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A. Einleitung

Reaktive Sauerstoff - Spezies (ROS), insbesondere Superoxidanionen
(O2) spielen sowohl unter physiologischen als auch pathophysiologischen
Bedingungen im vaskuldren System eine herausragende Rolle. Das Ver-
standnis der vaskularen O, - Bildung und deren Regulationsmechanismus
kann daher als eine wichtige Voraussetzung fur die Entwicklung neuer

spezifischer Therapieansatze bei Gefal3erkrankungen angesehen werden.

Schon 1956 vermutete Denham Marman, daf3 im menschlichen Organis-
mus reaktive freie Sauerstoffradikale (ROS) entstehen. Die Entdeckung
des antioxidativen Enzyms Superoxiddismutase 1969 (120), welches Oy
zu H,O, metabolisiert, bot dann den ersten Anhalt fir die Entstehung von
Superoxidanionen (Oy) in vivo. Zunéchst wurden ROS nur eine schadi-
gende Rolle zugeschrieben. Das wohl bekannteste Beispiel ist hier die
zellschadigende Rolle von ROS im Rahmen der zellularen Immunantwort,
wo polymorphkernige Granulozyten pathogene Keime mit einem Gemisch
von & , HO, und Hydrochlorid attackieren. Kommt es aufgrund eines
Defektes nicht zu einer Sauerstoffradikalproduktion, wie bei der chroni-
schen Granulomatose, fuhrt dies zu einer geschwéachten Immunabwehr
(29;159;163). In den letzten Jahren machten jedoch eine Vielzahl von
Untersuchungen deutlich, dal3 ROS nicht nur eine schadigende Wirkung
besitzen, sondern auch vielfaltige Funktionen in der Signaltransduktion als
Signalmolekile einnehmen kdnnen (9;44;54;64). Ein Ungleichgewicht zwi-
schen ROS und zellularen antioxidativen Enzymen wie z.B. der Super-
oxiddismutase, Katalase und Gluthationperoxidase zugunsten von ROS
wird als “oxidativer Stref3“ bezeichnet. Diesem wird in der Pathophysiolo-
gie und Progression vieler Erkrankungen eine wichtige Rolle zugeschrie-
ben. Dazu gehdren so unterschiedliche Krankheiten/Zustande wie Tu-
morentstehung und — progression (38), neurodegenerative Erkrankungen
(10), Diabetes mellitus, septischer Schock (52) und das Altern (11).



Superoxidanionen im vaskularen System

Aufmerksam auf die wichtige Rolle von Superoxidanionen im vaskuléaren
System machten Untersuchungen, die zeigten, dal? die Halbwertszeit von
EDRF (Endothelium Derived Relaxing Factor), spater als NO identifiziert,
einem wichtigen endothelialen Signalmolekils mit vasodilatatorischer Wir-
kung durch exogene Gabe von O reduziert und durch Gabe von SOD
verlangert werden kann (61,154). Damit lieferten diese Untersuchungen
einen ersten Anhalt, dal3 ROS, insbesondere O,’, auf die Regulation des
lokalen Blutflusses Einflu3 nehmen kénnen (172). In zahlreichen Untersu-
chungen wurde das NO - produzierende endotheliale Enzym, dessen
Regulation und die Wirkung von NO né&her charakterisiert. Dabei wurde
die herausragende Rolle von NO auf die physiologische Kontrolle der Or-
gandurchblutung deutlich (32,143,144). So zeigte sich z.B. nach Hem-
mung der NO Synthase eine Steigerung des systemischen Blutdruckes
(149), was auf einen bedeutenden Einflu? von NO auf den Basaltonus der
Widerstandsgefal3e hinwies. Zusatzlich zu seiner vasomotorischen Funk-
tion wurden fur NO jedoch noch weitere wichtige anti - atherosklerotische
und - proliferative Effekte gezeigt. So hemmt NO z.B. nicht nur die Adha-
sion von neutrophilen Granulozyten und die Plattchenaggregation, sor-

dern auch die Proliferation glatter Muskelzellen (Abbildung 1).



Abbildung 1
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Abbildung 1: Die Abbildung zeigt die Wirkungen von NO. Endotheliales NO dif-
fundiert in die glatte Muskulatur und bewirkt dort eine Vasodilatation und eine
Hemmung der Proliferation. Auf der luminalen Seite hemmt NO die Adh&sion neu-
trophiler Granulozyten und die Plattchenaggregation. Durch redox - sensitive Me-
chanismen kommt die Hemmung der Expression von Adhasionsmolekilen durch

NO zustande. Durch Interaktion von NO mit O,” kdnnen diese Wirkungen verhin-
dert werden.

Weitere Untersuchungen an Endothelzellen zeigten dann auch, dal3 die
Menge des freigesetzten NO in der Tat abhangig von der Aktivitat der in-
trazellularen SOD (130) ist. Es ist bekannt, da? O," mit NO zu Peroxynitrit
(ONOO) reagiert, wobei die Reaktionsgeschwindigkeit mit 6.7 x 10° mol/L"
1 st um das ca. dreifache schneller als die enzymatische Inaktivierung

von Oy durch die Superoxiddismutase ist (78;92) .

NO
SOD : Superoxiddismutase
GSH PX : Gluthationperoxidase
ONOO CAT : Katalase

02- SOD H202 GSH PX ; CAT HZO

Reaktion von O," und NO zu Peroxynitrit, O,” wird durch SOD zu H,O, umgesetzt,

welches durch die Enzyme Katalase und Gluthationperoxidase zu H,O metaboli-
siert wird.



Die Bildung von Peroxynitrit stellt somit mdglicherweise einen Weg des
NO - Abbaus dar. Dies bedeutet aber auch, da3 NO durch die Reaktion
mit O, seine biologischen Funktionen nicht mehr wahrnehmen kann. Eine
gesteigerte endotheliale O, - Bildung resultiert damit nicht nur in einer Ein-
schrankung der Endothel — abhangigen Vasodilatation via NO, sondern
hat somit auch z.B. pro - atherogene und pro — proliferative Effekte
(58;101;106). Dies wurde durch Untersuchungen gezeigt, die die Rolle
von O als Signalmolekll analysierten. So konnte z.B. nach Stimulation
mit dem Zytokin TNFapha und aggregiertem IgG eine O, - abhangige Ex-
pression des CSF-1 (Colony stimulating factor) und von MCP-1 (monocyte
chemoattractant protein) nachgewiesen werden (158), welche geh&uft in
atherosklerotischen Plaques gefunden wurden (177). Eine Sauerstoffradi-
kal — abhangige MCP-1 Expression wurde inzwischen auch durch Angio-
tensin 1l und PDGF an glatten Muskelzellen gezeigt (25,111). Weitere
Daten zeigen ebenfalls eine O," - abhangige Expression von Adhasions-
molekilen, wie z.B. ICAM - 1 und VCAM -1 (27;110;114).

Aufgrund all dieser Befunde wird eine gesteigerte G - Bildung fur die
Pathogenese und Progression von Gefal3erkrankungen mitverantwortlich
gemacht. So tragt eine gesteigerte @ - Bildung durch Stoérung der En-
dothelfunktion zum erhdhten peripheren Widerstand und zu den Ge-
fakkomplikationen bei der essentiellen Hypertonie bei (43). In einzelnen
Studien konnte durch die intravendse Gabe von Vitamin C (175) und wei-
terer Antioxidantien tatsachlich eine Reduktion des Blutdruckes bewirkt
werden. Weiterhin lag in Patienten mit unbehandelter Hypertension ein er-
hohter Lipidperoxid -, sowie ein erniedrigter Vitamin E - und SOD - Plas-
maspiegel vor (24;53;94;155). Diese Befunde deuteten insgesamt auf ei-
nen gesteigerten Gehalt von freien ROS bei Hypertonie hin. An einem
Tiermodell der essentiellen Hypertonie, der spontan hypertensiven Ratte
(SHR), konnte ebenfalls eine abgeschwachte Endothel — abhangige
Vasodilatation in den verschiedensten GefaRabschnitten festgestellt wer-
den (60;107;117). In isolierten kultivierten Endothelzellen aus Aorten von
diesen SHR konnte dann in der Tat eine deutlich reduzierte NO - Aktivitat
im Vergleich zu normotensiven Kontrollratten gemessen werden. Die Be-

handlung dieser Zellen mit SOD steigerte die NO — Aktivitat, was darauf
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hinweist, dal? die reduzierte NO — Aktivitat in der Tat in der Reaktion von
O2" mit NO begrtindet ist. Bei Messung der endothelialen O, - Produktion
in diesen Zellen zeigte sich dann auch eine ca. 2 ¥z - fache gesteigerte O,
- Bildung im Vergleich zu Endothelzellen isoliert aus normotensiven Ratten
(60). Der in vivo gewonnene Befund, bei dem durch Gabe eines SOD -
Derivates der Blutdruck der SHR normalisiert werden konnte (161), ist ein
weiterer wichtiger Hinweis, dald die vaskulare O, - Bildung im entschei-
denden Mal3 in der Pathophysiologie der essentiellen Hypertonie beteiligt
ist.

Wahrend bei der essentiellen Hypertonie der zugrunde liegende Mecha-
nismus des Ungleichgewichtes zwischen NO und Q" noch weitgehend
unerforscht ist, ist er bei der Pathophysiologie der renovaskularen Hyper-
tonie weitgehend bekannt, dafl3 Angiotensin Il eine entscheidende Rolle
spielt. Die renale Minderdurchblutung oder der erniedrigte Perfusionsdruck
z.B. bei einer Nierenarterienstenose resultiert in einer gesteigerten Renin-
sekretion mit vermehrter Angiotensin Il Bildung. In Ratten, bei denen ex
perimentell eine renovaskuldre Hypertonie verursacht wurde, fand sich
eine abgeschwachte Endothel — abhéngige Vasodilatation bei einer ge-
steigerten O, - Bildung der Aorta (67;68). Bei Vorbehandlung dieser Rat-
ten mit einem Hemmestoff des Angiotensin Il bildenden Enzyms (angioten
sin converting enzyme, ACE) war die Endothel - abhangige Vasodilatation
im Vergleich zu Kontrolltieren nicht mehr eingeschrankt (67). Weitere Un-
tersuchungen an kultivierten humanen Endothelzellen zeigten, dal3 An
giotensin Il - vermittelt Uber den Rezeptor - Subtyp AT1 - die endotheliale
O, - Bildung steigert (169). Somit sprechen diese Daten daflr, dal3 eine
gesteigerte O, - Bildung, verursacht durch die erhdhte Angiotensin Il Bil-
dung, auch bei der Pathogenese der Endotheldysfunktion in der renovas-

kularen Hypertonie beteiligt ist.

Ein erhdhter Angiotensin Il Spiegel scheint auch bei der sogenannten Ni-
trattoleranz eine Rolle zu spielen. Bei der anti - angindsen Therapie mit
Nitraten kommt es nach langerer Behandlung, aufgrund kompensatorisch
einsetzender neurohumoraler Mechanismen, zu einer Herabsetzung der

vasodilatatorischen Kapazitat der Nitrate, was als Nitrattoleranz bezeich-
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net wird. Unter anderem kommt es hierbei auch zu einem gesteigerten
Angiotensin Il - Spiegel. Obwohl die Nitrattoleranz als ein multifaktorielles
Ereignis anzusehen ist, sprechen neuere Befunde dafir, daf eine gestei-
gerte vaskulare " - Bildung, unter anderem verursacht durch den er-
hohten Angiotensin Il - Spiegel, hierbei eine wichtige Rolle spielt (95;132).
Gesichert ist weiterhin die Bedeutung von O, bei dem Reperfusionsscha-
den nach Ischdmie. Nach Ischdmie und nachfolgender Reperfusion
kommt es zu einer massiven Produktion reaktiver Sauerstoffspezies, die
durch Oxidation von zellularen Strukturen zur Schadigung des Gewebes
fuhren kdnnen (63;162;199).

Bei der Entstehung von ischamischen Ereignissen spielt die Atheroskle-
rose eine wichtige Rolle, bei deren Pathogenese wiederum die En-
dotheldysfunktion einen wichtigen Platz einnimmt. So konnte durch Unter-
suchungen an Patienten mit koronarer Herzkrankheit gezeigt werden, dai3
die Schwere der Endotheldysfunktion z.B. auch mit dem Cholesterinspie-
gel, einem bekannten Risikofaktor der koronaren Herzkrankheit korrelierte
(190). Weitere Untersuchungen zeigten ebenfalls eine Assoziation eines
erhéhten Cholesterinspiegel mit einer Endotheldysfunktion. So wurde bei
nicht - invasiven Studien an Kindern mit familiarer Hypercholesterinamie
eine abgeschwéchte Endothel — abhangige Vasodilatation beobachtet
(22). An Cholesterol gefitterten Tieren konnte nicht nur ebenfalls die En-
dotheldysfunktion nachgewiesen, sondern auch eine Besserung der
Endothelfunktion durch die Behandlung mit SOD erzielt werden (131). Die
Vermutung, dafl’ eine gesteigerte O, - Bildung eine Ursache dieser En-
dotheldysfunktion ist, wurde durch die ex vivo O, - Messung an Gefal3en
hypercholesterindmischer Kaninchen bestarkt (129;137). Eine gesteigerte
O, - Bildung bei Hypercholesterindmie wurde inzwischen weiterhin auch
an der Arteria mammaria interna von hypercholesterindmischen Patienten

aufgezeigt (79).

Es gibt aulRerdem auch Hinweise, dal? z.B. der Diabetes mellitus mit einer
gesteigerten vaskularen G - Bildung assoziiert ist. So zeigten Untersu-
chungen bei diabetischen Patienten eine Reduktion des Blutdruckes nach

Gabe von Antioxidantien (23;24). Weiterhin konnte eine gesteigerte O, -
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Bildung in Aorten bzw. Mesenterialarterien von diabetischen Ratten nach-

gewiesen werden (151;183).

Eine gesteigerte O, - Bildung, wie sie bei der Hypertonie, Diabetes
mellitus, oder auch Hyperlipiddmie (137) vorkommt, scheint auch bei der
Pathogenese und Progression der Atherosklerose eine bedeutende Rolle
zu spielen (5). So fuhrt, wie bereits erwahnt, O,” durch die Interaktion mit
NO nicht nur zu einer abgeschwéchten Endothel - abhangigen Vasodilata-
tion, sondern verhindert auch, dal3 dieses z.B. seine anti - atheroskleroti-
sche Wirkung entfalten kann. Weiterhin kann O,” selbst an der Oxidation
von LDL zu oxLDL (80;171), einem Atherosklerose forderndem Agens
(26;134;195), teilhaben. Weitere Effekte von O,", wie z.B. die weiter oben
beschriebene Forderung der Expression von Adhasionsmolekilen
(25;110;111;114), sowie die pro - proliferative Wirkung kénnen nicht nur
bei der Atherosklerose, sondern auch z.B. bei der Intima - Proliferation

nach Ballondilatation von Bedeutung sein (55).

Verschiedene Stimuli fuhren im Endothel zu einer gesteigerten O, - Bil-
dung. 1986 wurde eine gesteigerte O, - Produktion durch Phorbolester,
die zur Aktivierung der Proteinkinase C fiihren, als auch durch das Kal-
zium lonophor A 23187, welches die intrazellulare Kalziumkonzentration
erhoht, beobachtet (116). Aber nicht nur diese pharmakologischen Stimuli
hatten Effekte, sondern auch Zytokine wie Interleukin - 1 und Interferon
bewirkten eine Steigerung der endothelialen O, - Bildung (115). Ebenso
zeigten sowohl wichtige Modulatoren des Gefal3tonus, wie z.B. Angioten
sin Il (169) und Bradykinin (74), als auch mechanochemische Reize wie
Schubspannung (76) und Hypoxie / Reoxigenierung in kultivierten En-
dothelzellen einen Einflu3 auf die basale endotheliale O, - Produktion.

In Endothelzellen existieren dabei wohl mehrere Enzyme die, unter be-
stimmten Bedingungen, O, produzieren kénnen. Hierzu gehdren nicht nur
Enzyme der Atmungskette (185), sondern auch Enzyme, die am Arachi-
donsauremetabolismus beteiligt sind und zur Bildung von Prostaglandinen
fuhren (8). Als weitere mdgliche Quellen der endothelialen Q" - Bildung
werden auch NO - Synthasen diskutiert (30;145;146;173). Bei Beginn die-
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ser Arbeit gab es auRerdem auch erste Hinweise, dal3 eine, der leukozyta-
ren NAD(P)H - Oxidase ahnlichen NAD(P)H - Oxidase im Endothel ex-
primiert wird und wesentlich zur endothelialen O, - Bildung beitragen
kénnte (17;84).

