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1. Einleitung

1.1. Hypertonie im Uberblick

1.1.1. Definition und Formen der Hypertonie

Die aktuellen Richtlinien der Weltgesundheitsorganisation (WHO) definieren den
Bluthochdruck (arterielle Hypertonie) als Erhohung der Blutdruckwerte auf mindestens
140/90mmHg. Der vordere, systolische Wert entspricht dem Druck, der entsteht, wenn sich
das Herz kontrahiert und das Blut in die Peripherie (Arterien) pumpt. Der hintere diastolische
Wert entsteht bei der Erschlaffung bzw. Relaxation des Herzens. Die Blutdruckwerte werden
immer paarweise angegeben. Liegen der systolische und diastolische Wert in zwei unter-
schiedlichen Klassen, so wird bei der Beurteilung der Werte immer die hohere Klasse

herangezogen.

Tabelle 1: Einteilung der Hypertonie (Joint National Committee on Prevention, Detection,
Evaluation and Treatment of High Blood Pressure); Chobanian A.V. et al., 2003)

systolischer diastolischer
Klassifikation Blutdruckwert | Blutdruckwert
in mmHg in mmHg
optimaler Blutdruck <120 <80
normotensiver Blutdruck <130 <85
hoch normotensiver Blutdruck 130-139 85-89
leichte Hypertonie (Schweregrad 1) 140 -159 90-99
mittelschwere Hypertonie 160-179 100-109
(Schweregrad I1)
schwere Hypertonie (Schweregrad I1T1) | <180 <110
isoliert systolische Hypertonie > 140 <90

Die Hypertonie kann in zwei unterschiedliche Formen unterteilt werden, die essentielle auch
primdre Hypertonie genannt und die sekundédre Hypertonie. Der Unterschied besteht darin,
dass bei der sekundiren Hypertonie eine bekannte anatomische Anormalitit oder endokrine
Storung vorhanden ist, die die Hypertonie als Folge auslost. Das bedeutet, dass bei der
Beseitigung dieses primdren Grundes auch die daraus resultierende Hypertonie beseitigt
werden kann. Zu diesen primdren Noxen gehort zum Beispiel das Konsumieren von

Hormonpréparaten (Antibabypille) oder Kortikoiden, oder auch bekannte Grunderkrankungen
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wie Nierenerkrankungen (z.B. chronische interstitielle, renoparenchymatése oder
renovaskuldre Erkrankungen), Stoffwechselstérungen (Cushing Syndrom, Conn Syndrom
oder Hyperthyreose) oder auch kardiovaskuldre Storungen (Aorteninsuffizienz oder

Aortenisthmusstenose) .

1.1.2. Privalenz und Epidemiologie der Hypertonie

Die arterielle Hypertonie hat weltweit eine Priavalenz von 26 % und gehort zu den hiufigsten
Ursachen der Gesamtsterblichkeit der Weltbevolkerung mit 5,8 % (Kearrney PM, Whelton M,
Reynolds K et al., 2005). Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) geht nach eigenen
Einschédtzungen davon aus, dass ein erhohter Blutdruck fiir 7,1 Millionen Tote jdhrlich
verantwortlich ist und 13 % der Mortalitdt ausmacht. Die tendenziell steigende globale
Priavalenz ist bei weitem nicht mehr nur in den Industrienationen zu verzeichnen (World
Health Report, 2003). Hochrechnungen zu Folge, wird die Prdvalenz in der erwachsenen
Bevolkerung bis zum Jahre 2025 weltweit auf 29 % steigen (Kearrney PM, Whelton M,
Reynolds K et al., 2005). In der Bundesrepublik Deutschland (BRD) ist die Privalenz fiir die
Hypertonie nach Daten der Deutschen Herz-Kreislauf-Praventionsstudie (DHP) und des
WHO-MONICA Projekts (World Health Organization-Monitoring Trends and Determinants
in Cardiovascular Disease) zufolge, bei den 45-74 jihrigen auf etwa 35 % geschitzt. Weitere
Ergebnisse im Rahmen des MONICA Augsburgs Projekts ergaben, dass sogar seit Mitte der
achtziger Jahre kein Riickgang bei der Pravalenz zu verzeichnen ist, sondern fast jeder zweite
ab dem 50. Lebensjahr einen erhohten Blutdruck hat. Epidemiologische, bevolkerungsbasierte
Querschnittsstudien zeigen, dass es in der BRD ein Nord-Siid-Gefille der kardiovaskulédren
Mortalitdt gibt, sowie eine signifikant hoherer Pravalenz der Hypertonie in der norddstlichen
Region Deutschlands im Vergleich zur stidwestlichen Region (Meisinger C, Heier M,

VolzkeH et al., 2006).

1.1.3. Hypertonie als Risikofaktor

Der Pravalenzanstieg der Hypertonie erhilt vor allem in anbetracht der daraus resultierenden
Folgeerkrankungen eine signifikante Bedeutung. Die schwersten Folgen der unbehandelten
Hypertonie sind die verschiedenen kardiovaskuldren Erkrankungen wie zum Beispiel (z.B.)
die koronare Herzkrankheit, zerebrovaskuldre und periphere GefaBBkrankheiten mit

zugehorigen Endorganschiden wie z.B. Herz- beziehungsweise Nierenversagen. Hierfiir und
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fiir viele verwandte Erkrankungen stellt der Hypertonus im unbehandeltem Zustand einen
Risikofaktor erster Ordnung dar (Kjeldsen et al.2001, Lewington et al.2002).

Allein an diesen Folgeerkrankungen sterben pro Jahr mehr als 400.000 Menschen, so dass die
Herz- Kreislauferkrankung in der Todesursachenstatistik an erster Stelle steht und bei Frauen
einen prozentualen Anteil von 49,7 % und bei Ménnern 39,8 % der Gesamttodesfille
ausmacht (Statistisches Bundesamt, 2004).

So ist z.B. die Hypertonie ein zentraler Progressionsfaktor fiir das Fortschreiten einer
Niereninsuffizien, unabhéngig von der Genese der Nierenfunktionseinschrdnkung. Betrachtet
man in der Kausalititskette den weiteren Verlauf so weill man, dass schon eine leichte
Nierenfunktionseinschrinkung einen wesentlichen kardiovaskuldren Risikofaktor darstellt

(Mann JF, Gerstein HC,Dulau-Florea I, Lonn E 2003).

1.1.4. Pathogenese der Hypertonie

Die Pathogenese der Hypertonie ist sehr komplex, so dass bis heute keine eindeutige
Erklarung gefunden werden konnte. Man geht am ehesten von einem multifaktoriellen
Prozess aus, der die Interaktion von genetischen Ursachen und Umweltfaktoren, aber auch
Verhaltensweisen involviert (Frohlich ED et al., 2001). Zu den genannten Umweltfaktoren,
die bei der Entstehung der Hypertonie im engen Zusammenhang stehen, zdhlen vor allem
Alkohol (Beilin L.J., Puddey LB., 1992), Ubergewicht (Landsberg L. et al., 1992)
Kochsalzkonsum (Aldermann M.H., 1999), Stress (Falkner B., 1991), orale Kontrazeptiva,
Arbeitsbedingungen, Bewegungsarmut und das Klima.

Die dazu korrelierenden Gene findet man im Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS),
im Kallikrein-Kinin-System, im symphatischem Nervensystem, in bestimmten G-Proteinen
und vor allem die in den Genen fiir Salzsensitivitdt (Poch E et al., 2001; Yu H. et al., 2002;
Luft F.C., 2000).

Dahl fiihrte ein eindrucksvolles Experiment durch, bei dem zwei Rattenstimme untersucht
wurden, von denen der eine sensitiv gegeniiber Kochsalz war und eine Hypertonie
entwickelte und der andere nicht. Nachdem die Niere der salzsensitiven Tiere in die
salzresistenten Tiere transplantiert wurde, iibertrug sich auch die Hypertonie (Dahl L.K. et al.,
1962; Curtis J.J. et al., 1983). Daran kann man iiber den Einfluss des Umweltfaktors hinaus
auch erkennen, dass die Niere genauso wie die Umwelt eine wesentliche Rolle in der
Blutdruckregulation spielt. Zu der Interaktion zwischen genetisch- und umweltbedingten
Faktoren bedarf es einer genauen Untersuchung auf dem Bereich der genfokussierten

Forschung. 1923 gab es eine Studie die bewies, dass Geschwister von Patienten mit
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Hypertonie vermehrt an Bluthochdruck litten (Weitz W., 1923), diese Studie zeigt z.B., dass
der Hypertonus einer genetischen Ursache unterliegen muss.

Einzelerfolge wie z.B. das Auffinden von hypertonieassoziierten Polymorphismen in den
Genbereichen von Angiotensin, Angiotensin Converting— Enzym, Aldosteronsynthasen,
adrenergen Rezeptoren und a-Adducin zeigten alle nur einen geringen Einfluss auf die
Regulation des Blutdrucks, so dass die Suche nach weiteren bisher nicht gefundenen
Kandidatengenen der priméiren Hypertonie fortgesetzt wird. Die Hypothese von Sir Pickering,
dass jedes pathologisch verdnderte, blutdruckregulierende Gen eine anteilige Auswirkung auf
die primidre Hypertonie hat und erst das Zusammenspiel aller die tatsdchliche genetische
Grundlage der Hypertonie ausmacht (Pickering G., 1978), dient heute als Fundament aller
Studien, die sich mit der genetischen Ursache fiir die primédre Hypertonie auseinandersetzen.
Adipositas oder Diabetes mellitus spielen eine wichtige Rolle in der Entstehung der
Hypertonie (Landsberg L. et al., 1992 & 1996). Trotz zahlreicher Ergebnisse in vielen Studien
konnte keines in direktem Zusammenhang mit der Entstehung der Hypertonie gebracht
werden. Zu den untersuchten Mechanismen zéhlen z.B. das Renin —Angiotensin-System
(Hollenberg N.K. et al., 1986), Adrenalin und Noradrenalin (Raymond J.R. et al., 1990),
Prostaglandine, EDRF, Kallikrein-Kinin-System (Naasjeletti A. ,Malik K.U.,1979,
Bonnardeaux A. et al., 1995), Vasopressin (Goldsmith S.R., 1987), Serotonin (Robertson J.1I.,
1990), und Endothelin-I (Yanagisawa M. et al., 1988). Immer hiufiger wird auch eine
mogliche Ursache fiir die Hypertonie im Bereich der reaktiven Sauerstoffradikale (englisch:
reactive oxygen species ROS) gesucht (Cai H., Harrison D.G., 2000). Zusammenfassend kann
man sagen, dass die Erforschung der Hypertoniepathogenese durch die Manigfaltigkeit der
moglichen und komplex zusammenwirkenden Mechanismen die Forschung erheblich
erschwert. Vor allem auf dem Feld der genetischen Ursachenforschung scheint es eine
Vielzahl von moglichen Kandidatengenen zu geben, die letztendlich den Phéinotyp
Bluthochdruck definieren konnten und moglicherweise eine der bereits genannten Blutdruck-

regulierenden Faktoren beeinflussen.

1.2. Pathophysiologie und Funktion des Endothels

Das Gefidflendothel, ein hochspezifisches Zellsystem mit einer Vielzahl an Funktionen, die bei
der Blutdruckregulation eine entscheidende Rolle spielen, zahlt mit ca. 1,5 kg zu den grof3ten

Organen im menschlichen Organismus. Es besteht an seiner luminalen Seite aus einer
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einzelligen Endothelschicht. Die Endothelzellen werden in vivo drei unterschiedlichen
himodynamischen Kriften ausgesetzt (Dobrin et al., 1989):
» der rhythmischen Dehnungskraft, die durch pulssynchrone Druckénderung den
Querschnitt der GefaBwand zirkulér belastet
» dem hydrostatischem Druck, basierend auf dem transmuralen Druckgefille zwischen
Blut und Gewebe
* und der Wandschubspannung, die durch die Stromung des Blutes in Richtung der

Léangsachse des Gefidlles auf das Endothel wirkt

Zu den wichtigsten Funktionen des Endothels zdhlt die Aufrechterhaltung der vaskuldren
Homoostase, die Regulation der Blutgerinnung mittels einer antithrombogenen Oberfldche
(Bombeli,Mueller et. al 1997), die Kontrolle des trans- und perizelluldren Stofftransportes,
die Antigenpridsentation, die Steuerung von Koagulation, Fibrinolyse und die
Entziindungsreaktionen (Clines, Pollak et al. 1998). Die Modulation des Kontraktionszu-
standes der glatten Gefdmuskulatur und die damit einhergehende Anpassung des
Gefilldurchmessers an die hidmodynamische Gegebenheiten mittels des Gefdlitonus
(Griendling und Alexander 1996) ist besonders fiir die Aufrechterhaltung eines addquaten
Blutflusses unter verschiedensten korperlichen Bedingungen wichtig (Busse, 1985;
Vanhoutte, 1988; Busse und Fleming, 1993). Dies geschieht nach humoraler oder
physikalischer Stimulation mittels Bildung und Freisetzung von vasokonstriktorischer oder
vasodilatatorischer Substanzen. Zu den vasokonstriktorischen Substanzen zdhlen unter
anderem Endothelin I (ET-1), Angiotensin II (AT-II), Thromboxan A2 6 und Prostaglandin
H2 (PGH2). Zu den wichtigsten relaxierenden Substanzen gehoren Stickstoffmonoxid (NO),
Prostaglandin 12 (PGI2), Epoxyeicosatetraensdure und der endothelabhingige
hyperpolarisierende Faktor (EDHF).

1.2.1. Endotheliale Vasodilatatoren

Die bereits genannten Vasodilatatoren EDRF (Stickstoffmonoxid, NO) und Prostazyklin PGI2
gelten unter physiologischen Bedingungen als die wichtigsten kurzlebigen Autakoide. Sie
sind daran beteiligt die lokale Kontrolle des Gefa3tonus und die Inhibition der
Thrombozytenaktivierung zu steuern. Schon 1997 erkannte Vanhouette das NO sowohl der
wichtigste quantitative als auch qualitative vasodilatierende Faktor ist.

NO gehort zu den lipophilen Gasen, es ist durch seine kleine Molekiilgroe fahig, sehr schnell

durch die Membranen der einen zur nichsten Zelle zu diffundieren ohne Gebrauch von einem
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spezifischen Transportersystems zu machen, und dort ebenfalls lokal wirksam zu werden. Es
ist mit einer Halbwertzeit von 2- 5 sec. ein sehr kurzlebiges Molekiil.

Die NO- Bildung wird durch eine spezifische Gruppe von Isoenzymen, den NO- Synthasen
(NOS) katalysiert (Moncada, 1976; Nathan, 1993). Es gibt bisher drei beschriebene Isoformen
der NO-Synthase .Darunter fallen die endotheliale NO-Synthase (eNOS oder auch TYP 3)
(Canon1998), die neuronale NOS (nNOS oder Typl) (Charles, Chubb at al., 1993), und die
induzierbare NOS (iNOS oder TYP 2) (MacNaul und Hutchinson 1993).Die konstitutiven
NO-Synthasen binden in Abhdngigkeit von der intrazelluliren Kalziumkonzentration
reversibel an Calmodulin und sind somit erst aktiv, d.h. dass durch einen erhohten
intrazelluldaren Kalziumspiegel mehr cNOS (nNOS, eNOS) aktiviert wird und somit mehr NO
entstehen kann. Neben diesen Aktivierungsweg gibt es auch eine kalziumunabhédngige
Aktivierung der eNOS mittels Phosphorylierung (Dimmler et al., 1999), shear stress und
gesteigerter zelluldrer Tyrosinphosphorylierung (Bauersachs et al., 1997), sowie durch
isometrische GefdBkotraktion (Fleming et al., 1999). Nicht nur das bereits erwéhnte
Calmodulin stellt ein wichtiges Cosubstrat fiir die NO Synthasen dar, ebenso bendtigen sie fiir
eine Freisetzung von NO, Eisen Protoporphyrin IX (Hdm), Flavin-Mono-Nukleotid (FMN)
und Nikotinamiddinukleotidphosphat (NADPH). Diese Enzyme bilden durch Abspaltung aus
der Guaninogrupppe der Aminosdure L-Arginin unter Verbrauch von molekularen Sauerstoff
und der protonierten Form des NADPH, NO und L-Citrullin.Arginin gehdrt zu den basischen
Aminosduren und ist ein Nebenprodukt des Harnstoffzyklus. Im menschlichen Korper kommt
es im Blut in Konzentrationen von 100 pM vor und kann nur in geringen Mengen
synthetisiert werden, so dass wir den Rest liber Nahrungsmittel zu uns nehmen miissen. Der
einzige einheitlich beschriebene und bisher bewiesene Rezeptor fiir NO im biologischen
System stellt die 16sliche Guanylatzyklase (soluble guanylate cyclase, sGC) dar, ein Enzym
das die chemische Umwandlung von Guanosintriphosphat (GTP) in das cyclische Guanosin-
Monophosphat (¢cGMP) katalysiert. Diese Umwandlung geschieht erst nachdem das NO an
der Him Gruppe der GC bindet. Das entstandene cGMP fungiert in der Zielzelle als second
Messanger (Boger, Bode-Boger et al. 1996). Die erhohte Konzentration an cGMP sorgt nun
fiir eine Aktivierung der cGMP- abhingigen Proteinkinase, wodurch iiber Phosphorylierung
eine verminderte intrazellulire Kalziumkonzentration mit nachfolgender vermehrter
Aufnahme von Kalzium in den intrazelluldaren Speicher und eine erhdhte Kalziumexkretion
aus der Zelle folgt, dass sorgt fiir die Relaxation in den glatten vaskuldren- und
nichtvaskuldren Muskelzellen und fiir die Dilatation des Gefdlles (Moncada S. & Higgs A et
al. 1993).Neben dieser Wirkung inhibieren NO sowie PGI2 die Thrombozytenaggregation
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und Adhédsion von Blutpliattchen am GefdBlendothel und fiihren demzufolge zu einer
verstirkten Fibrinolyse (Gryglewski, Chlopicki et al. 1995). Beobachtet man die NO
Produktion in GefdBendothelzellschichten, so ist die eNOS die quantitativ bedeutendste
Synthase die fiir die Bildung des NO verantwortlich ist. Auch die iINOS wird in der
Endothelzellschicht exprimiert trdgt jedoch unter physiologischen Bedingungen nicht
signifikant zur endothelialen NO Bildung bei (Geiger M., Stone A. et al., 1997). Kommt es
nun im Korper, z.B. im Rahmen eines aktivierten Immunsystems zur Freisetzung von
Mediatoren wie z.B. der bakteriellen Lipopolysaccharide (LPS) oder proinflammatorischer
Zytokine wie TNF-0,IL-2 und viele andere, so wird iiber eine Uberaktivitit der iNOS zu viel
NO produziert, welches in diesen hohen Konzentrationen toxisch wirkt auf viele Zellen
(Nathan C., 1992). Die zytotoxische Wirkung des unter pathologischen Bedingungen
entstandenen NO entfaltet sich sowohl auf korpereigene Zellen (Tumorzellen) als auch auf
viral, bakteriell, infizierten oder fungalen Zellen. Transkription und Translation werden in
verschiedenen Zelltypen durch NO beeinflusst. Die Cytochrom-P450 haltigen Enzyme
werden durch NO inaktiviert (Khatsenko, Gross et al. 1993). Unter den physiologisch
vorkommenden Konzentrationen wirkt NO nicht zellschiddigend auf den Korper, sondern
zeigt eine besondere Bedeutung im vaskuldren Strukturumbau in der physiologischen
Blutdruckregulation sowie der Angiogenese und der Apoptose (Huang P.L., Huang Z. et al.,
1995; Dimmeler S and Zeiher A.M. 1997; Papapetropoulos A., Garcia Cardena G. et al.,
1997; Rudic R.D., Shesely E.G. et al. 1998).

