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2. Zusammenfassung

Die endotheliale NO-Synthase (eNOS) erfiillt — solange sie funktionell ist —
vasoprotektive und anti-atherosklerotische Funktionen im kardiovaskularen System.
So stellt eine Steigerung der eNOS-Genexpression einen potentiellen Ansatz zur
Pravention und/oder Therapie kardiovaskularer Erkrankungen dar. Wir haben in der
Vergangenheit verschiedene molekulare Mechanismen der eNOS-
Expressionssteigerung unter physiologischen, pathologischen und pharmakologischen
Bedingungen beschrieben und charakterisiert. In vielen Fallen ging eine Erhéhung der
eNOS-Expression mit erhdhter NO-Produktion einher, so z.B. nach Behandlung mit
Ostrogenen, Histamin, Staurosporinanaloga, Flavonoiden aus Artischocke und
Polyphenolen aus Rotwein. Aber bei diesen Untersuchungen wurde auch klar, dass
eine gesteigerte eNOS-Genexpression nicht immer mit der Produktion bioaktiven NOs
einhergeht. So war unter verschiedenen pathophysiologischen Bedingungen die
eNOS-Expression gesteigert, ging aber mit einer verminderten Freisetzung bioaktiven
NOs einher. Beispiele sind: Ceramid-behandelte Endothelzellen sowie Blutgefalie aus
spontan-hypertensiven Ratten, Angiotensin ll-induzierten hypertensiven Ratten, Ratten
mit Streptozotocin-induziertem Diabetes. In diesen Modellen wurden experimentelle
Hinweise auf eine ,eNOS-Entkopplung®, d.h. die NOS-katalysierte Produktion von

reaktiven Sauerstoff-Spezies, gefunden.

Die Entdeckung des Phé&nomens der Entkopplung von Sauerstoff-Reduktion
und NO-Produktion bei der eNOS (eNOS-Entkopplung) hatte zunachst die Hypothese,
eine Expressionssteigerung der eNOS als therapeutisches Ziel anzuvisieren, in Frage
gestellt. Wir haben jedoch in den letzten Jahren Substanzen gefunden, die die eNOS-
Expression steigern, aber auch gleichzeitig die eNOS-Entkopplung revertieren kénnen.
Midostaurin z.B. korrigierte einerseits die eNOS-Entkopplung durch Unterdriickung der
Expression der vaskularen NADPH-Oxidasen und erhohte andererseits die eNOS-
Expression im Gefa3-Endothel. Kombination dieser beiden Wirkungen fihrte zur
Relaxation der WiderstandsgefaBRe in atherosklerotischen Mausen und zur
Blutdrucksenkung in spontan-hypertensiven Ratten. So scheint es eine praktikable
Strategie fur kardiovaskulare Erkrankungen zu sein, die eNOS-Expression zu steigern
und gleichzeitig die eNOS-Entkopplung zu verhindern bzw. eine bereits bestehende

eNOS-Entkopplung zu revertieren.
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3. Einleitung

3.1. Das von der eNOS stammende NO ist ein schiitzendes Molekul

im Gefal3system.

3.1.1. Biosynthese von NO

Die Biosynthese von Stickstoffmonoxid (NO) wird in Zellen vom Enzym NO-
Synthase (NOS; EC 1.14.13.39) katalysiert, von dem drei Isoenzyme identifiziert und
charakterisiert sind: die neuronale nNOS, die induzierbare INOS und die endotheliale
eNOS (Forstermann et al., 1994). Alle drei NOS-Isoenzyme oxidieren den Guanidino-
Stickstoff der Aminosaure L-Arginin zu NO und L-Citrullin. Nicotinamid-Adenin-
Dinukleotid-Phosphat (NADPH) und molekularer Sauerstoff fungieren als Kosubstrate.
Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD), Flavin-Mononukleotid (FMN) und Ham dienen in allen
drei Isoformen als prosthetische Gruppen. Ein weiterer essentieller Kofaktor ist 5,6,7,8-
Tetrahydrobiopterin (BH,). Wichtig fur die katalytische Aktivitat der drei NOS-Isoformen
ist die Bildung von Homodimeren, fiir sie scheint Him essentiell zu sein (Férstermann

et al., 1994; Forstermann & Minzel, 2006).

3.1.2. Biologische Wirkung des endothelialen NO

Die eNOS erflllt wichtige protektive Funktionen im kardiovaskularen System.
Das von ihr produzierte NO ist ein potenter Vasodilatator, der konstant zur
Verminderung des GefaRtonus und des Blutdrucks beitragt. Mause mit einem
deletierten eNOS-Gen entwickeln eine Hypertonie (Huang et al., 1995). Weiter schitzt
das endotheliale NO vor Plattchenaggregation und -adhé&sion. Durch die NO-
vermittelte Unterdriickung der Expression von Chemokinen und Adhasionsmolekilen
wird auch die Adhasion von Leukozyten (und ihre nachfolgende Immigration)
gehemmt. Schlie8lich unterdrickt NO auch die Proliferation der glatten
Gefallmuskulatur  (Forstermann et al., 1994; Li & Forstermann, 2000).
Zusammengenommen vermittelt das endotheliale NO wichtige vasoprotektive und anti-
atherosklerotische  Wirkungen. Umgekehrt  wird bei  atherosklerotischen

GefaRRveranderungen vaskulares NO vermehrt durch Sauerstoffradikale inaktiviert, was
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dann der Progression der Atherosklerose Vorschub leistet (Forstermann et al., 1994; Li
& Forstermann, 2000).

