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1. Einleitung

Herz-Kreislauferkrankungen sind weiterhin die fiihrende Todesursache in der westlichen
Welt. Es miissen daher Anstrengungen unternommen werden, um diese Erkrankungen mog-
lichst im Frithstadium zu erkennen und entsprechende TherapiemaBBnahmen einzuleiten, bevor
schwerwiegende Folgeerkrankungen wie Schlaganfall, Herzinfarkt oder arterielle Verschluss-
krankheit auftreten. Diesen klinischen Manifestationen liegen in aller Regel atheroskleroti-
sche Gefaflveranderungen zugrunde, deren Ursachen multifaktoriell sind. Neben klassischen
Risikofaktoren wie der arteriellen Hypertonie, Diabetes mellitus und Hypercholesterindmie
zdhlen hierzu auch verbreitete Lebensgewohnheiten wie Bewegungsmangel, fettreiche Ernéh-
rung und Ubergewicht sowie das Rauchen. Neben einer erhdhten Aufklirungsarbeit zur Pri-
vention von Herz-Kreislauferkrankungen gilt es, die zugrunde liegenden molekularen Mecha-

nismen zu verstehen, um neuartige Ansatzpunkte fiir die Therapie zu entwickeln.

Die vorliegende Arbeit wird sich mit den Folgen der Aktivierung des Renin-Angiotensin-
Aldosteron-Systems - als einem gemeinsamen pathophysiologischen Element von Gefal3er-
krankungen - auf die vaskuldre Biologie beschéftigen. Dabei sollen vor allem die Effekte der
AMP-abhéngigen Proteinkinase (AMPK) auf vaskuldren oxidativen Stress, die Stickstoffmo-

noxid-Bioverfiligbarkeit und die Endotheldysfunktion untersucht werden.

1.1 Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) ist neben dem katecholaminergen Sys-

tem das bedeutendste hormonelle System zur Regulation des Blutdrucks (Abbildung 1). Im
Wesentlichen bildet das RAAS eine Kaskade von Hormonen und Enzymen, die durch die
Freisetzung von Renin aus den juxtaglomeruldren Zellen der Niere als Ort der Synthese ge-

startet wird.' Die Renin-Freisetzung wird durch die folgenden Mechanismen streng reguliert.

e Der Sympathikus kann iiber das adrenerge/noradrenerge System durch die Stimulation

von Bi-Rezeptoren der juxtaglomeruldren Zellen die Renin-Freisetzung erhdhen.



e Die Barorezeptoren des Vas afferens (Blutgefdl3, das die Glomeruli mit Blut versorgt)
reagieren auf verminderten Perfusionsdruck im Gefdl mit erhohter Reninausschiit-
tung, wahrend ein erhohter Perfusionsdruck die Reninausschiittung senkt.

e Die Natriumchloridkonzentration (NaCl) im distalen Tubulus der Niere wird durch
sogenannte Macula-densa-Zellen erfasst. Verringert sich die NaCl-Konzentration im
distalen Tubulus, so wird die Renin-Freisetzung gesteigert. Erhoht sich die NaCl-
Konzentration, so verringert sich die Renin-Ausschiittung.

e Auch Prostaglandine (PGI, und PGE,) scheinen eine steigernde Wirkung auf die Re-

nin-Freisetzung zu haben."

Renin selbst hat als Protease keine bisher nachgewiesene GefaBBwirkung, spaltet aber aus
Angiotensinogen (0,-Globulin aus der Leber) das Dekapeptid Angiotensin I ab. Angiotensin I
hat selbst auch wenig biologische Wirkung, es stellt jedoch das Substrat des Angiotensin-
Conversions-Enzyms (ACE), einer zinkhaltigen Peptidase, dar. Diese Peptidase wird neben
anderen Zelltypen vor allem in Endothelzellen exprimiert und setzt dort aus Angiotensin I das
Oktapeptid Angiotensin II frei. Dieses Peptid ist der stirkste bekannte Konstriktor peripherer
und renaler Arteriolen und wirkt bis zu 40fach stirker vasokonstriktorisch als Noradrenalin.
Weiterhin fiihrt die Angiotensin II-Produktion zur Aldosteronsekretion aus den Glomerulosa-
zellen der Nebennierenrinde. Die Wirkungen von Angiotensin II sind vielfdltig und beschrin-
ken sich nicht auf das vaskuldre System. So bewirkt Angiotensin II neben der Vasokonstrikti-
on auch Kontraktionen des Uterus. Diese Systeme werden vor allem iiber den AT;-
Rezeptorsubtyp angesprochen, der eine Signalkaskade in Gang setzt, die die Konstriktion von
glatten Muskelfasern einleitet. Abbildung 1 zeigt eine schematische Darstellung des Renin-

Angiotensin-Aldosteron-Systems.'
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Abbildung 1. Essentielle Komponenten des Renin-Angiotensin-Aldosteron-System: Synthese-, Frei-
setzungs- und Wirkungsorte der einzelnen Substanzen (AT, = Angiotensin-Rezeptor 1). Fiur Details
siehe Text (verandert nach’).

Die Freisetzung von Angiotensin II durch das in Endothelzellen exprimierte ACE hat zur
Folge, dass der G¢- und Gi,-Protein gekoppelte AT -Rezeptor aktiviert wird und dies die Ak-
tivierung der Phospholipase C (PLC) in der glatten GefaBmuskulatur nach sich zieht. Abbil-

dung 2 zeigt die beschriebenen Vorgénge.
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Abbildung 2. Vorgange bei Vasokonstriktion: Angiotensin Il wirkt Gber den AT;-Rezeptor und fihrt zu
einer Aktivierung der PLC; auch Adrenalin und Vasopressin / ADH wirken Uber die Aktivierung der
PLC, die durch die Bildung von IP; und DAG eine Muskelkontraktion und andere Effekte hervorruft.

Fiir Details siehe Text (verandert nach’).

Die aktivierte Phospholipase C setzt Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP,) zu Inosi-
tol-1,4,5-trisphososphat (IP3) und 1,2-Diacylglycerol (DAG) um. Das gebildete IP; fiihrt zu
einem intrazelluliren Ca®>"-Anstieg durch Freisetzung aus dem endoplasmatischen Retikulum
(ER). Der Anstieg von Ca®" in der Zelle fiihrt zu einer Calmodulin-vermittelten Phosphorylie-
rung und Aktivierung der Myosin-Leichtkettenkinase, die die Kontraktion ermdglicht." > Ne-
ben IP; aktiviert DAG ebenfalls entscheidende Signalkaskaden. Die Aktivitdt der Proteinkina-
se C (PKC) wird durch DAG gesteigert, wodurch es zur Expression von Protoonkogenen
kommt, die die proliferative Wirkung von Angiotensin IT auf GefiBmuskelzellen erkliren.*
Eine weitere Funktion der PKC ist die Aktivierung der NADPH-Oxidasen, die als das wich-
tigste Enzymsystem zur Entstehung des vaskuldren oxidativen Stresses gelten. Uber den ge-

steigerten oxidativen Stress kann Angiotensin II auflerdem eine Endotheldysfunktion auslé-



sen, die dabei zugrunde liegenden molekularen Mechanismen werden im nichsten Abschnitt

erliutert.>

1.2 Funktion und Dysfunktion des Endothels
Das Endothel kleidet als einzelne Zellschicht alle Blutgefa3e des Korpers aus und stellt den

Kontakt zwischen dem strémenden Blut und der GefiBwand her.” So werden alle Anderungen
im Blut, z.B. Konzentrationsdnderungen vasoaktiver Substanzen oder metabolische Faktoren,
vom Endothel wahrgenommen und an die GefiBwand weitergeleitet.” Als 1980 R. Furchgott
den ,,endothelium derived relaxing factor (EDRF) nachwies, wurde die herausragende Be-
deutung des Endothels fiir die Regulation der Gefaf3funktion und auch die Entstehung von
kardiovaskuliren Krankheiten durch eine Endotheldysfunktion allgemein anerkannt.' Ende
der 80er Jahre zeigte sich dann durch Studien mit Nitrovasodilatoren, dass der EDRF mit
Stickstoffmonoxid identisch ist und als endogener Stimulator der 16slichen Guanylatzyklase
fungiert.® * Damit ist NO das kleinste endogen gebildete bioaktive Molekiil. Es wird durch die
NO-Synthase aus der Aminosédure L-Arginin gebildet. Das im Endothel gebildete NO diffun-
diert leicht in benachbarte Zellen und beeinflusst so nicht nur den Tonus der Gefille, sondern
moduliert auch die Zellmigration, beeinflusst Prozesse der Strukturierung von extrazellulérer
Matrix sowie das Wachstum glatter Muskelzellen, hemmt die Thrombozyten- und Monozy-
tenaggregation sowie deren Adhésion und Infiltration. Weiterhin beeinflusst und reguliert das
Endothel die Blutgerinnung und reagiert auf im Blut zirkulierende Substanzen wie Hormone,
Zytokine und Wachstumsfaktoren. Auch physikalische Stimuli wie pulsatile Dehnung oder
verdnderte Scherkrifte werden durch das Endothel wahrgenommen und auf unterschiedlichen
Signalwegen weitergeleitet.” 7 Diese wichtigen Vorginge kénnen nur durch ein intaktes,
funktionierendes Endothel geleistet werden, wodurch der Funktion des Endothels eine heraus-

ragende Bedeutung in der Homoostase des Gefdf3tonus zukommt.

Die Funktion des Endothels und die Regulation des Gefdfitonus unterliegen einem komple-
xen System von Signalwegen, die iiber Vasodilatoren und Vasokonstriktoren gesteuert wer-
den. Bekannte Vasokonstriktoren wie Noradrenalin, Adrenalin, Angiotensin II, Endothelin-1,
Arachidonsdureprodukte (Thromboxan A, = TxA;) binden direkt an Rezeptoren der Gefal3-
muskelzellen, die dann iiber G-Proteine die Phospholipase C (PLC) aktivieren. Diese Aktivie-
rung bedingt, dass aus Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP;) Inositol-1,4,5-trisphosphat



(IP3) und 1,2-Diacylglycerol (DAG) gebildet werden und es zu einer Kontraktion glatter
Muskelzellen kommt (Abbildung 2).

Im Gegensatz dazu ist das Endothel durch die Bildung von NO durch die endotheliale NO-
Synthase der wichtigste Mediator der Vasodilatation. NO hat unter anderem aufgrund seiner
hohen Membranpermeabilitit, die eine rasche Diffusion tiber mehrere Zellschichten ermog-
licht, eine herausragende biologische Wirksamkeit, die sich nicht nur auf unmittelbar benach-
barte Strukturen beschrdnkt. Durch die Reaktion mit NO-Akzeptoren wie Himoglobin, My-
oglobin oder Eisen-Schwefelkomplexen werden Protein- oder auch Rezeptoraktivititen beein-
flusst. So wird auch die l6sliche Guanylatzyklase (sGC) durch Bindung von NO an seine
Him-Gruppe aktiviert, und es kommt zu Bildung des ,,second messengers* cGMP.* '° Hier-
durch wird die cGMP-abhéngige Proteinkinase (PKG) aktiviert und damit die Phosphorylie-
rung des Rezeptors fiir [P; und des IPs;-Rezeptor-assoziierten cGMP-Kinase Substrats (IRAG)
vermittelt. Diese Phosphorylierungen hemmen die Freisetzung von Ca’" aus dem ER, wo-
durch die Vasodilatation eingeleitet wird. Gleichzeitig kénnen K'-Kanile durch Phosphory-
lierung aktiviert werden, was zu einer Hyperpolarisation der Muskelzelle und zu einem ver-
minderten Ca®" Einstrom in die Zelle fiihrt. Abbildung 3 fasst die genannten Vorginge zu-

sammen.l’ 31
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Abbildung 3. Wichtige lokale Effektorsysteme, die den peripheren Gefaltonus regulieren: Der Gefald-
tonus wird Uber die Bildung von NO und Uber die Aktivierung der I6slichen Guanylatzyklase reguliert.
Durch Bildung von cGMP wird die cGMP-abhangige Proteinkinase aktiviert, die durch Phosphorylie-

rungsreaktionen die Vasodilatation einleitet. Fiir Details siehe Text (verandert nach1).

Diese Regelkreise zeigen die essentielle Rolle von NO und der endothelialen NO-Synthase
fiir die Gefdlregulation. Nur ein intaktes Endothel kann die bedarfsgesteuerte Vasodilatation
durch eine ausreichende NO-Bioverfligbarkeit garantieren und damit die Homdostase des

GefaBsystems aufrechterhalten.

Ein essentieller Baustein in dieser streng regulierten Balance ist die NO-Synthase, deren
Aktivitit durch Phosphorylierung des Enzyms, dessen subzelluldre Lokalisation sowie durch
Cofaktoren und die Bindung an andere Proteine reguliert wird. Die Produktion von NO aus L-
Arginin hiangt von der vollstindigen Aktivierung des eNOS-Homodimers ab, die durch Bin-

dung von Ca/Calmodulin, Depalmitoylierung, Oxidation des Eisen-Schwefel-Clusters, den



Cofaktor Tetrahydrobiopterin, Entfernung von Caveolin-1 und die Freisetzung von eNOS aus
Caveolen bestimmt wird.'"" ' Weitere aktivierende und inhibierende Vorgiinge sind die akti-
vierende Akt-vermittelte Phosphorylierung an Serin 1177 (Akt = Proteinkinase B) und die
inhibierende Proteinkinase C-vermittelte Phosphorylierung an Threonin 495. Die Dephospho-
rylierung an Threonin 495 durch die Proteinphosphatase 1 kann zur Aktivitdt beitragen und

erfolgt als Reaktion auf Bradykinin.'* '*

Weiterhin kann die Aktivitit der eNOS durch Anderungen ihrer Genexpression gesteigert
bzw. reduziert werden."” '® Diese Regelkreise weisen auf eine sehr wichtige, aber auch kriti-
sche Funktion der eNOS hin. Eine wichtige Rolle spielt hierbei der essentielle Cofaktor BH4
(Tetrahydrobiopterin), dessen Fehlen oder Oxidation zu einer Entkopplung der NO-Synthase
filhrt und damit zur Endotheldysfunktion beitragen kann, wie im ndchsten Abschnitt noch

detailliert dargestellt wird.'” Abbildung 4 zeigt die Struktur des eNOS-Komplexes.

NO Blosynthests“ NO Synthesis Uncoupled NOS
= Fe¥'—= NADPHIH: O, Synthesis
L-Cit |
“NO SCys
H,0

1 L-HO-Arg
1
= Fle:‘ = e = felte=
| BH,' BH, |
SCys SCys

1/2 NADP*  1/2 NADPH/H*

H T A

- N._R1 I No RT .BH

BH, | j/=.=.= | :|/ i
iy e A

I - BHyH*
CysS . -SCys og?_o CysS——SCys \
/Zn\ 2 ’ ONOO- Ny_RI ogqq-
CysS SCys CysS—SCys g N’i‘N I Hj/ i
Oxidation of Zinc-Sulfur-Cluster BH,

Oxidation of Tetrahydrobiopterin

Abbildung 4. Struktur der humanen eNOS, blau: Eisenporphyrin, griin: Substrat L-Arginin, schwarz-
gelb: P450 bindender, axialer Eisen-Thiolat-Ligand von Cystein, lila: Cofaktor BH,4, rot: Zink-Thiol-

Komplex bildende Cysteine, braun: Zn**. Fiir Details siehe Text (verandert nach® ).



Zu einer endothelialen Dysfunktion (Endotheldysfunktion (ED)) kann es bei einer massiven
Verminderung der NO-Produktion oder einer vermehrten NO-Inaktivierung, in erster Linie
vermittelt durch freie Sauerstoffradikale, kommen. In diesem Zustand kann das Gefal3 nicht
mehr auf endogen und exogen induzierte Verdnderungen mit einer entsprechenden Regulation
des GefaBtonus reagieren. Diese Storung der Endothelfunktion gilt als Vorstufe von
makroskopischen Gefallverdanderungen, wie sie im Rahmen der Atherosklerose auftreten und
ist bei Vorliegen kardiovaskulédrer Risikofaktoren wie arterieller Hypertonie, Diabetes melli-
tus, Hypercholesterindimie und Rauchen hiufig. In der Entstehung der Endotheldysfunktion
spielt der oxidative Stress eine entscheidende Rolle. So filhren zum Beispiel lokal erhdhte
Angiotensin II-Spiegel zu einer gesteigerten Aktivierung des AT;-Rezeptors, was zur ver-
stirkten Bildung von DAG und somit zur dauerhaften Aktivierung der PKC fiihren kann. Das
kann die Aktivierung von NADPH-Oxidasen bewirken, und es kommt zu gesteigertem vasku-
laren oxidativem Stress. Hieraus resultiert ein Anstieg freier Radikale, von denen insbesonde-
re Superoxidanionen sehr schnell mit NO reagieren, damit das freie NO inaktivieren und eine

Endotheldysfunktion auslésen kdnnen.

Der Dilatator NO kann also durch erhdhte Konzentrationen von Superoxidanionen abgefan-
gen werden, wodurch einerseits die protektiven Eigenschaften von NO vernichtet werden,
andererseits zusétzlich ein noch potenteres Oxidanz, Peroxynitrit (ONOO), gebildet wird.
Peroxynitrit reagiert besonders mit Him- und Hédmthiolathaltigen sowie mit Eisen-Schwefel-
Cluster Proteinen, die meist tyrosinnitriert (bzw. oxidiert) und damit inaktiviert werden.'®**
Beispiele sind die Prostazyklinsynthase und die Mangan-Superoxiddismutase (MnSOD), die

beide durch die genannte Reaktion inaktiviert werden und somit ihre protektiven Funktionen

verlieren.

Die endotheliale NO-Synthase nimmt im Zusammenhang des oxidativen Stresses eine Son-
derstellung ein. Bei Oxidation des Cofaktors BH4 oder durch Oxidation des Zink-Thiolat-
Clusters verliert dieses Enzym nicht nur die protektiven Eigenschaften der NO-Produktion,
sondern es kommt zu einer Entkopplung, wodurch durch Ubertragung der Elektronen auf mo-
lekularen Sauerstoff zusitzliches Superoxidanion gebildet wird.” Die NO-Bioverfiigbarkeit
wird somit durch zwei unabhéngige Mechanismen verringert: einerseits wird der basale Ge-
halt an NO durch die Reaktion mit Superoxid reduziert und andererseits die NO-Produktion
durch die Entkopplung der endothelialen NO-Synthase vermindert.



1.3 Oxidativer Stress
Als oxidativer Stress wird eine Stoffwechsellage bezeichnet, in der die Produktion von reak-

tiven Sauerstoff- bzw. Stickstoffspezies (eng. reactive oxygen / nitrogen species, kurz ROS /
RNS) das physiologische Ausmal tiberschreitet und die vorhandenen antioxidativen Schutz-
mechanismen (Superoxiddismutasen oder Katalase, niedermolekulare Antioxidanzien wie
Ascorbat) nicht ausreichen.”* Zu den im Organismus produzierten Sauerstoffradikalen, die im
Zusammenhang mit oxidativem Stress von Bedeutung sind, zdhlen das Hydroxyl-Radikal
(OH™), das Superoxidradikal O, sowie sein Dismutationsprodukt Wasserstoffperoxid (H,O,).
Dem Superoxidradikal wird im GefdB3system die liberragende Rolle zugeordnet, da es wegen
seiner Allgegenwértigkeit und der bedeutenden Wechselwirkung mit NO eine zentrale Funk-
tion in der Ubermittlung von Pathomechanismen innehat.” NO ist ebenfalls ein Radikal, das
wegen seiner relativen Reaktionstrdgheit nur mit einigen Biomolekiilen Reaktionen eingeht.
Peroxynitrit, das Produkt der Reaktion von NO" und O, " ist hier wichtig, da es ein viel poten-

18, 19

teres Oxidanz ist als die beiden vorgenannten, was durch seine Beteiligung an der Entste-

hung kardiovaskulirer Krankheiten und neurodegenerativer Prozesse belegt wird.'% 2% >%

Zu den Quellen des oxidativen Stresses im kardiovaskuldren System zéhlen die NADPH-
Oxidase, die mitochondriale Atmungskette, die Xanthinoxidase und die entkoppelte NO-
Synthase. Diese Quellen sollen nachfolgend detailliert dargestellt werden.

1.2.1 NADPH-Oxidasen

NADPH-Oxidasen sind hier die einzige Superoxidquelle, deren physiologische Funktion
tatsdchlich die Produktion von Superoxid darstellt, die insbesondere fiir die Abwehr schidli-
cher Mikroorganismen durch neutrophile Granulozyten essentiell ist. Ein Fehlen dieses En-
zymsystems verhindert die Eliminierung von Mikroorganismen und fiihrt zum klinischen Bild
der chronischen Granulomatose. Dariiber hinaus gibt es Hinweise, dass die basale ROS Pro-
duktion durch NADPH-Oxidasen in verschiedenen Geweben wichtige Signalfunktionen iiber-
30, 31

nimmt, wie z.B. Angiogenese und Neovaskularisierung,

der Insulinwirkung.** ** ** % Ein weiterer Nebeneffekt der NADPH-Oxidase besteht in der

oder die zelluldre Vermittlung

Steigerung der ROS-Produktion anderer Enzymsysteme.



Zur letzteren Gruppe kann unter anderem die endotheliale NO-Synthase gezidhlt werden, die
durch die Degradation eines Cofaktors (Tetrahydrobiopterin BH4) entkoppelt werden kann
und dadurch statt Stickstoffmonoxid Superoxidradikale produziert.*® Auch die Xanthinoxido-
reduktase kann durch eine primdre ROS-Quelle, z.B. die NADPH-Oxidase, in die Superoxid-
generierende Form, die Xanthinoxidase, konvertiert werden, worauf folgend genauer einge-

gangen wird.>’
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Abbildung 5. Schematisches Diagramm mit Beispielen unterschiedlicher NADPH-Oxidase-Isoformen
und Teilreaktionen, sowie die zellulare Distribution: NOXA1 und NOXO1 sind Homologe zu p67ph°X
und p47”"* die fiir die Aktivierung der NOX1 benétigt werden; NOX4 benétigt diese Untereinheiten
nicht, sondern wird transkriptionell reguliert. VSMC = vascular smooth muscle cell, EC = endothelial
cell (verandert nach®).

Die NADPH-Oxidasen wurden zuerst in neutrophilen Granulozyten beschrieben, wo sie bei

der nichtspezifischen Abwehr von Mikroorganismen grofle Mengen an Superoxid und Proto-



nen freisetzen.”' Die phagozytire NADPH-Oxidase besteht aus zwei membranstindigen Un-
tereinheiten (p22™ und gp91P"** = NOX-2), die ein Flavocytochrom (Cytochrom b558) bil-
den. Der Prozess des Elektronentransfers von NADPH auf molekularen Sauerstoff wird durch
die Translokation von verschiedenen zytosolischen regulatorischen Untereinheiten (p47ph0x,
p67°™*, p40P™* und Rac) an das Cytochrom b558 reguliert. Erst nach vollstindiger Assoziati-
on der Untereinheiten kann der Elektronentransfer ablaufen. Die Entdeckungen vieler ver-
schiedener Homologe von gp91°™* fiihrten zu einer ganzen Familie von NADPH-Oxidasen,
die jeweils nach der membransténdigen grofiten Untereinheit als NOX-1 — 5 benannt wurden
(NOX steht dabei fir NADPH-Oxidase), wobei NOX-2 der gp91P"* entspricht. Verschiedene
Isoformen und Zusammensetzungen der zytosolischen Untereinheiten wurden zum Beispiel in
GefaBmuskelzellen (VSMCs, engl. vascular smooth muscle cells),39 in Endothelzellen,40 ad-
ventitialen und kardialen Fibroblasten*' aber auch in Kardiomyozyten42 identifiziert (siche
Abbildung 5). Die gewebsspezifischen Expressionsmuster deuten auf unterschiedliche Funk-
tionen hin. Die einzelnen NOX-Isoformen unterscheiden sich durch die Calcium-

Abhingigkeit, die Assoziation mit zytosolischen Untereinheiten sowie eine konstitutive oder

induzierbare Aktivitét.

In Endothelzellen werden die NOX-2 und NOX-4 Isoformen exprimiert, wobei auch schon

4346

die Expression von NOX-1 und NOX-5 in diesen Zellen beschrieben wurde. Dabei ist zu

unterstreichen, dass die NOX-4 Isoform 20fach hoher exprimiert vorliegt als NOX-2,*” kon-
stitutiv aktiv ist und die konventionellen, zytosolischen Untereinheiten fiir die Aktivierung
nicht benétigt (siehe Abbildung 5). Moglicherweise libernehmen diese Isoformen unterschied-

liche Funktionen durch ihre unterschiedliche subzelluldre Lokalisierung innerhalb der Endo-

thelzelle. > *

Die Aktivierung der NADPH-Oxidase wird durch die Translokation der verschiedenen zy-
tosolischen Komponenten an die Zellmembran erreicht, die durch verschiedene Stimuli (An-
giotensin II, Endothelin I, Wachstumsfaktoren, Cytokine, physikalische Krifte) ausgelost
werden kann. Dazu gehért primir die Bindung von p67°™ an die Aktivierungsstelle von

NOX-2, um die katalytische Aktivitit zu initiieren. Dieser Prozess wird durch die Bindung

7phox 2phox

von p4 und p2 ermOglicht. Neben der Rac-Bindung an den Enzym-Komplex stellt

7ph0x

die Phosphorylierung der p4 Untereinheit einen entscheidenden Schritt in der Aktivie-

7phox

rungskaskade dar, weil dieser Schritt flir die p4 Translokation an die Membran essentiell



ist. Die Rac-Untereinheit wird durch Isoprenylierung moduliert, um die Translokationsinfor-
mation an die Membran zu erhalten. Dazu wird wiederum die Aktivitdt der 3-Hydroxy-3-
Methylglutaryl-CoenzymA-Reduktase benotigt. Weiterhin konnen alle Untereinheiten iiber
die Expression der entsprechenden Genregionen reguliert werden. Diese komplexen Regulati-
onsmechanismen stellen die Wichtigkeit der Regulation, aber auch die Gefahrlichkeit einer
Dysregulation der NADPH-Oxidase fiir das vaskuldre System dar. So verstirkt eine Steige-
rung der endothelialen ROS-Produktion sowohl die Genese der endothelialen Dysfunktion als
auch die endotheliale Aktivierung, was zur Entstehung von Hypertonie, Atherosklerose und
vaskulédrer Inflammation beitrdgt. Besonders sind hier die Inaktivierung von NO durch die
Superoxidradikale und die damit einhergehende Peroxynitritbildung zu nennen, die gleichzei-

tig andere Enzymsysteme, wie die Prostaglandinsynthase, in ihrer Aktivitit beeintridchtigen.

Aber nicht nur die NADPH-Oxidasen konnen als mogliche vaskulidre ROS-Quellen in Be-
tracht gezogen werden, auch die mitochondriale Atmungskette wurde als wichtige Quelle des

oxidativen Stresses identifiziert (siche 1.2.2).

1.2.2 Mitochondriale Atmungskette
Mitochondrien sind zytoplasmatische Organellen mit zwei Membranen, deren wichtigste

Aufgabe darin besteht, aus Fettsduren und Zuckern universell nutzbare Energie in Form von
ATP fiir die Zellarbeit bereitzustellen. Die Mitochondrien enthalten dafiir die Enzyme des
Citratzyklus, der Fettsdureoxidation und vor allem die Komplexe der Atmungskette. Die mi-
tochondriale Atmungskette besteht aus vier multiheteromeren Komplexen, die in die innere
Membran der Mitochondrien eingebettet sind. Durch die Energie des Elektronenflusses ent-
lang der Komplexe der Atmungskette wird ein Wasserstoffionengradient iiber die innere Mi-
tochondrienmembran aufgebaut, der schlieBlich zur ATP-Synthese durch die ATP-Synthase
genutzt wird. Als Donatoren von Elektronen stehen die Reduktionsédquivalente NADH und
FADH,; aus dem Citratzyklus zur Verfligung. Coenzym Q und Cytochrom c sind ebenfalls
Bestandteile der Atmungskette und dienen als ,,Elektronen-Shuttles* zwischen den Komple-

xen. Abbildung 6 zeigt die vier Atmungskettenkomplexe mit ihren Funktionen.

Komplex I besitzt zwei prosthetische Gruppen, FMN und ein Eisen-Schwefel-Cluster, die

Elektronen von NADH {ibernehmen und diese in die Elektronentransportkette einschleusen.



Die Ubertragung der zwei Elektronen erfolgt auf Coenzym Q (auch Ubichinon (Q) genannt),
wodurch es zum Ubichinol (QH;) reduziert wird. Durch diesen Elektronentransfer kdnnen
vier Protonen (H") von der Matrix in den Intermembranraum der Mitochondrien gepumpt
werden, was zum Aufbau des Protonengradienten beitrdgt. Komplex II besteht aus dem Suc-
cinat-Q-Reduktase-Komplex, der die Oxidation von Succinat zu Fumarat katalysiert. Das da-
bei gebildete FADH,; gibt seine Elektronen direkt an den Eisen-Schwefel-Cluster ab, die dann
auf Coenzym Q iibertragen werden. Die Anderung der freien Energie ist hierbei (FADH,-Q-
Reduktase) im Gegensatz zur NADH,-Q-Reduktase zu gering, um gleichzeitig Protonen in
den Intermembranraum zu pumpen. Deshalb wird bei der Oxidation von FADH, weniger
ATP gebildet als bei der Oxidation von NADH,. Komplex III ist eine Cytochrom c-
Reduktase, die die Elektroneniibertragung vom Ubichinol (QH;) auf Cytochrom c katalysiert
und dabei gleichzeitig Protonen durch die innere Mitochondrienmembran pumpt. Komplex IV
ist der letzte der protonenpumpenden Komplexe der Atmungskette und iibertragt die Elektro-
nen vom reduzierten Cytochrom ¢ zum molekularen Sauerstoff (O,) als letztem Akzeptor. Die
ATP-Synthase nutzt den aufgebauten Protonengradienten (protonenmotorische Kraft) zur
ATP-Synthese. Die Funktionen der einzelnen Komplexe sind essentiell fiir das Uberleben der

Zellen, da sie ATP fiir die Funktionen der Zelle herstellen.** >



Complex | Complex Il Complex lll Complex IV

Succinate Fumarate
NADH NAD*

Abbildung 6. Schematisches Diagramm der vier Atmungsketten-Komplexe: Komplex | ist die NADH-
Dehydrogenase, die Elektronen auf Ubichinon (Q) Ubertragt und als Protonenpumpe fungiert; Kom-
plex Il oxidiert Succinat zu Fumarat und Ubertragt ebenfalls die Elektronen auf Ubichinon (Q), fungiert
dabei aber nicht als Protonenpumpe; Komplex lll, die Ubichinol-Cytochrom c-Reduktase tUbernimmt
die Elektronen von Ubichinol und Ubertragt diese auf Cytochrom c, wobei Protonen gepumpt werden
koénnen; die Cytochrom-Oxidase oder Komplex IV tbernimmt die Elektronen vom reduzierten Cytoch-

rom c und Ubertragt diese auf den Endakzeptor, molekularen Sauerstoff (verandert nach5°).

Durch den Elektronenfluss in der Atmungskette werden vor allem an Komplex I und III

durch Ein-Elektronen-Reduktionen Sauerstoffradikale produziert.’" >

Unter normalen physio-
logischen Bedingungen werden diese Radikale durch die antioxidativen Abwehrmechanismen
abgefangen und schnell unschidlich gemacht. Werden die Abwehrmechanismen iiberfordert,
sie konnen die gebildeten Superoxidradikale nur unzureichend abgefangen werden und es

>4 Viele Arbeiten beschiftigen sich in den

kommt zum mitochondrialen oxidativen Stress.
letzten Jahren mit dieser pathophysiologischen Situation, ithren Auswirkungen auf das kardio-
vaskulire System und méglichen Kreuzverbindungen zu den NADPH-Oxidasen.*” *** > Dabei
scheinen die Mitochondrien eine der wichtigsten Quellen fiir oxidativen Stress im Diabetes
mellitus zu sein und sind insbesondere fiir die makrovaskuldren Komplikationen verantwort-
lich.”® Auch neurodegenerative Krankheiten wie LHON (Leber’sche hereditire Optikusneuro-

retinopathie) sind auf dysfunktionelle Mitochondrien zuriickzufiihren.™



1.2.3 Xanthinoxidoreduktase
Die Xanthinoxidoreduktase ist neben den NADPH-Oxidasen und der mitochondrialen At-

mungskette die dritte Hauptquelle des vaskuldren oxidativen Stresses. Die Xanthinoxidore-

duktase (XOR) wurde 1902 von F. Schadinger in Milch identifiziert und besitzt zwei durch

Proteolyse interkonvertible Formen, die Xanthinoxidase und die Xanthindehydrogenase.’”*

Diese beiden Formen katalysieren die Konversion von Hypoxanthin zu Xanthin und von Xan-

thin zu Harnsdure, den beiden terminalen Reaktionsprodukten der Purin-Degradation.®’

Dabei unterscheiden sich die beiden homodimeren Formen darin, dass die Xanthinoxidase
(XO) ausschlieBlich Sauerstoff und die Xanthindehydrogenase (XDH) sowohl Sauerstoff als

auch NAD" reduzieren kann, mit der groBeren Affinitit zum Letzteren.”” ©°

AMP H,0 GMP H,0
Nukleotidase Nukleotidase
P, P,
Adenosin Guanosin
22 B P
Adenosin- u;:;r- ”
deaminase nuho?sof:o as.':se
NH;, pliespaory Ribose-1{P]
Inosin Guanin
Purin- P, H.,O
nuklieosidase ;
h - Adenosin-
-phiosphiotylase deaminase
Ribose-1{Pp] NH,
O r o A 2 O
H,0+0, H,O+0,
2 H* + 0, 2H +0,- H
N
HN HN HN
O
Xanthm- Xanthin-
oxidase ox:dase N N
H H
Hypoxanthin Xanthin Harnsaure

Abbildung 7. Reaktionen der Purin-Degradation durch die Xanthinoxidase: die Xanthinoxidase kataly-
siert die beiden terminalen Reaktionen der Purin-Degradation von Hypoxanthin zum Xanthin zur Harn-
saure; die Elektronen werden auf Sauerstoff libertragen, wobei Wasserstoffperoxid gebildet wird. Die
physiologische Reaktion wird durch die Xanthindehydrogenase katalysiert, die NAD" als Elektrone-
nakzeptor verwendet; (verandert nach®).



Die Xanthinoxidase riickte vor allem in den Fokus der Forschung, als die Bildung von Su-
peroxid und die damit potentiell pathophysiologische Rolle der Oxidase bekannt wurde.®*®
Mit der Entdeckung von oxidativem Stress als Faktor in der Entstehung von vaskuldren Er-
krankungen, wurde der Xanthinoxidase als ROS-generierendes Enzym eine pathologische
Funktion in der Hypercholesterindmie nachgewiesen.®” 1999 konnte zudem von Houston et al.
gezeigt werden, dass die Xanthinoxidase die Vasorelaxation negativ beeinflussen konnte, in-
dem die NO-abhingige cGMP-Produktion im glatten Gefimuskel inhibiert wurde.®® Weiter-
hin konnte in vielen klinischen Studien gezeigt werden, dass Allopurinol, ein Xanthinoxidase-
Inhibitor, den NO-stimulierten Blutfluss bei Rauchern und Diabetikern stimulieren kann.*” ™
Auch der Einfluss der Xanthinoxidase in der Pathologie der Hypertension konnte durch Swei

et al. 1999 aufgezeigt werden, weil die Inaktivierung der Xanthinoxidase in Ratten zu einem

deutlich niedrigeren Blutdruck fiihrte, als in den Kontrolltieren.”!

1.4 AMP-abhdiingige Proteinkinase (AMPK)
Die AMP-abhingige Proteinkinase wurde 1973 erstmals durch die Arbeitsgruppen Gibson
und Kim unabhéngig voneinander beschrieben, damals noch in Unkenntnis ihrer Struktur und

. 72,73
Funktion. ™

Die beiden Arbeitsgruppen beschrieben jeweils ein Enzym, das AMP-abhéngig
die Schliisselenzyme der Cholesterinsynthese (HMG-CoA-Carboxylase) bzw. der Fettsduren-
synthese (Acetyl-CoA-Carboxylase) inhibierte. Es dauerte mehr als zehn Jahre, bis die Eng-
lander Grahame Hardie und David Carling 1986 zeigen konnten, dass es sich um ein und das-
selbe Enzym handelte, das von ihnen in ,,AMP-abhéngige Proteinkinase* umbenannt wurde.”*
Die AMP-abhéngige Proteinkinase ist ein hochkonserviertes Enzym, das in allen Eukaryoten
vorkommt, was darauf hindeutet, dass die Urform dieses Enzyms bereits seit ca. einer Milli-

arde Jahren existiert.”*

Die AMPK ist ein heterotrimerer Komplex (afy), bestehend aus der katalytischen -
Untereinheit und den beiden regulatorischen Untereinheiten B und y. Alle Untereinheiten
werden von zwei bis drei Genen kodiert und liegen daher als Gemisch verschiedener Isofor-
men vor (al, a2, B1, B2, v1, v2, v3).” 7® Die Kombinationsméoglichkeiten der drei verschiede-
nen Untereinheiten mit zusdtzlichen Splice-Varianten weisen auf groe Variabilitidt der Kom-

plexe hin.” Die Doménenstruktur der Untereinheiten ist in Abbildung 8 schematisch darge-



stellt. Die a-Untereinheit, die in zwei Isoformen ausgepragt ist (al, a2), enthilt die konventi-
onelle Kinase-Doméne am N-Terminus und die Komplexbildungs-Domine am C-Terminus,
die es ermdglicht, die beiden anderen Untereinheiten zu binden.”” Die B-Untereinheit weist
zwel konservierte Regionen auf, die urspriinglich als KIS und ASC Doméne benannt wur-
den.”® Die ASC Domine ist verantwortlich fiir die Komplexbildung mit der o- und der y-
Untereinheit, wihrend die KIS-Domine die Bindungsstelle fiir Glykogen beherbergt.” Die N-
terminalen Regionen der y-Untereinheiten sind in Grof3e und Sequenz unterschiedlich, an die-
se schlieflen sich vier konservierte Tandemrepeats (CBS-Doménen) an, die fiir die ATP- bzw.

AMP-Bindung verantwortlich sind.***!

¢ Untereinheiten
Regulative Kinasen

e / (upstream)
|

N — Kinase - Doméane Komplexbildungs - Domane (— C

B Untereinheiten

N — KIS ASC __C
hitiheg Komplexbildung

v Untereinheiten

N — | cBs1 CBS 2 CBS 3 ces4 | —C  #1
N — CBS 1 CBS 2 CBS 3 cs4 | —C 42
N = CBS 1 CBS 2 CBS 3 cs4 | —C 43

. _/

ANMP/ATP Bindungs-Domiinen

Abbildung 8. Domanenstruktur der drei AMPK-Untereinheiten a, f und y: Die zwei Isoformen der a-
(a1, a2) und B-Untereinheiten (B1, p2) haben sehr ahnliche Strukturen und sind daher nicht einzeln
aufgefiihrt; die Isoformen der y-Untereinheit enthalten variable N-Termini mit ungeklarter Funktion

(verandert nach’™>°).



Die Funktionen des AMPK-Komplexes werden oftmals als zelluldrer Energiesensor, Kraft-
stoffmesser oder Energiemanager beschrieben, was die metabolischen Wirkungen auch sehr

74,8284 Der entscheidende Parameter ist das zellulire Verhiltnis von AMP

treffend formuliert.
zu ATP, das viel sensitiver ist als das Verhiltnis von ADP zu ATP.® Ist das Verhiltnis von
AMP zu ATP erhoht, so werden katabole Reaktionen wie die Glykolyse oder die oxidative
Phosphorylierung aktiviert und gleichzeitig anabole Reaktionen, die ATP verbrauchen, inhi-
biert. So sind zum Beispiel Schliisselenzyme von Biosynthesewegen wie 3-Hydroxy-3-
Methylglutaryl-CoA-Reduktase (Cholesterinsynthese), Acetyl-CoA-Carboxylase (Fettsduren-
synthese) oder die Glykogensynthase zu nennen.*® Durch dieses System kann das Uberleben

der Zelle auch unter Bedingungen des zelluliren Energiemangels gesichert werden.** %"

Die Regulation des AMPK-Komplexes basiert auf drei Moglichkeiten, die alle iiber die
AMP-Konzentration bestimmt und durch hohe Konzentrationen von ATP antagonisiert wer-
den.74 76
(1) Der erste Mechanismus ist die allosterische Aktivierung der AMPK durch die Bindung

von AMP. Diese Bindung steigert die Aktivitdt maximal fiinffach und ist von der Be-
schaffenheit des AMPK-Komplexes abhéingig.

(2) Dartiber hinaus unterstiitzt die AMP-Bindung einen zweiten Mechanismus der
AMPK-Aktivierung: die Affinitdt von vorgeschalteten (engl. upstream) Regulator-
Kinasen, z.B. des Tumorsuppressors LKB1 zur AMPK wird erhéht.* Diese Regula-
tor-Kinasen phosphorylieren die a-Untereinheit an dem konservierten Threonin 172
im so genannten Aktivierungsring (engl. acitvation loop), was zu einer 50 — 100fachen
Steigerung der AMPK-Aktivitit fiihrt.”®

(3) Die AMP-Bindung an den AMPK-Komplex wirkt nicht nur allosterisch aktivierend,
sondern ist auch in der Lage, den Komplex vor der Dephosphorylierung des Threonin-
Restes zu schiitzen.”

Dass AMP iiber drei Angriffspunkte eine Aktivierung des Komplexes hervorrufen kann,
fiihrt zu einer deutlichen Sensitivititssteigerung des Systems, indem nur eine kleine Anderung
des AMP zu einer proportional stirkeren Aktivierung der AMPK-Aktivitit fiihrt.*® Dieses
System ist ein Beispiel fiir die sogenannte ,,Multistep-Sensitivitit™, die durch ein Signalmole-

91,92 - .
7% Ein wel-

kiil ausgeldst wird, welches mehr als nur einen Schritt einer Kaskade bestimmt.
terer, die Sensitivitdt beeinflussender Faktor, ist das Vorkommen von vier CBS-Domaénen, die

die kooperative Bindung von zwei Molekiilen AMP erméglichen.”



Die Regulation durch AMPK wird in intakten Zellen durch jegliche Art von Stress ausge-
16st, der den ATP-Verbrauch erhoht oder die ATP-Produktion inhibiert.”* Neben einer teils
physiologischen Verminderung der ATP/AMP-Relation, wie sie im Rahmen einer Gewebs-
ischdmie oder Hypoxie auftritt (z.B. bei Ausdauertraining, aber auch durch stenosierende Ge-
faBverdnderungen), zihlen hierzu auch Stimuli wie Hitzeschock, metabolische Zellgifte wie
Arsen oder Inhibitoren der mitochondrialen Atmungskette oder auch der oxidative Stress.”””®
Um das System und dessen Wirkung zu untersuchen, miissen Methoden angewandt werden,
die es ermoglichen, die Aktivitit der AMPK zu manipulieren, ohne eine ATP-Depletion ein-
zuleiten, was neben der AMPK-Aktivierung auch andere AMP-abhingige Enzymsysteme
oder Stoffwechselwege beeinflussen konnte. Eine etablierte Methode zur pharmakologischen
AMPK-Aktivierung stellt die Gabe von 5-Aminoimidazol-4-Carboxamid-Ribonukleosid
(AICAR) dar, welches von der Zelle aufgenommen wird und zu 5-Aminoimidazol-4-
Carboxamid-Ribonukleosid-Monophosphat (ZMP) phosphoryliert wird. ZMP aktiviert die
AMPK direkt als AMP-Analogon.®® * ' Abbildung 9 zeigt schematisch die Metabolisierung

von AICAR.
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Abbildung 9. Mechanismus der AICAR-Wirkung in intakten Zellen: AICAR wird Uber die Plasma-
membran transportiert und im Zytoplasma durch die Adenosinkinase phosphoryliert; entstandenes

ZMP (5-Aminoimidazol-4-Carboxamid-Ribonukleosid-Monophosphat) ist in der Lage, die AMPK zu

aktivieren, kann aber auch verzogert zu AMP umgebaut werden (verandert nach86).

1.5 Stand der Forschung

In den letzten Jahren ist die AMPK immer mehr in den Fokus der vaskuldren Forschung
geriickt, da man zeigen konnte, dass sich die Funktionen dieses Enzyms nicht nur auf den
Energiestoffwechsel beschrinken. Es konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass die AMPK
iiber eine Phosphorylierung an Serin 1177 oder die Bindung an heat shock protein 90 (hsp90)
eine Aktivierung der NO-Synthase induzieren kann.”® Weiterhin erwies sich durch die Arbeit
der Gruppe um K. Walsh, dass die AMPK als positiver Mediator der Angiogenese fungiert,'"’
was durch Untersuchungen der Angiogenese im Skelettmuskel in vivo bestitigt wurde.'® Ein
weiterer Hinweis, dass die AMPK im vaskuldren System eine entscheidende Funktion ein-
nimmt, zeigten wieder Nagata et al.: In ihrer Arbeit machten sie deutlich, dass die Aktivierung
der AMPK eine Inhibition des durch Angiotensin II-induzierten GefdBmuskelzellwachstums

zur Folge hatte.* Gleichzeitig konnte durch eine Aktivierung der AMPK mittels AICAR die



Hyperglykdmie-induzierte Endothelzellapoptose aufgehalten werden, was die Gruppe um N.

Ruderman zeigte.'”

Alle hier aufgefiihrten AMPK-gesteuerten Vorgédnge, wie Endothelzell-
apoptose, Gefdmuskelwachstum, Angiogenese und oxidativer Stress, tragen zur Entstehung
von vaskuldren Krankheiten essentiell bei, wurden aber bisher nur in Zellkultur untersucht.
Daten {iiber eine Modulation der AMPK-Aktivitdt durch pharmakologische Substanzen, wie
AICAR, oder genetische Deletionen und deren Wirkung auf die Endothelfunktion, oxidativen

Stress und vaskuldre Inflammation wurden in vivo bisher nicht erhoben und sind Gegenstand

der vorliegenden Arbeit.

1.6 Zielsetzung
Ziel dieser Arbeit ist es, Effekte der vaskuldren AMPK-Aktivitét in vivo auf die Endothel-

funktion, den oxidativen Stress, die NO-Bioverfiigbarkeit und die vaskuldre Inflammation zu
untersuchen. Als Tiermodell fiir oxidativen Stress wurde die chronische Angiotensin II-
Infusion verwendet, die in diesem Zusammenhang bereits durch mehrere Arbeitsgruppen gut

5, 6, 104

charakterisiert ist. Es ist bekannt, dass die chronische Angiotensin II-Behandlung den

vaskuldren oxidativen Stress erhoht, eine Endotheldysfunktion auslost, den arteriellen Blut-

35, 105, 106 . .
i Vor diesem Hinter-

druck steigert und auch eine vaskuldre Inflammation induziert.
grund sollen die Effekte der pharmakologischen AMPK-Aktivierung einerseits und deren

Inhibition tiber die Deletion der a1l AMPK-Isoform andererseits untersucht werden.

Die pharmakologische AMPK-Aktivierung sollte mit dem AMP-Analogon AICAR erreicht
werden, das, wie oben beschrieben (siehe Abbildung 9), in intakten Zellen aufgenommen und
zu ZMP phosphoryliert wird.*> *° Da der Doppel-Knockout fiir beide katalytischen Unterein-
heiten der AMPK (a1 und a2) bei Mausen embryonal letal ist (ca. 10,5 Tagen nach Empfang-
nis), wurde als Kompromiss in dieser Arbeit zur AMPK-Inhibition ein Knockout der vaskulér

vorherrschenden a1l AMPK-Isoform gewahlt. 107

Weiterhin sollen Ratten verwendet werden, denen Telemetriekatheter implantiert werden
um die durch Angiotensin II induzierte Hypertonie fiir die Tiere stressfrei zu verfolgen. Alle
weiteren Untersuchungsmethoden beziiglich Radikalmessungen, Stickstoffmonoxidmessun-
gen oder die Untersuchung der Endothelfunktion von intakten Aortensegmenten werden im

nachfolgenden Material und Methoden Teil detailliert beschrieben.



2. Material und Methoden

2.1 Chemikalien / Reagenzien

Produkt
(R)-(-)-Phenylephrinhydrochlorid

1,1-Diphenyl-1-picryl-hydrazyl,
freies Radikal
2-Mercaptoethanol

Acetylcholinchlorid
Acetonitril Optigrade

Acrylamid/Bis Losung 40% 29:1
(3,3%C)

Agarose ElektrophoreseGrad

AICAR (5-Aminoimidazol-4-
carboxamid-1-beta-d-
ribonucleosid)

Albumin Fraktion V (BSA)

AMPK IRES-Fa2 (5'-GGG CTG
CAG GAA TTC GAT ATC AAG
C-3")

AMPK 3.0 Ral (5'-CCT TCC
TGA AAT GAC TTC TGG TGC-
3"

AMPK al wt forw. (5'AGC CGA
CTT TGG TAA GGA TG-3")

AMPK al wtrev. (5'-CCC ACT
TTC CAT TTT CTC CA-3")

Angiotensin II (AT II), human
Aprotinin (from bovine lung)
APS (Ammoniumpersulfat)

Aqua ad iniectabilia Braun
BenchMark™ Protein Ladder

Bernsteinsduredinatriumsalz, He-
xahydrat (Succinat)

Cat.#
P6126
D9132

M6250
A6625

SO-9128-
B025
161-0146

15510-027

A611700

8079.3

7937 156

7937 157

7937 154

7937 155

10383
A6279
A3678
3450317

10747-012

14170

Firma, Sitz
Sigma-Aldrich, D-21147 Hamburg
Sigma-Aldrich, D-21147 Hamburg

Sigma-Aldrich, D-21147 Hamburg
Sigma-Aldrich, D-21147 Hamburg

LGC Standards GmbH,
D-46485 Wesel

BIORAD Laboratories GmbH,
D-80939 Miinchen

Invitrogen GmbH, D-76131 Karlsruhe

Toronto Research Chemicals Inc.,
CA-M3J 2J8 North York, On.

