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1 Einleitung

Die Blutgefalie dienen dem Stofftransport im Organismus und sind charakterisiert durch
ihren dreischichtigen Wandaufbau. Wéhrend die innere als Tunica intima bezeichnete
Schicht hauptsachlich aus Endothelzellen besteht, wird die an die Intima angrenzende
Tunica media hauptsachlich aus glatten GefaBmuskelzellen gebildet. Die dartber liegende
Tunica adventitia verbindet als lockeres Bindegewebe die GefaRe mit ihrer Umgebung. Die
Endothelzellen, die dem Stoffaustausch zwischen Intravasalraum und Gefalwand dienen,
bilden mit der glatten GefaBmuskulatur, die durch aktive Spannungsentwicklung die
GeféaBweite reguliert, eine funktionelle Einheit. Eine Schadigung der Endothelzellen fiihrt
unter anderem durch die verminderte Synthese und Freisetzung von Stickstoffmonoxid
(NO) zur gestorten Vasodilatation sowie zur Aktivierung proinflammatorischer und
prothrombotischer Prozesse.*” *** Diese als endotheliale Dysfunktion bezeichnete
Funktionsstorung des Endothels beglnstigt die Entstehung von kardiovaskularen

Erkrankungen.®” 144

1.1 Endothelfunktion

Endothelzellen kleiden als flache einschichtige Zelllage das Lumen der Blutgefalie aus und
besitzen zahlreiche bedeutende Aufgaben. Das Endothel reguliert als physiologische
Barriere die Passage verschiedener Stoffe zwischen Gefalllumen und Gewebe, die unter
anderem durch Tight junctions zwischen benachbarten Zellen vermittelt wird.*® Diese
gurtelférmig um die Zelle angeordneten Membranproteine, die in engen Kontakt mit der
Nachbarzelle treten, bilden eine regulierte Diffusionsbarriere fur parazellulare
Transportvorgange.*® Das Endothel besitzt eine enge funktionelle Beziehung zur glatten
Gefalmuskulatur und reguliert durch Synthese und Freisetzung vasoaktiver Substanzen
den Tonus der glatten GefaBmuskelzellen. Zu den vasodilatatorisch wirkenden Substanzen,
die vom Endothel gebildet werden, z&hlen Stickstoffmonoxid (Nitric Oxide, NO),
Prostacyclin, EDHF (Endothelium-Derived Hyperpolarising Factor) und Bradykinin.*" **
Die Vasokonstriktion wird durch endotheliale Faktoren wie Endothelin-1, Prostaglandine
und reaktive Sauerstoffspezies begiinstigt.>” 1* Durch das optimale Zusammenspiel von

Dilatation und Konstriktion reguliert das Endothel den Blutfluss und den peripheren



GeféaBwiderstand. Dabei kommt dem Autakoid NO eine besondere Bedeutung zu, da es

neben der Vasodilatation antiaggregatorische,?® 4 48,9310

38, 110

antiinflammatorische,
antioxidative und antiproliferative*® '#” Eigenschaften besitzt.'** Rezeptoren in der
Zellmembran der Endothelzellen ermdglichen die Beeinflussung der Endothelfunktion
durch z.B. proinflammatorische Zytokine’® sowie Wachstumsfaktoren wie FGF (Fibroblast
Growth Factor)™®* und VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)® die fiir die
Angiogenese** verantwortlich sind.** Durch ihre proliferativen, dedifferenzierenden und
gefalneubildenden Eigenschaften sind VEGF und FGF unter anderem an der
Wachstumsbeschleunigung und Neovaskularisation von Tumoren beteiligt.>* Um den
Organismus bei Verletzungen vor schwersten Blutungen zu schitzen und ihn andererseits
nach Gerinnungsaktivierung vor Thrombosen zu bewahren tibernehmen die Endothelzellen
komplexe Aufgaben bei der Initiierung und Aufrechterhaltung der Gerinnung und
Fibrinolyse.*” *** Neben den vielfaltigen physiologischen Aufgaben ist das Endothel an
einer Reihe pathologischer Prozesse beteiligt. Stérungen in der Abstimmung einzelner
Endothelfunktionen fuhren zur endothelialen Dysfunktion und tragen zur Entstehung

kardiovaskularer Erkrankungen bei." %44

Bereits in den 80er Jahren entdeckte der amerikanische Pharmakologe Robert F. Furchgott,
dass die Endothelzellen bei Zugabe von Acetylcholin Muscarinrezeptor-abhangig eine
unbekannte diffusionsfahige Substanz freisetzen, die in der glatten GefaBmuskulatur zu
einer Relaxation fihrte.* Diese wurde als EDRF (Endothelium-Derived Relaxing Factor)
bezeichnet.* AuBerdem zeigte er, dass die Acetylcholin-abhangige GefaRrelaxation nur
unter Anwesenheit eines funktionsfahigen Endothels moglich ist.* *® Einige Jahre spéter
konnten Robert F. Furchgott und Louis J. Ignarro unabhéngig voneinander die chemische
Struktur von EDRF identifizieren und EDRF als NO (Nitric Oxide) entschliisseln.” In den
darauf folgenden Jahren wurden zahlreiche weitere Untersuchungen zur Aufklarung des
Signaltransduktionsweges und der Funktionen des Stickstoffmonoxides durchgefiihrt.

Das von der endothelialen NO-Synthase gebildete kurzlebige freie Radikal NO ist ein
bedeutender Regulator der GefaRspannung und vermittelt vasoprotektive Eigenschaften.

Stimuliert durch Scherkrafte'*

und vasoaktive Substanzen wie Acetylcholin, Substanz P,
Serotonin und Bradykinin katalysiert die endotheliale NO-Synthase mit Hilfe des
Kofaktors Tetrahydrobiopterin'®* 12514 die Oxidation von L-Arginin**? zu L-Citrullin und

NO. Aufgrund der elektrischen Neutralitat des NO diffundiert es frei durch die Membranen
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und gelangt zur glatten GefaRmuskelzelle.'®> *** Dort bindet es an die 16sliche
Guanylatcyclase.’ ' Dies fiihrt zu einer gesteigerten Bildung von zyklischem
Guanosinmonophosphat (cGMP) aus Guanosintriphosphat (GTP) und zur Aktivierung der
cGMP-abhangigen Proteinkinase, die eine Relaxation der glatten GefaRmuskulatur
bewirkt.'%% 2! Die Inaktivierung von cGMP zu GMP erfolgt durch die
Phosphodiesterasen.*?! Durch molekularbiologische Untersuchungen konnten drei
Isoformen der NO-Synthasen (NOS) identifiziert werden.'® ® Dabei werden zwei
Kalzium- und Calmodulin-abhé&ngige konstitutive NOS, zu denen die endotheliale (eNOS
oder NOS3) und die neuronale NOS (nNOS oder NOS1)® zahlen und eine induzierbare
NOS (iNOS oder NOS2)* unterschieden.

1.2 Glatte Gefallmuskulatur

Die an das Endothel angrenzenden glatten Muskelzellen bilden das kontraktile Gewebe der
GeféRe. Der Tonus der glatten GefaBmuskulatur wird durch vasoaktive Substanzen des
Endothels, die autonome Geféalinnervation, Hormone, metabolische Faktoren und
Dehnung der GefalRwand reguliert.

1.2.1 Kontraktion und Relaxation

Viele Vasokonstriktoren sind Liganden G-Protein-gekoppelter Rezeptoren, die eine
Phospholipase C aktivieren.**® Diese spaltet das Membranlipid Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat (PIP,) in die second messenger Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3) und
Diacylglycerol (DAG).'* IP; bindet an Rezeptoren des sarkoplasmatischen Retikulums.
Dies filhrt zum verstarkten Ca?*-Auswartsstrom aus dem sarkoplasmatischen Retikulum
und zur Erhdhung der intrazelluldren Ca**-Konzentration.**® DAG aktiviert die
Proteinkinase C, die wiederum spezifische Proteine wie z.B. L-Typ Ca**-Kanéle
phosphoryliert'* oder die MLC-Phosphatase (Myosin Light Chain Phosphatase)® durch
Phosphorylierung inaktiviert*® und damit zur Kontraktion der glatten GefaBmuskulatur
beitragt. Das in das Zytosol freigesetzte Ca®* bindet an das zytoplasmatische Protein
Calmodulin. Der Ca**-Calmodulin-Komplex aktiviert die MLC-Kinase (Myosin Light
Chain Kinase)®, die ATP spaltet und die leichte Kette am Myosinkopf



phosphoryliert.”® ** 4 Dadurch wird die Myosin-ATPase aktiviert, so dass der
Querbriickenzyklus ablaufen kann. Eine Abnahme der Bindung von Vasokonstriktoren an
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, die Verminderung der Gefalwanddehnung und
vasodilatierende Agonisten fiihren durch Abnahme der intrazellularen Ca*'-
Konzentration*® und Dephosporylierung der leichten Ketten am Myosin (MLC) durch die
aktive MLC-Phosphatase’*® zur Relaxation der glatten Muskulatur. Dazu werden die Ca**-
lonen tiber Ca**-, Mg**-ATPasen in das sarkoplasmatische Retikulum und iiber
membrangebundene Na*-Ca**-Austauscher in den Extrazellularraum transportiert.**
Gleichzeitig sinkt die Offnungswahrscheinlichkeit spannungsabhangiger Ca®*-Kanéle in
der Plasmamembran, um den Ca®*-Einwértsstrom in die Zelle zu reduzieren.**® Durch
Rezeptor-vermittelte Erhohung der intrazellularen Konzentration an zyklischem
Adenosinmonophosphat (CAMP) wird wiederum die Proteinkinase A aktiviert, die durch

Phosphorylierung der MLC-Kinase zur Relaxation der glatten GefaBmuskulatur beitragt.'*

1.2.2 RhoA/Rho-Kinase-vermittelte Signaltransduktion

Die Rho-Kinasen sind erstmals 1996 identifizierte Effektoren des kleinen G-Proteins
RhoA."® Sie besitzen ein Molekulargewicht von etwa 160 kDa und bestehen aus einer am
N-Terminus lokalisierten Serin/Threonin-Kinasedomane, gefolgt von einer aus 600
Aminosduren bestehenden ,,coiled-coil* Region, die die Rho-bindende Doméne (RBD)
enthalt und eine Pleckstrin homologe Doméne am C-Terminus.’® ** Das C-terminale Ende
ist die regulatorische Region der Rho-Kinase.? In ruhenden Zellen bindet sie an die N-
terminale Region des Enzyms und bildet so einen autoinhibitorischen Loop.* * % Durch
molekularbiologische Untersuchungen konnten zwei Isoformen der Rho-Kinasen
identifiziert werden.'** Sowohl die aus 1354 Aminosauren bestehende ROCK-1, als auch
die aus 1388 Aminosduren zusammengesetzte ROCK-2 werden in glatten
GefélBmuskelzellen exprimiert, wobei deren Gene beim Menschen auf Chromosom 18
(18q11.1) und 2 (2p24) lokalisiert sind.*% ** 13 Rho-Kinasen haben eine besondere
Bedeutung bei der Regulation der Kontraktion in glatten Gefa®muskelzellen.*® Durch
Vasokonstriktor-induzierte Rezeptoraktivierung kommt es zur Konformationsanderung des
kleinen G-Proteins RhoA von der inaktiven GDP-gebundenen in die aktive GTP-
gebundene Form.™® Die RhoA-GTP aktiviert die Rho-Kinase,'*® dadurch wird die

Interaktion zwischen dem C-terminalen Ende und der katalytischen Region des Enzyms
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unterbrochen.® Die aktivierte Rho-Kinase spielt eine bedeutende Rolle in der Regulation
der Aktivitat der MLC-Phosphatase. Die MLC-Phosphatase setzt sich aus 3 Untereinheiten
zusammen, eine 37 kDa Kkleine katalytische Phosphatase Untereinheit (PP-1C), eine
variable 20 kDa Untereinheit, deren Funktion noch ungeklart ist und eine 110 bis 130 kDa
grol3e regulatorische Untereinheit MYPT-1 (Myosin Phosphatase-Targeting

Subunit 1).% **° Das durch die aktivierte Rho-Kinase phosphorylierte MYPT-1 hemmt die
enzymatische Aktivitat der MLC-Phosphatase,®! so dass die leichte Kette des Myosins
phosphoryliert bleibt und die Kontraktion aufrecht erhalten wird.*® Uber einen Ca?*-
unabhéngigen Mechanismus phosphoryliert die Rho-Kinase direkt die MLC, wobei dies
eher eine untergeordnete Rolle in der Regulation der Kontraktion glatter Muskelzellen
spielt.> Aufgrund der physiologischen Funktionen der Rho-Kinasen, kénnen diese einen
entscheidenden Einfluss auf die Entstehung kardiovaskularer Erkrankungen haben.®
Durch den Einsatz des Rho-Kinase-Inhibitors Fasudil bei Patienten mit koronarer
Herzkrankheit konnte die Rho-Kinase-Aktivitat in Leukozyten signifikant reduziert und
die Endothelfunktion verbessert werden.'%

1.3 Reaktive Sauerstoffspezies

1.3.1 Definition und Bedeutung

Reaktive Sauerstoffspezies (Reactive Oxygen Species, ROS) entstehen bei
sauerstoffabhangigen Redoxreaktionen in den Mitochondrien bei der Zellatmung und als
Zwischenprodukt weiterer enzymatischer Reaktionen (Xanthinoxidasen, entkoppelte NO-
Synthasen, NADPH-Oxidasen) in allen Zellen des Organismus. Zu ihnen zahlen freie
Radikale wie Superoxidanionen (O, ") und hochreaktive Hydroxylradikale (OH"), die
stabileren ROS Wasserstoffperoxid (H,O,) und Hydroperoxide (ROOH), sowie angeregte
Sauerstoffmolekiile.®® Durch erhohte zellulare Konzentrationen reaktiver
Sauerstoffspezies und eingeschrankte antioxidative Schutzmechanismen entsteht oxidativer
Stress. Dieser flihrt zur Schadigung von DNA, Zellmembranen, Proteinen und Enzymen
und tragt zur Alterung der Zellen und der Entstehung von kardiovaskularen Erkrankungen,
Krebserkrankungen und neurodegenerativen Erkrankungen bei.® ¥ " Neben diesen

pathologischen Wirkungen sind ROS an einer Reihe physiologischer Prozesse beteiligt. Sie
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agieren als Botenstoffe, die Signaltransduktionswege regulieren, sind an der Proliferation
und am Wachstum von Zellen beteiligt und spielen eine wichtige Rolle beim ,,oxidativen
Burst“ der Leukozyten, der der Abtstung von Mikroorganismen dient. >4 66.77.78. 118
Dabei bilden die neutrophilen Granulozyten NADPH-Oxidase-abhéangig
Superoxidanionen, die die phagozytierten Erregerbestandteile zerstéren.® 2" B. M. Babior
beschrieb 1973, dass es einen Zusammenhang zwischen der vermehrten
Superoxidanionenbildung in den Granulozyten und der Phagozytose von Mikroorganismen
gibt.® 2" ® Der X-chromosomal vererbte Defekt des membrangebundenen Cytochrom b-
Komplexes der NADPH-Oxidase und Mutationen der Untereinheiten p47°" und p67°"
fiihren in den neutrophilen Granulozyten zu einer Stérung der Superoxidanionendbildung
und zur Unfahigkeit Bakterien und Pilze abzutdten.?® Diese als septische Granulomatose
(Chronic Granulomatous Disease, CGD)’ bezeichnete Erkrankung manifestiert sich bei den

Betroffenen durch schwere bakterielle und Pilzinfektionen.