3.2. Regulation der eNOS-AKktivitat

Die Aktivitat der eNOS wird durch verschiedene Faktoren moduliert, wobei hier
die Erhéhung der intrazellularen Ca?*-Konzentration den wichtigsten aktivierenden
Mechanismus darstellt. Innerhalb der Zelle ist die eNOS Uuber einen Myristoyl- und
einen Palmitoyl-Rest in der Plasmamembran verankert, wo sie in Caveolae genannten
Mikrodoméanen lokalisiert ist (Shaul, 2002). Die ebenfalls in den Caveolae lokalisierten
Proteine der Caveolin-Familie inhibieren direkt die Aktivitdt der eNOS. Durch
intrazellulare Ca*-Erh6éhung und Bildung des Ca*/Calmodulin-Komplexes kann die
Bindung der eNOS an Caveolin gelést und die eNOS aktiviert werden. Eine weitere
Erklarung fur die Ca®*-abhéngige Aktivierung der eNOS ist die Verdrangung des
sogenannten ,selbsthemmenden Elementes, was durch die Bindung von

Ca?*/Calmodulin an die eNOS aufgehoben werden kann (Fleming & Busse, 2003).

Darlber hinaus kann die eNOS-Aktivitdt durch Phosphorylierung des Enzyms
mittels  unterschiedlicher Phosphokinasen reguliert werden. So fuhrt die

177 zu einer Ca*-unabhangigen Stimulation der NO-

Phosphorylierung des Serin
Produktion (Dimmeler et al., 1999), wahrend die Phosphorylierung des Thyrosin*®® die
eNOS-Aktivitat hemmt (Fleming et al., 2001). Die Enzym-Aktivitat der eNOS wird auch
durch mehrere Interaktionsproteine, wie z.B. Hsp90 (Garcia-Cardena et al., 1998),

NOSIP (Dedio et al., 2001) und NOSTRIN (Zimmermann et al., 2002), reguliert.

3.3. Regulation der eNOS-Expression

Wahrend die eNOS friher als konstitutiv exprimiertes Enzym angesehen
wurde, ist heute klar, dass ihre Expression einer komplexen Regulation unterliegt. So
zeigt die aktuelle Literatur, dass verschiedene physikalische, biochemische und
pharmakologische Einflisse in der Lage sind, die Expression der eNOS zu regulieren.
Hier sind nur ein paar Beispiele erwahnt. Details sind in unseren Ubersichtsartikeln der
vergangenen Jahre ausgefuhrt (Li & Forstermann, 2000a; Li et al., 2002b; Li et al.,
2002c).
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3.3.1. Schubspannung

Einer der wichtigsten Stimuli fir die eNOS-Expression ist die Schubspannung
(,laminar shear stress®), die durch das flieRende Blut auf die Endothelzellen einwirkt.
Schubspannung verstarkt sowohl die Transkription also auch die mRNA-Stabilitat der
eNOS (Davis et al., 2001); die Tyrosinkinase cSrc ist in beide Ereignisse involviert. Die
durch Schubspannung induzierte eNOS-Expression bendtigt zusatzlich noch die MAP-
Kinasen Ras/Raf/MEK1/2 wund die Erk1/2. Die Schubspannungs-bedingte
Stabilisierung der eNOS-mRNA ist dagegen von den MAP-Kinasen unabhéangig (Davis
et al.,, 2001). Die Aktivierung des eNOS-Promotors wird durch Bindung des
Transkriptionsfaktors NF-xB an das ,shear stress-responsive element” (5-GAGACC-
3’, lokalisiert zwischen -990 und -984) (Davis et al., 2004) verursacht. In einer
weiteren Region des eNOS-Promotors, namlich zwischen -652 und -644, bindet der
~Kruppel-like factor* KLF2 (SenBanerjee et al., 2004). Interessanterweise scheint die
Wirkung der beiden Transkriptionsfaktoren, NF-xB und KLF2, koordiniert zu sein. Die
Schubspannungs-induzierte Aktivierung des NF-xB erreicht das Maximum nach 30

min, die maximale Induktion des KLF2 wird nach 6h erzielt (Searles, 2006).

Fur die Stabilisierung der eNOS-mRNA scheint 3'-Polyadenylisierung wichtig zu
sein (Weber et al., 2005). mRNAs mit langem 3’-Poly(A)-Schwanz sind stabiler und
haben eine hohere Translationsaktivitdit (Mazumder et al., 2003). Die der
Schubspannung ausgesetzten Endothelzellen zeigen eine erhdhte Expression von
eNOS-mRNA mit langem 3’-Poly(A)-Schwanz. Die Halbwertszeit dieser eNOS-mRNA
ist deutlich verlangert und weist eine hdhere Translationseffizienz auf, als eNOS-
MRNA aus statischen Endothelzellen, die nicht der Schubspannung ausgesetzt wurde
(Weber et al., 2005).

3.3.2. Ostrogene

Fur Ostrogene konnten wir eine signifikante Stimulation der eNOS-
Genexpression in  menschlichen Endothelzellen demonstrieren. Diese eNOS-
Expressionssteigerung ist transkriptionell vermittelt. Die eNOS-mRNA-Stabilitat bleibt

nach Behandlung mit Ostrogenen unverandert. Die Stimulation der eNOS-Expression
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ist Uber Ostrogenrezeptoren vermittelt, da sie mit Ostrogenrezeptor-Antagonisten
hemmbar ist. Der menschliche eNOS-Promotor enthdlt kein bona fide ,estrogen
response element® (ERE) und die vorhandenen ,half-sites® zeigen im
Gelretardationsassay keine vermehrte Bindung nukledrer Proteine nach
Ostrogenstimulation. Die Transkriptionssteigerung korreliert mit einer vermehrten

Bindung des essentiellen Transkriptionsfaktors SP1 (Kleinert et al., 1998).

