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Abkürzungsverzeichnis 
 

ACE Angiotensin-Konvertierungs- ICAM-1 interzelluläres Adhäsions- 
 enzym  molekül-1 
Ang II Angiotensin II K Kontrolle 
AT1 Angiotensin II-Rezeptor Typ 1 k. A. keine Angaben 
AT2 Angiotensin II-Rezeptor Typ 2 LDL low density-Lipoprotein 
BSA Rinderserum-Albumin L-NAME NG-Nitro-L-Argenin- 
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 tetramethylindocarbocyanin- ONOO− Peroxynitrit 
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DNA Desoxyribonukleinsäure p Protein 
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 Salzlösung phox Phagozyten-Oxidase 
DTT Dithiotreitol PKC Proteinkinase C 
ECE Endothelin-Konvertierungs- ppET-1 Preproendothelin-1 
 enzym RAS Renin-Angiotensin-System 
E. coli Escherichia coli RNA Ribonukleinsäure 
EDTA Ethylendiamin-N,N,N´,N´- ROS reaktive Sauerstoffspezies 
 tetraacetat RT reverse Transkriptase 
eNOS endotheliale ⋅NO-Synthase SAC stretch-activated cation  
ESR Elektronen-Spin-Resonanz  channels 
ET-1 Endothelin-1 SDS Natriumdodecylsulfat 
ETA Endothelin-Rezeptor Typ A SOD Superoxid-Dismutase 
ETB Endothelin-Rezeptor Typ B TE Tris-EDTA-Puffer 
FAD Flavinadenindinukleotid TBE Tris-Borat-EDTA-Puffer 
gp Glykoprotein TBS-T Tris-gepufferte Salzlösung + 
G-Protein GTP-bindendes Protein  Tween 
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HBSS Hank´s gepufferte Salzlösung  aminomethan 
HEPES 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1- UV ultra-violett 
 piperazinyl]-ethansulfonsäure X-Gal 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-β- 
HIF-1α Hypoxie-induzierender Faktor-  D-galaktosid 
 1α   
⋅HO Hydroxylradikal   
HUVEC humane Endothelzellen der   
 Nabelschnurvene   
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1  Einleitung 
 

Herz-Kreislauferkrankungen sind in den westlichen Industrieländern die Haupttodesursache. 

Die primäre Ursache für diese Erkrankungen ist häufig die Arteriosklerose, da die Progression 

der Arteriosklerose das Risiko für Bluthochdruck, koronarer Herzkrankheit und Herzinfarkt 

erhöht. Die Pathogenese der Arteriosklerose ist verbunden mit einer Akkumulation und 

oxidativen Modifikation von low density-Lipoprotein (LDL) in der Intima, Infiltration von 

Monozyten bzw. Makrophagen, Schaumzellbildung, Proliferation der glatten Muskelzellen 

und schließlich Thrombusbildung. Bekannte Risikofaktoren der Arteriosklerose sind 

Hypertonie, Hyperlipoproteinämie, Hypercholesterinämie, Diabetes mellitus und Rauchen. 

Auch haben Männer ein höheres Arteriosklerose-Risiko als Frauen (Lusis, 2000).  

Die molekularen Mechanismen der Entstehung und die Lokalisierung von arteriosklerotischen 

Plaques in den Gefäßen sind noch nicht vollständig aufgeklärt. In dieser Arbeit wurde die 

Beteiligung von vaskulär gebildeten reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) an der 

Arteriosklerose-Entstehung näher untersucht. Zu den ROS zählen u.a. die Superoxidanionen 

(⋅O2
−), H2O2 und Hydroxylradikale (⋅OH), wobei jedoch die ⋅O2

− innerhalb der ROS eine 

zentrale Stellung einnehmen. 

 

1.1  Bedeutung von Superoxidanionen bei der Entstehung der Arteriosklerose 

 

Die Produktion von ROS beginnt meist mit der Bildung von ⋅O2
−. Oxidasen sind in der Lage 

ein Elektron auf molekularen Sauerstoff zu übertragen und ⋅O2
− zu produzieren (Freeman & 

Crapo, 1982; Kehrer, 1993). ⋅O2
− ist ein negativ geladenes Radikal, das mit biologischen 

Komponenten eine Vielzahl von chemischen Reaktionen eingehen kann. Eine wichtige 

Interaktion von ⋅O2
− ist die Reaktion mit Stickstoffmonoxid (⋅NO). Dabei entsteht das 

zytotoxische Peroxynitrit (ONOO−) (Gryglewski et al., 1986). ONOO− ist ein starkes 

Oxidationsmittel, das durch Nitrierung von Tyrosin- bzw. Tryptophan-Resten (Ischiropoulos 

et al., 1992; Alvarez et al., 1996; Padmaja et al., 1996; Grune et al., 1998) oder Oxidation von 

Methionin- bzw. Selenocystein-Resten (Pryor et al., 1994; Padmaja et al., 1998) die 

Eigenschaften und die Aktivität von Proteinen beeinträchtigen kann. Es stört dabei zelluläre 

Signalmechanismen (Callsen et al., 1999; Takakura et al., 1999). Anti-oxidative Enzyme wie 

die Glutathion-Peroxidase (Padmaja et al., 1998), die Katalase (CAT) (Davidson et al., 1997) 

und die Superoxid-Dismutase (SOD) (Quijano et al., 2001) werden ebenfalls durch ONOO− 

gehemmt.  
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Bei der Entstehung von ONOO− wird ⋅NO selbst inaktiviert. Die wichtigste Funktion von ⋅NO 

ist die Regulation des Gefäßtonus. Darüber hinaus bewirkt ⋅NO anti-arteriosklerotische 

Effekte wie die verminderte Expression von Adhäsionsmolekülen (Khan et al., 1996), die 

Hemmung der Thrombozyten-Aggregation (Radomski et al., 1987) sowie die Proliferation 

der glatten Muskelzellen (Garg & Hassid, 1989). Die verminderte Expression von 

Adhäsionsmolekülen verhindert die Anheftung von Monozyten bzw. Makrophagen an den 

Endothelzellen und somit das Einwandern dieser Phagozyten in die Intima. ⋅NO wird in den 

Endothelzellen durch die endotheliale ⋅NO-Synthase (eNOS) gebildet. Da ⋅NO sofort durch 

die Membran diffundieren kann, gelangt es aus der synthetisierenden Zelle direkt in 

benachbarte Zellen. Seine vasodilatierende Wirkung vermittelt ⋅NO an den glatten 

Gefäßmuskelzellen. Dort reagiert ⋅NO mit den Eisen-Ionen im aktivem Zentrum des Enzyms 

Guanylatzyklase, das dadurch zur Synthese von zyklischem Guanosinmonophosphat (cGMP) 

angeregt wird. Der Anstieg des cGMP-Spiegels aktiviert GTP-bindende Proteine (G-

Proteine), die letztendlich über weitere Proteinkinasen eine Relaxation der Gefäße durch 

verringerte Freisetzung und verstärkte Wiederaufnahme von Ca2+ in das sarkoplasmatische 

Retikulum  bewirken (Lincoln et al., 1994; Liu et al., 1997). Zusätzlich aktiviert ⋅NO direkt 

Ca2+-abhängige K+-Kanäle in der Membran von glatten Gefäßmuskelzellen (Bolotina et al., 

1994). Die Folge ist eine Hyperpolarisation, die zu einer verringerten Erregbarkeit der Zellen 

führt. 

Unter physiologischen Bedingungen besteht ein Gleichgewicht zwischen vaskulär gebildeten 

ROS und ⋅NO. Die Bildung von ROS, speziell die Bildung von ⋅O2
− durch die Oxidasen und 

der Abbau der ⋅O2
−-Moleküle durch die SOD wird daher streng kontrolliert. Die wichtigste 

Funktion der SOD ist der Schutz der ⋅NO-Verfügbarkeit und die Verhinderung der ONOO−-

Bildung.  

Bei pathophysiologisch erhöhter ROS-Bildung entsteht eine endotheliale Dysfunktion, der 

eine wichtige Rolle bei der Entstehung von Arteriosklerose zugeschrieben wird (Bossaller et 

al., 1987; Forstermann et al., 1988; Shimokawa & Vanhoutte, 1989; Sellke et al., 1990). 

Nicht nur die Inaktivierung von ⋅NO durch die Bildung von ONOO−, sondern auch die 

erhöhte ⋅O2
−-Konzentration selbst lösen pro-arteriosklerotische Effekte aus. So kann eine 

erhöhte ⋅O2
−-Bildung die Expression von Adhäsionsproteinen wie das interzelluläre 

Adhäsionsmolekül-1 (ICAM-1) in den Endothelzellen induzieren (Aoki et al., 1997; Chiu et 

al., 1997; Tummala et al., 2000). Dies fördert die Anheftung von Monozyten bzw. 

Makrophagen an den Endothelzellen und ermöglicht deren Migration in die Intima. Im 
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weitern verändert eine erhöhte Generierung an ⋅O2
− (Lagrange et al., 1999) und H2O2, das 

hauptsächlich durch Dismutation aus ⋅O2
− entsteht, die Kontraktilität der Endothelzellen. 

H2O2 bewirkt eine verstärkte Phosphorylierung von Myosin durch die Aktivierung der 

Myosin-Kinase (MLCK) (Zhao & Davis, 1998). Garcia et al. konnte zeigen, dass diese 

Myosin-Phosphorylierung zur Kontraktion von Endothelzellen führt (Garcia et al., 1995). Die 

Kontraktion bewirkt eine Formveränderung der Endothelzellen (Liu & Sundqvist, 1995), die 

zu einer Störung der Zell-Zell-Kontakte (Yin et al., 1981) und dadurch zu einer erhöhten 

Permeabilität führt. Zwischen den Endothelzellen können dann vermehrt Monozyten bzw. 

Makrophagen in die Intima einwandern (Wood et al., 2000). ⋅O2
− und H2O2 beeinflussen 

ebenfalls das Zellwachstum von vaskulären Zellen. Sie dienen dabei als interzelluläre 

Signalmoleküle, die die Proliferation über Mechanismen, die auch Wachstumsfaktoren 

nutzen, stimulieren (Clement & Pervaiz, 1999).  

Ein für die Entstehung und Progression der Arteriosklerose wichtiges Zielmolekül von ⋅O2
− ist 

das LDL. Bei erhöhten LDL-Konzentrationen im Blut, z.B. durch Hypercholesterinämie, wird 

das LDL in der Intima akkumuliert. Die ⋅O2
−-Radikale können den Lipidanteil der in der 

Intima akkumulierten LDL-Partikel oxidieren (Steinbrecher et al., 1984). Das dabei 

entstehende oxidativ modifizierte LDL (oxLDL) beeinträchtigt über spezifische 

Signalmechanismen die endothelial vermittelte Gefäßrelaxation durch eine verminderte 

Expression der eNOS (Laufs et al., 1998) und induziert die ROS-Bildung (Lehr et al., 1992). 

Das oxLDL stimuliert in Endothelzellen die Produktion von pro-inflammatorischen 

Mediatoren wie Adhäsionsmoleküle (Kume et al., 1992) und chemotaktische Faktoren 

(Cushing et al., 1990). Außerdem fördert oxLDL die Differenzierung der Monozyten zu 

Makrophagen und deren Expression von Scavenger-Rezeptoren (Rajavashisth et al., 1990; 

Yoshida et al., 1998b). Das oxLDL wird über diese Rezeptoren von den eingewanderten 

Makrophagen aufgenommen, die dadurch zu Schaumzellen werden (Witztum & Steinberg, 

1991). Durch Stimulation der Proliferation der glatten Gefäßmuskelzellen ist das oxLDL auch 

bei der Verringerung des Gefäßdurchmessers bei fortschreitender Arteriosklerose beteiligt 

(Auge et al., 1996; Chai et al., 1996; Chatterjee & Ghosh, 1996). Pro-koagulative Effekte 

werden ebenfalls durch oxLDL vermittelt, wie die Induktion des Gewebsfaktors und des 

Plasminogenaktivator-Inhibitors II (Drake et al., 1991; Wada et al., 1994). Das oxLDL fördert 

außerdem die Aggregation von Thrombozyten (Ardlie et al., 1989). 

Eine erhöhte Bildung von ⋅O2
− kann somit in vielfältiger Weise an der Entstehung und 

Progression der Arteriosklerose beteiligt sein. Sowohl die durch ⋅O2
− vermittelte Inaktivierung 
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von ⋅NO und die Generierung des oxLDL, als auch ⋅O2
− selbst können zur Entstehung des 

Krankheitsbildes beitragen. 

 

1.2  Die NAD(P)H-Oxidase als wichtigste Quelle der vaskulären Superoxidanionen-

Bildung 

 

Ursprünglich wurde die NADPH-Oxidase in den Zellmembranen von phagozytierenden 

Zellen identifiziert. Nach Phagozytose produziert dieses Enzym große Mengen an ⋅O2
−, die an 

der Abtötung der aufgenommenen Mikroorganismen beteiligt sind (Reeves et al., 2002). 

Enzym-Defekte führen zum Krankheitsbild der chronischen Granulomatose (CGD). Diese 

Patienten sind aufgrund der gestörten Immunabwehr besonders anfällig gegenüber 

Infektionen (Smith & Curnutte, 1991).   

NAD(P)H-Oxidasen konnten später auch in vaskulären Zellen wie Endothelzellen (Zulueta et 

al., 1995; Jones et al., 1996), glatten Gefäßmuskelzellen (Griendling et al., 1994) und 

Fibroblasten (Meier et al., 1991; Jones et al., 1994) nachgewiesen werden. Diese NAD(P)H-

Oxidasen produzieren im Vergleich zu der NADPH-Oxidase in den Phagozyten im 

unstimulierten Zustand konstitutiv ⋅O2
− in niedrigen Konzentrationen (Mohazzab et al., 1994; 

Li et al., 2001b). Die NADPH-Oxidase in den Phagozyten verwenden reduziertes 

Nikotinsäureamidadenindinukleotid-Phosphat (NADPH) als Elektronendonor (Curnutte et al., 

1987). Dagegen ist die vaskuläre ROS-Bildung mit reduziertem Nikotinsäureamid-

adenindinukleotid (NADH) stärker stimulierbar (Griendling et al., 1994; Mohazzab et al., 

1994; Sorescu et al., 2002). Die vaskuläre NAD(P)H-Oxidase scheint somit nicht völlig 

identisch mit dem Enzym in den Phagozyten zu sein. 

Andere ⋅O2
−-produzierende Enzyme wie die Xanthin-Oxidase, die Lipoxygenase, die 

Cyclooxygenase, die P450 Monooxygenase, die ⋅NO-Synthase und die Oxidasen der 

Atmungskette konnten ebenfalls in den Zellen nachgewiesen werden (Wolf, 2000). Mohazzab 

et al. konnte jedoch zeigen, dass die NAD(P)H-Oxidase in den Endothelzellen die 

Hauptquelle der ⋅O2
−-Bildung darstellt (Mohazzab et al., 1994). 

Die endotheliale NAD(P)H-Oxidase besitzt den gleichen strukturellen Aufbau wie die 

NADPH-Oxidase in den Phagozyten. Der für die ⋅O2
−-Bildung notwendige Enzymkomplex 

besteht aus vier Untereinheiten, die im äquimolaren Verhältnis binden (Uhlinger et al., 1993; 

Huang et al., 1995; Wallach & Segal, 1996). Die membranständigen Untereinheiten gp91phox 

und p22phox, die das Cytochrom b558 bilden (Royer-Pokora et al., 1986; Dinauer et al., 1987; 

Teahan et al., 1987), mit den beiden zytosolischen Untereinheiten p47phox und p67phox (Nunoi 



Einleitung                                                                                                                                  5 

et al., 1988; Volpp et al., 1988; Clark et al., 1989) sowie dem G-Protein Rac assoziieren zum 

aktiven Enzymkomplex. Ein zweites G-Protein Rap1A soll an der Deaktivierung der 

NAD(P)H-Oxidase beteiligt sein (Leusen et al., 1996). Später wurde mit p40phox noch eine 

weitere zytosolische Untereinheit identifiziert, die jedoch nicht essentiell für die 

Enzymaktivität ist und deren Funktion noch nicht eindeutig geklärt werden konnte. Zum einen 

soll es bei Bindung an dem NAD(P)H-Oxidase-Komplex die ⋅O2
−-Generierung hemmen 

(Sathyamoorthy et al., 1997), zum anderen soll es bei der Assemblierung der NAD(P)H-

Oxidase durch eine erhöhte Affinität von p47phox zu den anderen Untereinheiten mitwirken 

(Cross, 2000).  

 

Aktivierung Rac
NAD(P)H

FAD

Rac

Rap1A
p22phox

phox

p47

gp91phox

p67phox

Rap1A
p22phox

gp91phoxphox

p47

p67phoxP
P

P

22 O 22  O-

2Fe3+2Fe2+

FADH2

GDP

GTP

NAD(P)  + H+ +

 
 
Abb. 1.1: Schematische Darstellung des NAD(P)H-Oxidase-Komplexes. Bei Aktivierung 

wird p47phox durch die PKC phosphoryliert. Die zytosolischen NAD(P)H-Oxidase-
Untereinheiten bilden mit dem Cytochrom b558 (p22phox und gp91phox) und Rac-
GTP den aktiven Enzymkomplex, der durch Übertragung eines Elektrons O2 zu 
⋅O2

− reduziert. 
 

Bei der Aktivierung der NAD(P)H-Oxidase wird die Untereinheit p47phox an drei Serin-Resten 

(Ser-303, Ser-304 und Ser-328) durch die Proteinkinase C (PKC) phosphoryliert (el Benna et 

al., 1994; Ago et al., 1999). Die Phosphorylierung bewirkt eine Konformationsänderung 

dieser Untereinheit und legt Bindestellen für die anderen NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten 

frei. Bei einer Aktivierung erfolgt zusätzlich der Austausch von Guanosindiphosphat (GDP) 

zu Guanosintriphosphat (GTP) am Rac-Protein. Dies trägt ebenfalls zur Komplexbildung und 

zur Regulation der Aktivität bei. Die Untereinheit p67phox ist für die Regulation des 

Elektronentransfers von NAD(P)H auf oxidiertes Flavinadenindinukleotid (FAD) 
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verantwortlich. Eine Aktivierungsdomäne in p67phox ist in der Lage, den Elektronenfluss im 

Cytochrom b558 zu aktivieren (Han et al., 1998a; Nisimoto et al., 1999; Babior et al., 2002). 

Die Cytochrom b558-bildenden NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten p22phox und gp91phox sollten 

ursprünglich beide am Transfer der Elektronen von NAD(P)H auf O2 beteiligt sein (Umeki, 

1994). Yu et al. konnte jedoch zeigen, dass nur gp91phox in der Lage ist, Häm (gebundenes 

Eisen) zu binden und die Elektronen vom NAD(P)H auf O2 zu übertragen. Es wird daher 

vermutet, dass p22phox ähnlich wie p67phox an der Regulation des Elektronentransfers beteiligt 

ist und Einfluss auf die FAD- bzw. NAD(P)H-Bindung in gp91phox hat (Yu et al., 1998) (siehe 

Abb. 1.1). 

In den letzten Jahren konnten in verschiedenen humanen Körperzellen gp91phox-Homologe 

identifiziert werden. Aufgrund von unterschiedlichen Bezeichnungen wurde eine einheitliche 

Nomenklatur eingeführt. So wird gp91phox nun auch als Nox2 (NAD(P)H-Oxidase2) und seine 

Homologe als Nox1 (Suh et al., 1999; Banfi et al., 2000), Nox3 (Kikuchi et al., 2000), Nox4 

(Geiszt et al., 2000; Shiose et al., 2001; Sorescu et al., 2002) und Nox5 (Banfi et al., 2001) 

bezeichnet. Darüber hinaus konnten NAD(P)H-Oxidasen mit einer zusätzlichen Peroxidase-

Domäne identifiziert werden. Diese wurden als Duox1 und 2 (duale Oxidase) bezeichnet 

(Dupuy et al., 1999; De Deken et al., 2000).  

In den vaskulären Zellen konnte neben gp91phox auch Nox1 und Nox4 nachgewiesen werden. 

So konnte in glatten Gefäßmuskelzellen Nox1 und Nox4, aber nur geringe Mengen von 

gp91phox identifiziert werden. Dagegen wurden in den Endothelzellen bzw. Fibroblasten 

gp91phox und kürzlich Nox4, aber nur auf sehr niedrigem Niveau Nox1 nachgewiesen. Die 

Funktionen der verschieden katalytischen Untereinheiten an der vaskulären ⋅O2
−-Bildung ist 

jedoch noch nicht verstanden (Sorescu et al., 2002).  

 

1.3  Bedeutung des oxLDL-Rezeptors LOX-1 in der Arteriosklerose 

 

Die oxidative Modifikation von LDL zu oxLDL ist ein wichtiger Schritt in der Pathogenese 

der Arteriosklerose. Das oxLDL wird durch Scavenger-Rezeptoren von Monozyten bzw. 

Makrophagen aufgenommen und vermittelt dort, wie oben bereits beschrieben, pro-

arteriosklerotische Effekte in der Gefäßwand (Freeman, 1997; Steinbrecher, 1999). In den 

Endothelzellen konnten keine klassischen Scavenger-Rezeptoren nachgewiesen werden 

(Bickel & Freeman, 1992). Sawamura et al. konnte jedoch in Endothelzellen einen Lektin-

ähnlichen oxLDL-Rezeptor (LOX-1) identifizieren (Sawamura et al., 1997). Der LOX-1-

Rezeptor wird auf sehr niedrigem Niveau auch in Makrophagen (Yoshida et al., 1998a), 
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Thrombozyten (Chen et al., 2001) und glatten Gefäßmuskelzellen (Kataoka et al., 2001) 

exprimiert. 

LOX-1 ist für die Bindung, Aufnahme mit nachfolgendem proteolytischen Abbau von oxLDL 

verantwortlich. Die Bindung von oxLDL am Rezeptor vermittelt endotheliale Dysfunktion 

durch Induktion von intrazellulärer ROS-Bildung und Aktivierung von Proteinkinasen und 

Transkriptionsfaktoren (Kusuhara et al., 1997; Wang et al., 1997; Han et al., 1998b; 

Cominacini et al., 2001). So stimuliert oxLDL u.a. die mitogen activated protein kinase 

(MAP-Kinase). Diese aktiviert im weiteren den Transkriptionsfaktor NF-κB, der die 

Expression von spezifischen Genen reguliert (Li & Mehta, 2000). So wird z.B. die Expression 

von Adhäsionsmolekülen (Kume et al., 1992) und chemotaktischen Faktoren (Cushing et al., 

1990) induziert.  

Während der Arteriosklerose-Entstehung kommt es zu einer Induktion der LOX-1-

Expression. In frühen arteriosklerotischen Läsionen humaner Arterien wird LOX-1 in den 

Endothelzellen verstärkt exprimiert (Kataoka et al., 1999). Die nach Aufnahme von oxLDL 

induzierte ROS-Bildung bewirkt die Invasion inflammatorischer Zellen. Außerdem inaktiviert 

die Expression von LOX-1 den Proteinkinase B-Signalweg, der beispielsweise die Expression 

der eNOS stimuliert (Tang et al., 2000; Li et al., 2001a). Eine Inaktivierung der Proteinkinase 

B verringert somit die eNOS-Expression. In fortgeschrittenen arteriosklerotischen Plaques 

konnte eine LOX-1-Expression vorrangig in den in die Intima eingewanderten Makrophagen 

bzw. glatten Gefäßmuskelzellen nachgewiesen werden. In diesem späten Stadium der 

Arteriosklerose scheint LOX-1 an der Transformation der Makrophagen zu Schaumzellen 

(Kataoka et al., 1999) bzw. an der Induktion von Apoptose in den glatten Gefäßmuskelzellen 

(Bjorkerud & Bjorkerud, 1996) beteiligt zu sein.  

In hyperlipidämischen Ratten konnte ebenfalls eine erhöhte endotheliale LOX-1-Expression 

in arteriosklerotischen Läsionen nachgewiesen werden (Chen et al., 2000). Die Expression 

von LOX-1 ist auch in hypertensiven Ratten induziert (Nagase et al., 1997). Dies deutet auf 

eine LOX-1-vermittelte Verbindung von Bluthochdruck und Arteriosklerose hin (Kita, 1999).   