Carl Roth GmbH, D-76185
Karlsruhe

Eurofins MWG Operon,
D-85560 Ebersberg

Eurofins MWG Operon,
D-85560 Ebersberg

Eurofins MWG Operon,
D-85560 Ebersberg

Eurofins MWG Operon,
D-85560 Ebersberg

Fluka & Riedel, D-30918 Seelze
Sigma-Aldrich, D-21147 Hamburg
Sigma-Aldrich, D-21147 Hamburg

B.Braun Melsungen AG,
D-34209 Melsungen

Invitrogen GmbH, D-76131 Karlsruhe

Fluka & Riedel, D-30918 Seelze



Bio-Rad D¢ Protein Assay
Reagent A

Bio-Rad D¢ Protein Assay
Reagent B

Bio-Rad D¢ Protein Assay
Reagent S

Braunol® (Providon-lod)

Bromphenol-Blau

Butangas (Flaschen fiir Fireboy)
CaCl, (Calciumchlorid)
Cytochrom c

D-(+)-Glukose 45%

D-Glukose (a-D(+). Glukose-
Monohydrat

Dako REAL™ Hematoxylin

DHE (Dihydroethidium)
Direct PCR Lysis Reagent (Tail)

D-Mannitol
DMSO (Dimethylsulfoxid)

DNA Molecular Weight Marker
VIII

DTT (Dithiotreitol)

EDTA (Ethylendiamintetraacetat)

EDTA-free COMPLETE Protease

Inhibitor Cocktail

EGTA (Ethylenglykol-bis (ami-
noethylether)-N,N,N'N'-
Tetraessigsdure)

Essigsdure 100%

Ethidiumbromid
Forene (1-Chloro-2,2,2-

trifluoroethyldifluoromethylether)

Gel Loading Solution

500-0113

500-0114

500-0115

3864065

A2331

21102

C2506
G8769
6780.1

S2020

37291
31-101-T

17311
41639
11336 045
001
US15397

8043.1

11873580001

E4378

1.000.631.011
E1385
015-080201

G2526

BIORAD Laboratories GmbH,
D-80939 Miinchen

BIORAD Laboratories GmbH,
D-80939 Miinchen

BIORAD Laboratories GmbH,
D-80939 Miinchen

B.Braun Melsungen AG,
D-34209 Melsungen

AppliChem, D-64291 Darmstadt

Fluka & Riedel, D-30918 Seelze
Sigma-Aldrich, D-21147 Hamburg
Sigma-Aldrich, D-21147 Hamburg
Carl Roth GmbH, D-76185 Karlsruhe

Dako Deutschland GmbH,
D-22769 Hamburg

Fluka & Riedel, D-30918 Seelze
PEQLAB Biotechnologie GmbH,
D-91052 Erlangen

Fluka & Riedel, D-30918 Seelze
Fluka & Riedel, D-30918 Seelze
Roche, D-68305 Mannheim

AmershamlLife Science,
GB-HP7 9NA Buckinghamshire

Carl Roth GmbH,
D-76185 Karlsruhe

Roche, D-68305 Mannheim

Sigma-Aldrich, D-21147 Hamburg

Merck KGaA, D-64293 Darmstadt
Sigma-Aldrich, D-21147 Hamburg

ABBOTT GmbH & Co KG,
D-65205 Wiesbaden

Sigma-Aldrich, D-21147 Hamburg



Glyzerin (wasserfrei)

Glycin

HCI (Salzséure)
Hamoglobin (from bovine blood)

Heparin-Natrium-25000-
ratiopharm®

Hepes (N-(2-Hydroxyethyl) pipe-
razin-N'-(2-ethansulfonsédure) he-
minatriumsalz

Histowax

HotstarTaq Master Mix Kit
Hypoxanthin

Indometacin

K,;HPO, (Di-Kaliumhydrogen-
phosphat Trihydrat)

Kaliumiodid
KCI (Kaliumchlorid)
Ketamin HCl/Xylazin HCI Losung

L-012 (8-Amino-5-Chloro-7-
Phenylpyrido[3,4-d]pyridazin-1,4-
(2H,3H)Dion), Luminol Analogon
Leupeptin-Hydrochlorid (min. 90%
(HPLC))

Lipopolysaccharid from E.coli

L-Glutamin 200mM 100x GIBCO
L-NAME (N“-Nitro-L-
Argininmethylester)

Luminol 98%

Luzigenin (N,N’-Dimethyl-
9,9’biacridiumdinitrat)

Methanol

MgSO,4 (Magnesiumsulfat)

Microscopy Entellan®

Al123
3908.2

1. 09057
H2625
N68542.02

H2393

0374 32123

1010023
56700
17378
6878.1

1.050.400.250
A3582

K113
129-04621

L0649

L2755
25030

N5751

9253

39685

10158BG

P027.2

HX 787224

AppliChem, D-64291 Darmstadt

Carl Roth GmbH,
D-76185 Karlsruhe

Merck KGaA, D-64293 Darmstadt
Sigma-Aldrich, D-21147 Hamburg
Ratiopharm GmbH, D-89070 Ulm

Sigma-Aldrich, D-21147 Hamburg

Leica Microsystems Nussloch GmbH,

D-69226 Nussloch
QIAGEN GmbH, D-40724 Hilden

Fluka & Riedel, D-30918 Seelze
Sigma-Aldrich, D-21147 Hamburg

Carl Roth GmbH,
D-76185 Karlsruhe

Merck KGaA, D-64293 Darmstadt
AppliChem, D-64291 Darmstadt
Sigma-Aldrich, D-21147 Hamburg
Wako Chemicals GmbH,

D-41468 Neuss

Sigma-Aldrich, D-21147 Hamburg

Sigma-Aldrich, D-21147 Hamburg

Invitrogen GmbH, D-76131 Karlsruhe

Fluka & Riedel, D-30918 Seelze

Fluka & Riedel, D-30918 Seelze

Fluka & Riedel, D-30918 Seelze

VWR International GmbH,
D-64295 Darmstadt

Carl Roth GmbH,
D-76185 Karlsruhe

Merck KGaA, D-64293 Darmstadt



Milchpulver
Na-Hepes (Natrium-Hepes)

Na,HCOj3 (Dinatrium-
hydrogencarbonat)

NaCl (Natriumchlorid)

NaCl (Natriumchlorid), isotone
Kochsalz Losung 0,9% Braun

NacCl 0,9% B. Braun Ecotainer

NADPH (B-Nicotinamid-
adeninedinucleotidphosphat)

NaF (Natriumfluorid)

NaH,COs; (Natriumdihydrogen-
carbonat)

NaNj (Natriumazid)

NaOH (Natriumhydroxid)
Natriumnitrit

Natriumorthovanadat

Nitroglyzerin (Nitrolingual Infusi-
onslosung)

PBS (Phosphate buffered saline)

Pepstatin A

Peroxidase from horseradish
Type VI
Phosphatase Inhibitor Cocktail 1

Pierce ECL Western Blotting Sub-
strate ( Peroxide Solution, Luminol
Enhancer Solution)

PMSF (Phenylmethansulfonyl-
fluorid)
Ponceau S Losung

Precision Plus Protein TM Dual
Color Standards

Protease Inhibitor Cocktail

Proteinase K

T145.2

9105.4

A1046

9265.2

3820084

0082489E

N5130

6449
A1047

52002

1. 09137
0.65490500
590088

7242812

14190-094

P5318
P8375

P2850

1859701,
1859698

P7626

P7170
161-0374

P8340
1019497

Carl Roth GmbH,
D-76185 Karlsruhe

Carl Roth GmbH,
D-76185 Karlsruhe

AppliChem, D-64291 Darmstadt

Carl Roth GmbH,
D-76185 Karlsruhe

B.Braun Melsungen AG,
D-34209 Melsungen

B.Braun Melsungen AG,
D-34209 Melsungen

Sigma-Aldrich, D-21147 Hamburg

Merck KGaA, D-64293 Darmstadt
AppliChem, D-64291 Darmstadt

Sigma-Aldrich, D-21147 Hamburg

Merck KgaA, D-64293 Darmstadt
Merck KgaA, D-64293 Darmstadt
Sigma-Aldrich, D-21147 Hamburg

G. Pohl-Boskamp GmbH & Co. KG,
D-25551 Hohenlockstedt

Invitrogen GmbH, D-76131 Karlsruhe

Sigma-Aldrich, D-21147 Hamburg
Sigma-Aldrich, D-21147 Hamburg

Sigma-Aldrich, D-21147 Hamburg

Perbio Science,
B-9320 Erembodegem-Aalst

Sigma-Aldrich, D-21147 Hamburg

Sigma-Aldrich, D-21147 Hamburg

BIORAD Laboratories GmbH,
D-80939 Miinchen

Sigma-Aldrich, D-21147 Hamburg
QIAGEN GmbH, D-40724 Hilden



RNAse freies Wasser
Roti®-Histofix

Roti®-Histol

Roti® -Quant fiir 16sliche Proteine
108

SDS (=Sodium Dodecyl Sulfate)

Saccharose (Sucrose)

TBE (Tris/Borsdaure/EDTA Puffer)

TEMED (N,N,N',N'-
Tetramethylethylendiamin)

Tris(Tris(hydroxymethyl)-
aminomethan)-base
Tris(Tris(hydroxymethyl)-
aminomethan)-HCl

Triton X-100
Tween-20

VECTOR M.O.M. Peroxidase Kit

Zitronensaure

(citric acid monohydrate)

1012888
P087.3

6640.1

KO015.1

428015

S9378
161-0733

T9281

T1503

9090.3

93443
39796

PK-2200

C1909

QIAGEN GmbH, D-40724 Hilden

Carl Roth GmbH,
D-76185 Karlsruhe
Carl Roth GmbH,
D-76185 Karlsruhe
Carl Roth GmbH,
D-76185 Karlsruhe

Carl Roth GmbH,
D-76185 Karlsruhe

Sigma-Aldrich, D-21147 Hamburg

BIORAD Laboratories GmbH,
D-80939 Miinchen

Sigma-Aldrich, D-21147 Hamburg

Sigma-Aldrich, D-21147 Hamburg

Carl Roth GmbH,
D-76185 Karlsruhe

Fluka & Riedel, D-30918 Seelze

SERVA Electrophoresis GmbH,
D-69115 Heidelberg

Vector Laboratories, Inc.;
CA-9410 Burlingame, USA

Sigma-Aldrich, D-21147 Hamburg

Alle hier nicht aufgefiihrten Chemikalien oder Reagenzien wurden von der Firma Sigma-

Aldrich in Hamburg bzw. von der Firma Carl Roth GmbH in Karlsruhe bezogen.

2.2 Verbrauchsmaterialien

Produkt
Adhesive Towel (OP Abdecktuch)

Alzet Mikro-osmotische Pumpe
(0,5 pul pro Stunde fiir 7 Tage)

Alzet Mikro-osmotische Pumpe
(1 pl pro Stunde fiir 7 Tage)

Alzet Mikro-osmotische Pumpe
(10 pl pro Stunde fiir 7 Tage)

Cat.#
706500

1007

2001

2ML1

Firma, Sitz
Molnicke Health Care,
Se-40252 Goteborg, Schweden

ALZET Osmotic Pumps,
Cupertino, CA 95015-0530

ALZET Osmotic Pumps,
Cupertino, CA 95015-0530

ALZET Osmotic Pumps,
Cupertino, CA 95015-0530



BD Microlance™ 3
(0,9mmx40mm)

BD Plastipak Insulinspritze

Cellstar® PP-Test tubes, 15 ml
steril

Cig Nucleosil HPLC Saule

Cellstar® PP-Test tubes, 50 ml
steril

Einwegskalpell No. 10

Eppendorf-Pipettenspitzen
epT.L.P.S. Standard 50-1000pl

Gazin Tupfer aus Verbandmull

Gel Blotting Papier GB 002

Mersilene-0 ETHICON
nicht resorbierbar

Mesh Biopsie Kasetten
Tissue Tek®

Micro Amp Optical Well Reaction

Plate

Mini-Trans-Blot Filterpapier

Nunc Lab Tec Chamber Slide

Objekttrager

Optical Adhesive Covers

PDS*II 6-0 ETHICON
resorbierbar

PDS*II 7-0 ETHICON
resorbierbar

301300

300026

188271

100-3

227270

02.001.30.010

0030 000.919

15177

10 427 724

EH6855H

Pink-4307

4306737

170 3932

547485

1709261

4360954

Z1702H

Z1701E

Becton Dickinson GmbH,
D-69126 Heidelberg

Becton Dickinson GmbH,
D-69126 Heidelberg

Greiner Bio-One GmbH,
D-72636 Frickenhausen

Machery & Nagel GmbH & Co KG
D-52313 Diiren

Greiner Bio-One GmbH,
D-72636 Frickenhausen

Feather Safety Razor Co., LTD.,
Osaka 531-0075, Japan

Eppendorf AG, D-22331 Hamburg

Lohmann & Rauscher International
GmbH & Co. KG, D-56579 Rengsdorf

Whatman GmbH - Schleicher und
Schuell, D-37582 Dassel

Johnson & Johnson International,
BE-1932 St.-Stevens-Woluwe, Belgien

Sakura Finetechnical Europe B.V.,
Zoterwoude, Niederlande

Applied Biosystems, Foster City,
CA 94404

BIORAD Laboratories GmbH,
D-80939 Miinchen

Nalge Nunc International, Rochester
NY-14625, New York USA

Paul Marienfeld GmbH & Co KG,
D-97922 Lauda-Kd&nigshofen

Applied Biosystems, Foster City,
CA 94404

Johnson & Johnson International,
BE-1932 St.-Stevens-Woluwe, Belgien

Johnson & Johnson International,
BE-1932 St.-Stevens-Woluwe, Belgien



Pipettenspitze 200ul, gelb

Prolene* 7-0 ETHICON

Protran Nitrozellulose
Transfer Membran

Protran Nitrozellulose
Transfer Membran (DotBlot)

Rneasy® Fibrous Tissue Mini Kit
Self Sealing Septum

S-Monovette Blutentnahmesystem
(7,5 ml Z-Gel)

Sterican® Einmal-Injektionskaniile
Gr. 18, 0,45 x 25mm

Sterile Flieskompressen

TipOne 0,1-10ul Extended Length
Natural Tips

TipOne Bevelled Filter Tips
1-20pul

TipOne Extended Length Filter
Tips 0,1 - 10 pul

TipOne Filter Tips
101 - 1000 pl

TipOne Graduated Filter Tips
1-200 pl

Tissue-Tek O.C.T. ™ Compound
Vicryl* rapide 5-0 ETHICON
resorbierbar

Wundklammer Michel
(7,5x1,75mm) Aesculap

70.760.002

EH7405H

FM0485-1

10 402 588
74704
998

11.602

4665457

128348

S1110-3000

S1120-1810

S1120-3810

S1126-7810

S1120-8810

4583

V4930H

BN507R

SARSTEDT AG & Co.,
D-51582 Numbrecht

Johnson & Johnson International,
BE-1932 St.-Stevens-Woluwe, Belgien

Whatman GmbH - Schleicher und
Schuell, D-37582 Dassel

Whatman GmbH - Schleicher und
Schuell, D-37582 Dassel

QIAGEN GmbH, D-40724 Hilden

Waters Corporation, Milford, MA
01757, USA

SARSTEDT AG & Co.,
D-51582 Niimbrecht

B.Braun Melsungen AG,
D-34209 Melsungen

Fink & Walter GmbH,
D-66589 Merchweiler

STARLAB GmbH,
D-22926 Ahrensburg

STARLAB GmbH,
D-22926 Ahrensburg

STARLAB GmbH,
D-22926 Ahrensburg

STARLAB GmbH,
D-22926 Ahrensburg

STARLAB GmbH,
D-22926 Ahrensburg

Sakura Finetek Europe B.V.,
NL-2382 AT Zoeterwoude

Johnson & Johnson International,
BE-1932 St.-Stevens-Woluwe, Belgien

Aesculap AG & Co. KG,
D-78532 Tuttlingen

Alle hier nicht auf gefiihrten Verbrauchsmaterialien wurden von der Firma Sigma-Aldrich

in Hamburg bzw. von der Firma VWR International GmbH in Darmstadt bezogen.



2.3 Antikorper

Antikorper

Anti-Acetyl CoA Carboxylase
Anti-AMPKal
Anti-AMPKa2
Anti-gp91-phox

Anti-nitrotyrosine, clone 1A6

Anti-phospho-Acetyl CoA
Carboxylase (Ser79)

Anti-phospho-AMPKa (Thr172)
Anti-phospho-eNOS (Ser1177)
c-Jun Antibody

Anti-eNOS/NOS Type III
Phospho-c-Jun (Ser63)II Antibody

PhosphoDetectTM Anti-VASP
(pSer239) Mouse mAB (16C2)

a-Actinin Antibody
Anti Mouse MCP-1

Anti-Human CD68

2.4 Geridte

Produkt
Applied Biosystems 7900HT Fast
Real-Time PCR System

Biemer Anlegepinzette

Cat#
07-439

07-350

07-363

07-024

05-233

07-303

07-681

07-428

9165

610296

9261

676602

A5044
AAMA43

MO0876

Cat#
7900HT

FD568 R

Firma, Sitz

upstate cell signaling solutions;
Lake Placid, NY 12946, USA

upstate cell signaling solutions;
Lake Placid, NY 12946, USA

upstate cell signaling solutions;
Lake Placid, NY 12946, USA

upstate cell signaling solutions;
Lake Placid, NY 12946, USA

upstate cell signaling solutions;
Lake Placid, NY 12946, USA

upstate cell signaling solutions;
Lake Placid, NY 12946, USA

upstate cell signaling solutions;
Lake Placid, NY 12946, USA

upstate cell signaling solutions;
Lake Placid, NY 12946, USA

cell signaling technology, Danvers,
MA 01923, USA

BD Transduction Laboratories;
B-9320 Erembodegem, Belgien

cell signaling technology, Danvers,
MA 01923, USA

Calbiochem, Merck KGaA,
D-64293 Darmstadt

Sigma-Aldrich, D-21147 Hamburg

ADbD Serotec, OX51GE Oxford, GroB3-

britannien
DakoCytomation, DK-2600 Glostrup,
Déanemark

Firma, Sitz
Applied Biosystems,
D64293 Darmstadt

Stoss Medika, D-65205 Wiesbaden



Biemer Gefaliclip
Biomate3 Photometer
Bulldogklemmen
Bulldogklemmen
Cryostat Leica
DUROGRIP Nadelhalter
DUROTIP-Fadenschere

DUROTIP-Fadenschere

Federschere "Noyes Spring Scis-
sors - 14mm Blades"

Federschere Student Vannas Spring

Federscheren Vannas-Stil

Fluoreszenzmikroskop Axiovert
40CFL + Axiocam MR

GeneAmp® PCR System 9700
GENterphorese System
Hairclipper

Heizplatte Leica

Hitachi Sorvall Discovery (Ultra-
zentrifuge)

HPLC Apparatur
HPLC System Jasco
HPLC System Jasco

HPLC System Jasco

FD562 R
3082345
FB329 R
FB328 R
CM3050S
BMO033 R
BC210R
BC211 R
15011-12
91500-09
15000-00
40 CFL
4314878
98529
QC5090
HI1220
MI120SE
50.200.015
FP920
uv2077

AS2057

Stoss Medika, D-65205 Wiesbaden

Fisher Scientific GmbH, D-58239
Schwerte

Stoss Medika, D-65205 Wiesbaden

Stoss Medika, D-65205 Wiesbaden

Leica Biosystems Nussloch GmbH,
D-69226 Nussloch

Stoss Medika, D-65205 Wiesbaden
Stoss Medika, D-65205 Wiesbaden

Stoss Medika, D-65205 Wiesbaden

Fine Science Tools GmbH, D-69121
Heidelberg

Fine Science Tools GmbH, D-69121
Heidelberg

Fine Science Tools GmbH, D-69121
Heidelberg

Carl Zeiss Microlmaging GmbH,
D-37073 Gottingen

Applied Biosystems,
D64293 Darmstadt

GENterprise Genomics, D55128 Mainz

Philips Medizin Systeme GmbH,
D-22335 Hamburg

Leica Microsystems Nussloch GmbH,
D-69226 Nussloch

Thermo Scientific GmbH, D-63505
Langenselbold

Klaus Ziemer GmbH - Gynkotec,
D-52379 Langerwehe

Jasco Labor- & Datentechnik GmbH,
D-64823 Grof3-Umstadt

Jasco Labor- & Datentechnik GmbH,
D-64823 Grof3-Umstadt

Jasco Labor- & Datentechnik GmbH,
D-64823 GroB3-Umstadt



HPLC System Jasco
HPLC System Jasco
HPLC System Jasco
HPLC System Jasco

IKA RW 16 basic (Laborriihrer)

Innova® CO; Incubator
Brutschrank

Inversmikroskop Axiovert 40C
Irispinzette

Irispinzette
Kaltlicht Lampe KL1500 electronic
Kern KB Prizisionswaage

Klammer Applikator "Graefe For-
ceps - 0.8mm-1mm Tip"

Kiihlplatte Leica

Lumat LB 9507 (2x)
Chemilumineszenz-Counter

Magnetrithrer MR 1000
Magnetrithrer MR 3001

Mess- & AnalysePC BenQ
Chemilumineszenz Imager

Micro 22 R 1110 (Zentrifuge)

Microplate Reader MRX II Dynex
Fiir UV/Vis Absorption

Microprocessor pH-Meter

Mikroliter Spritze

Mikrotom Leica

C02067

LC Net II/
ADC

DG2080-53
PU2080 Plus

2572100

CO-170

40C
0C026 R

0C024 R
KL1500
KB 800-2

12018-12
EGI150C
LB9507

MR 1000

504-10000-00-
1

Intas Kom-
plettsystem

22R, 1110
DynexMRX II
HI 111

10644-02
RM2145

Jasco Labor- & Datentechnik GmbH,
D-64823 GroB3-Umstadt

Jasco Labor- & Datentechnik GmbH,
D-64823 Gro3-Umstadt

Jasco Labor- & Datentechnik GmbH,
D-64823 Grof3-Umstadt

Jasco Labor- & Datentechnik GmbH,
D-64823 Grof3-Umstadt

IKA® Werke GmbH & Co. KG,
D-79219 Staufen

New Brunswick Scientific Co., Inc.,
Edison, New Jersey 08817 USA

Carl Zeiss Microlmaging GmbH,
D-37073 Gottingen

Stoss Medika, D-65205 Wiesbaden

Stoss Medika, D-65205 Wiesbaden

Schott AG, D-55122 Mainz

Kern & Sohn GmbH,
D-72336 Balingen

Fine Science Tools GmbH,
D-69121 Heidelberg

Leica Microsystems Nussloch GmbH,
D-69226 Nussloch

Berthold Technologies GmbH & Co.
KG, D-75323 Bad Wildbad

Heidolph Instruments GmbH & Co.
KG, D-91126 Schwabach

Heidolph Instruments GmbH & Co.
KG, D-91126 Schwabach

Intas - Science Imaging Instruments
GmbH, D-37079 Gottingen

Andreas Hettich GmbH & Co.KG,
D-78532 Tuttlingen

ilf bioserve, D-89129 Langenau
HANNA Instruments Deutschland

GmbH, D-77694 Kehl am Rhein

Hamilton Bonaduz AG,
CH-7402 Bonaduz, Schweiz

Leica Microsystems Nussloch GmbH,



Mikropinzette

Mikropinzette

Mikroskop MSZ 5400
Fiir Gefdlpriparation

Mini Trans-Blot Electrophoretic
Transfer Cell

Mini Trans-Blot Electrophoretic
Transfer Cell

Minifold® I System (DotBlot
System)

Mini-Protean 3 Cell

Mini-Protean 3 Cell
Minispin Plus Zentrifuge

Nadeldose

Nanodrop ND-1000 Spektrophoto-
meter

Nitric Oxide Analyzer SIEVERS
280

Paraffinspender Leica
Photometer HeAios a

Pinzette Heizbar Leica

Pinzette "Dumont Mini Forceps -
Inox Style 5"

Pinzette "Graefe Forceps - 0.8mm-
Imm Tip"

Pipette Eppendorf Research 0,1 -
2,5 ul

Pipette Eppendorf Research 0,5 -
10 pl

Pipette Eppendorf Research 10 -
100 pl

Pipette Eppendorf Research 100 -
1000 pl

BD329 R

BD331 R

135401 0704

170-3930

170-3935

10447900

165-3301

165-3302

29972

BL930 R

91-ND-1000

DLM 01401-
01

EGI1120

9423 UVA
10002E

EGF

11200-14

11050-10

3111 000.114

3111 000.122

3111 000.149

3111 000.165

D-69226 Nussloch

Stoss Medika, D-65205 Wiesbaden

Stoss Medika, D-65205 Wiesbaden

A KRUSS Optronic GmbH,
D-22297 Hamburg

BIORAD Laboratories GmbH,
D-80939 Miinchen

BIORAD Laboratories GmbH,
D-80939 Miinchen

Whatman GmbH - Schleicher und
Schuell, D-37582 Dassel

BIORAD Laboratories GmbH,
D-80939 Miinchen

BIORAD Laboratories GmbH,
D-80939 Miinchen

Eppendorf AG, D-22331 Hamburg
Stoss Medika, D-65205 Wiesbaden

PEQLAB Biotechnologie GMBH,
D-91052 Erlangen

FMI GmbH, D-64342 Seeheim/Ober
Beerbach

Leica Microsystems Nussloch GmbH,

D-69226 Nussloch

Thermo / Fisher Scientific GmbH,
D-58239 Schwerte

Leica Microsystems Nussloch GmbH,

D-69226 Nussloch

Fine Science Tools GmbH, D-69121
Heidelberg

Fine Science Tools GmbH, D-69121
Heidelberg

Eppendorf AG, D-22331 Hamburg
Eppendorf AG, D-22331 Hamburg
Eppendorf AG, D-22331 Hamburg

Eppendorf AG, D-22331 Hamburg



Pipette Eppendorf Research 2,0 -
20 ul

Pipette Eppendorf Research 20 -
200 pl

Pipette Eppendorf Research 500 -
5000 pl
Power Pac TM Basic Power Supply

Programm: 7900HT Fast Real Time
System

Programm: Adobe Photoshop CS2
Version 9.0.2

Programm: Axiovision Rel 4.3

Programm: Clarity Lite Chroma-
tographie Station

Programm: Gel-Pro Analyser 6.0
(densitometrische Auswertung)

Programm: NO Analyzer Noa-
Wibn32.V1.4g

Programm: Organbad, Chart 5

Programm: Revelation 4.25

Programm: Screenshot
CHEMICAM Bildaufnahme Soft-
ware

Programm: SigmaStat Statistical
Software

Radnoti 4 Channel Tissue Bath
System

Sartorius Prézisionswaage

Schere "Iris - Delicate"
Schere "Mayo"
Schwenktisch GFL 3005

Sonopuls Ultraschallnadel

Telemetrie Katheter "Ratte" Typ
TAT11PA-C40 Implant

3111 000.130
3111 000.157
3111 000.173

164-5050

Intas Kom-
plettsystem

MRX II Soft-
ware

Intas Kom-
plettsystem

159920
LE225D
14060-10

14011-15

10201299

HD 2070, MS
73

270-0040-008

Eppendorf AG, D-22331 Hamburg
Eppendorf AG, D-22331 Hamburg

Eppendorf AG, D-22331 Hamburg

BIORAD Laboratories GmbH,
D-80939 Miinchen

Applied Biosystems,
D-64293 Darmstadt

Adobe Systems GmbH,
D-80992 Miinchen

Carls Zeiss Vision GmbH,
D-73430 Aalen

DataApex TECHLAB GmbH,
D-38173 Erkerode

Intas - Science Imaging Instruments
GmbH, D-37079 Géttingen

Sievers Instruments, Inc., Boulder, CO
80301 USA

ADInstruments GmbH,
D-74937 Spechbach

ilf bioserve, D-89129 Langenau

Intas - Science Imaging Instruments
GmbH, D-37079 Géttingen

Jandel Scientific Software GmbH,
D-40699 Erkrath

ADInstruments GmbH, D-74937
Spechbach

Sartorius AG, D-37075 Géttingen

Fine Science Tools GmbH,
D-69121 Heidelberg

Fine Science Tools GmbH,
D-69121 Heidelberg

GFL Gesellschaft fiir Labortechnik
mbH, D-30938 Burgwedel

BANDELIN electronic GmbH & Co.
KG, D-12207 Berlin

DSI Data Schiences International,
St. Paul, MN 55112 USA



Test Tube Thermostat TCR 100

Thermomixer Comfort
TissueLyser QTAGEN

Transferpette Eppendorf 200 pl

Videoprinter P93DW

Vortex-Genie (G560E) 2, 230V,
50Hz 0.5 amps

Wasserbad GFL Anova Winhorst

Western Blot Imager, CHEMICAM
HR 16

2.5 Puffer und Losungen

2.5.1 Krebs-Hepes-Puffer (KH)
NaCl

KClI

CaCl,

MgSOy4

NaHCO;

K>;HPO4

Na-Hepes

D-Glukose

9806088

5355 34840
85220

703610

Intas Kom-
plettsystem

SI-0246

1085

Intas Kom-
plettsystem

99,01
4,69
2,5
1,2
25
1,03

11,1

2.5.2 Krebs-Hepes-Puffer mit Inhibitoren (KH-I)

Aprotinin (1,2 mg/ml)
Pepstatin (2,5 mg/ml)
Leupeptin (5 mg/ml)

auf 10 ml Krebs-Hepes Puffer

100
40
10

Carl Roth GmbH,
D-76185 Karlsruhe

Eppendorf AG, D-22331 Hamburg
Retsch GmbH, D-42781 Haan

BRAND GMBH + CO KG, D97877
Wertheim

Intas - Science Imaging Instruments
GmbH, D-37079 Gottingen

Scientific Industries,
New York NY-11716 USA

GFL Gesellschaft fiir Labortechnik
mbH, D-30938 Burgwedel

Intas - Science Imaging Instruments
GmbH, D-37079 Géttingen

mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM



2.5.3 Organbad-Puffer

NaCl 118,3 mM
KCl1 4,69 mM
CaCl, 1,87 mM
MgSO4 1,2 mM
NaHCO; 25,0 mM
K,;HPO4 1,03 mM
Glukose 11,1 mM
pH 7.4

5 Liter Pufferlésung auf 37°C erwidrmen

2.5.4 Counten Membranfraktion: Tris-Puffer
Tris-HCl 50
EDTA free COMPLETE 1
auf 50 ml Tris-Puffer; pH 7.4

mM
Tablette

2.5.5 Counten Membranfraktion: Tris-DTT-Puffer

Membranfraktion Tris-Puffer pH 7,4 10
DTT 1

2.5.6 Counten Mitochondrien: Hepes-Mito

Hepes 45
Sucrose 70
Mannitol 220
EGTA 1
BSA 29
pH 7,4

2.5.7 Counten Mitochondrien: Tris-Mito-Puffer

Sucrose 340
KCl 100
Tris-HCI 20
EDTA 1

ml

mM

mM
mM
mM
mM
mM

mM
mM
mM
mM

pH 7,5



2.5.8 DPP (1,1-Diphenyl-1-picryl-hydrazyl, freies Radikal) Stock Losung (1 mM)

DPP 1 mM

In Methanol

2.5.9 DPP (1,1-Diphenyl-1-picryl-hydrazyl) Arbeits-Losung (50 nM)
DPP' Stock Losung 500 pl

ad 10 ml Methanol

2.5.10 Xanthinoxidase Aktivitit: Hypoxanthin-Puffer

Hypoxanthin 1 mM

In Dulbecco’s PBS (GIBCO), zum Losen 30 Minuten Ultraschall bei 4° C, danach Zugabe
von:

Cytochrom c 50 uM
2.5.11 Xanthinoxidase Aktivitit: Background-Puffer
Cytochrom c 50 uM

In Dulbecco’s PBS (GIBCO)

2.5.12 Homogenisierungs-Puffer

Tris-HCl 20 mM
Saccharose 250 mM
EGTA 3 mM
EDTA 20 mM

2.5.13 Homogenisierungs-Losung

Protease Inhibitor Cocktail (P8340) 100 pl
Phosphatase Inhibitor Cocktail (P2850) 100l
PMSF (0,1 M in Methanol, final 0,5 mM) 50 ul
Triton X-100 100 pl

Na-Vanadat (0,1 M in H,O, final 0,5 mM) 50 ul
Na-Fluorid (0,5 M in Methanol, final 2,5 mM) 100  pul

auf 10 ml Homogenisierungs-Puffer



2.5.14 Laemmli-Puffer (3X)
Tris-HCI pH 6,8

Glyzerin

SDS

B-Mercaptoethanol

Bromphenolblau

2.5.15SDS 10 % w/v
SDS
Aqua dest. ad 100 ml

2.5.16 APS (Ammoniumpersulfat)
APS
Aqua dest. ad 100 ml

2.5.17 SDS-PAGE: Laufpuffer
Tris-base

Glycin

SDS

2.5.18 SDS-PAGE: Trenngel-Puffer

Tris-HCl
pH 8,8

2.5.19 SDS-PAGE: Sammelgel-Puffer

Tris-HCl
pH 6,8

2.5.20 SDS-PAGE: Transferpuffer
Tris-base

Glycin

ad 800 ml Aqua dest.

+ 200 ml Methanol

125 mM

17% (v/v)
10% (W/v)
5%  (V/v)
0,01% (w/v)

10,0 ¢
10,0 ¢

25 mM
192 mM
3,5 mM
1,5 M
0,5 M
25 mM
192 mM



2.5.21 Waschlosung WB (Western Blot): TBS (tris buffered saline) (10X)

Tris base 200 mM
NaCl 1,4 M
pH 7,6

2.5.22 Waschlosung WB: TBS/T (Tween-20) (10X)
Tween-20 in Waschlosung WB: TBS 1%  (v/v)

2.5.23 Waschlosung WB: PBS (phosphate buffered saline) (10X)

NaCl 1,5 M
Na,HPO, 200 mM
NaH2P04 40 mM

2.5.24 Waschlosung WB: PBS/T (Tween-20) (10X)
Tween-20 in Waschlésung WB: PBS 1%  (v/v)

2.5.25 Waschlosung WB: PBS/TT (Tween-20, Triton X-100) (10X)
Tween-20 0,5% (v/v)

Triton X-100 3%  (V/v)

in Waschlosung WB: PBS

2.5.26 Blockmedium WB: MLK (Milchpulver)
Milchpulver in TBS/T 5%  (wW/v)

2.5.27 Blockmedium WB: BSA (Bovin Serum Albumin)
BSA in TBS/T 5%  (w/v)

2.5.28 Blockmedium WB: Haem (Haemoglobin)
Haemoglobin PBS/TT 1%  (W/v)



2.6 Tierzucht / Behandlung

Alle tierexperimentellen Versuche wurden in Ubereinstimmung mit der Deklaration von

Helsinki und der Genehmigung des Landesuntersuchungsamtes Mainz durchgefiihrt (Az 1.5
177-07/051-55 vom 20.10.2005; Az 23 177-07 / G 07-1-018 vom 17.09.2007; Az 23 177-07 /
G 07-1-029 vom 30.01.2008). Weiterhin wurden alle Experimente durch das Ethikkomitee

der Universitidtsmedizin der Johannes Gutenberg-Universitidt Mainz {iberpriift und zugelassen.

Alle Losungen wurden unter sterilen Bedingungen hergestellt und nach Erwdrmung auf 37° C

injiziert bzw. weiterverarbeitet. Behandelt wurden die Tiere in folgenden Gruppen:

Verabreichte Verabreichungs- | Abkiirzung
Gruppe | Tierstamm Dosis
Substanzen Methode (Versuch)
Osmotische
0
C57BL/6 NaCl 0,9% Lsg. Minipumpe
1 Maus CTR
PBS 200 pl s.c. Injektion
. . Osmotische
C57BL/6 Angiotensin II 1 mg/kg/Tag Minipumpe
2 Maus ATII
PBS 200 pl s.c. Injektion
Osmotische
NaCl 0,9% Lsg. .
3 CSI\Z?uI;% Minipumpe AICAR
AICAR 200 mg/kg/Tag s.c. Injektion
. . Osmotische
) C57BL/6 Angiotensin II 1 mg/kg/Tag Minipumpe AT II +
Maus AICAR
AICAR 200 mg/kg/Tag s.c. Injektion
5 FVB/B6J/129 NaCl 0,9% Lsg. Ogmphsche WT
Maus Minipumpe
FVB/B6J/129 . . Osmotische
6 Maus Angiotensin II 0,1 mg/kg/Tag Minipumpe WT + AT 11
7 | AMPR-al - o 0,9% Lsg. Osmotische AMPK -/-
Maus Minipumpe




Verabreichte Verabreichungs- | Abkiirzung
Gruppe | Tierstamm Dosis
Substanzen Methode (Versuch)
AMPK-al -/- . . Osmotische AMPK -/-
8 Maus Angiotensin II 0,1 mg/kg/Tag Minioumnpe +
purp ATII
0
g |FVB/B6I/129 Nacl 0.9% Lse. Osmotische WT
Maus PBS 200 ul Minipumpe
FVB/B61/129 Lipopolysaccharid | 15 mg/kg Einmalige
10 Maus s.c. Injektion WT+LPS
4 PBS 200 pl €
Lipopolysaccharid | 15 mg/kg Einmalige
1 FVBI\//E?JJS/ 129 s.c. Injektion WT + LPS
AICAR 200 mg/kg/Tag s.c. Injektion
. . Einmalige
” AMPK -] -/- Lipopolysaccharid | 15 mg/kg s.c. Injektion AMI:LK -/-
Maus
AICAR 200 mg/kg/Tag s.c. Injektion LPS
Osmotische
NaCl 0,9% Lsg. .
13 PGI\C/['alu‘z - Minipumpe PGC-1q -/-
PBS 200 pl s.c. Injektion
Angiotensinll | | mgkg/Tag | Oomotische PGC-1a -/
14 PGC-1a -/- nelotensin MEKENAE | Minipumpe __|_ o=
Maus
PBS 200 ul s.c. Injektion ATII
) ) Osmotische PGC-1a -/-
s PGC-10 -/- Angiotensin II 1 mg/kg/Tag Minipumpe +
Maus ATII/
AICAR 200 mg/kg/Tag s.c. Injektion AICAR
Osmotische
. Angiotensin II 1 mg/kg/Tag Minipumpe Telemetrie
16 Wistar Ratte AT II
PBS Osmotische
Minipumpe
Osmotische Telemetrie
Angiotensin II 1 mg/kg/Tag Minipumpe AT II
17 Wistar Ratte N
AICAR 200 mg/kg/Tag | Osmotische AICAR

Minipumpe




2.7 Genotypisierung der al-AMPK knock out Miuse

Die Méuse wurden zur Narkotisierung fiir ca. 20 — 30 Sekunden dem Inhalationsnarkotikum
Isofluran (5% Inhalant in Raumluft) ausgesetzt. Den narkotisierten Tieren wurde ein ca. 0,5
cm groBes Schwanzstiick (Schwanzspitze) mit einer sterilen Schere abgetrennt und sie wurden
am Ohr markiert. Die Schwanzspitze wurde in ein vorbereitetes Eppendorf Gefal} iiberfiihrt
und mit 100 pl der vorher angesetzten Direct-PCR-Ldsung (Direct-PCR Lysis Reagent (Tail)
peqlab + 1,5% Proteinase K, QIAGEN) eingebettet. Die Inkubation erfolgte iiber Nacht
(hochstens 16 Stunden) bei 55° C in einem Eppendorf Thermoschiittler bei 350 rpm. Die Pro-
ben wurden fiir 45 Minuten bei 85° C im Wasserbad inkubiert, anschliefend 30 Sekunden
zentrifugiert (Eppendorf mini spin, 14.100 x g). Die so gewonnene genomische DNA konnte
ohne weitere Aufreinigung in die Genotypisierungs-Polymerasekettenreaktion eingesetzt wer-

den.

Die Polymerasekettenreaktion, PCR (polymerase chain reaction), ermoglicht die gezielte

Amplifikation ausgewéhlter Sequenzbereiche. Diese Bereiche werden durch synthetische Ein-

109

zelstrang-Oligonukleotide, sogenannte Primer, flankiert und begrenzt ~ . Aulerdem stellen die

Primer mit ihrem 3’OH Ende die von der DNA-Polymerase bendtigten Hydroxylgruppen als

"% In diesem Fall wurden unten angegebene

111, 112

Startpunkt einer Verkniipfungsreaktion bereit.
Primer verwendet, um den Bereich des murinen al1-AMPK-Gens zu erfassen. Die ver-
wendete Taqg-Polymerase ist eine thermostabile DNA-Polymerase aus dem thermophilen Bak-
terium Thermus aquaticus.'” "% ' Zusitzlich zu den einzelstringigen DNA-Matrizen und
den Initiationsstellen, die durch die Primer gebildet werden, benotigt die Tag-Polymerase De-
soxyribonukleosidtriphosphate (ANTPs), die als Bausteine fiir den neu synthetisierten Strang

dienen, und Magnesium fiir die Aktivitit der Polymerase.''* '

Die PCR besteht prinzipiell aus drei Schritten, die nach einer initialen Denaturierung bei
94° C, wobei die Doppelstringe schmelzen, in ca. 40 — 50 Zyklen wiederholt werden. In Ab-
bildung 10 sind die Schritte schematisch dargestellt.

Beim Start der PCR folgt auf die initiale Denaturierung eine weitere ,,Denaturierungsphase*
bei 94° C. Dieser Schritt wird in jedem Zyklus wiederholt, wihrend die initiale Denaturierung

(4 — 5 Minuten) nur einmal durchgefiihrt wird.' '



Der zweite Schritt, das ,,Annealing®, besteht aus der Hybridisierung der Primer (Oligo-
nukleotide) bei einer Temperatur zwischen 50 und 60°C fiir ca. 30 Sekunden. Die Primer die-

nen dabei als Anlagerungs- und Begrenzungsstelle fiir die Taq-Polymerase.''® "1

Die ,,Elongation®, der dritte Schritt eines Zyklus, besteht aus der Erhohung der Temperatur
auf ca. 74° C zur Aktivierung der hitzestabilen Tag-DNA-Polymerase. Die optimale Tempe-
ratur und auch die Dauer konnen bei unterschiedlichen Polymerasen und Fragmentgroflen
stark differieren. Wird die Tag-Polymerase aktiviert, so heftet sie sich an einen Primer und

beginnt die Synthese eines neuen DNA-Strangs, der komplementir zum Matrizenstrang ist.''"

113-115

Durch erneute Temperaturerhdhung auf 94° C und Start eines neuen Zyklus werden die neu
synthetisierten Doppelstringe, bestehend aus einem Matrizenstrang und einem synthetisierten
Strang, wieder denaturiert. Bei dieser Methode werden DNA-Stringe theoretisch entspre-

chend der Formel 2" vervielfacht, wobei n der Zyklenanzahl entspricht.''® 31
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Abbildung 10. Zusammenfassung der drei entscheidenden Schritte der Polymerasenkettenreaktion. 1.
Schritt: Denaturierung der DNA-Matrize bei 94°C, 2. Schritt: Anlagerung = Annealing der Primer, 3.
Schritt: ,Elongation®, die Tag-Polymerase synthetisiert einen neuen DNA-Strang komplementar zum

Matrizenstrang. Danach folgt eine erneute Denaturierung der Doppelstrange zum Start einer neue
Syntheserunde (verandert nachz).



Fiir die PCR wurde das HotStarTaq MasterMix Kit von QIAGEN verwendet, das wie folgt

angesetzt wurde:

PCR Ansatz

HotStarTaq Master Mix Kit 12,5 ul
Primer WT forward 2,0 ul
Primer WT reverse 2,0 ul
Primer KO forward 2,0 ul
Primer KO reverse 2,0 pul
RNase free H,O 2,5 ul
Template DNA 2,0 ul
Totales Volumen 25,0 ul

PCR-Bedingungen

Initiale Denaturierung: 94° C 5 Minuten

Denaturierung: 94° C 30 Sekunden

Annealing / Anlagerung: 60° C 30 Sekunden 40 Zyklen
Elongation: 72°C 1 Minute

Finale Elongation: 72°C 5 Minuten

Verwendet wurden angegebene Primer-Sequenzen.'' " ''?

IRES Fa 2: 5> GGGCTGCAGGAATTCGATATCAAGC 3’
30Ral: 5 CCTTCCTGAAATGACTTCTGGTGC 3°
o-WT forward: 5> AGCCGACTTTGGTAAGGATG 3’

o-WT reverse: 5> CCCACTTTCCATTTTCTCCA 3’



Die PCR wurde in 96-Well Platten (96-Well Plates) in einem Volumen von 25 ul pro An-
satz durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte mittels eines 2%igen Agarose-Gels im Gen-
terphorese’™ System mit anschlieBender Ethidiumbromid-Fiarbung und UV-Belichtung im

Intas-UV System.

Ein typisches Genotypisierungsgel ist hier als Beispiel gezeigt.

«— 450 bp
«— 350 bp

Abbildung 11. Beispiel eines Genotypisierungsergebnisses der a1-AMPK -/- Zucht: Wildtyp-Allel: 450
bp, Knock out-Allel: 350 bp. Probe 1 und 2 zeigen nur das Knock out-Allel, es handelt sich um Knock
out-Tiere. Probe 3 und 4 zeigen sowohl Knock out- als auch Wildtyp-Allel, es handelt sich um hetero-

zygote Tiere.

2.8 Implantation osmotischer Minipumpen
Osmotische Minipumpen arbeiten nach einem ,,Salztaschen®-Prinzip, welches erlaubt, Tie-

ren iiber einen gewissen Zeitraum losliche Substanzen zu applizieren, ohne durch mehrere
Injektionen das Tier wiederholt unter Stress zu setzen.''” ''® Die geloste Substanz (hier Angi-
otensin II in NaCl gelost) wird in den Innenraum der Pumpe eingefiillt. Dieser Innenraum
wird durch eine impermeable Haut (impermeable Layer, Abbildung 13) umgeben, die kolla-
bieren kann. Diese wiederum ist umgeben von einer osmotisch aktiven Schicht (,,Salzta-
sche), die durch die dulere, semipermeable Membran von der Umgebung abgetrennt ist.
Durch diese semipermeable Membran kann aus der Umgebung der Pumpe Wasser in die Salz-
tasche der Pumpe einflieBen. Die Einflussmenge wird durch die semipermeable Membran
kontrolliert. Durch den kontrollierten Influx in die osmotisch aktive ,,Salztasche* wird hydro-
statischer Druck auf das innenliegende kollabierbare Reservoir aufgebaut und die eingefiillte

Substanz durch den Fluss-Moderator nach auBen gedriickt."'” "
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Die osmotischen Minipumpen wurden subkutan implantiert. Die Maus wurde zunichst mit
Isofluran narkotisiert und an der unteren Riickenpartie rasiert. Nach der Hautdesinfektion mit
Braunol® wurde mit einer spitzen Schere das Fell ca. 0,5 cm oberhalb des Schwanzes eroftf-
net (Abbildung 12 a). Mit einer feinen Graefe-Pinzette wurde das Bindegewebe durchstoBen
und eine Tasche fiir das Einfiihren der Minipumpe geformt (Abbildung 12 b). Die Pumpe
konnte in diese Tasche eingeschoben werden (Abbildung 12 c). AnschlieBend wurden die
Wundrinder moglichst nahe aneinander gelegt und mit Wundklammern verschlossen (Abbil-
dung 12 d). Zur postoperativen Desinfektion und Wundversorgung wurde erneut Braunol®

verwendet. Die Operation erfolgte unter sterilen Bedingungen.

Die Versuchsbedingungen jedes einzelnen Tieres wurden exakt definiert und sehr genau
eingehalten, damit mogliche Storfaktoren ausgeschlossen werden konnten. Die Implantation
von osmotischen Minipumpen der Firma Alzet wurde immer morgens zwischen 9.30 und

10.30 Uhr durchgefiihrt.

Abbildung 12. Implantation einer osmotischen Minipumpe: a. Eréffnung des Fells; b. Formung einer
subkutanen Tasche; c. EinfUhrung der osmotischen Minipumpe; d. Verschluss der Wunde mit Wund-

klammer ,Michel".
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Da AICAR in einer Dosis von 200 mg/kg/Tag appliziert werden musste und in dieser Kon-
zentration nicht mehr 16slich war, konnte hierfiir keine osmotische Minipumpe verwendet
werden. Dieser pharmakologische AMPK-Aktivator wurde deswegen téglich subkutan inji-

ziert.

Semipermeable
Membran
Flussmoderator

Osmotisch aktive
Schicht

Impermeable
Haut

Behandlungs-
substanz

Abbildung 13. Aufbau und Prinzip der osmotischen Minipumpe. Der Innenraum der Pumpe ist in un-
terschiedliche Kompartimente aufgeteilt. In den Innenraum wird die Substanz eingefiillt, die verab-
reicht werden soll. Dieser Raum ist durch eine impermeable aber kollabierbare Haut von der osmo-
tisch aktiven Schicht abgetrennt. Durch die duRerste semipermeable Membran kann Wasser in die
Pumpe eindringen, was zur Erhéhung des Druckes der osmotischen Schicht flhrt, (verandert

nachm).



2.9 Totung der Maus und Organentnahme

Verwendete Puffer / Losungen:

Krebs-Hepes-Puffer (siehe 3.5.1)

Auch hier wurden die Versuchsbedingungen jedes einzelnen Tieres, behandelt wie unbe-

handelt, exakt definiert und eingehalten (vgl. 3.8.).

Die nachfolgend beschriebene Vorgehen bei der Organentnahme ist anhand von Bildern
verdeutlicht. Dargestellt wird die beschriebene Organentnahme an einer Ratte, da die Grof3e

des Tieres und seiner Organe die einzelnen Schritte besser makroskopisch darstellbar macht.

Das Tier wurde durch eine hohe Dosis Isofluran (1-Chloro-2,2,2-trifluoroethyldi-
fluoromethylether) in eine tiefe Narkose versetzt. AnschlieBend wurde dem Tier mit einer
scharfen Schere das Fell im Bauch- und Brustbereich durchschnitten (Abbildung 14 a) und
das Abdomen eroffnet (Abbildung 14 b). Durch Anheben des Sternums konnte das Zwerchfell
am gesamten Rippenbogen eingeschnitten werden (Abbildung 14 c).

Um die stasebedingte Blutkoagulation zu verhindern, wurde an dieser Stelle 200 pl verdiinn-
tes Heparin (200 IE) in die linke Kammer des noch schlagenden Herzens injiziert (Abbildung
14 d). Eventuelle Blutentnahmen (0,5 — 1 ml) erfolgten anschlieend durch Punktion des rech-
ten Ventrikels. Entsprechend der geplanten Verwendung wurde die Blutprobe entweder direkt
in fliissigem Stickstoff schockgefroren (anschlieBende EPR Messung) oder in eine Serum-
Gel-Monovette iiberfiihrt, zentrifugiert und das Serum in weiteren Versuchsreihen eingesetzt.

Mittels einer scharfen Schere wurden die Rippen dorsal eingeschnitten und der komplette
Brustkorb eroffnet. Durch Umlagern der abdominalen Organe wie Darm, Leber, Milz etc. zu
einer Seite, spannte sich das dorsal gelegene Zwerchfell auf, das durch eine kleine scharfe
Schere eingeschnitten wurde (Abbildung 14 e). Dann konnte der linke Lungenfliigel angeho-
ben werden, und es wurde ein Dreieck aus Aorta und Vena cava sichtbar, die durch das diinne
Bindegewebe des Mediastinums miteinander verbunden waren. Dieses Hautchen wurde ein-
geschnitten, wodurch anschlieBend das Herz mit einem Schnitt von den abgehenden Gefdl3en
getrennt werden (Abbildung 14 f) konnte. Das Herz wurde sofort in ein Gefdll mit eisgekiihl-
tem Krebs-Hepes-Puffer iiberfithrt. Um zunichst die Zugspannung der Aorta zu minimieren,

wurden schonend, durch mehrere steil angesetzte Schnitte, die drei Abginge der supraaortalen



Gefalle und das angelagerte Binde- / Fettgewebe vom Aortenbogen abgetrennt (Abbildung 14
g). Zur Entnahme der Aorta abdominalis und thoracica wurden zunidchst Magen, Pankreas,
Leber, Milz, Colon, Jejunum und Ileum entfernt. Die retroperitoneal gelegenen Nieren wur-
den nach Trennung der Nierenarterien lateral der Aorta herausprépariert. Die Bifurkation der
Aorta abdominalis wurde nach diesem Schritt caudal sichtbar. Die anschlieBende Entnahme
der Aorta wurde durch einen Schnitt distal der Bifurkation eingeleitet (Abbildung 14 i.) und
mit einer Rundschere (Vannas) fortgesetzt. Um Gefd3verletzungen zu vermeiden, wurde dar-
auf geachtet, moglichst wenig Zugspannung auf die Aorta auszuiiben. Sofort nach der Ent-
nahme wurde die Aorta wie auch das Herz in ein Gefa3 mit eisgekiihltem Krebs-Hepes-Puffer

uberfiihrt und im Weiteren nur noch auf Eis bearbeitet.
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Sternurm

Abbildung 14. Ubersicht (iber die Tétung und Organentnahme am Beispiel einer Ratte. a. Eréffnung
des Fells im Bauch- und Brustbereich; b. Erd6ffnung des Abdomens; c. Anheben des Sternums, wo-
durch das Zwerchfell am gesamten Rippenbogen eingeschnitten werden konnte; d. Injektion von He-
parin (200 IE) ins noch schlagende Herz, d. Dorsaler Einschnitt der Rippen; e. Umlagern der abdomi-
nalen Organe wie Darm, Leber, Milz etc. zu einer Seite, Einschneiden des Zwerchfells mit einer klei-
nen scharfen Schere; f. Trennung des Herzens von den BlutgefalRen mit nur einem Schnitt; g. Abtren-
nung der Abgange und des angelagerten Binde- und Fettgewebes vom Aortenbogen; h. Proximale
Trennung der Nierenarterien; i. Entnahme der Aorta.

Die Feinpréparation der kompletten Aorta bei Médusen erfolgte auf Eis und mit groBter Vor-

sicht, damit die einlagige Endothelschicht weder beriihrt noch anderweitig durch Zug oder



Knicken verletzt werden konnte. Manipulationen erfolgten nur noch unter Verwendung von
,Dumont Mini*“-Pinzetten und feinchirurgischen Federscheren unter binokularem Lichtmikro-
skop. Die bei der Entnahme gequetschten und somit verletzten Enden der Aorta wurden unter
Verwendung eines frischen, scharfen Skalpells und einer atraumatischen Abrolltechnik ent-
fernt. Mit der gleichen Technik wurden Aortensegmente bzw. -ringe fiir anschlieBende To-
nusstudien oder Einbettung in entsprechende Losungen zur Herstellung von Cryo-Schnitten
hergestellt.

Alle Gefédliringe bzw. —segmente wurden stets bis zu ihrer Verwendung auf Eis gehalten bzw.

eingesetzte Geréte auf 4°C vorgekiihlt.

Segmente, die zur Extraktion von Proteinen dienten, wurden in Krebs-Hepes-Puffer mit
Inhibitoren (KH-I) zehn Minuten bei 37°C inkubiert. Segmente fiir eine RNA Isolation wur-

den direkt nach der Feinpriparation in fliissigem Stickstoff schockgefroren.

2.10 Implantation von Telemetrie-Kathetern in Ratten
Um Blutdruck, Pulsfrequenz und Aktivitit von Labortieren zu messen, wurde in dieser Ar-

beit die Implantation von Telemetrie-Kathetern der ,,tail-cuff Methode vorgezogen. Bei ,tail-
cuff* Messungen werden Tiere eingezwingt und in ihren Bewegungen stark eingeschrinkt,
wodurch alle genannten Parameter stark beeinflusst wurden. Die invasive Telemetrie-
Methode schloss diese Nachteile aus, wodurch die so erhaltenen Daten als physiologischer

angesehen wurden.

Die telemetrischen Transmitter (TA11PA-C20) wurden durch eine ventrale Laparotomie
intraperitoneal in ménnliche Wistar Ratten implantiert. Die Tiere wurden vor dem Eingriff
durch eine Kombination von Ketamin / Xylazin (1 pl pro g Korpergewicht; erhiltlich bei
Sigma Aldrich) durch intraperetoneale (i.p.) Injektion anésthesiert, das Abdomen zunéchst mit
einem Langhaarschneider und anschlieend nass rasiert. Zur Prophylaxe einer vagalen Kreis-
laufdepression durch die Manipulation an der Aorta wurde zusétzlich Atropin (0,2 pul pro g
Korpergewicht bei einer Konzentration von 0,5 mg / ml) i.p. gegeben. Nach der Rasur wurde
das Tier in ein steriles Operationsfeld tiberfiihrt und der komplette abdominale Bereich des

Tieres durch Braunol® (Providon-lod) desinfiziert. Durch Auftragung von Bepanthen Augen-



und Nasensalbe auf die Augen konnte wéahrend der Narkosedauer das Austrocknen verhindert

werden.

Zunéchst wurde die Dermis des Tieres mit einer scharfen Schere (7 — 8 cm lange Inzision)
und anschliefend das Bauchfell entlang der Mittellinie eroffnet. Dabei war darauf zu achten,
dass beim Einschneiden der Bauchhdhle weder der Darm noch die Leber verletzt wurden
(Abbildung 15 a). Danach wurde eine Seite des Tieres mit sterilen Kompressen, die vorher in
steriles 37° C warmes NaCl eingelegt waren, abgedeckt und vorsichtig Diinn- und Dickdarm
aus der Bauhdhle nach auflen gelagert, um freie Sicht auf den Retroperitonealraum zu ermog-
lichen (Abbildung 15 b). Zur extraabdominalen Lagerung wurden in NaCl eingelegte sterile
Kompressen verwendet, um das Intestinum abzudecken und es damit vor Auskiihlung und
Austrocknung zu schiitzen. Diese Vorgehensweise sicherte den freien Zugriff auf die abdomi-
nale Aorta zwischen den Abgingen der Aa. renales bis zur iliakalen Bifurkation. Die Aorta
musste anschlieend sehr vorsichtig mit Hilfe von in NaCl getauchten Wattestibchen vom
umliegenden Bindegewebe und der Vena cava befreit werden, um eine sichere Punktion ge-
wihrleisten zu konnen. Folgende Bereiche der abdominalen Aorta mussten unter Sicht zu-

ginglich gemacht werden:

1. direkt caudal zu den Nierenarterien zur Positionierung der ersten atraumatischen Bull-
dogklemme,

2. direkt cranial der iliakalen Bifurkation zur Positionierung der zweiten atraumatischen
Bulldogklemme,

3. das hiervon eingegrenzte Zentrum zwischen den Klemmenpositionen, um dort die

Aorta zu punktieren und den Telemetriekatheter zu platzieren.

