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Einleitung

1 Einleitung

In den letzten Jahrzehnten hat sich die AlzheimemBnz (AD) zu einer der haufigsten chroni-
schen Erkrankungen in Industrielandern entwickéliein in den USA werden im Jahr 2050
schatzungsweise 13 Millionen Menschen an AD erkraein [37]. Zirka einer von 8 Mannern
und fast eine von 4 Frauen werden im Laufe ihrdsehe eine AD entwickeln. Ein besseres Ver-
standnis der Atiologie und vor allem der Praventi@ser Erkrankung ist fur das offentliche

Gesundheitswesen entscheidend.

Apolipoprotein E4 (Apo E4) ist der wichtigste bek#m Risikofaktor fur die Entstehung einer
Alzheimer-Demenz. Auch in der Atherosklerosegersgselt Apo E4 eine entscheidende Rolle,
wichtig vor allem im Hinblick auf Atherosklerosesapathologisches Korrelat der koronaren
Herzerkrankung (KHK). In der Literatur sammeln stk Hinweise fur eine Assoziation zwi-
schen kardiovaskularen Erkrankungen, ihren Rislkofan und einem erhéhtem Risiko fur AD
und dessen Vorlaufer, dem geistigen Abbau [105k Aer Todesursachenstatistik des Statisti-
schen Bundesamts geht hervor, dass fast 50% dexsfdeé auf Erkrankungen des Kreislauf-
systems, vor allem die Atherosklerose, zurlickzdiitsind. Die Manifestation der Atheroskle-
rose in hirnversorgenden Gefal3en, Herzkranz- urideExtatenarterien stellt somit ein epide-

miologisches und gesundheitspolitisches Kernprotan1].

In den letzten Jahren kam es zu einem bedeutendemriEniszuwachs Utber die komplexe Pa-
thogenese atherosklerotischer Gefal3erkrankunganwightiger Bereich der Atherosklerosefor-
schung ist die Aufklarung von Veranderungen dessbhéngigen Dilatation von Arterien. Die-
se Arbeit soll einen Beitrag zu Klarung des Effekis Apo E4 auf die flussabhangige Dilatati-
on leisten. Im Folgenden werden die fur die vorgeArbeit relevanten Erkenntnisse tber die
flussabhangige Dilatation von Arterien, den Aufbheun Lipoproteinen und die Funktionen des

Apolipoprotein E erlautert.

1.1 Flussabhangige Dilatation von Koronararterien

Eine wichtige Funktion des arteriellen Gefal3systendie standige Regulierung der Gefallwei-

te, um das Sauerstoffangebot optimal an den BeatksfGewebes anzupassen. Grundsatzlich
wird der Gefaldtonus, die aktive Spannung der gla@efalimuskulatur, durch systemische Fak-
toren und die Autoregulation des Gefal3es modul#d.Autoregulation wird durch zwei entge-

gengesetzte Mechanismen geregelt, den BaylissiHfgsokonstriktion) und die flussabhangi-
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ge Dilatation. Dem dilatierenden Moment der GefgQlation kommt dabei sowohl in physiolo-
gischen als auch pathologischen Reaktionsmustergrdi3ere Bedeutung zu [80].

1.1.1 Entdeckung des Phdnomens der flussabhangigeiatation

Arterien und Arteriolen dilatieren unter zunehmean@kissrate. Dieses Phanomen konnte schon
1932 von Schretzenmayr an der Femoralarterie dasséhen nachgewiesen werden [94]. Es
dauerte jedoch noch Jahrzehnte bis der Mechaniaoaksnur in Anséatzen verstanden wurde. So
wurde erst 1975 die Annahme geaul3ert, dass dagtema@m der Grenzflache zwischen Flussge-
schehen und der GefalBwand, in der Lage sei, Flussnessen“ und so auf unterschiedliche

Flussstarken des Blutes zu reagieren.

Am Gefaliendothel greifen dabei grundsatzlich zweifté an: einerseits pulsabhangiger Zug,
eine entlang eines zur Fliel3richtung des Blutekreehten Vektors auftreffende Kraft, die vom
arteriellen Blutdruck abhangt, andererseits dialperzur FlieRrichtung auftretende Scherkraft
(shear-stress). Letztere wird durch den viskoedelséin Zug des vorbeistromenden Blutes auf die

GefalRwand erzeugt und ist proportional zur Viskasind Menge des vorbeistrémenden Blutes.

Durch einen Zufall gelang Zawadski und Furchgaodt darstellung der endothelabhangigen Ge-
falRdilatation [30], ein Phanomen, welches sie didebbachtung von Reaktionen isolierter Ge-
falstreifen auf Acetylcholin entdeckten. Anschliefk® Studien zeigten, dass die Relaxation
durch eine Art endothelialen Mediator, den sie émeloum derived relaxing factor (EDRF)
nannten, vermittelt wird. Der EDRF wird neben deeisetzung durch shear-stress von einer
Vielzahl an Substanzen freigesetzt (Noradrenalimgidtensin I, Serotonin, Histamin, Bradyki-

nin). Nach Jahren intensiver Forschung konnte EBRMNO identifiziert werden [43, 75].

Von Siegel et al. konnte gezeigt werden, dass Hegatfat-Proteoglykane (HS-PG), ein im
Korper ubiquitar vorkommendes viskoelastisches Madalekul, als integraler Bestandteil der
Membranen im GefalRsystem, den Flussreiz in eirhleimisches Signal umwandelt. Das HS-PG
konnte somit als shear-stress-Sensor identifizierden. Der Biosensor reagiert auf Flussreiz
mit einer Konformationsanderung [99]. Dieser fodi verstarkter NaEinstrom in die Zelle,
welche die Zelle depolarisiert und mit einem natfgéndem C&-Einstrom einhergeht. Ga
bindet an Calmodulin und der €&Calmodulin (Ca-CAM)-Komplex aktiviert die NO-Syrtbe
(NOS). Die endotheliale NO-Synthase (eNOS), eimbranstandiges, konstitutiv exprimiertes
Enzym spaltet aus der Guanidinogruppe von L-Argireres NO ab (Abb.1).



Einleitung

Substance P

Bradyk
docdfion g i ocdfor 3,
- £ar Stress
it > )
)if T
Ca“™ CaM
MO Synthase
— Ty
L-Arg+0; NO

EC Endaothelial Cell J-L EC
K
] [ ] ]
(- ~

1r11u01|‘[.|w uscle Cell NO
- cAMP
E"C A== 56‘: 1 CaZt Cal
I = le T La
ﬂ\s /:_//J' w a H\; —_ l
are CGMP Ppg T o
'\-\._ M - M
GMP MLCP
PKG T o) l
e AME—= AMM
oo
Ca* *K —— @ |ca*-
lCa.L ll:aP

Abb. 1: Shear stress vermittelte Relaxation vottglasefalmuskulatur durch 2nd Messenger
[124]

Unter Einwirkung von shear-stress wird NO in zwbeaBen produziert: Bei Einsetzen des Fluss-
reizes erfolgt ein initialer schneller Anstieg, sie&s Hohe zunéchst einmal unabhangig von der
Grol3e der ansetzenden Scherkraft ist. Bei anhaterfeluss folgt dann eine zweite plateaufor-
mige Produktionsphase, in der die Konzentration piesluzierten NO direkt abh&angig vom
Ausmald der Scherkraft ist. Es konnte gezeigt werdass der initiale Anstieg ein kalziumab-
hangiger Prozess ist, wahrend die kontinuierlichgale NO-Freisetzung kalziumunabhangig ist

[7].

Von den Endothelzellen diffundiert NO, ein hochddibles Gas, in die darunter liegenden glat-
ten Muskelzellen [97]. Noch bevor NO identifiziertirde, konnte gezeigt werden, dass die Frei-
setzung von ERDF zu einem Anstieg von zyklischemar{@gin-3’, 5’-monophosphat (cGMP) in
der glatten Gefalimuskulatur fuhrt [40, 42]. In déyozyten bindet NO an zweiwertiges Eisen
der hamhaltigen Untereinheit der l6slichen Guawryldase, welche eine Konformationsénde-
rung des benachbarten katalytischen Zentrums umit daherkraftabhéangig eine Steigerung der
Konversionsrate GTR cGMP auslést [69].
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Ein weiterer durch shear-stress freigesetzter Mediat das Prostacyclin (P£1[28], welches
sowohl im Endothel als auch in den Myozyten entsiéh]. Im Gegensatz zu NO fihrt ein An-
stieg von PGl jedoch zu einer Aktivierung der Adenylylcyclaseglghe ATP in zyklisches A-
denosin-3’, 5’-monophosphat (cCAMP) wandelt. Beidéb&anzen, cAMP und cGMP, wirken

synergistisch und werden Uber einen Coreleaseaug&ddothelzellen freigesetzt [97].

1.1.2 Zyklische Nukleotide als sekundare Botenste&f

Die von der Adenylylcyclase bzw. Guanylylcyclaséifgeten zyklischen Nukleotide aktivieren
CcAMP- bzw. cGMP-abhangige Proteinkinasen (cA-PK odPK), welche tUber Phosphorylie-
rung von

« Cd*-Kanéalen (Deaktivierung)

*  KcsKanalen (Aktivierung) [2]

« plasmalemmaler G&ATPase (Stimulierung) [31]

« sarkolemmalen G&Pumpe (Stimulierung)
eine Reduzierung der intrazellularen?GKonzentration hervorrufen [16, 60, 116] (Abb. Dje

Zelle hyperpolarisiert und konsekutiv dilatieree diatten Muskelzellen.

Es konnte aul3erdem gezeigt werden, dass sowohl ciis&uch cGMP eine von der intrazellu-
laren Calciumkonzentration unabhéangige Relaxatiositgen konnen [73]. Die Aktivitat der
Myosin Il ATPase der glatten Gefalimuskelzelle, sanhit die Kontraktion der Zelle, wird nur
durch Aktin angeregt, wenn Myosin am Ser-19 an mgosin regulatory light chain (RLC)
phosphoryliert ist. Das Ausmalf3 der RLC-Phosphamytig wird vom Gleichgewicht der Aktivi-
tat der C&'/Calmodulin-abhéngigen Myosinleichtkettenkinase &) und der Myosinleicht-
kettenphosphatase (MLCP) bestimmt [50]. Der Begif'—Sensitivierung bzw. C&
Desensitivierung beschreibt die Modulierung der MQ@ind/oder MLCP-AKktivitat durch ver-
schiedene Signalwege. Zyklische Nukleotide tragemr £&'-Desensitivierung durch
Dephosphorylierung der RLC uber verschiedene Afggiiinkte bei. So konnte schon vor eini-
ger Zeit gezeigt werden, dass cAMP die MLCK inhibi®ie Ca-CAM-Aktivierung der MLCK
wird durch die Phosphorylierung der site A diesezyis von der cA-PK inhibiert [32]. Die
MLCK-Aktivitat kann jedoch nicht durch cGMP beeinéist werden, da die cG-PK-abhangige
Phosphorylierung der site B des Enzyms keinen &ssfiauf die Aktivitat der MLCK zeigt [32].
Die von cGMP verursachte &aDesensitivierung wird tber die Beeinflussung detQ®-
Aktivitat vermittelt. Zurzeit werden verschiedeneghanismen, tber den die cG-PK die MLCP

aktiviert, diskutiert. Zum einen wird Uber einedrdktion des Leucin-Zipper-Motifs der cG-PK

10
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mit der Untereinheit MYPT1 der MLCP diese direktiailert [109]. Der weitaus wichtigere Me-
chanismus scheint jedoch die Phosphorylierung derAR welche die Bindung an Rho-Kinase
verhindert, zu sein [49, 90]. Somit wird die Phasptierung entsprechend einer Inhibierung der
MLCP unterbunden.

cA-PK

1

Ca-CAM cG-PK

l Myosin l
ML CK MLCP
Myosin- P T
RhoA / Rho-Kinase

cG-PK

Abb. 2: Interaktion von MLCK und MLCP

1.1.3 Kreuzaktivierung der cA-PK und cG-PK

cAMP- und cGMP-abhangige Proteinkinasen sind hogelBroteine die sehr ahnliche dreidi-
mensionale Strukturen aufweisen. Lange Zeit wurdgeaommen, dass die zyklischen Nukleo-
tide ausschlieflich ihre eigene Proteinkinase aktw. Die cG-PK kann jedoch auch von cAMP
aktiviert werden, dies erfordert allerdings einsetfa0-mal so hohe cAMP-Konzentration [55].
Auch umgekehrt ist eine Aktivierung der cA-PK du@BMP mdglich. In glatten Muskelzellen
ist die CAMP-Konzentration normalerweise ca. 10-imdlher als die cGMP-Konzentration [32].
Folglich kann cAMP sowohl die cA-PK als auch die-B& aktivieren (siehe Abbildung 1). Die-
se Hypothese konnte von Thomas Lincoln in einedigtbelegt werden, in der cAMP die Ga
Konzentration in glatten Muskelzellen mit fehlend®s-PK erst reduzierte, nachdem cG-PK
hinzu gegeben wurde [60]. Wenig spater konnte gézeerden, dass schon ein moderater An-
stieg von cAMP die cG-PK aktiviert [47]. Heutzutageht man davon aus, dass obwohl cGMP
im glatten Muskel keine 10-fach héheren Konzerdran als cAMP erreicht, eine Aktivierung
der cA-PK mdoglich ist. Der erste Hinweis einer cGlstthangigen Kreuzaktivierung mit der
Proteinkinase A wurde in der intakten Aorta derlRK/-Maus gezeigt [92]. Hohe Konzentrati-
onen an NO relaxieren den Hormon-induzierten TaterscG-PK/-Aorta unabh&ngig von der
cG-PK. An neuronalen Zellen konnte ein Anstieg w&MP und cGMP mit einhergehender
Vasodilatation als Reaktion auf Hyperkapnie registriwerden. Hier zeigte sich, dass der An-
stieg beider zyklischer Nukleotide durch Zugabe W§@®S-Inhibitoren und Prostacyclin-
Synthese-Inhibitoren blockiert wurde [117]. Insg@s l&sst sich vermuten, dass die cG-PK und

11
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cA-PK relativ spezifisch von dem jeweiligen zykhsmn Nukleotid aktiviert werden, sowohl
CAMP als auch cGMP aber in der Lage sind, durchuka&tivierung die andere Proteinkinase zu
aktivieren [48]. Wie in den letzten Jahren gezeigtden konnte, wird der synergistische Effekt
der zyklischen Nukleotide nicht nur tber die Krekizaerung der Proteinkinasen vermittelt. So
kann cAMP zusatzlich den Efflux von cGMP aus dedd&helzelle drosseln [122].

1.1.4 Matrixvermittelte flussabhéangige Vasodilatatn

Das Ausmal der flussabhangigen Dilatation von Karamerien ist von der ,shear responsive-
ness” der GefalBwand abhangig. Die Vasodilatatibdabei immer der Nettoeffekt von myoge-
ner Antwort (Bayliss-Effekt), der Wirkung von vastiaen systemischen Metaboliten und ihren
Antagonisten sowie der endothelabhangigen Reaktibulie lokal vorliegende Scherkraft. 1988
wies Bevan erstmals die flussabhéngige Dilatatiaeregpharmakologisch vorkontrahierten mit-
telgroRen Kaninchenarterie nach, die nach mechasidéntfernung des Endothels in geringe-
rem Ausmald persistierte [11]. Der Autor machtediése Restdilatation bindegewebige ,stress
fibers* der Subintima verantwortlich, die nach Entiung des Endothels der direkten Einwir-
kung der Scherkraft ausgesetzt waren. Auch Veqgsabdn der Rattenkoronararterie ein deutli-
che flussabhangige Vasodilatation nach Entfernuegy Ehdothels [114]. In der Literatur wird
auch oft ein Verschwinden dieses Effektes nachelemiihg des Endothels beschrieben [54, 81].
Zurzeit existiert keine eindeutige Erklarung fueskn Effekt. Wahrscheinlich ist, dass suben-
dotheliale, membran- oder matrixgebundene Prot&agky eine endothelunabhéangige Dilatation
vermitteln. Eine erste vergleichende Untersuchueg Beitrags von Endothel und Matrix zu
Membranpotential und Tonusentwicklung in Abhéangigken systematisch variierten Flussra-
ten wurde in unserer Arbeitsgruppe durchgefuhribddaeigte sich, dass in Abhangigkeit von
der Flussrate Endothel und subendotheliale Matuxuaterschiedlichen Anteilen zum Mem-
branpotential und der Tonusentwicklung der gla@efa3muskulatur beitragen [67]. Bei physio-
logischen Flussraten zwischen 20 mL/min und 40 nib/ist das endotheliale Kompartiment
normaler humaner Koronararterien zu etwa 65% anfldessabhangigen Relaxation beteiligt,
wahrend bei Flussraten von 100 mL/min die flussaglge Tonusabnahme zu 72% von der sub-

endothelialen Matrix getragen wird.