 

1.4  ET-1 und Ang II als pro-arteriosklerotische Stimuli  

 

Sowohl Endothelin-1 (ET-1) als auch Angiotensin II (Ang II) können bei der Entstehung und 

Progression der Arteriosklerose beteiligt sein. 

ET-1, ein aus 21 Aminosäuren bestehendes Peptid, gilt als stärkster bisher bekannter 

Vasokonstriktor und wird vorwiegend in vaskulären Endothelzellen, aber auch u.a. in glatten 
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Gefäßmuskelzellen und Makrophagen gebildet (Yanagisawa et al., 1988). Das von den 

Endothelzellen gebildete ET-1 wird hauptsächlich in Richtung der glatten Gefäßmuskelzellen 

sezerniert (Wagner et al., 1992). Seine biologische Wirkung erfolgt durch die Aktivierung 

von spezifischen Rezeptoren [Endothelin-Rezeptor Typ A (ETA) und Typ B (ETB)]. Die 

Aktivierung des ETA-Rezeptors führt zur Kontraktion, Proliferation und Migration der glatten 

Gefäßmuskelzellen (Alberts et al., 1994). In Endothelzellen konnte nur der ETB-Rezeptor 

nachgewiesen werden (Ogawa et al., 1991; Heinroth-Hoffmann et al., 1998). Die Bindung 

von ET-1 an den ETB-Rezeptor bewirkt die Freisetzung von endothelabhängigen 

Vasodilatoren wie ⋅NO und Prostazyklin (PGI2) (de Nucci et al., 1988). Die Injektion von ET-

1 führt initial zu einer ETB-vermittelten Vasodilatation, anschließend jedoch zu einer 

langanhaltenden ETA-vermittelten Vasokonstriktion und Erhöhung des Blutdruckes 

(Yanagisawa et al., 1988).  

Das Oktapeptid Ang II ist ebenfalls ein potenter Vasokonstriktor. Ang II wirkt über den 

Angiotensin II-Rezeptor Typ 1 (AT1) und Typ 2 (AT2) (de Gasparo et al., 2000). Der AT1-

Rezeptor dominiert in den meisten vaskulären Geweben und ist vorrangig für den 

Bluthochdruck, die proliferativen Effekte und die Aldosteronsekretion verantwortlich. Der 

AT2-Rezeptor dagegen wird im fetalen Gewebe exprimiert (Nahmias & Strosberg, 1995). 

Dort soll er eine Rolle in der Entwicklung, bei Wachstumsvorgängen und bei neuralen 

Funktionen haben. In der Kreislaufregulation wird der AT2-Rezeptor als Gegenspieler des 

AT1-Rezeptors diskutiert (Unger, 1999). Bei der Bildung von Ang II ist das Angiotensin-

Konvertierungsenzym (ACE) essentiell. Die pharmakologische Hemmung der Ang II-Bildung 

durch ACE-Hemmer sowie die Blockade der Ang II-Wirkung durch AT1-

Rezeptorantagonisten sind heute Standardtherapien in der Behandlung von Patienten mit 

Hypertonie und Herzinsuffizienz. 

Ein erhöhter Blutdruck ist mit einer Gefäßverengung als Folge einer induzierten Freisetzung 

von Vasokonstriktoren bzw. einer reduzierten Bildung von Vasodilatoren verbunden (Lüscher 

& Vanhoutte, 1990). Die Expression von ET-1 und Ang II kann durch mechanische Faktoren 

bzw. durch lokale und zirkulierende Mediatoren induziert werden (Campbell & Habener, 

1986; Yanagisawa et al., 1988; Boulanger & Luscher, 1990; Lindpaintner et al., 1990; Emori 

et al., 1991; Tamura et al., 1998; Niebauer et al., 2001). Auch wird die Bildung und 

Freisetzung von ET-1 durch Ang II erhöht (Emori et al., 1991). Ang II induziert die vaskuläre 

Produktion von ET-1 in Arterien von spontan hypertensiven Ratten (Dohi et al., 1992). Somit 

werden durch Ang II induzierte hypertonische Effekte durch ET-1 potenziert (Moreau et al., 

1997). Bei Ang II-Infusion senkt eine ETA-Rezeptor-Blockade nur teilweise den arteriellen 
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Blutdruck. Die ETA-Rezeptor-Blockade schützt dagegen vollständig vor der Ang II-

induzierten vaskulären Hypertrophie (d'Uscio et al., 2000).  

Zusätzlich induziert das pro-arteriosklerotische oxLDL die Expression von Preproendothelin-

1 (ppET-1) und die Freisetzung von endothelialem ET-1 (Boulanger et al., 1992). In 

Tiermodellen reduziert die Blockade des ETA-Rezeptors die Ausbildung von 

arteriosklerotischen Plaques in Arterien nach cholesterinreicher Diät (Kowala et al., 1995; 

Barton et al., 1998). 

Diese Befunde unterstützen das pro-arteriosklerotische Potential von ET-1 und Ang II. Die 

zugrundeliegenden Mechanismen sind jedoch nur unvollständig verstanden.  

 

1.5  Anti-arteriosklerotische Wirkung von laminarer Schubspannung 

 

Eine wichtige an der Gefäßwand wirkende biomechanische Kraft ist die Schubspannung. 

Laminare und turbulente Schubspannung können die Endothelfunktion differenziell 

beeinflussen. Turbulente Schubspannung tritt häufig an Verzweigungen arterieller Gefäße auf. 

Dort konnten auch Prädilektionsstellen für die Entstehung von arteriosklerotischen Plaques 

nachgewiesen werden. Laminare Schubspannung von 10 - 30 dyn/cm2 wirkt vorrangig auf die 

Endothelzellen in arteriellen Gefäßen (Traub & Berk, 1998). Niedrigere laminare 

Schubspannung ist dagegen vorrangig in venösen Gefäßen anzutreffen. Eine Schubspannung 

von 50 dyn/cm2 (bis zu 150 dyn/cm2) kann dagegen in der Aorta auftreten. 

Laminare Schubspannung vermittelt anti-arteriosklerotische Mechanismen. So induziert 

laminare Schubspannung die Freisetzung von ⋅NO (Rubanyi et al., 1986; Busse et al., 1989). 

Zusätzlich stimuliert laminare Schubspannung die Expression des Plasminogenaktivators 

(Diamond et al., 1990; Kawai et al., 1997) und inhibiert die Sekretion des 

Plaminogenaktivator-Inhibitors I (Kawai et al., 1997). Langfristige Applikation laminarer 

Schubspannung reduziert die Adhäsion und Migration von Monozyten bzw. Makrophagen 

durch verminderte Expression des Monozyten-chemoattraktiven Proteins-1 (MCP-1) und des 

Adhäsionsmoleküls ICAM-1 (Traub & Berk, 1998).  

Die Proliferation der glatten Gefäßmuskelzellen wird ebenfalls durch Applikation von 

laminarer Schubspannung auf die korrespondierenden Endothelzellen reduziert. So wird die  

Expression und Freisetzung des wachstumsstimulierenden ET-1 durch laminare 

Schubspannung inhibiert (Sharefkin et al., 1991; Malek & Izumo, 1992; Morawietz et al., 

2000). Die Isoformen des Endothelin-Konvertierungsenzyms (ECE1a und b), die für die 

Bildung von ET-1 essentiell sind, werden durch arterielle laminare Schubspannung 
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vermindert exprimiert (Morawietz et al., 2000). Ang II ist ebenfalls ein Wachstumsfaktor 

glatter Gefäßmuskelzellen (Berk et al., 1996). Die Expression und die Aktivität von ACE, das 

durch proteolytische Spaltung von Ang I die Bildung von Ang II vermittelt, wird durch 

laminare Schubspannung gehemmt (Rieder et al., 1997). Die erhöhte Freisetzung von ⋅NO 

durch laminare Schubspannung hemmt zusätzlich die Proliferation glatter Muskelzellen (Buga 

et al., 1991).  

Die Aufnahme von LDL in die Intima kann durch Schubspannung reguliert werden. So 

konnte gezeigt werden, dass niedrige laminare Schubspannung die LDL-Konzentration an der 

Oberfläche von Arterien erhöht und damit dessen Infiltration in die Gefäßwand begünstigt 

(Deng et al., 1995a; Deng et al., 1995b). Auch turbulente bzw. oszilatorische Schubspannung 

erhöht die Permeabilität der Gefäßwand für LDL. Eine zunehmende LDL-Akkumulation 

könnte daher in Gefäßbereichen mit nicht-laminarer Schubspannung die Folge sein (Traub & 

Berk, 1998). Erste molekulare Untersuchungen zur Expression des oxLDL-Rezeptors in 

Endothelzellen von Rinderaorten unterstützten diese Befunde. Laminare Schubspannung von 

15 dyn/cm2 induziert die mRNA- und Protein-Expression von LOX-1 nach 4 h, jedoch 

verringerte sich diese nach längerer Applikationen von Schubspannung (Murase et al., 1998).  

 

1.6  Ziel der Arbeit 

 

Das Ziel der Arbeit war die Untersuchung potentieller Mechanismen der Ausbildung und 

Lokalisation von arteriosklerotischen Plaques. Dadurch sollen molekulare Mechanismen der 

Arteriosklerose-Entstehung besser verstanden werden.  

 

Da ET-1 als pro-arteriosklerotischer Risikofaktor diskutiert wird, sollte der Einfluss von ET-1 

auf die Expression der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten und die ⋅O2
−-Bildung überprüft 

werden. Darüber hinaus wurde untersucht, ob die potentiell pro-arteriosklerotisch wirkenden 

Substanzen ET-1 und Ang II die Expression des LOX-1-Rezeptors und die oxLDL-Aufnahme 

in Endothelzellen stimulieren können. 

 

Im zweiten Teil der Arbeit wurde die Expression der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten und 

die Bildung von ⋅O2
− nach Applikation laminarer Schubspannung in humanen Endothelzellen 

untersucht. Zusätzlich wurde die LOX-1-Expression und die Aufnahme von oxLDL nach 

Applikation chronischer hoher laminarer Schubspannung analysiert.  
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Eine Standardtherapie zur Behandlung von Bluthochdruck und Herzinsuffizienz ist die 

Verabreichung von ACE-Hemmern. Im dritten Teil dieser Arbeit wurde der Einfluss einer 

pharmakologischen Hemmung der ACE-Aktivität auf die Genexpression der NAD(P)H-

Oxidase-Untereinheiten im linken Ventrikel von Patienten mit Herzinsuffizienz untersucht.  
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2  Material und Methoden 
 

2.1  Chemikalien 

 

Die Chemikalien wurden mit Ausnahme der spezifisch genannten von den Firmen Sigma 

(Deisenhofen) bzw. Roth (Karlsruhe) verwendet. Die Zellkulturprodukte und Reagenzien für 

die reverse Transkriptase (RT) und Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurden von der Firma 

Invitrogen (Karlsruhe) bezogen. 

 

2.2  Probenmaterial 

 

2.2.1  Kultur von humanen Endothelzellen in Kulturschalen 

 

Zellkulturprodukte: 

Phosphatgepufferte Kochsalzlösung (PBS): 0,14 M NaCl, 0,01 M Phosphatpuffer, 0,0003 M 

KCl; 1 Tablette wurde in 500 ml deionisiertem 

Wasser (dH2O) gelöst; pH 7,45 

100 x Antibiotika/Antimykotika-Lösung: 10.000 U Penicillin, 10.000 µg/ml Streptomycin 

und 25 µg/ml Amphotericin B in 0,85% (w/v) 

Kochsalzlösung  

1 x Hanks´ gepufferte Salzlösung (HBSS):  HBSS ohne Kalzium, Magnesium und Phenolrot  

1 x Dulbecco´s PBS (D-PBS): D-PBS ohne Kalzium, Magnesium und  

Natriumbikarbonat  

1 x Medium 199:  Medium 199 mit modifizierten Earle´s Salzen, L-

Glutamin, 1,25 g/l Natriumbicarbonat und 

Phenolrot 

newborn calf-Serum (Biochrom KG,  

Berlin): hitzeinaktiviert 

Fungizone: 250 µg/ml Amphotericin B  

endothelial cell growth supplement  

(Wachstumsfaktor; c.c.pro, Neustadt)    

 

Hergestellte Lösungen, Puffer und Medien: 

Gelatine Type B: 1% (w/v) Gelatine Type B in dH2O 
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Nabelschnurpuffer: PBS  

1 x Antibiotika/Antimykotika  

Collagenase IV-Lösung:  7 mg Collagenase IV in 15 ml D-PBS  

Endothelzellmedium: Medium 199 

0,5% bzw. 10% (v/v) newborn calf-Serum  

15 mM 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-

ethansulfonsäure (Hepes)  

1 x Antibiotika/Antimykotika  

1:100 Fungizone  

1:100 endothelial cell growth supplement 

mit 1 N NaOH auf pH 7,4 eingestellt 

 

Durchführung: 

Die Isolation der Endothelzellen aus der humanen Nabelschnurvene (HUVEC) erfolgte nach 

der Methode von Jaffe et al. (1973).  

Nach der Entbindung wurden die Nabelschnüre in Nabelschnurpuffer überführt und bei 4°C 

bis zu 24 h gelagert. Für die Präparation der Endothelzellen wurden Knopfkanülen mit 

Schlauchansätze von beiden Seiten der Nabelschnur eingeführt und diese mit einem 

Polyester-S-Faden (Catgut GmbH, Markneukirchen) befestigt. Anschließend wurde die 

Nabelschnurvene mit 30 ml 1 x HBSS gespült. Danach wurde die Vene mit 15 ml 

Collagenase IV-Lösung gefüllt und die Schlauchansätze mit Klemmen verschlossen. In einem 

mit PBS gefüllten Becherglas wurde die Nabelschnur für 12 min bei 37°C inkubiert. Die 

Collagenase löst die Endothelzellen durch den Abbau der extrazellulären Matrix von der 

Veneninnenwand ab. Die abgelösten Endothelzellen wurden anschließend mit 5 ml 

Endothelzellmedium (10% (v/v) Serum, ohne Wachstumsfaktor) aus der Vene in ein 

Röhrchen gespült und bei 250 x g für 6 min sedimentiert. Das Zellpellet wurde in 

Endothelzellmedium (10% (v/v) Serum, ohne Wachstumsfaktor) resuspendiert. Die Zellzahl 

wurde mittels Zählkammer bestimmt. In mit 1%iger (w/v) Gelatine vorbehandelten 6 cm-

Kulturschalen (TPP Techno Plastic Products, Trasadingen, Schweiz; 1 h bei 37°C) wurden 

1.600.000 � 1.800.000 Endothelzellen überführt und 90 min im Brutschrank (Nunc, 

Wiesenbaden) bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Danach wurde das Medium durch 4 ml 

Endothelzellmedium mit 10% (v/v) Serum ersetzt. Nicht angeheftete Zellen wurden bei 

diesem Mediumwechsel entfernt. Die weitere Kultivierung erfolgte im Brutschrank. Alle 48 h 

wurde das Medium gewechselt. Die Endothelzellen waren nach 5 - 7 d konfluent.  
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Für die Stimulation mit ET-1 und Ang II wurden die Zellen zunächst 3 h in 

Endothelzellmedium mit 0,5% (v/v) Serum inkubiert und anschließend durch Zugabe von ET-

1 bzw. Ang II stimuliert.  

 

2.2.2  Kultur von humanen Endothelzellen in Pyrex-Röhrchen 

 

Die humanen Endothelzellen wurden analog 2.2.1 aus den Nabelschnüren isoliert. Ein mit 

1%iger (w/v) Gelatine vorbehandeltes 12 x 75 mm-Pyrex-Röhrchen (Dunn, Asbach) wurde 

1 h bei 37°C gelagert. Danach wurden 1.600.000 - 1.800.000 Endothelzellen überführt und 

90 min schräg im Brutschrank (Nunc, Wiesenbaden) bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Das 

Röhrchen wurde sechsmal nach jeweils 15 min um 60° gedreht, so dass sich die 

Endothelzellen auf der gesamten Innenwand des Röhrchen anheften konnten. Danach wurde 

das Medium durch Endothelzellmedium mit 10% (v/v) Serum ersetzt. Die weitere 

Kultivierung der Zellen erfolgte im Brutschrank.  

 

2.2.3  Präparation von humanen Granulozyten 

 
Die humanen Granulozyten wurden aus heparinisiertem Vollblut durch Modifikation der 

Methode von Biggers & McFeely (1963) präpariert. 

Die Ficoll-Trennlösung (Dichte 1,09 mg/cm3; Biochrom KG, Berlin) wurde mit PBS (siehe 

2.2.1) auf eine Dichte von 1,085 mg/cm3 eingestellt. Das Vollblut wurde mit PBS 1:2 

verdünnt. In einem Zentrifugenröhrchen wurden 3 ml der Ficoll-Trennlösung mit 4 - 5 ml 

verdünntem Blut überschichtet. Die Probe wurde bei 1.800 x g für 20 min zentrifugiert. Dabei 

sedimentieren die Erythrozyten. Die Granulozyten reichern sich in der Mitte des Röhrchens 

an und erscheinen als weißer Ring. Dieser wurden mit einer Pasteur-Pipette entnommen und 

1:2 mit PBS verdünnt. Es erfolgte eine erneute Zentrifugation bei 1.000 x g für 20 min, in der 

die Granulozyten sedimentieren. Das Pellet wurde anschließend in Lyse-Puffer (50 mM 

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan(Tris)-HCl, pH 7,0; 1% (w/v) Natriumdodecylsulfat 

(SDS), 1:25 Proteinase-Inhibitor-Mix) resuspendiert. 

 

2.2.4  Gewebeproben des linken Ventrikels 

 

Die Untersuchung der humanen Gewebeproben erfolgte nach vorheriger Information und 

Zustimmung der Patienten und wurde von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultät 
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genehmigt. Die Proben des linken Ventrikels wurden aus explantierten Herzen bei 

Herztransplantationen gewonnen, in flüssigem N2 gelagert und von der Klinik für Herz- und 

Thoraxchirurgie der Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg zur Verfügung gestellt.  

Für die Untersuchung der mRNA- bzw. Protein-Expression der NAD(P)H-Oxidase-

Untereinheiten gp91phox, p67phox, p47phox, p22phox und Nox4 wurden Patientenkollektive 

zusammengestellt, die sich lediglich in der Gabe von ACE-Hemmern, jedoch nicht in der 

Begleittherapie oder weiteren klinischen Parametern unterschieden (siehe Tab. 2.1). 

 
Tab. 2.1: Patientenkollektive zur Untersuchung des Einflusses von ACE-Hemmer-Therapie 

auf die mRNA- bzw. Protein-Expression der NAD(P)H-Oxidase Untereinheiten in 
Gewebeproben des linken Ventrikels von Patienten mit Herzinsuffizienz. Die 
Patientenkollektive unterschieden sich in den klinischen Parametern und 
Begleittherapien (neben den ACE-Hemmern) nicht signifikant (P > 0,05) 
voneinander. 

 
 ohne ACE-Hemmer 

(n = 6) 
mit ACE-Hemmer 

(n = 29) 
P 

Alter, in Jahren             48,3 ±   9,0             51,8 ±   8,3      0,371 
Größe, in cm           171,0 ± 12,3           175,1 ±   6,5      0,242 
Gewicht, in kg             76,0 ± 17,4             77,7 ± 10,6      0,748 
New York Heart Association(NYHA)-Klassifizierung               3,7 ±   0,3               3,5 ±   5,1      0,315 
Ejektionsfraktion, in %             24,4 ± 13,0             23,5 ±   7,7      0,832 
Lungenkapillar-Verschlussdruck, in mm Hg             20,5 ± 10,1             19,5 ±   9,7      0,823 
Herzindex               2,1 ±   0,7               2,3 ±   0,7      0,584 
    
Medikation, n (%):    
ACE-Hemmer  -                29 (100)   < 0,001 
AT1-Blocker  -   - - 
Cholesterinsynthese(CSE)-Hemmer                 1 (  17)                  6 (  21)      0,829 
Kalzium-Antagonisten                 1 (  17)                  1 (    3)      0,216 
β-Blocker                 5 (  83)                15 (  52)      0,164 
Diuretika                 5 (  83)                27 (  93)      0,451 
Nitrate                 3 (  50)                10 (  34)      0,489 
Herzglykoside                 3 (  50)                23 (  79)      0,143 
Antikoagulantien                 5 (  83)                26 (  90)      0,669 
Antidiabetika                 1 (  17)                  3 (  10)      0,669 
 

2.3  Applikation von Schubspannung auf Endothelzellen 

 

Die Applikation von Schubspannung auf Endothelzellen erfolgte mit Hilfe eines nach 

Sdougos et al. (1984) modifizierten Plattenkegel-Viskometers (Morawietz et al., 2000; 

Schubert et al., 2000).  

Das Plattenkegel-Viskometer wurde im Zentrum für Medizinische Grundlagenforschung der 

Martin-Luther-Universität Halle angefertigt und ist in der Abb. 2.1 schematisch dargestellt. Er 

besteht aus einer Petrischalenhalterung, einem drehbaren Plattenkegel aus Polycarbonat mit 

Justiereinrichtung, einer Motor-Getriebe-Kombination und einer Steuereinrichtung zur 
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Einstellung der Geschwindigkeit des Plattenkegels. Der Winkel α des Plattenkegels beträgt 

0,5° und ermöglicht eine laminare Strömung des Mediums über den Endothelzellen.  

Die Endothelzellen wurden nach Erreichen der Konfluenz in Endothelzellmedium mit 10% 

(v/v) Serum (siehe 2.2.1) ohne Dextran (bei anschließender Schubspannung von 1 - 

10 dyn/cm2, d.h. 0,1 - 1 N/m2) bzw. mit 5% (w/v) Dextran (bei anschließender 

Schubspannung von 15 - 50 dyn/cm2, d.h. 1,5 - 5 N/m2) für 1 h inkubiert, in die Plattenkegel-

Apparatur eingesetzt und mit der spezifischen Schubspannung behandelt. Die Zugabe von 

Dextran erhöht die Viskosität des Endothelzellmediums von 0,007 dyn ⋅ s/cm2 auf 

0,02065 dyn ⋅ s/cm2 und verhindert einen Medienverlust durch zu hohe Fliehkräfte. Zu jeder 

Probe wurde eine stationäre Kontrolle mit identischem Medium für den gleichen 

Versuchszeitraum mitgeführt. 

 

Endothelzellen

= Winkel des
  Plattenkegel

= Winkelgeschwindigkeit
Plattenkegel

= Viskosität des Mediums

=Schubspannung:
 

 
Abb. 2.1:  Schematische Darstellung des Plattenkegel-Viskometers. 
 

Für die Untersuchung der Signalmechanismen wurde dem verwendeten Endothelzellmedium 

500 µM NG-Nitro-L-Argeninmethylester (L-NAME; Inhibitor der ⋅NO-Synthase), 1 µM BQ-

788 (ETB-Rezeptor-Blocker), 1 µM Losartan (AT1-Rezeptor-Blocker), 1 µM RO-31-8220 

(Inhibitor der PKC; Calbiochem, Schwalbach) bzw. 1 µM Herbimycin A (Inhibitor der 

Tyrosinkinasen; Calbiochem, Schwalbach) zugegeben. In weiteren Studien wurden stationäre 

Endothelzellen mit 500 µM 2,2´-Hydroxynitrosohydrazino-bis-ethanamin (DETA-NO; ⋅NO-

Donor; Calbiochem, Schwalbach) für 24 h inkubiert. 
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2.4  Wasserqualität 

 

Zur Herstellung von Lösungen und Reaktionsansätzen wurde dH2O verwendet 

(Aufbereitungsanlage der Firma Seralpur Delta UF, Seral, Ransbach-Baumbach). 

Bei Ribonukleinsäure(RNA)-Analysen wurden die Lösungen und Reaktionsansätze mit dH2O 

angesetzt, das mit Diethylpyrocarbonat (DEPC) behandelt wurde. Dazu wurde 1 l dH2O mit 

100 µl DEPC über Nacht inkubiert und das DEPC anschließend durch Autoklavieren 

inaktiviert. 

