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Abstrakt

Abstrakt

Einleitung: Die Pathogenese von Arteriosklerose ist Gegenstand aktueller Forschung. Wahrend
die Auswirkungen von Lipoproteinen wie LDL und HDL gut untersucht sind, ist das Wissen
uber VLDL llckenhaft. Diese Arbeit untersucht den Einfluss physiologischer Konzentrationen
von VLDL auf die flussabhéngige Dilatation von Koronararterien des Menschen, und ob seine

Wirkung zum Teil Uber eine Interaktion mit adrenergen Rezeptoren vermittelt wird.

Methodik: Die Entwicklung des GeféaRtonus von Préparaten 16 menschlicher Koronarien wurde
unter steigenden Flussraten (3 — 100 mL/min) in einem induktiven Kraftaufnehmer registriert.
Die Préparate wurden mit Krebs- bzw. VLDL-L6sung (30 mg/dL) ohne Blocker, mit a-Blocker
(Phentolamin, 10* mmol/L), B-Blocker (Propranolol, 10®* mmol/L) bzw. beiden Blockern
umspult. Analog zur Kraftmessung wurden Membranpotentiale intrazellular abgeleitet, und die
Konzentrationen der zyklischen Nukleotide cAMP und cGMP bestimmt.

Ergebnisse: In Krebslosung zeigten sich durch Zugabe der Blockersubstanzen keine
signifikanten Unterschiede in der Entwicklung von Kraft und Potential, so dass ein intrinsischer
Effekt der Blockersubstanzen ausgeschlossen werden konnte. Der Gefalstonus unter Krebslésung
reduzierte sich flussabhdngig um im Mittel 432 mg, in VLDL-LGsung nur um 366 mg. Das
entspricht einer Reduktion der Nettorelaxation um 15,3%. Setzt man die Differenz zwischen
Krebs und VLDL gleich 100%, zeigte sich unter gleichzeitiger Blockade von o- und B-
Rezeptoren eine Einschrankung der gesamten VLDL-Wirkung von im Mittel 65 + 6%. Dieses
Ergebnis zeigt, dass mehr als die Halfte der vasokonstriktorischen VLDL-Wirkung uber eine
Interaktion mit adrenergen Rezeptoren zustande kommt. Die Zugabe eines a-Blockers zeigte
eine dhnlich groRe Wirkung auf die gesamte VLDL-Wirkung wie eine kombinierte o/B-Blockade
(ca. 67 £ 11%). Dieses Ergebnis legt nahe, dass der Grofiteil der vasokonstriktorischen Wirkung
von VLDL vermutlich auf eine Stimulation von o-Rezeptoren zuriickzufiihren ist. Unter -
Blockade zeigte sich eine Reduktion der gesamten VLDL-Wirkung um ca. 49 + 8%. Sie liel3e
sich mit einer Inhibition von [3-Rezeptoren durch VLDL erkléren. Die Ergebnisse spiegelten sich

in der Potentialentwicklung und der Konzentration der zyklischen Nukleotide wider.

Schlussfolgerung: Der genaue Mechanismus, Uber den VLDL die flussabhéngige Dilatation
herabsetzt, ist noch unbekannt. Mdoglicherweise kann VLDL &hnlich wie LDL an den

Flusssensor binden und diesen fir eine Signaltransduktion teilweise blockieren. Andererseits
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Abstrakt

legen die Ergebnisse dieser Arbeit nahe, dass ein GroRteil der vasokonstriktiven VLDL-Wirkung
zudem Uber eine Interaktion mit sympathischen Adrenorezeptoren zustande kommt (bis zu 65%).
Wir konnten somit zum ersten Mal zeigen, dass Blutfette in die Blutdruckregulation eingreifen
und den GefaRtonus Uber eine Interaktion mit sympathischen Rezeptoren beeinflussen kdnnen.
Diese Erkenntnis eroffnet neue Perspektiven auf die Behandlung sowohl von Hypertonie als
auch Hyperlipidamie.