1.2 Lipoproteine

Initialereignis der Entwicklung atherosklerotiscHélaques ist die subendotheliale Ablagerung
cholesterolreicher Lipoproteine. Lipoproteine siitid den Transport endogener und exogener

Lipide im menschlichen Organismus verantwortliclabBi handelt es sich um Mikroemulsio-

12
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nen, die als zentrale sog. Core-Lipide apolare €dtetinester, Triglyzeride und andere fettl6sli-
che Stoffe (z.B. Vitamine) und als Hiille polare Bptwolipide (Lecithin, Sphingomyelin), freies
Cholesterin, Fettsduren, Apolipoproteine und Kohighat-Ester enthalten [33]. Die Apoli-
poproteine besitzen als Proteinkomponente der ltgieme neben der Stabilisierung der Lipid-
komplexe spezifische Funktionen in Lipidtranspaktivierung bzw. Inhibierung bestimmter
Schlusselenzyme des Lipidstoffwechsels, Rezeptyaktion und Interaktion zwischen Lipopro-
teinen. Aufgrund ihrer unterschiedlichen physikaoisehen Eigenschaften (Dichte, Loslichkeit,
Ladung etc.) lassen sich die Lipoproteine in vaestdne Klassen einteilen. Mit Hilfe der Ultra-
zentrifuge kénnen die Lipoproteine nach ihrer Dechit fiinf Hauptklassen aufgetrennt werden:
Chylomikronen (d<1,000 g/mL), Very Low Density Lipmteins (VLDL, d<1,006 g/mL), In-
termediate Density Lipoproteins (IDL, d<1,019 g/ml)ow Density Lipoproteins (LDL,
d<1,063 g/mL) und High Density Lipoproteins (HDls1120 g/mL) (siehe Tabelle 1).

Tabelle 1: Einteilung der Lipoproteine, modifiziedch Harrison ,Principles of Internal Medicine*®
[84]
Dichte (g/mL) GroRRe (nm) Apolipoprotein
. B-48,A-1,A-1V,
Chylomikronen 0,93 75-1200 C-1.CI1.CAIILE
B-100A-1,A-1l,A-V,C-
VLDL 0,93-1,006 30-80 1,C-Il,C-llL,E
IDL 1,006-1,019 25-35 B-100,C-I,C-II,C-llLE
LDL 1,019-1,063 18-25 B-100
HDL 1,050-1,120 5-12 A-l,A-ILA-IV,C-IILE

Lipoproteine entstehen in der Leber bzw. im Darma.v#rden ins Blut abgegeben und auf diese
Weise im Organismus verteilt. Es findet also eirpidiransport von der Leber zu den
Verbrauchsorganen statt. Dort werden die Lipopngteabhangig von den enthaltenen Apoli-
poproteinen, die als Erkennungsmolekiile fir Memiwzeptoren und Enzyme dienen, in die
Zellen aufgenommen. Gespalten werden Lipoproteurelddie Lipoproteinlipase, die in Kapil-

larendothelien und Zellmembranen lokalisiert ist.

1.2.1 Very Low Density Lipoproteins

Lipoproteine sehr geringer Dichte werden von devdrdir den Transport von endogenen Tria-
cylglyzerinen (TG) und Cholesterin gebildet. Nehereinem Molekil Apo B100 enthalten die
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dort gebildeten VLDL auch einen geringen AnteilApo E und Apo C. Im Verlauf nehmen die
VLDL zusatzlich Apo E- und Apo C-Molekile auf, dz&@m einen als Kofaktoren der Lipopro-
teinlipase (LPL) die Hydrolyse der Triglyzeride iaigren bzw. inhibieren (Apo CIll bzw. Apo
Clll), zum anderen aber eine vorzeitige Entfernang der Zirkulation verhindern (Apo CI, Apo
Clll). Durch schrittweise Hydrolyse der TG entstels® genannte VLDL-Remnants, die reich
an Cholesterinestern und Apo E sind. Diese VLDL-Rants kdnnen entweder Uber den LDL-
Rezeptor direkt in die Leber aufgenommen oder galgise Uber IDL in LDL umgewandelt
werden. 1992 wurde von Takahashi ein weiterer Reremtdeckt und aufgrund seiner Spezifi-
tat als VLDL-Rezeptor bezeichnet [112]. Hinsichilider Gewebeverteilung konnte die mRNA
dieses Rezeptors in Herzmuskelzellen, Muskelzeallgth Fettgewebszellen nachgewiesen wer-
den, wohingegen in Dinndarm und Leber nur geringlgegen detektierbar waren [74]. Ligan-
denspezifitdt und Gewebeverteilung legen nahe, daxs¥LDL-Rezeptor seine Funktion haupt-
sachlich in der Speicherung und Gewinnung von Eeexgs triglyzeridreichen Lipoproteinen in
stoffwechselaktiven Geweben erfillt [123]. Zusatzlkénnen Lipoproteine Uber zellmembran-
standigen Heparansulfat-Proteoglykane gebundenend@?]. Mithilfe der Ellipsometrie konn-
ten Siegel et al. die spezifische Bindung von Lijpdginen an HS-PG, wahrscheinlich Gber posi-

tiv geladene Aminoséaureabschnitte der Apolipopr&enachweisen [98].

1.2.2 Apolipoprotein E

Die Proteinbestandteile von Lipoproteinen werdenAglolipoproteine bezeichnet. Sie sind eine
heterogene Gruppe von Proteinen, deren FunktioSalgbilisierung der hydrophoben Lipide in
wassrigem Milieu und die Aufrechterhaltung ihreeidimensionalen Struktur ist. Als Kofakto-
ren beeinflussen sie durch Aktivierung bzw. Inhibieg von lipolytischen Enzymen den Abbau
der Lipoproteine. Durch die Bindung an membransgsm&ezeptoren sind die Apolipoproteine
zudem wesentlich an der Aufnahme und Sezernierend. ipoproteine beteiligt. Die 15 bisher
identifizierten Apolipoproteine lassen sich in 1(agsen (A bis J) einteilen. So sind z.B. die A-
polipoproteine B100 und E Liganden fir spezifisétezeptoren und vermitteln die Internalisie-
rung der Lipoproteine und damit deren weitere \@dfaiechselung. Apo CII aktiviert die Li-
poproteinlipase und die Apolipoproteine A-l, C-l durD sind Aktivatoren der Lecithin-
Cholesterin-Acyltransferase (LCAT). Diese Arbeifdsst sich vor allem mit Apolipoprotein E
als ein Bestandteil der VLDL.

Apolipoprotein E wird zu 90% in der Leber synthetis daneben aber auch in Monozyten,
Macrophagen und Astrogliazellen im peripheren uedtralen Nervensystem. Das Protein be-
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steht aus einer Sequenz von 299 Aminosauren [8F]dém Genlocus des Apo E sind drei Alle-
le bekanntg2, €3 unde4. Die Isoformen unterscheiden sich durch den Aissta von jeweils
einer Aminosaure an den Positionen 112 und 158Gg2112, Cys158; e3: Cys112, Argl58; e4:
Argl12, Argl58) [5, 113]. Durch kodominante Veremguexistieren dadurch drei homozygote
(E3/3, E2/2, E4/4) und drei heterozygote Isoforr{te€®/4, E2/3, E4/2), die durch posttranslatio-
nale Modifikation mit Neuraminsdure zusatzlich vetért werden. Die Aminosauresubstitutio-
nen beeinflussen die dreidimensionale Struktur diedBindungseigenschaften der Isoformen.
Apo E2 reagiert aufgrund des Cysteins saurer als Bp und besitzt nur etwa 2% von dessen
Rezeptorbindungsvermdgen [119]. Unter bestimmtenveithedingungen entwickeln besonders
homozygote Trager de2-Allels eine Typ IlI-Hyperlipidamie mit massiv @hten, atherogenen
VLDL-Cholesterolwerten. Apo E4 tragt an beiden elswahnten Positionen Arginin, zeigt
demzufolge die starkste alkalische Reaktion undzietadurch eine hthere Rezeptoraffinitat als
Apo E3. Dies fuhrt zu einem effektiveren Metabolisrder Apo E4-haltigen Lipoproteine mit
einem verbesserten intrazellularen Cholesterolastgéufgrund der konsekutivefbownregu-
lation* von LDL-Rezeptoren kann ein pathologisches Lipifipentstehen. Die in diesem Zu-
sammenhang erhéhten Werte fur LDL-Cholesterol, |yzigride und Apo B machen das fur Apo
E4 kodierendes4-Allel zu einem Kandidatengen fur atherosklerdtesaGefal3veranderungen
[103].

Apo E3 ist die Isoform, die in der Bevdlkerung aéufigsten vorkommt. Deshalb bezeichnet
man Apo E3 als Wildtyp und betrachtet Apo E2 unddis!Varianten. Auch Apo E4 ist weit
verbreitet. Ungefahr 30% der Bevolkerung tragendastens ein E4-Allel. Am seltensten wird
Apo E2 vererbt. Die Haufigkeiten der Allele zeigsignifikante Unterschiede zwischen ver-
schiedenen Populationen. Innerhalb europdischeul®omen und der weilen Bevdlkerung
Nordamerikas stimmen die Haufigkeiten in der Véuteg der Isoformen weitgehend tberein.
Die Haufigkeit des E4-Allels nimmt von Nord- nacdguropa ab. E3/E3 ist unter kaukasischen
Bevolkerungsgruppen in ca. 54% vertreten. Die indatAllelfrequenzen fur Manner und Frau-
en sind ungefahr gleich [101].

Apo E ist Ligand vieler Lipoprotein-Rezeptoren E.LDL-R, LRP, VLDL-R, HS-PG). Dabei
bindet Apo E mit einer 25fach héheren Affinitat &po B100 an den LDL-Rezeptor und ver-
mittelt so den Abbau triglyceridreicher PartikelL®L, Chylomikronen) [45]. Durch direkte
Inhibition sowie durch Verdrangung und Maskierurmg\Apo CIlI, dem Kofaktor der LPL, be-
einflusst Apo E die Lipolyse triglyceridreicher laproteine [41]. Neben der Bindung an den
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LDL-Rezeptor gibt es einen zweiten Rezeptor Uber vi& allem die VLDL-Remnants in die
Hepatozyten aufgenommen werden. Dieser wurde von éteal. als LDL receptor related prote-
in (LRP) beschrieben und bindet neben Apo E einglZdhl anderer Liganden [38]. Apo E-
haltige Lipoproteine kdnnen Uber den HS-PG-Rezepiioer eine Interaktion mit der lipid bin-
ding region, direkt in die Endothelzellen aufgenoemnwerden [98]. Auch scheint Apo E die
hepatische VLDL- und TG-Produktion direkt zu stireuén [63] und den Zusammenbau
und/oder die Sekretion Apo B100-haltiger Lipoprotezu beeinflussen [25]. An HDL gebunden
ist Apo E zudem an der Mobilisierung von freiem (@sterin aus nicht-hepatischen Zellen, z. B.
Makrophagen, und an der Aufnahme von HDL in diedrdieteiligt (reverser Cholesterintrans-
port). Zusatzlich werden Apo E Funktionen aulerlub Lipoproteinstoffwechsels zugeschrie-
ben: Modulation der zellularen Immunantwort, Hemguder Thrombozytenaggregation und
Regulation der Steroidhormonsynthese. Eine weRalée kommt Apo E im zentralen und peri-
pheren Nervensystem durch Beeinflussung von Wachsitod Differenzierung von Neuronen
zu. Die Bedeutung des Apolipoprotein E geht dandit\ilbber seine zahlreichen Funktionen im
Lipidstoffwechsel hinaus.

1.3 Assoziation von Apo E4 mit neurologischen undakdiovaskularen Er-
krankungen

Apolipoprotein E ist in den letzten Jahren einecutende Rolle bei der Entstehung von Herz-
Kreislauferkrankungen und der Alzheimer-Demenz gageeben worden. Es sind verschiedene
Hypothesen Uber den Beitrag der drei Apo E-Allelebesondere des Apo E4, zur Pathogenese
dieser Erkrankungen erstellt worden. Zudem konime deutliche Assoziation zwischen dem
Auftreten von KHK und Alzheimer-Demenz gefunden dear [105].

1.3.1 Apo E4 und Alzheimer-Demenz

Seit Mitte der 80iger Jahre sammeln sich die Hiseainer bedeutenden Rolle von Apo E in
der Entwicklung von neurologischen Erkrankungeno Apwird nicht nur in Gehirnzellen pro-
duziert, sondern ist auch eines der wichtigstenphpi@ine im Liquor. Aul3erdem werden alle
bekannten Apo E-bindenden Rezeptoren im Gehirnirgnt [78]. Auch in peripheren Nerven
fand man nach Verletzung eine hohe Apo E-KonzaotraSomit scheint Apo E eine wichtige
Rolle bei der Verteilung von Lipiden in regenermten Axonen und Schwann’Zellen bei Re-

myelinisierungsprozessen nach Nervenverletzungiales [44].
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Uber einen Zusammenhang des fakultativen moleke@tischen Risikofaktors Apo E4 mit der
Alzheimer-Demenz berichteten 1993 erstmals Stritienat al. [108]. Seither bestéatigten unzéh-
lige Studien die Assoziation der Alzheimer-Demeriz sdem Apo E4-Allel auf Chromosom 19
[87]. Insgesamt liegt das Lebenszeitrisiko der Erkiung einer AD einer 65-jahrigen Person
bei 12 - 15%. Apo E4-heterozygote Individuen habenschatzungsweise zwei- bis dreifach
erhohtes Risiko fir eine Alzheimer-Demenz und hoygoie Individuen sogar ein achtfach er-
hohtes Risiko [96]. Weiterhin geht man davon aassdApo E4 zu einem friiheren Beginn einer
Alzheimer-Demenz fiihrt [12]. So zeigen Patientaa,lebmozygot fur E4 sind, im Durchschnitt
15 Jahre friher Symptome der Krankheit als Menschigreinem E2- oder E3-Allel [66]. Das
Apo E2-Allel scheint, gegeniiber dem Apo E3-Alledgar eine schitzendere Funktion einzu-
nehmen [19]. Ungefahr 50% der klinisch identifizgégr Alzheimerpatienten im Alter zwischen
65 und 75 Jahren tragen mindestens eine Kopie 4¢4|&s. In dieser Altersgruppe ist die As-
soziation von Apo E4 mit der Alzheimer-Demenz as@rlsiten ausgepragt [29]. Demnach ist
Apo E4 ein sehr wichtiger Faktor fur die genetis@ereitschaft, eine Alzheimer-Demenz zu

entwickeln.

Die Mechanismen, Uber die Apo E an der Entstehumgy &lzheimer- Demenz beteiligt ist, sind
noch nicht vollstéandig bekannt. Es existieren jédeerschiedene Hypothesen zu dieser Assozia-
tion. So ist Apo E das einzige bekannte Moleklk dat allen fur die Alzheimer-Demenz cha-
rakteristischen biochemischen Veranderungen verkigig17]:

* B-Amyloidablagerung

* Neurofibrillenbindel

* Oxidativer Stress

* Neurodegeneration

* Dysfunktion der Lipide

* Synapsenverlust

» Cholinerge Dysfunktion

Eine der wichtigsten Veranderungen im Gehirn vomh&imer-Erkrankten ist die Amyloidose
der GefaRwande der HirngefalRe, welche durch magdlagerungen vof-Amyloid gekenn-
zeichnet ist. Dabei steigt die Dichte der so geteaniNeuroplaques abhangig vom Alter und der
Krankheitsdauer an [70]. Hinweise auf die Bedeutunig Apo E ergeben sich durch dessen im-

munhistochemischen NachweisfirAmyloidplaques im Gehirn von Alzheimerpatiente2][1n
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vitro-Versuche bestatigen eine vergleichbar grof3ere uBigshffinitat der E4-lsoform afi-
Amyloid [121]. Die Effekte des Apo E bei der Entateég von Plaques beruhen vermutlich auf
der Rolle im Transport bzw. in d&earancevon 3-Amyloid. Die Amyloid-Peptide unterliegen
einem permanentehurnover d.h. Amyloid wird abgelagert und ein Teil davoreder entfernt.
Dabei zirkuliert es gebunden an Lipoproteine [1BJum Unterschied zwischen den Apo E-
Isoformen bezuglich 3-Amyloidablagerungen gibt eeizaktuelle Theorien. Zum einen kdnnte
Apo E, indem es afi-Amyloid bindet, die Loslichkeit dieses Komplexenken und so dig-
Faltblattstruktur der Amyloidfibrillen stabilisiene[35]. Hierbei ware die groRere Affinitat von
E4 zu 3-Amyloid der ausschlaggebende Faktor. Oder, po E fangt mdglicherweise aktiv
Amyloid aus dem Extrazellularraum ab und verhindgertdessen Aggregation. In diesem Falle
ware der Besitz eines E4-Allels mit einer Funktioimederung gegeniber E2 oder E3 gleichzu-

setzen [82].

Genetische und epidemiologische Studien haben giezieiss Apo E4 den wichtigsten bekann-
ten Risikofaktor fir die Entstehung einer Alzheillemenz darstellt. In Anbetracht der Tatsa-
che, dass bisher keine vollstandig akzeptierte ithgs® der zeitlichen Vorgange der molekula-
ren und zellularen Veranderungen der Alzheimer-&rkung postuliert wurde, kdnnte ein

Schlussel zu Klarung dieser Frage in der weitendar&chung der Omniprasenz von Apo E4 in

der komplizierten Pathologie liegen.