Wurde die Priparation abgeschlossen, so musste zundchst der Katheter vorbereitet werden.
Die Lage des Katheters wurde so gewahlt, dass die Penetration der Katheterspitze in die Aorta
moglichst reibungslos verlaufen konnte. Die Katheterspitze wurde mit Gel aufgefiillt, so dass
in der Spitze keine Luftblasen mehr sichtbar waren. Die Verwendung des Gels diente dazu,
die Pulswelle des Blutes und damit die Druckwerte ohne Verlust auf den Druckdetektor (Pie-
zo-Kristall-Technik) zu iibertragen. AnschlieBend wurden die Bulldogklemmen platziert (Ab-
bildung 15 ¢), um eine temporére Blutleere in diesem Bereich der Aorta zu erzielen und den

Blutverlust damit zu begrenzen. Die Punktion der Aorta und Insertion des Katheters mussten



nahezu zeitgleich erfolgen. Die vorbereitete um 90°-gebogene Kaniile punktierte die Aorta
und diente gleichzeitig als Fiihrungsschiene zum Einfithren des Katheters in das Gefa3 (Ab-
bildung 15 d). Das ausgetretene Blut wurde anschlieBend mit sterilen Wattestdbchen entfernt
und die Insertionsstelle des Katheters mit 15 — 20 ul Vetbond ™-Gewebekleber versiegelt.
Zunichst wurde die Klemme an der iliakalen Bifurkation geldst. Beim anschlieBenden Offnen
und Entfernen der zweiten cranial gelegenen Klemme, musste darauf geachtet werden, dass
aus der Insertionsstelle kein Blut mehr austrat. Weitere Blutungen machten ein erneutes Ver-
kleben der Inzisionsstelle erforderlich. Nachdem beide Bulldogklemmen gel6st waren, konnte
der Katheter am parietalen Blatt des Peritoneums durch eine Naht fixiert werden (Abbildung
15 e), ohne ein weiteres Blutgefal zu verletzen. Zur Befestigung wurde nicht resorbierbares
Nahtmaterial der Stirke 5-0 verwendet. Das komplette Intestinum konnte nach Platzierung
des Katheters in die Bauchhohle zuriickgefiihrt werden (Abbildung 15 f). Zur Unterstiitzung
wurde steriles 37° C warmes NaCl in den abdominalen Raum gegeben und die Organe an ihre

urspriingliche Position gebracht.

Um die Operation zu beenden, erfolgte ein schichtweiser Wundverschluss der Bauchdecke
mit resorbierbarem Nahtmaterial. Unmittelbar nach der Operation wurden die Tiere erneut mit
Braunol® desinfiziert und in einen temperaturkontrollierten Bereich iiberfiihrt. Die Tiere
wurden iiber mindestens 48 Stunden postoperativ isoliert und standen dabei unter Beobach-
tung und Kontrolle. Nach dieser Beobachtungsphase wurden sie zur kompletten Regeneration
zuriick in Gruppenkéfige tiberfiihrt, wo sie weiterhin unter Beobachtung standen. Messungen
an den so behandelten Tieren wurden erst durchgefiihrt, nachdem sie sich mindestens 14 Tage

erholt hatten.
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Abbildung 15. Implantation von Telemetrie-Kathetern in Ratten. a. Eréffnung der Bauchhdhle; b.
extraabdominale Lagerung des gesamten Intestinums; c. Verschluss der Aorta abdominalis mit ,Bull-
dog“ Klemmen, d. Punktierung der Aorta abdonimalis mit einer Kanule und Einfiihrung des Katheters;

e. Befestigung des Katheters am parietalen Peritoneum; f. Zurlickfihrung des Intestinums in die
Bauchhohle.



2.11 NO-Analyzer zur Bestimmung von Nitrit
Der NO-Analyzer Model 280 NOA™ wurde fiir die Detektion von NO Metaboliten wie

Nitrit (NO;) und Nitrat (NOj3) als Peroxynitrit-Zerfallsprodukt nach Behandlung mit
Nitratreduktase in isoliertem Maus-Serum verwendet. Der NO-Analyzer detektiert hdchstsen-
sitiv NO, basierend auf der chemilumineszenten Reaktion von NO und Ozon (O3) in der Gas-

phase:

(1)NO + O3 — NO* + Oy

(2) NO,* — NO; + hv

Die Emission von elektronisch angeregtem NO,* liegt im roten bis nahe infraroten Bereich
des Spektrums, die von einem thermoelektrisch gekiihltem Photometer detektiert wird.
Ozon (O3) wird mit einem elektrostatischen Generator und einem Hochspannungstransforma-

tor aus Sauerstoff (O,) gebildet.

In physiologischen Losungen kann NO mit molekularem Sauerstoff unter Bildung von Nit-
rit und mit Superoxid (O7") unter Bildung von Peroxynitrit (ONOQ") reagieren. Peroxynitrit
isomerisiert zu Nitrat. Weiterhin geht NO auch mit Oxyhdmoglobin Reaktionen ein, was zur
Bildung von Nitrat (NO3)'* fithrt. Um NO indirekt im Serum messen zu konnen, wurde Nit-
rit (NOy") und Peroxynitrit (ONOO") mittels Kalium-Iodid (KI) in 80%iger Essigsdure zu NO

. 123,124
reduziert.

2 KI+4 CH;COOH + 2 NaNO, — 2NO + 1, +2 H,O + 2 CH3COOK + 2 CH; COON

Inertes N, Gas wurde benutzt, um NO aus der reduzierenden lodid-Essigsdure-Losung abzu-
filhren, in die die Serumproben eingespritzt wurden. Wenn NO oder andere NO-Produkte
anwesend waren, wurde ein scharfer Peak in der photometrisch aufgenommenen chemilumi-
neszenten Reaktion sichtbar (Reaktion 1 und 2). Das Detektionslimit des NOA™ 280 lag bei
dieser Methode bei ca. 1pMol NO, NO,  oder ONOO’, was einer 20 nM Konzentration bei

einem Injektionsvolumen von 50 pl entsprach.'>



Die Kalibrierung des Gerites erfolgte mittels NaNO,-Standard-Losungen in deionisiertem

Wasser. Folgende Standard-Losungen wurden verwendet:

(1) 20 uM
2) 15 uM
3) 10 uM
4 75 uM
%) 5 uM
(6) 3,75 uM
(7) 2,5 uM
(8) 1,25 uM
9 0,5 uM

Es war darauf zu achten, dass wihrend der Herstellung der Standard-Losungen sowie aller
anderen verwendeten Losungen und Substanzen keine Glaswaren verwendet wurden, sondern
ausschlieBlich sterile 15 ml Falcons bzw. Eppendorf-Gefidle, um eine eventuelle Nitrit- oder

' Die Losung des Entgasungsgefifies musste wihrend

Nitrat-Kontamination auszuschlieen.
einer Messreihe mehrfach (nach ca. 20 Proben) ausgetauscht werden, damit Artefakte, die
durch Schaumbildung und durch Bildung von Iz- (Gelbfarbung der Losung) entstehen konnen,

verhindert wurden.

Der Aufbau der wichtigsten Teile des NO-Analyzers ist in Abbildung 16 schematisch dar-
gestellt.



Injektionspaort

Feduzierende Lasung

Glas-Fritte

Abbildung 16. Schematischer Aufbau des NO-Analyzers NOA™ Model 280

Die reduzierende Losung wurde direkt im Entgasungsgefd3 hergestellt, damit moglichst
wenige Reaktionen mit atmosphérischem Sauerstoff ablaufen konnten. Dabei musste auf die
genaue Reihenfolge des SchlieBens und Offnens der Abfluss- oder Einstrom-Hihne geachtet

werden.

Der Gaseinstrom wurde an einem externen Regulator auf 69 — 138 mbar reguliert, wobei
dieser nochmals durch das Nadelventil reguliert werden konnte. Vor Beginn der Messungen
wurde der Gaseinstrom fiir wenige Minuten leicht blubbernd eingestellt, damit die reduzie-
renden Agenzien einerseits gemischt und geldster Sauerstoff andererseits aus der Losung ent-
fernt wurden. Nach VerschlieBen des Injektionsportes mit dem Septum sollte der Reaktions-

zellendruck 8 — 9,5 mbar betragen.

Wurden die Vorbereitungen wie beschrieben abgeschlossen, konnten zunichst die Standards

und anschlieBend die frisch generierten Serumproben gemessen werden.



2.12 DPPH Test

Verwendete Puffer / Lésungen:
DPP (1,1-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) Stock Losung (1 mM) (siehe 3.5.8)
DPP (1,1-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) Arbeits-Losung (50 uM) (siehe 3.5.9)

Das 1,1-Diphenyl-1-picrylhydrazyl-Radikal (DPP) ist gelost in Methanol ein relativ stabiles

127 Wegen eines ungepaarten Valenz-

Radikal mit einem Absorptionsmaximum bei 517 nm.
elektrons in einer im Molekiil vorkommenden Stickstoffbriicke ist eine Reaktion mit vielen
verschiedenen Antioxidanzien méglich.'® Durch einen Elektronendonor (z.B. Glutathion,
Ascorbat oder Tocopherol) kommt es zur Bildung von 1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazin und

somit zum Verlust der Absorptionsfihigkeit bei 517 nm (Abbildung 17).'%% 1%
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Abbildung 17. Das DPPH Radikal hat in Ldsung (Methanol) eine violette Farbe. Die Farbe andert sich

zu gelb, wenn das Radikal durch ein Antioxidanz reduziert wird und verliert so die Absorptionsfahigkeit

bei 517 nm (verandert nachm).

Eine andere Mdglichkeit der Reduktion der Absorptionsfihigkeit des DPP-Radikals ist die
Bildung eines instabilen, farblosen Adduktes zwischen dem DPP-Radikal und eines Antioxi-

danz. Diese Dekomposition des Radikals und somit die Reduktion der Absorption stellt eine



langsame Reaktion dar, die photometrisch iiber einen Zeitraum von bis zu 60 Minuten ver-
folgt werden kann.'”® In dieser Arbeit konnte mit Hilfe dieses Assays die Fahigkeit des Se-
rums Uberpriift werden, die DPP-Radikale abzufangen und somit auch im Organismus dem

oxidativen Stress entgegenzuwirken.

Getestet wurden frische Serumproben, welche in Sarstedt Z-Gel Monovetten bei 3600 rpm
10 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert wurden. Anschlieend wurde das Serum depro-
teinisiert durch die Zugabe von einer Volumeneinheit Acetonitril (1:1). Nach vier Minuten
Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurde das deproteinisierte Serum 10 Minuten bei 9.500
x g und 4° C zentrifugiert. Erst dann erfolgte die Herstellung der DPP-Losung. Das Radikal
wurde als Vorrat in einer Konzentration von 1 mM in Methanol geldst. Nachdem die Proben
in die Kiivetten vorgelegt wurden, konnte die DPP-Arbeitslosung (1:20 in Methanol, 50 uM)
hergestellt und zugegeben werden. Inkubationszeiten von zehn bis 60 Minuten wurden bei

einer Wellenldnge von 517 nm untersucht.

2.13 Xanthinoxidase Aktivitits-Assay

Verwendete Puffer / Losungen:

Xanthinoxidase Aktivitdt: Hypoxanthin-Puffer (siehe 3.5.10)
Xanthinoxidase Aktivitdt: Background-Puffer (siehe 3.5.11)

Die Plasma-Proben zur Messung der Xanthinoxidase Aktivitdt wurden, wie oben beschrie-
ben, generiert. Es wurde stets darauf geachtet, dass die Proben so frisch wie moglich gemes-
sen wurden, damit die Enzymaktivitdt nicht durch zu langes Lagern auf Eis oder UV-

Strahlung beeintrachtigt werden konnte.

Dieser Assay basiert auf der Umwandlung von Ferricytochrom ¢ zu Ferrocytochrom ¢ durch
Superoxidradikale. Cytochrom c besitzt als prosthetische Gruppe ein Him ¢ mit einem zentra-
len Eisen-(III)-Ton (Fe*"), das durch die Reaktion mit einem Sauerstoffradikal zum Eisen-(II)-

Ion (Fe*") reduziert wird.® '

Ferricytochrom ¢ (Fe’") + 0,"” — Ferrocytochrom ¢ (Fe*") + O,



Die Reaktion kann photometrisch bei 550 nm verfolgt werden, wobei die Bildung von Fer-
rocytochrom ¢ die Absorption erh6ht.®” ** '*3 Da im Serum verschiedene Quellen der Sauer-
stoffradikalbildung vorliegen, mussten die Bedingungen des Assays so gewéhlt werden, dass
diese Fremdquellen ausgeschlossen werden konnten. Dazu wurde der Assay mit zwei unter-

schiedlichen Puffern durchgefiihrt:

Ansatz 1: mit Hypoxanthin, einem spezifischen Substrat der Xanthinoxidase und

Ansatz 2: ohne Hypoxanthin.

Durch Verwendung des Hypoxanthin-Puffers wurde folgende Reaktion der Xanthinoxidase

begiinstigt:

Reaktion 1:  Hypoxanthin + 2 O, — Xanthin + 2 O,""

Die Xanthinoxidase katalysiert die Oxidation von Hypoxanthin zum Xanthin, sowie vom
Xanthin zur Harnsdure, wobei in jeder Reaktion zwei Sauerstoffradikale gebildet werden. Um
hierbei die Bildung von Harnsdure, eines Antioxidanz, zu verhindern, wurde mit groem
Uberschuss an Hypoxanthin (1 mM) gearbeitet. Im zweiten Ansatz wurde das Hintergrund-
rauschen der iiberwiegend nicht von den Reaktionen der Xanthinoxidase stammenden Sauer-
stoffradikale detektiert. Durch Differenzbildung wurden dann Fremdquellen ausgeschlossen.
Uber den bekannten Extinktionskoeffizienten €550 von Cytochrom c (reduzierte Form; gss0 =
19,5 mM™" cm™) kann die genaue Superoxid-Bildungsrate (nM / min) in einem bestimmten

. 19, 133, 134
Zeitraum berechnet werden. > =~



2.14 Chemilumineszenztests zur Detektion freier Radikale
Chemilumineszenz ist die Emission von Licht begriindet auf dem Ubergang eines Elektrons

aus einem angeregten in einen energetisch tieferen Zustand.”> Der angeregte Zustand des
Elektrons wird bei dieser Methode durch eine chemische Reaktion hervorgerufen. Dabei han-
delt es sich bei der Chemilumineszenz um einen Spin-erlaubten Ubergang (z.B. Singulett zu
Singulett) im Gegensatz zur Phosphoreszenz, bei der es sich um einen Spin-verbotenen Uber-

gang handelt (z.B. Triplett zu Singulett).

2.14.1 Luzigenin basierte Chemilumineszenz

Verwendete Puffer / Losungen:

Counten Membranfraktion: Tris-Puffer (siche 3.5.4)
Counten Membranfraktion: Tris-DTT-Puffer (siehe 3.5.5)

Der klassische Chemilumineszenztest zur Detektion von Superoxidanionen verwendet den
Farbstoff Luzigenin (bis-N-Methylacridiniumnitrat), der ausschlieBlich mit Superoxidanionen
zu einem Dioxetan-Intermediat reagiert, welches dann unter Lichtemission zum Acridon-
Derivat zerfallt.'® 1% Folgende Reaktionen zeigen den Ablauf der auf Luzigenin basieren-

den Chemilumineszenz:'®

Reaktion 1: 0," + LC* - LC™ + 0,
Reaktion 2: LC™ + 0,° —» LCO,
Reaktion 3: LCO, — 2 N-Methylacridon + hv

In Reaktion 1 wird Luzigenin unter Reaktion mit einem O,"°-Radikal zum Luzigenin-
Kationen-Radikal (LC") reduziert, welches durch die 2. Reaktion mit einem weiteren Super-
oxid-Radikal zum energiereichen Luzigenin-Dioxetan umgesetzt wird. Unter Lichtemission

zerfallt dann in Reaktion 3 das energiereiche Dioxetan-Intermediat zum 2N-Methylacridon

(Abbildung 18).
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Abbildung 18. Strukturdarstellung der verschiedenen Derivate der auf Luzigenin basierenden Chemi-

lumineszenz (verandert nach').

Inzwischen wurde entdeckt, dass Luzigenin aufgrund seiner ,,redox-cycling™ Eigenschaften
beim Einsatz hoher Konzentrationen (> 50 uM) selbst die Bildung von Superoxidanionen
katalysieren kann. Dies konnte allerdings bei niedrigeren Konzentrationen (5uM) nicht beo-

29 132, 37136, 140 1 1y 7i0enin wurde in dieser Arbeit verwendet, um in isolierten

bachtet werden.
Herzmembranfraktionen die Aktivitdt der NADPH-Oxidase iiber die Bildung von Superoxid-

anionen zu detektieren.

Die Herzmembranfraktionsproben wurden auf eine Proteinkonzentration von 0,2 mg/ml in
500 pl PBS mit 5 uM Luzigenin eingestellt. Die Produktion freier Sauerstoffradikale (,,reacti-
ve oxygen species”, ROS) nach Stimulation mit NADPH (200 uM) wurde auf einem Lumi-
nometer in Intervallen von 30 Sekunden iiber einen Gesamtzeitraum von fiinf Minuten ver-

folgt. Die Signale wurden als Counts/mg[Protein]/Minute dargestellt.'** '

2.14.2 Herstellung der Herzmembranfraktionen
Die frisch entnommenen und direkt in 4°C kalten Krebs-Hepes-Puffer liberfithrten Herzen

wurden mit einem scharfen Skalpell zerkleinert und in ein Mdrsergefal3 tiberfiihrt. Pro Maus-
herz wurden 500 pl des eiskalten Tris-DTT-Puffers zugegeben und mittels Glas-Glas-
Homogenisator homogenisiert. Durch differentielle Zentrifugationsschritte wurde die Memb-

ranfraktion der Herzen von den iibrigen Zellbestandteilen getrennt.



1. Zentrifugationsschritt: 6 Minuten, 2.000x g, 4°C
Uberstand wurde abgenommen, in neues Eppendorfgefil
iberfiihrt und weiter zentrifugiert

2. Zentrifugationsschritt: 20 Minuten, 20.000xg, 4°C
Uberstand wurde abgenommen, in Ultrazentrifugenréhrchen
iiberfiihrt und wiederum zentrifugiert

3. Zentrifugationsschritt: 60 Minuten, 40.000xg, 4°C

Uberstand wurde verworfen, Pellet in Tris-Puffer (ohne DTT)

resuspendiert

2.14.3 L-012-vermittelte Chemilumineszenz

Verwendete Puffer / Losungen:

Counten Mitochondrien: Hepes-Mito (siehe 3.5.6)
Counten Mitochondrien: Tris-Mito-Puffer (siche 3.5.7)

Ein weiterer hier verwendeter Chemilumineszenz-Farbstoff ist das Luminol-Analogon L-
012 (8-Amino-5-Chloro-7-Phenylpyrido[3,4-d]pyridazin-1,4-(2H,3H)Dion), das aufgrund
seiner Detektion verschiedener Sauerstoffradikale fiir die Erfassung des gesamten oxidativen
Stresses eingesetzt wurde.” '*"" *? Es detektiert Superoxid und Peroxynitrit dhnlich gut (mit
hoherer Spezifitit fiir Peroxynitrit), wihrend die Sensitivitét fiir Wasserstoffperoxid geringer

ist. Dieser Chemilumineszenz-Farbstoff wurde daher fur die Detektion von mitochondrialem

18,143

Superoxid und Peroxynitrit eingesetzt (Abbildung 19).

Abbildung 19. Chemische Formel von L-012.



Die Proben der Herzmitochondrienfraktion wurden auf eine Proteinkonzentration von 0,1
mg/ml in 500 pl PBS mit 100 uM L-012 eingestellt. Die ROS- bzw. RNS- (reaktive Sauer-
stoff- bzw. Stickstoffspezies) Produktion nach Stimulation mit Succinat (5 mM) wurde auf
einem Chemiluminometer in Intervallen von 30 Sekunden iiber einen Gesamtzeitraum von

fiinf Minuten gemessen. Die Signale wurden als Counts/mg[Protein]/Minute dargestellt.'** '*°

2.14.4 Isolation von Mitochondrien
Die frisch entnommenen und in 4°C kalten Krebs-Hepes-Puffer gelagerten Herzen wurden

mit einem scharfen Skalpell zerkleinert und in ein Mdrsergefd} iiberfiihrt. Pro Mausherz wur-
den 500 pl des eiskalten Hepes-Mito-Puffers zugegeben und mittels Glas-Glas-
Homogenisator homogenisiert. Durch anschlieBende differentielle Zentrifugationsschritte

wurde die Membranfraktion der Herzen von restlichen Zellbestandteilen getrennt.

1. Zentrifugationsschritt: 6 Minuten, 1.500 x g, 4°C
Uberstand wurde abgenommen, in neues Eppendorfgefi3
iiberfiihrt und weiter zentrifugiert

2. Zentrifugationsschritt: 6 Minuten, 2.000 x g, 4°C
Uberstand wurde abgenommen, in neues Eppendorfgefif
iiberfiihrt und wiederum zentrifugiert

3. Zentrifugationsschritt: 20 Minuten, 20.050xg, 4°C
Uberstand wurde verworfen, Pellet in Tris-Mito-Puffer

resuspendiert

2.14.5 Proteinbestimmung nach Lowry

Die Proteinbestimmung nach Lowry beruht auf zwei hintereinander geschalteten Farbreak-
tionen.'*® Die erste Farbreaktion ist die Biuretreaktion, bei der Peptidbindungen in wissrig
alkalischer Losung einen farbigen Komplex mit vorhandenen Kupfer(Il)-Ionen eingehen.'*
Es erfolgt ein Farbumschlag nach dunkelviolett. Diese Reaktion ist im Vergleich zu anderen
Farbreaktionen sehr unempfindlich und bewegt sich in Nachweisgrenzen zwischen 1 und 10
pg/ml Protein. Aus diesem Grund wird eine zweite Farbreaktion angeschlossen, die die

Nachweisgrenze deutlich verbessert (0,1 bis 1 pg Protein).'** '



Die zweite Reaktion ist die Reduktion der Kupfer(Il)- zu Kupfer(I)-Ionen, die wiederum die
Folin-Ciocalteu Reagenz (Molybdan(VI)- und Wolfram(VI)-Heteropolysduren) zu Molyb-
dénblau reduzieren. Daraus resultiert eine intensive Blaufdarbung der Losung, die zur Bestim-
mung der Proteinkonzentration bei einer Wellenldnge von 700 nm verfolgt wurde. Die ver-

wendeten Losungen wurden von der Firma Biorad bezogen.

Die Herzfraktionsproben (Membran bzw. Mitochondrien) wurden zunédchst 1:20 mit
0,1%iger SDS Losung verdiinnt (475 ul 0,1%ig SDS + 25 pl Probe), als Nullabgleich
(Blank) wurden 25 pl Tris-Puffer verwendet. Die so hergestellten Verdiinnungen wurden
dann zehn Minuten bei 37° C inkubiert und anschlieBend 25 pl davon in Kiivetten vorgelegt.
AnschlieBend wurden 125 pl der vorher hergestellten Mischung aus ,,Reagent A“ und ,,Rea-
gent S (1.000 ul A + 20 pl S) und 1.000 pl ,,Reagent B* in die Kiivetten gegeben. Mit ei-
nem Riihrspatel wurden die Proben mit den zugegebenen Reagenzien vermischt und zehn
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Messung der Proben erfolgte photometrisch bei

700 nm.

Nach der Proteinbestimmung wurden alle Proben auf die gleiche Konzentration eingestellt.
Der anschlieBende Chemilumineszenz-Assay lief bei einer Standard-Protein-Konzentration

von 0,1 mg/ml bei Mitochondrien und 0,2 mg/ml bei Membranfraktionen ab.

2.14.6 Oxidativer Stress in isolierten Aortensegmenten

Verwendete Puffer / Losungen:

Krebs-Hepes-Puffer (siehe 3.5.1)

Oxidativer Stress in isolierten Aortensegmenten konnte ebenfalls mittels Chemilumineszenz
ermittelt werden. Drei Verfahren wurden dazu angewendet. Der Chemilumineszenz-Farbstoff
L-012 (100 uM in PBS) wurde genutzt, um sowohl extra- als auch intrazelluldre reaktive Spe-
zies wie Peroxynitrit, Superoxid und Wasserstoffperoxid zu quantifizieren, wobei die Affini-
tit zu Peroxynitrit am hochsten und die zu Wasserstoffperoxid am geringsten ist. > '*" ' Ly-
zigenin (5 uM in PBS) wurde herangezogen um extrazelluldres Superoxid zu bestimmen, da
dieser Chemilumineszenz-Farbstoff ausschlieBlich Superoxid detektiert und aufgrund seiner

positiven Ladung nicht membrangéngig ist. Ein dritter Ansatz, bestehend aus einem Gemisch



von Luminol (200 uM) und Peroxidase aus Meerrettich (HRP, 0,1 uM) in PBS (engl. horse-
radish peroxidase), wurde eingesetzt, um Wasserstoffperoxid und Peroxynitrit extrazelluldr zu

bestimmen.

Dazu wurden frisch isolierte Aortenringe der jeweiligen Mause (1 c¢cm thorakale Aorta) zu-
nichst in Krebs-Hepes-Puffer 20 Minuten bei 37° C vorinkubiert und anschliefend die Mes-
sungen fiir L-012 in einem Chemiluminometer (Berthold Lumat) in Intervallen von 1 Minute
iber einen Gesamtzeitraum von 20 Minuten detektiert. Diese Ringe wurden darauthin in PBS
gewaschen und nochmals 20 Minuten im Luminol/HRP-Gemisch in einem Chemiluminome-
ter in gleichen Intervallen gemessen. Auf die Luzigenin-verstirkte Chemilumineszenz (Proto-
koll wie bei L-012) schloss sich eine zweite Untersuchung in frischem Luzigenin an, so dass

fiir jeden Ring ein interpolierter Doppelwert erhalten wurde.

Die Aortenringe wurden nach den Messungen iiber Nacht getrocknet und das Trockenge-

wicht bestimmt. Die Signale wurden als Counts/Minute/mg TG dargestellt."**

2.15 Bestimmung der Gefiififunktion mittels isometrischer Tonusstudien

Verwendete Puffer / Losungen:

Organbad-Puffer (siche 3.5.3)

Um die Funktion der Endothelien zu untersuchen, wurden isometrische Tonusstudien an
intakten Aortensegmenten (3 — 5 mm) durchgefiihrt. Diese Methode basiert auf der Tatsache,
dass ein dysfunktionelles Endothel die Fahigkeit verliert, den Gefa3tonus auf endogen oder
exogen induzierte Verdnderungen angemessen zu regulieren. Himodynamisch &uf3ert sich die

149 1~:
Diese

endotheliale Dysfunktion durch Abschwichung der endothelabhingigen Relaxation.
kann durch den Acetylcholin-Test {iberpriift werden. Im Lumen eines intakten Geféles fiihrt
die Zugabe von Acetylcholin zur Stimulation von muskarinergen Rezeptoren im Endothel,
was die endotheliale NO-Synthase stimuliert. In glatten Muskelzellen 16st die Stimulation der
muskarinergen Rezeptoren jedoch eine Vasokonstriktion aus (Abbildung 20).'"*- %% Die Reak-
tion der Aorta auf den Acetylcholin-Stimulus hdngt somit in erster Linie von der funktionellen

Integritdt des Endothels ab. Ist die Endothelfunktion intakt, so {iberwiegt die NO-Bildung im
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Gefallsegment und es wird eine Vasodilatation ausgelost, wahrend bei endothelialer Dysfunk-

tion die glattmuskuldren Effekte iberwiegen und eine sogenannte paradoxe Vasokonstriktion

g i1 1514153
ausgelost wird.

Ph_ysik_ochemische Pharmakologische
Stimuli

Stimuli
-
Thrombozyten 3'8. 4 Acetylcholin
-
M

-
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M
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T GefaBmuskel
Relaxation Konstriktion

Abbildung 20. Endothelfunktion / -dysfunktion: im intakten Endothel wird durch die Gabe von Acetyl-
cholin die endotheliale NO-Synthase (eNOS) aktiviert, was zur Stimulation der I6slichen Guanylat-
zyklase (sGC) in glatten Muskelzellen fihrt. Die nachgeschaltete Signal-Kaskade bewirkt eine Vasodi-
latation. Bei endothelialer Dysfunktion wird im glatten GefaBmuskel eine Vasokonstriktion ausgelost

(verandert nach').

Weiterhin kann auch eine endothelunabhidngige Relaxation und somit die Funktion der
glattmuskuldren Bereiche untersucht werden. Dazu wird statt Acetylcholin ein endothelunab-
hingiger Vasodilator wie Nitroglyzerin, Natriumnitroprussid oder als NO-Donor Spermin

NONOat oder Diethylamin NONOat benutzt.'>* 1%



Die Aortenringe wurden dazu in einem mit Pufferlosung gefiillten, 25 ml fassenden Behil-
ter (Organbad) an eine Messanlage angeschlossen, mit Vasokonstriktoren auf ca. 50% des
maximalen Tonus vorkontrahiert und mit den oben genannten Vasodilatoren kumulativ inku-
biert und dabei relaxiert. Uber ein zu- bzw. abfiihrendes System war es mdglich, den Wirk-
stoff enthaltenden Puffer nach den einzelnen Messungen mit abzulassen und frische Pufferlo-
sung hinzu zu geben. Diese Waschschritte wurden zwischen den einzelnen Untersuchungen

zweimal wiederholt. Abbildung 21 zeigt schematisch das Messprinzip der Anlage.

Linearer

Kraftumwandler

l

% Relaxation

LogM Ach

N s
2

Abbildung 21. Schematische Darstellung der Organbadanlage: der Aortenring ist durch feine Drahte
mit dem Kraftwandler verbunden, so kann jede Veranderung des Gefaldtonus registriert werden. Die

so gewonnenen Daten werden per EDV weiterverarbeitet.

Vor den Untersuchungen der Aortensegmente wurden die Organbader mit dem Organbad-
puffer befiillt, die Losung auf 37° C erwédrmt und mit 95% O, und 5% CO, (Carbogen) be-
gast. Uber feine, zu Dreiecken gebogene Drihte, die iiber einen langen Draht mit einem
Kraftaufnehmer (Transducer) verbunden waren, wurde jeweils ein Aortenring pro Organbad
eingehédngt. Dabei wurde jeweils ein Schenkel von zwei Dreiecken durch das Lumen des Ge-
faBrings gefiihrt und vorsichtig oben und unten in der Anlage befestigt. Der Ring wurde zwi-
schen den Dreiecken manuell gespannt, ohne das GefaBgewebe zu dehnen. Die isometrischen

Spannungsédnderungen der glatten GefaBmuskulatur konnten iiber den Kraftaufnehmer (mit



dem oberen Dreieck verbunden) gemessen und durch digitale Umwandlung (Mac-Lab/8e) auf
dem Computerbildschirm (Apple Macintosh, Power PC, Mac-Lab Programm) graphisch
sichtbar gemacht werden. Um die Synthese von Prostaglandinen zu verhindern, wurden die

Experimente in Anwesenheit von 10 pM Indomethacin durchgefiihrt.

Wihrend der folgenden Stunde wurde die Vordehnung schrittweise erhoht, um die Bedin-
gungen fiir eine Vasokonstriktion zu optimieren. In vorausgegangenen Experimenten wurde
eine Optimalspannung von 1,1 g gefunden (die Relaxation wird in der vorliegenden Anlage in
Kraft mit der Einheit Gramm verfolgt). AnschlieBend wurde 80 mM Kaliumchlorid (KCI)
zugegeben, bis eine konstante isometrische Kontraktion registriert werden konnte. Schlie3lich
wurde noch eine Dosis-Wirkungs-Kurve mit ansteigenden Konzentrationen KCI durchgefiihrt

(5, 10, 20, 40, 80mM).

Nach diesem KCl-induzierten Maximaltonus wurde gewaschen und das Erreichen des Aus-
gangstonus von 1,1 g abgewartet. Durch eine Prostaglandintitration (PGF,,, 3 nM final) wur-
den die Aortensegmente auf einen Tonus von 40 bis 50% des KCI-Maximaltonus vorkontra-
hiert. Durch kumulative Zugabe von Acetylcholin (1 nM — 3 uM), Nitroglyzerin (1 nM — 30
uM) und DeaNONOat (1 nM — 3 uM) in halblogarithmischen Schritten konnte die endothel-
abhingige und -unabhédngige Vasodilatation gemessen werden. Die Vasodilatationen jeder
Dosis wurden als prozentuale Relaxation der maximalen Prostaglandin-Konstriktion ausge-
driickt.'* ** > Um die unterschiedlichen Gruppen miteinander vergleichen zu kénnen, wur-
den im Anschluss ECso-Werte (Konzentration fiir halb-maximalen Effekt, d.h. halb-maximale
Relaxation) berechnet. Der ECso-Wert wird abgeleitet als mathematische Modellierung und
gab die mittlere effektive Konzentration an, bei der eine halbmaximale Relaxation beobachtet
wurde. Mit diesem Wert konnte der pD, Wert (,,potency*) errechnet werden, der dem negati-
ven Logarithmus der ECsy Konzentration entspricht (- log (ECsp)). Zusitzlich wurde auch die
»efficiency zum Vergleich herangezogen, die die maximale Relaxation bei der verwendeten

Maximalkonzentration des jeweiligen Vasodilators angab.ls‘s'15 8



2.16 Proteinextraktionen aus Gewebe

Verwendete Puffer / Losungen:

Homogenisierungs-Puffer (siehe 3.5.12)

Homogenisierungs-Losung (siehe 3.5.13)

Das Aortengewebe wurde zunichst in einem mit fliissigem Stickstoff gekiihlten Mdrser
zerrieben und in ein gekiihltes Eppendorf-Gefal3 iiberfiihrt. Durch Zugabe von eiskalter Ho-
mogenisierungs-Losung (300ul pro 100 mg Gewebe) und leichtes Vortexen wurde erst in
diesem Schritt das Gewebe aufgetaut und anschlieend mindestens eine Stunde auf Eis inku-
biert. Durch zwischenzeitliches Vortexen und die Zugabe von Detergenz wie Triton X-100 (1
%) konnten Zellen lysiert und Proteine aus den Membranen geldst werden. Die anschlieBende
Zentrifugation (10.000 x g, 10 Minuten, 4°C) sedimentierte den Zelldebris, wihrend sich im
Uberstand die solubilisierten Proteine befanden. Der Uberstand wurde in ein neues Eppen-
dorf-Gefal} iiberfiihrt und bis zur weiteren Verarbeitung auf Eis gehalten bzw. bei -20°C gela-
gert.

2.17 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Konzentrationsbestimmung der oben hergestellten Proteinextrakte wurde nach der Me-

thode von Bradford durchgefiihrt.'®

Diese Methode basiert auf den Eigenschaften des Farb-
stoffs Coomasie Brillant Blue-G250, der erstmals von Bradford zur Bestimmung von Protein-
konzentrationen benutzt wurde. Der Farbstoff kommt in drei Zustdnden vor (Abbildung 22).
Durch Bindung an kationische und/oder hydrophobe Seitenketten von Proteinen wird der
Farbstoff in seinem anionischen Zustand stabilisiert, und das Absorptionsspektrum erhélt ein

Absorptionsmaximum bei 595 nm."* '

Der Farbstoff komplexiert hauptsidchlich mit basi-
schen Aminosduren von Proteinen. Die Messungen wurden auf eine Eichgerade mit BSA
(Bovine serum albumin) bezogen, weil BSA viele basische Aminosduren enthélt (z.B. 30 x

Lysin, 26 x Arginin und 7 x Histidin).
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Abbildung 22. Drei absorbierende Zustande von Coomassie Brillant Blue-G250.

Es wurde eine Standardgerade mit fiinf BSA-Standards folgender Konzentrationen erstellt:
1, 5, 10, 20 und 30 ng/ul. Als Leerprobe (Blank) wurde die entsprechende Menge Wasser
(Aqua bidest.) eingesetzt. Zur Bestimmung der unbekannten Proben wurde eine Verdiinnung
gewihlt (Aortengewebe 1 : 100, Herzgewebe 1 : 200), die es erfahrungsgemall ermdglichte,
im Bereich der genannten Standards zu messen. Alle Messungen (sowohl Standards als auch

unbekannte Proben) wurden als 4-fach Bestimmung in einer 96-Well Platte durchgefiihrt.

Die Proben wurden in einem Gesamtvolumen von 200 pl verdiinnt. Pro Well wurden an-
schlieBend 80 pul der Probe sowie der vorher hergestellten Standards vorgelegt. Als Bradford-
Reagenz wurde anschlieend 1:5 verdiinntes Roti-Quant zugegeben (200 pl per Well). Die
Absorption der Proben und der Standards wurde dann in einem Platereader ausgelesen und

mit Hilfe des Programms Revelation ausgewertet (Abbildung 23).
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Abbildung 23. Beispiel einer Standardgerade mit BSA-Standards fir die Bradford Proteinbestimmung.



2.18 Dot Blot

Verwendete Puffer / Losungen:

Homogenisierungs-Puffer (siehe 3.5.12)

Homogenisierungs-Losung (siehe 3.5.13)

Der Dot Blot ist eine vereinfachte Version des Western Blots, die es erlaubt, Protein bzw.
Proteinmodifikationen (hier: Nitrotyrosinbildung) mittels spezifischer Antikorper zu quantifi-
zieren. Da Proteingemische hierbei nicht der Grofle nach aufgetrennt werden, kann allerdings
nicht qualitativ zwischen nitrierten Proteinen unterschieden werden, bzw. es kann, wenn ein
nicht spezifischer Antikorper mit signifikanter Kreuzreaktivitdt verwendet wird, nicht ausge-
schlossen werden, dass es zu falsch-positiven Signalen kommt. Der gro3e Vorteil der Dot
Blot-Methode ist der hohe Probendurchsatz (im 96-Well-Mafstab) sowie die Detektion von
Proteinen mit intakter Tertidrstruktur (einige Antikdrper erkennen nur natives aber kein dena-
turiertes Protein). Fiir Dot Blots wird ein Proteingemisch direkt auf eine PVDF-Membran
aufgetragen, ohne dass vorher eine Auftrennung nach Grofle, Ladung oder Struktur durchge-
fiihrt wurde. Diese Technik wurde mittels eines Minifold-1-Gerétes der Firma Whatman —
Schleicher & Schuell durchgefiihrt (Abbildung 24). Hierzu wurden Herzhomogenate aufgear-
beitet und der Proteingehalt nach Bradford bestimmt. Dann wurde die Probe mit Homogeni-
sierungs-Losung auf eine Proteinkonzentration von 2,5 ng/ul eingestellt und pro Dot 10 ul

(entsprechend 25 pg Protein) aufgetragen.

Das Dot Blot System setzt sich zusammen aus vier Einzelkomponenten:
(1)  einer 96-Well-Platte, auf die die Proben aufgetragen werden,
(2) einer Filter-Auflageplatte, auf die zwei Filterpapiere und die Membran gelegt
werden,
(3)  einer Vakuumkammer, die an einer Wasserstrahlpumpe angeschlossen werden
kann, sowie
4) einer Spannleiste aus Metall, die das System zusammenpresst.
Das System wird nach dem Aufbau (Filter und Membranen wurden vorher kurz in PBS ein-
gelegt) an eine Wasserstrahlpumpe angeschlossen, die das nétige Vakuum erzeugt. Die aufge-
tragene Probe wird dadurch auf die Membran gesaugt. Zweimaliges Nachspiilen mit PBS si-

cherte den kompletten Durchsatz der Probe.



Die Membran wurde nach vollstindigem Durchsaugen der aufgetragenen Losungen aus der
Vorrichtung entnommen und zwei Tage bei Raumtemperatur (oder eine Stunde bei 60° C)
getrocknet. Um die modifizierten Proteine auf der Membran sichtbar zu machen, wurden An-
tikdrperreaktionen durchgefiihrt, die unter Punkt 3.21 genauer beschrieben werden. Die Aus-

wertung erfolgte wie bei Western Blots.

Spannleiste \\'_
96—WeII—PIatte‘——=g—-u u u u u u u u Membran

— 2 Filterpapiere

Anschluss flir H H H H H H H H H"—AAUﬂageplatte

Wasserstrahlpumpe
==

:ﬁ —Vakuumkammer

Abbildung 24. 96-Well-Platte eines Standard Minifold I® Systems zur Durchfiihrung eines Dot Blots

(links) und schematischer Aufbau der Dot Blot-Apparatur (rechts).

2.19 Protein-Gelelektrophorese (diskontinuierliche SDS-PAGE)

Verwendete Puffer / Losungen:

SDS 10% (siehe 3.5.15)

APS (Ammoniumpersulfat) (siche 3.5.16)
SDS-PAGE: Laufpuffer (siche 3.5.17)
SDS-PAGE: Trenngel-Puffer (siehe 3.5.18)
SDS-PAGE: Sammelgel-Puffer (siche 3.5.19)

Die diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese, SDS-PAGE (sodium dode-
cylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis), diente zur Auftrennung von Proteingemischen.
Der Einsatz von SDS (Natriumdodecylsulfat) wurde zur Maskierung der nativen Ladungen
der Proteine eingesetzt, so dass diese eine konstante Ladungsverteilung aufzeigten, die mit der
GroBe korreliert.'®" SDS wurde dazu im Uberschuss (im Laemmli-Puffer enthalten) zum Pro-

teingemisch gegeben und bei 95° C fiir fiinf Minuten erhitzt. Das Erhitzen des Proteinge-



mischs zerstorte Tertidr- und Sekundérstrukturen (z.B. Aufbruch von Wasserstoftbriickenbin-
dungen in Faltblattstruktur bzw. Helices), wobei Quartdrstrukturen wie Disulfidbriicken durch
Reduktion gespalten wurden.'®* Diese Reduktion wurde durch 8-Mercaptoethanol im Laemm-
li-Puffer gewihrleistet.'® Bromphenolblau ermoglichte, die Laufstrecke der Proben im Poly-

acrylamidgel zu verfolgen.'®

Nach der Proteinbestimmung nach Bradford wurden die Proben zunéchst 1:3 mit Laemmli-
Puffer (3X) vermischt, danach erfolgte die Protein-Denaturierung bei 95° C fiir fiinf Minuten.
Nachfolgend wurden die Proben auf eine Proteinkonzentration von 1 pg/ul eingestellt. Bis zur

weiteren Verwendung wurden die Proben auf Eis bzw. bei -20° C gelagert.

Die SDS-PAGE wurde in einem Mini—Protean-III-System der Firma BIORAD durchge-
fiihrt. Daflir wurden 1 mm starke, ca. 5 cm lange 7,5 — 12 % ige Trenngele angefertigt (Tabel-
le 1). Zur Herstellung einer gleichmifBigen Gelkante, auf die das Sammelgel gegossen werden
konnte, wurde die Trenngellosung mit Isopropanol iiberschichtet. Nach Polymerisation (ca. 20
Minuten bei Raumtemperatur) wurde die Uberschichtung entfernt und ein 4%iges Sammelgel
aufgegossen. Die zugehorigen Gelkdmme haben eine Breite von 3 — 5 mm (fiir 15 oder zehn
Probentaschen), in die ein Probenvolumen bis zu 40 pl eingefiillt werden konnte (Polymerisa-
tion ca. 15 Minuten bei Raumtemperatur). Zusitzlich zu den Proben wurden pro Gel ein Mo-

kTM

lekulargewichts-Marker (BenchMar Protein Ladder) und ein vorgefarbter, schon im Gel

sichtbarer Protein-Marker (DualColor) aufgetragen.



Tabelle 1. Zusammensetzung der unterschiedlichen Acrylamid-Gele.

Trenngel: Sammelgel:
7,5% 10% 12% 4%
H,O 54ml  48ml 43ml 3,2 ml

Trenngel-Puffer
(1,5 M Tris pH 8,8)
Sammelgel-Puffer
(0,5 M Tris pH 6,6)

Acrylamide/Bis
(40 %, BioRad) 1,8 ml 2,5ml 3 ml 0,5 ml

25m 25ml 25ml 0 -

_______________ 1,2 ml

10% SDS 100 ul 100 ul 100 pl 50 ul
10% APS 100 ul - 100 ul 100 pl 50 pl
TEMED 10 pl 1oul  10ul 5ul

Die Elektrophorese wurde nach Auftragen aller Proben in gekiihltem (4° C) SDS-PAGE-
Laufpuffer zunichst bei 60 V gestartet, bis die Proben aus den Taschen in das Sammelgel
eingetreten waren. Die Elektrophorese wurde bei konstant 130 V fiir ca. zwei bis drei Stunden

fortgefiihrt, bis die entsprechenden Banden das Ende des Trenngels erreicht hatten.

2.20 Western Blot / Protein-Transfer

Verwendete Puffer / Losungen:

SDS-PAGE: Transferpuffer (siche 3.5.20)

Der Transfer der Proteine aus dem Gel auf die Nitrozellulose-Membran wurde mit Hilfe des
,Mini Trans-Blot Cell* Systems der Firma BIORAD durchgeﬁihrt.165 Vor dem Zusammenbau
der einzelnen Elemente des Systems wurden sowohl die Filterpapiere, die Schwiamme als
auch die zugeschnittene Nitrozellulose-Membran in eiskalten Transferpuffer eingelegt (ca. 1

Minute). AnschlieBend wurden nacheinander luftblasenfrei ein Schwamm, ein Filterpapier,



die Membran, das Trenngel, das zweite Filterpapier und der zweite Schwamm in dem Blothal-

1% Der Blothalter wurde so in die mit Transferpuffer gefiillte Transferkammer

ter geschichtet.
iberfiihrt, dass die Nitrocellulose-Membran zur Anode ausgerichtet war. Der Transfer verlief

vier Stunden bei 4° C bei konstantem Stromfluss von 250 mA.

Nach Abbau des Blotsystems konnte der Transfer sofort anhand der Banden des vorgefarb-
ten Markers auf der Nitrozellulose-Membran iiberpriift werden. Das transferierte Protein und
der zweite 10 kDa Molekulargewichts-Marker konnte durch Ponceau-S Farbung (fiinf Minu-
ten bei Raumtemperatur) der Membran sichtbar gemacht werden.'®” ' ' Anhand dieses
Markers konnte dann die Nitrozellulose-Membran in entsprechende Teile geschnitten werden,

damit gleichzeitig mehrere Antikorper verwendet werden konnten.

2.21 Immunologische Nachweise von Proteinen auf Membranen

Verwendete Puffer / Lésungen:
Waschlosungen WB (Western Blot) (siehe 3.5.21 bis 3.5.25)
Blockmedien WB (siehe 3.5.26 bis 3.5.28)

Um die Proteine auf der Membran sichtbar zu machen, wurden (meist monoklonale) Primai-
rantikorper verwendet.'®® '®® Antikorper sind immunologisch aktive Proteine, die an ein Epi-
top (bzw. eine antigene Determinante) binden und somit spezifische Nachweise von Proteinen
bzw. Proteinmodifikationen erlauben.'”” Das Epitop bzw. die antigene Determinante ist ty-
pisch fiir das auf die PVDF-Membran iibertragene Protein. Es kommt also zu einer Antigen-

Primédrantikdrper-Reaktion, wie in Abbildung 25 gezeigt ist.
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Abbildung 25. Antigen-Antikdrper- und Chemilumineszenz-Reaktion der Immundetektion eines Prote-
ins auf einer PVDF-Membran: Am Protein, das durch Blotting oder durch Vakuum auf die Membran
gebracht wurde, bindet der spezifische Primarantikérper. Der sekundare Antikorper mit gekoppelter
HRP wiederum kann am Primarantikérper anlagern und das zugegebene Luminol oxidieren, was zu

einem Chemilumineszenzsignal fiihrt (verandert nach?" %),

Durch die Verwendung eines Sekundérantikorpers, der in der Regel mit HRP (horseradish
peroxidase) gekoppelt vorlag, lieB3 sich der Primdrantikérper, gebunden an sein spezifisches
Antigen, auf der Membran detektieren. Die am Sekundérantikorper gebundene Peroxidase
oxidierte dann das zugegebene Luminol (ECL), was zu einem Chemilumineszenzsignal fiihr-
te. Dieses Signal wurde durch einen Chemilumineszenz-Detektor aufgenommen und quantifi-

ziert.

Die in Teile geschnittene Membran wurde zunichst eine Stunde bei Raumtemperatur in
Blockmedium (Milchpulver bzw. BSA) inkubiert, um spiter unspezifische Bindungen des

Antikorpers an anderen Epitopen zu vermeiden. Der Primirantikorper wurde bei einer Ver-



diinnung von 1 : 1.000 (5 pul in 5 ml geldst) tiber Nacht bei 4° C inkubiert. Dreimaliges Wa-
schen am Folgetag (je fiinf Minuten bei Raumtemperatur) entfernte nicht spezifisch gebunde-
ne bzw. liberschiissige Primdrantikdrper von der Membran. Der Sekundérantikdrper wurde
ebenfalls im Blockmedium des zugehorigen Primédrantikorpers (Verdiinnung 1 : 10.000) zwei
Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Erneutes dreimaliges Waschen (je fiinf Minuten bei
Raumtemperatur) entfernte die iiberschiissigen Sekundirantikorper und Blockmedienreste.
Die Auftragung des ECL-Chemilumineszenz-Reagenz lieferte das Substrat fiir die HR-
Peroxidase. Mit ECL wurde eine Minute inkubiert, es wurde dann von der Membran gesaugt,

171 o .
I Die densito-

die anschlieend direkt im Chemilumineszenz-Imager quantifiziert wurde.
metrische Auswertung der als JPEG gespeicherten Bilder wurde mit Hilfe des Programms

Gel-Pro Analyser 6.0 durchgefiihrt.

2.22 Isolierung von RNA

Die Isolierung von RNA aus Herz- und Aortengewebe erfolgte mit Hilfe eines gewerblich
erhdltlichen QIAGEN Kits (RNeasy® Fibrous Tissue Mini Kit). Das gefrorene Gewebe
(Mausgewebe: /2 Herz bzw. eine Aorta) wurde zusammen mit einer 5 mm Stahlkugel und 300
ul ,,RNA Lysis Buffer” in ein 2 ml Eppendorfgefdf3 tiberfiihrt. Die so befiillten GefdBle wur-
den dann in einem QIAGEN Tissue Lyser tiberfiihrt und fiinf Minuten bei 30 Hz (Herzen
sechs Minuten) gertittelt. Hierbei war darauf zu achten, dass das Gewebe nicht antaute, bis der
Homogenisierungspuffer zugegeben wurde. Die nachfolgende Isolierung der RNA ist zu-

sammenfassend in Abbildung 26 graphisch dargestellt.

Die Zugabe von 600 ul Proteinase K-Losung (Verdiinnung von 10 pl Proteinase K 1:60 mit
590 pl ,,RNase free* Wasser), mit anschlieBender Inkubation (zehn Minuten bei 55°C) fiihrte
zum Verdau der Proteine im Homogenat. Der erste Zentrifugationsschritt (drei Minuten bei
10.000 x g bei Raumtemperatur) entfernte die zertriimmerten Zellbestandteile. Der Uberstand
wurde in ein neues Eppendorfgefdl3 iiberfiihrt und das Pellet verworfen. Es schloss sich eine
Ethanolféllung an. Die Probe wurde mit einer halben Volumeneinheit Ethanol (96-100%)
versetzt und in eine im Kit enthaltene Rneasy-Mini-Spin-Séule tiberfiihrt, die 15 Sekunden bei
10.000 x g zentrifugiert wurde. RNA und auch Spuren von DNA banden an der Saule, wih-
rend alle anderen Zellbestandteile im nidchsten Waschschritt (350 ul RW 1) entfernt wurden.
Durch Zugabe von DNase I — Losung (Verdiinnung 1:8, d.h. 10 pl DNase I stock + 70 pl



RDD) wurde die an der Silica-Gel-Siule gebundene DNA verdaut (Inkubation 15 Minuten,
RT). Der anschlieBende Waschschritt mit dem Puffer RW 1 mit zugehoriger Zentrifugation
(15 Sekunden bei 10.000x g) entfernte die DNA-Fragmente von der Sdule. Die Séule wurde
dann in ein neues Gefdl tiberfiihrt und zweimal mit 500ul RPE-Puffer gewaschen (1. Zentri-
fugation: 15 Sekunden, 10.000x g, 2. Zentrifugation: zwei Minuten, 10.000x g). Eine an-
schlieBende Zentrifugation (eine Minute, 20.000x g) sollte die vollstindige Trocknung der
Sdule und Entfernung des RPE Puffers sichern.

Die Elution der RNA in Wasser wurde angeschlossen (Zentrifugation: eine Minute, 10.000x
g). Die zugegebene Wassermenge wurde angepasst an das eingesetzte Material: Pro Maus-

Aorta wurden 30 pl und pro 2 Maus-Herz 50 pul Wasser (RNase frei) zugegeben.
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Abbildung 26. Prinzip der RNA-Isolierung nach dem Protokoll von Qiagen. Homogenisierung des Ge-

1

webes'?' wurde im Kit enthaltenen Lyse-Puffer im QIAGEN Tissue Lyser durchgefiihrt. Der néchste

Schritt war der Proteinverdau mittels Proteinase K bei 55°C."*" In Schritt '*® wurde die Ethanol gefallte

RNA an eine RNeasy-Mini-Spin-Saule gebunden, anschliellend gewaschen und ein DNase Verdau

durchgefiihrt (4). Nach weiteren Waschschritten wurde die RNA mit Wasser von der Saule eluiert .

Fiir Details siehe Text (verandert nach'’).



2.22 Bestimmung der DNA- und RNA-Konzentration

Mit Hilfe des Gerétes Nanodrop der Firma peqlab konnte nach der Isolation die Konzentra-
tion und die Reinheit der priparierten Nukleinséduren mit nur 2 pl Probenvolumen bestimmt
werden. Durch die Bestimmung der optischen Dichte (OD) bei 260 nm (Absorptionsmaxi-
mum von Nukleinsduren) wurde die RNA Konzentration berechnet. Durch gleichzeitige Mes-
sung der optischen Dichte bei 280 nm, also der Bestimmung des Protein- bzw. Phenolgehalts
der Probe und Bildung des Quotienten dODysy / ODyg¢ konnte die Reinheit der isolierten RNA
errechnet werden. War der Koeffizient OD,¢9 / OD»gp geringer als 1,8, so musste davon aus-
gegangen werden, dass die Probe mit Protein oder aromatischen Verbindungen (z.B. Phenol)
verunreinigt war, was eine erneute Aufreinigung erforderlich machte. Lag der Koeffizient

zwischen 1,8 und 2, wurde die Konzentration der Probe nach folgender Formel berechnet:

Konzentration der RNA [ng/ul] = ODys x Verdiinnung x 40

Alle so bestimmten Proben wurden auf eine Konzentration von 200 ng/ul eingestellt, wovon
anschlieBend immer gleiche Volumina von 2,5 pl pro Well, was 500 ng RNA entsprach, in

die PCR eingesetzt werden konnten.

