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Referat und bibliographische Beschreibung 
Herz-Kreislauferkrankungen sind die häufigste Todesursache in den Industrieländern. Die 
Atherosklerose nimmt dabei eine Schlüsselstellung ein, da mit der Progression dieser 
Krankheit das Risiko für Bluthochdruck, koronare Herzkrankheit und Herzinfarkt steigt. Die 
molekularen Mechanismen der Entstehung und Lokalisierung von atherosklerotischen 
Plaques sind jedoch noch unvollständig verstanden.  
Ziel der Arbeit war daher, potenzielle Mechanismen der Ausbildung und Lokalisierung von 
atherosklerotischen Plaques durch biomechanische Kräfte (Schubspannung, Dehnung), lokal 
erhöhte Angiotensin II (Ang II)- bzw. Endothelin-1 (ET-1)-Konzentrationen, erhöhte 
Apoptoseraten, oxidativen Streß oder verstärkte Aufnahme von oxidativ modifiziertem Low-
Density-Lipoprotein (oxLDL) in Gefäßzellen auf molekularer Ebene zu untersuchen. 
Zur Applikation von Schubspannung auf kultivierte humane Endothelzellen wurde das 
Modell des Plattenkegel-Viskometers etabliert. Es wurde ein Gen kloniert und molekular 
charakterisiert, das durch arterielle bzw. venöse laminare Schubspannung differenziell 
reguliert wird. Dieses Gen kodiert das humane Homolog des β-tubulin folding cofactor D und 
wird durch arterielle Schubspannung NO-abhängig herabreguliert. 
Die Bildung des proatherosklerotischen Vasokonstriktors ET-1 wird durch laminare 
Schubspannung in Endothelzellen herabreguliert. Dies erfolgt auf der Ebene der Pre-Pro-
Endothelin-1- und Endothelin-converting enzyme-1-mRNA, während parallel der Endothelin-
Rezeptor B durch Schubspannung induziert wird. 
Arterielle laminare Schubspannung verringert zusätzlich die Apoptoserate von Endothelzellen 
durch Herabregulation proapoptotischer Gene (Fas) und Induktion antiapoptotischer Gene 
(FasExo6Del, Bcl-xL). 
Diese biomechanische Regulation der Genexpression in Gefäßzellen kann durch Aktivierung 
bzw. Inaktivierung von Transkriptionsfaktoren (Egr-1, AP-1) vermittelt werden. 
Oxidativer Streß durch Superoxidanionbildung wird als proatherosklerotischer Risikofaktor 
angesehen. Nicht nur die Makrophagen als Zellen der Immunabwehr besitzen die 
enzymatische Ausstattung zur Bildung von Superoxidanionen, sondern auch die 
Endothelzellen in Form einer NAD(P)H-Oxidase selbst. Die NAD(P)H-Oxidase-Untereinheit 
gp91phox limitiert die endotheliale Superoxidanionbildung. ET-1 und Ang II induzieren 
dosisabhängig die mRNA-Expression von NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten und die 
funktionelle Superoxidanionbildung in Endothelzellen. Darüber hinaus stimulieren ET-1 und 
Ang II die Aufnahme des proatherosklerotischen oxLDL in Endothelzellen durch Induktion 
des endothelialen oxLDL-Rezeptors LOX-1. Da oxLDL zusätzlich die NAD(P)H-Oxidase 
und die Superoxidanionbildung stimuliert, kann ein proatherosklerotischer Circulus vitiosus 
aus ET-1- und Ang II-induzierter erhöhter Superoxidanionbildung, vermehrter oxLDL-
Aufnahme und anschließender Potenzierung durch Generierung von oxidativem Streß 
postuliert werden. Die verringerte LOX-1- bzw. gp91phox-mRNA-Expression in Arteria 
mammaria interna-Biopsien von Patienten mit koronarer Herzkrankheit nach präoperativer 
medikamentöser Behandlung mit ACE-Hemmern, AT1-Rezeptorantagonisten bzw. HMG-
CoA-Reduktase-Inhibitoren spricht daher für ein antiatherosklerotisches Potenzial dieser 
primär antihypertensiven und antihypercholesterämischen Therapien. 
Darüber hinaus wirkt ACE-Hemmer-Therapie kardioprotektiv durch Erhöhung der 
Expression der endothelialen NO-Synthase und die partielle Normalisierung der erhöhten 
Endothelin-converting enzyme-1-Expression im Myokard von Patienten mit Herzinsuffizienz. 
 
Morawietz, Henning: Mechanosensitive Genexpression und oxidativer Streß in Gefäßzellen: 
Bedeutung für die Atherosklerose. 
Halle, Univ., Math.-Nat.-Tech. Fak., Habil. 148 Seiten, 2001 
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1. Einleitung 

 

Herz-Kreislauferkrankungen sind die häufigste Todesursache in den Industrieländern. Die 

Atherosklerose nimmt dabei eine Schlüsselstellung ein, da mit der Progression dieser 

Krankheit das Risiko für Bluthochdruck, koronare Herzkrankheit (KHK) und Herzinfarkt 

steigt (Lusis, 2000). Bekannte Risikofaktoren der Atherosklerose und der KHK sind 

Hypertonie, Hypercholesterinämie, Rauchen, erhöhte Herzfrequenz, Diabetes mellitus, 

Hyperurikämie, Adipositas, Bewegungsmangel, Streß, hohes Alter sowie Geschlecht 

(erhöhtes Risko bei Männern) (Guidelines Subcommittee, 1999). Durch atherosklerotische 

Veränderungen der Gefäßwand kommt es zur Potenzierung endothelialer Dysfunktion, 

zunehmender Lumeneinengung, Abnahme der arteriellen Elastizität, und im Fall der Ruptur 

atherosklerotischer Plaques zu lebensbedrohlichen Komplikationen wie Herzinfarkt oder 

Apoplex.  

Die Pathogenese der Atherosklerose ist durch die Akkumulation von intra- und 

extrazellulären Lipiden, Monozyten/Makrophagen-Infiltration, Schaumzellbildung, 

Proliferation glatter Muskelzellen, die Akkumulation von Bindegewebsproteinen sowie im 

Spätstadium durch Calciumeinlagerung in die Gefäßwand gekennzeichnet (Ross, 1993; Ross, 

1999). Die molekularen Mechanismen der Entstehung und Lokalisierung von 

atherosklerotischen Plaques in der Gefäßwand sind jedoch nur unvollständig aufgeklärt.  

 

1.1. Biomechanische Kräfte als Determinanten für die Lokalisation von 

atherosklerotischen Plaques 

Bereits Mitte des vorigen Jahrhunderts wurde beschrieben, daß es im Gefäßsystem 

offensichtlich Prädilektionsstellen für die Entstehung atherosklerotischer Plaques, z.B. an 

Verzweigungen arterieller Gefäße, gibt (von Rokitansky, 1852; Virchow, 1860). Aus diesem 

spezifischen Verteilungsmuster wurde die Hypothese abgeleitet, daß die lokalen 

biomechanischen Kräfte die Entstehung und Progression der Atherosklerose beeinflussen 

(Davies et al., 1995). 

Wichtige in der Gefäßwand wirkende biomechanische Kräfte sind Schubspannung (“shear 

stress”) und Dehnung. Während die Schubspannung primär auf die Endothelzellen der 

Gefäßwand in Richtung des strömenden Blutes wirkt, hat die Dehnung Einfluß auf Endothel- 

und glatte Muskelzellen. Die Atherosklerose-Prädilektionsstellen befinden sich in elastischen 

Arterien an Gefäßabschnitten mit lokal erhöhter Dehnung und verringerter Schubspannung 

(Abb. 1).  
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Atherosklerose-
Prädilektionsstellen:

Lokal verringerte
Schubspannung

Lokal hohe
Schubspannung

 
 

Abb. 1: Biomechanische Kräfte als Determinanten für die Lokalisierung von 
atherosklerotischen Plaques im Gefäßsystem. An Gefäßverzweigungen kommt es bei hoher 
arterieller Dehnung lokal zu verringerter Schubspannung (τ, z.T. mit Strömungsumkehr), die 
mit Atherosklerose-Prädilektionsstellen korreliert. 
 

 Gleichmäßige, laminare Schubspannung wird als atheroprotektive Kraft angesehen (Traub 

and Berk, 1998). Antiatherosklerotische Wirkungen laminarer Schubspannung sind u.a. die 

verstärkte endotheliale Bildung von Prostazyklin (PGI2) und von Stickstoffmonoxid (NO) 

(Frangos et al., 1985; Pohl et al., 1986; Nishida et al., 1992). Beide Substanzen wirken 

vasodilatierend und hemmen die Thrombozytenaggregation (Radomski et al., 1987; Busse 

and Fleming, 1998). NO hemmt die Expression von endothelialen Adhäsionsmolekülen 

(Khan et al., 1996), wodurch eine Infiltration von Makrophagen in die Intima der Gefäßwand 

verhindert wird. Das NO wirkt antimigratorisch, antiproliferativ und antiapoptotisch (Garg 

and Hassid, 1989; Dimmeler et al., 1997b). Auch die schubspannungsabhängige Freisetzung 

von “transforming growth factor β” (TGFβ) hat antiproliferative Wirkungen auf die glatten 

Muskelzellen (Ohno et al., 1995). Zusätzlich werden verstärkt die antithrombotischen 

Mediatoren Gewebeplasminogenaktivator (tPA) und Thrombomodulin freigesetzt (Diamond 

et al., 1989; Takada et al., 1994) (Abb. 2). Die molekularen Mechanismen der 

atheroprotektiven Wirkung von laminarer Schubspannung sind bisher jedoch nur 

unvollständig verstanden (Davies et al., 1997; Traub and Berk, 1998; Gimbrone et al., 2000). 
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Abb. 2: Antiatherosklerotische Wirkungen laminarer Schubspannung. Laminare 
Schubspannung wirkt antithrombotisch, antimigratorisch, antiapoptotisch und antiproliferativ. 
Diese Effekte werden u.a. durch schubspannungsabhängige endotheliale Freisetzung von NO, 
Prostazyklin (PGI2), Gewebeplasminogenaktivator (tPA), Thrombomodulin und 
“transforming growth factor β” (TGFβ) vermittelt (modifiziert nach Traub and Berk, 1998). 
 

Als in vitro-Modellsysteme für die Applikation von laminarer Schubspannung auf 

kultivierte Endothelzellen sind Plattenkegel-Viskometer und Strömungskammern beschrieben 

worden (Dewey et al., 1981; Sdougos et al., 1984; Levesque and Nerem, 1985; Frangos et al., 

1988). Chronische Applikation von hoher laminarer Schubspannung bewirkt eine 

Differenzierung und Ausrichtung der Endothelzellen in Strömungsrichtung in vivo und in 

vitro (Flaherty et al., 1972; Dewey et al., 1981). Dies ist mit komplexen Umbauten im 

endothelialen Zytoskelett und der Ausbildung von Aktin-Streß-Fasern verbunden (Wong et 

al., 1983; Franke et al., 1984). Eine systematische Untersuchung der Regulation der 

Genexpression nach Applikation chronischer arterieller oder venöser laminarer 

Schubspannung auf Endothelzellen ist bisher nicht durchgeführt worden. 

 

1.2. Bedeutung von Endothelin bei kardiovaskulären Erkrankungen 

Ein interessantes Molekül, das an der Entstehung und Progression der Atherosklerose 

beteiligt sein könnte, ist das Endothelin-1 (ET-1). ET-1 gilt als der stärkste bisher 

identifizierte Vasokonstriktor (Yanagisawa et al., 1988). Neben dem ET-1 gibt es 2 weitere 

Mitglieder der Endothelin-Familie (ET-2 und -3), die von separaten Genen kodiert werden 

(Inoue et al., 1989). ET-1 ist in Endothelzellen vorherrschend und das bisher am besten 

untersuchte Endothelin. Inzwischen wurde eine ET-1-Bildung auch in zahlreichen anderen 

Zelltypen (u.a. glatte Muskelzellen, Fibroblasten, Kardiomyozyten) nachgewiesen. Das ET-1 

wirkt neben seiner vasokonstriktorischen Komponente proliferativ in glatten Muskelzellen, 
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positiv inotrop in Kardiomyozyten und scheint ein wichtiges Signalmolekül in der frühen 

Embryonalentwicklung zu sein (Masaki, 2000). 

Das ET-1 ist ein Peptid von 21 Aminosäuren. Während der ET-1-Synthese wird das 

Vorläuferprotein (Pre-Pro-ET-1, PPET-1) zunächst durch eine Prohormon-Konvertase 

(wahrscheinlich Furin) proteolytisch in das weitgehend inaktive Big ET-1 von 38 Aminosären 

gespalten. Das biologisch aktive ET-1 wird anschließend durch das Endothelin-converting 

enzyme-1 (ECE-1) gebildet (Xu et al., 1994; Schmidt et al., 1994) (Abb. 3).  

 
Abb. 3: Das Endothelin-System. Das Endothelin-1 (ET-1) wird durch proteolytische Spaltung 
aus einem Vorläuferprotein (Pre-Pro-ET-1) durch aufeinanderfolgende proteolytische 
Spaltung mit einer Prohormon-Konvertase (wahrscheinlich Furin) und dem Endothelin-
converting enzyme-1 (ECE-1) gebildet (CTF, C-terminales Fragment). Das Endothelin 
vermittelt seine Wirkungen durch Bindung an die G-Protein-gekoppelten Endothelin-
Rezeptoren A und B (ETA, ETB).  
 

ECE-1 ist eine Typ II-membranintegrierte Metalloendopeptidase mit Homologie zur 

neutralen Endopeptidase-24.11 (E-24.11) (Turner and Murphy, 1996). Für ECE-1 sind 

mindestens drei Isoformen (ECE-1a, -1b, -1c) bekannt (Shimada et al., 1995; Schmidt et al., 

1994; Schweizer et al., 1997). Die ECE-Isoformen werden von einem Gen kodiert und 

besitzen unterschiedliche zytoplasmatische, N-terminale Proteinsequenzen (Valdenaire et al., 

1995). Die katalytische Domäne der ECE-1-Isoformen ist identisch. ECE-1a ist in der 

Plasmamembram, ECE-1b hauptsächlich intrazellulär im Golgi-Apparat und ECE-1c 

vorrangig in der Plasmamembran und z.T. intrazellulär lokalisiert (Schweizer et al., 1997). 
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Die unterschiedlichen ECE-1-Isoformen können differenziell reguliert werden (Orzechowski 

et al., 1997). 

Die Endothelinwirkung vermitteln mindestens zwei Rezeptoren: Endothelin-Rezeptor A 

(ETA) und B (ETB) (Hosoda et al., 1991; Ogawa et al., 1991). Die Affinität der ET-Isoformen 

zu den Rezeptoren ist unterschiedlich. Während ET-1 und ET-2 eine höhere Affinität zu ETA 

besitzen als ET-3, ist die Affinität für alle drei Isoformen gegenüber dem ETB-Rezeptor 

ähnlich. Beide ET-Rezeptoren wurden in glatten Muskelzellen, Fibroblasten und 

Kardiomyozyten nachgewiesen. Im Herzen dominiert funktionell der ETA-Rezeptor (Pönicke 

et al., 1998). Die ET-Rezeptoren gehören zur Gruppe der siebenfach-gefalteten 

Transmembran-Rezeptorproteine und sind G-Protein-gekoppelt (Gi/Gq) (Plumpton et al., 

1996; Sugden and Bogoyevitch, 1996). Vorrangig erfolgt die ET-Signaltransduktion mittels 

Gq/11 durch Phospholipase C (PLC)-Aktivierung und Diacylglycerin (DAG)- und 

Inositoltrisphosphat (IP3)-Bildung und führt damit zu einer intrazellulären Ca2+-Erhöhung 

(Takigawa et al., 1995). In Kardiomyozyten der Ratte und im rechten humanen Atrium 

können ET-Rezeptoren auch eine Hemmung der Adenylatcyclase über ein Pertussistoxin-

sensitives G-Protein vermitteln (Hilal-Dandan et al., 1994; Vogelsang et al., 1994). 

Die ET-1-Plasmaspiegel sind bei Patienten mit Hypertonie und koronarer Herzkrankheit 

sowie einer Reihe weiterer pathophysiologischer Zustände erhöht (Miyauchi and Masaki, 

1999). An Atherosklerose-Prädilektionstellen wurden lokal erhöhte Konzentrationen von ET-

1 nachgewiesen (Lerman et al., 1991; Lerman et al., 1995). Pharmakologische Hemmung der 

Endothelin-Wirkung durch Rezeptorblockade führt in tierexperimentellen Studien zu einer 

deutlich verringerten Ausbildung von atherosklerotischen Plaques (Barton et al., 1998). 

Darüber hinaus könnte ET-1 eine wichtige Rolle in der Pathogenese der Herzinsuffizienz 

spielen (Miyauchi and Masaki, 1999). So wurden erhöhte ET-1-Gewebs- und Plasmaspiegel 

in experimentellen und klinischen Herzinsuffizienzstudien (Margulies et al., 1990; Sakai et 

al., 1996b; Pieske et al., 1999) und eine erhöhte ECE-1-Expression in atrialem Myokard von 

Postinfarkt-Patienten gezeigt (Bohnemeier et al., 1998). ET-Rezeptorblockade senkt darüber 

hinaus die Mortalität in einem Ratten-Infarkt-Modell (Sakai et al., 1996a). 

Die Untersuchungen zur Regulation der Endothelin-Synthese durch Schubspannung in 

Endothelzellen sind bisher widersprüchlich. Initial wurde eine schubspannungsabhängige 

Induktion der ET-1-Bildung beschrieben (Yoshizumi et al., 1989; Morita et al., 1994). Andere 

Gruppen fanden keinen Effekt auf die ET-1-Synthese (Noris et al., 1995), oder eine 

Herabregulation der Pre-Pro-ET-1-mRNA und der ET-1-Freisetzung in Endothelzellen 

(Sharefkin et al., 1991; Malek and Izumo, 1992; Kuchan and Frangos, 1993). Die 
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schubspannungsabhängige Regulation von ECE-1 und ETB ist bisher nicht untersucht worden. 

Darüber hinaus ist die Expression von Genen des Endothelin-Systems im Myokard von 

Patienten mit bzw. ohne Angiotensin-converting enzyme (ACE)-Hemmer-Therapie oder 

mechanischer Entlastung durch ventrikuläre Assist-Systeme vor einer Herztransplantation 

nicht untersucht worden. 

 

1.3. Antiapoptotische Wirkung von Schubspannung 

Die Mechanismen des programmierten Zelltodes (Apoptose) sind in den letzten Jahren 

intensiv untersucht worden. Eine lokal erhöhte Apoptoserate könnte mit dem Verlust 

atheroprotektiver Wirkungen eines intaktes Endothels assoziiert sein. Eine Reihe von Stimuli, 

darunter pathophysiologisch relevante wie Angiotensin II und oxidativ modifiziertes Low-

Density-Lipoprotein (oxLDL), induzieren eine erhöhte Apoptoserate in kultivierten 

Endothelzellen, die durch Applikation laminarer Schubspannung verhindert werden kann 

(Dimmeler et al., 1996; Dimmeler et al., 1997a, c). Die molekularen Mechanismen dieser 

antiapoptotischen, endothelprotektiven Wirkung von laminarer Schubspannung sind bisher 

noch nicht detailliert untersucht worden.  

Der Apoptose-auslösende Oberflächenrezeptor Fas kann durch alternatives Splicing des 

primären Fas-Transkripts antiapoptotische Fas-Isoformen bilden. Der antiapoptotischen Fas-

Isoform FasExo6Del fehlt die Transmembrandomäne. Dadurch kann sie als lösliches Protein 

sekretiert werden und durch kompetitive Bindung an den Fas-Liganden Apoptose verhindern 

(Cascino et al., 1996). 

Die antiapoptotischen Mitglieder der Bcl-2-Familie sind dagegen Proteine der äußeren 

Mitochondrienmembran und anderer intrazellulärer Membranen (Reed, 1996). Bcl-xL und 

Bcl-2 verhindern nicht nur den Apoptose-assoziierten Abbau des mitochondrialen 

Transmembranpotentials und die Cytochrom c-Freisetzung aus den Mitochondrien, sondern 

auch die Cytochrom c-induzierte Aktivierung von Caspase-9 (Kharbanda et al., 1997; Kluck 

et al., 1997). Mcl-1 vermittelt eine analoge antiapoptotische Wirkung (Wang and Studzinski, 

1997). Die antiapoptotische Wirkung von Bcl-xL und Bcl-2 kann jedoch durch 

Heterodimerisierung mit den proapoptotischen Mitgliedern der Bcl-2-Familie Bak oder Bax 

gehemmt werden (Reed, 1996). Die Überexpression von Bax führt zu mitochondrialer 

Dysfunktion mit anschließender Cytochrom c-Freisetzung, die durch Bcl-xL-

Heterodimerisierung gehemmt werden kann (Finucane et al., 1999). Inwiefern 

proapoptotische (z.B. Fas, Bak, Bax) bzw. antiapoptotische Gene (z.B. Bcl-xL, Bcl-2, Mcl-1) 

durch laminare Schubspannung reguliert werden, ist bisher nicht untersucht worden. 
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1.4. Regulation von Transkriptionsfaktoren durch biomechanische Kräfte 

Neben der Schubspannung ist die Dehnung die wichtigste biomechanische Kraft in der 

Gefäßwand. Erhöhte mechanische Dehnung z.B. bei hämodynamischer Überlast, wird als 

möglicher proliferativer Stimulus für glatte Muskelzellen, z.B. in der Spätphase der 

Atherosklerose, angesehen (Osol, 1995). Im Labor von Harlan E. Ives am Cardiovascular 

Research Institute der University of California, San Francisco, sind in den letzten Jahren 

Methoden zur zyklischen mechanischen Dehnung kultivierter glatter Muskelzellen auf 

elastischen Membranen entwickelt worden. In vorangegangenen Studien konnte gezeigt 

werden, daß zyklische Dehnung die DNA-Synthese in glatten Muskelzellen durch autokrine 

Bildung von “platelet-derived growth factor” (PDGF) stimuliert (Wilson et al., 1993). Im 

PDGF A-Promotor wurde nach Transfektion von Promotordeletionskonstrukten in glatte 

Muskelzellen und anschließende Dehnung eine dehnungssensitive Region von 92 bp 

identifiziert, die eine Bindungsstelle für den Transkriptionsfaktor “Early growth response 

gene-1” (Egr-1) enthält (Wilson et al., 1998). 

Das Egr-1-Gen ist in die Regulation von Mitose und Differenzierung involviert (Sukhatme 

et al., 1988). Eine Reihe von Stimuli, z.B. Wachstumsfaktoren, Serum oder 

vasokonstriktorische Peptide, können die Egr-1-Expression induzieren (Gashler and 

Sukhatme, 1995). Das Egr-1-Protein kann die Promotorregion anderer Gene an einer 

spezifischen GC-reichen Erkennungssequenz binden und die Transkription aktivieren oder 

inaktivieren (Cao et al., 1990). 

Ein weiterer Transkriptionsfaktor der “immediate-early”-Gene ist das “Activator protein-

1” (AP-1) (Curran and Franza, 1988). AP-1 besteht in der Regel aus Heterodimeren aus c-jun 

und c-fos, oder aus c-jun-Homodimeren. Der Einfluß von zyklischer mechanischer Dehnung 

auf die Expression von Egr-1, c-jun und c-fos in vaskulären glatten Muskelzellen wurde 

bisher nicht untersucht. In der vorliegenden Arbeit wurde daher die dehnungssensitive 

Expression dieser Transkriptionsfaktoren in glatten Muskelzellen untersucht. Außerdem 

wurde der Einfluß von Schubspannung auf die Expression von Egr-1, c-jun und c-fos in 

humanen Endothelzellen analysiert. Damit sollten erste Einblicke in die Regulation der 

vaskulären Genexpression durch biomechanische Kräfte infolge Aktivierung bzw. 

Inaktivierung von Transkriptionsfaktoren gewonnen werden. 
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1.5. Angiotensin II als proatherosklerotischer Risikofaktor 

Das Angiotensin II (Ang II) könnte in die Pathogenese der Atherosklerose involviert sein 

(Holtz and Goetz, 1994; Kim and Iwao, 2000). In den Gefäßen bewirkt Ang II eine 

ausgeprägte Vasokonstriktion. Es stimuliert in der Nebennierenrinde die Aldosteron-

Sekretion, wodurch die distal-tubuläre Natriumresorption gesteigert wird. Ang II wirkt 

zusätzlich proliferativ in glatten Muskelzellen, positiv inotrop im Myokard und erhöht in 

Endothelzellen die Apoptoserate (Dimmeler et al., 1998). 

Das Oktapeptid Ang II wird durch proteolytische Spaltung aus dem Vorläuferprotein 

Angiotensinogen mit Hilfe der Protease Renin und anschließende Spaltung des Dekapeptids 

Ang I durch das Angiotensin-converting enzyme (ACE) gebildet (Weir and Dzau, 1999). Die 

Ang II-Wirkungen werden vorrangig über die G-Protein-gekoppelten Angiotensin-Rezeptoren 

Typ 1 und 2 (AT1, AT2) vermittelt (de Gasparo et al., 2000). AT1 dominiert in den meisten 

vaskulären Geweben und ist vorrangig für den Bluthochdruck, die proliferativen Effekte und 

die Aldosteronsekretion verantwortlich. Es ist ein G-Protein-gekoppelter Rezeptor, der durch 

Aktivierung der PLC zur Bildung von DAG und IP3 mit nachfolgendem intrazellulärem 

Anstieg der Ca2+-Konzentration führt. DAG und Ca2+ aktivieren die Proteinkinase C und die 

Ca2+-Calmodulin-abhängigen Kinasen und somit die Phosphorylierung von Proteinen. Der 

AT2-Rezeptor dagegen wird häufig in fetalen Geweben exprimiert (Nahmias and Strosberg, 

1995). Daher wird eine Rolle in der Entwicklung, bei Wachstumsvorgängen und neuronalen 

Funktionen vermutet. In der Kreislaufregulation wird AT2 als Gegenspieler von AT1 

diskutiert (Unger, 1999). Daneben sind jedoch zusätzliche Ang II-Rezeptoren beschrieben 

worden (Unger et al., 1996; de Gasparo et al., 2000). 

Die pharmakologische Hemmung der Ang II-Bildung durch Angiotensin-converting 

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

Rezeptorantagonisten sind heute Standardtherapien in der Behandlung von Hypertonie bzw. 

Herzinsuffizienz. Insbesondere der Stellenwert der ACE-Hemmer-Therapie als 

“Goldstandard” in der Behandlung der Herzinsuffizienz ist in großen klinischen Studien 

durch Senkung von Mortalität und Morbidität eindrucksvoll unter Beweis gestellt worden 

(Flather et al., 2000). In der Val-Heft-Studie (Valsartan in Heart Failure Trial) (Cohn et al., 

2000), deren Ergebnisse im November 2000 auf der Jahrestagung der American Heart 

Association vorgestellt wurden, verzögerte bei herzinsuffizienten Patienten mit 

Standardtherapie auf ACE-Hemmer-Basis eine zusätzliche AT1-Rezeptorblockade die 

Progression des Schweregrades der Herzinsuffizienz und verringerte schwere klinische 

Komplikationen. 
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Darüber hinaus ist eine Rolle des Ang II in der Pathogenese der Atherosklerose postuliert 

worden (Holtz and Goetz, 1994). Diese Hypothese wird durch eine Reihe aktueller Studien 

unterstützt. Durch ACE-Hemmer-Therapie konnte die Mortalität bei Patienten mit koronarer 

Herzkrankheit gesenkt werden (Yusuf et al., 2000). In tierexperimentellen Studien wurden 

antiatherosklerotische Effekte einer AT1-Rezeptorblockade gezeigt (Strawn et al., 2000). Eine 

AT1-Rezeptorblockade verbessert zusätzlich die endotheliale Dysfunktion in Patienten mit 

Atherosklerose und KHK (Prasad et al., 2000). Die molekularen Mechanismen der 

kardioprotektiven Wirkung von ACE-Hemmern und AT1-Rezeptorantagonisten sind jedoch 

noch unvollständig verstanden und wurden daher in der vorliegenden Arbeit detaillierter 

untersucht. 

 

1.6. Oxidativer Streß, NAD(P)H-Oxidase und Atherogenese 

Ein proatherosklerotischer Risikofaktor, der in den letzten Jahren zunehmend in das 

wissenschaftliche Interesse der Herz-Kreislaufforschung gerückt ist, ist der oxidative Streß. 

Oxidativer Streß durch Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) (z.B. 

Superoxidanionen) verringert die Verfügbarkeit des antiatherosklerotischen Schutzfaktors NO 

durch Reaktion zum zytotoxischen Peroxynitrit (Gryglewski et al., 1986). Neben lokaler 

Endothelzellschädigung und endothelialer Dysfunktion können diese Sauerstoffspezies auch 

zur vermehrten Bildung des proatherosklerotischen oxidativ modifizierten Low-Density-

Lipoproteins (oxLDL) führen (Griendling et al., 2000).  

ROS können durch Autooxidation von Katecholaminen, Flavinen oder Ferredoxinen 

entstehen (Del Maestro, 1980). Es existieren jedoch auch eine Reihe von Enzymsystemen, die 

konstitutiv oder induzierbar ROS generieren können. Dies sind u.a. Enzyme der 

mitochondrialen Atmungskette, Xanthin-Oxidasen, NO-Synthasen, Zyklooxygenasen, 

Lipoxygenasen, Cytochrom P450-Monooxygenasen und NAD(P)H-Oxidasen (Kehrer, 1993; 

Freeman et al., 1995). Eine zentrale Stellung innerhalb der ROS nimmt das Superoxidanion 

(O2
-) ein. Aus ihm entsteht in einer durch Superoxid-Dismutase (SOD) katalysierten Reaktion 

H2O2, das durch Katalase in das Hydroxylradikal (HO•) überführt wird. HO• reagiert mit fast 

allen organischen zellulären Komponenten in Zellen (Czapski, 1984). O2
- ist dagegen in 

seinem Reaktionsverhalten selektiver als HO•. Die Reaktion von O2
- mit NO zu Peroxynitrit 

(ONOO-) ist eine der schnellsten bisher bekannten chemischen Reaktionen (Freeman et al., 

1995). 

In Endothelzellen wurde funktionell als Hauptquelle von Superoxidanionen eine 

NAD(P)H-Oxidase beschrieben (Mohazzab et al., 1994). Die NAD(P)H-Oxidase spielt auch 
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in kultivierten glatten Muskelzellen und intakten Aortensegmenten eine wichtige Rolle 

(Griendling et al., 1994; Pagano et al., 1995). Das Enzym ist bereits in 

Monozyten/Makrophagen sehr gut charakterisiert worden. In diesen Zellen führt ein 

induzierbarer “oxidative burst” zu einer antipathogenen Wirkung. Mutationen in 

Untereinheiten der NAD(P)H-Oxidase führen zum Krankheitsbild der chronischen 

Granulomatose (Segal et al., 1978; Nunoi et al., 1988; Patino et al., 1999). Sie ist 

gekennzeichnet durch eine wesentlich höhere Anfälligkeit gegenüber Infektionen infolge der 

stark eingeschränkten Pathogenabwehr (Smith and Curnutte, 1991). Der NAD(P)H-Oxidase-

Komplex ist sowohl in Plasmamembranen als auch in Membranen sekretorischer Vesikel 

lokalisiert. Nach Aktivierung durch geeignete Stimuli fusionieren die Membranen dieser 

Vesikel mit der Plasmamembran. Bei der Phagozytose von Pathogenen wird der NAD(P)H-

Oxidase-Komplex dann Bestandteil der Phagolysosomenmembran (Segal and Jones, 1980). 

Der schematische Aufbau der NAD(P)H-Oxidase ist in Abb. 4 dargestellt. 
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Abb. 4: Schematischer Aufbau des NAD(P)H-Oxidase-Komplexes. Die Untereinheiten 
p22phox und gp91phox bilden das membranständige Cytochrom b558, an das die 
prosthetischen Gruppen FAD und Häm gebunden sind. Diese sind an der 
Elektronenübertragung von NADPH auf Sauerstoff beteiligt. Zusätzlich gehören zum aktiven 
Enzymkomplex die Untereinheiten p67phox und p47phox, sowie die kleinen G-Proteine Rac 
und Rap1A. 
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Die NAD(P)H-Oxidase ist ein multimerer Komplex aus mehreren Untereinheiten. 

Grundbaustein ist das membranständige Cytochrom b558  (Segel and Jones, 1978) aus den 

Untereinheiten p22phox (phox: phagocyte oxidase) und dem Glykoprotein gp91phox (Royer-

Pokora et al., 1986; Dinauer et al., 1987; Teahan et al., 1987). An diese Untereinheiten sind 

die prosthetischen Gruppen FAD und Häm gebunden, die an der Elektronenübertragung von 

NADPH auf molekularen Sauerstoff beteiligt sind (Quinn et al., 1992; Rotrosen et al., 1992; 

Segal et al., 1992). Die beiden Untereinheiten p47phox und p67phox sind im nicht aktivierten 

Zustand im Zytosol lokalisiert (Nunoi et al., 1988; Volpp et al., 1988). Bei Aktivierung wird 

p47phox PKC-abhängig phosphoryliert. Nach Komplexbildung mit p67phox translozieren 

beide Untereinheiten an das membranständige Cytochrom b558 und die O2
--Bildung wird 

induziert (Clark et al., 1990). Das im Phagolysosom gebildete O2
- und die Produkte H2O2 und 

HO• oxidieren anschließend Zellwandbestandteile der phagozytierten Pathogene. Zusätzlich 

sind für die Funktion der NAD(P)H-Oxidase kleine G-Proteine (Rac/Rap1A) notwendig 

(Eklund et al., 1991; Heyworth et al., 1993; el Benna et al., 1994; Dusi et al., 1995). Die 

zusätzlich identifizierte zytosolische Untereinheit p40phox reduziert nach Bindung an den 

NAD(P)H-Oxidase-Komplex die Radikalbildung (Sathyamoorthy et al., 1997). In zellfreien 

Rekonstitutionsassays erwies sich für die Radikalbildung ein Minimalkomplex der 

Untereinheiten p22phox, p47phox, p67phox und gp91phox als essentiell. Dabei müssen alle 

4 Untereinheiten in einem äquimolaren Verhältnis assoziieren (Uhlinger et al., 1993; Huang et 

al., 1995; Wallach and Segal, 1996). 

In Endothelzellen wurden erst kürzlich alle 4 essentiellen NAD(P)H-Oxidase-

Untereinheiten auf mRNA- und Proteinebene nachgewiesen (Jones et al., 1996; Meyer et al., 

1999; Görlach et al., 2000). In glatten Muskelzellen konnte ein zu gp91phox homologes 

Protein, mox 1 (mitogen activated oxidase 1), kloniert werden, das eine NAD(P)H-Oxidase-

ähnliche ROS-Bildung vermittelt (Suh et al., 1999). Die vaskulären NAD(P)H-Oxidasen 

zeigen jedoch funktionelle Unterschiede zum granulocytären Enzym. In Granulocyten ist die 

Aktivität der NAD(P)H-Oxidase schnell induzierbar (“oxidative burst”), während in 

vaskulären Zellen die O2
--Bildung auf eher niedrigem konstitutiven Niveau erfolgt (Pagano et 

al., 1997; Hohler et al., 2000). Als Elektronendonor wird in Granulocyten NADPH bevorzugt 

(Curnutte et al., 1987), während in Lysaten vaskulärer Zellen die ROS-Bildung stärker durch 

NADH stimulierbar ist (Mohazzab et al., 1994; Griendling et al., 1994). Auf Grund dieser 

funktionellen Befunde wurde postuliert, daß der vaskuläre mit dem granulocytären 

Enzymkomplex nicht identisch sein kann. Die molekularen Grundlagen dieser funktionellen 

Unterschiede sind bisher jedoch noch nicht untersucht worden.  
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Ang II kann die vaskuläre O2
--Bildung und NAD(P)H-Oxidase-Aktivität in glatten 

Muskelzellen (Griendling et al., 1994; Rajagopalan et al., 1996), Fibroblasten (Pagano et al., 

1997) und Endothelzellen (Zhang et al., 1999; Lang et al., 2000) stimulieren. Die Expression 

einzelner Komponenten des NAD(P)H-Oxidase-Komplexes war in glatten Muskelzellen 

durch Ang II erhöht (Ushio-Fukai et al., 1996). Inwiefern Ang II die Expression von 

NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten in Endothelzellen beeinflußt, ist bisher nicht systematisch 

untersucht worden. Darüber hinaus ist der Einfluß von ET-1 auf die NAD(P)H-Oxidase-

Expression und -Aktivität nicht bekannt. 

 

1.7. Proatherosklerotische oxLDL-Aufnahme in Endothelzellen 

Ein wichtiges proatherosklerotisches Zielmolekül von Superoxidanionen ist das Low-

Density-Lipoprotein (LDL). O2
- oxidiert vorrangig die ungesättigten Fettsäuren der 

Phospholipide auf der LDL-Partikeloberfläche, aber auch das Apolipoprotein B, wodurch 

oxidativ modifiziertes LDL (oxLDL) gebildet wird (Steinbrecher et al., 1984). In der 

Frühphase der Atherogenese beeinträchtigt oxLDL die endothelabhängige Relaxation 

(Kugiyama et al., 1990) durch die Reduktion der endothelialen NOS-Expression und die 

Induktion vaskulärer ROS-Bildung (Lehr et al., 1992; Galle et al., 1995; Heinloth et al., 

2000). Das oxLDL induziert die endotheliale Expression von Adhäsionsmolekülen (Khan et 

al., 1995) und eine erhöhte Apoptoserate (Dimmeler et al., 1997a). Außerdem fördert oxLDL 

die Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen und die Expression von Scavanger-

Rezeptoren (Rajavashisth et al., 1990; Yoshida et al., 1998). Dies begünstigt die Infiltration 

von Makrophagen, die oxLDL vorrangig über Scavanger-Rezeptoren unreguliert aufnehmen 

können, in die Intima (Steinberg, 1997). Dieser Prozess führt zur Schaumzellbildung und trägt 

zur Ausbildung atherosklerotischer Plaques bei (Witztum and Steinberg, 1991). Durch 

Wachstumsfaktor-Freisetzung stimuliert oxLDL die Proliferation von glatten Muskelzellen 

und trägt zur Einengung des Gefäßlumens durch Gefäßhypertrophie bei fortschreitender 

Atherosklerose bei (Auge et al., 1996; Chai et al., 1996). Darüber hinaus führt oxLDL zur 

prokoagulativen Induktion von “tissue factor”, “plasminogen activator inhibitor-II” und 

Plättchenaggregation (Drake et al., 1991; Wada et al., 1994; Ardlie et al., 1989).  