3.3.3. Statine

Statine bewirken Uber eine kompetitive Hemmung des Schrittmacherenzyms
HMG-CoA-Reduktase die Inhibition des Mevalonat-Syntheseweges mit nachfolgend
verminderter Cholesterinproduktion in Hepatozyten. Dariiber hinaus konnten aber
auch cholesterinunabhangige, pleiotrope Effekte der Statine nachgewiesen werden
(Liao & Laufs, 2005).

In kultivierten Endothelzellen sowie in Versuchstieren fuhrt eine Statin-
Behandlung zur Steigerung der eNOS-Expression (Laufs et al.,, 1998). Isoprenoide
sind Intermediate des Mevalonat-Syntheseweges, deren Bildung durch Statine
gehemmt wird. Dadurch blockieren Statine die Geranylgeranylierung der Rho-Kinase,
die fur die Translokation vom Cytosol an die Membran und die Aktivitat des Enzyms
essentiell ist. Die aktivierte Rho-Kinase ist in die Polymerisation der Aktinfilamente und
die Ausbildung von actin-stress-fibers involviert. Fir die Stabilitat und Translation der
MRNA ist eine Verankerung im Aktinzytoskelett notwendig. So fuhrt Rho-vermittelte
Reorganisation des Aktinzytoskeletts zur Dissoziation und Destabilisierung der eNOS-
MRNA. Hemmung der Rho-Kinase steigert die Halbwertszeit der eNOS-mRNA und
damit auch die eNOS-mRNA-Expression (Endres & Laufs, 2004).

Statinbehandlung fuihrt wahrend eines experimentell induzierten Schlaganfalls
zur Steigerung des zerebralen Blutflusses mit nachfolgender Neuroprotektion (Endres
et al.,, 1998; Laufs et al., 2000). Diese schitzende Wirkung fehlt jedoch in eNOS-
Knockout-Méausen (Endres et al., 1998; Laufs et al.,, 2000). So lait sich die
neuroprotektive  Wirkung der Statine auf die eNOS-Expressionssteigerung

zuruckfuhren.
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3.3.4. Glucocorticoide

Glucocorticoide vermindern die eNOS-RNA- und Protein-Expression in
humanen Endothelzellen (Wallerath et al., 1999). Diesem Phanomen liegt eine
Kombination aus verminderter Transkription und Destabilisierung der eNOS-mRNA
zugrunde. eNOS-mRNA und eNOS-Protein fallen parallel ab, so dass eine Modulation
der Translation nicht stattzufinden scheint. Die Hemmung der eNOS-Expression wird
Uber Glucocorticoidrezeptoren vermittelt, da sie mit Glucocorticoidrezeptor-
Antagonisten unterdriickbar ist. Allerdings fehlt dem humanen eNOS-Promotor ein
vollstandiges ,glucocorticoid response element* (GRE). Gelretardationsanalysen mit
verschiedenen  Transkriptionsfaktor-bindenden  Oligonucleotiden  zeigen  eine
konzentrationsabhangige Abnahme der Bindung des essentiellen Transkriptionsfaktors
GATA unter Glucocorticoid-Behandlung. Auch in vivo fihren Glucocorticoide zu einer
Herunterregulation der eNOS. Orale Verabreichung von Dexamethason bewirkt in
verschiedenen (endothelreichen) Rattenorganen eine Abnahme der eNOS-mRNA.
Dies geht einher mit einem Abfall der Plasmaspiegel von NO,/NO3z um etwa den
gleichen Prozentsatz. NO,/NOs; sind die im Plasma messbaren, stabilen
Oxidationsprodukte des NO. In der Mirkozirkulation laf3t sich nach Glucocorticoid-
Behandlung eine Abschwéachung der endothelabhdngigen Vasodilatation nachweisen.
Die funktionelle Relevanz dieser Glucocorticoid-induzierten Herunterregulation der
eNOS (und damit der NO-Produktion) zeigte sich in einem signifikanten, reversiblen
Anstieg des Blutdrucks der behandelten Tiere (Wallerath et al., 1999). In
Glucocorticoid-behandelten Wildtyp-M&usen ist eine Abnahme der eNOS-Expression
mit einem Anstieg des Blutdrucks gekoppelt. Der Blutdruck in eNOS”-Mé&usen bleibt
durch Glucocorticoide jedoch unbeeinflusst (Wallerath et al., 2004) (Wallerath et al.
2004). Zusammenfassend zeigt diese Arbeit, dass sich der (auch Klinisch zu
beobachtende) Blutdruckanstieg nach Glucocorticoid-Gabe zumindest zum Teil auf

eine Abschwachung der Expression der endothelialen NOS zuriickfihren Iaft.

3.3.5. Reaktive Sauerstoff-Spezies (ROS)

Behandlung der Endothelzellen mit Wasserstoffperoxid (H.O,) flhrt zur
Erh6hung der eNOS-Expression (Drummond et al., 2000). Die H,O,-induzierte eNOS-

Transkription ist abh&ngig von der Aktivierung der Ca?/Calmodulin-abhéngigen
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Kinase Il (CaMK 1) und der Tyrosinkinase JAK2 (Cai et al., 2001). H,O, ethtéht auch
die Stabilitdit der eNOS-mRNA durch einen noch unbekannten Mechanismus

(Drummond et al., 2000; Cai et al., 2001).

Erhdhung der eNOS-Expression durch ROS scheint eine Kompensation unter
pathologischen Bedingungen zu sein. Bei transgenen Mausen mit Uberexprimierter
p22phox zeigt sich in glatten Muskelzellen eine exzessive Superoxid- und H,O,-
Produktion (Laude et al., 2005). Die eNOS-Expression und NO-Produktion ist in den
BlutgefaRen dieser Mause stark erhoht. Der Blutdruck sowie die endothelabhéngige
Vasodilatation sind normal, was auf eine Kompensation durch NO hindeutet. Auch die
vaskulare Expression der extrazellularen Superoxid-Dismutase ist in diesen Méausen

(kompensatorisch) erhoht (Laude et al., 2005).

