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1 Einleitung

1.1 Bisheriger Kenntnisstand

1.1.1 Endothelabhangige Gefalirelaxation

Als die innerste Zellschicht von Blutgefallen ist das Endothel wesentlich an der
Regulation der GefaRaktivitat beteiligt [1]. Das Endothel kann dabei Uber
Produktion von vasoaktiven Substanzen wie Stickstoffmonoxid (NO) [2],
Prostazyklin [3] und den endothelium derived hyperpolarizing factor (EDHF) [4]

den Gefaltonus steuern.

Stickstoffmonoxid (NO)

Stickstoffmonoxid wird von einer Gruppe von Enzymen die als NO-Synthasen

(NOS) bezeichnet werden aus L-Arginin synthetisiert [5, 6]. Hierbei entsteht
gleichzeitig L-Citrullin. Bisher werden drei Isoformen der NOS unterschieden,
die neuronale NOS (nNOS), die induzierbare NOS (iNOS), und die endotheliale
NOS (eNOS) [7]. Von der eNOS synthetisierter Stickstoffmonoxid gilt als der
entscheidende vasorelaxatorische Mediator. Noch vor der eindeutigen
Identifizierung als Stickstoffmonoxid wurde er als endothelabhangiger
relaxierender Faktor (endothelium derived relaxing factor EDRF) beschrieben
[8, 9].

Zu den wichtigen Funktionen des Stickstoffmonoxids zahlt die lokale Regulation
des Gefaldtonus, die Organdurchblutung, Endothelpermeabilitat und Endothel-
wachstum sowie die Blutgerinnung durch Hemmung der Blutplatichen-
aggregation und —adhasion [10, 11].

Gatte Gefallmuskulatur bindet das vom Endothel sezernierte NO an die
zytosolische Guanylatcyclase (GC) was eine Zunahme der intrazellularen
Konzentration des zyklischen Guanosin-3',5’-Monophosphats (cGMP) in den
glatten GefalBmuskelzellen zur Folge hat [12, 5]. Eine Aktivierung cGMP-
abhangiger Proteinkinasen flhrt zu Phosphorylierung und Regelung der
Aktivitat Ca®*-regulierender Proteine sowie zur Aktivierung von K*-Kanalen [13,

14]. Durch die darauf folgende Hyperpolarisation der glatten Muskelzellen
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werden spannungsabhangige Ca**-Kanéle inaktiviert und der Ca?*-Einstrom
vermindert. Die freie Ca?*-Konzentration sinkt und die Kontraktion der glatten

Gefalmuskulatur wird gehemmt [15].

Endotheliale Dysfunktion

Ein voll funktionstichtiges Endothel ist von grof3er Bedeutung fur das
kardiovaskulare System. Eine Funktionsstorung des Endothels, eine
endotheliale Dysfunktion, zeigt sich unter anderem in der Abschwachung der
endothelabhangigen Regulationsfahigkeit des Gefaldtonus [16] und einem
Anstieg des Blutdrucks. Eine Erhohung des Blutdrucks wurde sowohl durch
Hemmung der eNOS mit L-Nitroarginin (LNA) im Tiermodell gezeigt [17] als
auch bei der eNOS knockout Maus nachgewiesen [18, 19].

Zu den Risikofaktoren die zu endothelialer Dysfunktion fuhren konnen, zahlen
neben kardiovaskularen Erkrankungen wie Arteriosklerose, Hypertonie und

Herzinsuffizienz auch Diabetes mellitus und Hyperhomocysteinamie [20, 21].

1.1.2 Homocystein (Hcy)

Homocystein (a-Amino-y-thiobuttersaure) ist eine sulfhydrylgruppenhaltige
Aminosaure, die im Jahre 1932 von du Vigneaud et al. als Zwischenstufe des
Stoffwechsels der essentiellen Aminosaure Methionin identifiziert wurde [22].
Das gesamte, im Plasma enthaltene Homocystein (tHcy) lasst sich in
verschiedene Formen unterteilen [23]:

e Uber Disulfidbricken an Plasmaproteine gebunden (70%-80%)

e oxidiert zu Homocystin und Disulfiden mit niedrigem Molekulargewicht

(20%-30%)

e freies Thiol (annahernd 1%)
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1.1.2.1 Homocystein als Zwischenprodukt des Methionin-Stoffwechsels

Die essentielle Aminosaure Methionin reagiert zunachst mit ATP in An-
wesenheit der Methionin-Adenosyltransferase zu S-Adenosylmethionin (SAM).
SAM wiederum wandelt sich in seiner Funktion als wichtigster Methyl-
gruppendonator, in einer von Methyltransferasen katalysierten Reaktion, in S-
Adenosylhomocystein (SAH) um. Hierbei dienen u.a. Neurotransmitter, DNA,
RNA, sowie Proteine und Hormone als Akzeptoren der Methylgruppen [24, 25].
SAH ist ein potenter Hemmstoff der Methyltransferasen, es kommt daher zu
einer Produkthemmung. Durch die SAH-Hydrolase (SAHH) wird SAH in einer
reversiblen Hydrolyse in Adenosin und Homocystein umgewandelt [26, 27].
Adenosin wird anschlieBend durch die Adenosin-Kinase oder die Adenosin-
Desaminase weiter verstoffwechselt. Uber zwei irreversible Wege kann der
Metabolismus von Hcy weitergefiihrt werden, durch Remethylierung oder
Transsulfurierung [26, 28].

Die Remethylierung unterteilt sich in zwei unterschiedliche Reaktionen, bei
denen jeweils wieder Methionin entsteht. Dies geschieht einerseits durch
Ubertragung einer Methylgruppe von 5-Methyltetrahydrofolat (5-Methyl-THF)
auf Homocystein. Die Methionin-Synthase, ein Vitamin Bi,—abhangiges Enzym,
katalysiert diese Reaktion. Alternativ wurde in Leber und Niere die
Remethylierung mit Betain als Methylgruppendonator und Betain-Homocystein-
Methytransferase als katalysierendes Enzym beobachtet [29].

Die Transsulfurierung erfolgt Uber den Umbau von Homocystein mit Serin zu
Cystathionin, eine von Cystathion-B-Synthase (CBS) katalysierte Reaktion. Als
Kofaktor wird Vitamin Bg benétigt. Auf einem weiterfUhrenden Weg wird
Cystathionin ebenfalls Vitamin Bg-abhangig von y—Cystathionase in Glutathion
umgewandelt [30].

Abbildung 1 (S. 4) zeigt die schematische Darstellung des Methionin-
Stoffwechsels mit Homocystein im Mittelpunkt.
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Abbildung 1 Homocystein als Mittelpunkt des Methionin-Stoffwechsels

1.1.2.2 Hyperhomocysteinamie (HHcy)

Definition der Hyperhomocysteindmie

Hyperhomocysteinamie beschreibt eine Erhéhung des tHcy-Spiegels Uber den
Normbereich hinaus. Von einigen Autoren wurde von Werten zwischen 5 und
15 umol/l bei gesunden Erwachsenen berichtet [31], jedoch werden bereits
Plasma-Hcy-Konzentrationen von >10 ymol/l mit einer Erhdhung des Risikos fur

die Entstehung vaskularer und renaler Erkrankungen assoziiert [32, 33].

Einteilung des Schwereqgrades der Hyperhomocysteindmie

Werte von 12-30 ymol/l finden sich bei moderater Hyperhomocysteinamie, die

meist auf ernahrungsbedingten Vitaminmangel zurickzufuhren ist. Bei mittlerer
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Hyperhomocysteinamie liegt der tHcy-Spiegel im Plasma bei 30-100 ymol/l, ab
100 pmol/l liegt eine schwere Hyperhomocysteinamie vor [34-36].

Ein erhohter Homocystein-Spiegel, im Nuchternzustand oder nach Methionin-
Belastung, gilt heutzutage als unabhangiger Risikofaktor fur kardiovaskulare
Erkrankungen [20]. Ein Zusammenhang zwischen Hyperhomocysteindmie und
Artheriosklerose wurde erstmals im Jahre 1969 von McCully beschrieben [37].

Epidemiologie der Hyperhomocysteinamie

Bei ca. 10 % der allgemeinen Bevolkerung werden erhohte tHcy-Spiegel
gemessen. Bei Patienten mit KHK liegt in 10-20 % der Falle, bei unter
peripherer arterieller Verschlusskrankheit leidenden Patienten in 25-40 % der

Falle eine Hyperhomocysteinamie vor [38, 39, 32].

Athiologie der Hyperhomocysteindmie

Der Zunahme der Plasmaspiegel von Homocystein liegen verschiedenartige

Ursachen zugrunde. Diese kdnnen erworben oder hereditar sein.

Erworbene Ursachen

Die mit Abstand haufigste Ursache fur HHcy ist ein Mangel an Vitaminen. Dazu
zahlen Vitamin Bg [40], B4, [41] oder Folsaure [42]. Vitamin Bg-Mangel reduziert
den Homocystein-Abbau Uber den Transsulfurierungsweg zu Cystathionin.
Erniedrigte Konzentrationen an Vitamin Bz und Folat hemmen den
Remethylierungsweg bei dem Methionin entsteht (siehe Abb. 1, S. 4). Durch thera-
peutische Gabe von Folat und Vitamin-B-Komplexen konnte eine Erniedrigung
erhdhter Plasma-Hcy-Konzentrationen erreicht werden [43, 44].

Ein weiterer Grund fur die Entwicklung erhohter Homocystein-Werte ist eine
Beeintrachtigung der Nierenfunktion. Chronisches Nierenversagen mit
unzureichender Metabolisierung des Plasmahomocysteins im Nierengewebe [45-47]
kann zur HHcy fuhren. Ebenso zahlen zu den weiteren Ursachen Faktoren wie
Alter, mannliches Geschlecht, Koffein-, Tabak- und Alkoholkonsum [48-52]. Des
weiteren konnen Erkrankungen wie Hyperthyreoidismus [53], pernizidse

Anamie, sowie Karzinome (Mamma-, Ovar- oder Pankreaskarzinome) und
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akute lymphatische Leukamie die Entwicklung einer HHcy begunstigen [54, 55].
Zu weiteren Verursachern erhohter Plasma-Hcy-Werte zahlen Medikamente

wie Methotrexat, Theophyllin, Phenytoin und Antiepileptika [40, 56]

Hereditare Ursachen

Zu den hereditaren Ursachen bei HHcy zahlen Veranderungen der 5,10-
Methylen-Tetrahydrofolat-Reduktase (MTHFR). Homozygote Trager der
thermolabilen Variante dieses Enzyms weisen eine verminderte Verfligbarkeit
an 5-Methyl-Tetrahydrofolat auf. Durch eine Punktmutation des MTHFR-Gens,
bei der Cytosin zu Thymidin an der Nukleotidposition 677 (C677T) subtituiert
wird, kommt es zu einem Austausch der Aminosaure Alanin zu Valin an der
Position 223 (A223V). Folge dieser Veranderung ist eine etwa 30%ige
Reduktion der Enzymaktivitat der MTHFR [57]. Die Synthese von 5-Methyl-
Tetrahydrofolat ist MTHFR-abhangig. Dieses ist in seiner Funktion als
Methylgruppendonator an der Remethylierung von Homocystein zu Methionin
beteiligt und fuhrt bei herabgesetzter Verfugbarkeit somit zu einer deutlichen
Erhohung des Hcy-Spiegels, insbesondere bei zusatzlichem Folatmangel [58,
59].

Eine weitere erblich bedingte, seltene Ursache fur die Entwicklung einer
schweren HHcy ist ein homozygoter Mangel der Cystathionin-B-Synthase (CBS)
[60]. Es wird von Uber 90 bekannten Mutationen die einen CBS-Mangel zur
Folge haben berichtet [30]. Patienten mit heterozygotem CBS-Mangel konnen
eine moderate HHcy aufweisen [60], jedoch sollen die Hcy-Werte in 30-50 %

der Falle im Normbereich liegen [36, 61].

1.1.2.3 Wirkungsmechanismen von Homocystein

Bisher ist sind die genauen Wirkungsmechanismen, die bei erhohtem Hcy-
Spiegel zu endothelialer Dysfunktion fuhren, nicht bekannt. Zu den
Interaktionsmdglichkeiten von Homocystein werden das Gerinnungs- und
Fibrinolysesystem, oxidative Mechanismen, Interaktionen mit Stickstoffmonoxid

sowie Beeinflussung von Transmethylierungsreaktionen in Betracht gezogen
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[62-66]. Die endotheliale Schadigung und Dysfunktion gilt als Haupt-
mechanismus der zu artheriosklerotischern Erkrankungen bei HHcy beitragt.
Inwiefern Homocystein selbst fur die Entstehung endothelialer Schadigung und
Dysfunktion verantwortlich ist konnte bisher nicht vollkommen geklart werden.
Als indirekte Wirkungsmechanismen werden mogliche Interaktionen mit
Stickstoffmonoxid in Betracht gezogen. Einerseits wird die Verminderung der
Bioverfugbarkeit von Stickstoffmonoxid, was Folge einer erhdhten endothelialen
Synthese des endogenen Inhibitors der NO-Synthase, des asymmetrischen
Dimethylarginins (ADMA), sein kann, in Betracht gezogen [67, 68], andererseits
wird eine gesteigerte oxidative Inaktivierung von Stickstoffmonoxid durch freie
Sauerstoffradikale, die bei der Autooxidation von Hcy gebildet werden, als
zweiter mdglicher Mechanismus angesehen [69].