Die Senkung des körpereigenen LDL-Cholesterinspiegels und damit lokaler oxLDL-

Konzentrationen durch Cholesterinsyntheseenzym (CSE)-Hemmer (bzw. HMG-CoA-

Reduktase-Hemmer) verringert die Ausbildung von atherosklerotischen Plaques und 

verbessert signifikant die Prognose von kardiovaskulären Erkrankungen (Brown et al., 1990; 

4S Group, 1994; Shepherd et al., 1995; Sacks et al., 1996; LIPID Study Group, 1998). In 
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Endothelzellen wird oxLDL durch den kürzlich klonierten Rezeptor LOX-1 (lectin-like 

oxLDL receptor 1) aufgenommen, der genetisch distinkt von den Scavanger-Rezeptoren der 

Makrophagen ist (Sawamura et al., 1997). LOX-1 kann durch Tumornekrosefaktor α, 

Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA) und Schubspannung transient induziert werden (Kume 

et al., 1998; Murase et al., 1998). Der LOX-1-Rezeptor vermittelt eine endotheliale 

Phagozytose von alternden und apoptotischen Zellen (Oka et al., 1998). Kürzlich konnte 

LOX-1 in atherosklerotischen Plaques nachgewiesen werden (Chen et al., 2000; Kataoka et 

al., 2000). Der Einfluß der proatherosklerotischen Risikofaktoren Ang II und ET-1 auf die 

LOX-1-Expression in humanen Endothelzellen ist bisher nicht untersucht worden. 

Darüber hinaus ist der Einfluß einer ACE-Hemmer-, AT1-Rezeptor-Blocker oder 

Cholesterinsyntheseenzym (CSE)-Hemmer-Therapie auf die Genexpression von LOX-1, 

NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten, der endothelialen NO-Synthase (eNOS) oder des 

Endothelin-Systems in arteriellen Gefäße von Patienten mit KHK und im Myokard von 

Patienten mit Herzinsuffizienz bisher nicht untersucht worden. 
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2. Ziele 
 

Das Ziel der Arbeit war, potenzielle Mechanismen der Ausbildung und Lokalisierung von 

atherosklerotischen Plaques auf molekularer Ebene zu untersuchen. Dadurch sollen 

molekulare Mechanismen der Atherogenese besser verstanden und Ansätze für 

antiatherosklerotische therapeutische Strategien entwickelt werden. 

 

Schwerpunkte bildeten dabei die Untersuchung potenziell proatherosklerotischer Wirkungen 

biomechanischer Kräfte (Schubspannung, Dehnung), lokal erhöhter Angiotensin II (Ang II)- 

bzw. Endothelin-1 (ET-1)-Konzentrationen, erhöhter Apoptoseraten, erhöhtem oxidativen 

Streß und verstärkter Aufnahme von oxidativ modifiziertem Low-Density-Lipoprotein 

(oxLDL) in Gefäßzellen. 

 

Die Ziele der spezifischen Untersuchungen waren: 

1. die Identifizierung von Genen, die durch chronische arterielle oder venöse Schubspannung 

in humanen Endothelzellen differenziell reguliert werden, 

2. die Regulation von Genen des Endothelin-Systems und von 

3. pro- bzw. antiapoptotischen Genen durch Schubspannung in Endothelzellen, 

4. die biomechanische Regulation von Transkriptionsfaktoren in Gefäßzellen, 

5. die molekulare Struktur der NAD(P)H-Oxidase als Quelle von Superoxidanionen und 

oxidativem Streß und ihre Regulation durch Ang II und ET-1 in Endothelzellen, 

6. die Ang II- und ET-1-vermittelte Regulation der proatherosklerotischen Aufnahme von 

oxLDL in Endothelzellen,  

7. Wechselwirkungen zwischen dem Renin-Angiotensin- und dem Endothelin-System in vitro 

und in vivo und 

8. die Wirkung präoperativer medikamentöser Behandlung mit ACE-Hemmern, AT1-

Rezeptorantagonisten bzw. HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren auf die Genexpression in 

arteriellen Biopsien von Patienten mit koronarer Herzkrankheit besser verstehen zu lernen. 

 

Darüber hinaus wurde der Einfluß einer ACE-Hemmer-Therapie auf die Genexpression der 

endothelialen NO-Synthase und des Endothelin-Systems im Myokard von Patienten mit 

Herzinsuffizienz untersucht. 
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3. Material und Methoden 
3.1. Endothelzellkultur 

Humane Endothelzellen wurden mit einem nach Jaffe et al. (1973) modifizierten Protokoll 

isoliert (Morawietz et al., 1999b; Morawietz et al., 2000b). Die Isolierung der Endothelzellen 

aus Nabelschnurvenen erfolgte bei 37°C mit einer 0,05%igen Collagenase IV-Lösung in 

Dulbecco's phosphat-buffered saline (PBS) (Life Technologies) für 11 min. Die Zellen wurden 

anschließend mit Endothelzellmedium (Medium M199 mit 1,25 mg/ml Natriumbicarbonat, 

100 mg/ml L-Glutamin, 20% Kälberserum, 15 mM HEPES, 100 U/ml Penicillin, 100 µg/ml 

Streptomycin, 250 ng/ml Fungizone, pH 7,4) ausgespült, für 6 min bei 250 g zentrifugiert und 

in Endothelzellmedium resuspendiert. Um die Variabilität der Endothelzellpräparationen zu 

minimieren, wurden die Endothelzellen der unterschiedlichen Nabelschnuren jeden Tages 

gemischt und auf für 1 h mit einer 1%igen Gelatinelösung vorbehandelten Petrischalen 

(Greiner) plattiert. Die Endothelzellen konnten sich anschließend für 1,5 h in einen CO2-

Inkubator (37°C, 100% Luftfeuchtigkeit, 5% CO2-Atmosphäre) anheften. Die Zellen wurden 

gewaschen (Anreicherung auf > 99% Endothelzellen, Nachweis durch FACS-Analyse mit von-

Willebrand-Faktor), und in Endothelzellmedium mit 16,7 ng/ml Endothelzellwachstumsfaktor 

(C.C.Pro, Neustadt) bis zur Konfluenz (ca. 4-5 Tage) im Inkubator kultiviert. Auf einer 94 x 16 

mm-Petrischale wurden ca. 106 Endothelzellen kultiviert. Bei anschließender Stimulation mit 

Angiotensin II oder Endothelin-1 wurden die Zellen zuvor in Endothelzellkulturmedium mit 

0,5% Serum für 24 h inkubiert. 

 

3.2. Kultivierung glatter Gefäßmuskelzellen 

 Primärkulturen glatter Muskelzellen (vascular smooth muscle cells, VSMC) wurden aus der 

Aorta der neugeborener Ratte von Peter Jones (University of Southern California, Los Angeles, 

CA) isoliert. Von diesen Primärkulturen wurde die Zellinie R22D etabliert (Jones et al., 1979) 

und in Passage 15 freundlicherweise zur Verfügung gestellt. Die glatten Muskelzellen wurden 

in VSMC-Medium (Minimum essential medium mit 10% fetalem Rinderserum, 2% 

Tryptosephosphatnährmedium, 50 U/ml Penicillin und 50 U/ml Streptomycin) in einen CO2-

Inkubator (37°C, 100% Luftfeuchtigkeit, 5% CO2-Atmosphäre) bis zur Konfluenz kultiviert 

(Morawietz et al., 1999a). In den Untersuchungen wurden Zellen der Passagen 17-25 

verwendet.  
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3.3. Präparation von Granulocyten 

Die Präparation von humanen Granulocyten erfolgte aus heparinisiertem Blut durch Ficoll-

Dichtegradienten-Zentrifugation mit einem nach Biggers and McFeely (1963) modifizierten 

Protokoll. Es wurden 5 ml einer 1:1-Blutverdünnung in Dulbecco's PBS (Life Technologies) 

mit 3 ml einer Ficoll-Lösung (Dichte 1,085 g/cm3) beschichtet. Die Proben wurden für 20 min 

mit 1800 g bei Raumtemperatur zentrifugiert, um die Erythrocyten zu sedimentieren. Die in 

der Mitte des Röhrchens angereicherten Granulocyten wurden abgenommen und mit einem 

Volumen PBS verdünnt. Die isolierten Granulocyten wurden erneut sedimentiert (1000 g, 

Raumtemperatur, 20 min) und für eine nachfolgende RNA-Isolation oder den Cytochrom c-

Assay im spezifischen Puffer resuspendiert. 

 

3.4. Gewebsbiopsien 

Gewebsbiopsien wurden direkt nach der Entnahme präpariert und sofort in flüssigem 

Stickstoff eingefroren und gelagert. Die Untersuchung von humanen Gefäß- und Myokard-

Biopsien erfolgte nach vorheriger Information und Zustimmung der Patienten und wurde von 

der Ethikkommission der Medizinischen Fakultät genehmigt. Die Entnahme von Arteria 

mammaria interna- und rechten atrialen Myokard-Biopsien erfolgte bei elektiver koronarer 

Bypass-Operation. Die Myokard-Biopsien des linken Ventrikels wurden aus explantierten 

Herzen bei Herztransplantationen, sowie bei Im- bzw. Explantation eines ventrikulären 

Assist-Systems (VAD) gewonnen. Die Mehrzahl der untersuchten humanen Biopsien wurden 

uns freundlicherweise von der Klinik für Herz- und Thoraxchirurgie der MLU Halle-

Wittenberg (Leiter: Prof. Zerkowski) zur Verfügung gestellt. Darüber hinaus untersuchten wir 

linksventrikuläre Myokard-Biopsien von Spenderherzen, die aus technischen Gründen nicht 

transplantiert wurden, sowie von Patienten mit Herzinsuffizienz, die sich in den 80er Jahren 

einer Herztransplantation unterzogen. Diese Proben erhielten wir freundlicherweise von Prof. 

Brodde (Institut für Pharmakologie und Toxikologie der MLU) und von Prof. Eschenhagen 

(Universitätskrankenhaus Hamburg-Eppendorf/Klinische Pharmakologie und Klinische 

Toxikologie, Universität Erlangen-Nürnberg). Die Biopsien vor bzw. nach Einbau eines 

ventrikulären Assist-Systems wurden uns freundlicherweise von Prof. Körfer (Klinik für 

Thorax- und Kardiovaskularchirurgie, Herz- und Diabeteszentrum NRW, Bad Oeynhausen) 

zur Verfügung gestellt. 

Nierengewebe von C57BL/6J-Mäusen mit normaler Fütterung oder fettreicher Western 

type diet (Harlan Teklad TD 88137, 42% Milchfett, 0,15% Cholesterol) mit bzw. ohne 

zusätzlicher Gabe eines ETA-selektiven Rezeptorantagonisten (LU135252, Knoll AG, 
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50 mg/kg/d) für 30 Wochen wurden uns von Dr. Barton (Kantonsspital Zürich) 

freundlicherweise zur Verfügung gestellt. 

 

3.5. Patientenkollektive 

 Die klinischen Charakteristika und die medikamentöse Therapie der Patienten in den 

klinischen Untersuchungen wurde retrospektiv ermittelt. In Untersuchungen zum Einfluß von 

ACE-Hemmer-, AT1-Rezeptor-Blocker- bzw. CSE-Hemmer-Therapie auf die Genexpression 

von Zielgenen wurden jeweils Patientenkollektive zusammengestellt, die sich lediglich in der 

medikamentösen Therapie, jedoch nicht in der Begleittherapie oder weiteren klinischen 

Parametern unterschieden. Beispielhaft sind die klinischen Charakteristika der 

Patientenkollektive zur Untersuchung des Einflusses von chronischer präoperativer ACE-

Hemmer-Therapie auf die LOX-1-mRNA-Expression (Tab. 1) und von CSE-Hemmer-Thera- 

 

Tab. 1: Patientenkollektiv zur Untersuchung des Einflusses von ACE-Hemmer-Therapie auf 
die LOX-1-mRNA-Expression in Arteria mammaria-Biopsien von Patienten mit KHK. 
 

 ohne ACE-Hemmer
(n = 12) 

mit ACE-Hemmer 
(n = 12) 

P 

Geschlecht, männl. (%) 9 (75%) 10 (83%) 0,748 
Alter, Jahre   57,5 ± 2,3   61,0 ± 1,9 0,253 
Größe, cm 169,1 ± 2,2 170,0 ± 2,1 0,763 
Gewicht, kg   74,5 ± 4,4   81,3 ± 3,9 0,260 
NYHA–Klassifikation     2,2 ± 0,2     2,2 ± 0,3 0,977 
zentr. Venendruck, mm Hg     7,6 ± 1,3     6,0 ± 0,8 0,301 
syst. Blutdruck, mm Hg 116,3 ± 5,1 113,1 ± 5,1 0,664 
diast. Blutdruck, mm Hg   59,9 ± 3,0   62,3 ± 2,7 0,569 
Ejektionsfraktion, %   63,8 ± 4,7   62,5 ± 4,5 0,849 
Herzfrequenz, min-1   71,1 ± 3,0   70,2 ± 3,7 0,856 
Medikation, n ( % )    
ACE-Hemmer   0 (  0%)   12 (100%) < 0,001 
AT1-Blocker   0 (  0%)   0 (  0%) 1,000 
CSE-Hemmer   3 (25%)   1 (  8%) 0,502 
Ca-Antagonisten   1 (  8%)   3 (25%) 0,502 
β-Blocker   5 (42%)   7 (58%) 0,505 
Diuretika   1 (  8%)   3 (25%) 0,502 
Nitrate   9 (75%)   9 (75%) 0,977 
Herzglykoside   1 (  8%)   1 (  8%) 0,977 
Antidiabetika   2 (17%)   2 (17%) 0,977 
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pie auf die gp91phox-mRNA-Expression in Arteria mammaria-Biopsien von Patienten mit 

koronarer Herzkrankheit (KHK) (Tab. 2), sowie von ACE-Hemmer-Therapie auf die eNOS-

mRNA-Expression in rechten atrialen Myokardbiopsien-Biopsien von Patienten mit KHK 

(Tab. 3) dargestellt. Die von den behandelnden Ärzten verschriebene ACE- bzw. CSE-

Hemmer-Dosis betrug in diesen Untersuchungen 31±5% (Tab. 1), 83±11% (Tab. 2) und 

33±6% (Tab. 3) der Zieldosis in kürzlichen Megastudien. Alle hypertensiven Patienten ohne 

ACE-Hemmer-Therapie erhielten eine adäquate antihypertensive Standardtherapie mit 

Calcium-Antagonisten, β-Blockern und/oder Diuretika. 

 

Tab. 2: Patientenkollektiv zur Untersuchung des Einflusses von Cholesterinsyntheseenzym 
(CSE)-Hemmer-Therapie auf die gp91phox-mRNA-Expression in Arteria mammaria-
Biopsien von Patienten mit KHK. 
 

 ohne CSE-Hemmer
(n = 8) 

mit CSE-Hemmer 
(n = 6) 

P 

Geschlecht, männl. (%) 6 (75%) 4 (67%) 0,852 
Alter, Jahre   60,4 ± 1,9   60,0 ± 1,9 0,894 
Größe, cm 170,1 ± 3,5 165,2 ± 1,4 0,491 
Gewicht, kg   79,0 ± 6,9   75,5 ± 3,7 0,694 
NYHA–Klassifikation     2,3 ± 0,2     2,6 ± 0,2 0,241 
zentr. Venendruck, mm Hg     7,1 ± 1,2     9,2 ± 1,4 0,296 
syst. Blutdruck, mm Hg 114,1 ± 5,7  116,2 ±12,0 0,868 
diast. Blutdruck, mm Hg   64,4 ± 2,7   59,6 ± 5,1 0,383 
Ejektionsfraktion, %   70,0 ± 3,2   58,7 ± 6,1 0,101 
Herzfrequenz, min-1   71,1 ± 3,3   74,8 ± 5,6 0,566 
Medikation, n ( % )    
CSE-Hemmer   0 (  0%)     6 (100%) < 0,001 
ACE-Hemmer   2 (25%)   1 (17%) 0,852 
AT1-Blocker   0 (  0%)   0 (  0%) 1,000 
Ca-Antagonisten   0 (  0%)   1 (17%) 0,662 
β-Blocker   3 (38%)   3 (50%) 0,755 
Diuretika   1 (13%)   1 (17%) 0,950 
Nitrate   7 (88%)   4 (67%) 0,573 
Herzglykoside   0 (  0%)   1 (17%) 0,662 
Antidiabetika   0 (  0%)   1 (17%) 0,662 
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Tab. 3: Patientenkollektiv zur Untersuchung des Einflusses von ACE-Hemmer-Therapie auf 
die eNOS-mRNA-Expression in rechten atrialen Myokardbiopsien-Biopsien von Patienten 
mit KHK. 
 

 ohne ACE-Hemmer
(n = 33) 

mit ACE-Hemmer 
(n = 23) 

P 

Geschlecht, männl. (%) 23 (70%) 13 (57%) 0,408 
Alter, Jahre   62,1 ± 1,7   65,1 ± 1,8 0,236 
NYHA–Klassifikation    2,3 ± 0,2     2,9 ± 0,2 0,100 
zentraler Venendruck, mm Hg    9,5 ± 0,7   10,3 ± 1,1 0,483 
syst. Blutdruck, mm Hg 130,5 ± 4,9 137,3 ± 5,1 0,206 
diast. Blutdruck, mm Hg   75,6 ± 2,6   77,6 ± 2,1 0,566 
Ejektionsfraktion, %   60,8 ± 3,7   55,0 ± 4,2 0,302 
Herzfrequenz, min-1   87,3 ± 2,8   82,4 ± 3,2 0,338 
Medikation, n ( % )    
ACE-Hemmer   0 (  0%)   23 (100%) < 0,001 
AT1-Blocker   0 (  0%)   0 (  0%) 1,000 
CSE-Hemmer   5 (15%)   3 (13%) 0,900 
Ca-Antagonisten   8 (24%)   6 (26%) 0,913 
β-Blocker   5 (15%)   9 (39%) 0,130 
Diuretika 13 (39%)   7 (30%) 0,576 
Nitrate 24 (73%)  19 (83%) 0,536 
Herzglykoside 10 (30%)   6 (26%) 0,796 
Antikoagulanzien 21 (64%)  15 (65%) 0,927 
 

 Der Einfluß mechanischer Herzentlastung herzinsuffizienter Patienten vor der 

Transplantation durch ventrikuläre Assist-Systeme (VAD) wurde bei 10 männlichen Patienten 

(8 mit dilatativer, 2 mit ischämischer Kardiomyopathie) im Herz- und Diabeteszentrum 

NRW  Bad Oeynhausen untersucht. Zum Zeitpunkt der VAD-Implantation hatten diese ein 

Alter von 53±4 Jahren. Die hämodynamischen Daten wurden zum Zeitpunkt der letzten 

echokardiographischen Bestimmung der Ejektionsfraktion (24±1%) vor der VAD-

Implantation bestimmt. Als VAD wurden TCI HeartMate (Thermo Cardiosystems, Inc., n=3), 

Novacor (Baxter Healthcare Corp., n=6), oder Thoratec (Thoratec Laboratories, Inc., n=1) 

genutzt. Für eine biventrikuläre Unterstützung wurde bei 2 Patienten ein zusätzliches rechtes 

VAD implantiert. Die Patienten wurden durchschnittlich 103±15 Tage (36 bis 169 Tage) 

durch ein VAD entlastet. Der Herzindex verbesserte sich durch die VAD-Entlastung von 

1,9±0,2 l/min/m2 auf 2,9±0,3 l/min/m2 (P<0,05). Der Pulmonalkapillardruck verringerte sich 

durch VAD-Entlastung von 29±2 mmHg vor VAD-Implantation auf 14±3 mmHg (P<0,05) 

bei VAD-Explantation, während sich der mittlere Aortendruck von 69±3 mmHg auf 78±3 

mmHg (P=0,058, nicht signifikant) erhöhte. Alle Patienten wurden in diesem Zeitraum mit 

ACE-Hemmern behandelt. 

 



 26

3.6. Applikation von Schubspannung auf Endothelzellen 

Die Applikation von laminarer Schubspannung auf konfluente Endothelzellkulturen 

erfolgte mit Hilfe eines nach (Sdougos et al., 1984) modifizierten Plattenkegel-Viskometers 

(Morawietz et al., 2000b; Schubert et al., 2000). Die Plattenkegel-Viskometer-Apparatur 

wurde in Zusammenarbeit mit dem Zentrum für Medizinische Grundlagenforschung und dem 

Institut für Biophysik der Medizinischen Fakultät der MLU etabliert. Sie besteht aus einer 

Petrischalenhalterung, einem drehbaren Plattenkegel aus Polycarbonat mit Justiereinrichtung, 

einer Motor-Getriebe-Kombination und einer Steuereinrichtung zur stufenlosen Einstellung 

der Geschwindigkeit des Plattenkegels. Für die Applikation von laminarer Schubspannung hat 

der Plattenkegel einen Winkel α von 0,5° (bei einen Durchmesser von 86 mm). In die Spitze 

des Plattenkegels wurde ein Teflonstück von 10 µm Länge (Durchmesser 1 mm) eingesetzt, 

um ein eventuelles Aufsetzen des Plattenkegels auf die Endothelzellen zu verhindern. Die 

Plattenkegel-Viskometer-Apparatur ist schematisch in Abb. 5 dargestellt. 

 

 
 

Abb. 5: Schematische Darstellung der Plattenkegel-Viskometer-Apparatur. Die Applikation 
von laminarer Schubspannung auf kultivierte Endothelzellen erfolgt durch einen rotierenden 
Plattenkegel mit einem Winkel α von 0,5°. Die Schubspannung ist außerdem von der 
Viskosität des Mediums und der Winkelgeschwindigkeit abhängig. 
 

 Nach Erreichen der Konfluenz wurden die Endothelzellen mit frischem 

Endothelzellmedium ohne (bei Schubspannung von 1 bis 10 dyn/cm2, d.h. 0,1 bis 1 N/m2) 

bzw. mit 5% Dextran (bei Schubspannung von 15 bis 50 dyn/cm2, d.h. 1,5 bis 5 N/m2) für 1 h 

stationär kultiviert, in die Plattenkegel-Apparatur eingesetzt, der Kegel über die Zellen 

abgesenkt und die spezifische Schubspannung am Potentiometer der Steuerung durch 
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Einstellung der entsprechenden Winkelgeschwindigkeit ausgewählt. Die Applikation von 

laminarer Schubspannung auf kultivierte Endothelzellen erfolgt durch einen rotierenden 

Plattenkegel mit einem Winkel α von 0,5°. Die Schubspannung ist neben dem Winkel des 

Plattenkegels von der Viskosität des Mediums und der Winkelgeschwindigkeit abhängig. Die 

Zugabe von Dextran (Sigma, MG 71,4) erhöht die Viskosität des Endothelzellmediums 2,95-

fach von 0,007 dyn · s/cm2 auf 0,02065 dyn · s/cm2 und vermeidet einen Medienverlust durch 

zu hohe Fliehkräfte. Bei jeder Probe wurde eine zeitgleiche interne stationäre Kontrolle mit 

gleichen Medium (mit bzw. ohne Dextran) analysiert. 

 

3.7. Dehnung glatter Muskelzellen 

 Für die Dehnungsexperimente wurden glatte Muskelzellen der neonatalen Rattenaorten-

Zellinie R22D in 6-well-Platten (5 cm2 pro well) mit elastischen Silikonmembranen (Flex I, 

Flexcell Corp., McKeesport, PA), die in der Mehrzahl der Experimente mit Typ-I-Kollagen-

beschichtet waren, bis zur Konfluenz in VSMC-Medium mit 10% Serum kultiviert. Die 

Zellen wurden anschließend für 72 h in serumfreien Medium: Minimum essential medium, 

0,5 mg/ml Rinderserumalbumin (BSA, fraction V, fatty acid poor, Miles Inc., Naperville, IL), 

0,5 µg/ml apo-Transferrin, 2% Tryptosephosphatnährmedium, 50 U/ml Penicillin, 50 U/ml 

Streptomycin inkubiert. Das serumfreie Medium wurde täglich bzw. 3 h vor Beginn des 

Dehnungsexperiments erneuert. Bei Dehnungsexperimenten mit unterschiedlichen 

extrazellulären Matrixproteinen wurden konfluente glatte Muskelzellen auf konventionellen 

Plastikpetrischalen durch Trypsinbehandlung abgelöst und das Trypsin mit serumhaltigen 

VSMC-Medium inaktiviert. Die Zellen wurden anschließend für 5 min bei 1000 g 

zentrifugiert und mit serumfreiem Medium gewaschen. Die Zellen einer 94 x 16 mm-

Petrischale konnten sich dann in serumfreien Medium auf je einer 6-well-Platte mit Typ-I-

Kollagen (Col I)-, Pronectin (FN)- oder Laminin (LN)-beschichteten Silikonmembranen über 

Nacht anheften. Die zyklische mechanische Dehnung der glatten Muskelzellen erfolgte durch 

rhythmische Applikation eines Vakuums von 1 Hz in einer Flexcell-Dehnungsapparatur 

(Flexcell Corp., McKeesport, PA) (Abb. 6). 
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Abb. 6: Dehnung glatter Muskelzellen auf elastischen Silikonmembranen durch zyklische 
Applikation eines Vakuums in der Flexcell-Apparatur. Die Dehnungsamplitude kann durch 
Variation des computergesteuerten Vakuums modifiziert werden. 
 

3.8. RNA-Präparation 

Die RNA wurde aus Endothelzellen und Gewebsbiopsien mit Hilfe der CsCl-Methode 

isoliert (Chirgwin et al., 1979). Dabei wurden die Endothelzellen in Guanidinisothiocyanat 

(GTC)-Lösung (4 M GTC, 1% Sarcosyl, 25 mM Na-Acetat, pH 6,0, 1 mM EDTA, pH 6,5, 

1 M β-Mercaptoethanol) aufgeschlossen. Die in flüssigem Stickstoff gelagerten 

Gewebeproben wurden mechanisch pulverisiert und anschließend in GTC-Lösung mit einem 

Ultraturrax (IKA-Labortechnik) homogenisiert. Die RNA wurde durch CsCl-Zentrifugation 

bei 150.000 g und 22°C für 21 h sedimentiert, mit Ethanol zweimal gefällt und in 

Diethylpyrocarbonat (DEPC)-Wasser gelöst. Aus glatten Muskelzellen wurde die RNA mit 

Hilfe des RNA STAT-60 reagent (Tel-Test “B”, Inc.) isoliert. Die Konzentration der RNA-

Lösung wird spektrophotometrisch bestimmt und die Integrität der RNA durch Agarosegel-

Elektrophorese überprüft (Sambrook et al., 1989). Die RNA wurde bis zur weiteren 

Verwendung bei -80°C gelagert. 

 

3.9. Reverse Transkription 

Für eine nachfolgende Amplifikation von Zielgenen wurde RNA durch reverse 

Transkription (RT) in cDNA umgeschrieben. Die RT erfolgte mit random hexamer-Primern 

und Super-Script II RNase H- reverse transcriptase (Life Technologies) (Morawietz et al., 

2000a, b). 

 

 

 



 29

RT-Protokoll: 

RNA                 ≥ 100 ng 
random hexamer-Primer 100 ng/µl       4 µl 
DEPC-H2O                ad 15,5 µl 
 
Inkubation des Ansatzes für 3 min bei 70°C, Abkühlung auf 4°C, anschließend Zugabe von: 
 
5 × first strand buffer           5 µl 
dNTP (je 12,5 mM)            1 µl 
Dithiothreitol (DTT, 10 mM)          2,5 µl 
RNase OUT Ribonuclease Inhibitor (40 U/µl)   0,5 µl 
SuperScript™ II reverse Transkriptase (2 U/µl)   0,5 µl 
                    25 µl 
 
Inkubation für 1 h bei 42°C, 3 min bei 95°C, Abkühlung auf 4°C. 

 

3.10. Polymerasekettenreaktion 

 Die Methode der Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde zur Amplifikation revers 

trankribierter cDNA genutzt (Mullis and Faloona, 1987). 

 

PCR-Protokoll: 

RT-Ansatz mit cDNA          4-15 µl 
10 × Taq-Reaktionspuffer          5 µl 
dNTP (je 1 mM)             6 µl 
sense-Primer (20 pmol/µl)          1 µl 
antisense-Primer (20 pmol/µl)        1 µl 
Taq-DNA-Polymerase (4 U)          0,5 µl 
steriles deionisiertes Wasser         ad 50 µl 
 

Dieser Ansatz wurde mit ca. 50 µl Mineralöl (3 Tropfen) überschichtet und die cDNA nach 

einer initialen Denaturierung bei 95°C für 1 min mit dem spezifischen PCR-Programm durch 

zyklisches Denaturieren (95°C, 30 sec), Annealing (30 sec bei primerspezifischer Annealing-

Temperatur) und DNA-Synthese (72°C, 30 sec) im Trio-Thermoblock (Biometra) 

amplifiziert. Der Ansatz wurde anschließend für 3 min bei 72°C inkubiert und auf 4°C 

abgekühlt. Die verwendeten genspezifischen Primersequenzen und PCR-Protokolle sind in 

Tab. 4 zusammengefaßt. 
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Tab. 4: Genspezifische Primersequenzen und PCR-Protokolle. 

Gen Primer 5’-3’-Primersequenzen 
 

Annealing-
Temperatur 

PCR-
Zyklen

18SrRNA sense 
antisense 

GTTGGTGGAGCGATTTGTCTGG 
AGGGCAGGGACTTAATCAACGC 

60°C 11 

Bak sense 
antisense 

CTGTTTTTACCGCCATCAGCAGG 
CTCTCAAACAGGCTGGTGGCAATC 

60°C 33 

Bax sense 
antisense 

ACCCGAGCTGGCCCTGGAC 
ATGGTGAGCGAGGCGGTGAG 

60°C 33 

Bcl-2 sense 
antisense 

GACTTCTTCCGCCGCTACCG 
GACAGCCAGGAGAAATGAAAC 

60°C 32 

Bcl-xL sense 
antisense 

GGTGGTTGACTTTCTCTCCTAC 
GAAAAGTATCCCAGCCGCC 

58°C 32 

ECE-1 
 

sense 
antisense 

GAAGCGGCTGGTGGTGTTGGTG 
GGTTGGCCTTGATCCAGC 

62°C 36 
 

eNOS sense 
antisense 

GGAACCTGTGTGACCCTC 
CCACGTCATACTCATCCA 

65°C 40 

ETA 
 

sense 
antisense 

CACTGGTTGGATGTGTAATC 
AGAGGGAACCAGCAAAGAGC 

58°C 38 

ETB 
 

sense 
antisense 

CGAGCTGTTGCTTCTTGGAGTAG 
ACGGAAGTTGTCATATCCGTGAT 

69°C 40 

Fas + Fas-
Exo6Del 

sense 
antisense 

GGACCCAGAATACCAAGTG 
CTGTTCTGCTGTGT 

56°C 38 

GAPDH sense 
antisense 

CATCACCATCTTCCAGGAGCG 
TGACCTTGCCCACAGCCTTG 

60°C 18 

gp91phox sense 
antisense 

CAACAAGAGTTCGAAGACAA 
CCCCTTCTTCTTCATCTGTA 

59°C 44 

LOX-1 sense 
antisense 

CGGCAACAAGCAGAAGAAGC 
TGGGCTCTCATGTTTGGCAC 

65°C 44 

Mcl-1 sense 
antisense 

CGCCATCGTGTCTCCGGAG 
AAGGCCGTCTCGTGGTTGC 

60°C 33 

p22phox sense 
antisense 

GATCGAGTGGGCCATGT 
TGCTTGATGGTGCCTCC 

62°C 40 

p47phox sense 
antisense 

AAGTGGTTTGACGGGCAG 
TGGACGGAAAGTAGCCTG 

60°C 40 

p67phox sense 
antisense 

ATGCCTTCAGTGCCGTCCAG 
TGCTTCCAGACACACTCCATCG 

66°C 41 

PPET-1 sense 
antisense 

TGCTCCTGCTCGTCCCTGATGGATAAAGA
GGGTCACATAACGCTCTCTGGAGGGCTT 

65°C 40 

Pro-ANP sense 
antisense 

GCATTCCAGCTCCTAGGTCAGA 
GGCTCCAATCCTGTCCAT 

60°C 31 

tfcD sense 
antisense 

TTTGCTCTGGCTCTCCGTGACC 
TGAGGACAGTGGCAGCATAGGG 

60°C 40 
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3.11. Agarosegel-Elektrophorese 

 Die Auftrennung von DNA bzw. die Kontrolle der RNA-Integrität erfolgte in 0,8%igen 

Agarosegelen mit Ethidiumbromid (100 ng/ml) in Tris-Borat-EDTA (TBE)-Puffer (89 mM 

Tris-Base, 89 mM Borsäure, 2,5 mM EDTA, pH 7,5) bei 8-10 V/cm Laufstrecke in Standard-

Elektrophorese-Apparaturen (Sambrook et al., 1989). Die Nukleinsäuren wurden dabei mit 

0,1 Volumen Probenpuffer (10 mM Tris-HCl, pH 8,0, 1 mM EDTA, 50% Glycerol, 0,25% 

Bromphenolblau) versetzt. Die Länge linearer DNA-Fragmente wurde mit Hilfe parallel 

aufgetrennter DNA-Längenstandards (100 bp bzw. 1 kb-Leiter, Life Technologies) bestimmt. 

Die DNA bzw. RNA wurde mit Hilfe eines UV-Transilluminators nachgewiesen und mit 

Polaroidfilm Typ 665 fotografiert. 

 

3.12. Elution von Nukleinsäuren 

 DNA- oder RNA-Fragmente spezifischer Größe können nach Elektrophorese auf dem UV-

Transilluminator aus dem Agarosegel herausgeschnitten und die Nukleinsäuren durch Elution 

isoliert werden. Die DNA-Fragmente im Gelstück wurden vorrangig mit dem QIAEX II-

Agarosegel-Extraction-Kit (QIAGEN) in NaI-Puffer gelöst und die DNA an Silica-Partikel 

gebunden und eluiert. In vitro-transkribierte cRNA-Standards (3.18.) und ein Teil der DNA-

Fragmente wurde durch Elektroelution aus dem Gelstück in einen Dialyseschlauch 

(Spectra/Por®6, MWCO 1.000) in einer Elektrophorese-Apparatur mit anschließender 

Ethanolpräzipitation isoliert. 

 

3.13. Klonierung von DNA-Fragmenten 

 Die Klonierung von eluierten PCR-Fragmenten in Plasmidvektoren erfolgte nach 

Amplifikation mit Cloned Pfu-DNA-Polymerase mit dem pCR-Script™ SK+ Cloning Kit 

(Stratagene) oder mit dem TOPO TA Cloning Kit (pCRII-TOPO, Invitrogen). Die in den 

Klonierungsvektor ligierten PCR-Fragmente wurden in kompetente Bakterien (Epicurian Coli 

XL1-Blue MRF´Kan, Stratagene) transformiert. Die rekombinanten Bakterien wurden durch 

5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactopyranosid (X-Gal)-Selektion auf LB-Agarplatten mit 

100 µg/ml Ampicillin, 50 µl X-Gal-Stammlösung (50 mg/ml) und 25 µl Isopropyl-β-D-

thiogalactosid (IPTG)-Stammlösung (100 mM) identifiziert. 

 

 

 

 



 32

3.14. Plasmid-DNA-Präparation 

 Rekombinante Bakterien wurden in LB-Medium mit 100 µg/ml Ampicillin über Nacht bei 

37°C, 225 rpm kultiviert. Nach dem Erreichen der stationären Phase wurden die Bakterien 

sedimentiert (10 min, 5000 rpm). Die Plasmid-DNA aus kleineren Bakterienkulturvolumina 

(1,5 ml) wurde mit der “Boiling”-Minipräparation isoliert (Holmes and Quigley, 1981). Die 

Plasmid-DNA-Isolation aus größeren Volumina (50-100 ml Kultur) erfolgte durch 

Modifikation der Methode der basischen Lyse (Sambrook et al., 1989) mit anschließender 

Reinigung durch QIAGEN-Säulen (QIAGEN-Midi-Prep-Kit, QIAGEN). 

 

3.15. DNA-Sequenzierung 

 Eluierte DNA-Fragmente wurden überlappend auf beiden Strängen durch Modifikation der 

Methode von Sanger et al. (1977) mit dem Cycle Sequencing Kit (Perkin Elmer) sequenziert. 

Die gelelektrophoretische Auftrennung der Proben und die Auswertung der Sequenzierung 

erfolgte im Zentrum für Medizinische Grundlagenforschung (ZMG) der Martin-Luther-

Universität Halle-Wittenberg mit einem ABI Prism 373 DNA Sequencer (Perkin Elmer). Die 

DNA-Sequenzen wurden mit der DNA-Programm GeneRunner (Hastings Software) 

analysiert und mit DNA-Sequenz-Datenbanken (GenBank, Altschul et al., 1990) verglichen. 

Die Bestimmung homologer Aminosäuren der abgeleiteten Aminosäuresequenz mit 

bekannten Sequenzen erfolgte nach Dayhoff (1978). 

 

3.16. Restriktionsanalyse von DNA  

 Die DNA wurde mit Hilfe von Restriktionsenzymen sequenzspezifisch gespalten. Dabei 

wurde die DNA mit dem Restriktionsenzym (1 U Enzym/µg DNA) im spezifischen 

Restriktionspuffer für 2 h bei 37°C inkubiert. Der Restriktionsansatz wurde anschließend im 

Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. 

 

3.17. Konstruktion von internen Standards für die kompetitive PCR 

 Für die Quantifizierung der mRNA-Expression von Zielgenen wurden durch 

Modifizierung einer Linker-Primer-PCR-Methode (Förster, 1994) intern deletierte cDNA-

Standards konstruiert. Im ersten Schritt wurde ein genspezifisches cDNA-Fragment durch 

PCR mit sense- und antisense-Primern amplifiziert. Im zweiten Schritt erfolgt die 

Amplifikation eines verkürzten genspezifischen Fragmentes mit einem Linker- und dem 

antisense-Primer. Der Linker-Primer hat eine Länge von 30 bp, wobei die 10 bp seines 5‘-

Endes den 10 bp des 3‘-Endes des sense-Primers entsprechen. Die weiteren 20 bp des Linker-
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Primers lagern sich an eine Sequenz an, die sich auf dem cDNA-Fragment ca. 100 bp in 3'-

Richtung der Bindungsstelle des im ersten Amplifikationsschritt verwendeten sense-Primer 

befindet. In einer dritten PCR-Reaktion mit sense- und antisense-Primern entsteht durch 

Bindung des sense-Primers an die 10 bp der Linker-Primer-Sequenz ein intern verkürzter 

Standard, der von den originalen sense- und antisense-Primern begrenzt wird. Für die relative 

Quantifizierung der 4 NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten gp91phox, p22phox, p47phox und 

p67phox wurde durch überlappende Linker-Primer-PCR ein intern verkürzter Multistandard 

konstruiert. Dieser ist durch die benachbarten sense- bzw. antisense-Primer aller 

Untereinheiten begrenzt. Die Identität aller cDNA-Standards wurde durch Klonierung und 

Sequenzierung nachgewiesen. Die Standards wurden anschließend in cRNA in vitro-

transkribiert (3.18.). 

