht zu unterschätzende Bedeutung im Stoffwechsel. Sie können 

zahlreiche oxidative Veränderungen im Organismus auslösen und dadurch physiologische 

Funktionen beeinflussen. So entstehen z.B. ROS bei der Signaltransduktion verschiedener 

Regulationsvorgänge und fungieren als „second messenger“. Weiterhin sind sie an der 

vasomotorischen Regulation beteiligt 37;41;42;77;83. 

 

2.3.1 Die NADPH-Oxidasen als wichtigste Quelle der vaskulären ROS-Bildung 

Die NADPH-Oxidase wurde ursprünglich in Leukozyten beschrieben 120 und ist im Rahmen 

der Zell-vermittelten Pathogenabwehr sehr gut charakterisiert worden. In diesen Zellen führt ein 

induzierbarer „oxidative burst” zu einer antipathogenen Wirkung 9;74;139.  

Alle vaskulären Zellen verfügen über eine funktionsfähige NADPH-Oxidase. Es wurde 

wiederholt gezeigt, dass unter den verschiedenen ROS produzierenden Enzymsystemen die 

NADPH-Oxidasen die Hauptquelle der ROS-Produktion in glatten Gefäßmuskelzellen und 

Endothelzellen darstellen 40;41;114. Die vaskulären NADPH-Oxidasen sind Membran-assoziierte 

Enzyme, die die Reduktion eines Elektrons des Sauerstoffs mit Hilfe von NADPH als 

Elektronenspender katalysieren. Funktionelle Untersuchungen der vaskulären NADPH-Oxidase 

konnten Unterschiede zum ursprünglich entdeckten Enzymkomplex der Leukozyten aufdecken. 
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In vaskulären Zellen erfolgt die O2
--Generierung auf wesentlich geringerem Niveau ohne 

„oxidative burst“ und ist eher konstitutiv 9;74;105;139. 

 

2.3.2 Aufbau der vaskulären NADPH-Oxidasen 

Die vaskulären NADPH-Oxidasen bestehen aus mehreren Untereinheiten (Abb. 4). 

Grundbaustein ist das membranständige Flavocytochrom b558 127. Dieses ist ein Heterodimer 

aus den Untereinheiten p22phox (phox: „phagocyte oxidase“) und dem Glykoprotein gp91phox. Zur 

Elektronenübertragung von NADPH auf molekularen Sauerstoff sind die prosthetischen Gruppen 

FAD und Häm an diese beiden Untereinheiten gebunden 119. Um eine Aktivierung der NADPH-

Oxidase abhängigen O2
--Produktion zu erreichen, ist die Beteiligung der zytosolischen 

Untereinheiten p47phox und p67phox notwendig. Bei der Aktivierung wird p47phox PKC-abhängig 

phosphoryliert 74. Nach Komplexbildung mit p67phox translozieren beide Untereinheiten an das 

membranständige Cytochrom b558, wo die Organisation und Aktivierung mit folgender O2
--

Bildung von 67phox und dem kleinen G-Proteine Rac moduliert wird 9;74.  
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der vaskulären Nox2. (Modifiziert nach Griendling, KK 41)  

 

Gp91phox stellt die katalytische Einheit des membranständigen Flavozytochroms der NADPH-

Oxidase in Phagozyten dar. In den letzten Jahren konnten gp91-Homologe in verschiedenen 

Zellen und Organismen nachgewiesen werden 9;74;139. Nach Einführung einer einheitlichen 

Nomenklatur wird gp91 auch als Nox2 (Nox: NADPH-Oxidase) und seine Homologe wiederum 

als Nox1, Nox3, Nox4 und Nox5 bezeichnet 9;74. So ist z.B. Nox4 in allen Zelltypen der 

Gefäßwand exprimiert, während Nox2 hauptsächlich in VSMC von Widerstandsgefäßen und in 

Endothelzellen exprimiert wird 9;74;83. Die Substratspezifität der vaskulären NADPH-Oxidase 

wurde kontrovers diskutiert. Es wurde jedoch vielmals gezeigt, dass NADPH das bevorzugte 

Substrat der vaskulären NADPH-Oxidase ist. Im vaskulären System führt NADPH zu einer 

wesentlich höheren O2
-
 -Bildung als NADH 134.  
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2.3.3 Regulation der vaskulären NADPH-Oxidasen durch Ang II 

Die komplexe Aktivierung der NADPH-Oxidase erfolgt biphasisch. Sie kann akut innerhalb 

von Minuten durch Ligandenbindung an den AT1-Rezeptor, oder chronisch über Stunden bis 

Tage erfolgen. Für die vorliegende Arbeit ist die akute Aktivierung der NADPH-Oxidase von 

besonderem Interesse.  

Durch Bindung an den AT1-Rezeptor aktiviert Ang II die NADPH-Oxidase über die drei 

Phospholipasen PLC, PLA2, und PLD 36. Diese phosphorylieren über ihre Metabolite, bzw. 

direkt über PKC die zytosolische p47phox Untereinheit und induzieren damit die Aktivierung der 

NADPH-Oxidase. Die Ang II-vermittelte NADPH-Oxidase Aktivierung erfordert aber auch das 

kleine G-Protein Rac. Ang II aktiviert über die ßγ-Untereinheit von heterotrimären Gq-Proteinen 

die Tyrosinkinase Src 151. Durch Phosphorylierung aktiviert c-Src die Kinase c-Abl 161, welche 

den GEF („guanine nucleotide exchange factor“) stimuliert. Die Rac-GEF Aktivierung ist 

wiederum abhängig von der Src-vermittelten EGFR („epidermal growth factor-receptor“) 

Transaktivierung. EGFR dient dann als Bindungsstelle für die PI3-Kinase, die ein unmittelbarer 

Rac-GEF Aktivator ist 129. Als Folge der EGFR- und PI3-K-Anregung wird die NADPH-

Oxidase, durch GEF-vermittelte Rac-Stimulierung, aktiviert. Die generierten ROS aktivieren 

ihrerseits Src, wodurch die NADPH-Oxidase in einer Selbst-Aktivierungsschleife die eigene 

ROS-Produktion erhöht. Es wurde durch Touyz und Mitarbeiter gezeigt, dass Ang II auch eine 

Assoziation von p47phox und Aktin durch Interaktion mit Cortactin induziert. Cortactin ist ein 

bevorzugtes Substrat von Src 150;152. So ist die NADPH-Oxidase über Ang II-vermittelte Src-

Aktivierung an der Regulation des Zytoskeletts und des Gefäßtonus beteiligt 149. 

Es wurde bereits gezeigt 36;42;88;148, dass Ang II erhöhten oxidativen Stress in der Gefäßwand 

induzieren kann. Ursache dafür ist eine erhöhte Aktivität der vaskulären NADPH-Oxidasen 
18;36;42;83;88;114. Ebenso wurde in der Literatur berichtet, dass eine erhöhte Aktivität der NADPH-

Oxidasen durch Ang II-Stimulation mit einer Induktion der Expression von p22phox  oder p67phox 

einhergeht 104;160.  

Unter pathologischen Bedingungen mit z.B. erhöhter Ang II Konzentration wird die Aktivität 

der NADPH-Oxidasen gesteigert, und verändert so das Gleichgewicht von NO und O2
- 

zugunsten der Radikale. Es wird den vaskulären NADPH-Oxidasen aufgrund erhöhter ROS-

Bildung, auch durch Ang II, eine wesentliche Rolle bei Genese der endothelialen Dysfunktion 

und der Arteriosklerose im Alterungsprozess zugeteilt 41. 
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2.4 Endotheliale Dysfunktion und Gefäßveränderungen im Alterungsprozess 

Die Entwicklung einer endothelialen Dysfunktion beruht auf einem multifaktoriellen Prozess. 

In der Literatur wurden mehrere pathologische Mechanismen beschrieben, die zu einem 

Ungleichgewicht des Reduktions-Oxidations-Status im vaskulären System führen. Oxidativer 

Stress infolge erhöhter vaskulärer Produktion von ROS wird als wichtigster Mechanismus in 

diesem Prozess angesehen. Antioxidative Systeme wie SOD, Katalase, Glutathion, und NO 

stehen den oxidativen ROS gegenüber. Eine Zunahme der Konzentration von freien Radikalen 

führt zu einer Dysbalance des Reduktions-Oxidations-Status in der Zelle zugunsten der 

oxidativen Seite, welches als oxidativer Stress bezeichnet wird und mit einer endothelialen 

Dysfunktion einhergeht. Bei der Pathogenese der endothelialen Dysfunktion nehmen das O2
- und 

ONOO-, sowie die NADPH-Oxidase eine besondere Rolle ein. Durch pro-arteriosklerotische 

Reize, pro-inflammatorische Zytokine und Ang II werden die NADPH-Oxidasen stimuliert und 

bilden vermehrt O2
- 41. Die Produktion von O2

- verbraucht NO und bildet als Endprodukt 

Peroxinitrit, dass wiederum über eine Oxidation eines eNOS-Kofaktors 3 die eNOS entkoppelt, 

welche statt NO nun Superoxidanionen produziert. Es resultiert ein circulus vitiosus mit der 

Folge einer deutlich verringerten NO-Bioverfügbarkeit 3;14;165.   

 

Es gibt zahlreiche Hypothesen darüber, wie der Prozess des vaskulären Alterns verläuft. 

Darunter ist die Annahme, dass das Altern der Gefäße durch eine Zunahme oxidativen Stresses 

verursacht wird, weitgehend akzeptiert. Es kommt z.B. zu einer Zunahme der ROS-Produktion 

und des oxidativen Schadens an Proteinen und Lipiden, sowie zu einer verstärkten apoptotischen 

Aktivität. Oxidativer Stress ist auch die Folge geschwächter antioxidativer Abwehrsysteme. Im 

Alterungsprozess kommt es zu einer deutlichen Abnahme der Endothel-abhängigen 

Vasorelaxation was sowohl in Tiermodellen 163 als auch beim Menschen 174 gezeigt werden 

konnte. In venösen Endothelzellen älterer Männer fand sich eine vermehrte Expression der 

p47phox Untereinheit der NADPH-Oxidase 27. Mechanischen Faktoren, wie z. B. pulsatiler Stress 

und Scherkräfte, spielen mit zunehmendem Alter eine immer größere Rolle. Sie stimulieren die 

Produktion freier Sauerstoffradikale, insbesondere O2
-, in den Endothelzellen 52. Es ist bekannt, 

dass VSMC in Arterien älterer Mäuse höhere Niveaus von ROS erzeugen und eine erhöhte 

MAP-Kinasen-Aktivität aufweisen 91.  
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Zu den relevanten strukturellen Gefäßveränderungen im Alterungsprozess gehört die 

zunehmende Wandverdickung in nahezu allen arteriellen Gefäßen. In der Tunica intima trägt hier 

die Anhäufung von extrazellulärer Matrix aus kleinen elastischen Fasern und Mikrofibrillen bei, 

welches auf einer verstärkte Aktivität der SMC zurückzuführen ist. In der Tunica media wurde 

eine Zunahme von Kollagenen und eine Abnahme von elastischen Fasern beschrieben. Diese 

Veränderungen laufen ebenfalls auf eine Anhäufung des oxidativen Schadens in der Gefäßwand 

hinaus, die den Fortschritt von Arteriosklerose im Alter erleichtert 103. 

 

3 Herleitung der Aufgabenstellung

Oxidativer Stress in Gefäßen und Gefäßalterung wird bisher fast ausschließlich mit einer 

endothelialen Dysfunktion in Verbindung gebracht. Neuere Erkenntnisse über die Rolle 

stressinduzierter Kinasen bei der Kontraktion glatter Gefäßmuskulatur weisen jedoch auf die 

Möglichkeit einer NO-unabhängigen Beeinflussung kontraktiler Gefäßfunktion der glatten 

Muskulatur durch oxidativen Stress hin. 

In der vorliegenden Arbeit wird Hypothese geprüft, dass oxidativer Stress über Signalwege, 

welche die p38-MAPK einschließen, die kontraktile Funktion glatter Muskelzellen beeinflusst 

und dass dieser Effekt altersabhängig ist. 

 

Folgende Aufgaben wurden abgeleitet: 

 

1. Etablierung eines Modells akuten oxidativen Stresses in Mesenterialarterien der Maus 

2. Untersuchung der Expression der beteiligten ROS-produzierenden Systeme  

3. Untersuchung der kontraktilen/dilatativen Gefäßfunktion bei oxidativem Stress mittels 

Myographie und Evaluation einer Interaktion von Ang II mit oxidativem Stress 

4. Untersuchung der Rolle von p38-MAPK und des Signalweges durch pharmakologische 

und biochemische Methoden 
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4 Material und Methoden 

4.1 Verwendete Pharmaka und Pufferlösungen 

In den Experimenten wurden folgende Chemikalien und Substanzen verwendet:  

Von Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, D: 

Ang II (C50H71N13O12), Apocynin (HOC6H3(OCH3)COCH3), APS (H8N2O8S2), BSA 

(Rinderserumalbumin), Chloroform (CHCl3), Isopropanol ((CH3)2CHOH), Kalziumchlorid 

(CaCl2), Lucigenin (C28H22N4O6), NADPH (C21H30N7O17P3 · 4C6H13N), PBS (Phosphat 

gepufferte Slazlösung), Phenylephrin (C9H13NO2), SB220025 (C18H19FN6 · 3HCl), SDS 

(CH3(CH2)11OSO3Na), Suramin (C51H34N6Na6O23S6), TEMED ((CH3)2NCH2CH2N(CH3)2), 

Tempol (C9H18NO2),  Tiron (C6H4Na2O8S2).  

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D: 

Aceton (CH3COCH3), Coomassie Blau R-250 (C45H45N3NaO7S2), Diethylether ((CH3CH2)2O), 

DMSO ((CH3)2SO), Essigsäure (C2H4O2), Ethanol (CH3CH2OH), Glycin (NH2CH2COOH), 

Kaliumchlorid (KCl), Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4), Magnesiumsulfat (MgSO47H2O), 

Methanol  (CH3OH), Milchpulver, Natriumchlorid (NaCl), Natriumhydrogencarbonat 

(NaHCO3), TBS-T (Tris gepufferte Salzlösung mit Tween 20), TCA (Cl3CCOOH), Tris 

(NH2C(CH2OH)3), Tween 20 (C58H114O26). 

Weitere Substanzen:  

Fura-2 AM (C44H47N3O24, Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D), D(+)-Glucose (C6H12O6, Merck 

KGaA, Darmstadt, D), EDTA (((HO2CCH2)2NCH2CH2N(CH2CO2H)2, Serva Electrophoresis 

GmbH, Heidelberg, D), steriles Reinstwasser (Biochrom AG, Berlin, D), RNase-freies Wasser 

(PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen, D). 

