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1 Einleitung 

Atherosklerose ist die häufigste Systemerkrankung der Arterien und die 
Haupttodesursache in westlichen Industrieländern. Zu den wichtigsten Risikofaktoren 
gehören erhöhter Blutdruck, Diabetes, Störungen des Fettstoffwechsels, Rauchen und 
Übergewicht (Ross 1995). Die Pathogenese der Atherosklerose ist nicht eindeutig geklärt. 
Von zentraler Bedeutung sind jedoch reaktive Sauerstoffspezies („reactive oxygen 
species“, ROS), die bei Patienten mit Risikofaktoren und klinisch manifester 
Atherosklerose vermehrt gebildet werden (Reilly et al. 1998; Kiowski 1999; Jones 2000; 
McNamara und FitzGerald 2001). Initial werden Endothelzellen, die die Gefäßwand 
auskleiden, wiederholten oder kontinuierlichen Schädigungen ausgesetzt, die ihre 
Homöostase- und Schutzfunktion beeinträchtigen. Dadurch können Plasmabestandteile, 
wie z.B. oxidierte Lipoproteine, in die Gefäßwand eindringen und inflammatorische 
Reaktionen auslösen, die zur Bildung atherosklerotischer Plaques führen („response to 
injury“-Theorie) (Ross und Glomset 1973).  

1.1 Atherogenese 

Endothelzellen bilden eine dynamische Grenzschicht zwischen Blutstrom und 
Gefäßwandgewebe. Sie regulieren thrombotische und fibrinolytische Prozesse sowie die 
Adhäsion von Thrombozyten und Leukozyten an ihrer Oberfläche (Quyyumi 1998). 
Zahlreiche Faktoren, wie Scherkräfte, Acetylcholin, Bradykinin, Serotonin, aber auch ADP 
und ATP, bewirken in Endothelzellen die Synthese von Stickstoffmonoxid (NO) und 
Prostacyclin. Diese beiden Vasodilatatoren werden in den subendothelialen Raum und in 
den Blutstrom sezerniert. Sie hemmen die Kontraktion und Proliferation glatter 
Gefäßmuskelzellen und die Thrombozytenaggregation. Daneben bildet das Endothel 
weitere antithrombotische Faktoren, die in die Gerinnungskaskade eingreifen und z.B. die 
Produktion von Thrombin inhibieren (Lüscher und Barton 1997). 

Wird das Endothel durch akute oder chronische Verletzung in seiner Funktion gestört, 
fördert dies Vasokonstriktion, Thrombozytenaktivierung und Koagulation. Besonders 
wichtig ist hierbei die Beeinträchtigung der Produktion und Bioaktivität von NO. Dies 
scheint ein frühes Ereignis in der Pathogenese der Atherosklerose zu sein und tritt bereits 
bei Patienten auf, bevor atherosklerotische Plaques sichtbar werden (Zeiher et al. 1991). 
Neben der Reduktion der NO-Freisetzung in Endothelzellen werden auch vermehrt 
vasokonstriktorische Substanzen, wie Endothelin, Angiotensin II und Thromboxan 
gebildet. Durch Expression von Adhäsionsmolekülen und chemotaktischen Mediatoren 
erleichtern geschädigte Endothelzellen die Anlagerung und Einwanderung von 
Leukozyten. Dieser Prozess ist durch NO hemmbar (Böger et al. 1996). 

Die prothrombotischen und proinflammatorischen Eigenschaften des Endothels sind 
wichtige Bestandteile des physiologischen Reparatursystems, das bei Verletzung der 
Gefäßwand zur Blutstillung führt. Ist die Regulation dieser Prozesse jedoch durch 
dauerhafte Schädigung des Endothels gestört, kommt es zur pathologischen 
Endotheldysfunktion, der Vorstufe der Atherosklerose. Zahlreiche Faktoren, wie oxidativer 
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Stress und Einlagerung von Lipoprotein-Partikeln in den subendothelialen Raum, können 
eine endotheliale Dysfunktion verursachen (Harrison 1994; Lüscher und Noll 1995; 
Mombouli und Vanhoutte 1999; Shimokawa 1999; Lum und Roebuck 2001). 

Die eingelagerten Lipoproteine („low density lipoprotein“, LDL) werden durch 
Oxidation, Lipolyse, Proteolyse und Aggregation verändert und tragen dadurch zur 
Atherogenese bei. Die hierfür bedeutendste Modifikation ist die Lipidperoxidation, die aus 
dem Kontakt der Lipoproteine mit ROS resultiert (Mylonas und Kouretas 1999). Zunächst 
entstehen hierbei nur geringfügig oxidierte LDL-Spezies, die u.a. die NO-Freisetzung 
zusätzlich hemmen können (Vergnani et al. 2000). Durch weitere Reaktionen mit ROS 
bildet sich „hoch-oxidiertes“ LDL (oxLDL). Eingewanderte T-Lymphozyten und 
Monozyten sezernieren zahlreiche Mediatoren, einschließlich Wachstumsfaktoren, 
Cytokinen und chemotaktischen Faktoren (zur Übersicht siehe Lusis 2000). Unter deren 
Einfluss werden Monozyten zu Makrophagen ausdifferenziert, die oxLDL über 
„scavenger-Rezeptoren“ (z.B. CD 36) aufnehmen können. Durch die verstärkte 
Lipidaufnahme entwickeln sie sich zu sogenannten Schaumzellen („foam cells“). Auch an 
diesem Prozess sind ROS beteiligt: Peroxidierte Lipide können als Liganden des nukleären 

Rezeptors „peroxisome proliferator activated receptor γ“ (PPAR γ)  fungieren (Neve et al. 
2000), der in Makrophagen die Expression des oxLDL Rezeptors, CD36, induziert und die 
Aufnahme von oxLDL erhöht (Nagy et al. 1998; Tontonoz et al. 1998).  

Schaumzellen bilden zusammen mit glatten Muskelzellen die ersten sichtbaren Läsionen 
der Gefäßwand, die „fatty streaks“ (Fettstreifen). In der Folge kommt es zur Proliferation 
und Migration der glatten Muskelzellen und zur Synthese großer Mengen extrazellulärer 
Matrixproteine. Daraus entstehen atherosklerotische Plaques mit sogenannten „fibrous 
caps“ und mit einem lipidreichen nekrotischen Inneren („necrotic core“). Die 
atherosklerotischen Plaques können schließlich rupturieren und intravaskuläre Thrombosen 
auslösen, die zu akuten Koronarsyndromen oder Schlaganfall führen (Lusis 2000).  

1.2 Reaktive Sauerstoffspezies und oxidativer Stress 

ROS sind eine Gruppe von bioaktiven Molekülen, die über ein oder mehrere ungepaarte 
Elektronen verfügen und sich von Sauerstoff ableiten. Eine übermäßige Produktion von 
ROS, die die Kapazität endogener antioxidativer Mechanismen übersteigt, führt zur 
deletären Oxidation biologischer Moleküle, wie DNA, Proteine, Kohlenhydrate und Lipide 
(Davies und Goldberg 1987; Ames 1989; Rice-Evans und Burdon 1993). Dieser Zustand 
wird als oxidativer Stress bezeichnet. 

ROS sind an einer Vielzahl physiologischer, aber auch pathophysiologischer Prozesse 
beteiligt (Barnes 1990; Berk 1999; Babior 2000; Hensley et al. 2000). Oxidativer Stress 
spielt eine wichtige Rolle in der Pathogenese vieler Erkrankungen, wie zum Beispiel 
Atherosklerose (Cai und Harrison 2000), Bluthochdruck (Kiowski 1999), Diabetes (Cai 
und Harrison 2000), Alzheimer (Pratico et al. 2001) und Lebererkrankungen (Meagher et 

al. 1999). 
Als Quellen von ROS im Organismus kommen verschiedene Stoffwechselprozesse in 

Frage, beispielsweise die mitochondriale oxidative Phosphorylierung (Chance et al. 1979; 
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Shigenaga et al. 1994), der Abbau von Xenobiotika und Autoimmunprozesse (Shackelford 

et al. 2000). Daneben entstehen ROS in der Zelle durch enzymatische Reaktionen (u.a. 
Xanthin-Oxidase, NADH/NADPH-Oxidase, Myeloperoxidase) sowie in Peroxisomen 
(Uratoxidase) und Mikrosomen.  

Neben pathophysiologischen Funktionen übernehmen Sauerstoffradikale im Organismus 
auch physiologische Aufgaben. ROS können als intrazelluläre Signalmoleküle fungieren 
(Dreher et al. 1995; Finkel 1998, 1999; Kojda und Harrison 1999; Finkel 2000), die das 
Zellwachstum beeinflussen (Rao und Berk 1992; Li et al. 1997; Berk 1999; Greene et al. 
2000), NO abfangen (Harrison 1997; Halliwell et al. 1999; Patel et al. 2000) oder auch als 
immunologische Effektormoleküle direkte zelluläre Schädigungen verursachen (Halliwell 
und Aruoma 1991; Masutani 2000). So spielen sie eine wichtige Rolle innerhalb der 
unspezifischen zellulären Immunabwehr. Die hauptsächlich von Makrophagen und 
neutrophilen Granulozyten gebildeten aktiven Sauerstoffspezies repräsentieren einen der 
Hauptmechanismen zur Abwehr von eindringenden Mikroorganismen und Tumorzellen 
(Bellavite 1988).  

Viele ROS besitzen ungepaarte Elektronen und werden dann auch als freie Radikale 

bezeichnet. Dazu gehören Moleküle wie das Superoxid-Anion (O2
• -), das Hydroxyl-

Radikal (OH•), Stickstoffmonoxid (NO•) und Lipid-Radikale. Andere ROS wie H2O2, 
Peroxynitrit (ONOO-) und hypochlorische Säure (HOCl) sind selbst keine freien Radikale. 
Das reaktivste dieser Radikale ist das Hydroxylradikal, das in biologischen Systemen im 
Verlauf der Haber-Weiss-Reaktion durch die Reduktion von Wasserstoffperoxid (H2O2) 
mit Hilfe von Superoxid entsteht: 

 

O2
•− + H2O2 → O2 + OH− + OH•  

 
Diese Reaktion wird hauptsächlich durch zweiwertiges Eisen (Fe2+) katalysiert (Minotti 

und Aust 1989). H2O2 diffundiert als apolares Molekül leicht durch die Zellmembran und 

kann dadurch nicht nur am Entstehungsort wirken, sondern auch Makromoleküle in 

benachbarten Zellen schädigen, z. B. durch Oxidation von SH-Gruppen. Dagegen kann das 

hochreaktive Hydroxyl-Radikal die Cytoplasmamembran nicht passieren. Dies bedeutet, 

dass die meisten seiner Effekte entweder durch intrazelluläre OH•-Produktion oder 

Oxidation von Membrankomponenten bedingt sind (Dreher et al. 1995). 

Obwohl das Superoxidradikal O2
•− ein polares Molekül ist, kann es Zellmembranen 

passieren (Gomes et al. 1993) und so auch von außen in die Zellen gelangen. Es wird in 
nahezu allen aeroben Zellen nicht nur innerhalb der mitochondrialen Atmungskette, 
sondern auch durch Enzyme wie Lipoxygenasen und Cyclooxygenasen gebildet. Das 
Radikal ist selbst nur wenig reaktiv und agiert hauptsächlich als Reduktionsmittel (Dreher 
et al. 1995). In wässriger Lösung und bei physiologischem pH-Wert unterliegt das 
Superoxidradikal einer spontanen Dismutation zu H2O2 und molekularem Sauerstoff 
(Fridovich 1983):  

 

2O2
•−  + 2H+ → O2 + H2O2   
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Durch die Katalyse des Enzyms Superoxiddismutase (SOD) kann diese Reaktion 
erheblich beschleunigt werden. Neben der SOD gibt es in den Zellen mehrere Systeme, die 
die Schädigung zellulärer Komponenten durch ROS verhindern, indem sie die Radikale 
direkt abfangen (sogenannte „Scavenger“-Enzyme). Dazu gehört auch die an den 
Peroxisomen lokalisierte Katalase, die die Dismutationsreaktion von überschüssigem H2O2 
zu Wasser und molekularem Sauerstoff katalysiert (del Rio et al. 1992): 

 

2 H2O2 → 2H2O + O2    
 
Eine Besonderheit der Reaktionen von freien Radikalen mit anderen Molekülen ist die 

Bildung von neuen Radikalen. So kann eine Vielzahl neuer aktiver Reaktionsprodukte mit 
ungepaarten Elektronen an Kohlenstoff, Sauerstoff, Stickstoff oder Schwefel entstehen. 
Diese Kettenreaktion kommt erst zum Erliegen, wenn zwei Radikale miteinander reagieren 
(Babior 2000). 

Bei Reaktionen von Radikalen mit mehrfach ungesättigten Fettsäuren können 
Lipidperoxide wie die Isoprostane entstehen, die im Rahmen cytotoxischer und 
atherogener (Awad et al. 1996) Prozesse eine Rolle spielen könnten. Isoprostane sind 
Prostaglandin-Isomere, die nicht enzymatisch, sondern durch Peroxidation von 
Arachidonsäure gebildet werden (Morrow et al. 1992). Isoprostane eignen sich auf Grund 
ihrer hohen chemischen Stabilität als sensitive, nicht invasive Marker zur Messung von 
oxidativem Stress (Lawson et al. 1999). Neben Lipiden werden durch Radikale auch 
weitere zelluläre Komponenten wie Proteine und Nukleinsäuren geschädigt, wodurch eine 
Dysfunktion oder sogar das Absterben der Zelle ausgelöst werden kann (Herbst et al. 
1999). 

1.3 Stickstoffmonoxid  

Stickstoffmonoxid ist ein zentrales Signalmolekül in Endothelzellen, das bei gestörter 
Endothelfunktion vermindert gebildet wird. Es ist ein lipophiles Radikal mit einer 
Halbwertszeit von ca. 4 Sekunden, das in wässrigem Milieu Membranen durch Diffusion 
weitgehend frei passieren kann. NO besitzt als Radikal die Fähigkeit, sich an Proteine 
anzulagern und mit ihnen eine chemische Reaktion einzugehen, wodurch viele 
physiologische und pathologische Prozesse reguliert werden können (Wink et al. 1996).  

Furchgott und Zawadski wiesen 1980 erstmals nach, dass Endothelzellen in den Gefäßen 
eine wesentliche Rolle bei der Gefäßerweiterung spielen (Furchgott und Zawadzki 1980). 
Nur bei intakten Endothelzellen konnte eine Dilatation der isolierten Gefäße durch 
Acetylcholin oder Bradykinin gezeigt werden. In darauffolgenden Arbeiten wurde eine 
vom Endothel kontinuierlich freigesetzte gefäßerweiternde Substanz entdeckt, der man die 
Bezeichnung „endothelium derived relaxing factor“ (EDRF) gab (Ignarro et al. 1987). Sie 
wird durch die Stimulation vasoaktiver Mediatoren von Endothelzellen gebildet und 
bewirkt eine Relaxation der glatten Gefäßmuskulatur sowie eine Hemmung der 
Thrombozytenaggregation und -adhäsion. Weitere Untersuchungen zeigten, dass EDRF 
mit NO identisch ist (Ignarro et al. 1987; Palmer et al. 1987). NO entsteht 
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substratspezifisch aus der Aminosäure L-Arginin durch enzymatische Umwandlung der 
terminalen Guanidingruppe mit Hilfe des Enzyms NO-Synthase (Palmer und Moncada 
1989; Förstermann et al. 1993; Förstermann 1994) (Abbildung 1). In einem ersten 
Oxidationsschritt wird aus Arginin und molekularem Sauerstoff zunächst das 
Zwischenprodukt L-Hydroxyarginin gebildet, das dann in einem zweiten Oxidationsschritt 
wieder unter Verbrauch von Sauerstoff zu L-Citrullin und NO umgewandelt wird. 
Wichtige Kofaktoren beider Reaktionsschritte sind Tetrahydrobiopterin und NADPH 
(Marletta 1994; Andrew und Mayer 1999).  

 

 
Abb. 1: Reaktionsweg des L-Arginin-NO-Stoffwechsels 
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1.3.1 NO-Synthase 

Katalysatoren der zellulären NO-Produktion sind die NO-Synthasen. Die Familie der 
NO-Synthasen setzt sich aus drei verschiedenen Isoformen zusammen (Tabelle 1), der 
neuronalen NO-Synthase (nNOS, NOS I), der induzierbaren NO-Synthase (iNOS, NOS II) 
und der endothelialen NO-Synthase (eNOS, NOS III) (Bredt und Snyder 1990).  

 
 

 nNOS (NOS I) iNOS (NOS II) eNOS (NOS III) 

Subfamilie konstitutiv induzierbar konstitutiv 

Genlokus Chromosom 12  
(12q24.1-12q24.3) 

Chromosom 17 
(17p11-17q11) 

Chromosom 7 
(7q35-7q36) 

Molekulargewicht 160 kD 130 kD 135 kD 

Vorkommen •  Neuronen 
•  Epithelzellen 
•  Mesangialzellen    
•  Skelettmuskel-

zellen 

•  Makrophagen  
•  Endothelzellen 
•  Mesangialzellen 
•  glatte Muskelzellen 

•  Endothelzellen 
•  glatte Muskelzellen 
•  Epithelzellen 
•  etc. 

Enzymlokalisation cytosolisch cytosolisch membrangebunden / 
cytosolisch 

Ca2+/Calmodulin-
Abhängigkeit 

Ja Nein Ja 

Stimulatoren •  L-Glutamat  
•  Lithium 
•  etc. 

•  Il-1β 
•  IFN-γ 
•  TNF-α, -β 
•  LPS 
•  etc. 

•  Acetylcholin  
•  Bradykinin  
•  Ionomycin 
•  „shear stress” 
•  etc. 

NO-Produktion pmol (sec) nmol (h bis d) pmol (sec) 

Biologische 
Wirkung  

•  Neurotransmission 
•  penile Erektion 
•  etc. 

•  Cytotoxizität 
•  DNA-Schädigung  
•  Enzymnitro-
sylierung  

•  etc. 

•  Vasodilatation  
•  Thrombozytenaggre-

gationshemmung 

•  Proliferations- 
  hemmung glatter  
  Muskelzellen 
•  etc. 