Abstract

Introduction: The pathogenesis of arteriosclerosis is an important topic of current research. The
influence of LDL and HDL is well established, but so far the impact of VLDL has not been
thoroughly researched. Therefore, we investigated the influence of physiological concentrations
of VLDL on flow-dependent dilatation without and with a- and B-blockers to see if VLDL has an
effect on the vascular tone of human coronary arteries and whether it is partly due to an

interaction with the a- and/or B-adrenergic receptor.

Methods: For this study we used 98 vascular strips of 16 human coronaries from heart
transplantations. Isometric tension was recorded with increasing flow rates (3 to 100 mL/min) of
Krebs solution with or without VLDL (30 mg/dL) in the presence of a-blocker (phentolamine
10" mol/L), p-blocker (propranolol 107 mol/L) or both blockers. Intracellularly recorded
membrane potential and the concentration of cAMP/ cGMP were also measured in these

segments.

Results: The tension, membrane potential and concentration of cyclic nucleotides showed no
significant differences between Krebs solution with or without blockers. Therefore, an intrinsic
effect of the blocker substances could be ruled out. Flow-dependent relaxation of 0.432 g in
Krebs solution was reduced under VLDL by 15.3% to 0.366 g. Setting the difference between
Krebs and VLDL equal to 100%, leads to an average change in difference of 64.7 + 6% under
a/B-blockers. Corresponding experiments with blockade of the a-receptor alone resulted in a
comparable reduction of 67.6 £ 11% whereas the blockade of B-receptors alone reduced the
VLDL effect by 49 + 8%. This effect was mirrored in the development of the corresponding
membrane potentials and the concentration of the cyclic nucleotides.



Abstrakt

Conclusion: VLDL leads to a 15.3% reduced flow-dependent relaxation of human coronaries.
The exact mechanism has to be subject of further research. It is possible that VLDL binds to the
endothelial flow sensor like LDL and blocks the signal pathway. The results of this study imply
that a significant part of the flow-dependent constricting VLDL-effect (up to 65%) is due to a
direct VLDL stimulation of the a-adrenergic receptor and/or inhibition of the p-adrenergic
receptor. Herewith, we prove for the first time that blood lipoproteins exert their influence on
arterial vascular tone also via a direct interaction with the autonomic nervous system. This
unveiling could help in navigating the treatment options of both hypertension and

hypercholesterolemia.
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Einleitung

1. Einleitung

Das kardiovaskuldre System entwickelt sich bereits in der dritten Entwicklungswoche des
Embryos, wenn eine Diffusion nicht mehr zu seiner Erndhrung ausreicht [87]. Es dient der
Homd@ostase, d.h. einerseits dem Transport von lebenswichtigen Substanzen und andererseits
dem Abtransport von Stoffwechselendprodukten. Von nun an ist die Durchblutung
Voraussetzung fir Wachstum und Uberleben der Zellverbande und wird vom wachsenden
Organismus genauestens reguliert. Laut dem Ohm’schen Gesetz ist die Durchblutung der
Quotient aus Perfusionsdruck und Strémungswiderstand; letzterer wiederum héngt nach dem
Gesetz von Hagen-Poiseuille ganz entscheidend vom GeféaRradius ab, der in seiner vierten
Potenz ins Gewicht fallt [87, 91].

Der Durchmesser des GefaBes wird vom Kontraktionszustand der glatten Muskelzellen

bestimmt, der Angriffspunkt fur verschiedenste Regulationsmechanismen ist.

1.1. Die glatte Muskulatur der GefaBwand

Die Eigenschaften von glatter Muskulatur unterscheiden sich von denen der quergestreiften
Muskulatur. Die kontraktilen Filamente, im glatten Muskel vor allem Isoformen von F-Aktin-
Tropomyosin und Myosin-Il, sind zu einem losen Kontraktionsapparat in L&ngsrichtung der
Zelle angeordnet und verbinden tber Intermediérfilamente und Anheftungsplagues die glatten
Muskelzellen untereinander mechanisch. Zuséatzlich sind sie Gber gap junctions, stets offenen
lonenkandlen, elektrisch miteinander verbunden und bilden ein sogenanntes funktionelles
Synzytium [87, 91].

1.1.1. Elektromechanische Kopplung in der glatten Muskelzelle

Fur die glatte Muskulatur der Gefalwand gilt wie auch fir die Skelettmuskulatur, dass eine
Depolarisation der Membranen zu einer Kontraktion fihrt und eine Hyperpolarisation
gleichbedeutend mit einer Relaxation ist (elektromechanische Kopplung).