1.3.Bedeutung des Sauerstoffs und seiner Radikale
1.3.1. Radikale — Sauerstoffradikale

Atome oder auch Molekiile, die ein oder mehrere freie Elektronen auf der dufleren Hiille
besitzen werden als freie Radikale bezeichnet. Diese freien Elektronen streben danach ein
Elektronenpaar zu binden und sind somit sehr reaktionsfreudig. Wie reaktionsfreudig ein
Radikal ist, kann anhand seiner Halbwertzeit (HWZ) ermittelt werden. Je kiirzer die HWZ,
desto reaktionsfreudiger das Radikal. Betrachtet man nun die verschiedenen Gruppen der
Radikale so ist besonders den Radikalen des Sauerstoffs eine Bedeutung beizumessen. Das
Sauerstoffradikal entsteht im menschlichen Korper ganz natiirlich wéhrend der
Energieerzeugung, aber auch durch &duBere Einfliisse.Eines der stirksten und bekannten
Oxidationsmittel ist das Sauerstoffatom. Sein bestreben andere Molekiile zu oxidieren und

dabei Elektronen an sich zu binden ist sehr hoch. Das bei dieser Reaktion entstehende
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Produkt sind Radikale, die als ROS bezeichnet werden.Der Begriff Sauerstoffradikal wird
meistens nicht nur fir die radikalische sondern auch nicht radikalen Molekiile verwendet, die
bei univalenter Reduktion von Sauerstoff oder Reaktionen der primér gebildeten Spezies
miteinander oder aber auch mit anderen Molekiilen entstehen. Die nichtradikalischen
Sauerstoffderivate besitzen wie der Name schon sagt kein ungepaartes Elektron in ihrer Hiille,
trotzdem haben sie die starke Neigung mit anderen Molekiillen chemische Reaktionen
einzugehen und sind deshalb den radikalischen Sauerstoffderivaten gleichgestellt. Zu den
radikalischen Molekiilen zdhlen in diesem Zusammenhang das Superoxidanion (O2-), das
Hydroxylradikal (OH-) und das Stickstoffmonoxid (NO). Zu den nichtradikalischen
Sauerstoffderivaten zdhlen unter anderem Wasserstoffperoxid und Peroxynitrat. Singlet-
Sauerstoftf (O-), hypochlorige Sédure (OHCL), Nitrogenoxide (z.B. NO), Lipidperoxide und
Lipidradikale gehdren desweiteren zu den reaktiven Sauerstoffradikalen. Diese Radikale 16sen
zahlreiche oxidative Verdnderungen an organischen Molekiilen aus und konnen damit deren

physiologische Funktionen verdandern.

Tabelle 2 : Sauerstoffradikale in der Ubersicht

Spezies Name

0, Superoxid-Radikal
HO, Perhydroxylradikal
H,0, Wasserstoffperoxid
HO Hydroxyl-Radikal
RO R-Oxyl-Radikal
ROOr R-Dioxyl-Radikal
ROOH R-Hydroperoxid
OONO" Peroxynitrit

*02 Singulettsauerstoff

1.3.1.1.  Entstehung der Sauerstoffradikale

Durch die Reduktion des molekularen Sauerstoffs zu Wasser wihrend der Atmungskette in
den Mitochondrien wird die aerobe Energiegewinnung und somit das Uberleben aerober
Zellsysteme gesichert. Molekularer Sauerstoff (O2) kann jedoch die Bildung von
Sauerstoffradikalen mit einem hohen toxischen Potential verursachen. Die dabei entstehenden
Sauerstoffradikale mit ihrer hohen Reaktionsfdhigkeit ldsen nicht nur physiologische
Reaktionen wie Fremdstoffmetabolisierung, Eikosanoidmetabolismus, Phagozytose, Synthese

biogener Amine aus, sondern auch unspezifische Reaktionen, die letztendlich zur
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Zellschadigung  filhren. Zu den  verschiedenen  Entstehungsmechanismen  von
Sauerstoffradikalen gehdrt unter anderem die Ein-Elektronen-Reduktion, die nach dem Ein-
Elektronen-Transport auf das Sauerstoffatom das Superoxidradikal (O2-.) als Produkt zur
Folge hat. Ein weiterer Entstehungsmechanismus ist der Zwei-Elektronen-Transportprozesse,
wodurch z.B. das Wasserstoffperoxid (H202) entsteht. Der Drei-Elektronen-Transportprozef3
generiert die Entstehung des hochreaktiven Hydroxylradikals (OH.), meistens durch
metallkatalysierte enzymatische Prozesse. Durch eine ebenfalls metallkatalysierte Reaktion,
vornehmlich Eisen, entsteht das am stdrksten oxidativ wirkende Sauerstoffradikal, das
Perhydroxyradikal, die protonierte Form des Superoxidanions. FEine Reihe von
Enzymsystemen, die in den Sédugetierzellen zur Bildung von Sauerstoffradikalen beitragen,
sind bekannt. Zu diesen Enzymsystemen zdhlen NAD(P)H-Oxidase, Cyclooxygenase,
mitochondriale Elektronen-Transport-Ketten, NO-Synthasen, Lipooxygenasen,
Xanthinoxidasen, Peroxidasen und Hamproteine (Hdm, Hadmatin). Die membrangebundene
NAD(P)H-Oxidase 16st innerhalb des GefaBsystems primdr die Entstehung der ROS aus
(Wolin M.S. et al., 1998), wobei mehrere Isoformen der NAD(P)H-Oxidase identifiziert
werden konnten (Warnholtz A. et al., 1999).

1.3.2. ROS und seine Wirkung

ROS konnen im Korper sowohl intra- als auch extrazelluldr entstehen. Es gibt eine Reihe von
Enzymsystemen in der Zelle, die konstitutiv oder induzierbar ROS produzieren kdnnen. Dies
sind u.a. Enzyme der mitochondrialen Atmungskette, Lipooxygenase, Xanthinoxidase, NO-
Synthase, Zyklooxygenase, Cytochrom P450-Monooxygenase und die NADPH-Oxidase
(Fukai et al., 2002). Im Organismus entstehen reaktive Sauerstoffspezies vor allem in den
Mitochondrien als Nebenprodukt der intrazelluldren Atmungskette, vor allem entsteht dabei
Superoxid als Zwischenprodukt. Wéhrend 96-99 % des Sauerstoffs in der Atmungskette
durch Cytochromoxidasen in den Mitochondrien vollstindig zu Wasser reduziert werden,
entstehen aus den restlichen 1-4 % Superoxid (Siems et al. 1998). Als sekundére Produkte
des Superoxids entstehen H202- und °OH-. Aber auch durch Entziindungszellen entstehen
reaktive Sauerstoffspezies, um so Viren und Bakterien zu schéddigen. Alle biologischen
Makromolekiile konnen dem Oxidations- und Destruktionsprozess durch ROS unterliegen,
wie z.B. Lipide (insbesondere in den Zellmembranen), Proteine und die DNA und dabei zu
letalen Zellschddigungen fithren. Einen besonderen zytotoxischen Effekt kann den Hydroxyl-
Radikalen (HO.) beigemessen werden, da sie als einzige ROS direkt mit biologischen

Makromolekiilen reagieren konnen (Imlay J.A. et al. 2002).Wie bereits erwihnt, werden unter
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physiologischen Bedingungen ROS im Rahmen des oxidativen Metabolismus intra- und
extrazelluldir im menschlichen Korper freigesetzt (Orie et al.,, 1999). Erst bei einem
Ungleichgewicht zwischen Radikalbildung und —abbau und folglicher vermehrten Freisetzung
von ROS, treten durch die Radikale Schidigungen auf, was als Ursache zahlreicher
chronischer Krankheiten wie Diabetes mellitus, Hypertonie, Hypercholesterinimie oder
Ischidmie postuliert wird (Lockette et al., 1986, Belch et al., 1995, Heinecke, 1998, Da Ros et
al., 2005). Entsteht solch ein Ungleichgewicht zugunsten einer Uberproduktion von ROS, so
bezeichnet man dies als oxidativen Stress (Fattman et al., 2001).Zahlreiche
Literaturrecherchen zeigten, dass besonders Superoxidanionen mal3geblich an der Induktion
der endothelialen Dysfunktion beteiligt sind. Freie Sauerstoffradikale vermitteln in ihrer
Funktion als second messenger die Aktivierung verschiedener intrazelluldrer Proteine und
Enzyme (Griendling et al., 2000), was zur Induktion von Genen fiihrt, die wiederum essentiell
fiir die Funktionalitdt vaskuldrer Zellen sind, da sie endothelabhidngige GefdfBrelaxation,

Zellwachstum und — migration, und vieles mehr regeln.

1.3.2.1. Enzymsysteme der ROS Produktion

In der Zelle befinden sich mehrere Substanzen, die sauerstoffabhingig zur ROS-Bildung
fithren. Es gibt spezielle Enzymsysteme und auch niedermolekulare Substanzen, die vor allem
durch ihre autooxidativen und katalysatorischen Eigenschaften zur ROS-Entstehung
beitragen. Drei Enzymsysteme wurden in der Vergangenheit ndher untersucht, die den
Hauptanteil der ROS-Produktion ausmachen und im Folgendem néher betrachtet werden. Zu
ihnen zdhlen die NADH/NADPH-Oxidasen, NO-Synthasen und die Xanthinoxidoreduktase.
In der folgenden Aufzihlung findet man einige der quantitativ wichtigsten Quellen der ROS
Bildung (Siems et. al.,, 1998): Purinabbau (Xanthinoxidase), Xenobiotika-Entgiftung
(Reaktionen des Cytochrom-P450-Systems), Neutrophile Granulozyten und Makrophagen
(NADPH-Oxidase und Myeloperoxidase), mitochondriale Atmungskette und viele mehr.

1.3.2.2.  Aufbau der NAD(P)H Oxidasen

Die NADPH-Oxidasen sind eine Gruppe von Enzymen, die in vielen Zellen vorkommen. In
den neutrophilen, eosinophilen und mononukledren Leukozyten ist die NADPH-Oxidase am
besten untersucht, wo sie die Bildung von O2e- aus molekularem Sauerstoff und NADPH
katalysiert (Babior, 1999). Die NAD(P)H-Oxidase der neutrophilen Granulozyten setzt sich

aus vier Untereinheiten zusammen, zum einen aus dem Flavocytochrom b558, das die
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Zellplasmamembran durchspannt und selbst aus zwei Untereinheiten zusammengesetzt ist,
der groBeren gp91lphox und der kleinen p22phox, zum anderem aus dem im Zytoplasma
vorkommenden Komponenten p47phox, p67phox und den GTPasen Racl oder Rac2 (Babior
et al., 2002).

In der nachfolgenden Abbildung kann man die neutophile, granulozytire NADPH-Oxidase
sehen in einer stark vereinfachten Darstellung und die NADPH Oxidase einer glatten
Muskelzelle zum Vergleich. Das in den Phagosomen vorkommende Enzym besteht aus dem
membrandren Cytochrom b558 Komplex, bestehend aus den Untereinheiten gp91phox,
p22phox und einem Ham. Nach der Stimulation durch eine Rezeptorbindung kommt es iiber
eine Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) und einer Rac / PAK-abhidngigen
Phosphorylierung der zytoplasmatischen Komponenten p67phox und p47phox, zu deren
Translokation an die membraniren Untereinheiten. Dadurch wird der Transfer von Elektronen
von NADPH iiber FAD und FMN zu gp91phox ermdglicht und die Reduktion von Sauerstoff
ausgelost. In den nicht phagozytierenden Zellen, wie z.B. in glatten GefaBmuskelzellen und
Endothelzellen, konnte man keine gp91phox finden (Patterson C. et al., 1999), was vermuten
lasst, dass es in diesen Zellen Isoformen der gp9lphox-Untereinheit geben muss, die die
gleichen Funktionen ausiiben wie die Untereinheit gp91 der Neutrophilen. Untersuchungen
konnten bisher zeigen, dass Endothelzellen und Fibroblasten eine analoge NADPH-Oxidase
Untereinheit zur gp 91 phox der neutrophilen Granulozyten besitzen ndmlich das Protein Nox

2, wihrend in glatten Muskelzellen Nox 1 und Nox 4 anzufinden war

Neutrophil Vascular smooth
muscle cell

"G
NAD{P)+

Abbildung 1: Molekularen Struktur der NAD(P)H-Oxidase der neutrophilen Granulozyten
und der glatten Gefdfsmuskelzelle (Griendling K.K. et al., 2000).

NAD(P)+
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1.3.2.3. NAD(P)H Oxidasen im Uberblick

Seit langem ist bekannt, dass Gefdfle und kardiales Gewebe eine grofle Kapazitit in der
Bildung von ROS besitzen. Es konnte gezeigt werden, dass jede Zelle innerhalb des Gefdf3es
wie z.B. glatte Muskelzellen, Fibroblasten (Suh Y.A. et al, 1999),
Endothelzellen(Bayraktutan U. et al., 1998) und Makrophagen (Radeke H.H. et al., 1991) in
der Lage sind Sauerstoffradikale zu bilden.Den NADH/NAD(P)H-Oxidasen, die das fiihrende
Enzymsystem fiir die ROS-Bildung in Endothelzellen, glatten GefaBmuskelzellen und
kardialem Gewebe sind, wird dabei besonders Interesse zuteil. Die membranassoziierten
Enzymsysteme katalysieren die Reduktion eines Sauerstoffmolekiils, wodurch es zu einer
Ubertragung eines Elektrons kommt. NADH oder NADPH fungieren dabei als
Elektronendonator
NAD(P)-Oxidase
NAD(P)H +2 O, < > NAD' +H'+2 0,

Als Vergleichsmallstab hat man die enzymatischen Aktivititen der Arachidonsdure-
metabolisierenden Enzyme Lipoxygenasen und Cyclooxygenasen, Xanthinoxidase und der
mitochondrialen Oxidasen herangezogen. Es wurde versucht zu differenzieren, ob nun NADH
oder NADPH fiir die NAD(P)H-Oxidase das bevorzugte sei. In der Literatur findet man dabei
unterschiedliche Aussagen. Einigen Studien kamen zum Ergebnis, dass das NADPH das
bevorzugte Substrat sei (Pagano P.J. et al., 1995), andere Studien hingegen sahen eher das
NADH als Hauptdonator fiir die Elektroneniibertragung (Rajagopalan et al., 1996). Wieder
andere zeigten, dass NADH und NADPH gleiche Bedeutung in Bezug auf glatte
GefiBmuskelzellen zukommt, aber dass bei der Superoxidanionen-Produktion in
Endothelzellen die Bedeutung von NADH dominiert (Griendling K.K. et al., 2000). In der
letzten Zeit wurde die Struktur der NAD(P)H- Oxidase weitreichend erforscht, wobei
verstarkt die Aufmerksamkeit auf die vaskuliren NAD(P)H-Oxidasen gelegt wurde. Diese
Art von Enzymen scheint transmembrands zu liegen. In Untersuchungen konnte gezeigt
werden, dass die NADH/NADPH- abhédngige Superoxidanionen-Produktion in der 100.000g-
Membran-Fraktion liegt, was die Vermutung zuldsst, dass sich die NAD(P)H-Oxidase
entweder in Mikrosomen oder in der Zellmembran befindet (Griendling K.K. et al., 2000).
Bei der Bildung von ROS durch die NADPH Oxidase sind verschiedene bekannte
Wirkungsmechanismen bekannt. Die NAD(P)H-Oxidase aus neutrophilen Granulozyten ist
ein transmembrandses Protein, das den Elektronentransport iiber die Zellmembran auf

extrazellularen molekularen Sauerstoff katalysiert mithilfe des intrazelluldr gelegenen



1.Einleitung Seite 13

NADHs beziechungsweise NADPHs. Auch die NADH/NAD(P)H-Oxidasen aus
Endothelzellen und Fibroblasten (Meier B. et al., 1991; Zulueta J.J. et al., 1995) zeigen den
gleichen Wirkungsmechanismus; hierbei entstehen extrazellulire ROS-Spezies. In glatten
GefaBmuskelzellen kommt es anders wie zuvor beschrieben zu einer iiberwiegend
intrazelluldren Produktion von Sauerstoffderivaten (Zafari A.M. et al., 1998), bei Fibroblasten
wurde ein NADH-abhéngiges Ektoenzym gefunden (O'Donnell V.B., Azzi A., 1996). An den
unterschiedlichsten Wirkungsweisen der NAD(P)H Oxidase der einzelnen Zellen kann man
erkenn, dass sie kein einheitliches Enzym darstellt, sondern eher eine Enzymfamilie bildet mit

unterschiedlichem Wirkmechanismus aber einer einheitlichen Funktion.

1.3.2.4. Xanthinoxidase

Die Xanthinoxidoreduktase (XOR), ein Molybdoenzym, kommt im Zytosol vor und ist ein im
Purin- und Pyrimidinstoffwechsel involviertes Enzym. Die XOR kommt in zwei moglichen
Formen vor, wie z.B. als Dehydrogenase (XDH ,80%) und der Oxidaseform (XO, 20%), die
den Abbau von Hypoxanthin (HX) iiber Xanthin (X) zu Harnsdure katalysieren. Beide
Formen der XOR konnen ineinander libergehen. Die XDH verwendet bei der o.g. Reaktion
oxidiertes Nikotinamidadenindinukleotid (NAD+) als Elektronenakzeptor. Im Rahmen der
Ischdmiephase kann durch Thiol-Oxidation oder proteolytische Abspaltung eine Umwandlung
der XDH-Form in die XO-Form erfolgen. XO hingegen verwendet anstelle von NAD+
molekularen Sauerstoff als Elektronenakzeptor, wodurch es zur Bildung von H202 und O2--
kommt (Laakso et al., 2004) (Harrison, 1997). Das dabei entstandene Produkt ROS trigt
anschlieBend zur auftretenden endothelialen Dysfunktion bei. (Ullrich und Bachschmid,
2000).An einer Studie mit spontan hypertensive Ratten (spontaneously hypertensive rats,
SHR) konnte man erste Hinweise finden, dass die Xanthinoxidoreduktase an der
Superoxidanionenproduktion beteiligt ist. Bei diesen Tieren fiihrt die Applikation einer
rekombinanten Form der Superoxid-Dismutasen (SOD) zu einer deutlichen Verminderung
des Blutdrucks. Diesen Effekt kann man bei normotensiven Kontrollratten nicht beobachten.
Die Superoxid Dismutase kommt in drei Isoenzymformen vor: SOD1, 2 und 3. Sie zdhlt zu
den enzymatischen Antioxidantien, genauso wie Glutathionperoxidase (GPX), Catalase(CAT)
und auch Indophenoloxidase (IPO). Zu den nicht enzymatischen Antioxidantien z&hlt unter
anderem das Glutathion. SOD kommt eine wichtige Rolle beim Abbau der Superoxidanionen
zu, welches dann von der Glutathionperoxidase weiter zu H20 abgebaut wird (Kinnula 2003).
Superoxiddismutase (SOD) katalysiert als einziges Enzym die Dismutation von O2e- zu

H202. Kann O2e- nicht durch SOD abgefangen werden, reagiert es sehr schnell mit NO,
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wodurch die NO Bioverfiigbarkeit deutlich determiniert wird (Fukai et. al., 2002). SOD ist
demzufolge, durch die Kontrolle von NO, ein zentrales Element in der Aufrechterhaltung des
vaskuldren Redoxgleichgewichtes (Mugge et al., 1991) (Muzykantov, 2001). Als Antagonist
der Xanthinoxidoreduktase fithrt Oxypurionl bei diesen Tieren ebenfalls zu einer deutlichen
Minderung des Blutdrucks, so dass man einen bedeutenden Einfluss dieses Enzyms in der
Atiologie dieser Bluthochdruckform annehmen kann (Nakazono K. et al., 1991) und diese
Tatsache einen weiteren Hinweis {liber die Beteiligung der Xanthinoxidoreduktase bei der

ROS Entstehung darstellt.