1.3.2 Superoxidanionenbildung

Reaktive Sauerstoffspezies werden in allen Zelltypen der GefaBwand gebildet.'?® Dabei
kommen den Superoxidanionen (O,~) und dem Wasserstoffperoxid (H,O,) eine besondere
Bedeutung als intrazelluldre Signalmolekiile zu.*®>* %% 57.%6. 7. 118 Byia kyrzlebigen
Superoxidanionen entstehen durch Ein-Elektronen-Reduktion von molekularem Sauerstoff
bei der mitochondrialen Atmung wahrend der Ubertragung von Elektronen des NADH auf
Sauerstoff und bei enzymkatalysierten Reaktionen durch Xanthinoxidasen, NO-Synthasen
und NADPH-Oxidasen. Als Hauptquelle der vaskuldren Superoxidanionenbildung wurden
die NADPH-Oxidasen identifiziert.>® > % %° Dje Superoxidanionen sind in der Lage
durch sekundére Prozesse weitere reaktive Sauerstoffspezies wie Wasserstoffperoxid und
Hydroxylradikal zu bilden.*® >* %9 Unter physiologischen Bedingungen werden die
Superoxidanionen durch die Superoxiddismutase zu dem stabileren, membrangéngigen
Wasserstoffperoxid umgewandelt.?® °* Unter Beteiligung der Katalase wird
Wasserstoffperoxid enzymatisch zu Wasser und Sauerstoff abgebaut.*® ¢ Durch diese
enzymatische Reaktion ist die Katalase in der Lage den oxidativen Stress zu verringern.
Dariiber hinaus kann Wasserstoffperoxid durch verschiedene Peroxidasen wie
Glutathionperoxidase und Myeloperoxidase eliminiert werden.®® % Uberschiissige

Superoxidanionen sind aulRerdem in der Lage im Zellstoffwechsel anfallende Metallionen
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wie Fe** und Cu?®* zu reduzieren.®® Diese reduzierten lonen kénnen wiederum mit H,O,
reagieren, um hochreaktive Hydroxylradikale zu bilden, die wiederum DNA, Lipide und

Proteine zerstoren.*0 %6 93

1.3.3 NADPH-Oxidase

Die NADPH-Oxidase ist ein, in neutrophilen Granulozyten® '° und anderen Zellen des
Organismus identifizierter Enzymkomplex, der sich aus membrangebundenen und
zytosolischen Untereinheiten zusammensetzt.**° Der Cytochrom bssg — Komplex besteht
aus der transmembranalen Untereinheit gp91""* und der membranassoziierten
Untereinheit p22°".**® Die drei zytosolischen Untereinheiten umfassen die Proteine
p47°"* p67°" und das kleine G-Protein Rac.>® *° Letzteres kommt in der Isoform Racl
in nichtphagozytaren Zellen® und in der Isoform Rac2 in Phagozyten® und
hamatopoetischen Zellen? vor. Die katalytische Untereinheit gp91°"™ des Cytochrom bssg-
Komplexes tragt eine FAD-Gruppe und zwei Hamringe.®” Fiir die Aktivierung der
NADPH-Oxidase ist einerseits die Umwandlung von GDP zu GTP an der Rac-
Untereinheit, andererseits die Phosphorylierung von p47°" erforderlich.>> & Dieser
Vorgang fuhrt zur Konformationsanderung der zytosolischen Untereinheit, die sich an den
membranstandigen Cytochrom bsss-Komplex anlagert.?” Das Substrat NADPH bindet auf
der zytoplasmatischen Membranseite an die gp91P"™ Untereinheit und setzt zwei
Elektronen frei.®” Die Elektronen werden durch FAD und die beiden Hamgruppen auf die
gegeniiberliegende Membranseite Ubertragen, wo sie Sauerstoffmolekiile zu
Superoxidanionen reduzieren.®’

20, + NADPH > 20, + NADP" + H'

Da negative Ladungen tber die Membran transportiert werden, erfolgt der elektrische
Ausgleich durch die gleichgerichtete Ubertragung von Protonen durch einen Kanal, der
Bestandteil der NADPH-Oxidase beziehungsweise mit dieser assoziiert ist.”% 8" %7
Zahlreiche Studien konnten zeigen, dass verschiedene funktionelle NOX Isoformen fir die
Untereinheiten der NADPH-Oxidase in nichtphagozytaren Zellen exprimiert werden, die
homologe Proteine der gp91°"* Untereinheit darstellen. Zu ihnen zahlen NOX1, die in
glatten Gefamuskelzellen, Endothelzellen, Fibroblasten und in Epithelzellen des Kolons
gebildet werden,* "> 8" # sowie die NOX2, die in humanen neutrophilen Granulozyten,”

in Kardiomyozyten,® Fibroblasten’® und in glatten GefaBmuskelzellen der
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WiderstandsgefaRe®® gebildet werden. Des Weiteren werden die NOX3 im Epithel der
Cochlea und des Vestibularorgans exprimiert und vermutlich Rac-unabhéngig
aktiviert.”>?® Die NOX4 werden im Tubulussystem der Nieren®® aber auch in zerebralen

GefaBen gebildet und interagieren direkt mit der Untereinheit p22°"

, welches wiederum
die Enzymstruktur stabilisiert.”> Die Gruppe der NOX5 wurden in humanen glatten
GefaBmuskelzellen, Endothelzellen® und in lymphozytenreichen Regionen der Milz und
Lymphknoten nachgewiesen und werden durch Kalzium aktiviert.** ™ In den letzten
Jahren haben vaskuldre NADPH-Oxidasen, die Hauptquelle der Bildung von

d,>" 9150 7unehmende Aufmerksamkeit

Superoxidanionen in den GefaBwéanden sin
erfahren. Verschiedene Faktoren, wie durch gesteigerten Blutfluss erhthte Schubspannung
am Endothel und vasoaktive Substanzen wie Angiotensin Il, TNF-o und PDGF regulieren
die NADPH-Oxidase-Aktivitat, % 3 3 6. 120. 150 Ay diese Weise werden vermehrt
Superoxidanionen gebildet. Die erhdhten vaskuldaren Konzentrationen NADPH-Oxidase-
abhangiger Sauerstoffradikale fihren wiederum zur endothelialen Dysfunktion,*” die an

der Entstehung und Aufrechterhaltung kardiovaskularer Erkrankungen beteiligt sind.***

1.3.4 Reaktive Sauerstoffspezies und arterielle Hypertonie

Die arterielle Hypertonie stellt einen der bedeutendsten Risikofaktoren fiir die Entstehung
von Gefallerkrankungen, die zu Schlaganfall, koronarer Herzkrankheit und
Niereninsuffizienz flihren, dar. Derzeit liegt die Prévalenz der Hypertonie in den
Industrienationen bei durchschnittlich 30%,"** die mit zunehmendem Alter und weiteren
Risikofaktoren drastisch ansteigt. Nach den Leitlinien der Deutschen Hypertonie
Gesellschaft liegt ein arterieller Bluthochdruck ab Werten von 140/90 mmHg vor.** Man
differenziert zwischen der in Uber 90% der Falle auftretenden essentiellen Hypertonie, die
durch genetische Faktoren, Umweltfaktoren und Verhaltensfaktoren bedingt ist und der
sekundaren Hypertonie, deren Ursache renale, endokrine und vaskuldre Erkrankungen
darstellen. Da das kardiovaskulére Risiko mit der Hohe des systolischen und diastolischen
Blutdrucks korreliert, ist eine friihzeitige Erkennung und Behandlung zur Senkung der
Morbiditat und Mortalitat von grofRer Bedeutung. Studien haben gezeigt, dass erhohte
Gewebekonzentrationen von reaktiven Sauerstoffspezies mit der Entwicklung der

arteriellen Hypertonie assoziiert sind.?* ° %2 Dabei spielen als pathogenetische
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Mechanismen die endotheliale Dysfunktion,** die Erhéhung der Natriumretention in der

Niere'*” und eine vermehrte Sympathikusaktivierung"® eine entscheidende Rolle.

Das vom Endothel gebildete Stickstoffmonoxid reguliert durch Vasodilatation

den Blutfluss und senkt den peripheren GefalRwiderstand. Durch erhéhte zellulare
Konzentrationen von Superoxidanionen interagieren diese rasch mit Stickstoffmonoxid
und bilden Peroxynitrit (ONOO")."’ Peroxynitrit reagiert mit dem Zink-Thiolat-Zentrum
der NO-Synthase, wodurch die NO-Produktion vermindert wird.*® Die reduzierte NO-
Bioverfugbarkeit und die grofieren Mengen an reaktiven Sauerstoffspezies fihren zur
Storung der endothelialen Funktion mit beeintréchtigter VVasodilatation der Geféale. Ein
weiteres Phanomen ist die Entkopplung der endothelialen NO-Synthase, wodurch ein
Ungleichgewicht zwischen NO- und ROS-Produktion entsteht.'* ® Dabei spielt

Tetrahydrobiopterin, das unter physiologischen Bedingungen durch die GTP-

1 14
d 39 0

Cyclohydrolase | aus GTP gebildet wird™~ und als Kofaktor der NO-Synthase agiert,
eine besondere Rolle. Sobald die intrazelluldre Konzentration von Tetrahydrobiopterin
sinkt wird die endotheliale NO-Synthase entkoppelt, die folglich reaktive
Sauerstoffspezies anstelle von NO bildet.*® 1*° Landmesser et al. haben gezeigt, dass die
von der vaskuldaren NADPH-Oxidase gebildeten reaktiven Sauerstoffspezies den
endothelialen NOS-Kofaktor Tetrahydrobiopterin in Gefal3en von hypertensiven Tieren
oxidieren.®® Durch den Verlust an Tetrahydrobiopterin wird die NO-Synthase entkoppelt,
daraus resultiert eine verminderte NO-Produktion und eine gesteigerte
Superoxidanionenbildung.®® Mollnau et al. demonstrierten, dass die in vivo Behandlung
von Ratten mit Angiotensin Il den systolischen Blutdruck und die vaskuldre
Superoxidanionenbildung durch Proteinkinase C-abhangige Aktivierung der NADPH-
, gp9l
und Nox1 steigert.’® Dartiber hinaus entkoppelt Angiotensin II die endotheliale NO-

phox phox

Oxidase erhoht und die Expression der NADPH-Oxidase Untereinheiten p22

Synthase, wodurch der oxidative Stress erhéht und die NO-Bioverfugbarkeit reduziert
wird.*® Dies fiihrt wiederum zur endothelialen Dysfunktion und zur Entwicklung der

Hypertonie.®

Bei der Entwicklung und Aufrechterhaltung der arteriellen Hypertonie spielen renale
Mechanismen, wie tubulére Transportvorgénge und hdmodynamische Faktoren eine
entscheidende Rolle. Durch den Abfall des renalen Perfusionsdruckes wird die

Reninfreisetzung im juxtaglomerularen Apparat stimuliert.%® *** Mit Hilfe des Renins wird
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Angiotensinogen in Angiotensin | umgewandelt.*** Aus letzterem wird durch das
Angiotensin Converting Enzym Angiotensin Il gebildet, welches tiber Rezeptoraktivierung
vasokonstriktorisch wirkt und Aldosteron aus der Zona glomerulosa der Nebennierenrinde

freisetzt.**®

Die damit verbundene gesteigerte Wasser- und Natriumrtckresorption sowie
Vasokonstriktion fuhrt zur Steigerung des arteriellen Blutdruckes. Durch vermehrte
Bildung reaktiver Sauerstoffspezies werden renale Funktionen in der Weise beeinflusst,
dass sie zur Hypertonie beitragen.**” Untersuchungen haben gezeigt, dass reaktive
Sauerstoffspezies durch Interaktion mit lonenkandlen Transportmechanismen in
verschiedenen Geweben beeinflussen.®? Ortiz et al. zeigten, dass Superoxidanionen die
Natriumchloridabsorption im aufsteigenden Teil der Henle-Schleife stimulieren.®® In
zahlreichen Studien konnte nachgewiesen werden, dass in den GefaBwénden von SHR
vermehrt reaktive Sauerstoffspezies gebildet werden, die einen Einfluss auf die
Entwicklung der Hypertonie haben.?* **” Schnackenberg et al. demonstrierten, dass SHR
im Vergleich zu WKY einen hoheren renalen Gefallwiderstand und arteriellen Blutdruck
zeigen.'® Die Behandlung mit dem membranpermeablen Superoxiddismutasemimetikum

Tempol fuhrte zu einer Abnahme des renalen GefaBwiderstandes und des Blutdruckes.

Das in den Nieren gebildete Stickstoffmonoxid reguliert den renalen GefalRwiderstand, den
Blutfluss und die Natriumhomdostase,'? indem es im proximalen Tubulus den Na*/H*-
Austausch und die Na*/K*-ATPase-Aktivitat vermindert.'® Durch seine zahlreichen
physiologischen Funktionen hat Stickstoffmonoxid einen Einfluss auf die Regulierung und
Aufrechterhaltung des Blutdruckes.™ Die Interaktion reaktiver Sauerstoffspezies mit NO
fiihrt zur Inaktivierung von NO und Verminderung der NO-Bioverfugbarkeit. Eine
zweiwochige Behandlung von Sprague-Dawley Ratten mit dem Glutathionsynthase-
Hemmer Buthioninsulfoximin (BSO) fiihrte zu einer deutlichen Erhéhung des arteriellen
Blutdruckes und zu einer verminderten Ausscheidung von NO im Urin.* Die
immunhistochemische Untersuchung des Nierengewebes zeigte eine erhdhte Nitrotyrosin-
Konzentration im Nierengewebe, welches einen Marker fir die vermehrte Interaktion
reaktiver Sauerstoffspezies mit NO darstellt.'>® Die erhdhte renale NO-Inaktivierung durch
ROS und die verminderte NO-Bioverfiigbarkeit tragen zur Pathogenese der Hypertonie in
mit BSO-behandelten Ratten bei.™
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1.3.5 Experimentelle Hypertonie bei spontan hypertensiven Ratten (SHR)

In der Vergangenheit wurden zahlreiche hypertensive Tiermodelle zur Erforschung der
Hypertonie und deren medikamentdse Behandlung etabliert.*! Ein wichtiges Tiermodell fiir
eine genetisch bedingte Hypertonie sind die spontan hypertensiven Ratten (SHR). Die
Etablierung der SHR begann 1963 durch K. Okamoto und K. Aoki,'*” indem aus einer
Kolonie von Wistar-Kyoto-Ratten (WKY) die Tiere mit den hochsten Blutdriicken zur
Weiterzucht selektiert wurden. Der nach mehreren Generationen selektiver Zuchtwahl
etablierte Rattenstamm der SHR zeigte eine erbliche Hypertonie*® mit systolischen
Blutdruckwerten zwischen 160 und 180 mmHg. SHR sind ein geeignetes Modell zur
Uberpriifung der Wirkung antihypertensiver Substanzen** sowie zur Untersuchung der
Genetik und Pathogenese der arteriellen Hypertonie.'* Sowohl renale als auch
sympathische Mechanismen tragen bei SHR zur Entstehung und Aufrechterhaltung der
arteriellen Hypertonie bei.*® Interventionen in der neonatalen Lebensphase wie die
Pharmakon-induzierte Sympathektomie®® oder die Blockade des Renin-Angiotensin-
Systems® fiihren langfristig zu einer Senkung des Blutdruckes bei SHR. Erhalten SHR ein
Nierentransplantat von neonatal sympathektomierten SHR-Spendern so zeigen die
Empfanger dieser Nieren niedrigere Blutdruckwerte und verminderte renale
Gefallwiderstande, als SHR, die mit Nieren von Hydralazin-behandelten SHR-Spendern
transplantiert wurden.®" 2 Zudem fiihrte die neonatale Ausschaltung des Sympathikus zu
einer Abnahme der renalen NADPH-Oxidase-Aktivitat bei adulten SHR.'?? Eine erhohte

2,151

renale und vaskulare** Sauerstoffradikalbildung in SHR wird als pathogenetisch

bedeutsam fur die spontane Entwicklung der Hypertonie angesehen. Durch verschiedene

Interventionen, wie die Behandlung mit einer an Antioxidantien- angereicherten Diat,">*

125 oder

die Behandlung mit einem membranpermaeblen Superoxiddismutasemimetikum
die Geniibertragung von humaner extrazellularer Superoxiddismutase®* konnte der

arterielle Blutdruck in SHR gesenkt werden.
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Erhohte Konzentrationen reaktiver Sauerstoffspezies tragen zur Entwicklung und
Aufrechterhaltung der arteriellen Hypertonie bei, die den Hauptrisikofaktor fur die
kardiovaskulare und zerebrovaskulére Morbiditat und Mortalitat darstellt. Dabei gilt die
NADPH-Oxidase als Hauptquelle vaskuldrer Superoxidanionen. In Zukunft kénnten
Medikamente, bei der die NADPH-Oxidase als therapeutischer Angriffspunkt dient zu
einer effektiveren Behandlung der arteriellen Hypertonie beitragen. Dies setzt jedoch ein
besseres Verstandnis uber ROS-abhéngige pathogene Mechanismen, die zur Entstehung

der Hypertonie beitragen voraus.

Die Substanz Apocynin (Acetovanillon) hemmt die granulozytdre NADPH-Oxidase,
indem es die Bindung der zytosolischen p47°"®-Untereinheit an die membrangebundene
gp91P"**-Untereinheit verhindert.*>**® Apocynin bestitzt nach oraler Applikation eine
hohe Bioverfiigharkeit bei Ratten.**> Apocynin wurde bereits in zahlreichen
kardiovaskularen Studien'*® mit dem Ziel der NADPH-Oxidase-Hemmung in vitro und in
vivo eingesetzt. Es zeigte in vitro® vasodilatatorische Wirkungen, deren zugrunde
liegende Mechanismen noch ungeklart sind.>®* Um die Rolle der NADPH-Oxidase-
abhangigen Bildung reaktiver Sauerstoffspezies in der frihen Entwicklung der Hypertonie
zu untersuchen wurde die Hypothese getestet, dass SHR, die von der Neonatalperiode bis
zur 8. Lebenswoche mit Apocynin behandelt werden, eine langfristige Blutdrucksenkung
und eine verbesserte koronare und renale Endothelfunktion zeigen. Des Weiteren wurde
die Hypothese getestet, dass die Apocynin-induzierte Vasodilatation in vitro eine Folge
einer vaskularen NADPH-Oxidase-Hemmung ist. Dazu wurden isolierte arterielle
GefaRpraparate von F344 Ratten sowie p47phox”” Mausen untersucht. Diese
Untersuchungen ergaben keinen Hinweis auf eine NADPH-Oxidase-Hemmung durch
Apocynin in isolierten Geféal3praparaten. Zusatzlich wurden Experimente durchgefihrt, die
klaren sollten, ob die vasodilatierenden Wirkungen des Apocynin durch
hyperpolarisierende Effekte, durch Wechselwirkungen mit dem Einstrom des
extrazellularen Kalziums in die Gefamuskelzellen oder Interaktionen mit Proteinkinase
A-, Proteinkinase G- sowie RhoA/Rho-Kinase-abhangigen Signaltransduktionswegen

vermittelt werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Alle tierexperimentellen Arbeiten wurden in Ubereinstimmung mit dem Tierschutzgesetz
der Bundesrepublik Deutschland durchgefiihrt. Das Versuchsvorhaben wurde vor Beginn
der Arbeiten durch die zustandige Behdrde des Landes Mecklenburg-Vorpommern
genehmigt. Fir die Zucht spontan hypertensiver Ratten (SHR) der ersten Filialgeneration
wurden ménnliche und weibliche SHR (SHR/NCrl) von der Firma Charles River
Laboratories (Sulzfeld, Deutschland) bezogen. Normotensive Fischer Ratten (F344/Nhsd)
wurden von der Firma Harlan-Winkelmann (Borchen, Deutschland) bezogen. Wildtyp
C57BL/6 Mause (Jackson Laboratories, Bar Harbor, ME, USA) wurden von der Abteilung
fur Versuchstierkunde der Universitat Greifswald bereitgestellt. Die p47phox” Mause
(C57BL/6 Hintergrund) wurden von Herrn Professor Dr. R. P. Brandes (Institut fiir
kardiovaskulare Physiologie, Universitat Frankfurt am Main, Deutschland) zur Verfligung
gestellt. Die Ratten und Mé&use wurden in K&figen in Gruppen von 2 bis 4 Tieren bei einer
Raumtemperatur von 22°C, einer relativen Luftfeuchtigkeit von 60% und einem
zwolfstlindigen Hell-Dunkel-Zyklus untergebracht. Die auf dem Boden der Kafige
befindliche Streu aus feinen Holzspénen wurde zwei- bis dreimal wdchentlich gewechselt,

auBerdem stand den Tieren standig frisches Trinkwasser und Trockenfutter zur Verfigung.