1.3.2 Apo E4 und kardiovaskulare Erkrankungen
In den letzten Jahren konnten grofRe Fortschrittyémstandnis der Rolle von Apolipoprotein E
in der Entstehung der Atherosklerose erzielt werdégle Studienergebnisse legen eine protek-
tive Rolle von Apo E bei der Atheroskleroseentstehuahe. Folgende, die Pathogenese beein-
flussende Faktoren, werden von Apo E moduliert:[22]

* Begunstigung der Aufnahme von triglyzeridreichepdproteinen aus der Zirkulation

» Aufrechterhaltung einer ausgeglichenen Homdéostasd. ipiden und Makrophagen

* Funktion im zellularen Cholesterolefflux und revarsCholesterintransport

* Wirkung als Antioxidans

« Inhibition der Plattchenaggregation

e Modulierung von immunologischen Vorgangen
Die antiatherogene Wirkung von Apo E wird jedochsemlich von der Isoform beeinflusst.

Ahnlich der Rolle von Apo E in der Entstehung ddzh®imer-Demenz, werden Apo E3 eher
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protektive Eigenschaften zugeschrieben, wéhrend Bgadie Entstehung von atheroskleroti-
schen Veranderungen fordert.

Von besonderer klinischer Relevanz ist die Entsighwon atherosklerotischen Plaques in den
GefalRwanden der Koronarien, die Uber eine Lumengumgg zu vorzeitiger koronarer Herzer-
krankung (KHK) fihren. Davignon et al. beschriebgéass die Haufigkeit des Apo E4-Allels in
Populationen mit einem hohen Risiko fur koronarezdekrankungen (KHK) erhéht und in Re-
gionen mit einem geringen Risiko erniedrigt ist][Z2tliche Fallstudien sowie einige longitudi-
nale Studien stellten einen Zusammenhang zwisceenAlftreten des Apo E4-Allels und einer
grof3en Haufigkeit von KHK fest [21, 27, 120]. L&tengard et al. ist die Variation des Apo E-
Allels ein signifikanter Pradiktor fir den letaldusgang einer KHK bei alteren Mannern aus
Finnland [107].

Lange Zeit wurde der erhdhte LDL-Serumspiegel bailiggen von Apolipoprotein E4 fir des-
sen Atherogenitat verantwortlich gemacht. Dies kenedoch 2001 von Scuteri et al. widerlegt
und die Tatsache, dass Apo E4 ein starker, vorLiggtkonzentration im Serum unabhéngiger
Risikofaktor fir kardiovaskulare Erkrankungen isgélegt werden [95]. Bestéatigung fand diese
Hypothese auch im WHO MONICA Projekt (Monitoring Bfends and Determinants in Cardio-
vascular Disease), in welchem eine Variation diatiken Haufigkeit des Apo E4-Allels einher-
gehend mit einer 40%igen Variation der KHK-Mort@l#rate unabhéngig von Apo E4-Effekten
auf den Plasmacholesterinspiegel gefunden wurdé].[Eine Schlussfolgerung aus der Fra-
mingham Offspring Study ist, dass das geschatzt&-Risiko starker mit dem Apo E4 Allel
assoziiert ist, als mit jeglicher bekannter Lipadtechselstorung [120].
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1.4 Zusammenh&nge und Herleitung einer Aufgabenstellung

In den letzten Jahren hat die Bedeutung, die mariuksabh&ngigen Tonusregulation von Ge-
falken fur die Herz-Kreislauffunktion zuschreibtycluneue Erkenntnisse stetig zugenommen. In
unserer sowie in anderen Arbeitsgruppen konnteigiewerden, dass in arteriosklerotisch ver-
anderten Gefal3en die flussabhangige Dilatation (FHDabgesetzt ist [14, 71, 100]. Neben den
allgemein bekannten Risikofaktoren einer KHK sammsath klinische Hinweise, dass erhohte
Triglyzeride im Blut die Entwicklung einer Atherdskose begiinstigen [76, 77]. Triglyzeride
werden im Kreislauf hauptséchlich von VLDL trandpet. Erhohte Konzentrationen von
VLDL beglnstigen somit die Entstehung von athemskischen Veranderungen. Fir die Hy-
percholesterinamie, einem Hauptrisikofaktor der KHi@nnte in zahlreichen Studien ein Zu-
sammenhang zwischen hohen LDL-Spiegeln und herates endothelabhangiger Dilatation
(EDD) von Arterien nachgewiesen werden [52]. Okegihnliche Beeinflussung der GefalRweite
auch durch VLDL hervorgerufen werden kann, wurde verschiedenen Arbeitsgruppen unter-
sucht. 1998 beschrieben Doi et al. eine Einschndagpkier EDD durch Chylomikronen-Remnants
[26]. Lewis et al. untersuchten erstmals den Eg#luon hohen Triglyzeridspiegeln auf endothe-
labh&ngige Dilatation in normocholesterindmischatidten. Es zeigte sich eine deutliche Ver-
schlechterung der Dilatation von Arterien auf Adehglin [58]. Folglich ist dies eine mégliche
Ursache fur die Atherogenitat von hohen Plasmauggidspiegeln unabhéngig von LDL- bzw.
Gesamtcholesterinspiegeln. In keiner der bishebffentlichten Studien wurde jedoch der Ein-

fluss von physiologischen VLDL-Konzentrationen dig Relaxation von Gefal3en untersucht.

Es existieren viele Hypothesen Uber den Mechanismigsatherosklerotische Gefafl3erkrankun-
gen die Entstehung einer Alzheimer-Demenz beeisd#inkdnnen [56]. Jedoch stitzen nur we-
nig gesicherte Daten eine der Hypothesen im Besend®abei werden vor allem drei Mog-
lichkeiten der Beziehung der Erkrankungen zueinamidkkutiert. Erstens ist es mdglich, dass
KHK und AD lediglich gemeinsame Risikofaktoren liesn bzw. die gleichen Risikofaktoren
unabhangig voneinander die Entstehung der Krariéiirdern. Zweitens konnte es einen indi-
rekten Einfluss von Atherosklerose geben: Krankhaftinderte Gefal3e im Gehirn schaffen Be-
dingungen, die zu Neurodegeneration pradisponiésad. zuletzt kénnte die Entwicklung einer
AD direkt von Gefallveranderungen, die zu neuronafaittod und Ansammlung von Neu-
roplaques und Fibrillen (dem Kennzeichen der ADyé&in, abhangig sein. Apolipoprotein E4 ist
solch ein gemeinsamer Risikofaktor, der Uber débdai beschriebenen Mechanismen die Entste-

hung der pathologischen Verédnderungen fordert. @b B4 zusétzlich Uber eine Beeintrachti-
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gung der flussabh&ngigen Dilatation von hirnversadgen Gefal3en die AD beeinflusst, ist bis-

her nicht untersucht worden.

1.5 Ziel der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Darstefumes Einflusses von physiologischen Kon-
zentrationen VLDL auf die flussabhéngige Dilatati@abei soll speziell der Unterschied zwi-
schen VLDL mit nicht ndher bestimmtem ,gepooltenpcAE-Anteil und VLDL mit homozygo-
tem Apo E4-Anteil untersucht werden. Um einen nagit genauen Eindruck der Anderung der
GefalRweite zu erhalten, wurde, neben der direktessMng von Tonus- und Potentialentwick-
lung von glatter Gefaldmuskulatur, die Konzentratamr zyklischen Nukleotide cAMP und
cGMP bestimmt. Abgesehen von der Darstellung désktels auf die endothelabhangige Dilata-
tion wurde zusatzlich der Einfluss auf die Matrixdeendothelialisierten Praparaten getestet. Im
Hinblick auf die klinische Relevanz fihrten wir digntersuchungen mit von Probanden ent-

nommenem VLDL an Koronararterien des Menschen durch
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2 Material und Methoden

2.1 Praparation der Koronararterien

2.1.2. Entnahme der Koronararterien

An den im Rahmen einer Herztransplantation im Dé@s Herzzentrum Berlin entnommenen
Empfangerherzen wurde ausgehend vom Sinus aoeagrthiria coronaria sinistra oder Arteria
coronaria dextra aufgesucht. Ein ca. 14 cm langéskSler Arterie wurde unter sterilen Bedin-
gungen stumpf aus dem epikardialen Fettgeweberfyapiert. Wahrend der Praparation wurde
das Herz mit geklhlter isotoner Kochsalzlésung liegehalten und, um das Endothel nicht zu
verletzen, die Sondierung und Quetschung der Komrsreng vermieden. Sofort nach Ent-
nahme wurde das Gefal} in gekuhlter Krebslosungpatiert.

2.1.2 Aufbereitung der Koronararterie und Aquilibri erung

Die Feinpréparation erfolgte in gekuhlter Krebsliguwobei die Koronararterie von angelager-
tem Fett und von der Adventitia befreit und in 8& mm grol3e Stlicke geschnitten wurde. Um
den urspriinglichen Naund K'-Gradienten wiederherzustellen, wurden die Prapaaaschlie-

Rend mindestens zwei Stunden in carbogenisierteb#@sung aquilibriert und langsam er-
warmt (Temperatur 37°C; pH 7,35; 95%;G% CQ). Fur die Versuche mit deendothelialisier-
ten Praparaten wurde das Endothel mit Hilfe eines30°-Winkel aufgesetzten Skalpells vor-
sichtig abgeschabt. Die Effektivitat dieser Methdéaante licht- und elektronenmikroskopisch

nachgewiesen werden.
2.2 Losungen und Substanzen

2.2.1 Krebslosung

Samtliche Praparate wurden in einer isotonen Blatetdsung (Krebslésung) transportiert und
aquilibriert. Die Elektrolytzusammensetzung entsitrifolgenden Konzentrationen: N451,16
mmol/L; K" 4,69 mmol/L; C&" 2,52 mmol/L; M§* 1,1 mmol/L; Cl 145,4 mmol/L; HC@
16,31 mmol/L; HPO, 1,38 mmol/L; Glucose 7,77 mmol/L bei 310K und @mpH von 7,35.
Die Losung wurde mit einem Gasgemisch aus 95%rd 5% CQ (Carbogen) durchperlt.
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2.2.2 Lipidlésungen

Zur Gewinnung der Lipide entnahmen wir Blut von geden Probanden, die mindestens 10
Tage gefastet hatten und keine, die Lipidkonzebotraim Blut beeinflussenden Medikamente
oder antioxidierende Vitamine eingenommen hattae. Ehtnahme erfolgte in mit Ethylendia-
mintetraazetat (EDTA in einer Endkonzentration omg/dL Blut) versetzten Réhrchen. Durch
Zentrifugation (2500 x g fur 6 min) gewannen wiagtha, welches vorsichtig abpipettiert wurde.
Aus diesem konnten die Lipoproteinfraktionen mittéllitrazentrifugation in einer Optifa
TLX Ultrazentrifuge mit Rotor TLA-120.2 (Beckmandsimuments Inc., Palo Alto, Kalifornien,
USA) bei voller Geschwindigkeit von 120 000 rpmt&mechend 625000 x g) und einer Tempe-
ratur von 18°C isoliert werden [36, 57]. Im erst&chritt wurden die Testrohrchen mit 0,5 mL
Plasma gefullt, welches mit 0,5 mL eines Mediumsfastgelegter Dichte Uberdeckt wurde. Die
Dichtemedien wurden zuvor mit Argon entgast unceoegt, um die vollstandige Deoxygenie-
rung sicherzustellen. Fir die Isolierung der dimze Lipoproteine wahlten wir sowohl eine
unterschiedlich lange Zentrifugationsdauer als awetschieden dichte Medien: 30 min und
1,006 kg/L far VLDL, 150 min und 1,063 kg/L fur LDund 260 min und 1,21 kg/L fur HDL.
Die uberstehende, mit Lipoproteinen angereichelisstgkeit, wurde anschlielRend mit feinsten
Pipetten aspiriert und, um die Oxidation zu minirare unter kontinuierlicher Stickstoffbega-
sung in kleine Glasrohrchen abgefllt. Zuletzt iggen wir die Lipoproteinfraktionen von ED-
TA und Kupferionen durch Gelfiltration. FUr die \dmnung verwendeten wir entgaste Krebs-
l6sung mit einem pH-Wert von 7,35. Die Endkonzdidrader Lipoproteine wurde dabei fur
alle Versuche entsprechend den physiologischerk@zentrationen gewahlt: VLDL 30 mg/dL,
IDL 10 mg/dL, LDL 100 mg/dL, HDL 50 mg/dL.

2.2.3 Apolipoprotein E-Genotypisierung

Die Genotypisierung der Probanden erfolgte durclhlyse der Restriktionsfragmentlangenpo-
lymorphismen [101]. Fur die Versuche mit gepooltébDL wurden die Proben verschiedener
Probanden gemeinsam verwendet, fir die Versuchenomtozygotem Apo E4/E4-VLDL die

eines einzelnen genotypisierten Probanden.
2.3 Registrierung der Kraftentwicklung

2.3.1 Messung der Flussrate

Die verwendeten Lésungen wurden Uber einen Warneachkreislauf zur Messkammer gelei-
tet. Die gewiinschte Flussrate konnte tber ein trekder Kammer angebrachtes Schraubventil
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verstellt werden. Die gewahlte Flussrate wurde renmit Hilfe einer Stoppuhr und eines

Messzylinders Uberprift und protokolliert.

2.3.2 Einspannen des Praparates in die Messkammer

Die 5 mm grof3en Praparate wurden unmittelbar vosMehsbeginn in Langsrichtung quer zur
zirkular verlaufenden glatten Ringmuskulatur erétfrDie so entstandenen 5 - 10 mm langen
Streifen wurden entlang der Langsausrichtung dgoavten mit dem Endothel nach oben in der
Messkammer fixiert. Die eine Seite des Praparatesleviiber eine feststehende Schraubklemme
fixiert, die andere direkt am Arm eines isometrestiKraftaufnehmers (KWS 522.C, K 52 C;

Hottinger-Baldwin, Darmstadt, Deutschland).

2.3.3 Registrierung des Gefaldtonus

Das Signal des isometrischen Kraftaufnehmers kovorieeinem digitalen Messverstarker direkt
als Tonuswert in Gramm abgelesen werden. Zu Bed@anVersuche wurden die Gefal3streifen
nach einem standardisierten Muster vorgedehnt. [@bsn Zeitraum von 5 min wurde die
Spannung kontinuierlich bis auf 2 cN (entsprech2y@d g) erhdht und dann fur weitere 5 min
konstant gehalten. Das Vordehnen simulierte digvia durch den arteriellen Blutdruck entste-
hende Spannung der GefaRwand. Wahrend der Versugttke die Temperatur der Losungen
mit einem Haake-Thermostat kontrolliert und auf@¢fehalten. Der pH—-Wert wurde durch die

standige Carbogen-Durchperlung der Krebslosungchers 7,3 und 7,4 eingestellt.

2.3.4 Versuchsdurchfiihrung

Nach dem Einspannen und Vorspannen des GefaResbslEsung bei einer Flussrate von 3
mL/min Uber einen Zeitraum von 10 min wurde derséeh mit der jeweiligen Versuchslésung
gestartet. Nach 5 min erfolgte die erste Registngrdes Gefal3tonus. Um die flussabhéangige
Entwicklung des Gefaldtonus zu registrieren, wundeRtlissrate in 10-minttigen Abstanden auf
folgende Werte erhoht: 5 mL/min, 20 mL/min, 40 midnund 100 mL/min. Der Tonus wurde
dabei in 5-minttigem Abstand protokolliert. Bei ¥echende wurden die Praparate bei der herr-
schenden Flussrate ausgespannt und sofort in gimesStickstoff fur die Messung der zykli-

schen Nukleotide eingefroren.

2.3.5 Korrektur der stress-relaxation

Der Tonus des Gefal3streifens &ndert sich bei &égsuchen auch unabhangig vom jeweiligen
Fluss, die so genannte stress-relaxation. Um desdlbhangige Dilatation unabhangig von der

stress-relaxation messen zu kdnnen, wurde zu j&tEsuch ein Kontrollversuch unter gleichen
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Bedingungen mit einem konstanten Fluss von 3 mL/duirchgefiihrt. Durch den Abzug vom
Gesamteffekt erhielten wir die als korrigiert angieen Kurven.