1.3.2.5. Cytochrom P450 (CYP)

Die Cytochrom P450 (CYP) sind membrangebundene Enzyme und gehoren zu der Gruppe
der Monooxygenasen. Sie enthalten eine H&m-Gruppe und sind Teil eines
Multienzykomplexes, der zusdtzlich aus einer FAD/FMN enthaltenden NADPH, CYP-
Reduktase und einem Cytochrom b5 besteht. Die CYP- Reduktase mit einer molekularen
Masse von 78 kD katalysiert den separaten Transfer von zwei Elektronen im Verlauf des
unten beschriebenen Reaktionszyklus. Betrachtet man den Reaktionszyklus genauer so
erkennt man, dass mit Hilfe verschiedener Kofaktoren, CYP-Enzyme ein Sauerstoffatom aus
molekularem Sauerstoff (O2) auf das entsprechende Substrat iibertragen koénnen, wodurch
dieses oxidiert oder peroxydiert wird (Davydov, 2001). Einige CYP-Enzyme katalysieren
auch Peroxidasereaktionen ihres Substrates und brauchen dann keinen molekularen Sauerstoff
(Puntarulo und Cederbaum, 1998). Bindet ein Substrat an das aktive Zentrum der zentralen
Ham-Gruppe von der Cytochrom P450 NADPH-Reduktase so wird anschlieBend ein
Elektron (e-) iibertragen, das dann zur Reduktion des Eisen’" zu Eisen’" dient. Molekularer
Sauerstoff wird an dieses Eisen’” angelagert, dadurch wird das Eisen wieder oxidiert zu seiner

3* Form Bei diesem Reaktionsschritt kann sich der Sauerstoff als

urspriinglichen Fe
Superoxidanion (Oe-) 1dsen wobei ein ¢ am Eisen’” verbleibt und der Zyklus wieder mit der
Reduktion des zentralen Eisen’* der Him-Gruppe zu Eisen’" beginnen kann. Wird das
Substrat oxygeniert, so wird die Dioxygenbindung durch die Aufnahme eines zweiten e- von
der Reduktase instabil und ein Sauerstoffatom wird in Form von H2O abgespalten. Des
Weiteren ist es moglich, dass sich auch aus diesem Zwischenprodukt reaktive

Sauerstoffradikale (ROS) als H202 abspalten, wodurch dann die Him-Gruppe erneut zum

Ausgangszustand vor der ersten Reduktion des Eisen’ zuriickkehrt.
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1.4. Oxidativer Stress - Redox Status

Verschiebt sich im Korper das Gleichgewicht zwischen Bildung und Abbau von ROS
zugunsten der Bildung, so erfihrt der Korper oxidativen Stress. Ebenso sind die Zellen dem
oxidativen Stress ausgesetzt, wenn die antioxidative Wirkung des Korpers unzureichend ist.
Die hohe Konzentration an reaktiven Sauerstoffderivaten hat verschiedene Angriffsmoglich-
keiten auf den Korper. Oxidativer Stress spielt eine wichtige Rolle in der Pathogenese vieler
Erkrankungen, wie z.B. Bluthochdruck (Kiowski 1999), Atherosklerose (Cai und Harrison
2000), Alzheimer (Pratico et al. 2001) Diabetes mellitus (Cai und Harrison 2000) und
Lebererkrankungen (Meagher etal. 1999).Der Redox-Status hingegen ist abhingig von der
chemischen Zusammensetzung in der Zelle, die in Relation zu den vorhandenen
Reduktionsidquivalenten steht. Das Redox-Potential kann mit Hilfe von so genannten Redox-
Reaktionspaaren wie Laktat/Pyruvat, NADH/NAD+ und reduziertes Glutathion/oxidiertes
Glutathion abgeschétzt werden. Das Redox-Potential steht im unmittelbaren Zusammenhang
mit dem oxidativen Stress, dem die Zellen ausgesetzt sind. Bei oxidierenden Reaktionen
werden Reduktionsiquivalente verbraucht, das in einer Anderung des Redox-Potentials
widergespiegelt wird. Das Redox-Potential kann sich aber auch durch eine Zunahme des
Laktates zum Beispiel verdndern. Die Konzentration von NADH steigt dann nach folgender
Reaktion:
Laktat-Dehydrogenase
Laktat + NAD® < » Pyruvat + NADH

Eine hohe Konzentration von Pyruvat fiihrt in der direkten Umkehrung der Reaktion zu einer

hohen Konzentration an NAD+.Man kann die Begriffe ,,oxidativer Stress* und ,,Redox-
Status*“ nicht synonym gebrauchen. Durch eine verdnderte oxidative Umgebung kann eine
Verianderung des Redox-Status ausgeldst werden, jedoch muss ein verdnderter Redox-Status

nicht zwangsliufig zu einer Anderung der oxidativen Umgebung fiihren.

1.4.1. Himoxygenase (HO)

Bisher sind drei Isoformen der HO bekannt, die den oxidativen Abbau von toxischem Ham zu
Biliverdin katalysieren.HO-1 spaltet ein Molekiill Hdm, dabei entsteht zu gleichen Teilen
Biliverdin, Kohlenmonoxid und freies Eisen (Tenhunen R, Marver HS, Schmid R: The
enzymantic conversion of heme to bilirubin by microsomal heme oxygenase. Proc Natl Acad
Sci USA 61:748-755). Zu den drei Formen der HO zédhlen zum einen die Himoxygenase-1,

ein Hitzeschockprotein welches ubiquitdr in allen Geweben vorkommt und induzierbar ist
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zum anderem Hdmoxygenase-2, welche verstirkt im Gehirn und Hoden exprimiert wird und
von dem angenommen wird, dass es nicht induzierbar ist (Maines MD, Trakshel GM, Kutty
RK , 1986). Die HO- 3 ist die dritte Form der HO, die bisher nicht ndher charakterisiert ist
(McCoubrey WK, Huang TJ, Maines MD Eur JBiochem 247:725-732).In in-vitro Versuchen
konnte gezeigt werden, dass nach Behandlung mit Hdm, Metallen, inflammatorischen
Zytokinen, NO, Wachstumsfaktoren, sowie unter hypoxischen und oxidativen Stress die HO-
1 Aktivitdt erhoht war (Rizzardini M, Carelli M. et.al 1994., Applegate LA, Luscher P,
Tyrrell RM 1991; Choi AM, Alam J, 1996). Die Induktion von HO-1 vermittelt einen vom
Korper eingerichteten zelluldren Schutzmechanismus gegen oxidativen Stress, wie er nach
verschiedenen Arten von akuten Zellschdden auftreten kann (Vogt BA, Shanley TP et al.,
1996).

1.4.2. Einfluss von oxidativen Stress auf die Gefalphysiologie

Superoxidanionen und Wasserstoffperoxid werden in fast allen Zellen innerhalb des
Gefillsystems produziert (Griendling K.K., Sorescu D. et al., 2000). In einigen Studien hat
sich herausgestellt, dass einzelne Sauerstoffradikalspezies in physiologischen Prozessen als
second Messengers fungieren, was sich an den folgenden Eigenschaften erkennen lasst:

die Konzentration an ROS innerhalb des Gefdflsystems kann zum Beispiel durch eine Reihe
von vasoaktiven Hormonen z.B. Angiotensin II (Rajagopalan S. et al., 1996), IL-1[3,Tumor
necosis factor oo und B (DeKeulenaer G.W. et al., 1998; Ushio-Fukai M. et al., 1996), PDGF,
Thrombin, Lactosylceramide sowie durch das G-Protein rac 1 oder rac 2 innerhalb von
Milisekunden gesteigert werden (De Keulenaer G.W., 1998), womit eine Regulation der
ROS-Produktion mdglich ist. Zum anderen gibt es eine Reihe an Schutzmechanismen, die
zum Beispiel den Metabolismus der ROS regulieren, wie im Falle der SOD, die die
Uberfiihrung des Sauerstoffanions in die stabilere Form des Wasserstoffperoxids katalysiert,
welches im weiteren Verlauf durch die Enzyme Katalase und Gluthationperoxidase zu Wasser
abgebaut wird.

Durch die Moglichkeit der Regulation der ROS-Bildung und ROS-Metabolisierung kann es
zu raschen Konzentrationsdnderungen kommen, einer weiteren bedeutenden Eigenschaft von

second messengern.
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1.4.3. Endotheliale Dysfunktion

Das Gefillendothel als groBtes Organ im menschlichen Korper mit parakrinen und endokrinen
Eigenschaften verhindert im gesunden Zustand die Leukozyten- und Thrombozytenaggre-
gation, wirkt vasodilatatorisch und antiinflammatorisch und vermindert den oxidativen Stress
an den Winden des Gefdlles.Wie bereits erwdhnt kann das Endothel durch Freisetzung
verschiedener Stoffe wie z.B. PGI2, NO (iiber cGMP Erhdhung), Acetylcholin, Bradykinin
und auch Serotonin vasodilatierend wirken.Im Zustand einer endothelialen Dysfunktion ist
das GefdBendothel unfihig, die physiologischen Mechanismen zur Regulation des
Gefafradius, der Blutgerinnung oder der Produktion antiinflammatorischer Zytokine in einer
angemessenen Weise zu leisten (Gimbrone 1995). Heute bezeichnet man damit eine
verminderte Fahigkeit des Endothels, auf einen addquaten Reiz hin mit einer NO-Freisetzung
zu reagieren. Unter der Endothelschiddigung und endothelialen Dysfunktion werden
signifikant héufiger kardiovaskuldre Ereignisse beobachtet. Wichtige pathogenetische
Faktoren sind das oxidierte LDL und das Homocystein. Reagiert ein Gefdles mit
funktionseingeschrankten Endothel auf Acetylcholin (Jayakody, Senaratne et al. 1985),
welches tiber vaskuldre, muskarinerge Rezeptoren zum einen vasokonstriktorisch und zum
anderen wie bereits erwdhnt unter physiologischen Bedingungen durch das Endothel
vermittelt vasodilatatorisch wirkt, so kann man folgendes beobachten:

Das Acetylcholin wirkt unter physiologischen Bedingungen iiber eine sekundire NO
Freisetzung vasodilatatorisch. Ist das Endothel nun in seiner Funktion eingeschrénkt, so kann
es als Folge inaddquat NO freisetzen und die Acetylcholinwirkung kehrt von seiner
physiologischen vasodilatatorischen Wirkung in eine iiber den muskarinergen Mechanismus
vasokonstringierende um (Jayakody, Senaratne et al. 1985; Freiman, Mitchell et al. 1986;
Ludmer, Selwyn et al. 1986). An einem Experiment mit hypercholesterindmischen Hasen und
Affen mit endothelialer Dysfunktion konnte dieser Sachverhalt bestitigt werden.
Ahnlichkeiten sind bei Menschen mit koronarer Herzkrankheit (Ludmer, Selwyn et al. 1986;
Golino, Piscione et al. 1991), Atherosklerose (Zeiher, Drexler et al. 1993), Diabetes mellitus
(Stehouwer, Lambert et al. 1997), Herzinsuffizienz (Fish, Nabel et al. 1988),
Hypercholestrindimie oder Hypertonie (Moncada, Palmer et al. 1991; Cai and Harrison 2000)
zu beobachten, bei deren Atiologie pathogenetisch auch eine endotheliale Dysfunktion
zugrunde liegt. Der hier beschriebene eingeschrinkte vasodilatierende Effekt des Endothels
zeigt in den verschiedenen Krankheitsentititen eine multifaktorielle Atiologie und die

Verdanderungen sind abhédngig von spezifischen, pathologischen Manifestationen wie z.B.
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unter anderem Dauer der Schiadigung und der geschidigten Gefdfregion. Die inaddquate NO

Produktion kann auf verschiedenen Ebenen ihre Ursache finden:

1.4.3.1.  Verinderungen der NO Konzentration auf Substratebene

In mehreren Studien konnte sowohl am Tiermodell als auch am Menschen unter verschie-

denen Bedingungen, wie z.B., Diabetes mellitus, Hypercholesterinimie und arterieller
Hypertonie gezeigt werden, dass L-Arginin einen positiven Einfluss auf die endotheliale
Funktion hat (Cooke, Andon et al. 1991; Drexler, Zeiher et al. 1991; Creager, Gallagher et al.
1992). Bei der oralen Verabreichung von L-Arginin konnte gezeigt werden, dass durch eine
maximale Verdoppelung des Serumspiegels bereits eine signifikante Verbesserung der
endothelialen Kapazitit und eine signifikant verminderte Atheroskleroseentstehung

verzeichnet werden konnten (Chen and Sanders 1993).

1.4.3.2.  Verinderungen auf Expressionsebene und der Enzymstruktur

Obwohl die eNOS konstitutiv exprimiert wird, konnte in den letzten Jahren bei in vivo und in
vitro Versuchen gezeigt werden, dass sie nicht nur auf Proteinebene, sondern auch
transkriptionell reguliert wird. Erhohte Scherkrifte (,,shear stress”) des Blutes induzieren die
eNOS-Expression (Nishida, Harrison et al. 1992).Ebenso wird eine signifikante kompensa-
torische Steigerung der eNOS-Expression ausgeldst unter Exposition von Lysophosphatidyl-
cholin (Awolesi, Sessa et al. 1995) und geringen Konzentrationen an oxidiertem LDL (Hirata,
Miki et al. 1995). Eine Vielzahl von pathologischen Faktoren, wie z.B. Hypoxie, TNF-a, und

hohe Konzentrationen an oxidiertem LDL kdnnen die eNOS-Expression vermindern.

1.4.3.3. Verinderungen auf Ebene der Bioverfiigbarkeit von NO

Neben den bereits beschriebenen reaktiven Sauerstoffmetaboliten (ROS) spielen auch reaktive
Stickstoffmetabolite in der Entstehung von oxidativem Stress eine bedeutende Rolle (Droege,
2002). NO und auch Superoxidanion zdhlen zu den freien Radikalen. Durch Oxidation eines
der terminalen Guanido-Nitrogen-Atome von der Aminosdure L-Arginin entsteht das
Stickoxid-Radikal (NOe). Katalysiert wird diese Reaktion durch die NO-Synthetase (NOS)
(Droege 2002).

Diese beiden Radikale gehen eine schnelle Radikal-Radikal-Bindung miteinander ein
(Thomson, Trujillo et al. 1995). Die Bindung zwischen NO und ROS fiihrt einerseits zur

Bildung eines Oxidationsmittels wie z.B. Peroxynitrit (ONOO-) und andererseits zur



1.Einleitung Seite 19

Inaktivierung des NO-Molekiils, wobei vasoinaktive Nitrogenoxide (Nitrate oder Nitrite)
entstehen. Durch die Inaktivierung des NO-Molekiils und der damit einhergehenden
Abnahme der NO Bioverfiigbarkeit kommt es zu einer reduzierten dilatativen Gefd3funktion,
die bei einer Reihe von Krankheitsbildern, wie beispielsweise der Hypertonie (Touyz R.M.,
2004) oder des Diabetes mellitus (Zou M.H. et al., 2004) eine entscheidende Rolle spielt. Die
vasodilatatorisch wirkende NO Konzentration war nachweislich bei Rauchern vermindert.
(Heitzer, Just et al. 1996; Heitzer, Yla-Herttuala et al. 1996; Solzbach, Hornig et al. 1997;
Ting, Timimi et al. 1997). Die verminderte endotheliale Kapazitit ist unter diesen
Konditionen nicht nur auf den Mangel an NO allein zuriickzufiihren, denn im Gegensatz dazu
ist die NO-Produktion im Sinne eines Kompensationsmechanismus sogar bis auf das

dreifache gesteigert (Minor, Myers et al. 1990).

1.5. Resistin-Idee

Die Arbeitsgruppe um Kim konnte vor einigen Jahren eine eindrucksvolle Entdeckung in der
Diabetesforschung machen. Die Gruppe stellte die Hypothese auf, dass eine Uberexpression
von blutzuckersteigernden Genen als Ursache des Diabetes mellitus in Fragen kommen
wiirde. Um die Hypothese zu bestitigen suchte die Gruppe nun nach experimentellen
Moglichkeiten, diese differentiell exprimierten Gene identifizieren zu kénnen. Dabei kam
Kim auf die Idee, dass bei Anderungen einer physiologischen StellgroBe im Organismus, wie
z.B. Blutdruck oder Blutzucker, der Korper eigene Kompensationsmechanismen nutzt um
diese StellgroBe wieder in ihren Soll Bereich zu verschieben. Er induzierte bei den
Versuchstieren eine kiinstliche Hypoglykdmie, um eine gesteigerte Expression
gegenregulierender, blutzuckersteigernder Gene zu erzielen.Die Microarray-Technologie bot
ithm dabei die Moglichkeit, genomweit alle gesteigert exprimierten Gene darstellen zu
konnen. Unter den gefundenen aufregulierten Genen fand sich ein bisher unbekanntes,
blutzuckersteigerndes Gen, das mittlerweile als resistin-Gen bekannt geworden ist (Kim K.H.
et al., 2001). Auch bei der Erforschung der Pathogenese der essentiellen Hypertonie konnte
man sich den Moglichkeiten aus der Diabetesforschung bedienen und neben den bekannten
blutdruckregulierenden Systemen wie vegetatives Nervensystem, Katecholamine, Renin-
Angiotensin-Aldosteron-System, oder ADH die Technologie der Microarrays nutzen, um eine
genomweite Identifizierung blutdruckrelevanter Gene und der zugehorigen physiologischen

Systeme zu ermoglichen.
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1.6.Zielsetzung

Bisher konnten nur wenige solcher mit lediglich geringem Einfluss auf den Blutdruck
behafteten Kandidatengene identifiziert werden. Dieses komplexe Expressionsprofil an Genen
ist mit den herkdmmlichen molekularbiologischen Verfahren bisher nicht fassbar gewesen.
Durch die Microarrays ist man jedoch in der Lage, in einem einzigen Versuchsansatz eine
Expressionsidnderung mehrerer tausend Gene zu erfassen.

In der vorangegangenen Publikation von T. Westhoff, ,, A physiogenomic approach to study
the regulation of blood pressure®, konnte die Identifizierung neuer differentiell exprimierter
blutdruckregulierender Gene (Kandidatengene der essentiellen Hypertonie) unter
Zuhilfenahme der neu entwickelten Microarray-Technologie erzielt werden. Dabei sollten
iiber eine Analyse der zugehorigen Genprodukte neue blutdruckregulierende Systeme
identifiziert werden.Als Hypothese wurde dass Gedankenmodell von Kim auf den hier
vorherrschenden Sachverhalt projeziert: als Antwort auf eine kiinstlich induzierte
Hypotension im Rattenmodell sollten vermehrt Gene exprimiert werden, die dem
Blutdruckabfall entgegenwirken. Dabei wurde eine signifikante Hypotonie induziert bzw.
eine Abregulation der Kandidatengene erreicht, indem der systolische Blutdruck durch eine
Blutentnahme um circa 30% gesenkt wurde. Die dabei nach null, eine , drei und sechs
Stunden entnommene Niere wurde mittels Transkiptionsanalysen, den so genannte
Microarrays, untersucht. Die Microrrays offenbarte addquate Signale in zwdlf cDNA-Proben.
Zur Bestitigung der differentiellen Regulation der detektierten Gene und zum Ausschluss
falsch positiver Ergebnisse wurde im Anschluss an die Microarray-Analyse eine realtime-
PCR (SYBR Green®) fiir die gefundenen Gene durchgefiihrt, in der wiederum die in cDNA
umgeschriebene mRNA hypo- und normotensiver Ratten miteinander verglichen wurde.
Neben einer Verifikation der Microarray-Ergebnisse ldsst sich mit dieser Methode das
AusmaB der Expressionsidnderung quantitativ erfassen. Acht von den 12 in der Microarray
Analyse gefundenen Genen konnten in der realtime- PCR verifiziert werden. Von diesen acht
Genen besallen vier Gene eine Funktion im Herz Kreislaufsystem.In der vorliegenden Arbeit
sind besonders zwei (XDH und Cytochrom P450 Oxidoreduktase) dieser letztgenannten vier
Gene von besonderem Interesse, da sie in den Metabolismus reaktiver Sauerstoffradikale
(ROS) involviert sind. Diese beiden Gene und fiinf weitere Gene (NOX1, NOX4, iNOS,
eNOS, HO- 1) die ebenfalls im ROS- Metabolismus eine entscheidende Rolle spielen wurden
aus Gewebeproben der thorakalen Aorta und Niere in einem definierten Hypotoniemodell zu

einer betsimmten Messpunktreihe auf Nukleinsdureebene mittels realtime PCR untersucht.
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Des Weiteren wurden die zwei Gene (Xdh und Cytochrom P450 Oxidoreduktase (Por)), die in
den Microarrays addquate Signale gaben und in der rt-PCR Analysen signifikant aufregulieret
waren auf Proteinebene untersucht mittels Western Blot, um so die Aufregulation der Gene
qualitativ  und semiquantitativ zu bestdtigen. Die Kenntnis genetischer Marker der
essentiellen Hypertonie lieBe die Erstellung individueller Risikoprofile fiir Patienten zu, die
fiir Diagnostik, Pravention sowie eine frithzeitige und effektive Therapie von Bedeutung sein
konnte. Wie bereits dargestellt, 1dsst sich die essentielle Hypertonie bisher nicht auf eine
Verianderung in einem der bekannten blutdruckregulierenden Systemen zuriickfiihren, so dass

das Vorhandensein noch unbekannter Regulationssysteme postuliert wird.
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2. Material und Methoden
Das Tierversuchsvorhaben ist beim LAGETSI (Landesamt fiir  Arbeitsschutz,
Gesundheitsschutz und technische Sicherheit Berlin) von der Ethikkommission bewilligt

worden.