 

2.5  RNA-Isolation 

 

2.5.1  RNA-Isolation aus humanen Endothelzellen mittels TRI REAGENT 

 

Die Isolation der RNA mittels TRI REAGENT basiert auf der Methode nach Chomczynski 

& Sacchi (1987). 

Die Endothelzellen wurden nach Erreichen der Konfluenz 2 x mit PBS (siehe 2.2.1) 

gewaschen und mit TRI REAGENT (1 ml für eine 6 cm-Kulturschale) lysiert. Die 

Präparation der RNA erfolgte nach Anleitung der Firma Sigma (Deisenhofen). Die RNA 

wurde in 50 - 80 µl DEPC-Wasser (siehe 2.4) aufgenommen. Die RNA-Konzentration wurde 

spektrophotometrisch vermessen (siehe 2.6) und die Qualität der RNA im 1%igem (w/v) 

Agarosegel überprüft (siehe 2.10). Die RNA wurde bei �80°C gelagert. 

 

2.5.2 RNA-Isolation aus humanen Gewebeproben mittels Cäsiumchlorid-

Ultrazentrifugation 

 

Zur Isolation der RNA aus dem linken Ventrikel wurde die Methode von Chirgwin et al. 

(1979) verwendet. 

Die Gewebeproben wurden nach der Explantation in flüssigem N2 eingefroren, mechanisch 

zerkleinert, in Guanidiniumisothiocyanat-Lösung (4 M Guanidiniumisothiocyanat; 1% (w/v) 

N-Lauroylsarcosin; 25 mM Natriumacetat, pH 6,0; 1 mM Ethylendiamin-N,N,N´,N´- 

tetraacetat (EDTA), pH 6,5; 1 M β-Mercaptoethanol) suspendiert und anschließend mit dem 

Ultra-Turrax T8 (IKA, Staufen) homogenisiert. Für die Präparation wurde 1 ml CsCl-Lösung 

(5,7 M CsCl; 100 mM EDTA, pH 6,5; 6 mM β-Mercaptoethanol) in ein 4 ml-

Zentrifugenröhrchen (Sorvall, Newtown, USA) gegeben und mit dem Homogenisat 



Material und Methoden                                                                                                             18 

überschichtet. Die Röhrchen wurden bei 100.000 x g in einer Ultrazentrifuge für 21 h bei 

22°C zentrifugiert. Dabei sedimendiert die RNA durch das CsCl-Kissen, während Proteine 

und Desoxyribonukleinsäuren (DNA) im Überstand verbleiben. Der Überstand und das CsCl-

Kissen wurden vorsichtig abgenommen und das RNA-Pellet in 400 µl TSPE-Puffer (10 mM 

Tris-HCl, pH 7,0; 1% (w/v) N-Lauroylsarcosin; 5% (v/v) Phenol; 1 mM EDTA) gelöst. Die 

RNA wurde durch Zugabe von 40 µl 3 M Natriumacetat (pH 6,0) und 10 ml 96%igem (v/v) 

Ethanol über Nacht bei �20°C gefällt und durch Zentrifugation bei 10.000 x g für 30 min bei 

�10°C sedimentiert. Das Pellet wurde in 300 µl DEPC-Wasser (siehe 2.4) gelöst. Die RNA 

wurde erneut über Nacht gefällt und sedimentiert. Das RNA-Pellet wurde zweimal mit 

70%igem (v/v) Ethanol gewaschen, getrocknet und anschließend in 50 µl DEPC-Wasser 

gelöst. Die Konzentration der RNA wurde spektrophotometrisch bestimmt (siehe 2.6) und 

ihre Qualität im 1%igem (w/v) Agarosegel überprüft (siehe 2.10). Die RNA wurde bei �80°C 

gelagert. 

 

2.6  Bestimmung von Nukleinsäurekonzentrationen durch Absorptionsmessung 

 

Um Qualität und Quantität von DNA- und RNA-Proben zu bestimmen, wurden diese 1:50 

verdünnt und die Absorption bei 260 und 280 nm gemessen. Die Konzentration der 

Nukleinsäuren wurde aus folgender Beziehung bestimmt: 1 OD = 50 µg/ml doppelsträngige 

DNA bzw. 1 OD = 40 µg/ml RNA. Der Quotient der Absorptionen entspricht dem 

Reinheitskoeffizient und zeigt Verunreinigungen mit Proteinen an. Er sollte zwischen 1,7 und 

2,0 liegen (Sambrook et al., 1989; Ausubel et al., 1997). 

 

2.7  Reverse Transkription   

 

Bei der RT wurde RNA mit Hilfe der reversen Transkriptase in komplementäre DNA (cDNA) 

umgeschrieben. Für eine RT wurde folgender Ansatz verwendet:  

 30 ng/µl Random Primer 4,0 µl 

 100 ng/µl Gesamt-RNA (siehe 2.5) 5,0 µl 

 DEPC-Wasser (siehe 2.4) 6,0 µl 

Der Ansatz wurde 3 min bei 72°C inkubiert (Auflösen von Sekundärstrukturen der RNA) und 

auf 4°C abgekühlt. Dann wurde folgender Reaktion-Mix zugegeben: 

 5 ×  First Strand Buffer 5,0 µl 

 12,5 mM Desoxyribonukleosidtriphosphat(dNTP)-Mix 1,0 µl  
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 10 mM Dithiotreitol (DTT) 2,5 µl 

 40 U/µl RNaseOUT Ribonuklease Inhibitor 0,5 µl 

 200 U/µl SuperScript II Reverse Transkriptase  0,2 µl 

 DEPC-Wasser 0,8 µl 

Der Ansatz wurde für 1 h bei 42°C inkubiert, dann für 1 min auf 95°C erhitzt, um die 

Transkriptase zu inaktivieren, und anschließend auf 4°C abgekühlt.  

 

2.8  Semiquantitative Polymerase-Kettenreaktion 

 

Die PCR amplifiziert geringe Mengen DNA (Mullis & Faloona, 1987) und erlaubt somit im 

Gegensatz zur Northern-Hybridisierung die Quantifizierung der messenger-RNA (mRNA) 

auch gering exprimierter Gene. Bei der semiquantitativen PCR wählt man die optimale 

Zyklen-Anzahl aus, die sich in der Mitte des exponentiellen Bereich der Amplifizierung 

befindet. 

Die Quantifizierung der mRNA-Expression der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten p22phox, 

p47phox und Nox4 sowie der 18SrRNA erfolgte durch semiquantitative PCR. Für die 

18SrRNA wurden 25 µl-PCR-Ansätze (mit 10 pmol/µl Primer) und für p22phox, p47phox und 

Nox4 50 µl-PCR-Ansätze (mit 20 pmol/µl Primer) angefertigt (siehe Tab. 2.2). Die für die 

semiquantitative PCR verwendeten sense- und antisense-Primer sind in der Tab. 2.3 und die 

PCR-Bedingungen in der Tab. 2.4 aufgelistet. Die PCR-Ansätze wurden mit Mineralöl 

überschichtet. 

Die amplifizierte DNA wurde anschließend im 1%igem (w/v) Agarosegel aufgetrennt (siehe 

2.10). Die Gele wurde fotografiert (MP4+ Instant Camera System und Film Type 665; 

Polaroid, Cambridge, UK). Die Negative wurden mit einem Scanner (ScanMaker X6; 

Microtex, Ratingen) eingelesen und densitometrisch analysiert (Aida 2.0; Raytest, 

Straubenhardt). 

 

Tab. 2.2:  PCR-Ansätze für die semiquantitative PCR. 

PCR-Komponenten 25 µl-PCR-Ansatz 50 µl-PCR-Ansatz 
10 × rTaq-Polymerasepuffer                       2,5 µl                       5,0 µl 
100 µM dNTP-Mix                       3,0 µl                       6,0 µl 
10 bzw. 20 pmol/µl sense-Primer                       1,0 µl                       1,0 µl 
10 bzw. 20 pmol/µl antisense-Primer                      1,0 µl                       1,0 µl 
5 U/µl rTaq-DNA-Polymerase                       0,2 µl                       0,2 µl 
cDNA (siehe 2.7)                      1,0 µl                       5,0 µl 
steriles dH2O                    16,3 µl                     31,8 µl 
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Tab. 2.3:  Primer für die semiquantitative PCR.  

Gen Genbank 
Acc.-Nr. 

Primersequenz (3´ → 5´) Bindungs- 
stellen 

Literaturverweis 

p22phox NM 000101 sense: 
GAG TGG GCC ATG TGG GCC AAC G 
antisense: 
GGA TGG TGG CCA GCA GGA AG 

 
     41 -     62 bp 
 
   334 -   353 bp 

 
Lynn et al. (2000) 

 
Lynn et al. (2000) 

p47phox NM 000265 sense: 
CCC AGC CAG CAC TAT GTG TA 
antisense: 
TGA TGT CTG TCG CGG TAC TC 

 
    70 -     89 bp 
 
   450 -   469 bp 

 

Nox4 NM 016931 sense: 
TAA CCT CAA CTG CAG CCT TAT C 
 
antisense: 
CTT TTA TCC AAC AAT CTC CTG 
GTT CTC 

 
   278 -   299 bp 
 
    
   362 -   388 bp 

 
modifiziert nach 

Wingler et al. (2001) 
 

modifiziert nach 
Wingler et al. (2001) 

18SrRNA U 13369 sense: 
GTT GGT GGA GCG ATT TGT CTG G 
antisense: 
AGG GCA GGG ACT TAA TCA ACG C 

 
 5001 - 5022 bp 
 
 5327 - 5348 bp 

 

 

Tab. 2.4:  PCR-Bedingungen für die semiquantitative PCR.  

Gen PCR-Bedingungen  Gen PCR-Bedingungen 
p22phox  95°C     1 min 

 95°C   30 s 
 64°C   30 s                 30 x
 72°C   30 s 
 72°C     2 min 

 Nox4    95°C     1 min 
   95°C   30 s 
   63°C   30 s                 28 x
   72°C   30 s 
   72°C     2 min 

p47phox  95°C      1 min 
 95°C    30 s 
 66°C    30 s                33 x
 72°C    30 s 
 72°C     2 min 

 18SrRNA    95°C     1 min 
   95°C   30 s 
   60°C   30 s                 11 x
   72°C   30 s 
   72°C     2 min 

 

2.9  Standard-kalibrierte kompetitive Polymerase-Kettenreaktion 

 

2.9.1  Konstruktion der internen Standards 

 

Für die Quantifizierung der mRNA-Expression von p67phox, gp91phox und LOX-1 wurden 

intern deletierte Standardfragmente konstruiert. Diese Standards müssen die gleichen 

Bindungsstellen der für die Quantifizierung ausgewählten Primer besitzen. Um eine parallele 

Quantifizierung von Zielgen und Standard zu ermöglichen wird mit diesen Primern ein im 

Vergleich zum Zielgenfragment verkürztes Standardfragment amplifiziert. Zur Konstruktion 

von deletierten Standards wurde die linker-Primer-Methode verwendet (Forster, 1994). Die 

Standardkonstruktion ist schematisch in der Abb. 2.2 dargestellt. 
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Plasmid-Isolation und Ausschneiden
des Standardfragments mit R I Eco

Klonierung des verkürzten Standard-
fragments in pCR  II-TOPO 

PCR mit - und -Primerlinker antisense

PCR mit - und -Primersense antisense

 
 
Abb. 2.2: Schematische Darstellung der Standardkonstruktion für p67phox, gp91phox und 

LOX-1. 
 

Tab. 2.5: Primer für die Standardkonstruktion und standard-kalibrierte kompetitive PCR. 

Gen Genbank 
Acc.-Nr. 

Primersequenz (3´ → 5´) Bindungs- 
stellen 

Literaturverweis 

p67phox NM 000433 sense: 
ATG CCT TCA GTG CCG TCC AG 
 
antisense: 
TGC TTC CAG ACA CAC TCC ATC G 
linker: 
ATG CCT TCA GTG CCG TCC AG / G 
CTT ACT TCC AAC GAG GGA TGC 

 
   147 -   166 bp 
 
    
   552 -   573 bp 
 
    
  284 -   305 bp 

 
Rueckschloss 

(2001) 
 
 
 

Rueckschloss 
(2001) 

gp91phox NM 000397 sense: 
GCT GTT CAA TGC TTG TGG CT 
antisense: 
TCT CCT CAT CAT GGT GCA CA 
linker: 
GCT GTT CAA TGC TTG TGG CT / G 
ATG TTA GTG GGA GCA GGG A

 
1106 - 1125 bp 

 
1490 - 1509 bp 

 
 

1226 - 1245 bp 

 
Jones et al. (1994) 

 
Jones et al. (1994) 

LOX-1 NM 002543 sense: 
GAA TGA GAA ATC CAA AGA GCA 
AAT G 
antisense: 
TGG GCT CTC ATG TTT GGC AC 
linker: 
GAA TGA GAA ATC CAA AGA GCA 
AAT G / TC CTC GGG CTC ATT TAA 
CTG G  

 
 
   400 -   424 bp 
 
   959 -   978 bp 
 
   
 
   536 -   556 bp 
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Tab. 2.6: PCR-Bedingungen für die Standardkonstruktion und standard-kalibrierte 
kompetitive PCR. 

 
Gen PCR-Bedingungen  Gen PCR-Bedingungen 
p67phox  95°C     1 min 

 95°C   30 s 
 67°C   15 s                 34 x
 72°C   15 s 

 LOX-1    95°C     1 min 
   95°C   30 s 
   62°C   15 s                 39 x
   72°C   15 s 

gp91phox  95°C      1 min 
 95°C    30 s 
 63°C    15 s                33 x
 72°C    15 s  

   

 

Zunächst wurde das p67phox-, gp91phox- und LOX-1-Fragment mit Hilfe der jeweiligen sense- 

und antisense-Primern in der PCR amplifiziert (siehe Tab. 2.5 und 2.6). Der 50 µl-PCR-

Reaktionsansatz wurde wie in Tab. 2.2 beschrieben, angesetzt. Die amplifizierte DNA wurde 

im 1%igen (w/v) Agarosegel aufgetrennt (siehe 2.10) und anschließend durch Elektroelution 

aus dem Gel isoliert (siehe 2.11). Zur Isolation des verkürzten Standardfragments wurde die 

eluierte DNA in einer zweiten PCR mit den jeweiligen linker- und antisense-Primern (siehe 

Tab. 2.5) amplifiziert und im präparativem Agarosegel aufgetrennt. 

 

2.9.2  Klonierung der Standardfragmente 

 

Die Klonierung der Standardfragmente erfolgte mit Hilfe des TOPO TA Cloning Kit der 

Firma Invitrogen (Karlsruhe). 

Der pCRII-TOPO-Vektor enthält ein Ampicillin-Resistenzgen zur Selektion plasmidhaltiger 

Escherichia coli (E. coli). Der Nachweis rekombinanter Bakterien erfolgte durch β-

Galaktosidase-Selektion mit Hilfe von 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-β-D-galaktosid (X-Gal). 

Nach Integration von Fremd-DNA in den Vektor erscheinen die Kolonien rekombinanter 

Bakterien weiß, während die Kolonien der ausschließlich Plasmid-DNA enthaltenen 

Bakterien durch X-Gal-Spaltung und 5-Brom-4-chlorindigo-Bildung blaugefärbt sind. Die 

Klonierung erfolgte nach der Anleitung der Firma Invitrogen (Karlsruhe). 

 

2.9.3  Plasmidisolation 

 

Die Plasmidisolation mit Hilfe des Qiagen Plasmid Midi Kit (Qiagen, Hilden) basiert auf 

einem modifizierten Verfahren der basischen Lyse (Sambrook et al., 1989) mit nachfolgender 

DNA-Separation über Säulen.  



Material und Methoden                                                                                                             23 

Die weißen Kolonien (siehe 2.9.2) von transformierten E. coli wurden mittels PCR (siehe 

2.9.1) auf das Vorhandensein der jeweiligen DNA-Fragmente im Plasmid überprüft. Dazu 

wurden E. coli einer weißen Kolonie in sterilem dH2O suspendiert, 10 min gekocht und die 

DNA durch PCR analysiert. Von den Fragment-haltigen Klonen wurde anschließend das 

Plasmid isoliert. Die Plasmidisolation erfolgte nach dem Protokoll der Firma Qiagen (Hilden). 

Die DNA-Sequenz des im Plasmid eingebauten Fragments wurde durch Sequenzierung  

überprüft (siehe 2.12). 

 

2.9.4  Restriktionsverdau von Plasmid-DNA 

 

Mit Hilfe des Restriktionsenzyms EcoR I (Invitrogen, Karlsruhe) wurde das DNA-Fragment 

aus dem Plasmid isoliert. Der Restriktionsansatz wurde wie folgt hergestellt:  

 10 x Reaktionspuffer React 3 (Invitrogen, Karlsruhe) 10 µl 

 8 µg Plasmid (siehe 2.9.3) x µl 

 10 U/µl EcoR I 4 µl 

 steriles dH2O  ad 100 µl 

Der Restriktionsansatz wurde für 2 h bei 37°C inkubiert. Das Standardfragment wurde im 

1%igem (w/v) Agarosegel vom Vektoranteil des Plasmides getrennt (siehe 2.10) und 

anschließend durch Elektroelution aus dem Agarosegel isoliert (siehe 2.11).  

 

2.9.5  Polymerase-Kettenreaktion mit internem Standard 

 

Die Standard-DNA wurde in definierten Schritten verdünnt. Zur Bestimmung der mRNA-

Expression von p67phox, gp91phox und LOX-1 wurden 1:5-Verdünnungen eingesetzt. Für jede 

Probe wurden 4 - 5 PCR-Ansätze vorbereitet: 

 10 × rTaq-Polymerasepuffer 5,0 µl 

 100 µM dNTP-Mix 6,0 µl 

 20 pmol/µl sense-Primer  1,0 µl 

 20 pmol/µl antisense-Primer  1,0 µl 

 5 U/µl rTaq-DNA-Polymerase 0,2 µl 

 steriles dH2O 26,8 µl 

 cDNA (siehe 2.7) 5,0 µl 

Es wurden 5 µl jeder Standard-DNA-Verdünnungsstufe in jeweils einen der vorbereiteten 

PCR-Ansätze gegeben. Die PCR wurden analog 2.9.1 durchgeführt. 
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In den PCR-Reaktionen kompetiert die cDNA des Zielgenfragments mit der Standard-DNA 

um die eingesetzten Primer, da sie identische Primerbindungsstellen besitzen. Beide werden 

entsprechend ihrem Verhältnis im PCR-Ansatz amplifiziert. Das Zielgen- und das intern 

deletierte Standardfragment jedes Ansatzes wurden durch die Agarose-Gelelektrophorese  

aufgetrennt (siehe 2.10). Die Gele wurde fotografiert, die Negative mit einem Scanner 

eingelesen und densitometrisch analysiert. Es wurde die Intensität des Zielgen- und des 

Standardfragments von jedem Ansatz bestimmt (siehe 2.8). Da das Standardfragment verkürzt 

ist, ist der Einbau von Ethidiumbromid und damit die Intensität des Standardfragments bei 

gleicher molarer Konzentration geringer als beim Zielgenfragment. Deshalb wurde die 

Intensität der Standardfragmente mit einem Korrekturfaktor multipliziert, der sich aus dem 

Längenverhältnis von Zielgen und Standard errechnet (siehe Tab. 2.7).  

 
Tab. 2.7: Länge der in der kompetitiven PCR amplifizierten DNA-Fragmente und 

verwendete Korrekturfaktoren. 
 
 p67phox gp91phox LOX-1 
Zielgenfragment: 427 bp 404 bp 579 bp 
Standardfragment: 310 bp 304 bp 468 bp 
Korrekturfaktor: 1,38 1,33 1,24 
 

Aus den Intensitäten dieser Fragmente wurde der Äquivalenzpunkt, an dem die molekularen 

Konzentrationen von Zielgen- und Standardfragment identisch sind, bestimmt. Dazu wurde 

das Verhältnis der Intensitäten von Zielgen und Standard in jedem PCR-Ansatz einer Probe 

ermittelt und der dekadische Logarithmus dieses Verhältnisses bestimmt. Diese Werte wurden 

gegen die im jeweiligen Ansatz enthaltene relative Standardkonzentration aufgetragen (siehe 

Abb. 2.3). Der Äquivalenz-Punkt lag im Nullpunkt der x-Achse. Mit Hilfe der 

Regressionsgeraden für die 4 - 5 PCR-Ansätze jeder Probe konnte so die Konzentration des 

Zielgens in der Probe bestimmt werden. Bei der Verwendung identischer 

Standardverdünnungen konnte die Zielgenkonzentrationen der einzelnen Proben miteinander 

verglichen werden. 
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Zielgen
Standard

rel. Standard-
konzentration

rel. Konzentration
des Zielgens

0,25

0,04

0,0016
-0,1 0 0,1

Äquivalenz-Punkt
Log(Zielgen/
korr. Standard)

0,008

 
 
Abb. 2.3:  Schematische Darstellung der Auswertung einer kompetitiven PCR am Beispiel 

einer 1:5-Verdünnungsreihe der Standard-DNA. Für jeden PCR-Ansatz einer Probe 
wurde das Verhältnis der Intensitäten von Zielgen und Standard bestimmt. Der 
dekadische Logarithmus dieser Verhältnisse wurde gegen die im Ansatz enthaltene 
relative Standardkonzentration aufgetragen. Mit Hilfe der Regressionsgerade konnte 
die relative Zielgenkonzentration bestimmt werden, da die Konzentrationen von 
Zielgen und Standard im Äquivalenz-Punkt gleich sind. 

 

2.10  Agarose-Gelelektrophorese 

 

Die Nukleinsäuren (DNA bzw. RNA) können in Agarosegelen im elektrischen Feld 

entsprechend ihrer Länge aufgetrennt werden. Dabei wandern die negativ geladenen 

Nukleinsäuren zur positiv geladenen Kathode. Die in den Nukleinsäuren interkalierten 

Ethidiumbromidmoleküle werden durch ultra-violettes(UV)-Licht zur Fluoreszenz anregt und 

so nachgewiesen.  

Für die elektrophoretische Trennung von DNA und RNA wurde das Mini- bzw. Midi-Gel-

Elektrophorese-System von MWG-Biotech (Ebersberg) verwendet. Dazu wurde 1% (w/v) 

Agarose durch Erhitzen in 1 x Tris-Borat-EDTA(TBE)-Puffer (89 mM Tris-HCl, pH 8,0; 

89 mM Borsäure; 2,5 mM EDTA, pH 8,0) gelöst. Nach Abkühlen der Lösung wurde 

Ethidiumbromid (1 µl/100 ml; Endkonz. 0,1 µg/ml) zugesetzt. Die Lösung wurde in einen 

vorbereiteten Gelträger gegossen. Das Gel wurde in eine mit 1 × TBE-Puffer gefüllte 

Gelkammer überführt. Die DNA- bzw. RNA-Proben wurden mit 0,1 Vol Probenpuffer (50% 

(v/v) 1 x Tris-EDTA(TE)-Puffer [10 mM Tris-HCl, pH 8,0; 1 mM EDTA, pH 8,0]; 50% (v/v) 
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Glycerol; 0,25% (w/v) Bromphenolblau) gemischt und die aufgetragenen Proben bei 8 - 

10 V/cm getrennt. Die Länge der DNA-Fragmente wurde mit Hilfe parallel aufgetrennter 

DNA-Längenstandards (100 bp-Leiter; Invitrogen, Karlsruhe) bestimmt. 

 

2.11  Elektroelution von Nukleinsäuren 

 

Nukleinsäuren können durch Elektroelution aus dem Agarosegel isoliert werden. Dabei wurde 

die Wanderung der Nukleinsäuren im elektrischen Feld ausgenutzt. 