2.2 Chirurgische Methoden und Gefa3praparation

Implantation von Radiotelemetriesendern: Die Implantation von Radiotelemetriesendern
(TAL11-PACA40, Data Sciences, St. Paul MN, USA) erfolgte in Diethylethernarkose. Um
einen optimalen Zugang zur Aorta abdominalis zu erhalten wurde das Abdomen entlang
der Linea alba mit Hilfe einer Préparierschere erdffnet. Die Darmschlingen wurden
vorsichtig aus der Bauchhohle verlagert und mit einer in isotoner NaCl-Ldsung getrankten
Kompresse umhiillt, um ein Austrocknen zu vermeiden. Die abdominelle Aorta wurde
kaudal der Nierenarterienabgénge vom periadventitiellen Bindegewebe freiprapariert. Im
Anschluss wurde der Blutfluss durch die Aorta temporéar mittels kleiner GefalRklemmen

unterbrochen. Mit Hilfe einer gebogenen Injektionsnadel wurde ein Loch in die
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GeféBwand gestochen und der am Telemetriesender befindliche Katheter ca. 1 cm in die
Aorta vorgeschoben und mit Acrylatkleber fixiert. AnschlieBend wurden die
Gefaltklemmen entfernt, damit wurde der Blutfluss durch die Aorta wieder freigegeben.
Die Darmschlingen wurden in den Bauchraum zurtickverlagert, der Sender mit drei Faden
an der vorderen Bauchwand fixiert und die Wunde schichtweise geschlossen. Nach der
Operation erhielten die Tiere eine siebentagige Erholungsphase bis zum Beginn der
Blutdruckmessungen, wahrend der Zeit bei den Tieren eine tagliche Kontrolle des

Korpergewichtes und des Allgemeinzustandes erfolgte.

Implantation von arteriellen und vendsen Kathetern: Fur intravengse
Substanzapplikationen und simultane Blutdruckmessungen erfolgte die Implantation je
eines Polyethylenkatheters (Portex, Hythe, GroRbritannien) in die rechte A. femoralis und
in die rechte V. femoralis unter Ethernarkose. Die Katheter wurden durch einen
subkutanen Tunnel im Nacken der Tiere an die Korperoberflache gefiihrt und mit je zwei
Né&hten an der Haut fixiert. Die Katheter wurden mit isotoner Kochsalzldsung, die

200 U Heparin/ml enthielt, geftllt und bis zu den 48 Stunden spéater durchgefiihrten

Untersuchungen verschlossen.

GeféaBRpraparation: Die Organentnahme zur Gewinnung von Arteriensegmenten fur in vitro
Untersuchungen erfolgte in tiefer Ethernarkose. Die Tiere wurden in Riickenposition auf
einem Prapariertisch gelagert. Zur Entnahme von Rattennieren wurde das Abdomen durch
mediane Laparotomie erdffnet. Mit Hilfe eines Wattestdbchens wurden die Darmschlingen
vorsichtig aus der Bauchhohle verlagert, dadurch konnte eine gute Sicht auf die im
Retroperitonealraum liegenden Nieren gewahrleistet werden. Mit einer Pinzette wurde die
Arteria renalis abgeklemmt und anschlieRend mit einer Schere durchtrennt. Die Nieren
wurden vom umliegenden Gewebe befreit und fir die folgenden Préparationsarbeiten
entnommen. Zur Entnahme von Rattenherzen wurde der Thorax bilateral mit einer
Praparationsschere erdffnet. Die zuflihrenden und abfiihrenden Gefélie des Herzens
wurden durchtrennt und das Herz aus der Brusth6hle entnommen. Die Entnahme
thorakaler Aorten bei Mdausen erfolgte ebenfalls nach Er6ffnung des Thorax in tiefer
Ethernarkose. Alle Organe wurden unmittelbar nach der Entnahme in eisgekiihlte Krebs-
Ringer-Hydrogenkarbonat-Ldsung uberfuhrt.
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Um die Préparation der Nierengefalle fortzusetzen, wurde zunéchst die Capsula fibrosa, die
die Niere umhllt, mit zwei gebogenen Pinzetten entfernt und die Niere in zwei Halften
geteilt. Eine Nierenhalfte wurde fur die Préparation der Arteriensegmente in eine mit
Krebs-Ringer-Losung gefullte Petrischale tiberfuhrt und auf einer, am Boden der
Petrischale befindlichen diinnen Silikongelschicht mittels Kanulen fixiert. Die weitere
Préparation der Nierengefale wurde mit dem Stereomikroskop unter 16 facher
Vergrolierung fortgesetzt. Nachdem die im Nierenparenchym liegenden Arterien der
dritten Aufzweigungsgeneration (Interlobararterien) aufgesucht und freiprapariert wurden,
wurde ein Stahldraht mit einem Durchmesser von 40 um und einer Lénge von 3 cm durch
das freigelegte Gefalsegment geflihrt. Dabei wurde darauf geachtet Endothelschéden
durch Berlhrungen der luminalen Gefallwand mit dem Draht zu vermeiden. Die GefaRe
des Herzens und die Maus-Aortenringe wurden wie oben beschrieben prapariert, wobei in
den Versuchen nur Koronararterien, die im Septum interventriculare verliefen, untersucht

wurden.

2.3 Radiotelemetrie

2.3.1 Postnatale Apocyninbehandlung und Erfassung der Blutdruckdaten

Die Versuche wurden an zwei randomisierten Gruppen von ausschlie3lich mannlichen
SHR durchgefiihrt, um den langfristigen Einfluss von Apocynin (Fluka/Riedel-deHaén,
Buchs, Schweiz) auf den arteriellen Blutdruck zu untersuchen. Die Gruppen setzten sich
wie folgt zusammen:

- 1. Gruppe: 8 SHR unter Apocyninbehandlung

- 2. Gruppe: 6 SHR-Kontrolltiere
Die orale Behandlung von SHR mit Apocynin in der Neonatalperiode erfolgte, indem den
sdugenden Muttertieren ab dem ersten postnatalen Tag 2,5 mmol/l Apocynin Gber das
Trinkwasser verabreicht wurde. Die Dosierung des Apocynins betrug 40 mg*kg™*d™* und
wurde am Ende der Stillzeit aufgrund der erhohten Flussigkeitsaufnahme der sdugenden
Muttertiere auf 80 mg*kg™*d™ gesteigert. Die tagliche Trinkmenge wurde morgendlich
durch Bestimmung des Trinkflaschengewichtes Giberwacht. Am 22. postnatalen Tag
wurden die méannlichen Jungtiere abgestillt. AnschlieRend wurde die orale

Apocyninbehandlung (40 mg*kg™*d™) kontinuierlich bis zum Ende der 8. Postnatalwoche
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fortgesetzt. Danach erfolgte die Implantation der Radiotelemetriesender (TA11-PAC40,
Data Sciences, St. Paul MN, USA) in die SHR, die der Registrierung von Blutdruck und
Herzrate in nichtnarkotisierten Tieren dienten. Diese Messmethode ermdglichte eine
schonende Erfassung der physiologischen Kreislaufparameter, ohne dass die Tiere
Stresssituationen ausgesetzt waren. Die Messdaten wurden in Abhangigkeit von der Zeit in
10-minutigen Abstanden 24 Stunden taglich mit dem Programm Dataquest Lab Pro (Data
Sciences, St. Paul MN, USA) an 8 zusammenhangenden Tagen gespeichert. Dabei galt der
erste Tag als Eingewdhnungstag. Er wurde nicht in die Auswertung einbezogen. Nach der
8-tagigen Registrierung der Messdaten erfolgte eine Ruhephase von 7 Tagen. Der arterielle

Blutdruck wurde bis zum Ende der 20. Postnatalwoche registriert.

Des Weiteren wurden drei unbehandelte mannliche 10 Wochen alte SHR mit
Telemetriesendern versehen, um den direkten, kurzfristigen Einfluss von oral
verabreichtem Apocynin auf den arteriellen Blutdruck zu untersuchen. Dazu wurde eine
Woche nach Implantation der Sender und vor Behandlungsbeginn der arterielle Blutdruck
der SHR aufgezeichnet. Anschlieend wurde den Tieren Apocynin Uber das Trinkwasser
verabreicht. Die Dosierung des Apocynins betrug 50, 100 und 150 mg*kg™**d™ und wurde
in wochentlichen Abstdnden gesteigert, wahrend der Blutdruck kontinuierlich gemessen

wurde.

Dartiber hinaus wurden zwei mannliche SHR in einem Alter von 10 Wochen mit
Gefaltkathetern wie oben beschrieben versehen. Der vendse Katheter diente der
intravendsen Infusion von Apocynin. Dazu wurde das in isotonischer Kochsalzlésung
geldste Apocynin (10 mmol/l) mit einer Infusionsrate von 100 pl/min als Bolus in
kumulativer Darreichung 4, 8, 12 und 16 mg*kg™*d™ langsam infundiert. Nach
Beendigung jedes Dosierungsvorganges wurde der arterielle Blutdruck fur 15 Minuten bis
zur nachsten Applikation liberwacht. Daraus resultierte eine verabreichte Apocynindosis

von 40 mg*kg ™ *d™* innerhalb von 75 Minuten.
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2.4 Small-Vessel-Myographie

2.4.1 Aufbau

Die praparierten koronaren, renalen und aortalen GefalRsegmente wurden in einem Small-
Vessel-Drahtmyographen der Firma Danish Myo Technology (DMT, Aarhus, Danemark)
untersucht. Der Myograph setzte sich aus einer saurebestandigen Edelstahlkammer, sowie
aus einer integrierten Heizung und Kraftmessern zusammen. Die Edelstahlkammer des
Myographen, deren Fassungsvermdgen 15 ml betrug, enthielt zwei Stahlbldcke, die der
Fixation der Gefalisegmente dienten und die es ermdglichten, zwei GeféalRe simultan unter
isometrischen Bedingungen zu untersuchen. Die Myographenkammer wurde mit einer
Plastikabdeckung verschlossen (Abbildung 1 zeigt den Kleingefal3-Myographen mit der
Plastikabdeckung zur Begasung), um Verdunstungsprozesse zu reduzieren und den
Sauerstoffpartial- und Kohlendioxiddruck aufrecht zu erhalten. Die in der
Kammerabdeckung befindlichen Perforationen dienten der Applikation von Lésungen und
Substanzen. Die GeféaRsegmente wurden in der Myographenkammer in einer
physiologischen, bikarbonatgepufferten Salzlésung gehalten, die wéhrend der Versuche
mit Carbogen (95% Sauerstoff, 5% Kohlendioxid) begast wurde. Dadurch wurde der pH-
Wert der Pufferlosungen, der vor Versuchsbeginn auf 7,4 eingestellt wurde, wahrend der
Experimente konstant gehalten. Weiterhin verfiigte der Myograph Uber eine Heizung, die
eine Kammertemperatur von 37 °C aufrecht hielt und die tiber eine Temperatursonde
stéandig Uberprift wurde. Um Artefakte des Kraftmessers durch Temperaturschwankungen
beim Einbringen von Lésungen in die Kammer zu verhindern, wurden die verwendeten
Pufferldsungen in einem externen, thermostatisch kontrollierten Wasserbad auf 37 °C
vorgeheizt. Nach Beendigung eines Waschvorganges und nach Versuchsende wurden die
Lésungen durch Betétigung einer Vakuumpumpe aus der Kammer entfernt. Zur Erfassung
von Wandspannungsanderungen der in der Edelstahlkammer an den Stahlblocken
befestigten Gefalipraparationen, waren diese einerseits direkt mit dem Kraftmesser,
andererseits mit einer Mikrometerschraube verbunden. Der Kraftmesser lag in einem
separaten Fach im Geh&use, das einen mechanischen Schutz vor duReren Einwirkungen
bot. Er bestand aus einem Widerstandssensor, der die Spannungsanderungen der
Geféalisegmente registrierte. Die Kraftmessernadel, die eine Verbindung zwischen

Stahlblock und Kraftmesser darstellte, durchdrang die Wand der Kammer durch eine
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kleine Offnung. Diese wurde sorgféltig mit Hochvakuumfett verschlossen, um den
Kraftmesser vor dem Eintritt von Pufferldsungen zu schiitzen. Das Myo-Interface-System
stand in direkter Verbindung mit dem Kraftmesser sowie dem Datenerfassungs- und
Analysesystem des Computers. Die aus den Messungen gewonnenen Daten wurden mit der
LabView basierten Software (National Instruments, Austin, Texas, USA) Myodaq 2.01
und Myodata 2.02 aufgezeichnet und ausgewertet.

P ° Leltungen ﬁ]r Carbogenbegasung
Absaugleitung mit Verbindung zur :

Vakuumpumpe o

« Offnung fiir Temperatursonde

N N « Offnung fiir Reagenzien

Abb. 1. KleingefalR-Myograph Modell 410A mit Kammerabdeckung (aus User Manual,
Dual Wire Myograph System, Model 410A, 2006; Version 3.2: 13, Danish Myo

Technology, Aarhus, Danemark).

2.5 Ablauf der Myographie

2.5.1 Kalibrierung des Kraftmessers

Vor Beginn der Versuchsreihen wurde der Kraftmesser des Small-Vessel-Myographen
kalibriert. Dazu wurde die Kammer des Myographen mit destilliertem Wasser gefullt und
ein Draht an dem, auf der Seite des Kraftmessers befindlichen Stahlblockes fixiert. Die
Temperatur am Myo-Interface wurde auf einen Sollwert von 37 °C eingestellt, so dass sich

die Kammer erwadrmte. AnschlieRend wurde die Kalibrierungswaage zwischen Stahlblock
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und befestigtem Draht platziert (in Abbildung 2 ist die Kalibrierungswaage dargestellt).
Dabei musste darauf geachtet werden, dass der Hebelarm der Kalibrierungswaage den
eingespannten Draht sowie den Stahlblock nicht berthrt, um Artefakte am Kraftmesser zu
vermeiden. Die Kalibrierung am Myo-Interface wurde gestartet und das Wagesttick (m)
von 2 g vorsichtig auf der Pfanne des Kraftarms platziert. Die Kraft, die auf den
Kraftmesser wirkt, soll die Spannung imitieren, die durch die Kontraktionen einer
eingespannten Geféal3praparation hervorgerufen wird. Die Gleichung, die hier zur
Anwendung kommt gibt an, welche Kraft auf den Kraftmesser wirkt. Sie lautet:

F = Kraftarmlange * (m * g) * sind, / (Hebelarmlange * sing,)

Die Lange des Kraftarms betragt 2 cm, die des Hebelarms 4 cm. Die in der Gleichung
aufgefiihrten Winkel (sindy, sind,) entsprechen 90°. Die Gravitationskonstante (g) betréagt
9,81 ms™. Daraus resultiert eine Kraft von 9,81 mN, die auf den Kraftmesser wirkt.
Nachdem die Kraftmessung am Myo-Interface stabile Werte zeigte, wurde die

Kalibrierung beendet.

Hebelarm

-
-«

Abb. 2. Darstellung der Kalibrierungswaage (aus User Manual, Dual Wire Myograph
System, Model 410A, 2006; Version 3.2: 24, Danish Myo Technology, Aarhus,

Dénemark).
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2.5.2 Fixierung und Vordehnung der Gefalisegmente im Myographen

Der kalibrierte und vorgeheizte Myograph wurde mit erwarmter bikarbonatgepufferter
Krebs-Ringer-Losung befullt und das préparierte Gefalisegment einschlieRlich Draht mit
Hilfe einer spitzen Pinzette in die Myographenkammer umgelagert. Unter mikroskopischer
Sicht wurde die Geféal3praparation eingespannt und die Drahtenden an den Schrauben der
Stahlbldcke befestigt. Im Anschluss wurde ein weiterer 40 um diinner Stahldraht durch das
GeféaRlumen gefuhrt und an den gegentiberliegenden Schrauben fixiert. Bei dieser
Vorgehensweise musste darauf geachtet werden, dass der Draht nicht die Gefalwand
verletzt, um Endothelschaden zu vermeiden. Das zwischen den Stahlbldcken fixierte
GeféalRsegment wurde durch Betétigung der Mikrometerschrauben so eingestellt, dass es
entspannt auf den Dréhten lag. Nach der Fixation beider GefalRsegmente wurde die L&nge
der GeféalRe mit Hilfe des kalibrierten Okulares des Mikroskops abgelesen. Die Kammer
wurde mit der Abdeckung verschlossen und eine ausreichende Begasung des
Kammerinhaltes ermdglicht. Um die GefalRexperimente unter gleichen Bedingungen
durchzufuhren, wurden die GefaRsegmente vor Beginn der Versuchsreihen in 4 bis 5
Schritten vorgedehnt. Durch manuelle Betatigung der Mikrometerschrauben wurde der
Abstand zwischen den Drahten und folglich der Gefaltdurchmesser erhéht. AnschlieRend
wurden die GefaRe mit kaliumreicher Pufferlésung ([K*] = 125 mmol/l) inkubiert und die
aktive Spannungsentwicklung registriert. Danach wurden die Gefalie mit Krebs-Ringer-
Hydrogenkarbonat-L6sung gewaschen und der Dehnungsvorgang so lange wiederholt, bis
die GefalRsegmente durch passive Vordehnung einen Durchmesser erreichten, der durch
Zugabe der kaliumreichen Pufferldsung eine maximale aktive Spannungsentwicklung

ermoglichte.

