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4. Einleitung 

4.1. Stickstoffmonoxid 

Seit der Identifizierung von Stickstoffmonoxid (NO•)  als wichtiger 

kardiovaskulärer Regulator und dem damit  einhergehenden Nobelpreis 1998 ist 

NO• ein Kernthema der physiologischen und kardiovaskulären Forschung.1 

Anfangs vor allem als Schadstoff gesehen, entwickelt sich mittlerweile ein 

versatiles Bild der unterschiedlichen Funktionen.  

4.1.1. Synthese und Regulation von NO• 

NO• wird durch NO•-Synthasen (EC 1.14.13.30) gebildet. Es existieren drei 

unterschiedliche Isoformen. Man unterscheidet die neuronale NOS (nNOS), 

endotheliale NOS (eNOS) und die induzierbare NOS (iNOS).2 Alle Isoformen 

üben unterschiedliche Funktionen aus und werden von verschiedenen Genen 

codiert: So codiert NOS1 für die nNOS, NOS2 für die iNOS und NOS3 für die 

eNOS. Die Gene liegen auf unterschiedlichen Chromosomen.3-6 

•NO-Synthasen besitzen eine homodimere Struktur, werden aber als Monomere 

produziert. Fehlende Dimerisierung oder eine Substratdepletion führen zu einem 

Zustand, der Entkopplung genannt wird – die NOS produziert dann 

Superoxidradikale (O2•−) anstelle von Stickstoffmonoxid.7, 8 NOS-Monomere 

bestehen aus einer carboxy-terminalen Reduktasekomponente, die Flavin-

Adenin-Dinukleotid (FAD) und Flavinmononukleotid (FMN) enthält und 

Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH) bindet. Weiterhin enthalten sie 

eine amino-terminale Oxygenasekompente, die eine prosthetische Häm-Gruppe 

und ein Calmodulin-Bindungselement enthält.9, 10 Essentiell ist auch der Kofaktor 

5,6,7,8-Tetrahydrobiopterin (BH4), der eine Dimerisierung erst ermöglicht.11 

Fehlt dieser oder ist er oxidiert, entsteht ebenfalls eine Entkopplung und 

schädliches O2•− wird produziert.12, 13  

Eine funktionsfähige NOS nutzt L-Arginin, molekularen Sauerstoff und NADPH 

als Substrate. Elektronen werden von NADPH via FAD und FMN in der 

Reduktasedomäne zur Hämgruppe in der Oxygenasedomäne übertragen. Dort 

wird der Sauerstoff aktiviert und L-Arginin zu L-Citrullin und NO• oxidiert.14 Die 

NO-Produktion wird multiplex und strikt reguliert. nNOS und eNOS werden via 

Calcium/Calmodulin (Ca2+/CaM) reguliert. Eine CaM-bindende Domäne befindet 

sich zwischen Oxygenase und Reduktase:  Strömt eine gewisse Menge an Ca2+ 

in die Zelle und wird es von CaM gebunden, bindet CaM an die NOS und 

ermöglicht einen Elektronenfluss von FMN zur Hämgruppe.9, 15 Während für die 

nNOS supraphysiologische Ca2+-Konzentrationen benötigt werden, wird die 

iNOS bereits bei physiologischen Ca2+-Konzentrationen aktiviert.16, 17 Die eNOS 



Einleitung  8 

 

kann schon bei basalen Calciumspiegeln bzw. calciumunabhängig aktiviert 

werden. So kann beispielsweise der durch den Blutfluss verursachte Scherstress 

die Phosphokinase A aktivieren und via Phosphorylierung von Serin615 oder 

Serin1177 die Calciumsensitivität erhöhen.18, 19 Weitere Regulatoren sind 

asymmetrisches Dimethylarginin (ADMA) und Arginase, die die Substratzufuhr 

steuert.20, 21 Auch S-Glutathionylierung spielt eine wichtige Rolle.22 

4.1.2. Vaskuläre Funktionen von NO• 

Stickstoffmonoxid besitzt, abhängig von der jeweils produzierenden NOS (und 

damit der NO•-produzierenden Zelle), ein umfangreiches Funktionsspektrum. 

Diverse physiologische und pathophysiologische Vorgänge werden via NO• 

reguliert. Darüber hinaus können epigenetische Prozesse gesteuert werden, um 

eine endotheliale Genepxression zu regulieren.23 Auch bei der Therapie 

zahlreicher Erkrankungen, wie beispielsweise Angina pectoris oder akuter 

Hypertension, wird NO• eingesetzt, sodass auch eine hohe klinische Signifikanz 

besteht.24, 25 Im Folgenden werden einige für Gefäße wichtige Funktionen von 

NO erörtert, da der Hauptfokus dieser Arbeit auf dem vaskulären endothelialen 

Kompartiment liegt. 

Eine der wesentlichsten Aufgaben von vaskulärem NO• ist die Aufrechterhaltung 

der vaskulären Relaxation und der damit einhergehenden Regulation des 

vaskulären Tonus mittels Einfluss auf die vaskulären glatten Muskelzellen 

(VSMC). Nach der Produktion in vaskulären Endothelzellen diffundiert NO• in die 

benachbarten VSMC.26 Dort wird parakrin nach Bindung an die lösliche 

Guanylatzyklase (sGC) die Bildung von zyklischem Guanosinmonophosphat 

(cGMP) gefördert.27 cGMP wiederum aktiviert die Proteinkinase G, die zahlreiche 

Ziele phosphoryliert, wie z.B. Calcium-Kanäle mit großem Leitwert (BKCa) oder 

auch Phospholamban28, 29. Hierdurch wird eine Reduzierung der intrazellulären 

Calciumkonzentration vermittelt, sodass der für die Kontraktion wichtige 

Ca2+/Calmodulin-Komplex nicht die Myosin-Leicht-Ketten-Kinase (MLCK) 

aktivieren kann. Als Folge dessen wird die regulatorische Leichtkette von Myosin 

nicht phosphoryliert und die Myosin-ATPase kann keine Kontraktion vermitteln.30, 

31 Für die Relaxation ist die Myosin-Leicht-Ketten Phosphatase (MLCP) von 

großer Bedeutung. Diese dephosphoryliert die regulatorische Leichtkette, sodass 

keine Kontraktion zustande kommt.32  •NO selber kann über die Disinhibition der 

MLCP-inhibierenden Proteine CPI-17 und MYPT1 die MLCP aktivieren und 

bewirkt so eine Relaxation der vaskulären Muskulatur.33, 34   

Eine weitere wichtige Funktion von NO• zur Aufrechterhaltung der vaskulären 

Integrität besteht durch die Inhibition der Thrombozytenaktivierung. 

Üblicherweise zirkulieren Thrombozyten (TZ) in einem inaktiven Stadium, das 

durch die Trias Prostazyklin, CD39/ecto-ADPase und NO• bewahrt wird.35, 36, 37 
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Da die thrombozytäre Funktion vor allem über eine erhöhte intrazelluläre 

Calciumkonzentration ausgeübt wird, vermittelt NO• über ähnliche Mechanismen 

wie in den VSMC eine Erniedrigung der intrazellulären Calciumkonzentration. 

Darüber hinaus kann NO• die Leukozytenadhäsion am Endothel beeinflussen, 

indem es mit den für die Adhäsion bedeutenden 

Leukozytenoberflächenproteinen CD11 und CD18 interferiert oder deren 

Expression in Leukozyten supprimiert.38, 39 Ergänzend werden bei Mangel an 

NO• endotheliale Zelladhäsionsmoleküle, z.B. P-Selektin, hochreguliert.40 Somit 

kann bei ausreichender NO•-Produktion die endotheliale Leukozytenadhäsion 

und -transendotheliale Migration verhindert werden. 

Zusammenfassend zeigt sich, dass NO• eine zentrale Rolle in der Prävention 

atherosklerotischer Prozesse innehat. Eine verminderte NO• Bioverfügbarkeit ist 

als ein erstes Zeichen der endothelialen Dysfunktion zu werten.41 Neben der o.g. 

Inhibition von transendothelialer Immunzellmigration und 

Thrombozytenaggregation haben weitere Faktoren, wie z.B. die Hemmung der 

VSMC Proliferation, eine Bedeutung für die Entstehung der Atherosklerose.42 

Neben den vaskulären und antiatherosklerotischen Funktionen ist NO• an einer 

großen Zahl weiterer physiologischer Prozesse beteiligt. Hierzu gehören wichtige 

Aufgaben bei der Immunantwort43 oder auch im zentralen Nervensystem.44 Dies 

demonstriert die essenzielle Rolle von Stickstoffmonoxid im menschlichen 

Organismus. 

4.1.3. Elimination von NO• 

Die Art und die Rate der Elimination von NO• sind abhängig von dessen 

Konzentration, dem umliegenden Gewebe und der umliegenden Konzentration 

anderer bioreaktiver Moleküle.45 

Unter physiologischen Bedingungen ist das Hämoglobin der zirkulierenden 

Erythrozyten eines der wichtigsten Elemente in der Regulation der 

Bioverfügbarkeit von NO•.46 Das NO• diffundiert, einem steilen 

Konzentrationsgradienten folgend, in Richtung des Blutstroms. Basierend auf der 

dann vorliegenden NO•-Konzentration und dem vorherrschenden 

Oxygenierungsgrad des Hämoglobins wird entweder Nitrat gebildet und das 

Hämoglobin wird oxidiert (HbFe2+ => HbFe3+) oder das NO• wird kovalent als S-

Nitrosothiol (R-SNO) an das Hämoglobin gebunden(S-Nitrosylierung).47 Hierbei 

wird die NO•-Bioverfügbarkeit nicht limitiert, sondern konserviert, denn das 

Hämoglobin kann das NO• unter spezifischen Bedingungen (z.B. Hypoxie) an 

anderer Stelle wieder freigeben.48 

NO• kann neben Hämoglobin auch mit diversen anderen Metallzentren 

reagieren. Hierzu gehören z.B. die bereits genannte sGC oder auch die 
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Cyclooxygenase. Häufig kommt es nach der Bindung zu einer Änderung der 

sekundären Proteinstruktur und einer damit einhergehenden Änderung der 

Proteinfunktion.49 

Des Weiteren kann NO•, neben Hämoglobin, an spezifische Cystein-Reste einer 

großen Zahl weiterer Proteine als R-SNO gebunden werden. Hierdurch kann eine 

Vielzahl physiologischer und pathologischer Prozesse gesteuert werden. S-

Nitrosylierung von v.a. Cystein-Resten stellt somit einen wichtigen Mechanismus 

der NO-vermittelten Signaltransduktion dar.50 

Unter aeroben Bedingungen kann NO in Verbindung mit molekularem Sauerstoff 

das Produkt Stickstoffdioxid bilden (NO2•).51 Die Reaktion läuft unter 

physiologischen Bedingungen aufgrund der niedrigen Spiegel von NO• und O2, 

die auch im Fließgleichgewicht stehen, langsam ab. NO2• ist aufgrund eines 

freien Elektrons ein Radikal, demnach wird es nach seiner Produktion durch 

Radikalfänger wie Ascorbat, Thiole oder auch -Tocopherol eliminiert. 52 Ist dies 

aufgrund von verbrauchten Radikalfängern nicht möglich, entstehen zahlreiche 

oxidierte Produkte.51 

Abschließend lässt sich festhalten, dass NO• vorwiegend nicht enzymatisch und 

vor allem durch Reaktionen mit anderen Biomolekülen abgebaut wird. Neben den 

physiologischen Effekten besitzt NO• aber auch schädliche Effekte. Diese 

werden vornehmlich von Peroxynitrit verursacht. 

4.2. Peroxynitrit und reaktive Stickstoffspezies 

Schon 1992 zeigte sich, dass Makrophagen unter Zuhilfenahme von 

Superoxidanion (O2•−) und NO• tumorizide und antimikrobielle Aktivität besitzen. 

Diese Aktivität wird durch Peroxynitrit (ONOO-) vermittelt, welches eine deutlich 

stärkere oxidative Wirkung besitzt als NO•.53 ONOO- entsteht, wenn NO• mit 

Superoxidanion reagiert. Diese Reaktion ist diffusionskontrolliert und erfolgt 

spontan.54  

Das Superoxidanion (oder Superoxidradikal) entsteht durch die Übertragung von 

einem Elektron auf molekularen Sauerstoff. Im Menschen erfolgt dies akzidentiell 

in der Atmungskette, in der Elektronen anstatt auf den nächsten Komplex auf 

molekularen Sauerstoff übertragen werden.55 O2•− wird darüber hinaus als 

antimikrobieller Wirkstoff durch die NADPH-Oxidase in Makrophagen 

produziert.56 Somit wird O2•− im physiologischen Milieu dauerhaft und ubiquitär 

gebildet. Kommt es zu einer Entkopplung der Atmungskette, der eNOS oder 

einem inflammatorischen Stimulus, kann die O2•−-Produktion um ein Vielfaches 

steigen.57, 58, 59 Um oxidativen Schäden vorzubeugen und eine Wirkung als 

Signalmolekül zu gewährleisten, reguliert die Superoxiddismutase (SOD) die 

O2•−-Konzentration präzise.60 
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Peroxynitrit ist ein potenziell zytotoxisches Oxidans, dass mit diversen 

Biomolekülen reagiert. Eine wichtige Reaktion ist die nukleophile Addition von im 

physiologischen Milieu hochkonzentriert vorliegenden Kohlenstoffdioxid. Es 

entsteht das instabile Nitroso-peroxy-carboxylat (ONOOCO2
-), welches rasch 

homolytisch in Carbonat (CO3
-) und Nitrat (NO•2) gespalten wird. Beide 

gebildeten Radikale können weitere oxidative Prozesse initiieren.61 

Peroxynitrit selbst kann unterschiedliche Substrate oxidieren. Hierzu gehören 

DNS, Thiolreste, oder auch Lipide.62, 63, 64 Ferner ist die Nitrierung von 

Proteintyrosinresten ein elementarer und gut untersuchter 

Reaktionsmechanismus. Dieser wird von Radikalen ausgelöst, die beim 

Peroxynitritzerfall entstehen.65 Durch Peroxynitrit hervorgerufene Modifikationen 

können so Proteinfunktionen oder die Aktivität von Transkriptionsfaktoren 

beeinflussen.66, 67 Sie spielen somit auch eine wichtige Rolle bei der zellulären 

Signaltransduktion.68 ONOO- und die beim Zerfall entstehenden Radikale  

werden reaktive Stickstoffspezies (RNS) genannt. Von diesen evozierte 

chemische Modifikationen werden in ihrer Gesamtheit als nitrosativer Stress 

bezeichnet.69 Kann dieser nicht durch die antioxidativen Systeme kontrolliert 

werden, können Zellen durch Apoptose zugrunde gehen und die Entwicklung 

zahlreicher pathophysiologischen Zustände und Erkrankungen wird begünstigt. 
70, 71  

4.3. Antioxidative Systeme 

Unabhängig davon, ob es sich um Veränderungen handelt, die durch nitrosativen 

oder oxidativen Stress verursacht werden,ist eine akkurate Regulation beider 

Variablen von elementarer Bedeutung. Nur so können oxidative Schäden 

vermieden und eine exakte Signaltransduktion sichergestellt werden. Man 

differenziert zwischen endogenen, also vom Organismus gebildeten, und 

exogenen, dem Organismus hinzugefügten, Antioxidantien. Weiterhin 

unterscheidet man zwischen nicht enzymatischen und enzymatischen 

Antioxidantien. 

4.3.1. Nicht-enzymatische Systeme 

Nicht-enzymatische Antioxidantien sind primär, aber nicht ausschließlich, 

Verbindungen mit niedrigem Molekulargewicht. Ihre Aufgabe besteht darin, die 

Bildung von Radikalen zu verhindern oder bereits gebildete Radikale zu 

neutralisieren.72 Nicht-enzymatische Antioxidantien liegen sowohl extra- als auch 

intrazellulär vor. Zu dieser Spezies von Antioxidantien gehören unter anderem 

Vitamine wie a-Tocopherol (Vit. E)73 oder Ascorbinsäure (Vit. C)74, Carotenoide75, 

metallbindende Proteine72, Coenzym Q1076, Harnsäure77 und Glutathion.78 

Letzteres ist ein Tripeptid79, wird ubiquitär exprimiert und hat neben seinen 
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antioxidativen Eigenschaften auch eine regulatorische Rolle bei Prozessen wie 

Zellteilung und Apoptose.80, 81 Zudem ist Glutathion bei der 

Peroxynitritelimination beteiligt.82 Oxidiertes Glutathion wird durch die Glutathion 

Reduktase unter NADPH-Verbrauch wieder reduziert.83 

4.3.2. Enzymatische Systeme 

Zu den wichtigen antioxidativen Enzymen gehören unter anderem die SOD, 

Katalase, Glutathion-Peroxidasen (GPx), Häm-Oxidase (HO) und das 

Thioredoxin-System. 