2.24 Reverse Transkription
Um die Transkription von bestimmten Genen zu untersuchen, musste zusétzlich zum Prote-

in auch die zugehdrige RNA nachgewiesen werden. Dazu wurde die RNA, aus Aorten- und
Herzgewebe isoliert. Da allerdings die benutzte Taq-Polymerase in der Methode der ,,real
time-PCR* zur Verwendung DNA-Matrizen erfordert, musste die isolierte RNA in cDNA

(complementaryDNA) umgeschrieben werden.

Die Methode der ,,Reversen Transkription® basiert auf natiirlich vorkommenden RNA-

abhingigen DNA-Polymerasen'” '™

(reverse Transkriptasen), die ein Umschreiben von RNA
in DNA erméglichen.'” '7® Auch die reverse Transkriptase bendtigt, wie andere DNA-
Polymerasen sogenannte Primer. Diese konnen unspezifisch gewéhlt werden oder spezifische

Bereiche eingrenzen.



Die reverse Transkription und die nachfolgende ,,real time-PCR* wurden in dieser Arbeit
wie von der Herstellerfirma empfohlen, in einem Schritt (one-Step-Methode) in der so ge-
nannten qRT-PCR durchgefiihrt. Nachfolgend wird die ,,real time-PCR* ausfiihrlicher be-

schrieben.

2.25 Real time-PCR (qRT-PCR)

Die ,,real time-PCR* basiert auf der herkémmlichen PCR mit zusétzlicher Mdglichkeit zur

Quantifizierung der neu gebildeten DNA.'"”

Die verwendete Methode der TagMan®-Sonden
macht sich zwei Prinzipien zu Nutze: die FRET-Technologie (,,Fluorescence Resonance
Energy Transfer)'®® sowie die 5°-3’-Exonuklease-Aktivitit der Tag-Polymerase.

Beim Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer '"® wird die Energie eines angeregten Fluores-
zenzfarbstoffs (Donor-Fluorophor) strahlungsfrei iiber Dipol-Dipol-Wechselwirkungen auf
einen zweiten Fluoreszenzfarbstoff (Akzeptor-Fluorophor) iibertragen.'®® "7 17 Dabei ist die
Entfernung von Donor- und Akzeptor-Fluorophor von entscheidender Bedeutung.'”™ Detek-
tiert werden kann FRET iiber eine Ab- oder Zunahme der Fluoreszenz'’®. Um dieses Prinzip

nutzen zu konnen, stiitzt sich die TagMan®-Methode zusétzlich auf die hier essentielle 5°-3°-

Exonuklease-Aktivitit der Tag-Polymerase.

Die spezifischen Primer grenzen den Zielbereich auf der DNA ein (Abbildung 27 a)'®. Die
TagMan®-Sonden sind wie folgt aufgebaut: Sie enthalten eine spezifische Zielsequenz (ca.
30 Nukleotide) fiir die Anlagerung an die Matrize, am 3’-Ende einen nicht-fluoreszierenden
niedrigenergetischen Quencher (Q) und am 5’-Ende den fluoreszierenden hdherenergetischen
Reporter (R). Basierend auf dem FRET-Prinzip gibt der Reporter seine Energie nichtfluores-
zierend an den Quencher in seiner Nahe ab. Dadurch wird bei intakter Sonde das Fluoreszenz-
signal unterdriickt (Abbildung 27 b)."™ Erreicht die Taq-Polymerase die TagMan®-Sonde,
wird diese von der Matrize abgehoben (Abbildung 27 ¢) und durch die 5’-3’-Exonuklease
Aktivitit der Tag-Polymerase abgeschnitten. Der Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer '’
kann durch die grofere Entfernung zwischen Reporter und Quencher nicht mehr stattfinden,
wodurch der Reporter die Energie in Form von detektierbarer Fluoreszenz abgibt (Abbildung
27 d)."™ Im weiteren Verlauf wird die TagMan®-Sonde komplett von der Matrize abgeldst
und der Synthesebereich komplettiert (Abbildung 27 e). Bei jedem Zyklus wird also der Re-
porter von seinem energieaufnehmenden Quencher getrennt, wodurch das Verhiltnis der stei-

genden Fluoreszenz proportional zur synthetisierten Menge des Amplicons ist.
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Abbildung 27. Schematische Darstellung des real time-PCR-Prinzips: a. Anlagerung der spezifischen
Primer und der TagMan®-Sonde, die downstream zu einem Primer anlagert; b. Ubertragung der
Energie durch FRET, vom hochenergetischen Reporter zum niedrigenergetischen Quencher (gelbe
Zackenfigur); c. die Tag-Polymerase verdrangt die TagMan®-Sonde; d. durch die 5°-3’-Exonuklease
Aktivitéat der Tag-Polymerase wird der Reporter von der TagMan®-Sonde abgetrennt, wodurch FRET
blockiert wird, der Reporter sendet ein detektierbares Fluoreszenzsignal (blaue Zackenfigur); e. die
Taqg-Polymerase trennt den Rest der Sonde von der Matrize ab und komplettiert das Amplicon. Gelbe
Wolke = vom Quencher aufgenommene Energie; blaue Wolke = vom Reporter freigesetzte Energie
(verandert nach'®).



Benutzt wurde das QuantiTect™ Probe RT-PCR Kit von QIAGEN. Die Primer und Sonden
fiir die qRT-PCR wurden als ,,TagMan® Gene Expression Assays®“ von der Firma Applied
Biosystems (Tabelle 2) bezogen. Es wurden 2,5 pl (500 ng RNA) der aufgereinigten RNA pro
Well eingesetzt. Nachfolgend beschrieben der PCR-Ansatz:

2X QuantiTect ™ Probe RT-PCR Master Mix 12,5 ul
RNase free H,O 85 ul
Primer ABI 1,25 ul
Template RNA 2,5 ul
Totales Volumen 25,0 ul

Wihrend der PCR erstellte die zugehorige Software des ABI7900HT eine Amplifikations-
kurve, wobei die Fluoreszenz des Reporterfarbstoffs auf der y-Achse gegen den entsprechen-

den PCR-Zyklus auf der x-Achse aufgetragen wurde.

Bei der Berechnung der Fluoreszenz wurde ebenfalls vom System ein Basiswert bzw. das
,Hintergrundrauschen abgezogen. Dieser Wert setzte sich aus den gemessenen Fluoreszenz-

werten der ersten Zyklen zusammen, in denen kein Anstieg stattfand.

Als interner Standard wurde ein so genanntes Haushalts-Gen benutzt (z.B. das TataBoxBin-
dingProtein), das eine von der Behandlung des Tieres unabhingige und dem Zielgen dhnliche

Expression zeigte.

Auswertung der qRT-PCR
Der Cr-Wert (,,threshold cycle®) bezeichnet denjenigen PCR-Zyklus innerhalb der exponen-

tiellen Phase der Amplifikation, bei dem die Amplifikationskurve einen Schwellenwert iiber-
steigt. Dieser Schwellenwert bezeichnet den Wert, ab dem ein deutlicher Anstieg der Fluores-
zenz detektiert werden kann. Dieser Wert wird vom System sowohl fiir das standardisierte

Haushalts-Gen als auch fiir das zu untersuchende Zielgen ermittelt.



Zur Auswertung wurde der Cr-Wert des Haushalts-Gens vom Cr-Wert des Zielgens subtra-
hiert. Um die verschiedenen Behandlungsgruppen miteinander vergleichen zu kénnen, wur-

den die unterschiedlichen Cr-Werte mit der jeweiligen Kontrollgruppe verglichen'®':

Cr-Wert Zielgen - Cr-Werte Haushaltsgen = ACr
Cr = threshold cycle = Zyklusnummer, bei dem die Fluoreszenzschwelle iiberschritten wird
ACT Behandlungsgruppe — Mlttelwert(ACT Kontrollgruppe) = AACT

Relative Expression = 2 (44¢D

PCR-Bedingung

Reverse Transkription: 50°C 30 Minuten
Initiale Aktivierung: 95°C 15 Minuten
Denaturierung 95°C 15 Sekunden
Annealing / Elongation: 60° C 1 Minuten

Thermal Cycler Protocal

Mode: ¥ (i L Sample Waolume [pL);

Thermal Profile | auto Increment | Ramp Rate | Data Collection

Stage 1 Stage 2 Stage 3
Repeats: 55
950 940
15:00 015
50.0
Sl 1:00

- 30:00

Abbildung 28. PCR-Bedingungen der gRT-PCR: Darstellung des Applied Biosystems System. Graphi-
sche Darstellung des Temperaturverlaufs mit Temperatur- (oben) und Zeitangaben (unten). Stage 1

entspricht der reversen Transkription, Stage 2 & 3 der quantitativen PCR.



Tabelle 2. Sequenzspezifische ,TagMan® Gene Expression Assays* der Firma Applied Biosystems.

Gen Symbol Assay ID (Applied Biosystems Germany)
VCAM-1
. Mm00449197 ml
(vascular cell adhesion molecule 1)
Nox4
Mm00479246 ml
(NADPH oxidase 4)
Cyba
Mm00514478 ml
(Cytochrome b-245 alpha, p22phox)
Cybb
Mm0043775 ml
(Cytochrome b-245 beta, Nox2)
Nos2
' ' Mm00440485m1
(inducible NOS)
Ptgs2
(Prostaglandin-endoperoxide synthase 2, Mm00478374 ml
COX-2)

2.26 Detektion von ROS in Aortensegmenten

Dihydroethidin '* hat sich als Fluoreszenz-Farbstoff fiir die Messung von Superoxidanio-

nen (aber auch anderen ROS) in biologischen Proben sehr bewihrt'*

. Daher ist es moglich,
ROS-Quellen in Gewebe wie Aortensegmenten zu lokalisieren. Abbildung 29 zeigt die Oxi-

dation von DHE unter der Bildung von Ethidium.

DHE HE

Abbildung 29. Oxidation von Dihydroethidin zu Ethidium.




Die Aortensegmente wurden kurz nach der Entnahme in Tissue-Tek O.C.T.™

-Compound
eingebettet und langsam {tiber fliissigem Stickstoff eingefroren. Diese Aortenstiicke (3 — 4
mm) wurden dann mit Hilfe eines Cryostaten in 8 pm dicke Segmente geschnitten und auf
Objekttrager tiberfiihrt. Diese Objekttrager wurden bis zur weiteren Bearbeitung auf Trocke-
neis transportiert bzw. bei -80° C gelagert. Bei der Farbung wurde der Objekttriger direkt aus
der -80° C-Lagerung auf einen 37° C warmen Heizblock iiberfiihrt, die Aortensegmente mit
DHE-Lo6sung (1uM DHE, 0,5% DMSO) betraufelt und 30 Minuten inkubiert. Nach der Inku-
bation wurde ein Grofteil der DHE-Losung vom Objekttrager abgesaugt, dieser mit einem

Deckglas (eingefettete Seiten schiitzen die Aortensegmente vor Austrocknung) abgedeckt und

mit einem Fluoreszenzmikroskop bei 400facher Vergro3erung ausgewertet.

2.27 Elektronen-Spin-Resonanz-Spektroskopie (ESR)

Jedes Elektron (e) hat ein magnetisches Moment (Elektronenspin) und eine Spinquanten-
nummer s = % mit zugehdrigen magnetischen Komponenten mg = - 4 und mg = + %."% In
einem Magnetfeld der Stirke By richtet sich das magnetische Moment des Elektrons entweder
parallel mg = - 2 oder antiparallel ms = + 2. zum Magnetfeld aus. Jede dieser Ausrichtungen
besitzt ein spezifisches Energieniveau, wobei die parallele Ausrichtung mit dem niedrigeren
Energiestatus korrespondiert, wahrend die antiparallele dem hoheren Energiestatus entspricht.
Die Energiedifferenz (AE) des niedrigen zum hohen Energielevel des Elektrons entspricht der

folgenden Gleichung und wird als Zeeman-Effekt bezeichnet:

AE = g.-ug- By g. = Elektronen g-Faktor
ug = Bohrsches Magneton
By = Feldstirke

Durch die Gleichung wird ersichtlich, dass die Aufspaltung der Energieniveaus direkt pro-

portional zur magnetischen Feldstérke ist. Dargestellt in der Graphik, Abbildung 30.



mg =+%

20 BT

2 mm ESR-Bander

X Q W
H I

1(|)0 | | | 5(|)0 ESR-Frequenz f GHz

Abbildung 30. Elektronenspins und Energieverteilung im Magnetfeld in Abhangigkeit von der Feld-
starke. Die Ausrichtung des magnetischen Moments eines Elektrons im Magnetfeld ist entweder paral-
lel (ms = - Y2) oder antiparallel (ms = + %2). Dargestellt ist die Proportionalitat der Gleichung AE = g -

s - Bo

Ein freies Elektron kann durch Absorption oder Emission elektromagnetischer Resonanz-
energie zwischen den beiden Energieniveaus wechseln. Diese Absorption bzw. Emission der
Resonanzenergie kann mit Hilfe eines X-Band-Spektrometer-Miniskops (Firma Magnettech,

Berlin; in Kooperation mit Dr. Andrei Kleschyow) detektiert werden.

Der Stickstoffmonoxid-Gehalt in Aortensegmenten wurde in dieser Arbeit mittels eines
Spin-Traps, Eisen (II)-Diethyldithiocarbamat (Fe-(DETC),), untersucht.'®® ' Stickstoffmo-
noxid bildet einen Komplex mit Fe(DECT),, wodurch die Detektion im Gewebe moglich
wird. Die isolierten Aortensegmente wurden in 24-Well-Platten in Krebs-Hepes-Puffer iiber-
fiihrt, Spin-Trap Suspension (250 uM final) zugegeben und 30 Minuten bei 37° C inku-
biert."'® ' Nach der Inkubation wurden die Aortensegmente in fliissigem Stickstoff schock-
gefroren und in einem temperaturkontrollierten Dewar-Gefaf3 in drei Wiederholungen gemes-
sen.'®™ '8 Die Messungen wurden unter folgenden Voraussetzungen durchgefiihrt: ESR-
Spektren wurden unter fliissigem Stickstoff aufgezeichnet. Die Mikrowellen-Stirke betrug 10
mW, die Amplitudenmodulation 10 mT, die Modulationsfrequenz 100 kHz und die Durch-
laufszeit 60 Sekunden. Nicht-stimulierte Aortensegmente zeigten nach der Inkubation mit

Fe(DECT), Spin-Trap ein charakteristisches Triplet-ESR-Signal (Abbildung 31), wobei die



Intensitdt des Signals die absolute Menge des NO-Fe(DECT),-Komplexes darstellte, der wéh-
rend der Inkubation der Aorten mit der kolloidalen Suspension von Fe(DECT), gebildet wur-

187
de.

v | e e e r e rnpn
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Abbildung 31. Typisches ESR-Signal-Triplet des NO-Fe(DECT)2 (verandert nach'®"). Nach der Kom-
plexierung von Fe(DECT), und NO bei 37° C fir 30 Minuten, kann dieses typische Spin-Trap Triplet

ESR Signal im Magnetfeld detektiert werden. Die Intensitat des Signals entspricht dabei der absoluten

Menge des gebildeten Komplexes aus Fe(DECT), und NO.

2.28 Immunhistochemie
Die Immunhistochemie wurde durchgefiihrt, um die gp91™"* (=NOX-2)-Expression und die

Bildung des Peroxynitrits (hier als Surrogat Nitrierung von Tyrosinresten) zu lokalisieren.
Dazu wurden intakte Aorten direkt nach der Entnahme in Paraformaldehyd (4%) iiberfiihrt, in
einer aufsteigenden Alkoholreihe entwéssert und nach Xylolbehandlung nach einer standardi-
sierten Methode in Paraffin eingebettet. Das Schneiden erfolgte mit Hilfe eines Mikrotoms
der Firma Leica bei einer Schnittdicke von 5 um. Schnitte wurden auf einen Objekttrager
tiberfiihrt und 2 — 3 Tage bei 37° C getrocknet. Nach der Entparaffinierung in einer absteigen-
den Alkoholreihe und dem Waschen in Wasser erfolgte die histochemische Behandlung der
Schnitte. Die beiden oben genannten Antikorper wurden nach der Standardanleitung des

VECTOR M.O.M Peroxidase-Kits durchgefiihrt (Verdiinnung des Primérantikorpers 1 : 100).
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Zur Antigendemaskierung wurden die Schnitte in einem Dampfgarer mit Target—Retrievel-
Solution (pH 9) vorbehandelt. Um falsch positive Ergebnisse ausschlieBen zu kénnen, wurden
zwel Negativkontrollen mitgefiihrt (PBS bzw. IgG; Negativ-Kontrolle statt des Primédranti-
korpers). Die Gegenfarbung wurde der Behandlung mit den Antikdrpern angeschlossen und

zeigte die mit Himatoxylin blau gefarbten Nuklei.

Vor dem Eindecken der Objekttrager wurden die Schnitte mit Hilfe einer ansteigenden Al-
koholreihe wieder entwéssert und mit Entellan® eingedeckt. In Abbildung 32 sind die Posi-

tivkontrollen (muriner Embryo) der einzelnen angewandten Antikorper dargestellt.

—r S

Probe: Maus-Embryo Probe: Maus-Embryo

Schnittdicke 5 ym Schnittdicke 5 ym
Primarantikorper: Anti-Nitrotyrosin Primarantikorper: Anti-gp91°"* (= NOX-2)
(Gegenfarbung Hamatoxylin) (Gegenfarbung Hamatoxylin)

Abbildung 32. Immunhistochemie von Maus-Embryonen — Ausschnitte eines unbestimmten Bereichs;
links Primarantikorper Anti-Nitrotyrosin (braune Farbung entspricht positivem Signal); rechts Primaran-
tikérper Anti-gp91"h°X (braune Farbung entspricht positivem Signal, markiert durch rote Pfeile); als

Gegenfarbung wurde Hamatoxylin verwendet.



3. Ergebnisse

Der Ergebnisteil wird in zwei Hauptbereiche unterteilt. Zunidchst werden die Ergebnisse der
,Effekte der Aktivierung der AMPK im oxidativen Stress und in endothelialer Dysfunktion*
aufgefiihrt. Der zweite Schwerpunkt, die ,,Effekte der Inaktivierung der AMPK durch geneti-
sche Deletion der alpha 1 Untereinheit”, wird anschlieBend behandelt. Fiir alle statistischen

Auswertungen und Vergleiche wurde ein einfacher Bonferroni-Test angewendet.'®

3.1 Effekte der Aktivierung der AMPK
Die durch Angiotensin II induzierten Hypertonie® '** ' (AT II-Dosis: 1 mg / kg / d) wurde

genutzt, um oxidativen Stress und endotheliale Dysfunktion in Médusen zu erzeugen. Um die
Effekte der AMPK-Aktivierung untersuchen zu konnen, wurde ein spezifischer AMPK-
Aktivator, 5-Aminoimidazol-4-carboxamid-1-beta-d-ribonucleosid (AICAR) durch subkutane
Injektion verabreicht (AICAR-Dosis: 200 mg / kg / Tag). Die Untersuchungen wurden an fol-
genden Tiergruppen durchgefiihrt:

Tabelle 3. Untersuchte Tiergruppen zur Analyse von Effekten der Aktivierung der AMPK mittels
AICAR.

CTR NaCl 0,9% Lsg.
(Kontrolle) PBS 200 ul

NaCl 0,9% Lsg.
AICAR

AICAR 200 mg/kg/Tag

Angiotensin II | 1 mg/kg/Tag
ATII

PBS 200 pl

Angiotensin II | 1 mg/kg/Tag
AT II + AICAR

AICAR 200 mg/kg/Tag
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3.1.1 Uberpriifung der AMPK-Aktivierung mittels Western Blot
Da die AMPK zur vollstindigen Aktivitit unter anderem die Phosphorylierung der alpha-

Untereinheit an Threonin 172 bendtigt, konnte diese spezifische Phosphorylierung als ,,Akti-
vierungsmarker* genutzt werden. Ob AICAR die AMPK-Aktivitit beeinflusst, wurde durch
Test auf die aktivierungsassoziierte Phosphorylierung mittels Western Blot {iberpriift (siche
2.20). Ein MaB fir die Effektivitit der AICAR-induzierten AMPK-Aktivitdt ist die Phospho-
rylierung des AMPK abhéngigen Enzyms, Acetyl-CoA-Carboxylase (siche 2.16 —2.21).

CTR AICAR ATl AT Il + AICAR
ACC-P (Ser 79) ” —ph D
AMPK-P (Thr172) & = » e .ﬁ
ACC-P (Ser79) AMPK-P (Thr 172)
. %k 450 - .
400 |
350 1
*
300 1
['4
& 250 1
-°c: 200
= 150 |
100 1
]
‘ 0 : ‘
CTR AICAR AT Il AT Il + AICAR CTR AICAR AT Il AT Il + AICAR

Abbildung 33. Effekte von AICAR auf die Phosphorylierung von AMPK und ACC. Die Western Blots
zeigen ACC-Phosphorylierung an Serin 79 und AMPK-Phosphorylierung an Threonin 172. Mittelwerte
als % der Kontrolle CTR + SEM, CTR = 100% (n = 6). Die Behandlung mit AICAR flhrte zu einer Stei-
gerung der AMPK- und ACC-Phosphorylierung; die Behandlung mit Angiotensin Il plus AICAR fihrte
zu einer signifikant hdheren Steigerung der AMPK- und ACC-Phosphorylierung im Vergleich zur Be-
handlung nur mit Angiotensin Il. Fir Signifikanzangaben siehe Tabelle 4. * = p < 0,05 vs. CTR; **=p <
0,05 vs. AT Il




Tabelle 4: Densitometrische Auswertung der ACC- bzw. AMPK-Phosphorylierung; Mittelwerte in % der
CTR + SEM; CTR = 100% und Signifikanzangaben (p<0,05 nach Bonferroni-Test).

ACC-
Phosphorylierung | Mittelwert +/- SEM *i I;) j())(())ss Zzllll (/i“RII
(Serin 79)
CTR 100 5.7
AICAR 237 15,0 *
ATII 166 7,8 *
AT II + AICAR 264 2,2 o
AMPK-
Phosphorylierung
(Threonin 172)

CTR 100 40,9
AICAR 141 224 n.s.
ATII 41 10,2 n.s.
AT II + AICAR 354 50,4 x*

Abbildung 33 und Tabelle 4 zeigen die Aktivierung der AMPK durch AICAR und den Ef-
fekt von Angiotensin II. Die Behandlung mit AICAR erhohte die Phosphorylierung der
AMPK von 100 + 40,9 % der Kontrollgruppe auf 141 + 22,4 %. Die Behandlung mit Angio-
tensin II reduzierte die Phosphorylierung der AMPK auf nur noch 41 + 10,2 % im Vergleich
zur Kontrollgruppe, wihrend die gleichzeitige Behandlung mit Angiotensin Il und AICAR die
Aktivitit signifikant auf das 3fache (354 + 50,4 %) steigerte.

Die AMPK-abhéngige Phosphorylierung der Acetyl-CoA-Carboxylase erhohte sich nach der
Behandlung mit AICAR auf 237 + 15,0 %, aber auch die Behandlung mit Angiotensin II stei-
gerte die inhibierende Phosphorylierung an Serin 79 auf 166 + 7,8 %. Die Co-Therapie mit
Angiotensin II plus AICAR fiihrte zu einer signifikanten Steigerung der Phosphorylierung der
Acetyl-CoA-Carboxylase auf 264 + 2,2 % (siche Tabelle 4).

3.1.2 Analyse der Gefif3funktion mittels isometrischer Tonusstudien
Zur Analyse der Gefdaffunktion wurden isometrische Tonusstudien an isolierten Mausaor-

tenringen, d.h. ex vivo durchgefiihrt (siche 2.15). Die Relaxation des Gefdlles wurde sowohl
iiber die maximale Relaxation (,,efficiency*) als auch {iber die ,,potency®, den so genannten

pD,-Wert angegeben (pD, entspricht - log (ECso))."” Dabei wird die Effizienz als maximale



Relaxation definiert, die mit der hochsten verwendeten Vasodilator-Konzentration erreicht

wurde.

Wie in Abbildung 34 (ACh Kurve) dargestellt, zeigte die endothelabhéngige Relaxation, die
durch kumulative Gaben von Acetylcholin analysiert wird, durch Angiotensin II-Behandlung
eine deutliche Reduktion (maximale Relaxation 15 *+ 3,3 % ab, pD»: -6,8 + 0,200) im Ver-
gleich zu entsprechenden Kontrolltieren (max. Relaxation bei 59 + 4,2 %, pD,: -7,6 £ 0,248).
AICAR behandelte Tiere zeigten im Gegensatz dazu keine Abweichung in der Relaxationsfa-

higkeit (max. Relaxation bei 58 + 4,0 %) im Vergleich zu den entsprechenden Kontrolltieren.

Durch die gleichzeitige Gabe von Angiotensin II und AICAR konnte die verringerte endo-
thelabhdngige max. Relaxation der Angiotensin II-Gruppe (15 * 3,3 %) anndhernd wieder
normalisiert werden und zeigte eine signifikant gesteigerte maximale Relaxationsfihigkeit bei

44% + 5,8 % (pDy: -7,4 + 0,146).
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Abbildung 34. Endothelabhangige Relaxation von praparierten Aortensegmenten (4 mm) in Organbad-
anlagen. Angegeben ist die prozentuale Relaxation nach Acetylcholingabe (Mittelwerte + SEM, n = 16
— 20). Die Behandlung mit Angiotensin Il fihrte zu einer signifikanten Reduktion der Relaxationsfahig-
keit auf Acetylcholingabe, die jedoch durch die gleichzeitige Behandlung mit AICAR wieder signifikant
gesteigert werden konnte (siehe Tabelle 5). Fir Signifikanzangaben siehe Tabelle 5. * = p < 0,05 vs.
CTR; *=p<0,05vs. ATII.



Tabelle 5. Relaxation durch Acetylcholin; Darstellung der pD,-Werte (= - log(ECsp)) und Signifikanz-

werte (p<0,05 nach Bonferroni-Test).

Acetylcholin- * 5<0.05 zu CTR
. . < 4
induzierte pD; +/- SEM ok l:)<o,05 ZZI:J. ATII
Relaxation
CTR 7,6 0,248
AICAR 7,6 0,131 n.s.
AT I 6,8 0,200 *
AT II + AICAR 7,4 0,146 **
0
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Abbildung 35. Endothelunabhangige Relaxation von praparierten Aortensegmenten (4 mm) in Organ-
badanlagen (Mittelwerte £+ SEM, n = 12 — 14), prozentuale Relaxation auf Nitroglyzeringabe. Die Be-
handlung mit Angiotensin Il fihrt zu einer signifikanten Reduktion der Relaxationsfahigkeit auf Nitro-
glyceringabe, was durch die Co-Behandlung mit AICAR wieder signifikant gesteigert werden kann. Fir
Signifikanzangaben siehe Tabelle 6. * = p < 0,05 vs. CTR; ** = p < 0,05 vs. AT Il



Tabelle 6. Nitroglyzerin-Konzentration; Darstellung der pD,-Werte und Signifikanzwerte (p<0,05 nach

Bonferroni-Test).

Nitroglyzerin- f 20,05 0 CTR
induzierte pD; +- SEM **l;<0’,o L AT
Relaxation

CTR 6,9 0,033

AICAR 7,0 0,810 n.s.
ATII 6,1 0,212 *
AT I1 + AICAR 6,7 0,109 *x

Bei der endothelunabhingigen Relaxation wird die Funktion der GefaBmuskulatur unter-
sucht. Dazu wird statt des endothelabhidngigen Vasodilators Acetylcholin der endothel-
unabhéngige Vasodilator Nitroglyzerin eingesetzt. Auch hier zeigte sich (Abbildung 35), dass
Angiotensin II-Behandlung eine Reduktion der max. Relaxation auf 51 + 3,7 % (pD;: -6,1 £
0,212) bewirkte im Vergleich zu Kontrolltieren, deren max. Relaxation bei 70 = 5,9% (pD;: -
6,9 + 0,033) lag. Durch die AICAR-Behandlung wurde die endothelunabhingige Relaxation
bei Kontrolltieren nicht signifikant beeinflusst (max. Relaxation bei 72 + 2,3 % (pD,: -7,0
0,810)). Bei gleichzeitiger Behandlung von Angiotensin II und AICAR wurde die verringerte
endothelunabhéngige max. Relaxation beinahe wieder auf Normalniveau angehoben (62 +

2,2%, pDa: -6,7 + 0,109).

3.1.3 Telemetrische Messung des arteriellen Blutdrucks
Diese Untersuchung wurde an zwei unterschiedlichen Tiergruppen durchgefiihrt, um festzu-

stellen, ob die gilinstigen Effekte der AMPK-Aktivierung auf die Senkung des arteriellen Dru-
ckes zurtickzufiithren waren (siche 2.10). Um stressinduzierte Verdnderungen des Blutdruckes
zu vermeiden, wurden die Tiere schon 24 Stunden vor der Pumpenimplantation auf die Tele-
metrie-Plédtze iiberfiihrt und der basale arterielle Blutdruck aufgezeichnet. Die Aufzeichnung
wurde durch die Implantationen nicht unterbrochen. Zur Auswertung verwendet wurden die

Mittelwerte des arteriellen Drucks von vier Tieren pro Gruppe.
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Abbildung 36. Mittlerer arterieller Blutdruck von Ratten, Darstellung der Mittelwerte + SEM (n = 4).
Aufzeichnung der Werte alle 25 Stunden, Implantation der osmotischen Minipumpe zur kontinuierli-
chen Angiotensin Il Infusion erfolgte 24 Stunden nach der ersten Messung und fiihrte zu einem durch-
schnittlichen Anstieg des arteriellen Blutdruckes um ca. 30 mmHg. Die Co-Behandlung mit AICAR

fihrte zu keiner Anderung des Blutdruckes.

Die chronische Behandlung mit Angiotensin II fithrte zu einem durchschnittlichen Anstieg
des arteriellen Blutdrucks um ca. 30 mmHg. Die gleichzeitige Behandlung mit dem AMPK-
Aktivator AICAR hatte keinen signifikanten Effekt. Damit ist es unwahrscheinlich, dass die
positive AICAR-Wirkung auf die GefdBrelaxation auf eine Normalisierung der arteriellen Hy-

pertonie zuriickzufiihren sein konnte.

3.1.4 NO-Gehalt

Die Endotheldysfunktion geht in aller Regel mit einer verminderten Bioverfiigbarkeit von
Stickstoffmonoxid (NO) einher. NO ist der wichtigste endogene Vasodilator. Da eine vermin-
derte NO-Bioverfiigbarkeit auf eine verringerte NO-Produktion, auf eine vermehrte NO-
Inaktivierung oder einer Kombination beider Faktoren beruhen kann, wurden vaskuldre NO-
Mengen mit Hilfe unterschiedlicher Methoden untersucht. Es wurde der Serum-Nitritgehalt
(siehe 2.11) gemessen sowie NO mittels Elektronen-Spin-Resonanz-Spektroskopie (siche

2.27) an intakten Mausaorten bestimmt. '** '



3.1.4.1 Bestimmung des NO-Gehalts im Serum mittels des NO-Analyzers
Die Behandlung der Mause mit AICAR verursachte keine signifikante Verdnderung der Nit-

ritkonzentration (siehe 2.11) (25,00 = 0,84 nM) im Vergleich zur Kontrollgruppe (23,90 +
0,92 nM). Die chronische Behandlung mit Angiotensin II allerdings resultierte in einem signi-
fikanten Anstieg der Nitritkonzentration auf 31,97 + 0,74 nM im Vergleich zur Kontrollgrup-
pe (23,90 + 0,92 nM). Die gleichzeitige Behandlung mit AICAR konnte den durch Angioten-
sin II verursachten Anstieg der Nitritmenge nur tendenziell auf 29,18 + 1,92 nM absenken

(Abbildung 37).
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Abbildung 37. Serum-Nitrit in isoliertem Serum in Mausen in nM. Mittelwerte + SEM (n = 6). Die Angio-

tensin [I-Behandlung fiihrte zu einem signifikanten Anstieg des Plasma Nitrits, das durch die Co-

Behandlung mit AICAR nur tendenziell reduziert werden konnte. Fur Signifikanzangaben siehe Tabelle
.*=p<0,05vs. CTR; **=p <0,05vs. AT Il.

Tabelle 7. Serum Nitrit Messung; Mittelwerte £ SEM in nM, aus n = 6 Messungen und Signifikanzan-

gaben (p<0,05 nach Bonferroni-Test).

Plasma Nitrit . * p<0,05 zu CTR
[nM] Mittelwert +/- SEM *%p<0,05 7u AT II
CTR 23,9 0,919
AICAR 25,0 0,838 n.s.
AT II 31,9 0,742 *
AT II + AICAR 29,2 1,921 n.s.




3.1.4.2 NO-Bioverfiigbarkeit in Aortengewebe
Mit der Elektronen-Spin-Resonanz-Spektroskopie und den Fe(DECT), Spin Traps konnte

unter Anleitung von Dr. A Kleschyow der NO-Gehalt in isolierten Maus Aorten bestimmt
werden (siehe 2.27). Es zeigte sich, dass durch die Behandlung mit AICAR der NO-Gehalt im
Aortengewebe von 3.152 + 328 AUC/mg TG (Trockengewicht) in der Kontrollgruppe auf
2.297 £ 676 AUC/mg TG gesenkt wurde (AUC ist dabei als ,,area under the curve* definiert).
Im Gegensatz dazu fiihrte die chronische Behandlung mit Angiotensin II zu einem Anstieg des
Signals auf 3.908 + 409 AUC/mg TG im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die gleichzeitige Ga-
be von AICAR konnte das Signal tendenziell wieder senken auf 3.160 + 640 AUC/mg TG
(Abbildung 38).
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Abbildung 38. NO-Bioverfugbarkeit in Aortengewebe von Mausen, gemessen mit Elektronen-Spin-
Resonanz-Spektroskopie, Darstellung der Mittelwerte £ SEM (n = 3). Durch die Behandlung mit AICAR
wurde der NO-Gehalt im Gewebe im Vergleich zum Kontrolltier tendenziell gesenkt. Die Angiotensin II-
Behandlung fuhrte zu einem Anstieg der NO-Bioverfiigbarkeit und wurde durch gleichzeitige Behand-

lung mit AICAR wieder reduziert. Fur Signifikanzangaben siehe Tabelle 8.



Tabelle 8. NO-Bioverfugbarkeit (Mittelwerte £ SEM (n = 3) und Signifikanzangaben (p<0,05 nach Bon-

ferroni-Test).

NO-
Bioverfiigharkeit | Mittelwert +/- SEM *i l:;%,%SS ZZ‘; iTTRH
[AUC/mg TG]
CTR 3.152 328
AICAR 2.297 676 n.s.
AT II 3.908 409 n.s.
AT II + AICAR 3.160 640 n.s.

Beide Methoden zeigten, dass die Behandlung mit AICAR tendenziell eine Reduktion der
vaskuldren NO-Gehalte verursachte, was zunidchst ungewohnlich erschien, da AMPK durch

Phosphorylierung eNOS aktivieren kann.'"

Weiterhin widersprach die Erhéhung der NO-
Gehalte in Angiotensin II-behandelten Tieren zunéchst der signifikant reduzierten Endothel-
funktion. Da freie Sauerstoffradikale, insbesondere Superoxidanionen, sehr schnell mit NO
unter der Bildung von Peroxynitrit reagieren kénnen, konnten diese zunichst widerspriichli-
chen Befunde auf die parallele Produktion von NO und Superoxidanionen zuriickzufiihren

192, 193

sein. Die in diesem Fall zu erwartende Bildung von Peroxynitrit wurde daher mit Hilfe

der Tyrosinnitrierung von Proteinen {iberpriift.

3.1.5 Tyrosinnitrierung als Maf} der Peroxynitrit-Produktion
Die Endotheldysfunktion durch Angiotensin II-Behandlung der Méuse konnte also durch

verstirkte Inaktivierung von NO durch Superoxidanionen hervorgerufen werden, was eine
gesteigerte Bildung von Peroxynitrit und schlieBlich Nitrierung von Aminosaureresten (Tyro-
sin) von Proteinen nach sich ziehen wiirde. Um die Protein-Nitrierung nachzuweisen, wurden
hier mit Hilfe der Dot Blot-Technik gleiche Mengen Protein aus Herzhomogenaten auf eine
Nitrozellulose-Membran aufgebracht und anschlieend mit Hilfe eines monoklonalen Nitroty-

rosin-Antikorpers visualisiert (siche 2.16 — 2.21).

Die densitometrische Auswertung der optischen Dichte ergab, dass die Behandlung mit
AICAR eine Reduktion der Protein-Nitrierung von urspriinglich 54.212 + 6.482 AU (AU ent-
spricht dabei arbitrary units oder freigewéhlte Einheiten) in der Kontrollgruppe auf 29.227 +

10.242 AU hervorrief. Die chronische Behandlung mit Angiotensin II resultierte in einem sig-



nifikanten Anstieg auf 74.887 £ 5.110 AU, wihrend die gleichzeitige Gabe von AICAR wie-
derum in einer Reduktion auf 47.413 + 8.889 AU resultierte (Abbildung 39).
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Abbildung 39. Nitrotyrosin-Markierung von Proteinen aus Herzhomogenaten aus Mausen mittels Dot
Blot-Technik und Nitrotyrosin-spezifischem Antikorper, Mittelwerte + SEM (n = 18). Die Protein-
Nitrierung wurde durch die AICAR-Behandlung signifikant gesenkt, durch Angiotensin Il signifikant
erhoht. Die Behandlung mit Angiotensin Il plus AICAR reduzierte die Protein-Nitrierung wieder signifi-
kant. Fur Signifikanzangaben siehe Tabelle 9. * = p < 0,05 vs. CTR; **=p < 0,05 vs. AT Il.

Tabelle 9. Nitrotyrosin-Markierung von Proteinen aus Herzhomogenaten aus Mausen; Mittelwerte *

SEM und Signifikanzangaben (p<0,05 nach Bonferroni-Test).

Protein-Nitrierung . * p<0,05 zu CTR
[ AU] Mittelwert +/- SEM *% p<0.05 zu AT II

CTR 54.212 6.482

AICAR 29.227 10.242 *

AT II 74.887 5.110 *

AT II + AICAR 47.413 8.889 ol

3.1.6 ROS in intaktem Aortengewebe
Die gesteigerte Bildung von Peroxynitrit in mit Angiotensin II behandelten Tieren und die

signifikante Abnahme nach der Behandlung mit AICAR deutete auf erhohten oxidativen
Stress durch die Angiotensin II-Infusion hin. Daher wurde die Superoxidproduktion in intak-

ten Aortensegmenten untersucht (siehe 2.26). Durch die Oxidation von zugegebenem Di-



hydroethidin zu Ethidium konnten reaktive Sauerstoffspezies durch rote Fluoreszenz im Ge-

webe lokalisiert werden. Die Gefdlllamina fluoresziert griin.

Es zeigte sich (Abbildung 40), dass die Behandlung mit AICAR im Vergleich zu Kontroll-
tieren keinen erhohten Gehalt an Superoxidradikalen in der GefaBwand verursachte. Im Ge-
gensatz dazu flihrte die chronische Behandlung mit Angiotensin II zu einem deutlich gestei-
gerten roten Fluoreszenzsignal, was auf erhohten Gehalt an reaktiven Sauerstoff- & Stickstoff-
spezies schliefen lieB. Wurde zusétzlich zur Angiotensin II-Behandlung die AMPK mittels
AICAR aktiviert, konnte der Gehalt an freien Radikalen in der gesamten GefdBwand nahezu

auf Kontrollniveau verringert werden.
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Abbildung 40. Detektion von Superoxid im intakten Aortengewebe von Mausen, Inkubation der Aorten-
segmente mit Dihydroethidin, das durch Superoxidradikale zu Ethidium oxidiert wird (rote Fluoreszenz
des Ethidiums, griine Eigenfluoreszenz der Lamina) 400fache VergroRerung; reprasentative Ergebnis-
se aus n = 6 Experimenten. a) die Aortensegmente wurden in Kontroll-Puffer inkubiert; b) Inkubation

der Aortensegmente mit L-NAME, einem NOS-Inhibitor. Beschreibung der Ergebnisse im Text.



Um fest zu stellen, ob eine Entkopplung der endothelialen NO-Synthase (durch Oxidation
des Co-Faktors BH4, siehe 1.2) die Produktion von Superoxidradikalen statt NO forciert, wur-
den Aortensegmente vor dem Einbetten mit 0,5 mM L-NAME (N°-Nitro-L-Arginin-
methylester) einem Inhibitor der NO-Synthase fiir 45 Minuten bei 37°C inkubiert. Im Falle
einer Entkopplung sollte L-NAME zu einer Verminderung der endothelialen ROS-Produktion
(=Fluoreszenz) filihren, wohingegen eine Inhibition der intakten NO-Synthase durch die
Hemmung der NO-Produktion eine vermehrte endotheliale Fluoreszenz bewirken sollte. Die
basal gebildeten Superoxidanionen wiirden in diesem Fall ja nicht mehr durch NO neutrali-

siert.

Es konnte gezeigt werden, dass im Endothel von ex vivo mit L-NAME inkubierten Aorten-
segmenten von Kontrolltieren die rote Fluoreszenz leicht zunahm, was fiir die reduzierte Neut-
ralisation von Sauerstoffradikalen durch NO spricht. Die endotheliale Fluoreszenz der mit
Angiotensin II behandelten Tiere, deren Aortensegmente ex vivo mit L-NAME inkubiert wur-
den, nahm deutlich ab und dies ist mit einer Entkopplung der NO-Synthase vereinbar. Die mit
AICAR behandelte Gruppe zeigte nach der Inkubation mit L-NAME einen leichten Anstieg
der ROS-Produktion in der GefaBwand im Vergleich zu der entsprechenden ex vivo unbehan-
delten Kontrollgruppe. In der gleichzeitig mit Angiotensin IT und AICAR behandelten Gruppe
zeigte sich nach der ex vivo Inkubation mit den NO-Synthase-Inhibitor eine deutliche Abnah-
me der ROS-Produktion im Endothel, was darauf hinweist, dass die AMPK-Aktivierung der
NO-Synthase-Entkopplung entgegenwirkt.

3.1.7 Analyse der moglichen Superoxidquellen
Nachdem die Detektion von reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies in Aortensegmenten

einen deutlich erhdhten oxidativen Stress durch Behandlung der Mause mit Angiotensin II
anzeigten, wurden als néchstes die moglichen Superoxidquellen untersucht. Als vaskuldre
Vertreter wurden in dieser Arbeit die NADPH-Oxidase, die Xanthinoxidase und die mito-

chondriale ROS Produktion untersucht.



3.1.7.1 Aktivitiit von NADPH-Oxidase in Herzmembranfraktionen
Die Behandlung mit Angiotensin II (1 mg / kg / d) verursachte eine Verdopplung der

NADPH-Oxidase Aktivitit (siche 2.14), von Kontrollniveau bei 118.444 + 13.464 Counts /
mg [Protein] / Minute auf 222.564 + 23.903 Counts / mg [Protein] / Minute. Die Behandlung
der Kontrolltiere mit AICAR verringerte die NADPH-Oxidase-abhingige ROS-Produktion
auf 86.477 + 5.656 Counts / mg [Protein] / Minute. Die gleichzeitige Behandlung der Angio-
tensin II behandelten Tiere mit AICAR resultierte in einer signifikant verringerten NADPH-
Oxidase Aktivitit auf nahezu Kontrolltierniveau (139.766 + 11.077 Counts / mg [Protein] /
Minute).
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Abbildung 41. Aktivitdt von NADPH-Oxidase in Herzmembranfraktionen, bezogen auf Protein, Mittel-
werte £ SEM (n = 16). Die Behandlung mit AICAR senkte die NADPH-Oxidase Aktivitat signifikant,
wahrend die Angiotensin [I-Behandlung zu einer signifikanten Steigerung der NADPH-Oxidase Aktivitat
fihrte. Die gleichzeitige Behandlung mit AICAR konnte die durch Angiotensin Il induzierte NADPH-
Oxidase Aktivitatssteigerung fast auf Normalniveau reduzieren. Fir Signifikanzangaben siehe Tabelle
10.*=p<0,05vs. CTR; **=p < 0,05 vs. AT Il.

Tabelle 10: Aktivitat von NADPH-Oxidase in Herzmembranfraktionen; Mittelwerte + SEM (n = 16) und

Signifikanzangaben (p<0,05 nach Bonferroni-Test).

NADPH-Oxidase
Aktivitit mittels . * h<
Luzigenin ECL Mittelwert +/- SEM — ‘;<%’%55 m e
[Counts/mg/Minute]
CTR 118.444 13.464
AICAR 86.477 5.656 *
AT II 222.564 23.903 *
AT II + AICAR 139.766 11.077 el




3.1.7.2 Xanthinoxidase Aktivitit im Serum
Die Behandlung mit dem AMPK-Aktivator AICAR verringerte die photometrisch gemesse-

ne Xanthinoxidase Aktivitit (siehe 2.13) im Vergleich zu den Kontrolltieren signifikant sen-
ken konnte (Abbildung 42). Im Serum von Kontrolltieren wurde eine Bildungsrate von 150,3
+ 13,1 nM / Minute (in 50 pl Serum) gemessen, im Vergleich dazu war die Bildungsrate durch
die Behandlung mit AICAR nur 81,9 + 11,3 nM / Minute. Es konnte ein tendenzieller, jedoch
nicht signifikanter Anstieg der Superoxidbildungsrate im Serum von Angiotensin II-
behandelten Tieren (158,6 + 14,4 nM / Minute) gezeigt werden. Die leichte Xanthinoxidase
Aktivitatssteigerung konnte durch die Co-Therapie mit AICAR stark reduziert werden (80,9 +
16,5 nM / Minute).
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Abbildung 42. Superoxidbildungsrate durch Xanthinoxidase in Maus-Serum, Mittelwerte + SEM (n =
12). Die Xanthinoxidase Aktivitat wurde durch AICAR signifikant gesenkt, allerdings konnte durch die
Behandlung mit Angiotensin Il keine Veranderung der Aktivitat festgestellt werden. Fir Signifikanzan-
gaben siehe Tabelle 11. *=p < 0,05 vs. CTR; ** = p < 0,05 vs. AT Il.



Tabelle 11. Superoxidbildungsrate durch Xanthinoxidase; Mittelwerte £ SEM (n = 12) und Signifikanz-

angaben (p<0,05 nach Bonferroni-Test).

Xanthinoxidase * 1<0.05 zu CTR
Aktivitit Mittelwert +-SEM ok l193<0’,05 Zu AT II
[nM / Minute]
CTR 150,3 13,1
AICAR 81,9 113 *
AT II 158,6 14,4 n.s.
AT II + AICAR 80,9 16,5 **

3.1.7.3 Mitochondriale ROS-Produktion
Die Mitochondrien wurden als dritte mogliche Superoxid-Quelle in dieser Arbeit untersucht

(sieche 2.14). Es zeigte sich, dass die mitochondriale ROS-Produktion durch die chronische
AICAR-Behandlung von Kontrolltieren signifikant von 10.613 + 281 Counts / mg [Protein] /
Minute auf 7.306 = 480 Counts / mg [Protein] / Minute gesenkt wurde. Die chronische Be-
handlung mit Angiotensin II resultierte in einer Verdopplung der mitochondrialen ROS-
Produktion auf 23.202 + 317 Counts / mg [Protein] / Minute im Vergleich zu den jeweiligen
Kontrolltieren. Durch die gleichzeitige Behandlung mit AICAR konnte die signifikant erh6hte
ROS-Produktion der Angiotensin II-behandelten Tieren wiederum signifikant auf 17.891 +
486 Counts / mg [Protein] / Minute gesenkt werden.
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Abbildung 43. Superoxid-Produktion durch isolierte Herzmitochondrien, Mittelwerte + SEM (n = 12).
Die Behandlung mit AICAR fuhrte zur signifikanten Senkung der mitochondrialen ROS Produktion,
Angiotensin Il fihrte zu einer signifikanten Steigerung der ROS Produktion, wobei die Co-Behandlung
mit AICAR zur erneuten signifikanten Reduktion fuhrte. Fur Signifikanzangaben siehe Tabelle 12. *=p
<0,05vs.CTR; "™ =p <0,05vs. AT Il.



Tabelle 12. Superoxid-Produktion durch isolierte Herzmitochondrien, Mittelwerte £+ SEM (n = 12).und

Signifikanzangaben (p<0,05 nach Bonferroni-Test).

Mitochondriale
ROS Produktion . * p<
mittels 1012 ECL | Miteert | sSeM | BT
[Counts/mg/Minute]
CTR 10.613 281
AICAR 7.306 480 *
ATII 23.202 317 *
AT II1 + AICAR 17.891 486 xx

Da in Publikationen die NADPH-Oxidase als Hauptquelle des Angiotensin II-induzierten
oxidativen Stresses identifiziert und hier ein positiver Effekt der Co-Therapie mit AICAR
festgestellt wurde, lag es nahe, Expressionsstudien von essentiellen NADPH-Oxidase Unter-
einheiten durchzufiihren.® ** '°* Gepriift wurde, ob die gezeigten Aktivititsinderungen auf die

Genexpression zuriickzufiihren sind.

3.1.8 mRNA-Expression der NADPH-Oxidase Untereinheiten
Die Expression der NADPH-Oxidase Untereinheiten (sieche 2.22 — 2.25), die als wichtigste

vaskuldre Quelle von reaktiven Sauerstoffspezies gelten und andererseits essentiell sind fiir
die phagozytire NADPH-Oxidase, war bei den mit Angiotensin II behandelten Tieren ver-
starkt. Tendenziell konnte eine Abnahme der Expression bei gleichzeitiger Behandlung mit

AICAR festgestellt werden.

Die Expression der vorwiegend im glatten GefdBmuskel vorhandenen NOX-1 nahm durch
chronische Behandlung mit Angiotensin II (197 + 29 %) signifikant zu. Die Behandlung mit
AICAR beeinflusste die Expression von NOX-1 nicht (118 + 34 % der Kontrolle), wihrend
die gleichzeitige Behandlung mit Angiotensin II und dem AMPK-Aktivator AICAR zu einer

tendenziellen, aber nicht signifikanten Steigerung auf 235 + 38 % fiihrte.

Die Expression von p22°"* zeigte ein dhnliches Expressionsverhalten. Der signifikante An-
stieg unter Angiotensin II-Behandlung auf 140 + 3 % im Vergleich zur Kontrollgruppe
(100%) wurde durch die gleichzeitige Gabe von AICAR nicht beeinflusst.



Die Expression der NOX-2 Untereinheit, die vorwiegend in Endothelzellen exprimiert wird
und zudem Bestandteil der phagozytiren NADPH Oxidase ist, wurde durch die Behandlung
mit Angiotensin II auf 295 + 42 % gesteigert. Die Behandlung mit AICAR allein verursachte
keine signifikante Anderung der Expression (85 + 14 %) im Vergleich zur Kontrollgruppe.
Die gleichzeitige Gabe von Angiotensin II und AICAR zeigte eine Reduktion der NOX-2 Ex-

pression im Vergleich zur Angiotensin II-Gruppe.

Da die NOX-2 auch eine phagozytir essentielle Untereinheit der NADPH-Oxidase darstellt,
konnten diese Daten auf eine erhohte vaskuldre Inflammation durch Angiotensin II-
Behandlung hinweisen. Um dies zu iiberpriifen, wurden anschlieBend vaskuldre Inflammati-

onsmarker mittels real time-PCR untersucht.
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Abbildung 44. mRNA-Expression der NADPH-Oxidase-Untereinheiten NOX-1, p22°" und NOX-2 (n =
5) in Maus-Aorta, Mittelwerte als % der CTR + SEM, wobei CTR = 100%. Die mRNA-Expressionen
von NOX-1, p22ph°X und NOX-2 steigen durch die Angiotensin IlI-Behandlung signifikant an, doch nur
die NOX-2 Expression kann durch AICAR tendenziell wieder gesenkt werden. Fir Signifikanzangaben
siehe Tabelle 13. *=p < 0,05 vs. CTR; *™ = p < 0,05 vs. AT Il.



Tabelle 13. mRNA-Expression der NADPH Untereinheiten NOX-1, p22°"* und NOX-2 (n = 5), Mittel-
werte in % bezogen auf die Kontrollgruppe (CTR = 100%) und Signifikanzangaben (p<0,05 nach Bon-

ferroni-Test).

NOX-1 * p<0,05 zu CTR
. . <
mR[EA(iExgr:l?ls(s]mn Mittelwert +/- SEM s F;))<0’,0 . Zz‘lll AT
o der
CTR 100 17
AICAR 118 34 n.s.
ATII 197 29 *
AT II + AICAR 235 38 n.s.
p22ph0x

mRNA-Expression
[% der CTR]

CTR 100 5
AICAR 108 4 n.s.
ATII 140 3 *
AT II + AICAR 137 3 n.s.
NOX-2

mRNA-Expression

[% der CTR]
CTR 100 27
AICAR 85 14 n.s.
AT I 295 42 *
AT II + AICAR 261 47 n.s.

3.1.9 Vaskuléire Inflammation
Untersucht wurde die Expression von Genen (siche 2.22 — 2.25), die fiir vaskuldre Inflam-

mationsmarker kodieren, wie VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule 1), COX-2 (cycloo-
xygenase 2) und iNOS (induzierbare NO-Synthase).'**'*® Die Behandlung mit Angiotensin II
ergab fiir alle drei getesteten Marker einen signifikanten Anstieg der Expression und eine sig-
nifikante Reduktion der Expression der Marker bei zusitzlicher Behandlung mit dem AMPK-
Aktivator AICAR (Abbildung 45).
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Abbildung 45. mRNA-Expression der Inflammationsmarker VCAM-1, iNOS und COX-2 in Maus-Aorta,
Werte als % der CTR (n = 5 - 6), wobei CTR = 100%. Die mRNA-Expressionen von COX-2, iNOS und
VCAM-1 werden durch Angiotensin Il alle signifikant gesteigert und die Co-Behandlung mit AICAR ist
in der Lage diese Steigerung wieder signifikant zu senken. Fur Signifikanzangaben siehe Tabelle 14. *
=p<0,05vs. CTR; "™ =p < 0,05 vs. AT Il.