 

Für die funktionellen Experimente im Organbad wurde eine modifizierte Krebs-Henseleit-

Lösung (K-H-L) bestehend aus 112 mmol/l NaCL, 4,9 mmol/l KCl, 2,5 mmol/l CaCl2, 1,19 

mmol/l KH2PO4, 1,2 mmol/l MgSO47H2O, 24,67 mmol/l NaHCO3, 5,55 mmol/l D(+)-Glucose, 

und 0,027 mmol/l EDTA hergestellt. Zur Gefäßpräparation wurde eine K-H-L mit verringerter 

CaCl2-Konzentration (0,629 mmol/l) benutzt. Für die Herstellung der Pufferlösung wurde bi-

destilliertes Wasser aus einer Reinstwasseranlage verwendet. Die Pufferlösung wurde mit 

medizinischem Carbogen (95% O2, 5% CO2, Linde Gas, Berlin, D) begast und auf einen pH-

Wert von 7,4 eingestellt. 
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4.2 Versuchstiere 

Es wurden männliche Mäuse des Stammes C57/Bl6 und männliche MAPKAPK-2 defiziente 

Mäuse (MK2-/-) 66 verwendet. Die MK2-/- Mäuse wurden mit C57/Bl6 Mäusen rückgekreuzt, so 

dass C57/Bl6 als Wildtypen (Kontrolltiere) geeignet waren (Überlassung von Prof. Dr. rer. nat. 

M. Gaestel, Institut für Physiologische Chemie, Medizinische Hochschule Hannover). Es wurden 

zwei Altersgruppen untersucht. Die Gruppe juveniler Tiere hatte im Mittel ein Alter von 65 ± 6,1 

Tagen und ein Gewicht von 23 ± 2,5 Gramm. Die Gruppe adulter Tiere war durchschnittlich 160 

± 20,6 Tage alt und wog 31 ± 2,9 Gramm. Die Versuchstiere wurden in der tierexperimentellen 

Einrichtung der Charité am Campus Mitte von erfahrenen Tierpflegern gezüchtet, unter 

Standardbedingungen in einem 12-stündigen Tag-Nacht-Rhythmus gehalten, sowie mit 

Pressfutter und Wasser ernährt. Sämtliche Tierexperimente fanden unter Berücksichtigung des 

Tierschutzgesetzes vom 18.05.2006, herausgegeben vom Bundesministerium der Justiz, statt. 

Eine Genehmigung zur Tötung der Versuchstiere lag vom Landesamt für Arbeitsschutz, 

Gesundheitsschutz und technische Sicherheit des Bundeslandes Berlin vor (T0089/06). 

 

4.3 Präparation der Mesenterialarterie 

In den Versuchen wurden Mesenterialarterien der ersten Ordnung, d.h. die ersten 

abzweigenden Äste der Arteria mesenteria superior, auf ihre Eigenschaften untersucht. 

Die Versuchstiere wurden narkotisiert und durch zervikale Translokation getötet. Die 

Bauchdecke wurde eröffnet und das Darmpaket mit Mesenterium dargestellt. Der Darm wurde 

proximal am Duodenum und distal am Colon sigmoideum mit einem Faden abgebunden, an 

diesen Punkten erfolgte die Durchtrennung des Darmes. Anschließend wurde die A. mesenterica 

superior an ihrem Abgang aus der Aorta mit dem nun freien Darm abgesetzt, und in einem 

eisgekühlten (4°C) mit K-H-L gefülltem Becherglas aufbewart. Zur weiteren Präparation wurde 

dieses Präparat in eine mit schwarzem Silikon beschichtete und mit kalter K-H-L befüllten 

Petrischale überführt. Unter einem Stereomikroskop (Typ MZ6 Leica, Wetzlar, D) wurde der 

Darm mit dünnen Nadeln aufgespannt. Ein geeigneter Abgang der A. mesenterica superior wurde 

aufgesucht und ohne direkte Berührung mit Hilfe einer Präzisionspinzette (Dumont Nr. 5, 

Schweiz) und Mikroschere (Aesculap OC498R, Aesculap AG & CO, Tuttlingen, D) von 

umgebenden Fett- und Bindegewebe befreit. Aus der frei präparierten Arterie wurde mit Hilfe 

einer Messeinheit im Objektiv des Mikroskops ein zwei Millimeter langer Ring 
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herausgeschnitten. Durch den Gefäßring wurde nun unter größter Vorsicht ein Edelstahldraht 

(Danish Myo Technology A/S, Aarhus, Dänemark) mit 40 µm Durchmesser geschoben, ohne 

dabei die Gefäßwand zu berühren. Nun wurde ein zweiter Gefäßring aus einem Abgang der A. 

mesenterica superior frei präpariert. Bis die Gefäßringe in den Myographen eingesetzt werden 

konnten wurden sie mit dem Edelstahldraht in einer zweiten Petrischale, die ebenfalls gekühlt 

und mit K-H-L gefüllt war, aufbewahrt. Die hier verwendete Krebs-Henseleit-Lösung enthielt 

zur Gefäßschonung weniger Kalziumchlorid (0,629 mmol/l). Dadurch waren die Gefäßringe 

stärker relaxiert, welches ein leichteres Einführen des Edelstahldrahtes ermöglicht. 

 

4.4 Myograph 

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Untersuchung der Gefäßsegmente ein Myograph System 

eingesetzt, wie es im Jahre 1976 von Mulvany und Halpern erstmals vorgestellt wurde 95. Seit 

der Einführung hat sich diese Untersuchungstechnik von Gefäßsegmenten nach Mulvany und 

Halpern zu einer Standardmethode von in vitro Untersuchungen an Blutgefäßen entwickelt. Mit 

Hilfe des Myographen können isolierte Gefäße systematisch auf ihre funktionellen 

Eigenschaften analysiert werden. Der luminäre Durchmesser der Gefäße kann dabei bis zu 60 

µm klein sein. Durch definierte isometrische Bedingungen können verschiedene Experimente an 

den gleichen Gefäßabschnitten miteinander verglichen werden. So ist es möglich, eine 

gründliche Beschreibung eines bestimmten Gefäßabschnittes vorzunehmen.  

 

4.4.1 Aufbau und Funktionsweise des Myographen 

Mit den verwendeten Myographen (Modell 410A und 500A, DMT, Aarhus, Dänemark) 

können zwei Gefäßringe gleichzeitig in getrennten Messkammern voneinander unabhängig 

untersucht werden. Zur Aufzeichnung der Versuchsdaten war der Myograph über eine 

Schnittstelle (Myo-Interface) mit einem Computersystem verbunden. Der Myograph besaß eine 

Heizung zur Erwärmung der enthaltenen Lösungen. Die Temperatur in der Kammer wurde durch 

ein Regulationsystem des Myographen konstant bei 37°C gehalten. Neu eingebrachte Lösungen 

wurden zuvor in einem Wasserbad ebenfalls auf diese Temperatur erwärmt und damit störende 

Temperaturschwankungen beim Wechsel des Organbades vermieden. Die Messkammern waren 

mit einer Abdeckung verschlossen, die eine konstante Gaszufuhr, den Austausch des 

Organbades, und das Einbringen von den verwendeten Wirkstoffen ermöglichte. Zur 
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Aufrechterhaltung des pH-Wertes von 7,4 wurde das Organbad über die gesamte Versuchszeit 

mit Carbogen begast. Der Wechsel des Organbades erfolgte durch ein schnelles Absaugen mit 

Hilfe einer externen Saugpumpe und durch rasches Auffüllen neuer K-H-L mittels einer 5 ml 

Pipette. Die Messkammern hatten jeweils ein Volumen von 8 ml. Der zu untersuchende 

Gefäßring wurde mit zwei Edelstahldrähten an den beiden Trägerbacken befestigt. Ein Träger 

war mit einem Signalwandler und Kraftmesser verbunden, der Zweite mit einer 

Mikrometerstellschraube. Mit der Mikrometerstellschraube konnte der Abstand der beiden 

Träger zueinander in µm Schritten verändert werden. Der Kraftmesser hatte eine Empfindlichkeit 

0,01 mN. 

 

 
Abbildung 5: Beispiel eines verwendeten Myographen - DMT-Modell 410A.  

(Quelle: Benutzerhandbuch DMT - Dual Wire Myograph System, Model 410A, Version 3.2) 

 

4.4.2 Normierung der Gefäßdurchmesser 

Mit der Myographietechnik werden in vitro Bedingungen geschaffen, die die Gegebenheiten 

einer in vivo Situation simulieren. Damit verschiedene Gefäße miteinander vergleichbar sind, 

wurde für jedes Gefäß ein optimaler Lumendurchmesser mit der entsprechenden Vorspannung 

eingestellt. Hier erreichen die kontraktilen Elemente der glatten Gefäßmuskulatur die größte 

Kraftentfaltung. Wenn ein Gefäßsegment so gespannt wird, dass die Dehnung der eines 

transmuralen Druckes von 100 mmHg enspricht, ist ein Zustand erreicht, der als IC100 bezeichnet 

wird. Untersuchungen von Mulvany und Halpern haben gezeigt, dass die aktive 

Kraftentwicklung eines Gefäßes am größten ist, wenn der innere Gefäßdurchmesser 90% des 

IC100 beträgt 95. Dieser Durchmesser wird als IC1-Wert definiert. Mittels eines speziellen 

Normalisierungsprotokolls wird der IC1-Wert für jeden untersuchten Gefäßring ermittelt. Bei der 

Normalisierung werden die Trägerbacken schrittweise um 50 µm voneinander entfernt. Die 

einzelnen Abstandsveränderungen der Träger und die dabei verursachten Kräfte werden vom 



MATERIAL UND METHODEN 
 

20

Myographen über die Zeit von einer Minute erfasst. Mit Hilfe der bekannten Daten aus 

Gefäßlänge, Kraftentwicklung, Abstand und Stärke der Edelstahlsdrähte berechnet ein 

Normalisierungsmodul (ADInstruments GmbH, Spechbach, D) den inneren Gefäßdurchmesser 

und die erzeugte tangentiale Wandspannung. Am Ende der Normalisierung wird das 

Gefäßsegment auf den IC1-Wert eingestellt. In der vorliegenden Arbeit wurden ein 

automatisierter Myograph (DMT-Modell 500A) und ein manueller Myograph (DMT-Modell 

410A) verwendet. Zur besseren Vergleichbarkeit wurde die Normalisierungsprozedur beim 

Modell 500A auch manuell durchgeführt. 

 

4.5 Versuchablauf  

Die Versuchstiere wurden getötet und die Mesenterialarterien zum Einsetzten in den 

Myographen, wie in Kapitel 3.3 beschrieben, vorbereitet. Zum Einspannen der Gefäßringe 

wurden die Untersuchungskammern des Myographen mit 5 ml der 4°C kalten und begasten  

K-H-L befüllt, die weniger Kalzium enthielt. Das Gefäßsegment wurde zunächst mit dem Draht 

an dem Trägerbacken befestigt, der mit dem Signalwandler verbunden war. Nun wurde äußerst 

vorsichtig ein zweiter, ebenfalls 40 µm dicker Draht, durch das Gefäß geführt. Dabei musste 

insbesondere darauf geachtet werden, dass die Drahtspitze nicht die Gefäßwand berührt. Als 

nächstes wurden die Träger mit der Mikrometerstellschraube so dicht wie möglich zusammen 

gefahren, ohne dabei den Gefäßring einzuklemmen. Erst dann konnte der zweite Draht an dem 

Träger, der mit der Mikrometerstellschraube verbunden war, befestigt werden. Der Gefäßring 

war so frei beweglich und wurde durch die Drähte nicht gedehnt (Abbildung 6). Danach wurde 

die K-H-L durch 5 ml gekühlte und begaste normale K-H-L ersetzt. Die Thermostatierung des 

Myographen wurde auf 37°C eingestellt und die Gaszufuhr geöffnet. Nach dem Erreichen der 

gewünschten Temperatur wurde das in Kapitel 4.4.2 beschriebene Normalisierungsprotokoll 

durchgeführt. Anschließend wurde die K-H-L erneuert. Nach einer Stabilisierungsphase von 20 

Minuten wurden die K-H-L durch eine stark kaliumhaltige (100 mmol/l KCl) K-H-L 

ausgetauscht. Diese erhöhte Kaliumkonzentration führt zu einer Membrandepolarisation der 

glatten Gefäßmuskelzellen (VSMC). Es kommt es zu einem spannungsabhängigen 

Kalziumeinstrom in die VSMC. In der Folge reagierte das Gefäß mit einer maximalen 

Vasokonstriktion. Nach dem Erreichen der maximalen Konstriktion wurde die kaliumhaltige  

K-H-L wieder durch normale K-H-L ausgewaschen.  



MATERIAL UND METHODEN 
 

21

Kraft-
messer

Mikrometer-
stellschraube

Organbad

 

Abbildung 6: Schemaskizze der Messkammer eines Myographen mit eingespanntem Gefäßring.  

 

Nun wurden die Gefäßringe für die Dauer einer Stunde mit den jeweiligen Wirkstoffen in 

der K-H-L inkubiert. Folgende Substanzen und Konzentrationen wurden verwendet: NADPH 

(3*10-5 mol/l), L-NAME (10-4 mol/l), SB220025 (2*10-6 mol/l), Apocynin (10-4 mol/l), Tempol 

(10-4 mol/l) und Suramin (10-4 mol/l). Die K-H-L und Wirkstoffe wurden alle 20 Minuten 

erneuert. Im Anschluss an die Inkubationszeit erfolgte die Messung einer kumulativen 

Konzentrations-Antwort-Kurve für Ang II von 10-10 bis 3*10-7 mol/l, bzw. für Acetylcholin von 

10-9 bis 10-6 mol/l. 
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Konzentrations-
Antwort-Kurve

Normalisierung /
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Abbildung 7: Protokoll der funktionellen Untersuchungen 

 

4.5.1 Gewinnung von Material für die molekularbiologische Analysen 

Die gesamte Arteria mesenterica superior mit ihren Ästen wurde präpariert und mit dem 

gleichen Versuchsprotokoll der einzelnen Gefäßringe behandelt. Für die weiteren Analysen 

wurden das Gewebe nach dem Versuch in flüssigem Stickstoff schockgefroren oder in 10%-iger 

TCA in Acetonlösung fixiert und anschließend bei -80°C gelagert. 
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4.6 Messung des Kalziumtransienten 

Für die Messung des Kalziumtransienten wurden die spektralen Fluoreszenzeigenschaften des 

Kalzium-sensitiven Farbstoffes Fura-2 verwendet, weil das Exzitationsspektrum dieses 

Kalziumchelators von der Bindung freier Kalziumionen abhängig ist 46. Fura-2 bindet Ca2+ in 

einem Verhältnis von 1:1. Wird ein Ca2+-Ion gebunden kommt es zu einer Veränderung in der 

Struktur des elektronischen Energieniveaus mit einem veränderten Absorptionsverhalten von 

Fura-2. Das Maximum der Fluoreszenzintensität wird zu einer anderen Anregungswellenlänge 

verschoben. Das Maximum des Exzitationsspektrums ist für die kalziumgebundene Form von 

Fura-2 bei λ1 = 340 nm, für die kalziumfreie Form bei λ2 = 380 nm. In beiden Bereichen erfolgt 

die maximale Emission bei λ = 510 nm. Als Messgröße dient das Verhältnis der 

Fluoreszenzintensitäten F340 und F380, welche durch Anregung mit den Wellenlängen λ340 und 

λ380 bei 510 nm emittiert werden. Der Quotient F340/ F380 wird als „Ratio“ bezeichnet und verhält 

sich proportional zur Konzentration freier Kalziumionen 46. 