Es wurde bereits gezeigt, dass Homocystein die Produktion und/oder
Bioaktivitat von vasoregulatorischen Mediatoren wie NO verandert [70, 71].
HHcy durch heterozygoten CBS-Mangel fuhrt zu endothelialer Fehlfunktion,
wobei die endothelabhangige vasodilatatorische Funktion durch verminderte
NO-Bioaktivitat geschwacht wird [72].

Neben diesen Interaktionsmoglichkeiten von Hcy wird auch die Senkung des
Methylierungspotentials (MP) als Ursache fur die Entstehung vaskularer

Dysfunktion in Betracht gezogen [73].

Sauerstoffradikale

Im Plasma unterzieht sich Homocystein, wie andere Thiol-Gruppen-haltige
Aminosauren einer Autooxidation, was die Entstehung reaktiver Sauerstoff
Spezies (ROS) wie Hydrogenperoxid (H202) und Superoxidanionen (Oy") fordert
[74]. H2O2 entsteht mit Hilfe der Superoxiddismutase (SOD) aus O,". Durch
Hyperhomocysteinamie wird eine gesteigerte Produktion von Oy induziert. Der
inhibitorische Effekt von Homocystein auf die endothelabhangige Relaxation
soll in Zusammenhang mit dem intrazellularen Anstieg des O, stehen. Die
vermehrte Anwesenheit von Oy fuhrt dabei zu einer Inaktivierung und somit
herabgesetzter Bioverfugbarkeit von NO aufgrund der Zusammenlagerung und
Bildung von Peroxynitrit (ONOO-) [75, 76]. Diese Reaktion verlauft etwa 3mal
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schneller als die Dismutasereaktion von O, zu H»O, und Sauerstoff [77],

weshalb es nie zu einer Produkthemmung kommen kann.

Asymmetrisches Dimethylarginin (ADMA)
ADMA ist ein endogener Inhibitor der NOS. Die Aktivitat der NOS kann daher

durch Bildung von ADMA in Dbestimmten physiologischen oder

pathophysiologischen Situationen beeinflusst werden und zu einer reduzierten
NO-Synthese fuhren. Einige Autoren vermuten, dass die negativen
Auswirkungen von Homocystein auf das kardiovaskulare System auf eine
Anhaufung von ADMA zurlckzufuhren ist. Ein erhohter ADMA-Spiegel im
Plasma wurde bisher bei Patienten mit Hypercholesterinamie [78], peripherer
arterieller Verschlusskrankheit (pAVK) [79], arteriellem Hypertonus [80] und
Nierenerkrankungen beobachtet [81]. Auch HHcy wird mit erhdhten ADMA-
Werten in Verbindung gebracht. Homocystein besitzt die Fahigkeit, den Abbau
von ADMA Uber die Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase (DDAH) zu L-

Citrulin und Dimethylamin zu hemmen [65].

Beeinflusseng des Methylierungspotentials

SAM Ubertragt in einer von Methyltransferasen katalysierten Reaktion
Methylgruppen auf Akzeptoren wie DNA, RNA, Proteine und Hormone unter der
Bildung von SAH (siehe Abb. 1, S. 4) [24, 25]. Die SAH-Hydrolase Uberfuhrt
anschlieBend SAH in einer reversiblen Reaktion unter Wasserabspaltung in
Adenosin und Homocystein [26, 27]. Der Quotient aus SAM und SAH wird als
Methylierungspotential (MP) bezeichnet und beschreibt den Status der
zellularen Transmethylierungsreaktionen [82]. Durch Akkumulation von SAH,
einem Produktinhibitor aller SAM-abhangigen Transmethylierungsreaktionen,
kommt es aufgrund des verminderten MPs zu Hypomethylierung der
Akzeptoren [27]. Erhdhte Plasma-Hcy-Konzentrationen kdnnen Uber die von der
SAHH katalysierten Rulckreaktion mit Adenosin zu einer Erhdhung des
intrazellularen SAH-Levels und somit zu einer Verminderung des MPs fuhren
[83, 84]. Da Homocystein auf diesem Wege die intrazellularen

Transmethylierungsvorgange zu regulieren vermag, wird ein Zusammenhang
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zwischen dem endothelschadigenden Effekt von Hcy und der Veranderung des

MPs vermutet.

1.1.3 Diabetes mellitus

1.1.3.1 Definition des Diabetes mellitus

Bei Diabetes mellitus handelt es sich um eine chronische Stoffwechsel-
erkrankung bei der eine Stérungen des Glukose-Stoffwechsels vorliegt.
Kennzeichen dieser Erkrankung ist ein dauerhaft erhohter Blutzuckerspiegel
(Hyperglykamie). Die Ursache liegt in einem absoluten oder relativen Mangel
des blutzuckersenkenden Hormons Insulin, bzw. in einer verminderten
Insulinwirkung (Insulinresistenz). Insulin wird in den (-Zellen des Pankreas
gebildet. Bei einem Anstieg der Konzentration an Glukose im Plasma wird die
Sekretion von Insulin stimuliert. Dieses bewirkt durch eine verstarkte Aufnahme
der freien Glukose in fast alle Korperzellen einen Rickgang der

Glukosekonzentration im Plasma.

1.1.3.2 Klassifikation des Diabetes mellitus

Es werden insbesondere vier Typen des Diabetes mellitus, den zugrunde
liegenden Ursachen nach unterschieden [85], wobei hier nur auf den Typ 1
Diabetes eingegangen werden soll, da dieses Modell bei der hier vorliegenden

Arbeit verwendet wurde.

Der Typ 1 Diabetes, frUher auch als insulinabhangiger Diabetes mellitus
bezeichnet, ist gekennzeichnet durch einen absoluten Insulinmangel, es wird
kein eigenes Insulin mehr gebildet. Ursache daflr ist in der Regel eine
Autoimmunerkrankung, bei der es zu einer immunologisch vermittelten
Zerstorung der insulinproduzierenden (-Zellen des Pankreas kommt. Dieser

Autoimmunprozess kann unter Umstanden aufgrund einer Virusinfektion
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ausgelost werden. Meist sind Kinder, Jugendliche oder junge Erwachsene vom
Typ 1 Diabetes betroffen. Eine Sonderform des Typ 1 Diabetes ist der LADA
(latenter autoimmuner Diabetes im Erwachsenenalter; latent autoimmune
diabetes with adult onset). Die Zerstérung der B-Zellen und somit der Verlust

der Insulinsekretion verlauft hier deutlich langsamer [86].

1.1.3.3 Chronische Komplikationen des Diabetes mellitus

Die Folgeschaden des Diabetes mellitus, meist bedingt durch schlechte
Blutzuckereinstellung, sind verantwortlich fur eine erhdéhte Morbiditat und
Mortalitat der betreffenden Patienten. Sie werden hauptsachlich auf Ver-
anderungen der Gefalde, sogenannte Angiopathien zuruckgefuhrt [87, 88]. Es

werden hierbei zwei Formen unterschieden.

Mikroangiopathie

Typische Spatkomplikation des Diabetes mellitus ist die diabetische
Mikroangiopathie, die spezifische Veranderungen des mikrovaskularen
Systems, wie eine Verhartung und Verengung der kleinen arteriellen Gefalde
unfasst. Anhaltender Glukoselberschuly fordert eine Bindung der Glukose an
Aminogruppen von Proteinen, Lipiden und Nukleinsauren sowie, durch
anschlieBende irreversible Umlagerung, die Entstehung von Advanced
Glycosylation Endproducts (AGE). Durch Bindung der AGE an einen
spezifischen Zelloberflachenrezeptor der Zellmembran (Receptor for Advanced
Glycation Endproducts, RAGE) kommt es einerseits zu monozytarer Expression
von Gewebsthromboplastin (Tissue Factor; TF), das die prokoagulatorische
Aktivitat dieser Zellen steigert, andererseits fuhrt die Ablagerung von Kollagen
zu einer Verdickung der Basalmembran der kapillaren GefalRwande [89].
Aufgrund der Stenose von Gefallen werden Durchblutungsstorungen
begunstigt. Besonders betroffen von der diabetischen Mikroangiopathie sind
Retina, Niere und das periphere Nervensystem [89, 90]. Bei chronischem
Nierenversagen kann es in vielen Fallen durch Akkumulation von Homocystein

zur Entwicklung einer Hyperhomocysteinamie kommen[44, 45, 91].
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Makroangiopathie

Diabetes gilt als einer der wesentlichen Risikofaktoren fur makroangiopathische
Erkrankungen wie Arteriosklerose. Der altersbedingte Prozess der
Gefallverkalkung, v. a. der Arterien, lauft bei Diabetikern schneller ab,
begunstigt durch metabolische Stérungen wie Hyperglykamie, Hyperinsulin-
amie, Dyslipidamie, endotheliale Dysfunktion sowie Veranderungen des
Gerinnungssystems. Aufgrund vermehrter Einlagerung von Makrophagen und
fetthaltigen Zellen, den Schaumzellen, kommt es in den Gefalden zu einer
erhohten Entwicklung fibroser Plaque [92]. Die arteriosklerotischen
Veranderungen konnen zur Entstehung von symptomatischer koronarer
Herzkrankheit, peripherer arterieller Verschlusskrankheit und zerebrovaskularen

Durchblutungsstérungen fuhren [89, 93].

1.1.3.4 Beeinflussung der Vasorelaxation

Aufgrund bisheriger kontroverser Beobachtungen besteht Unklarheit Uber eine
Beeinflussung der endothelabhangigen Relaxation der Aorta bei Streptozotocin
(STZ)-induziertem Diabetes mellitus. Hauptsachlich wird in der Literatur von
einer Abschwachung der Acetylcholin (ACh)-induzierten Relaxation von
Aortenringen aus diabetischen Ratten berichtet [94]. Aufgrund unveranderter
Oberflachenstruktur endothelialer Zellen von STZ-behandelten Ratten
gegenuber Kontrollen wird auf metabolische Veranderungen des EDRF als
Ursache flir die abgeschwachte Relaxationsfahigkeit geschlossen. In anderen
Studien wird dagegen von einer unveranderten oder sogar verbesserten
Relaxationsantwort auf ACh bei Diabetes berichtet. Glocker und Quast [95]
stellten weder eine Veranderung der maximalen endothelabhangigen
Relaxation noch der ECso-Werte bei Aortenringen von diabetischen Ratten
gegenuber unbehandelten Kontrolltieren fest. Eine verstarkte Vasorelaxation
konnten Shen et al. bei Gefaldringen der thorakalen Aorta von Mausen mit STZ-
induziertem Diabetes beobachten [96]. Mdogliche Ursachen flir diese
Diskrepanzen koénnten in der Dauer des STZ-induzierten Diabetes der

betreffenden Versuchstiere, Unterschieden in der GrolRe der verwendeten
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Gefalde, in den Versuchsvoraussetzungen oder in der Zusammensetzung von
Organbadlosungen liegen [97]. Die zugrundeliegenden Mechanismen einer

mdglichen Beeinflussung der endothelabhangigen Relaxation bleiben weiter
unklar.



Einleitung 13

1.2 Zielsetzung

Sowohl Diabetes mellitus als auch Hyperhomocysteinamie stellen
Risikofaktoren fur kardiovaskulare Erkrankungen dar. Die genauen
Wirkungsmechanismen uUber die ein erhdohter Homocysteinspiegel zu
endothelialer Dysfunktion fuhrt sind derzeit noch nicht bekannt.

Ziel dieser Arbeit war es daher zunachst den Einfluss von Homocystein auf die
endotheliale Gefalirelaxation insbesondere im Hinblick auf Interaktionen mit
dem SAH-Metabolismus zu untersuchen. Mit Hilfe isometrischer Kraft-
aufnehmung an isolierten Aortenringen von Ratten im Organbad sollte die
endothelabhangige Relaxation nach Inkubation mit Homocystein, Adenosin und
Adenosin-2,3"-Dialdehyd, einem Hemmstoff der SAH-Hydrolase, untersucht
werden.

Des Weiteren galt es, Erkenntnisse Uber den Einfluss eines erhdhten
Homocysteinspiegels bei Typ 1 Diabetes auf die endothelabhangige
Gefalirelaxation zu gewinnen. Hierfur sollten Untersuchungen anhand eines
Tiermodells mit diabetischen Ratten, Ratten mit induzierter HHcy, sowie
diabetischen Ratten mit HHcy erfolgen. Nach einer Erkrankungsdauer von 4
Wochen sollte die endothelabhangige Relaxation auf ACh sowie auf SNP

ermittelt werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien
2.1.1 Substanzen
Die zur Durchfuhrung der Versuche benotigten Chemikalien, die im Text

verwendeten Abklrzungen sowie deren Bezugsquellen sind in folgender

Tabelle aufgeflhrt.

Tabelle 1 Substanzen und Bezugsquellen
Substanz Bezugsquelle
Acetylcholin ACh Sigma
Adenosin Ado Sigma
Adenosin-2',3'-Dialdehyd Adodia  Sigma
Carbogen Linde Gas Therapeutics
DL-Homocystein-Thiolacton Fluka Chemika
Ethylendiamintetraessigsaure EDTA Merck
Glucose Sigma
Homocystein Hcy Sigma
Hydroxy-Ethyl-Piperazinyl-Ethan-Sulfonsaure HEPES  Sigma
Kaliumchlorid KCI Sigma
Kalium-Dihydrogen-Phosphat KH,PO, Merck
Kalziumchlorid CacCl, Merck
L-Nitroarginin LNA Sigma
Magnesiumsulfat MgSO,  Merck
Natriumchlorid NaCl Merck
Natriumhydrogencarbonat NaHCO; Merck
Natriumnitroprussid SNP Sigma
Noradrenalin / (-)-Arterenol NA Sigma
Streptozotocin STZ Sigma
Trapanal Byk Gulden

Tris-(Hvdroxvy-Methv)-Aminomethan TRIS Siama
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2.1.2 Herstellung der Losungen

Soweit nicht anders vermerkt wurden alle Substanzen in Aqua bidest geldst

Krebs-Henseleit-Losung

FUr einen Versuchsdurchgang bestehend aus je zwei Dosis-Wirkungs-Kurven
pro 4 Aortenringe wurden 101 Krebs-Henseleit-Losung bestehend aus folgenden

Substanzen in den in Tabelle 2 angegebenen Konzentrationen hergestellt.