Die Kraft-Potential-Kurve nimmt einen sigmoiden Verlauf, wobei 80 % der mdglichen
Kraftentwicklung in einem Potentialbereich zwischen -60 und -20 mV stattfindet [65, 87]. Das
Ruhepotential liegt um -48 mV im Bereich des linearen Kurvenverlaufs. Die Muskelzellen der
WiderstandsgefaRe sind also normalerweise bereits in einem leicht depolarisierten Zustand und
sorgen flr einen Ruhetonus der GefaRe [41, 65].

Wihrend das Ruhepotential iberwiegend lber den Ein- und Ausfluss von Kaliumionen (K")

reguliert ist, hangt eine Depolarisation vor allem von dem Offnungszustand
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Einleitung

spannungsabhangiger Calcium (Ca®*)-Kanale ab [41, 65]. Die Offnungswahrscheinlichkeit
dieser Kandle zeigt eine exponentielle Beziehung zum Membranpotential — schon eine
Depolarisation um 2-3 mV im sensiblen Bereich fuhrt zu einer stark erhdhten
Offnungswahrscheinlichkeit der Ca®*-Kanale und resultiert in einer Steigerung des GefaRtonus
um 50 % [87]. Da wiederum eine Anderung des Radius nach dem Hagen-Poiseuille’schen
Gesetz den gr6Bten Einfluss auf den Fluss hat, verursachen bereits kleine Anderungen desselben

eine grol’e Veranderung im Durchfluss und damit letztendlich am systemischen Blutdruck [91].

1.1.2.Signaltransduktion in der glatten Muskelzelle

Zu einer Steigerung des Gefalstonus fuhren Vorgénge, die in einer Erhéhung des intrazelluléaren
Ca’* Uiber eine Konzentration von 10® mol/L resultieren [91]. Eine Depolarisation fiihrt zu einer
Offnung von spannungsabhangigen Ca**-Kanalen und dem Einstrom der Kationen in die Zelle
[32, 65]. Ca** unterscheidet sich in seiner Wirkung auf die Zelle von anderen Kationen wie Na*
oder K*. Neben seiner direkten Wirkung auf das Membranpotential, dient es selbst als second

messenger flr weitere Reaktionen.

Intrazellular werden vier Ca”*-lonen an Calmodulin gebunden. Dieser Calcium-Calmodulin-
Komplex (Ca-CAM) flihrt Uber zwei unterschiedliche Wege zu einer Férderung der Kontraktion:
Einerseits fihrt er zur Aktivierung von Myosin-Leichtketten-Kinase (MLCK), die Myosin an
einer regulatorischen Kette phosphoryliert und es damit auf eine Interaktion mit Aktin
vorbereitet [93]. Anderseits bindet Ca-CAM an Caldesmon, das sich daraufhin vom Aktin-
Tropomyosin-Komplex 16st und ihn fiir die Reaktion freigibt [67]. Sind beide Voraussetzungen
erflllt, kann eine Interaktion von Aktin und Myosin erfolgen, welche zu einer Verkiirzung der
Sarkomere und damit zu einer Kontraktion der Zelle fuhrt. Dieser Zyklus besteht aus einer
Bindung, Rotation und Ldsung des Myosinkdpfchens vom Aktin und benétigt ein Molekdl
Adenosintriphosphat (ATP) pro Zyklus [87].

Wihrend der Relaxation werden zytoplasmatische Ca**-lonen passiv (ber einen Na‘/Ca®'-
Austauscher oder aktiv Uber eine ATPase nach extrazelluldr transportiert und — soweit vorhanden
— in das rudimentare sarkoplasmatische Retikulum gepumpt. Sinkt das Ca®* unter eine
Konzentration von 10" mol/l, verschiebt sich das Gleichgewicht zwischen MLCK und der stets
aktiven Myosin-Leichtketten-Phosphatase (MLCP), die Myosin an der regulatorischen Kette
dephosphoryliert und damit inaktiviert. Das Absinken der Ca**-Konzentration fuhrt zu einer
Aufhebung der Inhibition von Caldesmon, das wieder an den Aktin-Tropomyosin-Komplex
bindet [87,91].
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Zusétzlich fuhrt Ca?* zu einer erhohten Offnungswahrscheinlichkeit von Ca?*-abhangigen K*-
Kanalen, woraufhin mehr K™ aus der Zelle ausstromt und das Membranpotential re- oder

hyperpolarisiert [12, 87].