Zur Messung des Kalziumtransienten muss Fura-2 in das Zytosol der VSMC der Gefäßringe 

gebracht werden. Fura-2 AM als ein nicht fluoreszierender, membranpermeabler, lipophiler 

Acetoxymethylester kann direkt in das Organbad des Myographen inkubiert werden. In 

veresterter Form diffundiert Fura-2 AM in das Zytosol, wo die Esterbindungen hydrolytisch 

aufgespalten werden. Der nun polarisierte Farbstoff ist eine Ca2+-sensitive, freie Säure, die in 

dieser Form membranimpermeabel und fluoreszent ist 92.  

 

Die Gefäßringe wurden im Myographen über 90 Minuten unter Lichtschutz mit 5*10-6 mol/l 

FURA-2 AM inkubiert. Anschließend erfolgte ein dreimaliges Auswaschen über fünf Minuten, 

um Fura-2 AM vollständig aus dem Organbad zu entfernen. Nach einer Stabilisierungsphase von 

10 Minuten wurde die Konzentration-Antwort-Kurve für Ang II gemessen. Der Einfluss von 

NADPH wurde durch gleichzeitige Inkubation mit FURA-2 AM ermittelt. Durch das 

Austauschen des Organbades mit K-H-L, die 100 mM KCl enthielt, wurden die Gefäßringe 

anschließend zur maximalen Kalziumausschüttung und Vasokonstriktion angeregt. Die 

Fluoreszenz-Messung erfolgte mit einem Fluoreszenz System Interface FSI 700 (IonOptix Corp., 

Milton, USA) mit dem die Gefäßringe abwechselnd alle zwei Sekunden bei 340 und 380 

Nanometer angeregt wurden. Die Emissionsintensität wurde bei 510 nm gemessen. Aus den 

erhaltenen Ratio-Werten konnte dann der Verlauf des Kalziumtransienten, bezogen zur 

maximalen Kalium-induzierten Kontraktion, dargestellt werden. 
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4.7 Messung der NADPH-Oxidase Aktivität 

Die NADPH-Oxidase Aktivität der untersuchten Gefäßringe wurde mit Hilfe der Lucigenin-

verstärkten Chemilumineszenz-Methode erfasst. Die Chemilumineszenz-Methode ist eine der 

Standard Untersuchungen zur Detektion von intrazellulären Superoxidanionen. Bei Kontakt mit 

O2
- setzt Lucigenin Photonen frei, die im Luminometer gemessen werden können. Es wird 

postuliert, dass das Lucigenin-Kation (Luc2+) durch Aufnahme von einem Elektron zum Radikal 

(Luc+) reduziert wird. Dieses reagiert mit dem Superoxidradikal zu einem instabilen Intermediat, 

welches zerfällt und dabei ein angeregtes Acridon bildet. Das Acridon emittiert dann beim 

Rückfall in den Ruhezustand Licht 143;166. 

 

Für die Messung der Lucigenin-verstärkten Chemilumineszenz wurde die gesamte 

mesenteriale Gefäßarkade der A. mesenterica superior der adulten und juvenilen Versuchstiere 

frei präpariert. Die Gefäßsegmente wurden anschließend für zehn Minuten bei 37° C in einem  

K-H-L-HEPES Puffer mit folgenden zusätzlichen Substanzen inkubiert: L-NAME (10-4 M) als 

NO-Synthase-Inhibitor, Allopurinol (10-4 M) als Xanthinoxidase-Inhibitor und Rotenon 

(5*10-5 M) zur Blockierung der mitochondrialen Elektronentransportkette. Zur Kontrolle der 

Spezifität erfolgte jeweils eine simultane Messung mit zusätzlicher Applikation von Tiron  

(2*10-2 M). Nach der Inkubationsphase erfolgte die Applikation von Lucigenin (5*10-6 M). Die 

Chemilumineszenz wurde bei 37 °C alle 30 s für eine Sekunde über eine halbe Stunde mit einem 

Luminometer (Microlumat Plus Berthold, Bad Wildbad, D) gemessen. Danach wurde NADPH 

(3*10-5 M) in das Reaktionsgemisch appliziert und die Chemilumineszenz für weitere 30 min 

aufgezeichnet. Im Anschluss erfolgte die Zugabe von Ang II (10-8 M) zum Reaktionsansatz und 

die Chemilumineszenz wurde für weitere 20 Minuten aufgezeichnet. Die Auswertung erfolgte in 

relativen Lichteinheiten (RLU = relative light units) pro Minute und Milligramm 

Trockengewicht. 

 

4.8 Analyse der Expression der NADPH-Oxidasen 

Die Expression der verschiedenen NOX Isoformen und Untereinheiten wurde mit Hilfe der 

Real-time Polymerase-Ketten-Reaktion (RT-PCR) analysiert.  
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4.8.1 Probenaufbereitung 

Für die Untersuchung der NOX-Expression wurde die mesenteriale Gefäßarkade der Arteria 

mesenterica superior verwendet, und mit den gleichen Protokollen, wie in Kapitel 4.5 

beschrieben behandelt. Für die Gewinnung der RNA aus der mesenterialen Gefäßarkade wurden 

die Gewebeproben mit 1000 µl RNA-Bee (#CS-501B, Tel-Test, Inc., Friendswood, USA) 

versetzt und mit verschieden großen Pipettenspitzen homogenisiert und anschließend gevortext. 

Um die Dissoziation von Nucleoproteinkomplexen zu vervollständigen, wurden die Proben für 

fünf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Proben wurden nun mit 200 µl Chloroform 

versetzt, für 20 Sekunden kräftig geschüttelt, und für fünf Minuten bei 4°C inkubiert. Nun wurde 

die Probe bei 12000 x g für 15 Minuten bei 4°C zentrifugiert (Laborzentrifuge 3K15, Sigma 

Laborzentrifugen GmbH, Osterode, D), um eine Phasenauftrennung zu bekommen. Die obere, 

wässrige Phase, die RNA enthält, wurde in frische Reaktionsgefäße überführt und mit 500 µl 

Isopropanol versetzt und für fünf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Ausfällung der 

RNA erfolgte bei -20°C über Nacht. Danach wurden die Proben 30 Minuten bei 12000 x g und 

4°C zentrifugiert, der Überstand wurde abgenommen. Das Pellet wurde einmal mit 1 ml 75%-

igem Ethanol in RNase-freiem Wasser gewaschen und fünf Minuten bei 7500 x g und 4°C 

zentrifugiert. Der erhaltene Überstand wurde verworfen und das RNA Pellet bei Raumtemperatur 

getrocknet und abschließend in 6 µl sterilem Wasser gelöst. 

 

4.8.2 Quantifizierung der RNA 

Die gewonnene RNA wurde anschließend mit dem Spectrophotometer (Beckman DU 640, 

Beckman GmbH, Krefeld, D) zur Überprüfung der Reinheit und der Konzentration untersucht. 

Nach Verdünnung (1:100) der RNA-Lösung wurde die Extinktion bei 260 nm und 280 nm 

gemessen. Der Extinktionswert (OD) bei einer Wellenlänge von 260 nm bestimmt die 

Konzentration, der in der Probe vorhandenen Ribonukleinsäuren. Unter Berücksichtigung der 

Verdünnung und des RNA-Faktors (40 µg/ml : OD260 = 1) kann die Konzentration in µg/µl 

berechnet werden. Die Reinheit der in den Proben vorhandenen RNA wurde durch 

Quotientenbildung zwischen den Extinktionswerten bei 260 und 280 nm (OD260/OD280) 

überprüft. Dieser Quotient sollte zwischen 1,8-2,0 liegen. 
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4.8.3 Reverse Transkriptase-Reaktion (cDNA-Synthese) 

Vor der PCR muss aus der gewonnen RNA, durch das Enzym Reverse-Transkriptase, zuerst 

eine komplementäre DNA (cDNA) synthetisiert werden 62. Hierfür wurde das High Capacity 

cDNA Reverse Transcription Kit (#4368814) und der RNase Inhibitor (#N8080119, Applied 

Biosystems, Darmstadt, D) entsprechend dem Herstellerprotokoll verwendet. Die einzelnen 

Komponenten waren auf 4°C gekühlt. Von der isolierten RNA wurden 650 ng mit sterilem 

Wasser auf ein Volumen von 10 µl in PCR Tubes aufgefüllt. Es folgte die Zugabe von 10 µl des 

RT-Mixes. Die PCR Tubes wurden im Thermocycler T3 (Biometra GmbH, Göttingen, D) 

inkubiert und die cDNA transkribiert. Hierbei wurde folgendes Programm angewandt. 

Annealing-Reaktion für zehn Minuten bei 25°C, Elongationsreaktion für 120 Minuten bei 37°C, 

Inaktivierung des Enyms durch Erwärmung auf 85°C für fünf Sekunden, Abkühlung auf 4°C. 

Die erhaltene cDNA wurde bei -20°C gelagert. Vor der Verwendung für die PCR-Reaktion wurde 

die cDNA auf 10 ng/µl verdünnt. 

 

Zusammensetzung des RT-Mixes: 

2 µl  10 x RT Buffer 

0,8 µl  25 x dNTPs (100 mM) 

2 µl  10 x RT Random Primer 

1 µl  MultiScribe Reverse Transcriptase (50 u/µl) 

1 µl  RNase Inhibitor (20 u/µl) 

3,2 µl  steriles Wasser 

 

4.8.4 Überblick zur Polymerase-Ketten-Reaktion 

Zur selektiven Vervielfältigung von definierten Nukleinsäuresequenzen wurde 1987 von 

Mullis und Faloona 94 die Polymerase-Kettenreaktion entwickelt. Für die Amplifikation werden 

eine DNA-abhängige Polymerase, Desoxyribonukleotide und zwei Oligonukleotide (Primer) 

benötigt, welche gegenläufig den Zielbereich der DNA einschließen. Zuerst wird die DNA bei 

über 90°C denaturiert. Beim Annealing lagern sich bei niedriger Temperatur die Primer an 

spezifischen, durch die Basensequenz festgelegten Stellen, auf dem DNA-Template an. Darauf 

folgend synthetisiert das thermostabile Enzym DNA-Polymerase, in Anwesendheit von 

Desoxyribonukleotiden, neue komplementäre DNA-Stränge (Elongation). Dieser Zyklus aus 
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Denaturierung, Annealing und Elongation wird 20 bis 50 Mal wiederholt. Nach jedem 

Reaktionszyklus kommt es zu einer Verdopplung der DNA Moleküle. So können in kurzer Zeit 

große Mengen an DNA gewonnen werden. 

 

4.8.5 Real-time PCR 

Die Real-time PCR beruht auf der Polymerase-Kettenreaktion. Bei dieser Variante der PCR 

kann während der Amplifizierung die Menge an gebildeten PCR-Produkten überprüft bzw. 

dargestellt werden. Die hier verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe interkalieren in die neu 

entstandenen DNA-Stränge und erzeugen Licht, dessen Intensität bis zum Erreichen eines 

Maximums ansteigt. Dafür wird einmal pro Zyklus die Zunahme der Fluoreszenz des Farbstoffs 

SYBR®-Green bei einer Temperatur unterhalb der Schmelztemperatur der Amplifikate gemessen. 

Aus den gemessenen Emissionen werden Amplifikationskurven erstellt und der Ct-Wert (Cycle-

Threshold) für ein konstant definiertes Fluoreszenzniveau ermittelt. Der Ct-Wert gibt die Anzahl 

an Zyklen an, bei der das Fluoreszenzsignal der neu gebildeten DNA-Stränge die 

Hintergrundfluoreszenz signifikant übersteigt. Der Ct-Wert ist direkt von der in der PCR-

Reaktion eingesetzten cDNA-Menge abhängig und befindet sich in der exponentiellen Phase der 

Amplifikation. Am Ende der PCR werden die Proben langsam von 50°C auf 95°C erhitzt. Dabei 

wird kontinuierlich die Fluoreszenzintensität gemessen und mit Hilfe der ersten Ableitung die 

Schmelzkurve ermittelt. Dadurch ist eine Überprüfung der Spezifität der PCR-Reaktion, durch 

Differenzierung zwischen den gewünschten spezifischen PCR-Produkten und unspezifischen 

Produkten, wie z.B. Bildung von Primerdimeren, möglich. Es erfolgt jeweils eine simultane 

Messung eines Referenzgens zur Berechnung der relativen Genexpression.  

 

In der vorliegenden Arbeit wurde die Real-time PCR mit einem StepOnePlus™ Real-time 

PCR System (Applied Biosystems, Darmstadt, D) und dem Fluoreszenzfarbstoff SYBR®-Green 

(Bioline, Luckenwalde, D) durchgeführt. In die Vertiefungen einer 96-well PCR-Platte wurden 

25 μl des Real-time-PCR-Reaktionsansatzes pipetiert. Die Platte wurde anschließend mit einer 

Abdeckfolie verschlossen und die Proben kurz abzentrifugiert. Folgendes PCR-Programm wurde 

durchgeführt: Nach einem 10-minütigem Denaturierungsschritt bei 95°C folgten 40 Zyklen mit 

jeweiliger Denaturierung bei 95°C über 15 Sekunden, Annealing bei 65°C über 1 Minute, 

Elongation bei 77°C über 30 Sekunden. Die abschließende Schmelzkurvenanalyse erfolgte von 

50°C – 95°C. Es wurden jeweils drei Ansätze mit der gleichen cDNA-Matrize pipettiert. Zur 
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Kontrolle diente ß-Aktin als Referenzgen, da es unter den gegebenen Bedingungen in konstanter 

Menge vorhanden ist. Als Negativkontrolle wurden Proben ohne cDNA verwendet. Die 

Auswertung und Berechnung der relativen Genexpression erfolgt mit Hilfe der ΔCt-Methode mit 

der zugehörigen Software zum StepOnePlus™ Real-time PCR System. Die Differenz der Ct-

Werte der einzelnen gemessenen Gene und des Ct-Wertes von ß-Aktin liefert die ΔCt-Werte. 