Tabelle 1: Charakterisierung der NO-Synthasen 

Während die neuronale und die endotheliale NO-Synthase als konstitutiv exprimierte 
Enzyme beschrieben sind, wird die iNOS durch inflammatorische Prozesse im Rahmen der 
Zellimmunität induziert. Die Umsatzrate Vmax der konstitutiven NO-Synthasen ist um ein 
Vielfaches geringer als die der iNOS, die eine „high-output“-Kinetik aufweist (Nathan und 
Hibbs 1991). Die iNOS kann durch proinflammatorische Stimulantien in Endothelzellen, 
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Makrophagen oder Mesangialzellen exprimiert werden (Kanno et al. 1994). Die Aktivität 
der iNOS ist Calcium-unabhängig und bleibt über Tage konstant (Nathan und Hibbs 1991; 
Nathan und Xie 1994). Die dabei erreichte intrazelluläre NO-Konzentration ist cytotoxisch 
(Liew und Cox 1991).  

Die Aktivität der eNOS und nNOS sind durch den intrazellulären Calciumspiegel 
kontrolliert. Intrazelluläres Calcium steuert die Bindung des Calcium/Calmodulin-
Komplexes an die konstitutiven NO-Synthasen und bewirkt eine Konformationsänderung, 
die das Enzym in seine aktive Form überführt (Schmidt et al. 1992; Förstermann, Closs et 

al. 1994; Förstermann et al. 1995). Der Effekt ist transient (Minuten) und durch eine 
„Low-output“-Kinetik charakterisiert. 

Alle Isoformen der NO-Synthasen haben eine gemeinsame Grundstruktur: eine 
Oxygenase-Domäne, bestehend aus Häm-, L-Arginin- und Tetrahydrobiopterin-Domänen, 
und eine Reduktase-Domäne aus FMN-, FAD- und NADPH-Domänen, verbunden durch 
eine Calcium/Calmodulin-Bindungsdomäne. Alle Isoenzyme formen Homodimere und 
bilden mit den Coenzymen Tetrahydrobiopterin, NADPH, FMN und FAD sowie mit Häm 
einen katalytisch aktiven Komplex (Stuehr et al. 1991).  

Die eNOS ist im unphosphorylierten Zustand membrangebunden in den sogenannten 
Caveolen lokalisiert, die eine wichtige regulatorische Funktion haben (Feron et al. 1996). 
Agonist-stimulierte Phosphorylierung kann eine Translokation in das Cytoplasma 
hervorrufen (Michel et al. 1993). Obwohl die eNOS konstitutiv exprimiert wird, konnte in 
den letzten Jahren gezeigt werden, dass sie nicht nur auf Proteinebene, sondern auch 
transkriptionell reguliert wird. Erhöhte Scherkräfte („shear stress”) des Blutes induzieren 
die eNOS-Expression (Sessa 1994). Ebenso beeinflusst die Zelldichte die Induktion der 
eNOS: Konfluente, ruhende Endothelzellen exprimieren geringere Mengen eNOS-mRNA 

als proliferierende, subkonfluente Endothelzellen (Arnal et al. 1994). OxLDL, TNF-α und 
Hypoxie dagegen vermindern die Menge der eNOS-Transkripte (Förstermann et al. 1998). 

1.3.2 Effekte von Stickstoffmonoxid und cGMP 

Neben der endogen gesteuerten, enzymatischen Bildung aus L-Arginin kann NO in 
biologischen Systemen auch aus exogen zugeführten, chemisch definierten Agenzien 
freigesetzt werden. Diese Verbindungen enthalten NO präformiert und haben als 
sogenannte NO-Donoren bei der Therapie der koronaren Herzkrankheit Anwendung 
gefunden. NO-Donoren werden aufgrund ihrer chemischen Struktur und der 
Freisetzungskinetik von NO in zwei Klassen eingeteilt: die organischen Nitrate und die 
spontan NO-freisetzenden NO-Donoren. Salpetersäureester, wie Glyceryltrinitrat, werden 
über reduktive enzymatische Prozesse (z. B. Cytochrom P-450) zu NO und anderen 
Metaboliten umgesetzt (Schröder und Schrör 1990; Bennett et al. 1992;  
Minamiyama et al. 2001). Im Gegensatz dazu kommt es bei spontanen NO-Donoren 
bereits in wässrigem Milieu und ohne Beteiligung von Enzymen zur Abspaltung von NO. 
In diese strukturell sehr heterogene Gruppe gehören NO-Donoren, wie SNAP, 
SperminNONOat und SIN-1 (aktiver Metabolit des Koronartherapeutikums Molsidomin) 
(zu Übersicht siehe Feelisch und Stamler 1996). In der Literatur wird nach wie vor 
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kontrovers diskutiert, ob SIN-1 als NO-Donor angesehen werden kann. Es ist bekannt, dass 
SIN-1 Superoxid und NO generiert, die miteinander zu Peroxynitrit reagieren (Feelisch 
und Stamler 1996). SIN-1 wird daher oft als Peroxynitrit-Donor charaktierisiert. Als Donor 
von Superoxid oder Peroxynitrit fungiert SIN-1 allerdings ausschließlich in rein wässrigen 
Puffersystemen und in Abwesenheit von bilogischem Material. In Anwesenheit von 
weiteren Elektronenakzeptoren außer Sauerstoff, z.B. in Zellkulturen oder anderen 
biologischen Systemen, wirkt SIN-1 überwiegend als Donor von NO (Beckman und 
Koppenol 1996; Singh et al. 1999). 

Die meisten physiologischen Effekte von NO werden durch das cyclische Nukleotid 
cGMP vermittelt (Waldman und Murad 1987; Dierks und Burstyn 1996). NO aktiviert die 
lösliche Guanylylcyclase („soluble guanylyl cyclase“, sGC). Dieses Enzym gehört 
zusammen mit der membranständigen Guanylylcyclase und der Adenylylcyclase zu der 

Familie der Nukleotid-Cyclasen. Die sGC besteht als Heterodimer aus einer α- und einer 

β-Untereinheit, und enthält Häm als prosthetische Gruppe. Physiologische Aktivatoren der 
sGC sind NO und Kohlenmonoxid (CO) (Furchgott und Jothianandan 1991). Außerdem 
wurde 1994 eine neue Klasse von exogenen Stimulatoren der sGC entdeckt (Ko et al. 
1994; Wu et al. 1995) und, ein direkter, NO-unabhängigen Aktivator der sGC, YC-1  
((3-(5-Hydroxymethyl-2-furyl)-1-benzylindazol), entwickelt (Stasch et al. 2001). NO wirkt 
direkt auf die prosthetische Hämgruppe der sGC und bindet an das zentralständige Eisen-
Atom der Häm-Domäne des Protoporphyrins. Daraus resultiert eine 
Konformationsänderung; das Enzym wird aktiviert und katalysiert die Bildung von cGMP 
aus GTP unter Abspaltung von Pyrophosphat (Stone und Marletta 1995). Das entstandene 
cGMP hat die Funktion eines „second messenger“ und reguliert als solcher cGMP-
abhängige Proteinkinasen, Ionenkanäle und Phosphodiesterasen (Lincoln 1989). Auf diese 
Weise werden die Proteinphosphorylierung, der Calciumeinstrom durch die 
Plasmamembran und der Katabolismus cyclischer Nukleotide beeinflusst (Cornwell und 
Lincoln 1989). Diese biochemischen Abläufe sind von Bedeutung für die Regulation des 
Gefäßtonus, sowie der Plättchenfunktion, Neurotransmission und Immunabwehr (Lincoln 

et al. 1988; Liew und Cox 1991; Lowenstein et al. 1994). 

1.3.3 Antioxidative und zellprotektive Effekte von Stickstoffmonoxid 

Die Rolle von NO bei der Vermittlung cytoprotektiver Effekte wurde lange Zeit 
kontrovers diskutiert (Wink et al. 1996). Es konnte zunächst nur gezeigt werden, dass NO 
in verschiedenen Zelltypen cytotoxische, pro-apoptotische Eigenschaften besitzt. Im 
Gegensatz dazu zeigen neuere Studien, dass NO neben seiner vasodilatierenden oder 
antithrombotischen Funktion im Gefäßsystem auch cytoprotektiv und antioxidativ wirken 
kann (Wink et al. 1993; Wink et al. 1996; Oberle und Schröder 1997; Polte et al. 1997a). 
Darüber hinaus erwies sich NO als Hemmstoff des programmierten Zelltodes. Es wurde 
unter anderem eine Hemmung der proapoptotischen Caspasen und eine Induktion des 
antiapoptotischen Bcl-2-Proteins beschrieben (Genaro et al. 1995; Kim et al. 1998; Rossig 

et al. 1999; Suschek et al. 1999). 
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Die Diskrepanz dieser Befunde lässt sich durch konzentrationsabhängige Effekte von NO 
erklären: In hohen Konzentrationen, wie sie von der iNOS gebildet werden können, ist NO 
cytotoxisch, während geringe Mengen von NO vorwiegend protektive Effekte ausüben 
(Bruckdorfer et al. 1990; Nathan 1992; Dawson 1995; Dimmeler und Zeiher 1997; Kim et 

al. 1997). Die molekularen Vorgänge, die dieser Schutzfunktion in der Gefäßwand 
zugrunde liegen, sind erst teilweise aufgedeckt worden. Neben einer direkten Inaktivierung 
von ROS (Wink et al. 1993) konnte auch die Aktivierung zellulärer, antioxidativer 
Mechanismen, wie die Induktion cytoprotektiver Gene, gezeigt werden (Pilz et al. 1995; 
Oberle und Schröder 1997; Polte et al. 2000). 

1.4 Acetylsalicylsäure 

Im Jahr 1897 stellte Felix Hoffmann durch Acetylierung von Salicylsäure erstmals 
Acetylsalicylsäure in chemisch reiner Form her. Bald darauf wurden ihre analgetischen, 
antipyretischen und antiinflammatorischen Eigenschaften entdeckt (Dreser 1899). In der 
zweiten Hälfte des 20. Jahrhunderts wurde eine weitere interessante Wirkqualität der 
Acteylsalicylsäure beobachtet: Eine Hemmung der Thrombozytenaggregation, die heute 
Anwendung bei der Prophylaxe des Myokardinfarktes, Schlaganfalls und anderer Formen 
von Gefäßerkrankungen thromboembolischen Ursprungs findet (Craven 1950). 

Es dauerte noch 20 Jahre bis der Wirkmechanismus der Acetylsalicylsäure (ASS) und 
anderer nichtsteroidaler Antiphlogistika (NSAIDs) aufgeklärt werden konnte. Unter 
Verwendung einer ungereinigten Präparation der Prostaglandinsynthase (Cyclooxygenase) 
konnte die Forschergruppe um John Vane 1971 eine dosisabhängige Hemmung der 
Prostaglandin (PG)-Bildung mit ASS beobachten (Vane 1971).  

Die Prostaglandinsynthese aus Arachidonsäure verläuft unter Katalyse der Prostaglandin 
G/H Synthase (= Cyclooxygenase) in zwei Schritten, einer Cyclooxygenase- und einer 
Peroxidasereaktion. Zunächst erfolgt die Bildung des instabilen Prostaglandin-
Hydroendoperoxids PGG2. Dies wird zu dem instabilen PGH2 reduziert, aus dem unter 
Katalyse gewebespezifischer Isomerasen Prostaglandine (PG), wie Prostacyclin (PGI2) und 
Thromboxan A2 (TXA2), entstehen (Schrör 1992). Zwei Isoformen, COX-1 und COX-2, 
für die unterschiedliche Gene codieren, wurden isoliert (Hla 1996; Smith et al. 1996; Vane 
et al. 1998). Nach der Entdeckung der zweiten COX-Isoform vor etwa 10 Jahren wurde 
zunächst eine eindeutige funktionelle Abgrenzung zwischen beiden Isoformen postuliert. 
Der COX-1 wurden vorwiegend homöostatische Funktionen zugeschrieben, wie die 
Hemmung der Thrombozytenaktivierung und Schutz des gastrointestinalen Epithels. Die 
induzierbare COX-2 wurde zunächst nur in inflammatorisch veränderten Geweben 
nachgewiesen. Auf der Basis dieser Befunde wurden die selektiven COX-2-Inhibitoren 
entwickelt, von denen man sich eine verstärkte antientzündliche Wirkung ohne die 
Nebenwirkungen der nichtselektiven NSAIDs versprach. Dieses Konzept beruhte auf der 
Annahme, dass die gastralen, renalen und kardiovaskulären Nebenwirkungen der 
nichtselektiven NSAIDs ausschließlich durch eine Hemmung der COX-1 verursacht 
wurden. Neuere Arbeiten haben die Hypothese der „physiologischen und 
pathophysiologischen Arbeitsteilung“ zwischen COX-1 und COX-2 jedoch widerlegt und 
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zahlreiche funktionelle Überschneidungen der beiden Isoformen demonstriert (Lipsky 
1999). So ist nicht nur die COX-2 induzierbar, sondern auch die Expression von COX-1 
kann in inflammatorischen Prozessen erhöht sein (Crofford et al. 1994). Umgekehrt wird 
die COX-2 in vielen gesunden Geweben konstitutiv exprimiert, wie z.B. in Hirn, Nieren, 
Schildrüse und Magenschleimhaut und hat dort physiologische Funktionen (Zimmermann 
et al. 1998; Meyer-Kirchrath und Schror 2000; Hinz und Brune 2002;). Ein überraschendes 
Ergebnis dieser Studien war, dass selektive COX-2-Inhibitoren die systemische 
Prostacyclin-Bildung um etwa 70% supprimieren. (McAdam et al. 1999). Prostacyclin 
(PGI2) wird vorwiegend im makrovaskulären Endothel synthetisiert und ist ein 
funktioneller Antagonist von TXA2 in vivo (Cheng et al. 2002). Das in Thrombozyten 
gebildete TXA2 stimuliert die Plättchenaggregation und wirkt vasokonstriktiv, während 
endotheliales PGI2 plättchenhemmende und vasodilatierende Wirkungen hat. Es wird 
deshalb befürchtet, dass selektive COX-2-Inhibition in Patienten mit vermehrter 
Plättchenaktivierung, z.B. bei Atherosklerose oder Diabetes, wegen der verminderten 
Prostacyclinbildung zu einem erhöhten kardiovaskulären Risiko führt (Mukherjee et al. 
2001). Tatsächlich war die Herzinfarktrate in der VIGOR-Studie bei Patienten, die mit der 
COX-2-selektiven Substanz Rofecoxib behandelt wurden, fünffach höher als in der 
Kontrollgruppe, die mit einem klassischen, nichtselektiven COX-Inhibitor, Naproxen, 
behandelt wurde (Bombardier et al. 2000). Ob dieser Befund negative Effekte des COX-2-
Hemmmers im Herz-Kreislauf-System oder eine kardiovaskuläre Protektion der 
Vergleichssubstanz Naproxen widerspiegelt, muss in weiteren Studien geklärt werden. 
Sollte sich eine nachteilige Beeinflussung der Plättchen- bzw. Gefäßfunktion durch  
COX-2-Hemmer bestätigen, wäre der Einsatz dieser Arzneistoffe bei Patienten mit 
erhöhtem kardiovaskulären Risiko oder bestehender endothelialer Dysfunktion sehr 
problematisch. 

ASS ist ein nicht selektiver Inhibitor beider COX Isoformen. Durch eine irreversible 
Acetylierung der COX hemmt ASS schon in geringen Konzentrationen die TXA2-Bildung 
(Roth und Majerus 1975). Da die kernlosen Thrombozyten über einen limitierten 
Proteinsyntheseapparat verfügen, kann COX nur begrenzt nachsynthetisiert werden. Eine 
effektive TXA2-Synthese ist somit erst durch eine erneuerte Thrombozytenpopulation nach 
etwa 7-10 Tagen möglich. Obwohl durch ASS auch die Prostacyclinsynthese gehemmt 
wird, ist dadurch der antithrombotische Effekt der Substanz nicht stark beeinflusst. 
Prostacyclin kann in den kernhaltigen Endothelzellen innerhalb von kurzer Zeit 
nachsynthetisiert werden und steht somit dem System wieder zur Verfügung. Daher kommt 
es durch die Therapie mit niedrigen ASS-Tagesdosen (75-300 mg) vorrangig zur 
Hemmung der Thrombozytenaggregation (Reilly und FitzGerald 1988). 

Neuere Studien haben gezeigt, dass ASS neben seinen antiaggregatorischen auch 
vasoprotektive Eigenschaften besitzt. So gibt es verschiedene Hinweise darauf, dass ASS 
in vitro und in vivo proatherogene Modifikationen von LDL und Fibrinogen verhindern 
kann (Steer et al. 1997; Upchurch et al. 1998). ASS wirkt darüber hinaus antioxidativ und 
endothelprotektiv (Shacter et al. 1991; Podhaisky et al. 1997; Saini et al. 1998; Wahn und 
Hammerschmidt 2001). In einer klinischen Studie wurde bei 14 Atherosklerose-Patienten 
der Blutfluss in der Oberschenkelarterie gemessen. ASS verbesserte bei diesen Patienten 
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im Vergleich zu gesunden Kontrollpatienten die Acetylcholin-induzierte Vasodilatation, 
die als Maß für die Funktion des Endothels gilt (Husain et al. 1998). Ähnliche Befunde 
wurden bei Patienten mit Hypertonie erhoben (Monobe et al. 2001). Interessanterweise 
gibt es nur wenige Informationen aus prospektiven kontrollierten klinischen Studien über 
die potenzielle antiatherogene Wirkung von ASS. Bei einer kleinen Gruppe von Patienten 
konnte gezeigt werden, dass ASS in einer Dosierung von 900 mg/Tag die Progression 
atherosklerotischer Veränderungen in den Carotiden verlangsamt (Ranke et al. 1993).  
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2 Problemstellung 

Schädigungen des Endothels werden für Entstehung und Progression atherosklerotischer 
Prozesse verantwortlich gemacht. Endothelprotektive Pharmaka erscheinen deshalb als ein 
vielversprechender präventiver und therapeutischer Ansatz.  