Tabelle 2 Zusammensetzung Krebs-Henseleit-Lé6sung
Substanz Konzentration [mM]
CaCl, 1,25
EDTA 0,03
Glukose 11
KCI 4,7
KH,PO, 1,2
MgSO, 1,2
NaCl 118
NaHCO; 24

AnschlieRend wurde der Puffer den Versuch Uberdauernd mit Carbogen (95%
Sauerstoff, 5% Kohlendioxid) begast.

Noradrenalin / (-)-Arterenol

Fiar die Versuche wurde eine 0,5 mM Losung NA hergestellt. Um diese vor
vorzeitigem Zerfall zu schitzen enthielt die NA-L6sung 0,06 mM EDTA, und

wurde in einem lichtgeschutzten Glaschen aufbewahrt.

Weitere Losungen

Alle nachfolgend aufgefuhrten Losungen (Tab. 3, S. 16) wurden in den

angegebenen Konzentrationen sowie deren Verdinnungen verwendet.
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Tabelle 3 Konzentrationen der Versuchslésungen
Substanz Konzentration in [mM]
ACh 10
SNP 10
Hcy 100
Ado 10
LNA 10
Adodia 10

2.1.3 Gerate

Die zur Durchflihrung der Versuche bendétigten

Tabelle 4 aufgefuhrt.

Gerate sind in nachfolgender

Tabelle 4 Gerite
Gerat Typ Hersteller
2-Kanal-Bricken-Verstarker 301 HUGO SACHS ELEKTRONIK

Einhange-Thermostat
Kraft-Weg-Aufnehmer
Mikroskop
Multi-Pen-Recorder
Organbad
Blutzuckermessgerat

K

MS nach DIN 12879
351

WILD M3B

R-OX und R-03M
SCHULER

Accu Chek Aviva

LAUDA

HUGO SACHS ELEKTRONIK
Leica

Rikadenki Electronics GmbH
HUGO SACHS ELEKTRONIK
Roche Diagnostics GmbH
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2.2 Methoden

2.2.1 Versuchstiere

Zur lIsolation von Gefallsegmenten der Aorta descendens wurden mannliche
Sprague-Dawley-Ratten mit einem Korpergewicht von ca. 250 g von der Firma
Charles River bezogen. Die Tiere wurden im Tierstall mit einem 12-stindigen
Tag/Nacht-Rhythmus gehalten. Sie hatten zu jeder Zeit freien Zugang zu Futter
und Wasser.

2.2.2 Das Schuler Organbad

FUr die Messung der endothelabhangigen Relaxation an Aortenringen wurde
hier das Organbad nach Schuler verwendet.

Dieses besteht aus 4 zylinderformigen Kammern die jeweils ein Volumen von
20 ml fassen. Ringe des zu untersuchenden GefalRes werden jeweils mit Hilfe
zweier L-formiger Edelstahl-Haken zwischen einen fixierten Haken und einen
Kraftaufnehmer eingespannt. Anschlielfend werden diese von oben in die
zugehdrige Kammer geschoben. Spannungsanderungen werden vom
Kraftaufnehmer registriert und Uber einen Verstarker vom Schreiber
aufgezeichnet.

Um die Messungen unter physiologischen Bedingungen durchfuhren zu
konnen, werden die Organbad-Kammern mit Krebs-Henseleit-Puffer geflllt. Die
Temperatur des Puffers wird konstant auf 37°C gehalten. Jede Kammer wird
mit Carbogen begast. Der in den Kammern befindliche Puffer kann durch
Betatigung einer Pumpe jederzeit durch ,neuen® Puffer ersetzt werden. Die
aufgrund des Versuchs in den Gefaldringen vorhandenen Substanzen kdnnen

auf diese Weise durch mehrmaliges Spullen ausgewaschen werden.
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2.2.3 Versuchsvorbereitung

2.2.3.1 Isolation des GefalRsegments

Die Versuchstiere hatten ein durchschnittliches Gewicht von ungefahr 240g.
Nach Decapitation und Entbluten der Ratte wurde durch einen kleinen Schnitt
zunachst das Abdomen eroffnet und nach rechts und links sowie nach kranial
bis zum Processus xiphoideus erweitert. AnschlieRend erfolgte mittels Schnitt
durch das Diaphragma die Erdffnung der Pleura. Nach Durchtrennung der
Rippen auf rechter und linker Seite konnte der ventrale Anteil des Thorax
entfernt werden. Mit Hilfe einer Klemme wurde die Pulmo sinister nach rechts
gelegt, um so eine gute Sicht auf die Aorta thoracica zu gewahrleisten. Nun
konnte ein moglichst grolRes Gefallsegment der Aorta descendens entnommen
werden. Hierbei war besondere Vorsicht geboten, um eine Verletzung des
Endothels durch Ziehen oder Quetschen und somit eine negative Beeinflussung
der Versuchsergebnisse zu vermeiden.

Um das Gefallsegment weiter zu bearbeiten, wurde dieses in eine mit
vorgewarmter Krebs-Henseleit-Losung gefullte Petrischale gelegt. Dort konnte
die Aorta mit Hilfe eines Mikroskops vorsichtig von umgebendem Fett- und
Bindegewebe befreit werden. Anschlielend wurde das nun saubere Gefal} in 4
gleich grofl3e Ringe geschnitten. Dies war gewahrleistet durch ein Gerat mit funf
parallel, in Abstdnden von 3 mm angeordneten, sauberen und scharfen

Rasierklingen.

2.2.3.2 Kalibrierung und Aquilibrierung

Anschlie3end erfolgte die Kalibrierung des Kraftaufnehmers mit Hilfe eines 1g-
Eichgewichtes. Der Ausschlag des Schreibers sollte dabei 10cm/g entsprechen.
Um die isometrische Kontraktions- und Relaxationsmessung durchzufuhren,
mussten die Ringe zwischen Kraftaufnehmer und einen fixierten Haken

eingespannt werden, wobei sorgfaltigst darauf geachtet werden musste das
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Praparat nicht zu stark zu dehnen. Jede Kammer des Organbades ist fur einen
Gefalring vorgesehen. Die einzelnen Kammern wurden mit neu hergestelltem
Krebs-Henseleit-Puffer geflllt und den Versuch Uber mit Carbogen begast.

Um eine fur die maximale Kontraktion optimale Vorspannung zu erhalten,
wurden die Ringe zunachst vorsichtig auf etwa 12 mN vorgedehnt. Wahrend
einer einstiindigen Aquillibrierungsphase konnten sich die Aortenringe auf das
geeignete Vorspannungsniveau bei 10 mN einpendeln. Dieses Niveau konnte
bei Abweichung am Kraftaufnehmer korrigiert werden. Wahrend der
Aquillibrierungsphase mussten die Kammern in 15-minltigem Abstand gespiilt
werden, d.h. die in den Kammern befindliche Krebs-Henseleit-Losung wurde

gegen neuen Puffer ausgetauscht.

2.2.3.3 Relaxationstest mit Acetylcholin

Anschliel3end erfolgte ein Relaxationstest, bei dem festgestellt werden sollte, ob
das Endothel der Gefaliringe weitgehend unversehrt ist. Dazu wurden die
Aortenringe mit 0,3 uM NA kontrahiert und gewartet bis das Maximum der
Kontraktion erreicht war. Dieses befand sich in der Regel bei einer Kraft von
etwa 10 mN. Bei anschliellender Zugabe von 1 yM ACh sollte bei intaktem
Endothel eine Relaxation von >70 % erfolgen. War dies nicht der Fall, so
wurden diese Aortenringe nicht weiter fur die Versuchsdurchfihrung im

Organbad herangezogen.

2.2.4 Versuchsdurchfuhrung

Alle Kammern mit flir die Versuchsdurchfihrung geeigneten Aortenringen
mussten nach dem Relaxationstest zunachst 3x in einem Zeitraum von 15 min
mit Krebs-Henseleit-Losung gewaschen werden. Die Ausgangsspannung wurde
auf 10 nM eingestellt.

Die isometrischen Kontraktions- und Relaxationsmessungen wurden, soweit

nicht anders vermerkt wie folgt durchgeflhrt.
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Pro Aortenring wurden zwei Konzentrations-Wirkungs-Kurven (KWK) erhoben.
Um die Kontraktion der Gefal’ringe zu induzieren, wurde den Organbad-
Kammern jeweils 0,3 uyM NA zugegeben. Nach Erreichen der maximalen
Kontraktion konnte die erste Konzentration der je nach Versuch verwendeten
relaxierenden Substanz zugefugt werden. Sobald der Schreiber ein Plateau der
nun ausgelosten Relaxation verzeichnete, wurde die nachsthohere
Konzentration nach kumulativem Schema hinzugegeben. Die in Tabelle 5
aufgefiihrten Substanzen wurden je nach Versuch zur Induktion der
Gefalirelaxation zur Aufzeichnung der KWK in den angegebenen

Konzentrationen verwendet.

Tabelle 5 Kumulatives Pipettierschema

ACh SNP Adenosin
100 pM
300 pM

1nM 1nM

3 nM 3 nM

10 nM 10 nM

30 nM 30 nM

100 nM 100 nM 100 nM

300 nM 300 nM 300 nM

1 uM 1 UM 1 UM

3 uM 3 UM 3 UM

10 uM 10 uM 10 uM
30 uM
100 uM
300 pM
1 mM

Nach Zugabe der héchsten Konzentration und Erreichen des Plateaus und der
damit maximalen Relaxation war die Aufzeichnung der ersten KWK beendet.
Die Aortenringe wurden erneut mit Krebs-Henseleit-Puffer gespult, dies erfolgte
nach oben angegebenen Schema. Nach Erreichen des stabilen
Ausgangsniveaus bei 10 mN wurde ein erneuter Versuch durchgefuhrt und die

zweite KWK aufgezeichnet.
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2.2.5 Homocystein-Diabetes-Studie

Fir dieses Projekt erfolgte eine Unterteilung der Versuchstiere in 3 Gruppen.

Gruppe 1:

Gruppe 2:

Gruppe 3:

Uber einen Zeitraum von 4 Wochen wurde diesen Tieren
Trinkwasser mit einer Konzentration von 2,4 mM Homocystein-
Thiolacton verabreicht.

Den Tieren dieser Gruppe wurden zu Beginn der Studie
Streptozotocin (60 mg/kg intraperitoneal, jeweils frisch hergestellt
in Citratpuffer) gespritzt, um einen Typ 1 Diabetes mellitus zu
induzieren

Diese Tiere wurden ebenfalls mit Streptozotocin (60 mg/kg
intraperitoneal) behandelt, um einen Typ 1 Diabetes zu
induzieren. Das Trinkwasser enthielt eine Konzentration von 0,4

mM Homocystein-Thiolacton

Die Versuchstiere hatten weiterhin freien Zugang zu Futter und Wasser.

Nach einem Zeitraum von 4 Wochen wurden Versuche mit den isolierten

Aortenringen dieser Tiere durchgefuhrt.

2.2.5.1 Bestimmung der Blutzuckerwerte

Die Bestimmung der Blutzuckerwerte der Versuchstiere erfolgte mit Hilfe eines

Blutzuckermessgerats, und wurde erstmals vor der Behandlung der Tiere mit

Streptozotocin und/oder Homocystein, sowie bei den diabetischen Tieren 1

Woche nach Streptozotocin-Injektion zur Kontrolle durchgefuhrt. Das bendétigte

Blut wurde hierbei nach minimalem Kappen der Schwanzspitze gewonnen.
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2.2.5.2 Plasma-Homocysteinspiegel

Um den Hcy-Spiegel im Plasma zu bestimmen, wurde allen Versuchstieren zu
Beginn der Homocystein-Diabetes-Studie Blut aus der Schwanzvene
entnommen. Eine weitere Blutentnahme erfolgte vor dem Herauspraparieren
der Aorta fur die Organbad-Versuche. Das Tier wurde zunachst mit einer
intraperitonealen Injektion von Trapanal in einer Dosierung von 90 mg/kg
narkotisiert. Hier wurde das Blut nach Er6ffnung des Abdomens durch Punktion
der rechten Vena iliaca communis gewonnen.

Anschlielend wurde das Blut in EDTA-R6hrchen Uberfuhrt, dieses mit dem
Deckel fest verschlossen und durch mehrmaliges vorsichtiges Drehen auf den
Kopf und zurtck vermischt. Nach guter Kuhlung des Rohrchens in einem mit
Eis geflllten Becherglas folgte die Zentrifugation fir 5 min bei 2°C mit 10.000
U/min. Hierbei wurde das Plasma von den Blutzellen getrennt. Anschlieend
konnte ca. 2 ml des Blutplasmas in Eppendorf-Cups abpipettiert und bei -60°C
bis zur Analyse eingefroren werden. Die Analyse der Hcy-Spiegel erfolgte im

Zentrallabor der Medizinischen Universitatsklinik Ttbingen.

2.2.6 Statistische Auswertung

Die Darstellung der Daten erfolgte durch Angabe der Mittelwerte (MW) +
Standartabweichung des Mittelwerts (SEM). Die Relaxation der Gefalringe
wurde prozentual bezogen auf die maximale Kontraktion angegeben.