2.4 Intrazellulare Membranpotentialableitung

2.4.1 Mikroelektroden, Messverstarker und Datenaufahme

Die intrazellulare Membranpotentialableitung erfelgnit Mikroelektroden, die mit 3 mol/L KCI
gefullt waren. Sie wurden aus einem SpezialglagefPBrand K2916 Corning Glass Works,
New York; Innen-/Au3endurchmesser 1,8/3,0 mm) nmem Horizontalpuller (T. Chowdhury
Pipette Puller, ISEW, Kalkutta) bei 6,8 A Heizstram2 min ausgezogen. Die Elektroden wur-
den direkt nach Herstellung auf Gro3e und Durchiggeg kontrolliert. Es wurden nur Elektro-
den mit einem Spitzendurchmesser kleinemi und einem Widerstand zwischen 60-10Q2 M
verwendet. Die Tip-Potentiale wurden wahrend dersMehsdurchfihrung zur Kontrolle gemes-
sen und betrugen zwischen -40 bis -80 mV. Als fedi#inte Elektrode diente eine Agar-Bricke,
die mit 3-molarer KCI-Losung gefullt war. Sie vengadie Messkammer mit einem mit 3-
molarer KCI-Losung gefillten Gefal3, das durch ehgeAgCl/Platin-Elektrode mit dem Mess-
verstarker verbunden war. Zur Abschirmung des gemaMersuchsaufbaus dienten ein grol3er
Faraday-Kéfig sowie eine separate Abschirmung dezetnen Mikroelektroden bis zu ihrer
Spitze. Das gemessene Potential wurde 10-fachévkrstuf einem Grol3bildoszilloskop (SGM
43 BN901 s/N293, Knott, Minchen) dargestellt. Digtéh wurden, zusatzlich zur schriftlichen
Dokumentation, Uber einen Analog/Digital-Digital/&ng-Wandler (DT 2821, Data Translation,
Marlboro, Massachusetts, USA) an einen PC (804866bXHighscreen, Vobis, Aachen) wei-
tergeleitet und in Win ADDA (V.1.31, Mikrotauruspf®ware, Berlin) in Echtzeit dargestellt und

gespeichert.

2.4.2 Einstiche

Die Messelektrode wurde mittels eines Mikromanipaurks senkrecht an die luminale Seite des
Gefal3streifens herangefihrt. Der Einstich erfotiiiech Klopfen an den Antivibrationstisch, so
dass Endothel und Basalmembran durchstochen wubger/organg wurde auf dem Grof3bild-
oszilloskop kontrolliert. Bei korrektem Eindring@mden Intrazellularraum der glatten Muskel-
zelle erfolgte ein sofortiger steiler Potentialdb&auf -50 bis -80 mV. Positivere Werte als -50
mV wurden als von Endothelzellen stammend intelgmetind verworfen. Um maglichst repréa-
sentative Werte der gesamten Praparate zu bekomwunele die Position der Elektrode in klei-

nen Schritten durch Horizontalverschiebung verdndsach jeder Messserie wurden Tip-

25



Material und Methoden

Potential und Elektrodenwiderstand tberprift undbai gegentiber Messbeginn unverénderten
Parametern die Potentiale in die Auswertung migeadmmen.

2.4.3 Versuchsdurchfiihrung

Die intrazellulare Membranpotentialableitung wurdder gleichen Bedingungen und simultan
zur Registrierung des Gefal3tonus durchgefiihrt. Bogentialableitungen erfolgten jeweils 10
min nach Beginn einer Flussrate, da nach diesardf@iKraftentwicklung in einen steady-state
Ubergegangen war und mechanisch gesehen quasnétatiBedingungen herrschten. Nach Ein-
spannen der Praparate in Krebslésung erfolgte hgh&ne Ableitung des Membranpotentials

in Krebslésung. AnschlieRend erfolgte der Wechsejeweiligen Versuchslésung.
2.5 Bestimmung der Konzentration von cAMP und cGMP

2.5.1 Gewebsaufschluss

Die in flussigem Stickstoff gelagerten Gewebsprolwenden in auf ca. -80°C vorgekuhlte 2 mL
Polypropylengefal3e eingewogen und sodann wiedenufissigem N bis zum Aufschluss ge-
lagert. Der Aufschluss erfolgte durch dreimaligeanoelles Homogenisieren in 2 mL Glas-
Potter-Homogenisatoren in jeweils 0,2 mL 6%igerchioressigsaure. Die Homogenisate wur-
den in den PolypropylengefalRen gesammelt. Préai@tiAnteile des Homogenats wurden durch
15-minitige Zentrifugation bei 23000 g sedimentiegntd der Uberstand abgetrennt. Anschlie-
Rend wurde die Trichloressigsaure in den Uberstiamdh viermaliges Abschiitteln mit je 1 mL
wassergesattigtem Diathylather entfernt. Die véoelede wassrige Phase wurde gefriergetrock-
net, die l6slichen Sedimente in 0,2 mL Testpuft€r ;hM Na-Acetat, pH 5,8, BSA 0,02%) auf-

genommen und bis zur Bestimmung bei -80°C gelagert.

2.5.2 Bestimmung der Konzentration von CAMP

Die Bestimmung der Konzentration von cAMP erfolgig den Biotrak ELISA Reagenzien von
Amersham Pharmacia Biotech in der Regel ohne Aeetylg. Das Verfahren beruht auf der
Kompetition der Bindung des freien cAMP der Prolieemem cAMP-Peroxidase-Konjugat um
immobilisiertes cCAMP-spezifisches Antiserum. Dagigerum und cAMP-Peroxidase-Konjugat
wurden in jeweils 11 mL Testpuffer gel6st. Das Aatum wurde vor der Verwendung nochmals
1:2 mit Testpuffer verdinnt. Eine Verdinnungsreder Standards wurde mit Hilfe einer
Stammldsung (32 nmol/L) hergestellt und enthielt®5, 25, 50, 100, 200, 400, 800, 1600, und
3200 fmol in jeweils 10QuL Volumen. Die Ansatze wurden auf einer 96-well SAIPlatte,
welche mit Anti-Kaninchen-IgG beschichtet war, testgllit. Sie enthielten entweder 100
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Standard oder 8L Testpuffer plus 2@L Probe. Bei hohen cAMP-Konzentrationen in der Pro-
be wurde die Probenmenge entsprechend reduzieplikdte der Standards und Proben sowie
200 uL Testpuffer zur Bestimmung der unspezifischen Bimgldes Konjugats ,NSB* wurden
mit 100uL Antiserum (mit Ausnahme der NSB Anséatze) verseitrt 120 min inkubiert. Soweit
nicht anders vermerkt erfolgten die Inkubationen43€ im Kuhlraum auf einem Schttler. An-
schlieBend wurde zu allen Ansatzen B0cAMP-Peroxidase-Konjugat gegeben und nochmals
60 min inkubiert. Danach wurden die Ansatze 5-mdl\Waschpuffer (Testpuffer plus 0,05%
Tween 20) gewaschen und die Platten sorgfaltigogktret. Die Menge des gebundenen Peroxi-
dase-Konjugats wurde Uber die Umsetzung von 3,8';Eetramethylbenzidin (TMB) durch die
Peroxidase in Gegenwart von H20 photometrisch moesti In alle Wells wurden 150L der
fertigen TMB-Substratlésung gegeben und bei Raumpézatur die Blaufarbung des Standards
beobachtet. Abweichend von den Angaben des Henstellurde versucht, die Reaktionszeit so
zu wahlen, dass die Absorptionen den Wert von 1157-Absorptionseinheiten nicht tberstie-
gen. Die hierfur benétigten Zeiten variierten etfedbzwischen 10 und 120 min. Beim Errei-
chen einer optimalen Blaufarbung der Nullwerte veut®OulL 1 M Schwefelsaure zugegeben,
wobei ein Farbumschlag nach Gelb erfolgte, weltierzu einer Stunde stabil war. Die Absorp-
tionsmessung erfolgte in einem ELISA Reader bzwermi Perkin-Elmer Victor ELISA Platten
Photometer bei 450 nm.

2.5.3 Bestimmung der Konzentration von cGMP

Die Bestimmung von cGMP erfolgte Uber eine anaBgstimmungsmethode, jedoch nach Ace-
tylierung von Standards und Samples. Aufgrund eemedhten Affinitdt des Antiserums zu ace-
tylierten Zyklonukleotiden wird die Sensitivitdtsi@ests etwa um den Faktor 10 gesteigert. Das
Acetylierungsreagenz wurde durch Mischen von eif@i Essigsaureanhydrid mit 2 Teilen
Triathylamin hergestellt. Davon wurde 1/10 des Pratmlumens zu Proben und Standards ge-
geben. Die Acetylierungsreaktionen waren innerkaltbca. 5 min abgeschlossen. Die Standards
enthielten 0, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 und fai@/Ansatz (in einem Volumen von 50Q.).

Die Acetylierungen wurden mit 0,5 mL Standardlésphgs 50uL Acetylierungsreagenz durch-
gefuhrt. Fur die Acetylierung der Proben wurden i0@Probe in ein 0,5 mL Probengefald gege-
ben, mit 10uL Testpuffer verdinnt und 1AL Acetylierungsreagenz wurde verwendet. Fur die
Messansatze wurden (nach Ansetzen der Acetyliereasonen) 10Q.L Antiserum vorgelegt
(aufgelost wie oben, jedoch nicht nachverdinnt) anschlieRend jeweils 50 Standard oder
Probe zugegeben. Alle Ansatze wurden in Duplikdtergestellt. Der NSB-Ansatz enthielt 150
pL Testpuffer. Die Ansatze wurden 120 min inkubielanach wurden 10QL cGMP-
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Peroxidase-Konjugat zugegeben, gefolgt von weitéfemin Inkubation. Anschliel3end wurden
die Ansatze gewaschen und mit 200 TMB-H,0,-Reagens versetzt und wie bereits beschrie-
ben fur einen variablen Zeitraum bei Raumtemperakubiert. Die Bestimmung der Absorpti-

on erfolgte nach Zugabe von 10D 1 M Schwefelsaure.

2.5.4 Auswertung

Die Auswertung erfolgte Uber eine parallel angadgichkurve mit cAMP-Mengen zwischen 0
und 3200 fmol/Ansatz. Die Standardkurven wurdemeéitslurch den Fit der Absorption an die
Funktionsgleichung f = ((a*b)/(b+x))+c, wobei x fdre Konzentration des Standards steht. Aus
den Fitparametern a, b und ¢ wurde die Menge (XYIBAder Proben (in fmol) Gber x =
((@a*b)/(y-c))-b errechnet, wobei y fur die Absotibei 450 nm steht. Zur Errechnung der Kon-
zentrationen wurde x mit Faktor F = (Gesamtvoluraggesetztes Probenvolumen) multipliziert
und durch das Gewebsgewicht (in mg) geteilt. Dieesuittelte Konzentration ist in nmol/kg

angegeben.

2.6 Auswertung und Statistik

Fur die Auswertung der Kraftentwicklung wurden Messwerte von Koronararterien aus insge-
samt 14 Herztransplantationen unter den jeweilstisehen Bedingungen zusammengefasst. Es
wurde der arithmetische Mittelwert + SEM angegeli2a.zu jeder Arterie ein Kontrollversuch
mit Krebslosung durchgefihrt wurde, konnten widia Darstellung der Standardkontrollkurve
eine groBere Anzahl von Versuchen einflieBen lasBea Ergebnisse der VLDL-Versuche
stammen von 6 Patienten. Die Konzentration derigglén Nukleotide cAMP und cGMP ist
ebenfalls als Mittelwert + SEM angegeben. Zur Ubiéfiyng der statistischen Signifikanz wurde
der t-Test nach Student fir unverbundene Zufatlsgtoben aus normalverteilten Grundgesamt-

heiten herangezogen. Dabei wurde das Signifikaeaniauf p<0,05 festgelegt.
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3  Ergebnisse

3.1 Kiraft- und Potentialentwicklung

3.1.1 Kontrollen

Um die Auswirkung von VLDL auf die flussabhangigédbation beschreiben zu kénnen, wurde
an jeder verwendeten Koronararterie ein Kontroueh mit Krebsldsung durchgefihrt. Dabei
konnte an GefalRabschnitten mit intaktem Endothed, zuvor vielfach beschrieben [89], eine
deutliche flussabhangige Dilatation beobachtet eerdiese nahm stufenartig nach jeder Erho-
hung der Flussgeschwindigkeit zu. Nach der bedohnien Vordehnung auf 2 g stellte sich nach
einer zehnminutigen Anpassungsphase unter einess Flan 3 mL/min im Mittel ein Aus-
gangstonus von 1,648 + 0,064 g ein. Bei einem MKetftverlust von 0,468 g in 40 min fand sich
bei einer zuletzt herrschenden maximalen Flussx@iel00 mL/min noch ein Tonus von 1,180 +
0,032 g (Abb. 3). Dies entspricht einer Gesamttahnahme von 28,5% mit der starksten Rela-
xation bei einer Erhéhung der Flussrate von 3 -n20min. Um den reinen flussabhangigen
Effekt darzustellen, wurde der Kraftverlust beiighbleibendem Fluss von 3 mL/min registriert,
im Folgenden als flussunabhéngige Dilatation béweit Da bis zur ersten Registrierung des
Tonus der Versuchablauf mit dem der Praparate m#serhéhung identisch ist, konnte ein ge-
meinsamer Ausgangspunkt ermittelt werden. Nach #0bwai konstantem Fluss fand sich im
Mittel noch ein Tonus von 1,445 + 0,033 g (Abb. Burch Abzug der stress-relaxation vom
gesamten dilatierenden Effekt unter Flusserhéhuamgnkeine Kurve ermittelt werden, die die
Dilatation der Gefal3e als reine Reaktion auf slstr@ss-Exposition darstellt (siehe 2.3.5). Diese
korrigierte Kurve zeigt einen Nettokraftverlust vOr265 g auf 1,383 + 0,046 g, entsprechend
einer Tonusabnahme von 16,1% (Abb. 5b). Untersodm das Membranpotential der glatten
GefalRmuskelzelle bei steigenden Flussraten zaigtesne Hyperpolarisation von -57,08 + 0,57
mV auf -60,20 £ 0,73 mV (Abb. 5a). Dies entsprieltier Zunahme der Negativitat des Aus-
gangpotentials um 5,5%. Praparate, an denen z@agEddothel entfernt wurde, zeigten, ausge-
hend von einem Tonus von 1,778 £ 0,030 g, nach ihCben stufenweiser Erhhung des Flusses
auf 100 mL/min einen Tonus von 1,341 + 0,095 gserchend einem Nettokraftverlust von
24,6%. Flussunabhangig zeigten die Praparate eameisibnahme um 0,297 g auf 1,481 +
0,049 g.
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Abb. 3: Tonusentwicklung von unbehandelten Prapariat Krebslésung. Flussabhangige Dilata-

tion (e);flussunabhangige Dilatatior) [n=18].
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Abb. 4: Tonusentwicklung von deendothelialisied®éparaten in Krebsldsung. Flussabhangige

Dilatation (@);flussunabhéngige Dilatatior) [n=20].

Wie Abbildung 5b zeigt, ergibt sich korrigiert unredstress-relaxation ein Nettokraftverlust von
0,140 g auf 1,638 £ 0,107 g. Parallel dazu hypammerten die glatten Muskelzellen der Ge-
falkwéande von -56,29 £+ 0,44 mV auf -57,75 = 0,26 fAWb. 5a). Insgesamt zeigten die Prapara-
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te im Vergleich mit GefalRen mit intaktem Endothiekegeringere flussabhangige Dilatation von
7,9% und einen um 7,5% hdheren Basaltonus.
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Abb. 5: a) Potentialentwicklung von normaler) [n=4] und deendothelialisierten Praparaten
(o) [n=4].

b) Tonusentwicklung von normales)[n=18] und deendothelialisierten Préaparaten
(o) [n=20]. Tonus um die stress-relaxation korrigiert
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Die statistische Uberprufung der Kraftentwicklungyab bei allen Flussraten tber 3 mL/min
einen signifikanten Unterschied zwischen deendwlserten und Normalpraparaten (p<
0,035), hinsichtlich der Potentialentwicklung bestdei Flussraten von 20 und 100 mL/min ein
signifikanter Unterschied (p<0,03).

3.1.2 Gepooltes VLDL

Nachdem samtliche Praparate in Krebslosung vorgedetrden, stellte sich nach zehnmindti-
gem Einfluss von VLDL bei einer Flussrate von 3 mld ein Basaltonus von 1,417 + 0,131 g
ein. Der Tonus nahm flussunabhangig um 0,206 gL&if1 + 0,046 g ab. Bei Steigerung des
Flusses zeigte sich auch unter Einfluss von VLDiedRelaxation. Im Mittel fand sich ein End-
tonus von 1,084 + 0,080 g. (Abb. 6). Wie in Abbihdu8b dargestellt lag der Endtonus der um
die stress-relaxation korrigierten Kurve bei 1,290,093 g, die Gesamttonusabnahme betragt
9%. Der Relaxation ging einer Hyperpolarisation glatten Gefal3muskulatur von -59,52 + 0,48
mV auf -60,59 £ 0,59 mV voraus (Abb. 8a).
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Abb. 6: Tonusentwicklung von Praparaten mit ikaktEndothel in gepooltem VLDL.

Flussabhangige Dilatatiom); flussunabhéangige Dilatatior) [n=12].

Bei identischem Versuchsablauf und Verwendung deicligen VLDL-L6sung, fand sich an
deendothelialisierten Gefal3en ein Ausgangstonusly@hl + 0,077 g. Dieser nahm flussunab-
hangig um 0,269 g auf 1,343 + 0,057 g und flussabigdum 0,360 g auf 1,252 + 0,046 g ab
(Abb. 7). Korrigiert um die stress-relaxation lagy Endtonus bei 1,520 + 0,073 g (Abb. 8b).
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Abb. 7: Tonusentwicklung von deendothelialisiedf®éparaten in gepooltem VLDL. Flussab-

hangige Dilatationd); flussunabhéngige Dilatatior) [n=9].