Klinische Studien weisen darauf hin, dass ASS die Endothelfunktion bei kardiovaskulär 
erkrankten Patienten verbessern und die Entwicklung atherosklerotischer 
Gefäßveränderungen verzögern kann (Ranke et al. 1993; Husain et al. 1998; Noon et al. 
1998; Monobe et al. 2001). 

Auch in verschiedenen atherosklerotischen Tiermodellen verminderte ASS im Vergleich 
zu Placebo die durch Cholesterol-reiche Diät oder Verletzung des Gefäßes induzierte 
Atherogenese (Pick et al. 1979; Kim et al. 1983; Schaub et al. 1983; Volker und Faber 
1990; Paul et al. 2000).  

Die zugrunde liegenden molekularen Effekte sind nicht geklärt. Einige Untersuchungen 
weisen auf einen antioxidativen Effekt von ASS hin. ASS reduziert die Bildung von ROS 
in Makrophagen (Saini et al. 1998) und vermindert Gefäßschäden durch aktivierte 
Neutrophile und ROS (Wahn und Hammerschmidt 1998). Ein potenzieller Mechanismus 
ist die Induktion zellprotektiver Proteine. Aus der Vielzahl antioxidativ wirkender Peptide 
oder Enzyme kämen vor allem die Stressproteine Ferritin und Hämoxygenase-1 (HO-1) als 
Mediatoren in Frage, da ihre Expression in Endothelzellen durch ASS gesteigert wird 
(Oberle et al. 1998; Abate et al. 2001). Interessanterweise sind Ferritin und HO-1 auch 
durch NO induzierbar (Oberle und Schröder 1997; Polte et al. 2000). Diese Befunde lassen 
eine signaltransduzierende Funktion von NO bei der Vermittlung endothelprotektiver  
ASS-Effekte möglich erscheinen. 
Da kultivierte Endothelzellen ein sehr gut charakterisiertes Modellsystem zur 
Untersuchung antioxidativer und zellprotektiver Effekte sind (Podhaisky et al. 1997), sollte 
in diesem System die Bedeutung von NO als Mediator cytoprotektiver ASS-Effekte 
untersucht werden.  
Folgende Fragestellungen sollten bearbeitet werden: 

 
 

1. Ist die cytoprotektive Wirkung von Acetylsalicylsäure Stickstoffmonoxid-
vermittelt? 

In früheren Untersuchungen wurden protektive Effekte von ASS gegenüber H2O2-
induziertem oxidativem Stress in Endothelzellen der Rinderpulmonalarterie beobachtet 
(Podhaisky et al. 1997). Mit Hilfe von Inhibitoren des NO-Signalweges sollte eine 
mögliche Beteiligung von NO an der ASS-abhängigen Cytoprotektion aufgedeckt werden. 
Darüber hinaus sollte der Frage nachgegangen werden, ob ASS zu einer Steigerung der 
enzymatischen Aktivität und Proteinexpression endothelialer NO-Synthasen führt. 
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2. Ist die cytoprotektive Wirkung von Acetylsalicylsäure cGMP-vermittelt? 
In vielen Fällen sind NO-Wirkungen cGMP-vermittelt. Sie können aber auch unabhängig 
von der Aktivierung der sGC sein (Beckman et al. 1990; Lancaster und Hibbs 1990; Wink 

et al. 1991). Deshalb sollte die Bedeutung von cGMP für die ASS-vermittelte 
Cytoprotektion unter Verwendung von membrangängigen cGMP-Analoga und dem 
direkten sGC-Aktivator YC-1 (Koesling 1999) sowie durch Messung der intrazellulären 
cGMP-Akkumulation untersucht werden. 
 
 

3.  Ist die cytoprotektive Wirkung ein Klasseneffekt der nichtsteriodalen 
Antiphlogistika oder ist sie spezifisch für Acetylsalicylsäure?  

Die cytoprotektiven und cGMP-stimulierenden Effekte von ASS sollten im Vergleich zu 
anderen, strukturell unterschiedlichen Inhibitoren der Cyclooxygenasen (z.B. Indometacin 
und Diclofenac) charakterisiert werden. Diese Untersuchungen sollten auch Aufschluss 
darüber geben, ob die beobachtete Endothelprotektion auf eine Hemmung der 
Cyclooxygenasen und der endothelialen Prostaglandinsynthese zurückzuführen ist. 
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3 Methoden und Material 

3.1 Zellkultur 

In dieser Arbeit wurden fünf verschiedene Zelllinien verwendet: immortalisierte 
Endothelzellen aus Rinderpulmonalarterien (CPAE, „cow pulmonary artery cells“) und aus 
humanen Nabelschnurvenen (EA.hy 926), primäre Endothelzellen aus der Schweineaorta 
(PAE, „porcine aortic endothelial cells“), tubuläre Epithelzellen aus der Schweineniere 
(LLC-PK1) und Rattenlungen-Fibroblasten (RFL-6, „rat lung fibroblast“).  

Die Zellen wurden in verschiedenen Zellkulturmedien unter Zusatz von fetalem 
Rinderserum (FBS), 100 U/ml Penicillin und 100 µg/ml Streptomycin bei 37°C, 5% CO2 

und 95% relativer Luftfeuchte in einem Inkubator kultiviert (s. Tabelle 2). Die Medien 
wurden zweimal wöchentlich gewechselt. 

 
 

Zelllinie Zellkulturmedium FBS (%) Passage 

CPAE MEM 20 % 2-6 

EA.hy 926 DMEM 10 % 61-67 

PAE DMEM 15 % 2-4 

LLC-PK1 Ham's F12 + 20% DMEM 15 % 201-208 

RFL-6 Ham's F12 Kaighn's Modification 10 % 2-6 

Tabelle 2:  Kulturmedien und Passagen der verwendeten Zelllinien 

 

3.2 Isolierung vaskulärer Endothelzellen aus Schweineaorten 

Die Isolierung der vaskulären Endothelzellen erfolgte nach der Methode von Gryglewski 
und Mitarbeitern (1986). Unter sterilen Bedingungen wurden thorakale Aorten frisch 
geschlachteter Schweine von dem umliegenden Bindegewebe befreit, die Interkostalgefäße 
ligiert und am unteren Ende der Aorta mit Hilfe einer Arterienklemme verschlossen. Nach 
dreifachem Spülen des Inneren der Aorta mit PBS und Überprüfung der Dichtigkeit der 
Ligationen wurde die Aorta mit 70%igem Ethanol von außen abgespült. Zur Isolierung der 
Endothelzellen wurde Kollagenase (1 mg/ml PBS) in die Aorta gefüllt und das Gefäß auch 
am oberen Ende verschlossen. Es folgte eine Inkubation der Kollagenase für 20 Minuten 
bei 37°C. Anschließend wurde die Lösung mit den darin befindlichen abgelösten 
Endothelzellen in ein Zentrifugenröhrchen überführt. Durch den Zusatz des gleichen 
Volumens Medium (DMEM, 15% fetales Kälberserum, 25 mM HEPES, 100 U/ml 
Penicillin und 100 µg/ml Streptomycin) wurde die Kollagenase inaktiviert und dann für  
10 Minuten bei 4000 UpM zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 10 ml Medium 
resuspendiert und nochmals zentrifugiert. Anschließend wurden die Endothelzellen in  
12 ml Medium aufgenommen und in eine Kulturflasche (25 cm2) überführt.  
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3.3 Viabilitätsassays 

3.3.1 Kristallviolettassay 

Zur Bestimmung der cytotoxischen Sensitivität der Zellen und der Wirkung von 
potenziell protektiven Substanzen wurde ein Viabilitätstest durchgeführt. Dieser Test ist 
ein spektralphotometrisches Verfahren, das auf der Anfärbbarkeit von Zellen mit dem 
Farbstoff Gentianaviolett (Kristallviolett) beruht (Flick und Gifford 1984; Wink et al. 
1996; Oberle und Schröder 1997; Oberle et al. 1998). Die Experimente zur Zellviabilität 
wurden, wenn nicht anders beschrieben, mit der bovinen Endothelzelllinie CPAE 
durchgeführt. 

Konfluente Endothelzellen wurden trypsinisiert (0,05% Trypsin / 0,02% EDTA), 
passagiert und in Mikrotiterplatten mit 96 Vertiefungen („well“) subkultiviert (2 x 104 
Zellen in 100 µl serumhaltigem Medium je well). Nach einer 48-stündigen Inkubation der 
Zellen bis zur Konfluenz erfolgte die Zugabe der potenziell protektiven Substanzen. Diese 
Vorinkubation wurde, wenn nicht anders erwähnt, für 12 Stunden durchgeführt. 
Anschließend wurde H2O2 in das Inkubationsmedium gegeben und für weitere 24 Stunden 
inkubiert. Danach erfolgte die Bestimmung der Zellviabilität. Der Zellüberstand mit den 
toten Zellen wurde entfernt, und die am Boden haftenden, noch lebenden Zellen wurden 
mit 100 µl absolutem Methanol für 10 Minuten denaturiert und fixiert. Nach mehrmaligem 
Waschen unter fließendem Leitungswasser wurden die Zellen für 10 Minuten mit 100 µl 
einer 0,1%igen Gentianaviolettlösung gefärbt. Es folgten erneut mehrere Waschschritte 
und schließlich das Lösen des von den Zellen aufgenommenen Farbstoffs mit ethanolischer 
Natriumcitratlösung (0,1 M). Die optische Dichte wurde mit Hilfe eines 
Mikrotiterplattenphotometers (Biotek EL 311s) vermessen. Die Extinktion kann hierbei als 
direktes Maß für die Anzahl lebensfähiger Zellen angesehen werden. 

3.3.2 LDH-Assay 

Die Zerstörung der Cytoplasmamembran der Zellen ist ein morphologisches 
Charakteristikum der Zellnekrose. Sie führt zu einer Freisetzung von cytoplasmatischen 
Bestandteilen, wie z.B. Enzymen in das Zellkulturmedium, von denen die meisten schnell 
abgebaut werden. Eine Ausnahme bildet die Lactatdehydrogenase (LDH), die auch 
außerhalb der Zelle sehr stabil ist. Im LDH-Assay wird die Aktivität des Enzyms durch die 
Umsetzung eines Formazansalzes nachgewiesen. Dadurch kommt es zu einem 
Farbumschlag des gelösten Salzes, der photometrisch quantifiziert werden kann (Parks et 

al. 1979; Szekeres et al. 1981; Murphy et al. 1993). 
Der LDH-Assay wurde zusätzlich zu dem unter 3.3.1 beschriebenen Viabilitätsassay 

durchgeführt. Subkultivierung und Inkubation der Testsubstanzen erfolgte nach dem 
gleichen Protokoll. Nach der 24-stündigen Inkubation der Zellen mit H2O2 wurde ein Teil 
des Zellüberstandes abgenommen und in eine 96-well-Platte überführt. Es folgte eine 
Inkubation mit Natriumlactat, NAD+, Jodtetrazolchlorid und Diaphorase. Die aus den 
Zellen freigesetzte LDH setzt Natriumlactat mit NAD+ als Coenzym zu Pyruvat um. Dabei 
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entsteht NADH+H+, wobei die Wasserstoffatome von der Diaphorase zur Reduktion des 
Jodtetrazolchlorids eingesetzt werden. Die Extinktion des Formazansalzes wird bei 490 nm 
gemessen. Dabei ist die Intensität der Rotfärbung proportional zu der Zahl der lysierten 
Zellen (Szekeres et al. 1981). 

3.4 Bestimmung von cGMP 

Die Bestimmung des cGMP erfolgte bei den Versuchen mit ASS wegen der höheren 
Sensitivität mit einem Enzymimmunoassay(EIA)-Kit (Pradelles et al. 1989; Polte und 
Schröder 1998) und bei den Untersuchungen zu NO-Donoren mit einem 
Radioimmunoassay (Steiner et al. 1972; Schröder et al. 1985).  

Für die Versuche wurden, soweit nicht anders vermerkt, Nierenepithelzellen (LLC-PK1) 
verwendet. Die Zellen wurden in 35-mm Kulturschalen in der Konzentration von 2 x 104 
Zellen/well eingesetzt. Nach Erreichen der Konfluenz (48 Stunden) wurden die Zellen mit 
PBS gewaschen und für 24 Stunden serumfreies Kulturmedium zugesetzt. Vor 
Versuchsbeginn wurde das Medium entfernt und die Zellen zweimal mit PBS gewaschen. 
Danach erfolgte die Stimulation der Zellen.  

Zunächst wurden die Zellen für 10 Minuten mit dem unselektiven 
Phosphodiesterasehemmer Isobutylmethylxanthin (0,5 mM in serumfreiem Medium; 
IBMX) inkubiert. Anschließend erfolgte die Inkubation mit den zu untersuchenden 
Substanzen für 10 Minuten. Bei Experimenten mit Inhibitoren wurden diese 10 Minuten 
vorher zugesetzt. Das Endvolumen betrug 1 ml. Nach der Inkubation wurde der Überstand 
entfernt und zum Abstoppen der Reaktion 0,7 ml Ethanol zu den Zellen gegeben (Friedl et 

al. 1985). Dieser wurde bei 60°C im Trockenschrank abgedampft und dann 0,5 ml 
destilliertes Wasser zugesetzt. Die Zellen wurden kurzzeitig bei –80°C eingefroren, um die 
Zellmembran durch Einfrieren und Wiederauftauen aufzubrechen und so eine vollständige 
Freisetzung von cyclischem GMP zu erreichen. Nach dem Auftauen und anschließendem 
Zentrifugieren wurde der Überstand aliquotiert (Schröder und Schrör 1993; Hinz und 
Schröder 1998). 

3.4.1 Radioimmunoassay 

Das Messprinzip beruht auf einer Kompetition zwischen radioaktiv markiertem cGMP 
und cGMP aus dem Zelllysat um die Bindung an einem Antikörper mit hoher Spezifität 
und Affinität zu cGMP. Als Tracer wurde [3H]cGMP, gelöst in Tris/EDTA-Puffer, 
verwendet. Das Probenmaterial wurde zusammen mit dem Antikörper und der [3H]cGMP-
Lösung für 12 Stunden bei 4°C inkubiert. Danach wurde das Gemisch mit eiskalter 
Ammoniumsulfatlösung durch Schütteln ausgefällt. Das Präzipitat wurde zentrifugiert, in 
Wasser gelöst, und der freie Tracer konnte dann im Überstand bestimmt werden. Die 
gemessene Radioaktivität ist ein reziprokes Maß für das von den Zellen gebildete cGMP 
(Steiner et al. 1972). 
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3.4.2 Enzymimmunoassay 

Bei diesem Test sind auf einer 96-well-Mikrotiterplatte spezifische cGMP-Antikörper 
immobilisiert, um deren limitierte Bindungsstellen freies, aus dem Zellüberstand 
gewonnenes und an Acetylcholinesterase gekoppeltes cGMP konkurriert. Nach 
Beendigung der Reaktion wurden die ungebundenen Reagenzien ausgewaschen. Die 
Acetylcholinesterase-Aktivität wurde mit Ellmanns Reagenz bestimmt. Dabei katalysiert 
das Enzym die Bildung der 5-Thio-2-nitrobenzoesäure, deren Extinktion bei 412 nm 
vermessen werden kann. Die Extinktion ist der Konzentration an freiem cGMP 
proportional (Pradelles et al. 1989). 

3.5 Bestimmung der eNOS-Proteinexpression 

Die Expression endothelialer NO-Synthase (eNOS) in den verwendeten Zelllinien wurde 
mittels des Western-Blots (Towbin et al. 1979; Burnette 1981) analysiert. Dazu wurden die 
Zellen nach der Inkubation lysiert und das Gesamtprotein unter denaturierenden 
Bedingungen mittels SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt. Anschließend wurden die 
Proteine mit Hilfe eines Tank-Blot-Verfahrens auf eine Nitrocellulosemembran 
transferiert. Die Detektion des eNOS-Proteins erfolgte über einen spezifischen 
monoklonalen eNOS-Antikörper unter Nutzung eines Chemilumineszenz-Systems.  

3.5.1 Inkubationsprotokoll 

Humane Endothelzellen (EA.hy 926) wurden in Kulturschalen mit einer 

Wachstumsfläche von 60 cm2 ausgesät und bis zum Erreichen der Konfluenz kultiviert. 

Dann erfolgte die Inkubation der Zellen mit Medium und den zu untersuchenden 

Substanzen für 8 Stunden. Nach abgeschlossener Inkubation wurden die Zellen mit 

Trypsin/EDTA geerntet und in Lysepuffer (50 mM Tris, 10 mM EDTA, 1% Triton X-100) 

resuspendiert. Anschließend erfolgte die Bestimmung des Proteingehaltes. 

3.5.2 Proteinbestimmung nach Bradford 

Die Bestimmung der Proteinkonzentration der Proben erfolgte mit einem kommerziellen 

Kit (Bio-Rad, München) nach der Methode von Bradford (Bradford 1976). Diese Methode 

basiert auf der Farbreaktion der zu bestimmenden Proteine mit Coomassie-Brilliantblau, 

wobei Komplexe mit einem Absorptionsmaximum von 595 nm entstehen.  

Der Proteingehalt der Proben wurde einer Eichkurve entnommen, die parallel zu jeder 

Proteinbestimmung mit Rinderserumalbumin erstellt wurde.  

3.5.3 Western-Blot-Analyse 

Zur optimalen Auftrennung der Proteine wurden Polyacrylamid-Konzentrationen von 5% 

im Sammelgel und 7,5% im Trenngel verwendet. Die Proteinproben (100 µg) wurden vor 

der Gelelektrophorese mit 5-fach konzentriertem Ladepuffer (0,1 M Tris, 0,01 M EDTA, 
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2% SDS, 20% Glycerol, 0,5 M DTT) denaturiert (100°C / 10 Minuten) und mit SDS-

haltigem Laufpuffer (50 mM Tris, 384 mM Glycin, 0,1% SDS) gelelektrophoretisch 

aufgetrennt (40 V / 3 Stunden). 

Zum Transfer der gelelektrophoretisch aufgetrennten Proteine aus dem Gel auf die 
Membran wurde das Tank-Blot-Verfahren angewendet. Der Transfer erfolgte bei 100 mA 
und 4°C für 16 Stunden (Tankblotter: Biometra, Göttingen) auf eine 
Nitrocellulosemembran (Biometra, Göttingen). Zur Überprüfung der Transfereffizienz 
diente ein vorgefärbtes Proteingemisch (Gibco, Karlsruhe). Die Beladung der Gele wurde 
mit Hilfe der Coomassie-Brilliantblau-Färbung kontrolliert (Sambrook et al. 1989). 