26



2.6 Versuchsprotokolle

Vor jedem Experiment wurden die Versuchsprotokolle systematisch festgelegt. In einigen
Versuchen wurden kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurven von Phenylephrin,
Vasopressin und Acetylcholin erstellt. Dabei wurden folgende halblogarithmisch
aufsteigende Konzentrationen verwendet:

- Phenylephrin 10°® bis 10” mol/l,

- Vasopressin 10™° bis 3*10°® mol/I,

- Acetylcholin 107 bis 10™ mol/I
Die néchsthohere Konzentration wurde von Phenylephrin alle 2 Minuten und von
Vasopressin alle 3 Minuten nach Erreichen des Spannungsplateaus verabreicht.
Vasopressin wurde bevorzugt als Agonist fiir Koronararterien verwendet, da Phenylephrin
auf diese GefaRe nur schwache vasokonstriktorische Wirkungen zeigt.>® Einige GefaRe
wurden mit Phenylephrin (10 mol/l, 3*10°° mol/l), Vasopressin (10" mol/I) vorkontrahiert
und kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurven fur die endothelabhangige
Vasodilatation mit Acetylcholin erstellt, indem alle 2 Minuten die nachsthéhere
Acetylcholinmenge dazu gegeben wurde. Dadurch konnten Aussagen Uber das
vasokonstriktorische und vasodilatatorische Verhalten der Gefél3e getroffen werden. Die
durch Agonisten-induzierte Vasokonstriktion wurde auf die maximale K*-induzierte
Spannung bezogen. Die durch Agonisten-induzierte Vasodilatation wurde in Bezug zur
Spannungsentwicklung durch Vorkontraktion der Gefae mit Phenylephrin oder
Vasopressin gesetzt. Nachdem ein Versuchsdurchgang eines Experimentes abgeschlossen
war, wurden die Arteriensegmente mit Krebs-Ringer-Hydrogenkarbonat-L6sung
gewaschen, bis sie ihre Ausgangsspannung erreichten. Es wurde etwa 30 Minuten bis zum
Beginn des nachsten Experimentes gewartet und jeweils nach 15 Minuten die Badldsung
durch neue Krebs-Ringer-Hydrogenkarbonat-Ldsung ersetzt. Die Dauer der einzelnen

Experimente an einem Geféal3paar betrug etwa 3 bis 4 Stunden.

Endothelabhangige Vasodilatation der Geféalisegmente Apocynin-behandelter und
unbehandelter SHR: Die renalen Interlobar- und Koronararterien von den Apocynin-
behandelten SHR und den unbehandelten SHR-Kontrolltieren wurden untersucht. Dazu
wurden die renalen Interlobararterien mit dem a;-Adrenozeptor-Agonist Phenylephrin
(10 mol/l), die Koronararterien mit VVasopressin (10°® mol/l) vorkontrahiert. Nachdem die

Gefalle ein Spannungsplateau erreichten, erfolgte die Untersuchung der
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endothelvermittelten Vasodilatation mit 10°® bis 10° mol/I Acetylcholin. AuRerdem
wurden die Gefalle beider Gruppen auf ihr Dilatationsverhalten bei Zugabe von Apocynin
untersucht. Nachdem die Interlobararterien mit Phenylephrin, die Koronararterien mit
Vasopressin vorkontrahiert wurden, wurde Apocynin kumulativ (30 pumol/l, 200 pmol/l,
300 pumol/l) alle 4 Minuten in die Badlésung pipettiert. Nachdem die Geféalie maximal
dilatiert waren, wurde der NO-Synthase-Inhibitor L-NAME (200 umol/l) verabreicht.

Tiron: Die renalen Interlobargeféle von F344 Ratten wurden 5 Minuten mit dem
Superoxidanionenfanger Tiron (2 mmol/l) vorbehandelt, danach mit Phenylephrin (3*10°®
mol/l) bis zum Erreichen eines Spannungsplateaus vorkontrahiert und mit Apocynin

(30 pumol/l, 100 pmol/l, 300 pmol/l), die Kontrollen mit isotoner Kochsalzlésung versetzt.

Katalase und Kalium: Die renalen Interlobararterien von F344 Ratten wurden 20 Minuten
mit Katalase (1000 U/ml) inkubiert und mit Phenylephrin (10™ mol/l) kontrahiert. Danach
wurde Apocynin in Konzentrationen von 30 pmol/l, 100 pmol/l, 300 pmol/l kumulativ
dazu gegeben. AuBerdem wurden die Interlobararterien von F344 Ratten mit 10™ mol/l
Phenylephrin vorkontrahiert und nach Erreichen des Spannungsplateaus mit Apocynin (30
bis 300 pumol/l) versetzt. Die Gefélie wurden mit Krebs-Ringer-Hydrogenkarbonat-Ldsung
gewaschen und mit 125 mmol/l Kaliumchloridldsung vorkontrahiert. Nach Erreichen eines
Spannungsplateaus wurde Apocynin in den oben angegebenen Konzentrationen

verabreicht.

NADPH-Oxidase-Inhibition: Weiterhin wurden renale Interlobararterien 80 Minuten mit
dem NADPH-Oxidase-Inhibitor VAS2870 (5*10° mol/l), die Kontrollen mit dem
Losungsmittel DMSO (0,1 % Endkonzentration im Organbad) inkubiert, danach mit
Phenylephrin vorkontrahiert und mit Apocynin in drei Konzentrationen (30 pmol/I,

100 pmol/l, 300 pmol/l) versetzt. AulRerdem wurden Aortenringe von Wildtyp C57BL/6
und p47phox™ Mausen auf ihr Dilatationsverhalten bei Zugabe von Apocynin untersucht.
Dazu wurden kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurven mit Phenylephrin im
Konzentrationsbereich 10 bis 10" mol/l erstellt. Die Aortenringe der p47phox™ Mause
und der C57BL/6 Kontrollen wurden aulRerdem mit Acetylcholin im
Konzentrationsbereich 10 bis 10° mol/l endothelvermittelt dilatiert. Die Gef4Re wurden
mit Phenylephrin vorkontrahiert und nach Erreichen des Spannungsplateaus Apocynin (30

bis 300 umol/l) kumulativ dazu gegeben.
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Extrazelluldres Kalzium: Die renalen Interlobararterien wurden zunéchst in Krebs-Ringer-
Hydrogenkarbonat-Losung 2 Minuten mit 400 pmol/l Apocynin vorbehandelt und mit
Phenylephrin (3*10° mol/l) kontrahiert. Danach wurden die Gef4Re gewaschen und zur
Kontrolle 2 Minuten mit 400 ul isotoner Kochsalzlésung (NaCl) inkubiert und mit
Phenylephrin (3*10° mol/l) kontrahiert. Die Krebs-Ringer-Hydrogenkarbonat-Lasung
wurde durch kalziumfreie Krebs-Ringer-Hydrogenkarbonat-Losung, die 1 mmol/l EGTA
(Ethylenglycoltetraessigsaure) enthielt, ersetzt. Die Arteriensegmente wurden innerhalb
von 2 Minuten dreimal mit kalziumfreier Krebs-Ringer-Hydrogenkarbonat-Ldsung
gewaschen, danach 2 Minuten mit 400 umol/I Apocynin inkubiert und mit Phenylephrin
(3*10°® mol/l) kontrahiert. Im letzten Versuchsdurchgang wurden die GefaRe erneut
innerhalb von 2 Minuten dreimal mit kalziumfreier Krebs-Ringer-Hydrogenkarbonat-
Losung gewaschen. Nachdem sie 2 Minuten mit 400 pl isotoner Kochsalzlésung behandelt

wurden, erfolgte die VVasokonstriktion mit 3*10°° mol/I Phenylephrin.

Proteinkinase A- und Proteinkinase G- Inhibition: In weiteren Experimenten wurden
Interlobar- und Koronararterien von F344 Ratten 10 Minuten mit dem Inhibitor

(250 pumol/l PKA-Inhibitor Rp-8-Br-cAMPS, 100 umol/l PKG-Inhibitor Rp-8-Br-
cGMPS), die Kontrollgefalie mit isotoner Kochsalzlésung inkubiert. Danach wurden die
Interlobararterien mit Phenylephrin (3*10° mol/l), die Koronararterien mit \Vasopressin
(10°® mol/l) bis zum Erreichen des Spannungsplateaus vorkontrahiert und kumulativ

Apocynin (10 pmol/I, 30 umol/l, 100 pumol/l, 300 umol/l) dazu gegeben.

Rho-Kinase-Inhibition: Des Weiteren wurden mit renalen Interlobargefalien von F344
Ratten kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurven mit Phenylephrin im
Konzentrationsbereich 10 bis 10" mol/I und mit Vasopressin im Konzentrationsbereich
10% bis 3*10® mol/l erstellt und danach die GefaRe mit Krebs-Ringer-Hydrogenkarbonat-
Losung ausgewaschen. Anschlielend wurden die GeféRe 10 Minuten mit dem Rho-
Kinase-Inhibitor Y-27632 (3 umol/l) inkubiert und kumulative Konzentrations-Wirkungs-
Kurven mit Phenylephrin (10°® bis 10®° mol/l) und Vasopressin (10™° bis 3*10°® mol/I)
erstellt. Nachdem die GefélRe erneut gewaschen wurden, wurden die Arteriensegmente

10 Minuten mit dem Rho-Kinase-Inhibitor Y-27632 (3 pumol/l) und mit 400 pmol/I
Apocynin inkubiert und kumulative Konzentrations-Wirkungs-Kurven wie oben

beschrieben erstellt.
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2.7 Losungen und Chemikalien

2.7.1 Pufferlésungen

Tab. 1.

Krebs-Ringer-Hydrogenkarbonat-L6sung

Tab. 2.

NaCl 118,50 mmol/I
KCI 4,70 mmol/I
MgSQO, 1,20 mmol/Il
KH,PO,4 1,20 mmol/I
NaHCO; 25,00 mmol/i
CaCl; 2,50 mmol/I
Glucose 5,60 mmol/I
Kaliumreiche Pufferlésung (K125)

KCI 125,00 mmol/l
MgSQO, 1,20 mmol/Il
KH,PO, 1,20 mmol/I
NaHCO; 25,00 mmol/I
CaCl, 2,50 mmol/I
Glucose 5,60 mmol/I

30



Tab. 3. Kalziumfreie Krebs-Ringer-Hydrogenkarbonat-L&ésung

NaCl 118,50 mmol/i
KCI 4,70 mmol/l
MgSO, 1,20 mmol/I
KH,PO4 1,20 mmol/I
NaHCO; 25,00 mmol/l
EGTA 1,00 mmol/I
Glucose 5,60 mmol/I

Die Natriumbikarbonatlésung (NaHCO3) wurde vor Gebrauch eine Stunde mit Carbogen
(95% Sauerstoff, 5% Kohlendioxid) begast. Die Pufferlésungen wurden vor

Versuchsbeginn frisch angesetzt und auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt.

2.7.2 Chemikalien

Die fur das Anfertigen der Pufferlésungen verwendeten Chemikalien wurden von der
Firma Merck (Darmstadt, Deutschland) und der Firma Roth (Karlsruhe, Deutschland)
bezogen. Apocynin und Tiron stammten von der Firma Fluka/Riedel-deHaén (Buchs,

Schweiz). Der PKA-Inhibitor Rp-8-Br-cAMPS sowie der PKG-Inhibitor Rp-8-Br-cGMPS

wurden von Biolog Life Science (Bremen, Deutschland), der Rho-Kinase-Inhibitor Y-
27632 von der Firma Merck Bioscience (Nottingham, GroR3britannien) zur Verfligung
gestellt. Der NADPH-Oxidase-Inhibitor VAS2870 wurde von Vasopharm Biotech

(Wirzburg, Deutschland) bezogen. Alle anderen Substanzen stammten von der Firma

Sigma (Taufkirchen, Deutschland).
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2.8 Statistik

Die Auswertung der unter Myodaq 2.01 gespeicherten Daten erfolgte mit dem

Analyseprogramm Myodata 2.02. Mit Hilfe der automatisierten Datenauswahl wurden die

Ereignisse innerhalb der Konzentrations-Wirkungs-Kurven fir die einzelnen

Konzentrationsschritte markiert. Dabei wurden fir die Vasokonstriktion die Maxima und

fiir die Vasodilatation die Minima der Konzentrationsschritte ausgewahlt. Fir die weitere

Analyse der ausgewéhlten Datenpunkte der kumulativen Konzentrations-Wirkungs-Kurven

wurde die sigmoidale Kurvenanpassung verwendet, mit der folgende Parameter ermittelt

wurden:

- Bottom: gibt die minimale Wandspannung der GefaRe fur die jeweilige Konzentrations-
Wirkungs-Kurve an

- Top: kennzeichnet die maximale Wandspannung der Gefal3e innerhalb der
Konzentrations-Wirkungs-Kurve

- EC50: gibt den Logarithmus der Agonist-Konzentration an, bei der das Gefalisegment
halbmaximal kontrahiert bzw. dilatiert ist

- Hillkoeffizient: kennzeichnet die Anstiegssteilheit der Konzentrations-Wirkungs-Kurve
(positive Werte bei aszendierenden Kurven, negative Werte bei deszendierenden Kurven)

Fur die Kurvenanpassung wurde der Levenberg-Marquardt-Algorithmus verwendet. Die

Berechnung der 0.g. Parameter erfolgte durch Anpassung der Daten an eine sigmoidale

Funktionsgleichung, die diese vier Parameter enthélt.

Y = B + (T-B) / (1+10(°9ECS0-X)xHy

B (Bottom) und T (Top) geben jeweils die geringste und starkste GefaBwandspannung an.

LogECH50 stellt die Konzentration dar, bei der die halbmaximale Geféal3antwort erreicht

wird und ist gleichzeitig ein Mal? fir die Sensitivitat der GefaRe gegeniiber Agonisten.

H steht fur Hillkoeffizient und X gibt den negativen Logarithmus der Konzentration an.

Y repréasentiert die GefaRantwort. Die aktuell ausgewéhlten Datenpunkte der

Konzentrations-Wirkungs-Kurven und die Ergebnisse der Kurvenanpassung mit Hilfe des

Levenberg-Marquardt-Verfahrens wurden graphisch als Kurve dargestellt. Die Anpassung

sigmoidaler Funktionen an Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen zur Berechnung von

I0gEC50 und Emax wurde mit SigmaPlot Version 9.0 (SPSS, Chicago, IL, USA)

durchgefiihrt. Eqax entspricht je nach Experiment Bottom oder Top.
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Alle im Text und in Abbildungen aufgefuhrten Ergebnisse wurden als Mittelwert +
Standardfehler des Mittelwertes angegeben. Der statistische Vergleich der Mitttelwerte von
zwei experimentellen Gruppen erfolgte mit Hilfe des t-Testes fur unverbundene
Stichproben. Der Vergleich mehrerer Mittelwerte und der Vergleich nicht-sigmoidaler
Konzentrations-Wirkungs-Kurven erfolgte mittels Varianzanalyse beziehungsweise mittels
Varianzanalyse fur Messwertwiederholungen (SigmasStat Version 3.2, SPSS; Chicago, IL,
USA). Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.
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3 Ergebnisse

3.1 Blutdruckverhalten Apocynin-behandelter SHR

3.1.1 Langfristige Wirkung einer postnatalen Apocyninbehandlung auf

den arteriellen Druck

In diesem Versuch wurde untersucht, ob die postnatale Apocyninbehandlung den
Blutdruck bei SHR langfristig senkt. Die ménnlichen SHR wurden ab dem ersten
postnatalen Tag bis zur 8. Lebenswoche mit oral verabreichtem Apocynin

(40 mg*kg™*d*) behandelt und von der 10. bis zur 20. Postnatalwoche der Blutdruck und
die Herzfrequenz telemetrisch registriert. In dem gesamten Beobachtungszeitraum konnte
bei den mit Apocynin-behandelten spontan hypertensiven Ratten im Vergleich zu den
unbehandelten SHR-Kontrolltieren kein blutdrucksenkender Effekt der
Apocyninbehandlung nachgewiesen werden. Der mittlere arterielle Blutdruck (MAP) der
mit Apocynin behandelten SHR betrug zu Beginn der telemetrischen Aufzeichnung in der
10. Postnatalwoche 130 + 3 mmHg (Abb. 3 A). Der mittlere arterielle Blutdruck der
Kontrolltiere betrug zu diesem Zeitpunkt 131 £ 3 mmHg (Abb. 3 B). In der 18.
Postnatalwoche wurde bei den mit Apocynin-behandelten SHR ein mittlerer arterieller
Blutdruck in Hohe von 145 + 3 mmHg (Abb. 3 A) registriert, der der Kontrolltiere betrug
152 + 4 mmHg (Abb. 3 B). Die Blutdriicke unterschieden sich statistisch nicht signifikant
voneinander. Die Herzfrequenzen waren in beiden Gruppen ebenfalls nicht signifikant
verschieden. Der Vergleich beider Gruppen hinsichtlich des Blutdrucks ergab, dass die
langfristige postnatale Behandlung der SHR mit Apocynin keine signifikante
blutdrucksenkende Wirkung zeigte.
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Abb. 3. Telemetrisch registrierte Daten der Herzfrequenz sowie des systolischen, mittleren

und diastolischen Blutdruckes von der 10. bis zur 20. postnatalen Woche.