Die graphische Darstellung der KWK erfolgte mit dem Programm Origin 7G
SR1.

Die Ergebnisse wurden mithilfe des t-Tests auf Signifikanz Uberprift. Eine
Irrtumswahrscheinlichkeit von P < 0,05 wurde als statistisch signifikant

angesehen.
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3 Ergebnisse

3.1 Die GefaRrelaxation
3.1.1 Endothelabhangig

Zunachst wurde in Vorversuchen die endothelabhangige Gefalirelaxation
(EDR) anhand von Kontrolltieren untersucht. Hierfir wurden die Aortenringe mit
0,3 MM Noradrenalin  (NA) kontrahiert und bei Erreichen des
Kontraktionsmaximums mittels kumulativer Zugabe von Acetylcholin (ACh) in

Konzentrationen von 1 nM-10 uM die endothelabhangige Relaxation erzeugt.
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Abbildung 2  Endothelabhédngige Vasorelaxation
Kumulative KWK von ACh (1 nM -10 uM) auf mit NA (0,3 uM) vorkontrahierte
Aortenringe von Kontrolltieren (n=72 Ringe). Dargestellt sind MW+SEM.

Abbildung 2 zeigt die entsprechende sigmoidférmige KWK. Die maximale
Relaxation wurde bei einer ACh-Konzentration von 3 pM mit 98,2+0,6 %
erreicht. Die ECsg lag bei 55,9+3,1 nM ACh.
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3.1.2 Endothelunabhangig

In weiteren Vorversuchen wurde eine KWK der endothelunabhangigen
Gefalrelaxation von Kontrolltieren ermittelt (Abb. 3). Bei einigen
Aortensegmenten wurde nach der Kontraktion mit 0,3 uM NA durch Zugabe von
100 uM L-Nitroarginin (LNA) die NO-Synthese und somit die endotheliale NO-
Bildung gehemmt. Zur Erzeugung der Vasorelaxation wurde bei diesen
Versuchen Natriumnitroprussid (SNP), ein NO-Donor verwendet. Die
kumulative Zugabe von SNP erfolgte hierbei in Konzentrationen von 0,1 nM-10
MM.
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Abbildung 3  Endothelunabhédngige Vasorelaxation

Kumulative KWK von SNP (0,1 nM -10 uM) auf mit NA (0,3 uM) vorkontrahierte
Aortenringe von Kontrolltieren (Kontrolle; n=14 Ringe) sowie Aortenringen die nach
Kontraktion mit 0,17 mM LNA behandelt wurden (n=11 Ringe). Dargestellt sind
MW=+SEM. *P < 0,05 LNA vs. Kontrolle.

Wie aus Abbildung 3 zu entnehmen, kommt es bei beiden
Versuchsbedingungen zu einer annahernd Ubereinstimmenden maximalen
Relaxationsfahigkeit der Aortenringe. Sie zeigte ihre volle Auspragung in beiden
Fallen bei einer SNP-Konzentration von 10 yM, bei den Kontrollringen mit



Ergebnisse 25

106,0£0,6 % sowie die den mit LNA behandelten Gefaliringen mit 105,6+1,2 %.
Die Hemmung der NO-Synthase bewirkte allerdings eine Rechtsverschiebung
der KWK. Bei den Kontrollringen setzte die Vasorelaxation bereits nach Zugabe
der ersten Konzentration von 0,1 nM SNP ein, die mit LNA behandelten Ringe
dagegen reagierten erst nach einer Dosis von 1 nM relaxierend auf SNP. Die
ECso lag bei den LNA-Aortenringen mit 10,8+1,1 nM im Gegensatz zu der ECsg

der Kontrollringe mit 5,4+£0,4 nM entsprechend hoher.
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3.2 Einfluss von Homocystein auf die GefaBrelaxation

3.2.1 Endothelabhangige Relaxation

Um die Auswirkungen von erhdhtem Homocystein in vitro auf die
endothelabhangige Gefalirelaxation anhand eigener Versuche zu uberprufen,
erfolgte in diesen Versuchen eine Inkubation der Aortenringe mit Homocystein
im Organbad. Hierfur wurden unterschiedliche Konzentrationen von 10 uM, 100
MM sowie 1 mM gewahlt und der Inkubationszeitraum auf 1 Stunde festgelegt.
Anschlielend wurden die KWK wie gewohnt durch Zugabe von Acetylcholin

aufgezeichnet. Die Auswertung dieser Versuche sind in Abbildung 4 dargestellt.
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Abbildung 4  Vasorelaxation auf ACh nach Inkubation mit Hcy

Kumulative KWK von ACh (1 nM -10 uM) auf mit NA (0,3 uM) vorkontrahierte
Aortenringe von Kontrolltieren (Kontrolle; n=21 Ringe) sowie Aortenringe die zuvor eine
Stunde mit 10 uM (n=7 Ringe), 100 uM (n=7 Ringe) bzw. 1 mM (n=12 Ringe) Hcy
inkubiert wurden. Dargestellt sind MW+SEM. *P < 0,05, **P < 0,001 Hcy 100 uM vs.
Kontrolle; °P < 0,05, °°P < 0,001 Hcy 1 mM vs. Kontrolle.

Die Behandlung der Gefaldringe mit einer niedrigen Hcy-Konzentration von 10

MM zeigte im Vergleich zu unbehandelten Ringen (Abb. 4, S. 26) keine
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signifikanten Veranderungen. Die mit 10 yuM Hcy inkubierten Aortenringe
erreichten ihre maximale Relaxation von 96,9125 % bei einer ACh-
Konzentration von 3 uM, die ECsy lag bei 43,6+5,0 nM ACh. Die Kontrollringe
erzielten eine maximale Vasorelaxation von 96,1+1,4 % bei einer Konzentration
von 10 uM. Die ECsy wurde bei 52,8+6,2 nM erreicht. Eine Behandlung der
Aortenringe mit einer Hcy-Konzentration von 100 yM dagegen fuhrte schon ab
einer ACh-Dosis von 10 nM zu einer signifikanten Abschwachung der
endothelabhangigen Relaxation. Die KWK erreichte eine maximale
Gefalrelaxation von 89,5t4,3 % nach einer Zugabe von 10 yM ACh. Die ECsg
lag hier wesentlich hoher bei 192,2+29,8 nM ACh. Eine noch starkere
relaxationshemmende Wirkung zeigte die Inkubation der Gefaldiringe mit 1 mM
Hcy. Die maximale ACh-induzierte Vasorelaxation wurde bei einer
Konzentration von 3 yM mit nur 42,2+6,8 % erreicht. Auch der ECsy war mit
185,04£71,3 nM ACh deutlich erhdht.

Anhand dieser Versuche konnte die konzentrationsabhangig hemmende
Wirkung des Homocysteins auf die endothelabhangige Relaxation bestatigt
werden. Neben der verminderten Vasorelaxation konnte eine Rechts-
verschiebung der KWK auf ACh festgestellt werden.

3.2.2 Endothelunabhangige Relaxation

3.2.2.1 SNP-induzierte Vasorelaxation

Bei diesen Versuchen sollte die Wirkung von Hcy auf die endothelunabhangige
Relaxation untersucht werden. Diese Versuche wurden daher unter denselben
Versuchsbedingungen wie zuvor durchgefuhrt. Die Gefalringe wurden Uber
einen Zeitraum von 1 Stunde mit Homocystein-Konzentrationen von 10 yM, 100
MM sowie 1 mM inkubiert. Die Vasorelaxation wurde nach anschlieRender
Kontraktion der Ringe mit Natriumnitroprussid durchgefihrt (Abb. 5, S. 28).
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Abbildung 5 Vasorelaxation auf SNP nach Inkubation mit Hcy (1)

Kumulative KWK von SNP (0,1 nM -10 uM) auf mit NA (0,3 uM) vorkontrahierte
Aortenringe von Kontrolltieren (Kontrolle; n=15 Ringe) sowie Aortenringe die zuvor eine
Stunde mit 10 uM (n=7 Ringe), 100 uM (n=6 Ringe) bzw. 1 mM (n=4 Ringe)Hcy
inkubiert wurden. Dargestellt sind MW+SEM.

Abbildung 5 zeigt keinen signifikant veranderten Verlauf der vier
Konzentrations-Wirkungs-Kurven. Die Relaxationsfahigkeit der Aortenringe
wurde durch die Inkubation mit Hcy nicht abgeschwacht. Die maximale
Relaxation der Kontrollringe lag bei 106,3+0,5 %, der mit 10 yM inkubierten
Ringe bei 108,0+0,6 %. Mit 100 uM Hcy behandelte GefalRsegmente wiesen
eine maximale Relaxationsfahigkeit von 107,2+0,6 % auf, sowie 109,2+0,9 %
bei mit 1 mM inkubierten Ringen. Die Betrachtung der ECs, lasst ebenso eine
mdgliche konzentrationsabhangige Beeinflussung des Verlaufs der kumulativen
KWKs ausschlieBen. Die ECsy lag fir die Kontrolle bei 4,5+0,4 nM, fur die
Inkubation mit 10 yM bei 5,9+0,5 nM, sowie bei 4,2+0,5 nM fur 100 uM Hcy und
3,6£0,6 nM fur 1 mM Hcy.

Die endothelunabhangige Relaxation wurde diesen Versuchen nach nicht durch
Homocystein beeinflusst, egal in welcher Konzentration eine Inkubation der

Gefalringe stattfand.
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3.2.2.2 SNP-induzierte Vasorelaxation in Anwesenheit von LNA

Ob der Einfluss von endothelialem NO bei der SNP-induzierten Relaxation
durch eine vorausgehende Inkubation der Gefal’ringe mit Hcy verandert wird,
sollte in dieser Versuchsreihe gezeigt werden. Hierflir wurde nach Kontraktion
der Aortenringe mit 0,3 pM NA und Erreichen des Kontraktionsplateaus
zusatzlich 0,1 mM LNA zugegeben um die NO-Synthase zu hemmen und die
endotheliale NO-Bildung zu unterbinden.
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Abbildung 6  Vasorelaxation auf SNP nach Inkubation mit Hcy (2)

Kumulative KWK von SNP (0,1 nM -10 uM) auf mit NA (0,3 uM) und anschlieBend LNA
(0,1 mM) vorkontrahierte Aortenringe von Kontrolltieren (Kontrolle; n=16 Ringe) sowie
Aortenringe die zuvor eine Stunde mit 10 uM (n=6 Ringe), 100 uM (n=7 Ringe) bzw. 1
mM (n=4 Ringe) Hcy inkubiert wurden. Dargestellt sind MW+SEM.

Gegenuber der SNP-induzierten Vasorelaxation ohne vorausgegangene
zusatzliche Behandlung mit LNA zeigte diese Versuchsreihe keine signifikante
Veranderung der maximalen Relaxationsfahigkeit (Abb. 6). Die Kontrollringe
erreichten eine Relaxation von 106,7+0,9 %, mit 10 yM Hcy behandelte
Gefallsegmente von 108,1£0,5 %. Aortenringe mit 100 pyM Hcy-

Inkubationskonzentration konnten Relaxationswerte von 107,3+0,9 % erreichen,
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bei 1 mM Hcy lag die maximale Auspragung der Vasorelaxation bei 105,2+0,9
%. Die Relaxation der Gefalringe setzte in Anwesenheit von LNA erst bei einer
SNP-Konzentration von 0,3 nM ein, ohne LNA-Behandlung erfolgte die
Vasorelaxation ab 0,1 nM SNP. Auch fuhrte die LNA-Zugabe zu einer leichten,
jedoch nicht signifikanten Rechtsverschiebung der KWK. Die ECsy waren bei
allen 4 Kurven erhoht. Sie lag bei der Kontrolle bei 7,3£0,8 nM SNP, bei mit 10
MM Hcy behandelten Ringen bei 8,9+0,9 nM SNP. Bei mit 100 uM Hcy
inkubierten GefalRsegmenten lag die ECsp bei 4,9£0,6 nM SNP sowie bei mit 1
mM behandelten Ringen bei 6,8+1,4 nM SNP.

Ein Veranderung des Einflusses von endothelialem NO auf die SNP-induzierte
Relaxation bei mit Hcy inkubierten Aortenringen gegenuber Kontrollringen

konnte demnach nicht nachgewiesen werden.
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3.3 Untersuchung der endothelabhdngigen GefaRrelaxation nach
Hemmung der SAH-Hydrolase

S-Adenosylmethionin wirkt in einer Methylierungsreaktion als
Methylgruppendonator und Ubertragt in Anwesenheit von Methyltransferasen
eine Methylgruppe auf einen Akzeptor. Dabei entsteht S-Adenosylhomocystein,
das wiederum ein Inhibitor von Methyltransferasen ist. In einer reversiblen
Reaktion kann SAH durch die SAH-Hydrolase in Homocystein und Adenosin
abgebaut werden. Der Quotient aus SAM und SAH wird als Methylierungs-
potential bezeichnet. Inwieweit der SAH-Metabolismus Uber eine Veranderung
des Methylierungspotentials durch erhdhte Homocystein-Konzentrationen einen

Einfluss auf die EDR hat soll in folgenden Versuchen geklart werden.