Nach dem Transfer der Proteine wurde die Membran zur Maskierung unbesetzter 

Bindungsstellen für eine Stunde mit Blockierungslösung (Tris-Puffer mit 4% fettfreiem 

Trockenmilchpulver) inkubiert. Anschließend erfolgte bei Raumtemperatur eine 

einstündige Inkubation der Membran mit dem in Blockierungslösung verdünnten eNOS-

Antikörper (133 kDa; Sigma, Deisenhofen). Nach zweimaligem Waschen der Membran 

mit Blockierungslösung schloss sich eine 30-minütige Inkubation mit einem Horse-

Raddish-Peroxidase-gekoppelten Zweitantikörper (Anti-Kaninchen IgG-HRP; Sigma, 

Deisenhofen) an. Danach wurde die Membran dreimal für 5 Minuten mit 

Blockierungslösung und zweimal für 10 Minuten mit Tris-Puffer (mit 0,5% Tween) 

gewaschen. 

Zur Detektion wurde ein Chemilumineszenz-Kit (Roche, Mannheim) verwendet. Mit 

Hilfe dieses Systems erfolgt der Nachweis der Zweitantikörper (Anti-Kaninchen  

IgG-HRP), die an die eNOS-Antikörper auf der Membran gebunden wurden. Durch die 

Peroxidase des Zweitantikörpers wird das Substrat Luminol oxidiert, und es entsteht Licht 

mit einem Maximum von 428 nm. Dies kann durch die Exposition der Membran mit einem 

Autoradiographiefilms (Roche, Mannheim) nachgewiesen werden. Die Expositionszeit 

betrug 5-30 Minuten.  

3.6 Bestimmung der Stickstoffmonoxid-Synthase-Aktivität 

Der Assay zur Bestimmung der totalen Stickstoffmonoxid-Synthase(NO-Synthase)-
Aktivität beruht auf der enzymatischen Umwandlung von L-[3H]-Arginin zu L-[3H]-
Citrullin unter Abspaltung von NO (Bredt und Snyder 1990; Heller et al. 1999). Die 
Trennung des bei pH 5,5 ungeladenen L-[3H]-Citrullins von dem bei diesem pH-Wert 
positiv geladenen L-[3H]-Arginin erfolgte säulenchromatographisch, wobei die Säulen mit 
einem Kationenaustauscherharz gefüllt wurden. 

Die Zellen wurden in 60-mm-Kulturschalen bis zur Konfluenz kultiviert, zweimal mit 
HEPES-Puffer (pH 7,4), der 1,5 mM Calciumchlorid und 0,25% Rinderalbumin enthielt, 
gewaschen und dann 30 Minuten darin inkubiert. Zur Bestimmung der basalen Citrullin-
Synthese oder zur Hemmung der Stimulation wurde während dieser Inkubationszeit der 
NO-Synthase-Inhibitor L-NAME (1 mM) zugesetzt. Danach wurden 3 µCi L-[3H]-Arginin, 
10 µM unmarkiertes L-Arginin sowie Ionomycin (2 µM) als Positivkontrolle und die zu 
untersuchenden Substanzen hinzugefügt. Nach 15-minütiger Inkubation wurde die 
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Reaktion mit einer eiskalten Lösung aus 5 mM L-Arginin und 4 mM EDTA in PBS 
gestoppt und die Zellen mit reinem Ethanol denaturiert. Der Alkohol wurde abgedampft 
und die löslichen Zellkomponenten in 20 mM HEPES-Na-Puffer (pH 5,5) gelöst. Der 
Überstand wurde über eine mit Dowex AG-50W-X8 (Natrium-Form) gefüllte Säule 
aufgetrennt. Die Radioaktivität des L-[3H]-Citrullin-haltigen Eluats wurde mittels 
Flüssigkeitsszintillations-Spektrometrie bestimmt. Die totale NO-Synthase-Aktivität für 
jede Probe wurde als Differenz zwischen der Radioaktivität in An- und Abwesenheit des 
NO-Synthase-Inhibitors L-NAME (1 mM) berechnet (Marletta 1989). 
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3.7 Material 

Alexis Deutschland, 
Grünberg 
 

ODQ, PTIO, SperminNONOat 

American Type Culture Collection 
(ATCC), Rockville, MD, USA 
 

CPAE (ATCC CCL 209), LLC-PK1 
(ATCC CL 101), RFL-6 (ATCC CCL 192) 

Amersham, 
Braunschweig 
 

cGMP[3H]-RIA, [3H]-cGMP, [3H]-Arginin 

Aventis, 
Frankfurt/Main 
 

SIN-1 

Boehringer, 
Mannheim 
 

LDH-Cytotoxizitäts-Kit 

Gibco, 
Eggenstein 

Fetales Kälberserum, RNAse-freies Wasser, 
PBS, Penicillin/Streptomycin, 
Trypsin/EDTA, Zellkulturmedien, Tris, 
SDS 
 

E. Merck, 
Darmstadt 
 

Methanolabs, Natriumcitrat p.a., Salzsäure 
36%, Chromatographiesäulen 

Packard,  
Dreieich 
 

Szintillationscocktail Ultima Gold 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Deisenhofen 

Acetylsalicylsäure, L-Arginin, 
Ammoniumsulfat, 8-Br-cGMP, CaCl2, 
DDT, Diclofenac, Dowex AG-50W-X8, 
eNOS-Antikörper, Gentianaviolett, HEPES, 
HEPES-Na, IBMX, Indometacin, 
Ionomycin, Kollagenase, L-NAME, L/D-
NMMA, MgCl2, Rinderalbumin, 
Salicylsäure, Triton X-100, 
Wasserstoffperoxid 
 

Stratagene, 
Heidelberg 

cGMP-EIA 
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3.8 Lösungen 

Die bei den Versuchen verwendeten Lösungen hatten folgende Zusammensetzung: 
 
PBS (pH 7,3): NaCl 138 mM; KCl 2,7 mM; NaH2PO4 1,5 mM; KH2PO4 1,5 mM; in 
bidestilliertem Wasser lösen. 
 
HEPES-Na-Puffer (pH 7,4): NaCl 145 mM; KCl 5 mM; MgSO4 1 mM; HEPES-Na  
10 mM; Glucose 10 mM; in bidestilliertem Wasser lösen. 
 
HEPES-CaCl2-BSA-Puffer: 1,5 ml CaCl2 (100 mM Stammlösung); 100 ml HEPES-Na-
Puffer (pH 7,4); 0,25 g BSA. 
 
PBS-EDTA-Arginin-Puffer: L-Arginin 5 mM; EDTA 4 mM in PBS lösen. 
 
Acetylsalicylsäure, Diclofenac, Indometacin und Salicylsäure wurden jeweils vor 
Versuchsbeginn in DMSO gelöst (1 M Stammlösung) und anschließend in PBS verdünnt, 
wobei die Endkonzentration von DMSO unter 1:1000 lag. 
 
YC-1, ODQ und Ionomycin wurden in DMSO gelöst und als Stammlösung bei -20°C 
gelagert. Die Verdünnung erfolgte am Versuchstag in PBS, wobei die Endkonzentration 
von DMSO unter 1:1000 lag. 
 
Die NO-Donoren SIN-1 und SperminNONOat sowie PTIO wurden jeweils am 
Versuchstag in den entsprechenden Mengen kaltem PBS gelöst. 
 
8-Br-cGMP wurde in PBS gelöst und als Stammlösung (10 mM) bei -20°C gelagert. Die 
Verdünnung erfolgte am Versuchstag. 
 
L-Arginin und seine Derivate L/D-NMMA und L-NAME wurden vor Versuchsbeginn in 
den entsprechenden Mengen in PBS gelöst. 
 
Der Phosphodiesterasehemmer IBMX wurde in destilliertem Wasser gelöst (5 mM) und 
bei -20°C gelagert. Am Versuchstag wurde eine 0,5 mM Lösung in serumfreiem Medium 
erstellt. 
 
Gentianaviolett (0,1%): 0,1 g Gentianaviolett wurde in 5 ml absolutem Ethanol gelöst und 
mit demineralisiertemWasser auf 100 ml aufgefüllt. 
 
Natriumcitratlösung (0,1 M): 2,9 g Natriumcitrat wurden zu einer Mischung von 50 ml 
absolutem Ethanol und 50 ml demineralisiertem Wasser gegeben. 
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3.9 Statistik 

Die Versuche wurden als Mittelwerte ± Standardfehler des Mittelwertes (x ± SEM) von  
n unabhängigen Experimenten berechnet. Alle Experimente wurden jeweils an Zellen 
unterschiedlicher Passagen in Mehrfachbestimmungen durchgeführt. Unterschiede 
zwischen einzelnen Versuchsgruppen wurden unter Annahme einer Irrtums-

wahrscheinlichkeit von α = 0,05 mittels des t-Tests nach Student für unverbundene 
Stichproben auf ihre Signifikanz geprüft. Bei einem Vergleich mehrerer Gruppen wurde 
eine Varianzanalyse (ANOVA) und Bonferroni's multipler Vergleichstest angewendet. Als 

signifikant angesehen wurden p-Werte für α ≤ 0,05. 
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4 Ergebnisse 

4.1 Untersuchungen zur Cytoprotektion  

ROS wie das H2O2 sind an der Pathogenese der Atherosklerose beteiligt. Neben einer 
direkten Endothelschädigung, z.B. durch Lipidperoxidation, führen sie auch zu einer 
Inaktivierung cytoprotektiver Proteine und zu einer verminderten Bioverfügbarkeit von 
NO. H2O2 führt konzentrations- und zeitabhängig zu einer Endothelschädigung. Dies kann 
in einem In-vitro-Modell quantifiziert werden (Podhaisky et al. 1997; Oberle et al. 1998). 
Zur Bestimmung der Zellviabilität wurde dabei der Kristallviolett-Assay verwendet, der 
die vitalen Zellen detektiert. Zunächst wurden die cytoprotektiven Effekte verschiedener 
Substanzen gegenüber H2O2-induzierter Toxizität in Endothelzellen untersucht. Eine 
maximale Cytoprotektion wurde bei einer Endothelschädigung von ungefähr 50% erzielt. 
Die EC50 von H2O2 unterliegt sehr großen Schwankungen. Daher wurden die Experimente 
bei unterschiedlichen Konzentrationen (650-1000 µM) und mit verschiedenen 
Inkubationszeiten (8-24 Stunden) durchgeführt, um einen Schädigungsindex von etwa 50% 
konstant zu erreichen. 

4.1.1 Endothelprotektion durch NO-Donoren 

SIN-1 (3-Morpholinosydnonimin) ist der spontan NO-freisetzende aktive Metabolit des 
Molsidomin, das in der Angina-pectoris-Prophylaxe als Arzneistoff angewendet wird 
(Feelisch et al. 1989). Für SIN-1 und auch andere spontane NO-Donoren, wie S-Nitroso-
N-acetyl-D,L-penicillamin (SNAP) oder SperminNONOat konnte eine Endothelprotektion 

gegenüber TNF-α-induzierter Toxizität gezeigt werden (Polte et al. 1997a).  
Um zu untersuchen, ob die Endothelprotektion auch gegenüber H2O2-induzierter 

Zellschädigung nachgewiesen werden kann, wurden Endothelzellen (CPAE) für  
12 Stunden mit SIN-1 (3-30 µM) vorinkubiert, und anschließend wurde für 24 Stunden 
H2O2 (650 µM) zugesetzt. Die Zahl der vitalen Zellen ging nach der Behandlung mit H2O2 
auf etwa 30 % zurück. Bei einer Konzentration von 30 µM verringerte SIN-1 den 
toxischen Effekt signifikant gegenüber der Kontrolle (Abb. 2). In dem angegebenen 
Bereich (3-30 µM) besaß SIN-1 keine Eigeneffekte auf die Zellviabilität. Ab einer 
Konzentration von 100 µM wurde ein toxischer Effekt festgestellt (nicht gezeigt). 
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Abb. 2: Protektiver Effekt von SIN-1 auf Endothelschädigung durch H2O2. 
CPAE wurden 12 h mit SIN-1 (3-30 µM) vorinkubiert und anschließend wurde das Inkubationsmedium 
gewechselt. Nach Zugabe von H2O2 (650 µM) wurde die Inkubation für weitere 24 h fortgesetzt. 

Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM von n = 6 Experimenten; *p < 0,05 vs. Kontrolle (KON), einseitige 

ANOVA und Bonferroni's multipler Vergleichstest. 

 
 

4.1.2 Cytoprotektion durch Acetylsalicylsäure 

Zur Bestimmung der Wirkung von ASS auf die H2O2-induzierte Endothelschädigung 
wurden Endothelzellen (CPAE) für 12 Stunden mit ASS inkubiert. Es zeigte sich, dass 
Konzentrationen von 3-20 µM ASS CPAE signifikant vor oxidativem Stress schützten 
(Abb. 3a). Um ein zellinienspezifisches Phänomen auszuschließen wurde das Experiment 
mit einer weiteren Endothelzelllinie wiederholt. Auch in primären Endothelzellen aus 
Schweinaorten (PAE) zeigte ASS in vergleichbaren Konzentrationen (10-20 µM) eine 

signifikante Cytoprotektion (Abb. 3b). Mit steigenden Konzentrationen (≥ 30 µM) 
verminderte sich der protektive Einfluss von ASS, und der Vitalitätsindex sank auf das 
Ausgangsniveau zurück. 

DMSO, das zum Erstellen der Stammlösung von ASS verwendet wurde, zeigte in diesen 
und in den folgenden Experimenten in den entsprechenden Verdünnungen keinen eigenen 
Effekt. 
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Abb. 3: Konzentrationsabhängige Endothelprotektion von ASS 
a) in CPAE  
Die Endothelzellen wurden 12 h mit Acetylsalicylsäure (1-30 µM) vorinkubiert und anschließend wurde das 
Inkubationsmedium gewechselt. Nach Zugabe von H2O2 (800 µM) wurde die Inkubation für weitere 12 h 
fortgesetzt. 

Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM von n = 6 Experimenten; *p < 0,05 vs. Kontrolle (KON), einseitige 
ANOVA und Bonferroni's multipler Vergleichstest. 

b) in PAE. 
Die Endothelzellen wurden 12 h mit Acetylsalicylsäure (5-30 µM) vorinkubiert und anschließend wurde das 
Inkubationsmedium gewechselt. Nach Zugabe von H2O2 (850 µM) wurde die Inkubation für weitere 22 h 
fortgesetzt.  

Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM von n = 6 Experimenten; *p < 0,05 vs. Kontrolle (KON), einseitige 

ANOVA und Bonferroni's multipler Vergleichstest. 



4. Ergebnisse   30 

Um die Abnahme des Zellschutzes im höheren Konzentrationsbereich zu untersuchen, 
wurden Versuche zur Eigentoxizität der ASS durchgeführt. Die Endothelzellen wurden 
entsprechend der Protektionsversuche für 12 Stunden mit ASS (3-100 µM) vorinkubiert, 
der Zellüberstand abgesaugt und anschließend wurde für weitere 24 h mit 
Zellkulturmedium inkubiert. In dem Konzentrationsbereich, der vor H2O2-induzierter 
Toxizität schützte (3-20 µM), wurden keine Eigeneffekte von ASS beobachtet. Größere 
Konzentrationen wirkten signifikant eigentoxisch (Abb. 4). 
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Abb. 4: Eigeneffekt von Acetylsalicylsäure auf Endothelzellen. 
CPAE wurden 12 h mit Acetylsalicylsäure (3-100 µM) vorinkubiert und anschließend wurde das 
Inkubationsmedium gewechselt. Nach Zugabe von H2O2 (650 µM) wurde die Inkubation für weitere 24 h 
fortgesetzt. 

Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM von n = 6 Experimenten; *p < 0,05 vs. Kontrolle (KON), einseitige 
ANOVA und Bonferroni's multipler Vergleichstest. 

 
 
Interessanterweise erhöhte sich die protektive Wirkung von ASS nur, wenn sie bereits  

12 Stunden vor Beginn der Exposition mit H2O2 zugesetzt wurde. Bei gleichzeitiger 
Zugabe von ASS und H2O2 in das Inkubationsmedium konnte dagegen kein Schutz durch 
ASS festgestellt werden (Abb. 5). 
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Abb. 5: Zeitabhängige Endothelprotektion von Acetylsalicylsäure. 
CPAE wurden 0–24 Stunden mit Acetylsalicylsäure (10 µM) vorinkubiert und anschließend wurde das 
Inkubationsmedium gewechselt. Nach Zugabe von H2O2 (650 µM) wurde die Inkubation für weitere 24 h 
fortgesetzt. 

Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM von n = 6 Experimenten; *p < 0,05 vs. Kontrolle (KON), einseitige 

ANOVA und Bonferroni's multipler Vergleichstest. 

 
 

4.1.3 Cytoprotektiver Effekt von Acetylsalicylsäure im Vergleich mit anderen 
Cyclooxygenase-Inhibitoren 

Um herauszufinden, ob die beobachtete Cytoprotektion durch Hemmung der COX 
bedingt war, wurden strukturell unterschiedliche COX-Inhibitoren eingesetzt. Salicylsäure 
(10-100 µM), ein aktiver Metabolit der ASS, zeigte wie auch das Indolessigsäure-Derivat 
Indometacin (10-100 µM) und das Phenylessigsäure-Derivat Diclofenac (10-100 µM) bei 
vergleichbaren Versuchsbedingungen keine Cytoprotektion (Abb. 6-8). Die Substanzen 
besaßen bei den angegebenen Konzentrationen keine Eigeneffekte auf die Zellviabilität. 

Die Befunde zeigen, dass die durch ASS hervorgerufene Protektion kein Klasseneffekt 
nichtsteroidaler Antiphlogistika ist und vermutlich nicht auf einer Hemmung der COX 
beruht.  
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Abb. 6: Vergleich der Endothelprotektion von Acetylsalicylsäure mit Salicylsäure. 
CPAE wurden 12 h mit Acetylsalicylsäure (ASS, 10 µM) oder Salicylsäure (10-100 µM) vorinkubiert und 
anschließend wurde das Inkubationsmedium gewechselt. Nach Zugabe von H2O2 (650 µM) wurde die 
Inkubation für weitere 24 h fortgesetzt. 

Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM von n = 6 Experimenten; *p < 0,05 vs. Kontrolle (KON), einseitige 
ANOVA und Bonferroni's multipler Vergleichstest. 
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Abb. 7: Vergleich der Endothelprotektion von Acetylsalicylsäure mit Indometacin. 
CPAE wurden 12 h mit Acetylsalicylsäure (ASS, 10 µM) oder Indometacin (10-100 µM) vorinkubiert und 
anschließend das Inkubationsmedium gewechselt. Nach Zugabe von H2O2 (650 µM) wurde die Inkubation 
für weitere 22 h fortgesetzt. 

Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM von n = 6 Experimenten; *p < 0,05 vs. Kontrolle (KON), einseitige 
ANOVA und Bonferroni's multipler Vergleichstest. 
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Abb. 8: Vergleich der Endothelprotektion von Acetylsalicylsäure mit Diclofenac. 
CPAE wurden 12 h mit Acetylsalicylsäure (ASS, 10 µM) oder Diclofenac (10-100 µM) vorinkubiert und 
anschließend das Inkubationsmedium gewechselt. Nach Zugabe von H2O2 (800 µM) wurde die Inkubation 
für weitere 18 h fortgesetzt. 

Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM von n = 6 Experimenten; *p < 0,05 vs. Kontrolle (KON), einseitige 
ANOVA und Bonferroni's multipler Vergleichstest. 

 
 

4.1.4 Modulation der protektiven Effekte von Acetylsalicylsäure (Kristallviolett-
Assay) 

NO-Donoren wie SIN-1 zeigten unter den gewählten Versuchsbedingungen eine der ASS 
vergleichbare Cytoprotektion. Daraus ergab sich die Vermutung, dass NO-Donoren und 
ASS über einen gemeinsamen Mechanismus protektiv wirken könnten. In weiteren 
Versuchen wurde durch Verwendung von Modulatoren des L-Arginin-NO-Stoffwechsels 
untersucht, ob der ASS-cytoprotektive Effekt NO-vermittelt ist. 

Zunächst wurde mit Hilfe des direkten NO-Radikalfängers 2-Phenyl-4,4,5,5-
tetramethylimidazolin-1-oxyl-3-oxid (PTIO) eine mögliche NO-Abhängigkeit des 
beobachteten ASS-Effektes untersucht. Durch PTIO wird NO zu Stickstoffdioxid oxidiert, 
welches sofort mit einem weiteren NO-Radikal zu Dinitrogentrioxid (N2O3) reagiert 
(Akaike und Maeda 1996). Damit wird dem System NO entzogen. 

Die Zellen wurden vor der Zugabe der ASS 10 Minuten mit PTIO (30 µM) inkubiert. Die 
Cytoprotektion wurde durch den Radikalfänger vollständig aufgehoben (Abb. 9). PTIO 
besaß bei der angegebenen Konzentration keine Eigeneffekte auf die Zellviabilität. 
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Abb. 9: Effekt des NO-Radikalfängers PTIO auf die Endothelprotektion durch ASS. 
Nach 10-minütiger Vorbehandlung mit PTIO (30 µM) wurden CPAE 12 h mit Acetylsalicylsäure (ASS 10 
µM) inkubiert und anschließend wurde das Inkubationsmedium gewechselt. Nach Zugabe von H2O2 (750 
µM) wurde die Inkubation für weitere 18 h fortgesetzt. 

Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM von n = 6 Experimenten; *p < 0,05 vs. Kontrolle (KON), einseitige 

ANOVA und Bonferroni's multipler Vergleichstest; #p < 0,05 vs. ASS, t-Test nach Student für unverbundene 
Stichproben. 

 
 

Um eine Beteiligung von NO-Synthasen an der ASS-induzierten Cytoprotektion zu 
untersuchen, wurden die Endothelzellen 10 Minuten vor der Zugabe von ASS (10 µM) mit 

L-NMMA (25 µM) vorinkubiert. Derivate des L-Arginin, die wie das Nω-Monomethyl- 
L-arginin (L-NMMA) am terminalen Guanidin-Stickstoff substituiert sind, können die  
NO-Synthasen reversibel oder irreversibel inhibieren (Moncada und Higgs 1993; Knowles 
und Moncada 1994). Der protektive Effekt von ASS wurde vollständig durch L-NMMA 
aufgehoben.  

Eine unspezifische Hemmung von L-NMMA konnte ausgeschlossen werden, da das  
D-Enantiomer ohne Einfluss auf die ASS-induzierte Protektion war. Die enantioselektive 
Inhibition durch L-NMMA spricht für die ursächliche Beteiligung von NO-Synthase an der 
durch ASS hervorgerufenen endothelprotektiven Wirkung (Abb. 10). Ein Eigeneffekt der 
Arginin-Analoga auf die Zellviabilität war nicht feststellbar. 
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Abb. 10: Effekt der Arginin-Analoga L- und D-NMMA auf die Cytoprotektion durch 
Acetylsalicylsäure. 
Nach 10-minütiger Vorbehandlung mit L- oder D-NMMA (25 µM) wurden CPAE für 12 h mit 
Acetylsalicylsäure (ASS, 10 µM) inkubiert und anschließend wurde das Inkubationsmedium gewechselt. 
Nach Zugabe von H2O2 (1000 µM) wurde die Inkubation für weitere 8 h fortgesetzt. 

Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM von n = 6 Experimenten; *p < 0,05 vs. Kontrolle (KON), einseitige 
ANOVA und Bonferroni's multipler Vergleichstest; #p < 0,05 vs. ASS, t-Test nach Student für unverbundene 
Stichproben. 

 
 

Viele biologische NO-Wirkungen beruhen auf der Aktivierung der sGC und sind cGMP-
vermittelt. In einer früheren Untersuchung wurde gezeigt, dass stabile cGMP-Analoga 
Endothelzellen vor oxidativem Stress schützen können (Polte et al. 1997b). Dieser Befund 
wurde in der vorliegenden Untersuchung unter Verwendung des cGMP-Analogons  
8-Bromo-cGMP (8-Br-cGMP, 1-10 µM) für die gewählten Versuchsbedingungen bestätigt 
(Abb. 11). 8-Br-cGMP verringerte konzentrationsabhängig und ohne Eigeneffekte die 
H2O2-induzierte Toxizität.  

Um nun zu untersuchen, ob der Endothelschutz durch ASS über das cyclische Nukleotid 
cGMP vermittelt wird, wurde ein selektiver Hemmstoff der NO-sensitiven sGC,  
1H-(1,2,4)-Oxadiazol(4,3-a)quinoxalin-1-on (ODQ), verwendet (Garthwaite et al. 1995; 
Brunner et al. 1996). ODQ ist hochspezifisch für die sGC und inhibiert verwandte, 
cyclische Nukleotide bildende Enzyme wie die partikuläre Guanylylcyclase bzw. 
Adenylylcyclase oder NO-Synthasen nicht (Olson et al. 1997). 

Es wurde der gleiche Ansatz wie für die Untersuchung mit PTIO verwendet. ODQ  
(1 µM) wurde 10 Minuten vor der 12-stündigen Inkubation mit ASS zu den Zellen 
gegeben, der Zellüberstand wurde abgesaugt, und eine 18-stündige Behandlung mit H2O2 
folgte. Wie vermutet, wurde die Cytoprotektion durch ASS durch Guanylylcyclase-
Inaktivierung mit ODQ komplett aufgehoben (Abb. 12). ODQ zeigte in der verwendeten 
Konzentration keine Eigeneffekte. 
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Abb. 11: Effekt des cGMP-Analogons 8-Br-cGMP auf die H2O2-vermittelte Toxizität in 
Endothelzellen. 
CPAE wurden 12 h mit 8-Br-cGMP (1-10 µM) vorinkubiert und anschließend wurde das Inkubationsmedium 
gewechselt. Nach Zugabe von H2O2 (800 µM) wurde die Inkubation für weitere 8 h fortgesetzt. 

Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM von n = 6 Experimenten; *p < 0,05 vs. Kontrolle (KON), einseitige 
ANOVA und Bonferroni's multipler Vergleichstest.  
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Abb. 12: Hemmung der Acetylsalicylsäure-induzierten Endothelprotektion durch 
Inhibiton der löslichen Guanylylcyclase. 
Nach 10-minütiger Vorbehandlung mit dem selektiven Guanylylcyclase-Inhibitor ODQ (1 µM) wurden 
CPAE für 12 h mit Acetylsalicylsäure (ASS, 10 µM) inkubiert und anschließend wurde das 
Inkubationsmedium gewechselt. Nach Zugabe von H2O2 (750 µM) wurde die Inkubation für weitere 18 h 
fortgesetzt. 

Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM von n = 6 Experimenten; *p < 0,05 vs. Kontrolle (KON), einseitige 
ANOVA und Bonferroni's multipler Vergleichstest; #p < 0,05 vs. ASS, t-Test nach Student für unverbundene 
Stichproben. 
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4.1.5 Modulation der protektiven Effekte von Acetylsalicylsäure (LDH-Freisetzung) 

Bei den Versuchen mit PTIO, ODQ und den Arginin-Analoga wurde parallel die Vitalität 
der Zellen über die LDH-Freisetzung bestimmt. Mit dem Kristallviolett-Assay werden die 
am Ende der Inkubation verbliebenen lebensfähigen Zellen detektiert. Es lassen sich 
jedoch keine Aussagen über zelltoxische Mechanismen wie Apoptose oder Nekrose 
machen. Die LDH-Freisetzung gilt als Marker für den nekrotischen Zelltod (Decker und 
Lohmann-Matthes 1988).  

Die Inkubation der Zellen erfolgte genau nach dem oben beschriebenen Protokoll 
(Kapitel 3.3.1). Nach der Inkubation mit H2O2 wurde die LDH-Konzentration im 
Zellüberstand gemessen. Bei der Auswertung diente die LDH-Freisetzung nach Inkubation 
mit Triton X-100 als Standard (100% Toxizität).  

Mit dem LDH-Assay konnte bestätigt werden, dass ASS (10 µM) eine nahezu komplette 
Aufhebung der Toxizität zeigt. Die Protektion wurde durch den NO-Radikalfänger PTIO 
(30 µM) und den Guanylylcyclase-Inhibitor ODQ (1 µM) inhibiert (Abb. 13). Der  
L-Arginin Antagonist L-NMMA, aber nicht sein D-Enantiomer D-NMMA, führte zu einer 
Hemmung der ASS-abhängigen Cytoprotektion (Abb. 14). 
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Abb. 13: Effekt von PTIO und ODQ auf die protektive Wirkung von Acetylsalicylsäure 
gemessen über die LDH-Freisetzung. 
Nach 10-minütiger Vorbehandlung mit PTIO (30 µM) oder ODQ (1 µM) wurden CPAE für 12 h mit 
Acetylsalicylsäure (ASS, 10 µM) inkubiert und anschließend wurde das Inkubationsmedium gewechselt. 
Nach Zugabe von H2O2 (750 µM) wurde die Inkubation für weitere 18 h fortgesetzt. 

Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM von n = 6 Experimenten; *p < 0,05 vs. Kontrolle (KON), einseitige 

ANOVA und Bonferroni's multipler Vergleichstest; #p < 0,05 vs. ASS, t-Test nach Student für unverbundene 
Stichproben. 
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Abb. 14: Effekt von L- und D-NMMA auf die protektive Wirkung von Acetylsalicylsäure 
gemessen über die LDH-Freisetzung. 
Nach 10-minütiger Vorbehandlung mit L- oder D-NMMA (25 µM) wurden CPAE für 12 h mit 
Acetylsalicylsäure (ASS, 10 µM) inkubiert und anschließend wurde das Inkubationsmedium gewechselt. 
Nach Zugabe von H2O2 (750 µM) wurde die Inkubation für weitere 18 h fortgesetzt. 

Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM von n = 6 Experimenten; *p < 0,05 vs. Kontrolle (KON), einseitige 

ANOVA und Bonferroni's multipler Vergleichstest; #p < 0,05 vs. ASS, t-Test nach Student für unverbundene 
Stichproben. 
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4.1.6 Zusammenfassung 

ASS verringerte konzentrationsabhängig die endotheltoxische Wirkung von H2O2. 
Vergleichbare zellprotektive Effekte wurden nach Inkubation mit dem NO-Donor SIN-1 
beobachtet. Andere Hemmstoffe der COX, wie Salicylsäure, Diclofenac und Indometacin 
waren ohne Einfluss auf die cytotoxische Wirkung von H2O2. Die Untersuchungen mit 
dem NO-Radikalfänger PTIO und dem NO-Synthase-Inhibitor L-NMMA weisen darauf 
hin, dass die Endothelprotektion von ASS über den L-Arginin-NO-Stoffwechselweg 
vermittelt wird. Die Aufhebung der ASS-induzierten Endothelprotektion durch den sGC-
Inhibitor ODQ demonstriert die Mediatorfunktion des NO-Botenstoffs cGMP. 
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4.2 Messung von intrazellulären cGMP-Spiegeln  

Im Folgenden sollte die Beteiligung von cGMP an der ASS-abhängigen 
Endothelprotektion durch Messung intrazellulärer cGMP-Spiegel erhärtet werden. 

4.2.1 Effekt eines NO-Donors auf die cGMP-Bildung in verschiedenen kultivierten 
Zellen 

Zunächst wurde ein System gesucht, in dem mit dem Enzymimmunoassay ausreichende, 
d.h. modulierbare, cGMP-Spiegel gemessen werden konnten. Dafür wurden verschiedene 
Zelltypen mit dem spontanen NO-Donor SIN-1 inkubiert.  

Die Bildung von cGMP wurde wie unter 3.4 und 3.4.2 beschrieben gemessen. Die Zellen 
wurden nach 10 Minuten Inkubation in Gegenwart des Phosphodiesterase-Hemmers IBMX 
(0,5 mM) für weitere 10 Minuten mit SIN-1 (30 µM) inkubiert. Die Endothelzelllinien 
CPAE und EA.hy 926 zeigten nach der Stimulation nur geringe, nicht signifikante 
Erhöhungen des cGMP-Spiegels. Dies könnte darauf beruhen, dass die beiden Zelllinien 
nur geringe Mengen an sGC enthalten oder das Enzym nur in einer Form vorliegt, die nicht 
aktivierbar ist (Bennett et al. 1989). Dagegen kam es in den primären 
Schweineaortenzellen (PAE) und vor allem in den Nierenepithelzellen (LLC-PK1) zu einer 
signifikanten Akkumulation von cGMP (Abb. 15).  

LLC-PK1-Zellen sind eine etablierte Zelllinie zur Untersuchung zellulärer Mechanismen 
der durch verschiedene Agonisten (wie z.B. NO) induzierten cGMP-Bildung. Die Zelllinie 
enthält nicht nur verhältnismäßig große Mengen an sGC, sondern auch eNOS, die das 
quantitativ wichtigste Isoenzym im Endothel darstellt (Bennett et al. 1989; Schröder und 
Schrör 1990; Tracey et al. 1994). Für diese Zelllinie wurde außerdem das vollständige 
Fehlen eines Arachidonstoffwechsels beschrieben (Hull et al. 1976; Goldring et al. 1978; 
Lifschitz et al. 1982; Schröder und Schrör 1993). Dies bedeutet, dass LLC-PK1-Zellen als 
Modell für COX-unabhängige ASS-Effekte eingesetzt werden können.  

Die folgenden Untersuchungen wurden deshalb mit dieser Zelllinie durchgeführt. 
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Abb. 15: Vergleich der cGMP-Bildung in den Zelllinien LLC-PK1, EA.hy 926, PAE und 
CPAE nach Stimulation mit SIN-1. 
Es wurde 10 Minuten mit SIN-1 (30 µM) stimuliert. 

Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM von n = 3-6 Experimenten; *p < 0,05 vs. Kontrolle (KON), einseitige 

ANOVA und Bonferroni's multipler Vergleichstest. 

 
 

4.2.2 Konzentrationsabhängiger Effekt von Acetylsalicylsäure auf die Bildung von 
cGMP 

4.2.2.1 Messung in LLC-PK1-Zellen 

Die Zellen wurden nach Vorbehandlung mit IBMX für 10 Minuten mit ASS (10 – 1000 
µM) inkubiert. Eine signifikante cGMP-Stimulation zeigte sich bereits ab einer 
Konzentration von 10 µM, die sich in Endothelzellen als cytoprotektiv erwiesen hatte, 
ohne gleichzeitig eigentoxisch zu wirken.  

Die Konzentrations-Wirkungskurve erreichte bei 300 µM ein Maximum mit einer 
Erhöhung der Basalkonzentration um etwa das 2,5-fache. Bei höheren ASS-
Konzentrationen ging die cGMP-Bildung zurück (Abb. 16). Als Lösungsmittel für die ASS 
wurde DMSO verwendet, das bei Kontrollversuchen in der verwendeten Konzentration 
jedoch ohne Eigeneffekt blieb (ohne Abbildung). 
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Abb. 16: Konzentrationsabhängiger Effekt von Acetylsalicylsäure auf die Bildung von 
cGMP in LLC-PK1-Zellen. 
LLC-PK1-Zellen wurden 10 Minuten mit Acetylsalicylsäure (1-1000 µM) stimuliert. 

Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM von n = 6–9 Experimenten; *p < 0,05 vs. Kontrolle (KON), einseitige 
ANOVA und Bonferroni's multipler Vergleichstest. 

 
 

4.2.2.2 Messung in vaskulären Schweineaortenzellen  

Die primären Endothelzellen aus der Schweineaorta wurden für 10 Minuten mit IBMX 
vorinkubiert und anschließend für 10 Minuten mit ASS stimuliert. Bei Konzentrationen 
von 300 µM und 500 µM wurde eine signifikante Erhöhung des basalen cGMP-Spiegels 
gemessen (Abb. 17). 
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Abb. 17: Effekt von Acetylsalicylsäure auf die Bildung von cGMP in vaskulären 
Schweineaortenzellen. 
PAE wurden 10 Minuten mit Acetylsalicylsäure (ASS, 300-500 µM) stimuliert. 

Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM von n = 3 Experimenten; *p< 0,05 vs. Kontrolle (KON), einseitige 

ANOVA und Bonferroni's multipler Vergleichstest. 

 
 

4.2.3 cGMP-Stimulation durch Acetylsalicylsäure im Vergleich mit anderen 
nichtsteroidalen Antiphlogistika  

Obwohl bekannt ist, dass die Zelllinie LLC-PK1 keine detektierbare 
Prostaglandinbildung aufweist (Lifschitz 1982), wurden zusätzlich Experimente mit 
weiteren NSAIDs durchgeführt, um zu zeigen, dass die cGMP-Stimulation durch ASS 
tatsächlich unabhängig von deren Wirkung auf den Prostaglandinstoffwechsel ist. 

Die Zellen wurden für 10 Minuten mit Salicylsäure, Indometacin oder Diclofenac in 
verschiedenen Konzentrationen inkubiert. Bei keiner der verwendeten Konzentrationen 
konnte für die Substanzen eine signifikante Erhöhung des cGMP-Spiegels festgestellt 
werden. Abbildung 18 zeigt die cGMP-Stimulation von Salicylsäure, Indometacin und 
Diclofenac bei einer Konzentration von 300 µM im Vergleich zu ASS (300 µM). 
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Abb. 18: cGMP-Stimulation durch Acetylsalicylsäure (ASS) im Vergleich mit 
Salicylsäure (SS), Indometacin (IND) und Diclofenac (DIC). 
LLC-PK1-Zellen wurden 10 Minuten mit den NSAIDs (300 µM) stimuliert. 

Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM von n = 6 Experimenten; *p < 0,05 vs. Kontrolle (KON), einseitige 
ANOVA und Bonferroni's multipler Vergleichstest. 

 
 

4.2.4 Effekt des NO-Radikalfängers PTIO auf die cGMP-Bildung durch 
Acetylsalicylsäure 

In Versuch 4.1.4 wurde mit Hilfe des NO-Radikalfängers PTIO gezeigt, dass die  
ASS-abhängige Cytoprotektion durch NO vermittelt wurde. Analog sollte deshalb in 
diesem Experiment untersucht werden, ob die cGMP-Stimulation durch ASS NO-abhängig 
bzw. PTIO-hemmbar ist. Nach Vorbehandlung mit IBMX wurden die Zellen für 10 
Minuten mit PTIO (50 µM) inkubiert. Danach erfolgte die 10-minütige Inkubation mit 
ASS (500 µM). Die cGMP-Bildung durch den COX-Inhibitor wurde mit PTIO komplett 
aufgehoben, dabei blieb PTIO allein ohne Effekt (Abb. 19). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



4. Ergebnisse   45 

 

P T IO  ( µ M )

cG
M

P
 (

pm
ol

/w
el

l)

#

K O N

 
 

Abb. 19: Effekt des NO-Radikalfängers PTIO auf die cGMP-Bildung durch 
Acetylsalicylsäure. 
LLC-PK1-Zellen wurden 10 Minuten mit PTIO (50 µM) vorinkubiert und anschließend 10 Minuten mit 
Acetylsalicylsäure (ASS, 500 µM) stimuliert. 

Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM von n = 6-9 Experimenten; *p < 0,05 vs. Kontrolle (KON), einseitige 

ANOVA und Bonferroni's multipler Vergleichstest; #p < 0,05 vs. ASS, t-Test nach Student für unverbundene 
Stichproben. 

 
 

4.2.5 Nachweis der Beteiligung der NO-Synthase an der Acetylsalicylsäure-
vermittelten cGMP-Bildung 

Durch die Hemmung der ASS-induzierten cGMP-Stimulation mit dem NO-
Radikalfänger PTIO konnte nachgewiesen werden, dass in den LLC-PK1-Zellen NO 
gebildet wird (Abb. 19). Um herauszufinden, ob die NO-Freisetzung über die NO-Synthase 
vermittelt wird, wurden die folgenden zwei Experimente durchgeführt: 

4.2.5.1 Effekt von Acetylsalicylsäure und SIN-1 auf die cGMP-Bildung in  
RFL-6-Zellen 

Kultivierte Fibroblasten aus Rattenlungen (RFL-6) werden als „Reporterzellen“ in einem 
Bioassay zur Detektion und Quantifizierung von NO verwendet. Sie enthalten eine größere 
Menge an sGC und können daher nach Inkubation mit exogenem NO aus Zellextrakten 
oder NO-Donoren cGMP bilden. RFL-6-Zellen sind jedoch wegen fehlender  
NO-Synthasen nicht in der Lage, endogenes NO zu produzieren (Schröder et al. 1988; 
Murad et al. 1990; Ishii et al. 1991). Agonisten, die in anderen Zellen oder Geweben  
NO-Synthase-vermittelte cGMP-Stimulationen hervorrufen, sollten daher in RFL-6-Zellen 
ohne Einfluss auf die basalen cGMP-Spiegel sein (Negativkontrolle). 
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Erwartungsgemäß stieg nach einer 10-minütigen Inkubation mit dem spontanen  
NO-Donor SIN-1 (30 µM) der cGMP-Spiegel in den Fibroblasten etwa um das 8-fache des 
Basalwertes an, während die Inkubation mit ASS (30-300 µM) keine signifikanten Effekte 
zeigte (Abb. 20).  
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Abb. 20: Effekt von Acetylsalicylsäure und SIN-1 auf die cGMP-Bildung in RFL-6-
Zellen. 
RFL-6-Zellen wurden 10 Minuten mit Acetylsalicylsäure (30-300 µM) oder SIN-1 (30 µM) stimuliert. 

Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM von n = 6 Experimenten; *p < 0,05 vs. Kontrolle (KON), einseitige 
ANOVA und Bonferroni's multipler Vergleichstest. 

 
 

4.2.5.2 Hemmung der Acetylsalicylsäure-abhängigen cGMP-Akkumulation durch 
NO-Synthase-Inhibitoren 

Der vorhergehende Versuch in RFL-6-Zellen zeigt, dass die cGMP-Bildung nach 
Inkubation mit ASS an das Vorhandensein einer NO-Synthase gebunden ist.  

Im nächsten Experiment wurde nun untersucht, ob die cGMP-Stimulation in den 
Nierenepithelzellen durch spezifische Hemmstoffe der NO-Synthase aufgehoben werden 
kann. Wiederum wurde das Arginin-Derivat L-NMMA verwendet, das ohne Präferenzen 
alle drei Isoformen der NO-Synthase und die Arginin-Aufnahme in die Zelle irreversibel 
hemmt (Olken und Marletta 1993; Reif und McCreedy 1995). 

LLC-PK1-Zellen wurden nach Blockade der Phosphodiesterase mit dem NO-Synthase-
Inhibitor L-NMMA (25 µM) oder dem unwirksamen D-Enantiomer als Kontrolle 
vorinkubiert. Anschließend folgte die 10-minütige Stimulation mit ASS (500 µM).  
L-NMMA inhibierte die ASS-abhängige cGMP-Akkumulation vollständig, während das 
D-Enantiomer aufgrund der Enantioselektivität der NO-Synthasen ohne Effekt blieb  
(Abb. 21). 
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Abb. 21: Hemmung der Acetylsalicylsäure-abhängigen cGMP-Akkumulation durch NO-
Synthase-Inhibitoren. 
LLC-PK1-Zellen wurden 10 Minuten mit L- oder D-NMMA (100 µM) vorinkubiert und anschließend 10 
Minuten mit Acetylsalicylsäure (500 µM) stimuliert. 

Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM von n = 6-9 Experimenten; *p < 0,05 vs. Kontrolle (KON), einseitige 
ANOVA und Bonferroni's multipler Vergleichstest; #p < 0,05 vs. ASS, t-Test nach Student für unverbundene 
Stichproben. 

 
 

4.2.6 Intrazelluläre cGMP-Bildung durch Stimulation der löslichen Guanylylcyclase  

In den bisherigen Versuchen wurde demonstriert, dass ASS in Nierenepithelzellen und 
Endothelzellen die NO-Synthese steigert, die durch Stimulation sGC zur cGMP-Bildung 
führt. 

YC-1 ist ein NO-unabhängiger direkter Aktivator der sGC (Ko et al. 1994). YC-1 führt 
in Kombination mit NO oder CO zu einer synergistischen Aktivierung der sGC, die durch 
ODQ hemmbar ist (Friebe et al. 1996; Mülsch et al. 1997; Hoenicka et al. 1999). 

In den folgenden Experimenten sollte daher untersucht werden, ob analog zu NO-
Donoren auch die ASS-abhängige cGMP-Bildung durch YC-1 potenzierbar ist. 

4.2.6.1 Intrazellulärer cGMP-Anstieg durch YC-1 und NO-Donoren 

Zunächst wurde jedoch getestet, ob die Kombination von YC-1 mit einem NO-Donor 
auch in den hier verwendeten Modellsystemen einen synergistischen Effekt auf die  
cGMP-Bildung ausübt. 
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Sowohl Nierenepithelzellen (LLC-PK1) (Abb. 22a) als auch primäre vaskuläre 
Endothelzellen vom Schwein (PAE) (Abb. 22b) wurden in An- und Abwesenheit von YC-
1 (10 µM) für 10 Minuten mit dem spontanen NO-Donor SperminNONOat (30 µM) 
inkubiert. In beiden Zellsystemen wurde die cGMP-Bildung durch YC-1 allein signifikant 
gegenüber dem Basalwert stimuliert. SperminNONOat allein erhöhte den cGMP-Spiegel in 
den Nierenepithelzellen um etwa das 36fache, während der Anstieg in den Endothelzellen 
nur gering war (etwa 3,6-fach). Die Kombination von YC-1 mit SperminNONOat zeigte in 
beiden Zelllinien einen synergistischen Effekt. Die gleichzeitige Inkubation mit YC-1 
führte in LLC-PK1- und in Endothelzellen zu einer zwei- bzw. siebenfachen Steigerung 
der cGMP-Stimulation durch SperminNONOat. Das Lösungsmittel DMSO hatte in den 
verwendeten Konzentrationen auf die cGMP-Bildung in beiden Zellsystemen keine 
Wirkung. 
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Abb. 22: Effekt von SperminNONOat in An- und Abwesenheit von YC-1 auf 
intrazelluläres cGMP:  

a) in LLC-PK1-Nierenepithelzellen. 
LLC-PK1-Zellen wurden 10 Minuten mit YC-1 (10 µM) und SperminNONOat (30-100 µM) stimuliert. 

Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM von n = 6 Experimenten; *p < 0,05 vs. Kontrolle (KON), einseitige 
ANOVA und Bonferroni's multipler Vergleichstest. 
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Abb. 22: Effekt von SperminNONOat in An- und Abwesenheit von YC-1 auf 
intrazelluläres cGMP: 
b) in primären vaskulären Endothelzellen (PAE). 
PAE wurden 10 Minuten mit YC-1 (10 µM) und SperminNONOat (30 µM) stimuliert. 

Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM von n = 3 Experimenten; *p < 0,05 vs. Kontrolle (KON), einseitige 

ANOVA und Bonferroni's multipler Vergleichstest. 

 
 

4.2.6.2 Stimulation der cGMP-Bildung durch YC-1 und Acetylsalicylsäure 

Im Folgenden wurde der Effekt einer Kombination von ASS und YC-1 auf die 
intrazelluläre cGMP-Bildung in LLC-PK1-Zellen und in Endothelzellen untersucht.  

Beide Zelllinien wurden in An- und Abwesenheit von YC-1 (30 µM) mit ASS (100 und 
300 µM) inkubiert. Wie erwartet, führte auch die Kombination des sGC-Aktivators mit 
ASS in LLC-PK1-Zellen (Abb. 23a) und in Endothelzellen (Abb. 23b) zu einer 
überadditiven Erhöhung der cGMP-Spiegel.  
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Abb. 23: Synergistische Effekte von Acetylsalicylsäure und YC-1 auf die cGMP-Bildung:  
a) in LLC-PK1-Nierenepithelzellen.  

LLC-PK-1 wurden 10 Minuten mit YC-1 (30 µM) und Acetylsalicylsäure (100-300 µM) stimuliert. 

Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM von n = 6 Experimenten; *p < 0,05 vs. Kontrolle (KON), einseitige 

ANOVA und Bonferroni's multipler Vergleichstest. 

b) in primären vaskulären Endothelzellen (PAE). 
PAE wurden 10 Minuten mit YC-1 (30 µM) und Acetylsalicylsäure (300 µM) stimuliert. 

Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM von n = 3 Experimenten; *p < 0,05 vs. Kontrolle (KON), einseitige 
ANOVA und Bonferroni's multipler Vergleichstest. 
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4.2.6.3 Effekte anderer NSAIDs auf die YC-1-induzierte cGMP-Biosynthese 

Mit YC-1 steht ein Hilfsmittel zur Verfügung, um bisher kaum detektierbare Mengen an 
NO durch Bestimmung seines „second messenger“ cGMP messbar zu machen (Schmidt et 

al. 2001). In den vorhergehenden Experimenten konnte nur durch ASS eine cGMP-
Bildung detektiert werden, während andere COX-Inhibitoren diese Wirkung nicht hatten. 
Eine Beteiligung des Prostaglandinstoffwechsels erschien deshalb unwahrscheinlich. Um 
dies völlig auszuschließen, wurden Nierenepithelzellen mit ASS, Salicylsäure oder 
Indometacin allein (jeweils 300 µM) und in Kombination mit YC-1 (10 µM) inkubiert. 
Wiederum zeigte sich nur mit ASS eine Potenzierung der cGMP-Akkumulation durch  
YC-1. Selbst Salicylsäure, die als deacetylierter ASS-Metabolit nur einen geringen 
strukturellen Unterschied zur Muttersubstanz aufweist, war unter diesen Bedingungen 
wirkungslos (Abb. 24). 
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Abb. 24: Vergleich der cGMP-Akkumulation durch YC-1 in Kombination mit ASS und 
anderen COX-Inhibitoren. 
LLC-PK1-Zellen wurden 10 Minuten mit YC-1 (10 µM) und den NSAIDs (300 µM) stimuliert. 

Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM von n = 3-6 Experimenten; *p < 0,05 vs. Kontrolle (KON), einseitige 

ANOVA und Bonferroni's multipler Vergleichstest. 

 
 

4.2.6.4 Modulation des YC-1- und Acetylsalicylsäure-Synergismus durch NO-
Synthase-Inhibitoren 

Um festzustellen, ob die Potenzierung der cGMP-Stimulation durch ASS (300 µM) in 
Kombination mit YC-1 (30 µM) über den L-Arginin-NO-Weg vermittelt wird, wurden 
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LLC-PK-1-Zellen mit dem NO-Synthase-Inhibitor L-NMMA (100 µM) für 10 Minuten 
vorinkubiert. Die Inhibition der NO-Synthase blockierte den ASS-abhängigen Anteil des 
cGMP-Anstiegs vollständig. (Abb. 25).  
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Abb. 25: Effekt von L-NMMA auf die cGMP-Akkumulation durch YC-1 und 
Acetylsalicylsäure. 
LLC-PK-1 wurden 10 Minuten mit L- oder D-NMMA (100 µM) vorinkubiert und anschließend 10 Minuten 
mit YC-1 (30 µM) und Acetylsalicylsäure (300 µM) stimuliert. 

Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM von n = 6-9 Experimenten; *p < 0,05 vs. Kontrolle (KON), einseitige 

ANOVA und Bonferroni's multipler Vergleichstest; #p < 0,05 vs. ASS + YC-1, t-Test nach Student für 
unverbundene Stichproben. 
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4.2.7 Zusammenfassung 

Sowohl in Nierenepithelzellen (LLC-PK1) als auch in primären Endothelzellen (PAE) 
führte ASS konzentrationsabhängig zur Bildung des cyclischen Nukleotids cGMP. Da  
die LLC-PK1-Zellen keinen Arachidonsäure-Stoffwechsel aufweisen, und andere  
COX-Inhibitoren (Salicylsäure, Indometacin oder Diclofenac) ohne Effekt auf die 
endotheliale cGMP-Akkumulation blieben, scheint der ASS-Effekt unabhängig von der 
Hemmung der Prostaglandinbildung zu sein. Versuche mit dem NO-Radikalfänger PTIO, 
dem NO-Synthase-Inhibitor L-NMMA und dem direkten Aktivator der sGC, YC-1, 
demonstrierten, dass die ASS-induzierte cGMP-Stimulation über eine Aktivierung des  
L-Arginin-NO-Stoffwechselwegs vermittelt wird. 
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4.3 Bestimmung der NO-Synthase-Aktivität 

Mit Hilfe der Bestimmung der NO-Synthase-Aktivität sollte untersucht werden, ob eine 
kurzzeitige Inkubation mit ASS auch zu einer Aktivierung der NO-Synthase in 
Endothelzellen führen kann. 

Zur optimalen Bestimmung der NO-Synthase-Aktivität wurde das Zellsystem mit der 
höchsten Enzym-Aktivität gesucht. Der Calcium-Ionophor Ionomycin (5 µM), ein potenter 
Aktivator der endothelialen NO-Synthase, diente bei diesen Messungen als 
Standardsubstanz. Zusätzlich zu den bereits verwendeten Zellsystemen wurden humane 
immortalisierte Endothelzellen aus Nabelschnurvenen (EA.hy 926) getestet, von denen 
bekannt ist, dass sie größere Mengen an endothelialer NO-Synthase enthalten (Schoedon et 

al. 1993; Ziegler et al. 1998; Li und Förstermann 2000). Im Vergleich aller eingesetzten 
Zelllinien zeigte dieser Zelltyp nach Stimulation mit Ionomycin die höchste NO-Synthase-
Aktivität, gemessen als Bildung von L-[3H]-Citrullin (Abb. 26). Daher wurden die 
folgenden Untersuchungen an dieser Zelllinie durchgeführt. 
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Abb. 26: Vergleich der NO-Synthase-Aktivität in verschiedenen Zellsystemen. 
Die Zellen wurden 15 Minuten mit Ionomycin (5 µM) stimuliert. 

Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM von n = 3 Experimenten; *p < 0,05 vs. Kontrolle (KON), einseitige 

ANOVA und Bonferroni's multipler Vergleichstest.  