In Leukozyten ist diese NAD(P)H - Oxidase die Quelle des sog.
Respiratory burst, einer O, - Produktion, welche in der zellularen Im-
munabwehr eine wichtige Rolle spielt. Nach Aktivierung des Enzyms
kommt es durch eine Ein - Elektronenreduktion von Sauerstoff an der au-
Beren Zellmembran zur O, - Produktion. Redoxzentrum ist hierbei Cyto-
chrom b558. Cytochrom b558 ist ein Heterodimer, bestehend aus p22P"
und gp91P"* welche in der auReren Zellmembran lokalisiert sind. Bei der
Aktivierung kommt es zur Membrantranslokation der zytosolischen Unter-
einheiten p40P"™*, p47P"%*und p67°"* (siehe Abbildung 2) (69;127). Wei-
terhin ist fur eine vollstandige Aktivierung auch die Translokation des GTP
- bindenden - Proteins rac Voraussetzung (1;14;35). Die genaue Funktion
bzw. die Translokationsmechanismen dieser niedermolekularen GTPase
rac fur die NAD(P)H - Oxidase Aktivierung sind noch nicht vollstandig auf-
geklart (99). Die Rolle von p40P" bei der Aktivierung der NAD(P)H -

Oxidase ist ebenso noch unklar (16;157).
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Abbildung 2

Respiratory burst

NADPH NADP*+H

.................
o+

P67

Abbildung 2: Die Abbildung zeigt den sog. Respiratory burst nach Leukozytenaktivie-
rung mit Translokation der NAD(P)H Oxidase - Untereinheiten p67, p40, p47 und rac vom
Zytosol an die aul3ere Zellmembran und konsekutiver O, - Bildung.

Obwohl es Hinweise fir die Existenz einer solchen NAD(P)H — Oxidase
auch im Endothel gab, war einerseits noch nicht klar, ob sie auch konstitu-
tiv aktiv war und somit schon zur basalen endothelialen O, - Bildung bei-
trug. Andererseits war nicht bekannt, ob sie mehr NADH - oder NADPH -
abhangig war. Noch weniger untersucht waren die Regulationsmechanis-
men dieser endothelialen NAD(P)H — Oxidase. Einen bisher noch nicht
bekannten Stimulus zur Steigerung der endothelialen G - Bildung be-
schrieben 1996 Al-Mehdi et al.. Dort resultierte die Depolarisation von En
dothelzellen aus Pulmonararterien in einer gesteigerten & - Bildung (3).
Dies kann insofern von Bedeutung sein, als daf es sowohl unter physiolo-
gischen, als auch pathophysiologischen Bedingungen zu Veranderungen
des endothelialen Membranpotentials kommt. So rufen vasoaktive Sub-

stanzen, wie z.B. Bradykinin, Histamin, ATP und Adenosin transiente Ver-
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anderungen des endothelialen Membranpotentials hervor (122). Doch
auch durch mechanochemische Reize, wie Anderungen der Wandschub-
spannung und Hypoxie kann es Uber Veréanderung der lonenleitfahigkeiten
zur Anderung des Membranpotentials kommen (2;4;135). Ein erhohter
transmuraler Druck scheint im Gefald einen depolarisierenden Effekt zu
haben. So wurde gezeigt, dal} glatte Muskelzellen aus hypertensiven
Ratten eine chronische Depolarisation aufwiesen (109). Aber auch bei
akuten Steigerungen des transmuralen Druckes konnte in Zerebral (91) -
und Interlobulararterien (65) eine Depolarisation von glatten Muskelzellen
gezeigt werden. Durch Verbindungen zwischen Endothel und glatten Mus-
kelzellen kénnten diese akuten oder chronischen Veranderungen des
glattmuskularen Membranpotentials auf das Endothel fortgeleitet werden
(12;31). Andere Arbeiten zeigten weiterhin, daf ein erhéhter transmuraler
Druck sowohl mit einer Reduktion der NO - mediierten Dilatation in iso-
lierten Widerstandsgefal3en (15), als auch mit einer gesteigerten O, - Bil-
dung des Gefal3es einherging (33;77;184). Hierbei wurde bislang jedoch
nicht untersucht, welche Rolle die Druck — induzierte Depolarisation spie-

len kdnnte.

Bisher war nicht bekannt, ob der durch Depolarisation - verursachten Stei-
gerung der mel3baren endothelialen O, - Menge eine Mehrproduktion von
Oy oder die Reduktion von anti - oxidativen Mechanismen zu Grunde liegt.
Wenn diese Steigerung tatsachlich auf einer vermehrten O, - Produktion
beruht, stellt sich die Frage, welches Enzym flr diese Produktion verant-
wortlich ist und Uber welchen Signalprozel3 diese Aktivierung vermittelt
wird. In dieser Arbeit sollten sowohl diese Fragen, als auch die Frage, ob
und in welcher Art und Weise sich auch Hyperpolarisation der Zellmem-
bran auf die O, - Bildung von humanen Endothelzellen auswirkt, unter-

sucht werden.
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B. Fragestellung

Die endotheliale O, - Bildung spielt aufgrund der Interaktion von O,” mit
NO und der Wirkung von & als Signalmolekutl im kardiovaskularen Sy-
stem eine entscheidende Rolle. Bei Beginn dieser Arbeit gab es Hinweise,
dald eine der leukozytaren NAD(P)H — Oxidase &dhnlichen Oxidase auch
im Endothel existiert. In diesem Hintergrund sollte in dieser Arbeit unter-
sucht werden, ob eine NAD(P)H — Oxidase mit Ihren Untereinheiten in der
Tat auch in humanen Endothelzellen vorhanden, ob sie im Gegensatz zur
leukozytaren Form konstitutiv aktiv ist, und welchen Beitrag sie zur basa-
len endothelialen G - Bildung leistet. Weiterhin sollte getestet werden,
welche Signalwege in der Regulation der Enzymaktivitat involviert sind.
Aufgrund der wichtigen Rolle des Membranpotentials \askularer Zellen in
der Regulation des lokalen Blutflusses und dessen Veradnderung unter
physiologischen als auch pathophysiologischen Bedingungen sollte ferner
untersucht werden, ob und wie sich sowohl De — als auch Hyperpolarisa-
tion der Zellmembran auf de O, - Bildung auswirken, welches Enzym
hierbei eine Rolle spielt und welche Signaltransduktionsmechanismen in
dessen Regulation beteiligt sind. Zur O,” - Messung an vaskularen Zellen
war die Lucigenin — Chemilumineszenz — Methode etabliert, so dal3 auch
hier anfanglich mit dieser Methode gearbeitet wurde. Da jedoch dann Da-
ten publiziert wurden, die bei dieser O, - Melimethode erhebliche Nach
teile aufwiesen, muf3te mit weiteren anderen Methoden der O, - Messung
Uberpruft werden, ob diese Nachteile auch unter unseren Ver-

suchsbedingungen auftraten.
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C. Material und Methoden

C.1. Zellbiologische Methoden
C.1.1. Isolation von humanen Umbilikalvenenendothelzellen

PBS” Phosphat gepufferte Salzlésung ohne Ca?* und
Mg®": 160mM NaCl, 2,7mM KCI, 8mM NazHPOs,,
1,5mM KH;PO,4

Dispase Dispase Il, Konzentration 2.4 U/ml in PBS

HUVEC Medium Medium 199 mit 20 % Kalberserum und 20 %
endothelial cell growth medium, 0,006% (w/v)
Penicillin, 0,013% (w/v) Streptomycin

Humane Umbilikalvenenendothelzellen (HUVEC) wurden aus frischen
Umbilikalvenen mit einer Lange von ca. 10 — 15 cm unter sterilen Bedin-
gungen isoliert. Zu diesem Zweck wurden beide Venenenden kanuliert
und die Vene mit sterilem PBS™ durchspult. AnschlieRend wurden die Ve-
nen 30 min bei 37 ° C intraluminal mit Dispase inkubiert, wobei die Kanu-
lenenden mit einem 3 - Wege - Hahn verschlossen wurden. Die abgel6-
sten Endothelzellen wurden durch Spulung mit 50 ml Medium 199 in ein
Falconréhrchen Uberfihrt. Nach Zentrifugation (10 min mit 500 g) wurde
das Pellet in 12 ml HUVEC Medium resuspendiert und auf eine 24 Loch -

Zellkulturschale verteilt.
C.1.2. Kultivierung von humanen Umbilikalvenenendothelzellen

PBS"~ Phosphat gepufferte Salzlésung ohne Ca?* und
Mg®: 160mM NaCl, 2,7mM KCIl, 8mM NaHPO,,
1,5mM KH2POq4

Trypsin/ 0,05% (w/v) Trypsin, 0,02% EDTA

EDTA L6sung
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HUVEC Medium Medium 199 mit 20 % Kalberserum und 20 % en-
dothelial growth medium, 0,006% (w/v) Penicillin,
0,013% (w/v) Streptomycin

HUVEC wurden in Zellkulturschalen in HUVEC Medium bei 37° C im Inku-
bator bei einem Wasserdampf gesattigten Luftgemisch mit 5% CO, ge-
halten. Nach jeweils 2 Tagen wurde das Medium gewechselt. Die Sub-
kultivierung erfolgte nach Erreichen des Konfluenzstadiums. Zu diesem
Zweck wurden die Zellen mit PBS™ gewaschen, 2-4 Minuten mit Trypsin
Lésung inkubiert und durch leichtes Klopfen abgel6ést. Die abgeldsten
Zellen wurden dann mit HUVEC Medium aufgenommen und im Verhaltnis
1:2 bis 1:5 auf weitere Zellkulturschalen verteilt. Verwendet wurden Zellen

der Passagen 2 und 3.

C.2. Verschiedene Methoden zur Messung der O, ™ - Produktion

Um die zunachst verwendete Lucigenin Methode auf Ihre Validitat zu un-
tersuchen, wurden verschiedene Methoden der Superoxidanionenmes-
sung im zellfreien System, im Zellysat, sowie an intakten Zellen miteinan
der verglichen und Uberprift. Verwendet wurden hierbei die Chemilumi-
neszenzmethode mit zwei verschiedenen Substanzen, die Cytochrom C -
Methode sowie die NBT - Methode.

C.2.1. Lucigenin - verstarkte Chemilumineszenz

Fir die durch O, - induzierte Lucigenin - Chemilumineszenz wird folgen-
der Entstehungsmechanismus diskutiert. Das Lucigenin Di - Kation ben6-
tigt zunachst eine Ein - Elektronenreduktion zum Lucigenin Kation Radikal
[1]. Dieses Radikal reagiert mit O,", wobei ein instabiles Dioxethan gebildet
wird. Dessen spontaner Zerfall resultiert in der Bildung eines angeregten
Acridon, welches wéahrend des Ruckfalls in den Ruhezustand Photonen
emitiert [2] (105;179;189).
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11 LUC? + ¢ Luc*

12] LUC" + 0, o> LUC o) » Licht + Acridon

C.2.2. MCLA - verstarkte Chemilumineszenz

MCLA ( 2-methyl-6-(p-methoxyphenyl)-3,7-dihydroimidazo[1,2-a]pyrazin-
3-one), ist ein methyl-Cypridina-luciferin Analogon. Dieser Chemilumines-
zenzfarbstoff zerféllt &hnlich wie Lucigenin durch die Anregung nach
Kontakt mit O, unter Photonenemission (112;147;186). Die Chemilumi-
neszenzintensitat sowohl der Lucigenin - als auch der MCLA — Methode
wurde mittels eines Photomultipliers in einem Luminometer registriert und
alle 3 Sekunden erfal3t. Die Darstellung erfolgt in relativen Licht Einheiten
(RLU).

C.2.3. Cytochrom C - Methode

Die Oy - Produktion wurde als derjenige Anteil der Cytochrom C - Reduk-
tion bestimmt, der durch SOD inhibierbar war. Cytochrom C** liegt im Re-

aktionsgemisch als oxidierte Form ( ?99,5 % ) vor und wird durch O, zu

Cytochrom C #* reduziert [1].

[1] Cytochrom C3**+ O, =sss=d 0, + Cytochrom C %

Diese Reduktion bewirkt eine Absorptionszunahme, die photometrisch bei
der Wellenlange 550 nm bestimmt werden kann. Da die Reduktion von
Cytochrom C auch Oy unabhangig erfolgen kann (178), wird in einem

Vergleichsansatz das Enzym Superoxiddismutase (SOD) beigegeben.
SOD katalysiert die Reaktion [2].

[2] 207 +2H" 2225 0Op+H0;

19



Die O, - spezifische Cytochrom C Reduktion ergibt sich somit aus der
Differenz der Cytochrom C Reduktion im Reaktionsansatz ohne SOD und
der Cytochrom C Reduktion im Vergleichsansatz mit SOD (48). Das ent-
stehende H,O; hatte dabei keinen Einflul3 auf diesen SOD — hemmbaren
Anteil, insofern als dal® in unseren Kontrolluntersuchungen die Gabe von
Katalase in den Vergleichsansatz mit SOD keinen Effekt zeigte. Die Ab-
sorptionsdifferenz zwischen Reaktions — und Vergleichsansatz wurde mit
Hilfe des molaren Extinktionskoeffizienten (E ss0 nm= 2.1 x 10% [mol/L]*

cm™(113;118) in nmol O,” umgerechnet.

C.2.4. NBT - Methode

Als weitere Methode zur O,” - Messung wurde die NBT - Reduktion ver-
wendet. Die Reduktion von Nitroblue Tetrazolium (NBT), einer gelblichen
Losung, fuhrt zur Bildung von Diformazan, einem blaulich/schwarzen Pra-
zipitat (136;174). Da die Reduktion von NBT jedoch, wie die von Cyto-
chrom C, auch O, unabhangig erfolgen kann (104), wird zur Bestimmung
der O, - Produktion ebenfalls der Anteil der NBT - Reduktion, der durch
SOD hemmbar ist verwendet. Das prazipitierte Diformazan wurde densi-
tometrisch ausgewertet (Software : Molecular Analyst). Die Darstellung
des SOD - inhibierbaren Anteils der NBT - Reduktion erfolgte in Optische -
Dichte - Einheiten (ODU).

C.3. Oy - Messung im zellfreien System, in Zellysaten und intakten Zellen

C.3.1. Oy Messung im zellfreien System

Die enzymatische Umsetzung von Xanthin (X) durch die Xanthinoxidase
(XO), die zu einer Q" - Produktion fuhrt, wurde verwendet, um im =zll-

freien System die verschiedenen Mel3methoden zu vergleichen.

02 02_

. NP :
Xanthin  —— Hypoxanthin

Xanthinoxidase
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C.3.1.1. Oy - Messung im zellfreien System mittels Chemilumineszenz

Reaktionsansatz 100 pM Xanthin (X) in 400 pl PBS’
Xanthinoxidase (XO)

Zunachst wurden dem Reaktionsansatz Lucigenin (250 uM) oder MCLA
(10 uM) zugefigt und im Anschlul die O, - bildende Reaktion durch Zu-
gabe des Enzyms XO in steigender Konzentration (1 - 5 mU/ml) gestartet.
Die Chemilumineszenzintensitat wurde mittels des Photomultiplyers des

Luminometers alle 3 Sekunden erfal3t.

C.3.1.2. Oy" - Messung im zellfreien System mit der Cytochrom C -
Methode

PBS’ Phosphat gepufferte Salzlésung ohne Ca®" und
Mg?*: 160mM NaCl, 2,7mM KCI, 8mM
NazHPO4, 1,5mM KHZPO4

Reaktionsansatz 100 pM Xanthin (X), 60 uM Cytochrom C in
PBS
Vergleichansatz 100 uM Xanthin (X), 60 uM Cytochrom C, 200

U/ml SOD in PBS

Sowohl zu dem Reaktionsansatz als auch dem Vergleichsansatz wurde
das Enzym XO (1 — 5 mU) beigeftigt und damit die O, - bildende Reaktion

gestartet. Die Absorption wurde zu verschiedenen Zeitpunkten bei ? = 550

nm bestimmt und wie oben beschrieben in nmol O, umgerechnet.
C.3.2. Oy - Messung an HUVEC - Lysaten
Fir die Messung einer zellularen NADH bzw. NADPH - abh&ngigen O, -

Produktion wurden Zellen lysiert und nach Zugabe von NADH oder

NADPH zum Zellysat die O2" - Produktion gemessen.
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C.3.2.1. Herstellung von Zellysaten

PBS’ Phosphat gepufferte Salzlésung ohne Ca?* und
Mg?*: 160mM NaCl, 2,7mM KCI, 8mM
NazHPO4, 1,5mM KH,PO4

Trypsin / 0,05% (w/v) Trypsin, 0,02% EDTA
EDTA L6sung, DMEM / Ham’s F12 Medium.
Lysispuffer hypoosmolarer monobasischer Kaliumphosphat

Puffer (20 mM K" mit 1 mM EDTA, 5 pg/ml
Aprotinin, 1 pug/ml Pepstatin, 1 pug/ml Leupeptin
(pH 7.0)

Die HUVEC wurden nach Behandlung 2 x mit eiskaltem PBS™ gewaschen
und durch eine 2 - 4 minutige Inkubation mit Trypsin geldst. Die abgeld-
sten Zellen wurden in DMEM Medium aufgenommen und bei 1200 x g ftr
7 Minuten zentrifugiert. Das Pellet wurde 2 x PBS™ mit gewaschen (7 M-
nuten bei 1200 x g) und anschlieend in 400 pl Lysispuffer suspendiert.
Nach mindestens 4h Lagerung auf Eis wurden die Zellysate fir die Expe-

rimente verwendet.