4.3.2.1. Superoxiddismutase 

Die drei Isoenzyme der SOD-Familie (EC 1.15.1.1) gehören zu den 

bedeutsamsten antioxidativen Enzymen in der Zelle. Die verschiedenen 

Isoenzyme werden von verschiedenen Genen codiert. Sie katalysieren die 

Reaktion von zwei Superoxidradikalen (O2•−) zu Wasserstoffperoxid (H2O2) und 

molekularem Sauerstoff (O2).60 Die SOD benötigt ein Metall (Eisen (Fe), Mangan 

(Mn) oder Kupfer/Zink (Cu/Zn)) als Kofaktor und in Abhängigkeit dessen erfolgt 

die Einteilung in Isoformen.84 

4.3.2.2. Katalase   

Die Katalase (CAT, EC 1.11.1.6) wird auch ubiquitär exprimiert, allerdings variiert 

die Aktivität zelltypabhängig. Intrazellulär ist sie vor allem in den Peroxisomen 

lokalisiert. Die Katalase ist ein tetrameres Enzym. Jedes Monomer enthält ein 

Häm-Molekül und ein NADPH.85 Die Katalase detoxifiziert H2O2 zu Wasser und 

molekularem Sauerstoff und vollendet somit den Abbau von Superoxid. Katalase 

schützt die Zellen vor übermäßigen H2O2-Konzentrationen und bewahrt so 

beispielsweise auch die Erythrozytenstruktur.86 

4.3.2.3. Glutathionperoxidase 

Die Glutathionperoxidasen (GPx, EC 1.11.1.9) tragen in ihrem katalytischen 

Zentrum ein L-Selenocytein, welches essentiell für die katalytische Aktivität der 

Enzyme ist.87 Sie katalysieren die Glutathion-abhängige Reaktion von 

Wasserstoffperoxid und radikalinduzierten Lipidperoxiden in ihre 

entsprechenden Alkohole und Wasser. 87, 88  Sie sind wichtige antioxidative 

Enzyme, da eine Einschränkung der Aktivität oder ein Verlust der Funktion 

oxidative Modifikationen begünstigt und somit u.a. die Entstehung von 

kardiovaskulären Erkrankungen gefördert wird. 88 

4.3.3. Thioredoxinsystem 

4.3.3.1. Thioredoxine 
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Thioredoxine sind ubiquitär exprimierte, etwa 12 kDa kleine Proteine, die Thiol-

Disulfid-Austauschreaktionen mittels einer hochkonservierten -Cys-Gly-Pro-Cys-

Domäne katalysieren und selbst oxidiert bzw. reduziert werden. Es sind 3 

verschiedene Isoformen bekannt. Trx1 wird zytosolisch exprimiert, Trx2 

mitochondrial und Sptrx in Spermatozoen.89, 90 

 

Abbildung 1: Schematische Funktionsweise des Thioredoxin-Systems 

Reduziertes Thioredoxin (Trx-SH-SH, blau) kann durch beispielsweise H2O2 oxidierte Proteine 
oder Peroxiredoxine (Prx) reduzieren, während es selbst oxidiert wird. Oxidiertes Trx wird mittels 
TrxR (rot) unter NADPH-Verbrauch wieder reduziert.91 

Thioredoxine vermitteln einen großen Teil ihrer antioxidativen Wirkung über die 

Reduktion von Peroxiredoxinen.92 Somit leisten sie einen wichtigen Beitrag, um 

das zelluläre Redox-Gleichgewicht beizubehalten und ein physiologisches Milieu 

zu gewährleisten (vgl. Abb. 1). Darüber hinaus sind Thioredoxine bei der 

Regulation von Transkriptionsfaktoren wie z.B. nuclear factor kappa-light-chain-

enhancer of activated B-cells (NFkB)  beteiligt und beeinflussen so die 

Genexpression.93 Weiterhin sind Thioredoxine Teil von vielen 

Signaltranduktionswegen. So kann Thioredoxin beispielsweise an die 

Apoptosesignal Kinase 1 (ASK1) gebunden werden und den Zelltod inhibieren.94 

Um seine umfangreichen Funktionen ausüben zu können, müssen die 

Thioredoxine in einen reduzierten Zustand verbracht werden. Hierfür ist die 

Thioredoxin-Reduktase notwendig.95 

4.3.3.2. Thioredoxin-Reduktasen 

4.3.3.2.1. Antioxidative Funktionen der Thioredoxin-Reduktasen 

Thioredoxinreduktasen (TrxR) sind eine Gruppe an Oxidoreduktasen, die die 

Aminosäure Selen für eine suffiziente Funktion benötigen.96 TrxR besitzen einen 

homodimeren Aufbau und eine konservierte -Gly-Cys-Sec-Gly-COOH-Domäne, 
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die das katalytische Zentrum darstellt.97 Analog zu Trx existieren drei Isoformen 

der TrxR. TrxR1 wird primär zytosolisch98, TrxR2 mitochondrial99 und TGR in 

Spermatozoen exprimiert.100 Neben dem Hauptsubstrat Thioredoxin können 

aufgrund der gut zugänglichen aktiven Domäne weitere Substrate wie die  

Proteindisulfidisomerase101 oder niedermolekulare Antioxidantien wie Vitamin 

C102 reduziert werden. Neben den antioxidativen Eigenschaften von TrxR 

bestehen weitere wichtige Funktionen. In Abbildung 2 ist der Aufbau der Trxr2 

schematisch dargestellt. 

Um die spezifischen Aufgaben der einzelnen TrxRs genauer zu charakterisieren 

wurden verschiedene Maus– und Zellmodelle entwickelt, beispielsweise durch 

Gen-Knockout 103-105 bzw. mittels Über- oder reduzierter Expression isolierter 

Isoenzyme.106-108 Im Mittelpunkt dieser Arbeit steht die TrxR2, zu der im 

Gegensatz zur TrxR1 weniger Daten 

vorliegen (155 vs 621 Treffer auf 

Pubmed zum Zeitpunkt des 

Verfassens). 

 

Anfangs wird ein enzymfixiertes FAD mittels 

NADPH reduziert. Anschließend werden die 

Elektronen auf das N-terminale -CGVNVC- 

Motiv der einen Untereinheit (weiß) mit 

subsequenter Bildung eines Dithiols 

übertragen. Danach wird die c-terminale 

Gly-Cys-Sec-Gly-COOH Sequenz der 

anderen Untereinheit (schwarz) reduziert. Hierbei entsteht ein Selenothiol auf Grundlage dessen 

diverse Substrate reduziert werden können.109 

4.3.3.2.2. Erkenntnisse zur Funktion von TrxR2 durch Überexpressions- und 
knockout-Studien 

Bereits seit einigen Jahren existieren verschiedene Zell- und 

Mausmodellsysteme mit alternierender TrxR2-Aktivität. So konnten Alvarte et al. 

bereits 2004 zeigen, dass eine forcierte Überexpression von TrxR2 in HEK293-

Zellen (Human embryonic kidney) zu einer verminderten Zellproliferation und zu 

einer vermehrten Expression der epithelialen Marker CK18, CK-Cam5.2 und 

BerEP4 führte. Dies könnte an der verminderten Verfügbarkeit von H2O2 liegen, 

das auch unter anderem als interzelluläres Signalmolekül für Proliferation 

dient.110, 111 Übereinstimmende Ergebnisse konnten auch Patenaude et al. 2004 

zeigen. Hier wurden  murine Neuro2A-Zellen (Neuroblastom-Zellen) mit TrxR2-

Überexpression analysiert. Weiterhin wurde beobachtet, dass keine erhöhte 

Abbildung 2: Homodimerer Aufbau der 
Thioredoxin-Reduktase 
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Resistenz gegenüber apoptotischen Stimuli wie Diamid, Rotenon oder Menadion 

vorliegt. Um auszuschließen, dass nicht Trx2 der limitierende Faktor der 

verminderten Resistenz ist, wurde in TrxR2 überexprimierenden Zellen Trx2 

überexprimiert. Auch hier zeigte sich keine erhöhte Resistenz gegenüber 

zytotoxischen Agenzien. Ursächlich hierfür könnte sein, dass in diesem Modell 

nicht das TrxR2/Trx2/Prx3-System den limitierenden Faktor für die Inhibition der 

Apoptose darstellte.110 

Dem gegenüber stehen die 2017 publizierten Erkenntnisse von Pickering et al. 

Hier konnte die TrxR2-Aktivät in Fibroblasten und anderen Zellarten mit der 

Lebensdauer von Vögeln, Nagern und Primaten positiv korreliert werden. Ebenso 

konnte durch eine forcierte TrxR2-Überexpression die Lebensdauer von 

Fruchtfliegen verlängert werden.112 Da Daten aus Zellmodellen aufgrund diverser 

Limitationen nicht immer vollumfänglich auf ganze Organismen übertragen 

werden können, wurden auch verschiedene Mausmodelle mit alternierter TrxR2-

Aktivität entwickelt. 

2003 erstellten Nonn et al. das erste TrxR2-Knockout Mausmodell. Hier wurde 

die TrxR2-Transkription mittels retroviralem Gentrapping inhibiert. Homozygote 

Tiere (TrxR2-/-) verstarben bereits im Embryonalstadium 10,5 Tage post 

conceptionem. Die Zellen konnten mit Anti-Caspase 3 Antikörpern angefärbt 

werden, was einen apoptotischen Zustand impliziert.113 Ebenso zeigte sich ein 

fehlender Neuralrohrverschluss, eine regelrechte ZNS-Entwicklung war somit 

nicht möglich. Da die Mitochondrien zwischen Tag 10 und 12 beginnen, ihre 

Energie mittels oxidativer Phosphorylierung zu generieren, führt vermutlich die 

fehlende Aktivität der TrxR2 zur Apoptose. Heterozygote Phänotypen zeigten 

einen normalen Phänotyp.105 

Die Arbeitsgruppe um Conrad et al. generierten ein Mausmodell mit einer 

homozygoten TrxR2-Deletion (Trxrd2-/-) und untersuchten insbesondere die 

kardiale Entwicklung. Diese Mäuse sind nicht lebenfähig. Embryos verstarben 

zwischen Embryonaltag 12.5 und 13,5. Sie zeigen Anomalien in der 

Herzentwicklung. Ebenso war die Hämatopoese eingeschränkt. An diesem 

Modell konnte so die wichtige Funktion von TrxR2 für eine regelrechte 

Entwicklung von Herz und fetaler Blutbildung demonstiert werden. Um die 

Funktion von TrxR2 auf die kardiale Entwicklung besser analysieren zu können 

und um dem prägestationellen Versterben entgegen zu wirken, wurde mittels 

einer MLC2a-Cre transgenen Mauslinie ein kardiomyozytenspezifischer 

Knockout untersucht.114 103 Hier zeigten Trxrd2-/--Mäuse Symptome einer 

dilatativen Herzinsuffizienz wie generalisierte Ödeme, atriale Wandausdünnung 

oder eine Stauungsleber. Kardiomyozyten hatten ausgeprägte Veränderungen in 

ihrer Zellstruktur. Diese Mäuse verstarben kurz nach der Geburt. Dies zeigte, 
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dass TrxR2 nicht nur für die Hämatopoese wichtig ist, sondern auch für eine 

regelrechte kardiale Entwicklung.103 

Um den Einfluss der TrxR2-Defizienz auf Kardiomyozyten ohne die Limitation 

des perinatalen Versterbens weiter zu untersuchen, entwickelten Kiermayer et al. 

ein induzierbares kardiomyozytenspezifisches TrxR2-Knockout-Modell. Hier 

wurde der Knockout erst ab der 6. Lebenswoche induziert. Diese Mäuse zeigten 

unter anderem eine mitochondriale und myokardiale Degeneration. Ebenso 

konnte eine erhöhte autophagische Aktivität nachgewiesen werden. Signifikant 

erhöhte ROS-Level konnten zwar nicht nachgewiesen werden, allerdings zeigte 

sich vermehrt oxidiertes Glutathion, dass als Ersatzsystem für die Balance der 

ROS-Level dienen könnte. Somit konnte demonstriert werden, dass TrxR2 nicht 

nur für eine suffiziente kardiale Entwicklung wichtig ist, sondern auch für die 

Aufrechterhaltung der myokardialen Funktion in adulten Mäusen.104 

Neben der Myokardfunktion ist die Gefäßfunktion essentiell für ein 

funktionierendes kardiovaskuläres System. Um den Einfluss der TrxR2 auf die 

für die vaskuläre Funktion wichtigen Endothelzellen zu untersuchen, hat unsere 

Arbeitsgruppe eine Tamoxifen-induzierbare, endothelzellspezifische TrxR2 

Knockoutmaus (Trxrd2iECKO) entwickelt. Obwohl diese Mäuse keinen 

offensichtlichen Phänotyp zeigen und eine normale Lebenserwartung haben, 

konnte eine eingeschränkte Nierenfunktion, einhergehend mit einer Sklerose der 

Glomeruli, Mikrothromben und einer glomerulären sowie tubulointerstitiellen 

Infiltration von Immunzellen, beobachtet werden. Ebenso hatten Trxrd2iECKO-

Mäuse eine beeinträchtigte Angio- und Arteriogenese nach 

Femoralarterienligation. Letztlich konnten in isolierten sogenannten early 

endothelial progenitor cells (eEPCs) erhöhte ROS-Level gemessen werden und 

ein positiveres mitochondriales Membranpotential bestand. Die Verringerung 

dieses Potentials spricht für eine eingeschränkte mitochondriale Funktion . Der 

Verlust der endothelialen TrxR2 geht also mit einem proinflammatorischen und 

prothrombotischen endothelialen Phänotyp einher. Ferner bestand eine 

mitochondriale Dysfunktion. 115 

1.4 Zielsetzung der Arbeit 

Im Fokus dieser Arbeit steht die Thioredoxinreduktase 2. Unsere Arbeitsgruppe 

konnte mit einer Tamoxifen-induzierbaren, endothelzellspezifischen TrxR2 

Knockoutmaus (Trxrd2iECKO) bereits wesentliche Erkenntnisse gewinnen. Obwohl 

die Mäuse ohne gravierenden Phänotyp sind, konnten eine arterielle Hypertonie 

und eine verminderte Nierenfunktion, einhergehend mit einer Sklerose der 

Glomeruli, Mikrothromben und einer glomerulären sowie tubulointerstitiellen 

Infiltration von Immunzellen, beobachtet werden. Ebenso hatten Trxrd2iECKO-

Mäuse eine beeinträchtigte Angio -und Arteriogenese nach 
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Femoralarterienligation. Letztlich konnten in isolierten sogenannten early 

endothelial progenitor cells (eEPCs) erhöhte ROS-Level gemessen werden.115 

Diese Sauerstoffradikale könnten mitverursachend für die erbrachten Befunde 

sein. Hieraus ergaben sich folgende Fragestellungen: 

• Welche Radikale sind für die Alterationen der Gefäßfunktion von 

Trxrd2iECKO-Mäusen verantwortlich? 

• Können diese Radikale auf bestimmte Zellkompartimente zurückgeführt 

werden? 

• Übernimmt ein anderes antioxidatives System die Rolle des TrxR2/Trx2-

Systems? 