Diese sind ein Maß für die relative mRNA-Menge der untersuchten Gene in Bezug zu ß-Aktin 

als Referenzgen.  

 

Zusammensetzung des Real-time-PCR-Reaktionsansatzes: 

1 µl = 10 ng  cDNA-Template 

12,5 µl   2 x ImmoMix™ 

0,5 µl   50 x SYBR®-Green 

0,5 µl   Vorwärts-Primer (10pmol/µl) 

0,5 µl   Rückwärts-Primer (10pmol/µl) 

10 µl    steriles Wasser 

 

Für die Real-time PCR wurden folgende Primer verwendet: 

Primer:    Genbank     Sequenz             Produktgröße in
    Acc.-Nr         5´ - 3´    Basenpaaren 
 
Nox1 vorwärts:  NM_172203 GGTTGGGGCTGAACATTTTTC         167 

Nox1 rückwärts:      TCGACACACAGGAATCAGGAT 

Nox2 vorwärts:  NM_007807 GCACCTGCAGCCTGCCTGAATT         187 

Nox2 rückwärts:     TTGTGTGGATGGCGGTGTGCA 

Nox4 vorwärts  NM_015760 GGCTGGCCAACGAAGGGGTTAA        188 

Nox4 rückwärts:     GAGGCTGCAGTTGAGGTTCAGGACA 

p22phox vorwärts  NM_007806 CTGGCGTCTGGCCTGATTCTCATC         200 

p22phox rückwärts:     CCGAAAAGCTTCACCACAGAGGTCA 

p47 phox vorwärts  NM_010876 CAGCCATGGGGGACACCTTCATT        190 

p47 phox rückwärts:    GCCTCAATGGGGAACATCTCCTTCA 

ß-Aktin vorwärts    NM_007393.2 CACCCGCGAGCACAGCTTCTTT           156 

ß-Aktin rückwärts:      AATACAGCCCGGGGAGCATC 
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4.9 Proteinbestimmung mit SDS-PAGE und Western-Blot 

Mit Hilfe der Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE, Sodium-Dodecyl-Sulfat-

Polyacrylamid-Gelelektrophorese) können Proteine entsprechend ihres Molekulargewichts 

aufgetrennt werden. Dabei binden die Proteine im Überschuss zugesetztes SDS und erhalten 

dadurch eine negative Ladung. Da diese zu ihrem Molekulargewicht proportional ist, werden die 

negativ geladenen SDS-Protein-Komplexe in einem Gleichstromfeld Richtung Plus-Pol mittels 

einer Gelmatrix der Molmasse nach aufgetrennt. Anschließend transferiert man die Proteine in 

einem als Western-Blotting bezeichneten Verfahren auf eine Membran. Der Nachweis der 

Zielproteine erfolgt mit Hilfe spezifischer Antikörper.  

 

Die Proben der mesenterialen Gefäßarkaden aus den funktionellen Untersuchungen wurden 

aufgetaut und dreimal mit Aceton bei Raumtemperatur gewaschen und anschließend 

luftgetrocknet. Danach wurden die Proben mit Probenpuffer versetzt und 30 Minuten lang bei 

95°C im Schüttelinkubator (1200 rpm) behandelt. Dadurch lösen sich Gewebe und 

Membranstrukturen der Gefäße auf und die Proteine werden freigesetzt. Nach dem 

Abzentrifugieren (10000 x g / 3 min) der unlöslichen Bestandteile wurde der wässrige Überstand 

abgenommen. Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte durch photometrische 

Messung (NanoDrop 8000; PEQLAB, Biotechnologie GmbH, Erlangen, D) bei einer 

Wellenlänge von λ = 280 nm.  

 

Die Elektrophorese der Proteinextrakte (20-30 µg/Probe) erfolgte in einem 10%-igen 

Polyacrylamid-Gel nach Laemmli 70. Dazu wurden die Gelplatten in die Gießvorrichtung der 

Gelapparatur (Bio-Rad Laboratories, München, D) eingesetzt, und das 10%-ige Trenngel 

gegossen. Das Trenngel wurde mit Isopropanaol überschichtet, um Unebenheiten zu vermeiden. 

Nach der Polymerisation wurde das Isopropanol entfernt. Anschließend wurde das Trenngel mit 

dem 6%-igem Sammelgel überschichtet und die Kämme eingesetzt. Nachdem das Sammelgel 

polymerisiert war, wurde Laufpuffer in den Gelapparaturbehälter gegeben, die Gele eingesetzt 

und die Kämme gezogen. Vor dem Start der SDS-PAGE wurden die Proteinproben mit 

RotiLoad1 (#K929.1, Carl-Roth GmbH, Karlsruhe, D) versetzt und fünf Minuten bei 95°C 

denaturiert. Vor dem Auftragen wurden die Proben auf Raumtemperatur abgekühlt. Das 

Pipettieren der Proteinproben in die Geltaschen erfolgte nach kurzem Ausspülen der Taschen. 

Zur Bestimmung der Proteingröße wurde ein Gemisch aus Standardproteinen mit definierter 
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Molmasse aufgetragen (*für Coomassie-Färbung: Prestained Protein Marker, Broad Range, 

#P7708S, New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main, D; *für Western Blotting Nachweis: 

Cruz Marker, #2035, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg, D). Die Elektrophorese 

erfolgte bei 80V für 15 Minuten und anschließend bei 100 V für 100 Minuten.  

 

Danach wurden die aufgetrennten Proteine mittels Tank-Blot Verfahren in einer Bio-Rad Mini 

Transfer Kammer (Bio-Rad Laboratories, München, D) auf Hybond™-P Membranen 

(Amersham-Pharmacia, Freiburg, D) transferiert. Der Proteintransfer erfolgte mittels 

Blottingpuffer für eine Stunde bei 100 V. Zur Kontrolle der Proteinübertragung auf die Membran 

wurde das Gel anschließend mit Coomassie-Blau-Lösung gefärbt (0,25% Coomassie Blau R-

250, 50% Methanol, 10% Essigsäure). Die nachfolgende Entfärbung erfolgte mittels 

Entfärberlösung bei Raumtemperatur (40% Methanol, 10% Essigsäure). Potentiell unspezifische 

Proteinbindungsstellen auf der Membran wurden durch einstündige Inkubation mit 5%-iger 

Blockierungslösung abgesättigt. Zur Inkubation mit den Primärantikörpern wurde die Membran 

mit TBS-T für fünf Minuten gewaschen. Nun erfolgte die Inkubation mit den Primärantikörpern 

bei 4°C über Nacht in 1%-iger Blockierungslösung unter leichtem Schwenken. Die eingesetzten 

Primärantikörper waren ein spezifischer pSer20 anti-MLC Kaninchen IgG Antikörper (#R1535P, 

Acris Antibodies GmbH, Hiddenhausen, D, Verdünnung: 1:1000) und ein anti-p38-MAPK 

Kaninchen IgG Antikörper (#506119, Calbiochem, Bad Soden, Verdünnung: 1:5000, D). Beide 

Antikörper sind gegen spezifische Phosphorylierungsstellen der Proteine gerichtet und dienen 

damit dem Nachweis des phosphorylierten Anteils des Proteins. Nach dem dreimaligen Waschen 

der Membranen mit TBS-T für jeweils fünf Minuten, erfolgte die Inkubation mit einem 

Peroxidase-gekoppelten Sekundär-Antikörper (Donkey-anti-Rabbit, Santa Cruz Biotechnology, 

Inc., Heidelberg, D, #sc2317, Verdünnung: 1:100000) für eine Stunde bei Raumtemperatur. Nach 

einem erneuten Waschschritt mit TBS-T über dreimal fünf Minuten, erfolgte die Detektion der 

Proteinbanden. Dies wurde mit Hilfe des ChemiGlow™-West Detection Kit (Alpha Innotech 

Corporation, San Leandro, USA) und Exposition eines Hyperfilms ECL (Amersham-Pharmacia, 

Freiburg, D) entsprechend den Herstellerangaben durchgeführt. Hierbei kommt es durch eine 

Peroxidase-vermittelte Lichtreaktion zu einer Röntgenfilmschwärzung im Bereich der 

Antikörper-markierten Banden. Die Schwärzung ist dabei dem Enzym-vermittelten 

Substratumsatz proportional, welche von der Menge des gebundenen Antikörpers und somit der 

in der Probe enthaltenden Proteinmenge abhängt. Die entwickelten Röntgenfilme wurden 
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eingescannt und densitometrisch mit Hilfe des Programms Scion Image (Scion Corporation, 

Maryland, USA) ausgewertet.  

 

Das Abwaschen der Antikörper erfolgte für fünf Minuten in bi-destilliertem Wasser, 5 bis 

15 Minuten mit 0,2 M Natriumhydroxid, und wieder 5 Minuten mit bi-destilliertem Wasser. 

Anschließend wurde eine erneute Beprobung mit einem polyklonalen Antikörper gegen α-Aktin 

durchgeführt (#AB5694, Acris Antibodies GmbH, D, Verdünnung: 1:1000) und entsprechend 

dem soeben beschriebenen Protokoll behandelt. α-Aktin wird konstitutiv exprimiert und ist 

spezifisch für glattmuskuläre Zellen. Der Nachweis von α-Aktin diente als Lade- und 

Transferkontrolle und wurde zur Normierung herangezogen. 

 

Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Gele: 

Probenpuffer: 

25 mM Tris 

200 mM Glycin  

0.5 % SDS 

Puffer 1:  

0,75 M Tris-Base 

10% SDS 

 pH 8,8 

Puffer 2: 

0,25M Tris-Base,  

10% SDS  

pH 6,8 

Trenngel: 

1,5 ml H2O 

3 ml 30%-iges Polyacrylamid 

4,5 ml Puffer 1 

75 μl APS 

7,5 μl TEMED 

Sammelgel: 

1,3 ml H2O 

0,5 ml 30%-iges Polyacrylamid 

1,9 ml Puffer 2 

37,5 μl APS  

6,8 μl TEMED 

Laufpuffer: 

25 mM Tris-Base 

250 mM Glycin 

3,5 mM SDS 

Blottingpuffer:  

25 mM Tris 

200 mM Glycin 

2 mM SDS 

20% Methanol 

TBS-T: 

10 mM Tris pH 8.0 

150 mM NaCl 

0,05% Tween 20 

Blockierungslösung: 

5% Milchpulver bzw.  

1% Milchpulver  

in TBS-T 
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4.10 Datenerfassung und statistische Auswertung 

Zur Datenaufzeichnung und Analyse der funktionellen Experimente stand ein PowerLab® 

System mit dem Programm Chart™ Version 5.5 (ADInstruments GmbH, Spechbach, 

Deutschland) zur Verfügung. Die graphische Aufbereitung und statistische Auswertung der 

Ergebnisse erfolgte mit dem Programm Prism 4 (GraphPad Software, San Diego, USA). Die 

Analyse der Experimente wurde mit Hilfe der Zwei-Weg-Varianzanalyse (ANOVA) bei Graphen 

mit zwei Konzentrations-Antwort-Kurven vorgenommen. Die Ein-Weg-Varianzanalyse für 

wiederholte Messungen wurde bei Graphen mit mehr als zwei Konzentrations-Antwort-Kurven 

eingesetzt. An die ANOVA schloss sich bei Erreichen des Signifikanzniveaus (p<0,05) der 

Bonferroni-Post-Test an. Wenn möglich, wurden die Konzentrations-Antwort-Kurven zur 

Ermittlung der Maximalwerte und der Konzentration, die 50% der Maximalreaktion hervorrief 

(EC50), an eine vier-parametrige logistische Funktion angepasst. Die EC50 wird in logarithmierter 

Form als pEC50 angegeben. Der Maximalwert der Gefäßverengung wird folgend als TOP 

bezeichnet. Alle Konzentrations-Antwort-Kurven wurden auf die maximale KCl-induzierte 

Kontraktion in Prozent normiert.  

 

Bei der Analyse der NADPH-Oxidase Aktivität wurde aus den gemessenen relativen 

Lichteinheiten ein Mittelwert ± SEM gebildet. Bei der PCR wurden für jedes Gen, inklusive des 

Referenzgens ß-Aktin, und jedes Tier jeweils drei Ansätze für die real-time PCR pipettiert und 

gemessen. Aus den Analyse-Ergebnissen der ΔCt-Methode wurden für jedes Tier Mittelwerte 

berechnet und die für die statistische Auswertung benutzt. Beim Western-Blot ist pro Tier ein 

Ansatz pipettiert worden. Aus den densitometrischen Werten (im Vergleich zu α-Aktin) wurde 

ein Mittelwert ± SEM gebildet. Die Analyse der NADPH-Oxidase Aktivität, der PCR- und 

Western-Blot Ergebnisse, erfolgte mit der Ein-Weg-Varianzanalyse und mit einem 

nichtparametrischen Prüfverfahren.  

 

Alle angegebenen Daten werden als arithmetische Mittelwerte ± Standardfehler des 

Mittelwertes (SEM) angegeben, wobei n die Anzahl der verwendeten Versuchstiere der 

Ergebnisse repräsentiert.  
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5 Ergebnisse 

5.1 Funktionelle Untersuchungen an isolierten Gefäßringen 

5.1.1 Einfluss der NADPH-Behandlung auf die Kontraktion 

Um den Einfluss von NADPH auf die Ang II-induzierte Kontraktion zu verifizieren, wurden 

die Gefäßringe beider Gruppen von Versuchstieren jeweils mit und ohne NADPH für eine 

Stunde inkubiert. Anschließend wurde die Konzentrations-Antwort-Kurve für Ang II gemessen. 