1.2. Regulation des Gefalitonus

Durch ein feines Gleichgewicht zwischen Vasokonstriktion und —dilatation wird die
Durchblutung an den Bedarf angepasst und ein Schaden der Gefdllwand z.B. durch zu hohe
mechanische Beanspruchung vermieden. Zahlreiche metabolische, mechanische oder
neurohumorale Faktoren haben einen Einfluss auf den lokalen Gefél3tonus. Das Gefallendothel
nimmt eine zentrale Stellung in der Registrierung dieser Reize wahr und leitet Signale an die
glatten Muskelzellen weiter [52].

Fur die Verarbeitung von neurohumoralen und lokal metabolischen Reizen besitzt das Endothel
zahlreiche membransténdige Rezeptoren z.B. fiir Katecholamine, Acetylcholin, Bradykinin, ATP
oder Adenosin. lhre Bindung I6st intrazellulare Signalkaskaden aus und kann so letztendlich den
Kontraktionszustand der Muskelzellen beeinflussen. Weiterhin synthetisieren die Endothelzellen
selbst verschiedene vasoaktive Autohormone wie z.B. Endothelin-1(ET-1), endothelium-
derived-hyperpolarizing-factor (EDHF), Stickstoffmonoxid (NO) oder Prostaglandin I, (PGly
[19, 87, 91]. Beim EDHEF ist nachwievor unklar, ob es sich um ein chemisches Molekiil oder
einen durch gap-junctions fortgeleiteten lonenstrom handelt [18, 53].

Hamodynamische Reize kénnen direkt am Endothel angreifen und den Gefalitonus beeinflussen.
Neben dem intravasalen Druck auf die Gefalwand sind hier vor allem die durch Fluss
hervorgerufenen tangentialen Scherkrafte von Bedeutung. Bayliss beschrieb bereits 1902 das
Phéanomen einer Gefalkonstriktion durch Wanddehnung (nach ihm heute auch Bayliss-Effekt
genannt), das vor allem in GeféaRen des Magen-Darm-Trakts, der Niere und des Gehirns eine
Rolle spielt [8, 11, 40]. 1932 entdeckten Schretzenmayr et al. an der menschlichen
Femoralarterie eine mit zunehmender Flussrate auftretende Dilatation [82]. Furchgott et al.
postulierten daraufhin einen fur die flussabhangige Dilatation verantwortlichen endothelium-
derived relaxing factor (EDRF) [38], der spater als Stickstoffmonoxid identifiziert wurde [46,
70].

1.2.1. Flussabhé&ngige Dilatation
VorbeiflieBende Flissigkeit Ubt tangentiale Scherkréfte auf das GeféRendothel aus, den sog.
shear stress, der mit einer flussabhangigen Dilatation einhergeht [16, 17, 52, 63, 75]. Dieser ist

umso groRer, je starker der Fluss und je hoher die Viskositat der vorbeistromenden Flissigkeit
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ist. Die flussabhangige Dilatation sorgt fur eine gute Versorgung der stromabwartsliegenden
Gewebe und schitzt das Endothel vor mechanischen Schéden [25, 44]. Zudem kann shear stress
in die Genregulation eingreifen und so z.B. die Zellproliferation der Endothelzellen beeinflussen
[27, 35, 45, 55].

