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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1. Atherosklerose

Die Atherosklerose ist eine inflammatorische Erkiarg der Gefal3e, die sich in verschiedene
Stadien einteilen lasst. Diese werden von spehdisczellularen und molekularen Prozessen
unterhalten [1]. Spezielle Bereiche im arteriell@afalRsystem, wie z.B. Gefal3abzweigungen,
Bifurkationen und Kurven verursachen charaktegbiis Veranderungen innerhalb des
Blutflusses, vor allem erhdhte Scherkrafte durchistékte Turbulenzen [2]. An diesen
Lokalisationen wird die GefaBwand durch die Bildwpgzifischer Molektle verandert, die eine
Adhasion, Migration und Akkumulation von Monozytemd T-Zellen verursachen. Solche
Adhasionsmolekiile, die als Rezeptoren fur Glykokgaje und Integrine auf der Oberflache
von Monozyten und T-Zellen fungieren, sind z.B. tlhemte Selektine, interzellulare
Adhéasionsmolekile (ICAM) und vaskuldare Zelladh&smnolekile (VCAM) [3]. Diese
Interaktionen zwischen Liganden und Rezeptorenvigkén weitere mononukleare Zellen,
induzieren Zellproliferation und helfen der Entziingsantwort sich in dem Bereich der Lasion
zu definieren und zu lokalisieren (Abbildung 1A).oMkule, die fur die Migration von
Leukozyten durch das Endothel bedeutend sind wieB. z.das Plattchen-
Endothelzelladhasionsmolekil (PECAM) [4], wirkersammen mit von Endothelzellen, glatten
GefalRmuskelzellen und Monozyten gebildetdremotaktisch wirksamen Molekilen wie z.B.
Monozyten-chemotaktisches Protein 1 (MCP-1), Osiabp [5] und oxidativ modifiziertes
LDL, die die Migration von Monozyten und T-Zellen die Gefallwand stimulieren (Abbildung
1B) [6]. Die Natur des Blutflusses — gleich ob S&h&fte und Turbulenzen hoch oder niedrig
sind — ist u.a. ausschlaggebend fur die Entstelvongatherosklerotischen Lasionen in diesen
GefaRabschnitten. Verdnderungen des Blutflusse$herhdie Expression von Genen, die in
ihren Promotor-Regionen Elemente besitzen, diSabkrkrafte antworten. So besitzen z.B. die
Gene von Endothelzellen, die fiur ICAM-1 [7], die Ktte des Plattchen-assoziierten
Wachstumsfaktors (PDGF-B) [8] und fiir den Gewebkiald] codieren, diese Elemente. Die
Genexpression ist bei erhdhten Scherkraften erfid@jt Verdnderungen des Blutflusses sind
deshalb bedeutend fir die Bestimmung welcher Gef&Rth fur eine Lasion anfalliger ist [11-
13]. Einlagerung und Adhasion von Monozyten und€lleh ereignen sich in diesen Bereichen
aufgrund der Hochregulation von Adhasionsmolekidewohl auf Endothelzellen als auch auf
Leukozyten. Neben der Art des Blutflusses ist dinbe Plasmakonzentration von Cholesterin,
vor allem von LDL (low-density lipoprotein), einater Risikofaktoren erster Ordnung fur

Atherosklerose.
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1. Einleitung

Obwohl Anderungen des Lebensstils und die Nutzumg neuen Pharmaka zur Senkung der
Cholesterinwerte im Plasma [14] einen wichtigen vpridiven Ansatz darstellen, sind

kardiovaskuléare Erkrankungen weiterhin Todesursa¢hmer eins in den USA, Europa und

weiten Teilen Asiens [15, 16]. Die atherosklerdimse Lasionen entstehen prinzipiell in grol3en
und mittelgrof3en elastischen und muskuléren Arteded kdnnen zu Ischamien bis hin zum
Infarkt von Herz, Gehirn oder Extremitaten fuhreBie konnen wahrend der gesamten
Lebenszeit einer Person vorhanden sein. Die friiRsten einer L&sion, auch ,fatty streak*

genannt, kann schon bei Kindern und Jugendlichebdmhtet werden [17] und ist eine rein
inflammatorische Lasion, bestehend aus von Monozgtesstammenden Makrophagen und T-
Lymphozyten [18]. Chemokine sind fiir die Einwandeywnd Akkumulation von Makrophagen

in fatty streak” Lasionen verantwortlich (AbbildgriB) [12, 19]. Im Rahmen der ,response-to-
injury* Hypothese der Atherosklerose, wird davonsgegangen, dass die endotheliale
Dysfunktion ein wesentlicher Mechanismus der AtBkleroseentstehung ist. Jede
charakteristische Lasion der Atherosklerose repté#seé ein anderes Stadium in einem
chronisch entziindlichen Prozess in der Gefallwarainwdieser Prozess unvermindartd

exzessiv andauert, resultiert daraus eine fortgatate und komplizierte Lasion.
Ursachen der endothelialen Dysfunktion, die zu Aikklerose fuhrt, sind:

* erhohtes und modifiziertes LDL, wie z.B. die oxitéeVariante des LDL (oxLDL)
e durch u.a. das Rauchen von Zigaretten verursaatiteRadikale

* Hypertension

» Diabetes mellitus

* genetische Disposition

* erhohte Plasmakonzentration von Homozystein

« infektiose Mikroorganismen wie Herpesviren oderadmydia pneumoniae

» die Kombination aus diesen oder anderen Faktor@n2P]

Durch die endotheliale Dysfunktion wird die Gefa®apermeabilitat und die Adhé&sion von
Leukozyten oder Thrombozyten an der Intima erhéril antiaggregatorische Faktoren des
Endothels, wie z.B. Prostavasin, nicht mehr in @gbendem Mal3e gebildet werden [2R]e
Lasion induziert im Endothel des Weiteren prokoatprische anstatt antikoagulatorische
Eigenschaften sowie die Bildung von vasoaktiven eWkdlen, Zytokinen und

Wachstumsfaktoren.
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1. Einleitung

Wenn die inflammatorische Antwort die angreifendegenzien nicht effektiv neutralisiert oder
zurtckdrangt, kann sie fur unbestimmte Zeit andaudn diesem Fall stimuliert die
inflammatorische Antwort die Migration und Prolié¢ion von glatten Gefal3muskelzellen im
Entziindungsgebiet, was eine intermedidre Lasiononerft. Wenn dieser Stimulus ungehindert
andauert, kann sich die Arterienwand derart vemhcklass es zur Einengung des GefalR3lumens
kommt. Dieser Vorgang kann anfanglich bis zu eingewissen Grad durch Vasodilatation
kompensiert werden [23]. Dieses Phanomen wird ,gghng” genannt und fallt daher in die
Umbauphase. Wahrend der Atherogenese sind nur @Brgnulozyten prasent, stattdessen
besteht die Entztiindungsantwort in den verschied8texhien der Krankheit aus von Monozyten
abstammenden Makrophagen und spezifischen Subtypan T-Lymphozyten [24].Eine
fortwahrende Entzindung fuhrt zu wachsenden Zatten Makrophagen und Lymphozyten,
welche aus dem Blut in die Lasion wandern um sictht du vervielfachen. Die Aktivierung
dieser Zellen fuhrt zur Freisetzung von hydrolytiese Enzymen, Zytokinen, Chemokinen und
Wachstumsfaktoren [25, 26], welche weitere Schadiga der Gefallwand bis hin zur
Ausbildung von fokalen Nekrosen zur Folge haber].[Pie Kombination aus Akkumulation
von mononukledren Zellen, Migration und Prolifesativon glatten Gefaldmuskelzellen und die
Bildung von fibrésem Gewebe fiihrt zu einer weiteviamgrofRerung und Formierung der Lasion
mit Bildung einer fibrotischen Kappe, welche demtzemdungskern aus Fetteinlagerung und
Nekrose aufliegt. Es wird dann von der sogenanfegeschrittenen, komplizierten Lasion
gesprochen (Abbildung 1C). Ab einem gewissen Grahkdas Gefald diesen Vorgang nicht
langer durch Vasodilatation kompensieren; die L&gann dann das Gefalldlumen einengen und
den Blutfluss veranderrBei den meisten Patienten tritt der Myokardinfaalg ein plotzliches
Ergebnis einer Erosion bei ungleicher Ausdinnungr &uptur der fibrosen Kappe auf, oft an
einer prominenten Stelle der Lasion, in die Makegdn einwandern, akkumulieren und
aktiviert werden (Abbildung 1D) [28, 29]. Die Abgang der fibrosen Kappe wird durch
Metallproteinasen wie Kollagenasen, Elastasen urahtglysine beeinflusst [30]. Aktivierte T-
Zellen stimulieren die Produktion von Matrix-Metaibteinasen (MMPs) durch Makrophagen in
den Lasionen, welches zur Instabilitdt der Plaquetfund eine Immunantwort zur Folge hat
[31]. Diese Veranderungen werden des Weiteren keglevon der Produktion
prokoagulatorischer Gewebefaktoren [32, 33], diedsrum die Wahrscheinlichkeit einer
Thrombose erhéhermhrombozytenadhasion und wandstandige Thrombogk wdanquitar bei
der Entstehung und der Bildung einer atherosklscb&n Lasion bei Tier und Mensch
vorhanden (Abbildung 1B) [20].
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1. Einleitung

Thrombozyten werden durch endotheliale Dysfunkti€allagen-Exposition und Makrophagen
angezogen. Nach Aktivierung setzen Thrombozytenrdi@ranula gespeicherten Zytokine und
Wachstumsfaktoren frei, die zusammen mit ThromBindie Migration und Proliferation von
glatten GefalBmuskelzellen und Monozyten in die ddsiverantwortlich sind [34].
Proinflammatorische Stimuli wie Interleukin-1 (ID-&nd Tumornekrosefaktor (TNF) regulieren
auch die Freisetzung von sekretorischer Phosplsaipa Typ lla (SPLA-Ila) dramatisch hoch
[35-38]. Erhohte Konzentrationen der sREa in entzindlichen Regionen legen nahe, dass
dieses Enzym eine entscheidende Rolle in der Aiishgeder Entziindungsantwort spielt [39-
41], was durch verschiedene in-vivo-Studien bagtaterden konnte [42]. Die Phospholipase A
(PLA,) reprasentiert eine wachsende Familie von Enzyrden,die sn-2-Ester-Bindung von
Glycerophospholipiden von Zellmembranen und Liptgiren hydrolysieren und so
Lysophospholipide und freie Fettsduren freisetzemmschlie3lich Arachidonsaure, die ein
Vorlaufer der bioaktiven Eikosanoide wie Prostadlan E (PGE) ist [43]. Diese
Hydrolyseprodukte kdnnen eine Vielzahl von proinflaatorischen Wirkungen auslosen, die
zur Entwicklung einer atherosklerotischen Plaquerdi [44-47]. Klinische Studien besagen,
dass eine erhdhte Konzentration von Rléinen erheblichen unabhangigen Risikofaktor fir
koronare Herzkrankheit darstellt [48-50]. Die Hypede der Beteiligung von sPkMa bei der
Pathogenese der Atherosklerose wurde durch inDaen verstarkt, die zeigten, dass sRLA

transgene Mause eine erhohte Anfalligkeit fur Atis&terose haben [37, 51].
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1. Einleitung

Endothel- Leukozyten- Endothel-  Leukozyten- SMC- Schaumzell- T-Zell- Thrombozyten- Leukozyten-
permeabilitat migration adhdsion adhdsion Migration Bildung Aktivierung einwanderung einwanderung

Makrophagen- Bildung des Bildung der Plaque- Ausdiinnung der Blutung aus GefaBen der
akkumulation nekrotischen Kerns fibrosen Kappe ruptur fibrésen Kappe Plaque

Abbildung 1: Entstehung einer atherosklerotischen Esion [1].

A) Faktoren, die fur die frihsten Veranderungereeatherosklerotischen Lasion verantwortlich sind:
Erhohte endotheliale Permeabilitdt, erhdhte Exjprasson Adhasions-Molekilen und Migration von
Leukozyten in die Arterienwand.

B) Faktoren, die fir die Bildung von ,fatty stredk®rantwortlich sind:

Einwanderung von glatten Gefalmuskelzellen, Aktivig von T-Zellen Bildung von Schaumzellen,
Adhéasion und Aggregation von Thrombozyten.

C) Faktoren, die fur die Genese von kompliziertre@sklerotischen Lasionen verantwortlich sind:
Bildung einer fibrésen Kappe, Bildung eines nelsditen Kerns, Akkumulation von Makrophagen

D) Faktoren, die fur die Bildung instabiler Plaqwesantwortlich sind:

Ruptur der fibrésen Kappe oder Ulzeration der fierd Plaque, Ausdinnung der fibrosen Kappe,
Blutungen aus den vasa vasorum oder aus dem LuereArterie sowie Bildung eines Thrombus mit

konsekutivem GefalRverschluss.
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1. Einleitung

1.2. Endotheliale Dysfunktion

Das Endothel besteht aus einer einlagigen Schicht Zellen, die die Innenwand von allen
BlutgefaRen und vom Herzen auskleidet und so einehtige Grenzflache mit dem
zirkulierenden Blut bildet. Das hoch spezialisiertynamische Gewebe hat wohlbekannte
Funktionen in der kardiovaskularen Homdostase, chirefilich autokriner, parakriner,
endokriner und immunologischer Funktionen, bei twetierung des Entzindungsprozesses
durch Erhohung der Zelladhasion und Permeabilitdvies bei der Erhaltung der
FlieReigenschaften des Blutes [52, 53]. Aul3erdemm&i Endothelzellen Veranderungen der
Ortlichen mit dem Blut Ubertragenen Signale, dembdynamischen Krafte und des
Sauerstoffpartialdrucks erkennen und darauf anemorhdem sie das Gleichgewicht zwischen

den folgenden potentiell gegenséatzlich wirkendesz@ssen adaquat modulieren:

() Vasodilatation und Vasokonstriktion, wodurch defdB¢onus reguliert wird

(1)) antithrombotische und prokoagulatorische Wirkung@mdurch die Hamostase
beeinflusst wird

(i) Zellproliferation und Apoptose, wodurch das Wachsund die Anzahl der Zellen in

der GefalRwand angepasst werden.