Die Gefäße der juvenilen und adulten Tiere zeigten eine ähnliche Antwort auf Ang II ohne 

Vorbehandlung (Abb. 8). NADPH hatte keinen Einfluss auf die Kontraktilität bei juvenilen 

Mäusen. (Abb. 8a). Nach Applikation von NADPH war in der Gruppe der adulten Mäuse eine 

Linksverschiebung der Konzentrations-Antwort-Kurve zu verzeichnen (Abb. 8b pEC50: NADPH 

8,56 ± 0,01, Kontrolle 8,29 ± 0,06, p<0,01). Die maximale Kontraktion als Antwort auf 

Applikation von Ang II war in der NADPH-behandelten Gruppe gegenüber der Kontrollgruppe 

signifikant erhöht. Die maximale Gefäßkontraktion lag in der Kontrollgruppe bei 36 ± 5%, in der 

NADPH behandelten Gruppe bei 65 ± 5%. Das entspricht einer Kontraktilitätszunahme von 29% 

(Abb. 8b).  
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Abbildung 8: Einfluss von NADPH auf die Konzentrations-Antwort-Kurve von Ang II in Gefäßen juveniler (a) und 

adulter (b) Mäuse. NADPH-Inkubation verursacht nur in Gefäßen der adulten Versuchstiere einer Zunahme der 

Gefäßkontraktion. NADPH versus Kontrolle, *** p<0,001, n=10. 
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5.1.2 Die Rolle des Stickstoffmonoxidsystems 

Die Beeinflussung der Ang II-induzierten Kontraktion durch NO wurde mit Hilfe des 

nichtselektiven NOS-Antagonisten L-NAME untersucht. Durch Ausschaltung des NO-Systems 

wurde die Gefäßkontraktilität in beiden Gruppen stark erhöht. Bei vergleichbarem 

Ausgangsniveau erhöhte sich die maximale Kontraktion der Gefäße in Bezug zur KCl-

Kontraktion jeweils um etwa 50%. Es kam zu einer Linksverschiebung der Konzentrations-

Antwort-Kurven (Abb. 9a pEC50: L-NAME 8,61 ± 0,02, Kontrolle 8,38 ± 0,03, p<0,05; Abb. 9b 

pEC50: L-NAME 8,62 ± 0,02, Kontrolle 8,29 ± 0,06, p<0,01). Die L-NAME-Effekte 

unterscheiden sich nicht im Vergleich beider Gruppen (Abb. 9). 
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Abbildung 9: Einfluss von L-NAME auf die Konzentrations-Antwort-Kurve von Ang II in Gefäßen juveniler (a) 

und adulter (b) Versuchstiere. Die Inhibition der eNOS führt in beiden Gruppen zu einer verstärkten 

Gefäßkontraktilität. TOP (a): L-NAME 88 ± 3%, Kontrolle 35 ± 3%, p<0,01. TOP (b): L-NAME 85 ± 3%, Kontrolle 

36 ± 5%, p<0,01. L-NAME versus Kontrolle, *** p<0,001. Kontrolle n=10, L-NAME n=9. 

 

Durch gleichzeitige Inkubation mit NADPH und L-NAME wurde geprüft, ob das NO-System 

für die NADPH-Effekte mitverantwortlich ist. Bei den Gefäßen der juvenilen Versuchstiere gab 

es keinen Unterschied zur alleinigen L-NAME-Behandlung (Abb. 10a). In der Gruppe der 

adulten Tiere führte die Applikation von NADPH zu einer Sensitivierung der Ang II-Antwort bei 

gleichbleibender maximaler Kontraktionskraft (Abb. 10b). Die Linksverschiebung war 

signifikant (Abb. 10b pEC50: L-NAME+NADPH 8,93 ± 0,03, L-NAME 8,62 ± 0,02, p<0,001) 

und spricht für einen vom NO-System unabhängigen Effekt von NADPH. 
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Abbildung 10: Einfluss von L-NAME und NADPH auf die Konzentrations-Antwort-Kurve von Ang II in Gefäßen 

juveniler (a) und adulter (b) Versuchstiere. NADPH-Inkubation bewirkt nur in den Gefäßen der adulten Mäuse eine 

Zunahme der Sensitivität. L-NAME+NADPH versus L-NAME, *** p<0,001, * p<0,05; n=9. 

 

5.1.3 Endothel-abhängige Vasodilatation 

Da der NADPH-Effekt auf die Ang II-vermittelte Kontraktion nur in Gefäßen der adulten 

Versuchstiere feststellbar war, wurden die folgenden Experimente ausschließlich mit 

Gefäßsegmenten adulter Mäuse durchgeführt.  

 

Der Einfluss von NADPH auf die Dilatationsfähigkeit der Gefäße wurde mit Hilfe von 

Acetylcholin untersucht. Acetylcholin dilatiert Gefäße über eine Endothel-abhängige NO-

Freisetzung. Die Mesenterialarterien wurden nach der Inkubationsphase mit Phenylephrin auf 

etwa 50% der Maximalkraft kontrahiert und dann die Acetylcholin-Konzentrations-Antwort-

Kurve gemessen. 

Die Inkubation der adulten Gefäße mit NADPH hatte keinen signifikanten Einfluss auf die 

Dilatation der Gefäße (Abb. 11 pEC50: NADPH 7,38 ± 0,05, Kontrolle 7,18 ± 0,08, p>0,05). 
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Abbildung 11: NADPH-Behandlung und Endothel-abhängige Vasodilatation. Die Behandlung der adulten Gefäße 

führt zu keiner signifikanten Änderung der Dilatation. Kontrolle vs. NADPH, p>0,05, n=8. 

 

5.1.4 Ang II-induzierte Kalziumtransienten 

Die Rolle von Kalzium bei der Vermittlung Ang II-induzierter Kontraktion wurde mit Hilfe 

des Fluoreszenzfarbstoffes FURA-2 AM untersucht. Aus Abbildung 12a wird ersichtlich, dass es 

keinen wesentlichen Unterschied im Verlauf der Kalziumtransienten zwischen den NADPH-

behandelten und nicht behandelten Gefäßringen gibt. Abbildung 12b zeigt die Konzentrations-

Antwort-Kurve dieser Gefäße. Diese Ergebnisse bestätigen die Befunde, die in Abb. 8b 

dargestellt sind. Es zeigte sich ebenfalls eine Linksverschiebung der Ang II-Konzentrations-

Antwort-Kurve nach Inkubation mit NADPH (Abb. 12b pEC50: NADPH 8,57 ± 0,01, Kontrolle 

8,39 ± 0,01, p<0,01). Die maximale Kontraktion als Antwort auf Applikation von Ang II war in 

der NADPH-behandelten Gruppe gegenüber der Kontrollgruppe signifikant erhöht (61 ± 10% vs. 

32 ± 5%, Kontraktilitätszunahme: 29%). 
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Abbildung 12: Rolle der Kalziumtransienten bei der Ang II-induzierten Kontraktion. 

Bei der Messung der Kalziumtransienten ergab sich keine Differenz zwischen den NADPH-behandelten Gefäßen 

und der Kontrollgruppe (a). Die simultan aufgezeichnete Konzentrations-Antwort-Kurve für Ang II (b) zeigt 

ähnliche Ergebnisse wie Abbildung 8b. NADPH vs. Kontrolle, ** p<0,01, * p<0,05, n=8. 

 

5.1.5 Rolle der ROS 

Um den Einfluss der ROS auf die Ang II-Antwort nach der Stimulation mit NADPH zu 

evaluieren, wurde Apocynin (Antioxidanz) appliziert. Der NADPH-Effekt wurde unterdrückt 

(Abb. 13a). Die maximale Gefäßkontraktion verringerte sich von 65 ± 5% auf 31 ± 3% in Bezug 

zur KCl-induzierten Kontraktion und lag somit im Bereich der Kontrollgruppe. Ebenso wurde 

eine signifikante Abnahme der Sensitivität beobachtet (Abb. 13a pEC50: NADPH 8,56 ± 0,01, 

Apocynin+NADPH 8,29 ± 0,03, p<0,001). Die maximale Gefäßkraft war bei gleichzeitiger 

Inkubation von Apocynin und NADPH gegenüber der Apocynin-Kontrolle verringert (Abb. 13a 

TOP: Apocynin 45 ± 5%, Apocynin+NADPH 31 ± 3%, # p<0,05).  

Apocynin selbst hatte einen geringen verstärkenden Einfluss auf die Ang II-induzierte 

Kontraktion (Abb. 13b). Die maximale Kontraktion war in der Apocynin behandelten Gruppe 

gegenüber der Kontrolle erhöht (Abb. 13b TOP: Apocynin 45 ± 5%, Kontrolle 36 ± 5%,  
+ p<0,05). Die Sensitivität (pEC50) war unverändert. 
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Abbildung 13: Rolle der NADPH-Oxidase für die Konzentrations-Antwort-Kurven von Ang II in Gefäßen adulter 

Versuchstiere. Apocynin verhindert die NADPH Wirkung. NADPH versus Apocynin+NADPH, ** p<0,01. Apocynin 

vs. Kontrolle, + p<0,05, Apocynin vs. Apocynin + NADPH, # p<0,05. NADPH n=10, Kontrolle n=10, Apocynin 

n=9, Apocynin+NADPH n=9. 

 

In einer weiteren Untersuchungsserie wurden die Gefäßringe mit dem freien Radikalfänger 

Tempol inkubiert. Tempol verhinderte den NADPH–Effekt (Abb. 14a TOP: NADPH 65 ± 5%, 

Tempol+NADPH 27 ± 3%, p< 0,001). Tempol allein und in Verbindung mit NADPH verschob 

die Konzentrations-Antwort-Kurve für Ang II nach rechts (Abb. 14a,b pEC50: Kontrolle 8,29 ± 

0,06 vs. Tempol+NADPH 8,06 ± 0,01, vs. Tempol 8,11 ± 0,01, p<0,01 und NADPH 8,56 ± 0,01 

vs. Tempol+NADPH 8,06 ± 0,01, p<0,001), wobei es keinen Unterschied in der Ang II-Antwort 

bei Tempol-Behandlung mit und ohne NADPH gab.  
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Abbildung 14: Rolle der ROS auf die Konzentrations-Antwort-Kurven von Ang II in Gefäßen adulter 

Versuchstiere. Tempol verhindert die NADPH-Wirkung. NADPH versus Tempol+NADPH, ** p<0,01; Kontrolle vs. 

Tempol+NADPH bzw. vs. Tempol, ++ p<0,01. NADPH n=10, Kontrolle n=10, Tempol n=9, Tempol+NADPH n=9. 

 

5.1.6 Rolle des p38-MAPK / MAPKAPK-2 Signalweges 

Die Beteiligung des p38-MAPK-MK2-Signalweges am NADPH-Effekt wurde mittels 

SB220025, einem spezifischen Inhibitor der p38-MAP-Kinase, sowie unter Verwendung von 

MK2-defizienten Mäusen untersucht (Abb. 15). 

 

SB220025 unterdrückte den NADPH-Effekt. Die maximale Gefäßkontraktion betrug 32 ± 6% 

im Vergleich zu 65 ± 5% bei den nur mit NADPH-behandelten Tieren. Die Konzentrations-

Antwort-Kurve verschob sich durch SB220025 wieder nach rechts (Abb. 15a pEC50: NADPH 

8,56 ± 0,01, SB220025+NADPH 8,26 ± 0,01, p<0,001). SB220025 allein hatte keinen Einfluss 

auf die Ang II-Antwort (Abb 15b), jedoch waren die Ang II-Antworten bei gleichzeitiger 

Behandlung mit SB220025 und NADPH im Vergleich zur adulten Kontrollgruppe schwächer 

(Abb. 15b). 
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Abbildung 15: Rolle des p38-MAPK Signalweges für die Konzentrations-Antwort-Kurven von Ang II in Gefäßen 

adulter Versuchstiere. Die Behandlung der Gefäße mit SB220025 verhindert den NADPH-Effekt.  

NADPH vs. SB220025+NADPH, ** p<0,01, Kontrolle vs. SB220025+NADPH, + p<0,05. NADPH n=10, Kontrolle 

n=10, SB220025 n=9, SB220025+NADPH n=9. 
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Abbildung 16: Rolle des MAPKAPK-2 Signalweges auf die Konzentrations-Antwort-Kurven von Ang II in 

Gefäßen adulter Versuchstiere. MK2-Defizienz verhindert den NADPH-Effekt. NADPH vs. MK2-/- +NADPH,  

* p<0,05. NADPH n=10, Kontrolle n=10, MK2-/- n=10, MK2-/- +NADPH n=10. 

 

In Gefäßen von adulten MK2-/- Mäusen fand durch Inkubation mit NADPH keine 

Verstärkung der Kontraktilität statt (Abb. 16a). Die Ergebnisse der MK2-/- Mäuse zeigten eine 
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Sensitivitätsverminderung, d.h. Rechtsverschiebung der Konzentrations-Antwort-Kurve, im 

Vergleich zu NADPH-behandelten Wildtypen (Abb. 16a pEC50: NADPH 8,56 ± 0,01, MK2-/- 

+NADPH 8,33 ± 0,01, p<0,001). Die Ang II-Konzentrations-Antwort-Kurve unterschied sich 

nicht zwischen den Gefäßen der MK2-/- Mäuse und der Kontrollgruppe (Wildtypen, Abb. 16b). 

 

5.1.7 Einfluss der Purinrezeptoren 

Aus NADPH können purinerge Substanzen (ATP, Adenosin) entstehen, die eine vasoaktive 

Wirkung via P1- und P2-Rezeptoren erzeugen. P2-Wirkungen bei NADPH-Gabe sind in der 

Literatur beschrieben 59. Durch Inkubation mit dem nichtselektiven P2-Rezeptorantagonisten 

Suramin wurde eine potentielle Rolle der purinergen Rezeptoren bei der Vermittlung des hier 

beobachteten NADPH-Effektes untersucht. Abbildung 17a zeigt, dass Inhibition der purinergen 

Rezeptoren während NADPH-Behandlung die maximale Gefäßkontraktilität im Vergleich zu 

alleiniger NADPH-Inkubation verringert (Abb. 16a TOP: NADPH 65 ± 5%, Suramin+NADPH 

48 ± 5%, p<0,001). Suramin vermindert in gleichem Maße auch die Ang II-Antwort von 

Gefäßen unbehandelter Tiere (Abb. 17b TOP: Kontrolle 36 ± 5%, Suramin 20 ± 2%, p=0,0175). 

Es wurde eine Linksverschiebung der Konzentrations-Antwort-Kurve beobachtet (Abb. 17b 

pEC50: Suramin+NADPH 8,54 ± 0,04, Suramin 8,21 ± 0,04, p=0,01).  
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Abbildung 17: Einfluss von Purinrezeptoren auf die Konzentrations-Antwort-Kurven von Ang II in Gefäßen adulter 

Versuchstiere. Die Inhibierung der purinergen Rezeptoren mit Suramin verhindert den NADPH-Effekt nicht. 

NADPH vs. Suramin+NADPH, *** p<0,01, ** p<0,01. Suramin+NADPH vs. Suramin, + p<0,05. NADPH vs. 
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Suramin+NADPH, Kontrolle vs. Suramin, # p<0,05 (10-8 – 10-7). Kontrolle n=10, NADPH n=10, Suramin n=9, 

Suramin+NADPH n=9. 