 

3.18. In vitro-Transkription 

 Die intern deletierten Standards für die kompetitive PCR wurden durch in vitro-

Transkription in den komplementären cRNA-Strang umgeschrieben (RNA Transcription Kit, 

Stratagene). Die cRNA wurde anschließend durch Elektroelution von der als Vorlage 

eingesetzten cDNA gereinigt. Die RNA-Konzentration wurde densitometrisch bei 260 nm 

ermittelt. Eine RNA-Verdünnung (10 µg/ml) wurde aliquotiert und bei -80°C gelagert. 

 

3.19. Kompetitive reverse Transkriptions-Polymerasekettenreaktion 

 Die Quantifizierung der mRNA niedrig exprimierter Gene erfolgte durch kompetitive 

reverse Transkriptions-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR). Die Zugabe eines intern 

deletierten Standards erlaubt eine interne Normalisierung von ansatzspezifischen Variationen 

in RT- oder PCR-Reaktionen (Wang et al., 1989). Für jede Probe wurden 4-6 RT-Ansätze von 

identischen probenspezifischen RNA-Mengen (100 ng) mit jeweils unterschiedlichen Mengen 

einer 1:3-Verdünnungsreihe der Standard-cRNA in cDNA revers transkribiert (3.9.). Von 

diesen RT-Reaktionen wurden gleichen Volumina durch PCR mit genspezifischen Primern 

amplifiziert (3.10.). In jeder Reaktion kompetieren probenspezifische und Standard- Moleküle 

um die PCR-Primer. Die PCR-Reaktionen werden anschließend in Agarosegelen 

elektrophoretisch aufgetrennt (3.11.), fotografiert (Polaroidfilm Typ 665) und densitometrisch 

ausgewertet (Personal Densitometer, Molecular Dynamics). Die optische Dichte der intern 

verkürzten Standard-DNA-Fragmente wurde durch einen Korrekturfaktor normalisiert, der 

sich aus dem Längenverhältnis der PCR-Fragmente von Probe und Standard ergibt (z.B. 

PPET-1: probenspezifisch 461 bp / Standard 355 bp = 1,298). Der dekadische Logarithmus 
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des Quotienten aus normalisiertem Standard- und probenspezifischen PCR-Fragment wurde 

graphisch gegen die Menge an cRNA-Standard aufgetragen (SigmaPlot scientific graphing 

software, Jandel Corp.). Am Äquivalenzpunkt sind die RNA-Konzentrationen von Probe und 

Standard identisch und erlauben eine Quantifizierung der mRNA-Expression. 

 

3.20. SmaRT-PCR 

Zur kostengünstigeren und schnelleren mRNA-Quantifizierung wurde die Methode der 

seriellen multistandard-assistierten RT-PCR (smaRT-PCR) am Beispiel des ETB-Rezeptors 

entwickelt (Szibor and Morawietz, 2001). Im Gegensatz zur klassischen kompetitiven PCR 

wurden dabei vier seriell intern deletierte Standards durch Linker-Primer-PCR konstruiert. 

Die mRNA-Quantifizierung eines Zielgens in einer definierten RNA-Menge erfolgt bei der 

smaRT-PCR in nur einem Reaktionsgefäß mit vier seriell deletierten und verdünnten internen 

Standards, die gemeinsam revers transkribiert (3.9.) und danach durch PCR (3.10.) 

amplifiziert werden. Die smaRT-PCR-Reaktion wird anschließend durch Agarosegel-

Elektrophorese aufgetrennt (3.11.) und die mRNA-Expression in Analogie zur kompetitiven 

RT-PCR graphisch bestimmt (3.19.). Das Prinzip der Methode ist in Abb. 7 dargestellt. 

 

 
 

Abb. 7: Prinzip der Methode der smaRT-PCR. Die klassische kompetitive RT-PCR wurde 
durch Konstruktion von vier seriell intern deletierten cRNA-Standards modifiziert. Die 
mRNA-Quantifizierung eines Zielgens in einer definierten probenspezifischen RNA-Menge 
erfolgt bei der smaRT-PCR in einem Reaktionsgefäß mit den seriell deletierten und 
verdünnten internen Standards. RNA und Standards werden gemeinsam revers transkribiert 
und anschließend durch PCR amplifiziert. Die smaRT-PCR-Reaktion wird durch Agarosegel-
Elektrophorese aufgetrennt und die mRNA-Expression in Analogie zur kompetitiven RT-PCR 
nach Densitometrie graphisch bestimmt. 
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3.21. RAP-PCR 

 Differenziell durch arterielle oder venöse Schubspannung exprimierte endotheliale Gene 

wurden durch “RNA arbitrarily primed-polymerase chain reaction” (RAP-PCR) identifiziert. 

Das Prinzip der RAP-PCR besteht darin, daß während der Einzelstrang-Synthese bei einer 

niedrigen Temperatur ein 18-bp-RAP-PCR-Primer (RAP-PCR Kit, Stratagene) zufällig an jede 

mRNA binden und diese in cDNA revers transkribieren kann. Der erste PCR-Schritt mit dem 

bereits in der reversen Transkription verwendeten und einem weiteren 18-bp-RAP-PCR-

Primer wird ebenfalls unter geringer Stringenz durchgeführt. Da jeder der 5 in der 

Transkription verwendeten Primer des RAP-PCR-Sets A mit jedem anderen der 4 übrigen 

Primer kombiniert werden kann, ergeben sich 20 verschiedene PCR-Kombinationen. Alle 

weiteren PCR-Schritte erfolgen unter hoher Stringenz, wodurch distinkte PCR-Fragmente 

amplifiziert werden. Die radioaktiv markierten PCR-Fragmente werden in 4%igen 

Polyacrylamidgelen aufgetrennt. Differenziell exprimierte PCR-Fragmente wurden isoliert und 

kloniert (3.13.). Die schubspannungsabhängige Expression der RAP-PCR-Fragmente wurde in 

Northern-Analysen (3.22.) verifiziert. Positive Fragmente wurden zur Isolierung von 

homologen cDNA-Phagen einer humanen Herz-cDNA-Bank (Stratagene) genutzt (Schubert et 

al., 2000). 

 

3.22. Northern-Analyse 

 Der Nachweis höher exprimierter mRNA-Spezies erfolgte durch Northern-Analyse 

(Sambrook et al., 1989). Die RNA (10 µg/Probe) wurde nach Denaturierung mit Glyoxal und 

Dimethylsulfoxid (DMSO) in 1,2%igen Agarosegelen aufgetrennt. Die RNA wurde mit 

20 × SSC auf Hybond-N-Nylonmembranen transferiert und durch UV crosslinking fixiert. Die 

cDNA-Sonden wurden mit dem Oligolabelling Kit und [α-32P]dCTP (Amersham Pharmacia 

Biotech) radioaktiv markiert und über MicroSpin-Säulen (Amersham Pharmacia Biotech) 

gereinigt. Oligonukleotide wurden mit [γ-32P]dATP (Amersham Pharmacia Biotech) markiert. 

Die RNA-Membranen wurden mit der denaturierten markierten Sonde in 

Hybridisierungslösung (1 M NaCl, 1% SDS, 10% Dextransulfat, 100 µg/ml denaturierte 

Träger-DNA) bei 65°C für 16 h hybridisiert, gewaschen und bei -80°C mit Hyperfilm 

(Amersham Pharmacia Biotech) bzw. Kodak BIOMAX MS-Röntgenfilm exponiert. Die 

spezifische Sonde wurde anschließend in 0,1 × SSC, 0,1% SDS bei 80°C für 1 h dehybridisiert 

und die Membran mit dem Kontrollgen Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 

(GAPDH) (Arcari et al., 1984) rehybridisiert. 
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3.23. Proteinpräparation 

 Die Zellen wurden in PBS-Puffer isoliert und 5 min bei 3.000 rpm, 4°C sedimentiert. Das 

Zellpellet wurde in Lyse-Puffer (0,5% SDS in PBS) mit einer Spritze mit 23 G-Kanüle lysiert, 

10 min im kochenden Wasserbad inkubiert und 10 min bei 13.000 rpm, 4°C zentrifugiert. Die 

Konzentration der Proteine im Überstand wurde mit dem BCA protein assay reagent (Pierce) 

bestimmt.  

 

3.24. Western-Analyse 

 Die Proteine (10 µg/Probe) wurden auf 7,5%igen SDS-Polyacrylamidgelen mit dem 

Rainbow-Protein-Molekulargewichtsmarker (Amersham Pharmacia Biotech) in einer Mini-

Protean II cell-Apparatur (BioRad) elektrophoretisch aufgetrennt. Der Proteintransfer auf eine 

Nitrocellulose-Membran erfolgte in einem Elektro-Blotter (BioRad) bei 15 V für 60 min. Die 

Nitrocellulose-Membran wurde in TTBS-Lösung (20 mM Tris-Base, pH 7,6, 137 mM NaCl, 

0,1% Tween) mit 10% Trockenmilch und spezifisch verdünnten kommerziellen primären 

Antikörpern bzw. einem durch ein tfcD-Peptid immunisierten Kaninchenserum (Eurogentech) 

für 3 h bei Raumtemperatur oder über Nacht bei 4°C inkubiert. Der spezifische 

Proteinnachweis erfolgte mit einem sekundären horseradish peroxidase-linked rabbit Ig und 

dem ECL Western blotting detection reagent (Amersham Pharmacia Biotech). 

 

3.25. ELISA-Technik 

 Die Quantifizierung spezifischer Proteine erfolgte alternativ mit der ELISA-Technik. Die 

Werte wurden auf die Proteinkonzentration (BCA protein assay reagent, Pierce) normalisiert. 

Die endotheliale ET-1-Peptid-Freisetzung wurde mit dem Endothelin-1 ELISA system 

(Amersham Pharmacia Biotech), das Chloramphenicol-Acetyltransferase (CAT)-Protein mit 

dem CAT ELISA (Boehringer) und die Freisetzung der löslichen Fas-Isoform FasExo6Del 

mit dem soluble Fas ELISA system (Amersham Pharmacia Biotech) quantifiziert. Die 

apoptotische DNA-Fragmentierung wurde durch Histon-assoziierte DNA-Fragmente mit dem 

Cell death detection ELISA (Boehringer) nachgewiesen. 

 

3.26. Inhibitorstudien 

 Durch Inhibitorstudien sollten die intrazellulären Signalwege besser verstanden werden. 

Nach Vorinkubation für 1 h mit dem spezifischen Inhibitor wurden die Zellen biomechanisch 

oder durch vasoaktive Peptide stimuliert. In jedem Experiment wurde auf eine zeitgleiche 

interne Kontrolle mit Inhibitor ohne Stimulus normalisiert. Es wurden als Inhibitoren der 
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eNOS Nω-Nitro-L-Arginin (L-NNA, bis 500 µM, Alexis) und Nω-Nitro-L-Arginin-Methyl-

Ester (L-NAME, bis 500 µM, Alexis), von Proteinkinasen H7 (10 µM, Calbiochem), der 

Proteinkinase C RO-31-8220 (bis 1 µM, Calbiochem), von Tyrosinkinasen Herbimycin A 

(1 µM, Calbiochem) und der de-novo-Proteinsynthese Cycloheximid (35 µM, Sigma) 

verwendet. Als Rezeptorantagonisten wurden für AT1 Losartan (bis 1 µM, Merck, Sharp & 

Dohme) und Candesartan (bis 100 nM, Astra), für AT2 PD123319 (bis 1 µM, Parke Davies), 

für ETA BQ-123 (bis 1 µM, Alexis) und für ETB BQ-788 (bis 1 µM, Alexis) eingesetzt. 

 

3.27. Transfektion von Promotordeletions-Reportergen-Konstrukten und run-on-Assay 

 Eine Regulation der Genexpression auf transkriptioneller Ebene wurde durch Transfektion 

von Promotordeletions-Reportergen-Konstrukten und durch run-on-Assay analysiert. Das 

Egr-1-Promotordeletions-CAT-Konstrukt pEgr-1 P1.2 enthält den “full-length”-Egr-1-

Promotor (von Position -957 bis +248 bp in Verhältnis zum Transkriptionsstart), der mit dem 

Reportergen Chloramphenicol-Acetyltransferase (CAT) fusioniert ist (Gius et al., 1990). Das 

Konstrukt pE50 enthält den “minimal”-Egr-1-Promotor (von Position -50 bis +65 bp in 

Verhältnis zum Transkriptionsstart) in Fusion mit CAT (Rupprecht et al., 1993). Als 

Kontrollen wurden das pRSV.CAT-Plasmid (Gorman et al., 1982) für die CAT-Expression 

und das pRSV-β-Gal-Plasmid (Edlund et al., 1985) für die β-Galaktosidaseaktivität als 

Transfektionseffizienzmarker genutzt. Die Reportergen-Konstrukte wurden freundlicherweise 

von Dr. Sukhatme (Beth Israel Hospital and Harvard Medical School, Boston, MA) zur 

Verfügung gestellt. Die glatten Muskelzellen wurden mit dem DOTAP transfection reagent 

(Boehringer) transfiziert. Nach biomechanischer Stimulation wurden die Zellen lysiert, der 

Proteingehalt mit dem Coomassie plus protein assay reagent (Pierce), die β-

Galaktosidaseaktivität mit dem β-galactosidase enzyme assay system (Promega) und das 

CAT-Protein mit dem CAT ELISA (Boehringer) bestimmt. 

Der nuclear run-on-Assay wurde in Zusammenarbeit mit Dr. Cattaruzza (Georg-August-

Universität Göttingen) durch eine Technik auf RT-PCR-Basis durchgeführt (Krzesz et al., 

1999). 

 

3.28. EMSA-Technik 

 Der electrophoretic mobility shift assay (EMSA) dient der Quantifizierung der 

Transkriptionsfaktorbindungsaktivität. In Zusammenarbeit mit Dr. Wagner (Georg-August-

Universität Göttingen) wurden radioaktiv markierte doppelsträngige Oligonukleotide der 

Bindungsstellen des Transkriptionsfaktors AP-1 mit Proteinextrakten unterschiedlich 
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biomechanisch stimulierter Endothelzellen inkubiert, anschließend auf Polyacrylamidgelen 

elektrophoretisch aufgetrennt und durch Autoradiografie nachgewiesen. Die Spezifität der 

Transkriptionsfaktorbindung wurde durch Kompetition mit nicht markierten Bindungsstellen 

nachgewiesen. Die Zusammensetzung des Transkriptionsfaktorkomplexes wurde durch 

spezifische Bindung von c-jun- oder c-fos-Antikörpern (“super shift”) untersucht. 

 

3.29. Quantifizierung der oxLDL-Aufnahme 

 Low-Density-Lipoprotein (LDL) wurde durch sequenzielle Ultrazentrifugation aus 

humanem Plasma isoliert, mit Cu2+-Ionen zu oxLDL oxidiert (Galle and Wanner, 1998) und 

freundlicherweise von PD Dr. Galle (Universität Würzburg) zur Verfügung gestellt. Das 

oxLDL wurde mit 1,1'-dioctadecyl-3,3,3',3'-tetramethylindocarbocyanine perchlorate (DiI, 

Molecular Probes) markiert und zur Quantifizierung der oxLDL-Aufnahme eingesetzt 

(Stephan and Yurachek, 1993; Sawamura et al., 1997). HUVEC wurden 24 h in Medium mit 

0,5% Serum inkubiert, mit Ang II bzw. ET-1 stimuliert und mit DiI-markierten oxLDL (100 

µg/ml, 3 h) inkubiert. Das aufgenommene DiI-markierte oxLDL wird mit 2-Propanol 

extrahiert und die Fluoreszenz quantifiziert (520/564 nm). Die Fluoreszenzwerte wurde auf 

den Proteingehalt (Bio-Rad DC Protein Assay) normalisiert. Die Spezifität der Aufnahme 

wurde durch Kompetition mit nicht markiertem oxLDL nachgewiesen. 

 

3.30. Nachweis von Superoxidanionen durch Chemilumineszenz 

 Ein Nachweis von Superoxidanionen erfolgte in Zusammenarbeit mit PD Dr. Brömme 

(Zentrum für Medizinische Grundlagenforschung der Martin-Luther-Universität) durch 

Lucigenin- bzw. Coelenterazin (10 µM, Molecular Probes)-vermittelte Chemiluminenzenz 

(Duerrschmidt et al., 2000). Die Sensitivität beider Fluorochrome wurde durch 

Xanthinoxidase/Xanthin (XO/X)-generierte Superoxidanionbildung verglichen. Die 

Chemiluminenszenz wurde in einem Lumat LB 9501-Chemiluminometer (EG & Berthold, 

Wildbad) bestimmt. Die Spezifität der Reaktion wurde durch Superoxid-Dismutase (SOD, 40 

µg/ml) und den Flavinenzym-Inhibitor Diphenyliodoniumchlorid (bis 500 µM, ICN) 

untersucht. Die Messungen in HUVEC erfolgte in Pyrex-Röhrchen (Dunn). Die durch 

HUVEC generierte Chemilumineszenz wurde auf den Proteingehalt normalisiert und in 

relative light units (rLU) pro min und pro µg Protein angegeben. 
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3.31. Cytochrom c-Assay 

Der Cytochrom c-Assay wurde zur Quantifizierung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) 

eingesetzt. Er beruht auf der Reduktion des Cytochrom c (Fe3+ → Fe2+) durch O2
-. Die 

reduzierte Cytochrom c-Form als Maß der Superoxidanionbildung kann durch ein 

Absorptionsmaximum bei 550 nm spektrophotometrisch nachgewiesen werden. Zur Messung 

der O2
--Bildung wurden Granulocyten und HUVEC in 3 ml Assay-Puffer (M 199 mit Earle’s 

Salzen, L-Glutamin, ohne Phenolrot, Life Technologies, und Cytochrom c, 40 µM, Sigma) 

inkubiert. Dem Assay-Puffer wurde 500 µM L-NAME zugesetzt, um die eNOS als O2
--Quelle 

auszuschließen. Ein Teil der Proben wurde mit dem Flavinenzym-Inhibitor Diphenylen-

iodoniumchlorid (DPI, 100 µM, Sigma) inkubiert, um die DPI-inhibierbare O2
--Bildung als 

Maß für die NADPH-Oxidase-Aktivität zu bestimmen. Nach Stimulation der Kulturen mit 

oxLDL (1 bis 3 h) bzw. Ang II (4 h) wurden je 300 µl der Überstände bei 550 nm gemessen. 

In allen Versuchen wurde ein Leerwert eingeschlossen, um zellunabhängige 

Absorptionsänderungen des Assay-Puffers auszuschließen. Die NAD(P)H-Oxidase-Aktivität 

wurde auf den Proteingehalt (BCA protein assay reagent, Pierce) normalisiert. 

 

3.32. Immunfluoreszenz 

 Endothelzellen wurden in 3,7%iger Formalinlösung in PBS-Puffer fixiert und mit 0,5% 

Triton X-100, 0,2% Tween 20 in PBS permeabilisiert. Glatte Muskelzellen wurden in 4%iger 

Paraformaldehydlösung in PBS bei Raumtemperatur und Methanol bei -20°C fixiert. Die 

fixierten Zellen wurden anschließend in 0,1% bzw. 1% BSA in PBS mit spezifisch 

verdünnten primären Antikörpern für 1 h inkubiert. Die Zellen wurden gewaschen und mit 

Fluorescein-Isocyanat-, Cy3- oder Cy5-gekoppelten sekundären Antikörper für 45 min 

inkubiert. In einem Teil der Zellen wurden die Zellkerne in den letzten 5 min der Inkubation 

durch Zugabe von DAPI gefärbt. Die Zellen wurden eingebettet und mit einem Nikon Eclipse 

E600-Fluoreszenz-Mikroskop und Kodak Tmax 100 ASA-Film fotografiert. 

 

3.33. Statistik 

 Die Ergebnisse werden als Mittelwert ± Standardfehler angegeben (n≥3 in jedem 

Experiment). Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Student's t-test bzw. der 

ANOVA-Methode mit Bonferroni t-test bei multiplen Vergleichen (SigmaStat statistical 

software, Jandel Corp.). Ein Wert von P < 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen. 
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4. Ergebnisse 
4.1.  Biomechanische Regulation der Genexpression in Gefäßzellen 

 Die Regulation der Genexpression durch biomechanische Kräfte wurde durch Applikation 

von Schubspannung auf Endothelzellen und von Dehnung auf glatte Muskelzellen untersucht. 

In einem ersten Ansatz wurden Gene gesucht, die durch arterielle oder venöse 

Schubspannung in Endothelzellen differenziell reguliert werden. In weitergehenden Analysen 

wurde die schubspannungsabhängige Regulation von Genen des Endothelin-Systems, von 

pro- bzw. antiapoptotischen Genen sowie von Transkriptions-faktoren in Endothelzellen 

untersucht. Darüber hinaus wurde die Regulation von Transkriptionsfaktoren durch 

mechanische Dehnung in glatten Muskelzellen analysiert. 

 

4.1.1. Klonierung eines durch arterielle bzw. venöse Schubspannung differenziell 

regulierten Gens 

 Humane Endothelzellen aus Nabelschnurvenen (HUVEC) wurden in einem Plattenkegel-

Viskometer für 24 h venösen (1 dyn/cm2) oder arteriellen (15 dyn/cm2) Schubspannungs-

werten ausgesetzt. Nach anschließender RNA-Isolation, reverser Transkription und RAP-PCR 

konnten insgesamt 30 cDNA-Fragmente identifiziert werden, die durch venöse bzw. arterielle 

Schubspannung differenziell reguliert werden (Abb. 8). 

 

 
 

Abb. 8: Identifizierung von Genen, die durch chronische venöse bzw. arterielle 
Schubspannung differenziell in humanen Endothelzellen (HUVEC) exprimiert werden. 
HUVEC wurden für 24 h laminarer Schubspannung von 1 dyn/cm2 (venös) oder 15 dyn/cm2 
(arteriell) ausgesetzt. Die RNA wurde isoliert und revers transkribiert. Durch RAP-PCR 
wurde ein Gen identifiziert, das differenziell durch arterielle Schubspannung herabreguliert 
wird (SSD-1: shear stress downregulated gene-1). 
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 Von diesen differenziell exprimierten cDNA-Spezies wurde das RAP-PCR-Fragment 

ausgewählt, das die stärkste Herabregulation durch arterielle Schubspannung zeigte. Diese 

mRNA-Spezies wurde “shear stress downregulated gene-1” (SSD-1) genannt. SSD-1-RAP-

PCR-Fragmente wurden anschließend in den pCR-Script Amp SK(+)-Vektor kloniert, und 

rekombinante SSD-1-Plasmide durch Northern-Analysen mit HUVEC-RNA nach 

Applikation venöser oder arterieller Schubspannung verifiziert. Mit diesen SSD-1-cDNA-

Fragmenten wurden 3 unabhängige, überlappende cDNA-Klone aus einer menschlichen Herz-

Lambda ZAP II-cDNA-Bank isoliert. Ein cDNA-Fragment, das in allen 3 SSD-1-cDNA-

Klonen enthalten ist, wurde anschließend in Northern-Analysen mit RNA aus HUVEC nach 

Applikation arterieller Schubspannung hybridisiert (Abb. 9). 

 

 
 

Abb. 9: Zeitabhängige Herabregulation der “shear stress downregulated gene-1” (SSD-1)-
mRNA-Expression durch arterielle Schubspannung in humanen Endothelzellen (HUVEC). 
HUVEC wurden für unterschiedliche Zeiten laminarer arterieller Schubspannung 
(15 dyn/cm2) ausgesetzt. Die isolierte RNA wurde mit einem SSD-1-cDNA-Fragment in 
Northern-Analysen hybridisiert. Die SSD-1-mRNA-Expression wurde auf die GAPDH-
Expression normalisiert. Angaben in Prozent der Kontrolle (K) ohne Schubspannung, n=4, 
*P<0,05 zu Kontrolle. Stationäre Kontrolle: offener Balken, Schubspannung: schraffierte 
Balken. 
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 Das SSD-1-cDNA-Fragment hybridisiert mit einem Transkript von 4,1 kb in HUVEC-

RNA. Nach Applikation arterieller Schubspannung auf HUVEC von mehr als 4 h kommt es 

zu einer zeitabhängigen Herabregulation der SSD-1-mRNA, die ihr Maximum nach 24 h mit 

einer Expression von 30% des stationären Kontrollniveaus erreicht. Im Gegensatz dazu hat 

Applikation von venöser laminarer Schubspannung (1 dyn/cm2) keinen Effekt auf die SSD-1-

mRNA-Expression in HUVEC. In unabhängigen Experimenten wurden weitere RAP-PCR-

Fragmente mit Homologie zu SSD-1 isoliert, die eine identische Herabregulation durch 

arterielle Schubspannung im Vergleich zu stationärer Kontrolle oder venöser Schubspannung 

zeigen. 

 

4.1.2. Molekulare Charakterisierung und schubspannungsabhängige Expression des 

humanen β-tubulin folding cofactor D-Gens 

 Die klonierte SSD-1-cDNA wurde molekular charakterisiert und seine 

schubspannungsabhängige Expression detaillierter untersucht (Schubert et al., 2000). Die 

DNA-Sequenzen der 3 SSD-1-cDNA-Klone überlappen in großen Sequenzbereichen. Die 3 

cDNA-Sequenzen der mit random- und oligo-dT-Primern angelegten cDNA-Bank wurden 

daher kombiniert. Die resultierende SSD-1-cDNA-Sequenz hat eine Länge von 4049 bp. Sie 

enthält einen “open reading frame” von 3744 bp, der ein Protein von 1248 Aminosäuren (AS) 

kodiert. Die SSD-1-Aminosäuresequenz enthält 2 potenzielle Zelladhäsionssequenzen (Arg-

Gly-Asp- oder RGD-Motive). Von den 9 potenziellen N-Myristoylierungsstellen hat 

wahrscheinlich nur eine N-terminale Stelle in vivo eine Bedeutung. Das SSD-1-Protein enthält 

potenzielle Phosphorylierungsstellen für die cAMP- und cGMP-abhängige Proteinkinase 

(1 Stelle), Tyrosinkinase (1 Stelle), Proteinkinase C (8 Stellen) und Caseinkinase II 

(22 Stellen) (Abb. 10). 

 Die SSD-1-Aminosäuresequenz zeigt 80,4% Identität und 90,9% Homologie zur Sequenz 

des β-tubulin folding cofactor D (tfcD)-Gens des Rindes (Tian et al., 1996). Das tfcD-Gen ist 

funktionell in die Faltung des neu synthetisierten β-Tubulins in seine native Konformation 

involviert. 

Die humane SSD-1/tfcD-cDNA wurde mit RNA unterschiedlicher menschlicher Gewebe 

in Northern-Analysen hybridisiert. Dabei wurden tfcD-mRNA-Spezies von 4,6, 4,1 und 

2,8 kb identifiziert. Das tfcD-Transkript von 4,1 kb, das auch in Endothelzellen exprimiert 

wird, konnte in allen bisher getesteten humanen Geweben (Herz, Gehirn, Plazenta, Lunge, 

Leber, Skelettmuskel, Niere und Pankreas) nachgewiesen werden. Zusätzlich wurden 2 gerin- 
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GAATTCCACG TGAGGCGGGG GCGCGGTCCC CAGGCTGCCG AGATGGCCCT GAGCGACGAA CCGGCCGCGG     70
                                               M  A  L   S  D  E   P  A  A        9

GCGGCCCCGA GGAGGAGGCG GAGGACGAGA CACTGGCCTT TGGCGCGGCG CTGGAAGCGT TCAGCGAGAG    140
G  G  P  E   E  E  A   E  D  E   T  L  A  F   G  A  A   L  E  A   F  S  E  S     33

CGCGGAGACC CGGGCGCTGC TGGGCCGCCT GCGGGAGGTG CACGGCGGCG GCGCGGAGCG CGAGGTGGCC    210
  A  E  T   R  A  L   L  G  R  L   R  E  V   H  G  G   G  A  E  R   E  V  A      56

CTGGAGCGGT TCCGCGTAAT AATGGACAAA TACCAGGAGC AGCCTCATCT GTTGGACCCG CACCTTGAAT    280
 L  E  R   F  R  V  I   M  D  K   Y  Q  E   Q  P  H  L   L  D  P   H  L  E       79

GGATGATGAA CTTGTTGTTG GACATAGTGC AAGATCAGAC ATCTCCAGCT TCCCTTGTAC ATCTGGCTTT    350
W  M  M  N   L  L  L   D  I  V   Q  D  Q  T   S  P  A   S  L  V   H  L  A  F    103

TAAATTTCTT TACATCATCA CCAAGGTTCG AGGCTATAAA ACATTTCTTC GTTTATTTCC TCATGAAGTT    420
  K  F  L   Y  I  I   T  K  V  R   G  Y  K   T  F  L   R  L  F  P   H  E  V     126

GCCGATGTAG AGCCTGTTTT AGATTTGGTC ACAATTCAGA ATCCCAAGGA CCATGAAGCT TGGGAAACCC    490
 A  D  V   E  P  V  L   D  L  V   T  I  Q   N  P  K  D   H  E  A   W  E  T      149

GCTACATGCT TTTGCTCTGG CTCTCCGTGA CCTGCCTGAT CCCTTTTGAT TTTTCTCGCC TTGACGGGAA    560
R  Y  M  L   L  L  W   L  S  V   T  C  L  I   P  F  D   F  S  R   L  D  G  N    173

CCTCCTCACC CAGCCTGGGC AAGCACGAAT GTCCATAATG GACCGTATTC TCCAAATAGC AGAGTCCTAC    630
  L  L  T   Q  P  G   Q  A  R  M   S  I  M   D  R  I   L  Q  I  A   E  S  Y     196

TTGATTGTCA GTGACAAGGC CCGAGATGCA GCTGCTGTCC TTGTGTCCAG ATTTATCACA CGTCCTGATG    700
 L  I  V   S  D  K  A   R  D  A   A  A  V   L  V  S  R   F  I  T   R  P  D      219

TCAAGCAAAG CAAGATGGCT GAGTTCCTGG ACTGGAGCCT GTGCAATCTG GCCCGTTCCT CCTTCCAGAC    770
V  K  Q  S   K  M  A   E  F  L   D  W  S  L   C  N  L   A  R  S   S  F  Q  T    243

CATGCAGGGG GTCATCACCA TGGATGGGAC GCTGCAGGCC CTGGCACAAA TATTTAAACA TGGAAAACGT    840
  M  Q  G   V  I  T   M  D  G  T   L  Q  A   L  A  Q   I  F  K  H   G  K  R     266

GAAGACTGTT TGCCCTATGC TGCCACTGTC CTCAGGTGCC TCGATGGCTG CAGACTCCCT GAGAGCAACC    910
 E  D  C   L  P  Y  A   A  T  V   L  R  C   L  D  G  C   R  L  P   E  S  N      289

AGACCCTGCT GCGGAAGCTG GGGGTGAAGC TTGTGCAGCG ACTGGGGCTG ACATTCCTGA AGCCGAAGGT    980
Q  T  L  L   R  K  L   G  V  K   L  V  Q  R   L  G  L   T  F  L   K  P  K  V    313

GGCAGCATGG AGGTACCAGC GTGGCTGCCG ATCTTTGGCT GCAAATCTGC AGCTCCTCAC TCAGGGTCAG   1050
  A  A  W   R  Y  Q   R  G  C  R   S  L  A   A  N  L   Q  L  L  T   Q  G  Q     336

AGTGAGCAGA AGCCACTCAT CCTGACCGAA GATGACGACG AAGATGACGA CGTCCCAGAG GGGGTGGAGC   1120
 S  E  Q   K  P  L  I   L  T  E   D  D  D   E  D  D  D   V  P  E   G  V  E      359

GTGTGATAGA GCAGCTGCTG GTCGGGCTGA AGGACAAGGA CACGGTCGTG CGGTGGTCTG CAGCCAAGGG   1190
R  V  I  E   Q  L  L   V  G  L   K  D  K  D   T  V  V   R  W  S   A  A  K  G    383

CATCGGTAGG ATGGCTGGCA GGCTTCCCAG AGCCCTGGCC GATGATGTGG TCGGGTCTGT GCTGGACTGC   1260
  I  G  R   M  A  G   R  L  P  R   A  L  A   D  D  V   V  G  S  V   L  D  C     406

TTCAGTTTCC AGGAGACTGA CAAGGCGTGG CATGGGGGAT GTCTGGCGCT GGCAGAGCTG GGCAGGAGAG   1330
 F  S  F   Q  E  T  D   K  A  W   H  G  G   C  L  A  L   A  E  L   G  R  R      429

GCCTGTTGCT GCCGTCTCGA CTCGTGGATG TTGTCGCCGT GATCCTGAAG GCGCTGACCT ACGACGAGAA   1400
G  L  L  L   P  S  R   L  V  D   V  V  A  V   I  L  K   A  L  T   Y  D  E  K    453

GCGGGGTGCC TGCAGCGTGG GCACCAACGT CAGGGACGCC GCCTGCTACG TGTGCTGGGC CTTCGCGCGT   1470
  R  G  A   C  S  V   G  T  N  V   R  D  A   A  C  Y   V  C  W  A   F  A  R     476

GCCTATGAGC CTCAGGAGCT GAAGCCCTTT GTGACTGCAA TCTCGAGTGC ACTGGTGATT GCTGCGGTGT   1540
 A  Y  E   P  Q  E  L   K  P  F   V  T  A   I  S  S  A   L  V  I   A  A  V      499

TTGACCGAGA CATAAACTGC AGAAGAGCAG CCTCTGCCGC CTTCCAGGAG AATGTGGGGA GACAGGGCAC   1610
F  D  R  D   I  N  C   R  R  A   A  S  A  A   F  Q  E   N  V  G   R  Q  G  T    523

TTTCCCTCAT GGTATTGATA TTTTGACCAC AGCTGACTAT TTTGCCGTCG GTAACAGATC CAACTGTTTC   1680
  F  P  H   G  I  D   I  L  T  T   A  D  Y   F  A  V   G  N  R  S   N  C  F     546

CTGGTTATAA GTGTGTTTAT TGCCGGCTTT CCTGAGTACA CGCAGCCAAT GATAGACCAC CTGGTTACCA   1750
 L  V  I   S  V  F  I   A  G  F   P  E  Y   T  Q  P  M   I  D  H   L  V  T      569

TGAAGATCAG CCACTGGGAT GGGGTCATCC GAGAGTTGGC TGCGAGGGCG CTGCACAACC TGGCCCAGCA   1820
M  K  I  S   H  W  D   G  V  I   R  E  L  A   A  R  A   L  H  N   L  A  Q  Q    593

GGCACCCGAG TTCAGCGCCA CGCAAGTCTT CCCGAGGCTG CTGTCCATGA CACTGAGTCC AGATCTTCAC   1890
  A  P  E   F  S  A   T  Q  V  F   P  R  L   L  S  M   T  L  S  P   D  L  H     616

ATGAGGCATG GGTCGATTCT CGCCTGCGCA GAAGTTGCTT ACGCCTTGTA CAAACTTGCA GCCCAAGAGA   1960
 M  R  H   G  S  I  L   A  C  A   E  V  A   Y  A  L  Y   K  L  A   A  Q  E      639

ACAGGCCCGT CACGGACCAT CTGGACGAGC AGGCAGTGCA GGGCCTGAAG CAGATTCACC AGCAGCTCTA   2030
N  R  P  V   T  D  H   L  D  E   Q  A  V  Q   G  L  K   Q  I  H   Q  Q  L  Y    663

TGATCGTCAG TTATACAGGG GTCTGGGAGG ACAGCTCATG AGACAAGCAG TGTGTGTGTT AATAGAAAAG   2100
  D  R  Q   L  Y  R   G  L  G  G   Q  L  M   R  Q  A   V  C  V  L   I  E  K     686

TTGTCACTTT CCAAAATGCC CTTTAGAGGT GACACCGTAA TTGATGGTTG GCAATGGCTG ATAAATGACA   2170
 L  S  L   S  K  M  P   F  R  G   D  T  V   I  D  G  W   Q  W  L   I  N  D      709

CTTTGAGACA TCTCCATCTC ATCTCAAGTC ACTCCCGCCA GCAGATGAAG GATGCAGCAG TCTCGGCCCT   2240
T  L  R  H   L  H  L   I  S  S   H  S  R  Q   Q  M  K   D  A  A   V  S  A  L    733

GGCTGCTCTA TGCAGTGAAT ATTACATGAA GGAGCCGGGG GAGGCAGATC CCGCAATTCA GGAGGAGCTG   2310
  A  A  L   C  S  E   Y  Y  M  K   E  P  G   E  A  D   P  A  I  Q   E  E  L     756

ATCACGCAGT ACCTGGCTGA GCTTCGGAAC CCCGAGGAGA TGACTCGCTG TGGCTTCTCC TTGGCCTTGG   2380
 I  T  Q   Y  L  A  E   L  R  N   P  E  E   M  T  R  C   G  F  S   L  A  L      779

GCGCCCTTCC AGGCTTCCTT CTGAAAGGCC GGCTCCAGCA GGTTCTCACA GGTTTAGGAG CCCTTACCCA   2450
G  A  L  P   G  F  L   L  K  G   R  L  Q  Q   V  L  T   G  L  G   A  L  T  H    803

CACTTCCCCC GAGGACGTAA GTTTTGCTGA GTCCAGGAGA GACGGCTTGA AGGCCATTGC GAGGATTTGC   2520
  T  S  P   E  D  V   S  F  A  E   S  R  R   D  G   L  K  A  I  A   R  I  C     826

CAGACTGTTG GTGTGAAAGC AGGAGCCCCA GACGAAGCTG TGTGCGGAGA GAATGTTTCC CAGATTTACT   2590
 Q  T  V   G  V  K  A   G  A  P   D  E  A   V  C  G  E   N  V  S   Q  I  Y      849