Teile dieser Arbeit sind unter dem Titel „The mitochondrial thioredoxin reductase 

system (TrxR2) in vascular endothelium controls peroxynitrite levels and tissue 

integrity“ im Journal „Proceedings of the National Academy of Sciences (PNAS)” 

veröffentlicht worden. 
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5. Material & Methoden 

5.1. Material  

5.1.1. Antikörper 

5.1.1.1. Antikörper für Immunhistochemie  

Bezeichnung Hersteller 

CD31-AlexaFluor 647 (A#14716) 

Ratte Anti-Maus CD31 (BM 4068) 

Schaf Anti-Ratte IgG (No.130-048-501) 

Thermo-Fisher, Waltham, MA, USA  

Acris Antikörper GmbH, Herford, D 

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D 

5.1.1.2. Antikörper für Immunoblotting 

Primärer 
Antikörper 

Hersteller/N
ummer 

Verdünnung Sekundärer 
Antikörper 

Hersteller Verdünnung 

Actin Sigma-
Aldrich 
GmbH, 
Deisenhofen
D, A2066 

1:1000 IRDye® 800CW Ziege 
anti-Kaninchen IgG  

oder 

IRDye® 680RD Ziege 
anti- Kaninchen IgG 

LI-COR, 
Lincoln, 
Nebraska, 
USA, 

 

1/10000 

 

 

   Ziege anti-Kaninchen 
IgG, HRP-Konjugat 

Dianova, 
Hamburg, 
D 

1/5000 

Actin  

 

Santa Cruz, 
Heidelberg, 
D, sc-47778 

1:1000  

 

IRDye® 680RD Ziege 
anti-Maus IgG  

IRDye® 800CW 
Ziege anti- Maus 

LI-COR  

 

 

1/10000  

   Ziege anti-Maus IgG, 
HRP-Konjugat  

Dianova  1/5000  

Grx2  ab85267, 
abcam, 
Cambridge, 
GB 

1/100  IRDye® 680RD Ziege 
anti-Kaninchen IgG  

Ziege anti-Kaninchen 
IgG, HRP-Konjugat  

LI-COR  

 

Dianova  

1/10000  

 

1/5000  

Prx3  ab73349, 
abcam  

1/500  IRDye® 680RD Ziege 
anti-Kaninchen IgG  

Ziege anti-Kaninchen 
IgG, HRP-Konjugat  

LI-COR  

 

Dianova  

1/10000  

 

1/5000  

Prx5  #17724-1-
AP, 
Proteintech, 
Rosemont, 
IL, USA  

1/600  IRDye® 680RD Ziege 
anti-Kaninchen IgG  

Ziege anti-Kaninchen 
IgG, HRP-Konjugat  

LI-COR  

 

Dianova  

1/10000  

 

1/5000  

Trx2  AF3254, 
R&D 
Systems, 
Minneapolis, 
MN, USA  

1/1000  IRDye 800 CW Esel 
anti-Ziege IgG  

Esel anti-Ziege IgG, 
HRP-Konjugat 

LI-COR  

 

Dianova  

1/10000  

 

1/5000  

TrxR2  Eigen-
produktion 

unverdünnt  IRDye® 800CW 
Ziege anti-Ratte IgG  

Ziege anti-Ratte IgG, 
HRP-Konjugat 

LI-COR  

 

Dianova  

1/10000  

 

1/5000  
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5.1.2. Chemikalien 

Chemikalie  Unternehmen  Katalognummer 

Acetlycholin-chlorid  

Bromphenolblau  

BSO  

Bovines Serumalbumin (BSA) 

Dimethylsulfoxid (DMSO) 

DMEM High Glucose (4,5g/l) 

dNTP-Lösung  

EDTA 

EGTA  

Essigsäure 100% 

Ethanol 

Fetales Kälberserum (FCS) 

Gel Red  

Glucose  

Glycerol   

L-Glutamin  

HCL 

HEPES  

4-Hydroxy-Tamoxifen 

Kaliumchlorid  

Magermilchpulver 

Maiskeimöl 

Methanol  

MEM Nicht-essenzielle Aminosäuren 

ß-Mercaptoethanol  

Mito-ID Red detection kit  

MitoPY1  

N-nitro-L-arginin, LNA 

Natriumdesoxycholsäure  

Natriumchlorid  

Natriumdesoxycholsäure  

Natriumdihydrogenphosphat  

Natriumlaurylsulfat (SDS)  

Natriumpyruvat  

N-ethylmaleimid 

Norepinehprin (Arterenol ) 

Penicillin/Streptomycin 

Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol  
Spermin-NONOate  

Tris  

Triton X-100  

Tween 20  

U46619  

 

Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen, D 

Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen, D 

Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen, D 

AppliChem GmbH, Darmstadt, D 

Carl Roth GmbH, Heidelberg, D 

Invitrogen, Karlsruhe, D  

GE-Healthcare, Freiburg, D 

Invitrogen, Karlsruhe, D 

AppliChem GmbH, Darmstadt, D 

Carl Roth GmbH, Heidelberg, D 

Merck KGaA, Darmstadt, D 

Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen, D 

Biotrend, Köln, D 

AppliChem GmbH, Darmstadt, D 

Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen, D 

Invitrogen, Karlsruhe, D 

Merck KGaA, Darmstadt, D 

Invitrogen, Karlsruhe, D 

Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen, D 

AppliChem GmbH, Darmstadt, D 

AppliChem GmbH, Darmstadt, D 

Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen, D 

Carl Roth GmbH, Heidelberg, D 

Invitrogen, Karlsruhe, D 

Invitrogen, Karlsruhe, D 

Enzo Life Science GmbH, Lörrach, D  

Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen, D 

Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen, D 

Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen, D 

AppliChem GmbH, Darmstadt, D 

Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen, D 

AppliChem GmbH, Darmstadt, D 

Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen, D 

Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen, D 

Fisher-Scientific GmbH, Schwerte, D 

Sanovi-Aventis, Frankfurt, D 

Invitrogen, Karlsruhe, D 

Carl Roth GmbH, Heidelberg, D 

Cayman Chemicals, MI, USA 

AppliChem GmbH, Darmstadt, D 

Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen, D 

AppliChem GmbH, Darmstadt, D 

Bio-Techne GmbH, Wiesbaden, D 

 

A1086 

B0126 

B2515 

A1391 

7029.1 

11965084 

10084724 

AM9260G 

A0878 

6755.1 

100983 

F2442 

41003 

A1422 

G5516 

25030149 

109057 

15630-080 

T5648 

A2939 

A0830 

C8267 

8388 

11140050 

21985023 

51007 

SML0734 

N5501 

SAFS30970 

A2942 

AFS30970 

A1047 

L3771 

P2256 

23030 

PZN: 03870227 

15140122 

A156.1 

No. 82150 

A1086 

T8787 

A4974 

1932 

5.1.3. Enzyme  

Enzyme Unternehmen EC-Nummer 

Kollagenase A  

Proteinase K  

Roche Diagnostics, Mannheim, D 

Roche Applied Science, Mannheim, D 

EC 3.4.24.3 

EC 3.4.21.14 
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Taq DNS-Polymerase Qiagen GmbH, Hilden, D EC 2.7.7.7 

Protease/Phosphatase Cocktail 
(100X) 

New England Biolabs Ltd., Whitby, 
Kanada 

 

5.1.4. Puffer 

MOPS-Puffer 
NaCl             145 mM       
KCl                   4,7 mM            
NaH2PO4            1,2mM 
MOPS                     3 mM  

Pyruvat     2 mM  
EDTA              0,2 mM 
Glucose             5 mM 
pH              7,4 

 
Schwanzspitzen-Lysepuffer            TE-Puffer 
EDTA, pH 8,0                             10 mM 
Tris-HCL, pH 7,6                        10 mM    
SDS                                           0,5% 
NaCl                                           10 mM 
Proteinase K                            15 µl/ml 

EDTA, pH 8,0            0,5 M 
Tris-HCL, pH 7,6          1 M                    

 

 

 

5.1.5. Primer 

Oligonukleotide Sequenzen 

TR2-Del_for 
TR2_Del_rev 
TR2_Flox_for 
TR2_Flox_rev 
CRE 1 
CRE 2  

5´-CACGACCAAGTGACAGCAATGCTG-3´ 
5´-CAGGCTCCTGTAGGCCCATTAAGGTGC-3´ 
5´-CAGGTCACTAGGCTGTAGAGTTTGC-3´ 
5´-TTCACGGTGGCGGATAGGGATGC-3´ 
5´-GCCTGCATTACCGGTCGATGCAACGA-3´ 
5´-GTGGCAGATGGCGCGGCAACACCAATT-3´ 

 

Alle DNS-Oligonukleotide wurden von der Firma Eurofins MWG Operon 

(Ebersberg, Dtl.) bezogen.  

Die DNS-Fragmente ergaben nach der Agarose-Gelelektrophorese eine Größe 

von 133 bp für Trxrd2 Wildtyp, 181 bp für das gefloxte Trxrd2 und 400 bp für die 

Cre-Rekombinase. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tris-HCL, pH 7,6               2 M                   
EDTA, pH 8,0                50mM 
Essigsäure                         1M 

50x TAE-Puffer 
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5.2. Methoden 

5.2.1. Generierung der induzierbaren endothelzell-spezifischen 
Trxrd2-Knockout-Maus  

Mithilfe des Cre-IoxP-Systems können Mäuse mit zellspezifischen 

Gendeletionen erstellt werden. Cre-Rekombinase, ein Protein der Bakteriophage 

P1, bindet eine 34 Basenpaar lange IoxP-Erkennungssequenz und kann dann 

ortsspezifische Rekombinationen ausführen. Von IoxP beidseits flankierte DNS-

Sequenzen werden von der Cre-Rekombinase exzidiert.116 Um einen 

induzierbaren Knockout zu generieren, kann die Cre-Rekombinase mit einem 

mutierten Östrogenrezeptor verknüpft werden  (CreER).117 Erst nach Aktivierung 

dieses Rezeptors mittels Tamoxifen transloziert Cre in den Nucleus und deletiert 

die gewünschte Sequenz.  

Das Trxrd2-Gen besteht aus 18 Exons, 17 Introns und umfasst 53 kB. Die Exons 

15-18 codieren für die SeCys-Sequenz, die einen wesentlichen Teils des aktiven 

Zentrums darstellt.118 Ein Verlust dieser Sequenz geht mit einem funktionslosen 

Enzym einher.119 Dieser Umstand wurde verwendet, um den induzierbaren 

Knockout zu generieren (Abb.3) 120.  

 

 

 

 

 

 

Für diese Arbeit wurden Mäuse, die eine IoxP-flankierte Thioredoxin-Reduktase 

2 exprimieren (Trxrd2lox/lox), mit Mäusen, die CreER unter der Kontrolle des VE-

Cadherin-Promotors exprimieren (Cdh5(PAC)-CreERT2)121, verpaart, um 

letztlich Trxrd2lox/lox Cdh6(PAC)-CreERT2 Mäuse zu erhalten.115 Die Cdh5(PAC)-

CreERT2-Mäuse wurden freundlicherweise von Prof. Dr. Ralf Adams, MPI 

Münster, zur Verfügung gestellt. Mit dem Cdh5 Promotor kann eine auf das 

Endothel beschränkte Rekombination sichergestellt werden. 122  

Die Induktion des Knockouts erfolgte frühestens ab Lebenswoche 8 durch die 

tägliche intraperitoneale Injektion von 100µl Tamoxifen (10mg/ml in Maiskeimöl 

gelöst) über 5 Tage. Gewinnung von Gewebe erfolgte zwischen 4 Monaten und 

10 Monaten. Homozygote Knockout-Tiere (Trxrd2lox/lox Cdh5(PAC)-CreERT2) werden 

im folgenden Trxrd2iECKO genannt. Mäuse der Kontrollgruppe, die auch mit 

Tamoxifen behandelt worden sind, werden Trxrd2iECWT genannt und hatten 

folgende Genotypen: Trxrd2lox/lox, Trxrd2lox/wt, Trxrd2lox/wt Cdh5(PAC)-CreERT2 und 
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Abbildung 3: Cre-vermittelte konditionale 
Trxrd2 Deletion 

Die 3`Region einschließlich der Exons 15-18 

(A) werden mittels IoxP flankiert (B). Nach der 

tamoxifeninduzierten Cre-Rekombination 

werden die flankierten Exons deletiert. (C)  
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Trxrd2wt/wt Cdh5(PAC)-CreERT2. Mäuse wurden unter Standardbedingungen mit 

Nahrung (ssniff, Soest, Deutschland) und Wasser ad libitum gehalten. 

Tierversuche wurden in Übereinstimmung mit dem deutschen Tierschutzgesetz 

durchgeführt und wurden von der Regierung von Oberbayern genehmigt (AZ 

55.2-1-54-2532-173-2014).   

5.2.2. Genotypisierung 

5.2.2.1. DNS-Extraktion 

Der Genotyp der für die Versuche verwendeten Mäuse wurde mittels DNS-

Extraktion aus Ohrbiopsien, PCR und Elektrophorese ermittelt. Allen Tieren 

wurden nach der Tötung zusätzlich etwa 5mm Schwanzspitze entfernt, um den 

Genotyp nochmals zu verifizieren. Die Gewebeproben wurden über Nacht in 500 

µl Lyse-Puffer mit Proteinase K in einem Thermomixer (Eppendorf, Hamburg, D) 

bei 55°C und 700 U/min inkubiert. Am nächsten Morgen wurde die Temperatur 

für 1 Stunde auf 86°C erhöht, um die Proteinase K zu inaktivieren. Anschließend 

wurden dem Homogenat, um weitere Proteindenaturierung zu fördern und 

Ribonukleasen zu inhibieren, 500µL Phenol/Chloroform/Isoamyl-alkohol 

zugefügt. Nach Vortexen und Zentrifugation (14.000 U/min, 6 Minuten) wurde die 

obere wässrige Phase in ein Eppendorf-Gefäß mit 2,5 Volumen 100% Ethanol 

und 5M NaCl überführt, manuell geschüttelt und zentrifugiert (15.000 U/min, 10 

Minuten, 4°C). Der Überstand wurde verworfen, das gewonnene Pellet zweimalig 

in 70% Ethanol gewaschen und bei 55°C im Thermomixer getrocknet. Im 

Anschluss wurde das Pellet in TE-Puffer gelöst und bei -20°C bis zur PCR 

gelagert. 

5.2.2.2. Polymerasekettenreaktion 

Polymerasekettenreaktionen wurden entweder in einem Mastercycler ep 

Gradient S (Eppendorf, Hamburg, D) oder in einem PTC-100 Thermocycler (MJ 

Research Inc., St. Bruno, Canada) mittels der unten aufgeführten Parameter 

durchgeführt. Einzelne Schritte wurden im Hinblick auf die Primer und Proben 

angepasst. Primer wurden digital ausgearbeitet (Primer3, v.0.4.0) und, falls 

möglich, mittels elektronischer PCR verifiziert 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi). Für die PCR 

Amplifikation wurde Proben-cDNS zu einem Mastermix, bestehend aus 

Primerpaar, PCR-Puffer (Qiagen GmbH, Hilden, D), DMSO, dNTPs und Taq 

Polymerase gegeben und mit H2O auf ein Volumen von 20 µl aufgefüllt. Die PCR 

wurde nach untenstehendem Protokoll durchgeführt. 

PCR Protokoll  Zeit Temperatur Zyklen 

Initiale Denaturierung 3 min 94°C  
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Denaturierung 

Primerhybridisierung 

 

Elongation 

Finale Elongation 

1 min 

1 min 

 

1 min 

7 min 

94°C 

55-65°C 

abh. von Primer 

72°C 

72°C 

 

30-35 

5.2.2.3. Agarose-Gelelektrophorese 

Um die Größe der amplifizierten DNS-Fragmente zu bestimmen, werden sie 

mittels Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und die Größe des Produktes 

wird mithilfe einer Leiter mit DNS-Produkten bekannter Größe (Page RulerTM 

Proteinstandard), die parallel aufgetrennt wird, bestimmt.Das PCR-Produkt 

wurde mit Ladepuffer (Coral Load Buffer, Qiagen) versetzt und in einem 1% 

Agarosegel (1x TAE-Puffer und Gel Red (0,04 µl/ml) bei 150 Volt/500mA 

(Phero‐Stab 0310, Biotec‐Fischer, Reiskirchen, D) aufgetrennt. Anschließend 

wurde die Fluoreszenz an einem Gel Doc 1000 (Bio-Rad, München, D) 

dokumentiert. 

5.2.3. Isolierung von Mesenterialarterien und Lungengewebe 

Nachdem die Tiere mittels zervikaler Dislokation getötet wurden, erfolgte die 

Fixation in Rückenlage und Bauch- bzw. Brusthöhle wurden unter 

mikroskopischer Sicht (M205A, Leica Microsystems, Wetzlar, D.) eröffnet. Um 

anschließend Mesenterialarterien zu gewinnen, wurde nach abdomineller 

Spülung mit vorgewärmtem MOPS-Puffer das Rektum scharf abgesetzt (Fine 

Science Tools, Heidelberg) und das gesamte Mesenterium entlang des Mast-, 

Dick-, Dünn- und Zwölffingerdarms bis zum Magen präpariert. Nach 

Durchtrennung der A. mesenterica superior wurden die Mesenterialarkaden in 

eine mit MOPS-gefüllte Petrischale überführt und dort mit Pins fixiert. 

Anschließend wurde das umgebende Fettgewebe und die begleitenden Venen 

disseziert.  Arterien mit einem äußeren Durchmesser von 250-350 µm und einer 

Länge von 10-15mm wurden abgesetzt und mit dünnen Pins auf einer 

Silikonoberfläche fixiert. Die Gefäße wurden in Longitudinalrichtung mit der 

Endothelseite nach oben eröffnet, um Zugang zu den Endothelzellen zu erhalten.  

Zudem wurden beide Lungenflügel stumpf aus der thorakalen Kavität gelöst, am 

Hilus abgesetzt und in MOPS-Puffer bei 4° bis zur weiteren Verwendung 

aufbewahrt. 