-10 -
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4. Methoden

41. Zellkultur

HUVEC:

Humane Umbilikalvenen-Endothelzellen (HUVEC) sind primére Endothelzellen,
die endogen die eNOS exprimieren. Sie wurden aus Nabelschniren per Kollagenase-
Verdau isoliert (Li et al., 2003).

EA.hy 926-Zellen:

Bei EA.hy 926-Zellen handelt es sich um eine humane endotheliale Zellinie, die
durch Fusion der humanen Alveolarepithel-dhnlichen Lungenkarzinomzellinie A549/8
mit HUVEC hergestellt wurde. Endogen verfligt sie Uber die eNOS. Die Zellen wurden
freundlicherweise von Cora-Jean S. Edgell von der University of North Carolina at

Chapel Hill, USA zur Verfigung gestellt (Edgell et al., 1983).

RFL-6-Zellen

RFL-6-Zellen sind Fibroblasten aus fotalen Rattenlungen. Sie verfligen Uber
eine gut stimulierbare l6sliche Guanylatcyclase, haben jedoch keine endogene NOS.
Deshalb wurden sie als Reporterzellen zur Messung der NO-Aktivitat von endothelialen

Zellen eingesetzt (Ishii et al., 1991). Die Zellen wurden von ATCC bezogen.

4.2. Molekularbiologische und biochemische Methoden

Die von dem Habiltanden verwendeten molekularbiologischen und

biochemischen Methoden sind nachfolgend gelistet (Tabelle 1).

-11 -



Dr. med. Huige Li Kumulative Habilitationsschrift

Tabelle 1. Liste der verwendeten molekularbiologischen und biochemischen Methoden

Methode

Beschrieben in
folgenden eignen
Publikationen

Analyse der eNOS-Transkription
Klonierung und Subklonierung des eNOS-Promotors
Stabile und transiente Transfektion
Luciferase-Reportergen-Assay
Gelretentions-Analyse (EMSA)

Analyse der eNOS-mRNA-Expression

RNase-Verdauungsschutzanalysen (RNase protection
assay)

Quantitative Real-Time-RT-PCR

Analyse der eNOS-Protein-Expression
Western-Blot-Analyse
Immunhistochemie

Analyse der eNOS-Aktivitat
[*C]L- Arginin-zu-[**C]L-Citrullin-Assay
Elektronen-Spin-Resonanz
RFL-6-Reporterzell-Assay (cGMP-Radioimmunoassay)
NO-Analyzer

Analyse der ROS-Produktion
Dihydroethidin (DHE)-Féarbung in Kryoschnitten
Lucigenin-Chemilumineszenz-Assay
L-012-Chemilumineszenz-Assay
CM-H,DCFDA-Fluoreszenz-Assay

Analyse der Protein-Phosphorylierung sowie Kinase-Assay
PKC-Translokation und -Aktivierung
PKCu-Autophosphorylierung
CaMK lI-Aktivitatsassay

a; b;c
a; b;d; e
a; b;d; e

h;i
b; d

e i

e

a (Li et al., 1998, Mol Pharmacol 53: 630-637); b (Li & Forstermann, 2000, Mol Pharmacol
57: 427-435); ¢ (Wallerath, Poleo, Li & Forstermann, 2003, J Am Coll Cardiol 41: 471-478);
d (Li et al., 2002, Circulation 106: 2250-2256); e (Li et al., 2003, Circulation 107; 2348-
2354); f (Li et al..,2004, J Pharmacol Exp Ther 310: 926-32); g (Kleinert, ..., Li &
Forstermann, 1998, Hypertension 31: 582-588); h (Hink, Li et al., 2001, Circ Res 88:e14-

e22);i(Li et al., 2006, J Am Coll Cardiol 47: 2536-2544).

-12 -
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4.3. Organbadversuche

Eine Veranderung der eNOS-Aktivitat/-Expression hat Auswirkungen auf die
Kontraktions- und Relaxations-Eigenschaften der BlutgefaRe. Diese wurden an
isolierten Ratten- bzw. Maus-Aorten im Organbad untersucht. Dabei wurden die
Aortenringe mit Noradrenalin vorkontrahiert und dann mit Acetylcholin relaxiert. Durch
Entfernung des Endothels bzw. Anwendung von NOS-Inhibitoren konnte
schlussgefolgert werden, ob die Wirkungen endothelabhangig, bzw. NOS-vermittelt
waren (Li et al., 2004; Li et al., 2005; Li et al., 2006).

4.4. Tierversuche

Die Genehmigung der Tierversuche erfolgte durch das
Landesuntersuchungsamt, Rheinland-Pfalz (AZ:177-07/021-14 und 177-07/031-25).