A: Postnatal mit Apocynin-behandelte SHR (n = 8)
B: Kontroll-SHR (n = 6)
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3.1.2 Kurzfristige Wirkung von Apocynin auf den arteriellen Druck

Um den kurzfristigen Einfluss von Apocynin auf den arteriellen Blutdruck zu untersuchen,
wurden drei mannliche SHR tber das Trinkwasser mit Apocynin in wdchentlich
aufsteigenden Dosierungsschritten (50, 100, 150 mg*kg™) behandelt. Zu Beginn des
Beobachtungszeitraumes in der 12. Lebenswoche lag der mittlere arterielle Blutdruck der
SHR bei 142 £ 1 mmHg (Abb. 4). In der 15. Lebenswoche nach Applikation aller
Dosierungseinheiten wurde bei den Tieren ein mittlerer arterieller Blutdruck von

150 £ 3 mmHg (Abb. 4) registriert. Apocynin zeigte keine statistisch signifikante
blutdrucksenkende Wirkung.
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Abb. 4. Telemetrische Registrierung der Herzfrequenz, des systolischen, mittleren und
diastolischen Blutdruckes in drei SHR mit oraler Apocyninbehandlung in drei
aufeinanderfolgenden einwdchigen Intervallen.

Apocynin-behandelte SHR (n = 3)
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3.1.3 Akute Blutdruckreaktion auf intravendos verabreichtes
Apocynin

Zwei mannlichen SHR wurde im Alter von 10 Wochen Apocynin (10 mmol/I) tber einen
intravendsen GefaRkatheter in vier Dosierungsschritten (4, 8, 12, 16 mg*kg™*d™)
kumulativ infundiert. Vor Beginn der Behandlung lag der mittlere arterielle Blutdruck von
SHR_1 bei 140 mmHg, von SHR_2 bei 168 mmHg. Am Ende der verabreichten
Apocynindosen manifestierte sich der mittlere arterielle Blutdruck von SHR_1 mit

135 mmHg, der der SHR_2 mit 159 mmHg. Die intravendse Applikation von Apocynin
zeigte keine dosisabhéngige Blutdrucksenkung (Tab. 4). Nachdem den SHR die hochste

Apocynindosierung verabreicht wurde, reagierten die Tiere leicht agitiert.

Tab. 4. Tabellarische Darstellung der aufgezeichneten Herzfrequenz und des
mittleren arteriellen Blutdrucks (MAP) zweier SHR nach intravendser

Apocyningabe.

SHR_1 SHR_2
Apocynin, |HF, MAP, HF, MAP,
mg/kg Schlage/min | mmHg Schlage/min | mmHg
Vehikel 337 140 381 168
4 335 144 374 168
8 357 157 404 173
12 346 146 370 160
16 330 135 357 159
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Abb. 5. Beispiel einer direkten Aufzeichnung des mittleren arteriellen Blutdrucks (MAP)
und der Herzfrequenz bei kumulativer intravenéser Apocyninbehandlung
der SHR in vier aufeinanderfolgenden Dosierungsschritten in 15 minutigen

Intervallen.
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3.1.4 Wirkung der Apocyninbehandlung auf die endothelabhangige und

Apocynin-induzierte Vasodilatation

In diesem Versuch wurden die renalen Interlobar- und Koronararterien von Apocynin-
behandelten SHR und unbehandelten SHR-Kontrolltieren untersucht und gepruft, ob die

postnatale Apocyninbehandlung die endothelvermittelte VVasodilatation in SHR verbessert.

Endothelabhangige VVasodilatation von Interlobar- und Koronararterien

Die renalen Interlobararterien wurden mit 10 mol/l Phenylephrin vorkontrahiert. Die
Koronararterien wurden mit 10® mol/l VVasopressin vorkontrahiert, da Koronararterien
keine oder nur sehr geringfiigige Kontraktionsantworten auf o;-Adrenozeptoragonisten
zeigen. Nachdem die Gefal3e ein Spannungsplateau erreichten, wurde die
endothelvermittelte Vasodilatation mit 10°® bis 10 mol/l Acetylcholin getestet. Die
Empfindlichkeit der renalen Interlobararterien gegentuiber Phenylephrin war in der Gruppe
der Apocynin-behandelten SHR (Emax 1,22 % 0,05, logeC50 -6,04 + 0,07) und der
Kontroll-SHR (Emax 1,08 = 0,04, log EC50 -6,02 + 0,07) nicht signifikant verschieden. Auf
die kumulative Zugabe von Acetylcholin reagierten die renalen Interlobararterien beider
Gruppen mit einer vergleichbaren Dilatationsantwort. Die relative Wandspannung der
Interlobararterien bei maximaler endothelvermittelter VVasodilatation betrug bei den
Apocynin-behandelten SHR 0,81 £+ 0,03 (logEC50 -6,8 + 0,2) bei den Kontrolltieren

0,76 £ 0,04 (log EC50 -6,86 + 0,14; Abb. 6 A), die der Koronararterien von Apocynin-
behandelten SHR und Kontrolltieren lag bei 0,52 + 0,04 vs. 0,56 £ 0,1 (Abb. 6 B). Das
Dilatationsverhalten der renalen Interlobararterien und der Koronararterien von Apocynin-
behandelten SHR und SHR-Kontrolltieren ergab keinen statistisch signifikanten

Gruppenunterschied.
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Abb. 6. Endothelvermittelte VVasodilatation mit Acetylcholin nach VVorkontraktion der
GefalRsegmente Apocynin-behandelter SHR und unbehandelter SHR-Kontrollen.
A: Renale Interlobararterien
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NO-Abhéangigkeit der Apocynin-induzierten Vasodilatation

Die renalen Interlobararterien und Koronararterien der Apocynin-behandelten und
unbehandelten SHR wurden auf ihr Dilatationsverhalten bei Zugabe von Apocynin und
L-NAME untersucht, um zu prifen, ob die Apocynin-induzierte Vasodilatation abhangig
von der NO-Synthese ist. Die Interlobararterien wurden mit dem a3-Adrenozeptor-
Agonisten Phenylephrin, die Koronararterien mit VVasopressin vorkontrahiert, Apocynin
kumulativ dazu gegeben und nachdem die Gefalle maximal dilatiert waren, wurde der NO-
Synthase-Inhibitor L-NAME (200 pumol/l) verabreicht. Auf die kumulative Zugabe von
Apocynin reagierten die Interlobararterien (0,53 £ 0,02 vs. 0,44 + 0,04; Abb. 7 A) und
Koronararterien (0,16 £ 0,03 vs. 0,16 + 0,03; Abb. 7 B) von Apocynin-behandelten SHR
und von SHR-Kontrolltieren mit einem dhnlichen Dilatationsverhalten. Es gab keinen
statistisch signifikanten Unterschied zwischen beiden Gruppen. Die relative
Wandspannung der renalen Interlobararterien nach L-NAME Gabe lag bei den Apocynin-
behandelten SHR bei 0,63 + 0,03, bei den Kontrolltieren bei 0,56 + 0,03 (Abb. 7 A), die
der Koronararterien der mit Apocynin-behandelten SHR bei 0,37 + 0,08 und der
Kontrolltiere bei 0,38 £ 0,1 (Abb. 7 B). Die renalen Interlobar- und Koronararterien
zeigten nach Zugabe von L-NAME eine nur unvollstandige Ruckkehr zum Ausgangstonus
(*p < 0,05 vs. maximale Dilatation). Diese Untersuchungen zeigten, dass die Apocynin-
vermittelte Vasodilatation gro3tenteils von der endothelialen NO-Synthese unabhéngig ist.
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Abb. 7. Apocynin-induzierte Vasodilatation nach VVorkontraktion der Gefél3segmente
Apocynin-behandelter SHR und unbehandelter SHR-Kontrolltiere mit
Phenylephrin bzw. VVasopressin.

A: Renale Interlobararterien

B: Koronararterien
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Abb. 8. Beispiel einer Aufzeichnung der Spannungsénderung eines im Small-

Vessel-Myographen eingespannten KoronargefaRes bei Zugabe von Apocynin
und L-NAME, nach Vorkontraktion mit VVasopressin.
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3.2 Pharmakologische Untersuchungen zu vasodilatierenden

Wirkmechanismen von Apocynin

3.2.1 Reaktive Sauerstoffspezies und hyperpolarisierende Effekte

In den folgenden Versuchen wurde geprift, ob die vasodilatierenden Wirkungen von
Apocynin durch einen Antagonismus vasokonstriktorischer Wirkungen, die durch reaktive
Sauerstoffspezies hervorgerufen werden oder durch hyperpolarisierende Effekte vermittelt

werden.

Tiron

Die renalen Interlobargefalie von F344 Ratten wurden 5 Minuten mit dem
Superoxidanionenfanger Tiron (2 mmol/l) vorbehandelt, danach mit Phenylephrin

(3*10°® mol/l) vorkontrahiert und mit Apocynin in 3 Konzentrationen versetzt. Der gleiche
Versuchsdurchgang erfolgte in der Kontrollgruppe unter Abwesenheit von Tiron
(Losungsmittel, isotonische Kochsalzlésung). Die Wandspannungen der Geféa3e gegendiber
Phenylephrin waren in beiden Gruppen vergleichbar (2,42 + 0,45 mN/mm vs.

2,34 £ 0,41 mN/mm, n.s.). Auf die kumulative Zugabe von Apocynin zeigten die
Gefallsegmente beider Gruppen ein &hnliches Dilatationsverhalten (Abb. 9 A). Es gab

keinen statistisch signifikanten Gruppenunterschied.

Katalase und Kalium

Um zu prufen, ob die vasodilatierende Wirkung von Apocynin durch
Wasserstoffperoxidspaltung beeinflusst wird, wurden Interlobararterien mit Katalase
(1000 U/ml) firr 20 min inkubiert, mit Phenylephrin (10 mol/l) kontrahiert und mit
Apocynin in aufsteigender Konzentration versetzt. Um zu testen, ob Apocynin durch
hyperpolarisierende Effekte eine VVasodilatation auslost, wurden Versuche mit
kaliumreicher Pufferlésung (K125) durchgefuhrt. Die absoluten Wandspannungen bei

Vorkontraktion der GefalRsegmente waren &hnlich, bei Phenylephrin lag die maximale
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aktive Spannungsentwicklung bei 0.98 + 0,09 mN/mm, bei K125 bei 0,9 + 0,1 mN/mm.
Die relative Wandspannung bei maximaler Apocynin-induzierter VVasodilatation lag bei
den mit Katalase behandelten GefaRen bei 0,53 £ 0,02 bei den Kontrollen bei 0,58 + 0,03
(Abb. 9 B). Die Inkubation der renalen Interlobararterien mit Katalase hatte im Vergleich
zu den Kontrollen keinen statistisch signifikanten Effekt auf die Apocynin-vermittelte
Vasodilatation. Auf die Zugabe von Apocynin zeigten die mit K125 vorkontrahierten
Gefallsegmente eine signifikant starkere VVasodilatation, als die mit Phenylephrin
vorkontrahierten GefaRe (0,28 + 0,03 vs. 0,58 £ 0,03; Abb. 9 B). Mit den durchgefiihrten
Untersuchungen konnte eine EDHF-&hnliche Wirkung von Apocynin ausgeschlossen

werden.

45



o
(o]
1

o
()]
1

relative Wandspannung
o
~l
1

-@- Kontrollen, n =4

0,5
—A— Tiron 2 mmol/l, n = 4
30 100 300
Apocynin, pmol/l
B
1,0 -
0,9 -
0,8 1

o
-~
1

o
(8]
1

relative Wandspannung
o
D
1

-@- PE Kontrollen, n =6
—A— Katalase + PE,n=6
- K+ 125 mmolll,n=6

_C)
~
1

o
w
1

T T 1

30 100 300
Apocynin, pmol/l

Abb. 9. Apocynin-vermittelte VVasodilatation der mit Tiron (A), Katalase und
kaliumreicher Pufferlosung (B) inkubierten renalen Interlobararterien nach
Vorkontraktion der GeféalRe mit Phenylephrin (PE).
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3.2.2 Vaskulare NADPH-Oxidase-Hemmung

In den folgenden Experimenten wurde untersucht, ob die vasodilatierende Wirkung von
Apocynin Uber eine direkte Hemmung der vaskuldren NADPH-Oxidase vermittelt wird.

NADPH-Oxidase-Inhibitor VAS2870

Um vergleichbare Bedingungen fir die Vorkontraktion der GefaRsegmente zu ermitteln,
wurden folgende Vorversuche durchgefihrt. Interlobararterien von F344 Ratten wurden 80
Minuten mit dem alternativen NADPH-Oxidase-Hemmer VAS2870 (50 umol/l), die
Kontrollen mit DMSO (0.1% Endkonzentration im Organbad) inkubiert und kumulative
Konzentrations-Wirkungs-Kurven fur Phenylephrin im Konzentrationsbereich

10°® bis 10™ mol/l erstellt. Die Vorbehandlung der Interlobararterien mit VAS2870 fihrte
zu einer verminderten Kontraktionsantwort im Vergleich zu den Kontrollen. Die maximale
Phenylephrin-induzierte relative Wandspannung war im Vergleich zur Kontrollgruppe
signifikant vermindert (0,73 + 0,13 vs. 1,02 = 0,04, *p < 0,05, Abb. 10 (A). Um eine
gleichartige Vorkontraktion der GefélRsegmente zu erzielen, wurden Versuche
durchgefuhrt, in denen die VAS2870-inkubierten renalen Interlobararterien und die
KontrollgefaRe mit unterschiedlichen Phenylephrinkonzentrationen (10 pmol/l, 3 umol/l)
versetzt wurden. Daraus resultierte eine Phenylephrin-induzierte VVorkontraktion, die in
beiden Gruppen gleich war (Abb. 10 B).
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Abb. 10. A: Phenylephrin (PE)-vermittelte VVasokonstriktion renaler Interlobararterien
von F344 Ratten nach Vorbehandlung mit VAS2870 und der Kontrollgruppe
nach Vorbehandlung mit DMSO. B: Phenylephrin-induzierte aktive
Spannungsentwicklung VAS2870-vorbehandelter Interlobararterien und der

Kontrollen unter Verwendung verschiedener Phenylephrinkonzentrationen.
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Die VAS2870-vorbehandelten Interlobararterien und die KontrollgefalRe wurden mit
Phenylephrin in den Dosierungen, die in beiden Gruppen die gleiche
Spannungsentwicklung zeigte, vorkontrahiert und mit Apocynin dilatiert. Die
Wandspannung bei maximaler Apocynin-vermittelter Vasodilatation lag bei den
VVAS2870-behandelten GefaRen bei 0,61 £ 0,03 und bei den DMSO-Kontrollarterien bei
0,51 + 0,03. Es gab keinen statistisch signifikanten Gruppenunterschied. Durch die
Behandlung der GefalRsegmente mit dem NADPH-Oxidase-Inhibitor VAS2870 konnte die

Apocynin-induzierte Vasodilatation nicht signifikant gehemmt werden (Abb. 11).
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Abb. 11. Apocynin-induzierte Vasodilatation VAS2870-inkubierter renaler
Interlobararterien und Kontrollarterien nach VVorkontraktion der GeféaRRe mit
unterschiedlichen Phenylephrinkonzentrationen. Es gab keinen statistisch
signifikanten Unterschied im vasodilatatorischen Verhalten beider Gruppen.
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P47phox™ Mause

Weitere Versuche zur Rolle der NADPH-Oxidase-Hemmung bei der Apocynin-
vermittelten Vasodilatation wurden an isolierten GefaRRen p47phox-defizienter M&use
vorgenommen. Die Wirkung von Apocynin wird tber eine Interferenz mit der p47phox-
Untereinheit bei der NADPH-Oxidase-Aktivierung vermittelt, indem Apocynin die
Bindung der zytosolischen p47""**-Untereinheit an die membrangebundene gp91P"*-
Untereinheit verhindert.

Die Aortenringe von p47phox” Méusen und C57BL/6 Kontrolltieren wurden auf ihr
vasokonstriktorisches Verhalten untersucht und kumulative Konzentrations-Wirkungs-
Kurven mit Phenylephrin im Konzentrationsbereich 10 bis 10 mol/l erstellt. Die
Kontraktionsantworten auf 125 mmol/l K* waren bei beiden Gruppen vergleichbar
(1,11 £0.06 vs. 1,17 £ 0.05 mN/mm). Auf die kumulative Zugabe von Phenylephrin
zeigten die Aortenringe beider Gruppen ein vergleichbares Kontraktionsverhalten. Die
maximale relative Phenylephrin-vermittelte Spannungsentwicklung der Aortenringe der
p47phox”” Mause lag bei 1,37 + 0,16, die der Kontrollen bei 1,17 + 0,1 (Abb. 12 A). Es

gab keinen statistisch signifikanten Gruppenunterschied.

Die Aortenringe von p47phox™ Mausen und C57BL/6 Kontrolltieren wurden mit

Phenylephrin vorkontrahiert und die GefaRe mit 10°® bis 10 mol/l Acetylcholin versetzt.