2.1.Material rt-PCR und Western Blot

2.1.1. Versuchstiere und Haltungsbedingungen

Bei den eingesetzten mannlichen Versuchstieren handelt es sich um Wistar-Kyoto-Ratten,
(WKY), die durchschnittlich 114 Tagen (105-134 Tagen) alt sind und ein durchschnittliches
Korpergewicht von 257 g (247 — 284 g)haben. Die Ratten stammen von der Firma Charles
River Laboratories (Sulzfeld, Deutschland).

Die Tiere werden in Kolonie in einem Tierstall ohne Fenster gehalten bei einer
Raumtemperatur zwischen 24 + 2°C und einer relativen Luftfeuchte von 40 bis 70 %. Der
Tag-Nacht-Rhythmus von je 12 Stunden wird mittels eines Zeitschaltprogramms vorgegeben,
wobei zwischen 6 Uhr und 18 Uhr eine Dauerbeleuchtung eingesetzt wurde. Entstaubte und
entkeimte Weichholzfasern von der Firma Altromin (Soest, Deutschland) werden als Einstreu
verwendet, das zweimal in der Woche gewechselt wird. Neben Trinkwasser und
Trockenfutter (Firma Altromin, Soest, Deutschland), das ad libitum angeboten wird, steht
zusdtzlich dreimal pro Woche Obst und Korner zur Verfiigung. Zwischen dem Tag der
Anlieferung und dem ersten Tierversuch vergehen mindestens 5 Tage Akklimatisierungszeit.
Die in vivo Versuche an WKY-Ratten wurde zwischen 6 Uhr und 18 Uhr durchgefiihrt. Die
Nieren- und Aortenexplantation fiir die in vitro Versuche wurde zwischen 6 Uhr und 12 Uhr

durchgefiihrt.

2.1.2. Materialien fiir die rt-PCR und Western Blot

2.1.2.1. Reaktionssets
PCR Master Mix Promega/Madison/USA

H20

RT Buffer

RNAsin

dNTP’s,10mM
M-MLV-Reverse Transkriptase

BCA Protein Assay Kit Pierce, Rockford/USA
e BCA Reagenz A
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(Na-Carbonat, Na-Bicarbonat,BCA Reagenz,

Na-Tartrat in 0,1 M Na OH)
e BCA Reagenz B (4% CuS0O4)
e Albumin Standard Losung 2mg/ml

KPL LumiGLO® Western Blot Kit
e Detector Block Solution 5x
e Detector Block Powder
e Peroxidase-labeled Sekundire Antikorper

e  Waschlosung (20x)

KPL Maryland/USA

e LumiGlo® Peroxidase Chemilumineszenz Losung A

e LumiGlo® Peroxidase Chemilumineszenz Lsung A

2.1.2.2. Chemikalien und Biochemikalien

Trizol

H202

DEPC-H20

Ethanol 75% und 100 %

Chloroform (CHCI3)

Isopropanol

bidestiliertes Wasser (ddH20)

Random Hexamer p(dN)s

Biotenylierte Proteinleiter (10-200 kD)
Natriumchlorid (NaCl)

Kaliumchlorid (KCl)

Kaliumhydrogenphosphat (KH>POj)
Natriumhydrogenphosphat (Na H,PO4)
Natriumdodecylsulfat (SDS)

Tris HCI (Tris-hydroxymethyl-aminomethan-HCI)
Tris Base (Tris-hydroxymethyl-aminomethan-Base)
Gycerol

Bromphenolblau

3-Mercaptoethanol

Glycin

Eppendorf
Merck,Darmstadt/D

Merck,Darmstadt/D
Merck,Darmstadt/D
Merck,Darmstadt/D
Fluka,Buchs/CH
Promega/Madison/USA
Cellsignal, Danvers/USA
Merck, Darmstadt/D
Merck, Darmstadt/D
Sigma, St.Louis/USA
Merck, Darmstadt/D
Merck, Darmstadt/D
Merck, Darmstadt/D
Merck, Darmstadt/D
Merck, Darmstadt/D
Serva, Heidelberg
Invitrogen, Carlsbad/USA
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt/D
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Magnesiumchlorid (MgCl,)
Triton X-100

Methanol

Complete Mini Proteaseinhibitor
Essigsdure

Tween 20

Stickstoff
Sodiumorthovanadat
Roti®-Blue
Ammoniumpersulfat (APS)
Ponceau S Certistain®
Tetramethyldiamin (TEMED)

n-Butanol

2.1.2.3. Farbstoff
SYBR Green PCR Master Mix

2.1.24. Antikorper
Polyklonale primiire Antikorper

Kaninchen anti Cytochrom P450 (EC 1.6.2.4, Por)

Monoklonaler Antikorper

Maus anti Xanthin Oxidase

Monoklonaler primérer Antikérper

Maus anti B-actin

Sekundirer Antikorper (Peroxidase —labeled)

Anti-Kaninchen I1gG (H+L)
Anti-Mausse IgG (H+L)
Goat anti-Maus IgG HRP

2.1.2.5. Primer

XDH forward 5-TCAAGAAATGGAAGGAGCCCT-3'
reverse S-TCTCCTGCTTTCTGTTGAGCG-3'
POR forward 5-TCAGCAAGATCCAAACAACGG-3'

Merck, Darmstadt/D

Merck, Darmstadt/D

Merck, Darmstadt/D

Roche, Indianapolis/USA
Merck, Darmstadt/D
Merck-Schuchardt, Hohenbrunn/D
Linde, Wiesbaden/D

Sigma, St.Louis/USA
Roth-Karlsruhe/D

Life Technologies, Paisley/USA
Merck, Darmstadt/D

Sigma, St.Louis/USA

Merck, Darmstadt/D

Applied Biosystems,
Foster City/USA

abcam Hiddenhausen/D

LAB Vision Warm
Spring/USA

SantaCruz Biotechnology
Heidelberg/D

KPL Maryland/USA
KPL Maryland/USA
SantaCruz Biotechnology
Heidelberg/D

TibMolibol

TibMolibol
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reverse 5~-CCACGAAGCTGCTCTCITTGA-3'

NOX I forward 5-ATAGCTACTGCCCACCCCAAGT-3' Oligoservice
reverse 5-TTGAGTACCGCCGACAGCA-3'
NOX 4 forward 5-CACCAGATGTTGGGCCTAGG-3' Oligoservice
reverse 5-GGATCAGGCTGCAGTTGAGG-3'
P22pm0x forward 5-CGCCATTGCCAGTGTGTGATCTA-3' Oligoservice
reverse 5-CGCTCCTTGGGITTAGGCTC-3'
inos  forward 5-TCACTGGGACTGCACAGAATG-3' Oligoservice
reverse S-TTGATCCTCACGTGCTGTGG-3'
enos forward 5-TGCAGGTATTTGATGCTCGG-3' Oligoservice
reverse 5-AGATTGCCTCGGTTTGTTGC-3'
gp91pp0x forward 5-TAGCACTTCACACGGCCATTC-3' Oligoservice
reverse 5-GTCCCGACTCTGGCATTCA-3'
Actb  forward 5-TAGCACTTCACACGGCCATTC-3' Oligoservice

reverse 5-GTCCCGACTCTGGCATTCA-3'

2.1.2.6.  Filterpapier,Membranen und Siulen

Nitrozellulosemembran Schleicher& Schuell,
Einbeck/D

Filterpapier WhatmanInternational
Maidstone/UK

2.1.2.7. Puffer und Losungen

Proteinaufreinigung:

Triton- Lysepuffer 50mM Tris HCI pH 7,5
50mM NaCl
5mM MgCl

0, 1 % Triton X-100

1 Complete Mini

(Proteaseinhibitor)

200 pl Sodiumorthovanadat
SDS- Polyacrylamidgelelektrophorese:

Ammoniumpersulfatlosung 10 % (w/v)  APS in ddH,O
Comassie-Blau Losung 20 ml Methanol p.A.
60 ml ddH,O
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Comassie-Blau Entfarbelosung

Elektrophoreselaufpuffer

Sammelgelpuffer
SDS-Losung
SDS Probenpuffer

Trenngelpuffer
Western- Blot
Blockpuffer

Detektions Puffer

Transferpuffer

Waschpuffer

LumiGlo® Chemiluminescent
Substrate A
LumiGlo® Chemiluminescent
Substrate B

sonstige Puffer:

20 ml Roti*-Blue (5x)

100 ml Methanol p.A.

20 ml Essigsdure

280 ml ddH,0O

50mM Tris

380 mM Glycin

0,1 % (w/v) SDS in ddH,O, pH 8,8
0,625 M Tris HCI pH6,8

10% (w/v) SDS in H,O

250 mM Tris-HCIL, pH 6, 8

4 % (w/v) SDS

10 % (v/v) Glycerol

0,006 % (v/v) Bromphenolblau

1 % (v/v) B-Mercaptophenol

1, 5 M Tris HCI in ddH,O, pH 8,8

0, 5 g Detector Block Puder
40 ml ddH,O

10 ml Detector Block Solution
(5x)

10 ml Detector Block Solution
50 ml ddH,O

10 ml Methanol p.A.

30 ml Elektrophoresepuffer
50 ml ddH,O

5 ml Wasch Ldsung (20x)

95 ml ddH,O

2 ml

2 ml
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AP- Puffer (10x)

AP Puffer (5x)

PBS

2.1.2.8. Verbrauchsmaterial
Einwegsskalpelle

Fadenmaterial

Pipettenspitzen
Priparationsbesteck
Reaktionsgefilie 0,5 ml
1,5ml, 2,0 ml
15 ml, 20 ml
Schlduche
Spritzen und Kaniilen

96 Well PCR-Platte

Cover Slides BD Falcon CultureSlides
Deckgliser

2.1.2.9. Gerite und Laborhilfsmittel

ABI Prism 7000 Sequence Detection System

Computer

Homogenisator (Schradder)
OP-Tisch Grofe 5 mit Heizung
Monitor

Kiilschranke

IM Tris-HCI
IM NaCl
25mM MgCl; in ddH,O pH 9,9
IM Tris-HCI
IM NaCl
50 mM MgCl, in ddH,O pH 9,5
140 mM NacCl
2 mM KCl
10 mM Na,PO, *2H,0
2mM KH,PO,4 pH 7,4

Riittgers, Solingen/D

Firma Johnson &
Johnson,Noderstedt/D

Stid Laborbedarf, Gauting/D
FST, Foster City/USA
Sarstedt, Niirnbrecht/D
Eppendorf, Hamburg/D
Falcon, Oxnard/USA

VWR, Darmstadt/D

Braun Melsungen, Melsungen/D
AppliedBiosystems,

Foster City/USA

BD Bioscience, Bedford/USA
Roth, Karlsruhe/D

Applied Biosystems,
Foster City/USA
Fujitsu Siemens,Compaqu/HP

Hugo Sachs,March-Hugstetten/D
LG,Seoul/Ko
Bosch Stuttgart/D
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Gefrierschrank -80°C

-20°C

Nano Drop (ND-1000 Spectrophotometer)

Mastercylcler

Heating controller Typ 861
Analysewaage

Glaswaren (Kolben, ipetten etc.)

pH Messgerite

pH-Messelektrode MI-410

Trans Blot SD Semi Dry Transfer Cell

Homogenisator (Dispergiergerét)
Pipetten

Rektalthermistor probe 2

Vortex

Zentrifugen

Magnetriihrer

GelgieBapparatur (casting stand &frame)

Glasplatten

Elektophoresekamm

Elektrophoresekammer

Rontgenfilmkassette mit Hyperfilm ECL

Curix 160 Apparatur
Schiittler

Rotator

Heraeus/Osterode/D

Forma Scientific,Marietta/USA
Liebherr,Bibeach an der Rif}/D
NanoDropTechnologies,
Wilmington/USA

Eppendorf

Hugo Sachs, March-Hugstetten/D
Sartorius, Gottingen/D

Brand, Wertheim/D
Beckmann,Palo Alto/USA
Microelectrodes,Bedford/USA
Bio-Rad Laboratories,
Hercules/USA
Roth/Karlsruhe/D

Eppendorf

Hugo Sachs, March-Hugstetten/D
Roth/Karlsruhe/D
Heraeus/Osterode/D
Sorvall,Newton/USA
IKA-Werk, Staufen in Breisgau/D
Bio-Rad Laboratories,
Hercules/USA

Bio-Rad Laboratories,
Hercules/USA

Bio-Rad Laboratories,
Hercules/USA

Bio-Rad Laboratories,
Hercules/USA

Amersham, Pharmacia
Biotech, Freiburg/D

AGFA, Koln/D

New Brunswick Scientific,
New Jersey/USA

Rettenberg, Gottingen/D
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Spektrophotometer Thermo Scientific

2.1.2.10. Software

Adope Acrobat 6.0 Professional Adope System Inc., San Jose/USA
MS Office 2003 Profession Microsoft Corp., Redmond/USA
MS Explorer 6.0 Microsoft Corp., Redmond/USA
ABI Prism 7000 SDS Software Applied, Biosystems,

Foster City/USA
BCA Proteinbestimmungssoftware Pierce, Rockford/USA
Adope Photoshop 7.0 Adope System Inc., San Jose/USA
Endnote 6.0 ISI ResearchSoft, Berkeley/USA
2.2.Methoden

2.2.1. Intraarterielle Blutdruckmessung

An den WKY-Ratten wurde zwischen 6.00 Uhr und 18.00 Uhr eine intraarterielle
Blutdruckmessung durchgefiihrt. Durch eine intramuskuldre Injektion von Ketamin/Xylazin
(80 bzw. 10 mg/kg) werden die Ratten andsthesiert und die Betdubung bedarfgerecht durch
wiederholte Injektion aufrechterhalten. Wéhrend des operativen Eingriffes wurde die
Korpertemperatur der andsthesierten Ratten von 37 ©°C mittels eines beheizten
Operationstisches aufrechterhalten. Die Korpertemperatur wird durch einen Rektalthermistor
kontinuierlich gemessen, der mit dem Beheizungssystem des Operationstisches riickgekoppelt
und verbunden ist. Die Heiztemperatur des Tisches wird dementsprechend automatisch an die
aktuelle rektal ermittelte Korpertemperatur angepasst.

Durch eine mediane Halsfasziotomie und anschlieBender Tracheotomie wird die Trachea
freigelegt und ein 20 Gauge Polyethylenschlauch in die Trachea eingefiihrt. Der Tubus wird
mit einem Faden fixiert. Danach wird die A. carotis communis sinistra unter Schonung des N.
vagus und des Carotissinus frei prapariert. Die A. carotis wird im distalen Anteil abgesetzt
und durch eine Ligatur verschlossen. Der proximale Anteil wird durch eine Mini-
Gefalklemme kurzzeitig abgedriickt. Eine kleine Inzisur in der A.carotis ermdglicht das
Einbringen eines Polyethylenschlauchs bis zum Ubergang zur Aorta, der durch eine Ligatur
fixiert wird. Dieser Polyethylenschlauch ist iiber einen Luer-Lok an einen mit physiologischer
NaCl-16sung gefiillten Verbindungsschlauch angeschlossen, der {iber einen Drei-Wege-Hahn

an den Druckaufnehmer angeschlossen wird. Der Druckaufnehmer wird auf exakter Herzhdhe
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des Tieres genullt. Die Herzfrequenz und der mittlere arterielle Blutdruck werden digital iiber
das Aufzeichnungs- und Auswerteprogramm HSE-Bdas kontinuierlich aufgezeichnet. Nach
der operativen Positionierung des arteriellen Katheters wird eine Aufzeichnung des
Blutdrucks iiber eine Aquilibrierungszeit von 45 Minuten angefertigt. AnschlieBend konnten

die Experimente zur Materialgewinnung stattfinden.

2.2.2. Materialgewinnung — Nieren- und Aortenexplantation

Um eine akute Hypotension zu verursachen, wurden fiinf Tieren zwischen 3 bis 5 ml Blut
iiber einen zweiten arteriellen Zugang iiber die A. iliaca entnommen. Die normotensiven
Kontrollratten wurden lediglich ventrikuldr punktiert ohne dabei Blut zu entnehmen. Alle
Arbeiten wurden in Ethernarkose durchgefiihrt. Der systolische Blutdruck wurde intraarteriell
eine halbe Stunde vor Blutentnahme, umittelbar nach der Blutentnahme sowie weitere drei,
sechs und zwolf Stunden spéter gemessen und aufgezeichnet. Nach null, drei, sechs und zwolf
Stunden nach der ventrikuldren Punktion wurden die Nieren sowie die thorakalen Aorten
prapariert und in fliissigem Stickstoff schockgefrostet und bei -80°C bis zur weiteren

Verarbeitung konserviert.

2.2.3. RNA-Isolierung iiber Trizol®

2.23.1.  Grundlagen

Die gebrauchsfertige patentierte Losung Trizol® besteht aus Phenol und Guanidin-
isothiocyanat, mit der Gesamt-RNA aus Zellen oder Geweben isoliert werden kann. Mit
Trizol® konnte eine Vereinfachung und damit Verbesserung der von Chomezynski und Sacchi
(Chomczynski P., Sacchi N., 1987) entwickelten Methode zur RNA-Isolierung erzielt werden.
Das Reagenz reiflt Zellwénde und -membranen auf und 16st Zellkomponenten auf, wobei die

RNA intakt bleibt.