In beiden Tierversuchsvorhaben fungierte der Habilitand als stellvertretender Leiter.
Es wurden folgende Tiermodelle verwendet:
e Angiotensin ll-induzierte hypertensive Ratten (Mollnau et al., 2002);
e Spontan-hypertensive Ratten (Li et al., 2006);
e Streptozotocin-induzierte Diabetes-Ratten (Hink et al., 2001);
o ENOS-defiziente hypertensive Mause (Wallerath et al., 2004);

o ApoE-defiziente atherosklerotische Mause (Li et al., 2005).
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5. Ergebnisse und Diskussion

5.1 Die Expression der eNOS kann pharmakologisch gesteigert
werden.

5.1.1. PKC-Aktivatoren

Stimulatoren der Proteinkinase C (PKC), wie z.B. aktive Phorbolester (Phorbol-
12-myristat-13-acetat und Phorbol-12,13-dibutyrat), steigerten konzentrationsabhangig
die Expression der eNOS in humanen Endothelzellen auf bis zu 300% der Kontrolle.
Dieser Anstieg liel3 sich durch die spezifischen PKC-Inhibitoren Bisindolylmaleimid | (=
GF109203X), GO 6976, R0-31-8220 oder Chelerythrin hemmen. Humane EA.hy-926-
Endothelzellen exprimieren acht verschiedene PKC-Isoformen (o, B1, 8, €, n, ¢, A und
p). Nach Phorbolester-Behandlung translozierten PKCo und PKCe vom Zytosol in die
Plasmamembran, was ihre Aktivierung anzeigte. Nach 24-stindiger Phorbolester-
Stimulation waren diese Isoformen dann deutlich herunterreguliert. Der Zeitverlauf der
Aktivierung und spateren Herunterregulation der PKCo und PKCe korrelierte gut mit
der Phorbolester-stimulierten Steigerung der eNOS-Expression. Die Stimulation der
eNOS-Expression war ein rein transkriptioneller Vorgang; die eNOS-mRNA-Stabilitat

blieb unverandert (Li et al., 1998).

5.1.2. Staurosporinanaloga

Im Rahmen der o.g. Untersuchungen zur PKC-Aktivierung war aufgefallen,
dass der Proteinkinaseinhibitor Staurosporin selbst die Expression der eNOS auf bis zu
300% steigern konnte. Ahnlich effizient in der Stimulation der eNOS-Expression waren
die glykosidischen Staurosporinanaloga 7-Hydroxystaurosporin  (UCN-01) und
Midostaurin (4'-N-Benzoylstaurosporin, CGP 41251), wogegen die Bisindolylmaleimid-
Analoga GF109203X, Ro 31-8220 und G0 6983 keine stimulatorische Wirkung auf die
eNOS-Expression ausiibten. G6 6976, ein Methyl- und Cyanoalkyl-substituiertes,
nicht-glykosidisches Indolocarbazolderivat des Staurosporins hemmte sogar die eNOS-
Expression. Die Steigerung der eNOS-Expression durch glykosidische

Staurosporinanaloga war ein rein transkriptioneller Vorgang; die eNOS-mRNA-
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Stabilitédt blieb unverdndert (Abbildung 1). Staurosporin ist ein potenter, aber
unspezifischer Kinaseinhibitor. Andere Inhibitoren der PKC, PKA, PKG oder von
Tyrosinkinasen sind jedoch ohne Wirkung auf die eNOS-Expression, was die
Beteiligung dieser Kinasen an der Staurosporinwirkung unwahrscheinlich erscheinen
lant (Li & Forstermann, 2000b). Fitterung von Ratten und Mausen mit Midostaurin
fuhrte ebenfalls zur erhohten eNOS-Expression im vaskuldren Endothel (Abbildung 2)
(Li et al., 2005; Li et al., 2006). Somit stellen glykosidische Staurosporinanaloga eine
neue Klasse von Substanzen dar, die positiv mit der Transkription des eNOS-Gens
interagieren. Entsprechende Derivate haben ein Potential als kardiovaskulér protektive
Substanzen (siehe 5.3.). Die Anwendung am Menschen scheint mdglich; Substanzen
wie UCN-01 und Midostaurin befinden sich als potentielle Antitumortherapeutika in

klinischen Phase-ll-Untersuchungen (Li & Forstermann, 2000b).

350

N - Staurosporine

S 300 -= UCN-01

= - Midostaurin

c

(=}

X 250

S

[}
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Z 150 -4  GF 109203X

DE: =+ Ro 31-8220

@)

pd -+ G0 6976
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0 I I
0 1 10 100 1000 CH;  (CH,),CN
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Staurosporine : R,=H R,=H GF 109203X: R,=(CH,)5-N(CH,), R,=H R;=H
UCN-01 : R,=OH R,=H Ro 31-8220:  R,;=(CH,);-S-CNH-NH, R,=CH, R,=H
Midostaurin: R,=H R,=benzoyl Go 6983: R,=(CH,)5-N(CH,), R,=H R;=OCH,

Abbildung 1. Struktur-Wirungsbeziehung der Staurosporinanaloga auf die eNOS-
Expression. Menschliche EA.hy 926 Endothelzellen wurden 18h lang behandelt und die
eNOS-mRNA-Expression mit RNase-Verdauungsschutzanalyse untersucht. **P<0,01;
***P<(0.001 vs. Kontrolle. (Li H & Foérstermann U (2000) Mol Pharmacol 57:427-435).
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Abbildung 2. Midostaurin erhéht die eNOS-Protein-Expression im Endothel der Ratte.
Spontanhypertensive Ratten wurden 5 Tage lang mit Midostaurin behandelt (75 mg/kg) und die
eNOS in der Aorta immunhistochemisch gefarbt (Li H, et al. (2006) J Am Coll Cardiol 47:2536-
2544).