Auf die kumulative Zugabe von Acetylcholin reagierten die Aortenringe der p47phox™”
Méuse mit einer signifikant starkeren Vasodilatation als die der Wildtyptiere (*p < 0,05),
die eine biphasische Reaktion auf Acetylcholin zeigten (Abb. 12 B). Die Wandspannung
der Aortenringe der p47phox”” Mause lag nach kumulativer Zugabe aller Acetylcholin-
konzentrationen bei 0,38 + 0,09, die der C57BL/6 Kontrolltiere lag bei 0,65 £ 0,09.
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Abb. 12. A: Phenylephrin-induzierte VVasokonstriktion der Aortenringe von p47phox™

Mausen und Wildtyp C57BL/6 Mé&usen. B: Acetylcholin-vermittelte
Vasodilatation der Aortenringe von p47phox™ und Wildtyptieren

nach Vorkontraktion mit Phenylephrin.
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Apocynin fuhrte bei mit Phenylephrin (1 pumol/l) vorkontrahierten Aortenringen der
p47phox"' Méause zu einer starkeren Dilatationsantwort, als bei den Kontrolltieren. Die
relative Wandspannung der Aortenringe bei maximaler Apocynin-vermittelter
Vasodilatation lag bei den p47phox™ Mausen bei 0,11 + 0,05, bei den Kontrolltieren bei
0,43 £ 0,03 (Abb. 13).
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Abb. 13. Apocynin-induzierte Vasodilatation der Aortenringe von p47phox”" und Wildtyp
C57BL/6 Mausen nach Vorkontraktion mit Phenylephrin. Die Aortenringe der
p47phox™ Mause reagierten auf Apocynin empfindlicher, als die Aortenringe von
C57BL/6 Mausen. *p < 0,05 vs. C57BL/6 Mause.
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3.2.3 Alternative Mechanismen der Apocynin-induzierten Vasodilatation

Die oben dargestellten pharmakologischen Untersuchungen isolierter Gefélie haben die
Interferenz mit reaktiven Sauerstoffspezies und eine Hemmung der vaskuldren NADPH-
Oxidasen als Mechanismen der Apocynin-induzierten Vasodilatation weitgehend
ausgeschlossen. In weiteren Versuchsserien wurde getestet, welche alternativen

Mechanismen an der durch Apocynin auslésbaren Vasodilatation beteiligt sind.

Wechselwirkung mit extrazellularem Kalzium

In den folgenden Versuchen wurde tberprift, ob die vasodilatierende Wirkung des
Apocynins auf einer Interferenz mit dem Einstrom von extrazellularem Kalzium in die
GefaBmuskelzellen beruht. Die Vorbehandlung der Interlobararterien mit 400 pumol/I
Apocynin fuhrte zu einer geringeren Kontraktionsantwort auf Phenylephrin im Vergleich
zu den entsprechenden Kontrollen. Die Wandspannung betrug 1,23 + 0,11 mN/mm bei den
mit Apocynin vorbehandelten GeféRen und 1,55 + 0,11 mN/mm in den Kontrollgefalien
(*p < 0,05, Abb. 14). In kalziumfreier Krebs-Ringer-Hydrogenkarbonat-Ldsung war die
Kontraktionsantwort auf Phenylephrin signifikant vermindert (Abb. 14). Apocynin fuhrte
zu einer dhnlichen Hemmung der Kontraktionsanwort in Ca**-freier Pufferldsung, wie in
Ca**-haltiger Lésung (Abb. 14). Es gab keine statistisch signifikanten Interaktionen
zwischen den Faktoren Ca®*-Konzentration der Badlésung und Apocynin auf die
Kontraktionsantwort der GefaRe. Diese Befunde schlief3en eine Reduktion des Einstroms
von extrazellularem Ca** als Mechanismus, der der Apocynin-induzierten Vasodilatation
unterliegt, weitgehend aus.
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Abb. 14. Phenylephrin-induzierte maximale Spannungsentwicklung renaler
Interlobararterien von F344 Ratten in Krebs-Ringer-Hydrogenkarbonat-Ldsung
und in kalziumfreier Lésung nach Vorbehandlung mit Apocynin und der
Kontrollen nach Vorbehandlung mit physiologischer Kochsalzldsung. Die
Behandlung der GeféaRe mit Apocynin flhrte im Vergleich zu den Kontrollen zu
einer signifikanten Abnahme der Phenylephrin-vermittelten Wandspannung in

physiologischer Krebs-Ringer-Hydrogenkarbonat-Lésung und in kalziumfreier

Losung.
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Interaktion mit dem Proteinkinase A-Signaltransduktionsweg

In den folgenden Experimenten wurde untersucht, ob die vasodilatierende Wirkung von

Apocynin durch eine Hemmung der Proteinkinase A beeinflusst wird.

Interlobar- und Koronararterien

Die renalen Interlobararterien wurden 10 Minuten mit dem PKA-Inhibitor Rp-8-Br-
CAMPS (250 pmol/l) inkubiert, die KontrollgefalRe mit 200 pl NaCl und mit Phenylephrin
(3*10°° mol/l) vorkontrahiert, danach wurde Apocynin kumulativ dazu gegeben. Die
Empfindlichkeit der GefaRe gegeniiber Phenylephrin war in beiden Gruppen gleich (1,35 +
0,21 mN/mm vs. 1,41 £ 0,2 mN/mm). Die KontrollgefaRe und die mit dem PKA-Inhibitor
behandelten Gefalie reagierten auf die Apocyningabe mit einer vergleichbaren Dilatation.
Die relative Wandspannung bei maximaler Apocynin-induzierter Vasodilatation betrug bei
den mit dem PKA-Inhibitor behandelten Gefallen 0,6 + 0,06, die der Kontrollen lag bei
0,59 + 0,05. Es gab keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen beiden Gruppen
(Abb. 15 A). Die Hemmung der Proteinkinase A beeinflusste die Apocynin-vermittelte

Vasodilatation nicht.

Die Koronararterien wurden wie die Interlobararterien 10 Minuten mit dem PKA-Inhibitor
Rp-8-Br-cAMPS (250 umol/l) inkubiert, die Kontrollen mit NaCl und mit VVasopressin
(10® mol/l) vorkontrahiert, danach wurde Apocynin kumulativ dazu gegeben. Die
Gefallantwort auf Vasopressin war in beiden Gruppen vergleichbar (0,98 + 0,24 mN/mm
vs. 1,18 + 0,22 mN/mm). Auf die kumulative Zugabe von Apocynin reagierten die Gefalle
beider Gruppen mit einer deutlichen Dilatation. Die KontrollgeféaRRe zeigten im Vergleich
zu den PKA-Inhibitor-behandelten Gefalien ein ausgeprégteres Dilatationsverhalten

(* p <0.05 vs. Kontrollen; Abb. 15 B). Diese Untersuchungen lassen vermuten, dass

Apocynin bei Koronararterien eine gewisse PKA-abhéngige Wirkkomponente besitzt.
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Abb. 15. Apocynin-induzierte VVasodilatation der renalen PKA-Inhibitor-vorbehandelten
Interlobararterien und Koronararterien sowie der Kontrollarterien von F 344
Ratten nach VVorkontraktion der GeféRe mit Phenylephrin bzw. Vasopressin.
A: Interlobararterien

B: Koronararterien
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Interaktion mit dem Proteinkinase G-Signaltransduktionsweg

In den folgenden Experimenten wurde untersucht, ob die Apocynin-induzierte
Vasodilatation durch eine Hemmung der Proteinkinase G beeinflusst wird. Die renalen
Interlobararterien wurden 10 Minuten mit 100 pmol/l PKG-Inhibitor Rp-8-Br-cGMPS
inkubiert, mit Phenylephrin (3*10°® mol/I) bis zum Erreichen des Spannungsplateaus
vorkontrahiert und dann Apocynin dazu gegeben. Die Empfindlichkeit der GeféalRe
gegeniber Phenylephrin war in beiden Gruppen vergleichbar (1,77 = 0,25 mN/mm vs.

1,9 £ 0,26 mN/mm). Die kumulative Behandlung der Gefalle mit Apocynin fiihrte in den
PKG-Inhibitor-inkubierten Gefalten und den Kontrollen zu einer vergleichbaren Dilatation.
Die relative Wandspannung bei maximaler Dilatation durch Apocyningabe betrug bei den
PKG-Inhibitor-behandelten Gefallen 0,58 + 0,02, die der Kontrollen lag bei 0,56 £ 0,05. Es
gab keinen statistisch signifikanten Unterschied im vasodilatatorischen Verhalten beider
Gruppen (Abb. 16). Diese Untersuchungen zeigen, dass die vasodilatierende Wirkung von

Apocynin nicht durch eine Hemmung der Proteinkinase G vermittelt wird.
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Abb. 16. Apocynin-induzierte Vasodilatation der renalen PKG-Inhibitor-vorbehandelten
Interlobararterien und der Kontrollarterien von F 344 Ratten nach Vorkontraktion
der GefaRe mit Phenylephrin. Die Gefalisegmente beider Gruppen reagierten mit
einer deutlichen Vasodilatation. Es gab keinen statistisch signifikanten

Gruppenunterschied.
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Interaktion mit der Rho-Kinase

In den folgenden Experimenten wurde untersucht, ob die vasodilatierende Wirkung von
Apocynin durch eine Hemmung der Rho-Kinase-abhéngigen Prozesse vermittelt wird.

Mit den renalen InterlobargeféRen von F344 Ratten wurden kumulative Konzentrations-
Wirkungs-Kurven von Phenylephrin im Konzentrationsbereich 10 bis 10”° mol/l erstellt,
unter Abwesenheit des Inhibitors, mit dem Rho-Kinase-Inhibitor Y-27632 (3 umol/l) und
unter Anwesenheit des Rho-Kinase-Inhibitor Y-27632 und 400 pmol/l Apocynin. Die
Hemmung der Rho-Kinase flhrte in Interlobararterien zu einer signifikanten
Rechtsverschiebung der Konzentrations-Wirkungs-Kurve (logeC50 -5,42 + 0,28,

*p < 0,05). AuRRerdem wurde die maximale Kontraktionsantwort im Vergleich zu den
Kontrollen signifikant reduziert (Abb. 17, *p < 0,05). Unter der Behandlung mit Apocynin
zeigten die mit dem Rhokinase-Hemmer inkubierten Geféalie keine weitere
Rechtsverschiebung der Konzentrations-Wirkungs-Kurve, jedoch wurde die maximale
Kontraktionsantwort vermindert (0,7 £ 0,04, log EC50 -5,71 £ 0,06, *p < 0,05).
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Abb. 17. Phenylephrin-induzierte Vasokonstriktion renaler Interlobararterien von F344
Ratten. Durch die Vorbehandlung mit dem Rho-Kinase-Inhibtitor Y-27632 wurde
die Konzentrations-Wirkungs-Kurve signifikant nach rechts verschoben
(p < 0,05) und die maximale Kontraktionsantwort vermindert (*p < 0,05). Die
gleichzeitige Behandlung mit dem Rho-Kinase-Inhibitor und Apocynin fihrte zu

einer weiteren Abnahme der Kontraktionsantwort (*p < 0,05).
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Des Weiteren wurden die renalen Interlobararterien mit VVasopressin im
Konzentrationsbereich 10™*° bis 3*10® mol/l zur Erstellung kumulativer Konzentrations-
Wirkungs-Kurven kontrahiert. Die Vasopressin-induzierte Konstriktion der GefaRe lief3
sich durch Rho-Kinase-Inhibition starker hemmen, als die VVasokonstriktion durch
Phenylephrin (Abb. 18). Die mit Vasopressin kontrahierten Interlobararterien reagierten
auf die Rho-Kinase-Inhibition mit einer signifikanten Rechtsverschiebung sowie mit einem
deutlich verminderten Kontraktionsmaximum (0,36 + 0,02, logeC50 -8,57 + 0,07) im
Vergleich zu den Kontrollen (0,97 £ 0,03, logeC50 -9,02 £ 0,09). Die Behandlung der
renalen Interlobargeféal’e mit Apocynin und dem Rho-Kinase-Hemmer zeigte keine weitere
Reduktion der maximalen Wandspannung (0,32 + 0,02, log EC50 -8,42 + 0,07).
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Abb. 18. Vasopressin-induzierte Vasokonstriktion der renalen Interlobararterien
von F344 Ratten. Durch die Vorbehandlung mit dem Rho-Kinase-Inhibitor
Y-27632 wurde die Konzentrations-Wirkungs-Kurve signifikant nach rechts
verschoben (p < 0,001) und die maximale Kontraktionsantwort vermindert
(*p < 0,001). Die gleichzeitige Behandlung mit dem Rho-Kinase-Inhibitor und
Apocynin fuhrte zu keiner weiteren Reduktion der maximalen

Kontraktionsantwort.
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4 Diskussion

4.1 Arterielle Hypertonie

Die arterielle Hypertonie stellt eine chronische Erhéhung des Blutdruckes im arteriellen
GeféaRsystem dar. Mit zunehmender Blutdruckhéhe steigt das kardiovaskulére
Erkrankungsrisiko kontinuierlich an. Internationale Gremien und medizinische
Fachgesellschaften haben anhand epidemiologischer Studienergebnisse Grenzwerte fiir die
Definition einer arteriellen Hypertonie festgelegt. Nach den Richtlinien der WHO und der
International Society of Hypertension liegt eine Hypertonie ab einem systolischen
Blutdruck von 140 mmHg und einem diastolischen Blutdruck von 90 mmHg vor,
vorausgesetzt, dass die Blutdruckmessungen mehrmals an unterschiedlichen Tagen unter
Standardbedingungen durchgefiihrt wurden.? Den gréRten Anteil arterieller Hypertonien
macht die primare oder essentielle Hypertonie mit 90 % aus. Bedeutend seltener treten
sekundare Hypertonien mit 10 % auf, die beispielsweise durch Erkrankungen wie
Nierenarterienstenosen, Morbus Cushing, Morbus Conn oder das Phdochromozytom
hervorgerufen werden und die insbesondere im Rahmen von therapieresistenten
Hypertonien in Betracht gezogen werden missen. Durch beglinstigende Faktoren, wie
Adipositas, fettreiche Ernahrung, vermehrte Kochsalzzufuhr, Stress, Umweltbelastungen,
chronischer Nikotinabusus und Bewegungsmangel steigt die Pravalenz der Hypertonie
besonders in den Industrienationen stetig an. Derzeit liegt die Pravalenz der Hypertonie bei
durchschnittlich 30 % und in den nachsten Jahren ist mit einem deutlichen Anstieg der
Krankheitshaufigkeit zu rechnen.'** Dabei gibt es wichtige regionale Unterschiede in der
Verteilung des Blutdruckes. So lassen sich bei beiden Geschlechtern mit einem Alter tiber
45 Jahre die durchschnittlich hochsten Blutdriicke in der Bevolkerung Osteuropas und
Russlands finden.*** In Regionen, in denen iiberwiegend Menschen mit hdherem
Einkommen leben, wird die Zahl der an Hypertonie leidenden Individuen bis 2025
voraussichtlich auf 70 Millionen Menschen ansteigen, in Regionen mit einer tiberwiegend
sozial schwachen Bevblkerung sogar auf tiber 500 Millionen.*** In einer 2003
veroffentlichten Studie wurde in 6 europdischen Landern, Kanada sowie den USA die
Krankheitshdufigkeit der Hypertonie der Bevolkerung in einem Alter zwischen 35 bis 64
Jahren und einem BMI (Body-Mass-Index) von 27 erfasst.*® Wahrend die Pravalenz der

Hypertonie in Deutschland bei 55 %, in Finnland bei 49 % und in Spanien bei 47 % lag,
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betrug die Pravalenz in England 42 %, in Schweden und Italien lag sie bei 38 % und in den
USA und Kanada bei 28 %.'* Dabei korrelierte die Pravalenz der Hypertonie mit den
Hypertonie-bedingten Todesursachen durch Schlaganfall.**® Die durchschnittliche durch
Schlaganfall bedingte Mortalitatsrate lag in den europaischen Landern bei 41,2 und in
Kanada und den USA bei 27,6 bezogen auf 100.000 Einwohner.'*° Die bedeutenden
regionalen Unterschiede der Prévalenz der Hypertonie werden vermutlich durch genetische

Faktoren, Umwelt- und Erndhrungsfaktoren verursacht.**

Die Hypertonie stellt einen bedeutenden Risikofaktor fiir kardiovaskuldre Erkrankungen
wie Schlaganfall, Herzinsuffizienz, koronare Herzerkrankungen und Endorganschéden wie
beispielsweise die Niereninsuffizienz oder die hypertensive Retinopathie dar.** In einer
2005 veroffentlichten Studie wurden die kardiovaskuldren Risikofaktoren der Hypertonie
bewertet.** Dazu wurden 645 Manner und 702 Frauen ohne vorbestehende kardiovaskulare
Erkrankungen mit neu aufgetretener Hypertonie tber 12 Jahre beobachtet und die
aufgetretenen kardiovaskularen Ereignisse erfasst.”* Die kardiovaskularen Ereignisse
wurden definiert, als das Auftreten von schwerwiegenden koronaren Herzerkrankungen
wie Myokardinfarkt, Koronarinsuffizienz, koronar bedingter Tod, Schlaganfall,
Herzinsuffizienz, Angina pectoris, intermittierende Claudicatio oder andere Ursachen eines
kardiovaskular bedingten Todes.” Der nicht durch kardiovaskulre Erkrankungen bedingte
Tod wurde definiert als das Auftreten eines Todes durch andere Ursachen, wie
beispielsweise Krebserkrankungen.” Probanden mit neu aufgetretener Hypertonie erfuhren
im Vergleich zu deren gleichaltrigen und gleichgeschlechtlichen Kontrollen ohne
Hypertonie eher ein kardiovaskuléres Ereignis, als einen nicht kardiovaskulér bedingten
Tod.** Die Inzidenz einer kardiovaskularen Erkrankung als erstes Ereignis bei
hypertensiven Méannern betrug 24,7 %, verglichen mit 9,8 % fur einen nicht kardiovaskulér
bedingten Tod.” Bei hypertensiven Frauen lag die Inzidenz bei 16 % versus 10,1 %.%*
Nicht hypertensive Manner erfuhren mit einer htheren Wahrscheinlichkeit als erstes
Ereignis eine kardiovaskulare Erkrankung verglichen mit einem nicht kardiovaskular
bedingten Tod (15,7 % versus 10,2 %), jedoch mit einem niedrigeren Anteil als die
hypertensiven Manner (15,7% versus 24,7 %).°* Unter den nicht hypertensiven Frauen war
das Risiko fir eine kardiovaskuldre Erkrankung verglichen mit einem nicht kardiovaskular
bedingten Tod gleich.” Die haufigsten bedeutenden kardiovaskuldren Ereignisse bei den
mannlichen Probanden waren schwerwiegende koronare Herzerkrankungen (8,2 %) und
bei den Frauen Schlaganfalle (5,2 %).°* Bei den Mannern (10,9 % versus 1,8 %) und
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Frauen (8,6 % versus 2,1 %) mit neu aufgetretener Hypertonie zeigte sich ab einem Alter
von 60 Jahren ein dramatischer Anstieg des Auftretens von Schlaganféllen als erstes
kardiovaskulares Ereignis verglichen mit unter 60-jahrigen Probanden.”