2.2.3.2.  Durchfithrung

Die entnommenen Organe (Niere und Aorta) wurden bei -80°C tiefgefroren. Durch die
Trizol®-Methode konnte Gesamt-RNA isoliert werden. In ein mit 1 ml eisgekiihltes Trizol
gefiilltes 2ml Tube wurden 75-80 mg Gewebe hinzugetan, um es dann zweimal 60 Sekunden

mit dem Homogenisator auf Eis zu homogenisieren. Danach wurde die homogenisierte Probe
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bei 12.000 Upm fiir 10 min bei 4°C zentrifugiert um die groben Partikelreste zu entfernen.Der
zuriickgebliebene abpipetierte Uberstand wurde zur Separation der Phasen mit 200 pl
Chloroform/1 ml Trizol® vermischt, fiir 2-3 min bei Raumtemperatur inkubiert und bei 12.000
Upm erneut fiir 15 min bei 4°C zentrifugiert. Nach der Zentrifugation konnten zwei Phasen
sichtbar gemacht werden, wobei sich in der oberen durchsichtigen Phase die RNA befand.
Nachdem die obere Phase in ein neues Tube abpipetiert wurde, konnte die Probe nach
Zugabe von 500 pl Isopropanol/l ml Trizol® fiir 10 min bei Raumtemperatur gelagert werden.
Danach wurde die RNA bei 12.000 Upm fiir 10 min bei 4° C zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Das zuriickgebliebene Pellet wurde mit 1 ml Ethanol (-20°C kaltem Ethanol/1 ml
Trizol® 75%ig) gewaschen und bei 7.500 Upm fiir 5 min erneut bei 4°C zentrifugiert. Der hier
beschriebene Vorgang der Waschung wurde nochmals wiederholt. Nach Entfernung des
Uberstandes wurde das Pellet 5 min luftgetrocknet und in 30 pl DEPC-H,O bei 55° C in 3
min gelost. Die gewonnene RNA wurde anschlieBend mit dem “ND-1000
Spectrophotometers zur Uberpriifung der Reinheit und der Konzentration untersucht. Die
RNA-Extinktionen wird bei 260 und 280 nm photometrisch vermessen. Der Extinktionswert
bei einer Wellenldnge von 260 nm bestimmt die Konzentration, der in der Probe vorhandenen
Nukleinsduren unter der Vorgabe, dass ein OD-Wert von eins anndhernd einer Konzentration
von 40 pg/ml RNA entspricht. Der OD-Wert sollte zwischen 0,05 und 1,0 liegen, denn nur
dann ist eine Linearitit der Messung gegeben. Die Reinheit der in den Proben vorhandenen
RNA wird mit der Quotientenbildung zwischen den Extinktionswerten bei 260 und 280 nm

(ODzeo/ODzso) abgeschitzt. Werte zwischen 1,8 und 2,0 stehen fiir eine saubere RNA-

Praparation. Wird DEPC-H,O als Losemittel verwendet, ist die RNA auch bei einem Wert
von 1,6 noch als rein anzusehen. Bei Werten, die unterhalb des genannten Reinheitswertes
liegen, kann man von Protein- und/oder Trizol®-Kontaminationen ausgehen, die eine genaue
Bestimmung der RNA-Konzentration sehr erschweren. Berechnung der RNA-Konzentration:

OD260 x 40 pg/ml x Verdiinnungsfaktor : 1 000 = RNA pg/nl

2.2.4. Reverse Transkription

2.2.4.1.  Ubersicht

Retroviren, eukaryontischen RNA-Viren, enthalten eine RNA- abhéngige DNA- Polymerase,
die sog. Reverse Transkriptase. Retroviren (z. B. HIV) nutzen dieses Enzym, um in der
Wirtszelle bei Infektionen die Virus- RNA zu transkribieren, so dass ein RNA-DNA-Hybrid

entsteht. Dieser Schritt ist essenziell, um das Virus zu vermehren. Durch die RNAse-H-
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Aktivitdt des natlirlichen Enzyms kann dann der RNA-Strang aus dem Hybrid entfernt und
der verbliebene DNA-Einzelstrang repliziert werden. Auf diese Weise wird ein
doppelstringiges DNA-Molekiil synthetisiert. Die reverse Transkriptase wird vor allem in der
Gentechnologie eingesetzt, um aus RNA-Stringen DNA herzustellen. Diese Technik wird als
reverse Transkription bezeichnet. In den hier durchgefiihrten Versuchen wurde die M-MLV-
Reverse Transkriptase von Promega verwendet. Bei dem Enzym handelt es sich um eine
Mutante der Reversen Transkriptase des Moloney Murine Leukemia Virus, bei der durch eine
Aminosauresubstitution die RNAse-H-Aktivitdt eliminiert wurde. Das fiihrt dazu, dass im
Vergleich zur reversen Transkriptase mit RNAse-Aktivitdt, eine hohere Prozentzahl an cDNA
mit voller Lange synthetisiert wird. Die hier verwendeten eukaryontischen mRNAs besitzen
Poly(A)-Schwiénze, so dass man Oligo(dT) der Reversen Transkriptase als Primer nutzen
kann. Von diesem Primer wird ein zur mRNA komplementdrer DNA-Strang, sog. cDNA, in

5" — 3’-Richtung synthetisiert.

2.2.4.2. Reverse Transkription (RT) Durchfithrung

Eine etablierte Arbeitsvorschrift diente als Basis fiir die hier durchgefiihrte Reaktion. Das
Pipetieren erfolgte in RNAse-freier Umgebung.Die einzelnen Komponenten waren 4 °C kalt.
Pro Ansatz wurden 30 ul RT-MasterMix (7,5ul H20 + 15 pl 5 x RT-Buffer + 0,75 pl
RNAsin+ 3,75 pl dNTP’s, 10 mM+ 3 ,0 ul M-MLV-RT) zusammengestellt. 6 ng Gesamt-
RNA werden mit 6 pl sequenzunspezifischen Random Hexameren (p(dN)s, ¢ = 0,5 ug/ul)
nach Herstellerangaben versetzt und mit Wasser auf ein Gesamtvolumen von 45 ul aufgefiillt.
Nach 5 miniitiger Denaturierung der Probe bei 70°C werden jeweils 30 pl des RT-
MasterMixes hinzugefiigt und alles fiir die Dauer von einer Stunde bei 37°C im Eppendorf
Mastercycler inkubiert. AnschlieBend lauft ein zehnminiitiger Heizschritt von 95°C ab, der
die Reverse Transkriptase inaktiviert und somit die Reaktion beendete. Die dabei entstandene
cDNA wurde im Anschluss im Verhéltnis 1:4 mit Wasser verdiinnt, aliquotiert und bis zur

Verwendung bei -20°C gelagert.

2.2.5. Polymerasekettenreaktion
2.2.5.1. Grundlagen

2.2.5.1.1. Uberblick

1985 wurde die Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) von Kary B.

Mullis entdeckt. Acht Jahre spéter erhielt er fiir seine Erfindung sogar den Nobelpreis fiir
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Chemie (Mullis K.B., Faloona F.A., 1987). Immer héufiger wird die rt-PCR auch fiir
Routineuntersuchungen verwendet, da die Reagenzien immer giinstiger werden und eine
stetige Vereinfachung und Automatisierung einzelner Teilschritte ermdglicht wurde.Die PCR
Methode ist ein in vitro Verfahren zur gezielten Vermehrung eines bestimmten DNA-
Genomfragmentes, das zwischen zwei Loci mit bekannter Nukleotidsequenz liegt. Die PCR
ermoglicht die Vervielfdltigung (Amplifikation) sehr geringer Nukleinsduremengen aus den
unterschiedlichsten Materialien. Im folgendem werden die einzelnen Schritte der PCR
beschrieben: Denaturierung-> Die doppelstringige DNA (dsDNA) wird bei 93°C- 95°C
denaturiert. Annealing-> Am 5°- und 3'-Ende des zu amplifizierenden Bereichs lagern sich
spezifische Oligonukleotide, die Primer, an. Elongation -> Die Oligonukleotide werden durch
die DNA-abhidngigen DNAPolymerase in Anwesenheit freier Desoxynukleosid-Triphosphate
(dNTPs) verldngert. Der entstandene DNA-Doppelstrang wird durch die DNA-Polymerase so
lange verlidngert bis die Reaktion unterbrochen wird oder die Bindung zwischen DNA und
DNA-Polymerase gelost wird. Diese Losung kann z.B. durch die Erhéhung der
Inkubationstemperatur auf 95°C verbunden mit einer wiederholten Denaturierung der dsDNA
erfolgen. Kiihlt man den Reaktionsansatz auf 40 bis 60°C herunter, so binden die freien
Oligonukleotide, in Abhéngigkeit ihres mittleren Schmelzwertes (7Tm-Wertes), an die
komplementire Sequenz der DNA-Matrize. Der Vorgang kann nun wiederholt werden und es
kann eine erneute Synthese eines weiteren Doppelstranges durchgefiihrt werden. Die Abfolge
der einzelnen PCR- Schritte wird als Zyklus bezeichnet. Bis zu 25- 40 Mal werden die Zyklen
wiederholt. RNA kann erst dann in der PCR amplifiziert werden, wenn sie vorher mit dem
Enzym Reverse Transkriptase (RNA-ahdngige-DNA-Polymerase) in eine komplementire
DNA umgeschrieben worden ist, da RNA nicht als Matrize fiir die Polymerase geeignet ist.
Die entstthenden RNA-DNA-Heteroduplexe dienen als Ausgangsmatrize fiir eine
Amplifikation mittels PCR. In der Reversen Transkription kann man Oligo-dT-Primer,
Hexamere oder spezifische Primer verwenden (,, spezifisches Priming “). Die Oligo-dT-Primer
sind kurze Nukleotide, die ausschlielich aus der Base Thymidin bestehen. Sie binden an den
Poly-A-Schwanz von zelluldiren mRNAs und ermdglichen so eine gezielte Amplifikation der

mRNAsS.

2.2.5.1.2. Primer

Primer sind synthetisch hergestellte, kleine, einzelstrangige Oligonukleotide. Der Primer ist
eine Spiegelbildkopie eines spezifischen Abschnitts aus der nachzuweisenden DNA-Sequenz.

Meistens besteht er aus 18- 24 Basenpaaren. Fiir die PCR Methode ist er obligat notwendig,
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da er Startpunkt der Synthese der Polymerase ist. Primer sollten komplementir zum 5°- bzw.
zum 3’'-Ende der Zielstringe sein, wobei sie den zu vermehrenden Bereich nicht nur am
Beginn der Replikation markieren sondern auch das Ende der Replikationsregion begrenzen.
Die Primer lagern sich bei einem PCR-Nachweis wihrend der Annealingphase iiber
Wasserstoff-riickenbindungen an den nachzuweisenden DNA-Einzelstrang an, was als
Hybridisierung bezeichnet wird. Die zu suchende DNA-Sequenz wird anschliefend so oft
vervielfdltigt, bis eine analytisch messbare Menge vorhanden ist. Nicht nur die Struktur und
Sequenz eines Primers sind von grofter Wichtigkeit, sonder auch die Primerkonzentration
kann erheblichen Einfluss auf die Ausbeute der PCR-Reaktion haben. Primer werden relativ
zur Menge der Ziel-DNA im Uberschuss zum Reaktionsansatz gegeben, daraus folgt nimlich,
dass sich die beiden Zielstrdnge préferiert mit den Primern hybridisieren, als dass es zu einem

Reannealing der beiden Stringe kommt.

2.2.5.1.3. Thermocycler

Unter dem Thermocycler versteht man ein Gerét, das die Temperatuzyklen der einzelnen PCR
Schritte selbstindig durchfiihrt. Die Thermocycler werden im Gegensatz zu frither, wo viele
PCR Schritte noch nicht automatisiert waren, immer moderner und fortschrittlicher. Es gibt
Gerite, in denen die Gefdle in einem Metallblock stehen, der zyklisch aufgeheizt und
abgekiihlt wird und die einzelnen Schritte vollstindig automatisch ablaufen. Wieder andere
Gerite arbeiten mit drei separaten Metallblocks und erfordern ein automatisches Umsetzen
der GefdBle. Der moderne Cycler benutzt als Wairmeiibertragungsmittel Luft, auerdem
werden Glaskapillaren verwendet, so dass man wéhrend der Reaktion die Produktbildung
spektroskopisch verfolgen kann und die Analysezeiten stark verkiirzt ist. Ein Cycler sollte
akkurate und reproduzierbare Inkubationstemperaturen des PCR-Zyklus nicht nur ansteuern
sondern auch halten und so wenig wie moglich Variationen der Temperatur zeigen.Auflerdem
sollte die Zeit zwischen den drei Inkubationszeiten des PCR-Zyklus (ramping-time) moglichst

kurz sein.

2.2.5.1.4. Thermoprofil

Eine optimale Zykluszahl belduft sich auf 25-40 Mal. Bei hohen Zykluszahlen und vordringen
in den Plateaubereich der PCR-Reaktion kommt es in diesem Bereich nicht nur zur starken

Abnahme der Neusynthese, sondern auch zu verstarkten Fehlhybridisierungen.
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Bei 95°C wird die dsDNA durch Spaltung der Wasserstoffbriickenbindungen voneinander
getrennt, auch Denaturierung genannt (Trennung des DNA-Doppelstranges). Vor dem ersten
Zyklus der PCR liegt die DNA in einer noch recht komplexen hochmolekularen Struktur vor,
so dass eine Initiale einmalige Denaturierungstemperatur von 95°C fiir ein bis fiinf Minuten
gewihlt wird. Je weniger DNA denaturiert wird, desto geringer fillt die Annealing-Effizienz
der Primer aus. Da bei der Denaturierung, die schon ab 70°C beginnt, auch viele andere
Komponenten der Reaktion zerstort werden, muss die Denaturierungszeit so kurz wie moglich
gehalten werden. Bei modernen Thermocyclern reichen daher Zeiten von 10 bis 30 Sekunden.
Das Anlagern der Primer Annealing (Anlagerung), iiber Wasserstoftbriickenbindungen, an
den jeweiligen komplementiren Strang erfolgt bei primerspezifischen Schmelztemperaturen

(Tm), in der Regel aber zwischen 40°C und 65°C. Unter Schmelztemperatur versteht man
diejenige Temperatur, bei der die Helixstruktur (zwischen Primer und Zielstrang) zur Hélfte
verloren gegangen ist. Die Annealingtemperatur sollte in der Regel 5 bis 10°C niedriger
gewidhlt werden. Fiir fast alle PCR-Reaktionen muss die Annealingtemperatur empirisch
optimiert werden. Bei der Elongation (Verldngerung des Stranges) dienen Primer als
Startpunkte fiir die DNA-Polymerase, die ihr bestimmtes Temperaturoptimum fiir die
Elongation benétigen. Die Elongationszeit sollte der Grofe des erwarteten Amplifikats
angepasst werden. Nach dem letzten Zyklus wird oft ein zusitzlicher 5 bis 15 miniitiger
Elongationsschritt bei 72°C angehdngt, um nur partiell verldngerte Produkte zu

vervollstdndigen.

2.2.5.1.5. SYBR Green®

Die realtime- PCR Systeme basieren auf der Detektion und Quantifizierung eines
fluoreszierenden Reporters. Das Reportersignal ist direkt proportional mit der Menge an
gebildetem PCR Produkt. SYBR® Green ist ein DNA spezifischer, interkalierender Farbstoff,
der bei Anregung durch energiereiches UV-Licht, Licht im sichtbaren energieirmeren
Wellenldngenbereich (Fluoreszenz) emittiert. Mit zunehmender Menge an PCR Produkt
nimmt die beobachtete Fluoreszenz zu. Die Interkalierung des Farbstoffs in die dSSDNA macht
eine extrem verstirkte Lichtemission moglich. Die Vorteile des Farbstoffes sind, dass es
preisgiinstig und sensitiv ist ,eine universelle Verwendbarkeit hat und einfach zu verwenden
ist, da mit ihm prinzipiell jede PCR verfolgt werden kann (Bustin S.A., 2000). Die Nachteile
sind z.B. das der Farbstoff nicht nur an dem korrektem Produkt bindet, sondern auch an
Artefakt wie z.B. Primerdimer, die somit auch zu einem unspezifischen Anstieg der

Fluoreszenz auch in negativen Proben fiihren (Vandesompele J. et al., 2002). Eine klare
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Differenzierung zwischen Primerdimer bzw. Artefakt und Zielfragment ist daher zwingend
notwendig (Vandesompele J. et al.,, 2002). Um dem entgegen zu wirken wurde bei den
interkalierenden Farbstoffen die Schmelzpunktanalyse eingefiihrt. Am Ende der eigentlichen
PCR wird eine Schmelzpunktanalyse durchgefiihrt. Das Reaktionsgemisch wird dabei in 1°C-
Schritten von 50°C auf 95°C erhitzt und kontinuierlich die Fluoreszenz gemessen. Der Punkt,
an dem dsDNA schmilzt, ist durch einen Abfall (Peak) der Fluoreszenz des interkalierenden
Farbstoffes gekennzeichnet, da der interkalierenden Farbstoff von der einzelstringigen DNA
dissoziiert. Wenn die PCR optimal eingestellt ist, sollte ein Schmelzpunktpeak zu erwarten
sein, der spitz zulduft. Dieser Schmelzpunkt stellt das spezifische, zu erwartende Produkt dar.
Unterschiedlich grole Produkte und Produkte anderer Sequenz haben unterschiedliche

Schmelzpunkte.

Abbildung 2: Schmelzpunktanalyse des verwendeten p-Actins (actb3)
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2.2.5.1.6. Auswertung

Die realtime-PCR (1t-PCR) lésst eine zeitgleiche Auswertung der Reaktion wéhrend des
eigentlichen Amplifikationsprozesses zu. Die in der rt-PCR gemessenen, emittierten
Fluoreszenzen eines Farbstoffs dienen als Basis flir die Auswertung. Emittierte Fluoreszenz
und entstehendes Amplifikat sind linear proportional, so dass die VerhiltnisméBigkeit iiber
die Messung der Fluoreszenz auf die entstechende Menge an Produkt geschlossen werden
kann. Zwei Auswertungsmoglichkeiten kann man bei den rt-PCR-Systemen unterscheiden:
Die Endpunktmessung und die Echtzeitmessung. Bei allen zurzeit erhidltlichen Gerédten wird
eine Endpunktmessung durchgefiihrt, die die Fluoreszenzwerte der Probe zu Beginn und am
Ende misst (bei einigen Geréte auch einmal in der Mitte der Zyklenanzahl). Somit kann nur
eine qualitative Aussage (Ja/Nein-Aussage) gemacht werden, da nur ein Anstieg der
Fluoreszenz wihrend der PCR-Reaktion ermittelt wird. Ergebnisse wihrend des
Amplifikationsprozesses und eine Quantifizierung kann man hier nicht erzielen. Die
Echtzeitmessung misst dagegen die Fluoreszenz wihrend jedes einzelnen Zyklus. Welcher
Zyklusschritt (Annealing- oder Elongationsschritt) als Zeitpunkt der Messung definiert
werden, ist von der Sondenart abhiingig. Betrachtet man nun eine PCR Expressionskurve so
kann man feststellen, dass beim Start der Reaktion die Fluoreszenzwerte nicht gleich Null
sind. Ausldser sind zum einen die eingesetzten Farbstoffe, die auch ohne Reaktion eine
gewisse Grundfluoreszenz aufweisen, zum anderen sind auch verwendete Materialien daran
beteiligt, wie z.B. Plastikreaktionsgefile, die bei Anregung eine gewisse
Hintergrundfluoreszenz haben. Bei einer negativen quantitativen rt-PCR verbleibt die
gemessene Fluoreszenz unter dem Schwellenwert und verlduft in einer geraden Linie bis zum
Ende. Bei einer positiven Reaktion kommt es zur Amplifikation des Produkts und damit zum
Anstieg der Fluoreszenz im Laufe der Reaktion. Vor dem Fluoreszenzanstieg verbleibt die
gemessene Fluoreszenz fiir eine gewisse Anzahl an Zyklen unverdndert und verliuft als
gerade parallel zur Abszisse. Dieser Bereich wird Basislinie genannt. In diesem Bereich der
PCR sind die entstehenden Produktmengen so gering, dass es noch nicht zum Anstieg der
Fluoreszenz kommt. Im Bereich der Basislinie kommt es immer zu vereinzelten
Schwankungen in der gemessenen Fluoreszenz. Diese beruht auf Schwankungen der
Fluoreszenz in der Probe. Der Punkt ab dem eine gemessene Fluoreszenz einer Probe klar von
der Hintergrundfluoreszenz zu unterscheiden ist und als positiv zu werten ist, wird als
Schwellenwert bezeichnet (Threshold). An diesem Punkt findet die Unterscheidung zwischen
signifikanter Zunahme der Fluoreszenz und der Hintergrundfluoreszenz statt. Er wird

definiert als die Standardabweichung der Hintergrundfluoreszenz gemessen zwischen Zyklus
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3 und 15 multipliziert mit dem Faktor 10. Der Schnittpunkt zwischen der Fluoreszenz und
dem Schwellenwert projiziert auf die Abszisse wird als Cycle-threshold (CT) bezeichnet und
stellt den niedrigsten messbaren positiven Wert einer quantitativen rt-PCR dar und gibt also
eine Zyklenanzahl an. Er steht in direkter Beziehung zur Ausgangsmenge der eingesetzten
DNA. Je hoher der CT-Wert ist, desto kleiner ist die Ausgangsmenge an DNA und

umgekehrt. Der CT-Wert ermoglicht somit die Quantifizierung einer Reaktion.