 

5.2 Aktivität und Expression der NADPH-Oxidasen  

5.2.1 Simulation der ROS-Produktion mit NADPH 

Um den Erfolg der NADPH-Applikation auf die NADPH-Oxidase-Aktivität respektive 

Superoxidfreisetzung zu verifizieren, wurde die O2
--Freisetzung mittels der Lucigenin-

verstärkten Chemilumineszenz ermittelt. Die Messung erfolgte in relativen Lichteinheiten (RLU) 

pro Minute und Milligramm Trockengewicht. Der Superoxidanionradikalfänger Tiron diente der 

Kontrolle einer spezifischen Lunineszenz durch Superoxidanionradikale.  
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Abbildung 18: Aktivierung der NADPH-Oxidase mit NADPH und Lumineszenzverstärkung. Das Antioxidanz 

Tiron hemmt diesen Effekt. Adult versus adult + Tiron *** p<0,0001, juvenil vs. juvenil+Tiron +++ p<0,0001, n=10. 

Applikation von NADPH führte zu Radikalbildung, die durch Tirongabe gehemmt wurde. Es 

gab keinen Unterschied in der O2
--Konzentration (Lumineszenz) zwischen den juvenilen und 

adulten Tieren. Applikation von Ang II steigerte die Luminszenz nicht weiter in beiden 

Testgruppen. Tiron verringerte die Radikalbildung stark in beiden Gruppen auf 14% (adult) bzw. 

12% (juvenil) des Stimulationsniveaus (Abb. 18).  
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5.2.2 Expressionsanalysen 

Die Untersuchung der Expression der NOX-Isoformen und Untereinheiten auf mRNA-Ebene 

wurde mittels real-time PCR durchgeführt. Die Expression der Isoformen Nox1, Nox2, und 

Nox4, als auch von p22phox und p47phox wiesen keinen Unterschied zwischen den juvenilen und 

adulten Versuchstieren auf (Abb. 19). 
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Abbildung 12: Expression der NOX-Isoformen und Untereinheiten in juvenilen und adulten Mäusen. 

Auf der Ebene der mRNA Expression konnte kein signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen festgestellt 

werden. n=10. 

 

5.3 p38-MAPK- und MLC20-Phosphorylierung 

Abbildung 20 zeigt, dass Ang II, NADPH und die Kombination von beiden Substanzen die 

Phosphorylierung der p38-MAPK im Vergleich zu den unstimulierten Kontrollen verstärkte. In 

der Gruppe der adulten Mäuse ist die p38-MAPK Phosphorylierung nach Ang II-Applikation 

und NADPH-Behandlung jedoch deutlich größer als bei Einzelbehandlung mit Ang II oder 

NADPH. 
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Abbildung 20: Analyse der p38-MAPK Phosphorylierung.  

Inkubation mit NADPH bewirkt nur bei den adulten Mäusen eine erhöhte p38-MAPK Phosphorylierung nach Ang II 

Applikation (unterer Teil der Abb.). Darüber ist ein originaler Blot dargestellt. Adult Ang II+NADPH versus juvenil 

Ang II+NADPH ** p<0,01, n=6.  

 

NADPH-Behandlung erhöhte die Phosphorylierung der MLC20 (Ser19) nach Applikation von 

Ang II in den adulten Tieren signifikant (Abb. 21). Der Phosphorylierungsgrad ist gegenüber den 

juvenilen Mäusen etwa 2,5fach stärker. Einzelbehandlung mit NADPH und Ang II verstärkte 

ebenfalls die Phosphorylierung. Es zeigten sich hier jedoch keine wesentlichen Unterschiede 

zwischen den Testgruppen. 
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Abbildung 21: Analyse der MLC20 Phosphorylierung. NADPH bewirkt nach Ang II-Applikation nur bei den 

adulten Mäusen eine erhöhte MLC20 Phosphorylierung (unterer Teil der Abb.). Darüber ist ein originaler Blot 

dargestellt. Adult Ang II+NADPH versus juvenil Ang II+NADPH ** p<0,01, n=6. 
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6 Diskussion 

NADPH-Behandlung induziert akuten oxidativen Stress und verstärkt die Ang II-induzierte 

Vasokonstriktion in mesenterialen Gefäßringen der adulten Maus. Die Ergebnisse lassen den 

Schluss zu, dass dieser akute Effekt wesentlich mit dem p38-MAPK/MK2-Signalweg verbunden 

ist. Dabei ist die dilatative Funktion der Gefäße nicht eingeschränkt. Dieser Befund weist darauf 

hin, dass die Wirkung von oxidativem Stress in Verbindung mit Alter über eine Beeinflussung 

der dilatativen endothelialen Funktion hinausgeht und andere Mechanismen zur 

Gefäßdysfunktion beitragen. Die vorliegende Arbeit unterstreicht die Bedeutung von Radikalen 

und oxidativem Stress bei der Einstellung des Gefäßtonus. 

Stimulation der NADPH-Oxidase führt in erster Linie zur Bildung von Superoxidanion. Es 

können jedoch auch andere ROS wie zum Beispiel H2O2 entstehen. In dieser Arbeit wird deshalb 

der Begriff „ROS“ für die gebildeten Radikale verwendet. 

 

6.1 Einfluss des Alters auf die Expression und Aktivität der NADPH-Oxidasen 

Die gesteigerte NADPH-Oxidase Aktivität stellt die wichtigste Quelle von oxidativem Stress 

im Prozess des vaskulären Alterns dar 21;48;108. Einer der Hauptbefunde der vorliegenden Arbeit 

ist, dass akuter oxidativer Stress durch eine gesteigerte NADPH-Oxidase-Aktivität nur in 

Gefäßen von adulten Tieren, nicht jedoch in juvenilen Tieren, zu einer verstärkten Ang II-

induzierten Vasokonstriktion führt. Die Expression der NOX-Isoformen Nox1, Nox2, Nox4 und 

Untereinheiten (22phox, p47phox) war in beiden Altersgruppen der C57/Bl6 Mäuse gleich. 

NADPH-Behandlung führte zu einem gleich großen Anstieg der Superoxidradikalkonzentration 

in beiden Gruppen. Das lässt den Schluss zu, dass der beobachtete Effekt von NADPH in adulten 

Mäusen wahrscheinlich nicht mit einer veränderten Expression und/oder Aktivität der NADPH-

Oxidase einhergeht. Die Belastung mit Superoxidradikalen nach NADPH-Behandlung ist in 

beiden Gruppen sehr ähnlich. Der Effekt von NADPH beruht möglicherweise auf einer 

unterschiedlichen Verarbeitung der Radikalbelastung in den beiden Altersgruppen. 

Der Einfluss des vaskulären Alterns auf die Aktivität und Expression der NADPH-Oxidasen 

wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Adler und Mitarbeiter zeigten eine erhöhte Nox2-

Expression im kardiovaskulären System alter Ratten 1. In VSMC von Aorten wurden erhöhte 

Nox4-Level im Alterungsprozess beobachtet 86. An cerebralen Arteriolen wurde gleichfalls über 

eine erhöhte Nox2-Expression berichtet 85. In pulmonalen Arterien von gealterten Ratten wurden 
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stärkere Konzentrationen von Nox1, Nox2 und Nox4 gesehen 112. In mesenterialen Gefäßen 

älterer Menschen wurde eine erhöhte mRNA-Expression von Nox4 gefunden 117.  

Erhöhte ROS-Induktion wurde ebenfalls in der Literatur beschrieben. Hamilton und 

Mitarbeiter berichteten, dass in Aorten und der A. carotis von gealterten Ratten eine erhöhte 

Produktion von Superoxidanionen im Vergleich zur jüngeren Kontrollgruppe induzierbar ist. In 

einem hypertensiven Tiermodell ließ sich die Bildung von ROS noch weiter steigern. Die p22phox 

Expression war in alten Tieren größer als in der jüngeren Kontrollgruppe 48. In Gehirnarteriolen 

der alten Ratte wurde im Vergleich zu jüngeren Tieren eine erhöhte ROS Produktion unter 

basalen und stimulierten Bedingungen gezeigt. Das p67phox Protein war erhöht. Die eNOS-

abhängige Dilatation war verringert und konnte durch Inkubation der Gefäße mit Apocynin und 

DPI verbessert werden. Dies weist darauf hin, dass die erhöhte ROS Produktion möglicherweise 

auf eine verstärkte Aktivität der NADPH-Oxidase zurückzuführen ist 85. In Mesenterialarterien 

der Ratte fand sich eine erhöhte p22phox Expression im Alter, während p47phox unverändert war 10. 

Diese Altersveränderungen der Enzymexpression werden möglicherweise durch Ang II bewirkt. 

Stimulierung von VSMC mit Ang II erhöhte die NADPH-Oxidase Aktivität, die Expression von 

Untereinheiten wie p22phox und p47phox, und förderte die ROS Bildung 33;40;41;71;114. Diese 

Befunde werden durch Arbeiten unterstützt, die zeigen, dass ACE-Inhibitoren die NO-abhängige 

Dilatation in gealterten Arterien verbessern 39;93. Im vaskulären Alterungsprozess spielt auch eine 

Reduktion von antioxidativen Mechanismen eine Rolle. Mehrere Studien zeigten eine 

Verminderung der antioxidativen Enzyme wie SOD, Katalase, Glutathion-Peroxidase und 

Glutathion-Reduktase in gealterten Tieren 128;131.  

In der vorliegenden Arbeit gab es keine Unterschiede in der Expression von NADPH-Oxidase 

Komponenten auf mRNA-Ebene im Vergleich juveniler und adulter Mäuse. Ein Grund dafür 

könnte der geringere Altersunterschied im Vergleich zu den zitierten Studien sein. Die erhöhte 

Expression von NADPH-Oxidase Untereinheiten wurde jeweils in sehr alten Tieren mit einer 

Altersdifferenz von bis zu 20 Monaten zur Vergleichsgruppe gezeigt. Das Alter der Tiere dieser 

Arbeit unterschied sich nur um 31/2 Monate, und es wurden juvenile mit adulten Tieren 

verglichen. 

Jacobson und Mitarbeiter fanden eine erhöhte O2
--Bildung in Mesenterialarterien von 

gealterten Ratten, die mit einer gesteigerten Sensitivität für erhöhten Blutdruck einherging. Es 

wurde jedoch kein Unterschied in der Expression von Nox1, gp91phox (Nox2) und Nox4 in den 

beiden Gruppen gesehen. Dagegen war die Expression der Xanthinoxidase in der Gruppe der 
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älteren Tiere erhöht 57. Eine andere Studie weist auch auf eine Rolle dieses Enzyms bei den 

altersbedingten Änderungen der Gefäßfunktion hin 98. Csiszar und Mitarbeiter demonstrierten in 

Koronargefäßen alter Ratten eine stärkere Bildung von Superoxid jedoch keine Änderung der 

Expression von Nox1, p22phox, p47phox, und p67phox im Vergleich zu jungen Tieren 21. Auch in 

alten und sehr alten Ratten einer anderen Studie war die Expression der p47phox und p67phox nicht 

erhöht. Nur in den Aortenringen der sehr alten Tiere wurde auch eine erhöhte O2
--Bildung 

beobachtet 8. 

Obwohl die zitierten Arbeiten die Annahme eine Beteiligung oxidativen Stresses im 

Alterungsprozess von Gefäßen mehrheitlich unterstützen, bleibt unklar, wie es unter 

physiologischen Bedingungen im Alterungsprozess zu oxidativem Stress kommt und welche 

Enzyme beteiligt sind. 

 

6.2 Mechanismen der Kontraktionsverstärkung durch NADPH 

Stickstoffmonoxid-System 

Oxidativer Stress und endotheliale Dysfunktion gehen mit einer verringerten NO-

Bioverfügbarkeit einher. Das von der NADPH-Oxidase gebildete Superoxidanion reagiert mit 

Stickstoffmonoxid zu Peroxinitrit 3;45 und fängt somit NO weg 14;165. Die NO-Bioverfügbarkeit 

kann auch über eine Entkopplung der eNOS reduziert werden. Der eNOS-Kofaktor 

Tetrahydrobiopterin wird durch Peroxinitrit oxidiert und steht dann der eNOS nicht mehr zur 

Verfügung. In der Folge wird nun von der eNOS selbst O2
- produziert 3;123.  

Unter den meisten Bedingungen führt eine Blockade der eNOS mit L-NAME in Gefäßen auf 

Grund des verminderten NO Angebotes zu einer gesteigerten Vasokonstriktion 16;48. In der 

vorliegenden Arbeit erhöhte die Inhibition der eNOS ebenfals die maximale Ang II-vermittelte 

Kontraktion unbehandelter juveniler und adulter Tiere auf ein gleiches Kontraktionsniveau. Auch 

nach NADPH- + L-NAME-Behandlung erreichten die Gefäße gleiche Kontraktionsmaxima, 

wobei der Hub bei den adulten Tieren, aufgrund der primär stärkeren Antwort, geringer war 

(Vergl. Abb. 8b mit Abb. 10b). Nur in den Gefäßen der adulten Tiere nahm außerdem die 

Sensitivität der Ang II-induzierten Gefäßkontraktilität zu. Dieser Befund kann auf einer 

veränderten Bioverfügbarkeit von NO nach NADPH-Behandlung und/oder auf anderen 

unbekannten Mechanismen beruhen, die eine Sensitivitätserhöhung für Ang II bewirken. Gegen 

den ersten Punkt spricht jedoch der hier erhobene Befund einer sehr ähnlichen Endothel-

abhängigen Dilatation der NADPH-behandelten und unbehandelten Gruppe adulter Mäuse. Der 
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beobachtete NADPH-Effekt beruht also eher nicht auf einer verringerten NO-Bioverfügbarkeit, 

sondern auf anderen kontraktionsfördernden Mechanismen. Diese werden weiter unten 

diskutiert. 

 

NADPH – ROS & Antioxidantien 

Wie die von den NADPH-Oxidasen gebildeten ROS den Gefäßtonus beeinflussen, wird 

kontrovers diskutiert und ist noch nicht endgültig geklärt. Superoxidanion und 

Wasserstoffperoxid scheinen die Induzierung einer Vasokonstriktion zu ermöglichen 6;20;61. Es 

gibt aber auch entgegengesetzte Annahmen. In der A. mesenterica 32;35;82, den Koronararterien 
122;144, und Pulmonararterien 12 von verschiedenen Spezies, induziert H2O2 eine Gefäßdilatation. 

Je nach experimentellen Bedingungen ist auch eine Induzierung von Gefäßkonstriktion möglich 
82. Souza und Mitarbeiter konnten jedoch klar darstellen, dass die vaskuläre NADPH-Oxidase 

eine wichtige Rolle bei der Kontrolle des Gefäßtonus spielt 135. Die exogene Zugabe von NADH 

und NADPH führte zu einer gesteigerten ROS-Bildung. An der halbmaximal vorkontrahierten 

thorakalen Aorta von Mäusen induzierte die Applikation von NADPH eine Vasokonstriktion. 