Die DNA-Fragmente wurden nach der elektrophoretischen Trennung in einem Agaroseblock 

aus dem Gel ausgeschnitten. Der Agaroseblock wurde in einen Dialyseschlauch 

(Spectra/Por6, MWCO 1.000; Roth, Karlsruhe) überführt. Dieser wurde mit 1 x TE-Puffer 

gefüllt, an beiden Enden verschlossen und in eine mit 1 x TBE-Puffer (siehe 2.10) gefüllten 

Elektrophorese-Kammer gelegt. Die Nukleinsäuren wurden bei 8 - 10 V/cm aus dem 

Agaroseblock in den TE-Puffer transferiert. Der Puffer wurde entnommen und die enthaltenen 

Nukleinsäuren nach Zugabe von 0,1 Vol 3 M Ammoniumacetat-Lösung (pH 6,3) und 2,5 Vol 

96%igem (v/v) Ethanol über Nacht bei �20°C gefällt. Das nach Zentrifugation (16.000 x g, 20 

min, 4°C) erhaltene Pellet wurde mit 500 µl 70%igem (v/v) Ethanol gewaschen, getrocknet 

und anschließend in einem geeigneten Volumen dH2O (steril) gelöst. 

 

2.12  DNA-Sequenzierung  

 

Die Sequenzierung der DNA erfolgte nach der Kettenabbruch- bzw. Didesoxyribonukleosid-

triphosphat(ddNTP)-Methode nach Sanger et al. (1977). Dazu wurde der Thermo 

Sequenase Dye Terminator Cycle Sequencing Pre-Mix-Kit (Amersham Pharmacia Biotech, 

Freiburg) verwendet. Dieser enthält fluoreszenzmarkierte ddNTP, die in den DNA-Strang 

zufällig eingebaut werden und die DNA-Synthese abbrechen. 

Die Reaktionsbedingungen wurden entsprechend dem Protokoll des Herstellers (Amersham 

Pharmacia Biotech, Freiburg) gewählt. Die elektrophoretische Trennung der Probe und die 

Auswertung der Sequenzierungsreaktion erfolgte im Zentrum für Medizinische 

Grundlagenforschung der Martin-Luther-Universität Halle mit einem ABI Prism 373 DNA 

Sequencer (Perkin Elmer, Weiterstadt). Die resultierenden Sequenzen wurden mit den aus 

Datenbanken bekannten Zielsequenzen verglichen. 
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2.13  Protein-Isolation  

 

2.13.1  Protein-Isolation aus humanen Endothelzellen 

 
Nach Erreichen der Konfluenz wurden die Endothelzellen einer 6 cm-Kulturschale mit PBS 

(siehe 2.2.1) gewaschen und mit 100 µl Lyse-Puffer (siehe 2.2.3.) lysiert. Die DNA wurde 

12 min bei 100°C denaturiert und bei 6.000 x g für 8 min sedimentiert. Die Konzentration der 

im Überstand enthaltenen Proteine wurde mittels BCATM Protein Assay und Rinderserum-

Albumin (BSA) als Standard (Pierce, Rockfort, USA) bestimmt. Je 50 µg Protein wurden in 

1 x Lämmli-Puffer (4 x Lämmli-Puffer: 0,62 g DTT; 0,4 g SDS; 6 ml Glycerol; 2 ml 1,25 M 

Tris-HCl, pH 6,8; 0,2 mg Bromphenolblau; ad 10 ml dH2O) aufgenommen.  

 

2.13.2  Protein-Isolation aus humanem Myokardgewebe 

  

Die gefrorenen Gewebestücke des linken Ventrikels (ca. 200 - 500 mg) wurden mechanisch 

zerkleinert und in eiskaltem 10 mM Hepes-Puffer (pH 7,4) mit 80 mM KCl, 1 M EDTA, 

1 mM Ethylenglycol-bis-[aminoethylether]-N,N,N´N´-tetraacetat (EGTA), 4 mM DTT, 1:25 

Proteinase-Inhibitor-Mix, 250 mM Sukrose und 0,01% (v/v) Triton X-100 mittels Ultra-

Turrax T8 (IKA-Werke, Staufen) homogenisiert. Das Homogenat wurde bei 20.000 x g für 

30 min zentrifugiert. Die Proteinkonzentration im Überstand wurde mittels BCATM Protein 

Assay und BSA als Standard bestimmt. Je 50 µg bzw. 100 µg Protein wurden in 1 x Lämmli-

Puffer (siehe 2.13.1) aufgenommen.  

 

2.14  Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

 

Für die Proteintrennung wurde das Mini-PROTEAN II Cell-System (Bio-Rad, München) 

verwendet. Die SDS-Gele wurden, wie in der Tab. 2.8 beschrieben, hergestellt. Nach 

Polymerisation der Gele wurde die Gelkassette in die Elektrophorese-Kammer mit 1 x 

Laufpuffer (4 x Laufpuffer: 50 mM Tris-HCl, pH 8,8; 380 mM Glycin; 0,1 % (w/v) SDS) 

überführt. Die Proteinproben wurden 8 min bei 80°C denaturiert und auf das Gel aufgetragen. 

Die Elektrophorese wurde zunächst bei einer Feldstärke von 14 V/cm durchgeführt, bis der 

Bromphenolblau-Farbstoff das Trenngel erreichte. Anschließend wurde die Feldstärke auf 

24 V/cm erhöht. Die Elektrophorese wurde beendet, sobald der Bromphenolblau-Farbstoff 

den unteren Gelrand erreicht hatte. Das Molekulargewicht der Proteine wurde mit Hilfe 
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parallel aufgetrennter Proteinstandards mit bekannten Molekulargewichte (BENCHMARKTM; 

Invitrogen, Karlsruhe) bestimmt. 

 
Tab. 2.8: Zusammensetzung der Polyacrylamidgele. 
 
Substanz: Sammelgel Trenngel (10%ig) 
40 % (w/w) Acrylamid-Bisacrylamid (19:1)                   1,0 ml                    3,0 ml 
Sammelgelpuffer (1 M Tris-HCl, pH 6,8)                    1,0 ml                        - 
Trenngelpuffer (1 M Tris-HCl, pH 8,8)                      -                    4,5 ml 
dH2O                   5,9 ml                    4,3 ml 
10% (w/v) SDS                 80,0 µl                120,0 µl 
10% (w/v) Ammoniumpersulfat (Merck, Darmstadt)                 50,0 µl                 100,0 µl 
TEMED                 10,0 µl                  10,0 µl 
 

2.15  Western-Blot 

 

2.15.1  Elektrophoretischer Proteintransfer  

 

Die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine wurden auf eine Nitrocellulose-Membran 

(0,45 µm; Schleicher & Schuell, Dassel) transferiert. Dazu wurde das Mini Trans-Blot 

Transfer Cell-System (Bio-Rad, München) verwendet. Die Nitrocellulose-Membran und 4 x 

3MM Whatman-Papier (Whatman International Ltd., Maidstone, England) wurden auf 

Gelgröße (5 x 8,5 cm) zugeschnitten und 15 min in Transferpuffer (25 mM Tris-HCl, pH 8,2; 

192 mM Glycin; 20% (v/v) Methanol; 0,1% (w/v) SDS) äquilibriert. Nach Beendigung der 

Gelelektrophorese wurde das Proteingel 5 min in Transferpuffer äquilibriert. Der Wet-Blot 

wurde nach dem Protokoll der Firma Bio-Rad (München) durchgeführt. Die Proteine wurden 

20 min bei 350 mA (für 2 Gele) aus dem Proteingel auf die Nitrocellulose-Membran 

transferiert. Anschließend wurde das Proteingel mit Coomasie-Farblösung (0,5 g 

Coomasiebrillantblau G-250 gelöst in 500 ml Methanol; Zugabe von 100 ml Essigsäure und 

400 ml dH2O) über Nacht gefärbt und mit Entfärberlösung (20% (v/v) Ethanol; 1% (v/v) 

Essigsäure) differenziert. Die Nitrocellulose-Membran wurde mit Ponceau-S-Farblösung 

[0,5 g Ponceau S gelöst in 1 ml Essigsäure; Zugabe von 100 ml dH2O; (Salinovich & 

Montelaro, 1986)] gefärbt, um die Effizienz des Proteintranfers zu überprüfen. 

 

2.15.2  Proteinnachweis  

     

Die Nitrocellulose-Membran wurde nach dem Proteintransfer über Nacht bei 4°C in Tris-

gepufferter Salzlösung + Tween (TBS-T: 10 mM Tris-HCl, pH 7,3; 500 mM NaCl; 0,2% 

(v/v) Tween 20) + 3% (w/v) Milchpulver (fettfrei, Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg) 
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inkubiert. Danach wurde die Membran 3 x 5 min mit TBS-T-Puffer gewaschen und 

anschließend mit dem jeweiligen primären Antikörper (siehe Tab. 2.9) für 3 h inkubiert. Dazu 

wurde der primäre Antikörper in TBS-T-Puffer + 3% (w/v) Milchpulver + 0,02% (w/v) NaN3 

verdünnt. Anschließend wurde die Membran 5 x 5 min mit TBS-T-Puffer gewaschen und mit 

dem jeweiligen sekundären Antikörper (siehe Tab. 2.9) für 30 min inkubiert. Danach wurden 

5 x 5 min Waschschritte mit TBS-T-Puffer durchgeführt. 

Der Western-Blot zum Nachweis von Nox4 wurde im Labor von Herrn Prof. Dr. H. H. H. W. 

Schmidt (Rudolf-Buchheim-Institut für Pharmakologie, Justus-Liebig-Universität Giessen) 

durchgeführt. 

 
Tab. 2.9: Verwendete primäre und sekundäre Antikörper. 
 
Antikörper Herkunft Verdünnung Endkonzentration 
primäre Antikörper:    
p22phox  Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg)       1:     250         0,80 µg/ml 
p47phox  BD Biosciences Transduction Lab. (Heidelberg)       1:     250         1,00 µg/ml 
p67phox BD Biosciences Transduction Lab. (Heidelberg)       1:     500         0,50 µg/ml 
gp91phox  Upstate Biotechnology (Lake Placid, NY, USA)       1:     250         4,00 µg/ml 
Nox4 Prof. Dr. H. H. H. W. Schmidt (Giessen) k. A. k. A. 
LOX-1 Prof. Dr. T. Sawamura (Kyoto, Japan)        1:  1.000 k. A. 
sekundäre Antikörper (Meerrettichperoxidase-Konjugate):   
Anti-Maus-IgG Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)       1:10.000 k. A. 
Anti-Kaninchen-IgG Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)       1:10.000 k. A. 
Anti-Ziege-IgG Upstate Biotechnology (Lake Placid, NY, USA)       1:  7.500         0,05 µg/ml 
 

2.15.3  Chemilumineszenz-Reaktion mit dem ECL-System 

 

Die sekundären Antikörper sind mit Meerrettichperoxidase markiert. Bei Zugabe geeigneter 

Substrate bildet das Enzym ein Licht-emittierendes Produkt, das am Ort seiner Entstehung 

Licht ausstrahlt (Chemilumineszenz).  

Für die Chemilumineszenz-Reaktion wurde das ECL Western-Blot Detektion-System 

(Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) verwendet. Die ECL Western Blot-Reagenzien A 

und B wurden im Verhältnis 1:1 gemischt und 1 min auf die Nitrocellulose-Membran gegeben 

(1 ml/Proteingel). Die Membran wurde anschließend in Frischhaltefolie verpackt und in eine 

Röntgenfilm-Kassette mit einem Hyperfilm ECL (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) 

gelegt. Der Film wurden 3 min - 24 h belichtet und danach in einer Curix 160-Apparatur 

(AGFA, Köln) entwickelt. 
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2.16  Bestimmung der NAD(P)H-Oxidase-Aktivität 

 

2.16.1  Bestimmung der Superoxidanionen-Bildung durch die Coelenterazin-vermittelte 

Chemilumineszenz 

 

Das Coelenterazin wird durch die Reaktion mit ⋅O2
− in die Licht-emittierende Form 

(Coelenteramid) umgewandelt. Diese Chemilumineszenz kann bei 466 nm im 

Chemiluminometer quantifiziert werden.  

Die Sensitivität von Coelenterazin im Vergleich zu Lucigenin wurde mit Hilfe des Xanthin-

Oxidase/Xanthin-Systems überprüft. Dazu wurden ein 1 ml-Reaktionsansatz mit 50 µU/ml 

Xanthin-Oxidase (aus Buttermilch), 10 µM Lucigenin (Molecular Probes, Eugene, OR, USA; 

gelöst in 20 mM Tris-HCl, pH 7,4) bzw. 10 µM Coelenterazin [Molecular Probes, Eugene, 

OR, USA; gelöst in 96%igem (v/v) Ethanol] in 20 mM Tris-HCl, pH 7,4 hergestellt. Die 

Bildung von ⋅O2
− wurde durch die Zugabe von 200 µM Xanthin (gelöst in 0,01 mM NaOH) 

gestartet. Die dabei entstehende Chemilumineszenz wurde 5 min bei 25°C im Lumat LB 

9501-Chemiluminometer (550 nm; EG & G Berthold, Wildbad) gemessen. Die Spezifität der 

nachgewiesenen Chemilumineszenz wurde mit SOD (40 µg/ml; aus Rinder-Erythrozyten; 

gelöst in PBS; siehe 2.2.1) bzw. Diphenyliodoniumchlorid [500 µM; gelöst in 50%igem (v/v) 

Ethanol] überprüft. 

Für die Bestimmung der NAD(P)H-Oxidase-Aktivität durch die Coelenterazin-vermittelte 

Chemilumineszenz wurden die humanen Endothelzellen in Pyrex-Röhrchen kultiviert (siehe 

2.2.2). Nach ET-1-Stimulation wurden die Zellen mit PBS (siehe 2.2.1) gewaschen. Für die 

Bestimmung der NAD(P)H-Oxidase-Aktivität wurde das Pyrex-Röhrchen mit Endothelzellen 

in 980 µl PBS in das Chemiluminometer überführt. Die Messung wurde mit 10 µM 

Coelenterazin gestartet. Nach drei Minuten wurden 100 µM NADPH (Boehringer, 

Mannheim; gelöst in PBS) oder 40 µg/ml SOD zugeben und die Chemilumineszenz 5 min 

weiter aufgezeichnet. Die Aktivität wurde auf den Proteingehalt der Kulturen mittels BCA 

Protein Assay Reagent Kit und BSA als Standard normalisiert. 

Der Flavoenzym-Inhibitor Diphenyliodoniumchlorid kann die Aktivität der NAD(P)H-

Oxidase hemmen. Zur Bestimmung der spezifischen NAD(P)H-Oxidase-Aktivität wurden in 

einigen Experimenten die Endothelzellen 30 min vor der ET-1-Stimulation mit 500 µM 

Diphenyliodoniumchlorid inkubiert.  
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2.16.2 Bestimmung der Superoxidanionen-Bildung durch die Cytochrom c-

Nachweismethode 

 
Die Cytochrom c-Nachweismethode beruht auf der Reduktion von Cytochrom c (Fe3+ → 

Fe2+) durch ⋅O2
−. Das Differenzspektrum aus oxidierter und reduzierter Form des 

Cytochrom c zeigt bei 550 nm ein Absorptionsmaximum. Bei dieser Wellenlänge kann die 

Generierung von ⋅O2
− spektrophotometrisch verfolgt werden.  

Die oxidierte Form von Cytochrom c kann jedoch nicht nur durch ⋅O2
− reduziert werden. 

Andere Reduktionsmittel (z.B.: Glutathion, Cystein) können für die Reduktion von 

Cytochrom c ebenfalls verantwortlich sein. Die reduzierte Form von Cytochrom c kann durch 

Oxidationsmittel im Medium (u.a. H2O2) auch wieder re-oxidiert werden. Der ⋅O2
−-Anteil 

kann spezifisch nach Zugabe von SOD und CAT zu den Endothelzellen bestimmt werden. 

Die SOD wandelt dabei das ⋅O2
− in H2O2 und die CAT das entstehende H2O2 in H2O und O2 

um. Dadurch ändert sich die Cytochrom c-Absorption im Gegensatz zu den ohne SOD und 

CAT behandelten Zellen um den ⋅O2
−-Anteil.  

Die Cytochrom c-Nachweismethode wurde zur Quantifizierung der ⋅O2
−-Bildung mit (A) und 

ohne Schubspannung (D) in humanen Endothelzellen über 24 h gemessen. Die Durchführung 

des Cytochrom c-Assays ist in der Abb. 2.4 schematisch dargestellt. Nach Beendigung des 

Cytochrom c-Assays wurde der Proteingehalt der Kulturen durch BCA Protein Assay Reagent 

Kit und BSA-Standards bestimmt. 

Die ⋅O2
−-Bildung der Endothelzellen wurde anschließend berechnet: 

 AKulturschale A - AKulturschale C = ∆AA � C 

 AKulturschale B - AKulturschale C = ∆AB � C 

 AKulturschale D - AKulturschale F = ∆AD � F 

 AKulturschale E - AKulturschale F = ∆AE � F 

  

 ⋅O2
−

 Schubspannung 
 = (∆AA � C / ε ⋅ d / Proteinkonz.A) - (∆AB � C / ε ⋅ d / Proteinkonz.B)         

 ⋅O2
− 

Kontrolle = (∆AD � F / ε ⋅ d / Proteinkonz.D) - (∆AE � F / ε ⋅ d / Proteinkonz.E) 

 ε = Extinktionskoeffizient von Cytochrom c (29,51 ⋅ 10-3 M-1 ⋅ cm-1, lt. Angaben des Herstellers) 

               d = Schichtdicke der Küvette (1 cm) 
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Abb. 2.4: Schematische Darstellung der Cytochrom c-Nachweismethode. Kulturschalen mit 

Endothelzellen (A, B, D und E) wurden mit 4 ml Testmedium [1 x farbloses 
Medium 199, pH 7,4 (Invitrogen, Karlsruhe); 10% (v/v) newborn calf-Serum; 
15 mM Hepes; 1 x Antibiotika/Antimykotika; 1:100 Fungizone; 1:100 
endothelial cell growth supplement (siehe 2.2.1); 5% (w/v) Dextran] beschichtet. 
Die Endothelzellen von zwei Kulturschalen (A und B) wurden mit einer 
Schubspannung von 30 dyn/cm2 behandelt (siehe 2.3). Als Referenzen wurde 
analog Testmedium ohne Endothelzellen inkubiert (C und F). Eine Referenz (C) 
wurde ebenfalls mit Schubspannung behandelt. Nach 22,5 h wurden in die 
Kulturschalen B und E 40 µg/ml SOD (siehe 2.16.1) und 380 U/ml CAT (aus 
Rinderleber; ICN, Eschwege) gegeben, um den ⋅O2

−-Anteil an der 
Gesamtreduktion des Cytochrom c in Endothelzellen mit und ohne Schubspannung 
zu ermitteln. Die Applikation von Schubspannung wurde dabei nicht unterbrochen. 
Nach 0,5 h wurde in alle Kulturschalen 40 µM Cytochrom c gegeben. Nach 
weiteren 0,5, 1,0 und 1,5 h wurden jeweils 300 µl des Mediums entnommen und 
bei 550 nm vermessen.  
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2.16.3  Bestimmung der Superoxidanionen-Bildung durch die ESR-Spektroskopie 

 

Sowohl 5-Diethoxyphosphoryl-5-methyl-1-pyrrolin-N-oxid (DEPMPO) als auch 5,5-

Dimethylpyrrolin-N-oxid (DMPO) können ⋅O2
− und ⋅OH binden und erzeugen als Addukt 

spezifische Elektronen-Spin-Resonanz(ESR)-Spektren. 

Die Sensitivität von DEPMPO und DMPO wurde mittels der ⋅OH-generierenden Fenton-

Reaktion überprüft. Hierfür wurde ein 100 µl-Reaktionsansatz mit 100 µM Fe2+ + 100 µM 

H2O2 + 50 mM DEPMPO (Calbiochem, Schwalbach) bzw. DMPO hergestellt und im 

Miniskop 100 (Magnettech GmbH, Berlin) bei folgenden Einstellungen vermessen: 100 G 

sweep-Weite, 60 s sweep-Zeit, 1 Zyklus, 1 G modulierende Amplitude, 3 dB Dämpfung, 

100fache Verstärkung, 3355 G Feldmitte.  

Die gefrorenen Gewebestücke vom linken Ventrikel (100 mg) wurden wie unter 2.13.2 

beschrieben in PBS (siehe 2.2.1) homogenisiert. Für die Bestimmung der ⋅O2
−-Bildung wurde 

1/10 Homogenat mit 850 µM NADH (Boehringer, Mannheim) und 50 mM DMPO gemischt 

und die entstehenden ⋅OH-DMPO-Addukte wie oben beschrieben, vermessen. 

 

2.17  Bestimmung der oxLDL-Aufnahme 

 

LDL wurde durch sequenzielle Ultrazentrifugation aus humanen Plasma isoliert, mit Cu2+-

Ionen zu oxLDL oxidiert (Galle & Wanner, 1998) und freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. 

J. Galle (Universität Würzburg) zur Verfügung gestellt. Das oxLDL wurde mit 1,1´-

Dioctadecyl-3,3,3´,3´-tetramethylindocarbocyaninperchlorat (DiI, Molecular Probes) markiert 

und zur Quantifizierung der oxLDL-Aufnahme eingesetzt (Stephan & Yurachek, 1993; 

Sawamura et al., 1997). Die HUVEC wurden mit ET-1 stimuliert (siehe 2.2.1) bzw. im 

Plattenkegel-Viskometer mit Schubspannung behandelt (siehe 2.3) und 5 h mit 100 µg/ml 

DiI-markiertem oxLDL inkubiert. Das aufgenommene DiI-markierte oxLDL wurde mit 

Isopropanol extrahiert und die Fluoreszenz bestimmt (520/564 nm). Die Fluoreszenzwerte 

wurden auf den Proteingehalt der Proben mittels BCA Protein Assay Reagent Kit und BSA-

Standards normalisiert. Die Spezifität der Aufnahme wurde durch Kompetition mit nicht 

markierten oxLDL nachgewiesen. 
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2.18  Statistik 

 

Die Ergebnisse wurden als Mittelwert ± Standardfehler angegeben. Die statistische 

Auswertung erfolgte mit Hilfe des t-Testes bzw. der ANOVA-Methode (SigmaStat software, 

SPSS Inc., Chicago). Ein Wert von P < 0,05 wurde als statistisch signifikant und P < 0,01 als 

hochsignifikant betrachtet. 
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3  Ergebnisse 
 

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression und Aktivität des NAD(P)H-Oxidase-

Komplexes und des oxLDL-Rezeptors LOX-1 untersucht. Schwerpunkte bildeten dabei der 

Einfluss von ET-1, Ang II und Schubspannung in humanen Endothelzellen sowie von ACE-

Hemmer-Therapie im Myokard von Patienten mit Herzinsuffizienz. 

 

3.1  Expression von Nox4 in humanen Endothelzellen 

 

Die Expression der gp91phox-homologen NAD(P)H-Oxidase-Untereinheit Nox4 wurde auf 

mRNA- und Proteinebene in Primärkulturen von humanen Endothelzellen untersucht. Durch 

RT-PCR- und Western-Blot-Analysen konnte erstmalig die Expression von Nox4 in HUVEC 

nachgewiesen werden (siehe Abb. 3.1).  
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Abb. 3.1:  Nachweis der Expression von Nox4 in HUVEC. Die RNA und die Proteine 

wurden aus den Endothelzellen isoliert. Die mRNA-Expression von Nox4 wurde 
durch RT-PCR, Auftrennung des PCR-Produktes im Agarosegel und 
Ethidiumbromid-Färbung nachgewiesen (links). Das Nox4-Protein wurde durch 
Western-Blot-Analyse mit spezifischen Antikörpern identifiziert (rechts). 

 

In der Arbeit wurde daher neben den NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten p22phox, p47phox, 

p67phox und gp91phox auch die Regulation von Nox4 durch ET-1 und laminare Schubspannung 

untersucht. 
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3.2 Einfluss von ET-1 auf die Regulation der NAD(P)H-Oxidase und LOX-1 

 

ET-1 und oxLDL werden als pro-arteriosklerotische Stimuli angesehen. Die Aufnahme von 

oxLDL in die Zelle wird durch den LOX-1-Rezeptor vermittelt. In diesem Teil der Arbeit 

wurde daher der Einfluss von ET-1 auf die Regulation der endothelialen NAD(P)H-Oxidase 

und LOX-1 untersucht. 