Die durch eine langjéhrig bestehende oder unzureichend behandelte Hypertonie
hervorgerufenen kardiovaskularen Komplikationen sind bedingt durch strukturelle
Geféallverédnderungen, die das GefélRendothel und die GefédBmedia betreffen. Diese als
vaskulares Remodeling bezeichneten dynamischen Umbauvorgange gehen mit
apoptotischen, inflammatorischen und fibrotischen Veranderungen der Media einher.”
Durch entzundliche Vorgéange in der Gefallwand, die durch neuronale, hormonelle und
parakrine Faktoren unter Beteiligung reaktiver Sauerstoffspezies hervorgerufen werden
konnen, werden Wachstumsfaktor-abhéngige Umbauvorgéange in der extrazellularen
Matrix begunstigt, sowie die Kollagensynthese in der Weise beeinflusst, dass eine
Verminderung des GefaRlumens und eine Zunahme der Mediadicke resultiert.**
Zahlreiche Studien demonstrieren, dass die essentielle Hypertonie mit einer Zunahme des
peripheren GefaBwiderstandes einhergeht.* Folkow et al. beschrieben bereits in den 50er
Jahren, dass die Hypertonie mit einer strukturellen Verengung des GefaRlumens einhergeht
und dass das verminderte GefaRlumen, verbunden mit einer Zunahme der Wanddicke
beachtliche hamodynamische Auswirkungen hat.** Baumbach und Heistad fihrten 1989
Untersuchungen an zerebralen Rattengefélen durch und zeigten, dass stroke-prone SHR
einen kleineren Lumendurchmesser sowie eine Dickenzunahme der Media im Vergleich zu
den Wistar-Kyoto Ratten zeigten.'* Zu dieser Zeit wurde der Terminus ,,Remodeling*, als
Ausdruck fir die Hypertonie-bedingten strukturellen GefaRveranderungen eingefiihrt.*?
Jahrzentelange Forschungen an GefaRen des Menschen und von Modellorganismen fiihrten
zu der Erkenntnis, dass die arterielle Hypertonie mit hamodynamischen und
morphologischen vaskuldren Verdnderungen in unterschiedlichen Gefal3gebieten, wie
beispielsweise der NierengefaRe'®?, der zerebralen GefaRe™ und anderer einhergehen.*

Der arterielle Blutdruck gewahrleistet die Aufrechterhaltung der Organperfusion, die durch
ein optimales Zusammenspiel komplexer Regulationsmechanismen geregelt wird. Zu
diesen Mechanismen zéhlen die neuronale, hormonelle und lokale Regelung des
Herzzeitvolumens, des Gefallwiderstandes und des Wasser- und Elektrolythaushaltes.
Storungen dieser Regulationsvorgange spielen eine entscheidende Rolle in der

Pathogenese der arteriellen Hypertonie, 2% 2% 34 59.63.64.113 7, Apnnassung des Blutdruckes
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an aktuelle Bedingungen bedient sich der Organismus kurz- und langfristig wirksamer
Blutdruckregulationsmechanismen. Wichtige Funktionen in der langfristigen
Blutdruckregulation tiben die Nieren tiber Anderungen der Salz- und Wasserausscheidung
aus.®>® Die Nieren sind in der Lage bei Blutdruckanstieg die renale
Flussigkeitsausscheidung zu steigern und bei Abnahme des Blutdruckes die
Flussigkeitsausscheidung zu reduzieren. An diesen VVorgangen sind das sympathische
Nervensystem, das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System sowie ADH und natriuretische

Peptide beteiligt.>® © 113

4.2 Renale Mechanismen in der Pathogenese experimenteller

Hypertonieformen

Die bedeutende Rolle renaler Mechanismen fir die Entstehung und Aufrechterhaltung der

7 Durch die Ubertragung

essentiellen Hypertonie haben Transplantationsstudien gezeigt.
von Nierentransplantaten Dahl salzsensitiver Ratten auf normotensive Dahl salzresistente
Empfanger konnte bei diesen Tieren ein erhohter arterieller Mitteldruck registriert
werden.? Dariiber hinaus fiihrte die Transplantation von Nieren des normotensiven
Kontrollstammes in Dahl salzsensitiven Ratten zu einer Blutdrucksenkung.?® Ahnliche
Transplantationsstudien wurden mit anderen hypertensiven Rattenmodellen wie Milan
hypertensive Ratten, Prague hypertensive Ratten und spontan hypertensive Ratten
vorgenommen, in denen durch die Transplantation der Nieren des hypertensiven
Rattenstammes auf die normotensiven Empfanger die arterielle Hypertonie tbertragen
wurde.®® *” Die pharmakologische Blockade des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems
fuhrt zu einer effektiven Blutdrucksenkung.®® ®® *3! Durch Behandlung juveniler SHR mit
ACE-Hemmern oder AT;-Rezeptorantagonisten 1&Rt sich eine langfristige Gber den
Behandlungszeitraum hinausreichende Blutdrucksenkung erzielen.”* ® In
Transplantationsexperimenten wurde gezeigt, dass Nierentransplantate von adulten SHR-
Spendern, die mit einem ACE-Hemmer behandelt wurden, in den unbehandelten SHR-
Empfangern zu einer langfristigen Blutdrucksenkung filhrten."*! Diese Daten* zeigen,
dass die, durch die friihzeitige antihypertensive Intervention erzeugten Veranderungen der
Nierenfunktion entscheidend zur langfristigen Blutdrucksenkung durch Blockade des
Renin-Angiotensin-Systems wahrend eines begrenzten Zeitraumes in der Postnatalperiode

beitragen.
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Das sympathische Nervensystem ist an der akuten und chronischen Blutdruckregulation
beteiligt. Durch den Einfluss des sympathischen Nervensystems auf das Herzzeitvolumen,
den peripheren GefaBwiderstand und die Nierenfunktion kann der Organismus seinen
Blutdruck an standig wechselnde Bedingungen anpassen. Wechselwirkungen zwischen
dem sympathischen Nervensystem und den Nieren sind fur die Entwicklung der arteriellen
Hypertonie von Bedeutung.®* *° Die Nieren werden uber afferente und efferente
sympathische Nerven innerviert. Untersuchungen an Rattennieren konnten zeigen, dass
sich die afferente Innervation der Nieren um die Geburt enwickelt, wéhrend die
Entwicklung der efferenten sympathischen Innervierung vor allem wéhrend der ersten
beiden Postnatalwochen stattfindet.® Durch die gesteigerte Aktivitét renaler sympathischer
Nerven kommt es zu einer erhohten renalen Natriumreabsorption im Tubulussystem, zu
einer Zunahme des renalen GefalBwiderstandes mit Verminderung des renalen Blutflusses
und der glomeruldren Filtrationsrate sowie zur gesteigerten Renin-Sekretion, die zur
Bildung von Angiotensin 11 filhrt.**** Durch diese Effekte des sympathischen
Nervensystems werden hohere renale Perfusionsdriicke zum Erzielen einer ausreichenden
Natriurese und Diurese bei chronischer Uberaktivitat des sympathischen Nervensystems
erforderlich. Diese tragen zu einer langfristigen Blutdruckerhdhung bei.®* ** Bei den
spontan hypertensiven Ratten konnten als pathogenetisch wichtige Faktoren in der
Entstehung und Aufrechterhaltung der Hypertonie renale und sympathische Mechanismen
nachgewiesen werden.*® Gattone et al. demonstrierten, dass neugeborene SHR verglichen
mit gleichaltrigen Wistar-Kyoto Ratten hohere renale Noradrenalinkonzentrationen
aufweisen.” In Untersuchungen zur Rolle des renalen sympathischen Nervensystems in
der Entwicklung der Hypertonie bei SHR wurden Nieren von neonatal sympathektomierten
SHR in unbehandelte SHR-Empfanger transplantiert.* Diese SHR-Empfanger zeigten eine
Abnahme des arteriellen Blutdruckes um 20 mmHg im Vergleich zu SHR mit Nieren von
Hydralazin-behandelten SHR-Spendern.®! Das zeigt, dass das renale sympathische
Nervensystem entscheidend an der Entstehung des Bluthochdruckes in SHR beteiligt ist.
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4.3 Reaktive Sauerstoffspezies und arterielle Hypertonie

Weitere Untersuchungen legen nahe, dass es einen Zusammenhang zwischen erhéhten
Konzentrationen reaktiver Sauerstoffspezies und einer gesteigerten renalen sympathischen
Aktivitat in spontan hypertensiven Ratten gibt.*** Shokaoji et al. konnten zeigen, dass durch
die intraventse Gabe des Superoxiddismutasemimetikums Tempol der arterielle Blutdruck
in SHR um 40 mmHg, sowie die Aktivitat des renalen sympathischen Nervensystems im
Vergleich zu WKY reduziert werden konnte.™* In einer von Schliiter et al. veroffentlichten
Studie wurde der Einfluss des sympathischen Nervensystems auf die Expression renaler
NADPH-Oxidase-Untereinheiten bei SHR untersucht.*?? Die Studie zeigte, dass bei 10
Wochen alten neonatal sympathektomierten SHR die renomedull&re Expression der
NADPH-Oxidase-Untereinheiten p47°"°* und gp91°"** um 40 % geringer war, als bei

Hydralazin-behandelten SHR.*??

Aulerdem zeigten neonatal sympathektomierte SHR eine
30 % geringere renale kortikale und medullare NADPH-Oxidase-abhangige
Superoxidbildung, sowie einen signifikant verminderten renalen GefaRwiderstand im
Vergleich zu Hydralazin-behandelten SHR.**? Diese Untersuchungen sprechen fiir eine
Beteiligung reaktiver Sauerstoffspezies an den durch das sympathische Nervensystem

verursachten Nierenfunktionsanderungen, die zur Hypertonie bei SHR beitragen.®* 1%

Zahlreiche Studien demonstrierten, dass vaskulére und renale reaktive Sauerstoffspezies an
der Entstehung der Hypertonie bei SHR beteiligt sind.> 2* 3”31 |n dieser Arbeit wurde
untersucht, ob die frihzeitige Behandlung von SHR mit einer Substanz, die die NADPH-
Oxidase-abhangige Superoxidbildung hemmen kann, eine langfristige Blutdrucksenkung
induziert. Zu diesem Zweck wurden SHR von der friihen Postnatalperiode bis zur

8. Lebenswoche mit Apocynin behandelt.

Apocynin ** ist ein Acetophenon, das die intrazellulare Translokation der NADPH-
Oxidase-Untereinheiten p67°"* sowie p47°" und damit die Aktivierung der NADPH-
Oxidase beeintrachtigt und wurde in einer Vielzahl von experimentellen Studien in vivo
mit dem Ziel der NADPH-Oxidase-Hemmung appliziert.*?® *** 48 Der Mechanismus der
NADPH-Oxidase-Hemmung durch Apocynin ist noch nicht vollstandig geklart. Eine
wichtige Erkenntnis beziglich der Aufklarung dieses Mechanismus war die Entdeckung,
dass Apocynin Uber eine Peroxidase-vermittelte Oxidation in ein wirksameres Dimer

umgewandelt wird.*** 2 Bereits im Jahre 1994 beschrieben Stolk et al., dass fir die
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Apocynin-vermittelte Hemmung der granulozytaren NADPH-Oxidase die Aktivitét der
Myeloperoxidase erforderlich ist.**® Diese Erkenntisse lassen vermuten, dass Apocynin
durch die Myeloperoxidase aktiviert wird, um ein Radikal zu bilden, das die NADPH-

Oxidase oxidiert und damit deren Aktivitat hemmt.***

Aufgrund der Interaktionen
zwischen Apocynin mit Untereinheiten, die der Aktivierung bzw. Organisation der
NADPH-Oxidase dienen, sollten insbesondere die NADPH-Oxidase-Isoenzyme NOX1
und NOX2 durch Apocynin gehemmt werden, fur die die Aktivierung durch zytosolische

Untereinheiten von besonderer Bedeutung ist.*®

Waéhrend der Registrierung der Blutdriicke der Apocynin-behandelten SHR konnte keine
blutdrucksenkende Wirkung nachgewiesen werden. Die iber den Beobachtungszeitraum
von der 10. bis 20. Postnatalwoche registrierten Blutdruckanstiege unterschieden sich nicht
zwischen postnatal mit Apocynin behandelten und den Kontrolltieren. Die postnatale
Behandlung der SHR mit Apocynin hatte langfristig nach Beendigung der
Apocyninbehandlung keinen Effekt auf die mit Apocynin auslGsbare Vasodilatation und
die endothelvermittelte VVasodilatation bei Interlobar- und Koronararterien unter in vitro

Bedingungen.

In weiteren Experimenten wurde der kurzfristige Einfluss von Apocynin auf den arteriellen
Blutdruck adulter SHR untersucht, indem Apocynin in aufsteigender hoher Dosierung tber
das Trinkwasser und als intravendse Infusion verabreicht wurde. Die durchgefiihrten
Untersuchungen ergaben keinen Hinweis darauf, dass die in vivo Behandlung mit
Apocynin den arteriellen Blutdruck in SHR signifikant senkt. Die Ergebnisse dieser Arbeit
stimmen mit den Untersuchungen von Paliege et al. tiberein.*! In dieser Studie** wurden
7 Wochen alte SHR uber 3 Wochen mit 2,5 mmol/l Apocynin tber das Trinkwasser
behandelt."** Am Ende des Behandlungszeitraumes zeigten die mit Apocynin behandelten
SHR keine statistisch signifikante Abnahme des arteriellen Blutdruckes im Vergleich zu
den unbehandelten Kontrolltieren.*** Untersuchungen von Baumer et al.* filhrten zu einem
anderen Ergebnis. Den 10 Wochen alten SHR wurde Apocynin (2 mmol/l) tber das
Trinkwasser verabreicht und der arterielle Blutdruck der Tiere vom Beginn der
Behandlung tiber 4 Wochen gemessen.*® Bereits in der ersten Behandlungwoche fiihrte die
orale Apocyninbehandlung der SHR zu einer signifikanten Abnahme des arteriellen
Blutdruckes um etwa 30 mmHg, verglichen mit den unbehandelten Kontrolltieren.'® Diese

blutdrucksenkende Wirkung wurde auf die Abnahme reaktiver Sauerstoffspezies durch
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Hemmung der NADPH-Oxidase, auf eine Verbesserung der NO-Bioverfiligbarkeit sowie

einer gesteigerten endothelialen NO-Synthase Aktivitat zuriickgefiihrt.

In beiden Studien erfolgte die Blutdruckmessung unter VVerwendung der Schwanz-
Plethysmographie.™ ! Hierbei handelt es sich um eine indirekte Methode zur Messung
des arteriellen Blutdrucks, bei der eine Blutdruckmanschette an den Schwanz der Ratte
platziert und tiber eine Anderung des Manschettendrucks der Blutdruck registriert wird.**
Obwonhl die indirekten Methoden zur Blutdruckmessung ein wichtiger und nutzlicher
Bestandteil bei der Erforschung der experimentellen Hypertonie sind, sollten auch deren
Nachteile in Betracht gezogen werden.®* Einerseits wird durch die relativ geringe Anzahl
von Messungen nicht gewahrleistet, dass alle Blutdruckschwankungen genau registriert
werden, was dazu fuhrt, dass die durch die Messungen gewonnenen durchschnittlichen
Blutdruckdaten nicht die realen Blutdruckwerte wiederspiegeln.?* Andererseits verursacht
das Aufpumpen der Manschette erheblichen Stress bei den Tieren, der zu Stérungen im
kardiovaskularen und endokrinen System fuhrt, die wiederum Auswirkungen auf den
Blutdruck, die Herzfrequenz und die Ausschiittung von Stresshormonen zur Folge haben.®*
Aus diesen Grunden sollten indirekte Messmethoden nur beschrankt Verwendung in
Studien mit speziellen Fragestellungen finden. Besonders Studien, die magliche
Auswirkungen bestimmter Stoffgruppen oder Medikamente auf den Blutdruck

quantifizieren, sollten nicht auf indirekte Methoden zur Blutdruckmessung zuriickgreifen.*

In der vorliegenden Arbeit wurde der arterielle Blutdruck der SHR mit Hilfe von
Radiotelemetriesendern gemessen, deren Katheter in der Aorta abdominalis platziert
wurde. Trotz des relativ hohen Aufwandes bezlglich der Implantation der
Telemetriesender und der Nachsorge der Tiere, zeichnet sich diese direkte Messmethode
durch viele Vorteile aus. Unter anderem erlauben die implantierten Radiotelemetriesender
eine kontinuierliche, zuverlassige und stressfreie Blutdruckmessung ohne Behinderung der
Tiere oder stérende von auRen angebrachte Apparaturen.®* Aufgrund der Verwendung
unterschiedlicher Messmethoden zur Erfassung des Blutdruckes ist es schwierig die

Ergebnisse dieser Arbeit mit den Daten der anderen Studien®™ 1!

zu vergleichen. In einer
2005 von Elmarakby et al. veroffentlichten Studie wurde Ratten 12 Tage uber einen
intravendsen Katheter Endothelin-1 infundiert, dadurch kam es zu einem statistisch

signifikanten Anstieg des mittleren arteriellen Blutdruckes.* Die Registrierung der
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Blutdriicke erfolgte, wie in dieser Arbeit telemetrisch. In der Zeit der intravendsen
Behandlung mit Endothelin-1 wurde den Tieren Apocynin in einer Dosierung von
1,5 mmol/l iiber das Trinkwasser verabreicht.*® Auch in dieser Studie zeigte Apocynin

keine statistisch signifikante blutdrucksenkende Wirkung.*®

4.4 Untersuchungen zu vasodilatierenden Wirkmechanismen von

Apocynin

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie und Daten anderer Autoren®® "% Jassen
vermuten, dass die schnelle vasodilatierende Wirkung von Apocynin, wie sie in vitro
beobachtet wird, nicht ausschlaggebend flr dessen potentielle antihypertensive Wirkung
sein kann, da die fur eine effektive Vasodilatation erforderlichen Apocyninkonzentrationen
in vivo bei systemischer Applikation nicht annéhernd erreicht werden kénnen. Wahrend
fur die in vitro Untersuchungen Apocyninkonzentrationen im hohen mikromolaren’ %
oder millimolaren® Bereich verwendet werden, werden fiir in vivo Untersuchungen
Apocynindosierungen im millimolaren Bereich eingesetzt,* 3 111 1#° hej denen damit
wesentlich geringere Konzentrationen am Wirkort erreicht werden als in vitro.>®
Untersuchungen an Ratten konnten zeigen, dass bei einer intragastrisch applizierten
Apocynindosis von 1 mmol/kg 97 % des Apocynins und seiner Metabolite rasch renal

eliminiert werden, wobei Apocynin zu 80 % unverandert ausgeschieden wird.>

Die vasodilatierende Wirkung von Apocynin wurde in mehreren Studien demonstriert und
mit einer NADPH-Oxidase-hemmenden Wirkung interpretiert,'> 6% 87 128.134.148 Bjqher
wurde aber nicht eindeutig gezeigt, dass die vasodilatierende Wirkung von Apocynin auf
einer NADPH-Oxidase-Hemmung beruht. Daher wurden in dieser Arbeit weiterfiihrende
Untersuchungen zu vasodilatierenden Wirkmechanismen von Apocynin an isolierten

Geféallen normotensiver Ratten und genetisch modifizierter Mause durchgefihrt.