Beim Menschen spielt NADPH-Oxidase-Aktivierung eine Rolle bei der Ang II-induzierten 

Kontraktion in Gefäßen von Patienten mit Hypertonie 113. Bei  verschiedenen Tiermodellen 

konnte das ebenfalls beobachtet werden 37;81.  

Die Aktivierung der NADPH-Oxidase durch NADPH führte in den Lumineszenz-

Experimenten zu einer erhöhten Superoxidkonzentration in den Gefäßen. Zur weiteren Klärung 

der Rolle von Radikalen bei der Vermittlung der NADPH-Effekte auf die Kontraktion wurde der 

Redoxstatus der isometrisch untersuchten Gefäße pharmakologisch beeinflusst. Tempol ist ein 

Superoxiddismutase-Mimetikum und fördert den Abbau der von der NADPH-Oxidase gebildeten 

ROS. Die Behandlung der Gefäßringe mit Tempol verringerte den kontraktionsverstärkenden 

Effekt von NADPH deutlich. Tempol allein schwächte die kontraktile Gefäßantwort auf Ang II 

geringfügig, aber signifikant, ab. Dies wurde auch schon in der Literatur beschrieben 113;130. Des 

Weiteren wurde der Einfluss von Apocynin, einem Antioxidanz, auf den NADPH-Effekt 

untersucht. Apocynin wird in der Zelle durch Peroxidase-Oxidation aktiviert 58. Es gibt eine 

Fülle an Veröffentlichungen die zeigen konnten, dass Apocynin die NADPH-Oxidase Aktivität 

und Superoxideradikal Produktion verringert 4;37;48;57;81;113. Der genaue Mechanismus einer 

Inhibition der NADPH-Oxidase ist bislang unbekannt. Es gibt Hinweise darauf, dass Apocynin 

die Bindung der p47phox Untereinheit an Nox2 durch Anlagerung an die Bindungsstelle 
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verhindert 169. Andere Berichte zeigen, dass Apocynin die NADPH-Oxidasen nicht spezifisch 

inhibiert 28;72. Apocynin ist offensichtlich unter bestimmten Bedingungen sogar in der Lage, 

oxidativen Stress zu erzeugen. Myeloperoxidase-vermittelte Apocynin-Aktivierung führt zur 

Bildung eines freien Radikals, das Glutathion oxidieren kann. Studien in Gliazellen zeigen, dass 

Apocynin oxidativen Stress konzentrationsabhängig erhöht 116. Auch in Fibroblasten wurde eine 

erhöhte ROS-Produktion durch Apocynin festgestellt 167. Eine weitere Studie kam zu dem 

Schluss, dass Apocynin kein Inhibitor der NADPH-Oxidase ist. Apocynin wirkt möglicherweise 

vielmehr als ein Antioxidanz 49. Diese Literaturaufstellung zeigt, dass die exakte Wirkung und 

Funktionsweise von Apocynin noch nicht bekannt ist. In der vorliegenden Arbeit verminderte 

Apocynin die Wirkung der NADPH-Behandlung auf die Ang II-vermittelte Kontraktion in 

adulten mesenterialen Gefäßringen deutlich. Das steht im Einklang mit Ergebnissen von Tempol. 

Diese Daten deuten darauf hin, dass die hier beobachteten NADPH-Effekte eine aktivierte 

NADPH-Oxidase mit erhöhter ROS-Produktion einschließen. Interessanterweise führt der 

oxidative Stress aber nur in adulten Mäusen auch zu einer stärkeren Ang II-Antwort. 

 

P2-Rezeptoren 

Aus NADPH können purinerge Substanzen (z.B. ATP, Adenosin) entstehen, die eine 

vasoaktive Wirkung via P1- und P2-Rezeptoren erzeugen. Judkins und Mitarbeiter 

schlussfolgerten zum Beispiel aus ihren Experimenten in abdominellen Aortensegmenten, dass 

exogenes NADPH eine Vasokonstriktion nicht über den Anstieg von ROS, sondern über P2X-

Rezeptoren auslöst 59.  

Ein Einfluss von purinergen Substanzen auf den durch NADPH-erzeugten kontraktilen Effekt, 

wurde durch Hemmung der P2-Rezeptoren mit Suramin in der vorliegenden Arbeit geprüft. Es 

zeigte sich eine Verminderung der Kontraktion, die in der unbehandelten und behandelten 

Gruppe jedoch gleich groß war. Die Blockierung von P2Y- und P2X-Rezeptoren in der A. 

mesenterica der adulten Maus konnte also den Einfluss von NADPH auf die Ang II-induzierte 

Gefäßkontraktilität nicht verhindern. Das spricht gegen eine wesentliche Rolle von P2-

Rezeptoren bei der Vermittlung der NADPH-Wirkung.  

 

Kalzium-abhängige Signalwege 

Die Untersuchung der intrazellulären Kalziumtransienten mittels Fura-2-Imaging ergab keine 

Unterschiede im Vergleich von NADPH-behandelten und unbehandelten Gefäßen. Die 
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Kontraktionsstärke war jedoch in der behandelten Gruppe deutlich stärker. Dies weist auf die 

Aktivierung kalziumsensitivierender Signalwege durch NADPH-Behandlung hin.  

Die intrazelluläre Kalziumkonzentration kann jedoch auch durch oxidativen Stress beeinflusst 

werden. Beispielsweise erhöhte die H2O2-Bildung infolge von Ang II-Applikation die  

intrazelluläre Kalziumkonzentration in einer Studie von Redondo und Mitarbeiter 115. 

Blockierung des IP3-Rezeptors verhinderte den Effekt. H2O2 ist an der Vermittlung Ang II-

induzierter Kontraktion in VSMC beteiligt 118;145.  Tyrosinkinasen wie Src 149 und ERK 147 liegen 

im Signalweg der Ang II-induzierten Kontraktion vor der IP3-Bildung und 

Kalziumkonzentrationserhöhung. H2O2 aktiviert möglicherweise diese Tyrosinkinasen für die 

eine Redox-Sensitivität auch schon gezeigt wurde 146;151;159. ROS-Bildung ist wahrscheinlich ein 

wichtiger Schritt der Ang II-induzierten Kalziumfreisetzung. In Gefäßen von spontan 

hypertensiven Ratten, welche eine erhöhte intrazelluläre Kalziumkonzentration aufweisen, war 

die Kalziumerhöhung von Ang II- und ROS-abhängig 140. Ein anderer Mechanismus, der für die 

ROS-Sensitivität der Ang II-induzierten Kalziumkonzentrationserhöhung verantwortlich ist, 

könnte die Aktivierung von Kalziumkanälen sein. Eine erhöhte Expression der α1C-Untereinheit 

des L-Typ-Kalziumkanals durch Ang II ist von ROS-abhängig 154. Ein andere Studie zeigt, dass 

der Kanal durch NADPH-Oxidasen reguliert wird 168. ROS können die Ca2+-ATPase des 

sarkoplasmatischen Retikulums (SERCA) 44;60 und die Ca2+-ATPase der Plasmamembran 

(PMCA) 43;173 inhibieren. Folglich wird die Wiederaufnahme von Kalzium in das SR gehemmt 

und die intrazelluläre Kalziumkonzentration erhöht. Aus den zitierten Arbeiten wird deutlich, 

dass ROS die Kalziumkonzentration der VSMC über verschiedenste Signalwege akut und 

chronisch beeinflussen können. Die fehlende Kalziumerhöhung bei gleichzeitiger 

Kontraktionskraftverstärkung in der NADPH-behandelten Gruppe adulter Mäuse in der 

vorliegenden Arbeit spricht eher nicht für eine direkte ROS-Wirkung auf die Kalzium-

vermittelten Signalwege der Kontraktion. Im folgenden Abschnitt wird die Beteiligung Kalzium-

unabhängiger Wege diskutiert. 

 

Kalzium-sensitivierende Signalwege (p38-MAPK, MK2, Rhok) 

Die p38-MAPK ist in zentrale zelluläre Signalwege involviert, wird durch zahlreiche 

Stressoren aktiviert, und führt zu vielfältigen Zellreaktionen 102;157. Die MAPK-Signalwege sind 

dabei eher mit den späteren Phasen einer Ang II-vermittelten Reaktion assoziiert. Eine 

Stimulierung dieser Signalwege führt u.a. zu vaskulärer Proliferation, Differenzierung und 
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Hypertrophie, wobei aber auch eine Gefäßkontraktion akut moduliert werden kann 84;89;102;110;111. 

Die p38-MAPK spielt auch bei der Ang II-induzierten Vasokonstriktion sowohl in mesenterialen 

Arterien als auch an afferenten Arteriolen der Maus eine Rolle 84;110. Meloche und Mitarbeiter 89 

berichteten als erste, dass eine Blockierung der p38-MAPK in intakten Aortenringen von 

normotensiven Ratten die Ang II-induzierte Kontraktion vermindert. Gleichfalls wurde 

verdeutlicht, dass Ang II in kultivierten VSMC die p38-MAPK aktiviert. Eine Inkubation des 

Gewebes mit H2O2 führte zu einer Aktivierung der p38-MAPK. Dieses Ergebnis steht mit den 

Beobachtungen von Ushio-Fukai 157 im Einklang, und deutet auf eine Wirkung von ROS bei der 

p38-MAPK-Aktivierung hin. 

In der vorliegenden Arbeit erhöhte Ang II die Phosphorylierung der p38-MAPK, die sich 

durch Behandlung mit NADPH noch weiter erhöhte. Die p38-MAPK wird hier offensichtlich 

durch ROS aktiviert. Pharmakologische Hemmung der p38-MAPK in den Mesenterialarterien 

der adulten Maus hatte keinen Einfluss auf die Ang II-induzierte Kontraktion. Jedoch verhinderte 

eine p38-MAPK-Hemmung den NADPH-Effekt. In MK2-defizienten Versuchstieren führte 

NADPH-Behandlung zu keiner gesteigerten Kontraktilität. Die Befunde weisen darauf hin, dass 

der p38-MAPK/MK2-Signalweg die verstärkte Vasokonstriktion auf Ang II in adulten Mäuen 

vermittelt. Für die Redox-Sensitivität und funktionale Beeinflussung der Ang II-vermittelten 

vasomotorischen Funktion ist demzufolge ein vollständiger p38-MAPK/MK2-Signalkomplex 

nötig. Arbeiten von Taniyama und Kollegen lassen vermuten, dass eine konstitutive Verbindung 

von Akt und p38-MAPK Ursache der ROS-Sensitivität und Rekrutierung der MK2 ist 142. Die 

p38-MAPK-Aktivierung durch Ang II wurde in anderen Modellen schon gezeigt 110;153. 

Untersuchungen an renalen Arterien von diabetischen und nicht diabetischen Ratten zeigten eine 

Beteiligung der p38-MAPK an der Regulation des Blutdruckes und der renalen Hämodynamik 
65.  

 

In dieser Arbeit ging die Aktivierung der p38-MAPK mit einer erhöhten Phosphorylierung der 

MLC20, sowohl nach Applikation von Ang II, als auch im stärkeren Maße nach NADPH-

Behandlung einher. Möglicherweise führt eine Konvergenz der Ang II- und NADPH-initiierten 

Signalwege zur Verstärkung der p38-MAPK-Phosphorylierung und MLC20-Aktivierung. Der 

Signalweg vom p38-MAPK/MK2-Signalkomplex zur MLC20 schließt unter anderem HSP-27 

ein, welches ein wichtiger Regulator der Gefäßmuskelkontraktion ist. HSP-27 inhibiert die 

MLCP  
47;54;89;132;171. MLCK-Aktivierung und MLCP-Inaktivierung durch p38-MAPK kann auch 
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über andere Wege als HSP-27 erfolgen. In diesem Zusammenhang sind „integrin-linked kinase“ 

und „zip-kinase“ zu nennen 5.  

 

Die p38-MAPK ist wahrscheinlich nicht nur an der Ang II-vermittelten Gefäßkontraktilität 

involviert. Es wurde vielmehr auch über eine Beteiligung dieses Enzyms an der Noradrenalin- 

und Endothelin-induzierten Kontraktion mesenterialer Arterien von Ratten berichtet 101. Weitere 

Untersuchungen sind nötig, um eine mögliche Spezifität der Interaktion von NADPH-

Behandlung und Ang II-Gabe in mesenterialen Gefäßen auszuschließen, wie sie in renalen 

Gefäßen vermutet wird 110. 

 

Eine weitere Möglichkeit der Beeinflussung der Kontraktion durch ROS stellt der Rho/RhoK-

Signalweg dar. RhoK spielt bei der Ang II-induzierten Hypertonie eine Rolle 155. Die Ang II-

stimulierte und RhoK-vermittelte MLC20-Phosphorylierung ist NADPH-Oxidasen abhängig 50. 

Der genaue Mechanismus der Rho/RhoK-Aktivierung durch ROS ist nicht bekannt. Die von der 

NADPH-Oxidase gebildeten reaktiven Sauerstoffspezies und deren Derivate wie H2O2 aktivieren 

die Tyrosinkinase c-Src mit nachfolgender PI3-K-Aktivierung 129;149. PI3-K spielt in 

Zusammenhang mit erhöhter MLCK-Aktivität, Kalziumsensitivität und Kontraktilität eine Rolle. 

PI3-K vermittelt Signale von ROS auch in Zusammenhang mit der vasomotorischen Funktion 
100. ROS bzw. O2

- modulieren auch die Aktion vasoaktiver Stoffe wie 5-HT 137 und beeinflussen 

die Wirkung einer Adrenorezeptor-Stimulation 136. 

 

6.3 Modell des akuten oxidativen Stresses 

Eine Aufgabe dieser Arbeit war, ein Modell zur Erzeugung von akutem oxidativen Stress zu 

etablieren. Aufgrund der raschen Desensitisierung der AT1-Rezeptoren unter den gegebenen in 

vitro Bedingungen konnte die NADPH-Oxidase nicht mit Ang II akut stimuliert werden. Die 

NADPH-Oxidase wurde mit ihrem Substrat NADPH stimuliert. Die Substratspezifität wurde in 

der Vergangenheit kontrovers diskutiert. Eine Reihe von Arbeiten hat den exogenen Einfluss von 

NADPH und/oder NADH auf die ROS-Bildung und den Vasotonus, in vitro und in vivo, 

untersucht  26;106;109;135. Die zitierten Arbeiten konnten an verschiedenen Gefäßabschnitten und 

Spezies, eine Beeinflussung des Vasotonus mit erhöhter ROS-Bildung durch NADPH zeigen. 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestätigen, dass exogen appliziertes NADPH den 

Vasotonus und die Aktivität der NADPH-Oxidasen modulieren kann. Andere Arbeiten berichten 
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hingegen, dass NADH die Aktivität der NADPH-Oxidasen wesentlich stärker erhöht als NADPH 
40;114. Durch Elektronen-Spin-Resonanz-Charakterisierung der vaskulären NADPH-Oxidase 

konnte jedoch verdeutlicht werden, dass das bevorzugte Substrat der NADPH-Oxidasen für die 

Beeinflussung des Vasotonus NADPH ist 134. An Gefäßringen der Aorta von Mäusen führte 

NADPH und NADH Applikation zur erhöhten Radikalproduktion, welche nach 60 Minuten eine 

maximale Plateauphase erreicht. In dieser Studie hatte nur NADPH, nicht aber NADH, einen 

Einfluss auf den Vasotonus 135.  