 
 
Steigende Konzentrationen von ASS (100-500 µM) erhöhten die Bildung von L-[3H]-

Citrullin signifikant (Abb. 27). Als Positivkontrolle des Systems wurde bei jeder 
Aktivitätsbestimmung auch das Calcium-Ionophor Ionomycin (5 µM) getestet (Ergebnisse 
nicht dargestellt). Das verwendete Lösungsmittel DMSO zeigte unter den gleichen 
Versuchsbedingungen keinen Effekt. 
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Abb. 27: Konzentrationsabhängige Stimulation der NO-Synthase-Aktivität durch 
Acetylsalicylsäure. 
Humane Endothelzellen (EA.hy 926) wurden 15 Minuten mit Acetylsalicylsäure (100-500 µM) stimuliert. 

Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM von n = 3 Experimenten; *p < 0,05 vs. Kontrolle (KON), einseitige 
ANOVA und Bonferroni's multipler Vergleichstest.  

 
 
Um zu prüfen, ob die ASS-induzierte Erhöhung des L-[3H]-Citrullin-Spiegels tatsächlich 

durch die NO-Synthase vermittelt wird, wurden die EA.hy-Zellen vor der Inkubation mit 
ASS (500 µM) und dem NO-Synthase-Inhibitor L-NAME (1 mM) vorbehandelt. Wie 
erwartet, wurde der ASS-Effekt durch L-NAME gehemmt (Abb. 28). 
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Abb. 28: Hemmung der Acetylsalicylsäure-abhängigen NO-Synthase-Aktivierung durch 
L-NAME 
Humane Endothelzellen wurden 15 Minuten mit Acetylsalicylsäure (500 µM) in An- und Abwesenheit von 
L-NAME (1 mM) stimuliert. 

Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM von n = 3 Experimenten; *p < 0,05 vs. Kontrolle (KON), einseitige 

ANOVA und Bonferroni's multipler Vergleichstest; #p < 0,05 vs. ASS, t-Test nach Student für unverbundene 
Stichproben. 



4. Ergebnisse   57 

4.3.1 Zusammenfassung 

ASS führt in Endothelzellen zu einer Steigerung der NO-Synthase-Aktivität. Dieser 
Effekt war konzentrationsabhängig und konnte durch den NO-Synthase-Inhibitor L-NAME 
inhibiert werden. Aufgrund der kurzen Inkubationszeiten kann angenommen werden, dass 
es sich nicht um eine Neusynthese des NO-Synthase-Proteins gehandelt hat, sondern um 
eine Aktivierung exprimierter NO-Synthasen. 
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4.4 Effekt von Acetylsalicylsäure auf die eNOS-Proteinexpression  

Obwohl die eNOS konstitutiv exprimiert ist, konnte gezeigt werden, dass sie auch auf 
transkriptioneller Ebene reguliert wird (Sessa 1994). Neben der NO-Synthase-Aktivierung 
wurde daher zusätzlich untersucht, ob ASS auch die Proteinexpression der eNOS 
beeinflusst. Humane Endothelzellen (EA.hy 926) wurden für 8 Stunden mit ASS (100- 
500 µM) inkubiert. Anschließend wurde eine Western-Blot-Analyse durchgeführt. 
Abbildung 29 zeigt, dass ASS unter den gewählten Bedingungen keinen Einfluss auf die 
Induktion des eNOS-Proteins hat. Als Positivkontrolle diente der Proteinkinase C Inhibitor 
Staurosporin (100 nM), der die eNOS-Expression signifikant erhöhte (Ohara 1995; Li und 
Förstermann 2000). 
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Abb. 29: Einfluss von Acetylsalicylsäure und Staurosporin auf die eNOS-
Proteinexpression. 
Humane Endothelzellen wurden 8 Stunden mit Acetylsalicylsäure (100-500 µM) und Staurosporin (100 nM) 
inkubiert. 
Dargestellt ist ein repräsentativer Western-Blot. 
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5 Diskussion 

Oxidativer Stress wird heute als einer der kritischen Faktoren für chronische Schädigung 
des Endothels und Entstehung atherosklerotischer Gefäßwandveränderungen angesehen 
(Halliwell 1993; Harrison 1997; Cai und Harrison 2000; Zalba et al. 2000). Zahlreiche 
Risikofaktoren (z.B. Diabetes oder Bluthochdruck) sind mit einer vermehrten Bildung von 
ROS assoziiert (Vogel 1997). Deshalb besteht neben der Reduktion der Risikofaktoren 
auch großes Interesse an antioxidativen Interventionen zur Therapie atherosklerotischer 
Erkrankungen (Stephens et al. 1996; Yusuf et al. 2000; Meagher und Rader 2001). 

NO-Donoren können Endothelzellen vor oxidativem Stress schützen (Oberle und 
Schröder 1997; Polte et al. 1997a) und endotheliale Dysfunktion in vivo günstig 
beeinflussen (Maier et al. 2000; Kurowska 2002). Angesichts analoger Befunde für ASS 
(Podhaisky et al. 1997; Husain et al. 1998) sollte in der vorliegenden Arbeit eine mögliche 
Beteiligung von NO an der endothelprotektiven Funktion dieser Substanz untersucht 
werden.  

Das Ausmaß der Cytoprotektion wurde mit Hilfe von Viabilitätsassays bestimmt. Mit 
zwei methodisch verschiedenen Viabilitätsassays (Kristallviolett- und LDH-Assay) wurden 
vergleichbare Ergebnisse erzielt. Als cytotoxisches Agens wurde H2O2 verwendet, das in 
biologischen Systemen unter anderem zu reaktiven Hydroxylradikalen umgesetzt wird. 
Dieses Radikal ist für Zellschäden verantwortlich, die schließlich über nekrotische 
Prozesse, wie Lipidperoxidation, Inaktivierung von Enzymen und DNA-Strangbrüchen 
zum Zelltod führen (Ward 1991; Richter et al. 1995). Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, 
dass ASS analog zu dem spontanen NO-Donor SIN-1 Endothelzellen vor H2O2-induzierter 
Cytotoxizität schützt. Diese Befunde erwiesen sich als nicht zelllinienspezifisch, da ASS in 
vergleichbaren niedrigen Konzentrationen sowohl in Endothelzellen aus 
Rinderpulmonalarterien als auch in Schweineaortenzellen cytoprotektiv war. Sie stehen 
außerdem in Einklang mit früheren Studien, nach denen ASS das Auftreten von 
Zellschädigungen reduziert (Podhaisky et al. 1997; Saini et al. 1998; Wahn und 
Hammerschmidt 1998; Shi et al. 1999; Mattie und Freedman 2001) und die Oxidation von 
Plasmaproteinen, wie Fibrinogen und oxLDL in vivo und in vitro, verhindert (Boerboom et 
al. 1987; Steer et al. 1997; Upchurch Jr et al. 1998).  

Es gibt Hinweise darauf, dass ASS über bislang ungeklärte Mechanismen die Bildung 
von NO in nicht-endothelialen Zellen induzieren kann (Lopez-Farre et al. 1995; Lopez-
Farre et al. 1996; Monobe et al. 2001). Da NO u.a. Makrophagen, Fibroblasten und 
Endothelzellen vor oxidativen Schädigungen schützen kann (Yates et al. 1992; Wink, 
Cook et al. 1996; Polte et al. 1997a), stellte sich die Frage, ob auch die ASS-abhängige 
Cytoprotektion durch NO vermittelt ist. In der vorliegenden Arbeit deuten Experimente mit 
dem direkten NO-Radikalfänger PTIO (Akaike und Maeda 1996) auf die Beteiligung von 
NO-Radikalen an der Endothelprotektion durch ASS hin. Unterstützt werden diese 
Befunde durch Versuche mit dem NO-Synthase-Inhibitor L-NMMA. L-NMMA ist ein am 
terminalen Guanidin-Stickstoff substituiertes Derivat des L-Arginin ohne NO-Synthase 
Isoformselektivität, das auch in klinischen Studien Anwendung findet (Cotter et al. 2000). 
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Es wurden nur geringe Konzentrationen dieses kompetitiven Inhibitors benötigt, um die 
ASS-Protektion vollständig aufzuheben. Die spezifische Wirkung von L-NMMA als 
Hemmstoff der L-Arginin-abhängigen NO-Synthese wurde durch Kontrollexperimente mit 
dem D-Enantiomer D-NMMA belegt. D-NMMA zeigte unter den gleichen Bedingungen 
keinen Einfluss auf die zellprotektiven Effekte von ASS. 

 
Die Familie der NO-Synthasen katalysiert die oxidative Metabolisierung von L-Arginin 

zu L-Citrullin unter Abspaltung von NO. Neben einer induzierbaren NO-Synthase 
existieren die konstitutiv exprimierten Isoenzyme der endothelialen und neuronalen  
NO-Synthase. (Förstermann et al. 1993; Förstermann, Pollock et al. 1994).  

Interessanterweise zeigten die Arbeiten von Amin (1995), Kepka-Lenhart (1996) und 
Farivar (1996), dass ASS und seine Derivate in Makrophagen bzw. Fibroblasten die LPS- 
oder Interleukin-induzierte iNOS-Synthese inhibieren. Im Gegensatz dazu wurde in glatten 
Gefäßmuskelzellen mit ASS eine erhöhte NO-Bildung und iNOS-Induktion nach 

Stimulation mit Interleukin-1β gemessen (Shimpo et al. 2000). In diesen früheren Studien 
wurden hohe ASS-Konzentrationen im millimolaren Bereich verwendet. Im Gegensatz 
dazu wurden in der vorliegenden Arbeit deutlich niedrigere Konzentrationen (< 500 µM) 
eingesetzt, die die iNOS-Induktion nicht beeinflussen (Yamamoto et al. 1999). Die 
Neusynthese der induzierbaren NO-Synthase erfolgt mit einer Latenzzeit von 6-8 Stunden. 
Über posttranslationale Modifikationen, die die Aktivität der iNOS nach ihrer Induktion 
verändern könnten, ist bisher nichts bekannt (Förstermann et al. 1998). In den hier 
beschriebenen Versuchen zur Messung intrazellulärer cGMP-Spiegel wurden die Zellen 
maximal 10 Minuten mit ASS inkubiert. Daher kann angenommen werden, dass es sich bei 
der Wirkung von ASS um eine Aktivierung vorhandener NO-Synthasen, und nicht um eine 
Induktion und Neusynthese handelt. In den in dieser Arbeit verwendeten Zellsystemen 
wird nur die endotheliale NO-Synthase konstitutiv exprimiert (Förstermann, Closs et al. 
1994; Hecker et al. 1994; Tracey et al. 1994), und es ist bereits eine kurze Stimulation 
(Minuten) ausreichend, um sie zu aktivieren. Dies spricht ebenso wie die Experimente mit 
L-NMMA dafür, dass die ASS-abhängigen Effekte nicht nur auf einer erhöhten 
Bioverfügbarkeit von NO beruhen, sondern dass ursächlich NO-Synthasen an diesem 
Effekt beteiligt sind. Obwohl die eNOS ein konstitutiv vorliegendes Enzym ist, konnte eine 
transkriptionelle Regulation durch verschiedene Induktoren gezeigt werden (Förstermann 

et al. 1998). Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Western-Blot-Analysen zeigten 
jedoch, dass ASS die eNOS-Expression in den verwendeten Konzentrationen nicht 
beeinflusste. 

An der Regulation der NO-Synthasen sind zahlreiche Faktoren beteiligt. Die Substrate 
für die NO-Synthase-mediierte NO-Produktion sind die Aminosäure L-Arginin, 
molekularer Sauerstoff und NADPH. Kofaktoren, die für die NO-Bildung benötigt werden, 
sind Tetrahydrobiopterin (BH4), FAD und FMN. Außerdem besitzt das Enzym 
Bindungsstellen für Häm und Ca2+/Calmodulin. Als zusätzliche Regulationsmechanismen 
der NO-Synthasen werden Autoinhibition, Protein-Protein-Interaktionen, Acylierungen 
(Myristoylisierung und Palmitoylisierung), Enzym-Monomerisierung sowie 
Phosphorylierungen diskutiert. Die Regulation der eNOS-Aktivität durch 
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Phosphorylierung von Serin-1177 und Threonin-495 ist ein komplexer Vorgang, an dem 
mindestens fünf Proteinkinasen beteiligt sind. Eine ganze Reihe von Stimulatoren wie 
„vascular endothelial growth factor“ (VEGF), „shear stress”, Insulin und Estrogen 
aktivieren eNOS durch Serin-1177 Phosphorylierung mittels der Proteinkinase B (Akt) 
(zur Übersicht siehe Fulton et al. 2001; Govers und Rabelink 2001).  

Ein vergleichbarer Wirkmechanismus wird unter anderem für die Arzneistoffe aus der 
Gruppe der Statine diskutiert (Kureishi et al. 2000). Statine hemmen die Aktivität der  
3-Hydroxyl-3-methyl-glutaryl-Coenzym A (HMG-CoA) Reduktase, die den 
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt in der Cholesterol-Biosynthese katalysiert. Sie 
werden zur Senkung des Serum-Cholesterolspiegels bei Patienten mit 
Hyperlipoproteinämie angewendet um das Risiko einer kardiovaskulären Folgeerkrankung 
zu senken (Kjekshus und Pedersen 1995). Es zeigte sich in vivo, dass Statine vor 
Schlaganfällen (Endres und Laufs 1998), ischämischen Reperfusionsschäden am Herzen 
(Lefer et al. 1999) und inflammatorischen Prozessen in der Gefäßwand (Pruefer et al. 
1999) schützen, indem sie die endotheliale NO-Produktion erhöhen. Eine Stimulation der 
NO-Synthese durch Statine wurde auch in kultivierten Zellen beobachtet (Chen et al. 2001; 
Kalinowski et al. 2002). Als ursächliche Mechanismen kommen eine gesteigerte eNOS-
Expression (Tannous et al. 1999), aber auch posttranslationale Modifikationen des Enzyms 
in Frage. Kureishi und Mitarbeiter (2000) wiesen nach, dass Simvastatin und Pravastatin 
vermutlich über Phosphoinositol-3-kinase die Phosphorylierung von Akt induzieren und 
somit die Proteinkinaseaktivität erhöhen. Akt mediiert anschließend die Phosphorylierung 
der endothelialen NO-Synthase und dadurch deren Aktivierung.  

Dagegen beschrieben Feron und Mitarbeiter (2001) für Atorvastatin eine Erhöhung der 
NO-Produktion durch Hemmung der Caveolin-1-Expression. Das spezifische 
Strukturprotein Caveolin-1 befindet sich in großen Mengen in kleinen, cholesterolreichen 
Einstülpungen des Plasmalemmas, den sogenannten Caveolae, und dient als Bindeglied für 
zahlreiche an der Signaltransduktion beteiligte Proteine, wie z.B. die eNOS (Anderson 
1993; Lisanti et al. 1994). Die Caveolin-eNOS-Komplexe unterliegen einem ständigen 
calciumabhängigen Kreislauf von Dissoziation (Aktivierung der eNOS) und Reassoziation 
(Deaktivierung der eNOS). Hemmung der Caveolin-1-Expression führt zur Bindung von 
Ca2+/Calmodulin an die eNOS und damit zu deren Aktivierung. 

Außer den Statinen können auch andere therapeutisch angewendete Substanzen die NO-
Synthase-Aktvität erhöhen. So konnten zwei Arbeitsgruppen (Heller et al. 1999; Huang et 

al. 2000) unabhängig voneinander zeigen, dass Ascorbinsäure über chemische 
Stabilisierung des NO-Synthase-Kofaktors Tetrahydrobiopterin (BH4) die Aktivität des 
Enzyms potenziert. BH4 ist eines der stärksten natürlich vorkommenden Reduktionsmittel. 
Es konnte in vitro und in vivo demonstriert werden, dass oxidativer Stress zu einer 
massiven Oxidation von BH4 und somit zu einem Mangel des Kofaktors führt. Dies könnte 
eine wesentliche Ursache für die reduzierte NO-Bildung im Verlauf der Atherogenese sein. 

Auch Arzneistoffe, die in das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System eingreifen (ACE-
Hemmer und AT1-Blocker) (Hornig et al. 1998), und Calciumkanalblocker wie Amlodipin 
(Zhang et al. 1997) erwiesen sich vor allem über einen Bradykinin-vermittelten 
Mechanismus als Aktivatoren der NO-Synthase. Vasoaktive Substanzen wie Bradykinin, 
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Acetylcholin und Rezeptor-unabhängige Stimuli wie Calciumionophore (Newby und 
Henderson 1990) erhöhen den intrazellulären Calciumspiegel und regulieren dadurch die 
eNOS-Aktivität. 
Ob ASS über einen der oben genannten Wege die NO-Synthase-Aktivität erhöht oder ein 
anderer Mechanismus (z.B. Erhöhung der Arginin-Aufnahme in die Zelle) zugrunde liegt, 
muss in weiterführenden Experimenten untersucht werden. 
 

Signaltransduzierende Funktionen von NO werden über den „second messenger“ cGMP 
mediiert. Aus diesem Grund wurde eine mögliche Beteiligung dieses Botenstoffs an der 
ASS-Cytoprotektion untersucht.  

Das Oxadiazolquinoxalinderivat ODQ ist ein selektiver und potenter Inhibitor der sGC 
und besitzt keine Effekte auf die partikuläre Guanylylcyclase oder Adenylylcyclase 
(Garthwaite et al. 1995; Moro et al. 1996). Die Verwendung des sGC-Inhibitors ODQ 
erlaubt daher die Prüfung von funktionellen NO-Effekten auf ihre cGMP-Abhängigkeit. 
Als Wirkmechanismus wird eine zu GTP nicht-kompetitive und zu NO kompetitive 
Bindung an die Hämgruppe der sGC diskutiert (Schrammel et al. 1996; Olson et al. 1997). 
In Konzentrationen, die auch von anderen Autoren verwendet wurden (Polte et al. 2000), 
zeigte ODQ keine Eigeneffekte. Die ASS-vermitteltete Endothelprotektion wurde jedoch 
vollständig durch sGC-Inhibition aufgehoben. In Experimenten mit einem 
membrangängigen cGMP-Derivat (8-Bromo-cGMP) konnte eine direkte zellprotektive 
Funktion von cGMP demonstriert werden. Diese Befunde stellten ein erstes Indiz für die 
regulatorische Funktion von cGMP im Rahmen der ASS-abhängigen Endothelprotektion 
dar. Zum direkten Nachweis eines Effekts von ASS auf das sGC/cGMP-System wurden 
die intrazellulären cGMP-Spiegel nach Inkubation mit ASS gemessen.  