Stickstoffmonoxid, reaktive Sauerstoffspezies und hyperpolarisierende Effekte

In der vorliegenden Arbeit wurde getestet, ob die Apocynin-induzierte Vasodilatation tber
den Einfluss auf die NO-Bioverfiigbarkeit, Gber einen Antagonismus vasokonstriktorischer
Wirkungen reaktiver Sauerstoffspezies oder durch hyperpolarisierende Effekte vermittelt

wird. Ergebnisse pharmakologischer Untersuchungen an isolierten menschlichen
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BlutgeféRen und an Rattenarterien wurden von den Autoren dahingehend interpretiert, dass
die Bildung NADPH-Oxidase-abhéangiger Superoxidanionen durch Apocynin akut
gehemmt und die endothelvermittelte VVasodilatation sowie die NO-Bildung verstérkt
werden.®® Dabei wurden in dieser Studie von Hamilton et al. ahnliche
Apocyninkonzentrationen, wie in der vorliegenden Arbeit eingesetzt. Unter der Zugabe des
NO-Synthase-Inhibitors L-NAME reagierten die Gefalie mit einer signifikanten Zunahme
der Phenylephrin-vermittelten Kontraktionsantwort.®® Die Ergebnisse dieser Studie,
stimmen mit den Daten der vorliegenden Arbeit nur partiell Uberein. Die Inkubation der
GeféalRsegmente mit L-NAME fuhrte zu einer nur unvollstandigen Aufhebung der
Apocynin-induzierten Vasodilatation. Dies zeigt, dass die Apocynin-vermittelte
Vasodilatation grofitenteils von der endothelialen NO-Synthese unabhéngig ist. Durch die
Behandlung der renalen Interlobar- und Koronararterien von F344 Ratten mit dem
Superoxidanionenfanger Tiron, Katalase und Kalium konnte die Apocynin-vermittelte
Vasodilatation nicht signifikant gehemmt werden. Diese Ergebnisse geben einen Hinweis
darauf, dass die Apocynin-induzierte Vasodilatation in Interlobar- und Koronararterien
nicht wesentlich durch eine Hemmung ROS-abhéngiger Mechanismen und durch
hyperpolarisierende Effekte vermittelt wird. In verschiedenen Studien wurde gezeigt, dass
Apocynin als potenter Hemmer der NADPH-Oxidase fungiert, indem es die Bindung der
p47°"*_Untereinheit an die gp91""**-Untereinheit verhindert.*** *3 248 Heumiiller et al.
konnten nachweisen, dass Apocynin die NADPH-Oxidase in HEK(Human Embryonic
Kidney)-Zellen nicht hemmt.”* In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob die
vasodilatierenden Wirkmechanismen von Apocynin durch eine Hemmung NADPH-
Oxidase-abhangiger Sauerstoffradikale vermittelt werden. Dazu wurden Untersuchungen
mit dem NADPH-Oxidase-Hemmer VAS2870 und mit p47phox™ Mausen durchgefiihrt.
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die vasodilatierende Wirkung von
Apocynin nicht tber eine Hemmung NADPH-Oxidase-abhangiger Sauerstoffradikale
vermittelt wird. Die Behandlung der Aortenringe des Knock-out Mausestammes mit
Apocynin zeigte zudem eine ausgepragtere vasodilatierende Wirkung, als die Aortenringe
der Wildtyp-Kontrollen. Dies weist darauf hin, dass die NADPH-Oxidase-abhéngigen
Sauerstoffradikale die Apocynin-induzierte Vasodilatation antagonisieren. Schlter et al.
demonstrierten, dass durch die Inkubation humaner Granulozyten mit

300 pmol/lI Apocynin sowie die Behandlung mit dem NADPH-Oxidase-Hemmer
VAS2870 die NADPH-Oxidase-Aktivitat effektiv gehemmt wurde.? Versuche an kleinen

intrarenalen Arteriensegmenten und Aorten von SHR und F344 Ratten konnten zeigen,
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dass weder die Behandlung mit Apocynin noch mit VAS2870 die NADPH-Oxidase-
abhangige Bildung von Superoxidanionen hemmen, wenn nicht hohe Mengen
Peroxidaseaktivitét exogen zugesetzt werden.? Studiendaten von in vivo und in vitro
Untersuchungen uber die vaskulare Funktion von Apocynin bezuglich der
NADPH-Oxidase-Hemmung sollten kritisch betrachtet werden, da ein groRer Teil der
vasodilatierenden Wirkung nicht der Interaktion mit den NADPH-Oxidase-Untereinheiten

zuzuschreiben ist.

Alternative Mechanismen der Apocynin-induzierten Vasodilatation

Da in dieser Arbeit ein Einfluss reaktiver Sauerstoffspezies auf die Apocynin-vermittelte
Vasodilatation ausgeschlossen wurde, erfolgten weitere Experimente zur Untersuchung
alternativer Mechanismen, die der vaskularen Wirkung von Apocynin unterliegen. Unter
anderem wurden Experimente zu den Wechselwirkungen von Apocynin mit
extrazellularem Kalzium an renalen Interlobararterien von F344 Ratten durchgefuhrt. Die
Ergebnisse dieser Untersuchungen konnten zeigen, dass durch die Abwesenheit von
extrazellularem Kalzium die vasodilatierende Wirkung von Apocynin nicht signifikant
gehemmt wurde. Das lasst darauf schlieRen, dass die Apocynin-induzierte Vasodilatation

nicht Uber diese Mechanismen vermittelt wird.

Weitere Experimente zur vasodilatierenden Wirkung von Apocynin wurden mit
Proteinkinase A- und Proteinkinase G-Inhibitoren durchgefiihrt. Proteinkinasen sind
Enzyme, durch deren Féhigkeit Proteine zu phosphorylieren, zahlreiche intrazellulére
Signaltransduktionswege reguliert werden. Wahrend die Proteinkinase A durch das
zyklische Adenosinmonophosphat (CAMP) reguliert wird,'® wird die Aktivitat der
Proteinkinase G ber das zyklische Guanosinmonophosphat (cGMP) gesteuert.%* *2 Dje
intrazellularen Botenstoffe CAMP und cGMP werden mit Hilfe der Enzyme
Adenylatzyklase und Guanylatzyklase aus ATP bzw. GTP gebildet und so deren
Konzentrationen an die Erfordernisse in der Zelle angepasst. Besondere Bedeutung haben
die cCAMP- und cGMP-abhangigen Proteinkinasen in der Regulation des Tonus glatter
GefaRmuskelzellen.’*> 1% 21 |n der vorliegenden Arbeit wurden renale Interlobar- und
Koronararterien mit Proteinkinase A- und G-Inhibitoren inkubiert und deren Einfluss auf
die vasodilatierende Wirkung von Apocynin untersucht. Die mit dem PKA-Inhibitor
behandelten Gefalle sowie die mit dem PKG-Inhibitor inkubierten Arteriensegmente

reagierten wie die unbehandelten Kontrollgeféalie auf die Zugabe von Apocynin mit einer
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deutlichen Vasodilatation. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Apocynin-
induzierte Vasodilatation nicht oder kaum durch Interferenz mit Proteinkinase A- und
Proteinkinase G-abhéangigen Signaltransduktionswegen vermittelt wird.

Die aktivierten Rho-Kinasen spielen eine besondere Bedeutung als zentrale Regulatoren
der Kontraktion glatter GefaBmuskelzellen.**® Rho-Kinasen sind Serin/Threonin-Kinasen,
die durch die Phosphorylierung der Myosinleichtketten-Phosphatase die Ca**-
Empfindlichkeit des kontraktilen Apparates der glatten Muskulatur steigern.® *°
Erkenntnisse Uber die physiologischen Funktionen der Rho-Kinasen wurden in zahlreichen
pharmakologischen Experimenten unter Verwendung der Rho-Kinase-Inhibitoren Y-27632
und Fasudil gewonnen.™® Auch in dieser Arbeit erfolgten Untersuchungen zur
vasodilatierenden Wirkung von Apocynin unter Einsatz des Rho-Kinase-Hemmers
Y-27632. Die Ergebnisse unserer Untersuchungen haben gezeigt, dass durch die
Behandlung mit dem Rho-Kinase-Hemmer Y-27632 die VVasopressin-induzierte
Vasokonstriktion von Interlobararterien abgeschwécht wurde. Die gleichzeitige
Behandlung mit Apocynin hatte keinen zuséatzlichen Effekt auf die Wandspannung, so dass
naheliegt, dass Apocynin vermutlich einen Einfluss auf die Rho-Kinase-Inhibition hat. Die
Ergebnisse der durchgefuhrten Untersuchungen geben einen Hinweis darauf, dass
Apocynin einen intakten RhoA/Rho-Kinase Signaltransduktionsweg bendtigt, um seine
vasodilatierende Wirkung zu entfalten und den Gefalitonus zu beeinflussen. Ergédnzende
Western Blot Untersuchungen von Schliter et al. demonstrierten, dass die Rho-Kinase-
Aktivitat in aortalem Gewebe durch Vasopressin aktiviert und durch die Behandlung mit

Apocynin die Vasopressin-vermittelte Rho-Kinase-Aktivierung vermindert wird.'??

4.5 Schlussfolgerungen

Ein unzureichend eingestellter Blutdruck gehort zu den fihrenden Todesursachen weltweit
und ist jahrlich fiir 7 Millionen Todesfalle verantwortlich.*** Diese werden vor allem durch
die mit einer arteriellen Hypertonie einhergehenden kardiovaskularen Komplikationen wie
Schlaganfall, Herzinsuffizienz, Niereninsuffizienz oder koronare Herzerkrankung
ausgeldst. Um diese Risiken zu minimieren ist eine friihzeitige Erkennung und gezielte
Behandlung der manifesten Hypertonie von besonderer Bedeutung. Zur effektiven

Behandlung der Hypertonie stehen heute verschiedene Arzneistoffgruppen zu denen die
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R-Blocker, ACE-Hemmer, AT;-Antagonisten, Kalziumantagonisten, Diuretika sowie die
Renin-Inhibitoren zéhlen, zur Verfiigung.* Die Wahl der antihypertensiven Therapie sollte
auf jeden Patienten individuell abgestimmt werden. Bereits eine Reduktion des
systolischen Blutdruckes um 10 mmHg fuhrt zu einer etwa 20-25%igen Abnahme
bedeutender kardiovaskularer Ereignisse (Schlaganfall, koronare Herzerkrankung).™* Um
diesen gefurchteten kardiovaskularen Komplikationen praventiv entgegenzuwirken sollten
blutdrucksenkende Medikamente mit neuen therapeutischen Angriffspunkten

erforscht und etabliert werden. Ob die NADPH-Oxidasen hierfur geeignete Angriffspunkte
sein konnen ist derzeit unsicher. Jedoch haben einige in der Behandlung kardiovaskularer
Erkrankungen etablierte Substanzen wie Statine, ACE-Hemmer, AT;-
Rezeptorantagonisten'?® und der B-Blocker Nebivolol**® pleiotrope Effekte, die die
Bildung und Bioverfligbarkeit reaktiver Sauerstoffspezies reduzieren. In der vorliegenden
Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Substanz Apocynin, die NADPH-Oxidase-
hemmende Eigenschaften besitzt, keinen Effekt auf den langfristigen Blutdruck spontan
hypertensiver Ratten hat. Untersuchungen an isolierten Gefasegmenten ergaben, dass
Apocynin die vaskulare NADPH-Oxidase-Aktivitat nicht hemmt. Die Apocyninwirkungen
auf das GeféaRsystem sind zumindest teilweise auf die Hemmung der ROCK-Aktivierung

zurtickzufiihren.
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5 Zusammenfassung

Die arterielle Hypertonie stellt eine oft schleichend beginnende und haufig tber viele Jahre
unbemerkt verlaufende Erkrankung dar, die bei langjahrigem Bestehen schwerwiegende
renale, kardiale und vaskulédre Folgeerkrankungen nach sich zieht. Obwohl heute effektive
Behandlungsstrategien etabliert sind, kdnnen Patienten mit schwer einstellbarer Hypertonie
haufig nicht von diesen Therapien profitieren. Aus diesem Grund sollten in Zukunft neue
therapeutische Ansatzpunkte bei der Behandlung der Hypertonie in Betracht gezogen
werden. Zahlreiche Studien liefern Erkenntnisse Uber den Zusammenhang zwischen
reaktiven Sauerstoffspezies und der Entstehung kardiovaskularer Erkrankungen, wie der
Hypertonie. Besonders NADPH-Oxidase-abhangige Sauerstoffradikale wurden als
wichtige krankheitserzeugende Faktoren in der Entwicklung und Aufrechterhaltung
kardiovaskularer Erkrankungen, wie der arteriellen Hypertonie identifiziert und
Substanzen erforscht, die zu experimentellen und therapeutischen Zwecken die NADPH-
Oxidase-Aktivitat hemmen. Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, durch friihzeitige
Behandlung spontan hypertensiver Ratten mit einer Substanz, die NADPH-Oxidase-
hemmende Eigenschaften hat, eine langfristige Blutdrucksenkung und eine Verbesserung
der endothelvermittelten VVasodilatation zu erreichen. Dazu wurde eine Gruppe von 8 SHR
uber das Trinkwasser mit dem NADPH-Oxidase-Hemmer Apocynin behandelt und mit
Hilfe der Radiotelemetrie der systolische, diastolische Blutdruck sowie die Herzfrequenz
registriert. Die Apocynin-behandelten SHR wurden mit einer Gruppe von 6 unbehandelten
SHR-Kontrolltieren verglichen. Neben diesen Experimenten wurden Untersuchungen zur
Endothelfunktion Apocynin-behandelter SHR an isolierten renalen Interlobar- und
Koronararterien und zur vasodilatierenden Wirkung von Apocynin an Interlobar- und
Koronararterien von F344 Ratten mit einem Small-Vessel-Myographen durchgefiihrt. Die
Ergebnisse dieser Arbeit konnten zeigen, dass die Behandlung der SHR mit Apocynin bis
zur 8. Lebenswoche keine langfristige Blutdrucksenkung zur Folge hatte. Der Vergleich
beider Gruppen hinsichtlich der Blutdriicke ergab keinen statistisch signifikanten
Unterschied. Die Untersuchungen zur endothelvermittelten VVasodilatation mit
Acetylcholin an isolierten renalen Interlobar- und Koronararterien Apocynin-behandelter
und unbehandelter SHR zeigten, dass durch die Behandlung der SHR mit Apocynin keine
Verbesserung der renalen und koronaren Endothelfunktion im Vergleich zu den Kontrollen
resultierte. Die Experimente zur Kl&rung der Mechanismen, die die vasodilatierende

Wirkung von Apocynin vermitteln ergaben, dass durch die Hemmung der NADPH-
76



Oxidase-abhangigen Sauerstoffradikale, durch die Abwesenheit von extrazellularem
Kalzium, durch Kalium und durch die Inhibition der Proteinkinase A und G die Apocynin-
induzierte Vasodilatation nicht signifikant gehemmt wurde. Durch die Inkubation der
Arteriensegmente mit dem Rho-Kinase-Hemmer Y-27632 wurde die VVasopressin-
induzierte VVasokonstriktion signifikant abgeschwacht und die kumulative Zugabe von
Apocynin zeigte keine zusatzliche Wirkung auf die Wandspannung. Diese Ergebnisse
belegen, dass die renalen Interlobar- und Koronararterien von SHR und F344 Ratten auf
Apocynin mit einem ausgepragten Dilatationsverhalten reagierten, die Vasodilatation
jedoch nicht tiber eine Hemmung der NADPH-Oxidase, vermutlich aber tiber eine

Hemmung der Rho-Kinase vermittelt wird.
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