3.3.1 Eigeneffekt von Adenosin auf die Gefalirelaxation

Zunachst wurde die Wirkung von Adenosin (Ado) auf die Vasorelaxation der
Aortenringe untersucht. Diese wurden wie gewohnt mit 0,3 uM NA kontrahiert.
Nach Erreichen eines stabilen Kontraktionsmaximums wurden im weiteren
Verlauf nach kumulativem Pipettierschema Adenosin in Konzentrationen von

100 nM-1 mM zugegeben.
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Abbildung 7  Vasorelaxation auf Adenosin
Kumulative KWK von Ado (100 nM -1 mM) auf mit NA (0,3 uM) vorkontrahierte
Aortenringe von Kontrolltieren (Kontrolle; n=8 Ringe). Dargestellt sind MW+SEM.

Abbildung 7 zeigt einen sehr ungewohnlichen Verlauf der KWK. Zu Beginn lasst
sich statt einer Relaxation der Gefale der gegenteilige Effekt, eine Verstarkung
der Vasokonstriktion feststellen die ihr Maximum bei einer Adenosin-
Konzentration von 3 uM mit 9,9+1,7 % erreicht. Nach weiterer Zugabe von
Adenosin zeigte sich ein leichter relaxierender Effekt der sich bis zu einer
Konzentration von 100 yM Adenosin dem Maximum der zunachst durch NA
hervorgerufenen Kontraktion annaherte. Ab 100 uM Adenosin setzte eine starke
Gefalirelaxation ein die bei 1 mM ein Maximum von 96,5+3,7 % Relaxation

erreichte. Die ECsg liegt bei diesem Versuch bei 0,31£0,02 mM.

3.3.2 lIrreversible Hemmung der SAH-Hydrolase

In diesen Versuchen sollte Uber eine Hemmung der SAH-Hydrolase eine
Akkumulation von SAH hervorgerufen werden. Folge dieser erhohten SAH-
Konzentration ist eine Abnahme der Methylierungsreaktionen, in denen
Methylgruppen von SAM unter anderem auf DNA, RNA, Proteine und
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Phospholipide uUbertragen werden. Inwiefern die Beeinflussung des
Methylierungspotentials eine Wirkung auf die EDR zeigt, sollte einerseits

konzentrationsabhangig, andererseits zeitabhangig tberpruft werden.

3.3.2.1 Konzentrationsabhangig

Inwiefern die Konzentration von Adenosin-2°,3"-Dialdehyd (Adodia), einem
Hemmestoff der SAH-Hydrolase Einfluss auf die EDR nimmt, galt es in diesen
Versuchen herauszufinden. Die GefalRringe wurden daher vor Versuchsbeginn
Uber einen Zeitraum von 1 Stunde mit Adodia-Konzentrationen von 10 pM, 30
MM sowie 100 pM. inkubiert. Nach dem anschlielenden Auswaschen des
Adodia wurden die Aortenringe mit 0,3 yM NA kontrahiert und die durch ACh

hervorgerufene KWK aufgezeichnet.
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Abbildung 8 Vasorelaxation auf ACh nach Inkubation mit Adodia (1)
Kumulative KWK von ACh (1 nM -10 uM) auf mit NA (0,3 uM) vorkontrahierte
Aortenringe von Kontrolltieren (Kontrolle; n=15 Ringe) sowie Aortenringe, die zuvor
eine Stunde mit 10 uM (n=12 Ringe), 30 uM (n=8 Ringe) bzw. 100 uM (n=8 Ringe)
Adodia inkubiert wurden. Dargestellt sind MW+SEM. *P < 0,05 Adodia 30 uM vs.
Kontrolle; °P < 0,05, °°P < 0,001 Adodia 100 uM vs. Kontrolle.



Ergebnisse 34

Die Kontrollringe zeigten eine ACh-induzierte maximale Gefal3relaxation
102,2+0,9 % bei einer Konzentration von 3 yM ACh und einer ECsp von
52,0+5,3 nM. Die Inkubation der Aortenringe mit einer Adodia-Konzentration
von 10 uM flhrte gegeniber der Kontrolle zu keinen signifikanten
Veranderungen. Bei einer Inkubations-Konzentration von 30 pM Adodia
hingegen zeigte sich eine leichte Abschwachung der Relaxationsfahigkeit im
Vergleich zu der KWK der Kontrolle, die bis zu 3 yM ACh signifikant war. lhre
maximale Auspragung wurde bei einer ACh-Konzentration von 10 pM mit
97,1+£2,5 % erreicht. Die ECso lag hier bei 99,8+9,0 nM. Eine noch deutlichere
signifikant relaxationshemmende Wirkung wies die Behandlung der Gefaldringe
mit einer Adodia-Konzentration von 100uM auf. Die endothelabhangige
Relaxation wurde hier auf 87,2+3,0 % reduziert, bei einer ACh-Dosis von 10uM.

Die halbmaximale Konzentration lag hier bei 142,1+25,7 nM.

3.3.2.2 Zeitabhangig

Um zu Uberprifen, ob es sich bei der Hemmung der SAH-Hydrolase durch
Adenosin-2,3"-Dialdehyd um einen zeitabhangigen Effekt handelt, wurde eine
Versuchsreihne mit unterschiedlichen Inkubationszeiten angesetzt. Vor
Versuchsbeginn wurden die Aortenringe mit einer Konzentration von 10uM
Adodia Uber einen Zeitraum von 1, 6 sowie 20 Stunden behandelt, wobei die
Inkubation Uber 20 Stunden im Kuihlschrank (4°C) erfolgte. AnschlielRend
wurden die Gefaliringe wie gewohnt mit 0,3 uM NA kontrahiert. Nach Erreichen
eines stabilen Kontraktionsniveaus konnte die Aufnahme der KWK durch
kumulative ACh-Zugabe durchgefuhrt werden.



Ergebnisse 35

= Kontrolle
o 6 h Adodia

0 = Kontrolle 0
2 1 h Adodia

204 20 4

B
o
1

40 4

60

Relaxation [%]
Relaxation [%]
[}
o
1

[~
o
1

80

100 < 100

D e e e e e Bl ) L ] 1
0 1E-9 1E-8 1E-7 1E-6 1E-5 0 1E9 1E-8 1E-7 1E-6 1E-5

ACh [molll] ACh [molll]

= Kontrolle
o 20 h Adodia

20

40

60+

Relaxation [%]

80+

100

T T T T
0 1E-9 1E-8 1E-7 1E-6 1E-5

ACh [mol/l]

Abbildung 9  Vasorelaxation auf ACh nach Inkubation mit Adodia (2)
Kumulative KWK von ACh (1 nM -10 uM) auf mit NA (0,3 uM) vorkontrahierte
Aortenringe von Kontrolltieren (Kontrolle; n=3-10 Ringe) sowie Aortenringe die zuvor 1
Stunde (A), 6 Stunden (B) bzw. 20 Stunden (C) mit 10 uM Adodia inkubiert wurden
(n=5-12 Ringe). Dargestellt sind MW+SEM. *P < 0,05 Adodia vs. Kontrolle.

Unter Kontrollbedingungen zeigte sich in Abbildung 9A eine ACh-induzierte
kumulative KWK, die ihre maximale Vasorelaxation bei 10 uM mit 100,8%1,7 %
erreichte. Eine mit einer Stunde kurzzeitige Inhibition der SAHH durch Adodia
zeigte keinen signifikanten Einfluss auf die endothelabhangige Relaxation. Im
Gegensatz dazu fuhrte eine Inhibition Uber 6 Stunden in einem Bereich von 30
nM — 1 uM ACh zu einer signifikant abgeschwachten endothelabhangigen
Relaxation (Abb. 9B). Die maximale Relaxation von 86,5+3,0 % zeigte sich bei
einer ACh-Konzentration von 10 pM, die Kontrollringe erreichten eine
Vasorelaxation von 98,8+2,2 %. Die halbmaximale Konzentration der
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inkubierten Gefallsegmenten lag bei 165,1+30,7 nM, die der Kontrollen
hingegen bei 41,9+5,5 nM. Ein deutlicher relaxationshemmender Effekt konnte
ebenfalls nach Inkubation der Gefaliringe Uber einen Zeitraum von 20 Stunden
beobachtet werden (Abb. 9C, S. 35). Zwar zeigte sich mit 85,1+4,0 % eine
Abschwachung der maximalen Relaxationsfahigkeit der Kontrollringe, so blieb
doch eine eindeutig sichtbar verminderte, ab 3 pM Ach signifikante,
Vasorelaxation der inkubierten Ringe zu erkennen. Diese erreichte ihren
Maximalwert von 67,1+£5,4 % bei einer ACh-Dosis von 10 uM. Der ECs lag in
diesem Fall bei 66,7£19,4 nM, der Kontrollringe bei 78,4+10,6 nM.

Durch die Beeinflussung des Methylierungspotentials mittels Adenosin-2°3’-
Dialdehyd entsteht eine Zunahme der SAH-Konzentration im Cytosol, was eine
Abnahme des Methylierungspotentials zur Folge hat. In diesen Versuchen
konnte eine signifikant abschwachende Wirkung des Adodia auf die EDR
nachgewiesen werden. Dieser Effekt beruht sowohl auf einer

konzentrationsabhangigen, als auch auf einer zeitabhangigen Wirkung.

3.3.3 lIrreversible Hemmung der SAH-Hydrolase nach vorausgegangener
Inkubation mit Homocystein und Adenosin

Ob Homocystein Uber eine Verringerung des Methylierungspotentials zu einer
verminderten EDR fuhrt, sollte durch folgende Versuche geklart werden. Durch
die gleichzeitige exogene Zufuhr von Adenosin und Homocystein und einer
einstindigen Inkubation der Aortenringe im Organbad soll Gber die von der
SAH-Hydrolase katalysierten Ruickreaktion eine Erhdhung des SAH-Levels
erreicht und somit das Methylierungspotential gesenkt werden. Nach 50-
minutiger Inkubationszeit mit den beiden Substraten wurde zusatzlich fur 10 min
100 uM Adenosin-2°,3’-Dialdehyd zugegeben, um zusatzlich die SAH-
Hydrolase zu hemmen und einen weiteren Anstieg der SAH-Konzentration zu
erreichen. Abbildung 10A ( S. 37) zeigt die nach den Auswertungen
entstandenen KWK im Vergleich mit Gefalringen die lediglich 1 Stunde mit 100
MM Hcy behandelt wurden.
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Abbildung 10 Vasorelaxation auf ACh nach Inkubation mit Hcy, Ado, Adodia

Kumulative KWK von ACh (1 nM -10 uM) auf mit NA (0,3 uM) vorkontrahierte
Aortenringe von Kontrolltieren (Kontrolle; n=6 Ringe), Aortenringe die zuvor eine
Stunde mit 100 uM Hcy, 100 uM Ado und 10 min mit 100 uM Adodia inkubiert wurden
(n=16 Ringe), sowie Aortenringe die zuvor (A) 1 Stunde mit 100 uM Hcy inkubiert
wurden (n=7 Ringe) bzw. (B) 10 min mit 100 uM Adodia inkubiert wurden (n=3 Ringe) .
Dargestellt sind MW+SEM. *P < 0,05 Hcy, Ado, Adodia vs. Kontrolle ; °P < 0,05 Adodia

vs. Kontrolle.

Durch die Behandlung der Gefaldringe mit 100 yM Hcy, 100 uM Ado sowie 100
MM Adodia kam es zu einer signifikanten Abschwachung der ACh-induzierten
Vasorelaxation gegenuber den derer von Kontrollringen. Wahrend die maximale
Relaxationsfahigkeit der Kontrollen bei 99,5+2,0 % lag konnten die mit Hcy, Ado
und Adodia inkubierten Ringe nur einen Wert von 86,9+3,3 % erreichen.
Aortenringe, die lediglich 1 Stunde mit 100 uM Hcy behandelt wurden, zeigten
im Vergleich dazu keine signifikanten Unterschiede. Die maximale
endothelabhangige Relaxation lag hier bei 89,5t4,4 %. Dies lasst darauf
schlieBen, dass die zusatzliche Anwesenheit von Ado und Adodia keinen
Einfluss auf die endothelabhangige Vasorelaxation hat (Abb. 10A).

Um zusatzlich einen Vergleich zwischen einer alleinigen Inkubation von
Gefalringen mit 100 uM Adodia flr 10 min und der Inkubation mit Hcy, Ado und
Adodia zu haben, wurden deren KWKs in Abbildung 10B (S. 37)

zusammengefuhrt.
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Auch in diesem Fall konnten keine signifikanten Veranderungen der KWKs von
Aortenringen mit alleiniger Adodia-Inkubation gegenuber Ringen mit Inkubation
mit Hcy, Ado sowie Adodia festgestellt werden. Die maximale Relaxation beider
Kurven lag bei 86,943,3 %. Die ECsy der Adodia-Ringe war allerdings mit
75,5£13,5 nM im Gegensatz zu der ECso der Ringe mit der Inkubation aller 3
Substraten (164,4+24,7 nM) weniger als halb so hoch.
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3.4 Einfluss von Homocystein auf die GefaRrelaxation bei Diabetes

mellitus

Hyperhomocysteinamie (HHcy) und Diabetes mellitus zahlen zu den
Risikofaktoren fur die Entstehung von endothelialer Dysfunktion. Inwieweit
beide Krankheitsbilder in vivo die Gefalirelaxation beeinflussen soll in folgenden
Versuchen untersucht werden

Zunachst wurden Versuchstiere beliebig in 3 Gruppen eingeteilt. Den Ratten
der Gruppe 1 wurde Streptozotocin injiziert, um einen Insulin abhangigen
Diabetes mellitus zu induzieren. Den Tieren der Gruppe 2 wurde Uber einen
Zeitraum von 4 Wochen homocysteinhaltiges Trinkwasser verabreicht, um eine
Hyperhomocysteinamie zu induzieren. Gruppe 3 wurde sowohl Streptozotocin
injiziert als auch uber 4 Wochen homocysteinhaltiges Trinkwasser verabreicht.
Nach diesen 4 Wochen wurden die Versuche am Schuler-Organbad
durchgefuhrt und die entsprechenden KWK aufgezeichnet.