5.2.4. FID-Experimente an Femoralarterien 

Zur Untersuchung der endothelialen Funktion eignet sich die Messung der Fluss-

induzierten Dilatation (FID).123 Das hier verwendete Protokoll wurde bereits 
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publiziert.124 Nachdem die Mäuse mittels zervikaler Dislokation getötet wurden, 

erfolgte unter mikroskopischer Sicht die Entfernung der Haut der 

Oberschenkelinnenseite und der Adduktormuskel wurde unter Erhalt der Gefäße 

seziert. Während der gesamten Päparationsdauer wurde das Eingriffsgebiet mit 

4° kaltem MOPS-Puffer überspült. Anschließend wurden etwa 500µm lange 

Stücke der A. femoralis ohne Abgänge von angrenzendem Nerv- und 

Bindegewebe sowie von der benachbarten V. femoralis befreit. Die isolierten 

Femoralarterienanteilewurden dann in einem temperatur-reguliertem (37°C) 

MOPS-Puffer-Bad mittels Glasmikropipetten (Science Products, Hofheim, D) und 

chirurgischem Nahtmaterial (Ethylon 11-0, Johnson & Johnson, New Brunswick, 

USA) kanüliert und auf ihre ursprüngliche Länge gedehnt. Die Mikropipetten 

wurden in Manipulatoren (WPI, Berlin, D) eingespannt, um eine genauere 

Adjustierung zu ermöglichen. Beide Enden der der Mikropipetten wurden über 

Drei-Wege-Hähne (B.Braun, Melsungen, D) und Heidelberger Verlängerungen 

(B.Braun, Melsungen, D) mit höhenverstellbaren Reservoiren (Injekt® Solo 20ml, 

B.Braun, Melsungen, D) verbunden. (Abb.4) Dieser Versuchsaufbau wurde auf 

ein invertierbares Mikroskop (Diaphot 300, Nikon, Düsseldorf, D) gestellt und das 

Gefäß unter 20-facher Vergrößerung (D-APO 20 UV-Linse, Olympus, Hamburg) 

mittels einer digitalen Kamera (WAT-902B, Watec, Newburgh, USA) dargestellt. 

Innere und äußere vaskuläre Durchmesser wurden permanent mit einer 

Gefäßanalysesoftware überwacht (Blood Vessel Analyser 300, Hasotec, 

Rostock, D).  

Vor Beginn der FID-Versuche wurden die Gefäße mit dem Katecholamin 

Noradrenalin (1µM) und dem biogenen Amin Acetylcholin (30 & 300 nM) getestet, 

um eine während der Präparation entstandene mechanische Schädigung der 

Gefäße auszuschließen. Gefäße, die nach Zugabe von Noradrenalin eine 

Konstriktion von mindestens 60% des Ausgangsdurchmessers erreichten und 

nach Zugabe von Acetylcholin auf mindestens 90% des Ausgangsdurchmessers 

dilatierten wurden in die Versuche eingeschlossen. Mit dem Katecholamin 

Norepinephrin wurde bei beidseitig geöffneten 3-Wege-Hähnen eine stabile 

Konstriktion herbeigeführt. Um die flussinduzierte Dilatation zu untersuchen 

wurde die Höhe des proximalen Reservoirs verändert, um einen Druckgradienten 

(0-30 mmHg) herzustellen und dementsprechend eine Veränderung des 

intraluminalen Flusses zu produzieren. Nach jeweiliger Neueinstellung des 

Drucks wurde 2 Minuten abgewartet, damit das Gefäß regelrecht dilatieren 

konnte. Gemessen wurde der prozentuale Gefäßdurchmesser im Vergleich zum 

Ausgangswert (Abb. 4). 
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Abbildung 4: Schematische Darstellung des FID-Versuchsaufbaus 

Das kanülierte Gefäß ist beidseitig mit einem Reservoir verbunden. Durch Adjustierung der Höhe 

des proximalen Reservoirs kann ein Druckgradient und damit ein Fluss erzeugt werden.125 

5.2.5. Isolierung von adulten Trxrd2iECKO-Zellen 

Für Zellkulturversuche wurden Endothelzellen von Trxrd2iECKO und Trxrd2control 

Mäusen isoliert. Hierfür wurden Lungen exzidiert, mechanisch homogenisiert und 

mit Kollagenase A verarbeitet. Anschließend wurden die Endothelzellen mit 

einem Ratten Anti-Maus CD31 Antikörper (1:100) und Schaf Anti-Ratte IgG Micro 

Beads (20µl/107 Zellen) inkubiert und im Anschluss mittels MACS LS Kolumnen 

(Nr. 130-042-401, Miltenyi Biotec) nach Herstellervorgaben gewonnen. CD31 

positive Zellen wurden in folgendem Medium suspendiert: 

 

DMEM (High Glucose 4,5g/l) 

10% FCS 

1% Penicillin/Streptomycin 

1% Nicht-essenzielle AS 

1% L-Glutamin 

0,06% ß-Mercaptoethanol 

  

5.2.5.1. Zellkultur  

Alle Zellkulturarbeiten wurden ausschließlich unter einer Sterilwerkbank (Steril 

Compact VBH 48 C2, Foster Wheeler, Korsika, Italien) durchgeführt. Reagenzien 

und Instrumente wurden zuvor autoklaviert (Varioklav®) und/oder mit Bacillol 

(Paul Hartmann AG, Heidenheim, D) desinfiziert. Die verwendeten Zelllinien 

Endothelzellmedium 



Material & Methoden  26 

 

wurden in einem Brutschrank (APT.lineTM CB210, Binder, Tuttlingen, D) unter 

Standardbedingungen (37°C, 5 % CO2 und 20 % O2) kultiviert.  

5.2.6. In vitro Nachweis von Peroxynitrit in Trxrd2iECKO-Zellen 

Vor der Durchführung von Versuchen wurden die Zellen in 24-Well-Platten 

(Falcon, Fisher Scientific GmbH, Schwerte, D) für 3 Tage unter oben genannten 

Bedingungen kultiviert. Pulmonale ECs wurden für 30 Minuten mit 5 µM 

Fluorescin-Boronat (FI-B, Verdünnt in HEPES-Puffer), einer fluoreszierenden 

und hochsensitiven Peroxynitritsonde, inkubiert (AG Radi, Montevideo, 

Uruguay).126 Diese Sonde arbeitet mit einem Boronat/Phenol Schalter und wurde 

ursprünglich als Sonde für H2O2 entwickelt. Durch die Reaktion von FI-B mit 

Peroxynitrit entsteht ein Molekül mit kovalenten Doppelbindungen, welches farbig 

erscheint. (Abb. 5)127 Nach dreimaligem Waschen mit Phosphat gepufferter 

Salzlösung (PBS) und zweistündiger Inkubation mit PBS in einer Wärmekammer 

wurde die Fluoreszenzintensität gemessen.  

Abbildung 5: Struktur von FI-B und Reaktionsmechanismus mit Peroxynitrit 

Der Xanthenfarbstoff Fluoreszein ist kovalent mit einem Phenylboronsäure-Pinakolester 

verbunden (A). Nach Reaktion mit Peroxynitrit entsteht ein Tautomer mit einer lactoiden und einer 

chioniden Form. (B) Nach Deprotonierung entsteht eine starke Fluoreszenz.128 

5.2.7. Ex vivo Nachweis von Peroxynitrit in Mesenterialarterien 

Um eine etwaige Peroxynitritproduktion zu veranschaulichen, wurden die eben 

beschriebenen Mesenterialarterien mit verschiedenen Lösungen für jeweils 1h 

inkubiert. Als Kontrolle wurden die Gefäße nur in MOPS inkubiert. Als 

Negativkontrolle wurde mit MOPS-Puffer und 100 µM LNA (N-nitro-L-arginin) 

inkubiert. LNA blockiert kompetitiv und unspezifisch Stickstoffmonoxidsynthasen, 

sodass weniger Peroxynitrit gebildet werden kann.129-131 Als Positivkontrolle 

wurde mit 100 µM Spermin-NONOate (N-(2-Aminoethyl)-N-(2-hydroxy-2-

nitrosohydrazino)-1,2-ethylenediamin) in MOPS-Puffer gelöst inkubiert. Diese 

Substanz setzt kontinuierlich Stickstoffmonoxid frei, sodass vermehrt Peroxynitrit 

entsteht. Spermin ist ein Polyamin, das die leichtere Handhabung von 

Stickstoffmonoxid gewährleistet, da wasserlösliche Komplexe gebildet 

werden.132, 133 Anschließend wurde mit 0,45 µM Fluorescein-Boronat (FI-B) und 

A B 

lactoid chinoid 
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mit Anti CD31-Alexa Fluor 647 gekoppelten Antikörpern (1:1000) für 15 Minuten 

inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit MOPS-Puffer wurden die 

Arteriensegment erneut 45 Minuten entweder mit MOPS, mit MOPS und 

Spermin-NONOate oder mit MOPS und LNA inkubiert und anschließend mit 

einem Multiphotonenmikroskop (Leica SP8 MP, Wetzlar, Deutschland) 

untersucht. Gefäße von Trxrd2iECWT Tieren wurden ebenso behandelt und als 

Kontrolle genutzt. 

Multiphotonuntersuchungen wurden in der BioImaging Core Facility des 

Biomedizinischen Zentrums, Planegg-Martinsried unter der Leitung von PD Dr. 

rer. nat. Steffen Dietzel durchgeführt. 

Für die Untersuchungen wurden sogenannte z-stacks (Aufnahmen mit 

verschiedenen Fokusentfernungen werden digital zu einer endgültig 

höherauflösenden Aufnahme verarbeitet) mit einer Schrittgröße von 2 µm 

gewonnen. 150 µm x 150µm Felder wurden, nachdem sie mit Wellenlängen von 

800 nm und 1200 nm im Multi-Photonen Modus erregt worden sind, detektiert 

und mittels Imaris (Version 7.4.0, Bitplane, Zürich, Schweiz) analysiert. Die 

Fluoreszenz von mindestens 10 einzelnen Endothelzellen pro Gesichtsfeld 

(anhand von CD31 identifiziert) in 3 verschiedenen Gefäßabschnitten von der 

angegebenen Versuchstieranzahl wurde mittels ImageJ-Software (Version 1.52i, 

Gemeinfreie Lizenz) detektiert. Mittlere Grauwerte sind definiert als die Summe 

der Grauwerte in einem bestimmten Gesichtsfeld geteilt durch die Anzahl an Pixel 

im gleichen Gesichtsfeld. Die mittlere Fluoreszenzintensität wurde aus allen 

Zellen für die verschiedenen Versuche berechnet. 

5.2.8. Mitochondriale Lokalisation von Peroxynitrit 

Aufgrund der primär mitochondrialen Lokalisation von TrxR299 stellte sich nun die 

Frage, ob die gemessenen erhöhten Peroxynitritspiegel auch einen 

mitochondrialen Ursprung haben. Hierfür wurde der Fluoreszenzmarker 

„mitochondriales peroxy yellow 1“ (MitoPY1, (4-[4-[3-Oxo-6′-(4,4,5,5-tetramethyl-

1,3,2-dioxaborolan-2-yl)spiro [isobenzofuran-1(3H),9′- [9H]xanthen]-3′-yl]-1-

piperazinyl]butyl]triphenyl-phosphonium iodid)) verwendet. MitoPY1 wurde 

erstmals 2009 als Marker für mitochondriales Wasserstoffperoxid beschrieben.134 

Es gibt jedoch auch Erkenntnisse, dass boronat-basierte Sonden rapide mit 

Peroxynitrit reagieren.126, 135, 136 Diese Sonde besteht zum einen aus einer 

Phosphonium-Gruppe, die als lipophiles Kation die mitochondriale Phospholipid-

Doppelmembran überwinden kann und sich aufgrund des Membranpotentials 

mitochondrial anreichert.137 Zum anderen hat MitoPY1 eine Boronatgruppe, die 

nach Oxidierung durch Peroxide eine veränderte Fluoreszenzemission aufweist. 

(Abb. 6) 
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Abbildung 6: Struktur von MitoPY1 und Reaktionsmechanismus mit Peroxynitrit  

Zusammensetzung von MitoPY1 mit Phosphoniumgruppe und Fluoresceinboronatgruppe. (A) 

Nach Oxidation durch Peroxynitrit entstehen kovalente Doppelbindungen und eine veränderte 

Fluoreszenzemission.138 (B) Ph=Phenolgruppe 

Hierzu wurden Mesenterialarteriensegmente wie in 7.3.1. beschrieben 

vorbereitet und anschließend 1h mit MitoPY1 (10µM in MOPS-Puffer) inkubiert.  

In einem anderen Ansatz wurden die Gefäße nach der MitoPY1 Behandlung mit 

dem NO-Donor Spermin-NONOate (100µM in MOPS-Puffer) für 1h inkubiert. 

Weiterhin wurden andere Gefäße für 1h mit dem NOS-Blocker LNA (100µM in 

MOPS-Puffer) und anschließend 1h mit MitoPY1 (10µM in MOPS-Puffer) 

inkubiert. Eine Verifizierung der mitochondrialen Lokalisation erfolgte durch die 

simultane Markierung der Endothelzellen mit dem „Mito-ID Red detection kit“ 

nach Herstellervorgaben. Mit diesem photostabilen und selektiven Farbstoff 

können gezielt Mitochondrien angefärbt werden. 

Die Gefäße wurden mit einem Multiphotonenmikroskop (Leica SP8) untersucht. 

Z-stacks (2 µm Schnitte) einer Größe von 70µm x 70µm wurden mit einer 

Exzitationswellenlänge von 800nm im Multiphotonenmodus erfasst und mittels 

Imaris Software analysiert. Die Fluoreszenz von 15 mitochondrialen 

Kompartimenten in 3 verschiedenen Gefäßsektionen von 3 verschiedenen Tieren 

wurde mittels ImageJ erfasst. Für die einzelnen Zellen und die verschiedenen 

Behandlungen wurden die mittleren Graustufen individuell berechnet. 

5.2.9. Proteinbiochemie 

Für das Immunoblotting wurden sogenannte eEPCs (embryonic endothelial 

Progenitor Cells) verwendet. Diese endothelialen Vorläuferzellen wurden aus 

Embryonen mit einem konstitutiven Knockout an Tag 7,5 gewonnen. 103 Um 

Proteine aus Zellen bezüglich ihrer Existenz und ihrer Quantität zu analysieren, 

müssen sogenannte Western Blots durchgeführt werden. Hierfür wird die SDS-

PAGE-Elektrophorese (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 

electrophoresis, Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese) 

eingesetzt. Hierfür werden Proteine, nach Denaturierung mit SDS versetzt, um 

MitoPY1 MitoPY1ox  

ONOO- 

A B 
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eine stark negative Ladung zu erhalten und die eigene elektrische Ladung zu 

überdecken. Die Ladung ist hierbei proportional zur Proteingröße, da SDS 

kovalent an die Aminosäureketten bindet.139 

5.2.9.1. Proteinlysatherstellung  

Nachdem die Zellen bis zur Konfluenz gewachsen waren, wurden sie zweimalig 

mit PBS gewaschen und anschließend für 10 Minuten in RIPA-Puffer auf Eis 

mittels kontinuierlichem Auf- und Abpipettierens lysiert. Anschließend wurde 

das Lysat kurz zentrifugiert (15000 U/min, 4 Minuten), um unlösliche 

Bestandteile zu entfernen. 

Um das reduziertes Peroxiredoxin 3 (Prx3) zu untersuchen, ist es wichtig, die 

reduzierten Cysteine des Prx3 vor einer artifiziellen Oxidation während der 

Lysatproduktion zu schützen. Hierfür können reduzierte Peroxiredoxine mit N-

Ethylmaleimid (NEM) alkyliert werden, um sie im reduzierten Zustand zu 

erhalten.140 Die Zellen wurden deshalb mit NEM-Puffer für 10 Minuten bei 

Raumtemperatur inkubiert und anschließend wurde 5% CHAPS-Detergenz (3-

((3-Cholamidopropyl)diemthylammonio)-1-propansulfonat) zur Lyse hinzugefügt. 

Wie oben beschrieben, wurde 10 Minuten auf Eis mittels kontinuierlichem Auf- 

und Abpipettierens lysiert. Anschließend wurde das Lysat kurz zentrifugiert 

(13000 U/min, 10 Minuten, 4°C) und das entstandene Pellet verworfen. Beiden 

Lysepuffern wurde ein Phosphatase/Protease-Inhibitor-Cocktail kurz vor 

Gebrauch hinzugefügt. Die nach der Zentrifugation entstandenen Überstände 

wurden in neue Reaktionsgefäße überführt und entweder bei -20°C eingefroren 

oder direkt verwendet. Westernblots zum Nachweis von hyperoxidiertem 

Peroxiredoxin 3 wurden ohne den alkylierenden Schritt durchgeführt. Während 

der Zelllyse dimerisieren reduzierte Peroxiredoxine ohne die Alkylierung sofort. 