 

3.2.1  Regulation der endothelialen NAD(P)H-Oxidase durch ET-1 

 

Zunächst wurde die Regulation der mRNA-Expression der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten 

p22phox, p47phox, p67phox, gp91phox und Nox4 durch ET-1 untersucht. Dazu wurden 

Primärkulturen von HUVEC zeit- und konzentrationsabhängig mit ET-1 inkubiert. 

Anschließend wurde die RNA isoliert und die mRNA-Expression der NAD(P)H-Oxidase-

Untereinheiten durch standard-kalibrierte kompetitive bzw. semiquantitative RT-PCR 

quantifiziert. 

ET-1 (10 nM) induzierte die mRNA-Expression von gp91phox bereits nach 1 h in HUVEC 

(163 ± 21% Kontrolle, n = 6, P < 0,05). Nach 3 h Inkubation mit ET-1 wurde das 

Kontrollniveau wieder erreicht. Die Induktion der mRNA-Expression von gp91phox durch ET-

1 ist konzentrationsabhängig. Die Induktion erreichte bei einer ET-1-Konzentration von 

10 nM ihr Maximum. Die mRNA-Expression der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten p22phox, 

p47phox und p67phox sowie Nox4 wurde dagegen nicht zeit- bzw. konzentrationsabhängig 

durch ET-1 reguliert (siehe Abb. 3.2 und 3.3). 

Die ET-1-induzierte gp91phox-mRNA-Expression wird durch den ETB-Rezeptor vermittelt. 

Der ETB-spezifische Inhibitor BQ-788 (1 µM) hatte keinen Einfluss auf die basale gp91phox-

mRNA-Expression (105 ± 13% Kontrolle, n = 3), verhinderte jedoch die ET-1-induzierte 

gp91phox-mRNA-Expression (97 ± 7% Kontrolle, n = 3, siehe Abb. 3.4). 
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Abb. 3.2: Zeitabhängige Regulation der mRNA-Expression der NAD(P)H-Oxidase-

Untereinheiten p22phox, p47phox, p67phox, gp91phox und Nox4 durch ET-1 in 
humanen Endothelzellen. Die HUVEC wurden mit 10 nM ET-1 für 0,5 - 24 h 
stimuliert. Die RNA wurde isoliert und die mRNA-Expression der NAD(P)H-
Oxidase-Untereinheiten durch standard-kalibrierte kompetitive bzw. 
semiquantitative RT-PCR quantifiziert (in % Kontrolle, n ≥ 3, *P < 0,05 zu 
Kontrolle).  
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Abb. 3.3: Konzentrationsabhängige Regulation der mRNA-Expression der NAD(P)H-

Oxidase-Untereinheiten p22phox, p47phox, p67phox, gp91phox und Nox4 durch ET-1 in 
humanen Endothelzellen. Die HUVEC wurden mit 1 - 100 nM ET-1 für 1 h 
stimuliert. Die RNA wurde isoliert und die mRNA-Expression der NAD(P)H-
Oxidase-Untereinheiten durch standard-kalibrierte kompetitive bzw. 
semiquantitative RT-PCR quantifiziert (in % Kontrolle, n ≥ 3, *P < 0,05 zu 
Kontrolle). 
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Abb. 3.4: ETB-spezifische Inhibierung der ET-1-induzierten gp91phox-mRNA-Expression. 
Die HUVEC wurden mit 100 nM ET-1, mit 1 µM BQ-788 bzw. mit 100 nM ET-1 
und 1 µM BQ-788 für 1 h inkubiert. Die RNA wurde isoliert und die mRNA-
Expression von gp91phox durch standard-kalibrierte kompetitive RT-PCR 
quantifiziert (in % Kontrolle, n ≥ 3, *P < 0,05 zu Kontrolle). 

 

In weitergehenden Experimenten wurde der Einfluss von ET-1 auf die NAD(P)H-Oxidase-

Aktivität untersucht. Die NAD(P)H-Oxidase-vermittelte ⋅O2
−-Bildung konnte durch 

Chemilumineszenz nachgewiesen werden. Coelenterazin bzw. Lucigenin werden dabei durch 

die Reaktion mit ⋅O2
− in eine Licht-emittierende Form umgewandelt. Die Spezifität und 

Sensitivität dieser Licht-emittierenden Substanzen wurden mit Hilfe der ⋅O2
−-bildenden 

Xanthin-Oxidase und Xanthin als Substrat überprüft. Dabei erwies sich die Coelenterazin-

vermittelte Chemilumineszenz als eine für ⋅O2
− spezifische und sensitive Nachweismethode. 

Im Gegensatz zu Lucigenin zeigte die Coelenterazin-vermittelte Chemilumineszenz ein bis zu 

25.000fach erhöhtes Signal. Dieses Signal konnte durch die SOD bzw. 

Diphenyliodoniumchlorid, einem Flavoenzym-Inhibitor, vollständig gehemmt werden (Abb. 

3.5).  
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Abb. 3.5: (A) Vergleich der Sensitivität von Coelenterazin und Lucigenin zur ⋅O2
−-Detektion 

am Beispiel des Xanthin-Oxidase/Xanthin-Modelsystems. Coelenterazin und 
Lucigenin wurden in gleichen Konzentrationen (10 µM) eingesetzt. Die Xanthin-
Oxidase/Xanthin-generierte Chemilumineszenz konnte durch 40 µg/ml SOD 
inhibiert werden. (B) Die Xanthin-Oxidase/Xanthin-vermittelte ⋅O2

−-Bildung 
konnte ebenfalls durch 500 µM Diphenyliodoniumchlorid gehemmt werden. Die 
Chemilumineszenz (CL) wurde in relativen Lichteinheiten (rLU) ⋅ sek-1 
angegeben. 

 

Für die Bestimmung der ⋅O2
−-Generierung durch die NAD(P)H-Oxidase wurden die 

Endothelzellen an der Innenwand von Pyrex-Röhrchen kultiviert. Die Röhrchen konnten 

anschließend nach Stimulation mit ET-1 zur Quantifizierung der gebildeten ⋅O2
− durch  die 

Coelenterazin-vermittelte Chemilumineszenz direkt ins Chemiluminometer eingesetzt 

werden.  
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Die NAD(P)H-Oxidase-Aktivität wurde nach Inkubation mit 10 nM ET-1 im Vergleich zur 

Kontrolle induziert (max. Induktion nach 90 min: 235 ± 44 rLU ⋅ min-1 ⋅ µg Protein-1; 

Kontrolle: 170 ± 27 rLU ⋅ min-1 ⋅ µg Protein-1, n = 9, *P < 0,05, siehe Abb. 3.6). 
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Abb. 3.6: Induktion der ⋅O2

−-Bildung durch ET-1 in humanen Endothelzellen. Die HUVEC 
wurden mit 10 nM ET-1 für 90 min inkubiert. Die ⋅O2

−-Bildung wurde durch die 
Coelenterazin-vermittelte Chemilumineszenz bestimmt (n = 9, *P < 0,05 zu 
Kontrolle). Die Chemilumineszenz (CL) wurde in relativen Lichteinheiten (rLU) ⋅ 
min-1 ⋅ µg Protein-1 angegeben. 

 

Zusammenfassend konnte durch ET-1-Stimulation nach 1 h eine signifikante Induktion der 

essentiellen NAD(P)H-Oxidase-Untereinheit gp91phox auf mRNA-Ebene in humanen 

Endothelzellen beobachtet werden. Die Induktion der gp91phox-mRNA-Expression wurde 

durch den ETB-Rezeptor vermittelt. Die NAD(P)H-Oxidase-Aktivität wurde durch ET-1 

ebenfalls induziert. 

 

3.2.2  Regulation des oxLDL-Rezeptors LOX-1 durch ET-1 

 

Der Einfluss von ET-1 wurde in weitergehenden Experimenten auf die Expression von LOX-

1 untersucht. Dazu wurden Primärkulturen der HUVEC zeit- und konzentrationsabhängig mit 

ET-1 inkubiert. Aus diesen Kulturen wurde die RNA isoliert und die mRNA-Expression von 

LOX-1 durch standard-kalibrierte kompetitive RT-PCR quantifiziert.  

Nach einstündiger Inkubation mit ET-1 (100 nM) konnte eine Induktion der mRNA-

Expression von LOX-1 in humanen Endothelzellen nachgewiesen werden (160 ± 14%  
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Kontrolle, n = 5, P < 0,05). Nach 3 h ET-1-Inkubation wurde das Kontrollniveau wieder 

erreicht. Die Induktion der mRNA-Expression von LOX-1 durch ET-1 ist 

konzentrationsabhängig. Die maximale Induktion wurde bei 100 nM ET-1 erreicht (siehe 

Abb. 3.7).  

Die ET-1-induzierte mRNA-Expression von LOX-1 konnte ebenfalls durch 1 µM BQ-788  

verhindert werden (86 ± 8% zu Kontrolle, n = 4). BQ-788 hatte keinen Einfluss auf die basale 

LOX-1-mRNA-Expression (100 ± 7% Kontrolle, siehe Abb. 3.7). 
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Abb. 3.7: (A) Zeitabhängige Regulation der mRNA-Expression von LOX-1 durch ET-1 in 
humanen Endothelzellen. Die HUVEC wurden mit 100 nM ET-1 für 0,5 - 24 h 
stimuliert (n ≥ 3, *P < 0,05 zu Kontrolle). (B) Konzentrationsabhängige 
Regulation der mRNA-Expression von LOX-1 durch ET-1 und ETB-spezifische 
Hemmung der Induktion der LOX-1-Expression in humanen Endothelzellen. Die 
HUVEC wurden mit 1 - 100 nM ET-1, mit 1 µM BQ-788 bzw. mit 100 nM ET-1 
und 1 µM BQ-788 für 1 h inkubiert. Die RNA wurde isoliert und die mRNA-
Expression von LOX-1 durch standard-kalibrierte kompetitive RT-PCR 
quantifiziert (in % Kontrolle, n ≥ 3, *P < 0,05 zu Kontrolle). 
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Anschließend wurde der Einfluss von ET-1 auf die Protein-Expression von LOX-1 

untersucht. Die HUVEC wurden mit 100 nM ET-1 für 1 h inkubiert. Die Proteine wurden 

isoliert und die Protein-Expression von LOX-1 durch Western-Blot bestimmt. Dafür wurde 

ein LOX-1-spezifischer Antikörper von Herrn Prof. Dr. T. Sawamura (Universität Kyoto, 

Japan) verwendet. Nach einstündiger ET-1-Stimulation konnte eine signifikant erhöhte LOX-

1-Protein-Expression nachgewiesen werden (171 ± 21% Kontrolle, n = 4, P < 0,05, siehe 

Abb. 3.8).  
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Abb. 3.8: Induktion der LOX-1-Protein-Expression durch ET-1 in humanen Endothelzellen. 

Die HUVEC wurden mit 100 nM ET-1 für 1 h inkubiert, die Proteine isoliert und 
die Protein-Expression von LOX-1 durch Western-Blot quantifiziert (in % 
Kontrolle, n = 4, *P < 0,05 zu Kontrolle). 

 

In Zusammenarbeit mit Herrn B. Niemann (Martin-Luther-Universität Halle) wurden die 

Primärkulturen der HUVEC mit 100 nM ET-1 stimuliert und die Aufnahme von DiI-

markiertem oxLDL quantifiziert. Nach einstündiger Stimulation mit 100 nM ET-1 konnte 

eine erhöhte oxLDL-Aufnahme in HUVEC nachgewiesen werden (223 ± 29% Kontrolle, n = 

27, P < 0,05, siehe Abb. 3.9).  

Diese erhöht oxLDL-Aufnahme war ebenfalls ETB-Rezeptor-vermittelt (115 ± 2% Kontrolle, 

n = 18). Dabei hatte BQ-788 (1 µM) selbst keinen Einfluss auf die basale oxLDL-Aufnahme 

(115 ± 4% Kontrolle, n = 18, siehe Abb. 3.10). 
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Abb. 3.9: Effekt von ET-1 auf die oxLDL-Aufnahme in humanen Endothelzellen. Die 
HUVEC wurden mit 100 nM ET-1 für 1 - 24 h stimuliert. Die oxLDL-Aufnahme 
wurde mit DiI-markiertem oxLDL quantifiziert (in % Kontrolle, n ≥ 9, *P < 0,05 
zu Kontrolle).  
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Abb. 3.10:  Hemmung der ET-1 induzierten oxLDL-Aufnahme durch den ETB-spezifischen 

Inhibitor BQ-788. Die HUVEC wurden mit 100 nM ET-1, mit 1 µM BQ-788 
bzw. mit 100 nM ET-1 und 1 µM BQ-788 für 1 h inkubiert. Die oxLDL-
Aufnahme wurde mit DiI-markiertem oxLDL quantifiziert (in % Kontrolle, n ≥ 
4, *P < 0,05 zu Kontrolle). 

 

Zusammenfassend konnte durch ET-1-Stimulation nach 1 h eine signifikante Induktion von 

LOX-1 auf mRNA- und Proteinebene in humanen Endothelzellen nachgewiesen werden. 
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Zusätzlich wurde eine erhöhte Aufnahme von oxLDL gezeigt. Die Induktion der LOX-1-

mRNA-Expression und der oxLDL-Aufnahme wird durch den ETB-Rezeptor vermittelt. 

 

3.3  Einfluss von Ang II auf die Regulation von LOX-1 

 

Ang II wird ebenfalls als pro-arteriosklerotischer Stimulus angesehen. Rueckschloss et al. 

konnten bereits eine Induktion der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheit gp91phox durch Ang II-

Stimulierung in HUVEC nachweisen (Rueckschloss et al., 2002). Erste molekularbiologische 

und funktionelle Untersuchungen zur Regulation von LOX-1 zeigten nach 3 h eine erhöhte 

mRNA-Expression von LOX-1 und oxLDL-Aufnahme in Endothelzellen (Morawietz et al., 

1999). Innerhalb dieses Projektes wurde die LOX-1-Expression auf Proteinebene untersucht. 

Dazu wurden die Endothelzellen mit Ang II inkubiert, die Proteine isoliert und die Protein-

Expression von LOX-1 durch Western-Blot-Analysen bestimmt. Nach 3 h Ang II-Stimulation 

(100 mM) konnte eine signifikant erhöhte LOX-1-Protein-Expression nachgewiesen werden 

(212 ± 21% Kontrolle, n = 6, P < 0,01, siehe Abb. 3.11). 
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Abb. 3.11:  Induktion der LOX-1-Protein-Expression durch Ang II in humanen 

Endothelzellen. Die HUVEC wurden mit 100 nM Ang II für 3 h inkubiert, die 
Proteine isoliert und die Protein-Expression von LOX-1 durch Western-Blot 
quantifiziert (in % Kontrolle, n = 6, *P < 0,01 zu Kontrolle). 
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3.4  Einfluss von laminarer Schubspannung auf die Regulation der NAD(P)H-

Oxidase und LOX-1 

 

Gleichmäßige laminare Schubspannung wird als eine arterioprotektive Kraft angesehen. In 

diesem Teil der Arbeit sollte der Einfluss von laminarer Schubspannung auf die Regulation 

der NAD(P)H-Oxidase und LOX-1 analysiert werden. 

 

3.4.1  Regulation der endothelialen NAD(P)H-Oxidase durch Applikation von 

laminarer Schubspannung 

 

Für die Untersuchung der Regulation der NAD(P)H-Oxidase wurden die Endothelzellen in 

einem Plattenkegel-Viskometer einer laminaren Schubspannung bis zu 50 dyn/cm2 ausgesetzt. 

Nach 24 h konnten phänotypische Veränderungen der Schubspannung ausgesetzten HUVEC 

im Gegensatz zu den Kontrollzellen beobachtet werden. Die Endothelzellen richteten sich 

unter Schubspannung in Richtung der wirkenden Kraft aus. Dabei bildeten sie nach 

Applikation von laminarer Schubspannung einen spindelförmigen Phänotyp aus. Die stationär 

kultivierten Endothelzellen bildeten dagegen ein typisches �Kopfstein-Muster� (cobble stone) 

(siehe Abb. 3.11).   

 

 
 
Abb. 3.11: Phänotypische Veränderung der humanen Endothelzellen durch Applikation von 

arterieller laminarer Schubspannung. Die HUVEC wurden 24 h in einem 
Plattenkegel-Viskometer einer Schubspannung von 30 dyn/cm2 ausgesetzt 
(rechts). Die stationäre Kontrolle ist im linken Bild dargestellt. 38fache 
Vergrößerung. 
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In den Endothelzellen wurde der Einfluss laminarer Schubspannung auf die mRNA-

Expression der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten p22phox, p47phox, p67phox, gp91phox und 

Nox4 untersucht. Dazu wurden die Primärkulturen der HUVEC zeit- und dosisabhängig in 

einem Plattenkegel-Viskometer mit Schubspannung behandelt. Aus diesen Kulturen wurde 

die RNA isoliert und die mRNA-Expression der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten durch 

standard-kalibrierte kompetitive bzw. semiquantitative RT-PCR quantifiziert. 

Die mRNA-Expression der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten wurde zeit- und dosisabhängig 

reguliert. Die mRNA-Expression von p47phox, gp91phox und Nox4 wurden nach Applikation 

arterieller laminarer Schubspannung herabreguliert (siehe Abb. 3.12). Dabei wurde für 

gp91phox bereits nach 1 h eine Herabregulation der mRNA-Expression nachgewiesen (76 ± 

10% Kontrolle, n = 5, P < 0,05). Langfristig (12 bzw. 24 h) war die mRNA-Expression der 

drei NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten herabreguliert (p47phox: 66 ± 8% bzw. 69 ± 5%, 

gp91phox: 55 ± 8% bzw. 47 ± 6%, Nox4: 46 ± 7% bzw. 58 ± 5% Kontrolle, n ≥ 5, P < 0,01). 

Dagegen wurde die mRNA-Expression von p67phox nach Applikation einer Schubspannung 

von 30 bzw. 50 dyn/cm2 nach 24 h induziert (140 ± 14% bzw. 209 ± 77% Kontrolle, n ≥ 3, P 

< 0,05 bzw. P < 0,01). Eine Schubspannung von 30 dyn/cm2 führte jedoch nach 4 h zu einer 

Herabregulation der p67phox-mRNA-Expression (58 ± 4% Kontrolle, n = 3, P < 0,05). Die 

mRNA-Expression von p22phox wurde durch eine Schubspannung von 30 dyn/cm2 nach 12 h 

induziert (155 ± 14% Kontrolle, n = 5, P < 0,01), nach 24 h war jedoch keine Regulation der 

p22phox-mRNA-Expression erkennbar (siehe Abb. 3.13). 
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Abb. 3.12: Schubspannungsabhängige Regulation der mRNA-Expression der NAD(P)H-

Oxidase-Untereinheiten p22phox, p47phox, p67phox, gp91phox und Nox4 in humanen 
Endothelzellen. Die HUVEC wurden Schubspannungen von 1 - 50 dyn/cm2 für 
24 h ausgesetzt. Die RNA wurde isoliert und die mRNA-Expression der 
NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten durch standard-kalibrierte kompetitive bzw. 
semiquantitative RT-PCR quantifiziert (in % Kontrolle, n ≥ 5, *P < 0,05, **P < 
0,01 zu Kontrolle). 

 



Ergebnisse                                                                                                                                 49 

p6
7 

   
   

-m
R

N
A

-
Ex

pr
es

si
on

 [%
]

ph
ox

0

60

30

90

120

150
*

120

100

60

80

40

20

0

*
** **

gp
91

   
   

 -m
R

N
A

-
Ex

pr
es

si
on

 [%
]

ph
ox

p4
7 

   
   

-m
R

N
A

-
Ex

pr
es

si
on

 [%
]

ph
ox

120

100

60

80

40

20

0

** **

1 2412 h4

N
O

X4
-m

R
N

A
-

Ex
pr

es
si

on
 [%

]

120

100

60

80

40

20

0

**
** **

p2
2 

   
   

-m
R

N
A

-
Ex

pr
es

si
on

 [%
]

ph
ox

**

0

60

30

90

120

150

180

1 2412 h4 1 2412 h4

1 2412 h4 1 2412 h4

*

 
 
Abb. 3.13: Zeitabhängige Regulation der mRNA-Expression der NAD(P)H-Oxidase-

Untereinheiten p22phox, p47phox, p67phox, gp91phox und NOX4 durch laminare 
Schubspannung in humanen Endothelzellen. Die HUVEC wurden einer 
Schubspannung von 30 dyn/cm2 bis zu 24 h ausgesetzt. Die RNA wurde isoliert 
und die mRNA-Expression der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten durch 
standard-kalibrierte kompetitive bzw. semiquantitative RT-PCR quantifiziert (in 
% Kontrolle, n ≥ 3, *P < 0,05, **P < 0,01 zu Kontrolle). 

 

⋅NO kann als Signalmolekül die Expression von Genen regulieren. Deshalb wurde in weiteren 

Exprimenten der Einfluss von ⋅NO bei der Herabregulation der mRNA-Expression untersucht. 

Dafür wurden die HUVEC mit L-NAME, einem spezifischen Inhibitor der ⋅NO-Synthase, 
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während der Applikation von Schubspannung inkubiert. 500 µM L-NAME verhinderte die 

Herabregulation der mRNA-Expression der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten p47phox, 

gp91phox und Nox4 (p47phox: 99 ± 22%, gp91phox: 109 ± 20%, Nox4: 84 ± 13% Kontrolle, n ≥ 

4). L-NAME zeigte selbst keinen Einfluss auf die basale mRNA-Expression dieser 

NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten (siehe Abb. 3.14). 

 
N

ox
4-

m
R

N
A

-
Ex

pr
es

si
on

 [%
]

120

100

60

80

40

20

0

**

gp
91

   
   

 -m
R

N
A

-
Ex

pr
es

si
on

 [%
]

ph
ox

120

100

60

80

40

20

0

**

p4
7 

   
   

-m
R

N
A

-
Ex

pr
es

si
on

 [%
]

ph
ox

120

100

60

80

40

20

0 -
-

-
-

+
+ 500 µM L-NAME+

+ 30 dyn/cm2

**

-
-

-
-

+
+ 500 µM L-NAME+

+ 30 dyn/cm2

-
-

-
-

+
+ 500 µM L-NAME+

+ 30 dyn/cm2

 
 
Abb. 3.14: Einfluss des ⋅NO-Synthase-spezifischen Inhibitors L-NAME auf die mRNA-

Expression der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten p47phox, gp91phox und Nox4. 
Die HUVEC wurden einer Schubspannung von 30 dyn/cm2 für 24 h mit bzw. 
ohne L-NAME (500 µM) ausgesetzt. Die RNA wurde isoliert und die mRNA-
Expression der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten durch standard-kalibrierte 
kompetitive bzw. semiquantitative RT-PCR quantifiziert (in % Kontrolle, n ≥ 4, 
**P < 0,01 zu Kontrolle). 

 
 
Zur Bestätigung der Regulation der mRNA-Expression durch ⋅NO wurden stationäre HUVEC 

mit dem ⋅NO-Donor DETA-NO (500 µM) inkubiert. Die mRNA-Expression von p47phox und 

gp91phox wurde durch das DETA-NO-generierte ⋅NO signifikant herabreguliert (p47phox: 70 ± 
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4%, gp91phox: 46 ± 6% Kontrolle, n ≥ 5, P < 0,05). Die mRNA-Expression von Nox4 wurde 

dagegen nicht durch DETA-NO beeinflusst (108 ± 8%, n = 6, siehe Abb. 3.15). 
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Abb. 3.15: Einfluss von ⋅NO-Freisetzung auf die mRNA-Expression der NAD(P)H-

Oxidase-Untereinheiten p47phox, gp91phox und Nox4. Die HUVEC wurden 24 h 
einer Schubspannung von 30 dyn/cm2 ausgesetzt bzw. mit DETA-NO (500 µM) 
inkubiert. Die RNA wurde isoliert und die mRNA-Expression der NAD(P)H-
Oxidase-Untereinheiten durch standard-kalibrierte kompetitive bzw. 
semiquantitative RT-PCR quantifiziert (in % Kontrolle, n ≥ 5, *P < 0,05, **P < 
0,01 zu Kontrolle). 