Die Membranen der glatten Gefal3muskelzellen hypanserten dabei von -57,34 £ 0,07 mV
auf -58,11 =+ 0,11 mV (Abb. 8a). Insgesamt lag dasd@tonus der Gefal3e mit intaktem Endothel
12% unter dem der deendothelialisierten PrapaEatisprechend den Kontrollversuchen, zeigten
die deendothelialisierten VLDL-Praparate eine ggene, um die stress-relaxation Kkorrigierte
flussabhangige Dilatation von nur 5,6% gegeniber diebehandelten VLDL-Préparaten mit

einem reinen Nettokraftverlust von 9,0%.
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Abb. 8: a) Potentialentwicklung von normalan[6=4] und deendothelialisierten Préaparatehn (

[n=4] in gepooltem VLDL.
b) Tonusentwicklung von normalem)([n=12] und deendothelialisierten Préaparateh (
[n=9] in gepooltem VLDL. Tonus um die stress-rekixa korrigiert.
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3.1.3 Homozygotes Apo E4/E4-VLDL

Entsprechend dem Versuchablauf mit gepoolter VLRIsting wurde die Kraftentwicklung an
GefalRabschnitten in Abhangigkeit von homozygotero B3/E4-VLDL registriert. Es fand sich
im Mittel ein Anfangstonus von 1,707 £ 0,061 g.99unabh&ngig registrierten wir eine Relaxa-
tion auf 1,399 + 0,072 g. Bei Erhdhung der Flusseatf 5 - 20 mL/min konnte eine geringe Re-
laxation gemessen werden, die jedoch bei héherésséh in eine Kontraktion Uberging. Wie
aus Abbildung 9 hervorgeht, fiel dabei der Tonusgesamt auf 1,621 + 0,083 g und somit im
Mittel um 0,085 g.

1.8
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1.2 T T T T T
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Abb. 9: Tonusentwicklung von normalen Praparateimamozygotem Apo E4/E4-VLDL.

Flussabhangige Dilatatiom); flussunabhangige Dilatatior) [n=12].

Korrigiert um den shear-stress nimmt der Tonushaireiner Flusserh6hung bis 5 mL/min ab,
bei héheren Flussen resultiert eine Gesamttonubrmmaon insgesamt 13% (Abb. 11b). Fluss-
abhangig scheint es somit zu einer Kontraktion@uen, die jedoch in der Messung durch die
gleichzeitige stress-relaxation tberlagert wird umdler Kurve als Tonusabnahme zusehen ist
(Abb. 9). Die Messung des Membranpotentials zeggte der Kontraktion der glatten GefaR-
muskulatur vorausgehende Depolarisation ausgehem@&mem Potential von -56,17 £ 0,12 mV
auf -55,38 + 0,33 mV (Abb. 11a). Nach Entfernung Bedothelschicht konnte ein Ausgangsto-
nus von im Mittel 1,824 + 0,029 g gemessen werd@enzeigte sich sowohl flussabhangig als
auch bei gleich bleibendem Fluss eine Relaxatiore W Abbildung 10 dargestellt, war diese
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jedoch flussunabhangig groRer (Abnahme auf 1,560156 g) als bei Steigerung des Flusses
(Abnahme auf 1,651+ 0,108 g).

=
S
[2]
G
|_
T T T T T
0 20 40 60 80 100
Flow [mL/min]
Abb. 10: Tonusentwicklung von deendothelialisieff@paraten in homozygotem Apo E4/E4-

VLDL. Flussabhangige Dilatatiom]; flussunabhangige Dilatatior) [n=11].

Wie bei den unbehandelten Arterienstreifen ergith $ei Korrektur um die stress-relaxation,

aufgrund der starkeren Relaxation der flussunabpgéndPraparate, eine Nettokraftzunahme von
0,095 g, entsprechend einer Tonuszunahme um 5% (Alid). Auch die Praparate ohne Endo-
thel zeigen in der Potentialableitung eine Depsédion, von -55,71 + 0,24 mV auf -55,21 +

0,49 mV (Abb. 11a).
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Abb. 11: a) Potentialentwicklung von normalen [n=3] und deendothelialisierten Praparateh (

[n=3] in homozygotem Apo E4/E4-VLDL.
b) Tonusentwicklung von normales)[n=12] und deendothelialisierten Praparaten (
[n=11] in homozygotem Apo E4/E4-VLDL. Tonus uneditress-relaxation korrigiert.

37



Ergebnisse

3.1.4 Flussabhangige Dilatation in Anhangigkeit vornerschiedenen VLDL-Isoformen

Um einen besseren Uberblick zu erhalten, wurdeKdieve der Kontrollen und der VLDL-
Préaparate in Abbildung 12 gemeinsam dargestellbeDaeigt sich neben dem Einfluss auf die
Relaxation auch ein von der VLDL-Isoform abhangigerfluss auf den Basaltonus der Gefal3e.
So liegt der Ausgangstonus der gepoolten VLDL-Kumvié intaktem Endothel um 14% unter
der Standardkontrollkurve. Im Gegensatz dazu facil wnter dem Einfluss von homozygotem
Apo E4/E4-VLDL ein um 3,5% erhohter Ausgangstonvsrgleicht man den Tonus der ver-
schiedenen VLDL-Praparate untereinander, so erhétt einen um 20,5% hoheren Tonus der
Apo E4/E4-Praparate gegenuber den gepoolten VLEipd&aten. Gleichartige Veranderungen
zeigen sich auch bei deendothelialisierten Prapardder Unterschied des Ausgangstonus im
Vergleich der gepoolten VLDL-Praparate und Apo EMHtaparate ohne Endothel ergab eine
statistische Signifikanz (p<0,02).

Wahrend der Basaltonus durch gepooltes VLDL hersdige wird, zeigte sich ein gegenteiliger
Einfluss auf die flussabhangige Dilatation. An umdnedelten Arterienstreifen nahm der Gesamt-
tonus unter gepooltem VLDL um 9% ab, verglichen hi#o unter Krebslosung. Eine weitere
Einschrankung der flussabhangigen Dilatation korumiéer E4/E4-VLDL gemessen werden.
Wie in Abbildung 12a dargestellt kam es zu eineinggligigen Relaxation bei niedrigen Flis-
sen, ab einer Flussrate von 20 mL/min sogar zu @rteeblichen Tonuszunahme. Es resultiert
eine Gesamttonuszunahme von 13%. Die statististieptiifung der Tonusentwicklung ergab
einen signifikanten Unterschied zwischen Kontratleiund VLDL-Pool-Kurve fir Flisse von
5-20 mL/min (p<0,03) und der E4/E4-VLDL-Kurve fliteaFlisse (p<0,025). Ein hohe Signifi-
kanz bei allen Flussgeschwindigkeiten ergab demMah der VLDL-Kurven untereinander
(p<0,001). Die Resultate nach Entfernung des Emd®thind in Abbildung 12b dargestellt.
Durch die Entfernung des Endothels verringerte aitlallen Koronararterien die flussabhéngige
Dilatation bzw. Kontraktion. Die Kontrollen relaxten im Mittel um 7,8% unter den Aus-
gangstonus. Vergleicht man die Kurve fur gepoote®L mit der Kontrollkurve, zeigt sich
insgesamt eine wenig veranderte Gesamttonusabnabme 7%, jedoch eine wesentlich andere
Art des Kurvenverlaufs. Wie bei den unbehandeltep&aten kam es zunéchst zu einer Relaxa-
tion, die jedoch bei zunehmender Flussgeschwindigkeeine leichte Kontraktion Uberging
(signifikanter Unterschied fur Flussraten von 5R0/min; p<0,014). Das Umfliel3en der Prapa-
rate mit homozygotem E4/E4-VLDL flhrte zu einerchden flussabhangigen Kontraktion von

5% Uber den Basaltonus.
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Abb. 12: a) Tonusentwicklung von Praparaten, kagrtgum die stress-relaxation, mit intaktem
Endothel. ¢) Kontrollpraparate in Krebslésungs)(gepooltes VLDL; &) Apo E4/E4-
VLDL.

b) Tonusentwicklung von Praparaten, korrigiert umddress-relaxation, ohne Endothel.
(o) Kontrollpraparate in Krebslosung;)(gepooltes VLDL,; §) Apo E4/E4-VLDL.

Unter Einfluss von E4/E4-VLDL ist nach EntfernungsdEndothels, in Relation zu einer Ab-
nahme der flussabhangigen Relaxation der Kontralleth der gepoolten VLDL-Préparate und
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verglichen mit den Praparaten mit intaktem Endo#ieé Einschrankung der flussabhangigen
Kontraktion zu sehen. Die Uberpriifung der statités Signifikanz ergab einen Unterschied
zwischen E4/E4-VLDL-Kurve und gepooltem VLDL fir usksgeschwindigkeiten bis 40

mL/min.

3.2 Anderung der Konzentration zyklischer Nukleotice

Wie in der Einleitung (siehe Abschnitt 1.1.1) besaben, geht die Relaxation glatter Gefal3mus-
kulatur mit einer Freisetzung der zyklischen Nukig® cAMP und cGMP einher. Die Praparate
wurden sofort nach der Messung der Kraftentwicklbagl100 mL/min Fluss in flissigem Stick-

stoff eingefroren. So konnte die zu diesem Zeitpurdrschende Nukleotidkonzentration ge-
messen werden, ohne dass es zu einer Veranderangtideellularen Spiegels kam. Um Fehler
auszuschliel3en, wurde von jedem Praparat die Karaiem mindestens zweifach bestimmt und

anschlie3end gemittelt.

3.2.1 Kontrollen

Nachdem die Praparate 50 Minuten lang einem kotestafluss von 3 mL/min ausgesetzt wa-
ren, wurde im Mittel eine cGMP-Konzentration voB3 + 0,536 nmol/kg (n=11) gemessen.
Nach stufenweiser Erh6hung der Flussrate auf 100mnLstieg die cGMP-Konzentration um
96,4% auf 7,532 + 0,373 nmol/kg (n=42) an. In de¢helialisierten, flussunabhéngig gemesse-
nen Praparaten fand sich ein geringerer cGMP-Shpiege3,221 + 0,384 nmol/kg (n=11). Auch
hier zeigte sich ein Anstieg von cGMP nach Steiggrder Flussrate, jedoch lediglich um 50,4%
auf 4,842 + 0,762 nmol/kg (n=40) (Abb. 13).

Auch die Messung der cAMP-Konzentration der Kompr@lparate zeigte einen Anstieg von
cAMP in Abhangigkeit von der Flussrate. So fand $iei konstantem Fluss von 3 mL/min eine
Konzentration von 182,090 + 19,709 nmol/kg (n=1&g im Mittel auf 239,830 + 23,870
nmol/kg (n=43) anstieg. Wie aus Abbildung 14 emich, zeigten auch die deendothelialisierten
Praparate einen Anstieg der cAMP-Konzentration 168,819 + 21,038 nmol/kg (n=9) auf
194,213 = 17,203 nmol/kg (n=40). Insgesamt stieg@AMP-Konzentration der Praparate mit

intaktem Endothel um 31,7%, der deendothelialisreRréparate um 21,5%.
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Abb. 13: cGMP-Konzentration der Kontrollpraparate amd ohne Endothel
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Abb. 14: cAMP-Konzentration der Kontrollpraparaté omd ohne Endothel.

Zusammenfassend konnte sowohl fur cAMP als auclt@MP im Einklang mit der Literatur
eine Zunahme von zyklischen Nukleotiden bei Relaraton glatter Gefaimuskulatur beobach-
tet werden. Dabei war die prozentuale Zunahme \@kiR sowohl in den unbehandelten als
auch in den deendothelialisierten Gefalen hoheati@alBunahme von cAMP (Abb. 15).
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Abb. 15: Prozentuale Anderung der Konzentratioriggker Nukleotide bei Flusserhéhung in

Kontrollpraparaten mit und ohne Endothel.
3.2.2 Gepooltes VLDL

Unter konstantem Fluss von gepooltem VLDL betrugrdittlere cGMP-Konzentration der Préa-
parate 14,953 + 3,760 nmol/kg (n=3). Wie die Megsdar Kraftentwicklung gezeigt hat, rela-
xierten die Gefal3e nach Steigerung der Flussratedie cGMP-Konzentration stieg auf 26,425
*+ 3,580 nmol/kg (n=9), das heil3t um 76,7% an. Ba# deendothelialisierten Gefal3abschnitten
zeigte sich nur ein geringer Anstieg von cGMP heidgirung der Flussrate. Der Spiegel stieg

geringfigig um 10,2% von 14,608 + 6,000 nmol/kg 3nauf 16,091 + 2,602 nmol/kg (n=9)
(Abb. 16).
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Abb. 16: cGMP-Konzentration der VLDL-Praparate mid ohne Endothel.

Im Vergleich zum cGMP stieg die cCAMP-Konzentratider unbehandelten Préaparate lediglich
um 17,1% an. Im Mittel fand sich bei gleich bleidem Fluss eine Konzentration von 147,856 +
17,672 nmol/kg (n=3), bei maximaler Flussrate v@8,196 + 30,265 nmol/kg (n=9). Die mittle-
re cAMP-Konzentration von deendothelialisierten &Ren betrug 97,386 + 12,988 nmol/kg
(n=3) bei konstantem Fluss und 106,272 + 9,150 fkggh=9) nach Steigerung des Flusses von
gepoolter VLDL-L6sung.
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Abb. 17: cAMP-Konzentration der VLDL-Praparate monitd ohne Endothel.
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Vergleichbar mit den Kontrollprdparaten stieg di&P-Konzentration unter maximaler Fluss-
geschwindigkeit prozentual hdher an als die cAMRykamtration.

O cGMP
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S 60 |
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2
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<
S 40
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®
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20 | 17,14
10,15 9,12
0
mit Endothel ohne Endothel
Abb. 18: Prozentuale Anderung der Konzentratiorliggker Nukleotide bei Flusserhéhung in

VLDL-Praparaten mit und ohne Endothel.
3.2.3 Homozygotes Apo E4/E4-VLDL

Bei einem konstanten Fluss von Apo E4/E4-VLDL zengtlie Gefal3abschnitte eine Relaxation
(siehe 3.1.3), die jedoch bei hohen Flussen in €orgraktion Gberging. Entsprechend fand sich
an den flussunabhangig gemessenen PréaparatenddieeeltGMP-Konzentration von 23,016 +
4,352 nmol/kg (n=4) gegeniber einer mittleren Koiion von 19,825 + 4,093 nmol/kg (n=9)
der bei einem zuletzt herrschenden Fluss von 100nmLgemessenen Praparaten. Dies kommt
einem 13,9%igen Abfall von cGMP gleich. Ein weskehtl grol3erer Abfall der cGMP-
Konzentration bei steigender Flussrate fand siclemmdothelialisierten Praparaten. Hier kam es
zu einer 46,9%igen Reduktion von 12,464 + 3,619 Ifkgan=3) auf 6,614 + 1,409 nmol/kg
(n=8) (p < 0,005).
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Abb. 19: cGMP-Konzentration der Apo E4/E4-VLDL-Padiate mit und ohne Endothel.

Wie beim cGMP zeigte die Messung der cAMP-Konzéiunaeinen Abfall mit Zunahme der
Flussrate. Die Konzentration der Gefal3abschnitteimtaktem Endothel, die einem gleichblei-
benden Fluss von 3 mL/min ausgesetzt waren, lag/ittel bei 295,766 + 111,283 nmol/kg
(n=3). Nach Steigerung auf die maximale Flussraiel fsich eine Konzentration von 232,190 +
27,875 nmol/kg cAMP (n=9). Dies entspricht einenfaloum 21,5%. Die gemessenen absolu-
ten cAMP-Konzentrationen von deendothelialisief®@paraten lagen wesentlich niedriger. So
fand sich bei konstantem Fluss eine mittlere Kotra¢ion von 134,593 + 28,194 nmol/kg (n=3),
bei hohem Fluss von 121,981 * 25,477 nmol/kg (n#13gesamt fiel die Konzentration von
CAMP dabei um 9,4% ab.
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Abb. 20: cAMP-Konzentration der Apo E4/E4-VLDL-Peipte mit und ohne Endothel.