Die Untersuchungen wurden sowohl in primären Endothelzellen (PAE) als auch in 
Nierenepithelzellen (LLC-PK1) durchgeführt. Die etablierte Zelllinie LLC-PK1 wird 
aufgrund ihrer hohen Sensitivität in zahlreichen Studien zur Untersuchung von 
regulatorischen Prozessen der NO-abhängigen sGC-Aktivierung verwendet (Bennett et al. 
1989; Schröder und Schrör 1990; Grosser und Schröder 2000). LLC-PK1-Zellen enthalten 
nicht nur große Mengen an sGC, sondern auch eNOS, die das quantitativ wichtigste 
Isoenzym im Endothel darstellt (Tracey et al. 1994). In beiden Zellsystemen führte ASS 
konzentrationsabhängig zur Akkumulation des cyclischen Nukleotids cGMP. Die cGMP-
Erhöhung erwies sich in LLC-PK1-Zellen ab einer ASS-Konzentration von 10 µM als 
signifikant und erreichte ein Maximum bei 300 µM. In den Versuchen zur 
Endothelprotektion wurde eine maximale Protektion bei 10 µM (CPAE) bzw. 20 µM 
(PAE) erzielt. In höheren Konzentrationen überwog der eigentoxische Effekt von ASS. 
Dadurch war es nicht möglich, Aussagen über die Wirkung von ASS in höheren 
Konzentrationen (z.B. 300 µM) auf die Endothelprotektion zu treffen.  

Die Beteiligung des L-Arginin-NO-Stoffwechselwegs an der ASS-induzierten cGMP-
Stimulation konnte in drei unterschiedlichen experimentellen Ansätzen verifiziert werden: 
(1) In LLC-PK1-Zellen wurde der ASS-vermittelte cGMP Anstieg durch den NO-
Radikalfänger PTIO vollständig gehemmt. (2) Die Inhibition der L-Arginin-abhängigen 
NO-Synthese mit L-NMMA führte in LLC-PK1-Zellen ebenfalls zur Aufhebung des  
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ASS-Effekts auf die cGMP-Akkumulation. (3) In NO-Synthase-defizienten RFL-6-Zellen 
(Ishii et al. 1991) blieb ASS ohne Einfluss auf die basalen cGMP-Spiegel.  

 
Die NO- und sGC-Abhängigkeit stimulatorischer ASS-Effekte auf die intrazelluläre 

cGMP-Bildung wurde darüber hinaus mit der Modellsubstanz YC-1 untersucht. YC-1 ist 
ein direkter, NO-unabhängiger sGC-Stimulator. In Kombination mit NO, CO und 
Protoporphyrin IX, der eisenfreien Vorform von Häm, verursacht YC-1 eine synergistisch 
gesteigerte sGC-Aktivierung, die durch ODQ hemmbar ist (Friebe et al. 1996; Mülsch et 

al. 1997; Hoenicka et al. 1999). YC-1 sensibilisiert das isolierte Enzym gegenüber seinen 
gasförmigen Liganden NO und CO, was sich in einer Linksverschiebung der 
Konzentrations-Wirkungskurve beider Stimulatoren in Kombination mit YC-1 zeigt. Es 
wird postuliert, dass YC-1 über eine allosterische Bindungsstelle die katalytische Aktivität 
und die Sensibilität der sGC gegenüber ihren Häm-Liganden moduliert. Dabei werden die 
Dissoziationsraten für NO und CO vom aktivierten Enzym verlangsamt. 

Als NO-unabhängiger, direkter sGC-Aktivator führt YC-1 zu einer überadditiven, 
synergistischen Verstärkung der NO-abhängigen cGMP-Stimulation, aber auch 
nachgeschalteter funktioneller Effekte wie Vasorelaxation und Plättchenhemmung (Wu et 

al. 1995; Hoenicka et al. 1999; Becker et al. 2000; Schmidt et al. 2001; Stasch et al. 2001). 
In Übereinstimmung damit wurden in der vorliegenden Arbeit überadditive Steigerungen 
der intrazellulären cGMP-Akkumulation nach einer kombinierten Gabe von YC-1 und dem 
spontanen NO-Donor SperminNONOat beobachtet. Als zentraler Befund dieser 
experimentellen Reihe ist aber die überadditive Stimulation der cGMP-Spiegel durch die 
Kombination von ASS und YC-1 zu werten. Diese Synergieeffekte traten sowohl in 
Endothelzellen als auch in renalen LLC-PK1-Zellen auf und dokumentieren klar die 
Mediatorfunktion von NO bei der ASS-vermittelten Aktivierung der cGMP-Synthese. Die 
Ergebnisse mit YC-1 bestätigen eindeutig die mit anderen Modulatoren des NO/cGMP-
Systems (PTIO, L-NMMA, ODQ) erhobenen Befunde. Zusammenfassend ergibt sich 
daher folgende Aussage: ASS führt durch Aktivierung des NO-Synthase-Stoffwechselwegs 
zu einem intrazellulären cGMP- Signal. 

 
ASS zeigt auf zellulärer Ebene ein komplexes Wirkungsspektrum. Im Vordergrund steht 

dabei meistens die Hemmung der COX-abhängigen Prostaglandin- und 
Thromboxansynthese. Über diesen Mechanismus lassen sich unterschiedliche ASS-
Effekte, wie Analgesie, Entzündungshemmung oder Thrombozytenfunktionshemmung, 
zumindest teilweise erklären (zur Übersicht siehe Schrör 1992). Arachidonsäure-
Metabolite interagieren darüber hinaus mit anderen Signalwegen. So wurden bei der 
Untersuchung inflammatorischer Prozesse Wechselwirkungen zwischen den 
Prostaglandin- und NO-abhängigen Stoffwechselwegen beschrieben (Salvemini et al. 
1995). Verschiedene Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass Prostaglandine die Cytokin- 
bzw. LPS-induzierte NO-Bildung verringern (Tetsuka et al. 1994; Hori et al. 2001) und 
eine Hemmung der COX daher zu einer erhöhten NO-Produktion führt. Diese Befunde 
legten die Vermutung nahe, dass auch die hier beobachtete NO-stimulatorische Wirkung 
von ASS eine Folge der COX-Hemmung bzw. verminderten Prostaglandinsynthese ist.  
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In den Experimenten zur Endothelprotektion blieben jedoch andere, strukturell 
unterschiedliche Hemmstoffe der COX-Isoenzyme, wie Indometacin, Diclofenac und nicht 
acetylierte Salicylsäure wirkungslos. Überdies zeigten sie in Endothelzellen keinen Effekt 
auf das NO/cGMP-System.  

Auch in Gegenwart des direkten sGC-Aktivators YC-1, der durch synergistische 
Verstärkung die Detektion schwacher cGMP-Stimulation erlaubt, blieben die genannten 
COX-Hemmer wirkungslos. Ein Teil der Experimente wurde zudem in LLC-PK1-Zellen 
durchgeführt. In früheren Arbeiten konnte eine Bildung von Prostaglandinen in LLC-PK1-
Zellen nicht nachgewiesen werden (Hull et al. 1976; Goldring et al. 1978; Lifschitz et al. 
1982; Schröder und Schrör 1993). Dass ASS in diesem Prostaglandin-defizienten Zelltyp 
dennoch zu einer deutlichen NO- bzw. cGMP-Stimulation führt, spricht ebenso wie die 
fehlende Wirkung anderer NSAIDs für eine Prostaglandin- und COX-unabhängige 
Signaltransduktion.  

Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit anderen Studien, bei denen gezeigt werden 
konnte, dass die cytoprotektiven Eigenschaften von ASS kein Substanzklasseneffekt der 
NSAIDs sind (Oberle et al. 1998; Wu et al. 2002). Die Diskrepanz zwischen ASS und den 
anderen NSAIDs könnte auf der für ASS selektiven Fähigkeit beruhen, Plasmaproteine, 
Enzyme sowie DNA zu acetylieren (Pinckard et al. 1968). Dies ist keineswegs nur auf die 
irreversible Acetylierung der COX am Serin 530 beschränkt, dem entscheidenden Wirkort 
bei der COX-Hemmung durch ASS (Roth und Majerus 1975; DeWitt et al. 1990; Funk et 

al. 1991). 
 
Verschiedene Autoren wiesen nach, dass ASS Hydroxylradikale bindet (Aruoma und 

Halliwell 1988; Shi et al. 1999) und möglicherweise reaktiven Sauerstoff direkt 
neutralisieren kann. Im Gegensatz dazu demonstrieren die Ergebnisse dieser Arbeit, dass 
es sich bei der Endothelprotektion durch ASS um einen Effekt handelt, der erst nach 
mehrstündiger Vorinkubation der Zellen mit ASS nachweisbar ist. Dies deutet darauf hin, 
dass hier nicht radikalfangende Eigenschaften der ASS im Vordergrund stehen, sondern 
dass es sich um eine transkriptionelle Regulation handeln könnte. ASS kann z.B. den 

Transkriptionsfaktor NFκB inhibieren und dadurch die Transkription einer Vielzahl 

NFκB-abhängiger Gene modulieren (Kopp und Ghosh 1994; Weber et al. 1995). 

Zusätzlich wurde über eine NFκB-unabhängige transkriptionelle Repression durch ASS 
berichtet (Shackelford et al. 1997; Kagawa et al. 1999; Tondelier et al. 1999). Allerdings 
wurden bei diesen Untersuchungen sehr hohe Konzentrationen von ASS (2-20 mM) 
verwendet, die selbst unter einer hochdosierten ASS-Therapie im Plasma nicht erreicht 
werden. Neben inhibitorischen Effekten kann ASS auch induktive Wirkungen auf die 
Expression von Genen haben. So zeigten Oberle und Mitarbeiter (1998), dass ASS die 
Synthese des Ferritinproteins erhöht. Ferritin ist ein ubiquitäres Eisenspeicherprotein, das 
cytoprotektive und antioxidative Eigenschaften hat (Balla et al. 1992; Wai et al. 1996; Lin 
und Girotti 1997). Die Wirkung von Ferritin beruht dabei auf seiner Fähigkeit Fe2+ zu Fe3+ 
zu oxidieren und dieses zu speichern. Freies Eisen (Fe2+) fungiert unter anderem als 
Katalysator der Haber-Weiss-Reaktion und ist somit an der Bildung von freien 
Sauerstoffradikalen beteiligt (Harrison und Arosio 1996; Ponka et al. 1998).  
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Die Steigerung der Ferritinsynthese durch ASS und die damit verbundene Bindung freier, 
potenziell toxischer Eisenionen könnte einen cytoprotektiven Signalweg darstellen. 

Außer Ferritin kann ASS auch die Expression des Hitzeschock-Proteins HO-1 induzieren 
(Abate et al. 2001). HO-1 katalysiert den Abbau des roten Blutfarbstoffes Häm zu 
Biliverdin unter Freisetzung von Eisen und Bildung von Kohlenmonoxid. In Säugern wird 
Biliverdin anschließend durch das cytosolische Enzym Biliverdinreduktase zu Bilirubin 
umgewandelt (Abraham et al. 1988). Es existieren mindestens zwei Isoformen der 
Hämoxygenase, HO-1 und HO-2. Die HO-1 ist durch eine Vielzahl von strukturell 
unterschiedlichen Agenzien sowie durch Variation des Zellzustandes, wie z.B. Hitzeschock 
induzierbar (Cruse und Maines 1988; Yoshida et al. 1991). Die HO-2 liegt konstitutiv vor. 
Verschiedene zell- und gewebeprotektive Effekte werden durch die HO-1 vermittelt. So 
schützt HO-1 gegen Transplantatabstoßung (Nath 1999), wahrscheinlich durch 
Verhinderung der dabei auftretenden beschleunigten Atherosklerose (Hancock 1997). 
Außerdem schützt sie Endothelzellen und Inselzellen der Bauspeicheldrüse vor Cytokin-
induzierter Toxizität (Ye und Laychock 1998; Polte et al. 2000). Für die protektive 
Wirkung von HO-1 werden das gebildete Kohlenmonoxid und Bilirubin verantwortlich 
gemacht (Maines 1997; Platt und Nath 1998; Polte et al. 2002). 

Interessanterweise wird die Biosynthese der beiden Proteine Ferritin und HO-1 nicht nur 
durch ASS, sondern auch durch NO induziert. Neben seiner Funktion als 
signaltransduzierender Botenstoff war NO bisher vor allem als cytotoxisches 
Effektormolekül bekannt (Moncada et al. 1991). Es verstärkten sich jedoch die Hinweise, 
auf eine antioxidative und cytoprotektive NO-Wirkung. Mehrere Arbeitsgruppen zeigten, 
dass NO in verschiedenen Zellsystemen die zelluläre Sensibilität gegenüber oxidativem 
Stress herabsetzt (Yates et al. 1992; Wink et al. 1993; Struck et al. 1995; Motterlini et al. 
1996; Oberle und Schröder 1997; Polte et al. 1997b). Als cytotoxische Agenzien wurden, 
wie in dieser Arbeit, der exogene Radikalbildner H2O2 und darüber hinaus oxidiertes LDL 

und TNF-α verwendet. In der Literatur werden verschiedene Mechanismen für die NO-
induzierte Cytoprotektion diskutiert. Neben der direkten Neutralisation von toxischen 
Sauerstoffradikalen durch NO (Wink et al. 1993), wird von mehreren Autoren die 
Induktion und Aktivierung endogener Schutzproteine postuliert. Zusätzlich zu HO-1 und 
Ferritin wurden noch weitere Proteine beschrieben, die an den antioxidativen und 
cytoprotektiven Effekten von NO beteiligt sein könnten. So schützt NO Hepatozyten vor 

TNF-α-induzierter Toxizität durch Induktion des Hitzeschock-Proteins Hsp 70 (Kim et al. 
1997) und es induziert das antioxidative Protein Superoxiddismutase in Gefäßmuskelzellen 
bzw. in glomerulären Mesangialzellen der Ratte (Sano et al. 1997; Frank et al. 1999). Das 
vermehrt gebildete Protein ist in der Lage, Zellen vor toxischen Sauerstoffspezies zu 
schützen.  

 
Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass ASS über einen COX-unabhängigen 

Mechanismus zur Aktivierung des L-Arginin-NO-Stoffwechselwegs und vermehrten 
intrazellulären Akkumulation von cGMP führt. Diese Effekte sind bereits wenige Minuten 
nach Zugabe von ASS detektierbar. Die NO-abhängige, endotheliale Protektion tritt jedoch 
erst mehrere Stunden nach Beginn der Inkubation mit ASS auf. Diese zeitliche 
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Verzögerung spricht gegen eine direkte antioxidative Wirksamkeit von ASS oder auch des 
gebildeten NO. Sie wäre aber zu erklären mit einer Aktivierung nachgeschalteter Prozesse 
wie der erwähnten Induktion zellprotektiver Proteine. Im Einklang mit früheren Befunden 
zur parallelen NO- und ASS-Sensitivität von Ferritin und HO-1 kann daher vermutet 
werden, dass diese beiden Stressproteine funktionell relevante Zielstrukturen des hier 
beschriebenen Signalwegs sind. 

 
Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass ASS über eine Aktivierung des 

NO/cGMP-System antioxidative und endothelprotektive Effekte induziert. Dieser 
neuartige Signalweg könnte sich klinisch als erhöhte Resistenz des Endothels gegenüber 
deletären Effekten von Sauerstoffradikalen manifestieren und so zur Prävention der 
Atherogenese und endothelialen Dysfunktion beitragen. 
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6 Zusammenfassung 

In der vorliegenden Arbeit wird die Rolle von NO und cGMP bei der Vermittlung 
endothelprotektiver und antioxidativer Effekte von ASS untersucht. 

 
ASS wirkt in Endothelzellen nach mehrstündiger Inkubation (> 6 Stunden) protektiv 

gegenüber H2O2-induzierter Toxizität. 
 
Experimente mit dem NO-Radikalfänger PTIO und dem NO-Synthase-Inhibitor  

L-NMMA belegen, dass der L-Arginin-NO-Stoffwechselweg kausal zur 
endothelprotektiven Wirkung von ASS beiträgt. 

 
Die inhibitorische Wirkung des sGC-Blockers ODQ auf die ASS-abhängige 

Cytoprotektion sowie der protektive Effekt membrangängiger cGMP-Derivate sprechen für 
eine Mediatorfunktion des sGC/cGMP-Systems. 

 
Die signaltransduzierende Bedeutung des NO-Botenstoffs cGMP wird auch durch den 

Befund eines intrazellulären cGMP-Anstiegs nach Gabe von ASS und dessen Potenzierung 
durch den direkten sGC-Aktivator YC-1 unterstützt. Die ASS-vermittelte cGMP-
Akkumulation ist wie die Endothelprotektion durch PTIO bzw. L-NMMA hemmbar und 
damit NO-abhängig. 

 
ASS führt zu einer Steigerung der endothelialen NO-Synthese, ohne die Expression der 

endothelialen NO-Synthase zu beeinflussen. Die Stimulation NO/cGMP-abhängiger 
Signalwege durch ASS lässt sich also mit einem direkten Effekt auf die Aktivität der  
NO-Synthase erklären. 

 
Andere COX-Hemmer (z. B. Diclofenac, Indometacin) sind unter den gewählten 

Bedingungen ohne Einfluss auf den NO/cGMP-Signalweg und die endotheliale Resistenz 
gegenüber oxidativem Stress. Dieser Befund spricht gegen eine ursächliche Beteiligung 
COX- bzw. Prostaglandin-abhängiger Mechanismen an den beschriebenen ASS-Effekten. 

 
Die Ergebnisse dokumentieren, dass ASS über eine Aktivierung der  

L-Arginin/NO/cGMP-Kaskade endothelprotektive Effekte induziert. Dieser neuartige 
antioxidative Wirkmechanismus von ASS könnte klinisch zur Prävention 
atherosklerotischer Prozesse und der endothelialen Dysfunktion beitragen. 
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