GTGCGCTGCT GGGCTGCATG GACGACTACA CCACGGACAG CAGAGGGGAC GTGGGCACCT GGGTCCGCAA   2660
C  A  L  L   G  C  M   D  D  Y   T  T  D  S   R  G  D   V  G  T   W  V  R  K    873

GGCCGCCATG ACCAGTCTGA TGGATCTGAC ACTTCTGCTG GCTCGGAGCC AGCCTGAGCT GATCGAGGCC   2730
  A  A  M   T  S  L   M  D  L  T   L  L  L   A  R  S   Q  P  E  L   I  E  A     896

CATACCTGTG AGCGCATCAT GTGCTGTGTG GCCCAGCAGG CCAGTGAGAA GATTGACCGT TTCCGTGCTC   2800
 H  T  C   E  R  I  M   C  C  V   A  Q  Q   A  S  E  K   I  D  R   F  R  A      919

ACGCCGCCAG CGTGTTCCTG ACGCTCCTGC ACTTTGACAG CCCTCCCATC CCCCACGTGC CCCACCGAGG   2870
H  A  A  S   V  F  L   T  L  L   H  F  D  S   P  P  I   P  H  V   P  H  R  G    943

AGAACTGGAA AAGCTGTTTC CCAGGTCCGA TGTGGCCTCC GTGAACTGGA GTGCACCTTC CCAGGCCTTC   2940
  E  L  E   K  L  F   P  R  S  D   V  A  S   V  N  W   S  A  P  S   Q  A  F     966

CCACGCATCA CCCAGCTCCT TGGGCTGCCC ACCTACCGCT ACCACGTCCT GCTGAGGCTA GTCGTGTCCC   3010
 P  R  I   T  Q  L  L   G  L  P   T  Y  R   Y  H  V  L   L  R  L   V  V  S      989

TGGGCGGCTT GACGGAGTCG ACGATCCGGC ACTCCACCCA GAGCCTCTTT GAGTACATGA AGGGCATTCA   3080
L  G  G  L   T  E  S   T  I  R   H  S  T  Q   S  L  F   E  Y  M   K  G  I  Q   1013

GAGCGACCCG CAGGCCCTGG GCAGCTTCAG CGGGACCCTT CTGCAGATCT TTGAGGACAA CCTTCTGAAT   3150
  S  D  P   Q  A  L   G  S  F  S   G  T  L   L  Q  I   F  E  D  N   L  L  N    1036

GAGAGGGTGT CCGTGCCGCT GCTGAAGACG CTGGACCACG TGCTCACCCA CGGCTGCTTC GACATCTTCA   3220
 E  R  V   S  V  P  L   L  K  T   L  D  H   V  L  T  H   G  C  F   D  I  F     1059

CCACGGAGGA GGACCACCCC TTTGCTGTGA AGTTGCTTGC GCTCGTGAAG AAAGAAATCA AGAATTCAAA   3290
T  T  E  E   D  H  P   F  A  V   K  L  L  A   L  V  K   K  E  I   K  N  S  K   1083

AGATATCCAG AAGCTCCTGT CAGGCATCGC AGTTGACTTT CCAAGTGCGA CACTCGTGTG TGTAGGCACA   3360
  D  I  Q   K  L  L   S  G  I  A   V  D  F   P  S  A   T  L  V  C   V  G  T    1106

GTGCAGATGT ACGCACACAC ACACCTCCGG CTTGGGGCCC CAGGCCCGCA CTGTGCTCAC GGATCTGCTA   3430
 V  Q  M   Y  A  H  T   H  L  R   L  G  A   P  G  P  H   C  A  H   G  S  A     1129

TGCCCAGGTT CTGCGGGATG GTGCAGTTCC CCGGCGACGT GAGGAGGCAG GCCCTCCTGC AGCTGTGTCT   3500
M  P  R  F   C  G  M   V  Q  F   P  G  D  V   R  R  Q   A  L  L   Q  L  C  L   1153

GCTCCTCTGC CACCGTTTCC CGCTGATCCG GAAGACCACG GCCAGCCAGG TGTACGAGAC ATTGCTCACC   3570
  L  L  C   H  R  F   P  L  I  R   K  T  T   A  S  Q   V  Y  E  T   L  L  T    1176

TACAGTGACG TCGTGGGCGC GGATGTGCTG GACGAGGTGG TGACTGTGCT CAGTGACACT GCGTGGGACG   3640
 Y  S  D   V  V  G  A   D  V  L   D  E  V   V  T  V  L   S  D  T   A  W  D     1199

CGGAGCTTGC AGTGGTGAGA GAGCAGCGCA ACCGTCTGTG TGACCTTCTG GGCGTACCCA GCCCCACGTG   3710
A  E  L  A   V  V  R   E  Q  R   N  R  L  C   D  L  L   G  V  P   S  P  T  W   1223

GTGCCCAGCC TGGTGCCTGC TGAAGCCAGT CCTGGAGCCC ATACCTCACC CCTGCCTGGT GAGGATGTCT   3780
  C  P  A   W  C  L   L  K  P  V   L  E  P   I  P  H   P  C  L  V   R  M  S    1246

TGTTCCTGAG GGAGGCCGGT GTGGAAAGCC TCGCACAGTG GTGCCTCCAG CTGTTGAAGG GTAGCGCTGG   3850
 C  S                                                                          1248

CCCTTGGAGG CTGGCACTAG CTGACAGCTT TTCCTCTCTG CACCTGCGCT CTGGTGACTT GGGGTGGACG   3920
CCTCTGCCTT CACTTGAACA CAAATGTGCT TCCTATAAAA TCATGTACCA AGAAAAAAAA AAAAAAAAAA   3990
AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAA               4049  

 

Abb. 10: “Shear stress downregulated gene-1” (SSD-1)-cDNA- und abgeleitete 
Aminosäuresequenz, die für das humane Homolog des β-tubulin folding cofactor D (tfcD) 
kodiert. Die Zahlen rechts neben der Sequenz symbolisieren die Positionen der Nukleotide 
bzw. Aminosäuren. Die Positionen potenzieller Zelladhäsionsstellen (RGD-Stellen), N-
Myristoylierungstellen und Phosphorylierungsstellen der cAMP- und cGMP-abhängigen 
Proteinkinase und der Tyrosinkinase sind angegeben. Die Sequenz ist in der 
EMBL/GenBank-Datenbank (Accession No. AJ006417) gespeichert. 
 

ger exprimierte tfcD-mRNA-Spezies von 4,6 und 2,8 kb im Gehirn (nur 4,6 kb), Plazenta, 

Lunge und Skelettmuskel (nur 2,8 kb) sowie im Pankreas detektiert. 

 In weitergehenden Experimenten wurde die schubspannungsabhängige Expression des 

tfcD-Gens in HUVEC untersucht. Nach Applikation von laminarer Schubspannung für 24 h 

wurde bei Werten von mehr als 5 dyn/cm2 eine dosisabhängige Herabregulation der tfcD-

mRNA-Expression gefunden (Abb. 11). 
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Abb. 11: Dosisabhängige Herabregulation der humanen β-tubulin folding cofactor D (tfcD)-
mRNA-Expression durch chronische laminare Schubspannung. HUVEC wurden für 24 h 
unterschiedlicher laminarer Schubspannung ausgesetzt und die RNA isoliert. Die 
Quantifizierung der tfcD-mRNA-Expression erfolgte durch auf 18S-rRNA-normalisierte “real 
time”-PCR in Prozent der jeweiligen internen Kontrolle (K) ohne Schubspannung (n≥3, 
*P<0,05 zu Kontrolle). Stationäre Kontrolle: offener Balken, Schubspannung: schraffierte 
Balken. 
 

Die schubspannungsabhängige Herabregulation der tfcD-mRNA könnte durch eine 

Herabregulation der Transkription oder durch einen verstärkten mRNA-Abbau verursacht 

sein. Daher wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Cattaruzza (Georg-August-Universität 

Göttingen) “nuclear run-on-Assays” auf RT-PCR-Basis mit Kernen aus HUVEC mit bzw. 

ohne Applikation von arterieller laminarer Schubspannung durchgeführt. Dabei konnte eine 

Herabregulation der tfcD-mRNA (auf 11±7% der stationären Kontrolle, n=3, P<0,05) durch 

arterielle Schubspannung auf transkriptioneller Ebene nachgewiesen werden. Als positive 

Kontrolle wurde in den gleichen Kernen die von zahlreichen Laboren beschriebene Induktion 

der endothelialen NO-Synthase (eNOS) durch Schubspannung auf transkriptioneller Ebene 

(auf 273±61% der stationären Kontrolle, n=3, P<0,05) nachgewiesen. Die GAPDH-mRNA 

wurde dabei durch Schubspannung nicht beeinflußt. 

 Da arterielle Schubspannung die eNOS-Expression in Endothelzellen erhöht, wurde der 

Einfluß einer pharmakologischen Hemmung der eNOS (L-NAME, 400 µM) auf die tfcD-

Expression untersucht. Der eNOS-Inhibitor hatte keinen Einfluß auf die basale tfcD-mRNA-

Expression, blockierte jedoch die schubspannungsabhängige Herabregulation der tfcD-mRNA 

(Abb. 12A). 
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Abb. 12: NO-abhängige Herabregulation der β-tubulin folding cofactor D (tfcD)-mRNA- und 
Proteinexpression durch chronische arterielle laminare Schubspannung. HUVEC wurden für 
24 h laminarer Schubspannung ohne bzw. mit Hemmung der eNOS (L-NAME, 400 µM) 
ausgesetzt und RNA (A) oder Protein (B) isoliert. In A wurde arterielle Schubspannung (ss) 
von 15 dyn/cm2 appliziert. Die Quantifizierung der tfcD-mRNA-Expression erfolgte durch 
Northern-Analyse (A) und der tfcD-Proteinexpression durch Western-Analyse (B) in Prozent 
der jeweiligen internen Kontrolle (K) ohne Schubspannung ohne bzw. mit L-NAME (n≥3, 
*P<0,05, ***P<0,001 zu Kontrolle). Stationäre Kontrolle: offene Balken, Schubspannung: 
schraffierte Balken. 
 

 Die NO-abhängige Herabregulation des tfcD-Gens sollte auf Proteinebene verifiziert 

werden. Durch Immunisierung von Kaninchen mit einem tfcD-Peptid wurde ein polyklonaler 

tfcD-Antikörper generiert (Eurogentech, Berlin). Mit Hilfe dieses Antikörpers konnte eine 

analoge Herabregulation des tfcD-Proteins durch arterielle laminare Schubspannung 

nachwiesen werden, die NO-abhängig ist (Abb. 12B). 



 46

 Eine direkte Herabregulation der tfcD-mRNA durch NO wurde durch Inkubation von 

HUVEC mit dem NO-Donor DETA-NO getestet. Bei DETA-NO-Konzentrationen von 

≥1 mM war eine 30%ige Herabregulation der tfcD-mRNA nachweisbar. 

 Die intrazelluläre Verteilung des tfcD-Proteins wurde mit Hilfe des tfcD-Antikörpers in 

HUVEC untersucht. Das tfcD-Protein konnte im Kern und in filamentösen Strukturen im 

Zytoplasma nachgewiesen werden. Ein ähnliches Proteinverteilungsmuster wurde mit einem 

β-Tubulin-Antikörper in den gleichen Zellen beobachtet. Nach Applikation von arterieller 

Schubspannung konnten außer einer in Richtung der wirkenden Schubspannung erfolgten 

Ausrichtung und Elongation der Endothelzellen keine weiteren spezifischen Veränderungen 

im Verteilungsmuster des tfcD-Proteins nachgewiesen werden (Abb. 13). 

 

 
 

Abb. 13: Intrazelluläre Lokalisation des β-tubulin folding cofactor D (tfcD)-Proteins in 
Endothelzellen. HUVEC wurden fixiert, permeabilisiert und die Verteilung des tfcD- und des 
β-Tubulin-Proteins durch Immunfluoreszenz-Technik (Nikon Eclipse E600-Fluoreszenz-
Mikroskop) untersucht. 
 

 Damit konnte mit dem β-tubulin folding cofactor D ein neues Gen identifiziert werden, das 

NO-abhängig durch arterielle laminare Schubspannung in Endothelzellen herabreguliert wird. 

 

4.1.3. Effekt von Schubspannung auf die Expression weiterer β-tubulin folding cofactor-

Gene 

 Da die physiologische Funktion des β-tubulin folding cofactor D in der Regulation der 

Faltung des Mikrotubuli-Proteins β-Tubulin liegt, wurden Methoden zur Quantifizierung der 

mRNA-Expression weiterer humaner β-Tubulinfaltungsfaktoren entwickelt. In Rinderzellen 

steht tfcD im Gleichgewicht mit dem β-tubulin folding cofactor A (tfcA). Da das menschliche 

tfcA-Gen bisher nicht bekannt ist, wurde zunächst das humane Homolog des tfcA-Gens durch 
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RT-PCR mit homologen Primern und anschließender 5' RACE-Technik kloniert. Die humane 

tfcA-cDNA hat eine Länge von 347 bp und kodiert für ein Protein von 108 Aminosäuren. Die 

Aminosäuresequenz des humanen β-tubulin-folding cofactor A zeigt 92 bzw. 91% Identität, 

sowie 96 bzw. 93% Homologie zu den verwandten Proteinen aus Maus bzw. Rind. 

In weitergehenden Analysen wurde die Regulation der tfcA-, tfcE- und β-Tubulin-mRNA-

Expression durch arterielle Schubspannung in HUVEC untersucht (Abb. 14).  
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Abb. 14: Herabregulation der β-tubulin folding cofactor A (tfcA)-, tfcE- und β-Tubulin-
mRNA-Expression auf einem NO-unabhängigen Signalweg durch chronische arterielle 
laminare Schubspannung. HUVEC wurden für 24 h arterieller laminarer Schubspannung ohne 
bzw. mit Hemmung der eNOS (L-NAME, 400 µM) ausgesetzt und die RNA isoliert. Die 
Quantifizierung der mRNA-Expression erfolgte durch semi-quantitative RT-PCR in Prozent 
der jeweiligen internen Kontrolle (K) ohne Schubspannung ohne bzw. mit L-NAME (n≥3, 
*P<0,05 zu Kontrolle). Stationäre Kontrolle: offene Balken, Schubspannung: schraffierte 
Balken. 
 

Die tfcA-, tfcE- und β-Tubulin-mRNAs werden durch chronische arterielle Schub-

spannung auf 60% der Expression der stationären Kontrolle herabreguliert. Die 

schubspannungsabhängige Herabregulation dieser Gene erfolgt im Gegensatz zu tfcD auf 

einem NO-unabhängigen Signalweg. 
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4.1.4. Regulation des Endothelin-Systems durch Schubspannung in Endothelzellen 

 Die Regulation der Expression von Genen des Endothelin-Systems (Pre-Pro-Endothelin-1, 

PPET-1; Endothelin-converting enzyme-1, ECE-1, bzw. Endothelin-Rezeptor B, ETB) sowie 

der ET-1-Freisetzung durch laminare Schubspannung wurde in humanen Endothelzellen aus 

Nabelschnurvenen (HUVEC) untersucht (Morawietz et al., 2000b). 

 Eine Applikation von arterieller Schubspannung (30 dyn/cm2) auf HUVEC führt zu einer 

transienten Induktion der PPET-1-mRNA auf das 1,7-fache nach 30 min. Nach chronischer 

Applikation arterieller Schubspannung (24 h) kommt es jedoch zu einer Herabregulation der 

PPET-1-mRNA-Expression. Diese ist dosisabhängig und konnte durch Northern-Analysen 

und kompetitive RT-PCR nachgewiesen werden (Abb. 15). 

 

 
 

Abb. 15: Dosisabhängige Herabregulation der Pre-Pro-Endothelin-1 (PPET-1)-mRNA-
Expression durch laminare Schubspannung (24 h) in HUVEC. Die Quantifizierung der PPET-
1-mRNA erfolgte durch Northern-Analyse mit nachfolgender GAPDH-Hybridisierung (A) 
oder durch kompetitive RT-PCR mit einem intern verkürzten Standard von 355 bp (B, C). C: 
n=5, *P<0,05 zu Kontrolle (K). Stationäre Kontrolle: offener Balken, Schubspannung: 
schraffierte Balken. 
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 Da eine chronische Applikation von Schubspannung größere Relevanz für die in vivo-

Situation hat, wurden alle folgenden Experimente bei 24 h Schubspannung durchgeführt. Die 

mRNA-Expression von ECE-1-Isoformen wurde durch Northern-Analysen mit Isoform-

spezifischen Oligonukleotiden quantifiziert. Chronische Applikation von Schubspannung 

führt zu einer dosisabhängigen Herabregulation der in HUVEC vorherrschenden Isoform 

ECE-1a. Die ECE-Isoform ECE-1b wird ebenfalls durch Schubspannung herabreguliert 

(Abb.16). 

 

 
 

Abb. 16: Herabregulation von Endothelin-converting enzyme-1 (ECE-1)-Isoformen durch 
chronische laminare Schubspannung (24 h) in HUVEC. Die Quantifizierung der ECE-1-
Isoform-mRNA erfolgte durch Northern-Analysen mit Isoform-spezifischen Oligonukleotiden 
und nachfolgender Normalisierung durch GAPDH-Hybridisierung (A). Angaben in Prozent 
der Kontrolle (K) ohne Schubspannung, n=3, *P<0,05 zu Kontrolle. Stationäre Kontrolle: 
offene Balken, Schubspannung: schraffierte Balken. 
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 Endothelzellen synthetisieren ständig ET-1 und setzen es in das Zellkulturmedium frei. Die 

basale ET-1-Freisetzung von stationären HUVEC-Kulturen variiert erheblich (0,3-1,9 pM/mg 

Protein/d, MW: 0,8±0,1 pM/mg Protein/d, n=14). Daher wurde jedes Experiment mit einer 

zeitgleichen internen stationären Kontrolle durchgeführt, und die ET-1-Freisetzung auf diese 

Kontrolle normalisiert. Chronische Applikation von laminarer Schubspannung (24 h) führt zu 

einer dosisabhängigen Herabregulation der ET-1-Freisetzung (max.: auf 30% der stationären 

Kontrolle bei 30 dyn/cm2) (Abb. 17). 

 

 
 

Abb. 17: Schubspannungabhängige Herabregulation der Endothelin-1 (ET-1)-Freisetzung in 
HUVEC. Die HUVEC wurden laminarer Schubspannung für 24 h in einem 
Plattenkegelviskometer ausgesetzt. Die ET-1-Peptid-Freisetzung in das Zellkulturmedium 
wurde durch ET-ELISA quantifiziert. Angaben in Prozent der zeitgleichen internen Kontrolle 
(K) ohne Schubspannung, n≥3, *P<0,05 zu Kontrolle. Stationäre Kontrolle: offener Balken, 
Schubspannung: schraffierte Balken. 
 

Zur Aufklärung der zugrundeliegenden Signalmechanismen der schubspannungs-

abhängigen Herabregulation der ET-1-Synthese in HUVEC wurden Experimente (n=3) mit 

Inhibitoren der Proteinkinase C (PKC, 1 µM RO-31-8220) oder von Tyrosinkinasen (1 µM 

Herbimycin A) durchgeführt. Eine Hemmung von PKC oder Tyrosinkinasen hatte keinen 

Effekt auf die Herabregulation der PPET-1-mRNA und der ET-1-Peptid-Freisetzung durch 

arterielle laminare Schubspannung in HUVEC. 

 In weitergehenden Experimenten wurde der dosisabhängige Effekt von eNOS-Inhibitoren 

(L-NAME, L-NNA) auf die schubspannungsabhängige Herabregulation der ET-1-Synthese 

und -Freisetzung untersucht. Eine hohe eNOS-Inhibitordosis (500 µM L-NAME) hemmt die 
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schubspannungsabhängige Herabregulation der PPET-1-mRNA-Expression durch arterielle 

laminare Schubspannung (24 h) in HUVEC (Abb. 18A). Eine ähnliche Tendenz konnte auf 

ET-1-Peptid-Ebene beobachtet werden, ohne statistische Signifikanz zu erreichen (Abb. 18B). 

Ähnliche Daten wurden mit dem eNOS-Inhibitor L-NNA erhalten. 

 

 
 

Abb. 18: Effekt von eNOS-Inhibitoren auf die schubspannungsabhängige Herabregulation 
der PPET-1-mRNA (A) und ET-1-Peptid-Freisetzung (B). HUVEC wurden arterieller 
Schubspannung (15 dyn/cm2, 24 h) ohne bzw. mit eNOS-Inhibitor L-NAME ausgesetzt und 
die PPET-1-mRNA durch kompetitive RT-PCR (A) sowie die ET-1-Peptid-Freisetzung in das 
Zellkulturmedium durch ET-ELISA quantifiziert. Angaben in Prozent der zeitgleichen 
internen Kontrolle (K) ohne Schubspannung ohne bzw. mit L-NAME, n=3, *P<0,05 zu 
Kontrolle. Stationäre Kontrolle: offene Balken, Schubspannung: schraffierte Balken. 
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 In vorangegangenen Studien konnten wir in Zusammenarbeit mit Prof. Brodde (Institut für 

Pharmakologie und Toxikologie der MLU) zeigen, daß Endothelzellen (HUVEC) im 

Gegensatz zur Neuroblastoma-Zellinie SK-N-MC nur den ETB-, jedoch nicht den ETA-

Rezeptor exprimieren (Heinroth-Hoffmann et al., 1998). Daher wurde in weitergehenden 

Analysen die Regulation des ETB-Rezeptors durch Schubspannung in HUVEC untersucht. 

Die ETB-mRNA-Expression wird durch chronische (24 h) laminare Schubspannung in 

HUVEC dosisabhängig gesteigert (Abb. 19A). Die schubspannungsabhängige Induktion der 

ETB-mRNA kann durch Blockade der eNOS (100 - 500 µM L-NAME) und der PKC (1 µM 

RO-31-8220) gehemmt werden. Eine Hemmung von Tyrosinkinasen (1 µM Herbimycin A) 

hatte dagegen keinen Effekt (Abb. 19B). 

 

 
 

Abb. 19: Die Induktion der ETB-mRNA-Expression durch laminare Schubspannung ist NO- 
und PKC-, jedoch nicht Tyrosinkinase-vermittelt. HUVEC wurden 24 h (A) Schubspannung 
ohne bzw. (B) arterieller Schubspannung (15 dyn/cm2) mit Inhibitoren der eNOS (L-NAME), 
der PKC (RO-31-8220, RO) bzw. von Tyrosinkinasen (Herbimycin A, HA) ausgesetzt und 
die ETB-mRNA durch kompetitive RT-PCR quantifiziert. Angaben in Prozent der internen 
Kontrolle (K) ohne Schubspannung ohne bzw. mit Inhibitor, n=3, *P<0,05 zu Kontrolle. 
Stationäre Kontrolle: offene Balken, Schubspannung: schraffierte Balken. 



 53

Zur zeit- und kostengünstigeren mRNA-Quantifizierung wurde zusätzlich am Beispiel des 

ETB-Rezeptors die Methode der seriellen multistandard-assistierten RT-PCR (smaRT-PCR) 

entwickelt (Szibor and Morawietz, 2001). Diese Methode quantifiziert die mRNA-Expression 

im Gegensatz zur klassischen kompetitiven PCR in nur einem Reaktionsgefäß mit vier seriell 

deletierten und verdünnten internen Standards. Die etablierte smaRT-PCR liefert äquivalente, 

reproduzierbare Meßergebnisse wie die kompetitive PCR bei insgesamt weniger RNA-

Einsatz, geringerem Arbeitsaufwand und niedrigeren Kosten durch nur eine RT- bzw. PCR-

Reaktion pro Probe.  

 Zusammenfassend konnte gezeigt werden, daß die Bildung des potenziell 

proatherosklerotischen Vasokonstriktors ET-1 durch laminare Schubspannung in 

Endothelzellen herabreguliert wird. Dies erfolgt auf der Ebene der PPET-1- und ECE-1-

mRNA-Expression, während parallel der Endothelin-Rezeptor B durch Schubspannung 

induziert wird. Die ETB-Induktion ist auch als antiatherosklerotischer Schutzmechanismus zu 

werten, da die ETB-vermittelte NO-Freisetzung die Vasorelaxation steigert und die 

Blutplättchen-Aggregation hemmt. 

 

4.1.5. Schubspannungsabhängige Expression von pro- bzw. antiapoptotischen Genen 

Der Effekt von chronischer laminarer Schubspannung auf die Apoptoserate und die 

Expression von pro- bzw. antiapoptotischen Genen in humanen Endothelzellen aus 

Nabelschnurvenen (HUVEC) wurde untersucht (Bartling et al., 2000). 

Die Apoptoserate von kultivierten HUVEC wurde durch Applikation von arterieller 

laminarer Schubspannung (15 oder 30 dyn/cm2, 24 h) reduziert (Abb. 20). Im Gegensatz dazu 

hatte venöse laminare Schubspannung keinen signifikanten Effekt auf die Apoptoserate. 

 Die schubspannungsabhängige Expression des proapoptotischen Fas-Rezeptors und seiner 

antiapoptotischen löslichen Isoform FasExo6Del wurde in HUVEC untersucht (Abb. 21). Die 

Fas-mRNA-Expression wird durch laminare Schubspannung (1-30 dyn/cm2, 24 h) 

herabreguliert. Die FasExo6Del-mRNA wird durch venöse Schubspannung (1 dyn/cm2, 24 h) 

herabreguliert, durch arterielle Schubspannung (30 dyn/cm2, 24 h) dagegen 1,6-fach induziert 

(Abb. 21A). Das daraus resultierende antiapoptotische mRNA-Expressionsverhältnis von 

FasExo6Del zu Fas ist dadurch bei arterieller Schubspannung von 30 dyn/cm2 2,3-fach erhöht 

(Abb. 21B). Die erhöhte FasExo6Del-mRNA-Expression bei arterieller Schubspannung 

konnte auf Proteinebene durch erhöhte Freisetzung von löslichem Fas-Protein in das 

Zellkulturmedium bestätigt werden (Abb. 21C). 
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Abb. 20: Arterielle laminare Schubspannung verringert die apoptotische DNA-
Fragmentierung in kultivierten humanen Endothelzellen. HUVEC wurden für 24 h in einem 
Plattenkegel-Viskometer venöser (1 dyn/cm2) oder arterieller Schubspannung (15 bzw. 
30 dyn/cm2) ausgesetzt. Die Apoptoserate wurde durch Nachweis apoptotischer Histon-
assoziierter DNA-Fragmente durch ELISA quantifiziert. Angaben in Prozent der zeitgleichen 
internen Kontrolle (K) ohne Schubspannung, n=4, *P<0,05 zu Kontrolle. Stationäre 
Kontrolle: offener Balken, Schubspannung: schraffierte Balken. 
 

 Neben dem Fas-Rezeptor-Signalweg wurde die Regulation pro- und antiapoptotischer 

Mitglieder der Bcl-2-Genfamilie durch Schubspannung (24 h) auf mRNA- (Abb. 22) und 

Proteinebene in HUVEC analysiert. Die mRNA- und Proteinexpression des antiapoptotischen 

Bcl-xL wird durch arterielle Schubspannung induziert (Abb. 22A). Das antiapoptotische Gen 

Bcl-2 wird auf mRNA- und Proteinebene durch arterielle Schubspannung nicht beeinflußt, 

dagegen durch venöse Schubspannung herabreguliert. Zusätzlich wird die antiapoptotische 

Mcl-1-mRNA durch arterielle Schubspannung von 30 dyn/cm2 1,4-fach induziert, jedoch 

durch niedrigere Schubspannung nicht reguliert. Obwohl eine niedrigere Apoptoserate durch 

arterielle Schubspannung in HUVEC beobachtet wurde, war überraschenderweise die mRNA- 

und Proteinexpression des potenziell proapoptotischen Bak durch arterielle Schubspannung 

erhöht (Abb. 22B). Venöse Schubspannung führt dagegen zu einer Herabregulation der Bak-

mRNA-Expression. Daneben war auch die proapoptotische Bax-mRNA-Expression durch 

arterielle Schubspannung erhöht. 
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Abb. 21: Schubspannungsabhängige Expression von Fas und FasExo6Del in humanen 
Endothelzellen. Venöse (1 dyn/cm2) oder arterielle Schubspannung (15 bzw. 30 dyn/cm2) 
wurde für 24 h auf HUVEC appliziert. Die Expression des proapoptotischen Fas-Rezeptors 
und seiner antiapoptotischen, löslichen Isoform FasExo6Del wurde durch kompetitive RT-
PCR quantifiziert (A). (B) Antiapoptotisches FasExo6Del/Fas-mRNA-Verhältnis. (C) 
Schubspannungsabhängige Freisetzung von löslichem FasExo6Del-Protein in das 
Kulturmedium. Angaben in Prozent der zeitgleichen internen Kontrolle (K) ohne 
Schubspannung, n=4, *P<0,05 zu Kontrolle. 
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Abb. 22: Effekt von Schubspannung auf die Expression von Genen der Bcl-2-Familie in 
humanen Endothelzellen. Laminare venöse (1 dyn/cm2) oder arterielle Schubspannung (15 
bzw. 30 dyn/cm2) wurde für 24 h auf HUVEC appliziert. Die mRNA-Expression von 
antiapoptotischen (A: Bcl-xL, Bcl-2) und proapoptotischen (B: Bak, Bax) Genen der Bcl-2-
Familie wurde durch standard-kalibrierte kompetitive RT-PCR quantifiziert. Angaben in 
Prozent der zeitgleichen internen Kontrolle (K) ohne Schubspannung, n≥3, *P<0,05 zu 
Kontrolle. 
 

 Da Schubspannung die NO-Synthese in Endothelzellen steigert, wurde der Effekt einer 

eNOS-Hemmung (100 µM L-NNA) auf die schubspannungsabhängige Regulation von pro- 

bzw. antiapoptotischen Genen untersucht (Abb. 23). Die Induktion der mRNA-Expression des 

antiapoptotischen Bcl-xL und des proapoptotischen Bak in HUVEC bei arterieller 

Schubspannung wurde durch eNOS-Hemmung blockiert. Die schubspannungsabhängige 

Expression des proapoptotischen Bax wurde durch eNOS-Hemmung erhöht. Die Expression 

der antiapoptotischen Gene Bcl-xL und Bcl-2 wurde durch eNOS-Hemmung bereits unter 
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Basalbedingungen herabreguliert. Die Expression des proapoptotischen Fas-Rezeptors und 

der antiapoptotischen FasExo6Del und Mcl-1 wurde durch eNOS-Inhibition in stationären 

Kulturen und durch Schubspannung nicht beeinflußt. 
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Abb. 23: Effekt von eNOS-Hemmung auf die schubspannungsabhängige Expression von 
Genen der Bcl-2-Familie in humanen Endothelzellen. HUVEC wurden arterieller 
Schubspannung (15 dyn/cm2, 24 h) ohne bzw. mit eNOS-Inhibitor L-NNA (100 µM) 
ausgesetzt und die mRNA-Expression von antiapoptotischen (Bcl-xL, Bcl-2) und 
proapoptotischen (Bak, Bax) Genen der Bcl-2-Familie durch standard-kalibrierte kompetitive 
RT-PCR quantifiziert. Angaben in Prozent der zeitgleichen internen Kontrolle (K) ohne 
Schubspannung ohne bzw. mit L-NNA, n≥3, *P<0,05 zu spezifischer Kontrolle. 
 

 

 Damit konnte eine verringerte Apoptoserate durch Applikation arterieller laminarer 

Schubspannung auf kultivierte humane Endothelzellen gezeigt werden. Diese kann durch 

Herabregulation proapoptotischer Gene (Fas) und Induktion antiapoptotischer Genprodukte 

(FasExo6Del, Bcl-xL, Mcl-1) vermittelt sein. Daneben werden jedoch auch potenziell 

proapoptotische Genprodukte (Bak, Bax) durch arterielle Schubspannung induziert. Die 

basale und schubspannungsabhängige Expression von pro- bzw. antiapoptotischen Genen ist 

in HUVEC z.T. NO-vermittelt. 
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4.1.6. Regulation der Transkriptionsfaktoren Egr-1 und AP-1 durch Schubspannung in 

Endothelzellen 

Um den Mechanismus der biomechanischen Regulation der mRNA-Expression 

detaillierter zu analysieren, wurde der Effekt von Schubspannung auf die Expression und 

Aktivität von Transkriptionsfaktoren in Endothelzellen untersucht. Die Arbeiten wurden auf 

die Transkriptionsfaktoren “Early growth response gene-1” (Egr-1) und “Activator protein-1” 

(AP-1) konzentriert. 

Zunächst wurde die zeit- und dosiabhängige Regulation der Egr-1-mRNA-Expression 

durch laminare Schubspannung in humanen Endothelzellen aus Nabelschnurvenen (HUVEC) 

untersucht. Die Egr-1-mRNA-Expression wird durch laminare Schubspannung (1-

30 dyn/cm2) nach 30 min transient induziert und ist bereits nach 2 h wieder auf 

Kontrollniveau. Die Egr-1-mRNA-Induktion durch Schubspannung erfolgt dosisabhängig 

(max. 30 dyn/cm2). Die Signaltransduktion der Egr-1-mRNA-Induktion wurde durch 

Applikation von arterieller laminarer Schubspannung (15 dyn/cm2, 30 min) mit Inhibitoren 

der PKC (1 µM RO-31-8220), des Angiotensin II-Rezeptors Typ 1 (AT1, 1 µM Losartan), des 

Endothelin-Rezeptors B (ETB, 1 µM BQ-788) bzw. der endothelialen NO-Synthase (eNOS, 

100 µM L-NNA) analysiert (Abb. 24). Die Egr-1-mRNA-Induktion durch Schubspannung ist 

partiell PKC- und ETB-, jedoch nicht AT1- oder eNOS-vermittelt. 

 

 
 

Abb. 24: Induktion der Egr-1-mRNA-Expression durch Schubspannung in humanen 
Endothelzellen. HUVEC wurden arterieller laminarer Schubspannung (15 dyn/cm2, 0,5 h) 
ohne bzw. mit Inhibitoren der PKC (1 µM RO-31-8220, RO), des AT1-Rezeptors (1 µM 
Losartan, Los), des ETB-Rezeptors (1 µM BQ-788) bzw. der eNOS (100 µM L-NNA) 
ausgesetzt und die Egr-1-mRNA-Expression durch Northern-Analyse quantifiziert. Angaben 
in Prozent der zeitgleichen internen Kontrolle (K) ohne Schubspannung ohne bzw. mit 
Inhibitor (n=3). Stationäre Kontrolle: offene Balken, Schubspannung: schraffierte Balken. 
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 AP-1 kann ein c-jun-Homodimer oder ein c-jun-c-fos-Heterodimer sein. Daher wurde in 

ersten Experimenten die Regulation der c-jun- und c-fos-mRNA-Expression durch 

Schubspannung in HUVEC untersucht. Arterielle laminare Schubspannung induziert transient 

die c-jun-, jedoch nicht die c-fos-mRNA (2-fach, max. 30 min). Diese Induktion der c-jun-

mRNA durch Schubspannung ist PKC-, ETB- und eNOS-, jedoch nicht AT1-vermittelt (Abb. 

25). 

 

 
 

Abb. 25: Schubspannungsabhängige Induktion der c-jun-mRNA-Expression in humanen 
Endothelzellen. HUVEC wurden arterieller laminarer Schubspannung (15 dyn/cm2, 0,5 h) 
ohne bzw. mit Inhibitoren der PKC (1 µM RO-31-8220, RO), des AT1-Rezeptors (1 µM 
Losartan, Los), des ETB-Rezeptors (1 µM BQ-788) bzw. der eNOS (100 µM L-NNA) 
ausgesetzt und die c-jun-mRNA-Expression durch Northern-Analyse quantifiziert. Angaben 
in Prozent der zeitgleichen internen Kontrolle (K) ohne Schubspannung ohne bzw. mit 
Inhibitor (n=3). Stationäre Kontrolle: offene Balken, Schubspannung: schraffierte Balken. 
 

 Die funktionelle Aktivierung des Transkriptionsfaktors AP-1 durch Schubspannung in 

Endothelzellen wurde in Zusammenarbeit mit Dr. Wagner (Georg-August-Universität 

Göttingen) durch “electrophoretic mobility shift assay” (EMSA) quantifiziert. Die Bindung 

des Transkriptionsfaktors AP-1 an seine Konsensussequenz war nach 1 h arterieller 

Schubspannung in HUVEC maximal aktiviert. Chronische Applikation von arterieller 

Schubspannung (24 h, 15 dyn/cm2) führte dagegen zu einer Herabregulation der AP-1-

Transkriptionsfaktorbindungsaktivität (Abb. 26A). Durch “supershift”-Analyse konnte 

gezeigt werden, daß der basal nachweisbare und durch Schubspannung aktivierte Faktor AP-1 

c-jun-, jedoch nicht c-fos enthält (Abb. 26B). Die Spezifität der AP-1-Bindung wurde parallel 

durch Kompetition mit nicht markierten Bindungsstellen im Überschuß gezeigt. 
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Abb. 26: Regulation der Bindungsaktivität des Transkriptionsfaktors AP-1 durch 
Schubspannung in humanen Endothelzellen. HUVEC wurden arterieller Schubspannung (ss, 
15 dyn/cm2) ausgesetzt und die AP-1-Bindung durch “electrophoretic mobility shift assay” 
(EMSA) in Prozent der zeitgleichen Kontrolle (K) ohne Schubspannung quantifiziert (A). Die 
Zusammensetzung des AP-1-Komplexes wurde durch “super shift”-Analyse mit c-jun- bzw- 
c-fos-Antikörpern, sowie die Spezifität der AP-1-Bindung durch Kompetition mit nicht 
markierten Bindungsstellen im 100-fachen Überschuß untersucht (B). Stationäre Kontrolle: 
offene Balken, Schubspannung: schraffierte Balken. 
 