Wahrend die myogene Autoregulation durch Druck kein Endothel benétigt, spielt seine
Intaktheit fiir die flussvermittelte Relaxation eine grof3e Rolle [52, 75, 76]. Bevan, Joyce und
Wellmann zeigten 1988, dass auch die Media in die flussabhangige Dilatation involviert ist, denn
auch nach Entfernen des Endothels erfolgte eine Relaxation um ca. 30% [10]. Fur die Messung
des Flusses werden Proteoglykane und saure Glykoproteine verantwortlich gemacht, die in den
Membranen der Endothel- und Muskelzellen sowie der Extrazellularmatrix verankert sind. Der
Fluss andert die Konformation dieser Makromolekiile mechanisch so, dass sie Na* binden und
(iber eine elektrische Transduktion zu einem Einstrom von Ca* fuhren [88]. Vier Ca**-Molekiile
binden an CAM und aktivieren die endotheliale Stickstoffsynthase (eNOS) [13]. Diese stellt aus
der Aminosdure L-Arginin unter Zuhilfenahme von Sauerstoff (O,) und Nikotinamid-
adenindinukleotidphosphat (NADPH) ein flichtiges Stickstoffradikal (NO) her. Dabei entsteht
Citrullin als Abfallprodukt. NO diffundiert aus dem Endothel in die benachbarten glatten
Muskelzellen und aktiviert dort die Guanylatzyklase, die Guanosintriphosphat (GTP) in
zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP) umwandelt [78, 91]. Dieses wiederum aktiviert die
Proteinkinase G (PK-G), die Uber drei Wege zu einer Dilatation des GeféaRes flhrt: Sie fordert
Ca®*-ATPasen (Senkung der intrazellularen Ca?*-Konzentration), hemmt spannungsabhangige
Ca’*-Kandle und stimuliert K*-Kanile (Hyperpolarisation) [19, 34, 87]. cGMP wird
anschlieBend von Phosphodiesterasen abgebaut.

Die Wirkung von Wanddehnung und Scherkréaften ergeben gemeinsam die Antwort des
GefaBmuskels, die wiederum von vielen Faktoren wie Stoffwechselprodukten oder Transmittern
in Richtung Konstriktion oder Dilatation beeinflusst wird. Da der Fluss selbst die Konzentration
dieser Stoffe vor Ort beeinflusst, kann er als primarer Regulator des Gefalitonus angesehen
werden [87].

1.2.2. Wirkung des Vegetativums auf den Gefa3tonus

Fur die Regulation des Gefalitonus spielen vor allem zwei Katecholamine eine Rolle: Adrenalin
gelangt aus dem Nebennierenmark tber den Blutstrom an seinen Zielort, wahrend Noradrenalin
aus postgangliondren sympathischen Nervenendigungen direkt am Wirkungsort freigesetzt wird.
Beide Katecholamine binden an alle Typen adrenerger Rezeptoren. lhre Wirkung héngt

einerseits von der Anzahl und dem Verteilungsmuster der Rezeptoren vor Ort ab und
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andererseits von der Konzentration und Affinitdt der Katecholamine zu den jeweiligen
Rezeptoren [62, 87, 91].

Den gréRten Einfluss auf den systemischen Blutdruck haben die kleinen Arterien und Arteriolen
in der Peripherie, auch Widerstandsgefale genannt [87, 91]. Hier wird der Geféaltonus praktisch
nur Gber den Sympathikus und damit Noradrenalin reguliert. Eine Ausschittung des Transmitters
aus den Nervenendigungen fiihrt iiber a;-Rezeptoren zu einer Konstriktion, ein Nachlassen des
Sympathikotonus zu einer relativen Dilatation [91]. Wihrend postsynaptische op-Rezeptoren
ebenfalls eine Vasokonstriktion besonders in kleinen peripheren GefaRen zur Folge haben [48,
49], hemmen présynaptische a,-Rezeptoren die Ausschittung von Noradrenalin und damit seine
konstringierende Wirkung auf die GefaRe [3, 62, 87].

1.2.3. Signaltransduktion tber Adrenorezeptoren

Die Katecholamine kénnen tber insgesamt vier Typen von Rezeptoren ihre Wirkungen entfalten.
Dabei handelt es sich um a3-, ap-, P1- und Pp-Adrenorezeptoren, die an Guanylnucleotid-
bindende Proteine (G-Proteine) gekoppelt sind [54]. Die G-Proteine kommen in verschiedenen
Varianten vor und konnen entweder eine Adenylatzyklase stimulieren oder inhibieren (G bzw.
Gi), eine Phospholipase C (PLC) aktivieren (Gg) oder auch direkt mit lonenkanalen interagieren
(Go) [54, 91].