 

Aufgrund dieser Befunde wurde in der vorliegenden Arbeit mit NADPH stimuliert. 

Übereinstimmend zu den vorgenannten Befunden wurde eine erhöhte Aktivität der NADPH-

Oxidasen nach Stimulation mit NADPH durch Chemilumineszenz ermittelt. Durch Hemmung 

anderer ROS-generierender Enzyme kann diese Chemilumineszenz vorwiegend dem NADPH-

Oxidase-Produkt Superoxidanion zugeordnet werden. Der ROS-scavenger Tiron hemmte die 

ROS-Bildung nach Stimulation der NADPH-Oxidasen weitestgehend und bekräftigt, dass die 

Lumineszenz durch ROS verursacht wurde. Eine weitere Steigerung der NADPH-Oxidase-

Aktivität durch Ang II nach Stimulation mit NADPH wurde nicht festgestellt. Ang II erhöhte 

ROS in verschiedenen anderen Studien 40;104;114;160. Der fehlende Effekt in der vorliegenden 

Studie könnte vor allem auf die experimentellen Bedingungen zurückgeführt werden. Die 

Inkubation mit NADPH führte möglicherweise schon zu einer maximalen akuten Aktivierung 

der NADPH-Oxidasen 135.  

 

In der dieser Arbeit wurde die NADPH-Oxidase-Aktivität mit Hilfe der Lucigenin-verstärkten 

Chemilumineszenz nachgewiesen. Das reduzierte Lucigenin reagiert mit O2
- und führt zur 

Chemilumineszenz. In hohen Konzentrationen kann Lucigenin jedoch am Redox-Kreislauf 

teilnehmen und durch Autoxidation selbst Superoxidanion bilden 79;80;143;166. Daher ist es 

möglich, dass ein Teil der Lucigenin-Chemilumineszenz auf einer direkten Autoxidation von 

Lucigenin mit Bildung von O2
- beruht und so die Ergebnisse der Aktivitätsmessung beeinflusst. 

Allerdings wäre der Effekt unter den gegebenen Bedingungen in beiden Gruppen gleich, und 

würde die Ergebnisse nicht wesentlich beeinflussen. Um das Redoxpotential zu verringern, 

wurde eine niedrige Konzentration von Lucigenin in der vorliegenden Studie verwandt. Zudem 

konnten Li und Mitarbeiter zeigen, dass eine Autoxidation von Lucigenin unter O2
- -bildenden 

Bedingungen eher nicht relevant ist 79. Auf Grund von Redoxpotentialmessungen wird eine 
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Autoxidation von Lucigenin zudem für wenig wahrscheinlich gehalten 2;96. Genauere Methoden 

zur Messung der NADPH-Oxidase-Aktivität, wie das Elektronen-Spin-Resonanz-Verfahren 134, 

standen mir nicht zur Verfügung. 

 

Die vorliegende Studie zeigt mittels verschiedener Methoden, dass NADPH-Behandlung 

akuten oxidativen Stress erzeugt. Dieser führt altersabhängig in Mesenterialarterien von C57/Bl6 

Mäusen zu einer verstärkten Ang II-Antwort. Dieser Effekt beruht vermutlich nicht auf einer 

verminderten NO-Bioverfügbarkeit. Die p38-MAPK mit dem Zielenzym MK2 sind dagegen 

wesentlich in den Signalweg eingebunden.  
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7 Zusammenfassung 

1. Oxidativer Stress spielt bei der Alterung und zahlreichen pathologischen Veränderungen 

von Gefäßen eine Rolle. In der vorliegenden Arbeit wurde ein Modell akuten oxidativen 

Stresses durch Applikation von NADPH verwendet, um dessen Auswirkungen auf die 

Gefäßreaktivtät zu untersuchen. 

2. Es wurde die Hypothese geprüft, dass oxidativer Stress über Signalwege, welche die p38-

MAPK einschließen, die Kontraktilität glatter Gefäßmuskelzellen erhöht und dass der 

Effekt altersabhängig ist. 

3. Mesenteriale Arterien von C57/Bl6 und MK2-defizienten Mäusen wurden unter 

isometrischen Bedingungen in einem Gefäßmyographen nach Mulvany und Halpern 

hinsichtlich ihrer kontraktilen und dilatativen Eigenschaften untersucht. Gefäßsegmente 

juveniler (65 Tage alt) und adulter (160 Tage alt) Versuchstiere wurden verwendet. 

4. Die NADPH-Oxidase wurde durch NADPH-Inkubation über 60 Minuten stimuliert. Durch 

pharmakologische Eingriffe wurden Signalwege beeinflusst und mittels Konzentrations-

Antwort-Kurven für Ang II der Einfluss auf die Gefäßkontraktilität ermittelt. 

5. Die real-time PCR diente der Expressionsbestimmung von NADPH-Oxidase-Isoformen 

und Untereinheiten auf mRNA-Ebene. Die Phosphorylierung von Proteinen wurde mit 

Western-Blots analysiert. Die Superoxidkonzentration wurde mittels Lucigenin-

Chemilumineszenz gemessen. 

6. Die Konzentrations-Antwort-Kurve für Ang II war bei den unbehandelten juvenilen und 

adulten Tieren gleich. Akuter oxidativer Stress durch NADPH-Behandlung führte jedoch in 

den Gefäßen adulter Tiere zu einer signifikant höheren Kontraktion und Ang II-Sensitivität. 

7. Die Expression der Nox1, Nox2, Nox4, p47phox und p67phox war in Mesenterialgefäßen 

juveniler und adulter Tiere gleich. NADPH-Behandlung erhöhte die 

Superoxidkonzentration ohne Unterschied im Vergleich beider Gruppen. 

8. Die Behandlung mit dem nichtselektiven NOS Inhibitor L-NAME verstärkte die Ang II-

Antwort in den juvenilen und adulten Gefäßen auf ein gleiches Maximum. NADPH-

Behandlung + L-NAME hatten keinen weiteren Einfluss auf die Maximalkontraktion, 

erhöhte aber die Sensitivität für Ang II in adulten Tieren. Da die Endothel-abhängige 

Vasodilatation in NADPH-behandelten und unbehandelten adulten Tieren gleich war, 

beruht die Sensitivitätssteigerung vermutlich nicht auf einer verminderten NO-

Bioverfügbarkeit, sondern auf anderen NO-unabhängigen Mechanismen. 
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9. Die verstärkte Antwort auf Ang II infolge NADPH-Behandlung in adulten Mäusen ging 

nicht mit einer gesteigerten Kalziumfreisetzung einher. Die Phosphorylierung der MLC20 

war jedoch in Gefäßen adulter Tiere größer. Dies weist auf die Aktivierung 

kalziumsensitivierender Signalwege hin. 

10. Die Phosphorylierung sowohl der p38-MAPK als auch der MLC20 war in adulten Gefäßen 

nach NADPH-Behandlung und Ang II-Applikation stärker als in den juvenilen Gefäßen. 

Hemmung der p38-MAPK verhinderte den NADPH-Effekt auf die Kontraktilität adulter 

Gefäße ebenso wie MK2-Defizienz (MK2-defiziente Mäuse). 

11. Die Arbeit zeigt, dass NADPH-Behandlung zu stärkerer Ang II-Antwort in adulten 

Gefäßen bei gleicher Superoxidbelastung führt. Dies deutet auf eine unterschiedliche 

Verarbeitung akuten oxidativen Stresses in juvenilen und adulten Gefäßen hin. 

12. Gleiche dilatative, endothelabhängige Kapazität in behandelten und unbehandelten 

Gefäßen adulter Tiere spricht gegen eine verminderte NO-Bioverfügbarkeit nach NADPH-

Behandlung. 

13. Die Ergebnisse der Phosphorylierungsmessungen weisen auf eine Schlüsselrolle des p38-

MAPK/MK2-Signalweges bei Vermittlung der gesteigerten Ang II-Antwort nach NADPH-

Behandlung hin. Möglicherweise beruht das auf einer erhöhten Redox-Sensitivität des p38-

MAPK/MK2-Komplexes. 

14. Der altersabhängige Effekt von ROS auf die Ang II-vermittelte Gefäßkontraktilität 

suggeriert, dass erhöhter oxidativer Stress und antioxidative Mechanismen schon in adulten 

Gefäßen eine wichtige Rolle für die Gefäßintegrität spielen, obwohl eine endotheliale 

Dysfunktion mit verminderter NO-Bioverfügbarkeit (noch) nicht besteht. 

15. Weitere Untersuchungen müssen klären, wie es zu einer Aktivierung des p38-MAPK-

Signalweges kommt und ob das Endothel dabei eine Rolle spielt. Weiterhin ist von 

Interesse, welche anderen gefäßaktiven Substanzen in ihrer Wirkung auf die 

Mesenterialgefäße durch akuten oxidativen Stress beeinflusst werden. Eine weitere 

wichtige Frage, die sich aus der vorliegenden Arbeit ergibt, ist die nach der Beteiligung 

anderer sekundär entstehender ROS an der NADPH-induzierten Erhöhung der 

Gefäßreaktivität in adulten Tieren. 

16. Die vorliegende Arbeit berichtet über einen neuen Aspekt der kontraktionsfördernden 

Wirkung oxidativen Stresses in der Altersentwicklung von Gefäßen, bei dem ein NO-

unabhängiger, p38-MAPK-vermittelter Mechanismus von Bedeutung ist. 
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9 Abkürzungsverzeichnis 

°C Grad Celsius  

µm Mikrometer 

µl Mikroliter 

A. Arteria (lat.) 

AA Arachidonsäure 

Abb. Abbildung 

ACE Angiotensin-konvertierendes Enzym,  

engl.: angiotensin-converting-enzyme 

Akt Proteinkinase 

Ang II Angiotensin 2 

ANOVA Varianzanalyse, engl.: analysis of variance 

APS Ammoniumperoxodisulfat 

AT-R Angiotensin II-Rezeptor 

BSA Rinderserumalbumin, engl.: Bovine Serum Albumin 

bzw beziehungsweise 

Ca2+ Kalziumion 

CaM Kalzium/Calmodulin Komplex 

cGK cGMP-abhängige Proteinkinase 

cGMP zyklisches Guanosin-3’,5’-monophosphat 

COX Cyclooxygenase 

D Deutschland 

d.h. das heißt 

DAG Diazylglyzerol 

DMSO Dimethylsulfoxid 

DPI Diphenyliodonium 

EC Endothelzelle 

EC50 mittlere effektive Konzentration 

EDHF Endothel-abhängiger hyperpolarisierender Faktor, 

engl.: endothelium-derived hyperpolarizing factor 

EDRF Endothel-abhängiger relaxierender Faktor,  

engl.: endothelium-derived relaxing factor 
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EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 

EGFR epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor,  

engl.: epidermal growth factor receptor 

engl. englisch 

ERK Extrazellulär regulierte Kinase, engl.: extrazellular regulated kinase 

GEF Guaninnukleotid Austauschfaktor, 

engl.: guanine nucleotide exchange factor 

GPCR G-Protein-gekoppelter Rezeptor, engl.: G-protein coupled receptor 

GTP Guanosin-5’-triphosphat 

H2O Wasser 

H2O2 Wasserstoffperoxid 

HO• Hydroxylradikal 

HSP27 Hitze-Schock-Protein 27, engl.: heat shock protein 27 

IC innerer Gefäßdurchmesser 

IP3 Inositol-1,4,5-triphosphat 

JNK c-jun NH2-terminale Kinase 

kDa Kilodalton 

K-H-L Krebs-Henseleit-Lösung 

lat. lateinisch 

M Mol 

MAPK mitogen-aktivierte-Proteinkinase,  

engl.: mitogen-activated protein kinase 

MAPKAPK2; MK2 MAP-Kinase-aktivierte-Proteinkinase 2 

min Minuten 

ml Millilieter  

MLC20 regulatorische leichte Myosin Kette 

MLCK Myosin-leichte-Ketten-Kinase, engl.: myosin-light-chain-kinase  

MLCP Myosin-leichte-Ketten-Phosphatase,  

engl.: myosin-light-chain-phosphatase 

mm Millimeter 

mmHg Millimeter-Quecksilbersäule 

mN Millinewton  
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mRNA messenger Ribonukleinsäure 

NADH Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid 

NADPH  Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat 

ng Nanogramm 

nm Nanometer 

NO Stickstoffmonoxid 

NOS NO-Synthase 

Nox NADPH-Oxidase 

O2
- Superoxidanion 

ONOO- Peroxinitrit 

p38-MAPK p38-mitogen-aktivierte-Proteinkinase 

PBS Phosphat gepufferte Salzlösung 

PGE2 Prostaglandin E2 

PGH2 Prostaglandin H2 

PGI2 Prostaglandin I2 

PI3-K Phosphoinositid-3-Kinase 

PIP2 Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphat 

PKC Proteinkinase C 

PLA2 Phospholipase A2 

PLCß Phospholipase Cß 

PLD Phospholipase D 

Rac kleines G-Protein 

RhoK Rho-Kinase 

RNase Ribonuklease 

ROS reaktive Sauerstoffspezies 

rpm Umdrehungen pro Minute, engl.: revolutions per minute 

SDS Natriumdodecylsulfat,  engl.: sodium dodecyl sulfat 

SDS-PAGE Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

second messenger Botenstoff 

SEM Standardfehler des Mittelwertes 

sGC lösliche Guanylatzyklase 

SOD Superoxid-Dismutase 
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SR Sarkoplasmatisches Retikulum 

Src Tyrosinkinase 

TBS-T  Tris gepufferte Salzlösung mit Tween 20 

TCA Trichloressigsäure 

TEMED Tetramethylethylendiamin 

TOP maximale Gefäßkontraktion 

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 

Tween 20 Polyoxyethylen(20)-sorbitan-monolaurat 

TXA2 Tromboxan A2 

u.a. unter anderem  

V Volt 

vs. gegen, lat.: versus 

VSMC glatte Gefäßmuskelzelle, glattmuskuläre Gefäßzelle 

z.B. zum Beispiel 
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10 Lebenslauf  

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Gründen in der elektronischen Version meiner 

Arbeit nicht veröffentlicht.  
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