Die Versuchstiere der Gruppe 1 wiesen nach den 4 Wochen einen
Blutzuckerspiegel von Uber 600 mg/dl auf. Die Ratten der Gruppe 2 ent-
wickelten in diesem Zeitraum eine leichte Hyperhomocysteinamie. Der Hcy-
Spiegel stieg von 10,9+0,4 ymol/l auf 13,0+0,9 ymol/l an. In Gruppe 3 stieg wie
in Gruppe 1 der Blutzuckerspiegel auf Gber 600 mg/dl an. Der Hcy-Spiegel stieg
von ursprunglich 9,1+£0,9 uymol/l auf 12,4+0,7 umol/l an und wies somit auf eine

leichte Hyperhomocysteinamie hin.

3.4.1 Endothelabhangige Relaxation bei Typ 1 Diabetes mellitus und

Hyperhomocysteinamie

Zunachst galt es, Erkenntnisse Uber eine mdgliche Beeinflussung der
endothelabhangigen Gefalirelaxation zu bekommen. Die Versuche wurden
nach gewohntem Schema durch Aufzeichnung und anschlie}ender Auswertung
von ACh-induzierten Konzentrations-Wirkungs-Kurven durchgefuhrt (Abb. 11,
S. 40).
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Abbildung 11 Vasorelaxation auf ACh bei Diabetes und HHcy

Kumulative KWK von ACh (1 nM -10 uM) auf mit NA (0,3 uM) vorkontrahierte
Aortenringe von Kontrollratten (Kontrolle; n=2 Ringe), STZ-induziert diabetische Ratten
(Diabetes; n=8 Ringe), hyperhomocysteindmische Ratten (HHcy; n=23 Ringe) sowie
Ratten mit STZ-induziertem Diabetes und Hyperhomocysteindmie (Diabetes + HHcy;
n=30 Ringe). Dargestellt sind MW+SEM. *P < 0,05, **P < 0,001 Hcy vs. Diabetes; °P <
0,001 Hcy vs. Diabetes + Hcy; *P < 0,05, P < 0,001 Diabetes vs. Diabetes + Hcy.

Die Aortenringe der rein diabetischen Ratten zeigten im Rahmen dieser
Versuche die besten vasorelaxierenden Eigenschaften (Abb. 11). Wahrend die
maximale Relaxation der Kontrolle bei 101,4+0,2 % lag konnten die Ringe der
diabetischen Ratten bei einer ACh-Konzentration von 3 yM eine Relaxation von
103,210,6 % erreichen. Die ECsy lag in diesem Fall bei 13,6+£3,2 nM. Eine
demgegenuber signifikante Abschwachung (P<0,001) der endothelabhangigen
Relaxation zeigten die Gefaldringe der  Tiere mit leichter
Hyperhomocysteinamie. Eine Zugabe von 3 puM ACh konnte nur eine
Vasorelaxation von 84,4 + 3,5 % hervorrufen, die ECs lag bei 61,8410 nM. Die
Aortenringe der Ratten mit Diabetes wie auch leichter Hyperhomocysteinamie
zeigten wie zu erwarten eine beeintrachtigte Gefalirelaxation mit geringerer
Auspragung gegenuber der Ringe der reinen HHcy-Tiere. Der Verlauf dieser

beiden letztgenannten KWK lasst zunachst einen signifikanten Unterschied
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erkennen, wobei die HHcy-KWK weniger stark auf ACh reagiert. Nach einer
Annaherung der beiden Kurven im Konzentrationsbereich zwischen 0,3 pM — 3
MM kommt es zu einer signifikanten Abschwachung (P<0,001) der Relaxation
der HHcy-KWK um etwa 13,6 % gegenuber der Diabetes-HHcy-KWK. Die
maximal erreichte Relaxation der GefalRsegmente der Diabetes-HHcy-Tiere lag
bei 97,6+1,4 % bei einer ACh-Dosis von 3 uM, die ECsy bei 71,7+5,6 nM.

Aus den ermittelten Ergebnissen lasst sich schlie3en, dass der Diabetes keinen
verschlechternden Einfluss auf die EDR hat. Im Gegensatz dazu wirkte sich
eine leichte Hyperhomocysteinamie ungunstig auf die EDR aus, was sich in
einer Abschwachung der ACh-induzierten maximalen Relaxationsfahigkeit
aulerte. Das Vorliegen einer leichten Hyperhomocysteinamie bei bestehendem
IDDM scheint die EDR nicht in dem Malde negativ zu beeinflussen, wie es bei

reiner Hyperhomocysteinamie ohne Diabetes der Fall war.

3.4.2 Endothelunabhangige Relaxation bei Typ 1 Diabetes mellitus und

Hyperhomocysteinamie

Ob es sich im Falle der beeintrachtigten Relaxationsfahigleit von Rattenaorten
bei Vorliegen von sowohl Diabetes als auch Hyperhomocysteinamie um eine
rein endothelabhangige Ursache handelt, soll in diesen Versuchen Uberprift
werden. Die Gefaliringe von Ratten mit Diabetes, Hyperhomocysteinamie, oder
beidem in Kombination wurden hierfur nach vorausgegangener Kontraktion mit
0,3 yM NA mit SNP relaxiert.



Ergebnisse 42

Kontrolle
Diabetes

HHcy

Diabetes + HHcy

>0 p»m

20 -

40 -

60 -

Relaxation [%)]

80 -

100 -

0 1E-10 1E-9 1E-8 1E-7 1E-6 1E-5
SNP [molll]

Abbildung 12 Vasorelaxation auf SNP bei Diabetes und HHcy (1)

Kumulative KWK von SNP (0,1 nM -10 uM) auf mit NA (0,3 uM) vorkontrahierte
Aortenringe von Kontrollratten (Kontrolle; n=2 Ringe), STZ-induziert diabetische Ratten
(Diabetes; n=4 Ringe), hyperhomocysteindmische Ratten (HHcy; n=12 Ringe) sowie
Ratten mit STZ-induziertem Diabetes und Hyperhomocysteindmie (Diabetes + HHcy;
n=16). Dargestellt sind MW+SEM.

Gegenuber der EDR bleibt die endothelunabhangige Relaxation aller 3
Gruppen unbeeinflusst (Abb. 12). Die maximale Relaxationsfahigkeit lag fur die
Diabetes-Ringe bei 105,2+0,5 % sowie fur die HHcy-Ringe bei 106,9+0,5 %.
Die Relaxation der Aortensegmente von Ratten mit Diabetes und
Hyperhomocysteindmie erreichte ihre maximale Auspragung mit 104,4+0,6 %,
wahrend die der Kontrollen bei 105,940,3 % lag. Die halbmaximalen
Konzentrationen der Kurven betrugen fur die Gefaliringe der Gruppe 1
(Diabetes) 1,6+0,2 nM SNP, der Gruppe 2 (HHcy) 2,3+0,4 nM SNP sowie fur
die Segmente der Gruppe 3 (Diabetes + HHcy) 2,4+0,2 nM SNP und der
Kontrollen 5,2+1,2 nM SNP.
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Um die relaxierende Wirkung des endothelialen NO komplett zu unterbinden,
wurde in einer anschlieBenden Versuchsreihe die Aortenringe nach erfolgter
Kontraktion, jedoch noch vor Einleitung der SNP-induzierten KWK mit 100 uM
LNA behandelt. Dadurch erfolgte eine Inhibition der endothelialen NO-Synthase
und die endotheliale NO-Bildung konnte somit unterdrtckt werden.

Kontrolle
Diabetes

HHcy

Diabetes + HHcy

[ S |
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Abbildung 13 Vasorelaxation auf SNP bei Diabetes und HHcy (2)

Kumulative KWK von SNP (0,1 nM -10 uM) auf mit NA (0,3 uM) und anschlielSend LNA
(0,1 mM) vorkontrahierte Aortenringe von Kontrollratten (Kontrolle, n=2 Ringe), STZ-
induziert diabetische Ratten (Diabetes; n=4 Ringe), hyperhomocysteindmische Ratten
(HHcy; n=12 Ringe) sowie Ratten mit STZ-induziertem Diabetes und
Hyperhomocysteindmie (Diabetes + HHcy; n=16 Ringe). Dargestellt sind MW+SEM.

Auch bei diesem Versuch wurde die maximale endothelunabhangige
Vasorelaxation nicht negativ beeinflusst (Abb. 13). Nach einer Zugabe von 1 uM
SNP relaxierte die Kontrolle maximal um 104,5+0,0 %. Die Diabetes-Ringe
erreichten ihre maximale Relaxation von 106,2+0,9 % schon ab einer
Konzentration von 0,1 yM SNP. Die Relaxationsfahigkeit der HHcy-Ringe lag
bei 107,910,3 % nach Zugabe der letzten SNP-Konzentration, und die
Diabetes-Hcy-Ringe relaxierten um 105,9 +0,5 % bei 0,3 yM SNP. Wider

Erwarten lagen die ECsp unter denen der vorausgegangenen Versuchsreihe
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ohne LNA, was somit auf eine leichte Linksverschiebung hindeutet. Die ECsg
der Gruppe 1 (Diabetes) lagen bei 1,2+0,2 nM SNP, der Gruppe 2 (HHcy) bei
1,7+£0,3 nM SNP, sowie der Gruppe 3 (Diabetes-HHcy) bei 1,7 + 0,2 nM SNP
und die Kontrolle bei 6,4£0,3 nM SNP.

Die Relaxationsfahigkeit der in diesen Versuchsreihen verwendeten Aortenringe
zeigte sich gegenuber den in den Vorversuchen verwendeten Kontrollringen
unbeeinflusst. Die Gegenwart von LNA und somit die Unterbindung einer
weiteren NO-Synthese flhrte durch eine Erniedrigung der bendtigten ECso zu
einer leichten Rechtsverschiebung der KWK. Die maximale Vasorelaxation
blieb aber dennoch unbeeinflusst.



Diskussion 45

4 Diskussion

Hyperhomocysteinamie und Diabetes mellitus zahlen neben kardiovaskularen
Erkrankungen wie Arteriosklerose, Hypertonie und Herzinsuffizienz zu den
Risikofaktoren fur die Entstehung von endothelialer Dysfunktion [20,21]. Unter
endothelialer Dysfunktion wird die Beeintrachtigung wichtiger Funktionen des
Endothels verstanden. Diese kann sich in einer Abschwachung der

endothelabhangigen, vaskularen Tonusregulation auern [16].

4.1 Einfluss von Homocystein auf die Vasoelaxation

Zunachst wurde die direkte Wirkung einer erhdhten Homocysteinkonzentration
in vitro auf die EDR untersucht. Die Aortenringe der Ratten wurden hierbei GUber
den Zeitraum einer Stunde mit Konzentrationen von 10 yM, 100 yM und 1 mM
Hcy inkubiert. Die Auswertung der KWKs zeigte, dass die EDR in
konzentrationsabhangiger Weise abgeschwacht wird. Bei der Behandlung der
Ringe mit 10 yM Hcy konnten keine signifikanten Veranderungen der KWK
gegenuber der Kontrolle festgestellt werden. Eine Inkubation der Ringe mit 100
MM fuhrte zu einer bezuglich der Kontrolle um 7 % abgeschwachten maximalen
Relaxationsfahigkeit, die einstliindige Behandlung der Gefalisegmente mit 1 mM
resultierte in einer um 56 % reduzierten EDR. Auch die ECs, war in beiden
Fallen 3,5- bzw. 3,6-fach erhoht und somit nach rechts verschoben. In einer
Studie von Lang D. et al. [98] konnte beobachtet werden, dass in vitro die ACh-
induzierte Vasorelaxation von Aortenringen aus Kaninchen durch erhdhte Hcy-
Konzentrationen von 0,1 — 10 mM abgeschwacht wird. Unsere Untersuchungen
bestatigen dieses Ergebnis und veranschaulichen die Wirkung erhohter Hcy-
Konzentrationen auf die vaskulare Funktionstuchtigkeit. Es muss allerdings
bertcksichtigt werden, dass schon Plasma-Hcy-Werte von >100 pM als
schwere Hyperhomocysteinamie gelten. Bei einer Hcy-Konzentration von 1 mM
handelt es sich um einen bereits weit erhdhten Wert, der die klinische Relevanz
in den Hintergrund rlcken lasst. Allerdings assoziierten schon Boushey et al.
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Hcy-Werte ab 10 pM mit einer Erhohung des Risikos fur vaskulare
Erkrankungen [32]. Eine Beeinflussung der EDR kann durch unsere in vitro

Untersuchungen bei besagter Konzentration nicht bestatigt werden.