Die beiden a-Adrenorezeptoren unterscheiden sich in ithrem Signaltransduktionsweg. Der a;-
Rezeptor ist an ein Gg-Protein gekoppelt. Dieses G-Protein aktiviert die PLC, die aus
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP;) die second messengers Inositoltrisphosphat (IP3)
und Diacylglycerol (DAG) herstellt. 1P3 ist hydrophil und diffundiert ins Innere der Zelle, wo es
an Ca’*-Kanidle an internen Calciumspeichern bindet und diese in einen offenen Zustand
(iberfilhrt. Das einstrdmende Ca?* 18st selbst nun einen weiteren Ausstrom von Ca®* aus dem
sarkoplasmatischen Retikulum tiber Ca**-induced Ca?*release (CICR)-Kanale aus und verstarkt
das zellulare Signal [12]. DAG verbleibt auf Grund seiner Lipophilie in der Zellmembran und
wird dort einerseits durch Lipasen gespalten und zur Produktion von Eikosanoiden verwendet
[54] oder es aktiviert andererseits die Ca®*-abhangige Proteinkinase C (PK-C), die
spannungsabhangige Ca**-Kanale phosphoryliert und damit ihre Offnungswahr-scheinlichkeit
erhoht [79]. Die erhohte intrazellulare Konzentration von Ca?* fiihrt in den Bronchien und
BlutgefaRen zu einer Kontraktion [91]. Anderseits aktiviert der Rezeptor lber G4 in anderen
Zellen auch Ca?*-abhangige K*-Kanile, die zur einer Hyperpolarisation und damit einer

Relaxation, z.B. von der glatten Muskulatur des Magen-Darm-Trakts, fuhrt [91].
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Der o,-Rezeptor fuhrt Gber ein Gi-Protein zu einer Senkung der Konzentration von zyklischem
Adenosinmonophosphat (cCAMP). Die Wirkung héngt von der Zielzelle ab. Wéhrend die
erniedrigte Konzentration von cAMP bei postsynaptischen Rezeptoren in kleinen peripheren
GefaRen zu einer VVasokonstriktion fuhrt [71], zeigt sich bei prasynaptischen a,-Rezeptoren eine
verminderte Ausschiuttung von Noradrenalin aus sympathischen Nervenendigungen [48, 49, 87].
Dort hemmt die o-Untereinheit des Gj-Protein die Adenylatzyklase, wéhrend die B,y-
Untereinheiten spannungsabhangige K*-Kanéle sensitivieren und die Wahrscheinlichkeit fiir eine
Hyperpolarisation erhéhen [54, 91]. Zusitzlich kann a, auch Uber ein Gp-Protein
spannungsabhangige Ca?*-Kanéle direkt hemmen und so in verschiedenen endokrinen Geweben
und Speicheldriisen die Exkretion vermindern [91].

Sowohl B1- als auch Bp-Adrenorezeptoren sind an ein Gs-Protein gekoppelt und erhéhen damit
die intrazellulare cAMP-Konzentration [54]. Bi-Rezeptoren finden sich vor allem am
Herzmuskel, wo sie zu einer Offnung von L-Typ-Ca**-Kanalen und zu einer erhdhten
Empfindlichkeit der spannungsabhangigen Ca?*-Kanale filhren [91]. B,-Rezeptoren kénnen iiber
mehrere Mechanismen zu einer CAMP-vermittelten Relaxation von GefélRen und Bronchien
beitragen [19, 91]. cAMP aktiviert die Proteinkinase A (PK-A), die verschiedene Proteine
phosphoryliert und sie in ihrer Aktivitat beeinflusst. Die Phosphorylierung stimuliert Ca?*-
ATPasen (sowohl in der Zellmembran als auch in der Membran des sarkoplasmatischen
Retikulums), die das intrazellulare Ca®* reduzieren; sie vermindert die Enzymaktivitat der
MLCK, inhibiert die Offnung der spannungsabhangigen Ca?*-Kanale und fordert die der K*-
Kandle [12, 87].