Dies trifft nicht für hyperoxidiertes Peroxiredoxin zu und somit kann eine 

Einschätzung der Anteile der hyperoxidierten Peroxiredoxinisoformen 

erfolgen.141 Mit Antikörpern gegen hyperoxidiertes Peroxiredoxin kann zwar 

gezeigt werden, ob ebenjenes vorliegt, allerdings kann keine Differenzierung der 

Isoformen erfolgen.140 Westernblots für Glutaredoxin 2 wurden mit nicht 

reduzierenden Puffern durchgeführt. 

RIPA-Puffer NEM-Puffer 

50 mM NaCl 

1% Triton X-100 

0.5% Natriumdesoxycholat 

0.1% SDS 

50 mM Tris 

pH 8  

40 mM HEPES 

50 mM NaCl 

1 mM EDTA 

1 mM EGTA 

100 mM NEM 

pH 7.4 
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5.2.9.2. Immunoblot 

Gleiche Proteinmengen (20µg) wurden mit nicht-reduzierendem Ladepuffer 

versetzt. Anschließend wurde die Lösung für 5 Minuten bei 95°C und 900 U/min 

gekocht, um die maximale Entfaltung der Proteine zu erreichen. Die Ladepuffer 

und eine suffiziente Referenzproteingrößenleiter (Chameleon Duo Pre-stained 

Protein Ladder, LI-COR, Lincoln, NB, USA) wurden anschließend in einem 4-

15% Gradientengel geladen und im Laufpuffer versenkt. Im Anschluss erfolgte 

die Elektrophorese bei 25mA, 300V und Raumtemperatur (Mini-PROTEAN 

TGX Precast Gels, Bio-Rad, München, D). Aufgrund der standardisierten 

Banden des Proteinmarkers konnte eine Bestimmung der aufgespaltenen 

Proteine anhand ihrer Größe erfolgen. Als Kontrolle wurde Actin verwendet. 

Nicht reduzierender Ladepuffer  Laufpuffer 

62.5 mM   Tris  

10%          Glycerol 

2%            SDS 

0.025%     Bromphenolblau  

pH 6.8  

 25     mM           Tris 

192   mM  Glycerol 

0,1%               SDS 

pH 8.3 

 

 

 

 

 

Nach der Elektrophorese wurden die Proteinbanden von den Trenngelen auf eine 

Polyvinylidenfluoridembran (Immunoblot, Bio-Rad, München, D) mittels Trans-

Blot Turbo Transfer System (Bio-Rad, München, D) transferiert.  Hierzu 

wurden die Gele zwischen zwei in Transferpuffer getränkten Filtern und in der 

Kassette in das System eingebracht. Um Proteine immunologisch zu erfassen, 

wurde zunächst eine Blockierung unspezifischer Bindestellen mit 5 % Milchpulver 

und 1 % BSA in TBST für 1h durchgeführt. Darauffolgend wurde mit 

Primärantikörpern, gelöst in 5% Milchpulver und 1 % BSA in TBST, für 18h bei 

4°C inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in TBST20 wurde mit 

Sekundärantikörpern, in 5% Milchpulver in TBST20 gelöst, für eine Stunde 

inkubiert. Die Chemolumineszenzintensität wurde mit dem Oddyssey Imaging 

System (LI-COR, Lincoln, NB, USA) erfasst und mit der Software Image Studio 

lite (LI-COR, Lincoln, NB, USA) ausgewertet. Die verwendeten Antikörper sind in 

der Tabelle unter 7.1.1.2 aufgeführt. Es wurden Thioredoxin 2, Thioredoxin-

Reduktase 2, Glutaredoxin 2 und Peroxiredoxin 3/5 untersucht. 

TBST20 (Tris-buffered Saline with Tween20) Transferpuffer 
50   mM     Tris 

150 mM     NaCL 

0,05%        Tween 20 

pH 8.0 

25 mM           Tris 

192 mM   Glycerol 

10%       Methanol 
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5.2.10. Statistische Analyse 

Statistische Analysen wurden mittels SigmaPlot© 13.0 Software (Jandel GmbH, 

Erkrath, D) durchgeführt. Experimentell erhobene Werte sind als Mittelwerte ± 

Standardfehler angegeben. Die statistischen Tests und n-Zahlen sind in den 

Abbildungsbeschriftungen enthalten. Als statistisch signifikant wurden p-Werte 

angesehen, die kleiner als 0,05 (*), 0,01(**) bzw. 0,001 (***) waren.  
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Abbildung 6: Erhöhte Peroxynitritspiegel in 
pulmonalen ECs von Trxrd2iECKO Mäusen 

Vermehrte Peroxynitritproduktion zeigte sich 

anhand einer erhöhten Fluoreszenz mittels FI-

B (Inkubation: 30min, 5µM) in von Trxrd2iECKO 

Mäusen isolierten pulmonalen Endothelzellen 

im Vergleich zu Zellen von Trxrd2iECWT-Mäusen 

(n= 8 Tiere, Mann-Whitney-U-Test) AU = 

willkürliche Einheit. 

6. Ergebnisse 

6.1. Genotypisierung der Trxrd2iECKO-Mäuse 

Aus Ohrbiopsien und geclippten Schwanzspitzen gewonnene DNS Lysate 

wurden mittels PCR und Gelelektrophorese auf spezifische Banden untersucht. 

Hierbei zeigten sich die verschiedenen Genotypen. Eine Tamoxifen-induzierbare 

Trxrd2iECKO-Maus mit gefloxten Allelen und dem Vorhandensein der cre-

Rekombinase ist durch das Bandenmuster ganz rechts (Abb. 5) charakterisiert. 

Alle anderen Genotypen wurden als Kontrolltiere in Versuchen verwendet. 

 

 

 

 

 

 

6.2. Erhöhte Peroxynitritspiegel in pulmonalen Trxrd2iECKO-
Endothelzellen 

Um die bereits in eEPCs gemessenen erhöhten ROS-Level genauer einzuordnen 
125, und um zu testen, ob die beobachteten phänotypischen Veränderungen auf 

erhöhte Peroxynitritspiegel zurückzuführen sind, wurden von Trxrd2iECKO und 

Trxrd2iECWT Mäusen pulmonale Endothelzellen isoliert.115  Anschließend wurde 

mit der fluoreszierenden Sonde Fluoreszein-Boronat (FI-B) gefärbt, die 

Peroxynitrit spezifisch nachweist.126, 142. In ECs von Trxrd2iECKO Mäusen zeigten 

sich im Vergleich zu ECs von Trxrd2iECWT Mäusen signifikant erhöhte 

Peroxynitritspiegel. 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Trxrd2iECWT 

Trxrd2iECKO 

floxed (fl) 

Cre 

wt 

Abbildung 5: Genotypisierung der 
Mäuse 

Abhängig davon, ob ein oder 2 gefloxte 

Allele oder ein oder 2 wildtyp - Allele 

vorliegen, ergeben sich unterschiedliche 

Banden. Auch bei Vorhandensein der Cre-

Rekombinase ergibt sich eine spezifische 

Bande. 
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6.3. Erhöhte Peroxynitritspiegel in Mesenterialarterien und   
Einfluss von Stickstoffmonoxid 

Als nächstes wurden Versuche ex vivo an isolierten mesenterialen 

Arteriensegmenten durchgeführt. Hierzu wurden Segmente longitudinal 

aufgeschnitten und mittels FI-B Sonde untersucht. Bereits unter basalen 

Bedingungen zeigten Arterien von Trxrd2iECKO Mäusen im Vergleich zu Gefäßen 

von Trxrd2iECWT Mäusen eine signifikant erhöhte Fluoreszenzintensität. (WT: 

26,2±0,5 vs. KO: 65,6±0,8 mittlere Grauwerte) Um zu untersuchen, ob die 

gemessenen Peroxynitritspiegel von Stickstoffmonoxid abhängig sind, wurden 

die Gefäße mit dem NOS-Inhibitor LNA (N-nitro-L-arginin) inkubiert. Hierbei 

konnte an den Trxrd2iECKO-Mausgefäßen eine signifikante Fluoreszenzreduktion 

gemessen werden (KO: 65,6±0,8 vs. KO+LNA: 25,6±0,7 mittlere Grauwerte). 

Weiterhin konnten nach Inkubation mit LNA und darauffolgender Behandlung mit 

dem NO-Donator Spermin-NONOate (100µM, t1/2 = 230 min bei 25°C und pH7,4 

NO-flux ≈ 0.4 µM/min 143) sowohl in TrxR2iECKO-Arterien als auch Trxrd2iECWT-

Arterien eine erneute Verstärkung des Fluoreszenzsignals gezeigt werden 

(KO+LNA+NONOate: 72,9±1,2; WT: 26,2±0,5 vs. WT+NONOate: 55±1,7 Mittlere 

Grauwerte) (Abb. 7) 
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Abbildung 7: Ex vitro Nachweis von Peroxynitrit in Mesenterialarterien 

Die Peroxynitritbestimmung mittels FI-B Sonde (0,45 µM, 15 min) zeigt signifikant erhöhte 

Signalintensität in Mesenterialarterien, die aus TrxR2iECKO-Mäusen isoliert wurden. (n = 8 Tiere pro 

Gruppe). Inkubation von TrxR2iECKO Mausgefäßen mit dem eNOS Inhibitor LNA resultierte in einer 

signifikant verringerten Signalintensität. (n = 6 Tiere pro Gruppe) Die gemeinsame Applikation von 

LNA und dem NO-Donor Spermin-NONOate erhöhte die Peroxynitritspiegel wieder auf das 

Ausgangslevel (n = 3 Tiere). Rangvarianzanalyse mit paarweisen Vergleichen. Bilder auf der 

rechten Seite zeigen die beobachteten Fluoreszenzen im Endothel mit unterschiedlichen 

Interventionen. au = Willkürliche Einheit. (Skala: 20 μm.) 
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6.4. Mitochondriale Lokalisation des Peroxynitritsignals 

Nachdem gezeigt wurde, dass TrxR2iECKO-Endothelzellen vermehrt Peroxynitrit 

bilden, wurde nun MitoPY1 verwendet, um eine etwaige mitochondriale 

Lokalisation nachzuweisen. Bereits unter Basalbedingungen zeigten Gefäße von 

TrxR2iECKO-Mäusen im Vergleich zu Gefäßen von TrxR2WT-Mäusen eine 

signifikant erhöhte Fluoreszenzintensität. Anhand des Färbemusters ließ sich 

auch eine mitochondriale Lokalisation bestätigen. Anschließend wurde LNA (N-

nitro-L-arginin) hinzugegeben. Hierbei zeigte sich eine signifikante Verringerung 

des Fluoreszenzsignals in Gefäßen von TrxR2iECKO-Mäusen. Als Positivkontrolle 

wurde Spermin-NONOate zu Gefäßen von TrxR2WT-Mäusen gegeben. Daraufhin 

ließ sich eine signifikant höhere Fluoreszenz nachweisen. (Abb. 8) 
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Abbildung 8: Mitochondriale Peroxynitritlokalisation mittels MitoPY1 

Bereits unter basalen Bedingungen zeigten Gefäße von Trxrd2iECKO-Mäusen eine höhere 

MitoPY1-Fluoreszenzintensität im Vergleich zu Gefäßen von Trxrd2WT-Mäusen. (n = 3 Tiere 

pro Gruppe). Nach Behandlung mit dem eNOS-Inhibitor LNA zeigte sich bei Trxrd2iECKO-

Mausgefäßen eine signifikante Reduktion der Fluoreszenz. Mittels NONOate konnte 

wiederum eine signifikante Zunahme der Fluoreszenz von Trxrd2WT-Mausgefäßen erreicht 

werden. (n = 3 Tiere pro Gruppe) Rangvarianzanalyse mit paarweisen Vergleichen. Bilder 

auf der rechten Seite zeigen MitoPY1-Färbungen mit verschiedenen Interventionen. (au= 

willkürliche Einheit) 
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Um die mitochondriale Lokalisation zu verifizieren, wurden außerdem Färbungen 

mit dem MitoID-Red Detektions-Kit und MitoPY1 an adulten Trxrd2iECKO/WT-

Zellen angefertigt. Hierbei zeigte sich eine Kolokalisation. (Abb. 9) 

 

 

 

 

6.5. Evaluierung der endothelialen Funktion mittels FID 

Um die endotheliale Funktion zu überprüfen, wurde die flussinduzierte Dilatation 

an Femoralarterien von Trxrd2iECKO-Mäusen und Trxrd2WT-Mäusen verglichen. 

Hierbei zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen. 

(Abb. 10) 
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Abbildung 10: Messung der flussinduzierten Dilatation an Femoralarterien  

Die Dilatationskapazität in Abhängigkeit des Flusses von Femoralarterien aus Trxrd2iECKO-
Mäusen im Vergleich zu Arterien aus Trxrd2WT-Mäusen zeigte keinen signifikanten Unterschied. 
Mittelwerte mit Standardabweichung (Trxrd2iECKO: n = 10 von 5 Mäusen, Trxrd2WT: n = 11 von 4 
Mäusen) 
 

Abbildung 9: EC-Färbungen mit MitoPY1 und MitoID-Red 

Mitochondrien in Endothelzellen, die mit MitoPY1 gefärbt worden sind, erscheinen Grün (Links). 

Färbungen mit MitoID-Red erscheinen in Rot (Mitte). Kolokalisation der beiden Marker erscheint 

in Gelb (Rechts). Skala: 10 µm 
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6.6. Expressionslevel von Trx2, Grx2, Prx3 und Prx5 

Die antioxidativen Proteine Peroxiredoxin 3 und 5 

sind wichtig für eine suffiziente Elimination von 

Peroxynitrit.144, 145 Die für diese Reaktion 

benötigten Elektronen werden zum Teil von 

Thioredoxin 2 und Glutaredoxin 2 bereitgestellt.146  

Deshalb wurden die Expressionslevel dieser 

Proteine in embryonalen endothelialen 

Progenitorzellen (eEPC) mit homozygotem Txrd2-

Knockout  (Trxrd2-/-) mittels Westernblot 

untersucht. In einem reduzierenden Milieu zeigten 

Trxrd2-/- eEPCs eine vermehrte Expression von 

Grx2 im Vergleich zu Trxrd2+/+-eEPCs. 

(Densitometrische Pixelanalyse: 6.9 +/- 2.3 höhere 

Expression (n = 4 Blots)) Expressionslevel für Trx2, 

Prx3 und Prx5 unterschieden sich nicht. (Abb. 11) 

 

Neben dem Expressionslevel einzelner Proteine ist 

auch der Grad ihrer Oxidation von Interesse. So wurde 

vor dem Hintergrund, dass Prx3 unter oxidativem Stress 

dimerisiert, das Verhältnis von monomerem (= nicht 

oxidiertem) und dimerem (= oxidiertem) Prx3 

untersucht.92 Hier konnte nach Alkylierung mit N-

ethylmaleimid, um eine artifizielle Oxidation während 

der Verarbeitung zu verhindern, nachgewiesen werden, 

dass in Trxrd2-/- eEPCs Prx3 vornehmlich in der dimeren 

Form vorliegt. (Abb. 12)  

 

 

 

Liegen besonders hohe Spiegel von Peroxiden vor, kann es zu einer 

Hyperoxidierung von Peroxiredoxinen unter Bildung von Sulfon- oder 

Sulfinsäuren kommen.147 Die Analyse der Hyperoxidation mit einem Anti-Prx-

Abbildung 11: Westernblots für Redoxproteine 

Westernblots für TrxR2, Grx2, Trx2, Prx3 und Prx5 aus Trxrd2-/- (KO) und Trxrd2-+/+ (WT) eEPCs. 

Ein signifikanter Expressionsunterschied zeigte sich nur für Grx2. Actin wurde als Kontrolle 

verwendet. 

Abbildung 12: Konfiguration von Peroxiredoxin 3 

Mittels Westernblot unter nicht reduzierenden Bedingungen konnte 

gezeigt werden, dass in Trxrd2-/- eEPCs Peroxiredoxin kaum in der 

monomeren Form vorliegt, während in Trxrd2+/+ eEPCs beide 

Isoformen vorliegen. Aktin wurde als Kontrolle verwendet. 
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SO3-Antikörper zeigte vermehrt Prx in einem hyperoxidierten Status. (Abb. 13A) 

Mit diesem Ansatz lässt sich jedoch nicht bestimmen, welche Isoform des Prx 

hyperoxidiert vorliegt. Hierfür wurden die Zellen ohne NEM lysiert, sodass 

reduzierte Prx dimerisierten und nur das hyperoxidierte Prx als Monomer 

verblieb. Es konnte somit gezeigt werden, dass in Trxrd2-/- eEPCs Prx3 vermehrt 

als Monomer, also in der hyperoxidierten Form, vorliegt. (Abb. 13B) 

 

 

 

 

Abschließend wurde untersucht, ob Grx2 als inaktive holo-Form oder als 

aktivierte apo-Form vorliegt. Unter Ruhebedingungen und hohen 

Gluthationspiegeln bildet Grx2 ein 2Fe-2S-Cluster und ist inaktiv. Wenn es zu 

oxidativem Stress kommt, zerfällt dieses Cluster und Grx2 wird in die aktive Form 

überführt.148 Es konnte demonstriert werden, dass in Trxrd2-/- eEPCs sowohl die 

monomere als auch die dimere Form verstärkt exprimiert werden. Insbesondere 

die monomere, also aktive Form, wurde im 

Vergleich zu Trxrd2+/+ eEPCs vermehrt exprimiert. 