5.1.3. Flavonoide

Es ist bekannt, dass Extrakte aus Artischockenblattern (Cynara scolymus L.)
einen choleretischen Effekt und eine Hemmwirkung auf die Cholesterin-Biosynthese
besitzen. Zusétzlich dazu konnten wir in unseren Untersuchungen zeigen, dass
Artischockenextrakte die eNOS-Genexpression in humanen Endothelzellen steigerten
(Li et al., 2004). Die Transkriptionsrate des eNOS-Gens wurde erhgdht und war von
einer gesteigerten eNOS-Expression auf mRNA- und Protein-Ebene begleitet. Die
eNOS-mRNA-Stabilitat ~ blieb  durch  Artischockenextrakt-Behandlung  jedoch
unbeeinflusst. Unter pathophysiologischen Bedingungen kann die eNOS-
Genexpression ebenfalls gesteigert sein, das Enzym kann jedoch dysfunktionell
werden (,entkoppeln“), so dass es anstelle von NO reaktive Sauerstoffspezies erzeugt
(siehe 5.2.). In mit Artischockenextrakten behandelten Endothelzellen blieb die eNOS
jedoch funktionell, da die Produktion von bioaktivem NO erhéht war. Die antioxidative
Wirkung der in Artischockenextrakten enthaltenen Polyphenole kénnte dazu beitragen

haben. Mit Artischockenextrakten ex vivo behandelte Rattenaorten zeigten eine
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verstarkte NO-vermittelte Vasodilatation. Fur die eNOS-expressionssteigernde
Wirkung waren u.a. die Artischocken-Flavonoide Luteolin und Cynarosid verantwortlich
(Li et al., 2004).

5.1.4. Rotwein und Resveratrol

Rotwein und die in Rotwein vorhandenen Polyphenole (z. B. Resveratrol und
Cyanidin), sowie Zimtsdure und Hydroxyzimtsdure erhdhten die eNOS-Expression.
Hierfir waren sowohl transkriptionelle als auch posttranskriptionelle Mechanismen
verantwortlich. Resveratrol und auch Rotwein selbst steigerten sowohl die eNOS-
Promotoraktivitat als auch die eNOS-mRNA-Stabilitat. Unter diesen Bedingungen fand
sich ebenfalls vermehrt bioaktives NO, welches mdglicherweise zu den kardiovaskular-
protektiven Wirkungen von Resveratrol und Rotwein beitrug (Wallerath et al., 2002;
Wallerath et al., 2003; Wallerath et al., 2005).

5.2 Eine Erh6hung der eNOS-Expression ist nicht immer protektiv

—das Phanomen der eNOS-Entkopplung

In den letzten Jahren wurde klar, dass die eNOS nicht immer vasoprotektiv ist.
Zunéchst wurde fir das isolierte eNOS-Enzym beschrieben, dass es bei
unzureichenden L-Arginin-Spiegeln und/oder bei ungentigender Versorgung mit BH,
Ham-katalysiert Superoxid (O,") produzieren kann. Bei grenzwertiger L-Arginin/BH,-
Versorgung kann das Enzym auch zwischen NO- und O,-Produktion hin und her
wechseln, so dass Peroxynitrit (ONOOQO) entsteht (Vasquez-Vivar et al., 1998; Xia et al.,
1998). Bei L-Arginin-Mangel, aber suffizienten Konzentrationen von BH, kann das
Enzym schlieBlich auch H,O, generieren (Stuehr et al.,, 2001). Die
Elektronenibertragung auf Sauerstoff statt auf Stickstoff wird als ,NOS-Entkopplung*

bezeichnet (Férstermann & Minzel, 2006).
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Abbildung 3. eNOS-Entkopplung am Beispiel des proarteriosklerotischen Sphingolipides
Ceramid. Eine 9-stiindige Behandlung humaner EA.hy 926 Endothelzellen mit Ceramid fihrt
zur Erhéhung der eNOS-mRNA-Expression (A und B, RNase-Verdauungsschutzanalysen). Die
Produktion bioaktiven NOs ist jedoch vermindert (C, RFL-6-Reporterzell-Assay). Die mit
Ceramid behandelten Zellen zeigen erhéhte ROS-Produktion, die durch den NOS-Inhibitor L-
NAME hemmbar ist (D, CM-H,DCFDA-Fluoreszenz-Assay). *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001 vs.
Kontrolle; *P<0,01 vs. Ceramid 10 MM (Li H, et al. (2002) Circulation 106:2250-2256).

5.2.1. eNOS-Entkopplung in kultivierten Endothelzellen

Das Sphingolipid Ceramid ist ein Signalmolekul, das mit proatherosklerotischen
Wirkungen assoziiert wird. In isolierten Endothelzellen steigerte Ceramid jedoch die
eNOS-Genexpression (Li et al., 2002a). Diese Hochregulation der eNOS war mit
Inhibitoren der Proteinphosphatase 2A (PP2A) unterdriickbar, ein Hinweis auf die
Beteiligung der PP2A an der Signaltransduktion. Die Bildung bioaktiven NOs war unter

Ceramid vermindert, die ROS-Produktion hingegen erhoht. Die erhdhte ROS-
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Produktion konnte zum Teil mit dem NOS-Inhibitor L-NAME blockiert werden, was auf
eine eNOS-Entkopplung hindeutet (Abbildung 3). Die eNOS-Entkopplung lie3 sich
durch Zugabe des NOS-Cofaktors BH, teilweise korrigieren (Li et al., 2002a).

Das biogene Amin Histamin ist ein seit langem bekannter Stimulator der eNOS-
Enzymaktivitdt. Wir entdeckten eine Langzeitwirkung des Histamins auf die eNOS-
Genexpression (Li et al.,, 2003)). In kultivierten humanen Endothelzellen erhdhte
Histamin die eNOS-Transkription. Diese Wirkung wurde Uber den H;-Rezeptor und
eine Aktivierung der CaMK Il vermittelt. Unter normalen Kultur-Bedingungen ging die
gesteigerte eNOS-Genexpression durch Histamin mit der Produktion bioaktiven NOs
einher. Wurden die Endothelzellen aber oxidativem Stress ausgesetzt, so z.B. unter
Inkubation mit Xanthin/Xanthin-Oxidase, wandelte sich die eNOS zu einem ROS-
produzierenden Enzym. Auch in diesem Fall konnte die durch Histamin-Behandlung
erhohte ROS-Produktion mit dem NOS-Inhibitor L-NAME blockiert werden, was auf
eine eNOS-Entkopplung hindeutet (Li et al., 2003).