Passend zu der gemessenen Kontraktion der Prapaidtehen Flissen zeigte sich sowohl fur
cGMP als auch fir cAMP ein Abfall der Konzentragonn den glatten GefalBmuskelzellen. Wie
in Abbildung 21 dargestellt, registrierten wir apetddothelialisierten Praparaten einen starkeren
prozentualen Abfall von cGMP und einen geringeresz@ntualen Abfall von cAMP im Ver-
gleich zu den Gefalstreifen mit intakter Endothetsd.
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Abb. 21: Prozentuale Anderung der Konzentratioriggker Nukleotide in Apo E4/E4-VLDL-

Praparaten mit und ohne Endothel.
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3.2.4 Konzentrationsanderung von cAMP und cGMP in Abhanggkeit von verschiedenen
VLDL-Isoformen

Um die mit flussabhangiger Dilatation einhergeheddalerung der Konzentration zyklischer
Nukleotide beurteilen zu kdnnen, wurde der prozaetWnterschied zwischen flussunabhéngig
und flussabhéngig gemessenen Praparaten bestimmt. sfrksten stieg die cGMP-
Konzentration in den GefalBmuskelzellen der Konpréalarate mit intaktem Endothel. Hier
zeigte sich mit einer fast 100%igen Zunahme einikanter Unterschied (p < 0,0001), wah-
rend in den deendothelialisierten Praparaten deergechied lediglich 50% betrug. Verglichen
mit den Kontrollen fand sich in den VLDL-Praparateim geringerer cGMP-Anstieg von ca.
77% (p = 0,08). In deendothelialisierten Praparatederte sich bei Flusserhéhung der cGMP-
Spiegel kaum, es resultierte lediglich ein Anstieg 10%. Im Gegensatz zu den Kontrollen und
den gepoolten VLDL-Praparaten zeigten die E4/E4&ndte eine starkere Anderung der cGMP-
Konzentration nach Entfernung des Endothels. Higrder cGMP-Spiegel nach Flusserhéhung
statistisch signifikant (p < 0,005) um 47% untemdger flussunabhangig gemessenen Préparate,

wahrend der Abfall in den Praparaten mit intaktemdd&hel nur 14% betrug (Abb. 22).
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Abb. 22: Prozentuale Anderung der cGMP-Konzentratiei maximaler Steigerung des Flusses

von gepoolter bzw. Apo E4/E4-VLDL-LOsung, verglicheit den Kontrollpraparaten.

Ein Vergleich der basalen Konzentration von cGMBr{kentration der flussunabhéangig gemes-
senen Praparate) offenbart eine signifikant hole&MP-Konzentration der VLDL- und Apo
E4/E4-VLDL-Praparate mit intaktem Endothel gegemidben Kontrollen (p < 0,0001). Deen-

dothelialisierte Kontrollpraparate zeigten einegngikant niedrigeren cGMP-Spiegel gegentiber
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den mit gepoolter VLDL-L6sung getesteten Prapardfes0,01) und Apo E4/E4-Praparaten
(p<0,001) (Abb. 23).
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Abb. 23: Vergleich der basalen cGMP-Konzentratiomam Kontrollen, sowie von Préaparaten in
gepooltem VLDL und Apo E4/E4-VLDL mit und ohne Enkdel + SEM. Signifikanz p <
0,01 (**), p < 0,001 (***).

Betrachtet man die relative Anderung der cAMP-Kantztion der Praparategruppen, so fallt
eine insgesamt geringere Zu- bzw. Abnahme vergliché der cGMP-Konzentration auf. Wie

in Abbildung 24 dargestellt, betrug die maximaled&rung von cAMP ca. 32% in den unbehan-
delten Kontrollpraparaten. Nach Entfernung des Hmle fand sich eine Steigerung um 22%.
Sowohl in den VLDL-Praparaten mit intaktem Endoth&d auch in den deendothelialisierten
Praparaten zeigte sich nur eine geringe ZunahmecdP. Im Gegensatz zum cGMP-Abfall

der Apo E4/E4-Praparate, fiel die CAMP-Konzentnatgtdrker an den Praparaten mit intaktem

Endothel: Abfall um 22% versus 9% in den deendddhsierten Praparaten.
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Abb. 24:

Ein Vergleich der basalen cAMP-Spiegel zeigt kesattiches Bild einer hoheren oder niedrige-

relative Anderung [%]
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Abb. 25:
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Vergleich der basalen cAMP-Konzentratiomen Kontrollen, sowie von Praparaten in
gepooltem VLDL und Apo E4/E4-VLDL mit und ohne Enkel + SEM.
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3.3 Darstellung des Gesamtmodells

3.3.1 Flussabhangige Dilatation in Abhangigkeit vonerschiedenen VLDL-Isoformen

Einen Uberblick Gber den Einfluss der verschiedemiL-Isoformen auf die Tonusent-
wicklung und die Anderung der Konzentration zyKtisc Nukleotide gibt Tabelle 2. Bei einer
isolierten Betrachtung der Praparate mit und ohneéokhel wird eine von der VLDL-Isoform
abhéangige Einschrankung der Relaxation deutlich.

Die Kontrollpraparate mit Endothel weisen die sséekflussabhangige Relaxation von 16% auf,
die mit dem gro3ten Anstieg intrazellularer Boteffst einhergeht. Demgegenuber steht ein
9%iger Nettokraftverlust der gepoolten VLDL-PrapgaraDie Registrierung einer geringeren
Relaxation konnte in den Messungen der AnderungKa@zentration zyklischer Nukleotide
bestétigt werden. Der Anstieg der intrazellular&d-Konzentration der Kontrollen betrug
96%, in den VLDL-Praparaten stieg die Konzentration 76%, folglich war der Anstieg um
20% eingeschrankt. Zusatzlich fand sich ein stamkgeschrénkter Anstieg der cAMP-
Konzentration. Wéahrend diese flussabhangig in dentidllen um 32% anstieg, malRen wir in
den gepoolten VLDL-Praparaten eine Zunahme um @b.1Somit ist der Anstieg der cAMP-
Konzentration um fast die Halfte reduziert (46%)ieVih Abschnitt 3.1.4 beschrieben, zeigten
die Praparate unter homozygotem Apo E4/E4 eine rdktion. Im Einklang mit der mechani-
schen Registrierung und der Depolarisation der @etiéskulatur konnte nicht nur kein Anstieg,
sondern sogar ein Abfall der zyklischen Nukleotgenessen werden. Dabei nahm im Mittel die

cGMP-Konzentration weniger stark ab als die cCAMPgentration.

In der Gruppe der deendothelialisierten Praparaigten die Kontrollen ebenfalls die starkste
Relaxation in den mechanischen und biochemischessigen. Auch nach Entfernung des En-
dothels relaxierten die Gefallabschnitte unter Rassgepooltem VLDL weniger als die Kon-
trollen, wie sowohl die Tonusentwicklung als auda Anderung der Nukleotidkonzentration
zeigen (siehe Tabelle 2). Verglichen mit den Koigrg maflien wir einen um 80% einge-
schrankten Anstieg von cGMP in den gepoolten VLDEgaraten. Der cAMP-Anstieg war, wie
in den Praparaten mit intaktem Endothel, um didtel@d&duziert. Die Gesamttonuszunahme von
5% der Apo E4/E4-Praparate ging mit einer 50%igeduRtion der intrazellularen cGMP-
Konzentration einher, wahrend die cAMP-Konzentratior um 10% abfiel.
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Nukleotidkonzentration [nmol/kg] Anderung der Nukleotidkonzentration Tonusanderung Verhaltnis
T o 0 o rel ACAMP
Flussunabhangig Flussabhéngig [nmol/kg] [%0] [%0] rel AcGMF
mit Endothel
Krebsldsung cGMP 3,836 7,532 3,696 96,3
-16,1 0,32¢
cAMP 182,090 239,830 57,740 31,7
Gepooltes VLDL cGMP 14,953 26,425 11,472 76,7
-9,0 0,22
CAMP 147,856 173,196 25,340 17,1
C‘EBLE‘” Es cGMP 23,016 19,825 -3,191 13,9
13,0 1,551
cAMP 295,766 232,190 -63,576 -21,5
ohne Endothel
Krebsldsung cGMP 3,221 4,842 1,622 50,3
-7,9 0,427
cAMP 159,819 194,213 34,394 215
Gepooltes VLDL cGMP 14,608 16,091 1,483 10,2
-5,7 0,89¢
CAMP 97,386 106,272 8,885 9,1
(POFEY comp 12,464 6,614 5,850 46,9
5,0 0,20C
cAMP 134,593 121,981 -12,613 -9,4
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Ergebnisse

In der letzten Spalte der Tabelle wird das Verhsiltder zyklischen Nukleotide zueinander auf-
gefuhrt. Das Verhaltnis wurde aus der relativensfabhangigen Anderung der cAMP-
Konzentration zur Anderung der cGMP-Konzentrati@bitfiet. Das cAMP/cGMP-Verhéltnis

der Kontrollen und VLDL-Préaparate nimmt nach Entferg des Endothels zu. Dies ist haupt-
sachlich auf eine geringere flussabhangige ZunateneGMP-Konzentration an deendotheliali-
sierten Praparaten zurlckzufuhren. Wie beschrigkegten die Apo E4/E4-Praparate eine Ab-
nahme der Konzentration der zyklischen NukleotBiddet man das Verhéltnis von cAMP zu

cGMP, zeigt sich im Gegensatz zu den anderen Riipaeine Abnahme, von 1,551 auf 0,200.
Nach Entfernung des Endothels konnte hier einkextérAnderung der cGMP-Konzentration

beobachtet werden.

Ein Vergleich von Kontrollen und VLDL-Praparatentniindothel zeigt, dass das Verhaltnis
durch VLDL nicht wesentlich beeinflusst wird. Anedelothelialisierten Praparaten hingegen ist
der Quotient der VLDL-Praparate wesentlich groRees ist am ehesten auf die geringere An-
derung der cGMP-Konzentration zurlckzufiihren. Da® A4/E4-VLDL scheint jedoch einen

gréReren Einfluss auf die Signalibertragung zu ihabe

3.3.2 Kaorrelation der Konzentration zyklischer Nukleotide mit Tonusanderungen der

glatten GefalRmuskulatur
In den vorgestellten Versuchsreihen wurde die #8bkéngige Konzentrationsanderung der se-
kundéaren Botenstoffe cGMP und cAMP und des TonuKdeonararterien gemessen, welche in
einem Diagramm gegeneinander angetragen werdeneRt(kbb. 26). Aufgrund der unter-
schiedlichen Freisetzung von zyklischen NukleotideArterienstreifen mit und ohne Endothel

werden diese Gruppen getrennt dargestellt.

Die Kurve der Préaparate mit intaktem Endothel zeigen sigmoiden Verlauf der Konzentrati-
onsanderung von cGMP. Bei einer Tonusabnahme \a#bMis 0,090 g zeigt sich eine Lineari-
tat des Kurvenverlaufs. In diesem Bereich geht staeke Anderung der cGMP-Konzentration
mit einer relativ geringen Tonusanderung einher. IR@pplungskoeffizient kann mit 8%/10mg
angegeben werden. Nimmt die cGMP-Konzentration whrmals 85% zu, resultiert eine geringe
weitere Zunahme der Konzentration in einer starkenusabnahme der Gefal3muskulatur. Be-
trachtet man das Verhalten der cGMP-KonzentratioieruKontraktion der glatten Muskulatur,
so wird deutlich, dass die Kontraktion zwar mitexigeringen Abnahme des cGMP einhergeht,
jedoch nicht wesentlich durch diese beeinflusstdwib einer Nettokraftzunahme von 100 mg
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nimmt die cGMP-Konzentration nicht erheblich mebr bn Gegensatz zum cGMP ist die ge-
samte cAMP-Kurve nahezu linear und verlauft flaclBaispielsweise geht eine Tonusabnahme
von 100 mg mit einer 63%igen cGMP-, jedoch nur ei#®sigen cAMP-Zunahme einher.
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Abb. 26: Korrelation der flussabhangigen Konzeidregénderung zyklischer Nukleotice ¢GMP
und A cAMP)mit der Tonusénderung von Préaparaten mit Erelo

In Abbildung 27 sind die Kurven fur die deendothkdiierten Praparate dargestellt. Der Verlauf
der cGMP-Kurve unterscheidet sich im Bereich delaRaion nicht wesentlich von dem der
Praparate mit Endothel. Unter Tonuszunahme verlkdieftkurve jedoch steiler, folglich geht
eine Kontraktion mit einer groReren Abnahme der €&bnzentration einher. Bei einer Tonu-
sanderung zwischen -100 und +100 mg ist die Torles@ng linear proportional zur Anderung
der cAMP-Konzentration. Bei weiterer Relaxation @ndich der Verlauf der Kurve, es ist eine
exponentielle Zunahme zu vermuten. Der an Praparaieintaktem Endothel gemessene grolie
Unterschied zwischen der cGMP- und cAMP-Konzerdret&inderung bei einer Tonusabnahme
von 100 mgq ist nach Entfernung des Endothels aotgmin Hier zeigt sich eine fast gleich starke

Konzentrations&nderung der beiden zyklischen Nukleo
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Abb. 27: Korrelation der flussabhangigen Konzeidregénderung zyklischer Nukleotide ¢GMP

undA cAMP) mit der Tonusanderung von Praparaten ohmotel.
3.3.3 Stationare Aktivierungskurve

In den bereits geschilderten Versuchsreihen wulMembranpotentiale bei unterschiedlichem
Tonus der Koronararterien gemessen, die gegenanamjetragen werden kénnen. Die Ge-
samtheit dieser Werte wurde als stationére Aktinngskurve in Abb. 28 dargestellt. Der nahezu
lineare Verlauf der Kurve spricht fiir eine konstaetektromechanische Kopplung, die hier mit
einem Kopplungskoeffizienten von 0,116 g/mV angegelerden kann.
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Abb. 28: Stationare Aktivierungskurve der glattendtelzellen von Koronararterien des Men-

schen. Werte aus Kontrollpréparaten in KrebslogehgPraparaten in gepooltem VLDL
(Aa)und Praparaten in Apo E4/E4-VLDh).
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4. Diskussion

4.1  Wirkung von VLDL auf die flussabhangige Dilataton

Endothelzellen sind kontinuierlich den zirkulierendsowie den bereits subendothelial akkumu-
lierten Lipoproteinen ausgesetzt. Die Beziehungldpoproteinklassen zur Entstehung von a-
therosklerotischen Verdnderungen ist wissenscblafflundiert und gab Anstol3 zur weiteren
Untersuchung der Interaktion von Lipoproteinen mitdothelzellen. Die Wechselwirkung ist
von besonderem Interesse, da schon vor der Entwigklon Atheromen eine Anderung der
endothelialen Funktion beobachtet werden konnesedalso in der friihen Entstehung von Athe-
rosklerose relevant sein konnte. Viele dieser V@e&mgen gehen auf eine adaquate Reaktion
des Endothels auf Verletzungen zuriick, die eindagerung des Gleichgewichts endothelab-
hangiger Vasodilatation und Vasokonstriktion beltdtaEin Ziel der vorliegenden Arbeit ist die
Darstellung der Wirkung von physiologischen Konratiwnen von VLDL auf die, im Wesentli-

chen durch eine intakte Endothelschicht beeinfiygkissabhangige Dilatation von Arterien.

4.1.1 Auswirkung auf die Tonusentwicklung

Zahlreiche Studien haben sich mit der Rolle vorglyreriden in der Pathogenese der Athe-
rosklerose beschaftigt. Dabei zeigte sich ein ddw@t Zusammenhang zwischen Hypertriglyze-
riddmie und Atherosklerose bzw. der zugrunde lidganPathologie der endothelialen Dysfunk-
tion und herabgesetzter flussabhéngiger Dilatd6oi76]. Mochte man einen Vergleich mit dem
weitaus bekannteren Risikofaktor kardiovaskularekrdhkungen, der Hypercholesterindmie
anstellen, trifft man auf eine unter Experten ggagvleinung. Hiernach induzieren LDLs vor
allem Anderungen in der Permeabilitat der Endotign, der Zelladhasion und der Sekretion
der vasorelaxierenden Substanzen NO und PizIlwahrend VLDLs hauptsachlich das fibrino-
lytische System durch Steigerung des Plasminogéivdthr-Inhibitors (PAI-1) [8] beeinflus-

sen.

Lewis et al. [59] konnten 1997 jedoch zeigen, ddi&s Inhibition der endothel- bzw. NO-
abhangigen Dilatation nicht spezifisch fur LDL ispndern auch durch VLDL hervorgerufen
werden kann. Dieser Effekt konnte indes unter gathsch erhohten Serumspiegeln gemessen
werden. Auch Doi et al. [26] untersuchten den Bffelker Hypertriglyzeriddmie auf die endo-
thelabhangige Dilatation, fanden jedoch keine Be@&omtigung der Vasorelaxation durch
VLDL, sondern allein durch Remnants der LipoprogeiBurch intrakoronare Messung des Ge-

fakdurchmessers und der Flussgeschwindigkeit faddgiyama et al. [51] eine Korrelation von
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VLDL-Remnants mit herabgesetzter endothelabhangi@esiorelaxation unabhangig von ande-
ren koronaren Risikofaktoren. Im Gegensatz zu dem genannten Veroffentlichungen wurde
in dieser Arbeit der Effekt noch physiologischer ML-Konzentrationen (30 mg/dL) auf die

Dilatation von Koronararterien des Menschen unhsuwm einen unverfalschten Eindruck der
Wirkung von VLDL zu erhalten wurde auf die, in deierten Studien praktizierte, vorherige

Kontraktion der Gefal3abschnitte mit tonussteigemn8iebstanzen (Kaliumchlorid, Phenylephri-
ne, Noradrenalin) verzichtet, da hierdurch ber8itgaltransduktionskaskaden aktiviert werden.
Zur Erzeugung eines Ausgangstonus nutzten wir Hiessiplogische Reaktion der GefalRe auf
mechanische Dehnung, die dem Blutdruck entspraamitSonnte eine pharmakologische Be-
einflussung der Signaltransduktion konsequent vedem werden. Ein weiterer Unterschied be-

stand in der Erfassung der Reaktion auf verschieéussgeschwindigkeiten.