(Abb. 14) 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 13: Analyse des hyperoxidierten Peroxiredoxins 

Mittels eines Antikörpers gegen hyperoxidiertes Prx (Prx3-SO3) konnte gezeigt werden, dass in 

TrxR2-/- eEPCs Prx vermehrt in der hyperoxidierten Form vorliegt. (A) Da hyperoxidiertes Prx3 

nicht dimerisieren kann, konnte man in TrxR2-/- eEPCs vermehrt monomeres Prx3 nachweisen. 

(B) Aktin wurde als Kontrolle verwendet. 

 

 

 

 

 

 

dimer 
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Abbildung 14: Konfiguration des Glutaredoxin 2 

Trxrd2-/- eEPCs zeigten in Blots mit nicht 

reduzierenden Puffern generell eine erhöhte 

Expression von Grx2. Insbesondere die monomere 

Form wurde verstärkt exprimiert. Aktin wurde als 

Kontrolle verwendet. 

A B 
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7. Diskussion 

Radikale Sauerstoffspezies müssen aufgrund ihrer Funktion als Signalmolekül 

und Oxidationsmittel akkurat reguliert werden. Ist diese Regulation gestört, kann 

es zum Zelluntergang kommen und die Entstehung von Erkrankungen wie Krebs 

oder Atherosklerose wird begünstigt.14939, 150 Andererseits dürfen auch nicht alle 

Radikale eliminiert werden, da sie häufig auch als Trigger für physiologische 

Zellfunktionen wie Proliferation und Differenzierung dienen.151, 152 Für die 

Kontrolle der ROS-Level sind diverse Systeme verantwortlich.153 Hierzu gehört 

unter anderem das Thioredoxin/Thioredoxinreduktasen-System. Dieses aus 

mehreren Isoformen bestehende Enzymsystem kann unter NADPH-Verbrauch 

verschiedene Radikale reduzieren.90 Während über die Funktionen des 

zytosolischen Thioredoxin-1 bereits viel Literatur existiert, wurden über die 

Aufgaben des mitochondrialen Thioredoxin-2 und der assoziierten 

Thioredoxinreduktase-2 noch nicht viele Erkenntnisse gewonnen. Dennoch ist 

gerade diese Isoform von großem Interesse, da Mitochondrien häufig 

Entstehungsort von ROS sind.154, 155  

Um einzelne Gen- bzw. Proteinfunktionen genauer in vivo zu charakterisieren, 

bieten sich Knockout-Mausmodelle an. Mit dem ersten Modell schafften Gu et al. 

bereits 1994 ein versatiles Werkzeug, um zelluläre und molekulare Interaktionen 

zu verstehen.156 Hierfür werden einzelne Genabschnitte deaktiviert, um die 

Expression des entsprechenden Proteins zu verhindern.117, 157 Conrad et al. 

lieferten mittels eines Thioredoxinreduktase-2 Knockouts erste wichtige 

Erkenntnisse zur Funktion dieses Enzyms. So zeigten Mäuse mit einem 

ubiquitären TrxR2-KO eine defizitäre Hämatopoese, kardiale Abnormalitäten und 

einen frühen embryonalen Tod.103  

Da dieses Modell aufgrund der embryonalen Letalität keine längerfristige 

Beobachtungsdauer zulässt, generierte unsere Arbeitsgruppe ein induzierbares, 

auf das Endothel beschränktes, Trxrd2-Maus-Knockoutmodell. So kann eine 

etwaige endotheliale Pathologie genauer untersucht werden. Weiterhin sind 

endotheliale Prozesse von Interesse, da volkswirtschaftlich und gesellschaftlich 

relevante Erkrankungen mit einer endothelialen Dysfunktion einhergehen.158, 159 

Hierfür wurden die von Conrad et al. generierten Mäuse mit induzierbaren 

endothelzell-spezifischen knockout Mäusen (Tg(Cdh5-cre/ERT2)1Rha) 

verpaart.121 So konnte ein Modell entwickelt werden, bei dem die TrxR2 mittels 

Tamoxifengabe endothelzellspezifisch ausgeschaltet werden konnte. 

Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe von Kirsch et al. zeigten, dass diese Mäuse 

nur über eine eingeschränkte Arterio- und Angiogenese verfügen. Ebenso zeigte 

sich, dass die flussinduzierte Dilatation in Arterien, die einer temporären Ligation 

ausgesetzt waren, im Vergleich zu Kontrollgefäßen reduziert war.  In 
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endothelialen Vorläuferzellen (eEPCs) zeigten sich erhöhte ROS-Level erhöht 

und ein verändertes mitochondriales Potential.115 

Mit der hier vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, auf welchen 

Grundlagen die beobachteten Auffälligkeiten beruhen. So konnte gezeigt 

werden, dass es sich bei den erhöhten ROS-Spiegeln u.a. um Peroxynitrit 

handelt. Die erhöhten Peroxynitritlevel konnten sowohl in TrxR2-KO-

Endothelzellen in vitro als auch in Mesenterialarterien ex vivo beobachtet 

werden. Weiterhin konnte ein mitochondrialer Ursprung der erhöhten 

Peroxynitritlevel festgestellt werden. Letztlich wurden auch variable 

Expressionslevel und Alterationen des oxidativen Status verschiedener 

antioxidativer Proteine nachgewiesen. 

7.1. Limitationen des Cre/IoxP-Mausmodells 

Während das Cre/IoxP-System ein wichtiges Werkzeug in der modernen 

Forschung geworden ist, hat dieses Modell auch einige Limitationen und 

Probleme. So kann es beispielsweise vorkommen, dass sich die Cre-

Rekombinasevermittelte Deletion von IoxP-flankierten Genabschnitten zwischen 

einzelnen Tieren unterscheiden kann. Dies kann sowohl bei zelltypspezifischen 

als auch gewebespezifischen Deletionen auftreten. Zum Teil ursächlich hierfür 

ist die Expression von unbekannten („pseudo“) IoxP-Sequenzen, wie sie 

vereinzelt im Säugergenom vorliegen.160, 161 Mittels bioinformatischer Analyse 

konnte die Frequenz dieser IoxP-Loci auf 1.2 pro Megabasenpaar geschätzt 

werden.162 Diese können auch als Erkennungssequenz für die Cre-Rekombinase 

dienen. Ebenso kann es sein, dass der verwendete Promotor unbekannterweise 

auch in anderen Zelltypen exprimiert wird und auch dort gefloxte Allele deletiert 

werden.163 Weiterhin kann die Cre-Rekombinase über das Zielgewebe hinaus 

exprimiert werden und so durch unerwünschte Effekte die Interpretation der 

Daten verzerren.164 165 

Eine weitere signifikante Einschränkung des Cre/IoxP-Modells ist die Toxizität 

der Cre-Rekombinase gegenüber Cre-exprimierenden Zellen. In vitro Daten 

zeigten, dass die Expression der Cre-Rekombinase die Proliferation von 

Säugerzellen einschränken kann. Ebenso können aberrante DNS-

Rekombinationen und chromosomale Defekte auftreten.166 Weiterhin existieren 

Daten zu zellspezifischer Cre-Toxizität, beispielsweise in Neuronen, 

Kardiomyozyten und Tumorzellen. Der Mechanismus der Cre-Toxizität beruht 

hauptsächlich auf unspezifischer Interaktion zwischen der Cre-Rekombinase und 

der DNS.167-169 Ebenso sind die schädlichen Effekte der Cre-Rekombinase 

abhängig vom Ausmaß der Expression sowie vom exprimierenden Zelltyp. 

Auffällig ist, dass die beschriebenen Beobachtungen vor allem bei langer und 

hochdosierter Cre-Wirkung auftraten. Um ebenjene Effekte zu vermindern oder 
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auszuschalten, wurden die in dieser Arbeit verwendeten Mäuse nur über einen 

kurzen Zeitraum mit Tamoxifen behandelt, um als Folge eine zeitlich limitierte 

Cre-Wirkung herbeizuführen. Ebenso wurden Mäuse mit Cre-Rekombinase, aber 

ohne gefloxten TrxR2-Locus als Kontrolltiere verwendet, um eine bessere 

Abschätzung der Cre-Toxizität zu ermöglichen. 

7.2. Isolation von Arterien und Endothelzellen 

Die Isolation von murinen Femoral -und Mesenterialarterien ist ein wertvolles 

Werkzeug, um die Physiologie dieser Gefäße besser zu untersuchen.170, 171 Da 

diese Gefäße einen sehr geringen Durchmesser (100-250 µM) aufweisen, ist 

eine sorgfältige Präparation notwendig. Probleme entstehen beispielsweise 

durch zu grobe Dissektion, hierbei entstehen Vasospasmen oder die sensiblen 

Endothelzellen werden beschädigt. Ebenso kann eine zu lange 

Präparationsdauer zu einer eingeschränkten vaskulären Integrität und 

dementsprechend verzerrten Ergebnissen führen. Deshalb benötigt der 

Präparator eine sorgfältige Ausbildung und genug Übung, um suffiziente 

Ergebnisse zu erzielen. Weiterhin ist es notwendig, dass die während der 

Präparation verwendeten Puffer frisch zubereitet sind, um ein optimales Milieu zu 

gewährleisten. Ebenso sollte der Puffer regelmäßig gewechselt werden, um 

beispielsweise bei der Isolation von Mesenterialarterien die Entfernung von 

Fäces und Fettgewebe zu ermöglichen. Ist man den genannten Problemen 

beigekommen, bietet die Isolation von Arterien hervorragende Möglichkeiten, 

Gefäßkontraktion172, Calcium-Spiegel173 oder wie in dieser Arbeit, die 

Peroxynitritproduktion zu untersuchen. 

Neben der Isolation von Arterien wurden im vorliegende Projekt auch 

Endothelzellen der murinen Lunge isoliert. Hierfür wurden in der Vergangenheit 

häufig Organe oder Gewebe mit Puffern, die Verdauungsenzyme wie z.B. 

Kollagenase enthalten, versetzt. Um das gewonnen Lysat aufzureinigen, waren 

aufwendige und zeitintensive Methoden nötig und häufig war die Ausbeute 

gering.174, 175 Ebenso stellt das Überwuchern der kultivierten Zellen – 

beispielsweise durch Fibroblasten – ein Problem dar. Als Lösung hierfür bieten 

sich bspw. immortalisierte Zelllinien an, die im Vergleich zu normalen 

Endothelzellen allerdings häufig andere Eigenschaften aufweisen und 

tumorerzeugend sind. 176, 177 In der hier vorliegenden Arbeit wurde eine bereits 

1997 entwickelte Methode verwendet.178 Hierfür werden sogenannte 

Dynabeads®, superparamagnetische kugelförmige Polymerpartikel, an die ein 

Antikörper gekoppelt ist, mit dem Gewebehomogenisat versetzt. Anschließend 

können die an den Antikörper und damit an die Dynabeads® gekoppelten Zellen 

mittels magnetischer Säulen isoliert werden. Der Vorteil dieser Methode besteht 

darin, dass die Zellen einer deutlich geringeren mechanischen Belastung 
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ausgesetzt sind. Dadurch wird die Lyserate während der Bearbeitung verringert. 

Ebenso behalten auf diese Weise isolierte Zellen ihre morphologischen und 

physiologischen  Eigenschaften bei.179 Nachteilig ist dennoch, dass durch diese 

Methode die dreidimensionale Zellstruktur verloren geht und somit 

Zellinteraktionen mit angrenzenden Zellen entfallen und Funktionen durch die 

Monokultur verloren gehen.180 

7.3. Multiphotonenmikroskopie und Immunfluoreszenz 

Seit der Erfindung des Mikroskops gab es immer weitere Bestrebungen, 

Auflösung und Vergrößerung zu verbessern. Heutzutage ist die 

Lasermikroskopie Mittel der Wahl für viele biomedizinische Anwendungen. Bei 

der konventionellen Lasermikroskopie absorbiert der Fluorophor ein von einem 

Laser generiertes Photon. Dadurch werden Elektronen in einen anderen 

Energiezustand versetzt. Wenn das Energieniveau dieses Elektrons wieder in 

seinen Ausgangszustand fällt, wird wiederum ein Photon frei. Die in dieser Arbeit 

verwendete Technik der Zwei-Photonen-Fluoreszenzmikroskopie wurde bereits 

1990 von Webb et al. entwickelt.181 Diese Methode, auch 

Multiphotonenmikrokopie (MPM) genannt, basiert auf der Anregung des 

Fluorophors mittels zwei niedrigenergetischer Photonen. Zwar ist die Energie 

jedes einzelnen Photons nicht hoch genug, um Elektronen anzuregen, jedoch ist  

die kombinierte Energie ausreichend, um Fluoreszenz zu stimulieren.182 In einem 

MPM kann die Wahrscheinlichkeit der Erregung weiter gesteigert werden, wenn 

der Laserstrahl durch ein Objektiv hoher numerischer Apertur sehr stark 

fokussiert wird. Weil weiterhin der Photonenflux mit der vierten Potenz, 

ausgehend vom Fokus, abnimmt, ist die Fluoreszenz bei der MPM auf ein 

Subfemtolitervolumen beschränkt. Eine Bildgebung erfolgt dann mittels 

Rasterabtastung der einzelnen Punkte und wird elektronisch verarbeitet. 

Das MPM vereint im Vergleich zur konventionellen Lasermikroskopie einige 

Vorteile. Zum einen können die beim MPM verwendeten 

Exzitationswellenlängen, tiefrot und nahe an infrarot, Gewebe besser 

durchdringen. Diese verbesserte Eindringtiefe wird durch verminderte Streuung 

und reduzierte Absorption durch endogene Chromophore möglich gemacht. 

Somit wird eine bessere Darstellung tieferer Schichten dickeren Gewebes 

möglich.183, 184 Weiterhin ist die Hintergrundfluoreszenz sehr gering, da gestreute 

Photonen nicht genügend Energie haben, um selbst Elektronen anzuregen und 

damit eine Fluoreszenz zu erzeugen.185 Ein weiterer wichtige Vorteil der MPM ist 

die nur sehr geringe Photobleichung. Dies beschreibt den permanenten Verlust 

der Fluoreszenz eines Fluorophors durch kontinuierliche Bestrahlung mit der 

Anregungswellenlänge aufgrund von photochemischer Zerstörung. Bei der MPM 
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wird nur jeweils ein sehr kleines Volumen angeregt, sodass die Photobleichung 

sehr gering ausfällt.186  

Für den Nachweis von Peroxynitrit wurden in dieser Arbeit die Chemikalien FI-B 

und MitoPY1 verwendet. Problematisch hierbei ist, dass diese Sonden neben 

ONOO- auch andere Peroxide wie Wasserstoffperoxid nachweisen.126, 134 Um ein 

etwaiges Signal durch H2O2 oder andere Peroxide nachzuweisen, wurden die 

Gefäße mit LNA behandelt. Dieses Vorgehen verhindert die Produktion von 

Peroxynitrit und so konnte im Umkehrschluss gezeigt werden, dass vor allem 

Peroxynitrit produziert wird. Weiterhin ist der Fluoreszeinanteil der FI-B Sonde, 

der für die Färbung sorgt, nach der Abspaltung des Boronatteils stark pH-

abhängig, sodass bei ungünstigen pH-Werten die fluoreszierende Eigenschaft 

inaktiviert werden kann.187 Um diesem Effekt vorzubeugen, wurden alle 

Experimente unter pH-kontrollierten Bedingungen durchgeführt. Ferner stellt die 

Quantifizierung der Peroxidkonzentrationen ein Hindernis dar. Die gemessene 

Fluoreszenz korreliert zwar in etwa mit der Konzentration, allerdings können mit 

den hier angewandten Methoden keine exakten Spiegel bestimmt werden, da die 

gemessenen Fluoreszenzwerte in Abhängigkeit der zellulären Aufnahme und 

Distribution fluktuieren.138, 188, 189 Zusammenfassend lässt sich daher sagen, dass 

die verwendeten Sonden nicht ungeeingeschränkt für eine Quantifizierung der 

Peroxynitritkonzentration verwendet werden können. Allerdings können 

verschiedene Interventionen hervorragend anhand der Fluoreszenzintensität 

miteinander verglichen und so aussagekräftige Daten bezüglich der Produktion 

von Peroxynitrit generiert werden. 