2.2.5.1.7. Relative Quantifizierung

Bei der relativen Quantifizierung handelt es sich um eine hiufig genutzte Methode, die die
Verdnderungen in einem im Gleichgewicht befindlichen System erfasst und fiir die
Genexpressionsstudien eine adidquate Quantifizierungsmethode darstellt. Diese Art von
Quantifizierung beruht auf den Vergleich des Verhéltnisses der DNA/RNA Menge einer zu
untersuchenden Probe mit einer Probe mit bekanntem DANN/RNA Gehalt. Da in diesem Fall
nur ein Verhéltnis beider Proben zueinander berechnet wird (Bustin S.A., 2000) braucht man
weder die Konzentration der Zielsequenz, noch muss eine Standardkurve mit bekannter
Konzentration erstellt werden. Die Bestimmung der unbekannten Menge bezeichnet man als
semiquantitativ, da die Menge nur bezogen auf das Signal der zweiten Sequenz, abgeschétzt
wird. Es gibt zwei Arten der Berechnung der relativen Menge:

Die Standardkurven- Methode und die AACT-Methode (Livak K.J., Schmittgen T.D, 2001).
Bei beiden Methoden wird neben der eigentlichen Zielsequenz auch eine ,,endogene
Kontrolle* (Referenzgen) benétigt, die mit amplifiziert wird. Diese endogene Kontrolle wird
Housekeeping Gene genannt. Es ist eine aktive Referenz — eine Normalisierung womit die
Menge an Ziel-RNA im Verhéltnis zu der insgesamt in der Probe vorhandenen RNA gesetzt
wird. Als endogene Kontrolle sollten Gene verwendet werden, die ubiquitidr und in einer
konstanten Menge in den verwendeten Zellen vorkommen wie z.B. B-Actin, 18s rRNA oder
GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphatdehydrogenase).

Vergleicht man die unterschiedlichen Housekeeping Gene, so konnte man zeigen, dass es zu
einer unterschiedlichen Expression von Housekeeping Genen in Zellen kommen kann (Bustin
S.A., 2000). Die Verwendung z.B. von GAPDH ist kritisch zu betrachten. B-Actin stellt
womoglich die beste Option dar. 1.Berechnung mittels Standardkurven -Methode:

In der rt-PCR werden neben den zu untersuchenden Proben auch serielle Verdiinnungen eines
Housekeeping Gens und eines der Zielsequenz dhnlichen Standards zur Bestimmung der
PCR-Effizienz mit analysiert. Genaue Konzentrationen miissen nicht bekannt sein. Ist die

Effizienz der PCR-Reaktion von Standard und Housekeeping Gen gleich, so ist es
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ausreichend, fiir die weiteren Berechnungen nur die Standardkurve des Housekeeping Gens
heranzuziehen. Danach werden die CT-Werte fiir die zu untersuchenden Proben 1 und 2
gegen die ermittelten Housekeeping Gen-CT-Werte ,,normalisiert. Im dritten und letzten
Schritt wird der resultierende niedrigere Wert als Kalibrator festgesetzt und gleich 1 gesetzt.
So ergibt sich eine Relation beider Proben zu einander.

2. Bei der zweiten Methode konnen die CT-Werte direkt miteinander verglichen werden; dazu
benotigt man keine Standardkurve. Diese Berechnungsform wird als AACT-Methode
bezeichnet (Livak K.J., Schmittgen T.D. 2001). Grundlage hierfiir ist eine gleiche Effizienz
der Housekeeping Gen-PCR und der Zielsequenz-PCR.

2.2.5.2. Arbeitsschritte

Die nach der Reversen Transkription erhaltene und danach verdiinnte cDNA wird in die
Vertiefung einer 96-well PCR-Platte pipetiert, dabei werden in jedes Well 4 ul reinpipetiert.
Danach werden noch 21 ul/Well des Master-Mixes hinzupipetiert, so dass 25 ul pro Well
Gesamtvolumen enthalten sind. In dem Master Mix sind enthalten 12,5u1 SYBR®-Green, ein
Vorwiérts-Primer (1,5 pl), ein Riickwirts-Primer (1,5ul) sowie 5,5 ul DEPC-H20. Die Platte
wurde anschlieBend abzentrifugiert und zur Messung im ABI Prism® 7000 Sequence
Detection System gelegt .Nach dem 10-miniitigem Denaturierungsschritt bei 95°C folgten 40
Zyklen von jeweils einminiitiger Denaturierung bei 95°C und Extension bei 60°C. Jede Probe
wurde aus technischen Griinden als Triplikat aufgetragen und analysiert. B-Actin (actb3)
diente als Housekeeping Gen. Mit Hilfe des Programms ABI Prism® 7000 SDS Software
wurden die so erhaltenen Daten ausgewertet. Hierbei wurden alle Parameter gemdll der
Voreinstellung iibernommen und der CT-Wert wurde iiber die Funktion auto-CT ermittelt.
Die Berechnung erfolgte mit Hilfe der AACT-Methode.
1. Schritt: fiir jede Probe wurde der ACT-Wert berechnet:

ACT = CTxkandidatengen — CT p-Actin-
2. Schritt: basierend auf Schritt 1 wurde der AACT bestimmt:

AACT = ACTgchandiung-AC Tk ontrolle-
3. Schritt: die relative Transkriptionshiufigkeit wurde wie folgt berechnet:

Relative Transkriptionshaufigkeit = 24T
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Abbildung 3: Genexpressionskurve eines rt-PCR-Laufes als Beispiel
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Proteinisolation

2.2.6.1.1.

Die entnommenen Organe (thorakale Aorta und Niere) werden aus dem -80°C Kiihlschrank

auf fliissigen Stickstoff gelegt und wihrend der ganzen Proteinisolation auf Eis gehalten bei

4°C. Danach wird die aortale Gewebeprobe génzlich mit 0,5 ml Lysepuffer versetzt. Von der
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Nierenprobe wurden 70-75 mg entnommen und ebenfalls mit 0,5 ml Triton Lysepuffer
versetzt. Jede Probe wird mit dem Homogenisator zerkleinert und danach zuriick erneut in
den Stickstoff gelegt. Die nun wieder gefrorenen Proben werden aus dem Stickstoff auf das
Eis gelegt und aufgetaut. Nach erfolgter Auftauung der Proben auf Eis werden die Proben 3x
fiir 2 min ins Ultraschallbad gelegt. Zwischen den Schritten werden die Proben jeweils 2 min
auf Eis abgekiihlt. Durch die Ultraschallwellen mochte man einen Aufschluss der Zellen
bewirken. AnschlieBend werden die Proben bei 4°C und 2800 Upm fiir 15-20 min
zentrifugiert. Nach der Zentrifugation sind zwei Phasen sichtbar geworden. Die obere helle
Phase wird in ein neues 2 ml Tube umpipetiert. Das {ibrig gebliebene trilbbe Sediment wird
verworfen. Die Zentrifugation wird bei gleichen Bedingungen wiederholt und die helle obere
Phase wird anschlieBend wieder umpipetiert und bis zur anschlieBenden BCA

Proteinbestimmung auf Eis (4°C) gelegt.

2.2.6.1.2. BCA-Proteinbestimmung

BCA-Methode (Smith et al., 1985)

Die Proteinbestimmung wurde mit dem BCA-Protein Assay-Kit durchgefiihrt. Das Kit enthélt
neben den Losungen A (BCA) und B (4% CuSO4x5H20) das Rinder-Serum-Albumin (BSA).
Durch die Proteine wird im alkalischen Milieu Cu2+ zu Cu+t reduziert, woraufhin die
Bichinolin-4-carbonsdure mit Cu+ reagiert und zwei Bichinolinsdure-Molekiile einen
Chelatkomplex mit dem Cu+-lon eingehen, der dadurch intensiv purpurgefiarbt wird. Die zu
untersuchenden Proben wurden in 96-Well-Mikrotiterplatten mit je 200 pl der
Reaktionslésung, die aus 50 Teilen Losung A und einem Teil der Losung B zusammengesetzt
wurde, versetzt. Dabei wurden pro Probe drei Verdiinnungsreihen hergestellt (1:5, 1:10 und
1:20) um so eine hohere Wahrscheinlichkeit zu erreichen, dass die Werte im Absorbtions-
messbereich der Eichreihe liegen. Nach 30 min Inkubation bei 37°Cwurde die Extinktion bei
562 nm im Spectrophotometer gemessen. Anhand einer Eichreihe aus Rinder-Serum-Albumin
(BSA) bekannter Konzentrationen konnte die unbekannte Proteinkonzentration der zu

testenden Probe bestimmt werden.

2.2.6.1.3. Polyacrylamid-Gelelektrophorese

In 10 %igen diskontinuirlichen SDS Polyacrylamidgelen konnen Proteine nach der Methode
von Laemmli durch vertikale Plattenelektrophorese analysiert werden. Dabei wird ein

kleinporiges Trenngel von einem groBporigen Sammelgel iiberschichtet. Als
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Elektrophoresepuffer dient ein Tris-Glycin Puffer. Neben den Proteinen wandern auch
Chloridione des Sammelgels, jedoch mit einer héheren Geschwindigkeit, desweitern wandern
auch Glycin- Ionen des Elektrophoresepuffers durch das Sammelgel, die sind jedoch
langsamer in ihrer Wanderung als die Proteine. Durch die unterschiedlich schnelle
Wanderung im Sammelgel werden die Proteine in enge Banden fokussiert. Erreichen die
Proteine nun das Trenngel, das nicht nur kleinporiger ist sondern auch eine hdhere
Salzkonzentration aufweist sowie einen héheren pH-Wert als das Sammelgel, so befinden
sich nun die Glycin- Ionen an vorderster Wanderungsfront und die Proteine werden nun nach
ihrer molekularen Grofe aufgetrennt. Mittels einer mitlaufenden, biotyniliert Proteinleiter,
werden 10 Banden bzw. Markerproteine in einem definiertem GréBenbereich zwischen 10 —
200 kD angezeigt, so dass das Molekulargewicht der zu analysierenden Proteine an den
einzelnen Banden ermittelt werden konnte. Nach abgeschlossener Proteinauftrennung wurde
das Gel ggf. mit Coomassie —blau gefarbt oder direkt durch den Elektrotransfer auf eine

Polyvinylidenfluorid- (PVDF) Membran iibertragen.

2.2.6.1.4. Probenvorbereitung

Um die bestmodglichen Ergebnisse im Western Blot zu erzielen wurden die einzelnen Schritte
mehrmals optimiert und etabliert in der Arbeitsgruppe. Bei einem zehn-well Gel war eine
Proteinkonzentration der Probe (Niere und thorakale Aorta) von 30ug/ul pro Well nétig, so
dass die Proben so verdiinnt worden, dass die Gesamtfiillmenge eines Wells von 10 pl nicht
iberschritten wurde. Die Proteine wurden bevor sie in das Gel aufgetragen wurden mit 2x
SDS-Probenpuffer 1:1 verdiinnt und fiir 5 min bei 100°C im Wasserbad inkubiert und
dadurch hitzedenaturiert. Zusitzlich wurde die biotyniliert Proteinleiter in einem Verhéltnis
von 1:19 mit 2x SDS Probenpuffer verdiinnt und in den weiteren Schritten wie die Proben
behandelt. Nach Erhitzung erfolgte noch eine 5 miniitige Zentrifugation der Proben und der
Proteinleiter bei 13000 rpm und 4°C. Da der SDS Probenpuffer eine anionische Eigenschaft
besitzt, wurde die Eigenladung der Proteine so effektiv bedeckt, dass anionische Mizellen mit
konstanter Nettoladung pro Masseneinheit entstanden sind (ca.1,4 g SDS pro g Protein),
wodurch die Proteine in Richtung Anode wandern. Das auch im Puffer enthaltene B-
Mercaptophenol, ein niedermolekulares Thiol, verursacht eine Reduzierung von

Disulfidbriicken in den Proteinen.
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2.2.6.1.5. Herstellung von Polyacrylamidgelen

Zwischen zwei Glasplatten, die vorher mit Alkohol gesdubert wurden und dann in die
GelgieBapparatur eingespannt wurden, wird zunichst das Trenngel, eingegossen, welches zur
luftangrenzenden Seite mit H20 geséttigtem n- Butanol iiberschichtet wurde um eine glatte
Oberflache des Trenngels zu erhalten. Das n-Butanol wurde dann, nach vollstédndiger
Polymerisation des Trenngels mit ddH2O entfernt und mit der Sammelgellosung ersetzt. Um
nun die Geltasche in das Sammelgel zu kriegen, verwendet man einen mehrzinkigen, 0,75
mm dicken Elektrophoresekamm, den man in das noch fliissige Sammelgel eintaucht und dort
bis zur vollstdndigen Polymerisation des Sammelgels beldsst und erst danach entfernt und die
Taschen mit ddH20 ausspiilt. AnschlieBend wird das fertige Gel in eine Elektrophorese-
kammer eingespannt, die danach mit Elektrophoreselaufpuffer bis zur Markierung befiillt
wird. Die Auftrennung der Proteine erfolgt in den ersten zehn Minuten bei 150 V und dann
bei weiteren 90-100 min. bei 100 V. Die genauen Zeiten des zweiten Zyklus richten sich aber
auch nach der Durchwanderung des SDS Puffer und des Bromphenolblaus, die durch ihre
farbliche Eigenschaft die Durchwanderungsstrecke im Gel optisch sichtbar machen kénnen.
Nach der Elektrophorese wird das Gel aus der Elektrophoresekammer genommen und
zwischen den Platten entfernt und wird entweder mit Coomassie Blau angefdrbt, in
Transferpuffer dquilibriert oder gleich im Anschluss geblottet.Die nachfolgende Tabelle zeigt

die Zusammensetzung der Polyacrylamidgele.

Tabelle 3: Zusammensetzung der Polyacrylamidgele

Substanzen Trenngel 10%ig | Sammelgel 5%ig
Acrylamid/Bis (37,5% w/v) 10 ml 3,3 ml
Trenngelpufter 7,5 ml -
Sammelgelpuffer - 2,5 ml

dH20 11,9 ml 13,7 ml

SDS (10%w/v) 0,3 ml 0,2 ml
Ammoniumpersulfat (10%w/v) 0,12 ml 0,12 ml

TEMED 0,04 ml 0,04 ml

2.2.6.1.6. Coomassie Blau Farbung

Die in dem Gel enthaltenen aufgetrennten Proteine konnen mit dem Farbstoff Roti®-Blue,

eine 5 fach konzentrierte kolloidale Coomassie Brilliant Blau G- 250 Losung, irreversibel
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fixiert und gefarbt werden. Die 1x Losung wird durch 60 ml H20, 20 ml Methanol und 20 ml
5-fach Farbelosung gebrauchsfertig angeriihrt. Die Gele werden fiir 8-12 Stunden in der
Férbung belassen und anschlieBend fiir einige Stunden in der Coomassie Blau
Entfarberlosung inkubiert. Ein Nachweis mit Coomassie Blau Farbung wird erst ab einer
Proteinkonzentration von 0,1 -2 pg pro Bande méglich.

2.2.6.1.7. Western Blot

Beim Western-Blotting werden die durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine aus dem Gel auf
eine Nitrocellulosemembran (0,45 pum; Schleicher& Schuell, Einbeck/D) per Elektrotransfer
iberfiihrt und fiir die nachfolgende Immundetektion immobilisiert. Eine Halbtrockenzelle von
Bio Rad mit Platinedelstahl- Elektrode (Trans- Blot SD Semi Dry Transfer cell) wird als
Blotkammer verwendet. Vor Beginn des Transfers wird das Gel, die Filterpapiere 4 x 3MM
Whatman- Papier (Whatman International Ltd., Maidstone, England) und die PVDF Mem-
bran fiir 15 min in den Transferpuffer gelegt. Zuvor werden Filterpapier und Nitrozellulose-
membran auf die GelgroBe zugeschnitten. Die Membran wird aulerdem vorher noch mit
Methanol p.A. befeuchtet und mit ddH20 gewaschen. Der Transfer findet bei 4°C statt, je
ccm Gelfldche wurden 3 mA Strom angelegt und es wurde fiir 50 min geblottet. Das Blot-
Sandwich ist von oben nach unten in folgender Reihenfolge aufgebaut:

Anodengitter —Gitterschwamm-Whatman Filterpapier- Nitrozellulosemembran-SDS-Gel-

Whatman-Filterpapier-Gitterschwamm-Kathodengitter

2.2.6.1.8. Ponceaurot Fiarbung

Nach dem Transfer der Proteine auf die PVDF Membran kann zur Kontrolle eines
erfolgreichen Proteintransfers die Membran mittels reversibler Farbung mit Ponceaurot
angefarbt werden. War das Blotten erfolgreich, so sind die Proteinbanden sichtbar. Detektiert
werden Proteine ab einer Groe von 50 ng. Der {iiberfliissige Farbstoff wird mit Wasser

entfernt.

2.2.6.1.9. Immundetektion membrangebundener Proteine

Nach Immobilisierung der Proteine an der Membran koénnen sie durch eine
antikorpervermittelte Enzymreaktion nachgewiesen werden. Zuerst erfolgt die Bindung
eines spezifischen Antikorpers an das immobilisierte Zielprotein (Antigen). Durch ein

Enzymgekoppelten anti- Spezies- IgG Antikorper und Zugabe eines Substrat-Chromogen
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Gemisches kann der Antigen- Antikorper Komplex optisch sichtbar gemacht werden. Nach
Bedarf kann die Membran in unterschiedlich breite Streifen geschnitten werden um so
unterschiedliche Proteine per Immundetektion parallel untersuchen zu konnen. Bevor die
Membran mit den primiren AntikOrpern benetzt werden kann muss sie fiir eine Stunde bei RT
oder iiber Nacht, unter schwenkenden Bewegungen in der 1x Detector Block Losung aus dem
KPL LumiGLO® Western Blot Kit (KPL Maryland/USA ) inkubiert werden, dadurch wird
ein abséttigen unspezifischer Proteinbindungsstellen erreicht. Danach werden die Membran,
bzw. die einzelnen Membranschnitte bei Raumtemperatur mit den primiren Antikorpern
benetzt. Zuvor wurden die Antikdrper fiir monoklonal Maus anti XO im Verhéltnis 1:500 und
der polyklonale Kaninchen anti Cytochrom P450 im Verhéltnis 1:1000 mit der 1x Detector
Block Losung vermischt. Auch der Maus anti B-Actin wurde vorher im Verhiltnis 1:1000 mit
der 1x Detector Block Losung vermischt. Im Anschluss an die erste Antikorperbenetzung
wird die Membran 3 x 5 min. und 1 x 10 min. mit der 1x Waschlosung aus dem KPL
LumiGLO® Western Blot Kit (KPL Maryland/USA) gewaschen. Der zweite Antikorper, der
zuvor in einem Verhdltnis flir anti- Mause- IgG 1:1000 und anti-Kaninchen- IgG 1:5000 mit
der 1x Conjugate Losung aus dem KPL LumiGLO® Western Blot Kit vermischt wurde, wird
bei RT fiir | Stunde inkubiert. Neben der Zugabe der Zweitantikorper wird hier auch der Anti
biotin Ziegen IgG hinzugegeben, der mit den Proteinen der Proteinleiter binden soll und
diese damit spéter sichtbar erscheinen ldsst. Der bereits beschriebene Waschvorgang wird
wiederholt. Die Membran wurde nun 1 min an der Luft getrocknet. In der nachstehenden
Tabelle sind die primdren und sekundéren Antikorper mit ihrer spezifischen Verdiinnung

genauer beschrieben.

Tabelle 4: Verwendete primdre und sekunddre Antikorper

Primére Antikorper Herkunft Verdiinnung
anti Cytochrom P450 ((EC 1.6.2.4, | Kaninchen 1:1000
Por))
anti Xanthin Oxidase Maus 1:500
Anti B-ctin Maus 1:1000
Sekundiire Antikorper Meerrettichperoxidase-

konjugiert
anti-Rabbit IgG (H+L) Kaninchen 1:5000
anti-Mouse IgG (H+L) Maus 1:1000
anti-biotin IgG Ziege 1:1000
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2.2.6.1.10. Chemilumineszenz- Reaktion mit dem KPL LumiGLO® Western Blot Kit

Die hier verwendeten sekundédren Antikorper sind Meerrettichperoxidase markiert, dass hat
zur Folge, dass nach Zugabe der LumiGlo® Losung aus dem LumiGlo® Western Blot Kit
(KPL Maryland/USA), die vorher durch Mischung der LumiGlo® -Substanz A und B im
Verhiltnis 1:1 entstanden ist, diese durch die Peroxidase oxidiert wird und damit
chemiluminimetrisch gemessen werden kann. Die Membran wird zwei Minuten mit der
LumiGlo® Losung benetzt (2ml/pro Proteingel) und anschlieBend in eine Frischhaltefolie
verpackt. Die Membran wurde dann in die Rontgen Film Kassette mit einem Hyperfilm ECL
(Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg/D) gelegt. Der Film wurde zwischen 5 min und 16

Stunden belichtet und danach in einer Curix 160- Apparatur (AGFA, Kdln/D) entwickelt.
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3. Ergebnisse

3.1.Verinderungen des systolischen Blutdrucks

Der systolische Blutdruck wurde durch die Blutentnahme um circa 30% gesenkt. Das
erforderliche Blutvolumen lag bei 3 ml und wurde in vorangegangenen Experimenten fiir die
vorliegenden 240 bis 250 g schweren Versuchstieren ermittelt. Die Senkung des systolischen
Blutdrucks, ausgelost durch die Blutentnahme, war signifikant (p < 0,05) und betrug 31 £+ 5%
des maximalen systolischen Blutdrucks (n = 5).