Diese endothelialen Funktionen werden durch dieggte Produktion und Freisetzung von
parakrinen Mediatoren wie, z.B. NO (Stickstoffmorm)xET-1 (Endothelin-1), Prostacyclin und
Wachstumsfaktor vermittelt, sowie durch die Akgitvon Oberflachenenzymen wie ACE
(Angiotensin-konvertierendes Enzym) und tPA (gewspleeifischer Plasminogenaktivator) und
durch die Freisetzung von Oberflachenproteinen Wwihasionsmolekilen [52]. Wenn das
GefalRendothel nicht mehr in der Lage ist die pHggischen Mechanismen zur Regulation des
GefalRradius, der Blutgerinnung und der Produktiotiirdlammatorischer Zytokine in der
vorgesehenen Weise zu leisten, wird von endotleell@y/sfunktion gesprochen [45]. Bisweilen
etwas unprazise wird heute unter diesem Begrifé @erminderte Fahigkeit des Endothels, auf
einen adaquaten Reiz hin mit einer NO-Freisetzungeagieren, verstanden. Die Bildung von
NO, die durch eine spezifische Enzymklasse, die 3y@thasen (NOS), katalysiert wird, stellt
die qualitativ und quantitativ wichtigste vasodiégaénde Komponente dar [54]. Den quantitativ
bedeutendsten Anteil an der NO-Bildung in der Ehdlzellschicht nimmt die endotheliale NOS
(eNOS) ein [55]. Endotheliale Dysfunktion im Sinrener verminderten Fahigkeit des
Endothels, auf einen adaquaten Reiz hin mit ein@-Axeisetzung zu reagieren, konnte in
Experimenten aufgrund der Reaktion von Gefal3enfumittionseingeschréanktem Endothel auf
Acetylcholin (ACh) gezeigt werden [56].
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1. Einleitung

Zum einen wirkt ACh Uber vaskulare muskarinerge dpéaren vasokonstriktorisch, zum
anderen unter physiologischen Bedingungen durchEgaiothel vermittelt vasodilatatorisch,
wobei es zur Aktivierung der eNOS kommt. Unter pblpgyischen Bedingungen dominieren die
vasodilatatorischen Einfliisse Uber die vasokorgignenden, wéhrend sich dieses Verhaltnis
unter pathophysiologischen Bedingungen umkehrt. &oerwiegt in Bereichen von
Endothellasionen mit daraus folgender inadaqua@Pxeisetzung die Uber den muskarinergen
Mechanismus vasokonstringierende Wirkung von ACI5-98]. In-vivo-Experimente an
hypercholesterinamischen Hasen und Affen mit erelatler Dysfunktion bestatigten diesen
Mechanismus [56, 57]. Bei Patienten mit Atherosider[59], koronarer Herzkrankheit [58, 60],
Herzinsuffizienz [61], Hypertonie [52, 62], Hypeniasterindmie [52] oder Diabetes mellitus
[63], bei deren Atiologie eine endotheliale Dysftiak hauptsachlich zugrunde liegt, werden
ahnliche Beobachtungen gemacht. Dieser Mechanisteusveranderten endothelabhéngigen
Vasodilatation zeigt in den verschiedenen Kranlgegitititen eine multifaktorielle Atiologie,
wobei die Veranderungen von spezifischen Manifesiah der geschadigten Gefaliregion und
der Dauer der Schadigung abhangig sind. So schainnhehrter oxidativer Stress einen
wichtigen Mechanismus in der Entstehung der endiatae Dysfunktion im Rahmen vieler
kardiovaskularer Erkrankungen darzustellen, obfpleatich andere Mechanismen wie eine
verminderte Ausschittung oder Aktivitat von NOSwiken durften [52]. Durch eine Anzahl
von Studien konnte gezeigt werden, dass die haulpishe Quelle fir reaktive
Sauerstoffradikale (ROS) und somit fur den erholoedativen Stress die vaskularen NADPH-
Oxidasen sind. Dabei geht die erhohte NADPH-Oxidulg#vitdt aus verschiedenen Zellen
innerhalb der GefalBwand hervor, wie z.B. von Englatilen, glatten GefalRmuskelzellen,
Fibroblasten der Adventitia und Entzindungszell@d).[ Die traditionellen Risikofaktoren fur
die Entstehung der Atherosklerose, wie DyslipidgBiathochdruck, Diabetes mellitus und das
Rauchen von Zigaretten, sind alle mit endothelidgsfunktion assoziiert, die zumindest
teilweise auf die erhohte Produktion von ROS zurutkhren ist [52]. Des Weiteren konnte
gezeigt werden, dass jeder einzelne dieser Faki;eNADPH-Oxidase-Aktivitat zu steigern
und dadurch die endothelabhangige (NO-abhangigsepdiatation zu beeintrachtigen vermag
[64-67]. Dieses Enzymsystem wird von einer Vielzath weiteren Stimuli aktiviert, wozu auch
die sPLA zahlt [68].
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1. Einleitung

1.3. Sekretorische Phospholipase-ATyp lla

1.3.1. Familie und Wirkung der sPLA,

Phospholipasen werden als Esterasen Kklassifiziertd ukommen ubiquitar im
Saugetierorganismus vor. Entsprechend der Positidae Esterbindungen, welche hydrolytisch
von Phospholipasen gespalten werden, kdnnen digntsnin die Acylhydrolasen PLAPLA,,
PLB und in Lysophospholipasen sowie in die Phosmstérasen PLC und PLD eingeteilt
werden [69]. Wahrend des letzten Jahrzehnts wufennterschiedliche PLAentdeckt, die
sich bis jetzt in vier Hauptfamilien einteilen lass sekretorische PLA cytosolische PLA
calciumunabhangige PLA und PAF-Acetylhydrolase [70-72]. Die PLA(anteilsmaRig
bedeutendste PL) setzt aus den Phospholipidunterieam der Zellmembranen Arachidonsaure
(mehrfach ungesattigte Fettsaure), die in der posttion der Phospholipide gebunden ist, frei.
Die freigesetzten Arachidonsauren kdnnen durchCgiedooxygenase-1 (COX-1) und -2 (COX-
2) in Prostaglandine (Abbildung 2), durch die pdxygenase, die 12-Lipoxygenase oder die
15-Lipoxygenase in Leukotriene und durch die Eikwrg der Cytochrom-P450-
Monoxygenasen in Epoxyeicotetraensaure umgewaweetten [73]. Dadurch entstehen sowonhl
vasokonstringierende als auch vasodilatierende &fedin. Aufgrund der unterschiedlichen
Expression dieser entsprechenden Enzymsysteme im ailezelnen Geweben entstehen
spezifische Reaktionsmuster, die auf die Freisgfzigr Arachidonséure folgen. Eine der am
besten charakterisierten Typen der Bli#t die sekretorische Phospholipasgd&r Gruppe lla
[74, 75], welche initial in der Synovialflissigkdiei rheumatoider Arthritis isoliert wurde und
ursprunglich als nicht-pankreatische oder Synopeegische PLA bezeichnet wurde [39, 40,
76]. Das Enzym wurde 1989 geklont und die Kristallsur wurde 1991 verdoffentlicht [39, 77].
Die sPLA-Ila hat ein niedriges Molekulargewicht (14 kDa}, Histidin- und Calcium-abhangig,
besteht aus wesentlichen Proteinen, die reich aginiésr und Lysin sind und besitzt 7
Disulfidbriicken, welche eine starre Struktur undd@v/standsfahigkeit gegentber pH-Werten
und thermaler und proteolytischer Denaturierung &weleisten [71]. Die sPLAvon S&ugern
scheint in verschiedenen physiologischen und pagfsmthen Prozessen involviert zu sein. Dazu
gehdren die Verdauung von Lipiden, die Ausschittwog potenten Lipidmediatoren als
Antwort auf stimulierende Zytokine [75], die Zelghiferation [78], die Kontrolle von
Infektionen durch Viren und Bakterien [79], die Bigung von apoptotischen und verletzten
Zellen [80, 81], die Reparatur von Phospholipidiar, Lipoproteinkatabolismus [82-85] und der
Einfluss auf die Tumorgenese und auf den Entzirnshnogess [86].
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Abbildung 2: Arachidonsaure-Stoffwechsel.
Freisetzung von Arachidonséure durch s, und konsekutiveEntstehung von Prcaglandinen durch
COX-1 und COX-2.

1.3.2. Vertelung und Induktion der sPLA-Ila

Die Enzymdtivitat der sPLA im Serum gesunder Individuen ist prinzipiell nigdrivahrenc
eines akuten entziindlichen Geschehens wie bei Sigasis, einem stischen Schocl[87-89],
einer akuten Pankreatiti®eritonitis [90, 91] oder Appendizitis [92]kann die Aktivitat de
Enzyms drastisch ansteigen. Aul3erdem scheint di@, eine wichtige Rolle bei anderen r
entzindlichen Prozessassoziierten Krankheiten zu spielen, wie der Ischamiq93, 94] und
den neurodegenerativen Kkdneiten, einschlie3lich Schlaganfal und MorbusAlzheimer [95-
97]. Die Herkunft der sPL, im Serum ist weiterhin Gegenstand lebendiger Disikunen.
Zahlreiche Zellen und Organe werden als Synthesgadgen. So wurde Fausgefunden, dass
nach in-vitro-Induktion mitipopolysaccharidenLPS), IL-18, IL-6, TNF-a, Interferony (IFN-
v) eine Expression des Enzyms in Chondrozyten, Entiatiien, glatten Muskelzelle (SMCs),
Mesangiumzellen der Niere und in Astrozyteattfindet [98-102] Des« Weiteren induzieren
proinflammatorische Zytane wie IL-B, IL-6 und TNFe die Synthese und Sekretion von sk,
in humanen HEpG®epatozyter[103]. Deshalb wird neben aktivierten Leukozyten undteie
Muskelzllen die Leber als Synthese der im Serum beobachtetesPLA-Ila diskutiert

(Abbildung 3) und aus Grinden des rapiden Anstieges wahrendelokald systerscher
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1. Einleitung

Entzindungsreaktionen, wird sPLA2-lla zu den AkiBtexse-Proteinen gezéhlt [104]. Passend
dazu korreliert die Serumkonzentration der sPLAR-thit der Konzentration von CRP in

verschiedenen akuten und chronischen Krankheiteregmostoperativ [105-108].

<E\D (7D

Arterie
Intima Media

® pia,

. Apo-Lipoprotein B

Endothel

Abbildung 3: Produktion von sPLA,-1la im Plasma [109].

1.3.3. Proatherogene Rolle der sPLAlla

Ahnlich der Situation in anderen entziindeten Regjionwurde in einer Studie von
Menschikowski die Expression der sPEKa in atherosklerotischen Lasionen nachgewiesen.
Immunhistochemisch konnte in durch Endarterioekéogewonnenen menschlichen Arterien
sPLAy-lla in atherosklerotischen Lasionen identifizierden. Die positive sPLAla-Reaktion
war in dieser Studie auf Regionen begrenzt, die simas Lipidakkumulationen und
Leukozyteninfiltrate, Zellnekrosen und Verkalkungeraufwiesen. Bereiche ohne
atherosklerotische Lasionen und Zeichen inflamnmstber Reaktionen waren frei von sPEA
lla [41, 85, 110]. Obwohl eine sPLAla-Expression ex vivo weder in Monozyten nochioht
stimulierten, von Monozyten stammenden Makrophagesunder Spender nachweisbar war,
war die sPLA-lla-mRNA nach Exposition der Makrophagen mit mial modifiziertem und
leicht oxidiertem LDL stark induziert [111]. Dieedt nahe, dass die sPi-Na-Expression in

Makrophagen in atherosklerotischen Lasionen durctifiziertes LDL verursacht sein konnte.
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Derartig modifizierte Lipoproteine lassen sich inmubendothelialen Raum wahrend
inflammatorischer Reaktionen finden. Des Weiteremrike gezeigt werden, dass sBUR,
unterstitzt vom nattrlichen Promotor, auch in Makiagen von sPLAlla transgenen Mausen
exprimiert wird [112]. In einer Serie von Gewebepraparationemnte sPLA-lla in der
Adventitia und in glatten GefalBmuskelzellen der giafR Bereiche der Media deutlich
nachgewiesen werddnl, 85]. Zusatzlich zum Nachweis von sPtia in atherosklerotischen
Lasionen konnten andere Studiengruppen auch irt aitlkerosklerotisch veranderten Arterien
verschiedener Proben eine positive Immunreaktion sBLA-lla nachweisen [38, 113]. In
diesen sPLAlla positiven, nicht atherosklerotischen Geweldennte demonstriert werden,
dass zur gleichen Zeit proinflammatorische Zytokimie IL-18, TNF-o und IFNy anwesend
waren. Deren Prasenz fiuhrte zu der Annahme, dasg mnorphologischer Normalitat
inflammatorische Prozesse vorhanden waren. In hgeicWeise war in Gefallen mit
atherosklerotischen Plaques und massiver Infilnatton CD68-Makrophagen keine positive
Immunreaktion von sPLAlla vorzufinden. In diesen Praparationen wareichleeitig keine der
analysierten proinflammatorischen Zytokine aufzdén, was zu dem Schluss fuhrte, dass die
Expression von sPLAlla sehr stark mit dem Aktivierungszustand derlaimimatorischen
Prozesse in der GefalBwand korreliert [85]. Letziehdkonnte in prospektiven Studien mit
Patienten mit koronarer Herzkrankheit die Serumkatration von sPLAlla als prognostischer
Parameter fur koronare Ereignisse unabhangig vderan Risikofaktoren identifiziert werden
[48, 114-117]. Auch wenn der Ursprung der SeruiinAsPlla der in den Studien analysierten
Patienten noch unklar ist, werden die entziindetneiBhe der GefalBwand selbst und die Leber
als Syntheseort diskutiert. Wenn die Quelle deu®esPLA-Ila in der alterierten Gefallwand
selbst liegt, kénnte die Konzentration der SeruhAsPlla eine wichtige diagnostische Hilfe bei
der Einschatzung der Aktivitat entzindlicher Reaktin und in Verbindung hiermit der
Vulnerabilitéat atherosklerotischer Plaques sein. viigl angenommen, dass aufgrund einer
verstarkten Synthese von Hydrolasen durch akteiErttzindungszellen die Plaqueformationen
instabil werden und es durch den Kontakt von Pl&smgonenten mit subendothelialen und
prokoagulatorischen Strukturen zu einer plotzlicikklusion eines BlutgefaRes kommt [118,
119]. Zusammenfassend kann gesagt werden, dass, Seirfe proatherogene Wirkung in der
Arterienwand durch drei wesentliche Mechanismenilysdie in Abbildung 4 gezeigt werden.
Erstens induziert es die Freisetzung von relativeimokonzentrationen von Lipidmediatoren wie
unveresterten Fettsduren (NEFAs), oxidierten NERAsl Lysophospholipiden, welche die
Funktionen und Eigenschaften von Gefal3zellen ineBben von akkumulierten Apo-
Lipoproteinen B-100 beeinflussen [120, 121].
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Zweitens modifiziert SPLAApo-Lipoproteine B-100, so dass diese verstatkéragen wirken,
indem sie die Bindungsbereitschaft der Lipoproteitie Proteoglykane steigert und sie
empfindlicher fur weitere oxidative und enzymatisdiodifizierungen macht [44, 83, 84, 122].
Drittens tragt das Enzym zur Akkumulation von Lipaginen bei, indem es die Aggregation
und Fusion der an Proteoglykane gebundenen Apopkgteine B-100 induziert [123-125].

Monozyt
Lumen @ sirkulierende sPLA,-lIa !

LDL -‘ HDL { Adhasionsmolekile
Endothelzelle D

Intima Monozyten-Adhdsion und -Migration
Aggregation/Fusion T +
O -4 Weit.ere Modifikation:
: Oxidation, SMase NEFA

pee

W eiteny Ox-NEFA
sPLA, modifiziertes LDL Lyso-PC
IFN-y @D
TNF-a
+

D
4\ Zytokine

sPLA,-Ila @» MMPs €—

Proteoglykan Synthese

Glatte GefaRmuskelzellen

Abbildung 4: Proatherogene Mechanismen von sPLAlla [109].