7.4. Westernblots von Redoxproteinen 

Der Nachweis von Proteinen im reduzierten oder oxidierten Zustand ist ein 

wichtiges Werkzeug für die Analyse von oxidativem Stress und zur 

Charakterisierung von interzellulärer Kommunikation. Ein großer Teil der durch 

ROS/RNS bedingten Effekte wird über die reversible Oxidation von Thiolresten 

vermittelt.190, 191 Während sich der Westernblot generell eignet, um Proteine 

nachzuweisen, muss dieser zur Bestimmung des oxidativen Status von 

Cysteinresten modifiziert werden. Ein Hindernis, dass bei der Bestimmung des 

Thiolredoxstatus von Peroxiredoxinen auftreten kann, ist eine artifizielle 

Oxidation während der Probenverarbeitung. Ebenso muss die Reduktion von Prx 

durch Trx verhindert werden, um eine adäquate Darstellung der 

Thiolkonfiguration zu ermöglichen. Hierfür wurde in der vorliegenden Arbeit eine 

Alkylierung mit N-ethylmaleimid eingesetzt. Diese von Gitler et al. entwickelte 

Methode fixiert Thiolgruppen im reduzierten Zustand mittels 

Alkylgruppentransfer. Im Gegensatz zur Carboxymethylierung mit Iodacetamid 

ist diese Methode pH-unabhängig. Ebenso werden intrazelluläre Thiole, die als 
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Multiproteinaggregat vorliegen, nicht modifiziert.192 Dies war für unsere 

Fragestellung hilfreich, da oxidiertes Peroxiredoxin in dimeren Aggregaten 

vorliegt und so eine Abschätzung bezüglich des Grades der Oxidation ermittelt 

werden konnte.193 

7.5. Nachweis von Peroxynitrit in Endothelzellen und 
Mesenterialarterien 

Peroxynitrit gehört zu den radikalen Stickstoffspezies und ist ein potentes 

Oxidans. Ebenso können durch Peroxynitrit verschiedene Substrate nitriert 

werden. Es wird durch die Reaktion von Stickstoffmonoxid mit Superoxid 

gebildet.194-196 Peroxynitrit spielt eine bedeutende Rolle bei der Entstehung von 

verschiedenen Erkrankungen wie Diabetes 197, 198, koronarer Herzerkrankung  54, 

199, 200 und Nierenversagen.201-203 Aufgrund seiner schädigenden Wirkung als 

starkes Oxidans, aber auch aufgrund seiner Funktion als wichtiges 

Signalmolekül, muss eine präzise Kontrolle der Konzentrationen erfolgen. Eine 

wichtige Aufgabe in diesem Kontrollprozess erfüllen die Peroxiredoxine. Diese 

Gruppe von Thiolproteinen hat die Fähigkeit, Peroxynitrit zu reduzieren.204-207 Für 

diese Aufgabe wird zudem das Thioredoxin/Thioredoxinreduktase-System 

benötigt. Diese Proteinfunktionseinheit stellt für das Peroxiredoxinsystem 

reduzierende Äquivalente bereit. 90, 146, 204 In der hier vorliegenden Arbeit konnte 

erstmals gezeigt werden, dass ein Knockout der endothelzellspezifischen 

mitochondrialen Thioredoxinreduktase (TrxR2) eine vermehrte 

Peroxynitritproduktion sowohl in isolierten Zellen (Abb. 6) als auch in isolierten 

Arterien (Abb. 7) zur Folge hat. Ebenso konnte die überwiegende 

Peroxynitritproduktion dem Hauptkompartiment der TrxR2 zugewisen werden – 

dem Mitochondrium. (Abb. 8/9) 

Kirsch et al. zeigten 2016, dass Trxrd2iECKO-Mäuse eine endotheliale Dysfunktion 

aufweisen. Ebenso zeigte sich, dass sowohl Arterio- als auch Angiogenese 

eingeschränkt sind.115 Hierfür könnte das in dieser Arbeit nachgewiesene 

Peroxynitrit mitverantwortlich sein. Einen wichtigen Teil zur Aufrechterhaltung der 

endothelialen Integrität stellt das Prostaglandin/Thromboxan-System dar. 

Ebenso ist die Bildung von Prostaglandinen und ein suffizienter 

Arachidonsäurestoffwechsel ungemein wichtig für die proangiogenen 

Eigenschaften von Endothelzellen.208 Mittels  der Cyclooxygenasen, COX-1 und 

COX-2, wird Prostaglandin H2 (PGH2) aus Arachidonsäure produziert und 

anschließend enzymatisch von einer PGI-Synthase in Gefäßen u.a. zu 

Prostacylcin (PGI2) umgewandelt. In Thrombozyten bildet die Thromboxan A2-

Synthase aus PGH2 Thromboxan (TxA2).209, 210 Prostacyclin trägt einen 

wesentlichen Teil zur Vasodilatation bei, u.a. auch in einem hypoxischen 

Milieu.211 Liegen nun hohe Peroxynitritspiegel vor, kann es via Nitrierung zu einer 
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Inaktivierung der PGI-Synthase kommen und dementsprechend zu einer 

verminderten Produktion von Prostacyclin.212  

Neben dem Arachidonsäurestoffwechsel spielt auch die Produktion von 

Stickstoffmonoxid eine wichtige Rolle beim Erhalt der endothelialen Funktion. 

Eine fehlende NO•-Bildung führt zu einer endothelialen Dysfunktion und zu einer 

Störung der vaskulären Homöostase.213 Bei zu hohen Peroxynitritspiegeln kann 

die Funktion der Stickstoffmonoxidsynthase eingeschränkt werden. Dies wird 

über verschiedene Mechanismen vermittelt. Zum einen wird ein wichtiger 

Kofaktor der eNOS, Tetrahydrobiopterin, von Peroxynitrit oxidiert.12, 214 Durch 

diesen Prozess wird die eNOS entkoppelt und somit wird weniger NO• und mehr 

ROS (vornehmlich O2•−) gebildet.13 Dies führt zu einem „circulus vitiosus“, denn 

mithilfe des entstehenden Superoxidanions kann wiederum mehr Peroxynitrit 

gebildet werden. Zum anderen besitzt die eNOS ein Zinkthiolat-Cluster, das als 

katalytisches Schlüsselzentrum gilt.7 Dieses Zentrum kann von Peroxynitrit 

oxidiert werden. Dadurch kommt es zu einer Freisetzung des Zinkatoms und 

ebenfalls zu einer Entkopplung.13, 24, 215 Neben den von Peroxynitrit verursachten 

oxidativen Schäden, kann es auch zu einer Reihe von Veränderungen durch 

Nitrierungen kommen, die das Endothel schädigen und für eine endotheliale 

Dysfunktion sorgen. Die Superoxiddismutase ist ein wichtiges Enzym für die 

Detoxifikation von O2•−. Fehlt die SOD oder ist sie mutiert, kann es zu einer 

ganzen Reihe an Pathologien kommen. So zeigen beispielsweise homozygote 

SOD-Knockoutmäuse eine eingeschränkte endothelvermittelte Dilatation.216 Der 

Einfluss von Peroxynitrit auf die SOD ist mittlerweile gut untersucht worden. So 

zeigte sich, dass bei hohen Peroxynitritspiegeln der Tyrosinrest 34 nitriert 

wird.217-219 Als Folge verändert sich sowohl der Zugang und die Bindung des 

Substrats O2•− an das aktive Zentrum als auch die Sekundärstruktur der SOD.220 

Fällt demnach die SOD aus, wird vermindert O2•− abgebaut und es kann 

wiederum mehr Peroxynitrit entstehen.  

Kirsch et. al. zeigten zudem, dass Trxrd2iECKO-Mäuse vermehrt Thromben in 

Arterien der Skelettmuskulatur sowie in den glomerulären Kapillaren bilden.115 

Auch diese Beobachtung kann man erhöhten Peroxynitritleveln erklärt werden. 

Tatsächlich ist Peroxynitrit in der Lage, trotz der kurzen Halbwertszeit von etwa 

10-20ms, zelluläre Membranen mittels Diffusion zu überwinden.221-223 Zum Einen 

kann die bereits diskutierte, eingeschränkte Produktion von Prostacyclineine 

Thrombusentstehung begünstigen224, denn PGI2 hat anti-thrombogene 

Eigenschaften. Zum Anderen können auch direkt von Peroxynitrit vermittelte 

Effekte auf Thrombozyten oder Gerinnungsfaktoren für den prothrombotischen 

Phänotyp verantwortlich sein. Das Entstehen eines Thrombus ist das Ergebnis 

zweier Mechanismen: die Aktivierung von Thrombozyten und die Aktivierung von 

Gerinnungsfaktoren. Faktor XI kann beispielsweise durch Peroxynitrit aktiviert 



Diskussion  45 

 

werden und damit eine prothrombogene Situation herbeiführen.225 Gleiches gilt 

für Plasmin.226 Andererseits gibt es auch Hinweise auf eine Inaktivierung von 

Fibrinogen durch Peroxynitrit. Hierdurch würde die Blutgerinngung eher 

enthemmt werden und eine Thrombusentstehung verhindert.227 Weiterhin wurde 

eine  peroxynitritvermittelte Inaktivierung von tissue-Plasmin Activator (tPA) in 

humanem Plasma demonstriert.228 Eine Verminderung der Konzentration des für 

die Fibrinolyse wichtigen Enzyms geht mit arterieller Plaquebildung und einer 

vermehrten Suszeptibilität gegenüber ischämischen Ereignissen einher.229, 230 

Auch bezüglich der thrombozytären Funktion im Zusammenhang mit Peroxynitrit 

bestehen divergierende Erkenntnisse: einerseits wird von einer über die Inhibition 

der thrombozytären mitochondrialen Atmungskette  vermittelten Verringerung der 

Thrombenretraktion berichtet. Die Thrombenretraktion bezeichnet die 

Rückbildung von frisch gebildeten Thrombozytenaggregaten. Hierduch 

entstehen größere und auch instabilere Thromben.231 Andererseits wird von einer 

Inhibition der Thrombozyten berichtet.232, 233 Der Einfluss von Peroxynitrit auf die 

Blutgerinnung und damit einhergehend auf die von Kirsch et al. beobachtete 

Thrombenbildung bleibt daher nicht abschließend geklärt. Eine Ursache kann im 

komplexen Zusammenspiel der einzelnen Hämostasekomponenten liegen. 

Ebenso ist der Einfluss von Peroxynitrit auf die einzelnen Teile der Blutgerinnung 

abhängig von den lokalen hämatologischen Gegebenheiten, z.B. dem 

Vorhandensein von Radikalfängern oder der Verfügbarkeit von Puffersystemen. 

Weiterhin ist es möglich, dass die beobachtete Thrombenbildung nicht durch 

direkte Effekte von Peroxynitrit auf Hämostasekomponenten verursacht wird, 

sondern durch die Schädigung der Endothelzellen durch eine mitochondriale 

Dysfunktion.234 (Vgl. 9.6.) 

7.6. Implikation der mitochondrialen Peroxynitritlokalisation 

Mitochondrien sind membrangebundene Zellorganellen, die in fast allen 

eukaryotischen Zellen vorkommen. Neben der Aufgabe der Energiegewinnung 

sind sie verantwortlich für die Regulation der Apoptose. Die mitochondriale DNS 

(mtDNS) ist essenziell für die mitochondriale Proteinbiosynthese. Sind Schäden 

dieses Organells zu groß, gehen Zellen – orchestriert durch die Mitochondrien – 

in die Apoptose.235, 236 In der hier vorliegenden Arbeit wurde die mitochondriale 

Isoform der Thioredoxinreduktase konditionell deletiert. Passend dazu konnten 

wir eine Peroxynitritproduktion in den Mitochondrien nachweisen. Dies kann 

gravierende Folgen für die Zellgesundheit haben. 

Mitochondrien verfügen über eine Atmungskette (Komplexe I-V). Hier werden,  

vereinfacht dargestellt, Elektronen über verschiedene membranständige 

Proteine transferiert, um anhand des mitochondrialen Membranpotentials ATP zu 

generieren.55, 237 Neben der intramitochondrialen Produktion von Peroxynitrit 
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durch die Generation von Superoxidradikalen kann Peroxynitrit auch von außen 

in die Mitochondrien diffundieren. Dort können sowohl chemische Modifikationen 

erfolgen als auch sekundäre Radikale über die Reaktion mit Kohlenstoffdioxid 

gebildet werden.238 Peroxynitrit ist in der Lage, die Komplexe I, II und V zu 

inaktivieren.239-246 So gibt es zahlreiche Hinweise dafür, dass der Komplex I als 

Folge einer Peroxynitritexposition an substanziellen Tyrosinresten nitriert werden 

kann.247, 248 Ebenso zeigten sich Tryptophan- und Methioninreste oxidiert. Als 

Folge dessen nimmt die katalytische Aktivität ab, gemessen an der Rate des 

Sauerstoffverbrauchs.248 Unklar verbleibt bisher, wie genau diese Modifikationen 

Komplex I inhibieren. Möglich wäre, dass die komplexe Proteinstruktur – 

Komplex I besteht aus 45  Untereinheiten – verloren geht.249 Komplex II verliert 

seine Funktion vermutlich durch die Oxidation eines für die Funktion 

unabdingbaren Thiols.250, 251 Ferner wird auch Komplex V durch Peroxynitrit 

inaktiviert.240, 242, 252 Peroxynitrit verursacht seine Wirkung also am ehesten über 

die Modifikation einzelner Komplexe und nicht über die Beeinträchtigung der 

Membranintegrität. Hierbei wären alle Komplexe betroffen. 239 Durch die 

Inhibition der Atmungskette wird dann die ordnungsgemäße 

Elektronenübertragung gestört, der transmembranöse Protonenflux 

unterbrochen und die ATP-Synthese inhibiert. Es entsteht eine sogenannte 

mitochondriale Dysfunktion.253, 254 Dass zu hohe Peroxynitritspiegel mit einer 

mitochondrialen Dysfunktion und darauffolgender Apoptose via Cytochrom C-

Freisetzung und Aktivierung der Caspasen 2, 3, 8 und 9 vergesellschaftet sind, 

konnte bereits gezeigt werden.255, 256  Die hier dargelegten Folgen von 

Peroxynitrit für die mitochondriale Integrität sind gravierend und können zur 

Apoptose führen. Ein früher Marker für die Apoptose ist die Depolarisation des 

mitochondrialen Membranpotentials.257 Passend hierzu konnten Kirsch et al. in 

Trxrd2 knockout-eEPCs im Vergleich zu Kontrollzellen ein positiveres 

Membranpotential messen.115 

7.7. Flussinduzierte Dilatation  

Die FID stellt ein solides Verfahren zur Evaluation der vaskulären Funktion dar.258 

Im Regelfall werden durch den Stimulus Scherstress vasodilatierende 

Substanzen, vornehmlich •NO und Prostaglandine, freigesetzt.1, 259, 260 Weiterhin 

wird so in der Gefäßwand ein Genexpressionsprofil aufrechterhalten, welches 

anti-inflammatorisch und anti-thrombogen wirkt.261, 262 An Gefäßstellen, in denen 

turbulente Strömung vorherrscht und in denen damit die Schubspannung 

vermindert ist, kommt es hingegen zur Expression pro-inflammatorischer und 

thrombogener Gene. Diese Stellen sind auch Prädilektionsstellen für eine sich im 

Alter entwickelnde Arteriosklerose263 (beispielsweise im Bereich der 

Karotisbifurkation). Besteht eine endotheliale Dysfunktion zum Beispiel im 
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Rahmen von pathologischen Zuständen wie Hypertension oder Diabetes, kommt 

es zu einer Einschränkung der flussinduzierten Vasodilatation.258 Peroxynitrit ist 

ebenfalls in der Lage, eine endotheliale Dysfunktion zu begünstigen und stellt 

damit ein Agens dar, dass die flussinduzierte Vasodilatation einschränken kann. 