 Damit konnte eine transiente Induktion der Transkriptionsfaktoren Egr-1 und AP-1 durch 

Applikation von arterieller laminarer Schubspannung in HUVEC gezeigt werden. Diese 

Induktion erfolgt auf einem PKC- und ETB-abhängigen Signalweg, in den z.T. NO involviert 

ist. Chronische Applikation von arterieller Schubspannung führt dagegen zu einer 

Herabregulation der Aktivität des Transkriptionsfaktors AP-1. 
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4.1.7. Induktion von Egr-1 und c-jun durch Dehnung in glatten Gefäßmuskelzellen 

 Glatte Gefäßmuskelzellen (VSMC) der Rattenaorta wurden auf elastischen 

Silikonmembranen durch rhythmische Applikation eines Vakuums von 1 Hz mit Hilfe einer 

Flexcell-Dehnungsapparatur im Labor von Harlan E. Ives, Cardiovascular Research Institute, 

University of California, San Francisco, gedehnt (Morawietz et al., 1999a). Zyklische 

mechanische Dehnung (1 Hz, 25%) von VSMC induziert transient die mRNA-Expression der 

“immediate-early”-Gene Egr-1- und c-jun-, jedoch nicht c-fos (n≥4) (Abb. 27). Eine erhöhte 

Egr-1- (6,1-fach) und c-jun- (1,4-fach) mRNA-Expression war bereits nach 15 min zyklischer 

Dehnung nachweisbar. Die maximale mRNA-Expression erreichten beide Gene nach 30 min 

(Egr-1: 9,7-fach, c-jun: 5,1-fach), um anschließend (Egr-1: nach 4 h, c-jun: nach 2 h) wieder 

das basale Expressionsniveau zu erreichen. Im Gegensatz dazu wurde die c-fos-mRNA-

Expression durch zyklische Dehnung in VSMC nicht beeinflußt. 

 

 
 

Abb. 27: Zeitabhängige Regulation der mRNA-Expression der “immediate-early”-Gene Egr-
1, c-jun und c-fos durch zyklische Dehnung in glatten Gefäßmuskelzellen (VSMC). VSMC 
wurden auf Typ-I-Kollagen-beschichteten Silikonmembranen für die genannten Zeiten 
zyklisch gedehnt (1 Hz, 25%). Die Egr-1-, c-jun-, und c-fos-mRNA-Expression wurde durch 
Northern-Analysen quantifiziert und auf GAPDH normalisiert.  
 

 In weitergehenden Experimenten wurde getestet, ob die Herabregulation der nach 30 min 

induzierten Egr-1- und c-jun-mRNA eine de novo-Proteinsynthese erfordert. Dabei wurden 

VSMC für bis zu 6 h mit bzw. ohne den Inhibitor einer de novo-Proteinsynthese 

Cycloheximid (35 µM) stationär inkubiert oder zyklisch gedehnt. Cycloheximid hatte unter 

stationären Kulturbedingungen nur einen geringen Effekt auf beide Gene, verhinderte jedoch 

die Herabregulation und verlängerte (für mindestens 6 h) und verstärkte (“superinduction”) 
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die durch zyklische Dehnung induzierte mRNA-Expression von Egr-1 und c-jun. Die c-fos-

mRNA-Expression wurde auch mit Cycloheximid durch zyklische Dehnung nicht reguliert. 

Die Herabregulation der durch zyklische Dehnung induzierten Egr-1- und c-jun-mRNA 

erfordert somit eine de novo-Proteinsynthese in VSMC. 

 Der Schwellenwert der Induktion der Egr-1- und c-jun-mRNA-Expression durch zyklische 

Dehnung (30 min) in VSMC betrug bei beiden Genen 5% (Egr-1: 2,4-fache; c-jun: 1,4-fache 

Induktion) (Abb. 28). Die Egr-1-mRNA wurde dosiabhängig durch verstärkte Dehnung 

induziert (10%: 6,9-fach bis 25%: 9,4-fach, n=3). Die c-jun-mRNA erreichte bereits bei 10% 

Dehnung eine 4,2-fache Induktion, die auch durch Steigerung auf bis zu 25% (4,5-fach) nicht 

weiter signifikant gesteigert werden konnte. Die Egr-1-mRNA wird somit ca. 2-fach stärker 

durch Dehnung in VSMC induziert, als die c-jun-mRNA. 

 

 
 

Abb. 28: Bestimmung des Schwellenwertes der Induktion der Egr-1- und c-jun-mRNA durch 
zyklische Dehnung in glatten Muskelzellen. VSMC wurden für 30 min bei den angegeben 
Werten auf Typ-I-Kollagen-beschichteten Silikonmembranen zyklisch gedehnt (1 Hz). Die 
Egr-1- und c-jun-mRNA-Expression wurde durch Northern-Analysen quantifiziert und auf 
GAPDH normalisiert.  
 

 Anschließend wurde die minimal notwendige Zeit zur Induktion beider Gene durch 

zyklische Dehnung bestimmt. VSMC wurden für unterschiedliche Zeiten zyklisch gedehnt 

und anschließend stationär ohne Dehnung bis zu einer Gesamtzeit von 30 min inkubiert, um 

den Zellen die Möglichkeit zu geben, die Egr-1-mRNA nach erfolgter Stimulation zu 

synthetisieren. Überraschenderweise war bereits eine einmalige Dehnung (25%) von 1 sec 

Dauer ausreichend, sowohl die Egr-1- (4,6-fach), als auch die c-jun-mRNA (2,4-fach) zu 

induzieren. Die mRNA-Expression beider Gene wurden durch mechanische Stimulation mit 
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zusätzlichen Zyklen von Dehnung/Relaxation dosisabhängig gesteigert. Der Schwellenwert 

einer Induktion der mRNA-Expression durch einen einzigen Zyklus mechanischer Dehnung 

betrug bei Egr-1 10% (1,5-fach) und bei c-jun 20% (1,7-fach). Eine höhere 

Dehnungsamplitude steigerte dosisabhängig die Egr-1- und c-jun-mRNA-Expression (max. 

bei 25%). Der Zeitverlauf der Egr-1-mRNA-Expression nach Stimulation durch einen 

Einzelzyklus (1 sec, 25%) zeigte in Analogie zur zyklischen Dehnung ein Induktion bereits 

nach 15 min (2,6-fach) mit einem Maximum nach 30 min (4-fache Induktion). Die Egr-1-

mRNA war bereits 2 h nach dem Einzelzyklus wieder auf Basalniveau. Zyklische Dehnung 

führte jedoch zu einer stärkeren Induktion der Egr-1-mRNA in VSMC, als Dehnung durch 

einen Einzelzyklus. 

 Um eine mögliche Regulation der mRNA-Expression auf transkriptioneller Ebene 

nachzuweisen, wurden Egr-1-Promotordeletions-Reportergen-Konstrukte in VSMC 

transfiziert und anschließend gedehnt (Abb. 29). 

 

 
 

Abb. 29: Induktion eines Egr-1-Promotor-CAT-Konstruktes durch mechanische Dehnung. 
VSMC wurden auf Typ I-Kollagen-Platten mit RSVβ-Gal als Transfektionskontrolle (K), 
sowie RSV-CAT (RSV) oder den dargestellten Egr-1-Promotor-CAT-Konstrukten pE50 bzw. 
P1.2 transfiziert und anschließend zyklisch (1 Hz, 25%) gedehnt (n=3). Das CAT-Protein 
wurde durch ELISA quantifiziert. Offene Balken: stationäre Kultur, schraffierte Balken: 
Dehnung. 
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Das “full-length”-Egr-1-Promotor-CAT-Konstrukt pEgr-1 P1.2 wurde durch mechanische 

Dehnung in VSMC induziert (5,9-fach, n=4). Dagegen erfolgte keine Induktion des 

“minimal”-Egr-1-Promotor-CAT-Konstrukts pE50 oder des RSV-CAT-Konstrukts durch 

Dehnung in VSMC. Dadurch konnte gezeigt werden, daß die Induktion der Egr-1-mRNA 

durch Dehnung in VSMC auf transkriptioneller Ebene durch Bindung eines 

Transkriptionsfaktors im Egr-1-Promotorbereich von -957 bis -50 erfolgen kann. 

 Der Einfluß unterschiedlicher extrazellulärer Matrixproteine auf die dehnungsabhängige 

Induktion von Egr-1 und c-jun wurde in Experimenten mit Typ-I-Kollagen (Col I)-, Pronectin 

(FN)- oder Laminin (LN)-beschichteten Silikonmembranen getestet. Um die zelleigene 

Matrixsynthese zu minimieren, wurden diese Experimente mit konfluenten VSMC-Kulturen 

bereits 24 h nach Plattierung durchgeführt. Die Egr-1- und c-jun-mRNA wurde auf Col I 

(Egr-1: 2,8-fach, c-jun: 2,4-fach) und FN (Egr-1: 2,6-fach, c-jun: 2,1-fach) im Vergleich zur 

mRNA-Expression auf der gleichen Matrix ohne Dehnung induziert. Der Zeitverlauf der 

Induktion beider Gene war identisch auf Col I und FN (max. bei 30 min). Im Gegensatz dazu 

wurde die Egr-1-mRNA nicht auf LN-Platten durch Dehnung induziert (0,9-fach). Auch die 

c-jun-mRNA wurde auf LN-Platten signifikant geringer (1,6-fach, n=4, P<0,001) induziert, 

als auf Col I oder FN. Dies war z.T. auf die erhöhte basale Expression von Egr-1 (1,7-fach) 

und c-jun (1,4-fach) auf LN zurückzuführen. Die Egr-1-mRNA-Expression wurde jedoch im 

Vergleich zu c-jun auch geringer auf LN induziert. 

 Die Egr-1-Proteinexpression in VSMC nach zyklischer Dehnung wurde durch Western-

Analysen untersucht (Abb. 30). Zyklische Dehnung (1 Hz, 25%) induziert die Egr-1-

Proteinexpression bereits nach 30 min (1,3-fach). Die maximale Egr-1-Induktion erfolgt auf 

Proteinebene nach 1 h Dehnung (2,1-fach) und geht danach wieder auf Basalniveau zurück. 

Die dehnungsinduzierte Egr-1-Expression zeigt auf Proteinebene somit einen vergleichbaren 

zeitlichen Verlauf im Verhältnis zu der vorhergehenden mRNA-Expression. 

 

 
 

Abb. 30: Regulation des Egr-1-Proteins durch Dehnung in VSMC. VSMC wurden auf Col I-
Platten zyklisch (1 Hz, 25%) gedehnt. Die Proteinexpression wurde durch Western-Analysen 
mit Egr-1-Antikörpern quantifiziert. 
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 Schließlich wurde die intrazelluläre Verteilung des Egr-1-Proteins in stationären und 

gedehnten VSMC untersucht (Abb. 31). Dabei wurde zyklische Dehnung von 30 min (mit 

anschließender stationärer Inkubation für 30 min) bzw. 60 min (1 Hz, max. 25%, Col I) 

appliziert. In stationären VSMC-Kulturen ist das Egr-1-Protein in granulären Strukturen im 

perinukleären Raum nachweisbar (Abb. 31A). Nach 30 min zyklischer Dehnung wurde keine 

Veränderung der Egr-1-Verteilung in Zellen im Zentrum der Platte beobachtet, die aufgrund 

der Geometrie der Flexcell-Platte nur minimaler Dehnung (<5%) ausgesetzt waren (Abb. 

31B). In Zellen der Peripherie der Schale mit maximaler Dehnung erfolgte dagegen eine 

Translokation des Egr-1-Proteins von perinukleären Raum in den Zellkern (Abb. 31C). 

Ähnliche Daten wurden nach 1 h Dehnung beobachtet. 

 

 
      Kontrolle     minimale Dehnung    maximale Dehnung 

 

Abb. 31: Intrazelluläre Translokation des Egr-1-Proteins durch Dehnung in VSMC. VSMC 
wurden 30 min gedehnt (1 Hz, max. 25%, Col I) und anschließend 30 min stationär kultiviert. 
In Zellen nach stationärer Kultur (Kontrolle), aus dem Zentrum der gedehnten Platte 
(minimale Dehnung, <5%) oder der Peripherie der Platte (maximale Dehnung, 25%) wurde 
das Egr-1-Proteins durch Immunfluoreszenz nachgewiesen. In Zellen der Peripherie mit 
maximaler Dehnung erfolgte eine Translokation des Egr-1-Proteins von perinukleären Raum 
in den Zellkern (C).  
 

Damit konnte eine Induktion der Egr-1- und c-jun-Expression durch Dehnung in VSMC 

gezeigt werden. Bereits ein mechanische Dehnung von 1 sec ist ausreichend, eine 

transkriptionelle Induktion in VSMC auszulösen. Die Induktion beider Gene erfolgt in 

Abhängigkeit von der extrazellulären Matrix. Darüber hinaus konnte eine dehnungsabhängige 

Translokation des Egr-1-Proteins vom perinukleären Raum in den Zellkern beobachtet 

werden, die typisch für eine Aktivierung dieses Transkriptionsfaktors ist. 
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4.2.  Induktion von Superoxidanionbildung und oxLDL-Aufnahme in Endothelzellen 

Oxidativer Streß durch Superoxidanionbildung und die Aufnahme von oxidativ 

modifiziertem Low-Density-Lipoprotein (oxLDL) werden als proatherosklerotische 

Risikofaktoren in der Gefäßwand angesehen. Neben funktionell ähnlichen Proteinen in den 

Zellen der Immunabwehr konnten in den letzten Jahren auch in Endothelzellen eine 

NAD(P)H-Oxidase als Hauptquelle für Superoxidanionen und mit LOX-1 ein oxLDL-

Rezeptor nachgewiesen werden. Ziel der folgenden Arbeiten war daher die molekulare 

Charakterisierung der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten und ein besseres Verständnis der 

Regulation von Expression und Aktivität der NAD(P)H-Oxidase und des LOX-1-Rezeptors 

durch die potenziell proatherosklerotischen Stimuli Angiotensin II (Ang II), Endothelin-1 

(ET-1) bzw. oxLDL in humanen Endothelzellen (Morawietz et al., 1999b; Duerrschmidt et 

al., 2000; Sohn et al., 2000a). 

 

4.2.1. Nachweis und molekulare Charakterisierung von NAD(P)H-Oxidase-

Untereinheiten in humanen Endothelzellen 

 Die NAD(P)H-Oxidase aus Endothelzellen zeigt im Vergleich zum bisher besser 

charakterisierten granulocytären Enzym eine veränderte Substratspezifität (NADH gegenüber 

NADPH bevorzugt) und Kinetik (eher konstitutive Superoxidanionbildung auf niedrigerem 

Niveau, als “oxidative burst”-artige Aktivierung). Zur Aufklärung der zugrundeliegenden 

molekularen Ursachen wurden zunächst die 4 bekannten Untereinheiten der granulocytären 

NAD(P)H-Oxidase (gp91phox, p22phox, p47phox und p67phox) durch RT-PCR aus der 

RNA von Primärkulturen humaner Endothelzellen aus Nabelschnurvenen (HUVEC) und der 

humanen Endothelzellinie ECV304 amplifiziert.  

 Um eine Kontamination der Primärkulturen mit Granulocyten auszuschließen, wurden die 

gesamten kodierenden Bereiche der potenziell substratbindenden Untereinheiten gp91phox 

und p67phox, sowie Teilsequenzen der Untereinheiten p22phox und p47phox aus der 

Endothelzellinie ECV304 kloniert und sequenziert. Im gesamten kodierenden Bereich der 

NAD(P)H-Oxidase-Untereinheit gp91phox aus Endothelzellen wurde kein Unterschied zur 

bekannten Sequenz aus Granulocyten gefunden (Abb. 32). In p67phox konnten 2 

Basenpaaraustausche zwischen Granulocyten und Endothelzellen (T895 → C, A983 → G) 

nachgewiesen werden. Von diesen Austauschen ist die erste eine stille Mutation (Leu299 → 

Leu), während die zweite Mutation zu einem konservativen Austausch zweier basischer 

Aminosäuren (Lys328 → Arg) führt. In den untersuchten Teilsequenzen des kodierenden 
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Bereiches der p22phox- und p47phox-cDNA konnten keine Unterschiede zwischen 

Granulocyten und Endothelzellen nachgewiesen werden. 

 
gp91phox (1518 bp/ 506 AS)

p67phox (1578 bp/ 526 AS)

5'- -3'

NH -2 -COOH

5'- -3'
T

C
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G
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NH -2 -COOH
Leu

Leu
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299 328

 
 

Abb. 32: Klonierung und Sequenzierung der potenziell substratbindenden NAD(P)H-
Oxidase-Untereinheiten gp91phox und p67phox aus humanen Endothelzellen. Die 
kodierenden Bereiche der gp91phox- und p67phox-cDNAs wurden aus der Endothelzellinie 
ECV304 kloniert und sequenziert. Im gesamten kodierenden Bereich von gp91phox wurde 
kein Unterschied zwischen Granulocyten und Endothelzellen gefunden. In p67phox wurden 2 
Basenpaaraustausche zwischen Granulocyten und Endothelzellen (T895 → C, A983 → G) 
nachgewiesen, die eine stille Mutation (Leu299 → Leu), bzw. einen konservativen 
Aminosäureaustausch (Lys328 → Arg) bewirken (bp: Basenpaare, AS: Aminosäuren). 
 

Damit konnte gezeigt werden, daß die Endothelzellen alle 4 essentiellen Untereinheiten der 

granulocytären NAD(P)H-Oxidase exprimieren. Da die einzigen nachgewiesenen 

molekularen Veränderungen in der p67phox-cDNA-Sequenz bekannte Polymorphismen ohne 

funktionelle Konsequenzen auf die NAD(P)H-Oxidase-Aktivität sind, wurden im folgenden 

vergleichende Analysen zur relativen Expression der 4 NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten in 

Granulocyten und Endothelzellen durchgeführt. 

Die relative mRNA-Expression der 4 NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten wurde durch 

standard-kalibrierte kompetitive RT-PCR mit Hilfe eines gemeinsamen Multistandards 

quantifiziert, der Primerbindungsstellen für alle 4 Untereinheiten besitzt (Abb. 33A). Die 

Untereinheiten p22phox und p47phox (45% bzw. 167% der granulocytären Expression) 

werden in Endothelzellen und Granulocyten auf vergleichbarem Niveau exprimiert, während 

p67phox und gp91phox (2,5% bzw. 1,1% der granulocytären Expression) in Endothelzellen 

deutlich niedriger exprimiert sind, als in Granulocyten. Die Unterschiede zwischen 

Endothelzellen und Granulocyten in der gp91phox-mRNA-Expression korrelieren mit 

vergleichbaren Unterschieden in der NAD(P)H-Oxidase-Aktivität in beiden Zelltypen (Abb. 
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33B). Die maximale NAD(P)H-Oxidase-Aktivität nach Stimulation mit PMA entspricht in 

Endothelzellen 1% der Superoxidanionbildung in Granulocyten. 
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Abb. 33: Vergleich der relativen Untereinheiten-mRNA-Expression und der Aktivität der 
NAD(P)H-Oxidase zwischen humanen Granulocyten und Endothelzellen (HUVEC). A: 
Vergleich der mRNA-Expression der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten p47phox, p22phox, 
p67phox und gp91phox (in relative units, RU) durch Multistandard-kalibrierte kompetitive 
RT-PCR zwischen Granulocyten und Endothelzellen. B: Vergleich der basalen und durch 
Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA) stimulierten Superoxidanionenbildung in 
Granulocyten und Endothelzellen durch DPI-inhibierbare O2

--Bildung im Cytochrom c-
Assay. *P<0,05. 

 

 Damit konnte die deutlich niedrigere Expression der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten 

gp91phox und p67phox als mögliche molekulare Ursache für die im Vergleich zu 

Granulocyten niedrigere Superoxidanionbildung in Endothelzellen identifiziert werden. Da 

gp91phox auf mRNA-Ebene die in HUVEC am niedrigsten exprimierte Untereinheit ist, ist 

ihre Expression für die NAD(P)H-Oxidase-Aktivität in Endothelzellen wahrscheinlich 

limitierend. 
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4.2.2. Induktion der NAD(P)H-Oxidase durch Angiotensin-II, Endothelin-1 und oxLDL 

In weitergehenden Analysen wurde der Einfluß von Ang II, ET-1 und oxLDL auf die 

NAD(P)H-Oxidase-Expression und -Aktivität in humanen Endothelzellen untersucht. 

Primärkulturen von humanen Endothelzellen aus Nabelschnurvenen (HUVEC) wurden mit 

Ang II, ET-1 oder oxLDL stimuliert und die mRNA-Expression der in Endothelzellen 

limitierenden NAD(P)H-Oxidase-Untereinheit gp91phox und die NAD(P)H-Oxidase-

Aktivität durch Cytochrom c-Assay oder Coelenterazin-vermittelte Chemilumineszenz 

bestimmt. 

 

 Ang II (100 µg/ml) induziert die gp91phox-mRNA-Expression 2,6-fach in HUVEC (max. 

7 h) (Abb. 34). Diese Induktion ist AT1-Rezeptor-vermittelt, da sie durch den AT1-Rezeptor-

Blocker Candesartan (1 µM) gehemmt werden kann. 
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Abb. 34: Induktion der mRNA-Expression der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheit gp91phox 
durch Ang II in humanen Endothelzellen. HUVEC wurden mit Ang II (100 µg/ml) stimuliert 
(7 h) und die gp91phox-mRNA-Expression durch standard-kalibrierte kompetitive RT-PCR 
quantifiziert. Der AT1-Rezeptor-Blocker Candesartan (1 µM) hemmt die gp91phox-Induktion. 
Angaben in Prozent der zeitgleichen internen Kontrolle ohne Ang II. *P<0,05. 
 

Eine Behandlung von HUVEC (7 h) mit einer höheren Ang II-Dosis (1 µM) führt dagegen 

zu einer signifikant niedrigeren gp91phox-mRNA-Expression (Abb. 35). Diese partielle 

Hemmung der gp91phox-mRNA-Expression ist AT2-vermittelt, da sie durch Behandlung mit 

dem AT2-Rezeptorantagonisten PD123319 aufgehoben werden kann. 
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Abb. 35: Dosiabhängige Regulation der mRNA-Expression der NAD(P)H-Oxidase-
Untereinheit gp91phox durch Ang II in humanen Endothelzellen. HUVEC wurden mit Ang II 
stimuliert (7 h) und die gp91phox-mRNA-Expression durch standard-kalibrierte kompetitive 
RT-PCR quantifiziert. Der AT2-Rezeptor-Blocker PD123319 (1 µM) hemmt die partielle 
Hemmung der gp91phox-Induktion bei 1 µM Ang II. Angaben in Prozent der zeitgleichen 
internen Kontrolle ohne Ang II. *P<0,05. 
 

Im Gegensatz dazu wird die mRNA-Expression der anderen 3 NAD(P)H-Oxidase-

Untereinheiten p47phox, p67phox und p22phox sowohl durch 100 nM, als auch durch 

1 µM Ang II ca. 2-fach gesteigert (Abb. 36). 
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Abb. 36: Dosiabhängige Regulation der mRNA-Expression der NAD(P)H-Oxidase-
Untereinheiten p47phox, p67phox und p22phox durch Ang II in humanen Endothelzellen. 
HUVEC wurden mit Ang II stimuliert (7 h) und die gp91phox-mRNA-Expression durch 
standard-kalibrierte kompetitive RT-PCR quantifiziert. Angaben in Prozent der zeitgleichen 
internen Kontrolle ohne Ang II. *P<0,05. 
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Die DPI-inhibierbare Superoxidanionbildung als Maß der NAD(P)H-Oxidase-Aktivität 

wurde durch 100 nM Ang II in HUVEC ebenfalls gesteigert (Abb. 37). Diese erhöhte 

Superoxidanionbildung nach mehr als 7 h Stimulation mit 100 nM Ang II-konnte durch AT1-

Rezeptorblockade gehemmt werden. Eine höhere Ang II-Dosis (1 µM) führte dagegen in 

Analogie zur gp91phox-mRNA-Expression zu einer signifikant niedrigeren O2
--Bildung, als 

nach Stimulation mit 100 nM Ang II. Die dosiabhängige Ang II-stimulierte NAD(P)H-

Oxidase-Aktivität korreliert am besten mit der gp91phox-mRNA-Expression (r=0,97). Im 

Gegensatz dazu konnte für die anderen NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten keine 

vergleichbare Korrelation zwischen mRNA-Expression und Aktivität gezeigt werden 

(p47phox: r=0,517, p67phox: r=0,415, p22phox: r=0,553). 
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Abb. 37: Dosisabhängige Induktion der Superoxidanionbildung durch Ang II in humanen 
Endothelzellen. Die NAD(P)H-Oxidase-Aktivität wurde nach Ang II-Inkubation von HUVEC 
als DPI-inhibierbare Superoxidanionbildung im Cytochrom c-Assay quantifiziert. 
 

Damit konnte ein dosisabhängige Stimulation der mRNA-Expression und Aktivität der 

NAD(P)H-Oxidase durch Ang II in HUVEC nachgewiesen werden. Die NAD(P)H-Oxidase-

Untereinheit gp91phox limitiert mit hoher Wahrscheinlichkeit die endotheliale NAD(P)H-

Oxidase-Aktivität. 

 

 

 

 



 72

In weiterführenden Arbeiten wurde der Einfluß des Vasokonstriktors Endothelin-1 (ET-1) 

auf die NAD(P)H-Oxidase-Expression und -Aktivität in HUVEC untersucht (Duerrschmidt et 

al., 2000). ET-1 induziert die gp91phox-mRNA-Expression in HUVEC (Abb. 38). Die 

maximale Induktion (1,6-fach) der gp91phox-mRNA wurde nach 1 h Stimulation von 

HUVEC mit 10 nM ET-1 gefunden. Die gp91phox-mRNA-Expression ist transient durch ET-

1 induziert und erreicht bereits nach 2 h wieder das basale Expressionsniveau. Die Induktion 

der mRNA-Expression ist dosisabhängig und erreicht ihr Maximum bei 10 nM ET-1. Der 

ETB-Rezeptor-spezifische Inhibitor BQ-788 (1 µM) hat keinen Effekt auf die basale 

gp91phox-Expression, verhindert aber die ET-1-vermittelte Induktion der limitierenden 

NAD(P)H-Oxidase-Untereinheit. Diese Daten sprechen für eine Induktion der NAD(P)H-

Oxidase auf mRNA-Ebene durch ET-1 in HUVEC.  

 

 
 

Abb. 38: Zeitabhängige Regulation der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheit gp91phox-mRNA-
Expression durch ET-1 in humanen Endothelzellen. HUVEC wurden mit ET-1 (10 nM) 
stimuliert und die gp91phox-mRNA-Expression durch standard-kalibrierte kompetitive RT-
PCR quantifiziert. Angaben in Prozent der zeitgleichen internen Kontrolle ohne ET-1, n≥3, 
*P<0,05 zu Kontrolle. Kontrolle (K): offener Balken, ET-1: schraffierte Balken. 
 

Um diese mRNA-Daten auf funktioneller Ebene zu unterstützen, wurde die NAD(P)H-

Oxidase-Aktivität nach ET-1-Stimulation bestimmt. Dabei wurde die Methode der 

Coelenterazin-vermittelten Chemilumineszenz als methodische Alternative zum Cytochrom 

c-Assay und zur Lucigenin-vermittelten Chemilumineszenz etabliert. Das Coelenterazin zeigt 

im Gegensatz zum Lucigenin keine sich selbst verstärkende Chemilumineszenz durch 
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Autooxidation. Mit Hilfe des Xanthinoxidase/Xanthin (XO/X)-Systems als Modell wurde 

darüber hinaus für das Coelenterazin eine weitaus höhere Sensitivität der 

Superoxidanionmessung als mit Lucigenin gezeigt. Die dabei gemessene Chemilumineszenz 

konnte durch Superoxid-Dismutase und den Flavinenzym-Inhibitor Diphenyliodoniumchlorid 

vollständig gehemmt werden. Es handelt sich also bei den mit der Methode gemessenen 

Werten um Superoxidanionbildung. Stimulation von intakten HUVEC mit ET-1 (10 nM, 

90 min) erhöhte signifikant die Superoxidanionbildung (1,4-fach, n=9) (Abb. 39). 

 

 
 

Abb. 39: Induktion der Superoxidanionbildung durch ET-1 in humanen Endothelzellen. Die 
NAD(P)H-Oxidase-Aktivität wurde nach ET-1-Inkubation (10 nM, 90 min) von HUVEC als 
Coelenterazin-vermittelte Chemilumineszenz (CL) quantifiziert. Angaben in relative light 
units (rLU)/min/µg Protein, n=9, *P<0,05 zu Kontrolle. Kontrolle (K): offener Balken, ET-1: 
schraffierter Balken. 
 

 Darüber hinaus wurde der Einfluß von oxLDL auf die NAD(P)H-Oxidase-Expression und 

die Superoxidanionbildung in HUVEC untersucht (Abb. 40). Die mRNA-Expression der 

limitierenden NAD(P)H-Oxidase-Untereinheit gp91phox wurde durch oxLDL induziert (max. 

nach 1 h, Abb. 40A). Die maximale gp91phox-Induktion wurde mit einer Dosis von 

100 µg/ml oxLDL erreicht. Neben dieser erhöhten gp91phox-mRNA-Expression konnte nach 

oxLDL-Stimulation eine erhöhte DPI-inhibierbare Superoxidanionbildung in HUVEC 

nachgewiesen werden (Abb. 40B). 
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Abb. 40: Induktion von gp91phox-mRNA-Expression und Superoxidanionbildung durch 
oxLDL in humanen Endothelzellen. Stimulation von HUVEC mit oxLDL (100 µg/ml) führt 
zu einer Induktion der gp91phox-mRNA (A) nach Quantifizierung durch standard-kalibrierte 
kompetitive RT-PCR, und der DPI-inhibierbaren Superoxidanionbildung im Cytochrom c-
Assay (B) als Maß der NAD(P)H-Oxidase-Aktivität. 
 

In Zusammenarbeit mit Dr. Sohn und Prof. Pohl (Institut für Physiologie, Ludwig-

Maximilians-Universität München) konnte darüber hinaus gezeigt werden, daß Depolarisation 

eine vermehrte Superoxidanionbildung in humanen Endothelzellen bewirkt (Sohn et al., 

2000a). Bei Depolarisation erfolgt die Aktivierung der NAD(P)H-Oxidase jedoch nicht durch 

Regulation auf mRNA-Ebene, sondern durch Tyrosinphosphorylierung und anschließende 

Membrantranslokation des kleinen G-Proteins Rac. 

 

 Zusammenfassend konnte nachgewiesen werden, daß Ang II, ET-1 und oxLDL 

dosisabhängig die mRNA-Expression von NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten und die 

funktionelle Superoxidanionbildung in humanen Endothelzellen induzieren. Die Ang II-

induzierte NAD(P)H-Oxidase-Aktivierung ist AT1-Rezeptor-, die ET-1-induzierte 

Aktivierung ETB-Rezeptor-vermittelt. Damit konnte ein neues proatherosklerotisches 

Potenzial von Ang II, ET-1 und oxLDL durch Induktion von oxidativem Streß in humanen 

Endothelzellen aufgezeigt werden.  
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4.2.3. Induktion des endothelialen oxLDL-Rezeptors LOX-1 durch Angiotensin-II und 

ET-1 

 Nach Stimulation von HUVEC mit Ang II und ET-1 wurde die mRNA-Expression des 

endothelialen oxLDL-Rezeptors LOX-1 durch standard-kalibrierte kompetitive RT-PCR, die 

LOX-1-Proteinexpression durch Western-Analysen und die Aufnahme von DiI-markiertem 

oxLDL quantifiziert (Morawietz et al., 1999b). 

 

Ang II induziert dosisabhängig die LOX-1-mRNA (max. 3-fach, 3 h) in HUVEC (Abb. 

41A). Diese LOX-1-Induktion ist AT1-Rezeptor-vermittelt, da sie durch AT1-

Rezeptorblockade (1 µM Losartan, 100 nM Candesartan) gehemmt werden kann (Abb. 41B). 

Ang II (100 nM) induziert auch die LOX-1-Proteinexpression (2-fach, 3 h) (Abb. 41C). Eine 

vergleichbare Erhöhung der funktionellen oxLDL-Aufnahme (2-fach, 3 h) konnte nach Ang 

II-Stimulation (100 nM) gezeigt werden (Abb. 41D). Die Ang II-stimulierte oxLDL-

Aufnahme in HUVEC ist ebenfalls AT1-vermittelt, da die durch AT1-Rezeptorantagonisten (1 

µM Losartan, 100 nM Candesartan) blockiert werden kann. Eine weitere Inkubation der 

Endothelzellen mit Ang II führt zu einer vermehrten oxLDL-Aufnahme (max. 6,8-fach, 24 h). 

 

 In weitergehenden Experimenten wurde der Einfluß von ET-1 auf die LOX-1-Expression 

und die oxLDL-Aufnahme in HUVEC untersucht. ET-1 induziert in HUVEC dosisabhängig 

die LOX-1-mRNA-Expression (max. 1,6-fach, 100 nM ET-1, 1 h) (Abb. 42A). Langfristige 

Inkubation von HUVEC mit ET-1 (24 h) führt dagegen zu einer Herabregulation der LOX-1-

mRNA-Expression. Die LOX-1-Induktion durch ET-1 ist ETB-Rezeptor-vermittelt. Eine 

Blockade des ETB-Rezeptors (1 µM BQ-788) hat keinen Einfluß auf die basale LOX-1-

mRNA-Expression, verhindert jedoch die ET-1-vermittelte Induktion von LOX-1 nach 1 h 

(Abb. 42B). Darüber hinaus wird auch die LOX-1-Proteinexpression durch ET-1 erhöht (max. 

1,7-fach, 100 nM ET-1, 1 h) (Abb. 42C). Zusätzlich konnte eine erhöhte oxLDL-Aufnahme in 

HUVEC nach ET-1-Stimulation (max. 2,2-fach, 100 nM ET-1, 1 h) gezeigt werden 

(Abb. 42D). Diese erhöhte oxLDL-Aufnahme nach ET-1-Inkubation ist ebenfalls ETB-

Rezeptor-vermittelt. 

 

 Damit konnte nach Stimulation mit Ang II und ET-1 eine erhöhte LOX-1-Expression und 

oxLDL-Aufnahme in HUVEC nachgewiesen werden. 
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Abb. 41: Angiotensin II induziert LOX-1-Expression und oxLDL-Aufnahme in humanen 
Endothelzellen. HUVEC wurden für 3 h oder die angegebenen Zeiten mit Ang II stimuliert 
und die LOX-1-mRNA-Expression durch standard-kalibrierte kompetitive RT-PCR (A, B), 
die LOX-1-Proteinexpression durch Western-Analysen (C) und die Aufnahme von DiI-
markiertem oxLDL (D) quantifiziert. Der AT1-Rezeptor wurde mit Losartan (1 µM) blockiert. 
Angaben in relative units (RU) bzw. Prozent der zeitgleichen Kontrolle ohne Ang II. *P<0,05, 
**P<0,001. 
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Abb. 42: Induktion von LOX-1-Expression und oxLDL-Aufnahme durch Endothelin-1 in 
humanen Endothelzellen. HUVEC wurden für 1 h oder die angegebenen Zeiten mit ET-1 
(100 nM) stimuliert. Die Quantifizierung der LOX-1-mRNA-Expression (A, B), der LOX-1-
Proteinexpression (C) und oxLDL-Aufnahme (D) erfolgte wie in Abb. 41 beschrieben. Der 
ETB-Rezeptor wurde mit BQ-788 (1 µM) blockiert. Angaben in Prozent der zeitgleichen 
Kontrolle (K) ohne ET-1. *P<0,05. Offene Balken: ohne ET-1, schraffierte Balken: mit ET-1. 
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4.3. Klinische und tierexperimentelle Untersuchungen 

 Die im bisherigen Ergebnisteil beschriebenen in vitro-Befunde in kultivierten Zellen 

wurden in vivo durch Expressionsuntersuchungen in Biopsien aus tierexperimentellen und 

klinischen Studien ergänzt und erweitert. 

 

4.3.1. Expression der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheit gp91phox und von LOX-1 in 

arteriellen Biopsien von Patienten mit koronarer Herzkrankheit 

 Angiotensin II induziert wie im vorangegangenen Kapitel beschrieben in vitro AT1-

vermittelt die mRNA-Expression der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheit gp91phox und des 

endothelialen oxLDL-Rezeptors LOX-1 in humanen Endothelzellen. Darüber hinaus 

stimuliert auch oxLDL die gp91phox-mRNA-Expression. Ob Ang II oder oxLDL auch in 

vivo die Expression beider Gene regulieren, wurde in Zusammenarbeit mit Prof. Zerkowski 

(Klinik für Herz- und Thoraxchirurgie der MLU Halle-Wittenberg) in arteriellen Biopsien 

von Patienten mit koronarer Herzkrankheit untersucht, die sich einer elektiven Bypass-

Operation unterzogen (Morawietz et al., 1999b). Die routinemäßig während der Operation 

anfallenden Biopsien der Arteria mammaria interna wurden nach vorheriger Information und 

Zustimmung der Patienten präpariert, und in der daraus isolierten RNA die gp91phox- bzw. 

LOX-1-mRNA-Expression durch standard-kalibrierte kompetitive RT-PCR quantifiziert. Die 

medikamentöse Therapie und die klinischen Charakteristika der Patienten wurden 

retrospektiv erfaßt. 

 Zunächst wurde untersucht, ob Reduzierung des Ang II-Spiegels durch medikamentöse 

ACE-Hemmer-Therapie oder Blockade der Ang II-Wirkung durch Behandlung mit AT1-

Rezeptorantagonisten die gp91phox-mRNA-Expression in A. mammaria-Biopsien von 

Patienten mit koronarer Herzkrankheit beeinflußt. Die Patientenkollektive unterschieden sich 

nicht in den untersuchten klinischen Parametern (Geschlecht, Alter, Größe, Gewicht, NYHA–

Klassifikation, zentraler Venendruck, systolischer und diastolischer Blutdruck, 

Ejektionsfraktion, Herzfrequenz) oder der Begleitmedikation (AT1-Blocker, CSE-Hemmer, 

Ca-Antagonisten, β-Blocker, Diuretika, Nitrate, Herzglykoside oder Antidiabetika). Eine 

Behandlung mit ACE-Hemmern hatte in den untersuchten Patienten in den verschriebenen 

Dosierungen keinen Effekt auf die gp91phox-mRNA-Expression. Medikamentöse 

Behandlung mit einem AT1-Rezeptorantagonisten führte dagegen zu einer signifikanten 

Herabregulation der gp91phox-mRNA-Expression im Vergleich zu Patienten ohne AT1-

Blocker- oder mit ACE-Hemmer-Therapie (Abb. 43). 
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Abb. 43: Herabregulation der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheit gp91phox durch 
medikamentöse Therapie mit AT1-Rezeptorantagonisten in arteriellen Biopsien von Patienten 
mit koronarer Herzkrankheit. Die Biopsien der Arteria mammaria interna wurden nach 
vorheriger Information und Zustimmung aus Patienten mit koronarer Herzkrankheit 
präpariert, die sich einer elektiven Bypass-Operation unterzogen. In der daraus isolierten 
RNA wurde die gp91phox-mRNA-Expression durch standard-kalibrierte kompetitive RT-
PCR in relative units (RU) quantifiziert. *P<0,05. 
 