Tabelle 14. mRNA-Expression der Inflammationsmarker COX-2, iNOS und VCAM-1 in Maus-Aorta;
Mittelwerte in % bezogen auf die Kontrollgruppe (CTR = 100%) und Signifikanzangaben (p<0,05 nach

Bonferroni-Test).

COX-2 * p<0,05 zu CTR

mRNA-Expression | Mittelwert +/- SEM *% F[))<0’,05 2u AT II

[% der CTR]
CTR 100 8
AICAR 60 4 *
AT IT 210 8 *
AT II + AICAR 111 4 **

iNOS

mRNA-Expression

[% der CTR]
CTR 100 0
AICAR 165 53 *
AT I 1339 257 *
AT I1 + AICAR 420 113 o

VCAM-1

mRNA-Expression

[% der CTR]
CTR 100 6
AICAR 116 1 *
AT I 591 41 *
AT II + AICAR 292 17 **

COX-2 zeigte eine Reduktion der Expression im Vergleich zur Kontrolle nach der chroni-
schen Behandlung mit AICAR auf 60 + 4 %, wihrend die Behandlung mit Angiotensin II eine
signifikante Steigerung der COX-2 Expression auf 210 + 8 % hervorrief. Die gleichzeitige
Behandlung mit Angiotensin II und AICAR resultierte in einer signifikanten Reduktion der

Expression des Inflammationsmarkers auf 111 + 4 %.

Der Inflammationsmarker iNOS zeigte eine leichte Expressionssteigerung nach der Behand-
lung mit AICAR auf 165 £+ 53 % im Vergleich zur Kontrollgruppe (100%). Die Behandlung
mit Angiotensin II resultierte in einer drastischen (13fachen) Steigerung der Expression auf
1.339 + 257 % im Vergleich zur Kontrolle, was durch die gleichzeitige Behandlung mit
AICAR wiederum signifikant auf 420 + 113 % reduziert werden konnte.

VCAM-1 zeigte einen leichten Anstieg der Expression nach chronischer AICAR-
Behandlung auf 116 = 1 % im Vergleich zur Kontrollgruppe (100%). Die Behandlung mit

Angiotensin II allerdings erzeugte einen signifikanten, beinahe 6fachen Anstieg in der



VCAM-1 Expression auf 591 + 41 % im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die gleichzeitige Be-
handlung mit Angiotensin II und AICAR konnte den Anstieg in der Angiotensin II-Gruppe

wieder signifikant auf 292 + 17 % senken.

3.1.10 Modulation der H,O,-induzierten Endothelzellnekrose und des JNK-
Signalwegs durch AMPK-Aktivierung

In vorangegangenen Arbeiten unserer Arbeitsgruppe wurde gezeigt, dass durch AMPK-
Aktivierung mit AICAR bzw. Metformin in Endothelzellen der H,O,-vermittelte Zelltod ver-
hindert werden kann und dass dies mit einer verminderten Aktivierbarkeit des JNK-

Signalwegs einherging. Abbildung 46 zeigt die zugehorigen Western Blot Untersuchungen.
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CTR  AICAR Metformin

Abbildung 46. Western Blots von Proteinen aus PAECs (pulmonary artery endothelial cells), die mit
AICAR oder Metformin vorbehandelt und anschlieRend oxidativem Stress mittels H,O, ausgesetzt
wurden. Die Expression von Akt- und p38MAPK und die Protein-Phosphorylierungen zeigten, dass
diese Signalwege nicht von AICAR oder Metformin beeinflusst wurden. Die Aktivierung des JNK-
Signalweges durch Phosphorylierung konnte jedoch durch die AICAR und Metformin-Behandlung

deutlich reduziert werden (verandert nach Schulz et al."").

Da die Zellviabilitidt von der Balance und der relativen Aktivitdt von pro- und antiapoptoti-
schen Signalwegen bestimmt wird, wurden die Hauptvertreter der relevanten Signalwege un-

tersucht.'”*?! Es ergab sich, dass AMPK-Aktivierung mit AICAR bzw. mit Metformin die



p38MAPK- bzw. Akt-Signalwege nicht beeinflusst (die basale und die H,O;-induzierte
Phosphorylierung wurde nicht signifikant gedndert). Der JNK-Signalweg, gesteuert durch die
Phosphorylierung von c-Jun, zihlt zu den klassischen proapoptotischen Signalwegen.”” Die
Behandlung von Endothelzellen mit AICAR bzw. Metformin verhinderte die Phosphorylie-

rung und somit die proapoptotische Wirkung (Abbildung 46)."”

Weitere Ergebnisse mit kultivierten Zellen, zeigten, dass die Aktivierung der AMPK mittels
AICAR oder Metformin gleiche Resultate erzeugte wie die Einbringung von PGC-la-
Adenoviren, die zur Uberexprimierung von PGC-1 o fiihrten. Die Induktion von oxidativem
Stress mittels H,O, flihrte in Zellen, die mit Puffer behandelt wurden, zum signifikanten An-
stieg der HyO,-induzierten LDH-Freisetzung, der sowohl durch AICAR oder Metformin als
auch durch PGC-1a-Uberexpression signifikant verringert werden konnte. Gleichzeitig konnte

die Zellviabilitit (rechtes Schaubild) signifikant gesteigert werden.

c-Jun -——‘——————

c-Jun-P (Ser 63) L - o=
0 110 0 1 10 O 1 10 TNFa (ng/mg)
CTR AICAR Metformin
60 —
g 50 = * . 100-
]
o 40— Z .5
o T % : o
© 307 @
I = 50
20— =
x N
3 10— o 25
= J o
0™ crr AICAR Met LacZ PGC-1a 0" crr AICAR Met LacZ PGC-1a
H,0, [100 uM] H,0, [100 uM]

Abbildung 47. Western Blots sowie Zellviabilitatsassay und LDH-Freisetzungsassay von PAECs.
PAECs wurden 24 Stunden mit AICAR (1mM) oder Metformin (5mM) behandelt, bevor sie TNF-a aus-
gesetzt wurden. Oben: Western Blot Analysen der behandelten Zellen; links unten: LDH-Freisetzung:
HUVECs (human umbilical vein endothelial cells)- wurden mit AICAR oder Metformin vorbehandelt,
wie oben, bzw. mit Kontroll- (Lac Z) bzw. PGC-1a Adenoviren transfiziert waren; rechts unten: Zellvia-

bilitat mittels MTS—Assay von Promega (verandert nach Schulz et al."®’).



Um die Mitochondrienbeteiligung am oxidativen Stress zu verdeutlichen, wurden Zellen
(PAEC’s) mit einem mitochondrien-gerichtetem Antioxidanz (MitoQ) behandelt.'*® > An-
schliefend wurde H,O, zugegeben, um oxidativen Stress zu induzieren. Es ergab sich (Abbil-
dung 48), dass sowohl die Phosphorylierung von c-Jun als auch der oxidative Stress durch das

mitochondriale Antioxidanz verringert werden konnte.
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Abbildung 48. Western Blots und oxidativer Stress von PAECs. Inkubation von PAECs mit 1uM MitoQ
vor der Zugabe von H,0,. Das mitochondriale Antioxidanz, MitoQ reduzierte die Phosphorylierung von
c-Jun und den induzierten oxidativen Stress nahezu auf Kontrollniveau (rechts) (veréandert nach Schulz
etal.’). *=p<0,05vs. CTR

Nach diesen Resultaten wurden auch in Versuchstieren die Expression und die Phosphory-
lierung des stressinduzierten c-Jun untersucht. Wie in Abbildung 49 gezeigt, veréndert sich die
Expression von c-Jun in den Aorten der vier untersuchten Tiergruppen durch die unterschied-
lichen Behandlungen nicht signifikant. Die Behandlung mit AICAR ergab keine signifikante
Verdnderung im Phosphorylierungsgrad des stressinduzierbaren Transkriptionsfaktors (172 +
74,4 %) im Vergleich zur Kontrollgruppe (100 + 3,5 %). Die Behandlung mit Angiotensin II
resultierte im Gegensatz dazu in einer Steigerung des Phosphorylierungsgrades auf 451 + 73,8

% im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die gleichzeitige Behandlung mit dem AMPK-Aktivator
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AICAR konnte den durch Angiotensin II-induzierten Anstieg in der aktivierenden Phosphory-

lierung auf 152 + 9,0 % reduzieren.
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Abbildung 49. Western Blots von Proteinen aus Maus Aorta. c-Jun-Phosphorylierung an Serin 63 so-
wie c-Jun Expression und densitometrischer Auswertung, Mittelwerte als % der CTR + SEM wobei
CTR = 100% (n = 6). Die Expression von c-Jun ist innerhalb der Tiergruppen nicht signifikant ver-
schieden. Allerdings steigt der Phosphorylierungsgrad von c-Jun durch die Angiotensin II-Behandlung
signifikant an, was durch gleichzeitige Behandlung mit AICAR verhindert werden konnte. Fur Signifi-
kanzangaben siehe Tabelle 15. * = p < 0,05 vs. CTR; ** = p < 0,05 vs. AT Il



Tabelle 15. Densitometrische Auswertung der c-Jun-Phosphorylierung und c-Jun Expression; Darstel-
lung der Mittelwerte in % der CTR + SEM; CTR = 100% (n = 6) und Signifikanzangaben (p<0,05 nach

Bonferroni-Test).

c-Jun
Phosphorylierung | Mittelwert +/- SEM *1 I;%’%SS ZZL:] iTFRII
[% der CTR]
CTR 100 35
AICAR 172 74,4 n.s.
ATII 451 73,8 *
AT II + AICAR 152 9.0 **
c-Jun
Protein-Expression
[% der CTR]
CTR 100 18,3
AICAR 86 42,5 n.s.
ATII 101 44,1 n.s.
AT II + AICAR 127 55,1 ns.




3.2 Effekte der AMPK-Defizienz durch genetische Manipulation
Der zweite Schwerpunkt dieser Arbeit sind die ,,Effekte der Deletion der AMPK* in einem

genetisch manipulierten Mausstamm, in dem die alphal-Isoform der AMPK (siche Abbildung
11)** ausgeknockt* war.''"''* Aus friiheren Publikationen und eigenen Vorversuchen ist das
Vorherrschen der alphal-Isoform der AMPK in vaskuldrem Gewebe bekannt (Abbildung

35,104,105 _:
»7 T elngesetzt,

50).'-2%* Auch bei diesen Miusen wurde eine Angiotensin II-Behandlung
um oxidativen Stress und endotheliale Dysfunktion zu erzeugen. Die Dosis des Angiotensin II
wurde allerdings reduziert (AT II-Dosis: 0,1 mg / kg / d), da keine Erhohung des arteriellen
Blutdruckes induziert werden sollte. Die Untersuchungen wurden an folgenden Tiergruppen

durchgefiihrt:

Tabelle 16. Versuchstiergruppen zur Analyse der AMPK-Defizienz durch knockout der alphail-

Untereinheit.

WT NaCl 0,9% Lsg.
WT + AT I Angiotensin II | 0,1 mg/kg/Tag
AMPK -/- NaCl 0,9% Lsg.

AMPK -/-+ AT II | Angiotensin II | 0,1 mg/kg/Tag

Abbildung 50. Uberpriifung der Expression der AMPK-Isoformen in Endothelzellen (HUVEC) (veran-

203

dert nach“™). Die vorherrschende Isoform in Endothelzellen ist die a1AMPK-Isoform.



3.2.1 Analyse des AMPK-knock outs mittels Western Blots
Um sicherzustellen, dass die Aktivitdt der im kardiovaskuldren Gewebe dominierenden

AMPK-Isoform alpha 1 deletiert war, wurde sowohl die Expression der verschiedenen Iso-

formen als auch deren Phosphorylierung an Threonin 172 mittels Western Blot {iberpriift (sie-

he 2.16 —2.21).

Wie in Abbildung 51 dargestellt, konnte durch die genetische Deletion der al AMPK-
Isoform in den al AMPK -/- Tieren die Gesamtexpression der aAMPK (Erfassung der
al AMPK und der a2 AMPK Isoform) in der Aorta auf durchschnittlich 20 + 4,3 % der Kon-
trolle reduziert werden. Dementsprechend wurde auch die Phosphorylierung an Threonin 172
und damit die Aktivitdt der tAMPK auf 5 + 2,4 % bei den a1 AMPK -/- Tieren und auf 15 +
3,8 % bei den al AMPK -/- Tieren mit chronischer Angiotensin I1I-Behandlung reduziert. Wei-
terhin wurde festgestellt, dass die chronische Behandlung mit Angiotensin II die AMPK-
Aktivitdt im Wildtyptier enorm steigert (Phosphorylierung an Threonin 172 steigt unter Angi-
otensin [I-Behandlung auf 367 + 50,1 %), was auch der Phosphorylierungsgrad der Acetyl-
CoA-Carboxylase an Serin 79 widerspiegelte (WT: 100 + 16,6 %: WT + AT II: 1.086 + 361,8
%). In a1 AMPK -/- Tieren konnte durch Angiotensin II-Behandlung ebenfalls eine Aktivie-
rung der AMPK festgestellt werden (AMPK -/-: 5 + 2,4 %; AMPK -/- + AT II: 15 + 3,8 %),
die auf die Expression der a2AMPK Isoform zuriickzufiihren ist. Diese Aktivierung war in
abgeschwichter Form auch im Phosphorylierungsgrad des AMPK-Substrats Acetyl-CoA Car-
boxylase (ACC) zu finden (AMPK -/-: 143 + 48,2 %; AMPK -/- + AT II: 237 + 37,3 %).
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Abbildung 51. Darstellung des Western Blots: AMPK-Phosphorylierung an Threonin 172 und ACC-
Phosphorylierung an Serin 79; Expression der aAMPK in Maus Aorta (Antikdrper detektiert sowohl die
a1- als auch die a2-AMPK Isoform) und der a1AMPK.
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Abbildung 52. Densitometrische Auswertung der ACC- und AMPK-Phosphorylierung sowie der Ex-
pression der Untereinheiten aAMPK und a1AMPK. Dargestellt sind Mittelwerte als % des WT £ SEM,
wobei WT = 100% (n = 6). Der Phosphorylierungsgrad von ACC und AMPK wird durch die Angiotensin
[I-Behandlung signifikant gesteigert, was im a1AMPK defizienten Tier nicht festgestellt wurde. Die
Gesamtexpression der aAMPK ist im a1AMPK defizienten Tier stark reduziert. Fir Signifikanzangaben
siehe Tabelle 17. * = p < 0,05 vs. WT; ** = p < 0,05 vs. AMPK-/-.



Tabelle 17. Densitometrische Auswertung der ACC- bzw. AMPK-Phosphorylierung sowie der aAMPK-
und a1AMPK-Expression ; Darstellung der Mittelwerte in % des WT; WT = 100% (n = 6) und Signifi-

kanzangaben (p<0,05 nach Bonferroni-Test).

ACC-
R T R e 8
[% des WT]
WT 100 14,6
WT + AT II 1.086 361,8 *
AMPK -/- 143 48,2 n.s.
AMPK -/-+ AT II 237 37,3 n.s.
AMPKao-
Phosphorylierung
(Thr172)
[% des WT]
WT 100 6,7
WT + AT II 367 50,1 *
AMPK -/- 5 2,4 *
AMPK -/-+ AT 11 15 3,8 *x
AMPKa
Protein-Expression
[% des WT)]
WT 100 14,7
WT + AT II 75 3,0 n.s.
AMPK -/- 20 43 *
AMPK -/-+ AT 11 20 1,5 n.s.
AMPKal
Protein-Expression
[% des WT]
WT 100 5,1
WT + AT II 94 6.7 n.s.
AMPK -/- 6 22 *
AMPK -/-+ AT 11 5 2,0 n.s.

3.2.1 Analyse der Gefif3funktion mittels isometrischer Tonusstudien
Hierbei wurde die endothelabhdngige und —unabhingige Relaxation an isolierten Aorten-

segmenten getestet (siche 2.15). Die geringe Angiotensin II-Dosis fiihrte zu einer milden En-
dotheldysfunktion (Abbildung 53), die maximale Relaxation reduzierte sich signifikant auf 45
+ 2,8 % (pDy: 6,9 £ 0,067) im Vergleich zum zugehdrigen Wildtyp (max. Rel. 58 £ 1,9 %
(pD2: 7,1 £ 0,062)). Die maximale Relaxation der a1 AMPK -/- Tiere (62 + 2,5 % (pDa2: 7,0 £
0,109)) unterschied sich nicht signifikant von der bei Wildtyptieren, wéhrend die zusétzliche
chronische Angiotensin II-Behandlung in diesen Tieren die endothelabhidngige Relaxationsfa-

higkeit drastisch reduziert (max. Rel. 36 £ 4,1 %( pD;: 6,6 £ 0,167)).
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Abbildung 53. Endothelabhangige Relaxation von praparierten Aortensegmenten (4 mm) in Organbad-
anlagen (Mittelwerte + SEM, n = 12), prozentuale Relaxation auf Acetylcholingabe. Die a1AMPK-
defizienten Tiere zeigten keine Veranderung in der Relaxationsfahigkeit auf Acetylcholingabe. Die
Behandlung mit Angiotensin Il resultierte im Wildtyp in einer signifikanten Reduktion der Relaxations-
fahigkeit, was bei a1AMPK-defizienten signifikant verstarkt war. Fur Signifikanzangaben siehe Tabelle
18. *=p < 0,05 vs. WT; ** = p < 0,05 vs. AMPK-/-.

Tabelle 18. Acetylcholin-Relaxation; pD2-Werte und Signifikanzangaben (p<0,05 nach Bonferroni-
Test), siehe Abbildung 53.

Acetylcholin- - 005 0 WT
induzierte pD, +/- SEM o p<‘(’),05’ > CAMPK -
Relaxation

WT 7,1 0,062

WT + AT II 6,9 0,067 *
AMPK -/- 7,0 0,109 n.s.
AMPK -/-+ AT 11 6,6 0,167 *k

Die endothelunabhingige Relaxation der Aortensegmente durch Nitroglyzerin veridnderte
sich im Wildtyp (WT max. Rel. 79 + 3,6 % (pD»: 6,4 £ 0,211)) durch die chronische Angio-
tensin [I-Behandlung nicht signifikant (WT + AT Il max. Rel. 74 = 4,2 % (pDa: 6,5 £ 0,195))
(Abbildung 54). Auch in den genetisch manipulierten Tieren wurde die endothelunabhéngige
Relaxation nicht signifikant beeinflusst (max. Rel. 79 = 3,7 % (pDa: 6,6 = 0,174)). Nur die
chronische Behandlung mit Angiotensin II reduzierte die endothelunabhingige Relaxation der

al AMPK -/- Tieren signifikant auf 62 + 6,2 % (pD,: 5,8 £ 0,124).
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Abbildung 54. Endothelunabhangige Relaxation von praparierten Aortensegmenten (4 mm) in Organ-
badanlagen (Mittelwerte £ SEM, n = 12), prozentuale Relaxation auf Nitroglyzeringabe. Die endothelu-
nabhangige Relaxation wurde nur im Angiotensin ll-behandelten a1AMPK defizienten Tier signifikant
reduziert. Fur Signifikanzangaben siehe Tabelle 19. * = p < 0,05 vs. WT; ** = p < 0,05 vs. AMPK-/-.

Tabelle 19. Nitroglyzerin-Relaxation; pD,-Werte und Signifikanzangaben (p<0,05 nach Bonferroni-
Test).

Nitroglyzerin- - 005 0 WT
induzierte pD, +/- SEM o p<‘(’),05’ > CAMPK -
Relaxation

WT 6,4 0,211

WT + AT II 6,5 0,195 n.s.
AMPK -/- 6,6 0,174 n.s.
AMPK -/- + AT II 5,8 0,124 *k

Da Nitroglyzerin bei seiner Wirkung als Relaxans die Aktivitdt der Aldehyddehydrogenase-
2 (ALDH,) bendétigt, die sehr oxidationsempflindlich ist, wurde als weiterer NO-Donor Dea-
NONOat (Diethylamin/NONOat) verwendet. Es zeigte sich, dass die maximalen Relaxationen
der einzelnen Tiergruppen nicht signifikant verschieden waren (WT: 95 + 1,8 %; WT + AT II:
96 + 1,7 %; AMPK -/-: 94 + 2.5 %; AMPK -/- + AT 1I: 96 + 2,2 %).

Allerdings zeigten sich signifikante Unterschiede in den Verldufen der Dosis-Wirkungs-
Kurven, ausgedriickt in den pD,-Werten. Die Angiotensin II-Behandlung des Wildtyps resul-
tierte in einer signifikanten Verschiebung des pD,-Wertes von 6,7 + 0,046 auf 6,3 = 0,123.



Auch die a1l AMPK-defizienten Tiere zeigten eine signifikante Verminderung der Reaktion auf

DeaNONOat-Gabe (pD,-Wert: 6,4 £ 0,052), die durch die Angiotensin [I-Behandlung noch-
mals signifikant verschoben wurde (pD,-Wert: 5,9 + 0,155).
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Abbildung 55. Endothelunabhangige Relaxation von praparierten Aortensegmenten (4 mm) in Organ-
badanlagen (Mittelwerte £+ SEM, n = 12), prozentuale Relaxation auf DeaNONOatgabe. Die Relaxati-
onsfahigkeit auf DeaNONOatgabe war durch die Behandlung mit Angiotensin Il im Wildtyp signifikant
reduziert. Auch die a1AMPK-Defizienz wirkte sich signifikant negativ auf die Relaxationsfahigkeit auf

DeaNONOatgabe aus, die durch die zuséatzliche Behandlung mit Angiotensin Il weiter reduziert wurde.

Fur Signifikanzangaben siehe Tabelle 20.

Tabelle 20. DeaNONOat-Relaxation; Darstellung der pD,-Konzentrationen und Signifikanzangaben

(p<0,05 nach Bonferroni-Test).

DeaNONOat- . 005 7 WT
induzierte pD; +/- SEM o p<‘(’),0 < AMPK -
Relaxation

WT 6,7 0,046

WT + AT II 6,3 0,123 *
AMPK -/- 6,4 0,052 *
AMPK -/-+ AT II 5,9 0,155 *x




3.2.2 NO-Gehalt
Um abschétzen zu konnen, ob auch in al AMPK -/- Tieren die Endotheldysfunktion auf eine

verminderte NO-Bioverfligbarkeit zuriickzufiihren ist, mitunter auch wegen bekannter

AMPK-Wirkung auf eNOS, wurden die NO-Spiegel gemessen.'>* % 1¥7

3.2.2.1 Bestimmung des NO-Gehalts im Serum mittels des NO-Analyzers
Die Angiotensin II-Behandlung des Wildtyps erhdhte die Nitritmenge (siehe 2.11) tenden-

ziell auf 13.780 + 2.666 nM im Vergleich zum unbehandelten Wildtyp (11.466 = 1.385 nM).
Die Nitritmenge in al AMPK -/- Tieren allerdings war signifikant erhoht auf 24.242 + 1.462
nM im Vergleich zum unbehandelten Wildtyptier. Durch die Angiotensin II-Behandlung des
al AMPK-defizienten Tiers wurde die Plasma Nitritmenge signifikant auf 33.845 + 1.462 nM
erhoht.
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Abbildung 56. Serum-Nitrit in isoliertem Serum von Mausen in nM, Mittelwerte + SEM (n = 6). Die An-
giotensin II-Behandlung des Wildtyps zeigte eine nur tendenzielle Erhdhung der Plasma Nitritmenge.
Die a1AMPK-Defizienz resultierte in einer signifikanten Erhéhung der Nitritmenge, die weiter signifikant
erhdht wurde durch zusatzliche Angiotensin II-Behandlung. Fur Signifikanzangaben siehe Tabelle 21. *
=p <0,05vs. WT; **=p < 0,05 vs. AMPK-/-.



Tabelle 21. Serum-Nitrit Messung; Mittelwerte £ SEM (n = 6) in nM, aus n = 6 Messungen und Signifi-

kanzangaben (p<0,05 nach Bonferroni-Test).

Plasma Nitrit . * p<0,05 zu WT
[nM] Mittelwert +/- SEM *% p<0,05 zu AMPK /-
WT 11.466 1.385
WT + AT II 13.780 2.666
AMPK -/- 24.242 2.821 *
AMPK -/-+ AT II 33.845 1.462 *x

3.2.2.2 NO-Bioverfiigharkeit in Aortengewebe
Die NO-Bestimmung mittels Elektronen-Spin-Resonanz-Spektroskopie (sieche 2.27) besti-

tigte die Ergebnisse mit dem NO-Analyzer. Die Angiotensin [I-Behandlung flihrte zu keiner
signifikanten Anderung der NO-Bioverfiigbarkeit (2.230 + 175 AUC / mg Trockengewicht)
im Vergleich zum unbehandelten Wildtyp (1.767 £ 111 AUC / mg Trockengewicht). Die
al AMPK-Defizienz wirkte sich mit einer signifikanten Steigerung der NO-Bioverfiigbarkeit
auf 3.454 £ 257 AUC / mg Trockengewicht im Vergleich zum Wildtyp aus. Die Angiotensin
[I-Behandlung der alAMPK -/- Tiere fithrte zu einer weiteren Steigerung der NO-
Bioverfiigbarkeit in der intakten Aorta auf 4.371 £ 766 AUC / mg Trockengewicht (siche Ab-

bildung 57).
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Abbildung 57. NO-Bioverfugbarkeit in Aortengewebe (n = 11 - 13) gemessen mit Elektronen-Spin-
Resonanz-Spektroskopie, links reprasentative Spektren, rechts Darstellung der Mittelwerte + SEM. Die
a1AMPK-Defizienz fiihrte zu einem signifikanten Anstieg der NO-Bioverfiigbarkeit, die tendenziell ver-
starkt wurde durch die zusatzliche Angiotensin II-Behandlung. Fir Signifikanzangaben siehe Tabelle
22.*=p<0,05vs. WT; ** = p < 0,05 vs. AMPK-/-.



Tabelle 22. NO-Bioverfugbarkeit; Mittelwerte £ SEM (n = 11 - 13) und Signifikanzangaben (p<0,05
nach Bonferroni-Test).

NO-
Bioverfiigharkeit | Mittelwert |  +-SEM " pi‘(’)f&oi .
[AUC/mg TG]
WT 2.230 175,6
WT + AT II 1.767 111,7 n.s.
AMPK -/- 3.454 2573 *
AMPK -/- + AT II 4.371 766,7 *

Auch hier wurde die Peroxynitritbildung tiberpriift, da sich die NO-Mengen in al AMPK-
defizienten Tieren zunichst nicht mit der festgestellten Endotheldysfunktion in Einklang brin-
gen lieBen. Wie im ersten Ansatz wurde nun eine verstirkte Superoxidbildung basierend auf

der al AMPK-Defizienz bzw. der Angiotensin II-Behandlung {iberpriift.

3.2.3 Tyrosinnitrierung als Mal} der Peroxynitrit-Produktion
Die Angiotensin II-Behandlung des Wildtyps fiihrte zu einem leichten Anstieg der Tyrosin-

nitrierung (siche 2.18 & 2.21) von 3.861 + 244,4 AU auf 4.292 + 182,9 AU. Diese Nitrierung
war im al AMPK -/- Tier signifikant auf 5.276 + 434,8 AU erhoht und durch die Angiotensin
[I-Behandlung nochmals signifikant gesteigert (6.754 + 274,5 AU) (siehe Abbildung 58).
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Abbildung 58. Nitrotyrosin-Markierung von Protein aus Herzhomogenaten von Mausen mittels Dot
Blot-Technik und Nitrotyrosin-spezifischem Antikorper, Mittelwerte + SEM (n = 18). Die Protein-
Nitrierung nahm durch die a1AMPK-Defizienz signifikant zu und wurde durch zusatzliche Angiotensin |
Behandlung weiter signifikant gesteigert. Fur Signifikanzangaben siehe Tabelle 23. * = p < 0,05 vs.
WT; ** = p < 0,05 vs. AMPK-/-.



Tabelle 23. Protein-Nitrierung; Darstellung der Mittelwerte £+ SEM (n = 18) und Signifikanzangaben
(p<0,05 nach Bonferroni-Test).

Protein- - 0.05 2u WT
Nitrierung Mittelwert +/- SEM o p <I(’),05’ > CAMPK -
[AU]
WT 3.861 2444
WT+ATII 4.292 182,9 n.s.
AMPK -/- 5.276 434,8 *
AMPK -/-+ AT II 6.754 274,5 **

Diese Resultate regten dazu an, zu priifen, ob bei diesen Experimenten mit a1l AMPK -/-
Tieren erhohter oxidativer Stress im vaskuldrem System auftritt, zuerst durch DHE-Féarbung

intakter Aortensegmente.

3.2.4 ROS-Detektion in intaktem Aortengewebe
Es zeigte sich, dass in Angiotensin II-behandelten Wildtyptieren im Vergleich zu unbehan-

delten Tieren die Oxidation von Dihydroethidin zu Ethidium (siehe 2.26) und somit das ROS-
Vorkommen sowohl im Endothel als auch in der {librigen GefdBwand erhohte. Im unbehandel-
ten al AMPK -/- Tier konnte im Vergleich zum zugehdrigen Wildtyp kein deutlicher Anstieg
festgestellt werden, allerdings verursachte die Behandlung des al AMPK -/- Tieres mit Angio-

tensin II einen deutlichen Anstieg des ROS-Gehaltes in der gesamten Gefa3wand.

Wie im ersten Teil dieser Arbeit beschrieben, wurde auch hier die ex vivo-Inkubation der
Aortensegmente mit dem NO-Synthasen Inhibitor L-NAME durchgefiihrt. Wie in Abbildung
59 zu sehen ist, stieg das Superoxid-Vorkommen nach ex vivo-Inkubation mit L-NAME im
unbehandelten Wildtyp leicht an, wihrend in Angiotensin II-behandelten Wildtyp-Miusen die
Superoxid-Produktion als Zeichen der NO-Synthase-Entkopplung durch L-NAME unterbun-
den wurde (Endothel). Im al AMPK -/- Tier wurde durch L-NAME der endotheliale oxidative
Stress leicht erhoht. Im mit Angiotensin II-behandelten a1l AMPK -/- allerdings wurde die Su-
peroxid-Produktion durch die ex-vivo-L-NAME-Inkubation verringert, vereinbar mit einer

Entkopplung des Enzyms.
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Abbildung 59. Superoxid-Detektion im intakten Aortengewebe, Inkubation der Aortensegmente mit
Dihydroethidin, das durch Superoxidradikale zu Ethidium oxidiert wird, rote Fluoreszenz des Ethidi-
ums, grine Eigenfluoreszenz der Lamina; 400fache VergréRerung; Darstellung reprasentativer Ergeb-
nisse aus n = 6 Experimenten. a) die Aortensegmente wurden in Kontroll-Puffer inkubiert; b) Inkubati-
on der Aortensegmente mit L-NAME, einem NOS-Inhibitor. Fir Details siehe Text.



3.2.5 Analyse der moglichen Superoxidquellen

3.2.5.1 NADPH-Oxidase Aktivitiit in Herzmembranfraktionen
Wie schon in vorangegangenen Studien gezeigt werden konnte,™ & 3% 35 104 186. 205 fghrte die

Behandlung mit Angiotensin II im Wildtyp (0,1 mg / kg / d) zu einer nahezu flinffachen Stei-
gerung der NADPH-Oxidase Aktivitit (Wildtyp 4.742 + 181 Counts / mg [Protein] / Minute
vs. Angiotensin IT 24.273 + 940 Counts / mg [Protein] / Minute).> '*® Allein die Defizienz der
al AMPK-Isoform durch knock out steigerte die NADPH-Oxidase Aktivitit schon auf 7.226 +
372 Counts / mg [Protein] / Minute. Die zusétzliche Behandlung der AMPK-defizienten Tiere
mit Angiotensin II resultierte in einer signifikanten weiteren Erhéhung der NADPH-Oxidase
Aktivitit auf 34.905 £ 1.160 Counts / mg [Protein] / Minute im Vergleich zu den unbehandel-
ten al AMPK -/- Tieren. Das Resultat entsprach einer siebenfach erhohten Oxidase Aktivitit

im Vergleich zum unbehandelten Wildtyp (siche 2.14).
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Abbildung 60. Aktivitat von NADPH-Oxidase in Herzmembranfraktionen, bezogen auf Protein, Mittel-
werte £+ SEM (n = 16). Durch die Angiotensin |I-Behandlung stieg die NADPH-Oxidase Aktivitat im
Wildtyp signifikant an. Auch die a1AMPK-Defizienz fuhrte zum signifikanten Anstieg der NADPH-
Oxidase Aktivitat, die durch die Angiotensin llI-Behandlung weiter signifikant gesteigert wurde. Fur Sig-
nifikanzangaben siehe Tabelle 24. * = p < 0,05 vs. WT; ** = p < 0,05 vs. AMPK-/-.



Tabelle 24. NADPH-Oxidase Aktivitat in Herzmembranfraktionen; Mittelwerte + SEM (n = 16)und Signi-

fikanzangaben (p<0,05 nach Bonferroni-Test).

NADPH-Oxidase
Aktivitit mittels . * p<0,05 zu WT
Luzigenin ECL Mittelwert +/- SEM #% p<0,05 7u AMPK -/-
[Counts/mg/Minute]
WT 4.742 181
WT + AT 11 24.273 940 *
AMPK -/- 7.226 372 *
AMPK -/-+ AT 11 34.905 1.160 *%

3.2.5.2 Xanthinoxidase Aktivitit im Serum
Im Wildtyptier (WT: 32,2 + 17,3 nM / Minute, immer in 50 pl gemessen) fiihrte die Behand-

lung mit der geringen Angiotensin II-Dosis zu einer nicht signifikanten Steigerung der Super-
oxidbildungsrate der Xanthinoxidase (siehe 2.13) (WT + AT II: 46,9 = 16,0 nM / Minute).
Auch die Defizienz der al AMPK-Aktivitit beeinflusste die Superoxidbildungsrate der Xan-
thinoxidase nicht signifikant im Vergleich zum Wildtyp (a1 AMPK -/-: 47,9 + 12,6 nM / Mi-
nute). Die Behandlung der a1 AMPK -/- Tiere mit Angiotensin II resultierte allerdings in einer
signifikanten Steigerung der Superoxidbildungsrate auf 104,8 + 17,9 nM / Minute im Ver-
gleich zu den unbehandelten a1 AMPK -/- Tieren (siche Abbildung 61).
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Abbildung 61. Superoxidbildungsrate durch Xanthinoxidase in Maus Serum, Mittelwerte + SEM (n =
12). Die Xanthinoxidase Aktivitdt zeigte einen nur tendenziellen Anstieg durch die Angiotensin II-
Behandlung des Wildtyps und auch die a1AMPK-Defizienz fiihrt nur tendenziell zur Xanthinoxidase
Aktivitatserhohung. Die Behandlung mit Angiotensin Il bei a1AMPK defizienten Tieren fiihrte allerdings
zu einem signifikanten Anstieg der Xanthinoxidase Aktivitat. Fiir Signifikanzangaben siehe Tabelle 25.
*=p<0,05vs. WT; **=p < 0,05 vs. AMPK-/-.

Tabelle 25. Superoxidbildungsrate durch Xanthinoxidase; Mittelwerte £+ SEM (n = 12) und Signifikanz-

angaben (p<0,05 nach Bonferroni-Test).

Xanthinoxidase 020,05 20 WT
Aktivitit Mittelwert |  +-SEM +* 5<0.05 20 AMPK -
[nM / Minute]
WT 32,2 173
WT + AT I 46,9 16,0 n.s.
AMPK -/- 47,9 12,6 n.s.
AMPK -/-+ AT II 104,8 17,9 *k

3.2.5.3 Mitochondriale ROS-Produktion
Als dritte vaskuldre ROS-Quelle erwies sich die mitochondriale Superoxidproduktion (siche

2.14), die durch die chronische Behandlung von Wildtyptieren (10.752 + 424 Counts / mg
[Protein] / Minute) mit Angiotensin II signifikant erhoht war (WT + AT I1:13.530 + 1.048
Counts / mg [Protein] / Minute). Durch die Deletion der al AMPK wurde die mitochondriale
ROS-Produktion im Vergleich zum Wildtyp ebenfalls signifikant gesteigert (a1 AMPK -/-:
14.503 £ 845 Counts / mg [Protein] / Minute). Durch die zusétzliche Behandlung mit Angio-

tensin II steigerte sich die mitochondriale Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies weiter



signifikant auf 19.583 + 1.256 Counts / mg [Protein] / Minute im Vergleich zum unbehandel-
ten knock-out-Tier (siche Abbildung 62).
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Abbildung 62. Superoxid Produktion durch isolierte Herzmitochondrien, Mittelwerte + SEM (n = 10).
Sowohl die Angiotensin II-Behandlung im Wildtyp als auch die a1AMPK-Defizienz fiihrten zu einem
signifikanten Anstieg der mitochondrialen ROS im Vergleich zum unbehandelten Wildtyp. Die Angio-
tensin II-Behandlung im a1AMPK defizienten Tier flihrte zur weiteren signifikanten Steigerung der mi-
tochondrialen ROS. Fur Signifikanzangaben siehe Tabelle 26. * = p < 0,05 vs. WT; ** = p < 0,05 vs.
AMPK-/-.

Tabelle 26. Superoxid Produktion durch isolierte Herzmitochondrien; Mittelwerte + SEM (n = 10) und
Signifikanzangaben (p<0,05 nach Bonferroni-Test).

Mitochondriale
ROS Produktion * p<
mittels L-012 ECL, | Yowetwert | +/-SEM 2 e 03 20 AMPK --
[Counts/mg/Minute]
WT 12.099 792
WT + AT II 14.472 1.563 *
AMPK -/- 15497 1.219 *
AMPK -/- + AT 11 17.790 1.974 **x

Wie zuvor (siehe 3.1.7.3) wurde auch bei den al AMPK -/- Tieren die NADPH-Oxidase als
Hauptquelle des durch Angiotensin II-induzierten vaskuldren oxidativen Stresses identifiziert,

wihrend Mitochondrien und Xanthinoxidase nur in geringem Malle dazu beitrugen.



3.2.6 Detektion von oxidativem Stress in Aortensegmenten durch Chemilumines-
zenz

Die Verwendung von Chemilumineszenzfarbstoffen, die neben der Superoxidbildung auch
die Peroxynitritbildung in intakten, frisch isolierten Aortensegmenten detektieren (siehe 2.26),
wurden angewendet, um die ROS- bzw. die RNS-Produktion eingehender zu untersuchen

(siche Abbildung 63 und Tabelle 27).

Dabei wurde Luzigenin als erster Chemilumineszenzfarbstoff genutzt, um spezifisch O,”
Radikale zu detektieren. Es zeigte sich, dass die Superoxid-Produktion durch Angiotensin II-
Behandlung im Wildtyp anstieg (WT: 266 + 32,9 Counts/mg (Trockengewicht des Aorten-
segments); WT + AT II: 378 + 82,6 Counts/mg). Die O, Detektion in Aorten von a1l AMPK-
defizienten Tieren im Vergleich zu Wildtyptieren dnderte sich nicht. Die Angiotensin II-
Behandlung der al AMPK -/- Tiere resultierte in einer deutlichen Reduktion der messbaren
freien O, Radikale (vermutlich durch vermehrtes Abfangen durch iNOS-gebildetes NO und

Reaktion zu Peroxynitrit).

Der zweite Chemilumineszenz Farbstoff, L-012, detektiert neben dem O, Radikal mit ho-
herer Affinitdt Peroxynitrit und mit der geringsten Affinitit Wasserstoffperoxid. Hier konnte
ein Anstieg in a1 AMPK -/- Tieren (20.795 £ 6.353,1 Counts/mg) im Vergleich zum korres-
pondierenden Wildtyp (15.903 + 4.317,1 Counts/mg) festgestellt werden. Die Angiotensin II-
Behandlung der al AMPK-defizienten Tiere resultierte in einem deutlich erhdhten L-012
Chemilumineszenzsignal von 35.178 + 6.620,7 Counts/mg). Im Wildtyptier zeigte sich keine
Steigerung des L-012 Signals durch die Angiotensin II-Behandlung im Gegensatz zum unbe-
handelten Wildtyptier (WT + AT II: 15.790 + 3.473 Counts/mg).
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Abbildung 63. Chemilumineszenz von intakten Aortensegmenten mit Luzigenin, L-012 und Lumi-
nol/HRP, Mittelwerte + SEM (n = 4 - 6). Die durch Luzigenin vermittelte Chemilumineszenz (spezifi-
sche Detektion von O," Radikalen) zeigte nur im Angiotensin ll-behandelten Wildtyp einen Anstieg des
ROS-Signals. Die L-012 vermittelte Chemilumineszenz (Detektion von O,"~, Peroxynitrit und H,0,) zeig-
te einen Anstieg des Signals in Tieren, mit a1AMPK-Defizienz und einen weiteren Anstieg in a1AMPK-
defizienten Tieren, die mit Angiotensin Il behandelt worden waren. Der Ansatz mit Luminol plus HRP
(Detektion von extrazellularem Wasserstoffperoxid und Peroxynitrit) zeigte einen signifikanten Anstieg
des Signals in Aorten von a1AMPK-defizienten Tieren, die mit Angiotensin Il behandelt worden waren,
aber auch Angiotensin Il- behandelte Wildtypen zeigten ein verstarktes ROS-Signal. Fur Signifikanz-
angaben siehe Tabelle 27. * = p < 0,05 vs. WT; ** = p < 0,05 vs. AMPK-/-.



Tabelle 27. Chemilumineszenz von intakten Aortensegmenten; Mittelwerte £+ SEM (n = 4 - 6) und Sig-

nifikanzangaben (p<0,05 nach Bonferroni-Test).

0, mittels *
Luzigenin ECL | Mittelwert +/- SEM o p<g’<005’02?1 Z:h\ﬁ,% N

[Counts / mg]

WT 266 32,9

WT + AT I 378 82,6 n.s.

AMPK -/- 262 51,9 n.s.

AMPK -/-+ AT II 192 29,1 n.s.

0,", ONOO, H,0,

mittels L-012 ECL | Mittelwert +/- SEM
[Counts / mg]

WT 15.903 4.317,1

WT + AT II 15.790 3.473,0 n.s.

AMPK -/- 20.795 6.353,1 n.s.

AMPK -/-+ AT II 35.178 6.620,7 n.s.
ONOO", H,0,

mlt;;::ll; lFl:IglIilOl / Mittelwert +/- SEM

[Counts / mg]

WT 2.038 426,8

WT + AT II 3.398 641,0 n.s.

AMPK -/- 1.999 339,5 n.s.

AMPK -/-+ AT II 3.873 649,1 o

Der dritte Ansatz enthielt ein Gemisch aus HRP und dem Chemilumineszenzfarbstoff Lumi-
nol. Dieses System detektiert vor allem extrazellulires Wasserstoffperoxid und Peroxynitrit.
Dabei zeigte sich zundchst ein leichter Anstieg im Angiotensin II-behandelten Wildtyp von
2.038 + 426,8 auf 3.398 + 641,0 Counts/mg. Die al AMPK-Defizienz erzeugte keine signifi-
kante Abweichung vom Wildtyp (1.999 + 339,5 Counts/mg), allerdings resultierte die Angio-
tensin II-Behandlung dieser Tiere in signifikant hoheren Chemilumineszenzsignalen (3.873 +

649,1 Counts/mg).

3.2.7 mRNA-Expression der NADPH-Oxidase Untereinheiten
Da auch bei den Experimenten mit al AMPK defizienten Mausen die NADPH-Oxidase als

Hauptquelle des Angiotensin II-induzierten oxidativen Stresses identifiziert wurde, sollte an-
schlieBend die mRNA-Expression der Untereinheiten NOX-1, NOX-2 und p22°"* mittels real
time-PCR untersucht werden (siehe 2.22 — 2.25).



Die mRNA-Expression von NOX-1 stieg durch die Angiotensin [I-Behandlung im Wildtyp-
tier von 100 £ 19,48 % auf 184 & 18,86 % signifikant an. Im a1 AMPK -/- Tier war schon oh-
ne Behandlung eine gesteigerte Expression bei 180 + 17,66 % festzustellen, die ebenfalls
durch die Angiotensin II-Behandlung auf 230 + 31,96 % anstieg.

Die Expression von p22ph°X wurde im Wildtyp durch die Angiotensin II-Behandlung nicht
signifikant gesteigert, wihrend die Behandlung im al AMPK -/- Tier von urspriinglich 62 +
3,55 % auf 132 £ 25,36 % anstieg.

Die Expression der NOX-2 Untereinheit der NADPH-Oxidase im Wildtyp verdnderte sich
durch die Angiotensin II-Behandlung nicht signifikant. Im a1l AMPK-defizienten Tier aller-
dings resultierte die Angiotensin II-Behandlung in einem signifikanten Anstieg der NOX-2-
Expression auf 273 + 97,92 %. Da die NOX-2 neben dem Endothel vorwiegend in phagozyta-
ren Zellen exprimiert wird, wurde anschlieBend gepriift, ob die AMPK-Deletion die vaskulare

Inflammation fordert.
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Abbildung 64. mRNA-Expression der NADPH-Oxidase-Untereinheiten NOX-1, p22°" und NOX-2 in
Maus Aorta, Mittelwerte als % des WT £ SEM (n = 6), wobei WT = 100%. Die Expression von NOX-1
mRNA zeigte nach Angiotensin II-Behandlung des Wildtyps einen signifikanten Anstieg, der auch im
a1AMPK-defizienten Tier beobachtet wurde. Die zusatzliche Behandlung des a1AMPK-defizienten
Tiers mit Angiotensin Il fiihrte zu einem weiteren Anstieg. Bei der p22°"*-Expression fiihrte nur die
Angiotensin Il-Behandlung des a1AMPK-defizienten Tiers zu einem signifikanten Anstieg. Die NOX-2
Expression zeigte die deutlichste Expressionssteigerung im a1AMPK-defizienten Tier, das mit Angio-
tensin Il behandelt wurde. Fir Signifikanzangaben siehe Tabelle 28. * = p < 0,05 vs. WT; ** = p < 0,05
vs. AMPK-/-.



Tabelle 28. mRNA-Expression der NADPH-Oxidase-Untereinheiten NOX-1, p22°" und NOX-2, Mit-
telwerte £ SEM in % bezogen auf die Kontrolligruppe (WT = 100%) (n = 6) und Signifikanzangaben
(p<0,05 nach Bonferroni-Test).

NOX-1 * p<0,05 zu WT
mRNA-Expression | Mittelwert +/- SEM s p<18>0 o AMPK
[% des WT]
WT 100 19,48
WT +AT 11 184 18,86 *
AMPK -/- 180 17,66 *
AMPK -/-+ AT 11 230 31,96 n.s.
pzzphox

mRNA-Expression
[% des WT]

WT 100 19,07

WT + AT II 91 9,19 n.s.

AMPK -/- 62 3,55 *

AMPK -/- + AT II 132 25,36 **
NOX-2

mRNA-Expression
[% des WT)]

WT 100 51,07
WT + AT II 137 18,82 n.s.
AMPK -/- 47 9,35 *

AMPK -/- + AT I1 273 97,92 o




3.2.8 Vaskulire Inflammation
Als Inflammationsmarker wurden hierzu die mRNA-Expression der Gene fiir iNOS, COX-2

und VCAM-1 analysiert (siche 2.22 — 2.25). Die al AMPK-defizienten Tiere zeigten durch die
Angiotensin II-Behandlung durchweg eine stark erhohte Expression inflammatorischer Mar-

ker (siehe Abbildung 65 und Tabelle 29).
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Abbildung 65. mRNA-Expression der Inflammationsmarker VCAM-1, iINOS und COX-2, Mittelwerte als
% des WT £ SEM (n = 5 - 6), wobei WT = 100%. Alle Inflammationsmarker zeigten eine starke Ex-
pressionssteigerung ihrer mRNA in a1AMPK-defizienten Tieren, die mit Angiotensin Il behandelt wor-

den waren. Fir Signifikanzangaben siehe Tabelle 29. * = p < 0,05 vs. WT; ** = p < 0,05 vs. AMPK-/-.



Tabelle 29: mRNA-Expression der Inflammationsmarker COX-2, iNOS und VCAM-1; Darstellung der
prozentualen Mittelwerte £+ SEM (n = 5 - 6) (WT = 100%) und Signifikanzangaben (p<0,05 nach Bon-

ferroni-Test).

COX-2 * p<0,05 zu WT
mRNA-Expression | Mittelwert +/- SEM - p<l(3),05’ 7u AMPK -/-
[% des WT]
WT 100 27,0
WT + AT II 230 65,7 *.
AMPK -/- 36 19,3 *
AMPK -/- + AT II 374 97,6 ok
iNOS

mRNA-Expression
[% des WT]

WT 100 0,0

WT + AT 11 73 15,1 n.s.

AMPK -/- 522 204,9 *

AMPK -/- + AT II 1262 411,0 **
VCAM-1

mRNA-Expression
[% des WT]

WT 100 16,1

WT + AT 11 156 32,7 *
AMPK -/- 37 6,2 *
AMPK -/-+ AT 11 273 68,7 o

Die Expression von COX-2 im Wildtyp (100 + 27,0 %) wurde durch die Angiotensin II-
Behandlung signifikant gesteigert (230 + 65,7 %). Bei der Behandlung mit Angiotensin II der
ol AMPK-defizienten Mause (urspriinglich 36 £ 19,3 % bezogen auf den WT) wurde die Ex-
pression mehr als dreifach gesteigert (374 + 97,6 %).

Die Expression der induzierbaren NO-Synthase (iNOS) wurde im Wildtyp von 100 % auf 73
+ 15,1 % durch Angiotensin II nicht signifikant gedndert. Einen deutlichen Anstieg auf 522 +
204,9 % konnte allerdings im a1l AMPK-defizienten Tier festgestellt werden. Die zuséatzliche
Behandlung mit Angiotensin II lie die mRNA Expression der iNOS sogar 12fach (1.262 +
411,0 %) steigen.

Der dritte Marker fiir vaskuldre Inflammation zeigte ein dhnliches Muster. Bei der Behand-
lung des Wildtyps mit Angiotensin II stieg die Expression von VCAM-1 auf 156 + 32,7 % an.
Die Behandlung des al AMPK -/- Tieres mit Angiotensin II resultierte in einer Expressions-

steigerung auf 273 + 68,7 %.
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Aufgrund dieser Ergebnisse konnte vermutet werden, dass die Inflammationsmarker eine
starke Makrophageninfiltration in die GefdBwand anzeigten. Daher wurde die Makrophagen-
infiltration mit Hilfe von Immunhistochemie und spezifischem Antikdrper gegen CD68 (zeigt
Makrophagen an) untersucht, wobei keine merklichen Abweichungen innerhalb der vier un-
tersuchten Tiergruppen sichtbar wurden. Abbildung 66 zeigt repriasentative Ergebnisse (insge-

samt 12 Tieren pro Gruppe).

Endothel

Endothel

Endothel

AMPK -f-

Abbildung 66. Immunhistochemie von in Paraformaldehyd (4%) fixierten Aortensegmenten. Gezeigt
sind reprasentative Aufnahmen; blau eingefarbt wurden die Zellkerne durch Gegenfarbung mit Hama-
toxylin, braun gefarbt sind spezifische Antikdrperbindungen gegen CD68. Orientierung: Endothel nach
links bzw. nach unten. Es wurde keine merkliche Anderung der Makrophageninfiltration innerhalb der

vier untersuchten Tiergruppen sichtbar.



3.2.10 Proteinexpressionsstudien
Zundchst wurde mittels Western Blot (siehe 2.16 — 2.20) gepriift, ob der oben gezeigte An-

stieg in der NO-Bioverfiigbarkeit, sowie die erhdhten Serum Nitrit-Konzentrationen auf die
Expression bzw. die aktivititsfordernde Phosphorylierung der endothelialen NO-Synthase
zuriickzufiihren sein konnten. Wie Abbildung 67 zeigt, wurde in mit Angiotensin II-
behandelten Wildtyptieren eine signifikante Reduktion der eNOS-Phosphorylierung an Serin
1177 festgestellt (WT: 100 = 7,5 %; WT + AT II: 49 + 15,5 %), was in al AMPK -/- Tieren
ebenfalls der Fall war (AMPK -/-: 78 + 12,4; AMPK -/- + AT II: 51 + 12,9 %). Diese Resulta-
te schlossen eNOS als verantwortliche NO-Quelle in den alphal AMPK-knock-out-Méusen

aus.
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Abbildung 67. Densitometrische Auswertung der Western Blots von Maus Aorten. eNOS-
Phosphorylierung: Mittelwerte als % des WT + SEM, wobei WT = 100% (n = 6). Durch die Behandlung
mit Angiotensin |l reduzierte sich die eNOS-Phosphorylierung im Wildtyp signifikant. Die a1AMPK-
Defizienz resultierte in einer tendenziellen Reduktion der Phosphorylierung, die sich durch zusatzliche
Angiotensin II-Behandlung verringerte. Fur Signifikanzangaben siehe Tabelle 30. * = p < 0,05 vs. WT,;
**=p <0,05vs. AMPK-/-.



Tabelle 30. Densitometrische Auswertung der Western Blots von Maus Aorten. eNOS-
Phosphorylierung: Mittelwerte in % des WT + SEM (n = 6); WT = 100% und Signifikanzangaben
(p<0,05 nach Bonferroni-Test).

eNOS-
Phosphorylierung . % p<0,05 7u WT
(Ser1177) Mittelwert /- SEM ** p<0,05 zu AMPK -/-
[Y% des WT]

WT 100 7,5

WT + AT I 49 15,5 *

AMPK -/- 78 12,4 n.s.

AMPK -/-+ AT 1T 51 12,9 *

Weiterhin wurde die mRNA-Expressionssteigerung der phagozytiren NOX-2-Untereinheit
auf Proteinebene mittels Western Blot (siehe 2.16 — 2.20) iiberpriift. Das Resultat der mRNA-
Untersuchungen konnte bestitigt werden (Abbildung 68 und Tabelle 31). Im Wildtyp konnte
nach Angiotensin II-Behandlung keine signifikante Anderung in der Proteinexpression festge-
stellt werden (WT 100 + 16,2 % und WT + AT II 140 = 44,2 %). Allerdings fiihrte die Angio-
tensin II-Behandlung in al AMPK-defizienten Tieren zu einer signifikanten Steigerung der

NOX-2-Proteinexpression.
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Abbildung 68. Western Blots der NOX-2 Expression und densitometrische Auswertung, Mittelwerte als
% des WT + SEM, wobei WT = 100% (n = 6). Es war nur bei a1AMPK-defizienten Tieren, die mit An-
giotensin Il behandelt worden waren eine signifikante Expressionssteigerung von NOX-2 auf Protein-
ebene festzustellen. Fir Signifikanzangaben siehe Tabelle 31. * = p < 0,05 vs. WT; ** = p < 0,05 vs.
AMPK-/-.