5.2.2. eNOS-Entkopplung in Tiermodellen

Auch in Rattenmodellen der experimentellen Hypertonie, des Diabetes mellitus
und der Nitrattoleranz wurde die Kombination von gesteigerter eNOS-Genexpression
und eNOS-Entkopplung beobachtet; trotz erhohter eNOS-Genexpression war die
Produktion bioaktiven NOs in den BlutgefdRen vermindert. Dagegen war die ROS-
Produktion erhéht, wobei eine entkoppelte eNOS einen signifikanten Anteil daran hatte.
Die NOS-Inhibitoren N®-Nitro-L-Arginin (L-NNA) und sein Methylester L-NAME konnten
die ROS-Produktion zum Teil unterbinden (Mlnzel et al., 2000; Hink et al., 2001;
Mollnau et al., 2002).

5.2.3. Oxidativer Stress ist eine Ursache der eNOS-Entkopplung

In vielen Fallen liegt der unter verschiedenen pathophysiologischen
Bedingungen beobachteten eNOS-Entkopplung ein Mangel des essentiellen NOS-
Kofaktors BH, zugrunde. Es besteht eine enge Korrelation zwischen der

intrazellularen BH,;-Konzentration und der NO-Produktion in Endothelzellen (Werner-
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Felmayer et al.,, 1993). In einigen in vivo—Modellen kann die endotheliale NO-
Produktion durch Zufuhr von BH; oder durch Hemmung der BH4-Degradation

verbessert werden (Vasquez-Vivar et al., 2003).

Die intrazellulare BH4-Konzentration ist einerseits von der de novo-Synthese,
und andererseits vom Abbau abhangig. Oxidativer Stress kann zur exzessiven
Oxidation und Depletion von BH,; fuhren (Forstermann & Minzel, 2006). In
pathophysiologischen Tiermodellen mit vaskuldrem oxidativem Stress, wie z.B. den
Insulin-resistenten Ratten (Shinozaki et al., 1999), den spontan-hypertensiven Ratten
(Hong et al., 2001; Li et al., 2006), den DOCA-Salz-hypertensiven Ratten (Landmesser
et al., 2003), sowie den hypercholesterolamischen ApoE-Knockout Mausen (Laursen et
al., 2001), wurde eine verminderte vaskulare BH4-Konzentration festgestellt. Es wurde
gezeigt, dass Peroxynitrit, ein Reaktionsprodukt aus NO und Superoxid, BH,4 oxidieren

kann (Laursen et al., 2001; Kuzkaya et al., 2003).

5.3. Pharmakologische Unterdrickung des vaskuléren oxidativen

Stresses kann eine eNOS-Entkopplung revertieren

In Tiermodellen vaskularer Erkrankungen werden NADPH-Oxidasen als primére
Quelle gesteigerter ROS-Produktion identifiziert. Expression und Aktivitdt dieser
Enzyme sind in den Modellen gesteigert (Munzel et al., 2000; Hink et al., 2001; Mollnau
et al.,, 2002). Die PKC scheint in dem pathophysiologischen Geschehen eine
Schlisselrolle zu spielen (Xu et al., 2007). Eine Behandlung mit den PKC-Inhibitoren
Chelerythrin, GO0 6976 oder Midostaurin verminderte die (pathologisch erhdhte)
NADPH-Oxidase-Genexpression und -Aktivitat (Mtnzel et al., 2000; Hink et al., 2001,
Mollnau et al., 2002). In spontan-hypertensiven Ratten unterdriickte Midostaurin die
Expression der NADPH-Oxidase 1, steigerte die vaskulare BH4-Konzentration und

revertierte somit die eNOS-Entkopplung (Abbildung 4) (Li et al., 2006).
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Abbildung 4. Entkopplung der eNOS in spontanhypertensive Ratten (SHR) und
pharmakologische Korrektur durch Midostaurin. Im Vergleich zu Wistar-Kyoto-Ratten
(WKY) zeigen Aorten aus SHR erhéhte ROS-Produktion (L-012-Chemilumineszenz-Assay), die
durch L-NAME hemmbar ist (A). Midostaurin-Behandlung (75 mg/kg fir 5 Tage) vermindert die
Nox1-Expression (quantitative Real-Time-RT-PCR, B) und revertiert die eNOS-Entkopplung (A).
**P<0,01 (Li H, et al. (2006) J Am Coll Cardiol 47:2536-2544).
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5.4. Korrektur der eNOS-Entkopplung und Steigerung der eNOS-
Expression erscheint als eine praktikable therapeutische Strategie

fur kardiovaskulare Erkrankungen

Da die eNOS unter pathologischen Bedingungen entkoppelt vorliegt, bzw. eine
pharmakologisch-induzierte eNOS entkoppelt werden kann, ist es wichtig, den
funktionellen Zustand der eNOS zu erhalten. Dies kann durch Verhinderung der eNOS-

Entkopplung bzw. Reversion einer bestehenden Entkopplung erreicht werden.

Ein erfolgreiches Beispiel ist der PKC-Inhibitor Midostaurin. Durch
Unterdriickung der vaskularen NADPH-Oxidase-Expression verminderte Midostaurin
die BH;-Oxidation und hob die eNOS-Entkopplung in spontan-hypertensiven Ratten
auf (siehe oben) (Li et al., 2006). Damit wurde die Funktionalitdt des eNOS-Enzyms
wiederhergestellt (d.h. eNOS produzierte wieder NO statt ROS).