Die Untersuchung der Wirkung von Hcy auf die SNP-induzierte Relaxation
bestatigte ebenfalls die Ergebnisse von Lang et al. [98]. Diese konnten in ihrer
Studie zeigen, dass die SNP-induzierte Vasorelaxation nach Inkubation mit 1
mM Hcy unbeeintrachtigt blieb. Auch in den Versuchen zu dieser Arbeit konnte
Homocystein die endothelunabhangige Vasorelaxation nicht beeinflussen. Eine
zusatzliche irreversible Hemmung der NO-Synthase mittels LNA wies ebenso
eine unbeeintrachtigte maximale Relaxationsfahigkeit der Aortenringe auf. Der
abschwachende Effekt auf die Gefalirelaxation scheint demnach auf einer
Wirkung des Homocysteins auf einen ausschlieBlich NO- bzw.
endothelabhangigen Prozess zu beruhen. Zu diesem Ergebnis kamen auch
Wang et al. in in vitro Untersuchungen, die das Wachstum von Endothelzellen
und glatten Gefalmuskelzellen unter Einfluss von Homocystein beobachteten
[99]. Sie konnten zeigen, dass sich die Wirkung von Homocystein auf
verschiedene Zelltypen unterscheidet. So zeigte Homocystein in Anwesenheit
von Adenosin einen dosisabhangigen hemmenden Effekt auf die DNA-
Synthese in vaskularen Endothelzellen, dieser Effekt blieb hingegen in glatten
GefaBmuskelzellen und Fibroblasten aus. Die verwendeten Hcy-
Konzentrationen bewegten sich dabei in einem klinisch relevanten Bereich (10-
50 uM). In einer hoheren Konzentration von 100 yM Hcy dagegen zeigte sich
eine Stimulation der Proliferation von glatten GefaBmuskelzellen [100, 101]. Der
Zelltyp-spezifische Effekt scheint sich der Literatur nach auf Hcy-

Konzentrationen von 10 —15 yM zu beschranken.

Es ist bekannt, dass hohe Konzentrationen an Homocystein vaskulare
Endothelzellen schadigen [102] und die Bioverfugbarkeit von freiem NO
reduzieren [70] bzw. NO inaktivieren konnen [67]. Einige der Mechanismen,
uber die Homocystein die vaskularen Endothelzellen schadigen soll, konnen

jedoch auch durch Cystein oder andere sulfhydrylgruppen-tragende
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Substanzen erzielt werden, wie z.B. die Autooxidation von Hcy und Bildung
reaktiver Sauerstoffspezies [102, 103]. Jedoch wurde dieser Effekt gewdhnlich
in Hcy-Konzentrationen Uber 1 mM beobachtet.

Erhdhte Hcy-Konzentrationen kdnnen Uber die von der SAHH katalysierten
Ruckreaktion mit Adenosin zu einer Erhohung der intrazellularen SAH-
Konzentration fuhren, was wiederum einer Reduktion des
Methylierungspotentials zur Folge hat [83, 84]. Es kommt es zu einer
Hypomethylierung von DNA sowie RNA, Proteinen und Phospholipiden [25].
Daher wird vermutet, dass der endothelschadigende Effekt von Homocystein in
Zusammenhang mit Veranderungen des Methylierungspotentials steht, da
Homocystein Einfluss auf die zellularen SAH-Level nimmt. SAH wirkt als
Produktinhibitor von SAM-abhangigen Transmethylierungsreaktionen [27]. So
vermag Homocystein in chronisch erhohten Konzentrationen uUber eine
Erhdhung der SAH-Konzentration und damit einer Erniedrigung des
Methylierungspotentials die mMRNA-Spiegel im Cytosol zu vermindern und somit
die DNA-Transkription und das Wachstum in GefaRendothelzellen zu inhibieren
[66, 99, 104, 105]. In einer Studie von Castro et al. [106] wurden bei Patienten
mit arteriosklerotischen Veranderungen nach Apoplexie oder Myokardinfarkt
gegenuber Kontrollpersonen erhdhte Konzentrationen an Homocystein und
SAH beobachtet sowie ein reduziertes Methylierungspotential und ein
erniedrigter Methylierungsstatus der DNA.

Des Weiteren scheint Homocystein, wie schon erwahnt, Zelltyp-spezifisch zu
wirken, da es die SAH-Konzentration in den Endothelzellen der Gefalle
erhéhen kann, aber nicht in glatten Gefallmuskelzellen [66]. Diese
Beobachtung konnte durch die Auswertungen der vorliegenden Arbeit bestatigt
werden, da hierbei ausschlie3lich die endothelabhéangige Vasorelaxation von
Hcy beeinflusst wurde und sich kein Effekt auf die glatten Gefalimuskelzellen

zeigte.
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4.2 Einfluss einer Hemmung der SAH-Hydrolase auf die Vasorelaxation

Adenosin ist ein endogener Botenstoff der unter physiologischen aber auch
pathophysiologischen Zustanden und in der Lage ist, den Blutfluss durch
Beeinflussung des Gefalltonus zu regulieren. Da in dieser Arbeit der Einfluss
des MP bei erhdhten Homocystein-Konzentrationen auf die EDR untersucht
wurde, sollten Versuchsreihen mit zeitgleicher Inkubation der Aortenringe mit
Homocystein, Adenosin und Adodia durchgefuhrt werden. Um den alleinigen
Effekt von Adenosin auf die Vasorelaxation zu untersuchen, wurden zunachst
Adenosin-induzierte kumulative KWKs aufgenommen. Adenosin zeigte erst ab
einer Konzentration von 100 uM eine starke Relaxation. Dieser Effekt wird
wahrscheinlich Uber Adenosin A4, aber auch Aza Rezeptoren auf dem Endothel
bzw. glatten Muskelzellen vermittelt und steht nicht in Zusammenhang mit einer

Veranderung des Methylierungspotentials [107].

Adenosin-2°3"-Dialdehyd ist ein potenter, irreversilbler Inhibitor der SAHH in
vitro und in vivo, der durch Oxidation aus Adenosin gebildet wird [108]. Durch
die irreversible Bindung von Adodia an SAHH kommt es zu einer
Konformationsanderung, durch die das Enzym inaktiviert wird [109]. Es ist
bekannt, dass bei Hyperhomocysteinamie das MP erniedrigt ist [83, 84] und
auch durch Hemmung der SAHH mittels Adodia das MP vermindert wird [104].
Da bisher keine Wirkungen von Adodia auf die SAM-, DNA- oder RNA-
Synthese beobachtet wurden, eignete sich dieser Hemmstoff zur Untersuchung
der EDR bei verandertem MP durch erhohte SAH-Konzentrationen [110]. In
Konzentrationen von 1 puM ist Adodia in der Lage, die SAHH zu 95% zu
hemmen. Hierbei kommt es zu einem zeitabhangigen Anstieg der cytosolischen
SAH-Spiegel [111].

In dieser Arbeit zeigte die Untersuchung der ACh-induzierten Vasorelaxation
nach einstindiger Inkubation der Aortenringe mit 10 yM, 30 uM und 100 uM
Adodia eine konzentrationsabhangige Abschwachung der EDR. Eine Hemmung
der SAHH mit 10 uM Adodia lieR® keine signifikanten Veranderungen der KWK

erkennen. Dagegen fihrte die Inkubation mit 30 pM Adodia zu einer
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signifikanten Verringerung der Relaxationsfahigkeit um 5 % bezuglich der
Kontrolle, die Vasorelaxation nach Hemmung der SAHH mit 100 yM Adodia war
signifikant um 14,7 % abgeschwacht.

Um zu Uberprifen ob ebenfalls ein zeitabhangiger Effekt bei der Hemmung mit
Adodial auf die EDR besteht wurde eine Versuchsreihe mit Inkubationszeiten
der Aortenringe mit 10 yM Adodial fur 1h, 6h sowie 20h durchgefuhrt. Aus den
Ergebnissen dieser Versuche kann ebenfalls auf eine zeitabhangige Wirkung
geschlossen werden. Nachdem bei der einstindigen Hemmung der SAHH
keine Veranderung gegenuber der Kontrolle sichtbar war, zeigte sich nach einer
Inkubation von 6 h eine Verminderung der Relaxationsfahigkeit von 12,5 %.
Nach 20 h Inkubation konnte eine weitere Hemmung der EDR beobachtet
werden. Zwar zeigte sich auch die Vasorelaxation der Kontrollringe etwas
vermindert, es wurde hierbei jedoch von einem aufgrund des langen
versuchsbedingten Inkubationszeitraumes in vitro entstandenen Qualitatsverlust
der pathophysiologischen Mechanismen der Gefallabschnitte ausgegangen. Im
Vergleich zu den Kontrollringen wiesen die mit Adodia behandelten Aortenringe

eine um 21,2 % verminderte maximale Relaxationsfahigkeit auf.

Obwohl Adodia schon in einer Konzentration von 1 yM nach 15-minutiger
Inkubation in der Lage ist mindestens 95 % der zellularen SAHH zu hemmen,
scheint eine Wirkung auf die EDR in dieser Konzentration und diesem
Inkubationszeitraum auszubleiben.

Die Ergebnisse deuten jedoch darauf hin, dass ein Zusammenhang zwischen
verminderten Methylierungsreaktionen bei erhdhten Homocystein-
Konzentrationen und der Entstehung endothelialer Dysfunktion besteht.

Im folgenden Versuch sollte zunachst eine Erhohung der SAH-Konzentration
durch simultane einstindige Inkubation der Aortenringe mit 100 uM Hcy und
100 uM Adenosin erreicht werden. Es wurde bereits berichtet, dass
Homocystein schon in Konzentrationen von 10-50 uyM das Wachstum von
Gefallendothelzellen hemmt. Diese Wirkung wurde allerdings nur in
Anwesenheit von Adenosin beobachtet [99]. Um eine Verstarkung des durch

erhdhte SAH-Konzentrationen Effektes zu erzielen erfolgte eine nach 50



Diskussion 50

Minuten verstrichener Inkubationszeit einsetzende 10-minutige Hemmung der
SAH-Hydrolase mit 100 yM Adodial. Die anschlieRend durchgefuhrten KWKs
wiesen eine um 12,7 % verminderte endothelabhangige Relaxation gegenuber
der Kontrolle auf, die bei ACh-Konzentrationen ab 3 pM signifikant waren. Im
Vergleich dazu zeigte die KWK der allein mit 100 yM Hcy inkubierten Ringe
einen nahezu identischen Verlauf. Aortenringe die lediglich fur 10 Minuten mit
Adodia gehemmt wurden, resultierten ebenfalls wie die mit allen drei Substraten
behandelten Ringe in einer um 12,7 % reduzierten Vasorelaxation. Allerdings
wurde hier keine Rechtsverschiebung der KWK beobachtet. Dieser war im Falle
der mit allen 3 Substraten behandelten Ringe mehr als doppelt so hoch.

Aufgrund der nahezu identischen Verlaufe der KWK der Hcy-Ringe und der mit
Hcy, Ado und Adodial behandelten Ringe liegt im ersten Moment die
Vermutung nahe, dass eine zusatzliche Inkubation mit Ado und Adodia keine
Wirkung auf die endothelabhangige Relaxation hat, und der hemmende Effekt
alleine durch die Inkubation mit Homocystein hervorgerufen wird. Zur
Erganzung dieses Versuches wurden einige Aortenringe lediglich mit 100 yM
Adodia fuar 10 min inkubiert und anschliel3end mittels kumulativer ACh-Zugabe
relaxiert. Die Vasodilatation dieser Gefallabschnitte erreichte, ebenso wie die
mit allen 3 Substanzen inkubierten Ringe, einen Maximalwert von 86,9+3,3 %.
Allerdings zeigte sich hierbei eine Linksverschiebung der KWK. Die
Vasorelaxation der Ringe fur 1 h mit 100 yM Hcy, sowie fur 10 Minuten mit 100
MM Adodia, als auch die Inkubation mit den 3 Substraten erzielte demzufolge
nahezu identische maximale Werte. Es stellt sich daher die Frage, weshalb bei
der kombinierten Inkubation eine Verstarkung des relaxationshemmenden
Effektes ausbleibt. Moglicherweise vermag schon allein die Inkubation der
Aortenringe mit 100 yM Hcy den SAH-Level auf einen ausreichend hohen Wert
anzuheben, bei dem dessen inhibitorische Effekt auf die entsprechenden
Transmethylierungsreaktionen eine bereits maximale Auspragung erreicht.
Aufgrund der Ergebnisse der vorausgegangenen Versuchsreihe kann diese
Uberlegung méglicherweise widerlegt werden. Die Inkubation von GefaRringen

mit 1 uM Hcy fluhrte gegenltber einer Hemmung mit 100 uM Hcy zu einer
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starker abgeschwachten Vasorelaxation. Auch nach Inkubation der Aortenringe
mit Adodia konnte in vorherigen Versuchen eine weitere Verminderung der
maximalen Relaxationsfahigkeit beobachtet werden (10 pM dber 20h).

Demnach ist eine Verstarkung des hemmenden Effektes auf die Vasorelaxation
durchaus maoglich.
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4.3 Einfluss von Hyperhomocysteinamie auf die Vasorelaxation bei Typ 1
Diabetes mellitus

Fir die Erzeugung einer leichten Hyperhomocysteinamie im Rattenmodell
wurde in dieser Arbeit die orale Gabe von Homocystein-Thiolacton Uber das
Trinkwasser gewahlt. Die Versuchsratten wurden hierfur in 3 Gruppen unterteilt.
Der ersten Gruppe (HHcy) wurde mit Homocystein-Thiolacton versetztes
Trinkwasser verabreicht zur Erhéhung der Plasma-Homocystein-Werte, Gruppe
2 (Diabetes) injizierte man STZ um einen Typ 1 Diabetes zu induzieren. Die
dritte Gruppe (Diabetes + HHcy) wurde sowohl mit Hcy-haltigem Trinkwasser
als auch mit einer STZ-Injektion behandelt. Nach einem Zeitraum von 4
Wochen erfolgten die Entnahme der Aorta und die anschlieRende Durchfuhrung

der isometrischen Kontraktion- und Relaxationsmessungen.