C.3.2.2. O - Messung an HUVEC - Lysaten mittels Chemilumineszenz

Fur die Messung der NADH - abhéngigen O - Produktion wurden 5 pg
Zellysat in 400 pl Lysispuffer suspendiert und in einer Standardkivette in
das Luminometer eingebracht. Nach Zugabe von Lucigenin (250 puM) oder
MCLA (10 uM) wurde NADH (100 pM) zupipettiert und mit dem Aufzeich-

nen der Chemilumineszenzsignale begonnen.

C.3.2.3. Oz - Messung an HUVEC - Lysaten mit der NBT - Methode

PBS’ Phosphat gepufferte Salzlésung ohne Ca®* und
Mg?*: 160mM NaCl, 2,7mM KCI, 8mM
NazHPOQO4, 1,5mM KH,PO4

Reaktionsansatz 2,7mg NBT in 3 ml PBS”

Vergleichsansatz 2,7 mg NBT in 3 ml PBS + 200 U SOD
22



Hierbei wurden je 5 pg Zellysat mittels Dot blot Technik auf zwei Nitrozel-
lulose Membranen Uberfuhrt. Anschlie3end wurde je eine Membran in den
Reaktionsansatz und in den Vergleichsansatz eingetaucht und die Reak-
tion durch Zugabe von NADH (100 uM) gestartet. Nach 5 min wurde die
Reaktion durch mehrmaliges Waschen der Membran mit PBS™ gestoppt.
Die NBT - Reduktion zu Diformazan, wurde densitometrisch ausgewertet
(Software : Molecular Analyst). Die Darstellung des SOD - inhibierbaren
Anteils der NBT - Reduktion erfolgte in Optische - Dichte - Einheiten
(ODU) / 300 sec / 5 ug Protein.

C.3.2.4. Oy - Messung an HUVEC - Lysaten mittels der Cytochrom C -
Methode

Lysispuffer 20 mM monobasischer Kaliumphosphat Puffer,
1 mMEDTA

Reaktionsansatz 40 uM Cytochrom C in Lysispuffer

Vergleichsansatz 40 uM Cytochrom C, 200 U / ml SOD in Ly-
sispuffer

Fur die Evaluierung einer NADH - oder NADPH - abhangigen " - Pro-
duktion wurden je 5 pg Zellysat in jeweils beide Ansétze pipettiert. Die Re-
aktion wurde dann durch Zugabe von NADH oder NADPH (je 100 uM) ge-

startet und die Absorptionsdnderung bestimmt.

C.3.3. Oy - Messung an intakten HUVEC mit Cytochrom C

DMEM Dulbecco’'s Modified Eagle’'s Medium Base
ohne L — Glutamin, ohne Phenolrot

Reaktionsansatz 40 pM Cytochrom C, 30 uM L — NA in DMEM
Medium

Vergleichansatz 40 puM Cytochrom C, 30 uM L — NA, 200 U / ml

SOD in DMEM Medium
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Samtliche Messungen der endothelialen O, Produktion wurden unter
Hemmung der endothelialen NO Synthase (eNOS) durchgeftihrt, da NO
mit O," zu ONOO' reagiert und so die Messung stéren wirde. Dafir wur-
den die HUVEC mit dem NOS Inhibitor L — NA (30 uM) 30 min vorbehan-
delt. Zur Q - Messung wurden sowohl dem Reaktionsansatz als auch
dem Vergleichsansatz die Substanzen, deren Wirkung auf die endotheliale
Oz - Produktion untersucht werden sollten, in gleicher Konzentration zu-
gefugt. Die Zellen wurden mit den jeweiligen Ansatzen (400 ul / Vertiefung
( Durchmesser 1,8 cm )) fur 30 Minuten uberschichtet und anschlielend
im Uberstand die Cytochrom C - Reduktion photometrisch bestimmt. Eine
direkte Beeinflussung der Cytochrom C -Reduktion durch die verwendeten
Substanzen wurde im zellfreien Ansatz vor Versuchsdurchfilhrung an

Zellen Uberpruft.

C.4. Bestimmung des Membranpotentials

Bis-[1,3-dibutylbarbituric acid] trimethineoxonol ( Bis—oxonol ) wurde als
Indikator von Anderungen des transmembranaren elektrischen Potentials
benutzt. Der Farbstoff zeigt Veranderungen der Fluoreszenzintensitat bei
Anderungen des Membranpotentials (18;21;97). Die Vorstellung tiber den
Mechanismus ist, dal3 die Verteilung von Bis — oxonol zwischen der Plas-
mamembran und dem Zytosol eine Funktion des Membranpotentials ist.
Eine Membrandepolarisation fuhrt zu einer Steigerung des zytosolischen
Anteiles des Farbstoffes, was seine vermehrte Bindung an Proteine und
damit eine verstarkte Fluoreszenz zur Folge hat. Entsprechend wird eine
Hyperpolarisation durch eine Abnahme der Fluoreszenz angezeigt
(18;21;97). In Voruntersuchungen wurde Bis — oxonol auf eine potentielle
Zelltoxizitat Uberprift. Die Zugabe von Bis — oxonol (107 M, 24 h) fiihrte
dabei zu keiner Beeinflussung des Wachstums in kultivierten Zellen Uber
24 Stunden.

Bis — oxonol Lsung 107 M Bis — oxonol gelést in 2,7 mM Kalium
HEPES - Tyrode Puffer
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90 mM Kalium Puffer 107 M Bis — oxonol geldst in 90 mM Kalium
HEPES - Tyrode Puffer

Vor der Messung an Zellen wurde zunachst ausgeschlossen, dal3 die ver-
wendeten Substanzen bzw. Puffer direkt die Bis - oxonol Fluoreszenz be-
einfluf3ten.

Das Membranpotential von kultivierten Zellen kann vom Konfluenzstadium
beeinflul3t werden (188). Daher wurden die HUVEC auf Glasscheiben bis
zum Erreichen eines vollstandigen Konfluenzstadiums kultiviert. Vor der
Messung wurden die Zellen zunéchst im Dunkeln fir 30 Minuten mit der
Bis — oxonol Losung aquilibriert. Anschliel3end wurden die Glasscheiben
in eine DurchfluBkammer transferiert, in welcher die Zellen kontinuierlich
mit der Bis — oxonol Losung mit einer konstanten Flu3rate von 0,5 ml/min
superfundiert wurden. Dies war notwendig, um die Konzentration des
Farbstoffes und die optischen Bedingungen beim Mikroskopieren konstant
zu halten. Nach Erreichen von steady state Bedingungen fiur die Fluores-
zenzintensitat wurden der Superfusionslésung verschiedene Substanzen
beigegeben bzw. die Kaliumkonzentration durch Pufferwechsel auf 90mM
erhoht. Die Erfassung der Fluoreszenz erfolgte mittels eines konfokalen
Laser - scanning Mikroskopes bei der Anregungswellenlange von 488 nm
und einer Emissionswellenlange von 515 nm. Die Mel3daten wurden alle
20 Sekunden erfal3t und die Fluoreszenzintensitat mit der LSM Software

analysiert.

Die Abbildungen 3 a) b) c) zeigen reprasentative Beispiele der charakteri-
stischen Zunahme der Bis — oxonol Fluoreszenz wéahrend der Depolarisa-
tion von HUVEC durch Superfusion eines Puffers, der eine Kalium Kon-

zentration von 90 mM aufwies.
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Abbildung 3

a)

Abbildung 3 a) und b) zeigen Beispiele fur die Fluoreszenz von Bis — oxonol (100
nM) beladenen Zellen vor und nach Depolarisation mit 90 mM Kalium Puffer. Es ist
deutlich die Fluoreszenzzunahme nach Depolarisation zu erkennen.

90 mM K*
3mMK"

120 q
3mM K"

110 A

100

relative Fluoreszenzeinheiten
(RFU)
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Zeit (Minuten)

Abbildung 3 ¢) : Die Abbildung zeigt die Originalregistrierung von Anderungen der
Fluoreszenz, wahrend der Superfusion der Endothelzellen mit einem 90 mM Ka-
lium enthaltendem Puffer mit einer Superfusionsrate von 0,5 ml / min. Infolge der
niedrigen Superfusionsrate erfolgte die Zufuhr bzw. dcas Entfernen der kaliumrei-
chen Ldsung nur langsam.
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Um die Intensitat der Fluoreszenz als Funktion des Membranpotentials zu
kalibrieren, wurden die HUVEC jeweils mit einer Losung, die frei von Na -
Pyruvat und NaCl war, mit verschiedenen Kalium Konzentrationen su
perfundiert, wobei die Osmolaritdt durch Zugabe von N - Methylglucamin
konstant gehalten wurde. Weiterhin beinhaltete die Kalibrationslésung 1
UM des Na® — K" lonophors Gramicidin und 100 nM Bis - oxonol. Die
extrazellulare Kaliumkonzentration wurde schrittweise so verandert, daf3
das errechnete Kaliumgleichgewichtspotential zwischen — 86,4 mV und +
8 mV variierte. Die Berechnung des Membranpotentials erfolgte anhand
der Nernst - Gleichung (Eion = (R *T/z *F) X (In [lon]J/[lon]}), wobei R =
Gaskonstante, F = Faraday — Konstante, z = Wertigkeit des lons, [lon]a/ =
lonenkonzentration auf3en / innen) bei Annahme einer intrazellularen
Konzentration von K* - von 130 mM (97). Die Kalibration der Bis — oxonol
Fluoreszenz ergab eine lineare Beziehung zwischen dem errechnetem
Membranpotential - bei definierter extrazellularer Kaliumkonzentration -
und der Fluoreszenzintensitat (n = 5, # = 0.99) (Abb.4). Somit konnten
sowohl das Ruhemembranpotential, als auch Veranderungen der
Fluoreszenzintensitét in absolute Werte in mV umgerechnet werden. Die
Steigung der Kalibrationsgeraden von 0.9 bedeutete, dal3 unter unseren
Versuchsbedingungen eine Anderung des Membranpotentials von 1 mV
zu einer Anderung der Fluoreszenz von 0.9 relativen Fluoreszenzeinheiten
(RFU) fuhrte (Abb.4).
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Abbildung 4
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Abbildung 4 : Die Abbildung zeigt die Kalibrationsgerade der Bis — oxonol Fluo-
reszenz. Es zeigte sich eine lineare Funktion der Fluoreszenz (Relative Fluores-
zenzeinheiten, RFU) abhangig von dem - nach der Nernst - Gleichung berechne-
ten - Membranpotential (Mittelwerte + SEM, n = 5).
C.5. Proteinchemische Methoden
C.5.1. Proteinisolation aus Endothelzellen
PBS’ Phosphat gepufferte Salzlésung ohne Ca®* und

Mg?*: 160mM NaCl, 2,7mM KCI, 8mM
NazHPOQO4, 1,5mM KH,PO4

Lysispuffer 20mM monobasisches Kaliumphosphat pH 7.0 ,
100mM NaF, 15 mM Na4P;07, 1ImM PMSF,
2mM NazVO4 ,1 mM EDTA, 2ug / ml Leupeptin,
2ug / ml Pepstatin,

fur anti — Phosphotyrosin Proben mit 1% Triton

a) fur anti — Phosphotyrosin Proben
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Konfluente Zellen (Zellkulturschalendurchmesser 3 cm) wurden 2 X mit
eiskaltem PBS™ gewaschen, mit 100 pl Lysispuffer inkubiert und mit dem
Zellscraper abgel6st. Die Zellsuspension wurde mittels 4 x Ziehen durch
eine 29 gauge Nadel zuséatzlich mechanisch homogenisiert. Nach 5 min
Zentrifugation bei 10000 x g wurde der Uberstand abgenommen und eine

Proteinbestimmung durchgeflnhrt.

b) anti — rac Proben

Die Zellen wurden wie unter Punkt a) geerntet. Die Zentrifugation erfolgte
fur 5 Minuten bei 500 x g. Nach Abnahme des Uberstandes und einer
Proteinbestimmung wurden die Proben in eine zytosolische und partiku-
lare Fraktionen aufgetrennt. Zu diesem Zweck wurde die gleiche Menge
an Zellysat bei 14000 x g fur 2 h zentrifugiert (Kihlzentrifuge, Typ 16R).
AnschlieRend wurde die im Uberstand vorhandene zytosolische Fraktion
abgenommen, und die partikulare Fraktion in Lysispuffer incl. 10% SDS

resuspendiert.

C.5.2. Proteinbestimmung
nach Bradford 1976

Bradford Reagenz 0,1 g Coomassie Brilliant Blue G250, 50 ml
50% (v/v) Ethanol, 100 ml 85 % HsPO4 auf 1l
H,O

BSA Lésung 1 mg/mi

In eine Kivette wurden 690 - 700 ul H,O, 200 pl Bradford Reagenz und
bis zu 10 pl Zellysat gegeben und die Extinktion bei 595 nm photometrisch
bestimmt. Mit Hilfe einer parallel erstellten Eichreihe mit 1 — 15 pg BSA/

900 pul Lésung konnte der Proteingehalt der Proben ermittelt werden.

29



C.5.3. SDS - Polyacrylamid — Gelelektropherese
nach Laemmli 1970, verandert

Acrylamid Lésung 40% (w/v) Acrylamid, 1% (w/v) Bisacrylamid

4x Trenngelpuffer 1,5 M Tris HCI pH 8.8

4x Sammelgelpuffer 0,5M Tris HCI pH 6.8

2x Probenpuffer 0,125 M Tris HCI pH 6.8 , 4% (w/v

(reduzierend) SDS, 20%(v/v) Glyzerin, 0,02% Bromphe-
nolblau (w/v), 200mM Mercaptoethanol

SDS 10% (w/v)

APS 10% (w/v) Ammoniumpersulfat

TEMED N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamid

Elektrophoresepuffer 25mM Tris HCI pH 85, 192mM Glycin, 0,1%
(w/v) SDS

Die Auftrennung der Proteine erfolgte fir den anti — Phosphotyrosin We-
stern Blot in einem 7 % igem und fur den anti — rac Western Blot in einem
12 % igem Polyacrylamid - Trenngel unter denaturierenden Bedingungen.
FUr das Trenngel wurden fur das 7% Gel 4,4 ml (7,5 ml fur das 12% Gel)
Acrylamidlésung, 14,0 ml (10,9 ml) HO und 6,25 ml Trenngelpuffer gut
gemischt und fur ca. 20 Minuten entgast. Nach Gabe von 250 pl 10%
SDS, 125 pl APS und 12,5 pl TEMED, wurde die Loésung nochmals gut
gemischt und zwischen zwei durch 1 mm dicke Spacer getrennte
Glasplatten gegeben. Nach ca. 30 Minuten, unter Uberschichtung mit H,O
gesattigtem Isobutanol, war dieser Ansatz polymerisiert. Anschlie3end
wurde der Alkohol durch grindliches Waschen entfernt und das 4 % ige
Sammelgel, welches unter identischen Bedingungen wie das Trenngel
hergestellt wurde, auf das Trenngel gegossen. In das noch flissige Gel
wurde der Probenkamm gesteckt. Nach dem Auspolymerisieren wurden
die Probentaschen mit H,O grindlich ausgespilt und anschlieRend die
Proben, die zuvor mit Hilfe des reduzierenden Probenpuffers (Verhaltnis
1:1) und 5 Minuten Kochen bei 100°C denaturiert wurden, aufgetragen.
Die Elektrophorese wurde im Elektrophoresepuffer bei einer Stromstarke

von 65 mA Uber 3 Stunden ausgefihrt.
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C.5.4. Western - Blotting

a) anti — Phosphotyrosin Western Blot

nach Sambrook et al. 1989, verandert

Transferpuffer 39mM Glycin, 48mM Tris HCI pH 8.0, 0,037%
(w/v) SDS, 10% (v/v) Methanol

Die aufgetrennten Proteine wurden anschliel3end elektrophoretisch auf
eine Nitrocellulosemembran transferiert. Hierzu wurden das Gel und die
Membran fir 10 min im Transferpuffer aquilibriert. Zwei in Transferpuffer
getrankte Lagen Filterpapier wurden glatt und luftblasenfrei auf eine Gra-
phitanode gelegt, darauf die Membran, das Polyacrylamidgel und zwei
weitere Lagen des mit Transferpuffers angefeuchteten Filterpapiers. Nach
Auflegen der Graphitkathode wurden bei einer Stromstarke von 0,7 mA/

cm? Gelflache die Proteine auf die Membran transferiert.

b) anti - rac Western Blot

Transferpuffer 25 mM Tris , 96 mM Glycin

Fur den elektrophoretischen Transfer von unfixierten, aufgetrennten Pro-
teinen in einem Polyacrylamidgel auf eine PVDF - Membran, wurde zuerst
die Membran kurz mit 100% Methanol befeuchtet. AnschlielRend erfolgten
weitere Aquilibrationen in absteigender Methanolkonzentration (20%-0%)
im Transferpuffer (je 10 min). Der Transfer der Proteine vom Gel auf die

Membran erfolgte wie unter Punkt a) beschrieben.

C.5.5. Farbung von Proteinen
nach Sambrook et al. 1989

Ponceau S Lésung 0,1% (w/v) Ponceau S in 5% (v/v) Essigsaure
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Zur Detektion der auf die Nitrocellulosemembran transferierten Proteine
und zur Abschatzung eines gleichméalligen Proteinauftrages wurde die
Membran 5 min mit Ponceau S Losung inkubiert. Nach Entfernung der
Hintergrundfarbung durch Waschen mit H,O wurde die gefarbten Protein-

banden mit Hilfe einer Kamera aufgenommen.