1.2.4. Sonderfall Koronararterien

Die O,-Ausschopfung des Koronarbluts durch den Herzmuskel betragt in Ruhe bereits ca. 60 %,
sodass ein erhohter Sauerstoffbedarf durch eine Dilatation der Konorargefale gedeckt werden
muss, die sog. Koronarreserve [91]. Diese Regulation des Blutflusses geht wie in allen
BlutgefalRen neben metabolisch- und endothel-vermittelten Faktoren auch auf die Wirkung von
Katecholaminen zurtick. Auch hier gilt allgemein, dass a-Rezeptoren eine VVasokonstriktion und
-Rezeptoren eine Vasodilatation bedingen. Wéhrend sich die beiden Typen des a-Rezeptors in
praktisch allen Gefdllen des Korpers finden, beschrinken sich die Rezeptoren des [3,-Subtyps vor
allem auf die HerzkranzgefalRe und die GeféaRe des Skelettmuskels, wo sie in ungefahr gleicher
Anzahl wie die a-Rezeptoren vorkommen [87]. Die Typen des a-Rezeptors sind zudem

ungleichméfig auf den glatten Muskelzellen im Koronarsystem verteilt: o-Rezeptoren
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dominieren in groReren GefiBen, ay-Rezeptoren finden sich Uberwiegend in der
Mikrozirkulation [20].

In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass die o-Rezeptoren in Ruhe einen
vernachlassigbaren Einfluss auf den Gefalitonus der HerzkranzgefaRe in vivo haben [42, 47].
Hodgson et al. fanden bei gesunden und herztransplantierten Patienten keine relevanten
Anderungen des koronaren Blutflusses unter einer a-Blockade mit Phentolamin; auch konnte
diese die relaxierende Wirkung von Papaverin nicht vermindern [42]. Eine lokale Infusion mit
dem ay-Agonisten Methoxamine, wie Baumgart et al. zeigten, hatte nur geringe Auswirkungen
auf den koronaren Blutfluss [7]. Im Gegensatz dazu fiihrte eine Stimulation mit a,-Agonisten zu
einer signifikanten Anderung, so dass von einem Einfluss der o,-Rezeptoren bei der
sympathischen Aktivierung ausgegangen werden kann [5, 7, 47].

Von den B-Rezeptoren sind alle drei Subtypen vertreten, deren Dichte sich mit abnehmender
Grolie des Gefales steigert. So sind in den Arteriolen im Vergleich zu mittelgroRen GeféaRen
finfmal so viele, im Vergleich zur linken Koronararterie sogar 34-mal so viele p-Rezeptoren
vorhanden, von denen die meisten (ca. 85%) B.-Rezeptoren sind [5]. B1 und B, finden sich
sowohl auf der glatten Muskulatur als auch auf den Endothelzellen; diese Verteilung bringt mit
sich, dass auch nach der experimentellen Entfernung des Endothels eine Vasodilatation iiber B,
moglich ist [5]. Nach neueren Erkenntnissen sind auch P3-Rezeptoren auf dem Endothel
vorhanden; sie bewirken eine NO-vermittelte Hyperpolarisation [26].

Fiir die B-Rezeptoren beobachteten Hodgson et al. eine Zunahme des Gefalwiderstands nach
Blockade von 10-15%. Da die epikardialen Geféalle nahezu unbeeintréchtigt von der Blockade
blieben, fiihrten sie den Effekt auf einen verminderten B,-Ruhetonus in den kleinen kardialen
Widerstandsgefalien zuriick [5, 42]. Diese Theorie wird von der Studie von Barbato et al.
unterstiitzt, in der die intrakoronare Gabe des P,-Agonisten Salbutamol eine signifikante
Zunahme des Blutflusses bewirkte, vor allem durch eine Dilatation der GefalRe in der
Mikrozirkulation [4].

Die Anzahl der Rezeptoren ist nicht immer gleich; vielmehr ist auch sie ein Angriffspunkt fur
Regulation. Fiir den Kliniker spielt insbesondere die vermehrte Expression von [3,-Rezeptoren

unter einer Therapie mit Betablockern, Steroiden oder Schilddriisenhormonen eine Rolle [23].