 In vergleichbaren Untersuchungen wurde der Einfluß einer Senkung der körpereigenen 

Cholesterinsynthese und des LDL-Spiegels durch medikamentöse Cholesterinsyntheseenzym 

(CSE)-Hemmer-Therapie auf die gp91phox-Expression in arteriellen Biopsien von Patienten 

mit koronarer Herzkrankheit untersucht. Die Patientenkollektive unterschieden sich nicht in 

den erfaßten klinischen Parametern (Geschlecht, Alter, Größe, Gewicht, NYHA–

Klassifikation, zentraler Venendruck, systolischer und diastolischer Blutdruck, 

Ejektionsfraktion, Herzfrequenz) oder der Begleitmedikation (ACE-Hemmer, AT1-Blocker, 

Ca-Antagonisten, β-Blocker, Diuretika, Nitrate, Herzglykoside oder Antidiabetika) (Tab. 2). 

Präoperative Behandlung der Patienten mit einem CSE-Hemmer führte zu einer signifikanten 

Herabregulation der gp91phox-mRNA-Expression. Diese erfolgte unabhängig von einer 

Therapie mit ACE-Hemmern oder AT1-Blockern (Abb. 44). 
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Abb. 44: Präoperative Cholesterinsyntheseenzym (CSE)-Hemmer-Therapie reduziert die 
Expression der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheit gp91phox in arteriellen Biopsien von 
Patienten mit koronarer Herzkrankheit. Die Biopsien der Arteria mammaria interna wurden 
nach vorheriger Information und Zustimmung aus Patienten mit koronarer Herzkrankheit 
präpariert, die sich einer elektiven Bypass-Operation unterzogen. In der daraus isolierten 
RNA wurde die gp91phox-mRNA-Expression durch standard-kalibrierte kompetitive RT-
PCR in relative units (RU) quantifiziert. *P<0,05. 
 

 In weiteren Untersuchungen wurde der Einfluß einer ACE-Hemmer-Therapie auf die 

LOX-1-mRNA-Expression in Arteria mammaria interna-Biopsien von Patienten mit 

koronarer Herzkrankheit untersucht (Morawietz et al., 1999b). Die Patientenkollektive 

unterschieden sich nicht in den untersuchten klinischen Parametern (Geschlecht, Alter, Größe, 

Gewicht, NYHA–Klassifikation, zentraler Venendruck, systolischer und diastolischer 

Blutdruck, Ejektionsfraktion, Herzfrequenz) oder der Begleitmedikation (AT1-Blocker, CSE-

Hemmer, Ca-Antagonisten, β-Blocker, Diuretika, Nitrate, Herzglykoside oder Antidiabetika) 

(Tab. 1). Eine präoperative ACE-Hemmer-Therapie führte zu einer signifikanten 

Herabregulation der LOX-1-mRNA-Expression im Vergleich zu Patienten ohne ACE-

Hemmer-Therapie (Abb. 45). 

 Damit konnte durch präoperative medikamentöse Therapie eine verringerte gp91phox- 

(mit AT1-Rezeptorantagonisten bzw. CSE-Hemmern) bzw. LOX-1-mRNA-Expression (mit 

ACE-Hemmern) in arteriellen Biopsien von Patienten mit koronarer Herzkrankheit gezeigt 

werden. Dies spricht für ein antiatherosklerotisches Potenzial dieser primär antihypertensiven 

und antihypercholesterämischen Therapien. 
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Abb. 45: Herabregulation der Expression des endothelialen oxLDL-Rezeptors LOX-1 durch 
ACE-Hemmer-Therapie in arteriellen Biopsien von Patienten mit koronarer Herzkrankheit. 
Die Biopsien der Arteria mammaria interna wurden nach vorheriger Information und 
Zustimmung aus Patienten mit koronarer Herzkrankheit präpariert, die sich einer elektiven 
Bypass-Operation unterzogen. In der daraus isolierten RNA wurde die LOX-1-mRNA-
Expression durch standard-kalibrierte kompetitive RT-PCR in relative units (RU) 
quantifiziert. *P<0,05. 
 

4.3.2. Wechselwirkungen des Renin-Angiotensin- und des Endothelin-Systems  in vivo 

 Die Expression von Genen des Renin-Angiotensin-Systems (RAS) und des Endothelin-

Systems und eine potenzielle Wechselwirkung zwischen beiden Systemen wurde in vivo in 

tierexperimentellen und klinischen Studien untersucht. 

 

4.3.2.1. Tierexperimentelle Untersuchungen 

In Zusammenarbeit mit PD Dr. Barton (Kantonsspital Zürich) wurde in C57BL/6J-Mäusen 

der Einfluß von Übergewicht durch fettreiche Ernährung auf die Expression und Aktivität von 

Genen des RAS und des ET-Systems in der Niere untersucht (Barton et al., 2000a, b). 

Übergewicht führt zu einer Erhöhung der ACE-Aktivität und der ET-1-Gewebekonzentration 

in der Niere. Die Erhöhung der ACE-Aktivität wurde durch zusätzliche Gabe eines ETA-

selektiven Rezeptorantagonisten (LU135252, 50 mg/kg/d) über 30 Wochen verhindert. Die 

ACE-Herabregulation durch ETA-Rezeptorblockade erfolgte jedoch nicht auf der Ebene der 

ACE-mRNA-Expression. Diese Befunde sprechen für ein organprotektives Potenzial 

selektiver ETA-Rezeptorblockade in der Niere. 

 In weiteren Untersuchungen wurden in der Aorta älterer Ratten (24 Monate) im Vergleich 

zu jüngeren Tieren (3 Monate) für Pre-Pro-Endothelin-1 (1,6-fach), eNOS (2,1-fach) und 

iNOS (2,5-fach) eine erhöhte mRNA-Expression, sowie eine erhöhte ET-1-Peptid-

Konzentration (1,5-fach) nachgewiesen (Goettsch et al., 2001). 
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4.3.2.2. Expression des ET-Systems in arteriellen Biopsien von Patienten mit koronarer 

Herzkrankheit 

 In klinischen Untersuchungen wurde der Einfluß einer ACE-Hemmer-Therapie auf die 

Expression von Genen des ET-Systems in Arteria mammaria interna-Biopsien von Patienten 

mit koronarer Herzkrankheit untersucht. Eine präoperative ACE-Hemmer-Therapie führte zu 

einer signifikanten Herabregulation der ECE-1-mRNA-Expression im Vergleich zu Patienten 

ohne ACE-Hemmer-Therapie (Abb. 46). Die mRNA-Expression von Pre-Pro-Endothelin-1, 

dem ETA- und dem ETB-Rezeptor wurde dagegen durch präoperative ACE-Hemmer-Therapie 

nicht beeinflußt. 
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Abb. 46: ACE-Hemmer-Therapie reduziert die ECE-1-mRNA in arteriellen Biopsien von 
Patienten mit koronarer Herzkrankheit. Die Biopsien der Arteria mammaria interna wurden 
nach vorheriger Information und Zustimmung aus Patienten mit koronarer Herzkrankheit 
isoliert, die sich einer elektiven Bypass-Operation unterzogen. In der präparierten RNA wurde 
die ECE-1-mRNA-Expression durch standard-kalibrierte kompetitive RT-PCR quantifiziert. 
*P<0,05. 
 

Damit konnte in Gefäßen von Patienten mit koronarer Herzkrankheit eine Wechselwirkung 

zwischen dem RAS und dem ET-System in vivo gezeigt werden.  
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4.3.2.3. Expression des ET-Systems in Myokardgewebe von Patienten mit koronarer 

Herzkrankheit bzw. Herzinsuffizienz 

Die Expression der Gene des Endothelin (ET)-Systems in Abhängigkeit vom Schweregrad 

der Erkrankung und eine potenzielle Wechselwirkung zwischen dem RAS und dem ET-

System wurde in Myokardgewebe von Patienten mit koronarer Herzkrankheit bzw. 

Herzinsuffizienz untersucht (Morawietz et al., 2000a). Die Biopsien des rechten atrialen 

Myokards wurden bei Bypass-Operationen in Zusammenarbeit mit Prof. Zerkowski (Klinik 

für Herz- und Thoraxchirurgie der MLU), die des linken Ventrikels bei Herztransplantationen 

bzw. von aus technischen Gründen nicht genutzten Spenderherzen (in Zusammenarbeit mit 

Prof. Brodde, Institut für Pharmakologie und Toxikologie der MLU, Prof. Eschenhagen, 

Universitätskrankenhaus Hamburg-Eppendorf/Klinische Pharmakologie und Klinische 

Toxikologie, Universität Erlangen-Nürnberg, und Prof. Zerkowski) zur Verfügung gestellt. 

Die Quantifizierung der mRNA-Expression erfolgte durch standard-kalibrierte kompetitive 

RT-PCR, die Messung des ET-1-Peptids durch Radioimmunoassay in Zusammenarbeit mit 

Dr. Shaw (Universität Bern). Die medikamentöse Therapie und die klinischen Charakteristika 

der Patienten wurden retrospektiv erfaßt. 

Die Ergebnisse zur Quantifizierung der mRNA-Expression der Gene des ET-Systems im 

rechten atrialen Myokard sind in Tab. 5 zusammengefaßt. 

 

Tab. 5: Expression des ET-Systems im rechten atrialen Myokard von Patienten mit KHK 
bzw. Herzinsuffizienz.  
 
Gen NYHA I NYHA IV NYHA IV 

 ACE-Hemmer negativ ACE-Hemmer negativ ACE-Hemmer positiv 

 (n = 11) (n = 25) (n = 16) 

Pre-Pro-ET-1, aM/µg 3,7 ± 0,8 3,3 ± 0,4 3,3 ± 0,5 

ECE-1, aM/µg 47,5 ± 12,7 98,1 ± 12,5* 66,1 ± 10,0 

ETA, aM/µg 40,0 ± 9,8 37,0 ± 3,9 39,9 ± 5,3 

ETB, aM/µg 58,3 ± 10,7 38,2 ± 3,9* 39,9 ± 4,6 

*P<0,05 zu NYHA I. 
 

Im rechten atrialen Myokard wurde die ECE-1-mRNA bei höherem Schweregrad der 

Erkrankung verstärkt exprimiert (Abb. 47A). Diese ECE-1-Induktion konnte partiell durch 

ACE-Hemmer-Therapie verhindert werden. Die ETB-Rezeptor-mRNA wurde dagegen bei 

schwerer Herzinsuffizienz im rechten Atrium herabreguliert. Die Pre-Pro-ET-1- und ETA-
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Rezeptor-mRNA-Expression wurde im rechten Atrium durch den Schweregrad der 

Erkrankung oder durch ACE-Hemmer-Therapie nicht beeinflußt. 

Im bei Herztransplantationen explantierten linksventrikulären Myokard wird die ECE-1-

mRNA im Vergleich zum Spender-Myokard ebenfalls erhöht exprimiert (Abb. 47B). Auch im 

linken Ventrikel kann diese ECE-1-Induktion partiell durch ACE-Hemmer-Therapie 

verhindert werden. Eine tendenziell ähnliches Bild ergibt sich nach Messung des ET-1-

Peptides, ohne allerdings statistische Signifikanz zu erreichen (Abb. 47C). 

 

 
 

Abb. 47: Induktion der ECE-1-mRNA-Expression im Myokard von Patienten mit 
Herzinsuffizienz. Die Myokard-Biopsien wurden durch Bypass-Operationen (A) gewonnen 
oder bei Herztransplantationen (B, C) explantiert (Expl.). Die ECE-1-mRNA wurde durch 
kompetitive RT-PCR mit RNA des rechten Atriums (A) bzw. des linken Ventrikels (B) von 
Patienten mit unterschiedlichem Schweregrad der Herzinsuffizienz mit bzw. ohne ACE-
Hemmer-Therapie quantifiziert. Das ET-1-Peptid wurde durch Radioimmunoassay im linken 
Ventrikel gemessen (C). *P<0,05. 
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Die ETA-Rezeptor-mRNA-Expression war im linken Ventrikel bei schwerer 

Herzinsuffizienz erhöht. Eine ACE-Hemmer-Therapie hatte keinen Einfluß auf die ETA-

Expression. Die Pre-Pro-ET-1-mRNA war mit zunehmendem Schweregrad der 

Herzinsuffizienz tendenziell erniedrigt, ohne jedoch statistische Signifikanz zu erreichen. Die 

ETB-Rezeptor-mRNA-Expression zeigt keine Unterschiede in Abhängigkeit vom 

Schweregrad der Erkrankung oder einer ACE-Hemmer-Behandlung (Tab. 6). 

 

Tab. 6: Expression des ET-Systems im linksventrikulären Myokard von Patienten mit 
Herzinsuffizienz. 
 

Gen Spender NYHA IV NYHA IV 

 ACE-Hemmer negativ ACE-Hemmer negativ ACE-Hemmer positiv 

 (n = 7) (n = 6) (n = 11) 

Pre-Pro-ET-1, aM/µg 5,3 ± 1,1 3,0 ± 0,7 3,4 ± 0,7 

ECE-1, aM/µg 34,0 ± 7,0 58,0 ± 4,0* 48,0 ± 2,0 

ETA, aM/µg 12,5 ± 1,4 19,9 ± 2,2* 19,3 ± 3,1 

ETB, aM/µg 17,1 ± 2,2 22,2 ± 3,5 22,8 ± 3,8 

*P<0,05 zu Spender. 
 

 Damit konnte eine erhöhte ECE-1-mRNA-Expression im Myokard von Patienten mit 

Herzinsuffizienz gezeigt werde. Die ET-Rezeptoren werden auf mRNA-Ebene 

kammerspezifisch in Abhängigkeit von Schweregrad der Herzinsuffizienz exprimiert. 

Während der ETA-Rezeptor im linken Ventrikel erhöht exprimiert wird, kommt es bei 

Herzinsuffizienz im rechten Vorhof zu einer erniedrigten ETB-Rezeptor-mRNA-Expression. 

Eine Wechselwirkung zwischen dem RAS und dem ET-System im humanen Myokard konnte 

nach ACE-Hemmer-Therapie auf der Ebene der ECE-1-Expression, jedoch nicht auf ET-

Rezeptor-Ebene nachgewiesen werden. 

 

4.3.3. Induktion der endothelialen NO-Synthase durch ACE-Hemmer-Therapie im 

Myokard von Patienten mit Herzinsuffizienz 

 Die Expression der eNOS wurde im atrialen und ventrikulären Myokard von Patienten mit 

Herzinsuffizienz in Abhängigkeit von einer präoperativen ACE-Hemmer-Therapie untersucht.  

Die Myokard-Biopsien wurden wie im vorangegangenen Kapitel beschrieben gewonnen. Die 

mRNA wurde durch standard-kalibrierte kompetitive RT-PCR, die Proteinexpression durch 

Western-Analyse und die eNOS-Aktivität durch Messung der [3H]-Arginin zu [3H]-Citrullin-
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Konversion quantifiziert. Präoperative ACE-Hemmer-Therapie induzierte die atriale eNOS-

mRNA-Expression (2,5-fach, Abb. 48A). Die Patientenkollektive unterschieden sich dabei 

nicht in den untersuchten klinischen Parametern oder der medikamentösen Begleittherapie 

(Tab. 3). Eine geringere, aber ebenfalls signifikante Erhöhung durch ACE-Hemmer konnte 

auf Ebene der eNOS-Proteinexpression (Abb. 48B) und der eNOS-Aktivität (48C) gezeigt 

werden. Die atriale eNOS-mRNA- und Proteinexpression korreliert dabei signifikant. 

 

 
 

Abb. 48: Induktion der eNOS durch ACE-Hemmer-Therapie im atrialen Myokard von 
Patienten mit KHK bzw. Herzinsuffizienz. Die Myokard-Biopsien wurden durch Bypass-
Operation gewonnen. Die mRNA wurde durch standard-kalibrierte kompetitive RT-PCR (A), 
die Proteinexpression durch Western-Analyse (B) und die eNOS-Aktivität durch Messung der 
[3H]-Arginin zu [3H]-Citrullin-Konversion (C) quantifiziert. 
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Darüber hinaus wurde die eNOS-mRNA-Expression im atrialen und ventrikulären 

Myokard in Abhängigkeit vom Schweregrad der KHK bzw. Herzinsuffizienz untersucht. Im 

atrialen Myokard von NYHA IV-Patienten ohne ACE-Hemmer-Behandlung war die eNOS-

mRNA im Vergleich zu NYHA I-Patienten tendenziell niedriger exprimiert, ohne statistische 

Signifikanz zu erreichen (Abb. 49A). ACE-Hemmer-Therapie dagegen führte zu einer 

Induktion der eNOS-mRNA-Expression im atrialen Myokard von NYHA IV-Patienten. Eine 

ähnliche Regulation der eNOS-Expression konnte im linksventrikulären Myokard von 

Patienten mit Herzinsuffizienz gezeigt werden (Abb. 49B). 

 

 
 

Abb. 49: Einfluß von Schweregrad der Erkrankung und ACE-Hemmer-Therapie auf die 
eNOS-mRNA-Expression im Myokard von Patienten mit KHK bzw. Herzinsuffizienz. Die 
Myokard-Biopsien wurden durch Bypass-Operationen (A) gewonnen oder bei Herz-
transplantationen (B) explantiert (Expl.). Die eNOS-mRNA wurde durch standard-kalibrierte 
kompetitive RT-PCR in RNA des rechten Atriums (A) bzw. linken Ventrikels (B) gemessen. 



 88

Damit konnte eine Induktion der eNOS-Expression im atrialen und ventrikulären Myokard 

von Patienten mit KHK bzw. Herzinsuffizienz durch ACE-Hemmer-Behandlung 

nachgewiesen werden. Dieser Mechanismus könnte zum kardioprotektiven Potenzial der 

ACE-Hemmer und der verbesserten Prognose von Patienten mit KHK bzw. Herzinsuffizienz 

durch ACE-Hemmer-Therapie beitragen. 

 

4.3.4. Expression des Endothelin-Systems im Myokard von herzinsuffizienten Patienten 

mit bzw. ohne mechanischer Entlastung durch ventrikuläre Assist-Systeme 

Der Einfluß von mechanischer Herzentlastung durch ventrikuläre Assist-Systeme (VAD) 

auf das ET-System wurde im Myokard von Patienten mit terminaler Herzinsuffizienz 

während der Überbrückungsperiode bis zur Herztransplantation untersucht (Morawietz et al., 

2000a). Die Myokard-Biopsien des linken Ventrikels wurden in Zusammenarbeit mit Prof. 

Körfer (Klinik für Thorax- und Kardiovaskularchirurgie, Herz- und Diabeteszentrum NRW, 

Bad Oeynhausen) bei Im- bzw. Explantation eines ventrikulären Assist-Systems (VAD) 

gewonnen. Parallel wurden, wie im vorangegangenen Kapitel 4.3.2. beschrieben, 

linksventrikuläre Proben aus explantierten Herzen (ohne VAD-Entlastung) untersucht. 

Da wir eine erhöhte ventrikuläre ETA-Rezeptor-mRNA-Expression bei terminaler 

Herzinsuffizienz (19,9±2,2 aM/µg RNA) gegenüber Spender-Myokard (12,5±1,4 aM/µg 

RNA, P<0,05) (Abb. 50A) nachweisen konnten, untersuchten wir zunächst die Wirkung von 

VAD-induzierter Herzentlastung auf die linksventrikuläre ETA-mRNA-Expression. Die 

erhöhte ETA-Expression in diesen terminal herzinsuffizienten Patienten (Pre-VAD: 18,0±2,0 

aM/µg RNA) wurde durch VAD normalisiert (Post-VAD: 12,0±1,0 aM/µg RNA, P<0,05 zu 

Pre-VAD) (Abb. 50B). Die ETA-Expression wurde in 7 der 10 Patienten reduziert, wobei die 

3 verbleibenden Patienten bereits initial eine niedrigere ETA-Expression zeigten. Obwohl 

durch die mechanische Entlastung die ANP-mRNA-Expression ebenfalls reduziert wurde 

(Pre-VAD: 180,0±66,0 vs Post-VAD: 28,0±9,0 aM/µg RNA, P<0,05; Spender: 22,0±12,0 

aM/µg RNA), konnte keine Korrelation zwischen ETA- und ANP-Expression nachgewiesen 

werden. Auch die Dauer der VAD-Entlastung (von 36 bis 169 Tagen) oder die Expression 

pro- bzw. antiapoptotischen Gene vor und nach VAD-Entlastung (Bartling et al., 1999) 

korrelierte nicht mit der ETA-Expression. Die Pre-Pro-ET-1-, ECE-1- und ETB-Rezeptor-

mRNA-Expression im linksventrikulären Myokard wurde dagegen durch VAD-Entlastung 

nicht beeinflußt. 
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Abb. 50: Normalisierung der erhöhten myokardialen ETA-mRNA-Expression durch 
mechanische Entlastung mit ventrikulären Assist-Systemen (VAD) bei Patienten mit 
terminaler Herzinsuffizienz. Die linksventrikulären Myokard-Biopsien wurden bei 
Herztransplantationen mit bzw. ohne präoperativer ACE-Hemmer-Therapie explantiert 
(Expl.) (A), oder bei Implantation (Pre-VAD) oder Explantation (Post-VAD) eines VAD mit 
anschließender Herztransplantation gewonnen. Die ETA-mRNA wurde durch standard-
kalibrierte kompetitive RT-PCR quantifiziert. 
 

Damit konnte eine Normalisierung der bei Herzinsuffizienz erhöhten linksventrikulären 

ETA-Rezeptor-Expression durch mechanische Entlastung mit VAD gezeigt werden. Dies 

könnte zur Erholung der Myokard-Funktion durch VAD in Patienten mit terminaler 

Herzinsuffizienz beitragen (Zerkowski et al., 2000). 
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5. Diskussion 
Das Ziel dieser Arbeit war, potenzielle Mechanismen der Ausbildung und Lokalisierung 

von atherosklerotischen Plaques auf molekularer Ebene zu untersuchen. Es wurden potenziell 

proatherosklerotische Wirkungen von biomechanischen Kräften (Schubspannung, Dehnung), 

Angiotensin II (Ang II), Endothelin-1 (ET-1), Apoptose, oxidativem Streß und oxidativ 

modifiziertem Low-Density-Lipoprotein (oxLDL) in Gefäßzellen untersucht. In 

tierexperimentellen und klinischen Studien wurde darüber hinaus die Hypothese einer 

kardioprotektiven Regulation der Genexpression durch ACE- bzw. CSE-Hemmung sowie 

Angiotensin- bzw. Endothelin-Rezeptorblockade getestet. 

 

5.1. Biomechanische Genexpression in Gefäßzellen 

Physiologische laminare Schubspannung stellt einen antiatherosklerotischen 

Schutzmechanismus dar, der in Endothelzellen eine Vielzahl von strukturellen und 

funktionellen Veränderungen induziert (Davies et al., 1997; Traub and Berk, 1998). Die 

Zellen passen ihre Zellform der Strömungsrichtung an, verändern ihre Zelloberfläche, 

reduzieren die Fibronektin-Expression und zeigen eine verringerte Elastizität (Davies et al., 

1997). Diese Veränderungen werden durch eine differenzielle Regulation der Genaktivität 

mediiert. Um die zugrundeliegenden molekularen Mechanismen besser verstehen zu können, 

wurden im ersten Abschnitt dieser Arbeit initial 30 cDNA-Fragmente isoliert, die differenziell 

durch arterielle oder venöse Schubspannung reguliert werden. Eine allgemeine Abschätzung 

der Genzahl, die differenziell durch chronische arterielle oder venöse Schubspannung 

reguliert wird, ist aufgrund dieser Befunde jedoch nicht möglich. Die initial identifizierten 

RAP-PCR-Fragmente müssen durch Isolierung der korrespondierenden cDNA-Klone 

verifiziert werden. Die Auflösung der RAP-PCR-Methode erlaubt nur eine Identifizierung 

von vergleichsweise hoch exprimierten mRNA-Spezies. Daher müßten ergänzend alternative 

Techniken (z.B. subtraktive Hybridisierung, cDNA-Expression-Array) eingesetzt werden. 

Darüber hinaus können individuelle RAP-PCR-Fragmente unterschiedliche Bereiche des 

gleichen cDNA-Klons repräsentieren. Die Arbeiten wurden daher auf das in diesem Ansatz 

identifizierte Gen mit der stärksten Herabregulation durch arterielle Schubspannung 

konzentriert.  
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5.1.1. Molekulare Charakterisierung und schubspannungsabhängige Expression des 

humanen  β-tubulin folding cofactor D 

Das Gen mit der in dieser Arbeit stärksten Herabregulation durch arterielle im Vergleich 

zu venöser Schubspannung wurde als humaner β-tubulin folding cofactor D (tfcD) 

identifiziert (Schubert et al., 2000). 

 Das tfcD-Gen des Rindes (Tian et al., 1996) ist in die korrekte Faltung des β-Tubulins 

involviert. Die Faltung neu synthetisierten β-Tubulins in seine native Konformation ist der 

erste posttranslationale Schritt in der Bildung des β-Tubulin-Heterodimers aus je einem α- 

und β-Tubulinpolypeptid. Die korrekte Faltung von α- und β-Tubulin erfordert ein 

zytosolisches Chaperonin und zusätzliche tubulin folding cofactors (A bis E) (Tian et al., 

1999; Cowan and Lewis, 1999) (Abb. 51).  
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Abb. 51. Schematische Darstellung des β-Tubulinfaltungswegs. Das neu synthetisierte β-
Tubulin (β) bindet ATP/GTP-abhängig an ein zytosolisches Chaperonin (IQ) und wird durch 
Interaktionen mit weiteren β-tubulin folding cofactors A bis E (tfcA bis tfcE) in eine 
Konformation gefaltet, die eine Bildung nativer αβ-Tubulin-Heterodimere (αN βN) ermöglicht 
(modifiziert nach Tian et al., 1996). 
 

Dieser Tubulin-spezifische Chaperon/tfc-Superkomplex wird als Dimer-Bildungsstruktur 

angesehen (Tian et al., 1999). Da Tubulin die Mikrotubuli als essentielle Bestandteile des 

Zytoskeletts bildet, könnte dieser Prozeß die Reorganisation des Zytoskeletts nach 

Applikation chronischer arterieller Schubspannung in Endothelzellen beeinflussen. Neben 

seiner Funktion in der β-Tubulin-Faltung kann tfcD nach Abbau nativer αβ-Tubulin-

Heterodimere auch β-Tubulin in tfcD/β-Tubulin-Komplexen binden (Lewis et al., 1996). 

Kürzlich wurde für tfcD eine Regulation der mikrotubulären Dynamik durch Dissoziation von 

β-Tubulin aus GTP-gebundenen αβ-Tubulin-Heterodimeren beschrieben, die eine Rolle als 

Mikrotubuli-destabilisierendes Protein vermuten lassen (Martin et al., 2000). Dies wird durch 
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den zunehmenden Verlust von Mikrotubuli bei tfcD-Überexpression in HeLa-Zellen 

unterstützt (Martin et al., 2000; Bhamidipati et al., 2000). 

 Im tfcD-Protein wurden in dieser Arbeit eine Reihe interessanter struktureller 

Eigenschaften identifiziert. Die identifizierten 2 RGD-Motive, die meist in extrazellulären 

Matrixproteinen vorkommen, lassen eine Rolle in der Zelladhäsion vermuten (Ruoslahti, 

1996). Von den 9 potenziellen Myristoylation-Stellen in der tfcD-Aminosäuresequenz hat 

wahrscheinlich nur eine N-terminale Stelle eine Funktion in vivo. Die potenziellen 

Phosphorylierungsstellen für die cAMP- und cGMP-abhängigen Proteinkinasen, 

Tyrosinkinasen, Proteinkinase C und Caseinkinase II stellen Ansatzpunkte für eine mögliche 

funktionelle Regulation des tfcD-Protein dar. Die funktionelle Relevanz dieser 

Phosphorylierungsstellen muß jedoch in weiteren Untersuchungen bestätigt werden. 

 Eine wichtige Rolle der Mikrotubuli bei der schubspannungsabhängigen Reorganisation 

des Zytoskeletts ist bereits beschrieben worden (Malek and Izumo, 1996). Eine Auflösung des 

mikrotubulären Netzwerks und eine Hemmung der Tyrosinkinaseaktivität verhinderte die 

schubspannungsabhängige Ausrichtung der Endothelzellen in Strömungsrichtung und die 

Ausbildung von Aktin-Streß-Fasern. Diese Daten sprechen für eine dynamische 

Wechselwirkung zwischen dem mikrotubulären und dem Aktin-Netzwerk bei 

biomechanischer Belastung (Ingber, 1997). Die Rolle der Mikrotubuli in diesem “Transegrity-

Modell” ist eine Stabilisierung des Zytoplasmas und des Nukleus gegen laterale Kompression. 

Niedrige Schubspannung (z.B. venöse) könnte nur geringfügige Veränderungen im 

mikrotulären Netzwerk verursachen, die ein relativ flexibles Zytoskelett zur Folge hat. Höhere 

Schubspannung (z.B. arterielle) führt dagegen zur Ausbildung von Aktin-Streß-Fasern und 

einer Reorganisation des mikrotubulären Netzwerkes mit einer erhöhten mechanischen 

Stabilität des Zytoskeletts. Die wichtige Rolle der Tyrosinkinasen in der 

schubspannungsabhängigen Reorganisation des Zytoskeletts (Malek and Izumo, 1996) könnte 

eine Regulation der tfcD-Aktivität an der evolutionär konservierten Tyrosinkinasestelle 

beinhalten. 

 In weiteren Experimenten wurden potenzielle Signalwege untersucht, die die 

Herabregulation der tfcD-Expression durch arterielle Schubspannung vermitteln könnten. Da 

Applikation von arterieller Schubspannung die endotheliale NO-Synthase (eNOS) und die 

NO-Bildung als atheroprotektiven Mechanismus induziert (Nishida et al., 1992; Topper et al., 

1996; Busse and Fleming, 1998), wurde der Effekt einer Hemmung der eNOS bei 

Schubspannung sowie einer exogenen NO-Freisetzung bei stationärer Kultur getestet. Die 

vorliegenden Daten sprechen für eine NO-abhängige Herabregulation der tfcD-Expression. 
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Die Herabregulation der tfcD-Expression durch arterielle Schubspannung war deutlich stärker 

als nach exogener NO-Freisetzung mit DETA-NO. Eine mögliche Erklärung für diesen 

Unterschied könnte die Notwendigkeit einer langanhaltenden, kontinuierlichen NO-

Freisetzung für eine deutliche Herabregulation der tfcD-Expression sein. Obwohl DETA-NO 

als ein NO-Donor mit langanhaltender NO-Freisetzung gilt, könnte während der 24 h-

Inkubation in Medium mit 5% Dextran die NO-Freisetzung geringer werden. Im Gegensatz 

dazu ist hohe laminare Schubspannung einer der stärksten physiologischen Stimuli für die 

kontinuierlich erhöhte eNOS-Expression und NO-Bildung (Busse and Fleming, 1998). Dies 

könnte die geringere Herabregulation der tfcD-Expression durch die exogene NO-Gabe 

erklären. Darüber hinaus aktiviert Schubspannung auch NO-unabhängige Signalwege und die 

Freisetzung weiterer endothelialer Mediatoren. 

NO kann die Expression anderer Gene durch cGMP-abhängige Aktivierung oder 

Inaktivierung von Transkriptionsfaktoren regulieren (Förstermann et al., 1998). Eine Reihe 

pathophysiologisch relevanter Gene werden durch NO in Endothelzellen gehemmt, z.B. 

MCP-1 (Tsao et al., 1997; Bao et al., 1999), ICAM-1 (Khan et al., 1996), VCAM-1 (Khan et 

al., 1996; De Caterina et al., 1995) bzw. PDGF-A (Bao et al., 1999). Ein potenzieller 

Mechanismus einer NO-abhängigen Regulation von Transkriptionsfaktoren ist die Hemmung 

der NF-κB-Aktivität durch Induktion und Stabilisierung des NF-κB-Inhibitors IκBα in 

humanen Endothelzellen (Peng et al., 1995). Chronische arterielle Schubspannung reduziert 

die NF-κB-Aktivität in humanen Endothelzellen (Mohan et al., 1997). Dies wurde durch 

eigene unveröffentlichte Daten bestätigt. Darüber hinaus reguliert eine 

schubspannungsabhängige NO-Freisetzung die NF-κB-Inhibition in HUVEC (Tsao et al., 

1996). 

Eine Auflösung des mikrotubulären Netzwerks verhindert seinerseits die flußabhängige 

NO-Freisetzung in perfundierten Gefäßen (Hutcheson and Griffith, 1996). Die in dieser 

Arbeit beschriebenen Daten sprechen für einen zusätzlichen Signalweg in die 

entgegengesetzte Richtung durch NO-abhängige Regulation der β-Tubulinfaltung und des 

mirkotubulären “turnover”. 

 Das intrazelluläre Verteilungsmuster des tfcD-Proteins spricht für eine Kolokalisation mit 

β-Tubulin. Dies konnte in dieser Arbeit durch immunhistologische Doppelfärbung bestätigt 

werden. Eine ähnliche Kolokalisation mit β-Tubulin wurde auch für das tfcD-Homolog aus 

Hefe beschrieben (Hirata et al., 1998). 

 In Zusammenfassung zeigen unsere Daten eine NO-abhängige Herabregulation des tfcD-

Gens durch arterielle laminare Schubspannung in humanen Endothelzellen. Das tfcD-Gen 
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könnte in die Regulation der mikrotubulären Dynamik in Abhängigkeit vom Grad der 

Schubspannung involviert sein. Der höhere Grad von Schubspannung in arteriellen Gefäßen 

reduziert das Mikrotubuli-destabilisierende tfcD-Protein in Endothelzellen und erhöht die 

mechanische Stabilität im Vergleich zu venösen Endothelzellen. Dieser Wechsel in der 

mikrotubulären Dynamik scheint NO-abhängig zu sein. Daher sprechen diese Daten für eine 

neue Rolle von NO als Signalmolekül, das die Wirkung mechanische Kräfte in funktionelle 

Veränderungen des mikrotubulären Netzwerks in humanen Endothelzellen überträgt. 

Das tfcD-Protein steht in Rinderzellen im Gleichgewicht mit einem tfcA-Protein (Abb. 51) 

(Tian et al., 1996). Die starke Homologie des daraufhin in dieser Arbeit klonierten humanen 

tfcA von mehr als 90% mit verwandten Proteinen aus Maus bzw. Rind zeigt die hohe 

evolutionäre Konservierung der Proteine, die in die β-Tubulinfaltung involviert sind. Die 

gezeigte Herabregulation der tfcA-, tfcE- und β-Tubulin-mRNA spricht für verringerte β-

Tubulinneusynthese und -faltung bei hoher laminarer Schubspannung. 

 

5.1.2. Regulation des Endothelin-Systems durch Schubspannung 

In der vorliegenden Arbeit wurde die schubspannungsabhängige Regulation von Genen 

untersucht, die in der Pathogenese der Atherosklerose eine Rolle spielen könnten. Dabei 

wurde zunächst die Regulation des Endothelin-Systems durch laminare Schubspannung in 

humanen Endothelzellen analysiert (Morawietz et al., 2000b). Applikation chronischer 

laminarer Schubspannung führt dabei zu einer dosisabhängigen Herabregulation der ET-1-

Synthese. Die dosisabhängige Herabregulation der PPET-1-mRNA in dieser Arbeit ist in 

Übereinstimmung mit früheren Befunden in Rinder-Endothelzellen (Malek and Izumo, 1992). 

In humanen Endothelzellen wurde eine Herabregulation der PPET-1-mRNA nach PCR-

Amplifikation und anschließendem Nachweis durch Southern-Analyse gezeigt (Sharefkin et 

al., 1991). Mit Hilfe der standard-kalibrierten kompetitiven RT-PCR konnte in der 

vorliegenden Arbeit eine dosisabhängige Herabregulation der PPET-1-mRNA durch 

Schubspannung quantifiziert werden. Nach Applikation von 15 dyn/cm2 wurde eine 

vergleichbare Herabregulation in Rinder-Endothelzellen gefunden (Malek and Izumo, 1992). 

Im Gegensatz zu den beschriebenen Northern-Daten in Rinderzellen konnten wir eine weitere 

PPET-1-Herabregulation bei 30 dyn/cm2 nachweisen. Dies könnte ein Hinweis auf eine 

speziesspezifische Regulation sein. 

 Zusätzlich wurde eine Herabregulation der endothelialen ECE-1-mRNA und der ET-1-

Peptid-Freisetzung durch laminare Schubspannung gezeigt. Diese Daten weisen daraufhin, 

daß Endothelzellen die ET-Freisetzung auf unterschiedlichen Ebenen regulieren können. 
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Arterielle Schubspannung reguliert die vorherrschende ECE-1-Isoform ECE-1a und die ET-1-

Freisetzung in vergleichbarer Größenordnung herab. Dies ist in Übereinstimmung mit der 

Promotorstruktur beider Isoformen, wonach ECE-1a als die stärker transkriptionell regulierte 

Isoform im Vergleich zur eher konstitutiv exprimierten Isoform ECE-1b angesehen wird 

(Valdenaire et al., 1995; Orzechowski et al., 1997). ECE-1-Immunreaktivität ist in HUVEC 

und arteriellen Koronarendothelzellen auf der Zelloberfläche in luminaler Richtung 

nachgewiesen worden (Russell et al., 1998). Ein Teil der enzymatischen ECE-1-Aktivität ist 

somit in Richtung des Blutstroms gerichtet und selbst Schubspannung in vivo ausgesetzt. Eine 

attraktive Hypothese ist daher, daß ECE-1 zirkulierendes Big-ET-1 schubspannungsabhängig 

prozessiert. Auf diese Weise könnten sich die Endothelzellen an flußabhängige 

Veränderungen durch Regulation der ET-1-Synthese anpassen. 

Die Herabregulation der PPET-1-mRNA ist in unseren Untersuchungen nicht PKC-

abhängig. Dies ist in Übereinstimmung mit Experimenten in Rinder-Endothelzellen, in denen 

arterielle Schubspannung keine PKC-Translokation oder -Aktivität induzieren konnte (Malek 

et al., 1993). Arterielle Schubspannung induziert die Synthese und Bildung von NO (Uematsu 

et al., 1995; Busse and Fleming, 1998). Daneben wird die ET-Freisetzung aus der Schweine-

Aorta durch NO verhindert (Boulanger and Luscher, 1990). Die flußabhängige 

Herabregulation der ET-1-Peptid-Freisetzung erfolgt NO-abhängig (Kuchan and Frangos, 

1993). Wir haben die Arbeiten von Kuchan und Frangos auf mRNA-Ebene weitergeführt und 

fanden eine ähnliche NO-abhängige Hemmung der schubspannungsabhängigen 

Herabregulation der PPET-1-mRNA in HUVEC. Die schubspannungsabhängige Reduktion 

der ET-Freisetzung war ebenfalls partiell durch hohe NO-Inhibitorkonzentrationen gehemmt, 

ohne statistische Signifikanz zu erreichen. Diese Daten weisen daraufhin, daß NO in die 

Herabregulation der ET-1-Synthese auf mRNA-Ebene involviert ist. Es scheinen dabei auch 

weitere, NO-unabhängige Signalwege eine Rolle zu spielen. 