Tabelle 31. Densitometrische Auswertung der NOX-2 Expression ; Mittelwerte in % des WT + SEM (n
=6); WT = 100% und Signifikanzangaben (p<0,05) nach Bonferroni-Test.

NOX-2 * p<0,05 zu WT
Protein-Expression | Mittelwert +/- SEM o p<‘(’),05’ 70 AMPK /-
[% des WT]
WT 100 16,2
WT + AT I 140 442 n.s.
AMPK -/- 1.685 1.210,0 *
AMPK -/-+ AT 11 5.257 2.297,1 *x




3.2.11 Immunhistochemische Untersuchung in Aortensegmenten
Mit den bisherigen Untersuchungen konnte die Expressionssteigerung von NOX-2 in mit

Angiotensin II behandelten a1 AMPK -/- Tieren sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene
nachgewiesen werden. Mittels Immunhistochemie (siche 2.28) mit spezifischen Antikérpern
gegen NOX-2 sollte nun die Lokalisation in intakten Gefden untersucht werden. Wie mittels
Western Blot und real time-PCR gezeigt werden konnte, steigt das NOX-2 Vorkommen in
ol AMPK-defizienten Tieren, die mit Angiotensin II behandelt worden waren, stark an. Das-
selbe Ergebnis war in Gefdlen, vor allem in der Adventitia, aber auch im Endothel zu sehen
(Abbildung 69). Die Hamatoxilin-Gegenfarbung zeigt Zellkerne in blau, braune Verfarbungen

zeigen eine positive Reaktion des spezifischen Antikorpers gegen NOX-2.

Die NOX-2-Expression war in Gefillen aus unbehandeltem Wildtyp kaum nachweisbar
(siehe Abbildung 68). Das dnderte sich allerdings durch die Angiotensin II-Behandlung. Die
NOX-2-Expression nahm durch die Angiotensin II-Behandlung des Wildtyps leicht zu, was
sowohl fiir Endothel als auch fiir die Adventitia galt. Die a1 AMPK-Defizienz fiihrte nicht zu
einer signifikanten Steigerung der NOX-2-Expression in Endothel oder Adventitia. Aber die
Behandlung der a1 AMPK-defizienten Tiere mit Angiotensin II fithrte zu einem starken An-
stieg der Expression der NOX-2 in Endothel und Adventitia.
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Abbildung 69. Immunhistochemie von in Paraformaldehyd (4%) fixierten Aortensegmenten; gezeigt
sind reprasentative Aufnahmen; blau eingefarbt wurden die Zellkerne durch Gegenfarbung mit Hama-
toxylin, braun gefarbt sind spezifische Antikérper gegen NOX-2; Orientierung: Endothel links. Vor allem
im Angiotensin ll-behandelten a1AMPK-defizienten Tier war die Farbung von NOX-2 im Endothel und

in der Adventitia verstarkt.

Weitere immunhistochemische Untersuchungen wurden mit spezifischen Antikérpern gegen
Nitrotyrosin durchgefiihrt, um die oben gezeigten Ergebnisse im Herzgewebe in der Aorta zu
iiberpriifen. Es konnte gezeigt werden, dass die Tyrosinnitrierung in den Geféllen der Wildtyp-
tiere durch die Angiotensin II-Behandlung im adventitialen Gewebe leicht zunahm, was die
bisherigen Daten unterstiitzt. Die a1l AMPK-Defizienz fiihrte zu einem sehr leichten Anstieg
der Nitrotyrosinfirbung im Endothelbereich, die durch die Angiotensin II-Behandlung deut-
lich verstarkt wurde. Durch die Angiotensin II-Behandlung der al AMPK-defizienten Tiere
wurde die Nitrierung der Tyrosinreste sowohl im Endothel als auch in der Adventitia um ein
Vielfaches erhoht (Abbildung 70). Damit konnten die vorher mittels DotBlot erhobenen Da-

ten, die mit Herzhomogenaten durchgefiihrt wurden, auch in Gefdllen bestitigt werden.
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Abbildung 70. Immunhistochemie der in Paraformaldehyd (4%) fixierten Aortensegmente; gezeigt sind
reprasentative Aufnahmen; blau eingefarbt wurden die Zellkerne durch die Gegenfarbung mit Hamato-
xylin, braun gefarbt sind spezifische Antikdrperbindungen an Nitrotyrosin; Orientierung: Endothel links.
Eine Steigerung der Protein-Nitrierung konnte bereits im Wildtyptier, das mit Angiotensin Il behandelt
wurde festgestellt werden. Eine weitere Steigerung im Endothel- und Adventitia-Bereich allerdings

zeigte sich im a1AMPK-defizienten Tier, das mit Angiotensin Il behandelt wurde.

3.2.12 Antioxidative Kapazitit des Serums
Der oxidative Stress in al AMPK-defizienten Tieren und die Hinweise auf vaskuldre In-

flammation lieBen vermuten, dass die antioxidative Kapazitdt des Serums (siche 2.12) beein-
trachtigt wurde. Unter physiologischen Bedingungen schiitzt die antioxidative Wirkung des
Serums vor kurzzeitig auftretenden ROS-Uberproduktionen, was bei andauerndem oxidativem

Stress allerdings nicht ausreichend sein konnte.
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Abbildung 71. DPP- antioxidative Kapazitat von Maus Serum, photometrische Messung bei 517 nm;
Mittelwerte als % des WT + SEM (n = 18 - 24), wobei WT = 100%. Die antioxidative Kapazitat wurde
bereits im Wildtyp durch die Angiotensin II-Behandlung gesenkt. Durch die zusatzliche a1AMPK-
Defizienz allerdings wurde die antioxidative Kapazitdt nochmals signifikant reduziert. Fir Signifikanz-
angaben siehe Tabelle 32. * = p < 0,05 vs. WT; ** = p < 0,05 vs. AMPK-/-.

Tabelle 32. DPP-+ antioxidative Kapazitat von Maus Serum; Mittelwerte als % des WT + SEM (n = 18 —
24) (WT = 100 %) und Signifikanzangaben (p<0,05 nach Bonferroni-Test).

Antioxidative . 00570 WT
Kapazitiit Mittelwert +/- SEM o p<18’0 s ANPK -
[% des WT]
WT 100.0 28.9
WT + AT II 50.2 18.7 n.s.
AMPK -/- 79.0 16.5 n.s.
AMPK -/- + AT II 12.2 223 *x

Die Angiotensin II-Behandlung fiithrte im Wildtyp zu einer tendenziellen Reduktion der an-
tioxidativen Kapazitit (von urspriinglich 100 + 28,9 % auf 50 + 18,7 %, siche Abbildung 71
Tabelle 32). Die a1l AMPK-Defizienz verursachte keine signifikante Senkung der antioxidati-
ven Kapazitit (79 = 16,5 %). Die Angiotensin [I-Behandlung aber resultierte in einer signifi-
kanten Reduktion der antioxidativen Kapazitéit auf nur noch 12 + 22,3 % (Abbildung 71, Ta-
belle 32).



3.3 Zusiitzliche Tiermodelle
Um herauszufinden, ob die beobachteten vaskuldren Effekte der AMPK spezifisch fiir eine

Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems sind oder generell bei der Endothel-
dysfunktion und Inflammation eine Rolle spielen, wurden Mause mit bakteriellem Endotoxin

(LPS = Lipopolysaccharid) behandelt.

3.3.1 Lipopolysaccharid-induzierter oxidativer Stress & Endotheldysfunktion
Es wurden den oben erwédhnten Tieren Lipopolysaccharid (LPS 15 mg/kg) durch einmalige

subkutane Injektion verabreicht. Die Tiere wurden nach 24 Stunden unter Narkose getotet und

die Organe nach Entnahme aufgearbeitet.

3.3.1.1 Bestimmung der Gefiififfunktion mittels isometrischer Tonusstudien
Wie Abbildung 72 zeigt, fiihrte die einmalige LPS-Injektion (15 mg / kg) beim Wildtyp zu

einer signifikanten Reduktion der Endothelfunktion (2.15). Die durch Acetylcholin (Ach) aus-
geldste maximale Relaxation der Kontrollgruppe von 58 + 1,8 % (pD»: 6,9 £ 0,066) verschob
sich kaum auf 58 £ 2,0 % (pDz: 6,5 £ 0,079). Durch die Vorbehandlung mit AICAR konnte
die Endothelfunktion wieder deutlich gesteigert werden, was sich in einer maximalen Relaxa-
tion von 63 + 4,1 % (pD2: 6,8 £ 0,094) zeigte (Abbildung 72). In a1 AMPK -/- Tieren hinge-
gen konnte AICAR keine Verbesserung der durch LPS induzierten endothelialen Dysfunktion
erzielt werden, was einen AMPK-unabhéngigen, unspezifischen Effekt von AICAR aus-

schlieBt (maximale Relaxation 52 + 6,8 % (pDa: 6,6 £ 0,107)).
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Abbildung 72. Endothelabhangige Relaxation von praparierten Aortensegmenten (4 mm) in Organbad-
anlagen. Angegeben ist die prozentuale Relaxation nach Acetylcholingabe (Mittelwerte + SEM, n =
12). Die Relaxationsfahigkeit in LPS-behandelten Wildtyptieren reduzierte sich signifikant im Vergleich
zu unbehandelten Tieren. Durch die gleichzeitige Behandlung mit AICAR konnte die Reduktion fast

aufgehoben werden, was bei a1AMPK-defizienten Tieren nicht mdglich war. Fir Signifikanzangaben

siehe Tabelle 33. * = p < 0,05 vs. WT; ** = p < 0,05 vs. WT + LPS / AICAR.

Tabelle 33. Relaxation durch Acetylcholin; Darstellung der pD,-Werte und Signifikanzangaben (p<0,05

nach Bonferroni-Test).

Acetylcholin- ‘0,05 70 WT
induzierte pD; /- SEM ## p<0,05 5 WT + LPS / AICAR
Relaxation

WT 6,9 0,066

WT + LPS 6,5 0,079 *
WT + LPS / AICAR 6,8 0,094 ns.
AMPK -/- + LPS / AICAR 6,7 0,107 *x




3.3.1.2 ROS-Detektion in intaktem Aortengewebe
In diesen Versuchen wurden Superoxidanionen in intaktem Aortengewebe mittels Di-

hydroethidin dargestellt, indem die Fluoreszenz des entstehenden Ethidiums detektiert wurde

(siehe 2.26).

Wie in Abbildung 73 zu sehen ist, steigerte die einmalige Injektion von LPS die Superoxid-
produktion in der gesamten GefdBwand sowie im Endothel erheblich (WT + LPS). Durch die
Vorbehandlung der Wildtyptiere mit AICAR konnte die durch LPS-induzierte Superoxidpro-
duktion weitgehend verhindert werden (WT + LPS / AICAR). Die LPS-induzierte Superoxid-
produktion konnte bei al AMPK -/- Tieren durch AICAR-Vorbehandlung kaum reduziert

werden.

WT + LPS Endothel

Adventitia Endothel Adventitia

WT + LPS / AICAR AMPK-/- + LPS / AICAR

Endothel
Adventitia

Adventitia Media Endothel

Abbildung 73. Superoxid-Detektion im intakten Aortengewebe, Inkubation der Aortensegmente mit
Dihydroethidin, das durch Superoxidradikale zu Ethidium oxidiert, rote Fluoreszenz des Ethidiums,
grine Eigenfluoreszenz der Lamina; 400fache VergroRerung; Darstellung reprasentativer Ergebnisse
aus n = 6 Experimenten. Fir Details siehe Text.



3.3.2 Effekte der PGC-1a Defizienz durch genetische Manipulation
In eigenen Vorexperimenten an Endothelzellen konnte gezeigt werden, dass viele der positi-

ven Effekte einer AMPK-Aktivierung auf das Endothel {iber eine vermehrte Expression von
PGCl-alpha (Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha) vermit-
telt werden (siche Abbildung 47). Mit PGC-1a-defizienten Tieren sollte daher die Rolle von
PGCl-alpha als nachgeschaltete Komponente des AMPK-Signalwegs tiberpriift werden.

Isometrische Tonusstudien (siehe 2.15) zeigten, dass die PGC-1a-Defizienz allein schon zu
einer leichten Verminderung der Endothelfunktion fiihrte (Abbildung 74), dargestellt als ver-
ringerte maximale Relaxation (68 £ 3,4 %, pD,: -7,1 £ 0,074), im Vergleich zum entspre-
chenden Wildtyp (86 £ 5,1 %, pD,: -7,0 £ 0,153). Durch die Behandlung mit Angiotensin II
(1 mg / kg / d) zeigte sich eine massive Rechtsverschiebung der Kurve auf nur noch 50 + 5,4
% (pDa: -6,7 £ 0,060) der maximalen Relaxation, die auch durch die gleichzeitige Behand-
lung mit AICAR (200 mg / kg / d) nicht riickgingig gemacht werden konnte (50 £ 5,0 %,
pDa2: -6,7 £ 0,142).
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Abbildung 74. Endothelabhangige Relaxation von praparierten Aortensegmenten (4 mm) in
Organbadanlagen (Mittelwerte + SEM, n = 12), prozentuale Relaxation auf Acetylcholingabe. Die PGC-
1a-Defizienz allein resultiert in einer Rechtsverschiebung der Relaxationskurve auf Acetylcholingabe
im Vergleich zum Wildtyp. Durch die zusatzliche Angiotensin II-Behandlung wurde die verringerte
Relaxation nochmals signifikant reduziert, was durch die Co-Behandlung mit AICAR nicht verhindert
werden konnte. Fir Signifikanzangaben siehe Tabelle 34. * = p < 0,05 vs. WT; ** = p < 0,05 vs. PGC-
1a-/-.
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Tabelle 34. Relaxation durch Acetylcholin; Darstellung der pD,—Werte und Signifikanzangaben (p<0,05

nach Bonferroni-Test).

Acetylcholin- . 005 70 WT

. . p< 5 zu
induzierte pD; - SEM #% p<0,05 zu PGC-lot /-
Relaxation

WT -7,0 0,153

PGC-1a -/~ 7.1 0,074 *

PGC-l1a -/-+ATII -6,7 0,060 *x

PGC-1a -/- + AT 11/ AICAR -6,7 0,142 *x




4. Diskussion

Die Ergebnisse meiner Arbeit zeigen, dass die AMPK ein wichtiger Faktor beim vaskuléren
oxidativen Stress, bei der Endothelfunktion und der vaskuldren Inflammation ist. Wahrend die
AMPK-Aktivierung durch AICAR den durch Angiotensin II-induzierten oxidativen Stress
sowie die induzierte Endotheldysfunktion und auch die gesteigerte vaskuldre Inflammation
vermindern kann, geht die al AMPK-Defizienz unter Angiotensin II-Behandlung mit gestei-
gertem vaskuldrem oxidativem Stress, verstirkter Endotheldysfunktion und gesteigerter
vaskuldrer Inflammation einher. Die Ergebnisse lassen vermuten, dass die AMPK die vasku-

lare Homdostase unterstiitzt und bei oxidativen Stress protektiv wirkt.

4.1 AMPK in der Endothelfunktion
Seit 1980 erstmals der ,,Endothelium derived relaxing factor (EDRF) von Furchgott und

Zawatzki beschrieben wurde, besteht an der Wichtigkeit des Endothels zur Regulierung der
GefiBweite kein Zweifel mehr.**® 1987 folgte dann der Nachweis, dass es sich bei EDRF um
Stickstoffmonoxid, NO, handelt.'*® NO wird enzymatisch durch NO-Synthasen (NOS) aus der

Aminosiure L-Arginin synthetisiert, wobei auBerdem Citrullin entsteht.>"’

Wegen seiner li-
pophilen Eigenschaften kann NO Zellmembranen passieren und zum glatten GefaBmuskel
diffundieren, wo es durch die Aktivierung der 16slichen Guanylatzyklase (sGC) intrazelluldr
zu erhohten cGMP-Spiegeln fiihrt. Diese fiihren iiber eine Senkung der intrazelluldren Calci-
um-Spiegel zur Vasorelaxation. Eine Vielzahl von mechanischen, hormonellen und pharma-

kologischen Stimuli kann zur NO-Freisetzung fiihren, hierzu zidhlen beispielsweise die pulsa-

tile Dehnung der GefdBwand, Acetylcholin oder Calcium-Ionophore A 23187.

Neben der Vasodilatation hat NO noch weitere positive Effekte auf das kardiovaskulédre
System, z.B. die Hemmung der Thrombozytenaggregation,”” ** die Hemmung des Wachs-

tums glatter GefdBmuskelzellen sowie dosisabhingige antiinflammatorische Eigenschaften.*'?

In vielen verdffentlichten Studien wird die Endothelfunktion als entscheidendes Charakte-
ristikum des Friithstadiums kardiovaskuldrer Krankheiten, wie der Atherosklerose, dargestellt.

Zudem ist bekannt, dass Risikofaktoren fiir die Entstehung kardiovaskuldrer Erkrankungen,



wie arterielle Hypertonie oder Hypercholesterindmie, in aller Regel mit einer Endotheldys-
funktion vergesellschaftet sind.'® '°® '*¢ In der vorliegenden Studie wurde die Dilatation iso-
lierter Aortenringe ex Vivo nach Zugabe von Acetylcholin (Ach) fiir die Analyse der Endothel-
funktion genutzt. Eine abgeschwichte Relaxation wies hierbei auf eine pathologische Verén-

derung der Endothelfunktion hin.

Dass die Abschwichung der Acetylcholin-abhéngigen Relaxation tatsdchlich Aussagekraft
iber das Fortschreiten einer Gefdf3krankheit hat und mit dem Ausmaf bestehender Risikofak-
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toren korreliert, wurde von Vita et al. bereits 1990 aufgezeigt. Neuere Studien belegen

zudem, dass das Ausmal} einer Endotheldysfunktion auch die Prognose von Patienten mit

koronarer Herzerkrankung oder peripherer arterieller Verschlusskrankheit beeinflusst.?'*2'

Die Endothelfunktion wird also durch das feine Gleichgewicht zwischen NO-Produktion
und dessen Inaktivierung durch freie Sauerstoffradikale bestimmt.” 2°® 2! 2!® Dabei kann die
Analyse der Endothelfunktion nur Aufschliisse iiber die NO-Bioverfiigbarkeit liefern. Um
zwischen einer verminderten Produktion oder vermehrter Inaktivierung differenzieren zu
konnen, wurden neben den isometrischen Tonusstudien sowohl die NO-Bioverfiigbarkeit mit-

tels ESR als auch Serum-Nitrit-Mengen mittels eines NO-Analyzers analysiert.'®'®

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung der AMPK mit AICAR die
durch Angiotensin II verminderte Endothelfunktion signifikant verbessern konnte (Abbildung
34)."7 Dabei war der AICAR-Effekt vom Vorhandensein der AMPK abhingig, da in
ol AMPK-knock-out-Mausen nach AICAR-Gabe keine Verbesserung der Endothelfunktion
beobachtet wurde (Abbildung 72). Der protektive Effekt der AMPK-Aktivierung ist dabei
unabhingig vom gewdhlten Stressor und von grundsétzlicher Bedeutung, da auch die durch
bakterielles Lipopolysaccharid verursachte Endotheldysfunktion durch AICAR gebessert
werden konnte. Erstaunlicherweise waren diese Resultate damit verbunden, dass die Serum
Nitrit-Spiegel und die NO-Bioverfiigbarkeit in AICAR-behandelten Tieren abnahmen (Abbil-
dung 37 & 38), was zunichst fritheren Publikationen widersprach, die eine direkte Aktivie-
rung der NO-Synthase durch die AMPK-vermittelte Phosphorylierung an Serin 1177 und eine
verstirkte hsp90-Bindung in Endothelzellen nachweisen konnten.” """ *' Dieser Mechanis-
mus konnte fiir die metabolische Vasodilatation von Bedeutung sein, bei der z.B. in einem

Organ oder Gewebe aufgrund eines erhdhten ATP-Verbrauchs iiber eine AMP-Akkumulation



die AMPK aktiviert wird und die dadurch verursachte eNOS-Aktivierung und Vasodilatation
auch mehr Sauerstoff und Néhrstoffe in das betreffende Gebiet gelangen. Unter den experi-
mentellen Bedingungen der vorliegenden Arbeit scheint die AMPK-induzierte NO-
Freisetzung eine untergeordnete Rolle fiir die Vasodilatation zu spielen, da weder AICAR die
Endothelfunktion verbesserte noch eine Deletion der al AMPK-Untereinheit diese verschlech-
terte. Moglicherweise konnen in diesem Fall andere Signalwege (z.B. Akt = PKB) den Ver-
lust der vaskuldren AMPK-Aktivitdt kompensieren.

Die al AMPK-Defizienz resultierte in einer signifikanten Endotheldysfunktion nach konti-
nuierlicher Behandlung mit einer geringen Angiotensin II-Dosis, die keine Blutdruckwirkung
hatte (Abbildung 53). Die Resultate der Endothelfunktionstestung erschienen zunéchst nicht
mit denen der ESR-Messung und durch den NO-Analyzer vereinbar zu sein (Abbildung 56 &
57). Bei NO-spezifischen Untersuchungen zeigten sich bei der al AMPK-Defizienz und der
zusétzlichen Angiotensin II-Behandlung erhohte NO-Spiegel, wéhrend die Endothelfunktion
stark verschlechtert war. Um abzukléren, ob diese Verdnderungen auf die endotheliale NO-
Synthase zuriickzufiihren sind, wurden in diesem Teil der Arbeit die Expression von eNOS
und die aktivierungsassoziierte Phosphorylierung an Serin 1177 untersucht. Uberraschender-
weise zeigten sich in der aktivierungsassozierten Phosphorylierung der eNOS keine Unter-
schiede bei al AMPK-defizienten Tieren (Abbildung 67), die eine gesteigerten NO-Menge
und die starke Endotheldysfunktion aufwiesen.

Die Versuche zur endothelunabhingigen Relaxation durch den Vasodilator Nitroglyzerin
(Abbildung 35) bestitigten eine signifikante Verbesserung der glattmuskulidren Funktion
durch die Co-Behandlung mit AICAR. Die al AMPK-Defizienz allein wirkte sich nicht nega-
tiv auf die glattmuskuldre Relaxation aus, die Behandlung mit Angiotensin II allerdings fiihrte
zu einer signifikanten Reduktion der Relaxationsfdhigkeit auf den Vasodilator Nitroglyze-

rin.220’22 1-223

Nitroglyzerin muss allerdings als Vasodilator beim Vorliegen von oxidativem
Stress kritisch betrachtet werden, da seine Wirkung Bioaktivierung durch die mitochondriale
Aldehyddehydrogenase (ALDH,) erfordert. Dieses mitochondriale Enzym zeigte sich extrem
oxidationsempfindlich, wodurch seine Funktion beeintrachtigt und daher die Biotransformati-
on von Nitroglyzerin vermindern kdnnte. Um eine hieraus resultierende Fehlinterpretation zu

vermeiden, wurde als weiterer endothelunabhéngiger Vasodilator der NO-Donor DeaNONOat

verwendet. Es zeigte sich, dass die al AMPK-Defizienz auch die durch DeaNONOat induzier-



te Vasodilatation in Angiotensin II-behandelten Tieren negativ beeinflusste (Abbildung 55).
Eine mogliche Erklarung fiir die Verschlechterung koénnte zum einen darin liegen, dass der
erhohte oxidative Stress auch exogen zugefiihrtes NO inaktivieren kann und dadurch die
glattmuskulire Dysfunktion ausldsen kdnnte. Andererseits kann eine chronische Uberproduk-
tion von NO (die insbesondere in den mit Angiotensin II behandelten a1 AMPK knock out-

Miusen vorliegt) eine Desensitivierung gegeniiber NO-Donatoren auslosen.'*’

Eine mogliche NO-Quelle stellt neben der endothelialen NO-Synthase die induzierbare NO-
Synthase dar, die anders als die konstitutiv exprimierte eNOS hauptsichlich transkriptionell
durch zelluldren Stress induziert wird und 10 — 100fach mehr NO produzieren kann als die
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endotheliale oder neuronale Isoform.™

Die Expressionsstudien der induzierbaren NO-
Synthase auf mRNA-Ebene waren mit den Resultaten sowohl der Plasma Nitrit-Spiegel als
auch der ESR-Messungen vereinbar. Die Angiotensin II-Behandlung im ersten Teil der Arbeit
fiihrte zu einer starken Induktion der iNOS (Abbildung 45), was sich in den NO-Vorkommen
der unterschiedlichen Messmethoden zeigte. Die Co-Behandlung mit AICAR reduzierte die
Expression der iNOS und so auch die NO-Spiegel. In al AMPK-defizienten Tieren wurden
hingegen nach Angiotensin II-Infusion erhhte NO-Spiegel festgestellt, die mit einer erhdhten

Expression der induzierbaren NO-Synthase einhergingen (Abbildung 65).

Parallel zur Aktivierung der NADPH-Oxidasen, die Superoxidradikale produzieren, fiihrte
die gleichzeitige Induktion der induzierbaren NO-Synthase zur Einbringung grofler Mengen
NO in das System. Durch die rasche Inaktivierung von NO durch die Reaktion mit Super-
oxidanionen wurden gro3e Mengen Peroxynitrit gebildet, welches ein viel potenteres Oxidanz
als Superoxid darstellt und die Funktion von Proteinen, z.B. durch Nitrierung von Aminoséu-
ren, beeintrichtigen kann.'® ' Besonders die Inaktivierung der 16slichen Guanylatzyklase, die
essentiell ist fiir die NO-vermittelte glattmuskuldre Relaxation, und die Nitrierung / Inaktivie-
rung der Prostaglandinsynthase, die vasoaktive Prostaglandine synthetisiert, verstirken die
Endotheldysfunktion.?"" * Zusitzlich dazu fiihrt eine eNOS-Entkopplung, die durch die Oxi-
dation des essentiellen Cofaktors BH4 oder Oxidation des Zink-Thiolat-Clusters durch Pero-
xynitrit vermittelt wird, zu einer weiteren Verschlechterung der Endothelfunktion. Durch die-
se Entkopplung wird nicht nur die protektive Funktion der NO-Produktion inhibiert, sondern
es kommt auch zu einer vermehrten Ubertragung der Elektronen auf molekularen Sauerstoff

und zu einer weiteren Superoxidradikalbildung (siche Abbildung 75).* Peroxynitrit kann dar-



iiber hinaus ein weiteres antioxidativ wirksames Enzym der Mitochondrien, die Mangan-
Superoxiddismutase, inhibieren. Dieses Enzym bewerkstelligt die Entgiftung von Superoxid,
das wihrend der Atmungskette im Mitochondrium entsteht. Durch diese Inhibition hdufen
sich auch im Mitochondrium Superoxidradikale an, wodurch es zu Schadigungen der mito-

chondrialen DNA und von Komplexen der Atmungskette kommen kann.

Insgesamt fithren die genannten Prozesse zu einer Dysregulation des Redoxstatus und kon-
nen liber einen positiven-feedback Mechanismus einen pro-oxidativen Status im GefdB3system
aufrecht erhalten. Dies beeintrachtigt die Gefal3funktion und kann zu bleibenden Organsché-

den flihren, die einen Myokardinfarkt oder Schlaganfall auslésen konnen.

Weitere Aspekte der unterschiedlichen NO-Synthasen, die sowohl fiir die Endothelfunktion
als auch fiir die vaskulédre Inflammation eine Rolle spielen, sollen anschlieend ausfiihrlicher

diskutiert werden.??>%?

4.2 AMPK-Aktivitit und NO-Produktion

Die Nitrit-Konzentrationsbestimmungen im Serum mit Hilfe des NO-Analyzers erfolgten
hochstsensitiv basierend auf der chemilumineszenten Reaktion von NO mit Ozon. Die Emis-
sion von elektronisch angeregtem NO,' im roten Bereich des Spektrums wurde dann von ei-
nem Photometer detektiert. Das Detektionslimit des NO-Analyzers lag bei 1 pMol NO, NO,
oder ONOO'. Die Nitritmessungen wurden als Marker fiir die vaskulidre NO-Produktion ge-
nutzt, da die kurze Halbwertszeit des NO von 3 — 10 Sekunden kaum andere Methoden zulie-
Ben.'** ** Das mit dieser Methode gemessene NO konnte allerdings nur als indirekter Indika-
tor der Endothelfunktion angesehen werden, da nur das ins Gefafllumen abgegebene und so-
mit im Serum detektierbare NO gemessen wurde. Jedoch wird das fiir die GefdBrelaxation
entscheidende NO abluminal abgegeben und zum GefdaBmuskel diffundieren, wo es durch
andere Molekiile, z.B. Superoxidanionen oder Ham-Proteinen, inaktiviert werden konnte,
bevor es die zytosolische Guanylatzyklase erreicht. Diese Nitritbestimmung konnte also nicht
direkt zur Priifung der Endothelfunktion herangezogen werden, sondern diente in erster Linie

als Marker fiir die NO-Produktion und somit fiir die Aktivitit der NO-Synthasen.'*’

Um so-
wohl diese Methode als auch die erhobenen Daten zu verifizieren, wurde eine zweite Mog-

lichkeit der NO-Detektion im Gewebe hinzugezogen. Die Elektronen-Spin-Resonanz-



Spektroskopie detektiert NO mittels Fe(DETC), als Spin Trap in intakten Aorten und kann
somit helfen die NO-Spiegel im Gewebe fest zu stellen. Dies bedeutet einen erheblichen Vor-
teil zur erstgenannten Methode, die lediglich die unterschiedlichen Aktivititen der NO-
Synthasen in verschiedenen Gruppen darstellte.'®” Da das fiir die ESR genutzte Spin Trap
Fe(DETC), eine hohe Affinitit zu NO besitzt und rasch freies NO bindet, wird durch diese
Methode eher die NO-Produktion als die NO-Bioverfiigbarkeit bestimmt.

Die NO-Produktion im vaskuldren System obliegt der endothelialen NO-Synthase eNOS,
die aus L-Arginin in einer komplexen Reaktion Stickstoffmonoxid abspaltet, wobei L-
Citrullin als Endprodukt entsteht.”’” NO spielt nicht nur im vaskuliren System eine funda-
mentale Rolle, sondern ist auch als Neurotransmitter und fiir Abwehrreaktionen des Organis-
mus wichtig. Bei inflammatorischen Reaktionen, die zum Beispiel bei bakterieller Sepsis
durch Lipopolysaccharid (LPS, bakterielles Endotoxin) auftreten konnen, kommt es zu einer
Induktion der induzierbaren NO-Synthase (iNOS). Bei entsprechender Stimulation wird diese
Form stark exprimiert und kann bis zu 100fach groflere Mengen an NO produzieren als die
konstitutiv exprimierte eNOS. Dabei kommt es z.B. in der Sepsis durch die systemische Va-
sodilatation zum septischen Schock, eines klinisch schwer beherrschbaren Zustandes, der
durch Minderperfusion wichtiger Organe und hiufig den Tod durch Multiorganversagen ver-

ursacht.

Wie erldutert, kann NO in bestimmten pathologischen Situationen zur Produktion eines wei-
teren zellschddigenden Radikals, Peroxynitrit, flihren. Peroxynitrit wiederum kann zur Ent-
kopplung der NO-Synthase fiithren, indem es zur Oxidation des essentiellen Cofaktors BH,4
beitrdgt oder zur Oxidation des Zink-Thiolat-Clusters. In beiden Féllen werden durch die NO-
Synthase dann die Elektronen auf Sauerstoff (und nicht auf L-Arginin) tibertragen und da-
durch Superoxidanionen anstelle von NO gebildet. Durch diese Entkopplung entsteht aus ei-
nem urspriinglich protektiven, NO-produzierenden Enzym ein schddliches, ROS-
generierendes System.'® 2* 2! Da auch in der vorliegenden Arbeit in den a1 AMPK—knock-
out-Tieren grofBere Mengen Peroxynitrit gebildet wurden, ist in diesen Tieren eine Entkopp-

lung der NO-Synthase wahrscheinlich.

Die mit unterschiedlichen Methoden gewonnenen Resultate zeigen, dass die basale

ol AMPK-Aktivitit eine Hochregulation der induzierbaren NO-Synthase unter proinflamma-



torischen Stimuli verhindern kann. Die Modulation der iNOS-Expression durch die AMPK-

Aktivitit wurde bisher nur in Zellkultursystemen beschrieben.”** 232
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Abbildung 75. Entkopplung der NO-Synthasen durch Oxidation des Tetrahydrobiopterins: in der
intakten NO-Synthase (Homodimer, oben) flieken die Elektronen von NADPH Uber FAD zu FMN,
welches die Elektronen jeweils an die Oxygenase Doméne (das Eisenporphyrin) des anderen
gekoppelten Monomers weitergibt. Bei der entkoppelten NO-Synthase liegen im schlimmsten Fall
Monomere vor bzw. wurde die Bindung des Dimer-Komplexes durch eine Konformationséanderung
verandert (z.B. durch Fehlen des Cofaktors BH, bzw. Oxidation des Zink-Thiolat-Komplexes), wodurch
es zu einer Entkopplung des Elektronenflusses kommt. Die Elektronen werden auf molekularen

Sauerstoff Ubertragen, und es entsteht Superoxid. CAM, Calmodulin; Zn, Zink (verandert nacha).

Neben der Beeintrachtigung des NO-Signalwegs fiihrt die chronische Behandlung mit An-
giotensin II auch zur andauernden Bildung von 1,2-Diacylglycerol (DAG), was die chronische
Aktivierung der Proteinkinase C und somit der NADPH-Oxidasen zur Folge hat. Diese Akti-
vierung resultiert in der Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies, die zur Inaktivierung von
NO und damit zur endothelialen Dysfunktion fiihren * '** '*¢ 3¢ Dje Rolle der AMPK im oxi-

dativen Stress soll nachfolgend diskutiert werden.



4.3 AMPK und oxidativer Stress

Die Messungen der reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies basierten auf Chemilumi-
neszenz-Farbstoffen wie Luminol, Luzigenin und L-012. Die reaktiven Spezies reduzierten
dabei die Luminol-Derivate, wobei Licht emittiert wurde, das mit Hilfe eines Luminometers
detektiert werden konnte. Dieser Assay basiert auf einer urspriinglich von Gyllenhammar
1987 ausgearbeiteten Methode zur Detektion von reaktiven Sauerstoffspezies in Leukozyten
mittels Luzigenin, der vielfach Verwendung fand bei der Bestimmung von ROS-
Bildungsraten in Neutrophilen, kultivierten Zellen und BlutgefidBen.”> Dabei ist von Bedeu-
tung, dass die Konzentration von Luzigenin so niedrig wie moglich gehalten wird, um ein
artifizielles Signal, bedingt durch das sogenannte ,,redox cycling®, zu verhindern. Hierbei hat

sich eine Luzigenin-Konzentration von 5 pM bewihrt.'*°

Mit verschiedenen Chemilumineszenzfarbstoffen konnten sowohl intrazelluldre als auch
extrazelluldre reaktive Sauerstoffspezies, aber auch Stickstoffspezies (durch L-012) detektiert
werden.'® Durch die unterschiedliche Selektivitit der einzelnen Chemilumineszenz-Farbstoffe
konnte daher weitere Information iiber die gebildeten Radikalspezies erzielt werden. ©’ Wei-
terhin wurden neben intakten Gefdflsegmenten auch isolierte Mitochondrien bzw. Membran-
fraktionen eingesetzt, wodurch eine Abschwichung des Chemilumineszenzsignals insbeson-
dere durch zytosolische antioxidativ wirksame Molekiile oder Enzymssysteme wie Ascorbin-
sdure oder Superoxiddismutase vermieden und die entsprechenden ROS-Quellen isoliert be-

trachtet werden konnten.

In vaskuldren Geweben gelten als Superoxidquellen NADPH-Oxidase, Xanthinoxidase und
Atmungskettenkomplexe in Mitochondrien, die unter physiologischen Bedingungen entschei-
dend zum essentiellen ,,Redox-Signaling* beitragen. Oxidativer Stress ist eine pathophysiolo-
gische Situation, in der die Produktion an Superoxidradikalen die Produktion von NO iiber-
steigt, so dass iiberschiissige Superoxidradikale Funktion oder Struktur von Proteinen, Lipi-
den oder Nukleinsduren direkt beeintrachtigen konnen. Diese Situation kann durch verschie-
dene systemische Einfliisse hervorgerufen werden, was zu einer Uberaktivierung der genann-
ten Superoxidquellen fiihrt. In meiner Arbeit wurde dies durch die Gabe von Angiotensin II
simuliert. Die AMPK-Aktivierung mit AICAR fiihrte zu einer deutlichen Verringerung der
Superoxid-Generation durch NADPH-Oxidase, Xanthinoxidase und Mitochondrien und somit

zu einer Reduktion des vaskuldren oxidativen Stresses (Abbildungen 41 — 43). Andererseits



fiihrte die al AMPK-Defizienz unter niedrig dosierter Angiotensin II-Infusion zu erhohtem
vaskuldren oxidativem Stress (Abbildungen 60 — 62). Die NADPH-Oxidase konnte als primé-

re Angiotensin Il-induzierte ROS-Quelle identifiziert werden,> %> 1%

4.3.1 NADPH-Oxidase
Die NADPH-Oxidase ist Hauptquelle des durch Angiotensin II verursachten oxidativen

Stresses und sie wird durch komplexe Mechanismen reguliert.” ® Zum einen wird die Aktivitit
dieser Oxidase durch die Phosphorylierung von p47°" und der Translokation der zytosoli-
schen Untereinheiten p47°", p22P"*, racl an die Zellmembran aktiviert.” *> '*® Andererseits
ist auch die Expression der membranstindigen Untereinheiten wie NOX-1, NOX-2 oder
NOX-4 wesentlich.” > Hier wurde in erster Linie die Expression von Untereinheiten der
NADPH-Oxidase bestimmt, es werden aber auch weitere mogliche Mechanismen besprochen.

Die Anderungen der Proteinexpression von NOX-1, NOX-2 und p22P"*

zeigen einen paral-
lelen Verlauf zur Aktivitit der NADPH-Oxidase und koénnen zumindest teilweise die beo-
bachtete Steigerung der Oxidase Aktivitit erkliren. Anderungen der Genexpression sind je-
doch fiir schnelle Anpassungen der Enzymaktivitit ungeeignet. In der vorliegenden Arbeit
wurde als Agonist Angiotensin II verwendet, der iiber eine Stimulation des AT-1 Rezeptors
eine Proteinkinase C Aktivierung und somit die Aktivierung der NADPH-Oxidase verursacht.
Insofern kann spekuliert werden, dass das Enzym in der vorliegenden Arbeit einerseits durch

Expressionsregulation aber auch durch Translokation von Untereinheiten an die Zellmembran

aktiviert wird.

Die Unterschiede in der Angiotensin II-induzierten Steigerung der NADPH-Oxidase Aktivi-
tdt zwischen den unterschiedlichen Mausstimmen C57BL/6 und FVB/B6J/129 sind vermut-
lich auf den unterschiedlichen genetischen Hintergrund zuriickzufiihren. Unterschiede im
Phinotyp sind durchaus denkbar, da sogenannte ,,Modifier“-Gene bei gemischtem Hinter-

grund anders mit kausativen Genen interagieren als es bei einem reinen Hintergrund der Fall
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wire. Dabei musste in der vorliegenden Arbeit ein gemischter Hintergrund akzeptiert

werden, da die a1 AMPK -/- Tiere nur dann lebensfihig waren.'?” 111

Die Aktivitdt und auch die Expression der NADPH-Isoformen (NOX 1-5) werden durch

35, 186, 239

verschiedene Mechanismen reguliert. In Endothelzellen sind vor allem die Isoformen



NOX-1 und NOX-2 exprimiert, wobei NOX-2 als essentielle Isoform der phagozytiren
NADPH-Oxidase gilt.**" '* Der komplexen Regulation sind neben Transkriptionskontrolle
auch Phosphorylierungen von zytosolischen Untereinheiten durch die PKC (z.B. von p47°"),
Geranylierungen mit anschlieBender Rekrutierung an die Membran und Protein-Protein-

Wechselwirkungen beteiligt.”> 20 240 241

Meine Untersuchungen belegen Effekte der AMPK auf die Aktivitit der NADPH-Oxidase,
die bisher nicht beschrieben wurden. Ein mdglicher mechanistischer Angriffspunkt der
AMPK fiir die Regulation der NADPH-Oxidase Aktivitit konnte die HMG-CoA-Reduktase
darstellen. Dieses zytosolische Enzym katalysiert die Reduktion von 3-Hydroxy-3-
methylglutaryl-CoA (3-HMG-CoA) zu Mevalonat, die als geschwindigkeitsbestimmende Re-
aktion der Cholesterinbiosynthese und Isporenoidherstellung gilt.*** Rac-1, die fir die
NADPH-Oxidase-Aktivitdt essentielle GTPase, erhilt erst durch Geranylierung den fiir die
Translokation an die Membran notwendigen Lipidanker. Diese Reaktion ist von der Aktivitit
der HMG-CoA-Reduktase abhingig, da deren Reaktionsprodukt, Mevalonat, eine Vorstufe

der benotigten Isoprenoide darstellt.

Nach Aktivierung mittels AICAR kann die AMPK, die HMG-CoA-Reduktase direkt {iber
ihre Phosphorylierung inhibieren, so dass die Mevalonatsynthese und die davon abhéngige
Geranylierung von Rac-1 unterbunden werden.****
auch die signifikante Steigerung der NADPH-Oxidase Aktivitit wihrend der al AMPK-

Defizienz erklaren. Die fehlende Inhibition der HMG-CoA-Reduktase durch die AMPK konn-

Diese Vermutung konnte gleichzeitig

te zur gesteigerten Geranylierung von Rac-1 und somit zu dessen Translokation an die Memb-

ran fiihren.

Ein weiterer Mechanismus der AMPK-abhédngigen Regulation der NADPH-Oxidase wurde
durch die Gruppe von A. Avogaro postuliert. Diese Arbeitsgruppe induzierte NADPH-
Oxidase abhingigen oxidativen Stress in humanen Endothelzellen durch hohe Glukosekon-
zentration (10 mM), die eine Hyperglykimie simulierte.”*> **” Durch die gleichzeitige Be-
handlung der Zellen mit Rosiglitazon, einem Thiazolidindion, konnte der NADPH-Oxidase
vermittelte oxidative Stress nahezu normalisiert werden. Der postulierte Signalweg ist in Ab-
bildung 76 gezeigt und beschreibt die PKC-Inhibition durch die AMPK-Aktivierung, der auch

in den Experimenten meiner Arbeit den vaskuldren oxidativen Stress beeinflussen konnte.



Die Erforschung genauer Transduktionswege und die Verbindung von metabolischen und

funktionellen Signalwegen sollten Thema weitergehender Arbeiten sein.
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Abbildung 76. Postulierter Rosiglitazon-Signalweg: Aktivierung der AMPK, die ihrerseits die PKC

inhibiert, wodurch die Aktivierung der NADPH-Oxidase unterbunden werden kann. Dieser Sighalweg

ist unabhangig von der PPARy Aktivierung (verandert nach* )-

4.3.2 Mitochondrien
Mitochondrien produzieren in ihren Atmungskettenkomplexen Superoxidradikale, welche

unter physiologischen Bedingungen durch antioxidativ wirkende Enzyme wie die Mangan-
Superoxiddismutase und die Katalase inaktiviert werden, so dass keine oxidativen Schiden
entstehen.”* ***?* Zu einer Uberproduktion der mitochondrialen ROS kann es durch vielfalti-
ge Signale kommen, zum Beispiel durch oxidiertes LDL (low density lipoprotein), freies Cho-

12, 72, 250-253

lesterin oder auch Angiotensin II. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die mito-

chondriale Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies durch die chronische Angiotensin II-



Infusion signifikant gesteigert wurde. Durch die Co-Therapie mit AICAR konnte die Angio-
tensin II-induzierte mitochondriale ROS-Produktion wieder gesenkt werden (Abbildung 43).
Die al AMPK-Defizienz fiihrte basal schon zu einer signifikanten Steigerung der mito-
chondrialen ROS um etwa 50 %, die durch die chronische Angiotensin II-Behandlung der

defizienten Tiere nochmals signifikant gesteigert wurde (Abbildung 62).

Die mitochondriale Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies kann an Komplex I, II und
I der Atmungskette stattfinden. Die so produzierten ROS werden hauptsichlich in die Mito-
chondrienmatrix abgegeben, wo sie durch die Mangan-Superoxiddismutase sehr schnell zu
H,0, dismutiert und ins Zytosol abgegeben werden kénnen.'*> ** Angiotensin II-Behandlung
von Endothelzellen resultiert in einem starken Anstieg der mitochondrialen Superoxidproduk-
tion und somit auch zu einer verstirkten Bildung von H,0,, was einhergeht mit einem verrin-
gerten mitochondrialem Membranpotential.''® '*® Weiterhin wurde festgestellt, dass sowohl
der NADPH-Oxidase-Inhibitor Apocynin als auch der PKC-Inhibitor Chelerythrin die mito-
chondriale Superoxidproduktion nach Angiotensin [I-Behandlung deutlich senken koénnen,
was vermuten ldsst, dass die mitochondriale ROS-Produktion unter anderem auf gesteigerte
NADPH-Oxidase Aktivitit zuriickzufiihren ist.”>> Auch die Hemmung des mitochondrialen
ATP-abhingigen Kaliumkanals fiihrt zur Verringerung der mitochondrialen H,O,-Produktion,
wobei der Mechanismus unklar bleibt.*” 2*" 2223 Auch in unserer Arbeitsgruppe konnte auf-
gezeigt werden, dass die NADPH-Oxidase Aktivitit die ROS Bildung der Mitochondrien

steigern kann.>

Ein weiterer Signalweg, der durch die mitochondriale Superoxidproduktion beeinflusst
wird, ist der stressaktivierte, proapoptotische JNK-Signalweg. Die chronische Angiotensin II-
Behandlung fiihrte zu einer signifikanten Steigerung der c-Jun-Phosphorylierung, welche als
Indikator der JNK-Aktivitit verwendet wurde. Diese Phosphorylierung, also das proapop-
totische Signal des INK-Weges, wurde durch die Co-Therapie mit AICAR verhindert.''® Der
molekulare Mechanismus der AMPK-vermittelten-Deaktivierung des JNK-Signalwegs ist

. . . . . 257.2
noch nicht aufgeklirt, wurde aber schon in anderen Zusammenhingen beschrieben.*” >

Des Weiteren ist bekannt, dass AMPK in die Biogenese der Mitochondrien eingreift, was

tiber den Transkriptionsfaktor-Co-Aktivator Peroxisomen-Proliferator-aktivierter Rezeptor-y-

37, 259-262
d.””

Coaktivator-la (PGC-1a) vermittelt wir: Dieser Transkriptions-Cofaktor ist in die



Regulation vieler Transkriptionsfaktoren, wie NRF-Superfamilie (nuclear receptor transcrip-

tion factor)"*® 2> 2 die PPAR-Familie (peroxisome proliferator-acitvated receptor)’” 2°°2"2

oder die ERR-Familie (estrogen receptor related receptor)””>>"

, involviert, die sowohl phy-
siologische, regulatorische, transkriptionelle als auch antioxidative Gene der Mitochondrien
regulieren. Dabei gilt die AMPK als entscheidender iibergeordneter Modulator der Expression
und Phosphorylierung von PGC-1 ¢.** 3 102 212 280-28% B¢ pleibt also zu vermuten, dass die
Aktivierung der AMPK mittels AICAR eine Steigerung des PGC-1la-Transkriptions-Co-

Aktivators und damit eine vermehrte mitochondriale Biogenese zur Folge hat>* 2% 261 272, 282.

284-286

Die damit gesteigerte Transkription von antioxidativen Genen fiir mitochondriale Proteine
im Mitochondrium fiihrt zur gesteigerten Abwehr reaktiver Sauerstoffspezies und so zum
Schutz von mitochondrialen Strukturen vor oxidativen Schadigungen.'*®?"* 2% 287 Dag gegen-
sdtzliche Resultat konnte durch die a1l AMPK-Defizienz erzielt werden. Ein Beleg dafiir, dass
die AMPK iiber eine PGC-1a-Aktivierung vor Angiotensin II-induzierten oxidativen Stress
schiitzt, sind die Resultate der Angiotensin II behandelten PGC-1a-knock-out-Mause, bei de-
nen der AMPK-Aktivator AICAR die Endotheldysfunktion nicht mehr positiv beeinflussen

konnte.!'¢

4.3.3 Xanthinoxidase
Die Xanthinoxidase gilt als eine weitere wichtige vaskuldre Superoxidquelle, da bei den

Reaktionen von Hypoxanthin iiber Xanthin zur Harnséure Superoxidanionen freigesetzt wer-
den.® ?*® Die Aktivitdt der Xanthinoxidase wurde durch die Angiotensin II-Infusion nicht
signifikant gesteigert, jedoch fiihrte die Behandlung mit AICAR sowohl in der Kontrollgrup-
pe als auch in der mit Angiotensin II behandelten Gruppe zur signifikanten Reduktion der
Xanthinoxidase-Aktivitdt. Bei der in vivo-Deletion der al AMPK zeigte sich, dass die Be-
handlung mit Angiotensin I im Wildtyptier kaum Auswirkung auf die Xanthinoxidase-
Aktivitit hat, die a1l AMPK-Defizienz kombiniert mit der Angiotensin II-Behandlung jedoch
zu einem signifikanten Anstieg der Superoxidbildung fiihrte. Die Abhingigkeit der Xanthino-
xidase von der AMPK wurde bisher in der Literatur nicht beschrieben, es gibt aber Hinweise
auf eine NADPH-Oxidase induzierte Regulation, die auch in der vorliegenden Arbeit eine

entscheidende Rolle spielen kénnte.’” ** So wird beschrieben, dass reaktive Sauerstoffspe-



zies, generiert von der NADPH-Oxidase, in Endothelzellen dazu beitragen, dass die Xanthin-
dehydrogenase irreversibel degradiert wird, was zu einem Anstieg in der durch Xanthinoxida-
se vermittelten Superoxidproduktion fiihrt. Inwieweit die beobachteten Anderungen der XO-
Aktivitit durch direkte Interaktion mit der AMPK hervorgerufen werden oder sekundér durch
die Modulation der NADPH-Oxidase Aktivitit stattfinden, muss in weiteren Studien geklart

werden.

Es bleibt anzumerken, dass die Xanthinoxidase in den von mir durchgefiihrten Versuchen
nur madfig zum Angiotensin II-induzierten oxidativen Stress beitrug. Bemerkenswert aber
scheint der starke Einfluss der AMPK auf die Xanthinoxidase Aktivitit. Obwohl die Xanthi-
noxidase im Bezug auf pathologische Situationen wie Hyperurikdmie, Ischdmie / Reperfusion
und bei Endotheldysfunktion Gegenstand zahlreicher Studien war, konnte bisher kein Regula-

. . 289-2
tionsmechanismus aufgedeckt werden.®* 7 2%%-2%

4.4 AMPK und vaskuliire Inflammation
Da der Anstieg der NOX-2 mRNA-Expression moglicherweise Ausdruck einer Infiltration

von phagozytiren Zellen ist und damit auf eine erhohte vaskuldre Inflammationsreaktion hin-
wies, wurde die Expression von iNOS, VCAM-1 und COX-2 als Indikatoren der vaskuldren

. 1 297-301
Inflammation untersucht. %273

Um die Expressionsanalyse auf mRNA-Ebene durchzufiihren, wurde ein System von Ap-
plied Biosystems verwendet, das auf der Verwendung von TagMan®-Sonden basiert. Diese
Sonden machen sich das Prinzip der FRET-Technologie zu Nutze (,,Fluorescence Resonance
Energy Transfer*) und sind daher hoch spezifisch, was ein deutlicher Vorteil dieser Methode
ist. Eine weit kostengiinstigere Methode stellt die Verwendung von interkalierenden Fluores-

392 Diese Fluoreszenzfarbstoffe

zenzfarbstoffen, wie SYBR Green I oder Ethidiumbromid, dar.
lagern sich nur in die doppelstringige DNA ein, wodurch die Fluoreszenz bei jedem Synthe-
sezyklus ansteigt. Ein deutlicher Nachteil dieser Methode ist aber die geringe Spezifitdt der
Fluoreszenzfarbstoffe, die zwischen unterschiedlichen PCR-Produkten nicht unterscheiden
konnen. So konnten sich die Farbstoffe neben den hergestellten doppelstringigen Zielsequen-
zen auch in Bereiche lagern, die durch Primerdimere gebildet werden. Diese Ungenauigkeit

miisste anschlieBend durch Schmelzkurvenanalysen ausgeglichen werden.