Apo-Lipoprotein B und sPLAlla kénnen durch Interaktion mit arteriellen Paglkanen die
enzymatische Hydrolyse der Phospholipide von Liptwnen fordern. NEFAs, oxidierte NEFAs und
Lysophosphatidylcholin (Lyso-PC) binden Albumin odbleiben mit modifizierten Lipoproteinen
verbunden. Dies induziert eine Aggregation und éiusiler Lipoproteine, Prozesse die durch die
Proteoglykane der Intima geférdert werden. DurchLAsFlla modifiziertes LDL kann durch
Sphingomyelinase (SMase) und 15-Lipoxygenase (1pM€lter modifiziert werden. NEFAs, oxidierte
NEFAs und Lyso-PC kdnnen proinflammatorische zétkil Prozesse herbeifihren, wie z.B. die
Freisetzung von Adhasionsmolekilen durch EndotHelzedie Einwanderung von Monozyten und deren

Ausdifferenzierung in Makrophagen, wodurch die $&kn von Proteoglykanen durch glatte
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Gefallmuskelzellen erhoht wird. Die lokale Freisetzwvon Zytokinen kann die Synthese und die
Sekretion von sPLAlla stimulieren. Im Plasma zirkulierendes sBHFR vermag ebenfalls Lipoproteine
zu hydrolysieren. Die genannten Mechanismen kommes lokale Entziindung auslésen und unterhalten
[109].

1.3.4. Sekretorische PLA und bioaktive oxidierte Phospholipide

Die bereits erwahnten Studien konnten zeigen, ilasBLA-transgenen Mausen eine verstarkte
Atherosklerose vorzufinden ist und dass sRLA in atherosklerotischen Lasionen nachweisbar
ist. In einer Studie von Leitinger et al. von 19@$hnte auRerdem nachgewiesen werden, dass
sPLA; die Konzentration von bioaktiven oxidierten Phadphden erhoht, welche wiederum
eine atherogene Wirkung haben wie in friheren $tudjezeigt werden konnte [126]. Die
Bedeutung von bioaktiven Lipiden fir die Entstehudgr Atherosklerose wurde durch
Untersuchungen verdeutlicht, in denen Tieren voerecholesterinreichen Diat oxidiertes LDL
injiziert wurde und diese daraufhin Antikdrper gegeéie Lipide entwickelten, weshalb sie
teilweise gegen die Entstehung atherogener Léasiom@mrend der cholesterinreichen Diat
geschitzt waren [127]. Auch in anderen entzindilichtrozessen wird den bioaktiven
Phospholipiden eine Bedeutung zugeschrieben, daeiper grofien Anzahl von chronisch
entzuindlichen Erkrankungen Antikorper gegen bia@ktPhospholipide nachgewiesen werden
konnten [128]. In erwahnter Studie wurden die Karte@ionen von bioaktiven Phospholipiden
in der Leber von sPLAtransgenen und C57BL/6-Mausen verglichen, die dimehkalorische
Diat erhalten hatten. Die Konzentration der biodoi aktiven oxidierten Phospholipide war in
den transgenen Mausen im Vergleich zu den nichisg@nen signifikant erhoht. Es wird
angenommen, dass sPi/ine vermehrte Entstehung und einen vermindertbbad von
aktiven Lipiden begunstigt, was auf folgendem Euki@ysmodell ful3t: die enzymatische
Reaktion der sPLAbefreit mehrfach ungesattigte Fettsduren (PUFAS)der sn-2-Position von
Phospholipiden, hauptsachlich Phosphatidylethanoknaufgrund der Substratspezifitat des
Enzyms. Es wird angenommen, dass die Bildung vors ROder Leber und in Zellen der
Arterienwand aufgrund der Akute-Phase-Bedingungamrursacht durch die hochkalorische
Diat, erhoht ist. Mechanismen, durch die ROS fregget werden, scheinen u.a. auch
Cyclooxygenasen und Lipoxygenasen einzuschlieRanerStoffradikale scheinen die freien
mehrfach ungeséttigten Fettsauren anzugreifen ymdHhydroperoxide zu produzieren, welche
die Bildung von bioaktiven Phospholipiden tber emeemehrte Oxidation voRUFAs férdern.
AulRerdem wird angenommen, dass sPLdéie Konzentration von bioaktiven oxidierten

Phospholipiden auch durch Veranderung von HDL erhéh
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Aus sPLA-transgenen Tieren isolier HDL hat seine protektive Wirkung verloren und séei
vielmehr die durch minimal oxiertes LDL induzierte Monozytemavanderung in das Endothi
HDL von sPLA-transgenen Mausen verfugt Uber eine geringere Karateon des Enzym
Paraoxonase (PON), weélkes bioaktive Phospholipide abbaut. Die erniedrigBraoxonas
scheint somit ein Mechanismus zu sein, der dieegtite Wirkung von HDL aufhebt und ei
Akkumulation von bioaktiven Phospholipiden in vérstdenen Geweben und im Plasma
Folge hat. Diedurch bioaktive oxidierte Phospholipide induziefonozytenadhasion e
Endothelzellen fihrt schliel3lich zu der Entstehuag entziindlichen GefalRwandlasionen (fi

streak) wie in Abbildung Bachzuvollziehen ig51].

P

Phospholipide ——>  Freie PUFAs

Oxidation
A 4

Oxidierte PUFAs

Umsetzung

v

Bioaktive Phospholipide

Reduzierte PON-Aktivitat

v
,Fatty Streak” Lasion

Abbildung 5: Beitrag der sPLA, zur Entstehung bioaktiver oxidierter Phospholipide.

1.3.5. Die sPLA-lla und die COX-2-abhéngige PG-Biosynthese

Die sekretorische PLAlla ist imstande die durch einen Stimulinitierte unmittelbare und
verzogerte Phase des Arachidons-Metabolismus durch autokrine, parakrine und juxte

Mechanismen zu verstark¢h?9-132]. Die Funktionen der sPLAla sind von dere Fahigkeit
Proteoglykanean der Zelloberflache zbinden abhangig [75, 131, 133)ie Freisetzung vo

Arachidonsaure durch sPLAla findet gewohnlich in aktivierten, jedoch nicht imhender

Zellen statt [75, 133]Dies deutet darauf f, dass Stérungen an der Membran wahrenc

Zellaktivierung eine Voraussetzung fir die Hydradygng von Membranphospholipiden du

sPLAy-lla darstellen. DieBiosynthes von Prostaglandinen (P@)yeignet sich geerell in zwei

verschiedenen Phasen, der unmittelbaren und dedgenten Antwor[75, 129, 131, 15-136].
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Agonisten, die rasch die cytoplasmatischen®**Caonzentrationen anheben, lésen die
unmittelbare Antwort aus, welche innerhalb von Mewu stattfindet und eine funktionelle
Kopplung zwischen schon vorher vorhandenen Enzymien PG-Biosynthese voraussetzt.
PLA,, einschliellich cPLA und sPLA-lla, konnen Arachidonsédure der konstitutiven
Cyclooxygenase-1 (COX-1) oder der induzierbaren €D2ufihren. Welche Cyclooxygenase
genutzt wird, scheint von der Art der Zelle, denimBtus und der Menge an freigesetzter
Arachidonsaure zum Zeitpunkt der PG-Bildung abzgean[131, 137]. Die verzogerte PG-
Bildung, die mehrere Stunden dauert, wird von eind&ontinuierlichen Angebot an
Arachidonsaure Uber lange Kulturperioden begleitete induzierbare COX-2 ist eine
Voraussetzung fur diese anhaltende Antwort, incéRrA, entsprechend als Initiator und sPEA
lla als Verstéarker fungieren [75, 129, 131, 132%,1838]. Die sPLAclla hat also die Fahigkeit
die durch Zytokine induzierte COX-2-Expression zhoden, welches zu einer effizienten PG-

Biosynthese vom verzdgerten Typ fuhrt.

1.3.6. Prostaglandin &

Prostaglandine, einschlie3lich verschiedener PRglstdine und Thromboxane, sind
Reaktionsprodukte der Cyclooxygenase, freigesetd &20-ungesattigten Fettsauren wie
Arachidonsaure. Diese Substanzen werden als Antveorit verschiedene Stimuli von
verschiedenen Zellen synthetisiert und sogleichhnder Synthese freigesetzt um in der
Umgebung ihres Syntheseortes zu agieren und daeldkomoostase aufrechtzuerhalten [139].
Prostaglandin E, im Besonderen PGEin Derivat der Arachidonséure, wird von allen
Prostaglandinen am meisten gebildet, am haufigstemierspezies gefunden und zeigt die
vielfaltigsten Wirkungen. Durch pharmakologischeaisen wurden die Rezeptoren, Uber die
Prostaglandine ihre Wirkung entfalten, erstmalschesben, wonach fir jedes Prostaglandin
jeweils ein Rezeptor existiert: DP, FP, IP und Tgsprechend fur PGD, PGF, PGl und TXA
und vier verschiedene Rezeptoren namens EP1, BFRufad EP4 entsprechend fur den Typ E
der Prostaglandine [140]. Untersuchungen auf mddeku Ebene zeigten, dass
Prostaglandinrezeptoren G-Protein-gekoppelte-Rerept(GPCR) sind und dass es tatsachlich
eine Familie von acht GPCRs gibt, die den pharnagisth definierten Rezeptoren entsprechen.
Die Wirkungen von PGEwerden also Uber vier GPCRs, die als Subtypen EP2, EP3 und
EP4 bezeichnet werden, sowie Uber mehrere IsofomesnSubtyps EP3, vermittelt. Die EP-
Subtypen zeigen Unterschiede in der Signaltransalukin der Gewebelokalisation und in der
Regulierung ihrer Expression. Von besonderem ésta in diesem Zusammenhang ist der EP2-
Rezeptor, der an@ekoppelt ist und eine Erhéhung der cCAMP-Konzernatermittelt.
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Prostaglandine, im Besonderen RGEspielen eine entscheidende Rolle bei akuten
Entziindungen, indem sie in der peripheren Zirkataigieren und Hyperamie und Schwellung
induzieren, zeigen aber auch antiinflammatorischeigen [141, 142]. Ubereinstimmend mit
den antiinflammatorischen und antiarthritischen Rimgen von Nicht-Steroidalen-Anti-
Rheumatika (NSAIDs) wird Uber den EP2-Rezeptor Eitstehung einer kollageninduzierten
Arthritis vermittelt [143]. Demnach moduliert P@Eusammen mit anderen Prostaglandinen
verschiedene Schritte der Entzindung in einer vaont&t abhangigen Art und Weise und
koordiniert den gesamten Prozess mit einer sowabl pls auch antiinflammatorischen
Ausrichtung. Hingegen ist seit langem bekannt, daS& die Veresterung von Cholesterin
inhibiert und die Synthese von Cholesterin durch re@gatives Feedback erhdhen kann [144].
Des Weiteren steigert PGHie Expression von Matrix-Metallproteinasen in Makhagen und
damit von Enzymen, die fir die Entwicklung von atsten Plaques als entscheidend angesehen
werden [145].

1.3.7. ROS und NADPH-Oxidase

ROS umfassen freie Radikale wie°©(Superoxidanion), NO (Stickstoffmonoxid), ONOO°-
(Peroxynitrit) und OH° (Hydroxyl-Radikal) sowie .8, (Hydrogenperoxid), das per se kein
Radikal darstellt, aber als solches reagiert [14G]fgrund ihrer Instabilitat sind sie extrem
reaktiv und kdnnen ihre Reaktionspartner beschadi@égleich alle Zellen Uber Antioxidantien
verfigen um diese Beschadigungen zu vermeiden bdereduzieren, kann eine Situation
auftreten, in der ROS Uberwiegen, welches als tivielaStress bezeichnet wird. Oxidativer
Stress fuhrt zu Gewebeschaden gefolgt von Irraiaind Hyperoxie und scheint eine Ursache
fur neurodegenerative Erkrankungen wie M. Alzheimeisein [147]. Seitdem bekannt ist, dass
die Oxidation von LDL im Endothel eine Vorstufe fdie Plaquebildung ist, wird davon
ausgegangen, dass oxidativer Stress im Zusammenhéngardiovaskularen Erkrankungen
steht und dass die erhdhte Bildung von ROS in Hradpellen und glatten GefalBmuskelzellen
eine entscheidende Rolle bei der Entstehung deatlealithlen Dysfunktion spielt [65]. £ wird
durch einmalige Reduktion von molekularem Saueirggelbildet, hat eine Halbwertszeit von nur
wenigen Sekunden und wird rasch inCHd umgewandelt, wobei dieser Vorgang durch
Isoenzyme der Superoxiddismutase (SOD) beschlewiigt Wéahrend @- generell aufgrund
seiner schwachen Permeabilitat durch Zellmembranérseinen Entstehungsort beschrankt ist,
ist H,O, ungehindert in seiner Diffusionsfahigkeit und kamiaher sehr viel leichter

Fernwirkungen ausiben.
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0O,°- geht mit NO viel schneller eine Reaktion ein amt SOD, weshalb es bei hohen
nanomolaren Konzentrationen von°Ound NO als erstes zu einer Bildung von ONOO9- be
gleichzeitiger Inaktivierung von NO kommt [65, 14548]. ROS wurden urspringlich als
zufallige Nebenprodukte des Metabolismus mit geviohrnschadigender Wirkung durch ihre
Reaktion mit Membranen, DNA, Makromoleklilen und tBmeen angesehen [149]. Dieser
Mechanismus gilt als wichtig im Rahmen gewisser r&mkungen wie z.B. bei
Reperfusionsschaden, die die Bildung von vermaixisthen Radikalen zur Folge haben. In
letzter Zeit wurde erkannt, dass ROS (im Besond®gn, H,O, und NO) weitaus feinere
Wirkungen auf die Zellfunktion austben, indem siewshl physiologische als auch
pathophysiologische Regulatoren von intrazellula®ignalkaskaden darstellen [65, 146].
Wesentlich fur die Endothelforschung ist die dufaff- hervorgerufene rasche Inaktivierung
von NO, die eine endotheliale Dysfunktion zur Foldgmat. Von den verschiedenen
Herkunftsmoéglichkeiten von £© scheint die NADPH-Oxidase eine entscheidenddeRnl
spielen, zumal die aus der NADPH-Oxidase hervonggdie ROS moglicherweise auch andere
Quellen von @- (wie z.B. abgekoppelte NOS) modulieren (Abbildu@). So bilden NO-
Synthasen gewdhnlich NO, kénnen aber im Zusammenhmait einem Mangel an NOS-
Kofaktor H,B (Tetrahydrobiopterin) ,,abgekoppelt* werden [58]. diesem Fall wird eNOS zu
einer signifikanten Quelle fur£-. H4B ist hochempfindlich gegentber oxidativem Abbauctu
0,°- oder ONOOQ®, so dass der initiale Abbau vogBHIurch anderweitig entstandene ROS
wiederum das Abkoppeln von NOS und eine Verstarkumy oxidativem Stress herbeifihren
kann [150, 151]. Experimentell konnte demonstrieetrden, dass die Bildung von ROS durch
NADPH-Oxidase zu einer Abkoppelung von NOS und darui einer weiteren Erhéhung der
ROS-Produktion fuhrt [151]. Der NADPH-Oxidase-Komplwurde urspringlich in Phagozyten
identifiziert und beschrieben, wo er eine essdstiBblle bei der unspezifischen Wirtsabwehr
gegen mikrobielle Organismen spielt [152]. Es wubdgichtet, dass allgemein vergleichbare
Enzyme in einer Anzahl nicht phagozytierender Zelleinschliel3lich Endothelzellen, glatten
GefalRmuskelzellen, Kardiomyozyten und Fibroblastastieren, wo sie mit anderen Funktionen
in Erscheinung treten [64, 153-157]. Die Erkenntrdass die endotheliale (oder allgemein
vaskulare) NADPH-Oxidase-Aktivitdit durch eine groR&uswahl (patho)physiologisch
relevanter Faktoren reguliert wird, hat das Inteeean diesem Enzym in den letzten Jahren

wachsen lassen. Derartige Stimuli sind:

) G-Protein-gekoppelte-Rezeptor-Agonisten wie Angisie Il und ET-1 [158-160]
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1. Einleitung

(I Wachstumsfaktoren wie Thrombin und vaskuléarer dmel@ler Wachstumsfaktor
(VEGF) [161]

(1) Zytokine wie TNFe [158, 162]

(IV)  Stoffwechselfaktoren wie erhdohte Glukose, InsulderoNEFAs wie durch sPLA
freigesetzte Arachidonséure [163, 164]

(V)  oxidierte Lipide wie oxLDL [165]

(VI)  Scherkrafte [166]

(VIl) Hypoxie/ Reoxygenierung [167]

(V1) Erndhrungsmangel [168].