Bei den nach sechs Stunden entnommenen Organe (Niere, thorakale Aorta), hatte sich der
systolische Blutdruck bei den Tieren mit Blutentnahme zwar wieder auf 87 + 2% des
Ausgangswertes stabilisiert, lag jedoch immer noch signifikant (p < 0,05) unter dem der
normovoldmischen Kontrollgruppe. Bei den nach zwolf Stunden entnommenen Organen lag
der Blutdruck im Verhéltnis zu der normovoldmischen Kontrollgruppe zwar noch darunter
aber zeigte keine Signifikanz mehr. Die Herzfrequenz verhielt sich dquivalent dazu, d.h. dass
die Frequenz durch nach induzierter Hypotonie nach drei und sechs Stunden signifikant
erhoht war im Vergleich zum Ausgangswert. Die Frequenz war nach zwolf Stunden

anndhernd wieder bei dem Ausgangswert und nicht mehr signifikant erhoht.
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Abbildung 4: Hypotensive Tiere und normotensive Kontrolltiere werden anhand ihres
systolischen Blutdruckes und ihrer Herzfrequenz verglichen. Die Blutdruckmessungen wurde
1 Stunde vor sowie zum Zeitpunkt der Blutentnahme 0 h und nochmals nach weiteren 3h, 6 h.
und 12 h durchgefiihrt.

*n < 0,05, signifikante Blutdruckdifferenz von den hypotensiven Tieren gegentiber den
Kontrolltieren (n = 5).
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3.2.Ergebnisse der Western Blot und realtime-PCR
3.2.1. Real- Time PCR

Fiir die PCR wurde die bei der Reversen Transkription erzeugte cDNA verwendet. Es wurde
die Menge an cDNA der Gene fiir XDH, Cytochrom P450 (EC 1.6.2.4, Por) , NOX 1, NOX
4, iINOS, eNOS und HO- 1 in dem entnommenen Gewebe Niere und thorakale Aorta
bestimmt, die eine Aussage dariiber erlauben, wie viel mRNA fiir das jeweilige Gen in der
Probe enthalten war. Das Gen, welches fiir B-Actin kodiert, dient in diesem Zusammenhang
als so genanntes ,,housekeeping Enzym* und wird definitionsgemil in der immer gleichen
Menge exprimiert. Als endogene Kontrolle liefert es eine Aussage dariiber, wie erfolgreich
die RT verlaufen ist und wie viel cDNA in den einzelnen Proben jeweils vorhanden war, bzw.
wie das Verhiltnis von Ziel RNA zu der insgesamt in der Probe vorhandenen RNA Menge
war.

Zur Berechnung der relativen Transkriptionshdufigkeit wurde die = AACT -Methode
angewandt (Livak K.J., Schmittgen T.D., 2001). Als Grundlage dient die gleiche Effizienz der
Real- Time PCR von houskeeping Gen und von der Zielsequenz.

angewandte Formel: Relative Transkriptionshiufigkeit = AacT
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3.2.1.1.  Real- Time PCR Ergebnisse XDH Niere und Aorta

Nachfolgend sind die Real- Time PCR Ergebnisse der Xanthindehydrogenase dargestellt flir

die Gewebeproben Aorta und Niere. Auch hier kann eine immer grof8er werdende Menge an

Xdh in beiden Gewebeproben verzeichnet werden.

Bei dem Vergleich der beiden Gewebeproben untereinander wird eine stirkere Aufregulation

der XdH in der Niere im Verhiltnis zur Aorta verzeichnet.

relative Expression
(gegen Ausgangswert)

S & PP
KA N A

Abbildung 5: Auswertung der Real- Time PCR von XDH in der Aorta.

relative Expression
(gegen Ausgangswert)
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Abbildung 6: Auswertung der Real- Time PCR von XDH in der Niere.
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3.2.1.2.  Real- Time PCR Ergebnisse Cytochrom P450 (EC1.6.2.4, Por) Niere und
Aorta

Nachfolgend sind die Real- Time PCR Ergebnisse des Cytochrom P 450 (EC 1.6.2.4, Por)
dargestellt fiir die Gewebeproben Aorta und Niere. Auch hier kann eine immer groBer
werdende Menge an Por in der Nierengewebeprobe verzeichnet werden.

Bei dem Vergleich der beiden Gewebeproben untereinander wird eine stirkere Aufregulation

des Por in der Niere im Verhiltnis zur Aorta detektiert.
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Abbildung 7: Auswertung der Real- Time PCR von Por in der Aorta

relative Expression
(gegen Ausgangswert)
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Abbildung 8: Auswertung der Real- Time PCR von Por in der Niere
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3.2.1.3.  Real- Time PCR Ergebnisse NOX 1 Niere und Aorta

Die realtime- PCR Ergebnisse der Aorta und Niere fiir NOX1 sind nachfolgend dargestellt.
Auch hier kann eine immer groBer werdende Menge an NOX 1 in der Nierengewebeprobe
verzeichnet werden. Bei dem Vergleich der beiden Gewebeproben untereinander ist eine
Abregulation der NOX 1 im Aortengewebe zu erkennen. Anders verhilt es sich in der Niere,
wo insgesamt eine Aufregulation der NOX 1 zu erkennen ist, die allerdings im Vergleich zur

XDH und Cytochrom P450 schwicher ausgebildet ist.

relative Bxpression
(gegen Ausgangswert)
o = = N
*
%

fﬁfﬁ

Abbildung 9: Auswertung der Real- Time PCR NOX 1 in der Aorta
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Abbildung 10: Auswertung der Real- Time PCR NOX I in der Niere
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3.2.14. Real- Time PCR Ergebnisse NOX 4 Niere und Aorta

Die realtime- PCR Ergebnisse der Aorta und Niere fiir NOX4 sind nachfolgend dargestellt.
Im aortalen Gewebe wird die NOX 4 insgesamt betrachtet abreguliert, scheint aber 12
Stunden nach der Hypotonieinduktion wieder eine Aufregulation in Richtung Ausgangswert
(Oh) zu erfahren. Im renalen Gewebe nimmt die Konzentration der NOX 4, gemessen zum

Zeitpunkt 3h und 6 h, im Verhéltnis zum Ausgangswert Wert leicht ab. Die Messung nach

zwolf Stunden zeigt eine Aufregulation.
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relative Expression
(gegen Ausgangswert)

*

0.
SIS

Abbildung 11: Auswertung der Real- Time PCR NOX 4 in der Aorta

relative Expression
(gegen Ausgangswert)

Abbildung 12: Auswertung der Real- Time PCR NOX 4 in der Niere
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3.2.1.5. Real- Time PCR Ergebnisse iNOS Niere und Aorta

Die realtime- PCR Ergebnisse der Aorta und Niere fiir iNOS sind nachfolgend dargestellt. Im
aortalen Gewebe wird die iNOS insgesamt betrachtet abreguliert, scheint aber in der 12
Stunden Messung wieder eine Aufregulation in Richtung Ausgangswert zu erfahren

Im renalen Gewebe nimmt die Konzentration der iNOS zu allen Messzeiten zu.
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Abbildung 13: Auswertung der Real- Time PCR iNOS in der Aorta

relative Expression
(gegen Ausgangswert)
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Abbildung 14: Auswertung der Real- Time PCR iNOS in der Niere
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3.2.1.6.  Real- Time PCR Ergebnisse eNOS Niere und Aorta

Die Real- Time PCR Ergebnisse der Aorta und Niere fiir eNOS sind nachfolgend dargestellt.
In beiden Gewebeproben wird die eNOS abreguliert. Im renalen Gewebe nimmt die
Konzentration der eNOS vor allem nach drei Stunden stark ab und steigt bis zur zwoélften

Stunde fast wieder zu ihrer Ausgangskonzentration Oh an.

1.5,

Relative Expression
(gegen Ausgangswert)

Abbildung 15: Auswertung der Real- Time PCR eNOS in der Aorta
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Abbildung 16: Auswertung der Real- Time PCR eNOS in der Niere
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3.2.1.7.  Real- Time PCR Ergebnisse HO- 1 Niere und Aorta

Die Real- Time PCR Ergebnisse fiir Aorta und Niere der HO- 1 sind nachfolgend dargestellt.
In beiden Gewebeproben ist ein Anstieg der relativen Transkriptionshiufigkeit zu

erkennen.Im renalen Gewebe nimmt die Konzentration des HO-1 Transkriptionsproduktes

starker zu als im Verhéltnis zu den aortalen Gewebeproben.

relative Expression
(gegen Ausgangswert)
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Abbildung 17: Auswertung der Real- Time PCR HO-1 in der Aorta
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Abbildung 18: Auswertung der Real- Time PCR HO-1 in der Niere
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3.2.1.8. Real- Time PCR Ergebnisse im Vergleich

Um eine Vergleichbarkeit der relativen Transkriptionshédufigkeit der einzelnen Gene, bezogen
auf die unterschiedlichen Messzeitpunkte, zu erzielen, wurden aus den jeweiligen
Tiergruppen, ein Durchschnittswert der relativen Transkriptionshdufigkeit berechnet , der in

der nachfolgenden Tabelle fiir jedes einzelne Gen dargestellt ist.

Tabelle 5: Durchschnittswerte der relativen Transkriptionshdufigkeit einzelner Gene

Aorta
relative XDH | Por NOX'1 | NOX4 | iNOS eNOS | HOl1
Transkriptionshiufigkeiten
Tiere
Oh 1 1 1 1 1 1 1
3h 5,01 0,91 0,15 0,4 0,15 0.56 5,4
6h 8,09 4,15 0,04 0,05 1 0,61 6,11
12h 9,63 4,15 0,02 0,6 1,05 0,5 234

Tabelle 6: Durchschnittswerte der relativen Transkriptionshdufigkeit einzelner Gene

Niere
relative XDH Por NOX 1 | NOX4 | iNOS eNOS | HO1
Transkriptionshiufigkeiten
Tiere
Oh 1 1 1 1 1 1 1
3h 3,02 0,4 0,15 0,55 1,93 0,28 1,04
6h 7,14 4,21 0,8 0,65 3,46 0,67 2,33
12h 23,17 16,44 1,95 3,1 4,97 0,81 5,44
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3.2.2. Western Blot

Zur Bestdtigung der Ergebnisse aus der Real Time PCR wurde als semiquantitatives
Nachweisverfahren der Western Blot eingesetzt fiir die XDH und Cytochrom P450. Mit
dieser Methode kann die Aktivitit der XDH und des Cytochroms P450 (EC 1.6.2.4, Por) auf
Proteinebene in den Proben (Aorta und Niere) nachgewiesen werden, indem die
nachzuweisenden Proteine nach der Sandwichmethode mit spezifischen Antikorpern markiert
und letztlich mittels einer Chemilumineszenzreaktion auf einem Film abgebildet werden
konnen. Als Positivkontrolle diente das jeweilige B-Actin Protein. Die Intensitdt der einzelnen
Banden lasst im Vergleich Riickschliisse auf die Konzentration der dargestellten Proteine zu.

Die Banden fiir XDH befinden sich bei 142 kD, fiir Por bei 72 kD.

3.2.2.1.  Western Blot Cytochrom P450 (EC 1.6.2.4, Por ) der Aorta und Niere

Fiir beide Gewebeproben sind die Banden fiir Por in den aufsteigenden Zeitreihen (Oh, 3h, 6h
und 12 h) in ihrer Intensitdt immer stirker ausgepréigt. Die Ergebnisse aus der realtime- PCR

konnen hier auch bestétigt werden.

Aorta
100 kD
i "— o -.--..-- 80kD
Oh 3h 6h 12h

Abbildung 19: Western- Blot Por Aorta, die Banden, die sich bei 72 kD befinden nehmen mit
immer ldnger werdendem Abstand zur induzierten Hypotonie an Intensitdt zu. Damit kann die

in der realtime-PCR gefundene Aufregulation bestdtigt wird.

Niere

80 kD

— — R SRR

70kD

Oh 3h 6h 12h
Abbildung 20: Western- Blot Por Niere,; die Banden, die sich bei 72 kD befinden nehmen mit
immer ldnger werdendem Abstand zur induzierten Hypotonie an Intensitdt zu. Damit kann die

in der realtime-PCR gefundene Aufregulation bestdtigt werden.



3. Ergebnisse Seite 59

3.2.2.2. Western Blot XDH der Aorta und Niere

Fiir beide Gewebeproben sind die Banden fiir XDH in den aufsteigenden Zeitreihen (Oh, 3h,
6h und 12 h) in ihrer Intensitdt immer stirker ausgeprégt. Die Ergebnisse der realtime- PCR

konnen also auch hier bestdtigt werden.

Aorta

140 kD

Oh 3h 6h 12h

Abbildung 21: Western- Blot XDH Aorta, die Banden, die sich bei 142 kD befinden nehmen
mit immer ldnger werdendem Abstand zur induzierten Hypotonie an Intensitdt zu. Damit kann

die bereits in der realtime-PCR gefundene Aufregulation bestdtigt werden

Niere

140 kD

Oh 3h 6h 12h

Abbildung 22: Western- Blot XDH Niere; die Banden, die sich bei 142 kD befinden nehmen
mit immer ldnger werdendem Abstand zur Hypotonieinduktion an Intensitdt zu. Damit kann

die bereits in der realtime-PCR bestdtigte Aufregulation im Nierengewebe bestiitigt werden.
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4. Diskussion

Tierversuche

Wie in allen Modellen stellt sich immer die Frage auf die Reprojizierbarkeit des erstellten
Modells auf andere Modelle, vor allem die Alternative der Versuchsmoglichkeiten am
lebenden Organismus. Die Blutdruckregulation muss immer als systemisches Geschehen im
Kreislauf betrachtet werden, so dass die hier vorgenommene fokussierte Organuntersuchung
die Beurteilung der Gesamtregulation des Blutdruckes einschrinkt.

Des Weiteren sollte die fiir dieses Modell gewdhlte Methode der Hypotonieinduktion mittels
Blutentnahme diskutiert werden, da sie nicht das einzige Stellglied der Blutdruckregulation
darstellt. Wiirde man ein Modell konstruieren, indem das Stellglied der Hypotonieinduktion
nicht die Blutentnahme ist, sondern z.B. bereits genetisch vorgeziichtete, hypotone Tiere, so
stellt sich die Frage, ob die hier herausgefundenen Ergebnisse eine Aquivalenz aufweisen
wiirden.

Vergleichende Expressionsstudien, die von vornherein die Untersuchung an einem
hypertonem Tiermodell, den WKY mit SHR durchfiihrten, zeigten in der Microarrayanalyse
keine Identifizierung von Kandidatengenen fiir die Blutdruckkontrolle (Okuda T., Sumiya T.
et al.,, 2002). Die SHRs stammen zwar von hypertensiven WKY-Ratten ab, trotzdem sind
beide Stamme genetisch heterogen. Sicherlich konnte man spekulieren, dass die genetische
Identitdt von hypotensiven Versuchstieren und Kontrolltieren einen entscheidenden Vorteil

bringt fiir das hier gewéhlte Tiermodell.

Ergebnisse

Als einer der kritischen Faktoren fiir die chronische Schidigung am Endothel und der
Entstehung von atherosklerotischen Verdnderungen an der Gefd3wand wird heutzutage vor
allem der durch reaktive Sauerstoffatome (ROS) entstehende oxidative Stress genannt (Cai
und Harrison 2000; Zalba et al. 2000). Zu den ROS zihlen unter anderem das
Superoxidradikalanion, das Hydroxylradikal, Wasserstoffperoxid und Singulettsauerstoft.

Risikofaktoren wie z.B. Hypertonie oder auch Diabetes sind mit einer vermehrten Bildung
von ROS assoziiert (Vogel 1997). Diese Molekiile greifen unter anderem zelleigene Molekiile

an und konnen zu schidlichen Zellverdinderungen fiihren. Der Korper hat deswegen
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Mechanismen zur Eliminierung dieser ROS Metabolite eingerichtet wie z.B. die
Superoxiddismutase oder Radikalfdnger wie Vitamin C.

Da kardiovaskuldre Erkrankungen an erster Stelle der Todesursachenstatistik stehen, wird
klar, weshalb die Forschung auf dem Gebit der mdglichen Ausldser fiir oxidativen Stress oder
edothelialer Dysfunktion so intensiv betrieben wird.

In dieser Arbeit wurde ein Modell an Ratten etabliert, dass die Betrachtung der
Blutdruckregulation auf physiogenomischer Ebene zugénglich macht, um daraus neue
vasoregulatorische Mechanismen aufzudecken. Bei den normotensiven Ratten wurde durch
Punktion und Entnahme von 3 ml Blut eine akute Hypotension ausgeldst, und erwartet, dass
das vasoregulatorische System dieser Hypotension entgegenwirkt. Diese entgegenwirkenden
Mechanismen, gemessenen an verschiedenen aufregulierten bzw. abregulierten
Genprodukten, werden an der entnommenen Rattenniere und an der thorakalen Aorta nach 3h,

6h und zwolf Stunden untersucht.

Xdh

Die Xanthinoxidoreduktase (XOR), ein Molybdoenzym, kommt im Zytosol vor und ist ein im
Purin- und Pyrimidinstoffwechsel involviertes Enzym. Die XOR kommt in zwei moglichen
Formen vor, wie z.B. als Dehydrogenase (XDH ,80%) und der Oxidaseform (XO, 20%), die
den Abbau von Hypoxanthin (HX) iiber Xanthin (X) zu Harnsdure katalysieren. Beide
Formen der XOR konnen ineinander libergehen. Die XDH verwendet bei der o.g. Reaktion
oxidiertes Nikotinamidadenindinukleotid (NAD+) als Elektronenakzeptor. Im Rahmen der
Ischdmiephase kann durch Thiol-Oxidation oder proteolytische Abspaltung eine Umwandlung
der XDH-Form in die XO-Form erfolgen. XO hingegen verwendet anstelle von NAD+
molekularer Sauerstoff als Elektronenakzeptor, wodurch es zur Bildung von
Sauerstoffradikalen wie H202 und O2e- kommt (Laakso et al., 2004) (Harrison, 1997).

XDH und XO werden stark exprimiert auf der Lumenseite des Endothels (Cai H., Harrison
D.G., 2000).

Mit dem Western Blot Verfahren und der realtime- PCR konnten die Ergebnisse der
Microarrayanalyse aus der vorangegangenen Arbeit fiir beide Gewebeproben (Niere und
Aorta) verifiziert werden. XDH wird nicht nur sechs Stunden nach induzierter Hypotonie
aufreguliert, sondern wird auch noch zwolf Stunden spiter stark aufreguliert. Das konnte man
anhand der Bandenintensitit und der Aufregulation des relativen Transkriptionsfaktors
bestitigen. Das im ROS- Metabolismus mitwirkende Gen XDH (bzw. XO und das von ihm
abstammende 0O2-) wirkt storend auf die endothelabhidngige Vasodilatation und fiihrt
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vielleicht durch eine ungeregelte Uberfunktion sogar zur Hypertonie. (Suzuki H., DeLano
F.A. et al, 1998). So wurde das von XO abstammende O2- schon mehrfach mit
kardiovaskuldren Erkrankungen inklusive der endothelialen Dysfunktion, starken Rauchern
(Guthikonda S. et al., 2003) sowie Hypercholesterindmie (Cai H., Harrison D.G., 2000) in

Zusammenhang gebracht.