VCAM-1 ist als Adhdsionsmolekiil an der Zelloberfldche ein Verbindungspol fiir zirkulie-
rende, mononukledre Leukozyten, um die Rekrutierung dieser fiir die arterielle Intima zu

. 195, 303, 304
vermitteln. > 7

Unter normalen physiologischen Bedingungen wird VCAM-1 nicht
exprimiert, erst proinflammatorische Signale induzieren die Expression dieses Adhédsionsmo-
lekiils, vor allem in Bereichen von vaskuldren Verletzungen oder in atherosklerotischen Pla-
ques.” 2% 3% Auch die Behandlung von Angiotensin II fiihrt zu einer gesteigerten Expression
von VCAM-1.° %" In Analogie zu den genannten Publikationen konnte ein signifikanter
Anstieg der VCAM-1-Expression nach Angiotensin II-Behandlung festgestellt werden. Die
gleichzeitige Behandlung mit AICAR reduzierte die Angiotensin II-induzierte Inflammations-
reaktion wieder signifikant (Abbildung 45). Umgekehrt wurde bei al AMPK -/- Tieren die
VCAM-1-Expression durch Angiotensin II-Behandlung signifikant stirker erhoht als im
Wildtyp (Abbildung 65). Auch andere Arbeitsgruppen weisen darauf hin, dass die AMPK in
inflammatorische Vorginge eingreift. So konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass in Endo-
thelzellen die Induktion von VCAM-1 und ICAM-1 durch Metformin, also einem Aktivator
der AMPK, reduziert werden konnte.>®® Weiterhin beschreiben die Autoren, dass AICAR die

TNFa-induzierte NFkB-Aktivierung dosisabhingig inhibieren kann.*"

Die Cyclooxygenase-2 (COX-2) wurde als zweiter Parameter der vaskuldren Inflammation
herangezogen. Die COX-2 gehort zur Familie der pathogeninduzierbaren Oxygenasen, die im
Gegensatz zur konstitutiv exprimierten Cyclooxygenase-1 nur nach Aktivierung exprimiert
wird.*® Es wurde ein Expressionsanstieg nach erfolgter Angiotensin II-Behandlung festge-
stellt, der durch die gleichzeitige Behandlung mit AICAR verhindert werden konnte (Abbil-
dung 45).*'” Im Gegensatz dazu wurde in al AMPK-defizienten Tieren ein signifikant stirke-
rer Anstieg nach Angiotensin II-Behandlung als im Wildtyp beobachtet (Abbildung 65). Die-
se Resultate weisen auf a1l AMPK-abhingige Effekte in der Regulation der COX-2 hin. Ein
dhnliches Regulationsmuster fand eine Arbeitsgruppe in Korea an Brustkrebszellen, bei denen
die Aktivierung der AMPK, sowohl durch AICAR als auch durch Quercetin, die Inhibition
von COX-2 zur Folge hatte.”® Als moglicher Mechanismus wurde von dieser Arbeitsgruppe

eine Beeinflussung von MAPK-Signalwegen und Zellzyklusarrest vermutet.'? 223!

Der dritte verwendete Indikator der vaskuldren Inflammation ist die induzierbare NO-

Synthase. Diese Isoform der NO-Synthase wird rein transkriptionell reguliert und unter phy-

168, 224

siologischen Bedingungen von vielen Zellen nicht exprimiert. Unter Bedingungen von



zelluldrem Stress, der durch die Infusion von Angiotensin II induziert wurde, kommt es zu
einer Expressionssteigerung der iNOS, die 10 — 100fach mehr NO produzieren kann als die
beiden konstitutiv exprimierten Isoformen eNOS und nNOS (neuronale NO-Synthase).”** *'2
Eine Induktion der iNOS war nach der Behandlung mit Angiotensin II zu beobachten und
wurde durch die Co-Therapie mit AICAR abgemildert (Abbildung 45). Dabei wurde auch ein
signifikanter Anstieg der iNOS-Expression durch die alleinige Gabe von AICAR festgestellt,
dessen Ursache aber unklar bleibt. Ein Effekt der basalen AMPK-Aktivitét auf die iNOS Ex-
pression erscheint sehr wahrscheinlich, da al AMPK-Defizienz basal schon starke Auswir-
kungen auf die iNOS-Expression zeigte (Abbildung 65). In a1 AMPK-knock-out-Mausen ver-

ursachte die zusitzliche Angiotensin II-Infusion eine noch weitere signifikant gesteigerte

iINOS-Expression im Vergleich zum korrespondierenden Wildtyp.

Weiterhin kann die starke Bildung von Peroxynitrit ebenfalls auf die gesteigerte iNOS-
Expression zuriickgefiihrt werden. Dieses Phanomen wurde sowohl indirekt durch die Unter-
suchung von nitrierten Tyrosinresten an Proteinen als auch direkt mit den verschiedenen
Chemilumineszenzverfahren bestétigt. In frilheren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die
Aktivierung der AMPK mittels AICAR in primdren Makrophagen, in Gliazellen und in
Astrozyten die LPS-induzierte iNOS-Expression unterdriicken konnte.”* *'* ** Eine weitere
Arbeitsgruppe zeigt, dass die AMPK-induzierte iNOS-Inhibition aus der post-translationalen
Modifikation resultierte.’'* Die genauen Mechanismen werden kontrovers diskutiert.’'> Es
gibt Hinweise, dass die iNOS-Expression durch AICAR aber auf eine AMPK-unabhingige
Weise reguliert wird.’"> Die vorliegende Arbeit zeigt jedoch, dass die AMPK selbst in die
Expression der iNOS involviert ist, da nicht nur die Aktivierung der AMPK durch AICAR,
sondern auch die genetische Ablation der a1l AMPK-Isoform signifikante Effekte auf die Ex-
pression der iNOS und die damit verbundene NO-Produktion hatte. Die Expressionssteige-
rung im vaskuldren Bereich basiert demnach vermutlich auf der Aktivitit der al AMPK-
Isoform, die zugrundeliegenden molekularen Mechanismen konnten jedoch nicht abschlie-

Bend aufgeklirt werden.

4.5 AMPK und Endothelzellnekrose und -apoptose

Endothelzellen sind durch ihren stindigen Kontakt mit dem Blutstrom einer Vielzahl von

physiologischen und pathologischen Stimuli ausgesetzt. Dabei kommt es insbesondere durch



reaktive Sauerstoffspezies zu einem Absterben von Endothelzellen, die dann durch zirkulie-
rende, endotheliale Progenitorzellen aus dem Knochenmark ersetzt werden miissen. Um die
Endothelzellnekrose bzw. -apoptose zu minimieren, ist das Verstdndnis der zugrunde liegen-
den molekularen Mechanismen unerldsslich. Die Zellviabilitit hingt im Allgemeinen von der
Balance und der relativen Aktivitit von pro- und antiapoptotischen Signalwegen ab, hierbei
spielen neben den mitochondrialen Signalen insbesondere die MAP-Kinasen und die Akt-
Kinase (=PKB) eine herausragende Rolle. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden,
dass die Gabe von AMPK-Aktivatoren eine stressinduzierte Induktion des JNK-Signalwegs

. 198, 200, 201, 232, 316
unterbinden konnte. ™

Der JNK-Signalweg ist ein proapoptotischer Signalweg, der die Aktivierung von c-Jun
(Phosphorylierung an Serin 63 und 73) einschlief3t. Durch die Aktivierung dieses Signalweges
kommt es zu einer Freisetzung von Cytochrom c¢ aus den Mitochondrien und der Induktion
der Apaf-1/Caspase-9-Kaskade, die wiederum die Effektor-Caspase-3 induziert, die endgiiltig

zum kontrollierten Zelltod fiihrt.*'"=%

Die p38 MAPK wird wie der JNK-Signalweg als Antwort auf eine Vielzahl von Stressoren
von MAPKK (MAP-KinaseKinase) durch eine duale Phosphorylierung induziert. Diese Kina-
se kann {liber die Modulation unterschiedlicher Zielproteine zum programmierten Zelltod fiih-

230, 321, 322
ren.” ’

Die Akt-Protein-Familie (auch Proteinkinase B Familie), als spezifische Se-
rin/Threonin—Proteinkinasen, kann zum Beispiel iiber die Modulation des Bcl-2/Bcl-X-
Komplexes iiber Zelliiberleben oder Zelltod entscheiden, wobei Akt als klassischer ,,survival

pathway* gilt.’** 3

Die Zelltod- bzw. Zellviabilititsversuche zeigten deutlich, dass die AMPK-Aktivierung den
H,0;-induzierten Zelltod iiber die Aktivierung von PGC-la und Stabilisierung des mito-

103, 325, 326
o0 Daran wa-

chondrialen Membranpotentials verhindern konnte (Abbildung 46 — 48).
ren aber nicht die proapoptotischen Signalwege der p38MAP-Kinase oder die Akt-Familie
beteiligt. Signalkaskaden nutzen oft die mitochondriale ROS-Produktion und den Verlust des
mitochondrialen Membranpotentials, um den programmierten Zelltod zu induzieren.?’ Dies
deutet darauf hin, dass die AMPK iiber den Schutz des mitochondrialen Membranpotentials

und die Reduktion der mitochondrialen ROS-Produktion vor Apoptose schiitzen konnte, was

in Zellkulturversuchen mit dem Einsatz von H,O, als Stressor bestétigt werden konnte. Dabei



scheint das mitochondriale Signal der INK-Aktivierung iibergeordnet zu sein, da in Experi-
menten mit dem mitochondrial-gerichteten Antioxidanz MitoQ, nicht nur das mitochondriale
ROS-Signal normalisierte, sondern auch die Aktivierbarkeit des INK-Signalwegs durch H,O,
aufhob.

4.6 AMPK im arteriellen ,,Hypertoniemodell

Als arterielle Hypertonie bezeichnet man in der Medizin die Erhohung des Blutdruckes im
arteriellen Schenkel des GefdaBsystems iiber die Norm hinaus, der langfristig zu Schiden an
Gefidllen und Organen fiihrt. Der arterielle Druck wird neben dem Sympathikotonus entschei-
dend durch das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System gesteuert.”” > Durch Renin wird aus
Angiotensinogen Angiotensin I abgespaltet, welches anschlieBend durch das Angiotensin-
Conversions-Enzym'® zu Angiotensin II umgewandelt wird. Dieses kann den arteriellen
Druck tiber den AT,-Rezeptor steigern. Angiotensin I selbst hat nur sehr wenig biologische
Aktivitdt im Gegensatz zu Angiotensin II, das als stérkster endogener Konstriktor von peri-
pheren und renalen Arteriolen bekannt ist (je nach Gefafl 10 — 40fache Wirksamkeit von No-
radrenalin). Obwohl vier verschiedene Angiotensin—Rezeptortypen bekannt sind, wird der
GroBteil der Angiotensin II-Wirkungen iiber den AT;-Rezeptor vermittelt. Dazu zdhlen die
Vasokonstriktion, die Fliissigkeitsretention und die Hypertrophie und Hyperplasie von Ge-
faBmuskelzellen und Kardiomyozyten. Durch die Gabe von Angiotensin II wurde der AT)-
Rezeptor chronisch stimuliert, was unter anderem zu einer chronischen Stimulation der
Phospholipase C fiihrte. Das aus Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat gebildete Inositol-
1,4,5-trisphosphat (IP3) setzt Calcium aus dem endoplasmatischen Retikulum frei, wodurch es
in glatten GefdaBmuskelzellen {iber Calmodulin zu einer Kontraktion kommt. Diese chronische
Kontraktion der GefaBmuskulatur fiihrt zu einem erhohten peripheren GefaBBwiderstand und
damit zur Blutdrucksteigerung, die in dieser Arbeit durch die gleichzeitige Gabe von AICAR
nicht verhindert werden konnte (Abbildung 36). Dies scheint zundchst im Widerspruch zu
einer Arbeit von Buhl et al. zu stehen, die beschreibt, dass AICAR-Behandlung in Ratten mit
Grundziigen des Insulinresistenz-Syndroms den Blutdruck senken kann.*?® In der genannten
Arbeit von Buhl et al. wurden die Tiere sieben Wochen lang mit téglichen AICAR-
Injektionen von 500 mg / kg Korpergewicht behandelt. In der vorliegenden Arbeit wurden die
Tiere mit nur 200 mg AICAR pro kg Korpergewicht iiber sieben Tage behandelt, was zu kei-
ner Senkung des arteriellen Druckes fiihrte. Die Unterschiede im AICAR-Effekt konnten in



den unterschiedlichen Hypertoniemodellen oder der gewéhlten AICAR-Dosis begriindet sein.
Die vorliegenden Ergebnisse belegen jedoch, dass die beobachteten Effekte der AMPK-
Modulation nicht auf eine Modulation des AT-1-abhéngigen Angiotensin II-Signalweges zu-

riickzufiihren sind, da in diesem Fall ein Effekt auf den Blutdruck zu erwarten gewesen wire.

4.7 AMPK und Diabetes
Diabetes mellitus wird als Sammelbegriff flir heterogene Storungen des Stoffwechsels ver-
wendet, deren Leitbefund eine Hyperglykimie ist.’* Seit 1998 teilt die WHO die verschiede-

12, 186
**° In den

nen Typen des Diabetes mellitus nach der jeweiligen Ursache in vier Gruppen ein.
Untergruppen (1a und 1b) des Typ 1 Diabetes mellitus werden die Félle zusammengefasst, bei
denen eine Zerstorung der Betazellen der Langerhans-Inseln des Pankreas zum absoluten In-
sulinmangel fiihrt. Der Typ 2 Diabetes mellitus fasst im Gegensatz dazu Gruppen des relati-
ven Insulinmangels, von Sekretionsstorungen, Insulinresistenzen bzw. Hyperinsulinismen
zusammen. ' **° Die erhdhte Letalitit von Diabetikern aller Typen ist unter anderem durch
makrovaskuldre Komplikationen bedingt, die beispielsweise zu einem erhohten Herzinfarktri-
siko fithren. Ursichlich sind direkte Anderungen der Zellfunktionen durch die Einlagerung
von Glukose im Rahmen der Hyperglykdmie sowie der erhohte oxidative Stress, der auch zu

einer Verschlechterung der Endothelfunktion fiihrt, "

Die bei Diabetes mellitus entscheidende Dysfunktion liegt im Bereich der Glukosehomo-
ostase, die durch die Balance der Glukoseaufnahme mit der Nahrung, von Glukoseproduktion
der Leberzellen und der Glukoseaufnahme in periphere Gewebe (z.B. Muskel und Fettgewe-
be) bestimmt wird. Unter Normalbedingungen wird durch Nahrungsaufnahme und einen da-
durch erhohten Blutglukosespiegel die Insulinsekretion in den B-Zellen des Pankreas stimu-
liert. Diese Sekretion fiihrt zu erh6hten Insulinspiegeln im Blutkreislauf, wodurch die periphe-
ren Gewebe und die Leber erreicht werden konnen. Durch die Anlagerung des Insulins an den
Insulinrezeptor werden intrazelluldre Signalkaskaden in Gang gesetzt, die in Muskulatur und
Fettgewebe zur Translokation des Glukose-Transporter-Proteins GLUT4 in die Plasma-
membran fithren, wodurch die Aufnahme von Glukose in die Zellen verstarkt wird. Weitere
Wirkungen von Insulin sind die gesteigerte Glukosespeicherung in Leberzellen und die Inhi-
bition der hepatischen Glukoneogenese. Zu einer Storung dieser Homoostase und einer Hy-

perglykdmie flihren einerseits ein relativer oder sogar absoluter Insulinmangel und anderer-



seits eine Glukose-Uberproduktion der Leber. Die AMPK kann die Glukosehomdostase durch
unterschiedliche Effekte beeinflussen. Einerseits forciert die AMPK die Insulin-unabhéngige
GLUT4-Translokation in die Zellmembran, wodurch die Glukoseaufnahme durch Skelett-
muskel und Fettgewebe erhdht wird.!'> 217> 33+ 335 Andererseits wird die Genexpression von
Enzymen der Glukoneogenese in der Leber (Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase, Glukose-6-
Phosphatase) durch die AMPK-AKktivitit inhibiert.”*® **” Durch die Entdeckung der parallelen
metabolischen Effekte von Insulin und AMPK wurden vermehrt AMPK-Aktivatoren und de-
ren Auswirkungen auf die gestorte Glukosehomdostase getestet und die antidiabetischen Wir-
kungen der a2-Isoform der AMPK zugeschrieben.'”> **® Die in der vorliegenden Arbeit ge-
zeigten Ergebnisse belegen, dass durch Aktivierung der AMPK die Gefal3funktion unabhin-
gig von der Glukosehomdostase signifikant verbessert werden konnte. Beim Diabetiker konn-
te die AMPK-Aktivierung auch sekundir, ndmlich durch die Verhinderung der Hyperglyka-

mie, die GefaBfunktion positiv beeinflussen.

Demnach konnten durch AMPK-Aktivatoren beim Diabetiker gleichzeitig zwei wichtige
Ziele erreicht werden:'*! durch AMPK-Aktivierung wird die Glukosehomdostase signifikant
verbessert, und'?' im vaskuliren System werden die Schidigungen durch Hyperglykimie ent-
scheidend vermindert. Momentan werden zwei Klassen von oralen Antidiabetika, Biguanide
(wie Metformin) und Thiazolidindione/PPARYy-Agonisten (z.B. Pioglitazon oder Rosiglita-
zon), die AMPK aktivieren, eingesetzt.lgl’ 260, 339342 Diese Mittel erreichen die AMPK-
Aktivierung allerdings tliber die Inhibition der mitochondrialen Atmungskette (Thiazolidindi-
one/PPARy-Agonisten) bzw. iiber unbekannte Mechanismen.”® Die Entwicklung und der
Einsatz neuer, direkter AMPK-Aktivatoren wird in der Zukunft zeigen, ob die alleinige Mo-
dulation der AMPK in der Therapie von Diabetes mellitus vorteilhaft ist und moglicherweise

mit weniger erwiinschten Nebeneffekten einhergeht.

4.8 AMPK-Isoformen

Die AMPK ist ein heterotrimerer Komplex, aus einer katalytischen Untereinheit o und zwei
regulatorischen Untereinheiten B und y. Die konventionelle Serin/Threonin-Kinase-Aktivitat
liegt in der a-Untereinheit, die durch einen Aktivierungsbogen eines Threonin-Restes (Thr
172), der gleichzeitig die aktivierende Phosphorylierungsstelle darstellt, charakterisiert

wird.”**” Homologe dieser drei Untereinheiten wurden in allen Siugern, Fruchtfliegen (Dro-



sophila melanogaster), Wiirmern (Caenorhabditis elegans), Hefen (Saccharomyces cerevisi-
ae), Pflanzen (Arabidopsis thaliana) und in primitiven Protozoen (Giardia lamblia) mit einem
hohen Konservierungsgrad identifiziert.'”’ In Saugetieren wurden zwei bis drei Isoformen von
jeder Untereinheit gefunden (al, a2, B1, B2, v1, y2, y3), die durch unterschiedliche Gene ko-
diert werden. Diese Variabilitdt der Untereinheiten hat eine Vielzahl von heterotrimeren
Kombinationsméglichkeiten zur Folge, was zur Diversitit entscheidend beitrigt.** Zusitzlich
wurden Unterschiede in der gewebespezifischen Expression von katalytischen und regulatori-
schen Untereinheiten berichtet.'”” *** So wurde zum Beispiel in Leberzellen eine Verteilung
der al- zur a2-Untereinheit von etwa 50% festgestellt, wihrend in Endothelzellen die al-
Untereinheit deutlich dominiert (siche Abbildung 50).' '3 Auch die intrazellulire Loka-
lisation der unterschiedlichen Isoformen scheint zu divergieren. Wihrend die a2-Isoform
hauptsédchlich im Zytoplasma und im Nukleus zu finden ist, sind Komplexe, die die al-
Isoform beherbergen, sowohl im Zytoplasma als auch an der Plasmamembran lokalisiert. 344
¥ Die gewebespezifische Expression und auch die intrazellulire Distribution scheinen die
Funktionen der unterschiedlichen katalytischen Untereinheiten zu beeinflussen. Dariiber hin-
aus ist bekannt, dass die al- [soform weniger sensitiv auf AMP reagiert als die a2- Isoform,
was moglicherweise auch die vorwiegend metabolischen Effekte der a2-enthaltenden AMPK
erklart.*”
scheidung, die a1l AMPK-defizienten Méuse als Modell fiir eine vaskulire AMPK-Inhibition

Die dominierende Expression der al-Untereinheit in Endothelzellen fiihrte zur Ent-

zu nutzen. Dariiber hinaus eignet sich dieses Modell auch deshalb besser als etwa 02 AMPK-—
knock out-Méuse fiir die Analyse der GefaBiregulation, weil unerwiinschte Effekte auf den
Glukose- oder Lipidstoffwechsel wegtfallen, die moglicherweise indirekt die GefaBBfunktion

beeinflussen konnten. 't 344

Im Einklang mit der bisherigen Literatur konnten die erhobenen
Expressionsdaten mittels Western Blot zeigen, dass die Defizienz der al-Untereinheit dazu
fithrte, dass die Expression der gesamten a AMPK auf 20% zuriickging, wobei eine kompen-
satorische Expressionssteigerung der a2AMPK im vaskuldrem Gewebe ausgeschlossen wer-
den konnte. Zu den physiologischen Funktionen, die der endothelialen a1 AMPK zugerechnet
werden, zihlen der Schutz vor Apoptose,'” die eNOS-Aktivierung und Erhaltung der Perfu-

349 101, 102 . T
’ Inwieweit die in

sion”" sowie die Regulation der Inflammation und der Angiogenese.
der vorliegenden Arbeit beobachteten Effekte in al AMPK—knock out-Miusen spezifisch auf
die al-Isoform zuriickzufiihren oder nur Ausdruck der insgesamt stark verminderten vaskula-
ren AMPK-Aktivitét sind, ist nicht bekannt. Da jedoch in al AMPK—knock-out-Tieren kein

Effekt des AMPK-Aktivators AICAR zu beobachten war, deutet dies auf einen spezifischen



Effekt der al-Isoform hin. Dieses Resultat weist iibereinstimmend mit vorherigen Publikatio-

nen auf die dominierende Expression und Funktion der al AMPK im vaskuldren Gewebe
hip, 107 111,350

4.9 Phiinotyp der al-AMPK-Defizienz
Die AMPK hat im Metabolismus die entscheidende Funktion, den Energiestatus der Zellen

durch das Verhiltnis von AMP zu ATP zu ,,messen* und bei sinkenden Energieverfiigbarkeit
iiber die Steuerung von Stoffwechselwegen das Uberleben der Zelle zu sichern.””" *** Weiter-
hin wurden der AMPK auch protektive Funktionen beim Zellwachstum und der Apoptose

333.35% PDas Uberleben von Erythrozyten wird dhnlich wie das Uberleben von kern-

zugeordnet.
haltigen Zellen durch programmierten Zelltod (Apoptose) limitiert, und die Eryptose umfasst
analog zur Apoptose Vorgiange wie Zellschrumpfen und Vesikelbildung der Zellmembran von

Erythrozyten.*>>>>

Da der AMPK in nukledren Zellen protektive Funktionen zugeschrieben
wurden, beschéftigte sich eine Tiibinger Arbeitsgruppe mit der Expression und den Funktio-
nen der AMPK in Erythrozyten. Es wurde festgestellt, dass die verwendeten al AMPK-
defizienten Mduse eine leichte Andmie aufwiesen, die mit einer Splenomegalie verbunden

war (siche Abbildung 77).3¢°
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Abbildung 77. Erythrozyten, Hamoglobin und Hamatokritwerte sind in a1AMPK-defizienten Tieren

signifikant reduziert, wahrend die Milz vergréRert ist. Foller et al. 2008.

Bei schwerer Andmie sind auch Verdnderungen der GefaBregulation zu erwarten, da es we-
gen der Verminderung der Sauerstofftriger im Blut als Kompensationsmechanismus zu einem
erhohten Herzzeitvolumen kommt, das iiber eine NO-getriggerte Vasodilatation gesteuert
wird. Die Korrektur einer solchen schweren Andmie in eine mildere Form (Hb-Wert etwa
20% unterhalb der Norm) war jedoch mit keiner Anderung der NO-Freisetzung mehr verbun-
den.**"?% Da die Ausprigung der Animie in den al AMPK-knock-out-Méusen dhnlich war
(15-20% geringerer Himoglobinwert als in Wildtyptieren), erscheint ein nachhaltiger Einfluss
auf die Endothelfunktion unwahrscheinlich. Hierfiir spricht auch die Tatsache, dass die

a1l AMPK-Deletion per se keinen Einfluss auf die Endothelfunktion hatte.

4.10 Fazit und Ausblick
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die al AMPK-Aktivitdt im Gefal3-

system wichtige regulatorische Funktionen hat, indem sie die Endothelfunktion stabilisiert,
den vaskuldren oxidativen Stress vermindert und antiinflammatorisch wirkt. Diese protektiven
Eigenschaften treten insbesondere bei pathologisch verdnderter Gefal3funktion zu Tage, wie

sie hier durch die Infusion von Angiotensin II simuliert wurde. Die Identifizierung der direk-



ten molekularen Angriffspunkte der AMPK im GefaB3system gehort sicher zu den Zielen zu-
kiinftiger Forschungsprojekte. Insgesamt scheint der Erhalt der AMPK-Aktivitit bzw. eine
AMPK-Aktivierung in der Therapie kardiovaskuldrer Erkrankungen wiinschenswert. Dies gilt
insbesondere fiir Diabetiker, da neben den genannten vaskuldren Effekten auch eine verbes-
serte Kontrolle der Blutglukose erzielt und somit zwei wichtige Therapieziele gleichzeitig
erreicht werden konnten. In der klinischen Routine finden bereits Antidiabetika mit AMPK-
aktivierenden Eigenschaften Anwendung, wobei die AMPK-Aktivierung indirekt durch eine
Hemmung der mitochondrialen Atmungskette erzielt wird. Die Entwicklung neuartiger, spezi-
fischer AMPK-Aktivatoren konnte einen zusitzlichen Nutzen bringen. Fiir die Anwendung
der AMPK-Aktivierung als Therapieprinzip spricht auch, dass sich die ischdmische Toleranz
von Geweben hierdurch verbessern liefle, was z.B. zu einer geringeren Ausdehnung von My-
okardinfarkten fiihrt.'*® Der Einsatz AMPK-aktivierender Substanzen konnte allerdings da-
durch limitiert werden, dass sich die Ischdmietoleranz in Tumorzellen, und unter Umstdnden
die Tumorinzidenz erhoht werden konnte. Abbildung 78 fasst die protektiven Eigenschaften

der AMPK im vaskuldren System zusammen.

AMPK

Endothelfunktion: \

eNOS Apoptose:
Endothelzellen

. Proliferation:
ROS: Inflammation: ST

NADPH Oxidase iNOS GefdBmuskelzellen
Xanthinoxidase VCAM-1
COX-2

Abbildung 78. Schematische Zusammenfassung der AMPK-Wirkungen im vaskularen System (veran-
dert nach®?).



S. Zusammenfassung
Die AMPK ist ein ubiquitér exprimiertes, heterotrimeres Enzym, das als ,,Energie-Sensor*

fungiert und bei sinkender Energie-(ATP)-Versorgung das Uberleben der Zelle sichert. Durch
steigende AMP-Spiegel wird das Enzym aktiviert und dadurch werden anabole Reaktionen
inhibiert, wihrend gleichzeitig katabole Vorgédnge gefordert werden. In Blutgefdflen kann die
AMPK die endotheliale NO-Synthase aktivieren, die Angiogenese stimulieren sowie die En-
dothelzellapoptose und das Wachstum glatter GefaBBmuskelzellen inhibieren. Da alle diese
Prozesse fundamental in der Entwicklung kardiovaskuldrer Erkrankungen sind, wurde in der
vorliegenden Arbeit die Hypothese gepriift, nach der die AMPK-Aktivitit eine protektive
Funktion im vaskuldren System in vivo ausiibt. Hierzu wurden in zwei verschiedenen ,,Maus-
modellen die Effekte einer AMPK-Aktivierung (AICAR-Injektion) und -Inhibition
(a1 AMPK-knock-out) auf Endothelfunktion, oxidativen Stress und die vaskuldre Inflammati-
on untersucht. Es wurde gezeigt, dass durch die Aktivierung der AMPK mittels AICAR die
Angiotensin II-induzierte Endotheldysfunktion, der oxidative Stress und auch die vaskuldre
Inflammation gemildert werden konnten. Im Gegensatz dazu fiihrte die Deletion der vaskulér
iiberwiegenden al AMPK-Isoform unter niedrig dosierter Angiotensin II-Infusion zu einer
verstirkten  Endotheldysfunktion, vermehrtem oxidativen Stress und einem pro-
inflammatorischen Milieu. Dabei war eine niedrige AMPK-Aktivitét erstaunlicherweise mit
einer erhohten NO-Produktion gekoppelt, welches aber durch eine erhdhte Superoxidproduk-
tion unter Bildung von Peroxynitrit inaktiviert wurde und daher die Getfa3funktion insgesamt
verschlechterte. Als Hauptquelle des Angiotensin II-induzierten oxidativen Stresses konnte
die NADPH-Oxidase identifiziert werden, die durch die basale und stimulierte AMPK-
Aktivitit inhibiert wurde. Ahnlich wurden Xanthinoxidase Aktivitit und die mitochondriale
ROS-Produktion durch eine funktionierende AMPK limitiert. Dariiber hinaus konnte gezeigt
werden, dass die Resistenz von Endothelzellen gegeniiber oxidativem Stress AMPK-abhédngig
erhoht wurde. Die im Rahmen der al AMPK-Deletion erhohte NO-Produktion war auf eine
gesteigerte, AT Il-induzierte iNOS-Expression zuriickzufiihren. Als Zeichen der vaskuldren
Inflammation wurde zudem die Expression von VCAM-1 und COX-2 untersucht, die durch
eine Aktivierung der AMPK verringert werden konnte, aber nach al AMPK-Deletion stark
gesteigert war. Die Ergebnisse belegen eine essentielle Rolle der AMPK fiir die Erhaltung der
GefaBfunktion. Zukiinftige Studien miissen zeigen, ob eine pharmakologische Aktivierung der

AMPK Kklinisch einsetzbar ist und therapeutischen Nutzen bringt.



6. Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1

Abbildung 2

Abbildung 3

Abbildung 4

Abbildung 5

Abbildung 6

Essentielle Komponenten des Renin-Angiotensin-Aldosteron-System: Synthese-,
Freisetzungs- und Wirkungsorte der einzelnen Substanzen (AT1 = Angiotensin-
Rezeptor 1). Fiir Details siehe Text (verandert nach').

Vorginge bei Vasokonstriktion: Angiotensin I wirkt iiber den AT1-Rezeptor und
fiihrt zu einer Aktivierung der PLC; auch Adrenalin und Vasopressin / ADH wirken
tiber die Aktivierung der PLC, die durch die Bildung von IP; und DAG eine Mus-
kelkontraktion und andere Effekte hervorruft. Fiir Details siche Text (verdndert
nach').

Wichtige lokale Effektorsysteme, die den peripheren Gefafltonus regulieren: Der
Gefdlitonus wird iiber die Bildung von NO und iiber die Aktivierung der 16slichen
Guanylatzyklase reguliert. Durch Bildung von ¢cGMP wird die cGMP-abhingige
Proteinkinase aktiviert, die durch Phosphorylie-rungsreaktionen die Vasodilatation
einleitet. Fiir Details siche Text (verdndert nach').

Struktur der humanen eNOS, blau: Eisenporphyrin, griin: Substrat L-Arginin,
schwarz-gelb: P4so bindender, axialer Eisen-Thiolat-Ligand von Cystein, lila: Co-
faktor BHy, rot: Zink-Thiol-Komplex bildende Cysteine, braun: Zn>". Fiir Details
siche Text (verdndert nach?).

Schematisches Diagramm mit Beispielen unterschiedlicher NADPH-Oxidase-
Isoformen und Teilreaktionen, sowie die zelluldre Distribution: NOXA1 und
NOXO1 sind Homologe zu p67°™* und p47°™*, die fiir die Aktivierung der NOX1
bendtigt werden; NOX4 benétigt diese Untereinheiten nicht, sondern wird transkrip-
tionell reguliert. VSMC = vascular smooth muscle cell, EC = endothelial cell
(verdndert nach™).

Schematisches Diagramm der vier Atmungsketten-Komplexe: Komplex I ist die
NADH-Dehydrogenase, die Elektronen auf Ubichinon (Q) iibertrdgt und als Proto-
nenpumpe fungiert; Komplex II oxidiert Succinat zu Fumarat und iibertrdagt eben-
falls die Elektronen auf Ubichinon (Q), fungiert dabei aber nicht als Protonenpum-
pe; Komplex III, die Ubichinol-Cytochrom c-Reduktase {ibernimmt die Elektronen
von Ubichinol und tibertrigt diese auf Cytochrom ¢, wobei Protonen gepumpt wer-
den konnen; die Cytochrom-Oxidase oder Komplex IV iibernimmt die Elektronen

vom reduzierten Cytoch-rom c¢ und iibertrdgt diese auf den Endakzeptor, molekula-



Abbildung 7

Abbildung 8

Abbildung 9

Abbildung 10

Abbildung 11

Abbildung 12

Abbildung 13

ren Sauerstoff (verindert nach).

Reaktionen der Purin-Degradation durch die Xanthinoxidase: die Xanthinoxidase
katalysiert die beiden terminalen Reaktionen der Purin-Degradation von Hypo-
xanthin zum Xanthin zur Harnsdure; die Elektronen werden auf Sauerstoff iibertra-
gen, wobei Wasserstoffperoxid gebildet wird. Die physiologische Reaktion wird
durch die Xanthindehydrogenase katalysiert, die NAD" als Elektronenakzeptor
verwendet; (verdndert nach®).

Doménenstruktur der drei AMPK-Untereinheiten a, b und y: Die zwei Isoformen
der a- (al, a2) und b-Untereinheiten (b1, b2) haben sehr dhnliche Strukturen und
sind daher nicht einzeln aufgefiihrt; die Isoformen der y-Untereinheit enthalten vari-
able N-Termini mit ungeklirter Funktion (verindert nach” 7y,

Mechanismus der AICAR-Wirkung in intakten Zellen: AICAR wird tiber die Plas-
mamembran transportiert und im Zytoplasma durch die Adenosinkinase phosphory-
liert; entstandenes ZMP (5-Aminoimidazol-4-Carboxamid-Ribonukleosid-Mono-
phosphat) ist in der Lage, die AMPK zu aktivieren, kann aber auch verzégert zu
AMP umgebaut werden (verdndert nach86).

Zusammenfassung der drei entscheidenden Schritte der Polymerasenkettenreaktion.
1. Schritt: Denaturierung der DNA-Matrize bei 94°C, 2. Schritt: Anlagerung = An-
nealing der Primer, 3. Schritt: ,,Elongation®, die Tag-Polymerase synthetisiert einen
neuen DNA-Strang komplementér zum Matrizenstrang. Danach folgt eine erneute
Denaturierung der Doppelstrdnge zum Start einer neue Syntheserunde (verdndert
nach?).

Beispiel eines Genotypisierungsergebnisses der al-AMPK -/- Zucht: Wildtyp-Allel:
450 bp, Knock out-Allel: 350 bp. Probe 1 und 2 zeigen nur das Knock out-Allel, es
handelt sich um Knock out-Tiere. Probe 3 und 4 zeigen sowohl Knock out- als auch
Wildtyp-Allel, es handelt sich um heterozygote Tiere.

Implantation einer osmotischen Minipumpe: a. Eroffnung des Fells; b. Formung
einer subkutanen Tasche; c. Einflihrung der osmotischen Minipumpe; d. Verschluss
der Wunde mit Wundklammer ,,Michel*.

Aufbau und Prinzip der osmotischen Minipumpe. Der Innenraum der Pumpe ist in
unterschiedliche Kompartimente aufgeteilt. In den Innenraum wird die Substanz

eingefiillt, die verabreicht werden soll. Dieser Raum ist durch eine impermeable



Abbildung 14

Abbildung 15

Abbildung 16

Abbildung 17

Abbildung 18

Abbildung 19

Abbildung 20

aber kollabierbare Haut von der osmotisch aktiven Schicht abgetrennt. Durch die
duBerste semipermeable Membran kann Wasser in die Pumpe eindringen, was zur
Erhéhung des Druckes der osmotischen Schicht fiihrt, (verdndert nach'").

Ubersicht iiber die Tétung und Organentnahme am Beispiel einer Ratte. a. Eroff-
nung des Fells im Bauch- und Brustbereich; b. Eréffnung des Abdomens; c. Anhe-
ben des Sternums, wodurch das Zwerchfell am gesamten Rippenbogen eingeschnit-
ten werden konnte; d. Injektion von Heparin (200 IE) ins noch schlagende Herz, d.
Dorsaler Einschnitt der Rippen; e. Umlagern der abdominalen Organe wie Darm,
Leber, Milz etc. zu einer Seite, Einschneiden des Zwerchfells mit einer kleinen
scharfen Schere; f. Trennung des Herzens von den Blutgefilen mit nur einem
Schnitt; g. Abtrennung der Abgénge und des angelagerten Binde- und Fettgewebes
vom Aortenbogen; h. Proximale Trennung der Nierenarterien; i. Entnahme der Aor-
ta.

Implantation von Telemetrie-Kathetern in Ratten. a. Er6ffnung der Bauchhohle; b.
extraabdominale Lagerung des gesamten Intestinums; c. Verschluss der Aorta ab-
dominalis mit ,,Bulldog* Klemmen, d. Punktierung der Aorta abdonimalis mit einer
Kaniile und Einfiihrung des Katheters; e. Befestigung des Katheters am parietalen

Peritoneum; f. Zuriickfiihrung des Intestinums in die Bauchhohle.
Schematischer Aufbau des NO-Analyzers NOATM Model 280

Das DPPH Radikal hat in Lésung (Methanol) eine violette Farbe. Die Farbe dndert
sich zu gelb, wenn das Radikal durch ein Antioxidanz reduziert wird und verliert so
die Absorptionsfahigkeit bei 517 nm (verdndert nach'?®).

Strukturdarstellung der verschiedenen Derivate der auf Luzigenin basierenden

Chemilumineszenz (verindert nach'®).
Chemische Formel von L-012.

Endothelfunktion / -dysfunktion: im intakten Endothel wird durch die Gabe von
Acetylcholin die endotheliale NO-Synthase (eNOS) aktiviert, was zur Stimulation
der 16slichen Guanylatzyklase (sGC) in glatten Muskelzellen fiihrt. Die nachge-
schaltete Signal-Kaskade bewirkt eine Vasodilatation. Bei endothelialer Dysfunkti-
on wird im glatten GefdBmuskel eine Vasokonstriktion ausgeldst (verdndert

nach'*®).



Abbildung 21

Abbildung 22

Abbildung 23

Abbildung 24

Abbildung 25

Abbildung 26

Abbildung 27

Abbildung 28

Schematische Darstellung der Organbadanlage: der Aortenring ist durch feine Dréh-
te mit dem Kraftwandler verbunden, so kann jede Verdnderung des Gefiafitonus re-

gistriert werden. Die so gewonnenen Daten werden per EDV weiterverarbeitet.
Drei absorbierende Zustinde von Coomassie Brillant Blue-G250.

Beispiel einer Standardgerade mit BSA-Standards fiir die Bradford Proteinbestim-
mung.

96-Well-Platte eines Standard Minifold I® Systems zur Durchfiihrung eines Dot
Blots (links) und schematischer Aufbau der Dot Blot-Apparatur (rechts).
Antigen-Antikorper- und Chemilumineszenz-Reaktion der Immundetektion eines
Proteins auf einer PVDF-Membran: Am Protein, das durch Blotting oder durch Va-
kuum auf die Membran gebracht wurde, bindet der spezifische Primdrantikorper.
Der sekundire Antikdrper mit gekoppelter HRP wiederum kann am Primérantikor-
per anlagern und das zugegebene Luminol oxidieren, was zu einem Chemilumines-
zenzsignal fiihrt (verandert nach'*® '*%).

Prinzip der RNA-Isolierung nach dem Protokoll von Qiagen. Homogenisierung des
Gewebes '*! wurde im Kit enthaltenen Lyse-Puffer im QIAGEN Tissue Lyser
durchgefiihrt. Der néchste Schritt war der Proteinverdau mittels Proteinase K bei
55°C'!. In Schritt '*® wurde die Ethanol gefillte RNA an eine RNeasy-Mini-Spin-
Sdule gebunden, anschlieBend gewaschen und ein DNase Verdau durchgefiihrt (4).
Nach weiteren Waschschritten wurde die RNA mit Wasser von der Siule eluiert ''.
Fiir Details siche Text (verandert nach'’").

Schematische Darstellung des real time-PCR-Prinzips: a. Anlagerung der spezifi-
schen Primer und der TagMan®-Sonde, die downstream zu einem Primer anlagert;
b. Ubertragung der Energie durch FRET, vom hochenergetischen Reporter zum
niedrigenergetischen Quencher (gelbe Zackenfigur); c. die Tag-Polymerase ver-
dringt die TagMan®-Sonde; d. durch die 5’-3’-Exonuklease Aktivitit der Taq-
Polymerase wird der Reporter von der TagMan®-Sonde abgetrennt, wodurch FRET
blockiert wird, der Reporter sendet ein detektierbares Fluoreszenzsignal (blaue Za-
ckenfigur); e. die Tag-Polymerase trennt den Rest der Sonde von der Matrize ab und
komplettiert das Amplicon. Gelbe Wolke = vom Quencher aufgenommene Energie;

blaue Wolke = vom Reporter freigesetzte Energie (verandert nach'”).

PCR-Bedingungen der qRT-PCR: Darstellung des Applied Biosystems System.
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Abbildung 30

Abbildung 31

Abbildung 32

Abbildung 33

Abbildung 34

Graphische Darstellung des Temperaturverlaufs mit Temperatur- (oben) und Zeit-
angaben (unten). Stage 1 entspricht der reversen Transkription, Stage 2 & 3 der

quantitativen PCR.
Oxidation von Dihydroethidin zu Ethidium.

Elektronenspins und Energieverteilung im Magnetfeld in Abhéngigkeit von der
Feldstirke. Die Ausrichtung des magnetischen Moments eines Elektrons im Mag-
netfeld ist entweder parallel (ms = - '2) oder antiparallel (ms = + '2). Dargestellt ist
die Proportionalitit der Gleichung AE = g. * ug * By

Typisches ESR-Signal-Triplet des NO-Fe(DECT)2 (verindert nach'®’). Nach der
Komplexierung von Fe(DECT)2 und NO bei 37° C fiir 30 Minuten, kann dieses
typische Spin-Trap Triplet ESR Signal im Magnetfeld detektiert werden. Die Inten-
sitdt des Signals entspricht dabei der absoluten Menge des gebildeten Komplexes
aus Fe(DECT)2 und NO.

Immunhistochemie von Maus-Embryonen — Ausschnitte eines unbestimmten Be-
reichs; links Primédrantikdrper Anti-Nitrotyrosin (braune Farbung entspricht positi-

1P"°* (braune Firbung entspricht po-

vem Signal); rechts Primérantikdrper Anti-gp9
sitivem Signal, markiert durch rote Pfeile); als Gegenfarbung wurde Hadmatoxylin
verwendet.

Effekte von AICAR auf die Phosphorylierung von AMPK und ACC. Die Western
Blots zeigen ACC-Phosphorylierung an Serin 79 und AMPK-Phosphorylierung an
Threonin 172. Mittelwerte als % der Kontrolle CTR £ SEM, CTR = 100% (n = 6).
Die Behandlung mit AICAR fiihrte zu einer Steigerung der AMPK- und ACC-
Phosphorylierung; die Behandlung mit Angiotensin II plus AICAR fiihrte zu einer
signifikant hoheren Steigerung der AMPK- und ACC-Phosphorylierung im Ver-
gleich zur Behandlung nur mit Angiotensin II. Fiir Signifikanzangaben siehe Tabel-
le4. *=p<0,05vs. CTR; **=p <0,05 vs. AT II.

Endothelabhédngige Relaxation von préparierten Aortensegmenten (4 mm) in Or-
ganbadanlagen. Angegeben ist die prozentuale Relaxation nach Acetylcholingabe
(Mittelwerte + SEM, n = 16 — 20). Die Behandlung mit Angiotensin II fiihrte zu
einer signifikanten Reduktion der Relaxationsfiahigkeit auf Acetylcholingabe, die

jedoch durch die gleichzeitige Behandlung mit AICAR wieder signifikant gesteigert

werden konnte (siche Tabelle 5). Fiir Signifikanzangaben siehe Tabelle 5. * = p <
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0,05 vs. CTR; ** =p < 0,05 vs. AT II.

Endothelunabhédngige Relaxation von préparierten Aortensegmenten (4 mm) in Or-
ganbadanlagen (Mittelwerte =+ SEM, n = 12 — 14), prozentuale Relaxation auf Nit-
roglyzeringabe. Die Behandlung mit Angiotensin II fiihrt zu einer signifikanten Re-
duktion der Relaxationsfiahigkeit auf Nitroglyceringabe, was durch die Co-
Behandlung mit AICAR wieder signifikant gesteigert werden kann. Fiir Signifi-
kanzangaben siehe Tabelle 6. * =~ p < 0,05 vs. CTR; ** = p < 0,05 vs. AT II.
Mittlerer arterieller Blutdruck von Ratten, Darstellung der Mittelwerte + SEM (n =
4). Aufzeichnung der Werte alle 25 Stunden, Implantation der osmotischen Mini-
pumpe zur kontinuierlichen Angiotensin II Infusion erfolgte 24 Stunden nach der
ersten Messung und fithrte zu einem durchschnittlichen Anstieg des arteriellen
Blutdruckes um ca. 30 mmHg. Die Co-Behandlung mit AICAR fiihrte zu keiner
Anderung des Blutdruckes.

Serum-Nitrit in isoliertem Serum in Médusen in nM. Mittelwerte + SEM (n = 6). Die
Angiotensin [I-Behandlung fiihrte zu einem signifikanten Anstieg des Plasma Nit-
rits, das durch die Co-Behandlung mit AICAR nur tendenziell reduziert werden
konnte. Fiir Signifikanzangaben sieche Tabelle 7. * = p < 0,05 vs. CTR; ** = p <
0,05 vs. AT IL

NO-Bioverfligbarkeit in Aortengewebe von Maiusen, gemessen mit Elektronen-
Spin-Resonanz-Spektroskopie, Darstellung der Mittelwerte =+ SEM (n = 3). Durch
die Behandlung mit AICAR wurde der NO-Gehalt im Gewebe im Vergleich zum
Kontrolltier tendenziell gesenkt. Die Angiotensin II-Behandlung fiihrte zu einem
Anstieg der NO-Bioverfiigbarkeit und wurde durch gleichzeitige Behand-lung mit
AICAR wieder reduziert. Fiir Signifikanzangaben siehe Tabelle 8.
Nitrotyrosin-Markierung von Proteinen aus Herzhomogenaten aus Méusen mittels
Dot Blot-Technik und Nitrotyrosin-spezifischem Antikérper, Mittelwerte + SEM (n
= 18). Die Protein-Nitrierung wurde durch die AICAR-Behandlung signifikant ge-
senkt, durch Angiotensin II signifikant erhoht. Die Behandlung mit Angiotensin II
plus AICAR reduzierte die Protein-Nitrierung wieder signifikant. Fiir Signifikanz-
angaben siehe Tabelle 9. * = p < 0,05 vs. CTR; ** = p < 0,05 vs. AT I

Detektion von Superoxid im intakten Aortengewebe von Méusen, Inkubation der

Aortensegmente mit Dihydroethidin, das durch Superoxidradikale zu Ethidium oxi-



Abbildung 41

Abbildung 42
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diert wird (rote Fluoreszenz des Ethidiums, griine Eigenfluoreszenz der Lamina)
400fache VergroBerung; repriasentative Ergebnisse aus n = 6 Experimenten. a) die
Aortensegmente wurden in Kontroll-Puffer inkubiert; b) Inkubation der Aortenseg-
mente mit L-NAME, einem NOS-Inhibitor. Beschreibung der Ergebnisse im Text.
Aktivitit von NADPH-Oxidase in Herzmembranfraktionen, bezogen auf Protein,
Mittelwerte = SEM (n = 16). Die Behandlung mit AICAR senkte die NADPH-
Oxidase Aktivitit signifikant, wihrend die Angiotensin II-Behandlung zu einer sig-
nifikanten Steigerung der NADPH-Oxidase Aktivitét flihrte. Die gleichzeitige Be-
handlung mit AICAR konnte die durch Angiotensin II induzierte NADPH-Oxidase
Aktivitdtssteigerung fast auf Normalniveau reduzieren. Fiir Signifikanzangaben
sieche Tabelle 10. * = p < 0,05 vs. CTR; ** = p < 0,05 vs. AT II.
Superoxidbildungsrate durch Xanthinoxidase in Maus-Serum, Mittelwerte + SEM
(n = 12). Die Xanthinoxidase Aktivitit wurde durch AICAR signifikant gesenkt,
allerdings konnte durch die Behandlung mit Angiotensin II keine Verdnderung der
Aktivitdt festgestellt werden. Fiir Signifikanzangaben siehe Tabelle 11. * = p < 0,05
vs. CTR; ** = p < 0,05 vs. AT IL.

Superoxid-Produktion durch isolierte Herzmitochondrien, Mittelwerte + SEM (n =
12). Die Behandlung mit AICAR fiihrte zur signifikanten Senkung der mitochondri-
alen ROS Produktion, Angiotensin II fithrte zu einer signifikanten Steigerung der
ROS Produktion, wobei die Co-Behandlung mit AICAR zur erneuten signifikanten
Reduktion fiihrte. Fiir Signifikanzangaben siehe Tabelle 12. * = p < 0,05 vs. CTR;
**~p<0,05vs. AT I

mRNA-Expression der NADPH-Oxidase-Untereinheiten NOX-1, p22phox und
NOX-2 (n = 5) in Maus-Aorta, Mittelwerte als % der CTR + SEM, wobei CTR =
100%. Die mRNA-Expressionen von NOX-1, p22phox und NOX-2 steigen durch
die Angiotensin II-Behandlung signifikant an, doch nur die NOX-2 Expression kann
durch AICAR tendenziell wieder gesenkt werden. Fiir Signifikanzangaben siehe Ta-
belle 13. * = p < 0,05 vs. CTR; ** = p < 0,05 vs. AT I

mRNA-Expression der Inflammationsmarker VCAM-1, iNOS und COX-2 in Maus-
Aorta, Werte als % der CTR (n = 5 - 6), wobei CTR = 100%. Die mRNA-
Expressionen von COX-2, iNOS und VCAM-1 werden durch Angiotensin II alle
signifikant gesteigert und die Co-Behandlung mit AICAR ist in der Lage diese Stei-

gerung wieder signifikant zu senken. Fiir Signifikanzangaben siche Tabelle 14. * =
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p <0,05 vs. CTR; ** = p < 0,05 vs. AT IL

Western Blots von Proteinen aus PAECs (pulmonary artery endothelial cells), die
mit AICAR oder Metformin vorbehandelt und anschliefend oxidativem Stress mit-
tels H202 ausgesetzt wurden. Die Expression von Akt- und p38MAPK und die Pro-
tein-Phosphorylierungen zeigten, dass diese Signalwege nicht von AICAR oder
Metformin beeinflusst wurden. Die Aktivierung des JNK-Signalweges durch
Phosphorylierung konnte jedoch durch die AICAR und Metformin-Behandlung
deutlich reduziert werden (verdndert nach Schulz et al.194).

Western Blots sowie Zellviabilititsassay und LDH-Freisetzungsassay von PAECs.
PAECs wurden 24 Stunden mit AICAR (ImM) oder Metformin (5SmM) behandelt,
bevor sie TNF-a ausgesetzt wurden. Oben: Western Blot Analysen der behandelten
Zellen; links unten: LDH-Freisetzung: HUVECs (human umbilical vein endothelial
cells)- wurden mit AICAR oder Metformin vorbehandelt, wie oben, bzw. mit Kon-
troll- (Lac Z) bzw. PGC-1a Adenoviren transfiziert waren; rechts unten: Zellviabili-
tat mittels MTS—Assay von Promega (verdndert nach Schulz et al.194).

Western Blots und oxidativer Stress von PAECs. Inkubation von PAECs mit 1uM
MitoQ vor der Zugabe von H202. Das mitochondriale Antioxidanz, MitoQ redu-
zierte die Phosphorylierung von c-Jun und den induzierten oxidativen Stress nahezu
auf Kontrollniveau (rechts) (verdndert nach Schulz et al.194). * = p < 0,05 vs. CTR
Western Blots von Proteinen aus Maus Aorta. c-Jun-Phosphorylierung an Serin 63
sowie c-Jun Expression und densitometrischer Auswertung, Mittelwerte als % der
CTR = SEM wobei CTR = 100% (n = 6). Die Expression von c-Jun ist innerhalb
der Tiergruppen nicht signifikant verschieden. Allerdings steigt der Phosphorylie-
rungsgrad von c-Jun durch die Angiotensin II-Behandlung signifikant an, was durch
gleichzeitige Behandlung mit AICAR verhindert werden konnte. Fiir Signifikanz-
angaben siehe Tabelle 15. * = p < 0,05 vs. CTR; ** =p < 0,05 vs. AT II.
Uberpriifung der Expression der AMPK-Isoformen in Endothelzellen (HUVEC)
(verandert nach200). Die vorherrschende Isoform in Endothelzellen ist die
al AMPK-Isoform.

Darstellung des Western Blots: AMPK-Phosphorylierung an Threonin 172 und
ACC-Phosphorylierung an Serin 79; Expression der tAMPK (Antikdrper detektiert
sowohl die al- als auch die a2-AMPK Isoform) und der a1 AMPK.
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Densitometrische Auswertung der ACC- und AMPK-Phosphorylierung sowie der
Expression der Untereinheiten c AMPK und a1l AMPK. Dargestellt sind Mittelwerte
als % des WT + SEM, wobei WT = 100% (n = 6). Der Phosphorylierungsgrad von
ACC und AMPK wird durch die Angiotensin II-Behandlung signifikant gesteigert,
was im al AMPK defizienten Tier nicht festgestellt wurde. Die Gesamtexpression
der tAMPK ist im al AMPK defizienten Tier stark reduziert. Fiir Signifikanzanga-
ben siehe Tabelle 17. * = p < 0,05 vs. WT; ** = p < 0,05 vs. AMPK-/-.
Endothelabhédngige Relaxation von préparierten Aortensegmenten (4 mm) in Or-
ganbadanlagen (Mittelwerte = SEM, n = 12), prozentuale Relaxation auf Acetylcho-
lingabe. Die al AMPK-defizienten Tiere zeigten keine Verdnderung in der Relaxa-
tionsfahigkeit auf Acetylcholingabe. Die Behandlung mit Angiotensin II resultierte
im Wildtyp in einer signifikanten Reduktion der Relaxationsfihigkeit, was bei
ol AMPK-defizienten signifikant verstarkt war. Fiir Signifikanzangaben siche Ta-
belle 18. * =p < 0,05 vs. WT; ** = p < 0,05 vs. AMPK-/-.

Endothelunabhédngige Relaxation von préparierten Aortensegmenten (4 mm) in Or-
ganbadanlagen (Mittelwerte =+ SEM, n = 12), prozentuale Relaxation auf Nitrogly-
zeringabe. Die endothelunabhéngige Relaxation wurde nur im Angiotensin II-
behandelten al AMPK defizienten Tier signifikant reduziert. Fiir Signifikanzanga-
ben siehe Tabelle 19. * = p < 0,05 vs. WT; ** = p < 0,05 vs. AMPK-/-.
Endothelunabhédngige Relaxation von préparierten Aortensegmenten (4 mm) in Or-
ganbadanlagen (Mittelwerte £ SEM, n = 12), prozentuale Relaxation auf DeaNO-
NOatgabe. Die Relaxationsfihigkeit auf DeaNONOatgabe war durch die Behand-
lung mit Angiotensin II im Wildtyp signifikant reduziert. Auch die al AMPK-
Defizienz wirkte sich signifikant negativ auf die Relaxationsfdhigkeit auf DeaNO-
NOatgabe aus, die durch die zusétzliche Behandlung mit Angiotensin II weiter re-
duziert wurde. Fiir Signifikanzangaben siehe Tabelle 20.