C.6. Immunologische Methoden

C.6.1. Immunoprint

nach Herstellerangaben, Boehringer Mannheim

PBS’

Blocking Puffer

Waschpuffer
1 Anti Phosphotyrosin

2 anti rac

APP

BCIP

NBT

Luminollésung

H,O, LOsung

Erstantikorper :

Anti-Phosphotyrosin (Maus) 1gG :

(USA)

Phosphat gepufferte Salzlésung ohne Ca** und
Mg?*: 160mM NaCl, 2,7mM KCI, 8mM
Naz;HPO4, 1,5mM KH,PO4

200mM NacCl, 50mM Tris (pH 7,5), 3% BSA,
0,05% Tween20, 10% Pferdeserum

50mM Tris, 150mM NacCl , 0,3% Tween20 (pH
7.5)

50mM Tris, 150mM NacCl , 0,03% Tween20 (pH
7.5)

alkalischer Phosphatase Puffer, 0,1M NacCl,
5mM MgCl,, 100mM HCI pH 9,5

5-Bromo 4-Chloro 3-Indolylphosphat

50mg / mlin Dimethylformamid ( DMF )
Nitroblue Tetrazoliumchlorid

50mg/mlin 70% DMF

100mM Tris pH 8,5, 2,5 mM Luminol,0,4 mM
Coumaric acid in H,O

100mM Tris pH 8,5, 1,5 % H,O5 in H,O

Upstate Biotechnology
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Anti —rac (Maus) IgG : Upstate Biotechnology
Anti — p67°"° (Kaninchen) 1gG : M.T.Quinn, Department of
Immunology, Scripps Re-
search Institute, La Jolla,
California 92037, USA
Zweitantikorper:

Anti - IgG Maus Alkalische Phosphatase konjugiert : Calbiochem

(Deutschland)
Anti IgG — Maus, Peroxidase konjugiert : Santa Cruz (USA)
Anti IgG Kaninchen, Fluorescein isothiocyanat
(FITC) konjugiert : Santa Cruz (USA)

Nach dem Proteintransfer auf die Membranen erfolgte der Nachweis von
Proteinen mittels spezifischer Antikorper. Um eine unspezifische Bindung
der Antikdrper an die Membran herabzusetzen, wurden die unspezifische
Bindungsstellen der Membran durch eine mind. 2 stiindige Inkubation mit
dem Blocking Puffer bei Raumtemperatur unter Schutteln blockiert. Da-
nach wurde 3 x 15 min mit Waschpufferl (2) gewaschen und die Membran
mit dem fir das nachzuweisende Protein spezifischen Antikérper (Erstan
tikorper: Anti - Phosphotyrosin 1 pug / ml ; anti — rac 1 pug / ml in Blocking
Puffer) tber Nacht bei 4°C inkubiert.

Bei dem anti — Phosphotyrosin Western Blot wurde dreimal mit Wasch-
puffer 1 gewaschen und dann mit alkalischer Phosphatase konjugiertem
Zweitantikorper inkubiert ( anti - Maus IgG 1: 10000 Verdinnung, 2h ), der
den Erstantikdrper erkennt. Es wurde erneut 3 x fur 15 min mit Wasch
puffer und 1 x 10 min mit APP gewaschen. Die vom Erstantikdrper gebun-
denen Proteine auf der Membran konnten nun indirekt Gber den gebunde-
nen Zweitantikdrper mittels der alkalischen Phosphatasereaktion detektiert
werden. Dafur wurden in 10 ml APP 66 ul NBT und 34 ul BCIP gegeben
und die Membran in dieser Losung inkubiert, bis die Banden in ausrei-
chender Starke erschienen. Die Intensitat der Proteinbanden wurde den-
sitometrisch ausgewertet.

Bei dem anti — rac Western Blot wurde dreimal mit Waschpuffer2 gewa-

schen und dann mit Peroxidase konjugiertem Zweitantikorper inkubiert
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(anti - Maus IgG 1: 10000 Verdinnung). Es wurde erneut 4 x fr 15min mit
Waschpuffer2 gewaschen. Die vom Erstantikdrper gebundenen Proteine
auf der Membran konnten nun indirekt tGber den gebundenen Zweitanti-
korper mittels der Peroxidasereaktion detektiert werden. Dafur wurden auf
die Membran Luminollésung und H,O, L6ésung im Verhéltnis 1:1 gegeben
und dann die Chemilumineszenzintensitat durch Belichtung eines Ront-
genfilms registriert. Die Auswertung der Intensitat der Proteinbanden auf

dem Rontgenfilm erfolgten densitometrisch (Software: Molecular Analyst ).
C.6.2. Immunfluoreszenz

PBS’ Phosphat gepufferte Salzlésung ohne Ca?* und
Mg?:160mM NaCl, 2,7mM KCI, 8mM
NazHPO4, 1,5mM KH,PO4

Para - Formaldehydl6sung

4 % Para - Formaldehydlosung (pH 7.4 ) in PBS’

Triton X TritonX100 0,2 % in PBS”

Blocking Losung 2,0 % Kalberserum in PBS’

HUVEC wurden auf Glasplatten bis zum Erreichen des Konfluenzstadiums
kultiviert. Die Zellen wurden 3 x mit eiskaltem PBS™ gewaschen bevor eine
15 mindtige Fixierung mit der Para - Formaldehydlosung folgte. Nach
Permeabilisierung der Zellwand mit Hilfe einer 5 minitigen Behandlung
mit Triton X, erfolgte ein 3 x 15 mindtiger Waschvorgang mit PBS™. Nun
schlol3 sich eine einstiindige Inkubation mit der Blocking Losung an, um
ein unspezifisches Binden der Erstantikorper zu verhindern.

Die Zellen wurden mit dem Erstantikorper (anti - p67°"> Antikorper, 1 g/
ml Blocking Losung) fur 60 Minuten inkubiert. Dem dreimaligen Waschen
mit PBS’ folgte die Inkubation mit dem FITC markierten Zweitantikbrper
(anti — Kaninchen IgG 1:10000 in Blocking Lésung ) fur 45 Minuten. Nach
erneutem 3 x 15 min Waschen mit PBS erfolgte die Auswertung mit dem
konfokalem Laserscanning Mikroskop bei der Anregungswellenléange ? =

488 nm und der ? gmission = 515 nm. In Parallelversuchen zeigte der

Zweitantikorper alleine keine Bindung, so dal3 eine unspezifische Bindung
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des Zweitantikdrpers ausgeschlossen wurde. Die Spezifitdt des Erstanti-
korpers fir p67°" wurde im Western Blot an Lysaten von Leukozyten

Uberpruft.

C.7. Molekularbiologische Methoden
C.7.1. Isolierung von RNA aus Endothelzellen

PBS* Phosphat gepufferte Salzlésung mit Ca®* und
Mg? ,160mM NaCl, 2,7mM KCI, 6,7mM
Na;HPO4, 1,5mM KH;PO4, 0,7mM CaCl,,

0,25mM MgCl,
Trizol Reagenz
Chloroform H,O gesattigt
DEPC- H,O 1ml/I Diethylpyrocarbonat ( DEPC ) fur mind. 2h

geruhrtes, anschliel3end autoklaviertes H,O

Von konfluenten, mit HUVEC bewachsenen, Zellkulturschalen
(Durchmesser 3,5 cm) wurde das Medium abgesaugt, zweimal mit PBS*
gewaschen und 1 ml Trizol Reagenz zugegeben. Das Zellysat wurde in
ReaktionsgefaRe Uberfuhrt. Um die Dissoziation von Nucleoproteinkom-
plexen zu vervollstandigen, wurden die Proben noch fur 10 min bei
Raumtemperatur gehalten. Dann wurden 300 pl Chloroform hinzugege-
ben, die Ansatze gut durchmischt und 20 min bei 15000 x g 4°C zentrifu-
giert. Die obere waldrige Phase, die RNA beinhaltete, wurde in ein neues
Reaktionsgefal’ iberfihrt und somit von der DNA und den Proteinen ge-
trennt, die sich in der Interphase befanden. Zur Ausfallung der RNA wur-
den 600 pl Isopropanol zugegeben und eine Stunde bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach einer 20 minutigen Zentrifugation (15000 x g, bei 4°C)
wurde das Pellet mit 70% (v/v) EtOH gewaschen, nochmals fir 15 min

(4°C) zentrifugiert, das Pellet getrocknet und in 20 ul DEPC H,0 aufgeltst.
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C.7.2. Polymerasekettenreaktion

Die gp91°"™ mRNA Expression wurde mit Hilfe der Standard — kalibrier-

ten kompetitiven reversen Polymerasekettenreaktion (rt-PCR) bestimmt.

Primer gp91 P sense primer : 5- GCT GTT CAA
TGC TTG TGG CT-3"; gp91 P"* antisense pri-
mer : 5-TCT CCT CAT CAT GGT GCA CA-3°
(84)

DNA Sequenzierung ABl PRISM™ Dye Terminator Cycle Se-
guencing Ready Reaction Kit mit AmpliTaq
DNA Polymerase, FS Perkin-Elmer-Co. : ABI
373 DNA Sequenzer

Ein humanes gp91P"* spezifisches cDNA Fragment der Lange von 404
Basenpaaren ( Position 1107 — 1510 ) (153) wurde aus der RNA aus
HUVEC mit Hilfe der rt-PCR vervielfaltigt. Das gp91P™™ spezifische cDNA
Fragment wurde anschlielend in das PCR - Script Amp SK(+) Cloning
Vector (Stratagene) geklont, und ber DNA Sequenzierung seine ldentitat
bestatigt.

Zur Herstellung eines Internstandards wurde dann ein cDNA Fragment
von gp91P"* mit einer Deletion von 100 BP und damit einer Lange von
304 BP mit linker - primer DNA konstruiert, dessen Identitat ebenfalls Uber
DNA Sequenzierung bestatigt wurde. AnschlieBend wurde dieses cDNA
Fragment mit Hilfe einer RNA Polymerase in cRNA Ubersetzt.

In der kompetitiven RT-PCR wurde die gleiche Menge an total - RNA (200
ng) in separaten Reaktionen mit einer definierten Menge des gp91P"™*
Standards cRNA fir 3 Minuten bei 70° C inkubiert. Anschliel3end erfolgte
die reverse Transkription in cDNA unter Benutzung eines random hexa-
mer primers und Superscript Il Transkriptase (Life technologies) fur 30 Mi-
nuten bei 42° C. AnschlieRend wurden 25 % jedes RT- Ansatzes in sepa-
raten Reaktion mit 20 pmol/l gp91P">* sense und antisense Primer unter

Benutzung des folgenden PCR Protokolls vervielfaltigt.
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30 sek 95° C, 15 sek. 64° C, 15 sek. 72°C, 42 Zyklen

Der PCR Reaktionsansatz wurden in einem Standard Agarose Gel elek-
trophoretisch aufgetrennt, mit Ethidiumbromid markiert und die Helligkeit
photographisch auf einem Polaroid Film Typ 665 festgehalten. Die opti-
sche Dichte des Standards und der spezifischen PCR Fragmente wurden
mit einem Densitometer bestimmt (Molecular Dynamics, Sunnyvale,CA).
AnschlieBend wurde die optische Dichte des Internstandards mit dem
Faktor 1,329 (404 bp/304bp) korrigiert, um die Langenunterschiede aus-
zugleichen und somit den Internstandard und die Proben quantitativ ver-

gleichen zu kénnen. Die Daten sind in amol/ug total-RNA ausgegeben.

C.8. Statistische Analysen

Da innerhalb einer Versuchsreihe an einem Versuchstag die Ergebnisse
normal verteilt waren, aber bei der Betrachtung aller Versuche verschie-
dener Versuchstage keine Normalverteilung vorlag, wurde zur statisti-
schen Analyse der Wilcoxon Test fur gepaarte Mel3werte (mit/ohne Be-
handlung) verwendet (Statistikprogramm : STATA?). Hierbei wurden Un-
terschiede bei der Irrtumswahrscheinlichkeit p<0.05 als signifikant ange-
sehen. Obwohl der Wilcoxon Test keine Aussage Uber Unterschiede zwi-
schen Mittelwerten erlaubt, wurden alle Daten zu deskriptiven Zwecken

als Mittelwert +/- mittlerer Fehler des Mittelwertes dargestellt.

Die grafische Darstellung der Ergebnisse erfolgte mit Hilfe des Programms

Sigma-Plot fur Windows in Form von Balken - oder Liniendiagrammen.
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D. Ergebnisse

D.1. Vergleich verschiedener Methoden der Superoxidanionenmessung

Die Untersuchungen der endothelialen O, - Produktion wurden zunachst
mit der Lucigenin - verstarkten Chemilumineszenz - Methode durchge-
fuhrt. Wahrend der Experimentierphase dieser Arbeit wurden jedoch Da-
ten publiziert, die zeigten, dald Lucigenin unter bestimmten Bedingungen
durch Autoxidationsprozesse selbst zur Bildung von O, fuhren kann. Da-
her wurden alternative Methoden der O, - Messung Uberprift und dazu
verwendet, zu untersuchen, ob auch unter unseren Versuchsbedingungen

in HUVEC eine Lucigenin - vermittelte O - Bildung auftritt.

D.1.1. Oy - Messung im zellfreien System

Zunachst wurden in einem zellfreien System definierte Mengen an O, er-
zeugt, um verschiedene Methoden der O, - Detektion zu Uberprtfen. Zur
Oz - Produktion wurde hierbei die enzymatische Umsetzung von Xanthin
(X) durch die Xanthinoxidase (XO) angewendet, wobei fir alle Reaktions-
partner nicht - reaktionslimitierende Konzentrationen eingesetzt wurden.
Wie aus Tabelle 1 ersichtlich, zeigte sich in Anwesenheit von 100 uM des
Substrates Xanthin in der Chemilumineszenz - Messung sowohl mit Luci-
genin (250 uM) als auch mit MCLA (10 pM) eine lineare Korrelation zwi-
schen der Enzymkonzentration (1 — 5 mU/ml) und dem Chemilumines-
zenzsignal (r > 0.98, n = 4) bei jedoch insgesamt deutlich unterschiedli-
chen Signalintensitaten. Hierbei wurden die durch die X/XO Reaktion in-
duzierten Signale durch die Gabe von Superoxiddismutase (SOD, 200
U/ml) bis nahezu auf das Hintergrundsignal reduziert (Tab.1). Weiterhin
zeigte sich auch in der auf der Photometrie basierenden Cytochrom C -
Methode diese Korrelation (r > 0.98, n = 4).
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Tabelle 1

Cytochrom C Lucigenin MCLA

n=4 (60 uM) (250 pMm) (10 pwv)
nmol O, /min RLU RLU
Mittelwert + Mittelwert + Mittelwert +
SEM SEM SEM

Back- | --—---- 18,4 5860
ground 0,2 62
1muU 0,128 97,6 11128
X0 0,01 13,1 47
2muU 0,341 239,1 28963
X0 0,04 29 88
5muU 0,686 601,6 64273
XO 0,04 47,2 84
5mu | - 30,4 5093
X0+ | e 2,0 185
SOD
r? >0,98 > 0,98 >0,98

Tabelle 1 : O, - Messung im zellfreien System (Xanthin / Xanthinoxidase (XO)
Reaktion) mit drei verschiedenen Methoden. Gezeigt sind die entstandenen Si-
gnale bei den XO Konzentration 1 - 5 mU bei einer Xanthin Konzentration von 100
UM.
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D.1.2. NADH - induzierte Lucigenin - Chemilumineszenz in HUVEC -
Lysaten

Da im folgenden insbesondere die potentielle Rolle einer NADH — abh&ngigen
Oxidase gepruft werden sollte, wurde im nachsten Schritt untersucht, ob in
HUVEC - Lysaten durch Gabe von NADH eine erhthte Lucigenin - Chemilumi-
neszenz induziert wurde, und inwieweit diese durch Radikalfanger oder durch
NO mittels Gabe eines NO - Donors zu hemmen war. Wie in Abbildung 5 dar-
gestellt, fand sich nach Zugabe von NADH (100 uM) zu HUVEC - Lysaten eine
signifikante Zunahme des Chemilumineszenzsignals. Das durch NADH Gabe
induzierte Chemilumineszenzsignal konnte durch SOD zwar abgeschwaécht,
aber auch durch Zugabe von héheren Dosen von SOD (bis 500 U/ml) nicht voll-
standig unterdruckt werden (n = 6, p < 0.01). Ebenso bewirkten der Radikalfan
ger Tiron (1 mM) und der NO - Donor SNAP (1 puM) eine signifikante Hemmung
der NADH - abhéngigen Lucigenin - Chemilumineszenz (n = 6, p < 0.01), ohne
diese jedoch vollstandig zu unterdrticken.