In der Literatur wird eine Abnahme der endothelaigihgen Relaxation unter hoher Triglyzerid-
konzentration beschrieben [118]. Diese wurde inRiegel unter Verwendung von verschiede-
nen, endothelabhéngigen Relaxantien (Acetylchglaigstet und gegentber einer endothelunab-
hangigen Relaxation, hervorgerufen durch NO, alayerir[58]. Die Reaktion der GefaRmusku-
latur wurde dabei grof3tenteils vivo durch intraarterielle Applikation der Substanzem @nter-
arm, oder im Tiermodell [111], getestet. Die begterAussagekraft der Messungarvivo liegt
hier sicherlich in der weniger exakten Bestimmueg Bonusentwicklung der glatten Muskula-
tur, wahrend Ergebnisse der Tierversuche nur eaingaskt auf den Menschen tbertragbar sind.
Die Verwendung von explantierten humanen Koronarem ist den Messungen in vivo durch
die direkte Registrierung der Kraftentwicklung dbgen. Verglichen mit Versuchen, in denen
Tierarterien Verwendung fanden, kann eine Aussage hoher klinischer Relevanz getroffen
werden. Hinzu kommt, dass die GefalRe vom Menscloetiriuierlich den zirkulierenden Li-
poproteinen ausgesetzt waren und vermutlich demaddslebenslanger intrazellularer und su-

bintimaler Lipidakkumulation widerspiegeln.

Unter Applikation von physiologischen VLDL-Konzeationen zeigten die Koronararterien eine
eingeschréankte flussabhéngige Dilatation. Diesewsarallem bei niedrigen Flussgeschwindig-
keiten von 5-20 mL/min deutlich herabgesetzt. Wee dergleich mit Experimenten an Gefal3-
abschnitten ohne Endothel zeigt, ist die Einschwégkder flussabhangigen Dilatation haupt-
sachlich endothelabhangig. Es konnte kein sigmiiédaUnterschied der flussabhangigen Dilata-
tion unter Krebslésung und VLDL an deendothelialitgn Praparaten gemessen werden. Diese

Feststellung deckt sich mit Studien, in denen &iembgesetzte flussabhangige Dilatation der
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Arteria brachialis nach postprandial erhéhten VLR&nzentrationen gezeigt wurde [3, 79,
115]. Auch nach Applikation von triglyzeridreichieipidinfusion konnte eine Einschrankung der
flussabhangigen Dilatation (FDD) gesehen werderj. [@Ldmundsson et al. [34] konnten in
einer ahnlich konzipierten Studie jedoch keinenflEgs einer transienten postprandialen Hy-
pertriglyzeriddmie auf die FDD finden. Die Messunge vivo erlauben allein keine Aussage
Uber die Einschrankung bei einzelnen Flussgeschgkaden, da hier nur eine einmalige, einfa-
che Anderung der Flussgeschwindigkeit mittels Stguund anschlieRendem Offnen der ange-
legten Manschette stattfand. Zudem wurde der Bissfldurch das plotzliche Lésen der Stauung
auf nicht physiologische Geschwindigkeiten bis 80 ™L/min gesteigert [115]. Die im Ver-
suchsaufbau der vorliegenden Arbeit mdgliche, gerfaagulierung der Flussgeschwindigkeit

erlaubt eine differenziertere Aussage Uber diedfirnkung der flussabhéngigen Dilatation.

4.1.2 Auswirkung auf die Freisetzung von sekundaren Botestoffen

Wie bereits erlautert, ist eine der Endothelfunktio die Regulation des Kontraktionszustandes
der angrenzenden glatten Gefalimuskelzellen. IrEadeitung wird die Rolle der Botenstoffe
cGMP und cAMP in der FDD beschrieben. In der vgeieden Arbeit wurde die Messung der
Kraft-Potentialentwicklung der Arterienstreifen dirdie nachfolgende Bestimmung dieser Bo-
tenstoffe erganztWie beschrieben, spielen Triglyzeride eine wichtRy@le in der Entstehung
der Arteriosklerose, wobei die Frage des BeitragsEntstehung der endothelialen Dysfunktion
noch nicht ausreichend geklart ist. Die Messung id&gazellularen Konzentration zyklischer
Nukleotide sollte klaren, inwieweit VLDLSs die in#@llulére Signalibertragung beeinflussen.

Bei der Bestimmung der cGMP-Konzentration konnterizaufschlussreiche Beobachtungen
gemacht werden:

1. Die Praparate, die einem konstant niedrigen Flassgepooltem VLDL ausgesetzt wa-
ren, zeigten einen hoheren cGMP-Spiegel als digrndthoraparate. Folglich ist eine ne-
gative Beeinflussung der basalen Freisetzung vaiR@zw. des Vorlaufers NO, durch
VLDL unwahrscheinlich.

2. Der auf den Flussreiz folgende Anstieg von cGMR, ftibtz der hoheren basalen cGMP-
Konzentration, geringer aus. Nach Erh6hung derdsSkiske konnte an Kontrollprapa-
raten eine fast 100%ige Zunahme der intrazellul@&mMP-Konzentration registriert
werden, wahrend diese in den VLDL-Praparaten nuraam75% stieg. Demzufolge
scheint die optimale Ubersetzung des Flussreizediaulatte Muskulatur blockiert zu

sein.
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Der Effekt von VLDL auf die NO-Produktion der glatt Gefal3muskulatur wurde von Takahashi
et al. [110] untersucht. Es zeigte sich, dass ferleukin-B stimulierten glatten GefalBmuskel-
zellen die NO-Akkumulation durcf-VLDL gesteigert wird. Diese Daten entsprechen \der
uns gezeigten, gegenuber den Kontrollen, hohersaldra cGMP-Konzentration der VLDL-
Praparate. Die Anreicherung von NO in den Gefal3elaeken wird von Takahashi et al. auf
eine erhohte Expression der I6slichen NO-Synthaé©§), ein in der Intima und Media von
atherosklerotischen Arterien vorkommendes Enzynj, [Alrtickgefuhrt. Unter physiologischen
Bedingungen wird die NO-Produktion des Gefal3systeors der endothelialen NO-Synthase
(eNOS) reguliert. Obgleich die Funktion der iINOSaitherosklerotischen Gefal3en noch nicht
geklart ist, weisen Daten sowohl auf eine gunstade,auch auf eine schadliche, Wirkung von
NO in atherosklerotischen Prozessen hin. Sata gHldemonstrierten eine biphasische Regu-
lierung der Apoptose durch NO. Niedrige NO-Konzatitmen unterdriicken die Apoptose von
Endothelzellen. Hohe Konzentrationen jedoch supprien den protektiven Mechanismus und
Uben einen pro-apoptotischen und zytotoxischerkE#ef die Zellen aus. Auch Behr-Roussel et
al. [9].weisen auf eine Beschleunigung von athdesskischer Plaquebildung durch hohe, von
der INOS produzierte, NO-Konzentrationen hin. Do@wns gemessenen, hohen basalen cGMP-
Spiegel in normalen Gefal3en kbnnten somit im Sainer bereits unter physiologischen Bedin-

gungen herrschenden pro-atherosklerotischen Wirkong/LDL interpretiert werden.

Minami et al. [69] analysierten die Wirkung vongtsizeridreichen Lipoproteinen auf die endo-
theliale NO-Produktion. Sie konnten eine Unterdtirgk der Endothelin-3 (ET-3) stimulierten
NO-Freisetzung in Endothelzellen durch triglyzegidhe Lipoproteine, die Probanden nach ei-
ner triglyzeridsteigernden Mahlzeit entnommen wardeeigen. Dabei inhibierten die Triglyze-
ride den ET-3-induzierten Kalziumanstieg in Zeltkml Da die eNOS ein Ca-CAM-abhéngiges
Enzym ist, implizieren die Daten eine Inhibierungr @NOS durch Triglyzeride mittels eines
Absenkens der [G4);. Die von uns durchgefiihrten Versuche zeigten jedooe erhthte basale
cGMP-Konzentration. Laut Minami et al. kdnnten gielen VLDL enthaltenen Triglyzeride die
eNOS inhibieren, was zu einem herabgesetzten cGpi& flihren wirde. Folglich scheint

eine Inhibierung der eNOS durch physiologische VERtnzentrationen unwahrscheinlich.

Eine weitere Erklarung der gesteigerten basalen R@®&Mnzentration kdonnte in der hdheren
Viskositat der VLDL-LOsung gegenuber der fur dieritollversuche benutzten Krebslosung
liegen. Wie in der Einleitung (Abschnitt 1.1.1) beseben, ist der am Gefaliendothel angreifen-
de shear-stress proportional zur Viskositat debeistromenden Flussigkeit. Folglich tritt bereits
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unter gleich bleibendem Fluss ein gro3erer sheassiauf, welcher zu einer erhdhten Synthese
von NO und cGMP fiihrt. Gegen die These, die hOMeskositat sei der einzige Ausloser des
gesteigerten basalen NO-Spiegels, spricht, mlagivo Messungen, bei denen die Viskositat des
vorbeistromenden Blutes stets anndhernd gleicbtbleinen Einfluss von VLDL bzw. Triglyze-
riden auf die NOS-Aktivitat zeigten [51].

Untersuchungen zur flussabhangigen NO-Syntheseemurdvivo von Kugiyama et al. [52]
durchgefuhrt. Die Arbeitsgruppe konnte zeigen, disdReaktion von epikardialen Koronararte-
rien auf intrakoronare Infusion von L-NMMA, einemhibitor der NO-Synthase, mit steigendem
Spiegel von VLDL-Remnants abfiel. Diese Ergebnissgesen darauf hin, dass ein Anstieg der
VLDL-Remnants mit einer Abnahme der NO-Bioaktivigihhergeht, welche zu einer Beein-
trachtigung der endothelabhangigen Dilatation imaoen Koronararterien fihrt. Als zugrunde
liegender Mechanismus werden dabei in der artendihtima oxidativ modifizierte Remnants
vermutet, die zu einer erhéhten Ansprechbarkeittheothels fir oxidativen Stress fuhren. Die-
se Hypothese wird von der, an Patienten mit ermdBgg@egeln an VLDL-Remnants beobachte-
ten, verbesserten koronaren vasomotorischen Fumk&gh Applikation des Antioxidans Vita-
min C gestutzt [51]. Demzufolge kdnnte auch fir MLBine Abnahme der NO-Bioaktivitat fur
die eingeschréankte FDD ursachlich sein. In den Viegestellten Versuchen wurde eine Oxida-

tion der Lipoproteine jedoch streng vermieden.

In der Einleitung wird die Rolle von endothelialdeparansulfat-Proteoglykanen als Flusssenso-
ren beschrieben. Siegel et al. [98].konnten zus&tzeigen, dass es zu einer Interaktion von
HS-PG und Lipoproteinen kommt. Der HS-PG-Rezepioddt die Lipoproteine tiber Domanen
in Apolipoproteinen, die reich an basischen Aminwsea sind. Mithilfe der Ellipsometrie konnte
gezeigt werden, dass arteriosklerotische Nanoptaqdie allererste Stufe der arterioskleroti-
schen Plaquebildung, aus einem Komplex aus Kalziupoprotein-Partikeln und dem HS-PG-
Rezeptor bestehen. Die Bindung von Lipoproteinetd&APG fuhrt zu einer Konformationsan-
derung des Flusssensors, die eine Anderung derigatian des Endothels und der Zellmembra-
nen des glatten Gefalimuskels nach sich zieht. BlirHonnte in ellipsometrischen Messungen
eine verstarkte Bildung von arteriosklerotischenndf@aques gesehen werden. Letztendlich
zeigten Praparate die, wie in dieser Arbeit fur \{LBeschrieben, einem steigenden Fluss von
LDL ausgesetzt waren eine Depolarisation der Zetiiman, eine Vasokonstriktion und einen
Abfall des cGMP-Spiegels in GefaRmuskulatur humatmonararterien [100]. Eine Erklarung

fur die von uns gemessene geringere Vasorelaxationden auch geringeren flussabhéangigen
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Anstieg von zyklischen Nukleotiden konnte die Bingwon VLDL an den Flusssensor HS-PG
sein. Uber Aminosauresequenzen in Apolipoprotekafn VLDL an den Flussrezeptor binden
und behindert moglicherweise die Signaltransduktldnabhéangig von einer direkten Wirkung
der VLDL auf die NO-Synthase, wirde somit die Kamzation der sekundaren Botenstoffe
durch eine Blockierung des Sensors weniger ansteigel die flussabhangige Vasodilatation

herabgesetzt sein.

Erstmals konnten wir neben der Korrelation der Ride mit der Tonusentwicklung, der elekt-
romechanischen Kopplung, in glatten Muskelzellaredforrelation der flussabhéngigen Kon-
zentrationsanderung sekundérer Botenstoffe mitTaerusanderung darstellen (siehe Abb. 26
und 27). Unter der Annahme, dass einer definigptezentualen Zunahme der sekundaren Bo-
tenstoffe cGMP und cAMP dieselbe Anderung des Kaktimnszustandes folgt, wurden die Kur-
ven aus den erhaltenen Messwerten unterschiedébarulelter Praparate erstellt. Analog zur
Kurve der elektromechanischen Kopplung [97] ergasieh auch hier sigmoide Kopplungskur-
ven zwischen Tonus und der Konzentration sekunddo&gnstoffe. Dies veranschaulicht, unab-
hangig vom Angriffspunkt der Lipoproteine in degfaltransduktion, den Einfluss von VLDL
auf den Kontraktionszustand der Gefal3e. Die gemesgeringere Konzentrationsanderung der
sekundaren Botenstoffe unter VLDL resultiert inegigeringeren Vasodilatation.

4.2  Wirkung von Apo E4 auf die flussabhéngige Dilattion

Studien Uber die molekulare Struktur und biologesétktivitat von Apo E liefern Hinweise auf
die funktionellen Unterschiede der Apo E-IsoformBer Austausch einer einzigen Aminosaure
im Apo E verdndert die gesamte Konformation des dWidls. Speziell Apo E4-Arginin 61
scheint so ausgerichtet zu sein, dass es einaltitan mit dem Carboxylterminus der Glutamin-
saure 255 vermittelt. Wahrscheinlich fuhrt diesemer einzigartigen Interaktion der Domanen,
der einmaligen Konformation und den einzigartigemi&ionen, die Apo E4 von Apo E3 und
Apo E2 unterscheidet. Diese strukturelle Abweichbeginflusst den Lipoproteinmetabolismus
und fuhrt zu tief greifenden Veranderungen desoisn$pezifischen Effekts von Apo E im kar-
diovaskularen und Nervensystem. Daraus begrindetrscht nur die signifikante Assoziation
von Apo E4 mit der Alzheimer-Demenz (AD), sondeutladie in umfassenden Studien festge-
stellte Assoziation mit kardiovaskuldren ErkrankemgBisher ist der Mechanismus Uber den
Apo E4 zur Entwicklung der AD und kardiovaskuldekrankungen beitragt weitgehend unge-
klart. Ein gemeinsamer Faktor in der Pathogenes®de&iden Erkrankungen kdnnte die patholo-

gische Veranderung von Gefalen in der jeweiligegidresein. Hierbei fallt vor allem den athe-
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rosklerotischen Ablagerungen sowie dessen Vorladfar herabgesetzten flussabhangigen Dila-
tation, eine bedeutende Rolle zu. In dieser Arbeitde der Einfluss von Apo E4-haltigem

VLDL auf die flussabhangige Dilatation untersucht.

4.2.1 Apo E4 und vaskulare Pathologie

Eine Hypothese zur Pathogenese der Alzheimer-Deragdidrt die Entstehung mit vaskularen
Veranderungen. Da die AD urspringlich von der vékem Demenz abgegrenzt wurde, wird
dies jedoch kontrovers diskutiert. Die vaskulareéthese der Alzheimer-Demenz griindet sich
auf epidemiologische und biologische Evidenzenhndenen die Alzheimer-Demenz und das
Krankheitsbild der Atherosklerose/KHK die gleicheisikofaktoren wie Bluthochdruck, Hyper-

cholesterinamie, Diabetes mellitus und Apo E4-Ggmaeilen [102]. Diese Risikofaktoren be-

dingen in Kombination mit der voranschreitendendBefterung das Unterschreiten eines kriti-
schen Schwellenwertes der zerebralen Gewebeperfifstatically attained threshold of ce-

rebral hypoperfusion“, CATCH), in deren Folge esizaversiblen Funktionsausfallen des un-
terversorgten Gewebes kommt [23]. CATCH initiieech diesem Modell einen progressiven
Strukturumbau und Degenerationsprozess von Hirfilaegm. Eine entsprechende mikrovaskul&-
re Pathologie mit luminaler Verformung und Gefal3aaerdickung sind fur Alzheimer-

Patienten beschrieben worden [15, 46]. Laut deol@eTet al. [24].gehen die vaskularen Veran-
derungen mit einer Stoérung der endothelialen NO-blmstase einher, hierauf wird im folgenden

Abschnitt nédher eingegangen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, degsrienstreifen, die homozygotem Apo
E4/E4-VLDL ausgesetzt waren, mit steigendem Flumstriahieren und das Membranpotential
depolarisiert. Sowohl gegentber Kontrollpraparatds,auch gepoolten, d. h. mit unterschiedli-
chen Apo E-Isoformen besetzten, VLDL-Praparatemk®ein signifikanter Unterschied gemes-
sen werden. Die Vasorelaxation auf Flussreiz wuate physiologischen Konzentrationen Apo
E4/E4-VLDL nicht nur eingeschrankt, sondern konpletterbunden. Die kurzzeitige Tonusab-
nahme bei geringem Fluss von 5 mL/min ist wahrsdlodi auf ein zu kurzes Einwirken der
Losung zurtickzufihren, in der diese noch nichtiarRe&zeptoren bzw. die Membran diffundiert
ist. Insgesamt wurde eine kontrahierende Wirkung Apo E4/E4-VLDL auf die glatte Musku-
latur von Arterien nachgewiesen. Wie in vielen $uadyezeigt wurde, tragt die Einschrankung
der flussabhangigen Dilatation eindeutig zur Etisibg von atherosklerotischen Gefal3verande-
rungen bei bzw. geht der Ausbildung von makroskdpschtbaren Lasionen voraus [20]. Folg-
lich liefern unsere Daten einen weiteren Hinweisdié Assoziation von Apo E4 mit der Athe-
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rosklerose. Es kann jedoch keine Aussage uUberidsslirankung der FDD von Apo E4-Tragern
in vivo gemacht werden. Dennoch implizieren die Ergebnidass die Abnahme der FDD unter
Apo E4 ein weiterer Mechanismus der Apo E4-induereAtheroskleroseentstehung ist. Inwie-
weit dieser Prozess an Gehirnarterien ablauft indies zur Pathogenese der AD beitragt ist auf

der Grundlage dieser Daten nur schwer abzuschatzen.