Überraschenderweise wird der auf Endothelzellen dominierende Endothelin-Rezeptor B 

(ETB) dosisabhängig durch laminare Schubspannung induziert. Dies ist in Übereinstimmung 

mit der Beobachtung, daß der ETB-Rezeptor variabel in Primärkulturen von humanen 

Endothelzellen aus Nabelschnurvenen (HUVEC), jedoch auf hohem Niveau in Rinder-Aorta-

Endothelzellen exprimiert wird, die vorher in vivo hoher Schubspannung ausgesetzt waren 

(Ogawa et al., 1991). Eine ähnliche Induktion von ETB-Bindungsstellen wurde in VSMC aus 

Arterien des Hundes durch chronische Steigerung des Blutflusses beobachtet (Barber et al., 

1996). Eine inverse Regulation von ET-1 und ETB-Rezeptor wurde in anderen Zelltypen 

beschrieben. Erhöhte ET-1-Spiegel führen zu einer Senkung der ETB-mRNA (Asada et al., 
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1995). Die schubspannungsabhängige Herabregulation der ET-1-Peptidsynthese und die 

parallele Induktion des ETB-Rezeptors könnte ein gegenläufiger Mechanismus sein. Unsere 

pharmakologischen Studien zeigten jedoch, daß die ETB-Induktion PKC-abhängig ist, 

während die Herabregulation der PPET-1-mRNA und der ET-Peptidfreisetzung nicht durch 

PKC vermittelt wird. Daher sind in die ETB-Induktion durch Schubspannung wahrscheinlich 

zusätzliche PKC-abhängige Signalwege involviert. 

 Der endotheliale ETB-Rezeptor vermittelt NO-Freisetzung (Boulanger and Luscher, 

1990) und ET-1-abhängiges “cell survival” (Shichiri et al., 1997). Darüber hinaus ist für den 

ETB-Rezeptor eine Rolle als “clearance receptor” beschrieben worden. Eine 

schubspannungsabhängige Induktion des ETB-Rezeptors könnte so einen 

antiatherosklerotischen Schutzmechanismus durch verstärkte Bindung und Abbau von 

zirkulierendem ET-1 darstellen. Erhöhte ET-1-Plasmaspiegel und erhöhte ET-1-

Immunreaktivität in der Gefäßwand korrelieren mit dem Ausmaß koronarer endothelialer 

Dysfunktion und Atherosklerose (Lerman et al., 1991; Lerman et al., 1995; Barton et al., 

1998). Erhöhte ET-1-Serumspiegel können durch verstärkte Freisetzung (“spill-over”) aus 

den Gefäßen erklärt werden (Ando et al., 1989). Aufgrund unserer Daten kann eine lokal 

erhöhte ET-1-Konzentration in der Frühphase der Atherosklerose auch durch lokal verringerte 

oder nicht-laminare Schubspannung (z.B. an Gefäßverzweigungen, die als 

Prädilektionsstellen für atherosklerotische Plaques beschrieben wurden) (Glagov et al., 1988) 

verursacht sein. Lokal erhöhte ET-1-Konzentrationen können eine Reihe 

proatherosklerotischer Mechanismen verstärken. Dazu zählt die autokrin/parakrine 

Stimulation der Proliferation glatter Muskelzellen, die zur Neointimabildung führen kann 

(Komuro et al., 1988). Damit kann der ETB-Rezeptor antiatherosklerotische Mechanismen in 

einer schubspannungsabhängigen Weise vermitteln. Diese Daten unterstützen in der aktuellen 

Diskussion die Nutzung selektiven ET-Rezeptor-Blocker (Packer et al., 1998; Webb et al., 

1998).  

Zusammenfassend kann die gezeigte Herabregulation der ET-1-Bildung zum 

vasoprotektiven und antiatherosklerotischen Potenzial hoher laminarer Schubspannung 

beitragen. Die Induktion des NO-freisetzenden ETB-Rezeptors ist ein weiterer 

antiatherosklerotischer Effekt arterieller laminarer Schubspannung. 

 

5.1.3. Schubspannungsabhängige Expression von pro- bzw. antiapoptotischen Genen 

In weitergehenden Studien wurde in dieser Arbeit gezeigt, daß chronische Applikation 

arterieller Schubspannung die Apoptoserate in kultivierten humanen Endothelzellen reduziert 
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(Bartling et al., 2000). Diese Daten bestätigen frühere Untersuchungen, die eine Reduktion 

der endothelialen Apoptose durch Schubspannung beschreiben (Dimmeler et al., 1996; Kaiser 

et al., 1997). Die schubspannungsabhängige Reduktion der Apoptose war in unseren 

Untersuchungen mit einer verringerten Expression des proapoptotischen Fas-Rezeptors und 

einer erhöhten Bildung des antiapoptotischen Bcl-xL und der Fas-Isoform FasExo6Del 

verbunden. Der Fas-Rezeptor und sein Ligand FasL sind in humanen Endothelzellen 

exprimiert (Sata et al., 2000). Obwohl Endothelzellen in vitro nach Fas-Rezeptor-Aktivierung 

in der Regel resistent gegen die Induktion des apoptotischen Zelltodes sind (Richardson et al., 

1994; Sata et al., 2000), können proatherosklerotische Faktoren wie oxLDL (Sata and Walsh, 

1998) oder oxidativer Streß durch Wasserstoffperoxid (Suhara et al., 1998) Endothelzellen für 

einen Fas-vermittelten Apoptoseweg sensibilisieren. Zusätzlich konnte erhöhte Fas-

Expression und Apoptose immunhistochemisch vorrangig in Endothelzellen arterieller 

Gewebe mit Atherosklerose nachgewiesen werden (Dong et al., 1996). Diese Daten weisen 

auf eine potenzielle Rolle des Fas-Rezeptorweges in der endothelialen Apoptose und in der 

Pathogenese der Atherosklerose hin. Im Gegensatz zu Fas könnte die erhöhte Expression des 

antiapoptotischen Bcl-xL durch arterielle Schubspannung in die Kontrolle der Vitalität der 

Endothelzellen auch ohne proapoptotische bzw. proatherosklerotische Sensibilisierung durch 

Faktoren wie z.B. TNF-α involviert sein (Ackermann et al., 1999).  

Darüber hinaus konnten wir die Induktion des antiapoptotischen Mcl-1 durch hohe 

Schubspannung zeigen, während die Expression des antiapoptotischen Bcl-2 unverändert 

blieb. Überraschenderweise wird auch die Bak-Expression durch arterielle Schubspannung 

induziert. Bak ist als ein Apoptose-induzierendes Protein der Bcl-2-Familie beschrieben 

worden, das die Bcl-xL-Funktion durch Heterodimer-Bildung hemmen kann (Chittenden et 

al., 1995; Farrow et al., 1995). Die Daten einer Rolle von Bak als pro- oder antiapoptotischer 

Stimulus sind widersprüchlich. Bak-Überexpression bewirkt sowohl pro-, als auch 

antiapoptotische Effekte (Kiefer et al., 1995). Darüber hinaus ist in linksventrikulärem 

Myokardgewebe von Patienten mit Herzinsuffizienz die Bak-mRNA- und Proteinexpression 

verringert, obwohl die myokardiale Apoptose erhöht ist (Bartling et al., 1999). Die erhöhte 

Bak-Expression durch laminare Schubspannung könnte jedoch auch ein kompetitiver Effekt 

der schubspannungsabhängigen Induktion seines antiapoptotischen Heterodimerisierungs-

partners Bcl-xL sein (Farrow et al., 1995; Sattler et al., 1997). 

 Atherosklerotische Läsionen entwickeln sich präferenziell in Regionen mit verringerter 

Schubspannung oder Strömungsumkehr (Glagov et al., 1988; Traub and Berk, 1998). Diese 

Regionen sind durch einen erhöhten endothelialen “turnover” gekennzeichnet (Caplan and 
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Schwartz, 1973), der teilweise durch erhöhte Apoptose vermittelt sein kann. Im Gegensatz zu 

hoher arterieller Schubspannung konnte in unseren Untersuchungen niedrige Schubspannung 

die Apoptoserate in HUVEC nicht senken. Ähnliche Befunde wurden nach Induktion der 

endothelialen Apoptose durch Wachstumsfaktorentzug oder TNF-α-Stimulation beschrieben 

(Dimmeler et al., 1996). Ein möglicher Mechanismus könnte die ausschließliche Induktion 

der antiapoptotischen FasExo6Del und Bcl-xL durch hohe Schubspannung sein. Darüber 

hinaus verringert niedrige Schubspannung die Expression des antiapoptotischen Bcl-2. Diese 

Daten sprechen für eine erhöhte Apoptosesensitivität in Gefäßbereichen mit niedriger im 

Vergleich zu hoher laminarer Schubspannung. 

 Die schubspannungsabhängige NO-Freisetzung (Busse and Fleming, 1998) scheint in das 

antiapoptotische Potenzial von laminarer Schubspannung involviert zu sein (Dimmeler et al., 

1997b). Daher wurde in der vorliegenden Arbeit der Einfluß einer Hemmung der 

endothelialen NO-Synthase (eNOS) auf die Expression pro- bzw. antiapoptotischer Gene bei 

statischer Kultur oder bei Schubspannung untersucht. Die Hemmung der eNOS verringerte 

die basale Expression der antiapoptotischen Bcl-xL und Bcl-2. Zusätzlich ist die 

schubspannungsabhängige Induktion von Bcl-xL und Bak NO-vermittelt. Unsere Daten 

bestätigen damit frühere Untersuchungen, die für eine Mitwirkung von NO an der 

verringerten Caspase-Aktivierung und Kern-Apoptose in Endothelzellen sprechen (Hermann 

et al., 1997; Dimmeler et al., 1997b). 

 In Zusammenfassung schützt hohe laminare Schubspannung Endothelzellen vorrangig 

durch Bcl-xL- und FasExo6Del/Fas-Signalwege vor dem apoptotischen Zelltod. Der 

protektive antiapoptotische Effekt von hoher laminarer Schubspannung wird teilweise durch 

endotheliale NO-Freisetzung vermittelt. 

 

5.1.4. Regulation der Transkriptionsfaktoren Egr-1 und AP-1 durch biomechanische 

Kräfte 

 Die in dieser Arbeit beschriebene Induktion des Transkriptionsfaktors Egr-1 durch 

Schubspannung wurde kürzlich auch von anderen Arbeitsgruppen in Endothelzellen 

nachgewiesen (Khachigian et al., 1997; Schwachtgen et al., 1998; Bao et al., 1999). Die 

Induktion von Egr-1 durch Schubspannung wurde durch Hemmung der eNOS potenziert. 

Dies bestätigt eine kürzliche Arbeit, die eine Hemmung der schubspannungsabhängigen Egr-

1-Induktion durch NO-Freisetzung über einen ERK-abhängigen Signalweg beschreibt (Chiu 

et al., 1999). 
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AP-1 wird in dieser Arbeit in HUVEC durch Schubspannung transient induziert. Dies 

bestätigt frühere Arbeiten in Rinder-Endothelzellen (Lan et al., 1994). Diese Induktion könnte 

eine Streßantwort der zuvor stationär kultivierten Endothelzellen darstellen. Das AP-1-

bindende “TPA-responsive element” ist in die schubspannungsabhängige Induktion des MCP-

1-Gens involviert (Shyy et al., 1995). Chronische arterielle Schubspannung führt in dieser 

Arbeit dagegen zu einer Herabregulation der AP-1-Bindungsaktivität. Ein potenzielles 

Zielgen ist VCAM-1, das durch chronische Schubspannung AP-1-abhängig herabreguliert 

wird (Korenaga et al., 1997). Ein interessanter Befund ist die hier gezeigte ETB-abhängige 

Induktion der c-jun-Expression. Da die c-jun-Induktion durch Schubspannung auch NO-

abhängig erfolgt, kann ein Signalweg der c-jun-Induktion über schubspannungsabhängige ET-

1-Freisetzung und anschließende ETB-vermittelte NO-Freisetzung postuliert werden (Abb. 

52). 
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Abb. 52: Schubspannungsabhängige Regulation der Genaktivität durch Transkriptions-
faktoren in Endothelzellen. Applikation von Schubspannung (“shear stress”) führt über ET-1-
Freisetzung und ETB-vermittelte NO-Freisetzung oder über ET-1-unabhängige intrazelluläre 
Signaltransduktionsmechanismen zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren (TF), die durch 
Bindung an spezifische Promotorbereiche die Genaktivität positiv oder negativ beeinflussen. 
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 Neben Egr-1 und AP-1 sind weitere Transkriptionsfaktoren beschrieben worden, die 

schubspannungsabhängig reguliert werden. Das im PDGF-B-Promotor identifizierte “shear 

stress responsive element” (Resnick et al., 1993) stellt eine NF-κB-Bindungsstelle dar 

(Khachigian et al., 1995). Für den Transkriptionsfaktor NF-κB wurde eine transiente 

Induktion, jedoch eine Herabregulation durch chronische hohe Schubspannung beschrieben 

(Lan et al., 1994; Mohan et al., 1997). Schubspannung induziert das “tissue factor”-Gen durch 

Bindung von phosphoryliertem SP-1 (Lin et al., 1997) und Egr-1 (Houston et al., 1999). Der 

Transkriptionsfaktor Elk-1 wird ebenfalls durch Schubspannung aktiviert (Jalali et al., 1998). 

Damit wurde für eine Reihe von Transkriptionsfaktoren eine zeit-, dosis-, und 

speziesabhängige Induktion durch Schubspannung gezeigt. Daneben ist die gefäßspezifische 

Herkunft und die Passage kultivierter Endothelzellen für die biomechanische Aktivierung 

spezifischer Transkriptionsfaktoren von Bedeutung (Du et al., 1995; Stula et al., 2000). 

 Die zeit- und dosisabhängige Induktion des Transkriptionsfaktors Egr-1 durch zyklische 

Dehnung in glatten Muskelzellen (VSMC) in der vorliegenden Arbeit (Morawietz et al., 

1999a) ist vergleichbar mit der dehnungsinduzierten Egr-1-Induktion in Kardiomyozyten 

(Sadoshima et al., 1992) und Mesangiumzellen (Akai et al., 1994). In detaillierteren Studien 

zum Zeitverlauf der Egr-1- und c-jun-Induktion durch Dehnung konnten wir eine erhöhte 

mRNA-Expression bereits nach 7 min nachweisen. Nach einem Maximum bei 30 min wird 

die mRNA-Expression beider Gene nach 4 h bzw. 2 h zyklischer Dehnung wieder auf 

Basalniveau reguliert. Die schnelle Herabregulation der Egr-1- und c-jun-mRNA-Expression 

während kontinuierlicher mechanischer Dehnung könnte durch negative Regulation weiterer 

Transkriptionsfaktoren oder ein RNA-abbauendes Enzym mediiert sein. Dies wird durch die 

verlängerte und verstärkte “superinduction” beider mRNAs in dieser Arbeit nach Dehnung 

mit dem Inhibitor der de novo-Proteinsynthese Cycloheximid unterstützt. Dieser Effekt 

könnte durch die Hemmung der Neusynthese eines Proteins vermittelt sein, das die 

Transkription beider Gene herabreguliert. Zusätzlich verhindert Cycloheximid die Synthese 

eines Proteins, das das Poly-A-Ende spezifischer mRNAs abbaut (Shaw and Kamen, 1986) 

und so zahlreiche “immediate-early”-Gene “superinduziert” (Kelly et al., 1983; Ryder and 

Nathans, 1988). 

 Ein Nachweis der transkriptionellen Aktivierung von Egr-1 durch Dehnung konnte in 

dieser Arbeit durch Induktion eines transfizierten 957 bp-full-length-Promotor-CAT-

Konstrukts in VSMC geführt werden. Dieser Promotorbereich enthält u.a. 2 AP-1-, 4 SP-1- 

und 4 Egr-1-Bindungstellen sowie 2 “cAMP responsive elements” und 6 CArG-Boxen (Tsai-

Morris et al., 1988). Jeder dieser Promotorbereiche oder bisher nicht identifizierte 
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Bindungsstellen könnten ein “strain responsive element” sein. Da der Transkriptionsfaktor 

AP-1 aus c-jun-Homodimeren oder c-jun/c-fos-Heterodimeren bestehen kann, spricht die 

Aktivierung von c-jun, jedoch nicht von c-fos, für eine Aktivierung von c-jun-Homodimeren 

durch Dehnung. Dies ist in Übereinstimmung mit den EMSA-Daten nach Applikation von 

Schubspannung auf Endothelzellen, die ebenfalls für eine Aktivierung von c-jun-

Homodimeren durch biomechanische Kräfte sprechen. Eine Rolle von c-jun in der 

intrazellulären Antwort auf Dehnung wird durch die dehnungsabhängige Aktivierung der N-

terminalen c-jun-Kinase in VSMC unterstützt (Reusch et al., 1997). Daneben wird SP-1 durch 

Dehnung induziert (Wilson et al., 1998). Eine funktionelle Wechselwirkung zwischen Egr-1 

und SP-1 wurde im PDGF-A-Promotor nach Applikation von Schubspannung in 

Endothelzellen gezeigt (Khachigian et al., 1997). Dabei wurde nach Applikation von 

Schubspannung eine Bindung von Egr-1 an den PDGF-A-Promotor nachgewiesen, die zu 

einer Ablösung von SP-1 von seiner überlappenden Bindungsstelle führte. Eine funktionelle 

Bindung von Egr-1 an den PDGF-A-Promotor konnte auch nach Dehnung in VSMC gezeigt 

werden (Wilson et al., 1998). 

 In den Dehnungsexperimenten wurde in der vorliegenden Arbeit der minimale Stimulus 

ermittelt, der eine transkriptionelle Aktivierung in VSMC auslösen kann. In früheren 

Untersuchungen steigerte ein einzelner mechanischer Stimulus von 5 min Dauer die DNA-

Synthese in adulten humanen VSMC (Cheng et al., 1996). In Kardiomyozyten reichte bereits 

eine kontinuierliche mechanische Dehnung von 1 min aus, die c-fos-mRNA zu induzieren 

(Sadoshima and Izumo, 1993). In unseren Untersuchungen war dagegen bereits ein einzelner 

Zyklus aus Dehnung/Relaxation von 1 sec ausreichend, die Egr-1 und c-jun-mRNA zu 

induzieren. Dies ist die kürzeste bisher beschriebene mechanische Stimulation einer Zelle, die 

zu einer Induktion von Genaktivität führt. Die minimale Dehnungsamplitude zur Induktion 

der Egr-1- und c-jun-Transkription durch einen Einzelzyklus wurde dabei mit 5 bis 10% 

bestimmt. Da das Dehnungsprofil aufgrund der Geometrie der Flexcell-Platte nicht homogen 

ist und zahlreiche Zellen in der Mitte der Membran deutlich niedrigerer Dehnung (≤3%) 

ausgesetzt sind, liegt der Schwellenwert der Induktion von Egr-1 durch Dehnung 

möglicherweise noch etwas unterhalb 10%. Ein ähnlicher Schwellenwert der Induktion von 

Egr-1 wurde jedoch in eigenen unabhängigen Experimenten auf homogen dehnbaren 

Silikonmembranen nach 1 sec Dehnung (≥10%) und anschließender stationärer Inkubation 

gefunden. Der Schwellenwert zur Induktion von Egr-1 durch 30 min zyklische Dehnung war 

mit 5% geringer, als nach Einzeldehnung. Obwohl die in vitro-Daten nicht direkt mit VSMC 

in vivo verglichen werden können, liegen diese Schwellenwerte im Bereich von 6 bis 22% 
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Dehnung, die für intakte arterielle Gefäße beschrieben werden (Osol, 1995). Es ist jedoch 

auch möglich, daß der Schwellenwert in vivo erst bei Gefäßverletzungen oder erhöhter 

Dehnung in hypertensiven Gefäßen erreicht wird (Baumbach, 1991). 

 Mechanische Dehnung wird durch spezifische Zell-extrazelluläre Matrix-

Wechselwirkungen in VSMC erkannt (Wilson et al., 1995). Dabei wird auf Fibronektin (FN), 

jedoch nicht auf Laminin (LN) die DNA-Synthese induziert und die MAP-Kinase aktiviert 

(Reusch et al., 1997). Auf LN dagegen induziert Dehnung in VSMC vorrangig 

Differenzierung, da z.B. die Expression von “smooth muscle myosin”-Isoformen induziert 

und die N-terminale c-jun-Kinase aktiviert werden (Reusch et al., 1996). Die Induktion der 

Egr-1-Expression auf Kollagen Typ 1 (Col I) und dem Fibronektin-ähnlichen Protein 

Pronektin (FN) in der vorliegenden Arbeit entspricht einer proliferativen Zellantwort auf 

Dehnung. In unseren Experimenten nach Plattierung auf unterschiedlichen extrazellulären 

Matrices war die maximale Induktion von Egr-1 geringer, als nach längerem Wachstum auf 

Col I. Eine Ursache könnte die kürzere Inkubation von 24 h gegenüber 72 h in serumfreien 

Medium sein, um die de novo-Bildung von extrazellulären Matrixproteinen zu minimieren. 

Die Ursache der gezeigten höheren Basalexpression von Egr-1 auf Laminin (LN) korreliert 

mit einer höheren Thymidininkorporation im Vergleich zu Experimenten auf Col I oder FN 

(Wilson et al., 1995). Die Basalexpression von c-jun auf LN war ebenfalls erhöht, die c-jun-

Expression nach Applikation von Dehnung aber auf allen 3 Matrices gleich. Damit korreliert 

insbesondere die Egr-1-Expression eng mit der DNA-Synthese der VSMC auf den 

unterschiedlichen extrazellulären Matrices. Unsere Daten unterstützen die Hypothese, daß 

Egr-1 zur Induktion der PDGF-A-Transkription und damit PDGF-Sekretion durch Dehnung 

in VSMC beiträgt (Wilson et al., 1993; Wilson et al., 1998). Die c-jun-Expression und die N-

terminale c-jun-Kinase sind dagegen auf allen 3 Matrices gleichermaßen induziert. Dies 

scheint ein allgemeineres Aktivierungsmuster in Antwort auf extrazellulären Streß 

darzustellen. Die VSMC der Media größerer Arterien sind vorrangig von dem extrazellulären 

Matrixprotein Kollagen (insbesondere Typ 1) umgeben (Ross, 1992). In 

pathophysiologischen Zuständen, vorrangig in der Spätphase der Atherosklerose, erhöhen 

sich die mechanischen Kräfte in der Gefäßwand. Die VSMC dedifferenzieren und 

proliferieren unter diesen Umständen verstärkt und erhöhen die DNA-Synthese. Dabei 

synthetisieren und sezernieren sie verstärkt Bindegewebsproteine wie Kollagen, wodurch 

diese Veränderungen im VSMC-Phänotyp weiter verstärkt werden. Typische VSMC dieses 

aktivierten proliferierenden Phänotyps findet man im fibrotischen Plaque. Die Induktion von 



 103

mitogenen Genprodukten wie Egr-1 und c-jun auf Col I könnte in diese pathophysiologischen 

Veränderungen der Gefäßwand in vivo involviert sein. 

 Egr-1 wurde in dieser Arbeit durch Dehnung auf Proteinebene geringer induziert, als auf 

mRNA-Ebene. Dies könnte auf posttranskriptionelle bzw. posttranslationale Regulations-

mechanismen zurückzuführen sein. Daneben wurde durch Immunfluorezenz bereits unter 

Basalbedingungen ein Pool an Egr-1-Proteinen im perinukleären Raum nachgewiesen, der 

möglicherweise eine negative Rückkopplung bewirkt. Die physiologische Relevanz der Egr-

1-Induktion durch Dehnung wird durch die gezeigte Translokation des Egr-1-Proteins aus 

dem perinukleären Raum in den Zellkern unterstützt. Interessanterweise wurde diese 

Translokation nur in den maximal gedehnten VSMC an der Peripherie der Flexcell-Platten 

(25% Dehnung), jedoch nicht in der Mitte der Schale (≤3% Dehnung) beobachtet. Dies 

spricht für einen direkten Effekt von Dehnung auf die Zellen, und nicht für eine 

dehnungsabhängige Sekretion von Faktoren wie PDGF (Wilson et al., 1993), die anschließend 

die Egr-1-Translokation auslösen. 

 In Zusammenfassung konnte in unseren Experimenten eine zeit- und dosisabhängige 

Induktion der Egr-1- und c-jun-Expression und Translokation durch Dehnung in VSMC 

gezeigt werden. Der Signaltransduktionsweg wird über spezifische Zell/extrazelluläre Matrix-

Interaktionen vermittelt. Egr-1 und c-jun könnten dehnungsabhängig die Genexpression in 

Entwicklungsprozessen oder bei adaptiver Anpassung nach Verletzung oder bei Hypertonie 

regulieren (Khachigian et al., 1996). Die induzierbare Expression von Egr-1-abhängigen 

Genen ist als Paradigma in der transkriptionellen Aktivierung in Endothelzellen und VSMC 

der Gefäßwand postuliert worden (Khachigian and Collins, 1997). Unsere Daten sprechen 

vorrangig für eine frühe Aktivierung von Egr-1 durch erhöhte zyklische Dehnung, die 

anschließend die PDGF-A-Expression und PDGF-Sekretion induziert und damit die 

Proliferation von VSMC in der Gefäßwand steigert. 

 

5.2. Induktion von Superoxidanionbildung und oxLDL-Aufnahme in Endothelzellen 

5.2.1. Nachweis und molekulare Charakterisierung von NAD(P)H-Oxidase-

Untereinheiten in humanen Endothelzellen 

Vaskuläre NAD(P)H-Oxidasen, die ähnlich zu dem granulocytären Enzymkomplex sind, 

werden als Hauptquelle der Superoxidanionbildung in Gefäßen angesehen (Griendling et al., 

2000). Um molekulare Ursachen für die unterschiedliche Kinetik und Substratspezifität 

zwischen endothelialer und granulocytärer NAD(P)H-Oxidase zu identifizieren, wurden in 

der vorliegenden Arbeit die kodierenden Bereiche der potenziell substratbindenden 
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NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten gp91phox und p67phox aus der endothelialen Zellinie 

ECV304 amplifiziert, sequenziert und mit den bereits bekannten Sequenzen aus Granulocyten 

verglichen (Segal et al., 1992; Ravel and Lederer, 1993; Smith et al., 1996). Im gesamten 

kodierenden Bereich von gp91phox wurde kein Hinweis auf eine veränderte Substratspezifität 

zwischen Endothelzellen und Granulocyten gefunden. Dies ist in Übereinstimmung mit 

kürzlichen Untersuchungen in HUVEC (Görlach et al., 2000). In p67phox konnten wir 2 

Punktmutationen nachweisen. Beide Basenpaaraustausche sind jedoch bekannte 

Polymorphismen des p67phox-kodierenden Gens NCF2 ohne funktionellen Einfluß auf die 

NAD(P)H-Oxidase-Aktivität (Nunoi et al., 1988; Patino et al., 1999). In der DNA-Sequenz 

beider Untereinheiten konnte damit keine strukturelle Basis für die veränderte 

Substratspezifität in Endothelzellen bzw. Granulocyten identifiziert werden. 

 Die vergleichsweise geringe Expression der p67phox und gp91phox könnte die Ursache 

für die niedrige Superoxidanionbildung in Endothelzellen sein. Die gp91phox-mRNA-

Expression korreliert in dieser Arbeit dabei am besten mit der DPI-hemmbaren 

Superoxidanionbildung (beide ca. 1% der Werte bei Granulocyten). Da alle 4 Untereinheiten 

für einen funktionell aktiven NAD(P)H-Oxidase-Komplex notwendig sind (Uhlinger et al., 

1993; Huang et al., 1995; Wallach and Segal, 1996), sind die Unterschiede in der Kinetik 

zwischen beiden Zelltypen wahrscheinlich auf die niedrige gp91phox-Expression in 

Endothelzellen zurückzuführen. Daher kann postuliert werden, daß die gp91phox-Expression 

wahrscheinlich die endotheliale NAD(P)H-Oxidase-Aktivität limitiert. 

 

5.2.2. Induktion der NAD(P)H-Oxidase durch Angiotensin-II, Endothelin-1 und oxLDL 

 Die dosisabhängige bimodale Regulation der gp91phox-Expression wurde in der 

vorliegenden Arbeit auch auf funktioneller Ebene beobachtet. Vergleichbare Daten auf 

funktioneller Ebene haben unabhängig andere Arbeitsgruppen beschrieben. So wurde in 

humanen Endothelzellen aus Nebelschnurarterien eine dosisabhängige Steigerung der 

Superoxidanionbildung bis 100 nM Ang II, jedoch eine geringere Induktion bei 1 µM Ang II 

gezeigt (Zhang et al., 1999). In mikrozirkulären Endothelzellen des Meerschweinchens wurde 

die Superoxidanionbildung bis 1 nM Ang II induziert, während höhere Ang II-Dosen zu einer 

geringeren Aktivierung führt (Lang et al., 2000). Zusätzlich wurde im Kaninchenmodell eine 

vergleichbare dosisabhängige Superoxidanionbildung durch Ang II (max. 10 nM) in 

Fibroblasten der Adventitia beobachtet (Pagano et al., 1997). Die hohe Korrelation von 

Ang II-regulierter endothelialer gp91phox-Expression und NAD(P)H-Oxidase-Aktivität in 

dieser Arbeit unterstützt die Hypothese, daß gp91phox die limitierende NAD(P)H-Oxidase-
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Untereinheit in Endothelzellen ist. Dies wird dadurch unterstützt, daß wir für die 3 anderen 

Untereinheiten keine Hemmung der Induktion bei höheren Ang II-Dosen nachweisen 

konnten. 

 Die in dieser Arbeit gezeigte Hemmung der Ang II-induzierten gp91phox-Expression und 

NAD(P)H-Oxidase-Aktivität durch Candesartan spricht für einen AT1-vermittelten 

Mechanismus. Eine vergleichbare AT1-vermittelte Hemmung auf funktioneller Ebene wurde 

in Endothelzellen (Zhang et al., 1999; Lang et al., 2000), VSMC (Griendling et al., 1994) und 

intakten Aortensegmenten (Warnholtz et al., 1999; Berry et al., 2000) nachgewiesen. Nur in 

Fibroblasten war die Ang II-induzierte Superoxidanionbildung nicht AT1-vermittelt (Pagano 

et al., 1997). Eine mögliche Erklärung für die geringere Wirksamkeit höherer Ang II-Dosen 

könnte ein negativer “feed back”-Mechanismus auf die AT1-Expression oder -Funktion sein. 

Da in VSMC auch bei höheren Ang II-Dosen von 1 µM die NAD(P)H-Oxidase aktiviert wird, 

erscheint dieser Mechanismus unwahrscheinlich. Außerdem werden parallel in den gleichen 

Zellen alle anderen NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten auch bei 1 µM induziert. In 

Fibroblasten und Endothelzellen führte selektive AT2-Rezeptorblockade zu potenzierter 

Superoxidanionbildung (Pagano et al., 1997; Sohn et al., 2000b). In unseren Untersuchungen 

wurde gezeigt, daß die partielle Hemmung bei höheren Ang II-Dosen durch AT2-mediierte 

Hemmung der gp91phox-Expression erklärt werden kann. Da für AT1 und AT2 eine 

vergleichbare Affinität zu Ang II gezeigt wurde (Timmermans et al., 1993), könnten die 

unterschiedlichen Schwellenwerte der AT1-vermittelten Induktion bzw. der AT2-vermittelten 

Repression durch unterschiedliche Rezeptordichten erklärt werden. Dies wird durch die in 

Endothelzellen beschriebene höhere Expression von AT1- zu AT2-Rezeptoren unterstützt (Li 

et al., 1999). Somit könnte das gefäß- und passagespezifische Verhältnis von AT1- zu AT2-

Rezeptoren die dosisabhängige Induktion oder Repression der NAD(P)H-Oxidase-Aktivität 

bestimmen. Eine Rolle als AT1-Gegenspieler wird für den AT2-Rezeptor durch 

tierexperimentelle Studien unterstützt. Im Rattenmodell wird erhöhter Blutdruck bei Ang II-

Infusion durch AT2-Rezeptorblockade weiter gesteigert (Munzenmaier and Greene, 1996). 

Die AT2-Rezeptor-knock out-Maus hat bereits unter Basalbedingungen einen erhöhten 

Blutdruck (Ichiki et al., 1995). Zusätzlich verhinderte Überexpression des AT2-Rezeptors im 

Mausmodell die Blutdrucksteigerung durch Ang II-Infusion (Tsutsumi et al., 1999). Diese 

Resultate könnten einfach durch einen “scavenging effect” durch vermehrte Bindung von 

Ang II an den AT2-Rezeptor erklärt werden, wodurch die AT1-vermittelten Effekte geringer 

sind. Daneben sind spezifische funktionelle Wechselwirkungen zwischen beiden Rezeptoren 

denkbar (Unger, 1999). 
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ET-1 induziert in der vorliegenden Arbeit transient die gp91phox-mRNA und die 

Superoxidanionbildung (Duerrschmidt et al., 2000). Der ET-1-Effekt erreicht bereits nach 1 h 

auf mRNA-Ebene und nach 1,5 h auf funktioneller Ebene sein Maximum. Die Induktion ist 

ETB-Rezeptor-vermittelt. Dies ist in Übereinstimmung mit unseren initialen Befunden, daß 

HUVEC fast ausschließlich den ETB-Rezeptor, jedoch nicht den ETA-Rezeptor exprimieren 

(Heinroth-Hoffmann et al., 1998). In unseren Untersuchungen wurde die Methode der 

Coelenterazin-vermittelten Chemilumineszenz (Lucas and Solano, 1992) für die Messung der 

endothelialen Superoxidanionbildung etabliert. Diese Methode hat im Gegensatz zu der in der 

Literatur derzeit am weitesten verbreiteten Methode der Lucigenin-vermittelten 

Chemilumineszenz den Vorteil einer höheren Sensitivität ohne die Lucigenin-typische 

Eigenproduktion von Superoxidanionen durch univalente Reduktion mit folgender 

Autooxidation (Liochev and Fridovich, 1997; Vasquez-Vivar et al., 1997; Tarpey et al., 

1999). 

Die NAD(P)H-Oxidase ist vorrangig in der Plasmamembran lokalisiert, aber auch eine 

mikrosomale Lokalisation wird diskutiert (Mohazzab and Wolin, 1994). Exogene Applikation 

von NADPH auf intakte Endothelzellen führte in unseren Untersuchungen nur zu einer 

minimalen funktionellen Induktion der NAD(P)H-Oxidase, die nicht statistische Signifikanz 

erreichte. Dies ist wahrscheinlich darauf zurückzuführen, daß Nukleotide in der Regel 

Membranen nicht passieren können (Bishop et al., 1959; Liersch et al., 1971). Damit sprechen 

diese Daten für die Membranintegrität der kultivierten Endothelzellen. Da Coelenterazin als 

lipophile Substanz die Zellmembran passieren kann, spricht die basale und ET-1-

stimulierbare Superoxidanionbildung für eine intrazelluläre NADPH- und O2
--Quelle in 

HUVEC. Im Gegensatz zur XO/X-induzierten Superoxidanionbildung hatten in unseren 

Experimenten in intakten HUVEC SOD und DPI nur einen minimal hemmenden Effekt auf 

die ET-1-stimulierbare O2
--Bildung. Diese Daten unterstützen eine intrazelluläre Lokalisation 

der NAD(P)H-Oxidase, da SOD aufgrund seiner Größe nicht die Zellmembran passieren 

kann. Das polare DPI kann wahrscheinlich ebenfalls nicht die Zellmembran in 

Konzentrationen passieren, die zur vollständigen Hemmung der NAD(P)H-Oxidase 

notwendig sind. Damit sprechen unsere Daten für eine NAD(P)H-Oxidase als Hauptquelle der 

endothelialen Superoxidanionbildung. Weitere O2
--generierende Enzyme könnten jedoch 

ebenfalls involviert sein. 

Die gezeigte ET-1-stimulierte Superoxidanionbildung kann zum proatherosklerotischen 

Potenzial von Endothelin beitragen. Erhöhte Superoxidanionbildung könnte zu verstärkter 

Peroxynitritbildung mit verringerter NO-Verfügbarkeit führen. Zusätzlich wird die erhöhte 
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Superoxidanionbildung bei Nitrattoleranz durch den nicht-selektiven ET-Rezeptor-Blocker 

Bosentan partiell normalisiert (Kurz et al., 1999). Außerdem könnte die ET-1-induzierte O2
--

Bildung zu vermehrter oxidativer Modifikation von LDL in proatherosklerotisches oxLDL 

führen. 

 Im Gegensatz zu LDL induziert oxLDL selbst die Superoxidanionbildung in 

Endothelzellkulturen und intakten Aortensegmenten (Galle et al., 1999; Galle et al., 2000). 

Pharmakologische und Antisense-Oligonukleotid-Experimente weisen dabei auf eine 

NAD(P)H-Oxidase als Superoxidanionquelle hin (Heinloth et al., 2000). Unsere Daten zur 

Induktion der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheit gp91phox-mRNA-Expression durch oxLDL 

sprechen als molekulare Ursache für eine transkriptionelle Aktivierung. Die parallel gezeigte 

funktionelle Aktivierung der Superoxidanionbildung in HUVEC unterstützt die Hypothese, 

daß die gp91phox-Expression die endotheliale Superoxidanionbildung limitiert. Der 

transiente Charakter der gp91phox- und Superoxidanion-Induktion weist auf eine schnelle 

Aufnahme und anschließende Inaktivierung des oxLDLs, z.B. durch den endothelialen 

oxLDL-Rezeptor LOX-1, hin. Erhöhte LDL-Plasmaspiegel führen zu einer verstärkten LDL-

Aufnahme in die Intima (Nordestgaard et al., 1992). Daher kann ein proatherosklerotischer 

Circulus vitiosus aus erhöhter NAD(P)H-Oxidase-Expression und -Aktivität, verstärkter 

oxidativer Modifikation von LDL zu oxLDL, erhöhter oxLDL-Aufnahme und anschließender 

Potenzierung durch weitere Steigerung der Superoxidanionbildung in humanen 

Endothelzellen postuliert werden (Abb. 53). Dieser Circulus vitiosus wird durch Ang II und 

ET-1 weiter beschleunigt. 