Die bereits genannten Eigenschaften der sPlaAfuhrten zu der Hypothese, dass die sRLA
einen entscheidenden Einfluss auf die Entstehungra#othelialen Dysfunktion hat.

Xanthin

Mitochondrium Dehydrogenase

Xanthin
Oxidase

N

02

‘\Ozo- NADPH Oxidase 020/1
‘D
0,°”

0,

eNOS 0" l Abgekoppelte eNOS
0." JHaB
AN onoo — T~ (
NO

Abbildung 6: Wechselbeziehung der NADPH-Oxidase undnderer Quellen von ROS.
(modifiziert nach Robin Ray, Clinical Science, 205

0,

Das durch NADPH-Oxidase gebildete°©Okann die Produktion von ROS aus anderen enzgofan
Quellen von &- beeinflussen. So wird z.B. die Xanthindehydraggen durch Oxidation in eine,©
bildende Xanthinoxidase umgewandelt, woraus eihéhge Produktion von £- resultiert. Ahnlich sind
auch die Mitochondrien empfindlich gegentuber oxigatSchadigung, so dass es zu einer erhghten ROS-
Produktion durch Mitochondrien kommen kann. Schidl3kdnnen &°- und ONOO° den flir NOS
essentiellen Kofaktor B abbauen und die Abkopplung von NOS beginstigexs, zur Produktion von
O,°- durch das Enzym flhrt.
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2. Material und Methoden

2. Material und Methode

2.1. Material

2.1.1. Thorakale Aorten von transgenen Méausen und ¢trolltieren

Fiur die Versuche wurden mannlichen C57BL/6-MauskiiN1) und altersgleichen sPLAla-
transgenen Mausen, wobei im Folgenden nur nochsRitfe-transgenen Mausen gesprochen
wird, die thorakale Aorta entnommen. Die WTM vonr dérma Jackson Laboratory (Bar
Harbor, USA) haben ein Durchschnittsalter von 54g€Fa (48 — 65 Tage) und ein
Durchschnittsgewicht von 27 g (23 — 34 g). Die sRlrAnsgenen Mause, die eine freundliche
Gabe von Herrn Professor Uwe Tietge (UniversitérBrgen, Groningen, Niederlande) sind,
haben ein Durchschnittsalter von 58 Tagen (45 T&§e) und ein Durchschnittsgewicht von 24
g (20 — 28 g). Bei einer Raumtemperatur zwischen ub® 21°C und einer relativen
Luftfeuchtigkeit von 50 bis 70 % werden die Tiere Kolonien in Kéafigen gehalten, deren
Einstreu aus entstaubten und entkeimten Weichlsdmfia(Firma Altromin, Soest, Deutschland)
besteht, die zweimal pro Woche erneuert wird. Zlisfit zum Trinkwasser und Trockenfutter
(Firma Altromin), das den Tieren pausenlos zur WMguhg steht, werden ihnen dreimal pro
Woche Kdrner und Obst angeboten. In dem fensterléam wird ein Tag-Nacht-Rhythmus
von jeweils zwolf Stunden durch ein Zeitschaltpeogm simuliert, indem zwischen 6 Uhr und
18 Uhr eine Dauerbeleuchtung einsetzt. Zur Gewituleg einer adaquaten Akklimatisierung
der Tiere finden frihestens am sechsten Tag naeh Anlieferung Versuche statt. Die fur die
in-vitro-Versuche bendgtigten Aorten wurden zwisclbeddhr und 18 Uhr explantiert.

2.1.2. Pufferlésungen und Hauptbestandteile

Tabelle 1: Zusammensetzung der Tyrode-L6sung fir deKleingefalRmyographen.

Konzentration (mmol/I
NacCl 119,54
KCI 4,69
Mg,SO4 | 1,22
CaCb 1,61
KH,PO, | 1,17
NaHCG; | 25,01
Glukose | 10,98
EDTA 0,024
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2. Material und Methoden

2.1.3. Substanzen
Acetylcholin

AH-6809

Apocynin

Bidestilliertes Wasser (ddi9)

Dinatriumethylendiamintetraessigsaure

Dinatriumhydrogenphosphatdihydrat

Ethanol

Glukose

Indometacin

Isopropanol

Kaliumacetat

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KiROy)
Kalciumchlorid (CaGl)
Ketamin

L-NAME

Magnesiumsulfat (MgsOy)
Methanol p.A.
Natriumbicarbonat (NaHC%)
Natriumchlorid (NacCl)

Natriumdihydrogenphosphat (NaPOy)

Natriumnitroprussid
Norepinephrin
NS-398
Phenylephrin
Prostaglandin £
SC-19220
SC-560
Stickstoff
Sylgaard

Tiron

Urethan

Xylazin

Merck, Darmstadt/D
Tocris, Ellisville /JUSA
Calbiochem, Frankfuma. D
Fluka, Buchs/CH
Mearmstadt/D
Meiarmstadt/D
Merck, Darmstadt/D
Merck, Darmstadt/D
Sigma, St. Louis/USA
Merck, Darmstadt/D
Merck, Darmstadt/D
Merck, Darmstadt/D
Sigma, St. Louis/USA
Sigma, St. Louis/USA
Sigma, St. Louis/USA
Sigma, St. Louis/lUSA
Sigma, St. Louis/USA
Merck, Darmstadt/D
Merck, Darmstadt/D
Sigma, St. Louis/USA
Merck, Darmstadt/D
Sigma, St. Louis/USA
Sigma, St. Louis/USA
Cayman, Ann Arbor/USA
Sigma, St. Louis/USA
Sigma, St. Louis/lUSA
Sigma, St. Louis/USA
Cayman, Ann Arbor/USA
Linde, Wiesbaden/ D
Merck, Darmstadt/D
Merck, Darmstadt/D
Sigma, St. Louis/USA
Sigma, St. Louis/USA
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2. Material und Methoden

2.1.4. Geréte und Utensilien
Analysewaage

Computer

Gefrierschranke -80 °C

-20°C

Glaswaren (Kolben, Pipetten etc.)
Kleingefalimyographmodell 410A

Kihlschranke

Magnetrihrer
Mehrkanalpipette
Mikroskope

Monitor

pH-Messgerate
pH-Messgerat PHM210
pH-Messelektrode MI-410
Pipetten

Schuttler

Vortex

Wasserbader

Vakuumpumpe Laboport

Zentrifugen

2.1.5. Verbrauchsmaterial
Einwegskalpelle
Pipettenspitzen
Praparationsbesteck

Sartorius, Géttingen/D
Fujitsu Siemens, Sunnyvale/USA
Compag/HP, Berlin/D
Heraeus, Osterode/D
Forma Scientific, Marietta/USA
Liebherr, Biberach an der Rif3/D
Bosch, Stuttgart/D
Brand, WertiBim
DMT Danish Myo Teology
(frGher: JP Trading), Aarhus{ D
Bosch, Stuttgart/D
Liebherr, Biberach an der Ril3/D
IKA-Werk, Staufen im Breisgau/D
Biohit, Helsinki/SN
Zeiss, Jena/D
LG, Seoul/Ko
Beckman, Palo Alto/USA
Radiometer, Kopenhagen/DK
Microelectrodes, Bedfo/gA
Eppendorf, Hamburg/D
New Brunswick Scientific
New Jersey/USA
Roth, Karlsruhe/D
Haake, Karlsruhe/D
Julabo, Seelbach/D
KNF, Freiburg/D

Heraeus, Osterode/D

Ruttgers, Solingen/D
Sud Laborbedarf, Gauting/D
FST, Foster City/USA
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Reaktionsgefalle 0.5 ml Sarstedt, bli@cht/D
1.5ml 2.0 ml Eppendorf, Hamburg/D
15 ml 20 mi Falcon, Oxnard/USA
Greiner, Nurtingen/D
Schlauche VWR, Darmstadt/D
Spritzen und Kanulen (Sterican) Braun Melsun@éeisungen/D

2.1.6. Software

Adobe Acrobat 7.0 Professional Adope Systems Ben Jose/USA
Endnote X2 IS| ResearchSoft, Berkeley/USA

MS Office 2007 Profession Microsoft Corp., RechaJSA
Windows XP (SP3) Microsoft Corp., Redmond/USA

MS Explorer 6.0 Microsoft Corp., Redmond/USA
Prism 5.0 GraphPad Software, San Diego/USA
Myodag und Myodata 2.02 DMT Danish Myo Technglog

2.2. Methode

2.2.1. Der KleingefaRmyograph

Im Jahr 1976 formulierten Michael J. Mulvany undIi&m Halpern erstmals die Methode des
Kleingefalimyographen. Hierbei werden aus grof3ereh ldeineren elastischen Gefalien, wie
z.B. der thorakalen Aorta von Ratten und Mausenr cales kleinen WiderstandsgefalRen
gewonnene Gefalsegmente in Form einer Ringpraparaii den Myographen eingespannt.

Diese Methodik macht die Ermittlung von Messdatberimorphologische, mechanische, aber
vor allem auch pharmakologische Eigenschaften gei(xs auch kleinerer Gefal3e moglich und
erlaubt es die Gefal3e nach einer annahernd atresghmet Explantation und Préparation in den
Myographen einzuspannen. Ein weiterer beachtlickewinn dieser Methode besteht darin,
pharmakologische Messungen unter festgesetztenetsisohen Bedingungen vornehmen zu
konnen. Im Gegensatz zu den klassischen Perfusaiheaen, bei denen durch Erfassung aller
Widerstandsgefalie der Gesamtwiderstand gemessen hat der KleingefalBmyograph die

pharmakologische Charakterisierung eines einzelvigierstandsgefalles moglich gemacht.

Seite: 22



2. Material und Methoden

2.2.2. Physiologische Gesetzmaliigkeiten

GefaRinnendruckmessungen in  verschiedenen Geféafidiethen zeigen in einigen
GefalRregionen einen prakapillaren Druckverlust vidmer 50 % in GefaRen mit einem
Lumendurchmesser von mehr als 10fh. Diese GefaRRabschnitte werden als proximale
Widerstandsgefalie bezeichnet und haben neben démuAund der Erhaltung des peripheren
Widerstandes die Aufgabe den Blutfluss durch diz&nen Organe auf den bendtigten Bedarf
abzugleichen, wahrend die distal gelegenen GeféRaltee den Blutfluss entsprechend der
jeweiligen Stoffwechsellage zu den einzelnen Zeleines Organs leiten. Mit der hier
beschriebenen Methode des KleingefalBmyographen ekbonAussagen Uber proximale
Widerstandsgefalie mit einem Lumendurchmesser vonui®bis 2 mm gemacht werden, nicht
aber Uber die distalen GefaRabschnitte. Zu beacls#gndass Gefalle aus verschiedenen
GefalRregionen der gleichen Spezies sowie GefalReglderhen Gefal3region verschiedener
Spezies unterschiedlich reagieren. So antwortendieBproximalen renalen, mesenterialen und
femoralen Widerstandsgefal3e der Ratte auf Noreprirepmit einer Vasokonstriktion, die
zerebralen und koronaren Widerstandsgeféal3e dalengett einer Vasodilatation [169]. Aus
diesem Grund lasst diese Methodik nur Aussagen digejeweils untersuchten Gefalie einer
Spezies zu und nur nach weiteren physiologischetersichungen lassen sich diese auch auf
andere Gefalregionen der gleichen Spezies odelieagfeichen Gefal3regionen anderer Spezies

Ubertragen.

2.2.3. Anordnung des Kleingefalimyographen

In der Abbildung 7 ist eine Ubersicht Giber den Aufliles KleingefaRmyographenmodells 410A
der Firma JP Trading zu sehen, mit dessen Hilfel tyafa3ringpraparate gleichzeitig getestet
werden kénnen. Der Myograph besteht aus einem Gehéun das ein Kraftmesser und eine
Heizung integriert sind sowie ein rostfreies Eddivasserbad mit einem Kammervolumen von
ca. 15ml. Innerhalb der Kammer befinden sich fi@ lokeiden Gefal3ringpraparate jeweils zwei
Tragerbacken zwischen die die Gefaliringe eingespaenden. Ein Begasungssystem, ein
Vakuumsystem, ein Myo-Interface und ein Computdesyssind als externe Geréte an den
Kleingefalimyographen angeschlossen. Zur Reduziezurey Evaporation des Kammerinhalts
und zur Aufrechterhaltung eines konstanten Sau§pattialdrucks wird die Edelstahlkammer

mit einer dafiir vorgesehenen Abdeckung verschloss@fiche Uber verschiedene Zugange
verfigt. Zum einen konnen Uber diese Zugange denrfe Losungen und Testsubstanzen
sowohl zugefigt als auch entzogen werden, zum andggwéhrleisten sie eine kontinuierliche