Sowohl bei den allein mit Streptozotocin behandelten Ratten als auch bei den
diabetischen Ratten mit induzierter Hyperhomocysteinamie wurde bis zum Tage
der Durchfuhrung der Versuche ein massiver Anstieg der Blutglukose-Werte auf
uber 600 mg/dl, bzw. 593,1+6,9 mg/dl beobachtet. Durch die Behandlung der
entsprechenden Versuchstiere mit Homocystein-Thiolacton-haltigem
Trinkwasser entwickelte sich unter gesunden Voraussetzungen sowie unter
diabetischer Stoffwechsellage eine moderate Hyperhomocysteinamie (13,0+0,9
pgmol/l, bzw. 12,4+0,7 umol/l). Andere Gruppen konnten durch
Supplementierung des Trinkwassers mit Hcy Plasmakonzentrationen von etwa
12,5 pymol/l nach einem Monat erreichen [112].

Die maximale endothelabhangige Relaxationsfahigkeit der Diabetes-Ratten
zeigte sich gegenuber der Kontrolle unbeeinflusst, jedoch reagierten die
diabetischen Tiere mit erhohter Sensibilitat auf die ACh-induzierte
Vasorelaxation. Im Gegensatz dazu konnte bei hyperhomocysteindmischen
Ratten eine signifikante (P<0,001) Abschwachung der Relaxation beobachtet
werden. Auch die mit Streptozotocin und Homocystein-Thiolacton behandelten
Tiere wiesen eine verminderte maximale Vasorelaxation, jedoch von geringerer

Auspragung auf. Die maximale SNP-induzierte, endothelunabhangige
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Vasorelaxation blieb bei allen drei Gruppen sowohl ohne, als auch mit
vorausgegangener LNA-Applikation  unbeeintrachtigt. Gegenuber den
Kontrollen reagierten diese allerdings in beiden Fallen mit erhdhter Sensibilitat,
was sich in erniedrigten ECs5 aulerte.

In vielen Studien wurde die endotheliale Regulation des glatten GefalBRmuskels
bei experimentell induziertem Diabetes mellitus untersucht, wobei die
Ergebnisse jedoch stark differieren. So wird in der Literatur sowohl von
verminderter, unveranderter als auch verstarkter = ACh-induzierter
Vasorelaxation von Aortenringen aus diabetischen Tieren berichtet. Die
Mechanismen, die einer moglichen veranderten endothelabhangigen Relaxation
bei STZ-induziertem Diabetes zugrunde liegen, sind bisher nicht vollstandig
geklart. Oyama et al. stellten eine signifikante Reduktion der EDR auf ACh fest,
wahrend die Relaxationsantwort auf den NO-Donor SNP unverandert blieb [94].
Sie entdeckten weiterhin mittels elektronenmikroskopischen Untersuchungen,
dass die Oberflachenstruktur der Endothelzellen aus diabetischen Ratten
normal war, und schlossen daher auf metabolische Veranderungen von NO als
Ursache fur die abgeschwachte Relaxationsfahigkeit. Zu anderen Ergebnissen
kamen dagegen Glocker und Quast [95]. Sie stellten weder eine Veranderung
der endothelabhangigen maximalen Relaxation noch der ECsp-Werte bei
Aortenringen von diabetischen Ratten gegenuber den Kontrollen fest. Eine
verstarkte Vasorelaxation konnte dagegen Pieper bei Aortenringen aus
diabetischen Ratten [113], Shen et al. [96] bei Gefaldiringen der thorakalen Aorta
von Mausen mit STZ-induziertem Diabetes beobachten. Sie fuhrten dieses
Ergebnis auf eine erhdhte Produktion von Prostaglandin I, und dem EDHF im
frGhen Diabetesstadium der Mause zurlck.

Die im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse unterstitzen die
Beobachtungen einer unveranderten maximalen endothelabhangigen
Relaxation von Glocker und Quast [95] sowie weiterer Autoren [114]. Jedoch
wird in der Literatur weit haufiger von einer abgeschwachten
Relaxationsantwort auf ACh berichtet [115]. Eine Erklarung fur diese
Diskrepanzen liegt moglicherweise in der Dauer des STZ-induzierten Diabetes

der betreffenden Versuchstiere. Diese steht nach Orie et al. in Abhangigkeit
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zum Ausmald der Abschwachung der EDR [116]. Pieper [113] stellte in seiner
Studie eine Abhangigkeit der Art der Beeinflussung der EDR durch ACh von der
Diabetesdauer fest. 24 Stunden nach STZ-Injektion zeigte sich eine
Verstarkung der endothelabhangigen Vasorelaxation der Aortenringe, wahrend
nach einem Zeitraum von 1-2 Wochen keine Veranderungen der
Relaxationsfahigkeit der GefalRsegmente aus diabetischen Ratten gegenuber
Kontrolltieren zu erkennen war. Eine Diabetesdauer von 8 Wochen resultierte
dagegen in einer abgeschwachten ACh-induzierten Gefalrelaxation. Andere
Untersuchungen wiesen ebenfalls auf einen Zusammenhang zwischen Dauer
der diabetischen Erkrankung und der unterschiedlichen Auswirkungen auf die
EDR hin [117], jedoch blieb hierbei die ACh-induzierte Vasorelaxation noch 12
Wochen nach STZ-Behandlung der Ratten unverandert, nach 52-wdchiger
Erkrankungsdauer zeigte sich die zu erwartende Verminderung der Relaxation.

Die stark differierenden Ergebnisse bezuglich der Erkrankungsdauer und der
Auswirkungen auf die EDR weisen auf weitere mogliche Unterschiede in der
Grole der verwendeten Gefalde, in den Versuchsvoraussetzungen oder in der

Zusammensetzung von Organbadldsungen hin [97].

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der Inkubation der Aortenringe mit
Homocystein im Organbad konnte auch nach Induktion einer moderaten
Hyperhomocysteinamie durch orale Verabreichung von Homocystein-
Thiolacton-haltigem Trinkwasser eine verminderte Vasorelaxation auf ACh
sowie einer unbeeintrachtigten endothelunabhangigen Relaxation auf SNP
beobachtet werden. In der Literatur wurde bereits von ahnlichen Ergebnissen
berichtet [112]. Die Behandlung von Ratten mit Homocystein Uber einen
Zeitraum von einem Monat fuhrte zu einer tendenziellen, jedoch nicht
signifikanten =~ Abschwachung der ACh-induzierten Relaxation. In der
vorliegenden Arbeit konnte nach 4-wdchiger Hcy-Verabreichung eine ab 3 uM
ACh signifikante Verminderung der maximalen Gefalirelaxation gegentber der
Kontrolle nachgewiesen werden. Des Weiteren wird vermutet, dass der durch
leichte  Hyperhomocysteinamie hervorgerufene  Schwere endothelialer

Dysfunktion von der Dauer der Erkrankung abhangt. Obwohl die 1-monatige
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Homocystein-Gabe in einer nichtsignifikanten Abschwachung der EDR
resultierte, stellten Miao et al. [112] nach Behandlung der Ratten Uber zwei
Monate eine signifikante reduzierte Vasorelaxation fest. Dies kann jedoch nicht
allein auf die Dauer der Hcy-Verabreichung zurickgefihrt werden, da ein
zusatzlicher Anstieg der Plasma-Hcy-Konzentrationen von etwa 12,5 ymol/l auf
etwa 155 pmol/l beobachtet wurde. Als Ursache fur die verstarkte
Beeintrachtigung der endothelialen Tonusregulation muss daher ebenfalls ein
alleiniger konzentrationsabhangiger Effekt, bzw. die Kombination von Zeitfaktor
und konzentrationsbedingter Auswirkung in Betracht gezogen werden. In dieser
Arbeit konnte ein konzentrationsabhangiger, hemmender Effekt von
Homocystein allein auf die EDR von Aortenringen im Organbad nachgewiesen
werden. Lang et al. untersuchten die Konsequenzen einer Hcy-Inkubation von
Aortenringen aus Kaninchen auf die ACh-induzierte Gefalrelaxation und
stellten sowohl eine konzentrationsabhangige als auch eine zeitabhangige
Wirkung fest [98]. Diesen Ergebnissen zufolge hangt die Entstehung einer
endothelialen Dysfunktion durch Homocystein vermutlich von beiden Faktoren
ab.

Das simultane Bestehen eines STZ-induziertem Typ 1 Diabetes sowie einer
experimentell, durch Hcy-Thiolacton-Gabe  hervorgerufenen milden
Hyperhomocysteinamie flhrte in dieser Arbeit zu einer reduzierten
endothelabhangigen Vasorelaxation. Die maximale Relaxationsfahigkeit wies
jedoch gegenuber derer von allein hyperhomocysteinamischen Aortenringen
eine signifikant (P<0,001) weniger starke Beeintrachtigung auf. Eine
zeitabhangige Wirkung des Homocysteins kann ursachlich ausgeschlossen
werden, da der Zeitraum der Hcy-Behandlung sowie das Alter der Ratten
ubereinstimmt. Ein  moglicher Grund fur die Differenzen in der
Relaxationsantwort kdonnte in unterschiedlichen Plasma-Hcy-Spiegeln liegen.
Mit 12,42+0,71 UM bei sowohl diabetischen als auch
hyperhomocysteinamischen Ratten liegt dieser Wert zwar um 0,61 pM unter
dem Hcy-Spiegel der rein hyperhomocysteinamischen Tieren, dieser

Unterschied ist jedoch minimal und statistisch nicht signifikant und somit als
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Erklarung als eher unwahrscheinlich. Vermutlich fuhrte die insulinabhangige
diabetische Erkrankung zu einer Abschwachung der endothelschadigenden
Wirkung des Homocysteins. Da in der Literatur kein ahnliches Versuchsmodell
beschrieben ist, kann kein Vergleich zu anderen Ergebnissen gezogen werden.
Eine mogliche Erklarung konnte in der von Shen et al. [96] geaulerten
Vermutung liegen, eine vermehrte Produktion von Prostaglandin I, und des
EDHF koénne Grund fir eine verstarkte Vasorelaxation im frihen
Diabetesstadium sein.

Wie zu erwarten zeigte sich auch bei Aortenringen von Ratten mit Typ 1
Diabetes mellitus und Hyperhomocysteinamie keine Veranderungen der SNP-
induzierten Vasorelaxation, was bestatigt dass die zugrundeliegenden
Mechanismen  fur die  Entstehung  vaskularer = Dysfunktion  auf

endothelabhangigen Vorgangen beruhen.
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5 Zusammenfassung

Sowohl Diabetes mellitus als auch Hyperhomocysteinamie (HHcy) werden in
Zusammenhang mit der Entwicklung endothelialer Dysfunktion diskutiert.

Ob die Verminderung des Methylierungspotentials bei erhdhtem Hcy-Spiegel fur
die Entwicklung endothelialer Schadigungen verantwortlich ist, wurde mittels
Hemmung der SAHH Uberpruft. Des Weiteren wurde die Wirkung des
simultanen Bestehens von Typ 1 Diabetes und HHcy im Tiermodell auf die EDR

untersucht, wobei es zu folgenden Ergebnissen kam:

1. Homocystein wirkt in konzentrationsabhangiger Weise hemmend auf die
endothelabhangige Vasorelaxation, die endothelunabhangige Relaxation
bleibt unverandert.

2. Die Inkubation von Aortenringen mit Adodia resultiert in einer
konzentrations- und zeitabhangigen Abschwachung der endothel-
abhangigen Relaxation, was auf einen mdglichen Zusammenhang
zwischen vermindertem MP und Beeintrachtigung der endothel-
abhangigen Relaxationsfahigkeit hindeutet .

3. Die simultane Inkubation der GefalRsegmente mit Hcy und Ado fur eine
Stunde gefolgt von Adodia fur 10 min (je 100 pM) zeigte denselben
schwachenden Effekt auf die EDR wie die alleinige Inkubation mit
Homocystein (100 uM) fur eine Stunde.

4. STZ-induzierter Diabetes mellitus fuhrte nach einem Zeitraum von vier
Wochen zu einer unveranderten maximalen endothelabhangigen sowie
—unabhangigen Relaxation gegenuber der Kontrolle.

5. Eine experimentell induzierte HHcy resultierte in einer abgeschwachten
EDR sowie einer unbeeintrachtigten endothelunabhangigen Relaxation.

6. Das zeitgleiche Bestehen von Typ 1 Diabetes mellitus und HHcy fuhrte
nach vierwdchiger Erkrankungsdauer zu einer verminderten, jedoch
weniger stark ausgepragten EDR gegenuber der alleinigen Erkrankung

an HHcy.
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6 Summary

Diabetes mellitus as well as hyperhomocysteinemia are discussed in the
development of endothelial dysfunction.

Whether the decrease of methylation potential at elevated homocysteine levels
is responsible for the development of endothelial damage was tested by
inhibition of the SAHH. Furthermore the effect of the simultaneous existence of
type 1 diabetes and HHcy in animal models on the EDR was investigated. We

got the following results.

1. Homocysteine has a concentration dependent inhibitory effect on the
endothelium-dependent  relaxation, the endothelium-independent
relaxation remains unchanged.

2. Incubation of aortic rings with Adodia impairs the endothelium dependent
relaxation in a concentration and time dependent manner, indicating a
possible connection between impaired MP and reduced EDR

3. The simultaneous incubation of aortic rings with Hcy and Ado for one
hour followed by Adodia for 10 min (each 100 yM) impaires the EDR in
the same manner like the sole incubation with Hcy (100 yM) for one
hour.

4. STZ-induced diabetes mellitus results in an unchanged maximum
endothelium dependent and independent relaxation compared to
controls.

5. Experimental induced HHcy results in attenuated EDR and unchanged
endothelium independent relaxation.

6. The simultaneous existence of type 1 diabetes mellitus and HHcy leads
to impaired EDR after a duration of 4 weeks, but EDR is more impaired

at the sole existence of HHcy.
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