Cytochrom P450 Oxidoreduktase (EC 1.6.2.4, Por)

Cytochrom P450 verschliisselt fiir die NADPH-Cytochrom-P-450-Oxidoreduktase (Por,
Acession number NM 031576), einem Teil des membranstindigen Cytochrom-P-450-
Multienzymkomplexes. Zurzeit wird immer mehr ersichtlich, dass die Cytochrom-P-450-
Metabolite der Arachidonsdure eine wichtige Rolle sowohl in der Vasoregulation
(Depolarisation der glatten GefaBmuskelzellen) als auch in der Nierenfunktion (Modulation
der renalen Natriumreabsorption) (Roman R.J., 2002) spielen. Sobald im Cytochrom-P-450-
Reaktioszyklus die Elektronen fiir die Reduktion des zentralen Hadmeisens bendtigt werden
und auf das aktivierte gebundene Sauerstoffmolekiil iibertragen worden sind entstehen ROS
Metabolite wie O2—, H202 und Hydroxylradikale (Fleming 1., 2001).

Die realtimer- PCR Ergebnisse zeigen auch hier eine Aufregulation fiir Niere und Aorta bis
einschlieBlich der in der 12. h gemessenen Werte. Mit der Aufregulation des Gens kann die
Vorstellung, dass iiber eine erhoht einhergehende O2- Produktion auch eine arterielle
Hypertonie ausgeldst werden kann durch z.B. endothelialer Dysfunktion bestérkt werden.
(Sarkis A. et al., 2004). Die ermittelten Daten suggerieren, dass die NADPH-Cytochrom-P-
450-Oxidoreduktase (Por) bei der Regulation des vaskuldren Cytochrom-P-450 eine kritische

Rolle spielen konnte.

NOX 1 und NOX 4

Die NADPH-Oxidasen sind eine Gruppe von Enzymen, die in vielen Zellen vorkommen. In
den neutrophilen, eosinophilen und mononukledren Leukozyten ist die die NADPH-Oxidase
am besten untersucht, wo sie die Bildung von O2e- aus molekularem Sauerstoff und NADPH
katalysiert (Babior, 1999). Die NAD(P)H-Oxidasen der neutrophilen Granulozyten setzt sich
aus vier Untereinheiten zusammen, zum einen aus dem Flavocytochrom b558, das die
Zellplasmamembran durchspannt und selbst aus zwei Untereinheiten zusammengesetzt ist,
der groBeren gp9lphox und der kleinen p22phox, zum anderem aus dem im Zytoplasma
vorkommenden Komponenten p47phox, p67phox und den GTPasen Racl oder Rac2 (Babior
et al., 2002). Fiir die gp91 phox wurde in menschlichen Koérperzellen Homologa gefunden,
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die bezeichnet werden als NOX 1 (Suh et al., 1999), NOX 3 (Kikuchi et al., 2000), NOX 4
(Geiszt et al., 2000) und NOX 5 (Banfi et al., 2001).

Vor allem in vaskuldren Zellen und in glatten GefaBmuskelzellen konnte neben gp91 phox,
Nox1 und Nox4 nachgewiesen werden. NADH/NAD(P)H-Oxidasen gehoren zu den fithrende
Enzymsystem fiir die ROS-Bildung in Endothelzellen, glatten GefdaBmuskelzellen und
kardialem Gewebe , wobei die membranassoziierten Enzymsysteme die Reduktion eines
Sauerstoffmolekiils katalysieren, wodurch es zu einer Ubertragung eines Elektrons kommt.

NADH oder NADPH fungieren dabei als Elektronendonator.

Bei den Ergebnissen in der realtime- PCR der Aorta wird eine Abregulation beider Gene
beobachtet, wohingegen im Nierengewebe beide Genprodukte bis zur Messung in der
sechsten Stunde nach induzierter Hypotonie auch abreguliert werden , jedoch in der Messung
nach 12 h aufreguliert sind. Basierend auf der Funktion der NAD(P)H-Oxidasen im ROS
Metabolismus, wire eine Aufregulation beider Gene in den Proben zu erwarten. In der Niere
kann man erst in der Messung nach 12 h eine Aufregulation sehen, so dass das die Vermutung
offen lésst, dass in der Aorta moglicherweise bei einer weitern Messung nach 12 h oder ggf.
einer definierten Langzeitmessung eine Aufregulation detektiert werden konnte.
Moglicherweise ist auch der Expressionsort von entscheidender Bedeutung oder aber auch die
unterschiedliche Reaktionsfdhigkeit einzelner Organstrukturen auf Situationen wie z.B.
induzierter Hypotonie mit daraus folgender Gegenregulation.

Durch die Beteiligung an der ROS Entstehung, ist auch hier @hnlich wie bei XDH und
Cytochrom P450, die Beteiligung an hypertonieauslosenden Faktoren anzunehmen und zu
diskutieren welche der beiden Formen einen signifikanteren Einfluss auf den ROS
Metabolismus hat oder sie vielleicht bei dieser Betrachtung beide als gleichwertig anzusehen

sind.

eNOS und iNOS

NO wird von drei verschiedenen NO-Synthasen produziert eNOS, iNOS und nNOS
(Moncada, 1976; Nathan, 1993), die sich sowohl in der Regulation als auch Lokalisation in
den Zellen und damit in der Funktion unterscheiden. Die eNOS ist dafiir zustindig in
Endothelzellen aus L-Arginin Stickstoffmonoxid (NO) zu bilden (Bredt und Snyder, 1994),
welches als Vasodilatator fungiert und somit grofen Einfluss auf den Blutdruck hat.
AuBerdem ist es verantwortlich fiir die Inhibierung der Plittchenaggregation, die verminderte

Leukozytenanhaftung und das Wachstum der glatten GefaBmuskulatur.
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Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass unter pathophysiologischen Bedingungen,
wenn nicht geniigend Substrat fiir die enzymale Reaktion vorliegt, eNOS selbst schidliche
Radikale produzieren kann (Cosentino, F., et al.,1998; Vergnani, L., et al., 2000).

Die iNOS wird in der Endothelzellschicht exprimiert tridgt jedoch unter physiologischen
Bedingungen nicht signifikant zur endothelialen NO Bildung bei (Geiger M., Stone A. et al.,
1997). Kommt es nun im Korper, z.B. im Rahmen eines aktivierten Immunsystems zur
Freisetzung von Mediatoren wie z.B. der bakteriellen Lipopolysaccharide (LPS) oder
proinflammatorischer Zytokine wie TNF-o,IL-2 und vielen anderen, so wird iiber eine
Uberaktivitit der iNOS zu viel NO produziert, welches in diesen hohen Konzentrationen
toxisch wirkt. Durch z.B. Uber- oder Unteraktivitit der eNOS oder iNOS, wie es bei der
Endotheldysfunktion der Fall ist, entsteht nicht nur eine geminderte NO-Verfiligbarkeit und
damit eine verminderte endothelabhéngige Vasodilatation, sondern auch eine Dominanz von
oxidativem Stress (Nathan C., 1992).

Bei den realtime-PCR Ergebnissen konnte eine Aufregulation der iNOS in Niere und Aorta

und eine Abregulation der eNOS in beiden Geweben gesehen werden.

Die Abregulation der eNOS wurde bereits vor Versuchsbeginn hypothetisch postuliert, da bei
eintretender Hypotension die vasodilatierende Wirkung zu einer weiteren Verschlechterung
und nicht zur gewiinschten Gegenregulation fithren wiirde.

Nach momentanem Stand der Wissenschaft stellt die endotheliale NO-Produktion die Basis
fiir ein intaktes kardiovaskuldres System dar (Katusic, 2001). Diese These wird durch die
Erkenntnis gestiitzt, dass kardiovaskuldren Erkrankungen wie Arteriosklerose und
Bluthochdruck oftmals eine endotheliale Dysfunktion in Form einer gestdrten endothelialen
NO-Produktion oder reduzierten NO-Bioverfiigbarkeit vorangeht (Li und Foérstermann, 2000).
Die verminderte NO-Verfiigbarkeit triagt zu systemischen Bluthochdruck, Atherosklerose und
Dysfunktion in den Atemwegen bei (Shaul, 2002). Projiziert man die Annahme auf die
Situation der Hypertonie so konnte eine verminderte Bioverfiigbarkeit von NO entweder
Ausdruck einer verminderten Expression der endothelialen NO-Synthasen eNOS sein, oder
vielleicht ein Mangel an Substrat oder Kofaktoren der eNOS sein, oder vielleicht eine
Veranderungen auf zelluldrer Signalebene — zum Beispiel eine nicht ausreichende

Aktivierung der eNOS oder sogar ein beschleunigter NO-Abbau durch ROS der Grund sein.
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Die iNOS wurde in beiden Gewebeproben vermehrt exprimiert, was unter oxidativem Stress
sowie durch Endotoxine, Exotoxine und Entziindungsmediatoren induziert werden kann
(Charles I.G., Moncada, S. et al., 1993).

Die vermehrte relative Transkriptionshidufigkeit der iNOS in beiden Geweben verursacht ein
Anstieg der NO- Konzentrationen, die sich in dieser Hohe im toxischen Bereich befinden, das
fordert unter anderem die Arteriosklerosebildung und stért die endothelabhidngige
Gefallfunktion (Verbeuren et al., 1993; Kessler et al., 1997; Behr-Roussel et al., 2000;
Detmers et al.,, 2000) und konnte somit ebenfalls ein Faktor in der genetischen
Ursachenforschung der Bluthochdrucks sein. Insgesamt ist die Rolle der induzierten NO-

Synthase in der Literatur sehr widerspriichlich diskutiert.

Hamoxygenase

Bisher sind drei Isoformen der HO bekannt, die den oxidativen Abbau von toxischem Him zu
Biliverdin katalysieren. Zu den drei Formen der HO zédhlen zum einen die Himoxygenase-1,
ein Hitzeschockprotein welches ubiquitdr in allen Geweben vorkommt und induzierbar ist
zum anderem Hédmoxygenase-2, welche verstiarkt im Gehirn und Hoden exprimiert wird und
von dem angenommen wird, dass es nicht induzierbar ist. Die HO- 3 ist bisher nicht nidher
charakterisiert. Die Induktion von HO-1 vermittelt einen vom Korper eingerichteten
zelluldren Schutzmechanismus gegen oxidativen Stress, wie er nach verschiedenen Arten von
akuten Zellschdden auftreten kann (Vogt BA, Shanley TP et al., 1996). HO-1 spaltet ein
Molekiil Ham, dabei entsteht zu gleichen Teilen Biliverdin, Kohlenmonoxid und freies Eisen

(Tenhunen R, Marver HS, Schmid R).

Die HO- 1 war in beiden Gewebeproben aufreguliert. Wie in mehreren Versuchen gezeigt
werden konnte, wird HO-1 vor allem dann induziert, wenn die Korperzellen oxidativem
Stress ausgesetzt sind (Vogt BA, Shanley TP et al., 1996). Andere Studien konnten zeigen,
dass allein schon chronische Stresssituationen bei Ratten eine Induktion der HO-1 ausldsen.
(Olivenza,R., M.A.Moro et al., 2000)

In dem hier vorliegendem Modell sind bereits durch die Aufregulation der verschiedenen
Gene wie XDH, Cytochrom P450, NOX 1 und 4 geniigend ROS produzierende Metabolite
vorhanden, die die Aufregulation der HO-1 als denkbare Konsequenz zulief3en.

Auch die Blutentnahme konnte flir die Ratte {iiber einen ldnger dauernden
Kompensationsmechanismus eine Art von Stress auslosen, woraus eine Induktion der HO- 1

erklarbar wére.
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Zusammenfassend sind vier von den hier sieben untersuchten Genen sowohl in der Niere als
auch in der Aorta aufreguliert (XDH, Cytochrom P450 Oxidoreduktase, iNOS und HO-1).
NOX 1 und NOX 4 waren beide im aortalen Gewebe abreguliert und in der Niere aufreguliert.
Die eNOS war in beiden Proben abreguliert

All diese untersuchten Gene spiele eine wichtige Rolle im kardiovaskuldren System, und ihre
korrespondierenden Proteine beeinflussen den Metabolismus von ROS.

Gehéuft ergeben sich Hinweise darauf, dass oxidativer Stress viele Endothelfunktionen
beeinflusst, inklusive der Modulation des Gefdfitonus. Die Inaktivierung von NO durch
Superoxid und andere reaktive Sauerstoffverbindungen fiithren zu einer verminderten
Vasodilatatorpotenz, welche im Allgemeinen auf eine endotheliale Dysfunktion hinweist

(Matsuda S., Katsumata R. et al., 2000).

Unterschiedliche Ergebnisse, bzgl. der Auf- oder Abregulation, in den beiden Gewebeproben
konnten iiber die Annahme erklédrt werde, dass die Nierenproben im Gegensatz zur Aorta aus
einer Vielzahl verschiedener parenchymaler Strukturen, wie zum Beispiel interstitiellem

Gewebe, Glomeruli und Gefilen und tubuldren Strukturen, zusammengesetzt sind.

In der Diabetesforschung entwickelten Kim und seine Mitarbeiter (Kim K.H. et al., 2001)
einen experimentellen Ansatz, der dem in dieser Arbeit dhnelt. Sie induzierten bei Méusen
eine akute Hypoglykdmie, um die Expressionsrate gegenregulatorischer Gene, die den
Anstieg des Blutzuckers verursachen, zu erhéhen (Kim K.H. et al., 2001). Die anschlieBend
durchgefiihrten Microarrayanalysen deckte ein Gen auf, welches heute unter dem Namen

Resistin geldufig ist (Steppan C.M. et al., 2001).

Die vorliegende Arbeit verweist auf noch weitere Gruppen von Genen, die einen Teil der
genetischen Basis der Blutdruckregulation bilden konnten. Andere Untereinheiten der
NADPH-Oxidasen oder aber auch Metabolite wie die Antioxidantien Superoxiddismutase

(SOD) koénnten zum Beispiel Thema weiterer Forschungsansitze werden.

Insgesamt betrachtet ist das hier verwendete Genomscreeningmodell nur eine von vielen in
der Forschung moglichen Instrumenten vasoregulatorische Mechanismen aufzudecken.
Einschriankungen dieser Studie liegen vor allem auch in der Analyse der Messzeitpunkte vor,

die nur eine Betrachtung bis zur zwolften Stunde nach Hypotonieinduktion zulédsst. Weitere
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Transkriptomanalysen von verschiedenen Zeitpunkten werden folgen miissen, um einen
charakteristischen Unterschied zwischen akutem und Langzeitphdnomen sowie zwischen
regulatorischem und kompensatorischem Gegenmechanismus erkennen lassen zu konnen.
Des Weiteren sollte darauf verwiesen werden, dass es noch weitere Gengruppen gibt, die im
Rahmen der Hypertonieforschung eine entscheidende Stellung einnehmen konnten, Als
Beispiel konnten hier weitere Untereinheiten der NADPH-Oxidasen ( z.B. p22 phox) oder
aber auch Metabolite wie das Antioxidanz Superoxiddismutase (SOD) genannt werden.
AuBerdem sollte gezeigt werden, ob die hier untersuchten Gene auch an anderen,
vergleichbaren Modellen zu dquivalenten Ergebnissen fiihren wiirden und Schlussfolgerungen
fiir das Krankheitsbild der Hypertonie moglich sind.

Insgesamt diirfte dieser physiogenomische Ansatz einen tieferen Einblick in die Genetik und

die Physiologie der Blutdruckregulation erlauben.
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5. Zusammenfassung

Der essentielle Hypertonus ist eine multifaktoriell bedingte Storung der Blutdruckregulation.
Zuriickzufiihren ist das auf verschiedene Umweltfaktoren und eine Vielzahl von
blutdruckrelevanten Genen. Bisher konnten einige Kandidatengene identifiziert werden,

wobeil weitere wahrscheinlich sind.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist einerseits die Verifizierung aber auch die Entdeckung neuer
differentiell exprimierter blutdruckregulierender Gene. Uber die Analyse der zugehdrigen

Genprodukte sollen neue blutdruckregulierende Systeme identifiziert werden konnen.

Durch das Herbeifiihren einer akuten Hypotension (Blutdruckreduktion um 31 £ 5%) bei
normotensiven Ratten, wurde erwartet, dass das vasoregulatorische System der Hypotension
entgegenwirken wird. Die durch diese Hypotension induzierte Aufregulation blutdruck-
steigernder Gene in der Niere und thorakalen Aorta sollen anschlieBend in einer

definierten Zeitreihe (Messpunkte nach induzierter Hypotonie) detektiert und mittels
realtime-PCR und Western Blot verifiziert, quantifiziert und qualitativ erfasst werden.

Die Hypothese, dass genau diese aufregulierten Gene einen Faktor in der Entstehung der
Hypertonie darstellen konnten, durch z.B. unregulierte oder auch entkoppelte inaddquate
Aufregulation der dazugehorigen Proteine, stellt die hier untersuchten Gene als eine der vielen

moglichen genetischen Basismodelle der Blutdruckregulation dar.

Zwei funktionell bekannte Gene (XDH und Cytochrom P450 (EC 1.6.2.4, Por)) waren bereits
bei Voruntersuchungen mittels realtime- PCR und Microarray Analyse als signifikant
aufreguliert (p < 0,1) gefunden worden, so dass in dieser Arbeit eine weitere Methode, der
Western Blot, genutzt wurde, um dieses Ergebnis zu verifizieren. Des Weiteren wurden diese
beiden Gene zu einem weiteren Messpunkt (12h) nach induzierter Hypotonie, im Gegensatz

zur vorangegangenen Arbeit (letzter Messpunkt 6h), mittels realtime- PCR untersucht.

Neben XDH und Por wurden noch weitere Gene iNOS, eNOS, NOX1, NOX4 und HO-1
untersucht, die in ihrer Funktion ebenfalls einen hinreichenden Einfluss auf die
Blutdruckregulation haben.

Nach induzierter Hypotonie und anschlieBender Gewebeuntersuchung (Niere und Aorta) bei
Oh, 3h, 6h und 12 h wurde die relative Transkriptionshédufigkeit dieser Gene mit der realtime-

PCR detektiert.
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Zusammenfassend sind vier von den hier sieben untersuchten Genen sowohl in der Niere als
auch in der Aorta aufreguliert (XDH, Por, iNOS und HO-1). NOX 1 und NOX 4 waren beide
im aortalen Gewebe abreguliert und in der Niere aufreguliert. Die eNOS war in beiden Proben

abreguliert

Die untersuchten Gene besitzen einige charakteristische Funktionen in unserem Herz-
Kreislauf-System. Aufler der HO-1, die in ihrer Funktion schiitzend auf oxidativen Stress
wirkt, kommen den restlichen Genen und ihren dazugehorenden Proteinen eine entscheidende

Rolle im Metabolismus reaktiver Sauerstoffradikale (ROS) zu.

XDH und Por sind iiber kopmlexe Reaktionen und ihren Zwischenprodukten in der

Entstehung von Sauerstoffradikalen involviert.

iNOS und eNOS sorgen liber die Freisetzung von physiologischem aber auch toxischem NO
zu vaskuldren Tonusdnderungen aber auch zu vielerlei Schiden auf Zellstrukturebene. Die
erhohte Expression von iNOS ist von einer deutlich hoheren Bildung von Sauerstoffradikalen
und Peroxynitrit vergesellschaftet und miindet somit wieder im Metabolismus reaktiver

Sauerstoffradikale (ROS).

Auch NOX 1 und NOX 4, eine analoge Untereinheiten zur gp 91 phox, sind Bestandteile der
NADPH- Oxidase glatter Muskelzellen, die ein fithrendes Enzymsystem darstellen in der
ROS- Bildung.

Durch die Bildung von Sauerstoffradikalen und der damit einhergehenden Beteiligung am
Metabolismus der ROS entsteht oxidativer Stress und somit eine Anderung des GefiBtonus,

was letztlich in eine endotheliale Dysfunktion miindet.

Die Detektion neuer Kandidatengene des essentiellen Hypertonus lieBe zum einen die
Erstellung individueller Risikoprofile zu, die fiir die Diagnostik, Prdvention und einen
frithzeitigen Therapiebeginn, sowie eine individualspezifische antihypertensive Therapie von

grof3er Bedeutung wiren.
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