Unabhéngig von seiner Wirkung auf die PKC steigerte Midostaurin (und andere
glykosidische Staurosporinanaloga) die eNOS-Expression (Li & Forstermann, 2000).
Die Kombination der Korrektur der eNOS-Entkopplung einerseits und der Steigerung
der eNOS-Expression andererseits bedingte eine erhéhte endotheliale NO-Produktion.
Diese lie3 sich auch im Tier in vivo nachweisen. In zwei unterschiedlichen
Tiermodellen lie3en sich funktionelle Konsequenzen der gesteigerten NO Produktion
zeigen. In WiderstandsgefalRen atherosklerotischer ApoE-Knockout-Mause zeigte sich
eine Vasodilation der Widerstandsgefalde (Li et al., 2005), und in hypertensiven Ratten
konnte eine Blutdrucksenkung beobachtet werden (Abbildung 5) (Li et al., 2006). In
Anwesenheit des NOS-Inhibitors L-NAME fehlte die blutdrucksenkende Wirkung von
Midostaurin (Li et al., 2006). So lalt sich schlussfolgern, dass die vasoprotektiven
Wirkungen von Midostaurin auf die eNOS-Ruckkopplung und die eNOS-

Hochregulation zurtickzufiihren waren.

Auch unser Kooperationspartner, sanofi-aventis Pharm, hat grof3es Interesse,
eNOS-relevante Pharmaka zu entwickeln. Unter Verwendung von uns entwickelter
Reporterzellen haben Dr. Wohlfart und seine Kollegen mit einem Screening-Verfahren
einige ,eNOS transcription enhancer” identifiziert. Einer davon ist die Substanz 4-
fluoro-N-indan-2-yl-benzamide (AVE9488, auch C2431). AVE9488 erhohte die eNOS-
Promotoraktivitat, eNOS-Expression und die NO-Produktion in menschlichen

Endothelzellen. In Mausen in vivo steigerte AVE9488 den vaskuldren BH4-Gehalt
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durch noch unbekannte Mechanismen. In dem ,Cuff“-Maus-Modell hemmte AVE9488
die Neointima-Bildung. Diese anti-atherosklerotische Wirkung scheint Folge der
Steigerung der eNOS-Expression und Korrektur der eNOS-Entkopplung zu sein, denn
sie war in eNOS-Knockout-Mausen nicht nachweisbar. Auch im Langzeit-Modell der
Atherosklerose, den ApoE-Knockout-Mausen, hemmte AVE9488 die Atherosklerose-

Entwicklung (Wohlfart et al., 2002; Wohlfart et al., 2007).
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Abbildung 5. eNOS-abhéngige antihypertensive Wirkung von Midostaurin. Behandlung
mit Midostaurin (Mido, 75 mg/kg) fuhrt zu einer reversiblen Blutdruck-Senkung in
spontanhypertensiven Ratten (SHR, A, telemetrische Blutdruckmessung). Auch in Wistar-
Kyoto-Ratten (WKY) wird der Blutdruck leicht gesenkt (B). In Anwesenheit des NOS-Inhibitors
L-NAME verandert Midostaurin den Blutdruck nicht (C). *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001 vs.
Werte vor der Midostaurin-Behandlung (Li H, et al. (2006) J Am Coll Cardiol 47:2536-2544).
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Zusammengefaldit zeigen unsere Arbeiten, dass pharmakologische
Interventionen, die einerseits die eNOS-Entkopplung revertieren und andererseits die
eNOS-Genexpression steigern, ein therapeutisches Potential zur Pravention und/oder
Therapie (kardio)vaskuléarer Erkrankungen besitzen. Midostaurin und AVE9488 sind
solche prototypischen Substanzen, die diese beiden Wirkungen auf unterschiedliche

Weise in sich vereinigen.
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6. Ausblick

In Zukunft sollte weiter Uberprift werden, ob eine Kombination von Korrektur
der eNOS-Entkopplung und Steigerung der eNOS-Expression als eine
pharmakologische Intervention etabliert werden kann (Abbildung 6). Zusatzlich zu
Midostaurin und AVE9488 haben wir noch weitere Substanzen gefunden, die reziproke
Wirkung auf die eNOS und die NADPH-Oxidase austben. Naturstoffe pflanzlicher
Herkunft wie z.B. die Betulinsaure und die Ursolsdure erhdhten die Expression der
eNOS und unterdrickten die Expression der NADPH-Oxidase in menschlichen
Endothelzellen (Steinkamp-Fenske et al., 2007a; Steinkamp-Fenske et al., 2007b). Im
Gegensatz zu Midostaurin waren die Wirkungen der beiden Substanzen PKC-
unabhangig. Das therapeutische Potential dieser Substanzen wird gegenwartig in

Tiermodellen kardiovaskulérer Erkrankungen getestet.

Midostaurin
Betulinsaure

Steigerung der
eNOS-Expression

Ursolsaure
etc.

[ Bioaktives NO '}

[ Vasoprotektion 1

NADPH- BH, t Korrektur der
Oxidase l eNOS-Entkopplung

Inaktivierung von
NO durch O™

Abbildung 6. Schematische Darstellung einer eNOS-relevanten Therapie. Substanzen wie
Midostaurin, Betulinsédure oder Ursolsdure erhdohen die eNOS-Expression im GefalRendothel.
Unabhangig davon unterdriicken sie die Expression der vaskuldaren NADPH-Oxidasen und
korrigieren die eNOS-Entkopplung durch Erh6hung des BH,4-Spiegels. Die Folge dieser beiden
Wirkungen ist eine erhdohte NO-Produktion. Aul3erdem vermindert die reduzierte Expression
der NADPH-Oxidasen die NO-Inaktivierung durch Superoxid. Daraus resultiert insgesamt ein
hoherer Level an bioaktivem NO, mit der Folge einer Vasoprotektion.
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