Abbildung 5

8 -

** ** **

Chemilumineszenz
( RLU x 106 /300 sec / mg Protein )

0

Lysat + NADH + NADH + NADH + NADH
allein

+SOD  + Tiron + SNAP

Abbildung 5: NADH - abhangige Lucigenin - Chemilumineszenz an HUVEC - Lysaten
(Lucigenin 250 uM, NADH 100 uM) Hemmung der Chemilumineszenz durch SOD (500
U/ml), durch den Radikalfanger Tiron (1L mM ) und durch den NO Donor SNAP (1 uM). (n
=6 ,*p <0.01vs. Lysat + NADH).
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D.1.3. O; - Bildung durch Lucigenin in HUVEC - Lysaten

Um nun zu untersuchen, inwieweit unter diesen Bedingungen eine unspe-
zifische O, - Bildung durch Lucigenin selbst erfolgte, wurde mit zwei un-
abhangigen Alternativmethoden an Zellysaten die NADH - abhangige O, -
Bildung in An — und Abwesenheit von zusatzlichem Lucigenin gemessen.
Bei Messung der MCLA - Chemilumineszenz steigerte die Zugabe von
NADH (100 uM) zu HUVEC - Lysaten das Grundsignal nur geringflgig um
ca. 17 % (Abb.6). Die zusatzliche Gabe von Lucigenin (250 uM) erhéhte
jedoch das Mefsignal deutlich um ca. 100 %. Dieser, durch Lucigenin -
zusétzlich - induzierte Anstieg konnte durch die Gabe von SOD (200 U/ml)
vollstéandig inhibiert werden (n =11, p< 0.01)(Abb.6).

Abbildung 6
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+ Lucigenin + Lucigenin
+ SOD

Abbildung 6 : NADH - abhangige MCLA - Chemilumineszenz an HUVEC - Lysa-
ten (MCLA, 10 uM; NADH, 100 uM). Steigerung der Chemilumineszenz durch
Gabe von Lucigenin (250 uM), welche durch Superoxiddismutase (SOD, 200 U/ml)
vollstandig zu hemmen war (n=11, *p<0.05,**p<0.01).
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Als weitere zusatzliche MelRmethode zur Untersuchung einer potentiellen
Lucigenin - vermittelten O, - Bildung wurde das NBT - Verfahren verwen-
det.

Hier induzierte die Gabe von NADH (100 uM) zu HUVEC - Lysaten eine
NBT - Reduktion, die durch SOD (200 U/ml) zum Teil hemmbar war. In
Abbildung 7 ist zu erkennen, dal} die zusatzliche Gabe von Lucigenin (250
pM), wie auch mit der MCLA - Methode beobachtet, zu einem ausge-
pragten Anstieg des NADH abhangigen, durch SOD (200 U/ml) hemmba-
ren Signalanteils fuhrte (n = 12, p < 0.01). Der O;" - unabhangige Antell
der NBT - Reduktion wurde durch die Gabe von Lucigenin dabei nicht be-

einflul3t (nicht dargestellt).

Abbildung 7
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Abbildung 7 : Durch Gabe von NADH (100 uM) erfolgte eine zum Teil durch Su-
peroxiddismutase (SOD, 200 mU/ml) hemmbare NBT - Reduktion an HUVEC - Ly-
saten. Diese wurde durch zusatzliches Lucigenin (250 puM) gesteigert (n=12,
**p<0.01 vs. Lysat + NADH, ##p<0.01 vs. Lysat + NADH + Lucigenin).
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D.2. NAD(P)H - Oxidase als Quelle der endothelialen O, - Produktion

Aufgrund der gewonnen Daten bezlglich einer Lucigenin — induzierten Oy
- Produktion, wurde bei weiteren Untersuchungen zur Bestimmung der
endothelialen O, - Produktion ausschlie3lich die Cytochrom C - Methode

verwendet.

D.2.1. NADH -/ NADPH - abhé&ngige O - Produktion von HUVEC -
Lysaten

Unter diesen MeRbedingungen war nach Gabe von NADH (100 pM)
ebenfalls eine erhohte O, - Produktion in HUVEC - Lysaten nachzuwei-
sen. Abbildung 8 zeigt die Kinetik dieser O, - Bildung. Wie zu erkennen
ist, wurde auch durch NADPH (100 puM) eine O - Produktion induziert,
wobei jedoch NADH eine wesentlich starkere O™ - Produktion verursachte.
So lag die NADH - abhéngige Oy - Bildung im Mittel um das ca. 2.7 fache
hoher als die durch NADPH - induzierte O, - Produktion.
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Abbildung 8
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Abbildung 8 : Kinetik der O, - Bildung von HUVEC - Lysaten, induziert durch Zu-
gabe von NADH oder NADPH zum Zeitpunkt O Minuten (je 100 uM) (n = 3,
**p<0.01).

D.2.2. Effekt von Hemmstoffen der leukozytaren NAD(P)H - Oxidase in

intakten Endothelzellen

Intakte HUVEC zeigten eine, mit der Cytochrom C - Methode nachweis-
bare, basale O, - Produktion von 0,17 +/- 0,02 nmol G,/min/mg Protein.
Diese konnte durch den Flavoenzyminhibitor Diphenyleniodonium (DPI, 10
MM) um 48.1 +/- 10.5 % ( n =17, p <0.01) (Abb. 9) reduziert werden. Die
Inkubation der Zellen mit Phenylarsenoxid (PAO, 1 uM), einem direktem
Inhibitor der leukozytaren NAD(P)H - Oxidase, hemmte die endotheliale
O, - Bildung ebenfalls signifikant um 34.5 +/- 8 % (n = 14, p < 0.01). Die
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Inaktivierung des GTP - bindenden - Proteins rac, welchem in Leukozyten
eine bedeutende Rolle in der Aktivierung der NAD(P)H - Oxidase zuge-
sprochen wird, mit Clostridium difficile Toxin B 1641 (0,5 ng/ml ) reduzierte
ebenfalls die basale endotheliale O,” - Produktion um 30.1 +/- 7.9 % (n =
7, p < 0.01)(Abb.9).

Abbildung 9
100 -+
80 - *x b
c *%* T
Qo
g€ 5 607 T
2 2
o <
0o g
kel
L8 40 A
(@)
n=17 n=14 n=7
20 1
0
Kontrolle DPI PAO Toxin B

Abbildung 9 : Hemmung der basalen endothelialen O, - Produktion mit bekann-
ten Inhibitoren der leukozytaren NAD(P)H - Oxidase. Intakte HUVEC wurden vor
der O, - Messung mit Diphenyleniodonium (DPI, 10 uM), Phenylarsenoxid (PAO, 1
puM) oder dem Clostridium difficile Toxin B (0,5 ng/ml) 20 Minuten vorinkubiert

(** p<0.01 gegen unbehandelte Kontrolle).

D.2.3. Nachweis von Untereinheiten der leukozytaren NAD(P)H - Oxidase
in humanen Endothelzellen

Die leukozytdre NADP(H) - Oxidase ist aus mehreren Untereinheiten auf-
gebaut. Wir untersuchten mit Hilfe der Immunfluoreszenz, sowie der PCR
- Technik, ob bestimmte Untereinheiten ebenfalls in Endothelzellen vor-

handen sind. Nachdem wir in Western Blot Analysen die Spezifitat eines
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Antikorpers gegen die Untereinheit p67°"°% in Leukozyten tberpriift hatten,
konnte mit Hilfe der Immunfluoreszenz eine Bindung des Antikorpers ge-
gen p67°" auch in humanen Endothelzellen nachgewiesen werden. Die
Immunfluoreszenz lal3t dabei im wesentlichen eine membranére Lokalisa-
tion von p67°"% erkennen (Abb.10). Mit Hilfe der rtPCR konnte weiterhin
die Expression der leukozytdren NAD(P)H - Oxidase - Untereinheit
gp91P"* in HUVEC nachgewiesen werden (Abb.20).

Abbildung 10

a) b) C)

- 66 kd

Abbildung 10: Die Abbildungen 10 a) und b) zeigen Immunfluoreszenzbilder der
Lokalisation des Antikdrpers gegen p67P"> in humanen
Umbilikalvenenendothelzellen. ¢) Der Immunoblot zeigt die Farbung der Proteine
bei Verwendung des Antikérpers gegen p67ph°x in Leuk ozyten

D.3. Messung des endothelialen Membranpotentials

Da in weiteren Experimenten die Effekte von Membranpotentialanderun-
gen auf die endotheliale O,” - Produktion untersucht werden sollten, wur-
den zunachst die Auswirkungen der dazu verwendeten Substanzen auf
das endotheliale Membranpotential mit dem Potential — sensitiven Fluo-
reszenzfarbstoff Bis - oxonol untersucht. Unter Verwendung dieser Me-
thode zeigten die Endothelzellen unter Kontrollbedingungen Membranpo-
tentiale in einem Bereich von -18 mV bis - 48 mV, im Mittel - 32 +/- 2 mV
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(n = 20), ein Wert, wie er auch mit elektrophysiologischen Methoden an
HUVEC gemessen wurde (20;188).

Wie aus Tabelle 2 ersichtlich, fihrte die Behandlung der Zellen mit 90 mM
K" zu einer Zelldepolarisation um 11.0 +/- 4 mV. Eine unspezifische Hem-
mung von Kaliumkanalen durch TBA (1 mM) bewirkte eine vergleichbare
Zelldepolarisation. Die Inkubation der Zellen mit dem Na* — K* lonophor
Gramicidin (1 pM) hatte ebenfalls eine deutliche Zelldepolarisation zur
Folge. Die Vorbehandlung der Zellen mit Genistein oder Toxin B hatte da-
bei keinen Einflu auf die durch Gramicidin erzielte Depolarisation (nicht
dargestellt).

Die Offnung von ATP - abhangigen Kaliumkanalen durch HOE 234 (1 uM)
resultierte in einer Hyperpolarisation der Endothelzellen. Eine Erhdhung
des Membranpotentials wurde des weiteren auch durch Applikation des K*

lonophors Valinomycin (100 nM) erzielt.

Tabelle 2

Veranderungen des Membranpotentials gegeniber Kontrolle in mV

Mittelwert SEM n
Kalium 90 mM +11.0 + 4.3 6
TBA 1 mM +11.7 + 35 4
Gramicidin 1 uM +14.3 + 2.1 3
HOE 234 1uM -13.5 + 3.7 4
Valinomycin 100 nM -20.9 + 9.4 3

Tabelle 2 : Anderungen des endothelialen Membranpotentials gemessen mit Hilfe
der Bis — oxonol (100 nM) Fluoreszenz — Methode. Nach Erreichen von steady
state Bedingungen fur die Fluoreszenzintensitat wurden der Superfusionslésung
verschiedene Substanzen beigegeben bzw. die Kaliumkonzentration durch Puffer-
wechsel auf 90mM erhoht.
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D.4. Membranpotential und Oy
D.4.1.1. Steigerung der endothelialen O - Produktion durch Depolari-

sation

Abbildung 11 zeigt die Wirkung der Depolarisation von intakten Endothel-
zellen um 11 - 14 mV durch Substanzen mit unterschiedlichem Wirkungs-
spektrum auf die basale O, - Produktion. Dabei kam es jeweils zu einer
ca. 60 % igen Steigerung der endothelialen O, - Bildung (n = 23, p< 0.01
gegen Kontrolle).
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Abbildung 11 : Steigerung der O, - Produktion intakter humaner Endothelzellen
durch Depolarisation gemessen mit Hilfe der Cytochrom C - Methode. Die Depola-
risation wurde verursacht durch Behandlung der Zellen mit 90 mM Kalium Puffer,
dem Na’, K lonophor Gramicidin (1 uM) und dem unspezifischen Kaliumka
nalblocker Tetrabutylammoniumchlorid (TBA, 1 mM) (n = 23, **p < 0.01 gegen
Kontrolle).
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D.4.1.2. Hemmung der endothelialen O, - Produktion durch
Hyperpolarisation

Die endotheliale O, - Bildung wurde nicht nur durch Depolarisation beein-
fluldt, auch eine Hyperpolarisation intakter endothelialer Zellen zeigte teil-
weise Effekte auf deren O, - Produktion (Abb.12). Durch die Offnung ATP
- abhéangiger Kaliumkanale durch HOE 234 (1 uM) wurde die basale O, -
Bildung signifikant um ca. 36 % gehemmt (n = 14, p<0.05 ). Das ebenfalls
zur Hyperpolarisation filhrende K lonophor Valinomycin (100 nM) hatte
dagegen keine signifikanten Effekte auf die endotheliale O, - Produktion
(n=14, p > 0.1).
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Abbildung 12 : Hemmung der O, - Produktion intakter humaner Endothelzellen
durch Hyperpolarisation gemessen mit Hilfe der Cytochrom C - Methode. Die Hy-
perpolarisation wurde durch Offnung ATP abhangiger Kaliumkanale durch HOE
234 (1 pM) und durch Behandlung der Zellen mit dem K lonophor Valinomycin
(100 nM) verursacht (Mittelwert £ SEM, n = 14,*p < 0.05 gegen Kontrolle).
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D.4.2. NADP(H) - Oxidase als die Quelle der Depolarisations - induzierten
Oz - Bildung

D.4.2.1. Hemmung der Depolarisations — induzierten O, - Produktion

Die durch Depolarisation gesteigerte basale O, - Produktion intakter
HUVEC wurde durch Vorbehandlung der Zellen mit Diphenyleniodonium
(DPI, 10 pM) signifikant um ca. 76 % gehemmt (n=10, p<0.05, nicht dar-
gestellt). Abbildung 13 zeigt die ebenfalls signifikante Hemmung der Gra-
micidin - (1 pM) und TBA (1 mM) - induzierten O, - Produktion durch das
Clostridium difficile Toxin B (0.5 ng/ml) (n =7, p < 0.05).
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Abbildung 13: Hemmung der durch Gramicidin und TBA induzierten Steigerung
der basalen endothelialen O, - Produktion intakter Zellen durch Toxin B. Die Zellen
wurden mit oder ohne Vorbehandlung mit Toxin B (0.5 ng/ml, 20 Minuten) mit TBA
(2 mM) und Gramicidin (1 puM) depolarisiert und die G - Bildung mit der Cyto-
chrom C - Methode gemessen(Mittelwerte £+ SEM, n = 7,*p< 0.05 vs. Kontrolle (Ka-
lium 2,7mM) , #p < 0.05 vs. nicht mit Toxin B behandelte Zellen).
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D.4.2.2. NADH - abhangige O2" - Produktion von HUVEC - Lysaten nach
vorausgegangener Depolarisation der intakten Zellen

In Abbildung 14 sind die Effekte der vorausgegangenen Depolarisation auf
die NADH - abhangige O, - Bildung von HUVEC - Lysaten dargestellt.
Nach Zugabe von NADH (100 uM) zeigten die zuvor sowohl mit 90 mM
Kalium als auch mit Gramicidin (1 uM) und TBA (1 mM) depolarisierten
Zellen eine ca. zweifache Steigerung der NADH - abhangigen Q- Pro-
duktion gegenuber den Kontrollzellen (n=18, p<0.01), obwohl durch die

Zellyse das Membranpotential aufgehoben war.
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Abbildung 14 :NADH - abhéngige O, - Produktion von HUVEC - Lysaten. Das
Lysat von zuvor im intakten Zustand depolarisierten Endothelzellen zeigte eine si-
gnifikante Steigerung der O, - Bildung nach Gabe von NADH (100 puM) (Mittelwert
+ SEM, n =18, *p < 0.05, **p < 0.01 vs. Kontrolle ).
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D.4.3. Regulationsmechanismen der NAD(P)H - Oxidase
D.4.3.1. Rolle von Tyrosinphosphorylierung in der Regulation der

endothelialen O, - Bildung

In Leukozyten spielen Tyrosinphosphorylierungs — abhangige Signalwege
eine wichtige Rolle in der Regulation der NAD(P)H - Oxidase - Aktivitat.
Aus diesem Grund wurde untersucht, ob und wie sich Anderungen des Ty-
rosinphosphorylierungsstatus auch auf die endotheliale @ - Produktion
auswirken. Daruber hinaus wurde geprtft, inwieweit Tyrosinphosphorylie-
rungs - abhangige Signalwege in der Depolarisations — induzierten G, -
Produktion involviert sind. Zunéchst zeigte sich bei der Hemmung von Ty-
rosinphosphatasen durch Orthovanadat (100 uM) eine signifikante Steige-
rung der endothelialen Oy - Bildung (n = 5, p < 0.05) (Abb.15), mit parallel
einhergehender verstarkter Tyrosinphosphorylierung in Western Blot
Analysen (Abb. 16).
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Abbildung 15 : Wirkung des Tyrosinphosphataseninhibitors Orthovanadat (100
uM) auf die basale O, - Produktion intakter endothelialer Zellen (Mittelwerte
+.SEM, n =5, p < 0.05 vs. Kontrolle).
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Abbildung 16
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Abbildung 16 : Die Abbildung zeigt die Zunahme der Tyrosinphosphorylierung von
Proteinen nach Behandlung von intakten endothelialen Zellen mit Orthovanadat
(100 uM, 15 Minuten ) AnschlieRend wurden sie lysiert, im SDS Gel elektrophore-
tisch aufgetrennt und auf Nitrozellulosemembranen transferiert. Die Membranen
wurden dann mit einem spezifischen Antikérper gegen Phosphotyrosin behandelt.
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D.4.3.2. gesteigerte Tyrosinphosphorylierung nach Depolarisation