Serum-Nitrit in isoliertem Serum von Méusen in nM, Mittelwerte £ SEM (n = 6).
Die Angiotensin II-Behandlung des Wildtyps zeigte eine nur tendenzielle Erh6hung
der Plasma Nitritmenge. Die al AMPK-Defizienz resultierte in einer signifikanten
Erhohung der Nitritmenge, die weiter signifikant erhoht wurde durch zusitzliche
Angiotensin II-Behandlung. Fiir Signifikanzangaben siehe Tabelle 21. * = p < 0,05
vs. WT; ** = p < 0,05 vs. AMPK-/-.
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NO-Bioverfiigbarkeit in Aortengewebe (n = 11 - 13) gemessen mit Elektronen-
Spin-Resonanz-Spektroskopie, links repriasentative Spektren, rechts Darstellung der
Mittelwerte + SEM. Die al AMPK-Defizienz fiihrte zu einem signifikanten Anstieg
der NO-Bioverfiigbarkeit, die tendenziell verstirkt wurde durch die zusitzliche An-
giotensin II-Behandlung. Fiir Signifikanzangaben sieche Tabelle 22. * =~ p < 0,05 vs.
WT; ** = p <0,05 vs. AMPK-/-.

Nitrotyrosin-Markierung von Protein aus Herzhomogenaten von Méusen mittels
Dot Blot-Technik und Nitrotyrosin-spezifischem Antikorper, Mittelwerte + SEM (n
= 18). Die Protein-Nitrierung nahm durch die al AMPK-Defizienz signifikant zu
und wurde durch zusitzliche Angiotensin II Behandlung weiter signifikant gestei-
gert. Fiir Signifikanzangaben siehe Tabelle 23. * = p < 0,05 vs. WT; ** = p < 0,05
vs. AMPK-/-.

Superoxid-Detektion im intakten Aortengewebe, Inkubation der Aortensegmente
mit Dihydroethidin, das durch Superoxidradikale zu Ethidium oxidiert wird, rote
Fluoreszenz des Ethidiums, griine Eigenfluoreszenz der Lamina; 400fache Vergro-
Berung; Darstellung reprasentativer Ergebnisse aus n = 6 Experimenten. a) die Aor-
tensegmente wurden in Kontroll-Puffer inkubiert; b) Inkubation der Aortensegmen-
te mit L-NAME, einem NOS-Inhibitor. Fiir Details siche Text.

Aktivitit von NADPH-Oxidase in Herzmembranfraktionen, bezogen auf Protein,
Mittelwerte = SEM (n = 16). Durch die Angiotensin II-Behandlung stieg die
NADPH-Oxidase Aktivitdit im Wildtyp signifikant an. Auch die al AMPK-
Defizienz fiihrte zum signifikanten Anstieg der NADPH-Oxidase Aktivitét, die
durch die Angiotensin II-Behandlung weiter signifikant gesteigert wurde. Fiir Signi-
fikanzangaben siehe Tabelle 24. * = p < 0,05 vs. WT; ** = p < 0,05 vs. AMPK-/-.
Superoxidbildungsrate durch Xanthinoxidase in Maus Serum, Mittelwerte = SEM (n
= 12). Die Xanthinoxidase Aktivitdt zeigte einen nur tendenziellen Anstieg durch
die Angiotensin II-Behandlung des Wildtyps und auch die al AMPK-Defizienz
filhrt nur tendenziell zur Xanthinoxidase Aktivititserhohung. Die Behandlung mit
Angiotensin II bei al AMPK defizienten Tieren fiihrte allerdings zu einem signifi-
kanten Anstieg der Xanthinoxidase Aktivitét. Fiir Signifikanzangaben siche Tabelle
25.*=p<0,05vs. WT; ** = p < 0,05 vs. AMPK-/-.

Superoxid Produktion durch isolierte Herzmitochondrien, Mittelwerte £ SEM (n =

10). Sowohl die Angiotensin II-Behandlung im Wildtyp als auch die al AMPK-
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Defizienz fiihrten zu einem signifikanten Anstieg der mitochondrialen ROS im Ver-
gleich zum unbehandelten Wildtyp. Die Angiotensin II-Behandlung im al AMPK
defizienten Tier fiihrte zur weiteren signifikanten Steigerung der mitochondrialen
ROS. Fiir Signifikanzangaben siehe Tabelle 26. * = p < 0,05 vs. WT; ** = p < 0,05
vs. AMPK-/-.

Chemilumineszenz von intakten Aortensegmenten mit Luzigenin, L-012 und Lumi-
nol/HRP, Mittelwerte + SEM (n = 4 - 6). Die durch Luzigenin vermittelte Chemi-
lumineszenz (spezifische Detektion von O2-+ Radikalen) zeigte nur im Angiotensin
[I-behandelten Wildtyp einen Anstieg des ROS-Signals. Die L-012 vermittelte
Chemilumineszenz (Detektion von O2e-, Peroxynitrit und H202) zeigte einen An-
stieg des Signals in Tieren, mit al AMPK-Defizienz und einen weiteren Anstieg in
al AMPK-defizienten Tieren, die mit Angiotensin II behandelt worden waren. Der
Ansatz mit Luminol plus HRP (Detektion von extrazellulirem Wasserstoffperoxid
und Peroxynitrit) zeigte einen signifikanten Anstieg des Signals in Aorten von
ol AMPK-defizienten Tieren, die mit Angiotensin II behandelt worden waren, aber
auch Angiotensin II- behandelte Wildtypen zeigten ein verstarktes ROS-Signal. Fiir
Signifikanzangaben siehe Tabelle 27. * = p < 0,05 vs. WT; ** = p < 0,05 vs.
AMPK-/-.

mRNA-Expression der NADPH-Oxidase-Untereinheiten NOX-1, p22phox und
NOX-2 in Maus Aorta, Mittelwerte als % des WT = SEM (n = 6), wobei WT =
100%. Die Expression von NOX-1 mRNA zeigte nach Angiotensin II-Behandlung
des Wildtyps einen signifikanten Anstieg, der auch im al AMPK-defizienten Tier
beobachtet wurde. Die zusitzliche Behandlung des a1 AMPK-defizienten Tiers mit
Angiotensin II fithrte zu einem weiteren Anstieg. Bei der p22phox-Expression fiihr-
te nur die Angiotensin II-Behandlung des a1 AMPK-defizienten Tiers zu einem sig-
nifikanten Anstieg. Die NOX-2 Expression zeigte die deutlichste Expressionssteige-
rung im ol AMPK-defizienten Tier, das mit Angiotensin II behandelt wurde. Fiir
Signifikanzangaben siehe Tabelle 28. * = p < 0,05 vs. WT; ** = p < 0,05 vs.
AMPK-/-.

mRNA-Expression der Inflammationsmarker VCAM-1, iNOS und COX-2, Mittel-
werte als % des WT = SEM (n = 5 - 6), wobei WT = 100%. Alle Inflammations-
marker zeigten eine starke Expressionssteigerung ihrer mRNA in al AMPK-

defizienten Tieren, die mit Angiotensin II behandelt worden waren. Fiir Signifi-
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kanzangaben sieche Tabelle 29. * =~ p < 0,05 vs. WT; ** = p < 0,05 vs. AMPK-/-.

Immunhistochemie von in Paraformaldehyd (4%) fixierten Aortensegmenten. Ge-
zeigt sind reprisentative Aufnahmen; blau eingefarbt wurden die Zellkerne durch
Gegenfarbung mit Hdmatoxylin, braun geférbt sind spezifische Antikorperbindun-
gen gegen CD68. Orientierung: Endothel nach links bzw. nach unten. Es wurde
keine merkliche Anderung der Makrophageninfiltration innerhalb der vier unter-
suchten Tiergruppen sichtbar.

Densitometrische Auswertung der Western Blots von Maus Aorten. eNOS-
Phosphorylierung: Mittelwerte als % des WT + SEM, wobei WT = 100% (n = 6).
Durch die Behandlung mit Angiotensin II reduzierte sich die eNOS-
Phosphorylierung im Wildtyp signifikant. Die al AMPK-Defizienz resultierte in
einer tendenziellen Reduktion der Phosphorylierung, die sich durch zusitzliche An-
giotensin [I-Behandlung verringerte. Fiir Signifikanzangaben siche Tabelle 30. * = p
< 0,05 vs. WT; ** = p < 0,05 vs. AMPK-/-.

Western Blots der NOX-2 Expression und densitometrische Auswertung, Mittel-
werte als % des WT £ SEM, wobei WT = 100% (n = 6). Es war nur bei a1 AMPK-
defizienten Tieren, die mit Angiotensin II behandelt worden waren eine signifikante
Expressionssteigerung von NOX-2 auf Proteinebene festzustellen. Fiir Signifikanz-
angaben siehe Tabelle 31. * = p < 0,05 vs. WT; ** = p < 0,05 vs. AMPK-/-.
Immunhistochemie von in Paraformaldehyd (4%) fixierten Aortensegmenten; ge-
zeigt sind repriasentative Aufnahmen; blau eingefarbt wurden die Zellkerne durch
Gegenfarbung mit Hamatoxylin, braun gefdrbt sind spezifische Antikérper gegen
NOX-2; Orientierung: Endothel links. Vor allem im Angiotensin II-behandelten
al AMPK-defizienten Tier war die Farbung von NOX-2 im Endothel und in der
Adventitia verstérkt.

Immunhistochemie der in Paraformaldehyd (4%) fixierten Aortensegmente; gezeigt
sind reprisentative Aufnahmen; blau eingefarbt wurden die Zellkerne durch die
Gegenfarbung mit Hdmatoxylin, braun geférbt sind spezifische Antikorperbindun-
gen an Nitrotyrosin; Orientierung: Endothel links. Eine Steigerung der Protein-
Nitrierung konnte bereits im Wildtyptier, das mit Angiotensin II behandelt wurde
festgestellt werden. Eine weitere Steigerung im Endothel- und Adventitia-Bereich

allerdings zeigte sich im al AMPK-defizienten Tier, das mit Angiotensin II behan-
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delt wurde.

DPP- antioxidative Kapazitit von Maus Serum, photometrische Messung bei 517
nm; Mittelwerte als % des WT = SEM (n = 18 - 24), wobei WT = 100%. Die antio-
xidative Kapazitit wurde bereits im Wildtyp durch die Angiotensin II-Behandlung
gesenkt. Durch die zusétzliche al AMPK-Defizienz allerdings wurde die antioxida-
tive Kapazitit nochmals signifikant reduziert. Fiir Signifikanzangaben sieche Tabelle
32. *=p<0,05vs. WT; ** = p <0,05 vs. AMPK-/-.

Endothelabhéngige Relaxation von préparierten Aortensegmenten (4 mm) in Or-
ganbadanlagen. Angegeben ist die prozentuale Relaxation nach Acetylcholingabe
(Mittelwerte £ SEM, n = 12). Die Relaxationsfahigkeit in LPS-behandelten Wiltyp-
tieren reduzierte sich signifikant im Vergleich zu unbehandelten Tieren. Durch die
gleichzeitige Behandlung mit AICAR konnte die Reduktion fast aufgehoben wer-
den, was bei a1l AMPK-defizienten Tieren nicht moglich war. Fiir Signifikanzanga-
ben siehe Tabelle 33. * = p < 0,05 vs. WT; ** =p < 0,05 vs. WT + LPS / AICAR.
Superoxid-Detektion im intakten Aortengewebe, Inkubation der Aortensegmente
mit Dihydroethidin, das durch Superoxidradikale zu Ethidium oxidiert, rote Fluo-
reszenz des Ethidiums, griine Eigenfluoreszenz der Lamina; 400fache Vergrofe-
rung; Darstellung repriasentativer Ergebnisse aus n = 6 Experimenten. Fiir Details
siche Text.

Endothelabhédngige Relaxation von préparierten Aortensegmenten (4 mm) in Or-
ganbadanlagen (Mittelwerte = SEM, n = 12), prozentuale Relaxation auf Acetylcho-
lingabe. Die PGC-1la-Defizienz allein resultiert in einer Rechtsverschiebung der
Relaxationskurve auf Acetylcholingabe im Vergleich zum Wildtyp. Durch die zu-
satzliche Angiotensin II-Behandlung wurde die verringerte Relaxation nochmals
signifikant reduziert, was durch die Co-Behandlung mit AICAR nicht verhindert
werden konnte. Fiir Signifikanzangaben siehe Tabelle 34. * = p < 0,05 vs. WT; ** =
p <0,05 vs. PGC-1a-/-.

Entkopplung der NO-Synthasen durch Oxidation des Tetrahydrobiopterins: in der
intakten NO-Synthase (Homodimer, oben) flieBen die Elektronen von NADPH iiber
FAD zu FMN, welches die Elektronen jeweils an die Oxygenase Doméne (das Ei-
senporphyrin) des anderen gekoppelten Monomers weitergibt. Bei der entkoppelten

NO-Synthase liegen im schlimmsten Fall Monomere vor bzw. wurde die Bindung
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des Dimer-Komplexes durch eine Konformationsdnderung verdndert (z.B. durch
Fehlen des Cofaktors BH4 bzw. Oxidation des Zink-Thiolat-Komplexes), wodurch
es zu einer Entkopplung des Elektronenflusses kommt. Die Elektronen werden auf
molekularen Sauerstoff iibertragen, und es entsteht Superoxid. CAM, Calmodulin;
Zn, Zink (verindert nach’).

Postulierter Rosiglitazon-Signalweg: Aktivierung der AMPK, die ihrerseits die PKC
inhibiert, wodurch die Aktivierung der NADPH-Oxidase unterbunden werden kann.
Dieser Signalweg ist unabhingig von der PPARy Aktivierung (verandert nach®**).
Erythrozyten, Himoglobin und Hématokritwerte sind in al AMPK-defizienten Tie-
ren signifikant reduziert, wihrend die Milz vergroBert ist. Foller et al. 2008.
Schematische Zusammenfassung der AMPK-Wirkungen im vaskuldren System

(verandert nach®*®).
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Superoxidbildungsrate durch Xanthinoxidase; Mittelwerte + SEM (n = 12) und Sig-
nifikanzangaben (p<0,05 nach Bonferroni-Test).

Superoxid-Produktion durch isolierte Herzmitochondrien, Mittelwerte + SEM (n =
12).und Signifikanzangaben (p<0,05 nach Bonferroni-Test).

mRNA-Expression der NADPH Untereinheiten NOX-1, p22°"* und NOX-2 (n =
5), Mittelwerte in % bezogen auf die Kontrollgruppe (CTR = 100%) und Signifi-
kanzangaben (p<0,05 nach Bonferroni-Test).

mRNA-Expression der Inflammationsmarker COX-2, iNOS und VCAM-1 in
Maus-Aorta; Mittelwerte in % bezogen auf die Kontrollgruppe (CTR = 100%) und
Signifikanzangaben (p<0,05 nach Bonferroni-Test).

Densitometrische Auswertung der c-Jun-Phosphorylierung und c-Jun Expression;
Darstellung der Mittelwerte in % der CTR + SEM; CTR = 100% (n = 6) und Signi-
fikanzangaben (p<0,05 nach Bonferroni-Test).

Versuchstiergruppen zur Analyse der AMPK-Defizienz durch knockout der alphal-
Untereinheit.

Densitometrische Auswertung der ACC- bzw. AMPK-Phosphorylierung sowie der
aAMPK- und a1l AMPK-Expression ; Darstellung der Mittelwerte in % des WT;
WT = 100% (n = 6) und Signifikanzangaben (p<0,05 nach Bonferroni-Test).
Acetylcholin-Relaxation; pD,-Werte und Signifikanzangaben (p<0,05 nach Bonfer-
roni-Test), siche Abbildung 53.
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Tabelle 20

Tabelle 21

Tabelle 22

Tabelle 23

Tabelle 24

Tabelle 25

Tabelle 26

Tabelle 27

Tabelle 28

Tabelle 29

Tabelle 30

Tabelle 31

Tabelle 32

Tabelle 33

Tabelle 34

Nitroglyzerin-Relaxation; pD2-Werte und Signifikanzangaben (p<0,05 nach Bon-
ferroni-Test).

DeaNONOat-Relaxation; Darstellung der pD,-Konzentrationen und Signifikanzan-
gaben (p<0,05 nach Bonferroni-Test).

Serum-Nitrit Messung; Mittelwerte £ SEM (n = 6) in nM, aus n = 6 Messungen und
Signifikanzangaben (p<0,05 nach Bonferroni-Test).

NO-Bioverfiigbarkeit; Mittelwerte + SEM (n = 11 - 13) und Signifikanzangaben
(p<0,05 nach Bonferroni-Test).

Protein-Nitrierung; Darstellung der Mittelwerte + SEM (n = 18) und Signifikanzan-
gaben (p<0,05 nach Bonferroni-Test).

NADPH-Oxidase Aktivitit in Herzmembranfraktionen; Mittelwerte = SEM (n =
16)und Signifikanzangaben (p<0,05 nach Bonferroni-Test).

Superoxidbildungsrate durch Xanthinoxidase; Mittelwerte + SEM (n = 12) und Sig-
nifikanzangaben (p<0,05 nach Bonferroni-Test).

Superoxid Produktion durch isolierte Herzmitochondrien; Mittelwerte = SEM (n =
10) und Signifikanzangaben (p<0,05 nach Bonferroni-Test).

Chemilumineszenz von intakten Aortensegmenten; Mittelwerte = SEM (n =4 - 6)
und Signifikanzangaben (p<0,05 nach Bonferroni-Test).

mRNA-Expression der NADPH-Oxidase-Untereinheiten NOX-1, p22°"* und
NOX-2, Mittelwerte = SEM in % bezogen auf die Kontrollgruppe (WT = 100%) (n
= 6) und Signifikanzangaben (p<0,05 nach Bonferroni-Test).

mRNA-Expression der Inflammationsmarker COX-2, iNOS und VCAM-1; Dar-
stellung der prozentualen Mittelwerte + SEM (n=5 - 6) (WT = 100%) und Signifi-
kanzangaben (p<0,05 nach Bonferroni-Test).

Densitometrische Auswertung der Western Blots von Maus Aorten. eNOS-
Phosphorylierung: Mittelwerte in % des WT £ SEM (n = 6); WT = 100% und Signi-
fikanzangaben (p<0,05 nach Bonferroni-Test).

Densitometrische Auswertung der NOX-2 Expression ; Mittelwerte in % des WT +
SEM (n=6); WT = 100% und Signifikanzangaben (p<0,05) nach Bonferroni-Test.

DPP- antioxidative Kapazitit von Maus Serum; Mittelwerte als % des WT £ SEM
(n=18 —24) (WT =100 %) und Signifikanzangaben (p<0,05 nach Bonferroni-
Test).

Relaxation durch Acetylcholin; Darstellung der pD,-Werte und Signifikanzangaben
(p<0,05 nach Bonferroni-Test).

Relaxation durch Acetylcholin; Darstellung der pD,—Werte und Signifikanzangaben
(p<0,05 nach Bonferroni-Test).
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Molecular Cardiology

Suppression of the JNK Pathway by Induction of a
Metabolic Stress Response Prevents Vascular Injury
and Dysfunction

Eberhard Schulz, MD*; Jom Dopheide, MD*; Swenja Schuhmacher, BS; Shane R. Thomas, PhD;
Kai Chen, MD, PhD; Andreas Daiber, PhD; Philip Wenzel, MD:;
Thomas Miinzel, MD; John F. Keaney, Jr, MD

Background —Oxidative injury and dysfunction of the vascular endothelium are early and causal features of many vascular
diseases. Single antioxidant strategies to prevent vascular injury have met with mixed results.

Methods and Results—Here, we report that induction of a metabolic stress response with adenosine monophosphate kinase
{AMPK) prevents oxidative endothelial cell injury. This response is characterized by stabilization of the mitochondrion
and increased mitochondrial biogenesis, resulting in attenuation of oxidative c-Jun N-terminal kinase (JNK) activation.
We report that peroxisome proliferator coactivator la is a key downstream target of AMPK that is both necessary and
sufficient for the metabolic stress response and JNK atteruation. Moreover, induction of the metabolic stress response
in vivo attenuates reactive oxygen species—mediated JNK activation and endothelial dysfunction in response to
angiotensin II in wild-type mice but not in animals lacking either the endothelial isoform of AMPE or peroxisome

proliferator coactivator 1.

Conclusion—These data highlight AMPK and peroxisome proliferator coactivator lee as potential therapeutic targets for
the amelioration of endothelial dysfunction and, as a consequence, vascular disease. (Circrlation. 2008;118:1347-1357.)

Key Words: angiotensin - m endothelivm m hypertension m metabolism

he vascular endothelium mediates local tissue homeosta-

sis through the regulation of blood flow, coagulation, and
trafficking of both macromolecules and inflammatory cells.!
Dvsfunction of the endothelium is an early feature of chronic
diseases such as atherosclerosis and diabetes, and the pres-
ence of endothelial dysfunction predicts future wvascular
consequences.™ These chronic vascular diseases exhibit
excess ambient levels of reactive oxygen species (ROS) in the
vascular wall that contribute to endothelial injury and dys-
function.* Attempts to limit endothelial injury and vascular
disease via exogenous ROS scavengers have not been proven
effective in clinical settings,® indicating that the mechanisms
of oxidative endothelial injury are not well defined.

Clinical Perspective p 1357

One means of cellular protection against injury is caloric
restriction; ample data indicate that this intervention not only
extends the lifespan of model organisms but also reduces the
risk of chronic degenerative diseases® However, the exact

mechanisms responsible for these effects have not been fully
elucidated. Recent efforts in model systems have uncovered a
number of caloric restriction “mimetics™ that have proved
useful in studying metabolic stress. Among these compounds
are 2-deoxy glucose and metformin.” The former is a non-
metabolizable form of glucose that inhibits the phosphohex-
ose isomerase enzyme and extends lifespan in Caenorhabdi-
tis elegans.® Metformin is a drug for improving insulin
resistance that induces changes in metabolism and changes in
gene expression that closely parallel caloric restriction.® The
specific mechanismis) whereby caloric restriction and its
mimetics provide cellular protection and longevity are not yet
clear.

Among the pathways sensitive to nutrient deprivation is
the adenosine monophosphate (AMP)-activated protein
kinase (AMPK). This ubiguitous kinase is a heterotrimeric
enzyme consisting of «, B, and ¥ subunits that is sensitive to
the cellular AMP:ATP ratio and consequently plays a pivotal
role in cellular adaptation to energy stress.® Activation of
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AMPEK attenuates anabolic processes such as the synthesis of
proteins, fatty acids, and cholesterol, and it stimulates ATP-
generating catabolic pathways.® Accordingly, downstream
targets of AMPK include key enzymes of glucose and lipid
metabolism, '™ mitochondrial enzymes,'" and transcriptional
coactivators controlling mitochondrial biogenesis.'* The pre-
cise role of AMPK and its molecular targets in more
generalized stress responses, however, is not well defined.®
Therefore, the purpose of this study was to examine the
implications of AMPK in mediating the response to oxidative
stress, a key feature of many chronic diseases.

Methods

Materials

Cell culture reagents were obtained from Invitrogen (Carlsbad, Calif)
and Cambrex (East Rutherford. NI, 3-Aminoimidazole-4-
carboxamide riboside (AICAR) was obtained from Toronto Research
Chemicals {Toronto, Canada). Tumor necrosis factor alpha-o
{TNF-x) was purchased from R&D svstems (Minneapolis, Minn).
Compound C was a kind gift from Merck. Polyclonal antibodies
against phospho-AMPK (Thr-172), a-AMPK. and phospho-acetyl
CoA carboxylase (ACC:; Ser-79) were from Cell Signaling Technol-
ogy (Beverly, Mass). We obtained antibodies for catalase and
mitochondnal transcription factor A from Abcam (Cambridge,
Maszs) and the heme oxygenase- | antibody from Stressgen (Victoria,
BC, Canada). Antibodies against ACC, o-AMPK, @-AMPK, su-
peroxide dismutase (SOD) 1, and SOD2 were from Upstate Biotech-
nology (Lake Placid, NY), as well as the small interfering RNA
{siRNA) constructs SMARTPool with controls. [PPATP (250 uCi,
[ mCi'ml) was obtained from Perkin Elmer Life Sciences (Boston,
Mass). Dihydrothodamine, 1C-1, nonyl acndine orange (NAO), and
MitoTracker Green FM were purchased from Molecular Probes
{Eugene, Ore). Lipopolysacchande (Escherichia coli stereotype
0128:B12) and all other reagents were obtained from Sigma (St
Liows, Mao).

Adenoviruses

The adenoviral vector expressing a dominant-negative a2-AMPK
mutant was a kind gift of Dr Moms J. Bimbaum {(University of
Pennsylvama).'® The adenoviral vector expressing PGC-la was a
kind gift by Dr Bruce M. Spiegelman { Dana-Farber Cancer Institute).
Cells were typically infected at a multiplicity of infection of 10 to 50,
and control adenovirus consisted of a Lac’ construct at the same
multiplicity of infection.

Cell Culture

Human umbilical vein endothehal cells (HUVECs) were cultured in
EGM-2 medium {Clonetics) with all supplements and used between
passages 3 and 6. Four hours before AMPE activation, HUVECs
were cultivated in a reduced-serum medium containing 0.4% FBS
with all EGM-2 supplements in a 1:3 diluton. COS-T cells were
cultwred 1in DMEM (Gibco, Invitrogen) supplemented with 10%:
FBS, 2 mmol/L L-glutamine, 100 UimL penicillin, and 100 pefml
streptomycin. For expenments, confluent cells were used on cither
G-well or 12-well plates. Porcine aoric endothelial cells (PAECs)
were cultured as described . Owvernight, AICAR (1 mmol/L) or
metformin (5 mmol/L) treatment was directly added to the cell
medium, and before HJ D, exposure, cells were washed in HEPES-
buffered physiological salt solution (P55) as described. 4

Cellular ATP Content and AMPK Activity Assay
Measurement of ATP was performed with the bioluminescent somatic
cell assay kit (Sigma) according to instructions. Determination of
AMPE catalytic activity was performed by incorportion of [“P] into
the specific AMPE target sequence HMESAMSGLHLVERR (5AMS
peptide) as descnibed previously . '

Veroffentlichung

Mitochondrial ROS Production

Mitochondnal ROS production was assessed by measunng dibydror-
hodamine 123 fluorescence. After treatments, PAECs were washed
and incubated for 30 minutes with 10 pmol/L dihydrorhodamine in
P55, washed in PS5, and treated with 200 pmol/l. HOs for 30
minutes. Cells were then washed, scraped in ice-cold PBS, and
dispersed by repeated pipetting, and aliquots were added to either
coverslips or 96-well plates. Dihydrorhodamine fluorescence was
assessed with a fluorescent plate reader (Molecular Devices, Sunny-
vale, Calif) with excitation at 480 nm and emission at 335 nm.

Mitochondrial Membrane Potential

Mitochondnal membrane potential was estimated by flucrescence of
JC-1 aggregates that are formed as a function of inner mitochondrial
membrane potential. ' PAECs were washed twice with PSS, oquil-
tbrated for 30 minutes, and then treated with HyO; or vehicle for |
hour. After treatment, cells were carefully washed 2 times and
incubated with 2.5 pg/ml JC-1 for 15 minutes in PSS, washed 3
times in PSS, and subjected to fluorescence (for red fluorescence:
excitaion, 350 nm; emission, 600 nm; for green fluorescence:
excitation, 483 nm; emission, 335 nm) ratio detection.

Transcriptional Activation Assays

and Immunoblotting

All expenments were performed with the Dual Luciferase Reporier
Asszay (Promega, San Luis Obispo, Calif) with an internal Renilla-
luciferase control plasmid to normalize for transfection efficiencies.
COS8-7 cells were transiently transfected for 40 hours with the human
mitochondrial transcription factor A luciferase promoter as de-
scribed.'” Immuncbloting was perfformed as previously descnbed.

Cell Death Assays

PAECs in 12-well plates were treated with vehicle, AICAR, or
metformin overnight in regular mediom. Cells were then kept in
HEPES-buffered PSS (30 minutes) and exposed to increasing con-
centrations of HaOs for 2 hours. For the lactate dehydrogenase (LDH)
release assay. we used the cytotoxicity detection kit (Roche Applied
Science. Indianapolis, Ind) normalized to 1 well treated with 1%
Triten X-100 for maximum LDH release. Cell viability was also
assessed by the CellTiter 96 AQ,_ . One Solution Cell Proliferation
Assay (Promega) following the manufacturer’s instructions. Briefly,
the tetrazolivum compound 3-(4,35-dimethylthiazol-2-y1)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-{4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium, inner
salt (MTS) 15 bioreduced by metabolically active cells into a
formazan product and can be measured by the amount of 490 nm
absorbance in the tssue media.

Mitochondrial Mass Determination

Mitochondnal mass was estimated by fluorescence of MAO or
MitoTracker Green FM, both mitochondnal specific dyves, indepen-
dently of the mitochondrial membrane potential 1519 After vanous
treatments, HUVECs were washed twice with PBS and then incu-
bated in full growth medium including 100 nmoll. NAD or Mito-
Tracker Green FM for 30 minutes at 37°C and 5% CO,. After 3 washes,
cells were subjected to fluorescence detecton (for MitoTracker Green
FM: excitation, 490 nm; emission, 316 nm; for NAO: excitation, 495
nm; emission, 319 nm) as an indicator of mitochondnal mass.

Gene Silencing by siRNA

Double-stranded RMNA1 was transfected into cells with BENAiFect
((hagen, Valencia, Calif). After 72 howrs of transfection, cells were
incubated with | mmol/L. AICAR overmight for chrome AMPK
activation. Then, 100 pmol/l. HyOy for 2 hours was applied to the
cells for cell death and cell survival assays. Scrambled RNAL
{(Upstate Biotechnology Inc, Waltham, Mass) was used as control.

Experimental Animals
Animal experiments were in accordance with the Declaration of
Helsink: and Mational Insttutes of Health guidelines and were
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Figure 1. Peroxide induces AMPK activation in endothelium. PAECs in 6-well plates were exposed to H,0. as indicated and lysed,
and the lysates were probed for (A) phosphorylation (p-) of AMPK and ACC, (B) AMPK activity, and (C) ATP contant as describad
in Methods. PAECs weare then treated with H.O, as indicated after treatment with sither the AMPK inhibitor compound C (20
pmaol; D) or dominant-negative AMPK (AMPK-DN) adenovirus (E), and cell death or viability was determinaed by LDH release and
MTS assay, respectively, as described in Methods. F, PAECs were treated with dominant-negative AMPK adenowvirus and AMPE
activation assessed after H.O, exposure by phosphorylation of the AMPE target ACC. CTL indicates control.

performed with approval of the Ethics Committee of the Univer-
sity Hospital Mainz. To stuwdy in vive AMPK activation by
AICAR, we used male C53TBI6 mice. The mice were anesthetized
by 1soflurane inhalation and treated with a subcutancous csmotic
minipump {(Alzet model 1007) containing either angiotensin I or
solvent (NaCl 0.9%) for 7 days. Angiotensin infusion rate
averaged | mg - kg™ - d7. Animals from both groups were
randomized o receive either AICAR (200 mg - kg -d ) or
vehicle (NaCl 0.9%) wia subcutancous injection once daily,
starting at the time of the angiotensin II-containing minipump
implantation. To probe the role of AMPE, we wsed 100 @l-
AMPE knockout mice™ and corresponding littermate wild-type
mice (CITBI& 1205v/FVB-N background) as controls. To probe
the role of PGC-la, we used animals with severely diminished
PGC-la levels as described previously.?! In a second approach,

endothelial dysfunction was induced in wild-tvpe mice by a single
intraperitoneal injection of lipopolysacchanide (15 mg/kg), and
the mice were killed 24 hours later. Mice were randomized to
receive either AICAR (200 mg - kg ™' - d° ") or vehicle (NaCl
0.9%) via subcutancous injection once daily, starting 2 days
before lipopolysaccharide treatment. To dissect the role of
AMPEK, lipopolysacchande/AICAR injections also were per-
formed in @ l-AMPK knockout mice. After all treatment proto-
cols, animals were killed, and tissues were removed and subjected
to further analysis.

Assessment of Endothelial Function

and Superoxide

Endothelial function was assayed as endothelium-dependent arterial
relaxation in segments of thoracic aona as described previously. =
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Cells werse then treated with HO., and either cell death or viability was determined as indicated by LDH release or MTS assay, respec-
tivaly. E, PAECs wero treated with metformin as indicated, and AMPE activity was detarmined in cell lysates as **P inconporation into
the SAMS peptide as described in Methods. *P<0.05 vs 0 mmol/L by 1-way ANOVA with a posthoc Dunnett test. F, PAECs were
treated with 1 mmolL metformin or AICAR before a 2-hour exposure to H:O: as indicated, and cell death was determined by LDH
release. “P-<0.05 vs control (CTL) 50 wmolL H:Oy TP<0.05 vs control 100 wmol/L H:Os both by 1-way ANOVA with a posthoc Dunnatt

test.

Vaszcular superoxide was estimated with dihydroethidiom staining, =
and MADPH-oxidase activity was cstimated in heart membrane
fractions as described ™

Statistical Analysis
All immunoblots are representative of 3 to 4 independent expen-
ments. Numerical data are presented as mean=5EM. Compansons
among treatment groups were performed with 1-way ANOVA and
an appropriste posthoc Dunnett or Tukey companson. Statistical
significance was accepted if the null hypothesis was rejected with
values of P=<<0.05.

All authors had full access to and take full responsibility for the
integrity of the data. All authors have read and agree to the

manuscript as wniten.

Results

Peroxide Induces AMPK Activation in

the Endothelium

Because AMPK isoform composition is known to affect its
function in various cell types,? we uwsed reverse-tran-
scriptase polymerase chain reaction and immunoblotting to
determine that endothelial cells almost exclusively harbor the
er; catalytic isoform (Figures IA and IB of the online Data
Supplement). There is also a predominance of the B, and v,
isoforms (Figure 1A). We then treated endothelial cells with
H,O; and observed concentration-dependent AMPE activa-
tion as assessed by Western blot and AMPK activity assay
(Figure 1A and 1B). Inhibitors targeting phosphoinositide
3-kinase, protein kinase C, src-family kinases, general ty-
rosine kinases, mitogen-activated protein kinases, or intracel-

lular calcium transients did not block H.O.-induced AMPK
activation (data not shown). We next examined cellular
energy status and found that endothelial ATP levels decline
rapidly after H)0, exposure (Figure 1C), sugpesting that
AMPK activation is, at least in part, mediated by the resulting
rise in cellular AMP that can allosterically activate AMPE.®

To determine whether AMPK activation promotes sur-
vival, we inhibited H,O.-mediated AMPK activation with
compound C but observed no impact on cell death (Figure
D). Similarly, overexpression of a dominant-negative
AMPEK mutant had no impact on H,O-mediated cell death
(Figure 1E) despite significant inhibition of AMPEK activation
(Figure 1F). These data indicate that acute AMPK activation
has limited implications for endothelial cell death in response
to H, O,

Chronic AMPK Activation Induces Stress
Adaptation in Endothelium

We were able to elicit sustained endothelial cell AMPK
activation with AICAR treatment over 20 hours on the basis
of AMPK activity and phosphorylation of its downstream
target, ACC (Figure 2A and 2B). This chronic AMPK
activation before H;0, challenge produced a significant
attenuation in the response to H,0, that was reversed by
either pharmacological (Figure 2C) or molecular (Figure 2D}
inhibition of AMPK. Shorter AICAR treatment for 30 min-
utes or 4 hours did not mimic the effects observed with a
20-hour treatment period (supplementary Figure II). To
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Figure 3. AMPE-mediated adaptation involves the mitochondrion. A, PAECs in 6-well plates were exposed to AICAR, metformin (MET),
or bufier alone (CTL) as in Figure 2, followed by assessment of JNK, Akt, and p38 MAP kinase activation (p-) as described.® B, PAECs
treated as in A were lysed, and the content of the indicated proteins was determined by immunoblotiing. C, PAECs treated with AICAR
as in A were washed and exposad to 100 pmoll HaOs (60 minutes) before loading with 2.5 pg/mL JC-1 {final concentration) and then
aamined either qualitatively by microscopy (C) or quantitativaly in a plate reader (0} for red (excitation, 550 nm; emission, 00 nm) and
grean (excitation, 485 nm; emission, 535 nm) fluorescence. Images are representative of 3 independent experiments, and quantitative
analysis represents mean=SEM of 3 independent aexperiments. “P-<0.05 vs without H.O. by 2-way ANOVA and a Tukey posthoc test.
E, PAECs wera treated as in A and loaded with 10 pmol/L dibydrorhodamine before H.Oy treatment and fluorescence (excitation, 480
nm; emission, 535 nm)} detaction (n==5). $P<0.05 vs control H.O, treated by 2-way ANOVA and a Tukay test. F, PAECs were incubated
with 1 pmol MitoQ as described* before assessment of H.0,-induced mitochondrial ROS (F) or HaOy-induced JNK activation (G).

Imzages ars representative of n=4, “P<0.05 vs no H.O..

determine the general nature of these findings. we chronically
activated AMPK with the drug metformin (Figure 2E)*" and
observed a significant inhibition of HyO-induced cell death
that was quantitatively similar to that observed with AICAR
{Figure 2F). Thus, chronic AMPK activation attenuates H,0s-
induced endothelial cell death.

AMPEK-Mediated Stress Adaptation Involves

the Mitochondrion

Cell viability after H;O, exposure is, in part, dictated by the
relative activity of death versus survival pathways*® We
probed Akt and mitogen-activated protein (MAP) kinase
activation and found that AICAR and metformin had no
impact on H,O-induced Akt or P38 MAP kinase activation
(Figure 3A), whereas c-Jun N-terminal kinase (JNK) activa-
tion determined as c-Jun phosphorylation was abrogated by
AMPK (Figure 3A)* We did not find any change in
cytosolic antioxidant enzymes with AICAR or metformin;

however, we did detect a 30% to 40% increase in mitochon-
drial S0D (Figure 3B and supplementary Figure I11).

Because JNK is a downstream component of mitochondrial
death signals®® and AMPK activation increased mitochondrial
50D, we explored the implications of chronic AMPK acti-
vation for mitochondrial responseis) to toxic stimuli. Endo-
thelial cell H,0, treatment reduced mitochondrial membrane
potential, and chronic AMPK activation with AICAR (Figure
3C and 3D} or metformin (not shown) prevented this effect.
Similarly, the H,0,-induced mitochondrial ROS signal deter-
mined by dihydrorhodamine fluorescence was attenuated by
chronic AMPK activation with either metformin or AICAR
iFigure 3E). We also could mimic the effect of AICAR to
suppress the mitochondrial ROS signal and JNK activation in
response to Ha0; using the mitochondria-targeted antioxidant
Mito(}+31 (Figure 3F and 3G). Collectively, these data
indicate that chronic AMPK activation modifies mitochon-
drial responses to HyO,.
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Figure 4. AMPEK activation in endothelial cells induces PGC-1e—depandent mitochondrial biogenesis. A, PAECs were exposed to
AICAR as indicated, lysed, and subjected to immunoblotting for assessment of AMPE activation {(p-ACC) and the levels of PGC-1« and
mitochondrial transcription factor A (Mi-TFA)L B, BAECs were transfected with the MI-TFA promoter linked to a luciferase reporiar=
before incubation with AICAR with or without compound C, followed by assessment of luciferase activity. Adenoviral transfection of
human PGC-1a sarved as positive control (CTL). G, PAECs wera incubated with AICAR or matformin as indicated, and mitochondrial
mass was determined flucromeatrically with MitoTracker Green or NAC as indicated ("P-<20.05 vs control by 2-way ANOVA and Dun-
nett's test). HUVECs wera transfected with adenoviral vectors expressing either g-galactosidase (Lacd) or human PGC-1e. Cells were
then lysed and assessed for the indicated proteins (D) or mitcchondrial mass wsing MitoTracker (E; *P<0.05 vs control by 1-way
AMNOVA and Dunnett’s test). F, HUWECs wera treated with the indicated siRMA or buffar control for 72 hours before 2 24-hour incuba-
tion with AICAR. Mitochondrial mass was then determined using MitoTracker Green. *F<0.05 vs no AICAR exposura.

Chronic AMPK Activation Induces
PGC-1a-Dependent Mitochondrial Biogenesis

One recognized link between AMPEK and the mitochondrion
is mitochondrial biogenesis' that appears dependent on
PGC-ler in many tissues.® In agreement with these data,
AICAR treatment increased the abundance of markers asso-
ciated with mitochondrial biogenesis such as PGC-1le, mito-
chondrial transcription factor A, and cytochrome ¢ (Figure
44 and supplementary Figure IV). Consistent with this
observation, AICAR treatment produced PGC-la—driven
gene transcription assessed by the mitochondrial transcription
factor A promoter linked to luciferase (Figure 4B).32 Simi-
larly, chronic AMPK activation produced an increase in
endothelial cell mitochondrial mass (Figure 4C), and this
effect was recapitulated with adenoviral overexpression of
PGC-lee (Figure 4D and 4E). Finally, AICAR stimulation
increased mitochondrial mass in an o -AMPE- and PGC-1a—
dependent manner (Figure 4F). Collectively, these data indi-
cate that chronic AMPK activation increases endothelial cell
mitochondrial biogenesis and mass.

Stimulation of Mitochondrial Biogenesis Enhances
Endothelial Cell Resistance to H, 0,

The endothelial cell resistance to H.Os-induced death and
dysfunction afforded by AMPK extended beyond H.O, be-
cause TNF-c—induced cell death (measured as JNK activa-
tion; Figure 3A) also was inhibited by AMPK. Because we
believed that the action of AICAR and metformin involved

the mitochondrion (Figure 3) and that AMPK facilitates
mitochondrial biogenesis (Figure 4), we examined the link
between mitochondrial biogenesis and endothelial cell resis-
tance to stress. We found that AMPK activation reduced
H,Oinduced cell death, and this response was recapitulated
with PGC-la overexpression via adenoviral transfection
iFigure 5B and 5C). The effect of AICAR against H,O.-
mediated cell death was lost by siRNA-mediated suppression
of either «;-AMPK or PGC-le (Figure 5D and 5E). We also
found that overexpression of PGC-la selectively attenuates
H.Orinduced JNK activation with preserved p38 MAP ki-
nase activation (Figure 5F). In total, these data link stimula-
tion of mitochondrial biogenesis to endothelial cell protection
from cell death and indicate that PGC-1ee overexpression is
both necessary and sufficient for this response.

In Vivo AMPK Activation Prevents Endothelial
Dysfunction in a PGC-1a—Dependent Manner

To determine whether our cell culture data are operative in
vivo, we used a model of angiotensin infusion that produces
vascular dysfunction, in part, through increased vascular
oxidative stress via ROS production. Accordingly, we
induced endothelial dysfunction in mice with a 7-day infusion
of angiotensin II. Aortas were harvested and examined for
endothelial function as acetylcholine-induced endothelium-
dependent arterial relaxation. We found that angiotensin
Il-induced endothelial dysfunction (Figure 6A) was charac-
terized by an increased superoxide signal in media of the
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Figure 5. Mitochondrial biogenesis protects endothelial cells from H,0.-mediated toxicity. A, PAECs were incubated with AICAR or
metformin (MET) for 24 hours before exposure to THNF-« as indicated. Cells were lysed and immunoblotted for c-Jun or its phosphory-
ated (p-) form. B, C, HUVECs wene treated with 24 hours of AICAR (1 mmol’'l) or metformin (5 mmol/L) or transfacted with control
{Lacd) or PGC-1a adenovirus. Cells were then treated with H.O, as indicated for 2 hours, and cell death or viability was determined by
LDH release or MTS assay, respectively ("P-=0.05 vs CTL, 1P=0.05 vs H,O, alone by 1-way ANOVA with Tukeay test; n=5). I, E,
HUVECs were incubated (72 hours) in media alone or media with siRNA against e ,-AMPK, PGC-1a, or scrambled control {Scr) before
noubation with or without AICAR for 24 hours. After incubation, cells were treated with H.O., and LDH releasa or call survival was
assessed as in B and C, respectively ("P--0.05 vs no additions by 1-way ANOVA with Dunneit’s tast). F, HUVECs were incubated with
control (Ad-Lacy) or PGC-1e adenovirus (Ad-PGC-1«) for 48 hours before exposure to HaOs or THNF-a (10 ng/ml) as indicated. Cells
wera lysed and immunoblotied for phosphorylated c-Jun, total PGC-1«, and actin.

thoracic aorta (Figure 6B), increased myocardial NADPH
oxidase activity (Figure 6C).** and JNK activation (Figure
6D). In this model, chronic AMPK activation with AICAR
attenuated endothelial dysfunction (Figure 6A) and NADPH
oxidase activation (Figure 6B and 6C) without material
alteration in the blood pressure response (supplementary
Figure V). Moreover, AICAR was ineffective in preserving
endothelial function in mice lacking either the el-AMPK
isoform (Figure 6E) or PGC-le (Figure 6F), validating our
paradigm in vivo.

To determine whether chronic AMPK activation was
generally protective, we used a lipopolysaccharide-induced
model of endothelial dysfunction.®* Treatment of mice with
lipopolysaccharide induced both endothelial dysfunction
iFigure TA) and an increased vascular superoxide signal
iFigure 7TB) that were prevented by chronic AMPK activation
in wild-type but not al-AMPK-null mice. Thus, taken
together, these data indicate that chronic AMPK activation in
vivo also protects the endothelivm against the injurious
actions of angiotensin I1 and lipopolysaccharide.
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Figura &. Metabolic stress protects the endothelium from angiotensin ll-mediated dysfunction. Mice (C57BIE) were infusad with angio-
tensin Il (ATIE; 1.0 mg - ko™ - d~') or wehicle (CTL) via osmotic minipumps for 7 days, and each group was also treated with AICAR
{200 mg - kg~ - d~") or vehicls by subcutansous injection once daily. Aortas wera harvested and assessed for (A) endothelium-
dependent relaxation to acetylcholine (Ach), (B) superoxide by dihydroethidium staining, and (D) JMEK activation as c-Jun phosphoryla-
tion (*P=0.05 vs vehicle alons, $P<0.05 vs angiotensin |l alone both by 2-way ANOVA interaction term). C, Hearts were also harvested
for NADPH oxidase activity with NADPH-driven lucigenin chemiluminescence as described.®* Mice lacking «1-AMPK (E) or PGC-1a (F)
and littermate controls were infused with angiotensin 1l or vehicle, and each group also was treated with either AICAR or vehiclke as in A
{“FP=0.05 vs wehicla infusion). E indicates endothelium; A, adventitia.

Discussion
In this study, we found that induction of metabolic stress in
the form of chronic AMPK activation was highly effective in
protecting endothelial cells against both HyO; and TNF-c.
This stress resistance was related to AMPK-mediated modu-
lation of the mitochondrial redox state that was dependent on
the transcriptional coactivator PGC-lee. Indeed, PGC- 1 was
sufficient for this response as determined by overexpression
of PGC-le, and the redox modulation was mimicked by a
mitochondria-targeted antioxidant. We also found that the
AMPK-PGC-le pathway selectively attenuated stress-
related JINK activation, an effect one might expect to suppress
stress-related cellular injury and death. Our findings were
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physiologically relevant because metabolic stress induction
via AICAR in vive prevented angiotensin Il-mediated JNK
activation and endothelial injury. a process dependent on
oxidative stress and vascular ROS production®® Moreover,
lipopolysaccharide-induced endothelial dysfunction also was
prevented by chronic AMPEK activation. This protective effect
of AICAR was lost in mice lacking «l-AMPK (the isoform
that predominates in the endothelium) and PGC-lea. Thus,
these data indicate that AMPK can direct adaptive changes in
the mitochondrion via PGC-le. which enhances mitochon-
drial biogenesis and cellular resistance to stress.

Previous studies addressing the role of AMPK in cell death
have yielded equivocal results 3-3% Some of these previous

Figure 7. Matabolic siress protects the endothe-
lium from lipopolysaccharide (LPS)-induced dys-
function. Wild-type (WT; C57BI&M295v/FVE-N)
of «&1-AMPE-null mice were injected with intra-
venous lipopolysaccharide (10 mg - kg™' -d™"j or
vehicle (CTL) via tail vein as indicatad. The indi-
cated groups also were pratreated (2 days) with
AICAR (200 mg - ko' - d™ ") by subcutanaous
injection once daily. Aortas were harvested and
assessed for (&) endothelium-dependant relax-
ation to acetylcholing or (B} superoride by dihy-
drogthidium staining as in Figure 6. *P<0.05 vs
vehicle alone by 2-way ANOVA interaction term.
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negative studies relied solely on AICAR as the means to
increase AMPK activity 3638 However, AICAR may affect
other AMP-dependent enzymes. and long-term AICAR treat-
ment might increase cellular nucleotide levels * In this study,
we used metformin as a complementary means of AMPK
activation and found comparable effects on endothelial cell
survival. Because the mechanism of metformin-mediated
AMPEK activation differs from that of AICAR2 there is
confidence that the results with AICAR are indeed due to
AMPK activation. This contention is supported by our
observations that both genetic and pharmacological ap-
proaches to block AICAR-mediated AMPK activation re-
versed the protective effects of AICAR in vitro and in vivo.

It is now clear that different AMPEK isoform compositions
may dictate distinct sequelae of AMPK activation. For
example, metabolic consequences of AMPK activation such
as insulin sensitivity®* have largely been attributed to the w2
isoform. The AMP dependency of AMPK is also greater in
ee2-bearing enzyme complexes ' Moreover, differences in
substrate specificity have been observed for the 2 a-subunits
in vitro.2* Thus, the fact that endothelial cells exclusively
harbor the e ]-AMPK isoform may indicate a functional role
distinct from the well-characterized metabolic features of
AMPEK. For example, one could speculate that the e 1-AMPK
enzyme is protective against cell death, whereas a2-
containing enzymes might promote it. In this regard, studies
in newronal or pancreatic cells (with a preponderance of the
2 isoform) exhibit increased cell death on AMPK activa-
tion*? whereas data presented here and another study in
endothelial cells (with the «l isoform) show that AMPE
activation is cytoprotective.®

In the present study, we found that AMPK activation
induced mitochondrial biogenesis in the endothelium, consis-
tent with reports from skeletal muscle.' A previous report
suggests that modulation of nitric oxide levels in endothelium
parallel PGC-1x—dependent mitochondrial biogenesis** Be-
cause previous in vivo data implicate endothelial nitric oxide
synthase—derived nitric oxide in mitochondrial biogenesis *
it is tempting to speculate that our effects with AICAR are
duoe to endothelial nitric oxide synthase activation. Such
speculation would be consistent with reports that AMPK is
responsible for vascular endothelial growth factor-mediated
endothelial nitric oxide synthase activation.*s However, re-
cent data that AMPK directly phosphorylates PGC-la*
would seem to refute the requirement for nitric oxide produc-
tion. Understanding the precise details of AMPK-mediated
PGC-le activation in the endothelium requires further
investigation.

Signaling cascades that lead to cell death often require
mitochondrial ROS production and a loss of mitochondrial
membrane potential #* We have implicated stabilization of the
mitochondrial membrane potential and reduced mitochon-
drial ROS as key targets for metabolic stress—mediated
prevention of endothelial cell death. Our findings implicate
PGC-lex in this process and provide a mechanism whereby
the observed contribution of PGC-la to cellular oxidant
defense leads to attenuation of cell death*® Indeed. the fact
that a mitochondria-targeted antioxidant (Mito(Q)) alzo limits
stress-induced mitochondrial ROS and cell death supports our
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contention that the mitochondrion is a key component of
AMPK-mediated protection.

Our data indicate that metabolic stress provides cellular
protection, at least in part, through the attenuation of JNK
activation. It is well known that JNK mediates apoptosis and
cell death in response to environmental stress;*? thus, it is
plausible that the salutary effects of metabolic stress stem
from JNK inhibition. However, the specific means whereby
AMPK and PGC-le signaling impact JNK is not yet clear.
One possibility relates to observations that prolonged JNK
activation requires intracellular ROS, which inactivates JNK
phosphatases. s In our study, we found that AMPK activation
attenuated intracellular and mitochondrial ROS signals, per-
haps preventing the phosphatase inhibition needed for JNK
activation. Published data indicate that manganese 30D
prevents TNF-x—induced JNK activation.®® consistent with
our findings that AMPK increases endothelial cell manganese
50D content. Thus, suppression of intracellular ROS appears
to be a plausible explanation for our findings that AMPK and
PGC-la attenuate endothelial INK activation and injury.

The present study has important implications for endothe-
lial cell biology. Oxidative stress is a common feature of
many vascular diseases and is known to impair endothelial
function. Indeed, endothelial damage and reendothelialization
are important factors that determine endothelial function. In
this context, the endothelium has emerged as a target for the
development of new therapies for vascular disease. However,
the implications of increased oxidative stress on endothelial
cell viability have garnered surprisingly little attention. We
show here that moderate levels of oxidative stress (=10
pmol/l. H:04) lead to significant endothelial cell necrosis;
thus, it seems reasonable that finding new molecular targets
to limit endothelial cell death should favorably affect vascular
disease. Our study identifies PGC-lee, a key regulator of
mitochondrial biogenesis, as a potential molecular target to
improve endothelial cell viability and function in vascular
disease.
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CLINICAL PERSPECTIVE
Experimental and clinical studies defined endothelial dysfunction as an early marker of atherosclerotic vascular disease.
Therefore, preservation of endothelial function is an important goal to avold vascular disease and to improve prognosis.
In the present study, we establish the activation of adenosine monophosphate—activated protein kinase (AMPK), a key
enzyme in the adaptation to metabolic stress, as a way to prevent endothelial injury and finally wascular disease.
Interestingly, antidiabetic drugs {metformin, glitazones) and statins have AMPK-activating properties, which may, at least
in part, contribute to their desired metabolic effects. Our study also suggests that these drugs will exert beneficial effects
on the vasculature through AMPK activation apart from those secondary to improved metabolic control. Because
cardiovascular events largely determine the prognosis of patients with metabolic disorders, the choice of a drug with
AMPEK-activating properties seems reasonable because it will improve both endothelial function and metabolic control.
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