Die Annahme, dass Apo E4 Uber eine negative Bewisiing der FDD die Entstehung bzw. das
Voranschreiten einer AD begunstigt, wird von Untietsungen des Blutflusses und Metabolis-
mus im Gehirn von AD-Patienten und Apo E4-Trageestgtzt. Untersuchungen mit der Po-
sitronen-Emissions-Tomographie (PET) an Alzheimatidhten zeigten einen herabgesetzten
Metabolismus und Blutfluss im parietalen und tenapew Cortex [88]. Parallel dazu konnte an
Apo E4-Tragern eine Hypoperfusion in denselben &fgalen gemessen werden [86]. Scarmeas
et al. [93] bewiesen, dass bereits in jungen Jalkiae Apo E-abhangige Regulierung des
zerebralen Blutflusses besteht. Die Autoren wejsdoch darauf hin, dass der Besitz eines Apo
E4-Allels nicht gleichbedeutend mit der Entwickluemer frihen AD ist. So wird ein signifi-
kanter Anteil der Apo E4-heterozygoten Individuenitirem Leben keine AD entwickeln. Es
wird diskutiert, dass Apo E4 das Entstehen einerfédert anstatt sie zu verursachen [68]. In
der Rotterdam-Studie, einer grol3en prospektivenokehstudie, wurde die Assoziation von
Apo E, Alzheimer-Demenz und Atherosklerose untdrsuRie Untersuchungsergebnisse deuten
auf eine Interaktion hin, die in einer steigendeavBlenz von AD und Atherosklerose bei Apo
E4-Tragern besteht [39, 102]. Die Erkenntnissereftadie von Prince et al. [83] weisen darauf
hin, dass Apo E4 das Risiko einer AD unabhangig dfekt auf den Lipidmetabolismus und

die Atherogenese steigert.

Folglich besteht laut gangiger Expertenmeinungegnieutiger Zusammenhang zwischen dem
Vorhandensein von Apolipoprotein E4 und dem Risghoer Atheroskleroseentstehung, sowie
der Entwicklung einer Alzheimer-Demenz. Es existtebisher jedoch nicht ausreichend Unter-
suchungen zur Klarung der Frage, ob Apo E4 diedmelrozesse Uber ein zumindest teilweise

identisches Eingreifen in Stoffwechselprozesse@eféil3strukturen beeinflusst.

4.2.2 Apo E4 und NO-Produktion

McCarty et al. [65] befassten sich mit der Fragksig, ob eine effiziente zerebrovaskulare NO-
Produktion protektiv auf die Entstehung einer ADk&n kann. Von zerebrovaskularen Endo-
thelzellen produziertes NO hat das Potential, isshdere in Anbetracht der Tatsache, dass das
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GefalRendothel, aufgrund des disproportional grdRurerstoffoedarfs der Gehirnzellen, ein im
Gehirn vielfach vorkommendes Gewebe ist, einen gdiea Einfluss auf die Gehirnfunktion
auszuuben. Dabei wirkt NO einerseits direkt auf@ehirnzellen und andererseits fordert es die
effiziente Durchblutung durch NO-vermittelte Vadathtion. So konnte gezeigt werden, dass
der Nitratspiegel im Liquor von AD-Patienten sigkaint niedriger ist, was als Hinweis auf eine
geringere zerebrale NO-Produktion gedeutet wur@. [l postmortalen Untersuchungen des
temporalen Kortex von AD-Patienten wurde eine ufo36duzierte Konzentration der I6slichen
Guanylatzyklase gefunden [13]. Interessanterwets®tein vitro ein zytotoxischer Effekt von
B-Amyloid auf Endothelzellen nachgewiesen werden; def eine stimulierte Superoxid-
Produktion zuriickzufiihren ist, welches spontanNi@t reagiert, folglich den NO-Spiegel redu-
ziert [104]. Diese Erkenntnisse bewogen Stamlex.dtL04] zu der Frage, ob ein Defizit an en-
dothelialem NO zum klinischen Syndrom der AD bejtrdie Pathogenese der AD zieht daher

maoglicherweise die Suppression der vaskularen Ngghiktion nach sich.

De la Torre et al. [24] postulieren hingegen, deise verminderte NO-Produktion durch die
eNOS in GehirngefalRen von AD-Patienten ursachlichder Pathogenese beteiligt ist. Wird
durch das Zusammenspiel von Gefal3alterung und l&asku Risikofaktoren der kritische

Schwellenwert der Gewebeperfusion chronisch urhetsen, pradisponiert dieser Zustand zu
kapillaren Veranderungen, die ihrerseits die bad#leFreisetzung der Endothelzellen beein-
flussen. Bedeutend ist, dass NO normalerweise tkoietilich von Endothelzellen produziert

wird, die einem pulsatilen Fluss ausgesetzt sind. gestorte NO-Homoostase 16st eine Ver-
schiebung des Gleichgewichts im mikrovaskularenedilaus, die in Veranderungen der Form
und Struktur der Endothelzellen resultiert. Der @&helzellschaden fuhrt zu weiteren strukturel-
len Veranderungen im kapillaren GefalRbett, die gestorte Hamodynamik und somit eine re-
duzierte Bereitstellung von energiereichen Substratach sich ziehen. Letztendlich fuhrt die
chronische Unterversorgung der Gehirnzellen zu lelesthriebenen charakteristischen bioche-
mischen und strukturellen Veranderungen der Hi@@efvon Alzheimer-Patienten, klinisch

bemerkbar am kognitiven Abbau. Dabei erlaubt inebdsre der Abfall des basalen NO-
Spiegels, dass die proinflammatorischen Effekte somyloid-B hervortreten, ein zusatzlicher

Trigger der Erkrankung.

Anstelle der direkten Messung von NO wurde in uaisérbeitsgruppe die Messung von zykli-
schen Nukleotiden durchgefihrt. Diese Botenstgfiegeln die Freisetzung von NO aus shear-

stress ausgesetzten Endothelzellen wieder. Dieestetiten Daten zeigen eine hthere basale
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cGMP- und cAMP-Konzentration, im Vergleich zu Préan, die einem gleich bleibenden
Fluss ausgesetzt waren. Wird der Fluss stufenvgeisteigert, resultiert eine Abnahme der Kon-
zentration zyklischer Nukleotide, im Gegensatz en dleichbehandelten Kontrollen (siehe Ta-
belle 2). Die hohere basale Konzentration ist nobgliweise auf eine hohere Viskositat der Li-
pidldsung zurickzufihren, verglichen mit der fle diontrollversuche verwendeten Krebslo-
sung. Wie in Abschnitt 1.1.1 beschrieben, ist anf@Gendothel angreifender shear-stress pro-
portional zur Viskositat und Menge der vorbeistrowen Flissigkeit. Die Menge der vorbei-
stromenden Flussigkeit wurde im vorgestellten Velnsaufbau fest definiert. Die unterschiedli-
chen Viskositaten der verwendeten Loésungen geheglichérweise mit ungleich ansetzenden
Scherkréaften einher, welche sich in der Hohe vasabheigesetztem cGMP und cAMP wider-
spiegeln. Dennoch zeigen die Messungen nach Steigaeter Flussgeschwindigkeit einen von
der Viskositat unabhangigen und auf das Apo E4-ViAbtiickzufihrenden Effekt.

Wie von Siegel et al. [99] beschrieben, wird dausBleiz von auf dem Endothel befindlichen
HS-PG Ubersetzt (siehe Anschnitt 1.1.1). Betraahtet die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit,
stellt sich die Frage, ob eine Verbindung zwisctiem herabgesetzten NO-Spiegel in Gehirnge-
falRen von AD-Patienten und dem BindungsverhaltenA@o E4 an HS-PG besteht. So kdnnte
die Bindung von Apo E4 an HS-PG [64] die Ubersetzdaes Flussreizes negativ beeinflussen,
und somit zu einem herabgesetzten NO-Spiegel inr@gfalen von Alzheimer-Patienten fuh-
ren. Um eine genauere Aussage hinsichtlich ein@irlassung der Pathogenese der AD im
Sinne der vaskularen Hypothese durch eine soldeeaktion treffen zu kénnen, sind detaillierte

Untersuchungen notwendig.
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5. Zusammenfassung

Die Wirkung von VLDL-Isoformen auf die flussabhaggiDilatation von Koronararterien ist im
Hinblick auf die Entstehung von arteriosklerotischéeranderungen, die zum Krankheitsbild der
Koronaren Herzerkrankung fuhren, als auch an Gattenen, einem pathologischen Korrelat
der Alzheimer-Demenz, ein interessantes, bisheungizhend untersuchtes Phanomen. Die Fra-
ge nach einem von der Apo E-Isoform abhangigenlissafauf die Dilatation ist von Bedeutung,
insbesondere aufgrund der Tatsache, dass die Hgoieyir Apo E4 ein Risikofaktor fur bei-
de Krankheitsbilder ist.

In dieser Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt warddass die flussabhéangige Dilatation, als
wesentlicher Regulator der GefalRweite im arteme8gstem, von physiologischen Konzentrati-
onen des VLDL beeinflusst wird. Dartber hinaus Imam eine unterschiedliche Reaktion der
GefalRe auf gepooltes, mit verschiedenen Apo E-iswdo besetztes, und auf homozygotes Apo
E4/E4-VLDL gemessen. Hierzu wurde an unbehandefterkten humanen Koronararterien in
Abhangigkeit von steigenden Flussraten die Krafteaiiung mit einem induktiven Kraftauf-
nehmer, das Membranpotential intrazellular mit @liksoelektroden und anschlielRend die in-
trazellulare Konzentration der zyklischen NukleettdAMP und cGMP bestimmt.

Die dilatative Reaktion glatter GefalBmuskulatur stefgende Flussraten von VLDL-L&sung war
gegenuber der Reaktion auf Krebslosung im Bereieldriger Flussraten signifikant einge-

schrankt. Bei einer maximalen Flussrate der Kretaglg von 100 mL/min nahm der Tonus der
Gefal3streifen um 16 % ab und die Zellen hypermmtten. Unter VLDL-LOsung wurde eine

geringere Tonusabnahme von 9% gemessen, entspdeabeh eine geringere Hyperpolarisati-
on. Die Quantifizierung des Einflusses der Very-LDensity-Lipoproteine auf die Signaltrans-

duktion zeigte eine um 20% reduzierte cGMP- undfast 50% reduzierte CAMP-Freisetzung,
in Ubereinstimmung mit der eingeschrankten RelaxatWie der Vergleich mit Experimenten

an Gefafllabschnitten ohne Endothel zeigt, ist disdBrankung der flussabhangigen Dilatation
hauptséachlich endothelabhéngig. Es wurde kein féigniter Unterschied der flussabhangigen
Dilatation unter Krebslosung versus VLDL an deehdbalisierten Praparaten gemessen.

BekanntermalRen geht die Atherosklerose mit eindotéelialen Dysfunktion einher. Die Er-
gebnisse dieser Arbeit weisen darauf hin, dassitbdreintakten Gefal3en die physiologische

Relaxation glatter GefaBmuskulatur auf FlussreicldLDL negativ beeinflusst wird. Dabei
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scheint die Abnahme der Vasodilatation unter phggischen VLDL-Konzentrationen auf eine
Bindung an Flusssensoren, und folglich auf die Bioe der optimalen Ubersetzung des Fluss-

reizes mittels Bildung von sekundaren Botenstoffemiickzugehen.

In weiteren Untersuchungen wurde unter homozygdpm E4/E4-VLDL eine komplette Auf-
hebung der flussabhangigen Dilatation beobachtet.sBeigenden Flussraten kam es zu einer
signifikanten Tonuszunahme der glatten Gefalmuskuland zur Depolarisation ihrer Zell-
membranen. Dabei lag der Tonus der Arterienstrdifenmaximaler Flussrate um 13 % Uber
dem Ausgangstonus. Gleichzeitig wurde eine Konagéintrisabnahme der Botenstoffe cGMP
und cAMP bestimmt. Insgesamt konnten wir eine lamarende Wirkung von Apo E4 auf die

glatte Muskulatur von Arterien nachweisen.

Laut gangiger Meinung ist Apolipoprotein E4 ein elallargenetischer Risikofaktor fir Athe-
roskleroseentstehung sowie Entwicklung einer AlriegiDemenz. Diese Assoziation ist auf
pathophysiologischer Ebene bisher unzureichendrautkt. Die in dieser Arbeit erstmals ge-
messene Einschréankung der flussabhangigen Dilatatibgleichzeitiger Abnahme der sekunda-
ren Botenstoffe in der Gefallmuskulatur von Apo BN DL-ausgesetzten Koronararterien
kénnte ein weiterer Mechanismus sein, Uber demger E4-Genotyp an der Entstehung dieser

Erkrankungen beteiligt ist.
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Anhang

Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichenn@ein in der elektronischen Version

meiner Arbeit nicht veroffentlicht.

78



Anhang

Danksagung

In erster Linie gilt mein herzlicher Dank Herrn Rassor Dr. Gunter Siegel fiir die Uberlas-
sung des Themas und die Méglichkeit der Promotionirestitut fir Physiologie der Charité

Berlin. Mit seinem grof3en Enthusiasmus und der Bégeing flir das Thema hat er nicht nur
erheblich zum Gelingen der Arbeit beigetragen, samderstand es mich zu jeder Zeit und
auch nachhaltig fur die Wissenschaft zu begeisteeme standige Bereitschaft zur Teilnahme

an teilweise nachtlichen Experimenten wird mir betos in Erinnerung bleiben.

Bei Frau Angela Becker mdchte ich mich fur die &litfei der Versuchsdurchfiihrung und der
logistischen Planung bedanken. Mit Ihrer grof3entiReun der Laborarbeit und Perfektion

des Versuchsablaufs hat sie wesentlich zum Gelidgeixperimente beigetragen.

Fur die Kooperation zur Gewinnung der Praparaté&elah Herrn Professor Dr. Roland Het-
zer und den Mitarbeitern des Deutschen HerzzentiBerfn. Vor allem Herrn Dr. Frank

Barthel, der zu jeder Zeit bereit war mir flr diatkahme der Arterien zur Seite zu stehen.
Gleichermal3en méchte ich mich bei Frau Dr. Ursudsd€er und den Patienten des Stoff-

wechselzentrums der Charité Berlin fur die Berelbsng der Lipidldsungen bedanken.

Herrn Professor Dr. Karl Winkler und den Mitarbemt&les Instituts fur Klinische Chemie der
Universitat Freiburg danke ich fur Isolierung depaproteine. Fir die Hilfe bei der Bestim-
mung der Konzentration der sekundéren Botenstoféehte ich mich bei Prof. Dr. med.
Hans-Werner Hofer bedanken.

Ganz besonders danke ich meinen Eltern, die darehlangjahrige und unermidliche Unter-

stutzung die Fertigstellung der Arbeit erméglichban.

Den unbekannten Organspendern gebuhrt meine Anarkgnund Dank fur die Bereitschaft

zur Uberlassung ihrer Organe, die diese Arbeitarsibglichte.

79



Anhang

Erklarung

»Ich, Jana Schlangen, erkléare, dass ich die vogiel®issertationsschrift mit dem Thema:
Die Wirkung von VLDL-Isoformen auf die flussabhaggiDilatation an Koronararterien des
Menschen selbst verfasst und keine anderen alangiegebenen Quellen und Hilfsmittel be-

nutzt, ohne die (unzuldssige) Hilfe Dritter vertagad auch in Teilen keine Kopien anderer
Arbeiten dargestellt habe.”

Berlin, den 19.10.09 Jana Schlangen

80