So kann Peroxynitrit die Bioverfügbarkeit von •NO reduzieren und die PGI2-

Synthase nitrieren und inhibieren.264 Weiterhin kann durch Peroxynitrit 

Tetrahydrobiopterin oxidiert werden. Durch die Abwesenheit dieses Kofaktors in 

reduzierter Form wird die eNOS entkoppelt und es kann keine •NO -Synthese 

erfolgen. Stattdessen wird Superoxid gebildet.265 Im hier verwendeten 

Mausmodell konnte vermehrt Peroxynitrit nachgewiesen werden. Deshalb wurde 

die flussinduzierte Dilatation verwendet, um einen etwaigen Einfluss von 

Peroxynitrit auf die Gefäßmechanik zu untersuchen. Überraschenderweise 

zeigte sich im Vergleich zu Gefäßen von TrxR2iECWT-Mäusen kein Unterschied in 

der FID mit Gefäßen von TrxR2iECKO-Mäusen. Als Ursache dieser Beobachtung 

kommen mehrere Faktoren in Betracht. Die Peroxynitritproduktion in diesem 

Mausmodell wurde primär ins mitochondriale Kompartiment lokalisiert. Um 

jedoch zytosolische Enzyme zu beeinflussen, muss Peroxynitrit die 

mitochondriale Doppelmembran überwinden. Die Halbwertszeit von Peroxynitrit 

wird auf etwa 10 ms geschätzt, jedoch ist die Halbwertszeit von intramitochondrial 

gebildetem Peroxynitrit mit etwa 3-5ms deutlich kürzer aufgrund der hohen 

Verfügbarkeit von Metalloproteinen, Thiolen und CO2. Trotzdem wäre eine 

mitochondriale Peroxynitritleckage möglich, da auch mit dieser verkürzten 

Halbwertszeit eine Diffusion über 3-4 µm möglich wäre und Mitochondrien mit 

etwa 2-3 µm ein wenig kleiner sind.238, 254 Andere Autoren postulieren jedoch, 

dass diese Halbwertszeit zu kurz sei, um eine Diffusion ins Zytosol zu 

ermöglichen266 Bekannt ist, dass Peroxynitrit, das überwiegend 

intramitochondrial gebildet wird, dort neben den oben genannten 

Reaktionspartnern mit zahlreichen weiteren mitochondrialen Komponenten 

reagieren kann. (Vgl. 9.6) Ebenso ist es denkbar, dass Peroxynitrit, welches 

durch beide mitochondrialen Membranen diffundiert ist, von den zytosolischen 

antioxidativen Systemen abgefangen wird. Interessanterweise konnte unsere 

Arbeitsgruppe in Kooperation mit der Arbeitsgruppe Prof. de Wit (Lübeck) in vivo 

demonstrieren, dass die Vasodilatation von Cremasterarteriolen, die mit den 

Substanzen Acetylcholin oder dem NO-Donor Natriumnitroprussid behandelt 

wurden, in TrxRr2iECKO-Mäusen signifikant schlechter ist.267 Unklar verblieb 

jedoch auch hier, ob der beobachtete Effekt aufgrund von oxidativen Schäden an 

zytosolischen Proteinen oder aufgrund der mit hohen Peroxynitritspiegeln 

einhergehenden mitochondrialen Dysfunktion aufgetreten ist. Aus klinischen 

Untersuchungen ergaben sich weitere Hinweise, dass eine eingeschränkte 

flussinduzierte Vasodilatation zumindest mit Peroxynitrit einhergeht. Die 
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eingeschränkte FID wurde jedoch bei Patienten mit Hyperhomocysteinämie und 

Diabetes mellitus gemessen, sodass die eingeschränkte Vasodilatation sicherlich 

ein multifaktorielles Geschehen darstellt und nicht allein auf Peroxynitrit 

zurückzuführen ist.268, 269  

7.8. Einfluss eines TrxR2-Knockouts auf andere 
antioxidative Systeme 

Bisher konnte gezeigt werden, dass das Fehlen der endothelialen TrxR2 massive 

Effekte auf Gefäße und Mitochondrien hat. Um eine Kompensation durch andere 

antioxidative Proteine zu untersuchen, wurden Westernblots aus eEPCs für Trx2, 

Grx2, Prx3 und Prx5 durchgeführt. Nachdem in der vorliegender Arbeit vermehrt 

Peroxynitrit als Folge eines endothelialen TrxR2-Knockouts gemessen werden 

konnte, sich jedoch nur ein moderater Phänoptyp zeigte, stellte sich die Frage, 

ob andere oxidative Systeme Funktionen des Trx/TrxR-Systems übernehmen. 

Peroxiredoxine sind eine ubiquitär exprimierte Klasse von cysteinabhängigen 

Peroxidasen, die für die Regulation von Peroxidspiegeln wichtig sind.191, 270 

Peroxiredoxin 3 (Prx3), die mitochondriale Isoform von Prx, ist in der Lage, durch 

Peroxynitrit gebildete Dithiole zu reduzieren.271 Bemerkenswert ist, dass Prx3 

sowohl von Trx2 als auch von Grx2 Elektronen zur Reduktion von Substraten 

erhält.146 Glutaredoxine wurden intial als Elektronendonatoren für 

Ribonukleotidreduktasen (RNRs) identifiziert.272, 273 Mittlerweile sind viele weitere 

Funktionen bekannt, unter anderem haben Grxs eine wichtige Rolle bei der 

Bildung von Eisen-Schwefel-Clustern.274 Eine andere wichtige Aufgabe ist die 

Verteidigung gegen oxidativen und nitrosativen Stress. So kann Grx Disulfide 

mittels NADPH und Gluthationreduktase reduzieren.275, 276 Tatsächlich zeigte 

sich Grx2 in Trxr2-/- eEPCs generell vermehrt exprimiert. (Abb. 11) Weiterhin 

zeigte sich auch das aktive, monomere Grx2 verstärkt exprimiert. (Abb. 14) 

Ungeachtet dessen lag Prx3 vemehrt in der oxidierten, dimeren Form vor. (Abb. 

12)  

Andere Arbeitsgruppen demonstrierten ebenfalls einen Zusammenhang 

ziwschen der Grx2-Expression und oxidativem Stress. So konnte gezeigt 

werden, dass Grx2-Knockout Mauslinsenepithelzellen anfälliger gegenüber 

oxidativem Stress sind.277 Ebenso waren HLE-B3-Zellen mit einer Grx2-

Überexpression resistenter gegenüber H2O2-induziertem oxidativen Stress. Als 

protektiver Mechanismus wurde die Protektion des mitochondrialen Komplex I 

postuliert, der auch durch Peroxynitrit inaktiviert werden kann. 247, 248, 278 Anhand 

dieser Beobachtungen ist davon auszugehen, dass das Grx-System den Ausfall 

der Trxrd2 zu einem gewissen Grad kompensieren kann, jedoch nicht 

ausreichend, um Prx3 auf basalen Leveln zu halten. Prx5, ebenfalls eine 

Peroxynitritreduktase mit teilweiser mitochondrialer Lokalisation, konnte nicht 
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vermehrt exprimiert nachgewiesen werden.144 Andere Autoren berichteten von 

einer Prx5-Hochregulation unter mitochondrialer Dysfunktion, allerdings wurden 

hier K562-Leukämiezellen untersucht, die andere zelluläre Eigenschaften 

aufweisen.279  Dies könnte daran liegen, dass Prx5 nicht exklusiv mitochondrial 

exprimiert wird, sondern auch in Peroxisomen und im Zytosol vorkommt.280 

Ebenso ist erwähnenswert, dass die Disulfide, die bei der Oxidation von Prx5 

entstehen, nur durch Thioredoxine reduziert werden können und nicht durch Grx 

oder Gluthation. 144, 280-282 Da es wenig reduziertes mitochondriales Trx2 gibt, 

kann demnach auch Prx5 nicht reduziert werden und stellt vermutlich kein 

suffizientes alternatives antioxidatives System dar.  

Mittels spezifischer Antikörper wurde ergänzend der Grad der Hyperoxidierung 

von Prx3 untersucht. Während des katalytischen Zyklus von Prx modifizieren 

Oxidantien, wie beispielsweise Peroxynitrit, die Thiolgruppe und es entsteht eine 

Sulfensäure (Prx-SOH). Eukaryotische Peroxiredoxine haben spezielle, C-

terminale Strukturmotive (GGLG und YF), die eine Disulfidentstehung 

verhindern.283, 284 Normalerweise würde Prx an dieser Stelle mittels Trx wieder 

reduziert werden.285 Liegen nun sehr hohe Peroxidkonzentrationen vor oder ist 

der Trx-Pool oxidiert, kann nun ein weiteres Peroxid Prx weiter oxidieren. So 

entsteht aus der Sulfensäure eine Sulfinsäure (Prx-SO2H)286, 287 Hyperoxidiertes 

Prx ist nicht mehr in der Lage, Peroxide zu reduzieren. Diese Reaktion ist jedoch 

reversibel.286, 288 Das hierfür verantwortliche Enzym ist Sulfiredoxin. Diese 

Peroxiredoxinreduktase kann mittels ATP und Elektronen von Gluthation oder 

Thioredoxin Peroxiredoxin wiederherstellen.289 (Vgl. Abb. 15) Hyperoxidiertes 

Peroxiredoxin hat mehrere Funktionen. Eine wichtige Funktion ist, dass durch die 

Hyperoxidierung Thioredoxin als reduzierendes Substrat geschont werden kann 

und somit in Situationen mit hohem oxidativem Stress wichtigere Substrate 

reduziert werden können. Zellen zeigten so ein besseres Überleben bei hohen 

Peroxidleveln290, 291 Weiterhin haben hyperoxidierte Peroxiredoxine eine wichtige 

Funktion als Chaperone: so werden Proteine bezeichnet, die andere Proteine 

daran hindern, zu aggregieren und sich falsch zu falten.292 Im Falle einer 

Hyperoxidierung können Peroxiredoxine weiter aggregieren und können somit 

als Chaperone agieren293, 294 Letztlich stellen hyperoxidierte Peroxiredoxine sehr 

genaue Peroxid-Messfühler dar, die Zellen auf eine Störung im Redoxsystem 

hinweisen können. So wird beispielsweise der Zellreplikationszyklus von Maus 

C10 Lungenepithelzellen bei hohen Konzentrationen von hyperoxidiertem Prx 

unterbrochen. 295  
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Abbildung 15: Mechanismus der Peroxiredoxinhyperoxidation 

I: Reduzierte (peroxidatische) Cysteinreste (SpH) von Peroxiredoxin (hier jeweils zwei Moleküle) 

reagieren mit Peroxynitrit und bilden eine Sulfensäure (SpOH). II: Weitere Oxidation der 

Sulfensäure führt zu Bildung einer Sulfinsäure. III: Überführen von oxidiertem Prx in den 

Ausgangszustand mittels Trx/TrxR-System. IV: Sulfiredoxin kann hyperoxidiertes Prx wieder 

reduzieren.296  

In dieser Arbeit konnte in TrxR2 Knockout-eEPCs sowohl vermehrt oxidiertes 

Prx3 als auch vermehrt hyperoxidiertes Prx3 gemessen werden. (Abb.12/13) 

Ursächlich hierfür ist die Abwesenheit von reduziertem Trx2 aufgrund der 

deletierten TrxR2.  Normalerweise kann Prx3 auch von Grx2 reduziert werden.146 

Im vorliegenden Fall kann jedoch davon ausgegangen  werden, dass so hohe 

Peroxynitritspiegel vorliegen, dass das Grx2-System trotz vermehrter Expression 

übersättigt ist und keine suffiziente Reduktion von Prx3 gewährleisten kann. 

Somit werden die schädlichen Effekte von Peroxynitrit nur mäßig abgemindert 

und der beobachtete Phänotyp kann auftreten. Weiterhin zeigen die vorliegenden 

Daten, wie essenziell das Trx2/TrxR2-System für die Eliminierung von 

Peroxynitrit ist. 

7.9. Fazit 

In der vorliegenden Arbeit wurde ein endothelzellspezifischer 

Thioredoxinreduktase 2 Knockout im Mausmodell untersucht. TrxR2 ist ein 

wichtiges Enzym zur Aufrechterhaltung der intrazellulären Redoxhomöostase.297 

Der Fokus dieser Arbeit lag auf der genaueren Charakterisierung der Funktion 

der endothelialen Thioredoxinreduktase 2. Weiterhin war die mechanistische 

Aufschlüsselung des beobachteten Phänotyps von Interesse. Anhand der 

vorliegenden Daten konnte demonstriert werden, wie wichtig das Trx2/TrxR2-

System für die Eliminierung von Peroxynitrit ist. Durch den Knockout von TrxR2 

konnte vermehrt Peroxynitrit sowohl in vitro in eEPCs als auch ex vivo in isolierten 

Sulfiredoxin 

Reduziertes Prx Oxidiertes Prx Hyperoxidiertes Prx 

ONOO- ONOO- 

I II 

III 

Trx/Trxr 

IV 
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Mesenterialarterien und Lungenendothelzellen gemessen werden. Weiterhin 

konnte die Produktion größtenteils in die Mitochondrien lokalisiert werden. Ferner 

konnte ebenso gezeigt werden, dass andere mitochondriale Redoxproteine wie 

Grx2 und Prx3 vermehrt exprimiert wurden bzw. in oxidierter Form vorlagen. 

Dessen ungeachtet zeigte sich die endotheliale Funktion, die mittels 

flussinduzierter Dilatation abgeschätzt wurde, zumindest in Femoralarterien nicht 

eingeschränkt. Die gewonnenen Erkenntnisse liefern erste Anhaltspunkte, 

inwiefern der beobachtete Phänotyp zustande kommt, jedoch lassen sich die 

Beobachtungen im Mausmodell nicht vollständig mit den vorliegenden Daten 

erklären.  

Abschließend muss erwähnt werden, dass sich die hier gewonnenen 

Erkenntnisse nicht uneingeschränkt auf den Menschen übertragen lassen: eine 

homozygote TXNRD2-Mutation führt beim Menschen zu einem anderen 

Phänotyp. Hierbei entsteht eine familiäre Glucocorticoiddefizienz. Hier wurde 

jedoch ein sehr kleines konsanguines Patientenkollektiv untersucht und es liegen 

keine mechanistischen Erkenntnisse vor.298 Für die vollständige 

Charakterisierung der Aufgaben und Funktionen der humanen TrxR2 wird 

weitere Forschung benötigt werden. Das Trxrd2iECKO-Mausmodell lieferte hierzu 

jedoch bereits wegweisende Grundlagen. 
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8. Zusammenfassung 

Das Thioredoxin/Thioredoxinreduktase-System (Trx/TrxR) ist ein wichtiger 

Regulator des Redox-Gleichgewichts, sowie ein Taktgeber der zellulären und 

genetischen Antwort auf oxidativen Stress. Die mitochondrialen Isoformen, Trx2 

und TrxR2 steuern diese Prozesse im Mitochondrium, einem Zellorganell, in dem 

aufgrund der oxidativen Phosphorylierung besonders viele Radikale entstehen, 

sodass eine präzise Regulation unabdingbar ist. 

Von unserer Arbeitsgruppe wurde eine induzierbare, endothelzellspezifische 

TrxR2-Knockoutmaus entwickelt, um die Rolle der TrxR2  besser zu verstehen. 

Diese Maus zeigt einen prothrombotischen, proinflammatorischen Phänotyp, 

sowie eine endotheliale Dysfunktion. Weiterhin zeigten TrxR2-depletierte 

endotheliale Progenitorzellen eine vermehrte Radikalbildung. Ziel dieser Arbeit 

war es, den beobachteten Phänotyp mechanistisch aufzuschlüsseln. 

Mittels einer Fluoreszein-Boronat basierten Sonde, die spezifisch Peroxynitrit 

misst, konnte in vitro an isolierten pulmonalen Endothelzellen, sowie ex vivo an 

Mesenterialarterien, eine gesteigerte Peroxynitritproduktion nachgewiesen 

werden. Mittels LNA, einem Inhibitor der endothelialen 

Stickstoffmonoxidsynthase, und Spermin-NONOate, einem •NO-Donor, konnte 

die •NO-Dependenz der Peroxynitritproduktion nachgewiesen werden. Ferne 

konnte mit MitoPY1, einem mitochondrialen Farbstoff, die Produktion in die 

Mitochondrien verortet werden. Mit Westernblotting konnte weiterhin eine 

vermehrte Expression von Glutaredoxin 2 sowie von hyperoxidiertem 

Peroxiredoxin 5 nachgewiesen werden. 

Die hier vorliegenden Daten zeigen, dass ein Knockout der endothelialen, 

mitochondrialen Thioredoxinreduktase, eine vermehrte mitochondriale 

Peroxynitritproduktion zur Folge hat. Weiterhin zeigte sich die Expression 

anderer antioxidativer Proteine verändert. Peroxynitrit hat als starkes Oxidans 

diverse schädliche Effekte. Ferner können durch hohe Peroxynitritspiegel 

thrombotische und inflammatorische Prozesse begünstigt werden. Die 

gewonnenen Erkenntnisse tragen zu einem besseren Verständnis des 

Phänotyps der Trxrd2iECKO-Maus bei. Zusätzlich können Rückschlüsse auf 

Zustände, die mit einer endothelialen Dysfunktion einhergehen, wie 

beispielsweise Arteriosklerose, gezogen werden und die Rolle der TrxR2 bei der 

Entstehung derartiger Pathologien. 
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