 

Chronische laminare Schubspannung verringert die ET-1-Bildung (Sharefkin et al., 1991; 

Malek & Izumo, 1992; Morawietz et al., 2000). Die vasokonstriktiv wirkenden Substanzen 

ET-1 und Ang II können sich wechselseitig stimulieren (Dohi et al., 1992; Rossi et al., 1999). 

Darüber hinaus konnten wir zeigen, dass ET-1 (siehe 3.2.1; Duerrschmidt et al., 2000) und 

Ang II (Rueckschloss et al., 2002) die NAD(P)H-Oxidase Untereinheit gp91phox induzieren. 
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Daher wurde in weiteren Experimenten der Einfluss von ET-1 und Ang II auf die Regulation 

der NAD(P)H-Oxidase durch Schubspannung untersucht. 
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Abb. 3.16: Einfluss des ETB-Rezeptor-spezifischen Inhibitors BQ-788 auf die mRNA-
Expression der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten p47phox, gp91phox und Nox4. 
Die HUVEC wurden einer Schubspannung von 30 dyn/cm2 für 24 h mit bzw. 
ohne BQ-788 (1 µM) ausgesetzt. Die RNA wurde isoliert und die mRNA-
Expression der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten durch standard-kalibrierte 
kompetitive bzw. semiquantitative RT-PCR quantifiziert (in % Kontrolle, n ≥ 4, 
**P < 0,01 zu Kontrolle). 

 

Die HUVEC wurden mit spezifischen Inhibitoren (1 µM BQ-788 bzw. 1 µM Losartan) des 

ET-1- bzw. Ang II-spezifischen Rezeptors (ETB- bzw. AT1-Rezeptor) während der 

Applikation von Schubspannung inkubiert. Die Herabregulation der mRNA-Expression von 

p47phox, gp91phox und Nox4 wird sowohl durch den ETB-Rezeptor, als auch durch den AT1-

Rezeptor vermittelt. Die Inhibitoren BQ-788 bzw. Losartan verhinderten die Herabregulation 

der mRNA (p47phox: 86 ± 24%, gp91phox: 76 ± 12%, Nox4: 91 ± 10% Kontrolle, n = 6 bzw. 

p47phox: 97 ± 14%, gp91phox: 91 ± 17%, Nox4: 90 ± 10% Kontrolle, n = 4). Die Inhibitoren 
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hatten keinen Einfluss auf die basale mRNA-Expression von p47phox, gp91phox und Nox4, 

siehe Abb. 3.16 bzw. 3.17). 
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Abb. 3.17: Einfluss des AT1-Rezeptor-spezifischen Inhibitors Losartan auf die mRNA-
Expression der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten p47phox, gp91phox und Nox4. 
Die HUVEC wurden einer Schubspannung von 30 dyn/cm2 für 24 h mit bzw. 
ohne Losartan (1 µM) ausgesetzt. Die RNA wurde isoliert und die mRNA-
Expression der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten durch standard-kalibrierte 
kompetitive bzw. semiquantitative RT-PCR quantifiziert (in % Kontrolle, n ≥ 4, 
**P < 0,01 zu Kontrolle). 

 

Anschließend wurde die Rolle von Proteinkinasen analysiert, die das Signal in den Zellkern 

weiterleiten könnten. Hierbei wurden die HUVEC mit spezifischen Inhibitoren der PKC (RO-

31-8220) bzw. der Tyrosinkinasen (Herbimycin A) während der Applikation von 

Schubspannung inkubiert. Die Herabregulation der mRNA-Expression von p47phox wird über 

die PKC bzw. Tyrosinkinasen vermittelt, da der Inhibitor RO-31-8220 bzw. Herbimycin A die 

Herabregulation der mRNA-Expression verhindern konnte (103 ± 17% bzw. 85 ± 13% 

Kontrolle, n ≥ 5). Dagegen hatten RO-31-8220 bzw. Herbimycin A keinen Einfluss auf die 
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mRNA-Expression von gp91phox und Nox4 (gp91phox: 59 ± 10% bzw. 42 ± 7%, Nox4: 60 ± 

10% bzw. 59 ± 6% Kontrolle, n ≥ 7, P < 0,05). Auf die basale mRNA-Expression der 

NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten hatten die Inhibitoren keinen Effekt (siehe Abb. 3.18 bzw. 

3.19).   
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Abb. 3.18: Einfluss des PKC-spezifischen Inhibitors RO-31-8220 auf die mRNA-

Expression der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten p47phox, gp91phox und Nox4. 
Die HUVEC wurden einer Schubspannung von 30 dyn/cm2 für 24 h mit bzw. 
ohne RO-31-8220 (RO; 1 µM) ausgesetzt. Die RNA wurde isoliert und die 
mRNA-Expression der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten durch standard-
kalibrierte kompetitive bzw. semiquantitative RT-PCR quantifiziert (in % 
Kontrolle, n ≥ 7, *P < 0,05 bzw. **P < 0,01 zu Kontrolle). 
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Abb. 3.19: Einfluss des Tyrosinkinasen-Inhibitors Herbimycin A auf die mRNA-Expression 

der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten p47phox, gp91phox und Nox4. Die HUVEC 
wurden einer Schubspannung von 30 dyn/cm2 für 24 h mit bzw. ohne 
Herbimycin A (HA; 1 µM) ausgesetzt. Die RNA wurde isoliert und die mRNA-
Expression der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten durch standard-kalibrierte 
kompetitive bzw. semiquantitative RT-PCR quantifiziert (in % Kontrolle, n ≥ 5, 
*P < 0,05, **P < 0,01 zu Kontrolle). 

 

In weiterführenden Experimenten wurde der Einfluss von Schubspannung auf die Regulation 

der Protein-Expression der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten untersucht. Dabei wurden  

HUVEC einer Schubspannung von 30 dyn/cm2 für 24 h ausgesetzt und anschließend die 

Proteine isoliert. Die Protein-Expression der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten p47phox, 

p67phox, gp91phox und Nox4 wurde durch Western-Blot-Analysen bestimmt. Für p22phox war 

kein spezifischer Antikörper für die Bestimmung der Protein-Expression verfügbar. 

Die Protein-Expression von p47phox, gp91phox und Nox4 wurde durch Applikation von 

Schubspannung (30 dyn/cm2, 24 h) herabreguliert (p47phox: 84 ± 7%, gp91phox: 47 ± 7%, 

Nox4: 82 ± 7% Kontrolle, n ≥ 5, P < 0,05). Dagegen wurde die Protein-Expression von 

p67phox nicht reguliert (89 ± 11% Kontrolle, n = 14, siehe Abb. 3.20). 
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Abb. 3.20: Regulation der Protein-Expression der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten 

p47phox, p67phox, gp91phox und Nox4 durch laminare Schubspannung in humanen 
Endothelzellen. Die HUVEC wurden einer Schubspannung von 30 dyn/cm2 für 
24 h ausgesetzt, die Proteine isoliert und die Protein-Expression durch Western-
Blot-Analysen quantifiziert (in % Kontrolle, n ≥ 5, *P < 0,05, **P < 0,01 zu 
Kontrolle). 

 

Um die Expressionsdaten auch auf funktioneller Ebene zu überprüfen, wurde der Einfluss 

laminaren Schubspannung auf die Generierung von ⋅O2
− untersucht. Dabei wurden HUVEC 

einer Schubspannung von 30 dyn/cm2 für 24 h ausgesetzt und anschließend die ⋅O2
−-Bildung 

durch die Cytochrom c-Nachweismethode bestimmt.  

Laminare Schubspannung von 30 dyn/cm2 für 24 h bewirkte eine signifikante Herabregulation 

der ⋅O2
−-Bildung in humanen Endothelzellen (2,1 ± 0,4 nmol ⋅ mg Protein-1, Kontrolle: 3,7 ± 

0,4 nmol ⋅ mg Protein-1, n = 8, P < 0,01). Die Herabregulation konnte durch die Zugabe von 

500 µM L-NAME wieder verhindert werden (5,5 ± 1,3 nmol ⋅ mg Protein-1, n = 4, siehe Abb. 

3.21).  

 



Ergebnisse                                                                                                                                 57 

 

 
30 dyn/cm2- -

- -
+ +

+ +

0

2

4

8

O
  -

B
ild

un
g 

[n
m

ol
  m

g 
Pr

ot
ei

n 
  ]

- 2

.

.
-1

6

**

500 µM L-NAME 
 
Abb. 3.21: Herabregulation der ⋅O2

−-Bildung durch laminare Schubspannung und Einfluss 
des ⋅NO-Synthase-spezifischen Inhibitors L-NAME auf die ⋅O2

−-Bildung in 
humanen Endothelzellen. Die HUVEC wurden einer Schubspannung von 
30 dyn/cm2 für 24 h mit bzw. ohne L-NAME (500 µM) ausgesetzt. Die ⋅O2

−-
Bildung wurde durch die Cytochrom c-Methode bestimmt und in nmol ⋅ mg 
Protein-1 angeben (n = 7, *P < 0,05 zu Kontrolle). 
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Abb. 3.22: Herabregulation der ⋅O2

−-Bildung durch DETA-NO in humanen Endothelzellen. 
Die HUVEC wurden mit 500 µM DETA-NO für 24 h inkubiert. Die ⋅O2

−-
Bildung wurde durch die Cytochrom c-Methode bestimmt und in nmol ⋅ mg 
Protein-1 angeben (n = 4, *P < 0,05 zu Kontrolle).  
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Der ⋅NO-Donor DETA-NO verringerte in gleichem Umfang wie die arterielle laminare 

Schubspannung die mRNA-Expression von p47phox und gp91phox. Deshalb wurde in weiteren 

Experimenten die ⋅O2
−-Bildung von stationären Endothelzellen nach Zugabe von DETA-NO 

(500 µM) bestimmt. Nach 24 h konnte ebenfalls eine signifikante Herabregulation der 

Generierung von ⋅O2
− nachgewiesen werden (1,3 ± 0,6 nmol ⋅ mg Protein-1, Kontrolle: 3,7 ± 

0,4 nmol ⋅ mg Protein-1, n = 4, P < 0,05, siehe Abb. 3.22). 

 

Zusammenfassend konnte durch Applikation von arterieller laminarer Schubspannung von 

30 dyn/cm2 für 24 h eine signifikante Herabregulation der mRNA-Expression der NAD(P)H-

Oxidase-Untereinheiten p47phox, gp91phox und Nox4 beobachtet werden. Die Protein-

Expression dieser Untereinheiten war ebenfalls herabreguliert. Darüber hinaus konnte eine 

verringerte ⋅O2
−-Bildung der Endothelzellen gezeigt werden. 

Die Herabregulation der mRNA-Expression von p47phox, gp91phox und Nox4 durch arterielle 

laminare Schubspannung konnte durch Blockade des ETB- bzw. AT1-Rezeptors gehemmt 

werden. Zusätzlich konnte die Herabregulation der mRNA-Expression dieser NAD(P)H-

Oxidase-Untereinheiten und der ⋅O2
−-Bildung durch die Hemmung der eNOS aufgehoben 

werden. Die Inkubation von stationären HUVEC mit DETA-NO vermittelte eine 

Herabregulation der mRNA-Expression von p47phox und gp91phox sowie eine verminderte 

⋅O2
−-Bildung der Endothelzellen. Die schubspannungsabhängige mRNA-Regulation von 

p47phox wird zusätzlich durch PKC und Tyrosinkinasen vermittelt. 

 

3.4.2  Regulation des oxLDL-Rezeptors LOX-1 durch Applikation von laminarer 

Schubspannung 

 

In diesem Teil der Arbeit sollte der Einfluss von laminarer Schubspannung auf die Regulation 

des oxLDL-Rezeptors LOX-1 untersucht werden. Dazu wurden HUVEC in einem 

Plattenkegel-Viskometer laminarer Schubspannung von 30 dyn/cm2 für 24 h ausgesetzt. Die 

RNA wurde anschließend isoliert und die mRNA-Expression von LOX-1 durch standard-

kalibrierte kompetitive RT-PCR quantifiziert. 

Die mRNA-Expression von LOX-1 zeigte nach Applikation laminarer Schubspannung eine 

zeit- bzw. dosisabhängig tendenzielle Herabregulation, die jedoch kein Signifikanzniveau 

erreichte (siehe Abb. 3.23).  
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Abb. 3.23: (A) Zeitabhängige Regulation der mRNA-Expression von LOX-1 durch 

laminare  Schubspannung in humanen Endothelzellen. Die HUVEC wurden 
einer Schubspannung von 30 dyn/cm2 für 1 - 24 h ausgesetzt (n ≥ 5). (B) 
Schubspannungsabhängige Regulation der LOX-1-mRNA-Expression in 
humanen Endothelzellen. Die HUVEC wurden einer Schubspannung von 1 - 
50 dyn/cm2 für 24 h ausgesetzt. Die RNA wurde isoliert und die mRNA-
Expression von LOX-1 durch standard-kalibrierte kompetitive RT-PCR 
quantifiziert (in % Kontrolle, n ≥ 3).  

 

Diese tendenzielle Herabregulation der mRNA-Expression von LOX-1 wurde auf 

funktioneller Ebene überprüft. Dazu wurden die Primärkulturen der HUVEC einer 

Schubspannung von 30 dyn/cm2 ausgesetzt und die oxLDL-Aufnahme mit Hilfe von DiI-

markiertem oxLDL quantifiziert. Nach 24 h konnte eine signifikant reduzierte oxLDL-

Aufnahme nachgewiesen werden (51 ± 20% Kontrolle, n = 4, P < 0,05, siehe Abb. 3.24). 
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Abb. 3.24: Einfluss von laminarer Schubspannung auf die oxLDL-Aufnahme in humanen 

Endothelzellen. Die HUVEC wurden 24 h einer Schubspannung von 30 dyn/cm2 
ausgesetzt und die oxLDL-Aufnahme mit DiI-markiertem oxLDL (50 µg/ml) 
quantifiziert (in % Kontrolle, n = 4, *P < 0.05). 

 

Zusammenfassend konnte nach Applikation von laminarer Schubspannung (30 dyn/cm2, 24 h) 

eine signifikante Herabregulation der oxLDL-Aufnahme in humanen Endothelzellen 

nachgewiesen werden. Die Expression der LOX-1-mRNA war tendenziell herabreguliert, 

ohne das Signifikanzniveau zu erreichen. 

 
3.5  Expression von Nox4 im humanen Myokard 

 

Über die Expression der gp91phox-homologen Untereinheit Nox4 im Myokard liegen bisher 

noch keine Angaben vor. Daher wurde die Expression von Nox4 im humanen Myokard des 

linken Ventrikel analysiert. Sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene konnte Nox4 auch 

im Myokard nachgewiesen werden. Daher wurde in weitergehenden Untersuchungen neben 

den NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten p22phox, p47phox, p67phox und gp91phox auch die 

Regulation von Nox4 im Myokard des linken Ventrikels analysiert. 

 

3.6  Einfluss von ACE-Hemmer-Therapie auf die NAD(P)H-Oxidase im linken 

Ventrikel von Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz 

 

ACE-Hemmer werden als Standardtherapie bei Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz 

eingesetzt. Da bekannt ist, dass Ang II die Expression der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten 

in vitro stimuliert (Rueckschloss et al., 2002), wurde im letzten Teil der Arbeit die mRNA- 
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bzw. die Protein-Expression von gp91phox, p67phox, p47phox, p22phox und Nox4 im linken 

Ventrikel von herzinsuffienten Patienten mit bzw. ohne ACE-Hemmer-Therapie untersucht. 

Dazu wurden Patientenkollektive analysiert, die sich lediglich in der Behandlung mit ACE-

Hemmern, nicht jedoch in der Begleittherapie oder weiteren klinischen Parametern 

unterschieden. 

Aus den Proben des linken Ventrikels wurde die RNA isoliert und die mRNA-Expression der 

NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten p22phox, p47phox, p67phox und gp91phox und Nox4 durch 

standard-kalibrierte kompetitive bzw. semiquantitative RT-PCR quantifiziert. Die mRNA-

Expression der einzelnen NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten von Patienten mit bzw. ohne 

ACE-Hemmer-Therapie wurden verglichen. Auf mRNA-Ebene konnte bei allen NAD(P)H-

Oxidase-Untereinheiten keine Regulation durch ACE-Hemmer-Therapie nachgewiesen 

werden (p22phox: 114 ± 6%, p47phox: 90 ± 5%, p67phox: 103 ± 10%, gp91phox: 119 ± 10%, 

Nox4: 109 ± 9% im Vergleich zur Expression in Patienten ohne ACE-Hemmer-Therapie, n ≥ 

6, siehe Abb. 3.25). 

Anschließend wurde die Expression der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten auf Proteinebene 

untersucht. Aus den Gewebeproben des linken Ventrikels wurden Proteine isoliert und die 

Protein-Expression von p47phox, p67phox, gp91phox und Nox4 durch Western-Blot-Analysen 

bestimmt. Für p22phox war kein spezifischer Antikörper für die Bestimmung der Protein-

Expression verfügbar. Die Protein-Expressionen der jeweiligen NAD(P)H-Oxidase-

Untereinheit im Myokard von Patienten mit bzw. ohne ACE-Hemmer-Therapie wurden 

miteinander verglichen. Dabei konnte eine signifikante Herabregulation der Protein-

Expression von p47phox, p67phox, gp91phox und Nox4 durch Behandlung mit ACE-Hemmern 

nachgewiesen werden (p47phox: 52 ± 10%, p67phox: 63 ± 10%, gp91phox: 43 ± 9%, Nox4: 42 ± 

6% im Vergleich zur Expression in Patienten ohne ACE-Hemmer-Therapie, n ≥ 5, P < 0,05, 

siehe Abb. 3.26). 

 



Ergebnisse                                                                                                                                 62 

p6
7 

   
   

-m
R

N
A

-
Ex

pr
es

si
on

 [%
]

ph
ox

gp
91

   
   

 -m
R

N
A

-
Ex

pr
es

si
on

 [%
]

ph
ox

p4
7 

   
   

-m
R

N
A

-
Ex

pr
es

si
on

 [%
]

ph
ox

p2
2 

   
   

-m
R

N
A

-
Ex

pr
es

si
on

 [%
]

ph
ox

N
ox

4-
m

R
N

A
-

Ex
pr

es
si

on
 [%

]

0
20

40

60
80

100

120

140

ohne mit
ACE-Hemmer-Therapie

ohne mit
ACE-Hemmer-Therapie

ohne mit
ACE-Hemmer-Therapie

ohne mit
ACE-Hemmer-Therapie

ohne mit
ACE-Hemmer-Therapie

120

100

60

80

40

20

0

0
20

40

60
80

100

120

140

0
20

40

60
80

100

120

140

0
20

40

60
80

100

120

140

 
 
Abb. 3.25: Regulation der mRNA-Expression der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten 

p22phox, p47phox, p67phox, gp91phox und Nox4 durch ACE-Hemmer-Therapie im 
Myokard des linken Ventrikels von Patienten mit Herzinsuffizienz. Aus den 
Proben des linken Ventrikels wurde die RNA isoliert und die mRNA-Expression 
der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten durch standard-kalibrierte kompetitive 
bzw. semiquantitative RT-PCR quantifiziert (Patienten ohne ACE-Hemmer-
Therapie: n ≥ 5, Patienten mit ACE-Hemmer-Therapie: n = 29, in % der 
Expression in Patienten ohne ACE-Hemmer-Therapie). 
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Abb. 3.26: Regulation der Protein-Expression der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten 
p47phox, p67phox, gp91phox und Nox4 durch ACE-Hemmer-Therapie im Myokard 
des linken Ventrikels von Patienten mit Herzinsuffizienz. Aus den Proben des 
linken Ventrikels wurden die Proteine isoliert und die Protein-Expression der 
NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten durch Western-Blot-Analysen quantifiziert 
(Patienten ohne ACE-Hemmer-Therapie: n ≥ 5, Patienten mit ACE-Hemmer-
Therapie: n ≥ 7, *P < 0,05, in % der Expression in Patienten ohne ACE-
Hemmer-Therapie). 

 

Um die Expressionsdaten auf funktioneller Ebene zu erweitern, sollten Untersuchungen zur 

Bestimmung der NAD(P)H-Oxidase-Aktivität in den Ventrikelproben durch die ESR-

Methode durchgeführt werden. DEPMPO ist als spin trap für den Nachweis von ⋅O2
− 

geeignet. Das ⋅OOH-DEPMPO-Addukt, welches durch die Reaktion von DEPMPO mit ⋅O2
− 

entsteht, ist über längere Zeit stabil (t1/2 ≈ 60 min) bis es in das ⋅OH-DEPMPO-Addukt 

umgewandelt wird. Das von der Firma Calbiochem (Schwalbach) gelieferte DEPMPO (Lot.-

Nr.: B45134) zeigte jedoch in Vorversuchen mit der ⋅HO-generierenden Fenton-Reaktion nur 

eine sehr begrenzte Reaktionsfähigkeit im Gegensatz zur spin trap DMPO. Da kommerziell 
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keine anderen Chargen von DEPMPO zur Verfügung standen, wurde DMPO eingesetzt. Das 

DMPO kann ebenfalls mit ⋅O2
− zum ⋅OOH-DMPO-Addukt reagieren, wandelt sich jedoch 

innerhalb kurzer Zeit (t1/2 ≈ 50 s) in das ⋅OH-DMPO-Addukt um. Da ⋅HO mit DMPO 

ebenfalls zum ⋅OH-DMPO-Addukt reagiert, kann das entstehende ⋅OH-DMPO nicht mit der 

⋅O2
−-Bildung gleichgesetzt werden. Dennoch könnte eine Aussage über das in den 

Ventrikelproben vorhandene oxidative Potential vorgenommen werden.  
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Abb. 3.27: Nachweis des mit Hilfe der Fenton-Reaktion erzeugten ⋅OH-DMPO-Adduktes 

durch die ESR-Spektroskopie. (A) Charakteristisches ESR-Spektrum des ⋅OH-
DMPO-Adduktes; I0 = Intensität der Hyperfeinstruktur von ⋅OH-DMPO; 
Reaktionsansatz: 100 µM Fe2+ + 100 µM H2O2 + 50 mM DMPO. (B) 
Zeitabhängige Abnahme der Signalintensität (I0) des paramagnetischen ⋅OH-
DMPO-Adduktes durch Ascorbat (10 - 600 µM). (C) Charakteristisches ESR-
Spektrum des Ascorbyl-Radikals; Reaktionsansatz: 100 µM Fe2+ + 100 µM 
H2O2 + 50 mM DMPO + 600 µM Ascorbat. (D) Zeitabhängige Abnahme der 
Signalintensität (I0) des paramagnetischen ⋅OH-DMPO-Adduktes durch 
reduziertes Glutathion (1 mM). 
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Für die Bestimmung der NAD(P)H-Oxidase-Aktivität wurde das Herzgewebe homogenisiert 

und anschließend DMPO zugesetzt. Im ESR-Spektrum konnten jedoch keine ⋅OH-DMPO-

Addukte nachgewiesen werden. Aufgrund der Homogenisierung wurde wahrscheinlich das 

gesamte reduzierende Potential (u.a. Glutathion, SOD, Ascorbat, Cystein) der Zellen 

freigesetzt, das die paramagnetische in die diamagnetische Form des ⋅OH-DMPO umwandeln 

konnte. 

Die Wirkung von Ascorbat und reduziertem Glutathion auf das paramagnetische ⋅OH-DMPO-

Addukt, das mit Hilfe der Fenton-Reaktion erzeugt wurde, ist in Abb. 3.27 dargestellt. Die 

Intensitätsabnahme der Hyperfeinstruktur des ⋅OH-DMPO (I0) zeigt dabei den zeitabhängigen 

Zerfall der paramagnetischen Form an. Die im Herzen physiologischen Ascorbat-

Konzentrationen (100 - 600 µM; Fineschi et al., 2001) bewirken dagegen bereits innerhalb 

einer Minute die vollständige Umwandlung der paramagnetischen in die diamagnetische 

Form des ⋅OH-DMPO-Adduktes. Das Ascorbat selbst wurde dabei in das Ascorbyl-Radikal 

umgewandelt, das ebenfalls mittels der ESR-Spektroskopie sichtbar gemacht werden konnte. 