 Die durch Depolarisation induzierte endotheliale Superoxidanionbildung in dieser Arbeit 

könnte ebenfalls eine proatherosklerotische Wirkung haben (Sohn et al., 2000a). Die 

Endothelzellen können über heterologe “gap junctions” akute und chronische Veränderungen 

im Membranpotential der benachbarten VSMC mediieren (Beny and Pacicca, 1994; 

Marchenko and Sage, 1994). Die VSMC von hypertensiven Ratten sind chronisch 

depolarisiert (Martens and Gelband, 1996). In isolierten Gefäßen bewirkt erhöhter 

intramuraler Druck ebenfalls die verstärkte vaskuläre Superoxidanionbildung (Huang et al., 

1998). Dies könnte u.a. zu verstärkter VSMC-Proliferation mit nachfolgender 

Gefäßhypertrophie führen (Wolin, 1996). 
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Abb. 53: Proatherosklerotischer Circulus vitiosus aus NAD(P)H-Oxidase-Aktivität, 
oxidativem Streß, oxidativer Modifikation von LDL, oxLDL-Aufnahme und weiterer 
Steigerung der NAD(P)H-Oxidase-Expression in humanen Endothelzellen. Dieser Kreislauf 
wird durch Ang II und ET-1 potenziert. 
 

5.2.3. Induktion der oxLDL-Aufnahme durch Angiotensin-II und Endothelin-1 

 In der Frühphase der Atherosklerose könnte die in der vorliegenden Arbeit beschriebene 

Ang II- und ET-1-induzierte oxLDL-Aufnahme involviert sein (Morawietz et al., 1999b). 

Dies würde zu endothelialer Dysfunktion (Kugiyama et al., 1990), Infiltrierung der 

Gefäßwand mit Monozyten/Makrophagen durch erhöhte Adhäsionsmolekülexpression (Khan 

et al., 1995) und Freisetzung von VSMC-Wachstumsfaktoren mit nachfolgender 

Gefäßhypertrophie führen (Chai et al., 1996). Frühe proatherosklerotische Effekte von oxLDL 

sind die Verzögerung der endothelialen Wundheilung (z.B. durch Hemmung der Migration 

von Endothelzellen in die Läsion), Zytotoxizität (z.B. durch Radikalbildung) und Induktion 

von Apoptose in Endothelzellen (Galle et al., 1995; Steinberg, 1997; Dimmeler et al., 1997a). 

Die Ang II- und ET-1-stimulierte oxLDL-Aufnahme würde so proatherosklerotische Prozesse 

in den Endothelzellen in der Frühphase der Erkrankung fördern, bevor Makrophagen in die 

Pathogenese der Atherosklerose involviert sind. Der oxLDL-Rezeptor LOX-1 wurde kürzlich 

auf Makrophagen nachgewiesen (Yoshida et al., 1998). Damit könnten Ang II und ET-1 auch 

die Schaumzellbildung durch oxLDL-Aufnahme in Makrophagen stimulieren. Die Hemmung 
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der Ang II- und ET-1-stimulierten oxLDL-Aufnahme durch AT1- und ETB-Rezeptorblockade 

spricht somit für ein antiatherosklerotisches Potenzial dieser Therapiestrategien. 

 

5.3. Klinische und tierexperimentelle Untersuchungen 

5.3.1. Expression der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheit gp91phox und von LOX-1 in 

arteriellen Biopsien von Patienten mit koronarer Herzkrankheit 

Da in Endothelzellen in vitro Ang II und oxLDL die NAD(P)H-Oxidase-Untereinheit 

gp91phox induzieren, könnte medikamentöse Hemmung der Ang II-Bildung durch ACE-

Hemmer, Blockade der Ang II-Wirkung durch AT1-Rezeptor-Blocker oder Reduktion des 

LDL-Spiegels durch CSE-Hemmer-Therapie ebenfalls einen Einfluß auf die vaskuläre 

gp91phox-Expression haben. Die in dieser Arbeit gezeigte Herabregulation der gp91phox-

Expression in A. mammaria-Biopsien spricht für ein antiatherosklerotisches Potenzial der 

chronischen AT1-Rezeptorblockade und CSE-Hemmer-Therapie durch Senkung des 

vaskulären Potenzials zur Generierung von Superoxidanionen. Die nachgewiesene vaskuläre 

gp91phox-Expression hat ihre Quelle wahrscheinlich vorrangig in Endothelzellen, 

Granulocyten oder Fibroblasten, da VSMC keine gp91phox exprimieren (Griendling et al., 

2000). Die gp91phox-Expression konnte durch ACE-Hemmer-Therapie nicht gesenkt werden. 

Dies muß in größeren Patientenkollektiven verifiziert werden. Eine denkbare Erklärung für 

den fehlenden Effekt der ACE-Hemmer-Therapie im Vergleich zum AT1-Rezeptor-Blocker 

könnte die vergleichsweise niedrige Dosierung der ACE-Hemmer in dieser retrospektiven 

Studie sein. Dadurch könnten lokal erhöhte Ang II-Werte auf eine Dosis reduziert sein, daß 

die gp91phox-Expression trotzdem induziert. CSE-Hemmer zeigen in vitro zusätzlich einen 

Effekt auf die NAD(P)H-Oxidase-Aktivität durch Wechselwirkung mit kleinen G-Proteinen 

(Wagner et al., 2000). Damit können unterschiedliche Mechanismen für ein antioxidatives 

Potenzial der CSE-Hemmer durch verringerte NAD(P)H-Oxidase-Aktivität verantwortlich 

sein. 

 Eine pharmakologische Senkung der Ang II-Konzentration durch ACE-Hemmer reduzierte 

dagegen in der vorliegenden Arbeit die LOX-1-Expression in arteriellen Biopsien von 

Patienten mit KHK (Morawietz et al., 1999b). Dieser Mechanismus könnte zum positiven 

Effekt von ACE-Hemmer-Therapie auf die Prognose von Patienten mit KHK (Yusuf et al., 

2000) beitragen. Um den Einfluß einer AT1-Rezeptorblockade auf die LOX-1-Expression in 

arteriellen Biopsien von Patienten mit KHK zu analysieren, wurde eine derzeit laufende 

klinische Vergleichsstudie (EPAS: Endothel-Protektion, AT1-Blockade und Cholesterin-

abhängiger oxidativer Streß-Studie) in Zusammenarbeit mit dem Herzzentrum der Universität 
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Leipzig initiiert. Die Studie soll den Effekt von AT1-Rezeptorblockade und CSE-Hemmer-

Therapie auf die Expression antiatherosklerotischer und kardioprotektiver Gene in 

Gefäßbiopsien von Patienten mit KHK überprüfen. Damit können die in vitro-Daten in 

klinischen Untersuchungen überprüft werden. 

 

5.3.2. Wechselwirkungen des Renin-Angiotensin- und des Endothelin-Systems in vitro 

und in vivo 

Ein wichtiger kardiovaskulärer Risikofaktor ist Übergewicht durch fettreiche Ernährung 

(Krauss et al., 1998; Calle et al., 1999). In der vorliegenden Arbeit konnte die im Maus-

Modell beobachtete erhöhte ACE-Aktivität in der Niere übergewichtiger Tiere durch ETA-

Rezeptorblockade reduziert werden (Barton et al., 2000a, b). Diese Normalisierung war 

unabhängig von einem direkten Effekt auf die ACE-Aktivität in vitro oder auf das 

Körpergewicht. Dies spricht für eine organspezifische Regulation der ACE-Aktivität in der 

Niere durch ETA. Dabei können posttranslationale oder funktionelle Modifikationen der ACE-

Aktivität involviert sein. Eine lokale Erhöhung der ACE-Aktivität verstärkt die Proliferation 

und Vasokonstriktion durch direkte Ang II-Wirkung und durch sekundäre Steigerung der ET-

1-Bildung. Neben dem Effekt auf die ACE-Aktivität wurde bei ETA-Rezeptorblockade eine 

reduzierte ET-1-Konzentration in der Aorta und ein erhöhter HDL-Spiegel im Plasma 

beobachtet. Eine ETA-Rezeptor-Blocker-Therapie könnte durch diese neuen Mechanismen 

zusätzliche kardioprotektive und antiatherosklerotische Wirkungen haben. 

Das kardiovaskuläre Risiko erhöhten Alters wurde in dieser Arbeit im Ratten-Modell 

untersucht (Goettsch et al., 2001). Die altersabhängige Erhöhung der vaskulären ET-1-

Bildung wird von einer parallelen Erhöhung der NO-Bildung begleitet, wobei keine Erhöhung 

des Blutdrucks resultiert. Der zugrundeliegenden Mechanismus ist noch nicht aufgeklärt. Die 

ET-1-Expression wird durch eine Reihe von Faktoren beeinflußt, die altersabhängig reguliert 

werden. Dazu gehören Ang II (Imai et al., 1992), TGF-β (Hahn et al., 1990), reduzierte NO-

Verfügbarkeit (Boulanger and Luscher, 1990; Barton et al., 1997) oder Östrogen (Morey et 

al., 1998). Darüber hinaus ist Alter mit einer erhöhten Superoxidanionbildung assoziiert 

(Ruiz-Torres et al., 1997; Gwinner et al., 1998), die vaskulär auf einer erhöhten gp91phox-

Expression beruht (Morawietz et al., eingereicht). Eine erhöhte O2
--Bildung kann ebenfalls 

die ET-1-Freisetzung durch transkriptionelle Aktivierung des PPET-1-Promotors stimulieren 

(Gabriel et al., 1998; Kahler et al., 2000). 

Die altersabhängige vaskuläre Regulation der eNOS-Expression ist widersprüchlich. 

Während in 18 Monate alten Ratten wie in dieser Arbeit eine erhöhte vaskuläre eNOS-
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Expression beobachtet wurde (Cernadas et al., 1998), war die eNOS-Expression in 33 Monate 

alten Tieren erniedrigt (Barton et al., 1997). Die Ursachen für diese Unterschiede könnten in 

alters- oder stammspezifischen Unterschieden liegen. Die gezeigte erhöhte iNOS-mRNA-

Expression kann proatherosklerotische und die Endothelfunktion beeinflussende 

Konsequenzen haben (Kessler et al., 1997; Detmers et al., 2000) und damit zur 

altersabhängigen Einschränkung der Gefäßfunktion beitragen (Zeiher et al., 1993; Barton et 

al., 1997). 

Eine Wechselwirkung zwischen RAS und ET-System wurde im Rahmen der vorliegenden 

Arbeit auf der Ebene der ECE-1-Expression in A. mammaria-Biopsien von Patienten mit 

KHK gezeigt. Die Herabregulation der ECE-1-Expression durch ACE-Hemmer-Therapie 

spricht für eine Ang II-vermittelte Stimulation der ECE-1-Expression. Erste Hinweise auf 

eine erhöhte Expression von ECE-1-Isoformen nach Ang II-Gabe in HUVEC (Goettsch et al., 

in Vorbereitung) unterstützen diese Hypothese. 

Eine erhöhte ECE-1-Expression wurde in dieser Arbeit in atrialem und ventrikulären 

Myokard von Patienten mit KHK bzw. Herzinsuffizienz gezeigt. Im atrialen Myokard von 

Postinfarkt-Patienten wurde bereits eine erhöhte ECE-1-Expression beschrieben (Bohnemeier 

et al., 1998). Eine erhöhte myokardiale Expression und Aktivität von ECE-1 wurde auch im 

im Tiermodell des herzinsuffizienten Schweins nachgewiesen (Ergul et al., 2000). 

Die erhöhte ECE-1-Expression wird in der vorliegenden Arbeit durch präoperative ACE-

Hemmer-Therapie partiell normalisiert. Dies könnte die kürzlich beschriebene unveränderte 

ECE-1-Expression im ventrikulären Myokard von Herzinsuffizienz-Patienten mit ACE-

Hemmer-Therapie erklären (Zolk et al., 1999). Eine erhöhte ECE-1-Expression kann die 

lokale ET-1-Synthese steigern und die lokale proteolytische Spaltung der erhöhten big-ET-1-

Plasmaspiegel im Myokard von Patienten mit Herzinsuffizienz bewirken. Dies wird durch die 

in dieser Arbeit im Myokard gemessenen ET-1-Peptidwerte unterstützt. Die partielle 

Hemmung der ECE-1-Expression könnte zum kardioprotektiven Potenzial der ACE-Hemmer 

beitragen. Die trotz ACE-Hemmer-Therapie erhöhte myokardiale ECE-1-Expression läßt 

daneben ein kardioprotektives Potenzial einer ECE-Hemmer-Therapie vermuten. 

Die Daten zur Expression der ET-Rezeptoren variieren in Abhängigkeit von den 

untersuchten Patientenkollektiven. In ersten Untersuchungen wurde nachgewiesen, daß der 

ETA-Rezeptor funktionell im humanen Myokard dominiert (Pönicke et al., 1998). Im 

Myokard von Patienten mit Herzinsuffizienz waren dabei keine signifikanten Unterschiede im 

Vergleich zu Spender-Myokard nachweisbar. In anderen Patientenkollektiven wurde eine 

erhöhte myokardiale ETA-Expression bei Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie 
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beschrieben (Pieske et al., 1999). Diese Ergebnisse unterstützen die Daten einer erhöhten 

ETA-Expression im Myokard von Patienten mit Herzinsuffizienz in der vorliegenden Arbeit 

(Morawietz et al., 2000a). 

Die ETA-Expression könnte in unterschiedlichen Zelltypen induziert sein. Während 

Endothelzellen keine ETA-Rezeptoren exprimieren (Heinroth-Hoffmann et al., 1998), ist die 

ET-Rezeptorzahl in Myozyten höher, als in VSMC oder Fibroblasten (Dagassan et al., 1996; 

Fareh et al., 1996). Daher ist die ETA-Expression wahrscheinlich vorrangig in den 

Kardiomyozyten bei Patienten mit Herzinsuffizienz erhöht. ET-1 stimuliert ETA-vermittelt 

Hypertrophie, Kontraktilität und Proteinsynthese in Kardiomyozyten (Suzuki et al., 1990; 

Sugden et al., 1993). In tierexperimentellen Studien verbessert chronische ET-

Rezeptorblockade die Myokardfunktion, verhinderte die progressive Ventrikeldilatation und 

verringerte die Mortalität in einem Infarkt-Modell (Fraccarollo et al., 1997; Sakai et al., 

1996a). In hypertensiven Ratten verhinderte chronische ETA-Rezeptorblockade 

blutdruckunabhängig die linksventrikuläre Hypertrophie (Ehmke et al., 1999). Darüber hinaus 

kann ETA-Rezeptorblockade im transgenen hypertensiven Ratten-Modell die Herzfunktion 

und die Calciumaufnahme positiv beeinflussen (Rothermund et al., 2000). Da ACE-Hemmer-

Therapie in der vorliegenden Arbeit die myokardiale ETA-Expression nicht beeinflußt, könnte 

ein selektiver ETA-Rezeptor-Blocker eine interessante neue therapeutische Option in der 

Behandlung der erhöhten ETA-Expression bei Patienten mit Herzinsuffizienz sein.  

Die ETB-Rezeptor-mRNA-Expression war in der vorliegenden Arbeit im Vorhof bei 

Herzinsuffizienz erniedrigt, während im Ventrikel kein signifikanter Unterschied nachweisbar 

war. In unabhängigen Untersuchungen wurde eine verringerte ETB-Rezeptordichte bei 

Herzinsuffizienz im Ventrikel gefunden (Zolk et al., 1999). In zwei weiteren Arbeiten war 

keine Unterschied in der ETB-Rezeptordichte bei Herzinsuffizienz nachweisbar (Pönicke et 

al., 1998; Pieske et al., 1999). Die Erklärung für diese Unterschiede liegt wahrscheinlich in 

den unterschiedlichen Patientenkollektiven bzw. Variationen auf den verschiedenen Ebenen 

der Regulation der Genexpression und Rezeptoraktivität. In der Mehrzahl der 

Untersuchungen werden jedoch im insuffizienten Myokard die ETA- im Verhältnis zu den 

ETB-Rezeptoren vermehrt exprimiert. Dies kann neben den beschriebenen ETA-Effekten auf 

Myokardfunktion und Hypertrophie eine lokal verringerte ETB-vermittelte ET-1 “clearance” 

zur Folge haben, wodurch die ETA-Wirkungen zusätzlich verstärkt werden. 

 

 

 



 113

5.3.3. Induktion der eNOS durch ACE-Hemmer-Therapie im Myokard von Patienten 

mit Herzinsuffizienz 

 Die beschriebene erhöhte myokardiale eNOS-Expression könnte zum kardioprotektiven 

Potenzial von ACE-Hemmer-Therapie beitragen. Dies kann durch direkte Ang II-Wirkungen 

vermittelt sein. Ang II hat jedoch keine direkten Effekt auf die eNOS-Expression in koronaren 

Endothelzellen. Kürzlich konnte von unserem Labor gezeigt werden, daß ACE-Hemmung die 

eNOS-Expression in der Aorta hypertensiver Tiere erhöht (Goetz and Holtz, 1999). Dieser 

Effekt wird durch parallele Behandlung mit einem Bradykinin-Rezeptor-Typ 2-Antagonisten 

gehemmt. Dies spricht für einen Bradykinin-vermittelten Mechanismus. Eine erhöhte eNOS-

Aktivität wurde nach Bradykinin-Rezeptor-Typ 2-Stimulation und Phospholipase C-

Aktivierung gezeigt (Mombouli, 1997). Da ACE neben der Ang II-Bildung auch den 

Bradykinin-Abbau katalysiert, können erhöhte Bradykinin-Spiegel durch ACE-Hemmer-

Therapie zu der in dieser Arbeit beschriebenen Erhöhung der eNOS-Expression beitragen. 

 Die bisherigen Arbeiten zur myokardialen eNOS-Expression bei Herzinsuffizienz sind 

widersprüchlich (Drexler et al., 1998; Stein et al., 1998). In der vorliegenden Arbeit wurde 

eine tendenziell verringerte eNOS-Expression im insuffizienten Myokard gefunden, die 

jedoch keine Signifikanz erreichte. ACE-Hemmer-Therapie erhöhte dagegen die eNOS-

Expression. Die Unterschiede in der Literatur könnten u.a. auf die unterschiedlichen 

Patientenkollektive und die Frequenz und Dosierung der ACE-Hemmer-Therapie 

zurückzuführen sein. Darüber hinaus können Variationen in der iNOS-Expression im terminal 

insuffizienten Herz über einen NO/cGMP-mediierten negativen Rückkopplungsmechanismus 

die eNOS-Expression beeinflussen (Vaziri and Wang, 1999). Im Myokard eines Postinfarkt-

Ratten-Modells wurde eine verringerte eNOS-Expression beschrieben, die durch ACE-

Hemmer-Therapie normalisiert werden kann (Qi et al., 1999). Diese Autoren sahen dabei 

keinen Effekt einer ACE-Hemmung im normalen Myokard. Der positive Effekt der ACE-

Hemmung wird daher möglicherweise erst im insuffizienten Myokard ausgeprägt. 

 Im Herz wird eNOS in endothelial ausgekleideten Abschnitten, in den mesothelialen 

Zellen des Epi- und Endokards und in den Kardiomyozyten exprimiert. Jeder genannte 

Zelltyp kann durch NO-Bildung die myokardiale und vaskuläre Funktion beeinflussen 

(Arstall and Kelly, 1999; Kojda and Kottenberg, 1999). Herzinsuffizienzpatienten haben eine 

gestörte Endothelfunktion in Koronargefäßen und peripheren Arterien. Eine verringerte NO-

Verfügbarkeit könnte dabei eine wichtige Rolle spielen. Eine Erhöhung der eNOS-Expression 

durch ACE-Hemmer-Therapie kann daher funktionelle Relevanz durch eine verbesserte 
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vaskuläre Funktion der Koronargefäße, aber auch eine erhöhte myokardiale Kontraktilität und 

Mitochondrienfunktion in den Kardiomyozyten haben (Loke et al., 1999). 

 

5.3.4. Regulation des ET-Systems bei mechanischer Entlastung durch ventrikuläre 

Assist-Systeme 

 Die mechanische Überlast scheint auch in der Progression der Herzinsuffizienz eine 

wichtige Rolle zu spielen. Die mechanische Entlastung des Myokards terminal 

herzinsuffizienter Patienten durch ventrikuläre Assist-Systeme führt in der vorliegenden 

Arbeit zu einer Normalisierung der erhöhten ETA-Rezeptorexpression (Morawietz et al., 

2000a). Die verringerte ETA-Expression korreliert dabei nicht mit der Dauer der Entlastung, 

oder der verringerten Expression von ANP oder proapoptotischen Genen. Eine sekundäre 

Beeinflussung der Genexpression durch entzündliche Prozesse wurde durch eine unveränderte 

Expression von Markern einer inflammatorischen Infiltration während der VAD-Entlastung 

ausgeschlossen. Diese Daten sprechen für eine Schlüsselrolle der mechanischen Überlast bei 

der erhöhten ETA-Expression im Myokard von Patienten mit Herzinsuffizienz. 

 Die verringerte ETA-Expression könnte damit zum positiven Effekt der VAD-Therapie 

beitragen, die neben einer Überbrückung zur Herztransplantation in einigen Patienten eine 

anschließende Transplantation durch funktionelle Erholung des Myokards nicht mehr 

notwendig macht (Zerkowski et al., 2000). 
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6. Zusammenfassung 
 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, molekulare Mechanismen der Ausbildung und 

Lokalisierung von atherosklerotischen Plaques durch biomechanische Kräfte 

(Schubspannung, Dehnung), lokal erhöhte Angiotensin II (Ang II)- bzw. Endothelin-1 (ET-

1)-Konzentrationen, erhöhte Apoptoseraten, oxidativen Streß oder verstärkte Aufnahme von 

oxidativ modifiziertem Lipoprotein (oxLDL) in Gefäßzellen zu analysieren. Darüber hinaus 

wurde in tierexperimentellen und klinischen Studien der Einfluß einer Therapie mit 

Angiotensin-converting enzyme (ACE)-Hemmern, Ang II-Rezeptor Typ 1 (AT1)-

Antagonisten bzw. Cholesterinsyntheseenzym (CSE)-Hemmern auf die Expression von 

Genen untersucht, die in die Pathogenese von Atherosklerose und Herzinsuffizienz involviert 

sein könnten. 

 

6.1. Biomechanische Regulation der Genexpression in Gefäßzellen 

 Die Regulation der Genexpression durch biomechanischen Kräfte wurde nach Applikation 

von Schubspannung auf humane Endothelzellen und von Dehnung auf glatte Muskelzellen 

analysiert. 

In einem ersten Ansatz wurden Gene gesucht, die durch chronische arterielle oder venöse 

Schubspannung in Endothelzellen differenziell reguliert werden. Durch RAP-PCR-

Amplifikation wurde ein Gen kloniert und molekular charakterisiert, das durch arterielle 

laminare Schubspannung differenziell herabreguliert wird. Dieses Gen kodiert das humane 

Homolog des β-tubulin folding cofactor D (tfcD). Die tfcD-Herabregulation durch arterielle 

Schubspannung erfolgt NO-abhängig. In weitergehenden Analysen wurde das humane tfcA-

Gen kloniert, dessen Genprodukt sich bei der Tubulinfaltung mit dem tfcD-Protein im 

Gleichgewicht befindet. Die tfcA-, tfcE- und β-Tubulin-mRNA-Expression wird durch 

arterielle Schubspannung in humanen Endothelzellen herabreguliert. Dies erfolgt auf einem 

NO-unabhängigen Weg. 

Die Bildung des proatherosklerotischen Vasokonstriktors ET-1 wird durch chronische  

laminare Schubspannung in Endothelzellen herabreguliert. Dies erfolgt auf der Ebene der Pre-

Pro-Endothelin-1- und Endothelin-converting enzyme-1-mRNA, während parallel der 

Endothelin-Rezeptor B (ETB) durch Schubspannung induziert wird. Die ETB-Induktion ist als 

antiatherosklerotischer Schutzmechanismus zu werten, da ETB-vermittelte NO-Freisetzung 

die Vasorelaxation steigert und die Blutplättchen-Aggregation hemmt. Am Beispiel des ETB-
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Rezeptors wurde parallel die zeit- und kostengünstigere Methode der mRNA-Quantifizierung 

durch serielle multistandard-assistierte RT-PCR (smaRT-PCR) entwickelt. 

Arterielle laminare Schubspannung verringert die Apoptoserate von Endothelzellen durch 

Herabregulation proapoptotischer Gene (Fas) und Induktion antiapoptotischer Gene 

(FasExo6Del, Bcl-xL, Mcl-1). Daneben werden jedoch auch potenziell proapoptotische 

Genprodukte (Bak, Bax) durch arterielle Schubspannung induziert. Die basale und 

schubspannungsabhängige Expression von pro- bzw. antiapoptotischen Genen ist in humanen 

Endothelzellen z.T. NO-abhängig. 

Die biomechanische Regulation der Genexpression in Gefäßzellen kann durch Aktivierung 

bzw. Inaktivierung von Transkriptionsfaktoren vermittelt sein. Applikation von laminarer 

Schubspannung führt zur transienten Induktion der Transkriptionsfaktoren “Early growth 

response gene-1” (Egr-1) und “Activator protein-1” (AP-1). Diese Induktion erfolgt auf einem 

PKC- und ETB-abhängigen Signalweg, in den z.T. NO involviert ist. Chronische Applikation 

von arterieller Schubspannung führt dagegen zu einer Herabregulation der Aktivität des 

Transkriptionsfaktors AP-1. Auch biomechanische Dehnung von vaskulären glatten 

Muskelzellen (VSMC) bewirkt eine transiente Induktion der Egr-1- und c-jun-Expression. 

Bereits eine einzelne mechanische Deformation von 1 sec ist ausreichend, um eine 

transkriptionelle Induktion in VSMC auszulösen. Die Induktion beider Gene durch Dehnung 

erfolgt in Abhängigkeit von der extrazellulären Matrix. Darüber hinaus konnte eine 

dehnungsabhängige Translokation des Egr-1-Proteins vom perinukleären Raum in den 

Zellkern beobachtet werden, die typisch für eine Aktivierung dieses Transkriptionsfaktors ist. 

 

6.2. Induktion von Superoxidanionbildung und oxLDL-Aufnahme in Endothelzellen 

Oxidativer Streß durch Superoxidanionbildung wird als proatherosklerotischer 

Risikofaktor angesehen. Nicht nur die Granulocyten besitzen die enzymatische Ausstattung 

zur Bildung von Superoxidanionen, sondern auch Endothelzellen exprimieren alle vier 

Untereinheiten (gp91phox, p22phox, p47phox und p67phox) einer superoxidanionbildenden 

NAD(P)H-Oxidase. Die NAD(P)H-Oxidase-Untereinheit gp91phox wurde als limitierende 

Untereinheit der endotheliale Superoxidanionbildung identifiziert. ET-1 und Ang II 

induzieren dosisabhängig die mRNA-Expression von NAD(P)H-Oxidase-Untereinheiten und 

die funktionelle Superoxidanionbildung in Endothelzellen. 

Darüber hinaus stimulieren Ang II (AT1-Rezeptor-vermittelt) und ET-1 (ETB-Rezeptor-

vermittelt) die Aufnahme von proatherosklerotischen oxLDL in Endothelzellen durch 

Induktion des endothelialen oxLDL-Rezeptors LOX-1. Da oxLDL zusätzlich die NAD(P)H-
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Oxidase und die Superoxidanionbildung stimuliert, kann ein proatherosklerotischer Circulus 

vitiosus aus ET-1- und Ang II-induzierter erhöhter Superoxidanionbildung, vermehrter 

oxLDL-Aufnahme und anschließender Potenzierung durch Generierung von oxidativem Streß 

postuliert werden. 

Zusätzlich bewirkt Depolarisation eine vermehrte NAD(P)H-Oxidase-vermittelte 

Superoxidanionbildung in humanen Endothelzellen. Die Aktivierung der NAD(P)H-Oxidase 

erfolgt dabei nicht auf mRNA-Ebene, sondern durch Tyrosinphosphorylierung und 

anschließende Membrantranslokation des kleinen G-Proteins Rac. 

 

6.3. Klinische und tierexperimentelle Untersuchungen 

Zunächst wurde in klinischen Studien analysiert, ob durch medikamentöse ACE-Hemmer-

Therapie oder AT1-Rezeptorblockade die gp91phox- oder die LOX-1-mRNA-Expression in 

Arteria mammaria interna-Biopsien von Patienten mit koronarer Herzkrankheit beeinflußt 

wird. Eine Behandlung mit ACE-Hemmern hatte in den verschriebenen Dosierungen in den 

untersuchten Patienten keinen Effekt auf die gp91phox-mRNA-Expression, führte jedoch zu 

einer Herabregulation der LOX-1-Expression. Medikamentöse Behandlung mit einem AT1-

Rezeptor-Blocker führte dagegen zu einer signifikanten Herabregulation der gp91phox-

mRNA-Expression. 

Präoperative Senkung der körpereigenen Cholesterinsynthese und des LDL-Spiegels durch 

medikamentöse CSE-Hemmer-Therapie senkt die gp91phox-Expression in arteriellen 

Biopsien von Patienten mit koronarer Herzkrankheit. Diese erfolgte unabhängig von einer 

Therapie mit ACE-Hemmern oder AT1-Blockern. Die verringerte LOX-1- bzw. gp91phox-

mRNA-Expression in A. mammaria-Biopsien von Patienten mit koronarer Herzkrankheit 

nach präoperativer medikamentöser Behandlung mit ACE-Hemmern, AT1-Rezeptor-Blockern 

bzw. CSE-Hemmern spricht für ein antiatherosklerotisches Potenzial dieser primär 

antihypertensiven und antihypercholesterämischen Therapien. 

 Die Expression von Genen des Renin-Angiotensin-Systems (RAS) und des Endothelin-

Systems und eine potenzielle Wechselwirkung zwischen beiden Systemen wurde in vivo in 

tierexperimentellen und klinischen Studien untersucht. 

In einem Maus-Modell führt Übergewicht durch fettreiche Ernährung zu einer Erhöhung 

der ACE-Aktivität und der ET-1-Gewebekonzentration in der Niere. Die Erhöhung der ACE-

Aktivität wird durch zusätzliche Gabe eines ETA-selektiven Rezeptorantagonisten verhindert. 

Die ACE-Herabregulation durch ETA-Rezeptorblockade erfolgt jedoch nicht auf der Ebene 
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der ACE-mRNA-Expression. Diese Befunde sprechen für ein organprotektives Potenzial 

selektiver ETA-Rezeptor-Blocker in der Niere. 

 In der Ratten-Aorta wurde eine altersabhängig erhöhte Pre-Pro-Endothelin-1-, eNOS- und 

iNOS-mRNA-Expression und ET-1-Peptid-Konzentration nachgewiesen. 

 In klinischen Untersuchungen wurde der Einfluß von ACE-Hemmer-Therapie auf die 

Expression von Genen des ET-Systems in A. mammaria-Biopsien von Patienten mit 

koronarer Herzkrankheit untersucht. Eine präoperative ACE-Hemmer-Therapie führt zu einer 

Herabregulation der ECE-1-mRNA-Expression im Vergleich zu Patienten ohne ACE-

Hemmer. Die mRNA-Expression von Pre-Pro-Endothelin-1, dem ETA- und dem ETB-

Rezeptor wird dagegen durch präoperative ACE-Hemmer-Therapie nicht beeinflußt. 

Darüber hinaus wirkt ACE-Hemmer-Therapie kardioprotektiv durch Erhöhung der eNOS-

Expression und die partielle Normalisierung der erhöhten ECE-1-Expression im Myokard von 

Patienten mit Herzinsuffizienz. 

Darüber hinaus konnte eine Normalisierung der bei Herzinsuffizienz erhöhten 

linksventrikulären ETA-Rezeptor-Expression durch mechanische Entlastung mit einem 

ventrikulären Assist-System (VAD) während der Überbrückungsperiode zur 

Herztransplantation gezeigt werden. Dies könnte zur Erholung der Myokard-Funktion durch 

VAD in Patienten mit terminaler Herzinsuffizienz beitragen. 
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8.4. Thesen 
 

1. Die Atherosklerose nimmt eine Schlüsselstellung in der Pathogenese von Herz-

Kreislauferkrankungen ein, da mit der Progression dieser Krankheit das Risiko für 

Bluthochdruck, koronare Herzkrankheit und Herzinfarkt steigt. Die molekularen 

Mechanismen der Entstehung und Lokalisierung von atherosklerotischen Plaques sind jedoch 

noch unvollständig verstanden. 

 

2. Die Atherosklerose-Prädilektionstellen sind im Gefäßsystem durch lokal veränderte 

biomechanische Kräfte (niedrige Schubspannung, hohe Dehnung) gekennzeichnet. 

 

3. In der vorliegenden Arbeit wurde daher in Gefäßzellen auf molekularer Ebene der Einfluß 

von biomechanischen Kräften (Schubspannung, Dehnung), lokal erhöhten Angiotensin II 

(Ang II)- bzw. Endothelin-1 (ET-1)-Konzentrationen, erhöhter Apoptose, oxidativem Streß 

und verstärkter Aufnahme von oxidativ modifiziertem Low-Density-Lipoprotein (oxLDL) 

untersucht. Damit sollten neue Einsichten in die Mechanismen der Ausbildung und 

Lokalisierung von atherosklerotischen Plaques gewonnen werden. 

 

4. Die in der Gefäßwand in vivo wirkenden biomechanischen Kräfte können in kultivierten 

Gefäßzellen in vitro mit Hilfe eines Plattenkegel-Viskometers (Schubspannung) bzw. der 

zyklischen Applikation eines Vakuums auf elastische Membranen (Dehnung) simuliert 

werden. 

 

5. Mit der Methode der “RNA arbitrarily primed”-Polymerasekettenreaktion (RAP-PCR) 

wurden Gene gesucht, die differenziell durch arterielle oder venöse Schubspannung in 

humanen Endothelzellen exprimiert werden. Die in dieser Arbeit initial identifizierten 30 

RAP-PCR-Fragmente erlauben jedoch keine Abschätzung der Gesamtzahl an Genen, die 

durch diese unterschiedlichen biomechanischen Stimuli differenziell reguliert werden. 

 

6. Das identifizierte “shear stress downregulated gene-1” kodiert das humane Homolog des 

“β-tubulin folding cofactor D” (tfcD). Die NO-abhängige Herabregulation der tfcD-

Expression durch arterielle Schubspannung spricht für eine neue Rolle von NO als 

Signalmolekül in der NO-abhängigen Regulation des Zytoskeletts durch biomechanische 

Kräfte. 
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7. Die Bildung des proatherosklerotischen Vasokonstriktors ET-1 wird durch laminare 

Schubspannung in Endothelzellen herabreguliert, während parallel der auf Endothelzellen 

vorherrschende Endothelin-Rezeptor B durch Schubspannung induziert wird. Diese 

Mechanismen können zum antiatherosklerotischen Potenzial von arterieller laminarer 

Schubspannung beitragen. 

 

8. Die Apoptoserate von Endothelzellen wird durch arterielle laminare Schubspannung 

infolge der Herabregulation proapoptotischer Gene (Fas) und der Induktion antiapoptotischer 

Gene (FasExo6Del, Bcl-xL) verringert. Damit könnte der erhöhte “turnover” von 

Endothelzellen an den Atherosklerose-Prädilektionsstellen und die endothelprotektive 

Wirkung von laminarer Schubspannung erklärt werden. 

 

9. Die Induktion der Transkriptionsfaktoren “Early growth response gene-1” (Egr-1) und 

“Activator protein-1” (AP-1) durch biomechanische Kräfte kann die Genexpression in 

Gefäßzellen regulieren. 

 

10. Oxidativer Streß durch Superoxidanionbildung wird als proatherosklerotischer 

Risikofaktor angesehen. Nicht nur in den Makrophagen als Zellen der Immunabwehr, sondern 

auch in den Endothelzellen konnte in dieser Arbeit die superoxidanionbildende NAD(P)H-

Oxidase nachgewiesen werden. Da die mRNA der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheit gp91phox 

von allen vier Untereinheiten am niedrigsten exprimiert wird, kann gp91phox die endotheliale 

Superoxidanionbildung limitieren. 

 

11. ET-1 und Ang II induzieren dosisabhängig die NAD(P)H-Oxidase-Expression und die 

funktionelle Superoxidanionbildung. Darüber hinaus stimulieren ET-1 und Ang II die 

Aufnahme des proatherosklerotischen oxLDL in Endothelzellen durch Induktion des oxLDL-

Rezeptors LOX-1. Da oxLDL die NAD(P)H-Oxidase und die Superoxidanionbildung 

stimuliert, kann ein proatherosklerotischer Circulus vitiosus aus ET-1- und Ang II-induzierter 

Superoxidanionbildung, vermehrter oxLDL-Aufnahme und anschließender Potenzierung 

durch oxidativem Streß postuliert werden.  
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12. Die verringerte LOX-1- bzw. gp91phox-mRNA-Expression in Arteria mammaria interna-

Biopsien von Patienten mit koronarer Herzkrankheit nach präoperativer medikamentöser 

Behandlung mit Angiotensin-converting enzyme (ACE)-Hemmern, Angiotensin II-Rezeptor 

Typ 1 (AT1)-Blockern bzw. Cholesterinsyntheseenzym-Hemmern spricht für ein anti-

atherosklerotisches Potenzial dieser primär antihypertensiven und antihypercholesterämischen 

Therapien. 

 

13. Die gezeigte Erhöhung der Expression der endothelialen NO-Synthase und die partielle 

Normalisierung der erhöhten Endothelin-converting enzyme-1-Expression im Myokard kann 

zum kardioprotektiven Potenzial und der verbesserten Prognose durch ACE-Hemmer-

Therapie bei Patienten mit Herzinsuffizienz beitragen. 

 

14. Mechanische Entlastung des insuffizienten Myokards durch ventrikuläre Assist-Systeme 

(VAD) kann die im Vergleich zum Spender-Myokard erhöhte Endothelin-Rezeptor A-

Expression in Patienten mit terminaler Herzinsuffizienz normalisieren. Dieser Mechanismus 

trägt zum positiven Effekt der VAD-Therapie bei, die neben der Überbrückung zur 

Herztransplantation in einigen Patienten durch funktionelle Erholung des Myokards eine 

anschließende Transplantation nicht mehr notwendig macht. 
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