Begasung der Kammer.
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Fur die Begasung wird Carbogen (95% /6% CQ) verwendet, wodurch in der Kammer Uber
den gesamten Versuchsablauf ein physiologischeYM@t-von 7,40 aufrechterhalten wird, der
wahrend eines Versuches mehrfach mittels einemapte-Meter angeschlossenen pH-Elektrode
kontrolliert wird. Das Vakuumsystem, zusammengésaiz einer Vakuumpumpe, die Uber ein
Vakuumventil mit einer Auffangflasche verbunden dient der Elimination von Flussigkeiten.
Eine bestandige Temperaturkontrolle wird durch@iermometer gewahrleistet, das tber einen
eigenen Zugang in der Kammerabdeckung mit dem Mediu Verbindung steht. Mit einem
Auflésungsvermégen von 0,1 °C misst jener Tempesahsor die Kammertemperatur, die Uber
die Myographenheizung beliebig zwischen 0 und 50 €i@gestellt werden kann. Durch
Anpassung der Heizkraft an sich wandelnde Umgelminfiidsse kann eine bestandige
Wasserbadtemperatur von 37 °C Uber die gesamter@age Experimentes aufrechterhalten
werden. Damit beim Wechseln des Kammerinhaltesekestevanten Temperaturschwankungen
auftreten, die den Kraftmesser thermisch beeirglus&onnten, werden die zugefuhrten
Losungen und Testsubstanzen zuvor in einem exteWiasserbad auf 37 °C erwéarmt. Die
innerhalb der Kammer jeweils ein Paar bildenden gémacken kommunizieren mit
Bestandteilen des Myographengehéauses, so dassndielggerbacke mit einem Kraftmesser
und die andere mit einer Mikrometerschraube verbandt. Mit Hilfe der Mikrometerschraube
kénnen die Tragerbacken in um-Schritten einandge@d@hert und voneinander entfernt werden,
wodurch der Raum zwischen den Tragerbacken entsgmdcveréandert werden kann. Der aus
einem hochsensitiven Piezo-gesteuerten Widerstanggs bestehende Kraftmesser misst in
einem Bereich von 250 mN und mit einem Auflosungs\i@en von 0,01 mN, so dass minimale
durch Kontraktion der glatten Gefal3muskulatur hegeoufene Kraftdnderungen detektierbar
werden. Der Widerstandssensor ist Uber ein Kabéld®m extern gelegenen Myo-Interface
verbunden, das wiederum an ein Computersystem emigesen ist, welches die digitale
Speicherung und Auswertung der gesammelten Messdatedglicht. Der Datenerhebung dient
das Programm Myodaq 2.02, das parallel auf verdehen Kanalen sowohl die Messdaten des
Kraftmessers als auch die Daten des Temperatursemissmsferiert und speichert, welche

schlie3lich durch das Analyseprogramm Myodata 2eé)arbeitet werden kdénnen.
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Abbildung 7: Versuchsanordnung eines Kleingefallmyagphen.
(aus ,Procedures for investigation of small vessahg small vessel myograph”, Mulvany MJ, 1996)“.
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2.2.4. Versuchsvorbereitung

In den Experimenten werden Messungen an thorakedeten von méannlichen Mausen der oben
erwahnten Stamme vorgenommen, wobei der Fahigkeasokonstriktion und noch mehr zur

Vasodilatation besonderes Interesse entgegengeébvadhDie Anadsthesierung der Tiere erfolgt
mit Hilfe intraperitonealer Applikation von Ketamifylazin in einer Dosierung von (80/12

mg/kg Korpergewicht). Nach Freilegung der abdond@mel Aorta durch eine mediane

Laparotomie folgt die Darstellung der thorakalenrtAadurch Erdffnen des Brustkorbes durch
eine mediane Sternotomie und die behutsame Mailisg der Aorta unter Zuhilfenahme einer
Mikroschere. Mit dieser wird das GefaR im Ubergdmegsich von der Aorta thoracalis in die

Aorta abdominalis auf Zwerchfellh6he durchschnitterd der thorakale Abschnitt der Aorta

sorgféltig von seinem Untergrund getrennt. Damizekeinen strukturellen und nachfolgenden
funktionellen Schaden kommt, darf das GefalR besastieMandver weder in longitudinaler noch
in transversaler Ebene gedehnt werden. Nach ilolst&ndigen Explantation wird die Aorta in

ein Becherglas mit Tyrodel6ésung (physiologische &adzl6sung) gegeben, die im Vorfeld im

Kahlschrank auf 4 °C gekidhlt und tGber 10 Minutert @arbogen begast wurde. Die weitere
Préaparation der Aorta findet unter einem binokkeméMikroskop bei zehnfacher VergréRerung
in einer Petrischale statt, deren Boden mit eireer £ mm dicken Schicht eines Polymers
(Sylgaard) ausgekleidet ist, das die Aorta ohnehaasche Hilfsmittel auf dem Boden der

Petrischale fixiert und so durch optimale Schonumgne Feinpraparation ohne

Strukturbeschadigungen ermdglicht. Schliel3lich vamdl 2 mm langes Gefal3stiick von der nun
vollstandig von periadventitiellem Bindegewebe bién Aorta abgeschnitten, durch deren
Lumen zwei 40 pum durchmessende Dréhte gefuhrt werdie an den Schrauben der beiden
Tragerbacken fixiert werden. Der nun in den Myotep eingespannte Aortenring muss den
beiden Drahten mobil aufliegen ohne dass ein Gef&kth zwischen dem Draht und den
Tragerbacken festklemmt. Die Tréagerbacken werderschdieRend durch Drehen der

Mikrometerschrauben voneinander entfernt bis da&f3#lick eine spannungsfreie Position auf
den Drahten einnimmt, bei der die Einstellung detgérbacken als Ausgangsstellung definiert

und die Kraftanzeige am Myo-Interface auf Null ¢éariwerden kann.
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2.2.5. Eichung des Kraftmessers

Die Kraftanzeige des Kraftmessers wird in regelméfii Abstdnden mittels einer fur den

Kleingefaldmyographen hergestellten Kalibrierunggyeaauf 9,81 mN/g geeicht (Abbildung 8).

Hierzu wird ein Draht auf bereits erlauterte Weae der Tréagerbacke eingespannt, die in
Verbindung mit dem Kraftmesser steht. Durch Positnung des Hebelarmes der

Kalibrierungswaage genau in den Raum zwischen Tibagke und eingespanntem Draht
werden ein Kontakt des Hebelarmes mit dem Draht emd Ausschlag des Kraftmessers
verhindert. Der Kraftarm der KalibrierungswaagedaanschlieRend mit einem Gewicht von 2 g
beladen. Das Verhdltnis zwischen Kraftarm und Hamibelder Waage ergibt 2 cm zu 4 cm.
Entsprechend der Gleichung:

Frrattmessem W* g* (Kraftarmlange/ Hebelarmléange),

wobei g der Gravitationskonstanten (g = 9,81 mNergspricht, wirkt somit eine Kraft von 9,81

mN auf den Kraftmesser ein.

iy Kraftarm Gewicht

Hebelarm

Abbildung 8: Darstellung der Kalibrierungswaage beiEichung des Kraftmessers.

(aus ,Procedures for investigation of small vessahg small vessel myograph”, Mulvany MJ, 1996)“.
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2.2.6. Festlegung des GefalRlumendurchmessers

Eine Festlegung des GefalRlumendurchmessers isg miti vergleichbare Messungen an
verschiedenen Gefal3en durchzufihren. Das Reakdon$gen der praparierten Gefal3e auf
Agonisten ist vom Ausmal ihrer Vorspannung abhgngeshalb definierte Gegebenheiten zur
Durchfuhrung pharmakologischer Versuche erforderlisind. Erklaren lasst sich dieses
Verhalten u.a. durch die kontraktilen Elemente glatten Gefal3muskulatur Aktin und Myosin,
die nur dann optimal interagieren kénnen, wenrdareh eine entsprechende Vorspannung ideal
gegeneinander ausgerichtet werden, was die Wedzseltung zwischen aktiver Wandspannung
und dem Lumendurchmesser verdeutlicht. Ein voltiinrelaxiertes Gefal3, das einem
transmuralen Druck von 100 mmHg ausgesetzt istfabeden optimalen Lumendurchmesser
[170], auf den das eingespannte GefaRsegment ifmalisierungsprozess eingestellt werden
soll und der nachstehend alsideangegeben wird. Beim Normalisierungsvorgang wirel d
Wandspannung des Gefalles stufenweise erhoht, idierbeiden Trager, zwischen die der
Gefal3ring eingespannt ist, in pm-Schritten vonedearentfernt werden, wobei sowohl die
Mikrometerveranderung als auch die durch die emeelDistensionsschritte hervorgerufene
Kraft gemessen wird (Abbildung 9). Durch Kenntnes &tarke der verwendeten Dréhte und des
Abstandes der sich gegenuberliegenden Trager $édstder interne GefalBumfang errechnen,
wohingegen die Gefalllange mittels eines auf da®kkuldre Mikroskop aufgesetzten,
kalibrierten Objektives ermittelt wird. Der Quotteaus gemessener Kraft und Gefaldlange
entspricht der Wandspannung. Unter Verwendung deciding nach Laplace kann der effektiv
wirkende Druck Permittelt werden [170]. Hierbei gilt:

P, = Wandspannung / (Innerer Gefaldumfangfj2*

Der effektive Druck stellt eine Kalkulation jenegudkes dar, der vorliegen musste um das
GefalR auf den gemessenen inneren Umfang auszuddbagrNormalisierungsprogramm von
Myodaq erlaubt die Registrierung jedes Datenpaaaas Wandspannung und innerem
GefaBumfang sowie die simultane Berechnung des siataus ergebenden effektiven
GefaRinnendrucks. Bei Uberschreiten eines effekti@rucks von 100 mmHg wird die
GefalRextension abgeschlossen. Anhand der erfaskssdaten wird eine exponentielle Kurve
entworfen, bei der der Gefal3innendurchmesser gégerdabei entstehende Wandspannung
aufgetragen wird. Die Laplace’sche Relation zwischeWandspannung und
GefalRinnendurchmesser lasst die Ermittlung jenefBmendurchmessers innerhalb der
entsprechenden Kurve zu, bei dem die Wandspann0@grimHg (1Gog) betragt (Abbildung
10).
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Experimentellen Studien zufolge ist die aktive Kpabduktion der GefalRe bei einem
GefalRinnendurchmesser von 90 % degd@aximal welcher im folgenden als IGngegeben
wird [170]. Da alle in den Experimenten verwendeten @Gefasomit Uber einen
Gefalinnendurchmesser von; E0.9 * 1Coo verfluigen, lassen sich die ermittelten Daten der

einzelnen Geféalie miteinander vergleichen.

A
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>
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Abbildung 9: Darstellung eines Normalisierungsverfarens am Kleingefalimyographen.

Der Messpunkt B veranschaulicht die tarierte Nulldspannung. Die Messpunkte 1, 2, 3 und 4 geben
die Wandspannung eine Minute nach manueller Dehonomginige Mikrometer wieder. Bei Messpunkt
4 ist die Wandspannung groRer als 100 mmHg, inflidgsen die Ruhespannung um einen definierten
Betrag reduziert wird bis die Gefalle digfaufweisen. Messpunkt N zeigt die Anpassung deéf@ef
auf den endgultigen Innendurchmesser IC
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Wandspannung (mN)

ICi00

GefaBinnendurchmesser (pm)

Abbildung 10: Beziehung von GefaRinnendurchmessemda Wandspannung eines Gefal3es.

Beim Normalisierungsvorgang mit variablen Druckudthissen kommt es zu einem exponentiellen
Kurvenverlauf, bei einem konstanten transmuraleruckrvon 100 mmHg zu einem linearen
Kurvenverlauf. Der Schnittpunkt der beiden Kurvexigz den GefaRinnendurchmesser, bei dem das

Gefal einem transmuralen Druck von 100 mmHgf)@usgesetzt ist.

2.2.7. Uberprifung der Vitalitat der eingespannterGefaRie

Bei jedem Versuch findet eine Vitalitdtsprifung derden Myographen eingespannten Gefalie
statt um ggf. struktur- und funktionsgeschéadigtép@rate auszusondern und durch neue zu
ersetzen. Zur Uberprifung der rezeptorunabhangigsokonstriktion und Dilatation werden
konstringierende Stimulatoren wie Kaliumchlorid (KC130 mmol/l) und dilatierende
Stimulatoren wie Natriumnitroprussid (SNP, 1 pn)ol/iverwendet, wahrend die
rezeptorabhangige Vasokonstriktion und Dilatationrctd entsprechende Agonisten wie
Phenylephrin (PE, 1 pmol/l) und Acetylcholin (ACI) pumol/l) getestet wird. Nach Einstellung
des optimalen GefaRRinnendurchmessers durchlaudt j&kefaR vor dem eigentlichen Versuch
nachstehende Vorkaskade zur Uberpriifung der GeféRsihaften:
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01. Kaliumchlorid (130 mmol/l) bis zwei vergleichbare#ktraktionen gemessen werden

02. PE (1 pmol/l) bis zwei vergleichbare Kontraktiorggmessen werden

03. nach PE-induzierter (1 pmol/l) Kontraktion Dilatatidurch Acetylcholin (10 pmol/l)

04. am Versuchsende nach PE-induzierter (1 umol/l) kabstibn Dilatation durch SNP

(2 pmol/1)

Im Fall einer nicht konstanten oder zu schwacheso¥anstriktion (<5 mN) unter PE (1
pnmol/l) oder einer mangelhaften endothelvermitte@sodilatation unter Acetylcholin, werden
die geschadigten Aortenringe durch neue ausgetaustiuass lediglich die Gefal3praparate in
den Versuchen Verwendung finden, die die zuvoruesiéen Vorbedingungen erfullen. In den
Versuchen beweisen ca. 70 % der eingespannten <$ggfi@@nte reproduzierbare
vasokonstringierende und dilatierende Eigenschafté@hrend die restlichen 30 % der Préaparate
nicht verwertbar sind. Jedes Experiment wird andestens sechs Aortenringpraparaten von

jeweils verschiedenen Tieren der gleichen Speziedesholt.

2.2.8. Reproduzierbarkeit der Versuchsergebnisse

Aufgrund der bis zu 9 Stunden dauernden Experimeniede die Reproduzierbarkeit der
Versuchsergebnisse fur Maximalkontraktionen undi®@érkungs-Kurven der verschiedenen
vasokonstringierenden Substanzen kontrolliert, nmdelurch repetitive Erzeugung einer
Maximalkontraktion oder Dosis-Wirkungs-Kurve dientiaktilen Eigenschaften der Gefal3e und
ihre Antwort auf die einzelnen Agonisten Uber dieggeitraum untersucht wurden. Hierbei
wurden keine signifikanten Veranderungen im Ausnudd GefalRkontraktionen Uber die

mehrstindigen Versuche registriert.

2.2.9. Statistik

Die Resultate sind als Mittelwert + Standardfeldes Mittelwertes angefiihrt. Die Reaktionen
wurden als Kraftanderungen in mN erfasst. Die (IMgodag gespeicherten Daten wurden unter
Zuhilfenahme des Analyseprogrammes Myodata 2.0dstsgh ausgewertet, wobei ein Wert
von P < 0.05 als statistisch signifikant gilt. Riehobenen Resultate beschreiben Gruppen von
unverbundenen Stichproben mit potenziell untersiticieer Standardabweichung. Zur Prifung
der statistischen Signifikanz wurde aus diesem Grmer verteilungsunabhangige U-Test von

Wilcoxon, Mann und Whitney angewendet.
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2. Material und Methoden

Als Nullhypothese HO wurde angenommen, dass digeMierte aus den Kraftanderungen unter
Zugabe von Agonisten und Antagonisten denen beiaBeigvon Tyrode entsprachen. Als
Alternativhypothese H1 wurde angenommen, dass wi@eZugabe der genannten Substanzen
die entsprechenden Mittelwerte groé3er oder kleateunter Tyrode wéren.