Die im Herzen vorkommende Glutathion-Konzentration von 1 mM (Kosower & Kosower, 

1978) bewirkte ebenfalls eine Intensitätsabnahme der Hyperfeinstruktur des ⋅OH-DMPO. 

 

Zusammenfassend konnte in diesem Abschnitt der Arbeit eine Herabregulation der Protein-

Expression von p47phox, p67phox, gp91phox und Nox4 im linken Ventrikel durch die 

Behandlung mit ACE-Hemmern bei Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz, jedoch keine 

Regulation auf mRNA-Ebene gefunden werden. Der funktionelle Nachweis der ⋅O2
−-Bildung 

in den Gewebeproben war mit Hilfe der ESR-Methode nicht möglich. 
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4  Diskussion 
 

Ein wichtiges Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss von ET-1 als pro-

arteriosklerotischen Stimulus auf die Entstehung von oxidativem Stress zu untersuchen. 

Insbesondere wurde dabei die Expression der ⋅O2
−-generierenden NAD(P)H-Oxidase in 

Endothelzellen untersucht. Die gebildeten ⋅O2
− können das in die Intima eingewanderte LDL 

zu oxLDL  oxidieren (Steinbrecher et al., 1984). Dieses oxLDL wird u.a. vom endothelialen 

LOX-1-Rezeptor aufgenommen (Sawamura et al., 1997). Da die Entstehung von oxLDL und 

die Rezeptor-vermittelte Aufnahme in die Endothelzellen bei der Entwicklung und 

Progression der Arteriosklerose eine Rolle spielen (Mehta & Li, 2002), wurde in 

weitergehenden Experimenten der Effekt von ET-1 auf die Expression von LOX-1 analysiert. 

Ang II ist ebenfalls an der Pathogenese der Arteriosklerose beteiligt (Dzau, 1993; Fyhrquist et 

al., 1995), da sich ET-1 und Ang II wechselseitig stimulieren (Dohi et al., 1992; Rossi et al., 

1999). Daher wurde der Einfluss von Ang II auch auf die Expression von LOX-1 untersucht. 

ET-1 und Ang II regulieren als Vasokonstriktoren die Strömungsgeschwindigkeit des Blutes, 

die direkt proportional zur Schubspannung ist. Die mRNA Expression von ppET-1 und ECE 

wird durch die Applikation von arterieller laminarer Schubspannung (30 dyn/cm2, 24 h) 

herabreguliert. Dadurch wird die ET-1-Konzentration im Medium bei Applikation laminarer 

Schubspannung reduziert (Sharefkin et al., 1991; Malek & Izumo, 1992; Morawietz et al., 

2000). Auch die Bildung von Ang II wird durch laminare Schubspannung reguliert. So konnte 

gezeigt werden, dass die mRNA-Expression von ACE und dessen Aktivität nach 18 h 

Applikation von arterieller laminarer Schubspannung in Endothelzellen herabreguliert wird 

(Rieder et al., 1997). 

Da ET-1 (siehe 3.2.1; Duerrschmidt et al., 2000) und Ang II (Rueckschloss et al., 2002) die 

NAD(P)H-Oxidase regulieren, wurde im zweiten Teil der Arbeit die Expression der 

NAD(P)H-Oxidase nach Applikation laminarer Schubspannung untersucht. Zusätzlich wurde 

die Regulation der LOX-1-Expression durch laminare Schubspannung analysiert.   

Eine Standardtherapie zur Behandlung von Bluthochdruck und Herzinsuffizienz sind ACE-

Hemmer. Im letzten Teil der Arbeit wurde untersucht, ob eine ACE-Hemmer-Therapie die 

NAD(P)H-Oxidase im linken Ventrikel von Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz 

beeinflusst. 
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4.1  Gp91phox-homologe Untereinheiten in humanen Endothelzellen 

 

Die endotheliale NAD(P)H-Oxidase besteht aus den Untereinheiten p22phox, p47phox, p67phox 

und gp91phox, die bei Zusammenlagerung das aktive Enzym bilden. Gp91phox stellt dabei die 

katalytische Untereinheit der NAD(P)H-Oxidase dar, die NAD(P)H-abhängig O2 zu ⋅O2
− 

reduziert (Segal & Shatwell, 1997; Yu et al., 1998). Gp91phox-Homologe wurden kürzlich in 

verschiedenen Geweben identifiziert (Lambeth et al., 2000).  

In der vorliegenden Arbeit konnte anhand von RT-PCR und Western-Blot-Analysen neben 

gp91phox auch Nox4 in HUVEC und im humanen Myokard nachgewiesen werden. Sorescu et 

al. konnte zeitgleich ebenfalls die Expression von gp91phox und Nox4 in Endothelzellen von 

humanen Koronararterien zeigen (Sorescu et al., 2002). Geiszt et al. identifizierte Nox4 

erstmals in der Niere und bezeichnete die renale NAD(P)H-Oxidase als RENOX. Nox4 

enthält alle konservierten Bereiche wie sechs hydrophobe Domänen und Bindungsstellen für 

Häm, FAD und NAD(P)H, die essentiell für die Funktion der NAD(P)H-Oxidase sind. 

Zusätzlich enthält Nox4 eine P-Schleife, die in Adenosintriphosphat(ATP)- bzw. GTP-

bindenden Proteinen beschrieben wurde (Geiszt et al., 2000). Die RENOX dient 

möglicherweise als O2-Sensor, der die Synthese von Erythropoietin reguliert. Diese 

Hypothese beruht darauf, dass ⋅O2
− und die daraus resultierenden ROS proportional der lokal 

auftretenden O2-Konzentrationen gebildet werden. Diese oxidieren und destabilisieren 

dadurch den Transkriptionfaktor Hypoxie-induzierender Faktor-1α (HIF-1α). Die durch HIF-

1α regulierten Gene, einschließlich der Gene der Erythropoietin-Synthese, werden somit bei 

hohen O2-Konzentrationen vermindert exprimiert (Ebert & Bunn, 1999).  

Die genaue Rolle von Nox4 in den Endothelzellen ist noch nicht bekannt. Sorescu et al. 

konnte jedoch in den arteriellen Endothelzellen eine 10 - 20fach erhöhte Expression von Nox4 

im Gegensatz zu gp91phox zeigen. Nox4 könnte somit die katalytische Untereinheit in den 

Endothelzellen darstellen (Sorescu et al., 2002).  

Die zwei Nox-Homologen in den Endothelzellen könnten auch auf unterschiedliche 

Substratspezifikationen (NADPH bzw. NADH) hinweisen. Diese könnten unterschiedlich 

reguliert werden (Sorescu et al., 2001). Die gp91phox enthaltene Oxidase in Phagozyten 

benötigt NADPH, um O2 zu ⋅O2
− zu reduzieren (Cross & Jones, 1991). Mohazzab et al. 

konnte jedoch zeigen, dass eine Zugabe von NADH zu Homogenaten von kultivierten Rinder-

Koronarendothelzellen eine dreifach höhere ⋅O2
−-Bildung im Gegensatz von NADPH bewirkt 

(Mohazzab et al., 1994). Es wird daher vermutet, dass NADPH das Substrat von gp91phox und 

NADH das Substrat von Nox4 ist.   
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4.2  Induktion der Superoxidanionen-Bildung und oxLDL-Aufnahme durch ET-1 

und Ang II in humanen Endothelzellen 

 

4.2.1  Induktion der NAD(P)H-Oxidase durch ET-1  

 

ET-1 spielt bei der Entstehung von kardiovaskulären Krankheiten eine wichtige Rolle 

(Miyauchi & Masaki, 1999). So sind die ET-1-Werte im Blutplasma von Patienten mit 

Hypertonie und koronarer Herzkrankheit erhöht. Eine erhöhte lokale Konzentration von ET-1 

wurde auch in arteriosklerotischen Plaques gemessen (Lerman et al., 1991; Lerman et al., 

1995). Durch ET-1-Rezeptorblockade konnte in experimentellen Studien die Entstehung von 

arteriosklerotischen Läsionen reduziert werden (Barton et al., 1998).  

In der Arbeit wurde der Einfluss von ET-1 auf die Entstehung von oxidativem Stress 

untersucht, da Hypertonie und veränderte redox-vermittelte Signalwege bei der Entwicklung 

von chronischen inflammatorischen Krankheiten wie der Arteriosklerose eine Rolle spielen 

könnten (Offermann & Medford, 1994; Ross, 1995). Oxidativer Stress ist mit einer erhöhten 

Bildung von ROS, insbesondere von ⋅O2
− verbunden. Die NAD(P)H-Oxidase stellt dabei die 

Hauptquelle der ⋅O2
−-Bildung in Endothelzellen dar (Mohazzab et al., 1994; Jones et al., 

1996). 

ET-1 (10 - 100 nM, 1 h) induzierte die mRNA-Expression der katalytischen NAD(P)H-

Oxidase-Untereinheit gp91phox in HUVEC. Diese Induktion wurde durch den ETB-Rezeptor-

Inhibitor BQ-788 wieder aufgehoben. Da die Endothelzellen ausschließlich den ETB-Rezeptor 

exprimieren (Ogawa et al., 1991; Heinroth-Hoffmann et al., 1998), wird der pro-

arteriosklerotische Effekt von ET-1 durch diesen Rezeptor vermittelt.  

Rueckschloss et al. konnte zeigen, dass gp91phox die limitierende Untereinheit der NAD(P)H-

Oxidase ist (Rueckschloss et al., 2002). Die Regulation dieser Untereinheit ist daher ein 

wichtiger Indikator für die Aktivität des Enzymkomplexes. Diese Hypothese wurde durch 

Aktivitätsmessungen der NAD(P)H-Oxidase untersucht. Für die Bestimmung der NAD(P)H-

Oxidase-Aktivität wurde zunächst eine geeignete Methode etabliert. Die ⋅O2
−-Generierung der 

NAD(P)H-Oxidase kann durch Chemilumineszenz quantifiziert werden. Das für die 

Chemilumineszenz häufig verwendete Lucigenin kann sich selbst oxidieren und dabei ⋅O2
− 

freizusetzen. Lucigenin ist daher, insbesondere in hohen Konzentrationen, nur bedingt ein 

zuverlässiger Indikator (Liochev & Fridovich, 1997; Vasquez-Vivar et al., 1997). Dagegen 

war die Bestimmung der ⋅O2
−-Generierung in Neutrophilen durch Coelenterazin-vermittelte 

Chemilumineszenz eine geeignete und sensitive Methode (Lucas & Solano, 1992). Tarpey et 
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al. konnte zeigen, dass Coelenterazin im Gegensatz zu Lucigenin keine ⋅O2
− durch 

Autooxidation freisetzt (Tarpey et al., 1999). In der vorliegenden Arbeit wurde die Spezifität 

und Sensitivität für ⋅O2
− von Coelenterazin gegenüber Lucigenin mit Hilfe des Xanthin-

Oxidase/Xanthin-Systems überprüft. Dabei zeigte Coelenterazin im Gegensatz zu Lucigenin 

eine höhere Sensitivität. Die Coelenterazin-vermittelte Chemilumineszenz konnte durch 

Zugabe von SOD und Diphenyliodoniumchlorid verhindert werden. Dabei wandelte die SOD 

das von der Xanthin-Oxidase generierte ⋅O2
− zu H2O2 um. Die Hemmung durch 

Diphenyliodoniumchlorid gibt Auskunft über die Enzymquelle der gebildeten ⋅O2
−. 

Diphenyliodoniumchlorid hemmt als Flavoenzym-Inhibitor sowohl die Xanthin-Oxidase als 

auch die NAD(P)H-Oxidase. 

Die Chemilumineszenz-Methode wurde für die Detektion von ⋅O2
− in Endothelzellen 

modifiziert. Dabei wurden die HUVEC in Pyrex-Röhrchen kultiviert und die ⋅O2
−-Bildung 

direkt nach Zugabe von Coelenterazin im Chemiluminometer quantifiziert. Nach Inkubation 

der Endothelzellen mit ET-1 (10 nM, 90 min) konnte eine erhöhte ⋅O2
−-Generierung gemessen 

werden.  

Die aktive NAD(P)H-Oxidase ist vorwiegend in der Plasmamembran, aber auch in 

Mikrosomen lokalisiert (Mohazzab & Wolin, 1994). Nukleotide können die Zellmembran 

nicht passieren (Bishop et al., 1959; Liersch et al., 1971). Eine Zugabe von NADPH zu den 

mit ET-1 stimulierten HUVEC bewirkte nur eine geringe Zunahme der Chemilumineszenz. 

Dies spricht für eine intakte Plasmamembran der kultivierten Endothelzellen. Das lipophile 

Coelenterazin kann dagegen die Zellmembran passieren. Mit der Coelenterazin-vermittelten 

Chemilumineszenz-Methode wurden daher auch intrazellulär gebildete ⋅O2
− nachgewiesen. 

Eine Zugabe von SOD und Diphenyliodoniumchlorid zeigten nur einen minimalen 

inhibitorischen Effekt auf die Chemilumineszenz in den intakten HUVEC. Dabei kann die 

SOD, aufgrund ihrer molekularen Größe, nicht die Membran passieren. Die Befunde 

unterstützen daher das Konzept einer primär intrazellulären ⋅O2
−-Bildung. 

Diphenyliodoniumchlorid könnte auf Grund seiner polaren Eigenschaften die Zellmembran 

nicht in den Konzentrationen passieren, die zur vollständigen Hemmung der 

Chemilumineszenz notwendig sind. Da die NAD(P)H-Oxidase die Hauptquelle der ⋅O2
−-

Bildung in den Endothelzellen darstellt, ist die erhöhte Chemilumineszenz wahrscheinlich 

vorrangig auf dieses Enzym zurückzuführen. Jedoch könnten auch andere ⋅O2
−-generierende 

Enzyme beteiligt sein.  

Das Renin-Angiotensin-System (RAS) kann mit dem ET-1-System interagieren. Ang II zählt 

wie das ET-1 zu den Vasokonstriktoren. Ang II-Stimulation erhöht die Expression von ppET-
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1 und ET-1-Synthese in kultivierten glatten Muskelzellen und Endothelzellen (Rossi et al., 

1999). Maki et al. konnte ebenfalls eine erhöhte ET-1-Expression in Herzen von Ang II-

überexprimierenden Mäusen zeigen (Maki et al., 1998). Nach 7 h Ang II-Inkubation konnte 

Rueckschloss et al. eine erhöhte mRNA-Expression der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheit 

gp91phox und eine Induktion der ⋅O2
−-Bildung in HUVEC nachweisen (Rueckschloss et al., 

2002). Zusätzlich wurde kürzlich eine erhöhte Expression der gp91phox-homologen 

Untereinheiten Nox1 und Nox4 durch das RAS in vivo und in vitro beschrieben (Wingler et 

al., 2001). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass ET-1 bereits nach einer Stunde die 

mRNA-Expression der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten und die ⋅O2
−-Bildung in HUVEC 

induziert.  

ET-1 ist bei der Entstehung und Progression von kardiovaskulären Krankheiten wie 

Arteriosklerose, Hypertonie und koronarer Herzkrankheit beteiligt (Schiffrin & Touyz, 1998; 

Miyauchi & Masaki, 1999). Ein pathophysiologischer Mechanismus von ET-1 könnte eine 

erhöhte ET-1-vermittelte ⋅O2
−-Bildung sein. Die induzierte ⋅O2

−-Bildung könnte zu einer 

vermehrten Bildung von zytotoxischem ONOO− und oxLDL führen. Die Entstehung von 

ONOO− aus ⋅O2
− und ⋅NO (Pryor & Squadrito, 1995) reduziert die Verfügbarkeit des 

endothelialen Vasodilatators ⋅NO. Im weiteren beeinträchtigt eine erhöhte Bildung von 

ONOO− antioxidative Abwehrmechanismen (Davidson et al., 1997; Padmaja et al., 1998; 

Quijano et al., 2001) und aktiviert Signalmechanismen, die zu Apoptose und Zelltod führen 

(Wolin et al., 1997; Callsen et al., 1999; Takakura et al., 1999). Das oxLDL reduziert 

zusätzlich die Expression der eNOS  (Kugiyama et al., 1990) und induziert die Bildung von 

ROS in den Gefäßen (Lehr et al., 1992; Galle et al., 1995). Darüber hinaus induziert oxLDL 

die Expression von Adhäsionsmolekülen (Khan et al., 1995) und die Apoptose in 

Endothelzellen (Dimmeler et al., 1997). In der späteren Phase der Arteriosklerose wird das 

oxLDL von den in die Intima eingewanderten Makrophagen durch Scavenger-Rezeptor 

aufgenommen. Dadurch kommt es zur Schwammzellbildung (Ross, 1999). 

 

4.2.2  Induktion von LOX-1 durch ET-1 und Ang II  

 

Das in der Intima akkumulierende LDL wird durch ⋅O2
− zu oxLDL oxidiert (Steinbrecher et 

al., 1984). Endothelzellen können das entstehende oxLDL durch den LOX-1-Rezeptor 

aufnehmen (Sawamura et al., 1997).  

In der vorliegenden Arbeit konnte nach ET-1-Inkubation (100 nM, 1 h) auch eine erhöhte 

LOX-1-Expression auf mRNA- und Proteinebene in HUVEC gezeigt werden. Die oxLDL-
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Aufnahme wurde nach ET-1-Stimulation ebenfalls erhöht. Die Induktion der LOX-1-mRNA-

Expression und die oxLDL-Aufnahme waren ETB-Rezeptor-vermittelt. Ein ETB-Rezeptor-

vermittelter pro-arteriosklerotischer Mechanismus konnte bereits bei der Induktion der 

endothelialen NAD(P)H-Oxidase gezeigt werden (Duerrschmidt et al., 2000). So induziert 

ET-1 durch ⋅O2
−-Generierung eine vermehrte Bildung von oxLDL und zusätzlich eine erhöhte 

oxLDL-Aufnahme durch LOX-1. 

Auch systemisch oder lokal erhöhte Konzentrationen von Ang II tragen zur Hypertonie-

Entstehung bei (Dzau, 1993; Fyhrquist et al., 1995). Das pro-arteriosklerotische Potenzial von 

Ang II könnte auch eine Induktion der ⋅O2
−-Bildung beinhalten. Chronische Infusion von 

Ang II führt in Ratten zu einer erhöhten vaskulären ⋅O2
−-Bildung, die an der Ausbildung einer 

endothelialen Dysfunktion und Bluthochdruck beteiligt ist (Rajagopalan et al., 1996). Auch 

im Kaninchen-Modell führt die Aktivierung des RAS zu erhöhter vaskulärer ⋅O2
−-Bildung 

und endothelialer Dysfunktion (Pagano et al., 1997). Die NAD(P)H-Oxidase scheint dabei 

eine wichtige Rolle zu spielen. So konnte Rueckschloss et al. eine erhöhte Expression der 

NAD(P)H-Oxidase-Untereinheit gp91phox und eine verstärkte Bildung von ⋅O2
− durch Ang II 

in humanen Endothelzellen zeigen (Rueckschloss et al., 2002).  

In weitergehenden Analysen wurde der Einfluss von Ang II auf die Regulation von LOX-1 

und oxLDL-Aufnahme in HUVEC untersucht. Die Ergebnisse zeigten auf mRNA- und 

Proteinebene eine Induktion von LOX-1 durch Ang II (100 nM, 3 h). Darüber hinaus konnte 

eine erhöhte oxLDL-Aufnahme in humanen Endothelzellen nachgewiesen werden 

(Morawietz et al., 1999). Diese Arbeiten werden durch unabhängige Untersuchungen von Li 

et al. in humanen Endothelzellen aus Koronararterien bestätigt (Li et al., 1999). LOX-1 

könnte daher ein neues Bindeglied zwischen Hypertonie und Arteriogenese sein (Kita, 1999). 

Eine erhöhte oxLDL-Aufnahme kann die endothelial vermittelte Gefäßrelaxation durch  

verminderte Expression der eNOS (Laufs et al., 1998) und verstärkte ROS-Bildung (Lehr et 

al., 1992) beeinträchtigen. Das oxLDL kann die Infiltration von Makrophagen durch eine 

erhöhte endotheliale Expression von Adhäsionsmolekülen (Khan et al., 1995) und die 

Sekretion von Wachstumsfaktoren, die eine Proliferation der glatten Muskelzellen induzieren 

(Chai et al., 1996), stimulieren. Da oxLDL auch pro-koagulative Effekte vermittelt (Ardlie et 

al., 1989; Drake et al., 1991; Wada et al., 1994), kann eine vermehrte Bildung und Aufnahme 

von oxLDL zur Entstehung und Progression von kardiovaskulären Erkrankungen beitragen.  
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4.2.3  Circulus vitiosus der endothelialen Radikalbildung 

 

Ang II (Rueckschloss et al., 2002) und oxLDL (Rueckschloss et al., 2001) können 

synergistisch den oxidativen Stress durch die Induktion der mRNA-Expression der 

limitierenden NAD(P)H-Oxidase-Untereinheit gp91phox in Endothelzellen erhöhen. Das in die 

Intima eingewanderte LDL wird durch die vermehrt entstehenden Radikale zu oxLDL 

modifiziert. Diese können anschließend die Expression von gp91phox erneut induzieren. Die 

daraufhin verstärkte ⋅O2
−-Bildung kann wiederum zur weiteren Generierung von oxLDL 

beitragen, so dass ein pro-arteriosklerotischer Circulus vitiosus entsteht. Da Ang II 

(Morawietz et al., 1999) und oxLDL (Li & Mehta, 2000) den endothelialen oxLDL-Rezeptor 

LOX-1 induzieren, wird das gebildete oxLDL zusätzlich vermehrt aufgenommen.  

ET-1 kann aufgrund der in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse ebenfalls diesen Circulus 

vitiosus potenzieren (siehe Abb. 4.1). 

 

oxLDL

LDL

NAD(P)H-Oxidase-
Aktivität

Ang II
ET-1

mRNA-Expression
von gp91phox

mRNA-Expression
von LOX-1

 
Abb. 4.1: Circulus vitiosus der endothelialen ⋅O2

−-Bildung. Ang II und ET-1 stimulieren die 
Induktion der mRNA-Expression der limitierenden NAD(P)H-Oxidase-
Untereinheit gp91phox und die endotheliale ⋅O2

−-Bildung. Das in die Intima 
eingewanderte LDL wird durch die erhöhte Radikalbildung zu oxLDL modifiziert. 
Das oxLDL induziert die Expression von gp91phox und damit die NAD(P)H-
Oxidase-Aktivität. Ang II, ET-1 und oxLDL induzieren zusätzlich den LOX-1-
Rezeptor. 
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4.3  Verminderte Superoxidanionen-Bildung und oxLDL-Aufnahme durch arterielle 

laminare Schubspannung in humanen Endothelzellen 

 

4.3.1  Herabregulation der NAD(P)H-Oxidase durch arterielle laminare 

Schubspannung 

 

De Keulenaer et al. konnte kürzlich eine erhöhte ⋅O2
−-Bildung durch oszillatorische sowie 

durch verringerte laminare Schubspannung (5 dyn/cm2) nach 1 - 5 h in Zellextrakten aus 

HUVEC nachweisen. Nach 24 h war die ⋅O2
−-Bildung nur noch transient im Vergleich zur 

Kontrolle erhöht (De Keulenaer et al., 1998). Die Expression der endothelialen NAD(P)H-

Oxidase-Untereinheiten auf mRNA- bzw. Proteinebene und die extrazelluläre ⋅O2
−-Bildung in 

nativen Zellen wurde bisher jedoch nicht untersucht.  

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die mRNA-Expression der NAD(P)H-Oxidase-

Untereinheiten bei einer laminaren Schubspannung von 5 dyn/cm2 nach 24 h nicht reguliert 

wird. Dagegen wurde die mRNA-Expression der Untereinheiten gp91phox, p47phox und Nox4 

durch arterielle laminare Schubspannung von 30 dyn/cm2 nach 24 h herabreguliert. Zusätzlich 

wurde die ⋅O2
−-Bildung nach Schubspannung von 30 dyn/cm2 für 24 h verringert.  