Die Analysen des Tyrosinphosphorylierungsstatus mittels Immunoblot
zeigten in zuvor depolarisierten Zellen eine verstarkte Tyrosinphosphory-
lierung von Proteinen der Grof3e 90 — 110 kD (Abb. 17). Diese verstarkte
Tyrosinphosphorylierung war sowohl in den mit 90 mM Kalium Puffer, TBA
(1 mM), als auch in den mit Gramicidin (1 pM) depolarisierten Zellen
nachweisbar (Abb.17).
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Abbildung 17 : Umbilikalvenenendothelzellen wurden mit 90 mM Kalium Puffer,
Gramicidin (1 puM) und TBA (1 mM) (je 30 Minuten) depolarisiert. Anschlie3end
wurden sie lysiert, im SDS Gel elektrophoretisch aufgetrennt und auf Nitrozellulo-
semembranen transferiert. Die Membranen wurden dann mit einem Antikdrper
spezifisch gegen Phosphotyrosin behandelt (n=3).
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D.4.3.3. Hemmung der Depolarisations - induzierten O™ - Bildung durch

Hemmung von Tyrosinkinasen

Die Hemmung von Tyrosinkinasen durch Genistein (30 pM) zeigte eine
geringflgige, aber nicht signifikante Hemmung der endothelialen Oy -
Produktion unter Kontrollbedingungen. Die durch TBA (1 mM) und Grami-
cidin (1 pM) gesteigerte Q" - Produktion wurde jedoch durch die Hem-
mung der Tyrosinkinasen signifikant beeinflul3t. Abbildung 18 zeigt die
vollstandige Hemmung der TBA - (1 mM) und Gramicidin - (1 pM) indu-
zierten O, - Bildung. Nach Hemmung der Tyrosinkinasen war zudem die
signifikante Steigerung der O, - Bildung durch den 90 mM Kalium Puffer
nicht mehr zu beobachten (n = 15, p < 0.05).
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Abbildung 18 : Effekte der Hemmung von Tyrosinkinasen durch Genistein auf die
Depolarisations — induzierte O, - Bildung von intakten HUVEC. Die Zellen wurden
entweder nach Vorbehandlung mit Genistein (30 M, 20 Minuten) oder ohne eine
Vorbehandlung mit einem 90 mM Kalium Puffer, Gramicidin (1 puM) und TBA (1
mM) depolarisiert und die O, - Bildung gemessen (Mittelwerte + SEM, n =23 sine
Genistein, *p < 0.05 vs. Kontrolle ; n = 15 cum Genistein ,n.s. vs. Kontrolle).
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D.4.3.4. Rac - Translokation nach Depolarisation

In Immunoblotanalysen mit dem Erstantikorper gegen die kleine GTPase
rac, welche in der Regulation der leukozytdren NAD(P)H - Oxidase eine
wichtige Rolle spielt, zeigte sich in der partikularen Fraktion der zuvor de-
polarisierten HUVEC eine Steigerung der Menge des rac Proteins um 48
% im Vergleich zur Kontrolle. Diese Steigerung wurde durch Hemmung
von Tyrosinkinasen mit Genistein (30 uM) vollstandig inhibiert (n = 9, p <
0.05) (Abb17). Unter Kontrollbedingungen reduzierte Genistein den rac —

Anteil in der partikularen Fraktion nicht (n=3, nicht dargestellt).
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Abbildung 19 : Wirkung der Depolarisation auf den Anteil des GTP- bindenden -
Proteins rac in der partikularen Fraktion von HUVEC - Lysaten. Die Zellen wurden
entweder nach Vorbehandlung mit Genistein (30 uM, 20 Minuten) oder ohne Vor-
behandlung mit 90 mM Kalium Puffer (15 Minuten) depolarisiert und anschlieBend
in zytosolische und partikulare Fraktion aufgetrennt. Abgebildet ist ein reprasenta-
tiver Immunoblot der partikularen Fraktion mit dem Antikoérper anti — rac. Die Grafik
zeigt die densitometrische Auswertung von 9 Experimenten in % der jeweiligen
Kontrolle dargestellt (n=9, *p<0.05 vs Kontrolle, #p<0.05 vs. 90 mM Kalium ).

56



D.4.3.5. Expression von gp91P" vor und nach Depolarisation in HUVEC

Um zu untersuchen, ob die gesteigerte O, - Bildung von HUVEC Lysaten
bei langer dauernder Depolarisation auch eine verstérkte Expression der
NAD(P)H - Oxidase auslost, wurde die Expression der Untereinheit gp91
nach 1 bzw. 6 stiindiger Depolarisation untersucht. Dabei zeigte sich je-
doch kein signifikanter Unterschied des gp91°P"™* RNA Gehaltes im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe (Kontrolle 1.49 +/- 0.01 vs. Depolarisation 1h
1.31+/-0.09, 6 h 1.26 +/- 0.17 amol/ug total - RNA (n=3)) (Abb.20).
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Abbildung 20 : Expression der NAD(P)H — Oxidase Untereinheit gp91°™* in hu-
manen Endothelzellen. Die Zellen wurde mit einem 90mM K' enthaltendem Puffer
fur 1 und 6 Stunden depolarisiert. Die Expression der Untereinheit wurde mit Hilfe
der RT - PCR analysiert. Der PCR Reaktionsansatz wurden in einemGel
elektrophoretisch aufgetrennt, mit Ethidiumbromid markiert und die Helligkeit
photographisch festgehalten.
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F. Diskussion

F.1. Vergleich von Methoden der O, - Messung

Aufgrund der im Vergleich zu Leukozyten viel geringeren O, - Produktion
bedarf die Messung von O, an Endothelzellen einer ebenso sensitiven,
wie spezifischen Methode. O, weist als Radikal einerseits eine hohe
Reaktivitat auf und wird andererseits in der Zelle rasch durch Superoxid-
dismutase zu HO, metabolisiert. Daher ist die Halbwertszeit sehr gering
(19), was die MelBmoglichkeiten zusatzlich einschrankt. In der Literatur
sind viele Methoden zur Detektion von G beschrieben. In den letzten
Jahren wurde vor allem die Lucigenin — verstarkte Chemilumineszenz zur
O - Messung in kardiovaskularen Zellen angewendet (57;125;133).

Zu Beginn unserer Untersuchungen der endothelialen O, - Produktion
wurde daher auch zunachst diese “etablierte” Methode verwendet. Wah-
rend der Experimente zeigten jedoch zwei Arbeitsgruppen unabhangig
voneinander, dal3 die Lucigenin - Methode einen schwerwiegenden
Nachteil aufweist. Enzymsysteme, welche per se kein oder nur wenig Oy
bilden, kénnen mit Lucigenin als Substrat eine erhebliche Menge von O
bilden (105;189). Als Mechanismus dieser Lucigenin - mediierten @ -
Produktion wird vermutet, dal3 verschiedene Oxidoreduktasen wie z.B.
Xanthinoxidase, Glucoseoxidase, Aldehydoxidase und ebenfalls auch die
NO Synthase in der Lage sind, direkt das Lucigenin di — Kation zu redu
zieren [1]. Das entstandene Lucigenin Mono - kation Radikal kann mit

Sauerstoff regieren und so selbst zur Bildung von O flihren [2].

[1] Luc** + EnzH, ——> Luc™ + EnzH"
[2] Luc* + O, > Luc® + 0O,"

Dies bedeutet, daRR durch die MelRsubstanz selbst G erzeugt werden
kann. Aus diesem Grund wurde zunéchst untersucht, ob auch unter unse-
ren Versuchsbedingungen und vor allem ob auch in intakten Zellen mit

unbekannten Enzymaktivititen diese unerwiinschten Effekte von Luci-
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genin auftreten. Dies wurde mit Hilfe anderer unabhéngiger O, - Mel3me-
thoden analysiert.

Die durch die Xanthin/Xanthinoxidase (X/XO) Reaktion erfolgende & -
Bildung ist ein Standardverfahren, um in einem zellfreien System Q" zu
generieren. In unseren Untersuchungen fand sich bei Verwendung der
Lucigenin - Methode eine sehr gute lineare Korrelation zwischen der
Menge des produzierten O," und dem Melf3signal, wie es auch von Bran
des et al. beschrieben wurde (17). Diese enge Korrelation war auch bei
allen anderen Methoden nachzuweisen. Weiterhin konnte bei allen ver-
wendeten MelBmethoden das X/XO - abhangige MelR3signal durch SOD re-
duziert werden, das heif3t, dieser Teil des Melisignals war jeweils spezi-
fisch fur Oy .

Bei Anwendung der Lucigenin — verstarkten Chemilumineszenz fand sich
jedoch in unseren Untersuchungen nach Gabe von NADH zu HUVEC -
Lysaten ein wesentlich héherer relativer Signal — Anstieg als dies in der
MCLA - verstarkten Chemilumineszenz der Fall war (Abb.1,2). Um zu
untersuchen, inwieweit dieser Unterschied durch eine Lucigenin - medi-
ierte O," - Bildung verursacht war, wurde mit zwei unabhangigen Mel3me-
thoden untersucht, inwieweit Lucigenin in Anwesenheit von NADH zu ei-
ner vermehrten Oy - Bildung flhrt.

Sowohl in der MCLA - als auch der NBT - Methode fiihrte der Zusatz von
Lucigenin zu einem Reaktionsansatz aus Zellysat und NADH zu einem
signifikanten Anstieg des SOD - hemmbaren Signalanteils. Der Anstieg
des Chemilumineszenzsignals in der MCLA - Methode ist hierbei nicht
durch die zuséatzlich auftretende Lucigenin - Chemilumineszenz per se
erklarbar, da diese um ca. den Faktor hundert niedrigerer ist als die durch
MCLA verursachte (Vergleich Abbildung 1/2).

NBT kann auch O, unabhéangig reduziert werden (75)(104). Daher wurde
in unserer Studie nur der SOD - hemmbare Anteil der NBT - Reduktion zur
Quantifizierung von O, verwendet. In der Tat steigerte auch hier die
Zugabe von Lucigenin nur den SOD - hemmbaren Anteil, wahrend die Oy
- unabhangige NBT - Reduktion nicht beeinflu3t wurde.
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Die Daten zeigen, dalR3 eine Lucigenin - mediierte & - Produktion an
Zellysaten aus Endothel zunachst in Anwesenheit von NADH auftritt.
Weitere Untersuchungen in unserem Labor (167) und kirzlich publizierte
Arbeiten zeigten dariber hinaus eine Lucigenin - mediierte O, - Bildung
an intakten Zellen. Funktionell lie3 sich dies durch eine Verschlechterung
der Endothel - abhangigen Vasodilatation nach Gabe von Lucigenin zei-
gen, die durch Gabe von SOD verbessert wurde, mithin also vermutlich

auf einer NO - Inaktivierung durch O, basierte (7;179).

Aufgrund dieser Lucigenin — mediierten O, - Bildung wurden alle bis dahin
durchgefiihrten Experimente mit der Cytochrom C - Methode wiederholt
und nachfolgende Experimente ausschlie3lich mit dieser Methode durch
gefihrt. Zwar kann Cytochrom C mit anderen Radikalen z.B. NO interfe-
rieren (87) und direkt von der NO Synthase reduziert werden (90), es
kommt jedoch zu keiner artifiziellen O, - Bildung. Die unspezifische Re-
duktion von Cytochrom C stort die O, - Messung insofern nicht, als zur
Berechnung der @ - Produktion nur der SOD - hemmbare Anteil der
Cytochrom C Reduktion herangezogen wird, und davon ausgegangen
werden kann, daf} damit die Spezifitat fir O,” gewahrleistet ist (7;119). Die
hohe Spezifitdt geht bei dieser Methode jedoch einher mit einer - im Ver-
gleich zu Lucigenin — niedrigen Sensitivitat. Weiterhin ist die Zellmembran
fur Cytochrom C nicht durchlassig, so dal3 nur extrazellulares O, erfal3t
werden und somit nicht zwischen gesteigerter G,” - Bildung und/oder ge-
steigerter Q" - Freisetzung unterschieden werden kann (7;108;152), je-

doch sind bisher keine intrazellularen O™ - Speicher bekannt.
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F.2. NAD(P)H - Oxidase als eine wesentliche Quelle der endothelialen Oy

- Bildung

Unsere Untersuchungen bezuglich der Quelle der endothelialen O, - Bil-
dung unterstitzen die Vorstellung, dal’ eine NAD(P)H - Oxidase die we-
sentliche Quelle der basalen O, - Produktion in Endothelzellen darstellt.
So zeigten bekannte Inhibitoren der leukozytaren NAD(P)H - Oxidase
ebenfalls einen hemmenden Effekt auf die basale endotheliale G - Bil-
dung. Weiterhin konnte mit Hilfe der Immunfluoreszenz und rtPCR nach-
gewiesen werden, dal3 zumindest einige der Leukozyten — NAD(P)H -
Oxidase — Untereinheiten, namlich p67°"* und gp91°"™ | sowie p22P"™
(168) auch in HUVEC vorhanden sind. Im Gegensatz zur leukozytaren
Oxidase zeichnete sich in unseren Untersuchungen die endotheliale Oxi-
dase jedoch durch eine konstitutive, - in Lysaten bevorzugt NADH — ab-

hangige, O, - Bildung aus.

Durch Verwendung des Hemmstoffes der leukozytaren NAD(P)H - Oxi-
dase DPI (37;70) wurde die endotheliale O, - Produktion in unseren Un-
tersuchungen signifikant gehemmt. Wie inzwischen bekannt, ist DPI je-
doch nicht nur ein Inhibitor der leukozytaren NAD(P)H - Oxidase, sondern
auch von weiteren Flavoenzymen, so auch von NO Synthasen, Xanthin-
oxidoreduktasen (156;191) und Enzymen der mitochondrialen Atmungs-
kette (102). Aufgrund dieser weitgehend unspezifischen Wirkung von DPI,
untersuchten wir zusatzlich die Effekte anderer Inhibitoren der leukozyta-
ren NAD(P)H - Oxidase auf die endotheliale G - Produktion, die ganz
unterschiedliche Wirkmechanismen haben.

PAO ist ein trivalentes Arsenderivat, welches einen stabilen Ringkomplex
mit Vicinal - und Thiolgruppen eingeht. Der Mechanismus der Hemmung
der NAD(P)H - Oxidase beruht vermutlich auf einer Interaktion von PAO
mit einer ? - Untereinheit des Flavocytochroms b558. Dabei verandert
PAO nicht oder nur gering die O, - Produktion der bereits aktivierten
NAD(P)H - Oxidase. Dagegen resultiert die Inkubation vor Aktivierung in

einer nahezu vollstandigen Hemmung der Enzymaktivierung (36;98). Wir
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konnten diese Ergebnisse bestatigen und beobachteten eine PAO - me-
diilerte Hemmung ebenfalls nur, wenn die endothelialen Zellen vor Stimu-
lation mit PAO behandelt wurden. PAO wurde in verschiedenen Zelltypen
auch als Tyrosinphosphataseninhibitor beschrieben (187). Dieser Effekt
spielt jedoch fur die Hemmung der endothelialen O, - Produktion vermut-
lich keine Rolle, da die beschriebenen Effekte auf die Tyrosinphosphory-
lierung erst bei einer Konzentration von 10 uM PAO erreicht werden. Die
von uns verwendete Konzentration von 1 uM PAO zeigte in unseren Un-
tersuchungen - Ubereinstimmend mit anderen Publikationen - keinen
Effekt auf die Tyrosinphosphorylierung (45;98). Dartber hinaus fihrte die
Hemmung der Phosphatasen mit Orthovanadat zur einer signifikanten

Steigerung der endothelialen O, - Produktion.

Das Clostridium difficile Toxin B besitzt eine Glycosyltransferase Aktivitéat
und modifiziert die niedermolekulare GTPase rac. Mit UDP — Glucose als
Ko - Substrat kommt es zu einer Glycosylierung an Threonin 35 in der Ef-
fektorregion (Aminoséauren 24 — 45), die zur Inaktivierung des GTP - bin-
denden Proteins fuhrt (85;86). Die Glycosylierung von rac durch Toxin B
resultierte in einer Aktivitaitshemmung der leukozytaren NAD(P)H - Oxi-
dase (164). In unseren Experimenten an Endothelzellen fihrte die Vorbe-
handlung mit Toxin B ebenfalls zu einer signifikanten Hemmung der O, -

Produktion.