HO: 1= o

H1:pl >p2 oderpl <p2

w1 = Mittelwert der Kraftdnderung nach Applikation einrestsubstanz unter Tyrode

ue = Mittelwert der Kraftdanderung nach Applikation vimdometacin und L-NAME

Der Stichprobenumfang Uber Tyrode betrugund lber der jeweiligen Substanz Fkur die
gemessenen Werte wurde eine Rangordnung erstelljegier Messwert bekam eine Rangzahl
zugeordnet. Die Summe der Rangzahlen der MessveeieTyrode war Rund die Summe der
Rangzahlen Uber der jeweiligen Antagonisierung War Die in diesem Test verwendeten
PrafgrélRen Yund U, werden nach folgenden Gleichungen berechnet:
Ui=mxm+05xnx(m+1)-R

U=mXxm+05xnx(m+1)-R

Die Nullhypothese wurde verworfen, wenn U als demere Wert von Wund U kleiner als der
tabellierte kritische Wert U (nnp) war. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit P < 0,05 waurien
verwendeten Test als signifikant erachtet.
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3. Ergebnisse

3. Ergebnisse

3.1. Dosisabhangige Vasokonstriktion an Aorten voiVTM durch Phenylephrin

Diese Versuchsreihe zeigt die durch Phenylephrik) (Rusgeloste Vasokonstriktion an
thorakalen Aorten von C57BL/6-Mausen (WTM) Ubereefkktivierung dese -Adrenorezeptors.

Die Hohe der Vasokonstriktion hangt von der PE-Bosib, wobei die maximale

Vasokonstriktion (V__) ab einer Konzentration von 1@nol/l erreicht wird (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Nicht kumulative Dosis-Wirkungs-Kurve durch Phenylephrin.

Abgebildet ist die nicht kumulative Dosis-Wirkungsive (DWK) von PE an unterschiedlichen
thorakalen Aortenringen von WTM am KleingefaBmyaqiran. Dargestellt ist eine reprasentative
Originalabbildung von minimal 6 unabhangigen>(16) Versuchen am Kleingefal3myographen, die eine
dosisabhéangige Steigerung der PE induzierten Vasikktion erkennen lasst. Durch Waschvorgéange
vor jeder Konzentrationserhéhung wurde die Baselilggler erreicht. Die gemessene Kraft in mN ist auf
der Ordinate gegen die jeweilige Konzentration WB auf der Abszisse aufgetragen. Es fanden
Applikationen ansteigender PE-Konzentrationen Iggoden Schritten statt: 1: 3 nmol/l; 2: 10 nmdi;

30 nmol/l; 4: 100 nmol/l; 5: 300 nmol/l; 6:@mol/l; 7: 10pumol/l.
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3. Ergebnisse

3.2. Dosisabhangige Vasodilatation durch ACh und SRlan Aorten von WTM

Diese Versuchsreihe zeigt eine Acetylcholin (AChdueine Natriumnitroprussid (SNP)
vermittelte Vasodilatation an thorakalen Aorten V@WIM, die mittels PE vorkontrahiert
wurden. Das Ausmal der Vasodilatation ist von dé@hMosis bzw. SNP-Dosis abhangig,
wobei die maximale Vasodilatation durch ACh_(\J ab einer Konzentration von 1Q6nol/l

erreicht wird (Abbildung 12) bzw. ab einer Konzeatibn von 1pmol/l durch SNP (Abbildung

13). Um die Endothelabhangigkeit der ACh induzieit&asorelaxation zu untersuchen, wurden
Versuche mit dem spezifischen eNOS Inhibitor L-NAMEO pmol/l) durchgefiihrt. Diese

Versuche zeigten eine vollstdndige Blockade der A@huzierten Vasodilatation unter eNOS
Inhibition (Abbildung 12).
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Abbildung 12: DWK von ACh an thorakalen Aortenringen von WTM.

Das Ausmal der Vasorelaxation (in Prozent der maem PE-Vorkontraktion) ist auf der Ordinate
gegen die jeweilige Konzentration von ACh (in loglft) auf der Abszisse aufgetragen. Man erkennt
eine dosisabhdngige ACh induzierte Vasorelaxatidie, durch eNOS-Hemmung durch L-NAME
vollstandig aufgehoben werden kann. Jeder Messpapkisentiert den Mittelwert aus mindestens sechs
verschiedenen ExperimentenXi%). Die vertikalen Linien stellen den Standardéetdar. * = P < 0,05
WTM vs. L-NAME.
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3. Ergebnisse

Im Gegensatz dazu wurde die SNP induzierte Vasattamm durch die mittels L-NAME
verursachte eNOS Blockade nicht signifikant beassgt (Abbildung 13).
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Abbildung 13: DWK von SNP an thorakalen Aortenringen von WTM.

Das Ausmal der Vasorelaxation (in Prozent der maem PE-Vorkontraktion) ist auf der Ordinate
gegen die jeweilige Konzentration von SNP (in log/fhauf der Abszisse aufgetragen. Man erkenrg ein
dosisabhéangige SNP induzierte Vasorelaxation, diechd eNOS-Hemmung durch L-NAME nicht
beeinflusst wird. Dargestellt sind minimal 6 unabhangige (®\ 6) Versuche am
KleingefalBmyographenJeder Messpunkt reprasentiert den Mittelwert aumdestens sechs

verschiedenen ExperimentenX6). Die vertikalen Linien stellen den Standardéeldar.
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3. Ergebnisse

3.3. Dosisabhangige Wirkung von ACh und SNP auf A¢en von sPLA- und WTM

Im ersten Teil dieser Doktorarbeit wurde die endbéte Funktion thorakaler Aortenringe von
WTM und sPLA-transgenen Mausen untersucht. Zuerst wurden D@sigings-Kurven von
ACh (zur Testung der endothelabhdngigen Vasodibetatund SNP (zur Testung der
endothelunabhéngigen Vasodilatation) in aufsteigenBosis an thorakalen Aortenringen
durchgefuhrt, die mit Phenylephrin (PE 1umol/l; maxle Vasokonstriktion 8.1 = 0.8mN,
p>0,05 n=16) vorkontrahiert wurden. Die maximale@inte Vasokonstriktion auf 1umol/l PE
der Aortenringe von sPLAtransgenen Mausen und WTM war nicht signifikaneuschiedlich.
Die durch ACh erreichte maximale Vasodilatation ttemrakalen Aorten der sPLAransgenen
Mausen war im Vergleich zu den Kontrolltieren sfigaint erniedrigt, was eine schwere
endotheliale Dysfunktion der Gefal3e von sRitransgenen Mausen aufzeigt (sRtansgen:
[ECsq] = -6,2 + 0,1, max. Dilatation = -33,8 + 5,0 %>n6; WTM: [EG] = -6,1 + 0,1, max.
Dilatation = -83,2 + 2,3 %, n > 6) (Abbildung 14).

(=
S 20-
kS, o WTM
S o = sSPLA,
S
Ex -20A
= w
3e o
T O
¥ s -60-
£ *
s -80- *
= *
S -100- *

10 9 -8 -7 6 5 -4 -3
ACh [log mol/l]

Abbildung 14: DWK von ACh an GefalRen von sPLA-Mausen und WTM.

Die Abbildung zeigt die kumulative Dosis-Wirkungs#¢e von ACh an unterschiedlichen thorakalen
Aortenringen von sPLAtransgenen Mausen im Vergleich zu WTM am Klein8efgiographen.
Dargestellt sind minimal 6 unabhéngigex(16) Versuche am KleingefalBmyographen. Das Ausmal} de
Vasodilatation in Prozent der maximalen PE-Vorkaktion ist auf der Ordinate gegen die jeweilige
Konzentration von ACh in log mol/l auf der Abszissefgetragen. Die vertikalen Linien stellen den
Standardfehler dar. * = P < 0,05 WTM vs. sBLA
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3. Ergebnisse

Die SNP induzierte maximale Vasodilatation der #katen Aorten von sPLAtransgenen
Mausen und Kontrolltieren war nicht signifikant ergchiedlich, was auf eine normale
endothelunabhangige vaskuldre Funktion von sPk#nsgenen Mausen schlielen lasst.
(sPLAg-transgen: [EG] = -7,5 £ 0,1, max. Dilatation = -105,6 + 4,5 %> 1%; WTM: [EG] =

-7,5 £ 0,1, max. Dilatation = -102,4 £ 4,1 %, n > Abbildung 15).
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Abbildung 15: DWK von SNP an Gefal3en von sPLAMausen und WTM.

Die Abbildung zeigt die kumulative Dosis-Wirkungsie von SNP an unterschiedlichen thorakalen
Aortenringen von sPLAtransgenen Mausen im Vergleich zu WTM am Klein8efgiographen.
Dargestellt sind minimal 6 unabhé&ngige Xn6) Versuche am Kleingefal3myographéras
Ausmal} der Vasodilatation in Prozent der maxim&e&rVorkontraktion ist auf der Ordinate gegen die
jeweilige Konzentration von SNP in log mol/l aufrdébszisse aufgetragen. Die vertikalen Linien stell

den Standardfehler dar.
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3. Ergebnisse

3.4. Dosisabhangige Vasodilatation unter COX-Inhildbren an sPLAx- und WTM

In dieser Versuchsreihne wurde die ACh induziertelo#imelabhangige Vasodilatation der
thorakalen Aortenringe von sPLAransgenen Mausen und Kontrolltieren untersudbtydrher
mit selektiven und nicht selektiven Cyclooxygenésgabitoren vorbehandelt und mit PE
vorkontrahiert wurden. Unter Vorbehandlung mit demcht selektiven COX-1/2-Inhibitor
Indometacin (10mol/l) konnte die schwer gestdrte endotheliale Fonk sSPLA-transgener
Mause nahezu vollstéandig entsprechend dem Niveaial&rolltiere wiederhergestellt werden
(sPLAg-transgen ohne Indometacin: [Rfc= -6,2 £ 0,1, max. Dilatation = -33,8 = 5,0 %>16;
sPLAy-transgen mit Indometacin: [Eg} = -6,3 = 0,1, max. Dilatation = -79,0 = 8,3 %>,
Abbildung 16).
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Abbildung 16: DWK von ACh mit Indometacin an Gefal3en von sPLA-Mausen.

Die Abbildung zeigt die kumulative Dosis-Wirkungs#¢e von ACh an unterschiedlichen thorakalen
Aortenringen von sPLAtransgenen Mausen im Vergleich zu mit Indometaoniehandelten thorakalen
Aortenringen sPLAtransgener Mause am KleingefaBmyographBrargestellt sind minimal 6
unabhangige (1> 6) Versuche am Kleingefallmyograph&@as Ausmall der Vasodilatation in
Prozent der maximalen PE-Vorkontraktion ist auf @edinate gegen die jeweilige Konzentration von
ACh in log mol/l auf der Abszisse aufgetrag@¥ie vertikalen Linien stellen den Standardfehler. da

* = P < 0,05 sPLAvs. Indometacin.
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3. Ergebnisse

Die Anwesenheit von Indometacin hatte keinen Es¥luauf die durch ACh vermittelte
Dilatation der thorakalen Aorten der WTM (WTM ohimelometacin: [EG] = -6,1 + 0,1, max.
Dilatation = -83,2 + 2,3 %, n > 6; WTM mit Indomeia: [EGs¢] = -6,0 + 0,1, max. Dilatation =
-86,5 + 3,6 %, n > 6, Abbildung 17).
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Abbildung 17: DWK von ACh mit Indometacin an GefalZen von WTM.

Die Abbildung zeigt die kumulative Dosis-Wirkungs#¢e von ACh an unterschiedlichen thorakalen
Aortenringen von WTM im Vergleich zu mit Indometactorbehandelten thorakalen Aortenringen von
WTM am KleingefaBmyographemargestellt sind minimal 6 unabhangigeXr6) Versuche am
Kleingefalimyographerbas AusmaR der Vasodilatation in Prozent der malémPE-Vorkontraktion
ist auf der Ordinate gegen die jeweilige Konzerdratvon ACh in log mol/l auf der Abszisse

aufgetragen. Die vertikalen Linien stellen den Sgadfehler dar.
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3. Ergebnisse

In Anwesenheit des selektiven COX-1-Inhibitors SBD5(1 pmol/l) anderte sich die
endothelabhangige Vasodilatation der thorakalentehoder sPLAtransgenen Mause nicht
(sPLAg-transgen ohne SC-560: [Bff= -6,2 + 0,1, max. Dilatation = -33,8 £ 5,0 %,>n6;
sPLAy-transgen mit SC-560: [Eg = -6,2 = 0,1, max. Dilatation = -35,7 + 4,3 %,>n6,
Abbildung 18).
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Abbildung 18: DWK von ACh mit SC-560 an Gefafien vorsPLA,-Mausen.

Die Abbildung zeigt die kumulative Dosis-Wirkungs#¢e von ACh an unterschiedlichen thorakalen
Aortenringen von sPLAtransgenen Mausen im Vergleich zu mit SC-560 Vosbeelten thorakalen
Aortenringen sPLAtransgener Mause am KleingefaBmyographBrargestellt sind minimal 6
unabhéngige (= 6) Versuche am Kleingefallmyograph®as Ausmafl} der Vasodilatation in
Prozent der maximalen PE-Vorkontraktion ist auf @edinate gegen die jeweilige Konzentration von

ACh in log mol/l auf der Abszisse aufgetragen. iBetikalen Linien stellen den Standardfehler dar.
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3. Ergebnisse

Der selektive COX-1-Inhibitor SC-560 (1 pmol/l) teatauch keinen Einfluss auf die
endothelabhangige Vasodilatation der thorakalertehoder WTM (WTM ohne SC-560: [Eg}
=-6,1 £ 0,1, max. Dilatation = -83,2 + 2,3 %, ®>WTM mit SC-560: [EG] = -6,0 £ 0,1, max.
Dilatation = -85,3 + 4,1 %, n > 6, Abbildung 19).
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Abbildung 19: DWK von ACh mit SC-560 an GefalRen vorwTM.

Die Abbildung zeigt die kumulative Dosis-Wirkungs#¢e von ACh an unterschiedlichen thorakalen
Aortenringen von WTM im Vergleich zu mit SC-560 fsehandelten thorakalen Aortenringen von WTM
am KleingefaBmyographerDargestellt sind minimal 6 unabhangige ¥n6) Versuche am
Kleingefalimyographerbas AusmaR der Vasodilatation in Prozent der malémPE-Vorkontraktion
ist auf der Ordinate gegen die jeweilige Konzemratvon ACh in log mol/l auf der Abszisse

aufgetragen. Die vertikalen Linien stellen den 8Sgadfehler dar.
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3. Ergebnisse

Im Gegensatz dazu verbesserte sich in Anwesenhsitsdlektiven COX-2-Inhibitors NS-398
(20 umol/l) die endothelabhéngige Vasodilatation ttierakalen Aorten der sPLAransgenen
Tiere signifikant (sPLA-transgen ohne NS-398: [E€ = -6,2 + 0,1, max. Dilatation = -33,8 £
5,0 %, n > 6; sPLAtransgen mit NS-398: [Ef] = -6,9 + 0,1, max. Dilatation = -81,1 + 4,6 %,
n > 6, Abbildung 20).
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Abbildung 20: DWK von ACh mit NS-398 an GeféalRen vorsPLA,-Méausen.