Die NAD(P)H-Oxidase des phagozytären Typs generiert ⋅O2
− hauptsächlich extrazellulär 

(Meier et al., 1991; Zulueta et al., 1995). Diese ⋅O2
−-Bildung kann durch die Cytochrom c-

Methode quantifiziert werden. Da Cytochrom c aufgrund seines Molekulargewichts nicht die 

Zellmembran passiert, kann es nur von extrazellulären Substanzen reduziert werden. Die 

Spezifität des ⋅O2
−-Nachweises wurde durch den Einsatz von SOD und CAT gewährleistet. 

Interessanterweise ist die Regulation der NAD(P)H-Oxidase durch arterielle Schubspannung 

⋅NO vermittelt. Mögliche Signalwege zur Regulation der NAD(P)H-Oxidase durch die 

Schubspannung sind in der Abb. 4.2 zusammengefasst. Die eNOS-Expression wird durch 

arterielle laminare Schubspannung (24 h) über eine Aktivierung der MAP-Kinasen induziert 

(Uematsu et al., 1995; Busse & Fleming, 1998; Davis et al., 2001). Auch konnte zusätzlich 

eine erhöhte Aktivität der eNOS durch Schubspannung nachgewiesen werden. Die 

zugrundeliegenden Mechanismen sind jedoch noch nicht im Detail verstanden. Es scheinen 

Ca2+-unabhängige und Ca2+-abhängige Aktivierungsmechanismen zu existieren. Bei den 

Ca2+-unabhängigen Mechanismen werden spezifische Proteinkinasen aktiviert, die 

letztendlich zu einer erhöhten eNOS-Aktivität führen (Dimmeler et al., 1999; Fisslthaler et 

al., 2000; Boo et al., 2002a; Boo et al., 2002b). Diese Proteinkinasen stehen mit Membran-

assozierten Integrinen in Verbindung. Die extrazellulären Domänen der Integrine vermitteln 
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die Verankerung der Endothelzellen mit der Basalmembran. Dagegen interagieren die 

zytoplasmatischen Domänen mit Signalmolekülen und Proteinen des Zytoskeletts. Die 

Applikation von Schubspannung kann durch eine Konformationsänderung der Integrine eine 

Aktivierung von Signalkaskaden auslösen (Fisslthaler et al., 2000). So konnte eine 

Aktivierung der Phosphatidylinositol-3-Kinase und der Serin/Tyrosin-Kinase Akt (Dimmeler 

et al., 1999) bzw. der Proteinkinase A (Boo et al., 2002a; Boo et al., 2002b) nachgewiesen 

werden. 
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Abb. 4.2: Regulation der NAD(P)H-Oxidase durch arterielle Schubspannung. Mögliche 
Signalwege beinhalten Integrin-vermittelte Interaktionen mit der extrazellulären 
Matrix, Ca2+-Ionen, Proteinkinasen, Transkriptionsfaktoren und 
Wechselwirkungen mit dem Renin-Angiotensin- bzw. dem Endothelin-System.  

 

Jedoch konnte auch eine Erhöhung der intrazellulären Ca2+-Konzentration in Verbindung mit 

einer ⋅NO-Freisetzung durch Schubspannung nachgewiesen werden (Geiger et al., 1992; 

Kuchan & Frangos, 1994). Eine erhöhte intrazelluläre Ca2+-Konzentration kann durch die 

Freisetzung von Ca2+ aus intrazellulären Ca2+-Speichern (Adams et al., 1989; Mo et al., 1991; 

Hoyer et al., 1998) bzw. durch Einstrom von extrazellulärem Ca2+ (Jen et al., 2000) bewirkt 

werden. Der Ca2+-Influx soll durch mechanosensitive Kationen-Kanälen (stretch-actived 

cation channels, SACs), die über das Cytoskelett mit den Integrinen in Verbindung stehen, 
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vermittelt werden (Kohler et al., 1999; Marchenko & Sage, 2000; Sun et al., 2001). Diese 

SACs konnten in vaskulären Endothelzellen nachgewiesen werden. Sie wirken als 

Mikrosensoren, die  Änderungen der hämodynamischen Kräfte erkennen (Lansman et al., 

1987; Naruse & Sokabe, 1993; Hoyer et al., 1997). Brakemeier et al. konnte eine erhöhte 

Anzahl und Mechanosensitivität von SACs durch Applikation laminarer Schubspannung in 

HUVEC zeigen (Brakemeier et al., 2002). Nach Ca2+-Freisetzung bindet das Ca2+ an das 

ungebundene Calmodulin. In der Primärstruktur von der eNOS konnte eine Bindungsdomäne 

für Calmodulin indentifiziert werden (Bredt et al., 1991; Marsden et al., 1992; Nishida et al., 

1992). Die Bindung des Calmodulin/Ca2+-Komplexes an die eNOS ist für die Enzym-

Aktivität essentiell (Michel & Feron, 1997). Aufgrund der schnellen Phosphorylierung der 

eNOS durch Proteinkinasen wird auch eine zunehmende Sensitivität für Calmodulin vermutet 

(Corson et al., 1996). 

Im ersten Teil der Arbeit konnte gezeigt werden, dass ET-1 die NAD(P)H-Oxidase induziert 

(Duerrschmidt et al., 2000). Darüber hinaus induziert Ang II dosisabhängig die NAD(P)H-

Oxidase-Expression und Aktivität (Rueckschloss et al., 2002). Arterielle laminare 

Schubspannung (24 h) verringert die mRNA-Expression von ppET-1, von ECE-1a und ECE-

1b bzw. die daraus resultierende ET-1-Freisetzung (Sharefkin et al., 1991; Morawietz et al., 

2000). Dieser Prozess ist partiell ⋅NO vermittelt (Kuchan & Frangos, 1993). Die Expression 

des ETB-Rezeptor wird jedoch ⋅NO-abhängig durch Schubspannung induziert (Morawietz et 

al., 2000). Da der ETB-Rezeptor als Clearence-Rezeptor die ET-1-Konzentration reduzieren 

kann, wird dieser Effekt auch als anti-arteriosklerotischer Mechanismus diskutiert.  

Ang II, das aktive Peptid des RAS, kann die Synthese von ET-1 stimulieren (Dohi et al., 

1992). Das ET-1 selbst kann wiederum die Ang II-Synthese beeinflussen (Rossi et al., 1999). 

Eine Herabregulation der mRNA-Expression von ACE und dessen Aktivität konnte durch 

Applikation arterieller laminarer Schubspannung nach 18 h in Endothelzellen gezeigt werden 

(Rieder et al., 1997).  

Daher könnte die verminderte Expression von gp91phox, p47phox und Nox4 durch 

Schubspannung über die Regulation der ET-1- und Ang II-Freisetzung vermittelt werden, da 

eine ETB- bzw. AT1-Rezeptorblockade diesen Effekt wieder aufhebt.  

Das vom ⋅NO-Donor DETA-NO freigesetzte ⋅NO bewirkte in stationären Endothelzellen 

sowohl eine verminderte NAD(P)H-Oxidase-Expression als auch eine verminderte ⋅O2
−-

Bildung. Darüber hinaus zeigte die Hemmung der eNOS einen Einfluss auf die Regulation der 

NAD(P)H-Oxidase und ⋅O2
−-Bildung. Die Herabregulation der mRNA-Expression der 

NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten p47phox, gp91phox und NOX4 durch Schubspannung wurde 
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mit L-NAME verhindert. Auf funktioneller Ebene konnte ebenfalls die verminderte Bildung 

von ⋅O2
− bei Schubspannung durch L-NAME gehemmt werden. Das ⋅NO scheint somit eine 

wichtige Rolle bei der Regulation der NAD(P)H-Oxidase zu spielen.  

Eine tendenziell erhöhte ⋅O2
−-Konzentration konnte im Medium der stationären 

Endothelzellen (Kontrolle), die 24 h mit L-NAME behandelt wurden, gemessen werden. 

Unter Normalbedingungen wird das von den Zellen gebildete ⋅O2
− zum Teil von ⋅NO unter 

Bildung von ONOO− entzogen. Bei Hemmung der ⋅NO-Produktion durch spezifische 

Inhibitoren der NOS (u.a. L-NNA, L-NAME) erhöht sich die Konzentration von ⋅O2
−. Mehr 

⋅O2
−-Moleküle sind somit nachweisbar (Munzel et al., 2000). 

Darüber hinaus sind die PKC und Tyrosinkinasen in die Regulation der Expression von 

p47phox involviert. Für die anderen Untereinheiten konnte allerdings kein modulierender 

Effekt nachgewiesen werden.  

Die durch arterielle laminare Schubspannung verminderte ⋅O2
−-Generierung der endothelialen 

NAD(P)H-Oxidase reduziert zusätzlich die Bildung von ONOO−. Dadurch wird die ⋅NO-

Verfügbarkeit erhöht und weniger LDL zu oxLDL oxidiert. Dies könnte zum anti-

arteriosklerotischen Potential laminarer Schubspannung beitragen. 

 

4.3.2  Herabregulation der oxLDL-Aufnahme durch arterielle laminare 

Schubspannung 

 

Der Einfluss laminarer Schubspannung auf die Expression des oxLDL-Rezeptor LOX-1 

wurde bisher nur für kurze Zeiträume (4 h) in Rinder-Endothelzellen untersucht. Dabei konnte 

eine transient erhöhte LOX-1-mRNA-Expression nachgewiesen werden (Murase et al., 1998). 

Die Regulation von LOX-1 durch langfristige Applikation von laminarer Schubspannung 

wurde jedoch noch nicht untersucht. 

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass laminare Schubspannung (30 dyn/cm2) nach 24 h 

die LOX-1-mRNA-Expression tendenziell, ohne jedoch das Signifikanzniveau zu erreichen, 

verringerte. Die oxLDL-Aufnahme war dagegen signifikant nach 24 h arterieller laminarer 

Schubspannung vermindert.  

Arterielle laminare Schubspannung kann damit nicht nur die ⋅O2
−- und die oxLDL-Bildung 

reduzieren, sondern verringert auch die funktionelle Aufnahme von oxLDL in Endothelzellen. 

Ob die LOX-1-vermittelte Aufnahme dabei eine Schlüsselstellung einnimmt, ist Gegenstand 

laufender Untersuchungen. Der oben beschriebene Mechanismus könnte die durch oxLDL 

vermittelte endotheliale Dysfunktion (Kusuhara et al., 1997; Wang et al., 1997; Han et al., 
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1998b; Cominacini et al., 2001) und die Entstehung und Progression der Arteriosklerose 

inhibieren. 

 

4.4  Verminderte Protein-Expression der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten durch 

ACE-Hemmer-Therapie 

 

Die Bedeutung von NAD(P)H-Oxidase-generierten ROS im Myokard ist bisher kaum 

untersucht worden. Kürzlich wurde im linken Ventrikel von Ratten nach Infarkt eine erhöhte  

Expression von p22phox und gp91phox nachgewiesen. Aufgrund einer verstärkten ROS-Bildung 

konnte dabei auch eine erhöhte Lipid-Oxidation nachgewiesen werden (Fukui et al., 2001). 

Diese tierexperimentellen Befunde lassen eine erhöhte NAD(P)H-Oxidase-Aktivität im 

Myokard bei kardiovaskulären Erkrankungen vermuten. 

Klinische und experimentelle Studien zeigen, dass Ang II an der Pathogenese von 

kardiovaskulären Erkrankungen wie Hypertonie, koronarer Herzkrankheit, Myokarditis und 

Herzinsuffizienz beteiligt ist. ACE-Hemmer werden heute als Standardtherapie in der 

Behandlung von Hypertonie bzw. Herzinsuffizienz eingesetzt und senken in zahlreichen 

klinischen Studien Mortalität und Morbidität (Garg & Yusuf, 1995; Flather et al., 2000). 

Ang II kann die NAD(P)H-Oxidase-Expression und die daraus resultierende ⋅O2
−-Bildung in 

Gefäßzellen erhöhen (Griendling et al., 1994; Ushio-Fukai et al., 1996; Rueckschloss et al., 

2002). Die Inhibierung der Ang II-Bildung durch ACE-Hemmer senkt die induzierte Bildung 

von ROS (Zhang et al., 1999; Wolf, 2000; Tsutsui et al., 2001).  

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die ACE-Hemmer-Therapie bei Patienten mit 

chronischer Herzinsuffizienz keinen Einfluss auf die mRNA-Expression der NAD(P)H-

Oxidase-Untereinheiten im Myokard des linken Ventrikels hat. Dagegen konnte auf 

Proteinebene eine Herabregulation der Untereinheiten p47phox, p67phox, gp91phox und Nox4 

durch Behandlung mit ACE-Hemmern nachgewiesen werden. Dies spricht für ein anti-

oxidatives Potential von ACE-Hemmern im humanen Myokard. Ein Teil der gemessenen 

NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten könnte aus den Phagozyten stammen, die in das Myokard 

infiltriert sind. Unabhängig von der Quelle könnte der erhöhte oxidative Stress jedoch die 

Versorgung des Myokards durch eingeschränkte Gefäßfunktion verschlechtern.  

Die Quantifizierung der gebildeten ⋅O2
− in den Ventrikelproben sollte mit Hilfe der ESR-

Spektroskopie erfolgen. DEPMPO ist für den Nachweis von ⋅O2
− eine optimale spin trap. 

Diese Substanz zeigte jedoch in Vorversuchen nur eine begrenzte Reaktionsfähigkeit, so dass 

auf die Verwendung von DMPO zurückgegriffen wurde. In den homogenisierten 
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Ventrikelproben konnten jedoch keine durch ⋅O2
− bzw. ⋅OH hervorgerufene ⋅OH-DMPO-

Addukte nachgewiesen werden. Wahrscheinlich wurde während der Homogenisierung das 

gesamte reduzierende Potential der Zellen freigesetzt, das die paramagnetische Form in die 

diamagnetische Form des ⋅OH-DMPO-Adduktes umwandelte. Ascorbat und reduziertes 

Glutathion sind zwei Vertreter von Antioxidantien, die die Zelle vor oxidativem Stress 

schützt. Deren reduzierende Wirkung konnte in der ESR-Spektroskopie verfolgt werden. Die 

im Herzen physiologisch vorkommenden Ascorbat-Konzentrationen waren in der Lage, das in 

der ESR-Spektroskopie sichtbare ⋅OH-DMPO-Addukt bereits innerhalb von einer Minute zu 

hemmen. Die Zugabe der physiologischen Konzentration von reduziertem Glutathion führte 

ebenfalls zur Intensitätsabnahme der Hyperfeinstruktur von ⋅OH-DMPO. Da die Zelle jedoch 

eine Vielzahl von unterschiedlichen Reduktionsmitteln zur Verfügung hat, scheint eine 

vollständige Hemmung aller sehr unwahrscheinlich zu sein.                

Die Enzymaktivität der NAD(P)H-Oxidase könnte zusätzlich auch durch die Lagerung der 

linken Ventrikel im flüssigem N2 beeinträchtigt sein, da die native Proteinstruktur bei 

Einfrierung zerstört werden kann (Kältedenaturierung). 

Die Ergebnisse sind jedoch der erste Hinweis, dass die Protein-Expression der NAD(P)H-

Untereinheiten durch die Behandlung von ACE-Hemmern bei Patienten mit chronischer 

Herzinsuffizienz herabreguliert wird. Dies könnte auch zu einer verringerten Bildung von 

ROS im Myokard und damit zum kardioprotektiven Potential von ACE-Hemmern in der 

Behandlung von Patienten mit Herzinsuffizienz beitragen. 
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5  Zusammenfassung 
 

Das Ziel dieser Arbeit war, die Analyse potenzieller Mechanismen der Ausbildung und 

Lokalisation von arteriosklerotischen Plaques auf molekularer Ebene. Dadurch sollen 

molekulare Mechanismen der Arteriosklerose besser verstanden werden. 

Eine wesentliche Rolle bei der Entstehung von Arteriosklerose werden den vaskulär 

gebildeten ROS zugeschrieben. ⋅O2
− nehmen innerhalb der ROS eine zentrale Stellung ein. 

⋅O2
− können den Vasodilator ⋅NO inaktivieren. Dies führt zu einer endothelialen Dysfunktion. 

Anti-arteriosklerotische Effekte des ⋅NO sind die verminderte Expression von 

Adhäsionsmolekülen, die Hemmung der Thrombozyten-Aggregation und der Proliferation 

glatter Gefäßmuskelzellen. Darüber hinaus ist ⋅O2
− an der oxidativen Modifikation von LDL 

zu oxLDL beteiligt. Das oxLDL vermindert die Expression der eNOS und induziert die 

Bildung von ROS. Auch stimuliert oxLDL die Produktion von Adhäsionsmolekülen und 

chemotaktischen Faktoren sowie die Proliferation der glatten Gefäßmuskelzellen. Somit 

fördern die Inaktivierung von ⋅NO und die Generierung von oxLDL die Entstehung und 

Progression der Arteriosklerose.  

Als Hauptquelle der ⋅O2
−-Bildung wurde die endotheliale NAD(P)H-Oxidase identifiziert. 

Diese besteht aus vier essentiellen Untereinheiten. Gp91phox und p22phox bilden das 

membranständige Cytochrom b558. Die zytosolischen Untereinheiten p47phox und p67phox 

binden nach Aktivierung an das Cytochrom b558. Die Zusammenlagerung aller Untereinheiten 

initiiert die Bildung von ⋅O2
−. In den HUVEC konnten alle NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten 

nachgewiesen werden. Zusätzlich wurde eine gp91phox-homologe Untereinheit Nox4 

identifiziert. Das Vorkommen und die Funktion der beiden homologen Komponenten in den 

Endothelzellen konnte jedoch noch nicht geklärt werden. 

Der Vasokonstriktor Ang II induziert oxidativen Stress durch Stimulation der endothelialen 

NAD(P)H-Oxidase in der Gefäßwand. Die Induktion des oxidativen Stresses ist mit einer 

Erhöhung des Blutdruckes verbunden. Die durch Ang II induzierten Effekte werden durch 

ET-1 potenziert. In dieser Arbeit wurde deshalb der Effekt von ET-1 auch auf die Regulation 

der endothelialen NAD(P)H-Oxidase untersucht. Es konnte durch kompetitive RT-PCR 

gezeigt werden, dass ET-1 (10 - 100 nM) die mRNA-Expression der limitierenden NAD(P)H-

Oxidase-Untereinheit gp91phox nach 1 h in HUVEC induziert. Dieser Effekt wurde durch den 

ETB-Rezeptor vermittelt. Für die Bestimmung der ⋅O2
−-Generierung wurde die sensitive und 

spezifische Methode der Coelenterazin-vermittelten Chemilumineszenz verwendet. Die 
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verstärkte mRNA-Expression von gp91phox war auch mit einer erhöhten Bildung von ⋅O2
− 

verbunden. 

Die erhöhte ⋅O2
−-Bildung kann zu einer vermehrten oxidativen Modifikation von LDL führen. 

LOX-1 ist als oxLDL-Rezeptor ein potentieller Vermittler der oxLDL-abhängigen pro-

arteriosklerotischen Effekte in Endothelzellen. Deshalb wurde die Regulation von LOX-1 

durch ET-1 untersucht. ET-1 (100 nM) induzierte die Expression von LOX-1 auf mRNA- und 

Proteinebene nach 1 h. Dies konnte durch kompetitive RT-PCR und Western-Blot-Analysen 

nachgewiesen werden. Diese Befunde werden durch eine erhöhte Aufnahme von DiI-

markiertem oxLDL nach 1 h in den HUVEC bestätigt. Die Induktion der LOX-1-mRNA-

Expression und der oxLDL-Aufnahme wurde ebenfalls durch den ETB-Rezeptor vermittelt. 

Auch Ang II induzierte dosisabhängig sowohl die Expression von LOX-1 auf mRNA- und 

Proteinebene sowie die oxLDL-Aufnahme nach 3 h. Diese Induktion wurde durch den 

Angiotensin II-Rezeptors Typ 1 (AT1) vermittelt.  

Die Ergebnisse zur Regulation der NAD(P)H-Oxidase- und LOX-1-Expression können in 

einem pro-arteriosklerotischen Circulus vitiosus der endothelialen ⋅O2
−-Bildung 

zusammengefasst werden. Sowohl Ang II, als auch ET-1 stimulieren die mRNA-Expression 

der limitierenden NAD(P)H-Oxidase-Untereinheit gp91phox und die endotheliale ⋅O2
−-

Bildung. Das in die Intima eingewanderte LDL wird durch die erhöhte Bildung von ⋅O2
− zu 

oxLDL modifiziert. Das oxLDL kann wiederum die Expression von gp91phox und damit die 

NAD(P)H-Oxidase-Aktivität induzieren. Ang II, ET-1 und oxLDL induzieren zusätzlich die 

Expression von LOX-1. 

Arterielle laminare Schubspannung wird als anti-arteriosklerotischer Schutzmechanismus 

angesehen. So hemmt laminare Schubspannung die Bildung von ET-1 und Ang II sowie die 

Adhäsion und Migration von Monozyten bzw. Makrophagen durch verminderte Expression 

von chemotaktischen Faktoren und Adhäsionsmolekülen. Darüber hinaus kann laminare 

Schubspannung die ⋅NO-Freisetzung stimulieren. Der Einfluss von laminarer Schubspannung 

auf die Expression der NAD(P)H-Oxidase war jedoch bisher noch nicht untersucht worden. 

Deshalb wurde im zweiten Teil der Arbeit die Expression der NAD(P)H-Oxidase-

Untereinheiten und die Bildung von ⋅O2
− nach Applikation von laminarer Schubspannung in 

einem Plattenkegel-Viskometer untersucht. Arterielle laminare Schubspannung von 

30 dyn/cm2 verminderte die mRNA-Expression von p47phox, gp91phox und Nox4 nach 24 h in 

HUVEC. Die Protein-Expression dieser Untereinheiten wurde ebenfalls herabreguliert. Die 

Generierung von ⋅O2
− wurde spezifisch mit Hilfe der Cytochrom c-Nachweismethode 

quantifiziert. Durch Applikation von arterieller laminarer Schubspannung (30 dyn/cm2) wurde 



Zusammenfassung                                                                                                                     81 

die ⋅O2
−-Bildung von HUVEC auch nach 24 h verringert. Ang II und ET-1 sind an der 

Herabregulation der NAD(P)H-Oxidase-Expression durch Schubspannung beteiligt, da durch 

Blockade des ETB-Rezeptors bzw. des AT1-Rezeptors dieser Effekt wieder aufgehoben 

werden konnte. Auch eine Hemmung der eNOS blockierte die Herabregulierung der 

NAD(P)H-Oxidase-Expression durch Schubspannung. Eine 24-stündige Inkubation von 

stationären HUVEC mit dem ⋅NO-Donor DETA-NO verringerte die Expression von p47phox 

und gp91phox sowie die ⋅O2
−-Bildung. Die Herabregulation der mRNA-Expression von p47phox 

durch Schubspannung wurde zusätzlich durch die PKC und Tyrosinkinasen vermittelt. 

Die durch laminare Schubspannung verringerte ⋅O2
−-Bildung sollte die Bildung von oxLDL 

reduzieren. Zusätzlich wurde im weiteren die Expression des oxLDL-Rezeptors LOX-1 durch 

Applikation von laminarer Schubspannung (30 dyn/cm2) untersucht. Nach 24 h konnte eine 

signifikante Herabregulation der oxLDL-Aufnahme in den humanen Endothelzellen 

nachgewiesen werden. Jedoch wurde zum gleichen Zeitpunkt auf mRNA-Ebene nur eine 

tendenziell verminderte mRNA-Expression von LOX-1 beobachtet. 

Eine Standardtherapie zur Behandlung von Bluthochdruck und Herzinsuffizienz sind die 

ACE-Hemmer. Im dritten Teil der Arbeit wurde der Einfluss einer ACE-Hemmer-Therapie 

auf die Expression der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten im linken Ventrikel von Patienten 

mit Herzinsuffizienz untersucht. Dabei konnte nach Behandlung mit ACE-Hemmern keine 

Regulation der Expression dieser Untereinheiten auf mRNA-Ebene, jedoch auf Proteinebene 

nachgewiesen werden. Der Nachweis von ⋅O2
− durch die ESR-Spektroskopie war aufgrund 

der anti-oxidativen Kapazität des Myokardgewebes nicht möglich. 
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