Eine vollstdndige Hemmung der endothelialen O, - Produktion wurde we-
der mit PAO roch Toxin B erzielt. Dies ist jedoch durch die Wirkmecha-
nismen beider Substanzen erklarbar, die nicht in der Lage sind, das be-
reits aktivierte Enzym zu hemmen. Damit ist die Hemmung durch PAO
und Toxin B abhangig von dem zellularen Enzymumsatz und der Inkubati-
onszeit der Substanzen. Zudem wurden die Konzentrationen der Substan-
zen so gewahlt, dal Wirkungen von PAO als Tyrosinphosphataseninhibi-
tor bzw. von Toxin B als Toxin weitgehend ausgeschlossen werden konn-
ten. Dies resultierte jedoch mdglicherweise ebenfalls in einer unvollstandi-

gen Hemmung des Enzyms.
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Direkte Effekte von NADH auf die Oy - Bildung mufl3ten an Zellysaten un-
tersucht werden, da es keine Hinweise auf eine Membrangéangigkeit von
NADH gibt. Die stimulierende Wirkung von NADH spricht ebenfalls fur
eine entscheidende Rolle der NAD(P)H - Oxidase bei der endothelialen
Oy - Produktion. Eine NADH - abhangige O, - Produktion wurde jedoch
zumindest im zellfreien System auch fur die Xanthinoxidase (156) be-
schrieben. Die Rolle der Xanthinoxidase als Quelle der endothelialen O, -
Produktion ist weitgehend noch unklar. In unseren Untersuchungen hatte
die Hemmung der Xanthinoxidase mit Oxypurinol keinen Einflul3 auf die
endotheliale O, - Bildung. Dies ist im Einklang mit anderen Befunden, wo
an HUVEC gebundene Xanthinoxidase erst nach in vitro Inkubation mit
dieser nachgewiesen werden konnte (156). Weiterhin wurde der Xanthin-
oxidase in erster Linie eine Rolle in mikrovaskularen und pulmonalen En-
dothelzellen zuschreiben, nicht jedoch in Endothelzellen aus makrovas-
kularen GefalRen (81;82;139;140;180), wie sie hier verwendet wurden.
AulRerdem wurde der Xanthinoxidase vor allem bei der Ischamie / Reper-
fusion induzierten Bildung von reaktiven - Sauerstoff — Spezies (ROS)
eine wichtige Rolle zugeschrieben (124;199). Endothelzellen, die mit rac
dominant negativen Mutanten transfiziert waren, wiesen nach Hypoxie /
Reoxigenierung keine signifikante ROS - Bildung mehr auf, was auf die
NAD(P)H - Oxidase als endotheliale Quelle hinweist (88).

Wahrend des Metabolismus von Arachidonsaure, durch z.B. Cyclooxyge-
nase (COX), Lipooxygenase und Cytochrom P450 - Oxidasen, kann es
ebenfalls zur G, - Bildung kommen (51;93;100). In kultivierten Endothel-
zellen wurde nach Rezeptorstimulation mit Bradykinin eine Cyclooxyge-
nase - abhangige O, - Produktion beobachtet (74). Somit ist auch dieses
Enzym eine potentielle O, - Quelle im Endothel. Die Hemmung der COX
mit Indomethacin hatte jedoch in unseren Experimenten keinen Effekt auf
die basale und Depolarisations — induzierte O, - Produktion.

Fur die Atmungskette der Mitochondrien wurde ebenfalls die Moglichkeit
einer zellularen endothelialen O, - Produktion gezeigt (185). Die Messung
des genauen Anteils der Atmungskette an der gesamten zellularen &, -
Produktion stof3t jedoch auf methodische Schwierigkeiten. Hemmstoffe

der Atmungskette beeinflussen auch die zytosolische NADH Konzentra-
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tion, die sich auf die Aktivitat der NADH - abhangigen Oxidase auswirken
kann (126). Bisher wird der O, - Produktion durch die Atmungskette eher
eine untergeordnete Rolle im Endothel zugeschrieben (193). So hatte
auch die Hemmung von Teilschritten der Atmungskette, wie z.B. durch
Rotenon keinen Effekte auf die vaskulare O, - Produktion (133).

Auch samtliche Isoformen der NO Synthase scheinen in der Lage zu sein
unter bestimmten Bedingungen O, zu produzieren (30;145;146;173).
Diese O, - Produktion tritt aber offensichtlich vor allem bei Substratman-
gel von z.B. L- Arginin und Tetrahydrobiopterin auf. Die Daten sind hierbei
jedoch uneinheitlich. So zeigte z.B. in einer Untersuchung der Mangel von
L- Arginin und Tetrahydrobiopterin kaum Einfluf3 auf die von der endothe-
lialen NOS produzierte O, - Menge (173). In unseren Experimenten stei-
gerte die Hemmung der eNOS die gemessene O, - Menge. Dies ist ver-
mutlich darauf zurtckzufuhren, daf3 sich durch Wegfall des Reaktionspart-
ners NO die freie, zur Messung zur Verfiigung stehende, O, - Menge er-
hoht. Da aber auch ein hemmender Einflu3 von NO auf die NAD(P)H -
Oxidase gezeigt wurde (28;47;150), ist nicht sicher auszuschlieR3en, dafl3
die NOS - Hemmung auch tber den Wegfall dieses Mechanismus zu der

gesteigerten O, - Messung fuhrte.

Die Vielzahl der moglichen endothelialen G~ - Quellen legt nahe, dal
nicht ein einzelnes Enzym fur die gesamte endotheliale O," - Produktion
verantwortlich ist. Jedoch weisen nicht nur unsere Resultate, sondern
auch andere Publikationen auf eine malgebliche Rolle der NAD(P)H -
Oxidase in der endothelialen O, - Bildung hin. Die Befunde an Endothel-
zellen mit dem dominant negativem rac - Gen - Produkt, bei denen durch
Schubspannung und nach Hypoxie / Reoxigenierung keine signifikante
ROS - Bildung mehr (88;194) nachzuweisen war, unterstiitzen das Kon-
zept, dal3 die NAD(P)H - Oxidase eine wesentliche Quelle der endothelia-
len Oz - Bildung darstellt.

Es gibt dartber hinaus eine Reihe von Hinweisen, dal3 eine vaskulare
NAD(P)H - Oxidase in der Pathophysiologie von Gefal3 — bzw. Kreislau-
ferkrankungen eine wichtige Rolle spielt. Sie wird fur die gesteigerte O, -

Bildung im Rahmen der Nitrattoleranz (133), der renovaskularen Hyperto-
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nie (68;148) und nach Ballondilatation (170) verantwortlich gemacht.
Ebenso scheint die gesteigerte O, - Bildung in atherosklerotischen
Plagues auf eine gesteigerte Expression und O, - Produktion der
NAD(P)H - Oxidase zurtickzuftihren zu sein (196). Ergebnisse an spontan
hypertensiven Ratten, die eine gesteigerte Expression der Untereinheit
p22P"°*  assoziiert mit einer erhdhten NAD(P)H abhangigen Oy - Bildung
zeigen, unterstreichen die wichtige Rolle der NAD(P)H - Oxidase in der

Pathophysiologie der Hypertonie (197).

65



F.3. Einflul} des Membranpotentials auf die endotheliale O - Bildung

Unsere Ergebnisse zeigen, dal Anderungen des Membranpotentials ei-
nen signifikanten Einflul auf die endotheliale O, - Produktion haben.
Membrandepolarisation steigert dabei die zellulare O, - Bildung.

Zur Depolarisation wurden drei strukturell unterschiedliche Substanzen
verwendet, deren Wirkmechanismen sich grundlegend unterscheiden. So
beruht die depolarisierende Wirkung des Puffers mit der erhéhten Kalium-
konzentration auf der Reduzierung des transmembranaren Kaliumgra-
dienten, wahrend der unspezifische Kaliumkanalblocker TBA den K* -
Ausstrom aus der Zelle, welcher zur Einstellung des Ruhemembranpoten-
tials wesentlich beitragt, hemmt. Gramicidin dagegen bewirkt als lonophor
aufgrund des Konzentrationsgradienten einen verstarkten Influx von Na* in
die Zelle. Alle drei Substanzen zeigten dabei eine vergleichbare depolari-
sierende Wirkung auf das Membranpotential. Deshalb ist anzunehmen,
dal der jeweils etwa gleichermal3en gesteigerten O, - Produktion tatséch

lich die Depolarisation als gemeinsame Ursache zu Grunde liegt.

Die Hyperpolarisation durch Offnung von K'atp Kanalen durch HOE 234
senkte die basale O," - Produktion signifikant. Dabei konnte weiterhin ge-
zeigt werden, dal3 in Anwesenheit von Glibenclamid, einem Hemmstoff
von K*atp Kanadlen, HOE 234 keinen Effekt mehr auf die endotheliale Oy -
Bildung ausubte (168).

Obgleich der K lonophor Valinomycin einen noch starkeren hyperpolari-
sierenden Effekt ausibte als HOE 234 (Tabelle 2), wurde die Oy - Produk-
tion nicht signifikant gehemmt. Dies konnte jedoch durch zusatzliche Ef-
fekte von Valinomycin bedingt sein. Beispielsweise ist fur Valinomycin
eine Steigerung der Membranpermeabilitat fir NH4* beschrieben (73).
Dies konnte zu einem gesteigerten Efflux von H* lonen und damit zu einer
Aktivitatssteigerung der NAD(P)H - Oxidase flihren kann, da diese durch
zellulare Alkalisierung in ihrer Aktivitat gesteigert werden kann (71;72) .

Die durch sowohl Depolarisation als auch Hyperpolarisation hervorgerufe-

nen Anderungen der meRRbaren O, - Menge scheinen dabei in der Tat
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durch eine veranderte O, - Produktion bedingt zu sein. Da O, die Mem-
bran durch Anionenkanéle passieren kann (108) und Cytochrom C auf-
grund einer mangelnden Membrangangigkeit nur extrazellulares @@ er-
falt, ware zwar denkbar, daR die gemessenen Anderungen priméar Folge
einer Beeinflussung des O, - Flusses lber die Zellmembran sind. Dies ist
jedoch unwahrscheinlich, da aufgrund des elektrischen Gradienten eine
Depolarisation einen verminderten bzw. eine Hyperpolarisation einen ge-
steigerten " - Efflux zur Folge haben muif3te. Da die Hyperpolarisation
der Endothelzelle zu einem gesteigertem Ca?* Einstrom und durch Aktivie-
rung der NO Synthase zu einer Zunahme der NO - Produktion (46;103)
fuhrt, ware weiterhin denkbar, daf® das vermehrte NO durch die Reaktion
mit O, eine Reduktion der mel3baren O, - Menge bewirkt. Wir fiihrten je-
doch jedes Experiment unter Hemmung der NO Synthase mit L-NA durch,
so dal3 dieser Mechanismus unter unseren Versuchsbedingungen mit
groBer Wahrscheinlichkeit keine Rolle spielt. AuRerdem wurde gezeigt,
daR Erhohung der intrazelluldren Ca®* eher eine Steigerung der endothe-
lialen O, - Bildung bewirkt (116).

Die endotheliale NAD(P)H - Oxidase scheint die Quelle der Depolarisa-
tions — induzierten O, - Bildung zu sein. Dafur spricht insbesondere, daf?
HUVEC, die zuvor im intakten Zustand depolarisiert wurden, lysiert eine
signifikant gesteigerte NADH - abhéngige O, - Bildung gegentber Lysaten
von Zellen, die zuvor nicht depolarisiert wurden, zeigten. Auf3erdem wurde
die Depolarisations - induzierte O, - Mehrproduktion durch den Hemmstoff
der leukozytdaren NAD(P)H — Oxidase DPI und durch Inaktivierung des G —
Proteins rac mit Toxin B gehemmt. Die gesteigerte NADH - abhangige Oy
- Bildung der zuvor depolarisierten Zellen nach Verlust der Zellintegritat ist
dabei vermutlich auf ein stabiles Zusammenlagern und / oder der Translo-
kation einer oder einzelner Untereinheiten der NADH - Oxidase, wie es in
Leukozyten bekannt ist, zuriickzufihren. Da ein Membranpotential abhan-
giger L — Arginin Transporter y (13;96), bei dem es durch Depolarisation
zu einer Verringerung des L- Arginin Transportes in die Zelle kommt, exi-
stiert, konnte es durch den Substratmangel zu einer O, - Produktion der
eNOS gekommen sein mit der Folge einer NOS — abhangigen O, - Bil-
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dung. Allerdings ist ein solcher Substratmangel der eNOS sehr unwahr-
scheinlich, da intrazellulare L - Arginin Konzentrationen zwischen 100 und
1000 pM in der Literatur beschrieben wurden (6;13;165), wahrend der Kn,
Wert der NO Synthase fur L - Arginin bei ca. 5 uM liegt (6). Weiterhin
wurde die Depolarisations — induzierte O," - Produktion akut innerhalb von
30 Minuten gemessen, was einen Substratmangel der eNOS unwahr-

scheinlich macht.

Es stellt sich die Frage, Uber welche Signalwege diese Depolarisations —
induzierten Steigerung der O, - Produktion der NAD(P)H — Oxidase ver-
mittelt wird. In Leukozyten wurden die Signalwege, die zur Aktivierung der
NAD(P)H - Oxidase fiihren, intensiv untersucht. Uber eine durch Depolari-
sation gesteigerte O, - Bildung ist in Leukozyten jedoch nichts bekannt.
Dort geht zwar die Aktivierung der NAD(P)H - Oxidase mit einer Depolari-
sation einher (83). Diese ist jedoch als Konsequenz der Aktivierung der
NAD(P)H - Oxidase anzusehen, bei der es zu einem transmembranarem
elektrogenem Elektronentransport (70) (siehe Abbildung 2) kommt. So
konnte bei Leukozyten nach Hemmung der NAD(P)H - Oxidase mit DPI
oder bei Leukozyten von Patienten mit Chronischer Granulomatose, die
wegen Defekt von Untereinheiten der NADP(H) — Oxidase keine bzw. ver-
ringerte O, - Bildung nach Stimulation zeigen, ebenfalls keine Depolarisa-
tion der Leukozyten nachgewiesen werden (70;192). Eine exogen herbei-
geflhrte Depolarisation flihrte in Leukozyten nicht zu einer verstarkten O,
- Produktion (166). Lediglich an Makrophagen wurde nach PMA - indu
zierter Aktivierung der Protein Kinase C eine Steigerung der O, - Bildung
durch eine erhdhte extrazellulare Kaliumkonzentration, aber nicht durch
Gramicidin beobachtet (89), der Mechanismus blieb hierbei ungeklart.

Nichts desto weniger gaben uns Untersuchungen von Signalwegen zur
Aktivierung der leukozytaren NAD(P)H - Oxidase wichtige Hinweise. In
Leukozyten sind neben Kalziumerhéhung bzw. Proteinkinase C - Aktivie-
rung, auch Tyrosinphosphorylierungs — abhangige Signalwege in die Akti-
vierung der Oxidase involviert (40;41). In Endothelzellen ist Uber Tyrosin-
phosphorylierungs - abhangige Signalwege zur Aktivierung der NAD(P)H -

Oxidase noch wenig bekannt. Jedoch deutete die Steigerung der
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NAD(P)H - Oxidase Aktivitat durch Agonisten, deren Rezeptoren an Tyro-
sinphosphorylierungs - abhéngige Signalwege gekoppelt sind, wie z.B.
Angiotensin (169), Wachstumsfaktoren und die Steigerung der G, - Bil-
dung bei Hemmung von Tyrosinphosphatasen mit Orthovanadat in unse-
ren Versuchen auf eine wichtige Rolle dieses Signalweges auch in En
dothelzellen hin. In Fibroblasten scheint weiterhin tGber eine Tyrosinphos-
phorylierung von Proteinen der Groé3e von 103 und 115 kD die Wasser-
stoffsuperoxyd - Produktion durch eine membrangebundene NAD(P)H -
Oxidase kontrolliert zu werden (181). In unseren Experimenten wurde die
Depolarisations — induzierte O,” - Produktion durch Hemmung von Tyro-
sinkinasen mit Genistein inhibiert. Dabei schlossen wir nicht in Bezug zur
Tyrosinphosphorylierung stehende Genisteineffekte auf die G, - Bildung
bereits friher durch Verwendung des funktionellen inaktiven Analogons
Daidzein in unserem Labor aus (169). Die Depolarisation und die damit
verbundene Aktivierung der NAD(P)H - Oxidase waren in unseren Unter-
suchen weiterhin mit einer gesteigerten Tyrosinphosphorylierung ver-
schiedener, noch nicht weiter charakterisierter Proteine im Bereich 90 —
110 kd assoziiert, deren Bedeutung noch erforscht werden muf3.

Die Steigerung der NADH - abhangigen O, - Bildung von zuvor depolari-
sierten Zellen, auch nach Verlust der Zellintegritat, ist in der Tat vermutlich
auf ein Zusammenlagern und / oder der Translokation einer oder einzelner
Untereinheiten zurlckzufuhren. Eine alternativ mogliche, verstarkte Neu
bildung des Enzyms ist unwahrscheinlich, da unsere Analysen keine ge-
steigerte mMRNA der Untereinheiten gp91P"* und p22P"°* (168) nach ein -
bzw. sechsstindiger Depolarisation zeigten. DalR3 eine akute Aktivierung
und nicht eine langfristige transkriptionelle Regulation bei der Depolarisa-
tions — induzierten Oy - Bildung die wesentliche Rolle spielt wird durch die
Hemmung der Depolarisations - induzierten O," - Bildung durch Inaktivie-
rung der GTPase rac mittels Toxin B gestitzt. Weiterhin konnten wir als
Folge der Depolarisation in unseren Immunoblotanalysen die Zunahme
von der kleinen GTPase rac in der partikularen Fraktion, welche die Zell-
membran enthélt, feststellen. Diese Umverteilung von rac aus der zytoso-

lischen in die partikulare Fraktion war abhangig von einer Tyrosinkinasen
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aktivitat, da nach Hemmung der Tyrosinkinasen mit Genistein diese Um-

verteilung nicht mehr nachzuweisen war.