Die Abbildung zeigt die kumulative Dosis-Wirkungs#¢e von ACh an unterschiedlichen thorakalen
Aortenringen von sPLAtransgenen Mausen im Vergleich zu mit NS-398 voabnelelten thorakalen
Aortenringen sPLAtransgener Mause am KleingefaBmyographBargestellt sind minimal 6
unabhéngige (= 6) Versuche am Kleingefa3imyograph&ras AusmaR der Vasodilatation in
Prozent der maximalen PE-Vorkontraktion ist auf @edinate gegen die jeweilige Konzentration von
ACh in log mol/l auf der Abszisse aufgetragen. Datikalen Linien stellen den Standardfehler dar.
*= P < 0,05 sPLAvs. NS-398.
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3. Ergebnisse

Die durch ACh vermittelte Dilatation der thorakalkarten der WTM anderte sich unter NS-398
nicht signifikant (WTM ohne NS-398: [Eg = -6,1 + 0,1, max. Dilatation = -83,2 £ 2,3 %>n
6; WTM mit NS-398: [EGo] = -6,3 £ 0,1, max. Dilatation = -85,4 + 2,9 %>16, Abbildung 21).
Diese Daten demonstrieren, dass die schwere erdidéghBysfunktion in GefalRen von sPLA

transgenen Mausen von einer erhdhten vaskularenZ@BKivitat abhéngig ist.
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Abbildung 21: DWK von ACh mit NS-398 an GefalRen vorwTM.

Die Abbildung zeigt die kumulative Dosis-Wirkungs#¢e von ACh an unterschiedlichen thorakalen
Aortenringen von WTM im Vergleich zu mit NS-398 behandelten thorakalen Aortenringen von WTM
am KleingefaBmyographerDargestellt sind minimal 6 unabhangige ¥n6) Versuche am
Kleingefaldmyographerbas AusmaR der Vasodilatation in Prozent der maeimBE-Vorkontraktion
ist auf der Ordinate gegen die jeweilige Konzerdratvon ACh in log mol/l auf der Abszisse

aufgetragen. Die vertikalen Linien stellen den 8Sgadfehler dar.
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3. Ergebnisse

3.5. Dosisabhangige Vasodilatation unter Tiron anPLA »-Mausen und WTM

Als nachstes wurde der Effekt des Sauerstoffraffikgers Tiron (10mmol/l) auf die
endothelabhangige Vasodilatation der thorakalentehoinge von sPLAtransgenen Mausen
und Kontrolltieren untersucht. In Anwesenheit voinom verbesserte sich die durch steigende
Konzentrationen von ACh vermittelte endothelabhgagdfasodilatation der Gefal3e der sRLA
transgenen Mause signifikant (sPL#kansgen ohne Tiron: [Eg} = -6,2 £ 0,1, max. Dilatation =
-33,8 £ 5,0 %, n > 6; sPLAransgen mit Tiron: [E§] = -7,3 + 0,2, max. Dilatation = -76,8 *
14,3 %, n > 6, Abbildung 22).
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Abbildung 22: DWK von ACh mit Tiron an GeféalRen vonsPLA,-Mausen.

Die Abbildung zeigt die kumulative Dosis-Wirkungs#¢e von ACh an unterschiedlichen thorakalen
Aortenringen von sPLAtransgenen Mausen im Vergleich zu mit Tiron voebetelten thorakalen
Aortenringen sPLAtransgener Mause am KleingefaBmyographBargestellt sind minimal 6
unabhangige (1> 6) Versuche am Kleingefalimyograph&as Ausmafl der Vasodilatation in
Prozent der maximalen PE-Vorkontraktion ist auf @edinate gegen die jeweilige Konzentration von
ACh in log mol/l auf der Abszisse aufgetragen. Datikalen Linien stellen den Standardfehler dar.
* = P < 0,05 sPLAvs. Tiron.
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3. Ergebnisse

Im Gegensatz dazu wurde die durch ACh induziertdo#elabhé&ngige Vasodilatation der
thorakalen Aortenringe der WTM nicht signifikantrdia Tiron (10mmol/l) beeinflusst (WTM
ohne Tiron: [EGo = -6,1 = 0,1, max. Dilatation = -83,2 + 2,3 %>r6; WTM mit Tiron: [EG]
=-6,2 + 0,2, max. Dilatation = -89,4 + 7,6 %, 6 >Abbildung 23). Diese Daten demonstrieren,
dass erhohter vaskularer oxidativer Stress zur eghiwendothelialen Dysfunktion in Gefal3en

sPLAy-transgener Mause beitragt.
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Abbildung 23: DWK von ACh mit Tiron an Gefal3en vonWTM.

Die Abbildung zeigt die kumulative Dosis-Wirkungs#¢e von ACh an unterschiedlichen thorakalen
Aortenringen von WTM im Vergleich zu mit Tiron vagbandelten thorakalen Aortenringen von WTM
am KleingefaBmyographerDargestellt sind minimal 6 unabhangige ¥n6) Versuche am
Kleingefaldmyographerbas AusmaR der Vasodilatation in Prozent der maeimBE-Vorkontraktion
ist auf der Ordinate gegen die jeweilige Konzerdratvon ACh in log mol/l auf der Abszisse

aufgetragen. Die vertikalen Linien stellen den Sgadfehler dar.
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3. Ergebnisse

3.6. Dosisabhangige Vasodilatation unter ApocyninrasPLA,-Mausen und WTM

In einer weiteren Versuchsreihe wurde der Effeld NADPH-Oxidase-Inhibitors Apocynin auf
die endothelabhangige Vasodilatation der thorakAlemenringe von sPLAtransgenen Mausen
und Kontrolltieren untersucht. In Anwesenheit vopo&ynin (100 pmol/l) verbesserte sich die
durch steigende Konzentrationen von ACh vermitteltelothelabhangige Vasodilatation der
GefalRe der sPLAtransgenen Mause signifikant (sPi#kansgen ohne Apocynin: [EE = -6,2

+ 0,1, max. Dilatation = -33,8 £ 5,0 %, n > 6; sRHansgen mit Apocynin: [Ef] =-6,5 £ 0,2,
max. Dilatation = -78,6 + 7,4 %, n > 6, Abbildund)2
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Abbildung 24: DWK von ACh mit Apocynin an GefalRen von sPLA-Mausen.

Die Abbildung zeigt die kumulative Dosis-Wirkungs#¢e von ACh an unterschiedlichen thorakalen
Aortenringen von sPLAtransgenen Mausen im Vergleich zu mit Apocyninbetrandelten thorakalen
Aortenringen sPLAtransgener Mause am KleingefaBmyographBargestellt sind minimal 6
unabhangige (1> 6) Versuche am Kleingefallmyograph&@as Ausmall der Vasodilatation in
Prozent der maximalen PE-Vorkontraktion ist auf @edinate gegen die jeweilige Konzentration von
ACh in log mol/l auf der Abszisse aufgetragen. Datikalen Linien stellen den Standardfehler dar.

* = P < 0,05 sPLAvs. Apocynin.
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3. Ergebnisse

Die ACh induzierte endothelabhangige Vasodilatatidar thorakalen Aortenringe der
Kontrolltiere wurde hingegen nicht signifikant diardpocynin (100 pmol/l) beeinflusst (WTM
ohne Apocynin: [EG) = -6,1 £ 0,1, max. Dilatation = -83,2 + 2,3 %,>n6; WTM mit

Apocynin: [EGg = -6,1 = 0,2, max. Dilatation = -82,3 + 6,1 %>n6, Abbildung 25). Diese
Daten demonstrieren, dass eine erhohte NADPH-Osiddsivitdt zu einer schweren

endothelialen Dysfunktion in Gefal3en sREAansgener Mause beitragt.
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Abbildung 25: DWK von ACh mit Apocynin an Gefal3en von WTM.

Die Abbildung zeigt die kumulative Dosis-Wirkungs#¢e von ACh an unterschiedlichen thorakalen
Aortenringen von WTM im Vergleich zu mit Apocynirorbehandelten thorakalen Aortenringen von
WTM am KleingefaBmyographemargestellt sind minimal 6 unabhangigeXr6) Versuche am
Kleingefaldmyographerbas AusmaR der Vasodilatation in Prozent der maeimBE-Vorkontraktion
ist auf der Ordinate gegen die jeweilige Konzerdratvon ACh in log mol/l auf der Abszisse

aufgetragen. Die vertikalen Linien stellen den 8Sgadfehler dar.
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3.7. Dosisabhangige Vasodilatation unter PGEAntagonisten an sPLA- und WTM

Schlief3lich wurde auch die Wirkung von P&Rezeptorantagonisten auf die endothelabhangige
Vasodilatation der thorakalen Aortenringe von sRtransgenen Mausen und Kontrolltieren
untersucht. In Anwesenheit des EP1/2-Rezeptoranisigm AH-6809 (10 umol/l) verbesserte
sich die durch steigende Konzentrationen von AGmiteelte endothelabhangige Vasodilatation
der thorakalen Aorten der sPEAransgenen Mause signifikant (sPik#kansgen ohne AH-6809:
[ECsq] = -6,2 £ 0,1, max. Dilatation = -33,8 £ 5,0 %,>n6; sPLA-transgen mit AH-6809:
[ECsq] = -7,0 £ 0,1, max. Dilatation = -67,6 * 3,3 %316, Abbildung 26).
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Abbildung 26: DWK von ACh mit AH-6809 an GefalRen van sSPLA,-Mausen.

Die Abbildung zeigt die kumulative Dosis-Wirkungs#¢e von ACh an unterschiedlichen thorakalen
Aortenringen von sPLAtransgenen Mausen im Vergleich zu mit AH-6809 etrdndelten thorakalen
Aortenringen sPLAtransgener Mause am KleingefaBmyographBrargestellt sind minimal 6
unabhéngige (& 6) Versuche am Kleingefal3myographé&ras AusmaR der Vasodilatation in
Prozent der maximalen PE-Vorkontraktion ist auf @edinate gegen die jeweilige Konzentration von
ACh in log mol/l auf der Abszisse aufgetragen. Datikalen Linien stellen den Standardfehler dar.
* = P < 0,05 sPLAvs. AH-6809.
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Demgegeniber tbte der EP1/2-Rezeptorantagonist@19-6L0 umol/l) keinen Einfluss auf die
ACh induzierte endothelabhangige Vasodilatation ttherakalen Aortenringe der WTM aus
(WTM ohne AH-6809: [EG] = -6,1 £ 0,1, max. Dilatation = -83,2 £ 2,3 %>r6; WTM mit
AH-6809: [EGq] = -6,0 = 0,2, max. Dilatation = -91,5 + 5,9 %>16, Abbildung 27).
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Abbildung 27: DWK von ACh mit AH-6809 an GefalRen vas WTM.

Die Abbildung zeigt die kumulative Dosis-Wirkungs#¢e von ACh an unterschiedlichen thorakalen
Aortenringen von WTM im Vergleich zu mit AH-6809 noehandelten thorakalen Aortenringen von
WTM am KleingefaBmyographemargestellt sind minimal 6 unabhangigeXr6) Versuche am
Kleingefalimyographerbas AusmaR der Vasodilatation in Prozent der magmBE-Vorkontraktion
ist auf der Ordinate gegen die jeweilige Konzemratvon ACh in log mol/l auf der Abszisse

aufgetragen. Die vertikalen Linien stellen den 8Sgadfehler dar.
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Ebenso verbesserte sich die durch ACh induziertdotbelabhangige Vasodilatation der
thorakalen Aorten der sPLAransgenen Mause signifikant unter dem Einfluss B®1/2-
Rezeptorantagonisten SC-19220 (10 pmol/l) (sfltansgen ohne SC-19220: [Rf= -6,2 +
0,1, max. Dilatation = -33,8 £ 5,0 %, n > 6; sRHpansgen mit SC-19220: [k = -7,1 + 0,3,
max. Dilatation = -68, £ 5,5 %, n > 6, Abbildung)28
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Abbildung 28: DWK von ACh mit SC-19220 an GefalRen en sPLA-Mausen.

Die Abbildung zeigt die kumulative Dosis-Wirkungs#¢e von ACh an unterschiedlichen thorakalen
Aortenringen von sPLAtransgenen Mausen im Vergleich zu mit SC-1922®eandelten thorakalen
Aortenringen sPLAtransgener Mause am KleingefaBmyographBargestellt sind minimal 6
unabhangige (1> 6) Versuche am Kleingefal3imyograph&as Ausmafl der Vasodilatation in
Prozent der maximalen PE-Vorkontraktion ist auf @edinate gegen die jeweilige Konzentration von
ACh in log mol/l auf der Abszisse aufgetragen. Datikalen Linien stellen den Standardfehler dar.
*= P < 0,05 sPLAvs. SC-19220.
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Auch dieser EP1/2-Rezeptorantagonist SC-19220 (@0l/) hatte keinen Einfluss auf die ACh
induzierte endothelabhangige Vasodilatation der W{TWMI'M ohne SC-19220: [E4] = -6,1 +
0,1, max. Dilatation = -83,2 £ 2,3 %, n > 6; WTMtn3C-19220: [EG) = -6,1 = 0,2, max.
Dilatation = -84,8 £ 3,8 %, n > 6, Abbildung 29)ieBe Daten demonstrieren, dass erh6hte
Konzentrationen von PGEebenfalls zur schweren endothelialen DysfunktiorGefal3en von

sPLAy-transgenen Mausen beitragen.
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Abbildung 29: DWK von ACh mit SC-19220 an GefalRenon WTM.

Die Abbildung zeigt die kumulative Dosis-Wirkungs#¢e von ACh an unterschiedlichen thorakalen
Aortenringen von WTM im Vergleich zu mit SC-19220rkehandelten thorakalen Aortenringen von
WTM am KleingefaBmyographemargestellt sind minimal 6 unabhangigeXr6) Versuche am
Kleingefaldmyographerbas AusmaR der Vasodilatation in Prozent der maeimBE-Vorkontraktion
ist auf der Ordinate gegen die jeweilige Konzerdratvon ACh in log mol/l auf der Abszisse

aufgetragen. Die vertikalen Linien stellen den 8gadfehler dar.
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3. Ergebnisse

3.8. Dosisabhangige Vasodilatation mit ACh unter P&, an Aortenringen von WTM

Um den Zusammenhang zwischen BGIRd einer endothelialen Dysfunktion zu Uberprifen,
wurde in der folgenden Versuchsreihe der Einflumsehiedener Konzentrationen von B@Hf
die endothelabhangige Vasodilatation der thorakakarten von WTM untersucht. In
Anwesenheit aufsteigender Konzentrationen von P@&schlechterte sich die ACh induzierte
endothelabhangige Vasodilatation der Gefal3e im I¢®ig zu den unbehandelten signifikant
(WTM ohne PGE [ECsg] = -6,1 £ 0,1, max. Dilatation = -83,2 £ 2,3 %>r6; WTM mit PGk
[100 nmol/l]: [EGyq] = -6,0 £ 0,1, max. Dilatation = -80,5 + 2,9 %>n6; WTM mit PGE [1
umol/l]: [ECs¢] = -6,0 £ 0,1, max. Dilatation = -72,9 = 3,0 %,>n6>; WTM mit PGk [10
pmol/l]: [EGCsq] = -5,9 = 0,1, max. Dilatation = -64,5 + 2,8 %>n6) (Abbildung 30). Anhand
dieser Ergebnisse bestétigt sich der Verdacht, dds8hte Konzentrationen von P&GEur

endothelialen Dysfunktion in Gefal3en sREAansgener Mause beitragen.
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Abbildung 30: DWK von ACh an Gefalien von WTM mit und ohne PGE.