Unsere Daten zeigen also, dal3 die Depolarisation initial zur einer ver-
starkten, Tyrosinphosphorylierungs — abhéngigen Membrantranslokation
der GTPase rac fuhrt. Die Tyrosinphosphorylierung geht dabei in der Si-
gnalkaskade voraus und scheint die Bedingung fur die rac — Translokation
zu sein. In Leukozyten ist die essentielle Rolle von rac fur die Aktivierung
der leukozytaren NAD(P)H — Oxidase bereits gut untersucht (40;41). So
konnte auch in vitro durch Aktivierung von rac per se die Zusammenlage-
rung der Untereinheiten der leukozytaren NAD(P)H - Oxidase induziert
werden (56). Die rac — Translokation konnte in Leukozyten durch ver-
schiedene Stimuli, wie Protein Kinase C Aktivierung oder N-formyl-metho-
nyl-leucylphenylalanin induziert werden (34;40). Dusi et al. beschrieb in
Leukozyten jedoch auch eine rac — Translokation nach Behandlung der
Zellen mit TNFa, die durch Genistein, aber nicht nur Hemmung der Protein
Kinase C gehemmt wurde (40). Bisher konnte jedoch weder die Phospho-
rylierungsstelle noch die verantwortliche Tyrosinkinase néher identifiziert
werden. Parallel zu unseren Versuchen wurden Daten einer gesteigerten
Oy - Bildung einhergehend mit einer rac - Translokation nach Stimulation
mit Thrombin von einer anderen Arbeitsgruppe publiziert. Obwohl deren
Untersuchungen nicht an Endothelzellen, sondern an vaskularen glatten
Muskelzellen durchgefuhrt wurden, bieten deren und unsere Daten erst-
mals den Anhalt fur einen neuen, rac — Translokations - abhangigen
Signalweg zur Aktivierung der NAD(P)H - Oxidase in vaskularen Zellen
(141).

Bisher finden sich in der Literatur kaum Hinweise auf Membranpotential -
kontrollierte Funktionen von Endothelzellen. Allerdings moduliert das
Membranpotential deren Freisetzung vasoaktiver Substanzen. Verant-
wortlich hierbei sind jedoch meist die durch Anderungen des Membran
potentials verursachten Anderungen der intrazellularen Kalziumkonzentra-
tion, die sich auf die Produktion der Autakoide NO und PGl auswirkt. An-

derungen der Kalziumkonzentration scheinen jedoch bei der Beeinflus-
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sung der endothelialen O, - Bildung durch Anderungen des Membranpo-
tentials in unseren Untersuchungen keine Rolle zu spielen. Zwar zeigten
verschiedene Arbeitsgruppen auch eine gesteigerte endotheliale O, - Bil-
dung durch Erhéhung des intrazellularen Ca?* durch Gabe des Ca** lono-
phors A 23187 und Aktivierung der Protein Kinase C (116), jedoch kommt
es bei Depolarisation im Unterschied zu glatten Muskelzellen in Endothel-
zellen zu einer Senkung und bei Hyperpolarisation zu einer Steigerung
des intrazellularen Kalziums (66;123;160). In unseren Untersuchungen
konnte die O, - Bildung jedoch gerade durch eine Depolarisation gestei-
gert werden. Obwohl an Leukozyten keine durch Depolarisation gestei-
gerte Oz - Bildung bekannt ist, wurde das umgekehrte, namlich eine
Hemmung der leukozytaren @ - Produktion durch Hyperpolarisation in
der Tat beschrieben (142).

Fur einen potentialabhangigen Signaltransduktionsmechanismus mussen
auch Spannungs - abhangige lonenkanéle in der Membran diskutiert wer-
den. Bisher wurden jedoch Spannungs - abhangigen lonenkanalen im En-
dothel allenfalls eine untergeordnete Rolle zugeschrieben (135), so z.B.
auch den Spannungs - und cAMP - abhangig regulierten Chloridkanéalen,
die am Endothel beschrieben wurden (59;138;182). Interessant ist jedoch,
dal3 im respiratorischen Epithel durch Veranderung der Chloridkonzentra-
tion membrangebundene Kinasen aktiviert wurden (128). Somit scheinen
spannungsabhangige Chloridkanéale, die die intrazellulare Chloridkonzen
tration veradndern, in der Lage zu sein, Kinasenaktivitdt zu modulieren. Ein
entsprechender Mechanismus ist in Endothelzellen bisher nicht bekannt,
mul3 aber weiter untersucht werden. Interessant sind weiterhin Daten, die
bei einigen spannungsabhangigen Kaliumkanalen, insbesondere bei sog.
Shaker Kanalen beschreiben, dafl} deren beta Untereinheit einerseits die
K" Leitfahigkeit der Kanale modifiziert und gleichzeitig eine Funktion als
Oxidoreduktase mit dem Co - Faktor Nicotinamid mit grof3en Sequenzho-
molgien zur NAD(P)H — Oxidase im aktiven Zentrum wahrnimmt. Dadurch
koénnte sich eine direkte Verbindung von Membranpotentialanderungen zu
einer intrazellularen Enzymaktivitat herleiten (62;121). Bisher wurde nie

gezeigt, ob dies insofern eine funktionell Rolle spielt, als da’ eine Radi-
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kalproduktion durch diese Kandle stattfindet (39). Unseren Ergebnissen
nach, scheinen diese Kanéle bei Membranpotentialanderungs - abhangi-
gen Oy - Bildung in Endothelzellen wahrscheinlich keine Rolle zu spielen.
So gibt es in HUVEC bisher, im Gegensatz zu Endothelzellen von Koro-
nararterien (42) und bovinen Aorten (176), keine Hinweise auf Spannungs
- abhangige Kaliumkanale. Weiterhin sprechen unsere Befunde, die einer
Tyrosinphosphorylierungs — und rac — Translokation involvierende Signal-
transduktion bei der Depolarisations - induzierten endothelialen O, - Bil-
dung gegen eine direkte Potential — sensitive O, - Produktion der NAD(P)
H — Oxidase.

Die Beschreibung und Aufklarung der Depolarisations — induzierten O, -
Produktion ist von grof3em Interesse, da bei vielen pathophysiologischen
Bedingungen mit Membranpotentialanderungen der glatten Muskel - und
Endothelzellen auch eine veradnderte G," - Bildung beobachtet wurde. So
beschrieb z.B. Al Medhi et al. eine Depolarisation von Endothelzellen als
Folge von Ischamie in Rattenlungen (4). Auch beim Diabetes mellitus, bei
dem ebenfalls eine gesteigerte endotheliale O, - Bildung nachgewiesen
wurde (151), existieren Daten, die auf pathologische Membranpotential-
veranderungen hinweisen. So fand sich in Mesenterialarterien diabeti-
scher Ratten eine reduzierte Azetylcholin - induzierte Hyperpolarisation
(50). AuBerdem wurde in Zerebralarterien diabetischer Ratten eine ver-
starkte Depolarisation auf Druck und gleichzeitig eine geringere An-
sprechbarkeit auf K*a1p Kanal Offner beobachtet (198).

Die durch Depolarisation gesteigerte endotheliale O, - Bildung durch eine
NADP(H) - Oxidase, die in dieser Arbeit aufgezeigt wurde, kann weiterhin
bei der Pathophysiologie der essentiellen Hypertonie von Bedeutung sein.
So wurde einerseits gezeigt, dal3 erhdohter Druck eine Depolarisation von
glatten Muskelzellen (65;91) zur Folge hat. Andererseits fuhrte eine akute
Druckerhéhung in Koronararterien des Hundes zu einer Steigerung der
Serotonin — induzierten Vasokonstriktion, die durch vorherige Gabe von
SOD verhindert werden konnte (33). Weiterhin zeigte sich auch in Arte-
riolen des Muskel Gracilis von Ratten bei hohem Druck eine Abschwa-

chung der NO - mediierten Vasodilatation, wobei diese Reduktion der Di-
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latation in Anwesenheit des ' - metabolisierenden Enzyms SOD nicht
nachgewiesen werden konnte (77). Auch in dem Modell der essentiellen
Hypertonie der spontan hypertensiven Ratten (SHR), wurde sowohl eine
veranderte Reagibilitdt des Membranpotentials auf Azetylcholin (49), als
auch eine NADH - abhéangige gesteigerte O, - Bildung gezeigt. Inwiefern
diese geschilderten Anderungen der O, - Bildung auf gleichzeitige Ande-
rungen des endothelialen Membranpotentials zurtickzufuhren sind, ist bis-
her noch nicht untersucht und bedarf sicherlich noch weiterer Studien.
Dennoch stellt die von uns gezeigte Depolarisations — induzierte Aktivie-
rung der NAD(P)H - Oxidase in Endothelzellen einen neuen Erklarungs-
ansatz fur den Mechanismus der gesteigerten O, - Bildung in Gefalden,

welche erhoéhten Druck ausgesetzt sind, dar.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dal3 die
NADP(H) - Oxidase im humanen Endothelzellen vorhanden ist und dort
auch einen wesentlichen Beitrag zur basalen O, - Bildung leistet. Mem-
branpotentialanderungen beeinflussen die Aktivitat dieser NAD(P)H - Oxi-
dase, wobei durch Depolarisation die endotheliale O, - Bildung erhdht und
durch Hyperpolarisation mittels Offnung von K'atp Kanélen gesenkt wird.
Tyrosinphosphorylierungs - abhangige Signalschritte, sowie die Aktivie-
rung und Translokation der niedermolekularen GTPase rac stellen dabei
einen entscheidenden Schritt in der Signaltransduktion dar und kénnen
damit ein neues interessantes Ziel fur die therapeutische Kontrolle der en-
dothelialen O, - Bildung sein. Da Oy in der Physiologie und Pathophysio-
logie des vaskularen Systems durch die Interaktion mit NO und seine Wir-
kung als Signalmolekil einen wichtigen Platz einnimmt, kbnnen diese Er-
gebnisse weiterhin dazu dienen, die Mechanismen von pathophysiologi-

schen Veranderungen von Oy bei Gefal3erkrankungen weiter aufzuklaren.
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Zusammenfassung

Reaktive — Sauerstoff - Spezies (ROS) spielen in der Physiologie und Pa-
thophysiologie des vaskuldren Systems eine wichtige Rolle. So kommt es
z.B. bei Hypertonie, Atherosklerose, Ischamie / Reperfusion und weiteren
Krankheiten und Stoffwechselstérungen, wie z.B. Hypercholesterinamie
und Diabetes mellitus zu einem Ungleichgewicht zwischen Sauerstoffradi-
kalbildung und anti - oxidativen Mechanismen. Superoxidanionen (Oy)
spielen insofern eine besondere Rolle, als sie durch direkte Interaktion
endotheliales NO inaktivieren, so dal3 es seine vasodilatatorische, anti —
proliferative und plattchenaggregationshemmende Funktion nicht mehr
voll erfillen kann. Damit ist O, mal3geblich an der Induktion der
Endotheldysfunktion beteiligt. Bei Beginn dieser Arbeit gab es erste
Hinweise, dal3 eine der leukozytdren NAD(P)H - Oxidase &hnlichen
Oxidase auch im Endothel existiert und wesentlich zur endothelialen O, -
Bildung beitragt. Wenig erforscht waren jedoch die
Regulationsmechanismen dieser Oxidase. Ein bisher noch nicht bekannter
Stimulus zur Steigerung der endothelialen O, - Bildung wurde 1996
beschrieben. In Endothelzellen aus bovinen Pulmonararterien fuhrte eine
Depolarisation zu einer gesteigerten Oy - Bildung. Dies kann insofern von
Bedeutung sein, als es sowohl unter physiologischen, als auch
pathophysiologischen Bedingungen zu akuten oder chronischen
Veranderungen des endothelialen Membranpotentials kommt. In dieser
Arbeit wurde nun untersucht, ob eine NAD(P)H — Oxidase in der Tat auch
in humanen Endothelzellen vorhanden ist, ob sie im Gegensatz zur
leukozytaren Form konstitutiv aktiv ist, und welchen Beitrag sie zur ba-
salen endothelialen O, - Bildung leistet. Weitere Untersuchungen in
HUVEC sollten zeigen, ob und wie sich sowohl De — als auch Hyperpolari-
sation der Zellmembran auf die O, - Bildung auswirken, welches Enzym
hierbei eine Rolle spielt und welche Signaltransduktionsmechanismen
beteiligt sind. Zur Q" - Messung an vaskuladren Zelen war die Verwen
dung der Lucigenin — Chemilumineszenz — Methode etabliert, so dal’ auch
hier anfanglich mit dieser Methode gearbeitet wurde. Da jedoch dann Be-

funde veroffentlicht wurden, die zeigten, dafld Lucigenin in Enzymsyste-
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men, die sonst kein oder nur wenig O,  produzieren, zu einer erheblichen
O - Bildung fuhrte, muf3te mit weiteren Methoden der Q" - Messung
Uberprift werden, ob diese Nachteile auch unter unseren Versuchsbedin-
gungen auftraten. Verwendet wurden hierzu die MCLA - verstarkte Che-
milumineszenz, die NBT — und Cytochrom C — Methode. Mit diesen ver-
schiedenen, voneinander unabhangigen Methoden zeigte sich, daf3 in
Anwesenheit von NADH Lucigenin selbst zu einer wesentlich gesteigerten
O, - Bildung in Lysaten von humanen Umbilikalvenenendothelzellen
(HUVEC) fuhrt. Daher wurde zur Untersuchung der endothelialen O, - Bil-
dung in dieser Arbeit schlieZlich nur die Cytochrom C Methode verwendet.
Zur Uberprifung der Auswirkungen der verwendeten Substanzen auf das
Membranpotential wurde die MembranpotentialmeRmethode mittels dem
Potential — sensitiven Fluoreszenzfarbstoff Bis - oxonol aufgebaut und
verwendet. Intakte HUVEC zeigten eine basale O, - Produktion, die durch
bekannte Inhibitoren der leukozytaren NAD(P)H — Oxidase, mit unter-
schiedlichen Wirkmechanismen signifikant gehemmt wurde (Diphenyle-
niodonium ca. 48%, Phenylarsenoxid ca. 34% ). Ebenso resultierte die In-
aktivierung des GTP - bindenden - Proteins rac mit Clostridium difficile To-
xin B in einer signifikanten Reduktion der basalen endothelialen O, - Pro-
duktion um ca. 30%. Weiterhin konnte gezeigt werden, dal3 nach Aufhe-
bung der zellularen Integritéat durch das Lysieren der HUVEC die Gabe
von NADH eine um ca. 2.7 fach erhdhte O, - Produktion im Vergleich zu
NADPH bewirkte. Mit Hilfe der Immunfluoreszenz bzw. rtPCR konnten aw-
Berdem zumindest ein Teil der leukozytdren NAD(P)H — Oxidase Unter-
einheiten, p67°"* und gp91P"* auch in HUVEC nachgewiesen werden.
Zur gezielten Depolarisation des Membranpotentials wurden ein Puffer mit
erhdhter Kaliumkonzentration (90 mM), der nicht selektive Kalium — Kanal
- Blocker Tetrabutylammonium Chlorid (1 mM) und das Kation — lonophor
Gramicidin (1 pM) verwendet. Die basale endotheliale @ - Produktion
wurde durch diese Substanzen in ahnlichem Ausmalfd (~ 60% ) signifikant
gesteigert (n=23, p<0.01). Dagegen senkte die Hyperpolarisation durch
Offnung von Katp Kanalen mittels Hoe 234 (1 mM) signifikant die O, - Bil-
dung. Nach Aufldsung der zellularen Integritat zeigten zuvor depolarisierte
Zellen (1h bzw. 6h ) eine gesteigerte NADH - abhangige O, - Bildung, die
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jedoch nicht mit einem erhéhten mRNA Gehalt von Untereineinheiten der
NAD(P)H - Oxidase assoziiert war. Die Depolarisation induzierte sowohl
eine gesteigerte Tyrosinphosphorylierung von verschiedenen, bisher noch
nicht naher charakterisierten Proteinen (90 - 110 kD), als auch eine signifi-
kante Steigerung der Membranassoziation des G - Proteins rac. Die Inak-
tivierung von rac unterdriickte dabei den steigernden Effekt der Depolari-
sation auf die endotheliale O, - Bildung. Weiterhin bewirkte die Hemmung
von Tyrosinkinasen mit Genistein (30 uM, n=15) sowohl eine Aufhebung
der durch Depolarisation gesteigerten O, - Bildung als auch der damit as-
soziierten rac — Translokation. Zusammenfassend kann aus diesen Daten
geschlossen werden, dal3 eine der leukozytaren Form ahnliche NADP(H) -
Oxidase in humanen Endothelzellen vorhanden ist, bei deren Regulation
das kleine G -Protein rac ein wichtige Rolle spielt. Im Gegensatz zu Leu-
kozyten zeigte sich im Endothel jedoch eine konstitutive, bevorzugt NADH
— abhangige, O, - Bildung. Membranpotentialanderungen beeinfluf3ten die
Aktivitat dieser NAD(P)H - Oxidase, wobei durch Depolarisation die en-
dotheliale Oy~ Bildung erhoht und durch Hyperpolarisation mittels Offnung
von K'atp Kanalen gesenkt wird. Tyrosinphosphorylierungs - abhangige
Signalschritte, sowie die Aktivierung und Translokation der GTPase rac
stellen einen entscheidenden Schritt in der Signaltransdukion der durch

Depolarisation - gesteigerten O, - Bildung dar.
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