Abgebildet sind verschiedene kumulative Dosis-WhigstKurven von ACh an unterschiedlichen
thorakalen Aortenringen von WTM am Kleingefal3mygdran mit und ohne Vorbehandlung mit PGk
unterschiedlichen Konzentrationen (100 nmol/l, lojfflrund 10 pmol/l).Dargestellt sind jeweils
minimal 6 unabhéngige (= 6) Versuche am KleingefaBmyographebas Ausmaf der
Vasodilatation in Prozent der maximalen PE-Vorkaktion ist auf der Ordinate gegen die jeweilige
Konzentration von ACh in log mol/l auf der Abszissefgetragen. Die vertikalen Linien stellen den

Standardfehler dar.
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4. Diskussion

Es ist bekannt, dass Patienten mit einer eingeskted Nierenfunktion ein sehr hohes Mal3 an
kardiovaskularen Erkrankungen haben. Die Ursadtsaierlich in der vorhandenen Anh&aufung
von sogenannten Urdmietoxinen zu sehen. Uramietogind Molekile, die sich im Rahmen
einer Niereninsuffizienz vermehrt im Plasma ansammiginer dieser Faktoren ist die sPLA
Typ lla, die im Vergleich zum Kontrollkollektiv urden Faktor 6-10 bei Dialysepatienten erhdht
ist (nicht publizierte Daten mit freundlicher Gengbgung von Herrn Prof. Dr. Tietge,
Groningen, Niederlande). Die Hypothese in diesektBarbeit ist, dass die erhéhte Menge an
sPLAx-lla zu einer gesteigerten Bildung von Prostaglaedifihrt, Gber die eine endotheliale
Dysfunktion ausgelost wird. Die in dieser Arbeitrchgefihrten Versuche bestétigten diese
Hypothese. Die endotheliale Dysfunktion scheintee8chlisselrolle in der Entwicklung von
atherosklerotischen kardiovaskularen Erkrankungerspmelen und unabhangige prognostische
Auswirkungen zu haben [171, 172]. Die sRtlfa ist ein kardiovaskularer Risikofaktor mit
intrinsischer proatherosklerotischer biologischektiitat. Patienten mit atherosklerotischen,
kardiovaskularen Erkrankungen weisen erhdhte sRlaAPlasmakonzentrationen auf [48, 114],
aul3erdem korreliert der sPbkMa-Plasmaspiegel mit dem Risiko fur zukilnftigerdware
Ereignisse [48, 117].
Es sind bisher verschiedene proatherogene Eigeitsicltier sPLA-Ila beschrieben worden:
(1) Die sPLA-lla erniedrigt die Plasmakonzentration von HDL-@&sterin, indem es den
Katabolismus von HDL-Cholesterin-Ester sowie vonoAg in sPLAp-transgenen
Mausen, die eine Uberexpression von humanem sBufweisen, erhoht [173, 174].
(I Die sPLAc-lla induziert die Bildung von aggregierten/fusierien LDL-Partikeln
[175, 176]. Aggregiertes/ fusioniertes LDL ist eibedeutendes Merkmal
atherosklerotischer Lasionen. Diese Modifizieruran \WL.DL erhoht die Affinitat von
LDL-Partikeln fur Proteoglykane und fordert die dihg von Schaumzellen und die
Ablagerung von Lipiden innerhalb der GefalRwand.
(1) Durch sPLAy-lla-modifiziertes HDL verliert seine schitzendengdnschaften
gegeniber einer LDL-Oxidation. In-vitro-Studien rdigéllkulturen von Endothelzellen
und glatten GefaBmuskelzellen zeigten, dass miAsfla behandeltes HDL nicht mehr
vor einer LDL-Oxidation schitzt, was auf eine ednigte Paraoxonase-Aktivitat des
sPLAx-lla-modifizierten HDLs zurtckgefuhrt wird [51].
(IV) Durch Makrophagen freigesetzte sPEiWa erhoht signifikant die Oxidation von
LDL in Abwesenheit von HDL-Partikeln [177].
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4. Diskussion

(V) Die Uberexpression von sPkAla in transgenen Mausen fihrt bereits unter einer

normalen, nicht hochkalorischen Diat zu einer \&kien Bildung von

atherosklerotischen Lasionen [37].

(VI) Des Weiteren wurde demonstriert, dass die mphkagenspezifische Uberexpression

von sPLA-Ila ausreicht um eine verstarkte Atherogeneseduzieren [177, 112, 178].
Die gegenwartige Arbeit baut auf diesen Beobactgnragif. Nachdem nun bekannt ist, dass die
sPLAx-lla deutliche proatherogene Eigenschaften hat,dewum Rahmen dieser Arbeit der
Einfluss einer erhdohten sPkAla- Expression und -Aktivitdt in Bezug auf einerette
endotheliale Dysfunktion und die dahinter liegenfi&&chanismen untersucht [177]. Es konnte
erfolgreich gezeigt werden, dass in isolierten dkalten Aorten von sPLAtransgenen Mausen
im Vergleich zu C57BI/6 Mausen die Gabe von ACh emer signifikant schlechteren

dosisabhangigen Vasodilatation flihrte.

Die sPLA-lla ist eine extrazellulare Phospholipase, die dpholipide an der sn-2-Position
spaltet. Diese Reaktion produziert hauptsachlichchidonsaure, die dann als Vorlaufer fur die
Produktion von Prostaglandinen zur Verfigung stf?]. Es konnte gezeigt werden, dass ein
Produkt des Arachidonsauremetabolismus, das Uber @yclooxygenase-abhéngige Reaktion
entsteht, die Verschlechterung der endothelialemkfian bewirkt. Die Gabe des unselektiven
COX-Inhibitors Indometacin, der sowohl die COX-5 auch die COX-2 inhibiert, konnte die
bei den sPLAtransgenen Tieren beobachtete schlechtere endd¢hélunktion signifikant
verbessern. Also scheinen die Reaktionsprodukte @&X eine wichtige Rolle im
Zusammenhang der endothelialen Dysfunktion zu epidlm die Frage beantworten zu kdnnen,
welche COX an der Produktion dieser Metabolite ibgtest, wurden Versuche mit spezifischen
Inhibitoren der COX-1 und COX-2 durchgefihrt. Esnkte gezeigt werden, dass nicht die
konstitutiv exprimierte COX-1, sondern die unteflammatorischen Bedingungen erhoht
exprimierte COX-2 die Produktion dieser Metaboktgalysiert, da deren spezifische Inhibition
mittels NS-398 die endotheliale Dysfunktion der &%f der sPLAtransgenen Mause
signifikant verbesserte. Die spezifische Inhibitider COX-1 mittels SC-560 hingegen konnte
keine signifikante Verbesserung der endothelialemkBon bewirken. Bei den jeweiligen
Kontrollmausen zeigten sich unter den jeweiligen Xc@hibitoren keine signifikanten

Veranderungen der endothelialen Funktion auf ACh.
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Es ist bekannt, dass Uber die Aktivierung der COMi Produktion von Sauerstoffradikalen
induziert wird. So weil3 man seit langem, dass Saoiradikale (ROS) zu einer deutlichen
Verschlechterung der endothelialen Funktion be#magDies konnte in einer Versuchsreihe
bestatigt werden, in der sich die endotheliale onkder sPLA-transgenen Mause unter dem
Einfluss des Sauerstoffradikalfangers Tiron sidgaifit verbesserte. Tiron ist ein unspezifischer
Sauerstoffradikalfanger [179, 180]. Ein wesentl&iROS produzierendes Enzym innerhalb der
GefaRregulation ist die NADPH-Oxidase [153]. Ubeie dAktivierung dieses Enzyms,
insbesondere aus Entzindungszellen, wie Makrophagtr Monozyten, aber auch aus
vaskularen Zellen, wie glatten Gefalimuskelzellerromsbesondere auch Endothelzellen,
werden hauptsachlich Superoxidanionen produzieresd Superoxidanionen reagieren sehr
schnell mit einem anderen Radikal, dem Stickstoffoxad (NO). Diese beiden Radikale bilden
zusammen das Peroxynitrit (ONOQ das selbst ein starkes Oxidanz ist und potente
Nitrosylierungen induziert [181]. Da PeroxynitrélBst ein potenter Vasokonstriktor ist, wird die
biologische Verfugbarkeit von NO stark reduziertaswin einer ausgepragten endothelialen
Dysfunktion mindet. In dem in dieser Arbeit verwetah sPLA-transgenen Tiermodell konnte
erfolgreich gezeigt werden, dass die spezifischeibiion der NADPH-Oxidase mittels
Apocynin zu einer signifikanten Verbesserung detodimelialen Funktion fuhrte, ein Beweis fur
die pathophysiologische Relevanz der ROS in dieS&dell. Diese Daten sind kongruent mit
vielen Kklinischen Studien, die gezeigt haben, dass endotheliale Dysfunktion beispielsweise
bei Patienten mit KHK oder Niereninsuffizienz zunein grof3en Anteil durch die Produktion
von ROS induziert wird. In den oben dargestellteuindign zum Einfluss der sPLAla auf die
kardiovaskuldre Mortalitat und Morbiditat von Paten mit einer KHK konnte eindeutig
nachgewiesen werden, dass die spPkfen eigenstandigen Risikofaktor darstellt [1182].
Dieser Zusammenhang zwischen sRLB0OX-2 und NADPH- Oxidase kdnnte eine Erklarung

fur die vermehrt anfallenden ROS bei diesen Parenein.

Wie bereits beschrieben spielen die Reaktionspiteddkr COX-2 eine wichtige Rolle in der
Entstehung einer endothelialen Dysfunktion, zu eheReaktionsprodukten gehort insbesondere
das PGE Um den Einfluss von PGEN diesem Zusammenhang zu prifen, wurde in einer
anderen Versuchsreihe die Wirkung von B®&Ezeptorantagonisten untersucht. Die
pharmakologisch nicht selektive Hemmung von EP1d UeP2- Rezeptoren durch die
unspezifischen EP1- und EP2- Rezeptorantagonisitesd09 [183] und SC-19220 [183] fuhrte
zu einer Normalisierung der eingeschrankten endotleali&unktion der Gefalie von sPLEA

transgenen Mausen.
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Die endotheliale Funktion der Kontrolltiere andesieh nicht unter dem Einfluss der P&SE
Rezeptorantagonisten, ein Zeichen fur den spebk#isEinfluss von PGEauf die endotheliale
Funktion der sPLAtransgenen Tiere. Um den Einfluss von B@Ieiter zu untersuchen, wurde
in einer weiteren Versuchsreihe der Einfluss aigsteler Konzentrationen von P&Ruf die
endotheliale Funktion von GeféalRen gesunder C57Blo6trollmause untersucht. Unter
ansteigenden PGEonzentrationen kam es auch in diesem Modell zoereideutlichen
Minderung der endothelialen Funktion. Diese Ergetmiverdeutlichen wiederum die Bedeutung
von COX-2 und deren Spaltprodukt PGimn Zusammenhang der endothelialen Dysfunktion
unter Einfluss von sPLAlla. Interessanterweise wurde von einem positivegedback-
Mechanismus bezuglich COX-2 durch PQferichtet [184], was zu der Uberlegung veranlasst,
ob dies auch zu der Verbindung zwischen der Exmesson sPLA-lla und COX-2 in dieser
experimentellen Arbeit beitragt.

Diese an Gefal3en von sPifansgenen Mausen erhobenen Daten demonstrieass, dle
Expression von sPLAlla zu einer endothelialen Dysfunktion fuhrt, imleie die Bildung von
oxidativem Stress innerhalb der GefalRwand in Abigkegt von COX-2, NADPH-Oxidase und
PGE; erhoht.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass im Hinldid diese Ergebnisse die
pharmakologische Inhibition der sPi-Ma eine mogliche therapeutische Strategie ddestel
konnte, der endothelialen Dysfunktion und der daratesultierenden Entwicklung
atherosklerotischer Lasionen entgegenzuwirken. imscAluss an diese Untersuchung wurden
bei ca. 800 Peritonealdialysepatienten die sPll#& Mengen und -Aktivitdten bestimmt. Die
Auswertungen beziglich kardiovaskularer Mortalgd Morbiditat laufen zurzeit noch und

werden mit Spannung erwartet.
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5. Zusammenfassung

Zur Atherogenese tragen lokale und systemischeliBdtingsreaktionen bei. Die sPLAa ist

ein ubiquitéares Enzym, das die sn-2-EsterbindungRt®spholipide von Zellmembranen und
Lipoproteinen hydrolysiert und dadurch freie Faite und Lysophospholipide freisetzt, die
wiederum Vorlaufer von verschiedenen proinflammattren Mediatoren, vor allem
Prostaglandinen, sind. Studien haben gezeigt, diassPLA-Ila entscheidend zur Pathogenese
vieler Entziindungskrankheiten beitragt, sowie arsghiedenen Wegen zur Atherogenese. Da
die endotheliale Dysfunktion eine Schltsselrolleder Entwicklung von atherosklerotischen
kardiovaskuléaren Erkrankungen spielt und die preaipenen Wirkungen der sPi-MNa bekannt
sind, wurde in dieser Arbeit der Einfluss der sRili& auf die endotheliale Funktion untersucht.
Hierzu wurden thorakale Aortenringe von sBHR-transgenen Mausen und von Kontrolltieren
in einen Kleingefal3myographen eingespannt, mitefesslfe die endotheliale Funktion beider
Spezies anhand ihrer Fahigkeit zur endothelabhé&ngigasodilatation durch ACh gepruft
werden konnte. Durch verschiedene VersuchsreiherGeféfien von sPLAlla-transgenen
Mausen, die eine Uberexpression von humanem sfbAaufweisen, konnte gezeigt werden,
dass es unter dem Einfluss von sPRilla und dessen Spaltprodukten zu einer signifi&ant
Verschlechterung der endothelabhangigen Vasoddatain Vergleich zu den Kontrolltieren
kommt. Die Daten dieser Arbeit demonstrieren, diisserhdhte Expression von sPi-Aa zu
einer endothelialen Dysfunktion fuhrt, indem sie &@ildung von oxidativem Stress innerhalb
der GefalBwand in Abhangigkeit von COX-2, NADPH-Gasd und PGEerhdht. Unter dem
Einfluss der entsprechenden spezifischen Inhibitavee dem COX-2-Inhibitor NS-398, dem
Sauerstoffradikalfanger  Tiron, dem NADPH-Oxidask#hitor Apocynin und den
unspezifischen PGERezeptorantagonisten AH-6809 und SC-19220 verhesssich die
endothelabhangige Vasodilatation der Gefal3e deAsBhansgenen Mause signifikant, wahrend
es bei den Kontrolltieren zu keinen bedeutsamenandarungen der endothelabhangigen
Vasodilatation kam. Dass erhdhte Konzentrationem RGE einen negativen Einfluss auf die
endotheliale Funktion haben, konnte durch Verswad@eutlicht werden, in denen sich die
endothelabhéngige Vasodilatation der Gefal3e von triiireren unter dem Einfluss
aufsteigender Konzentrationen von RGEark verschlechterte.

Die Arbeit unterstreicht die atherogenen Eigendeimaider sPLAlla und weist auf deren
pharmakologische Inhibition als eine mdgliche Tperader endothelialen Dysfunktion im

Rahmen atherosklerotischer Erkrankungen hin.
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