1.3. Lipoproteine
Lipoproteine dienen dem Korper zum Transport von hydrophoben Lipiden in den
Korperflussigkeiten. Um eine Losung in Blut oder Lymphe zu erreichen, sind sie mit einer Hulle

aus amphiphilen Phospholipiden und Cholesterin ausgestattet. Sie enthalten Triacylglyceride und
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Cholesterinester in unterschiedlicher Zusammensetzung und variieren in Grof3e, Dichte und ihren
Apolipoproteinen. Diese sind Angriffsort fir Rezeptoren und Enzyme und geben den

Lipoproteinen ihre Struktur [91].

Bei der Resorption von Triacylglyceriden (TAG) werden diese in Chylomikronen, den grofiten
Lipoproteinen, verpackt. Das randstdndige Apolipoprotein CII (ApoCIl) aktiviert die
Lipoproteinlipase (LPL) des Endothels und fiihrt nach Spaltung der TAG in freie Fettsduren
(FFS) zu deren Aufnahme ins Gewebe. Dort werden sie tiber B-Oxidation in den Mitochondrien
zur Energiegewinnung herangezogen oder erneut als TAG gespeichert. Die Reste der
Chylomikronen (sog. Chylomikronen-remnants) werden Uber Apolipoprotein E (ApoE)-

Rezeptoren in der Leber endozytiert und abgebaut [91].

Diese restlichen TAG, Cholesterin und Cholesterinester werden in den Hepatozyten gemeinsam
mit neu synthetisierten TAG und Cholesterin zu einem neuen Lipoprotein, dem Very Low
Density Lipoprotein (VLDL), zusammengebaut und erneut in die Peripherie geschickt. Dort
aktivieren sie genau wie die Chylomikronen (ber ApoCIll die LPL und geben FFS ab. Das
ApoClI geht dabei verloren und ApoE wird exprimiert. Das dabei entstandene Lipoprotein wird
Intermediate Density Lipoprotein (IDL) genannt und kehrt in der Halfte der Falle in die Leber
zurlick, um dort erneut mit Fetten beladen zu werden und als VLDL exportiert zu werden. Die
andere Halfte wird Uber eine leberstandige Lipase in Low Density Lipoprotein (LDL)
umgewandelt. Dieses LDL enthélt vor allem Cholesterin und wird Gber sein neu hinzugeflgtes
Apolipoprotein B100 (ApoB100) uber den LDL-Rezeptor in die Hepatozyten aufgenommen und
zum groften Teil abgebaut. Etwa ein Drittel gelangt jedoch erneut in die Peripherie und wird
dort Uber LDL-Rezeptoren endozytiert [91].

High Density Lipoprotein (HDL) stellt den Riicktransport von tberflissigem Cholesterin aus der
Peripherie in die Leber sicher. Unterwegs aktiviert HDL im Plasma tber Apolipoprotein CI
(ApoCl) die Lecithin-Cholesterin-Acyltransferase (LCAT), die das Cholesterin zum Teil
acetyliert. Es wird in der Leber und steroidhormonproduzierenden Zellen tber HDL-Rezeptoren

aufgenommen [91].

1.3.1.Very Low Density Lipoprotein

VLDL hat eine Dichte von <1,006 g/mL, eine Grél3e von ca. 50 nm und setzt sich zu 55 % aus
TAG zusammen. Phospholipide stellen mit 18 % die ndchstgroRere Gruppe dar, gefolgt von
Cholesterin-Estern (12 %), Proteinen (8 %) und Cholesterin (7 %). Es enthalt als
Apolipoproteine B100, CIl, Clll und E [91].
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Takahashi et al. entdeckten 1992 einen spezifischen VLDL-Rezeptor, der im Aufbau dem LDL-
Rezeptor dhnlich war [96]. Oka et al. konnten hohe Konzentrationen der mRNA dieses
Rezeptors in Muskelzellen und im Herzen nachweisen. Auch andere Gewebe wie Gehirn,
Nieren, Hoden, Ovarien und Adipozyten exprimieren den VLDL-Rezeptor, wahrend er in Leber
und Darm praktisch nicht vorkommt [69]. VLDL bindet tiber ApoE an diesen Rezeptor und wird
endozytiert. Diese Ergebnisse legen nahe, dass der Rezeptor neben der LPL eine Rolle in Zellen
spielt, die Fett speichern oder verstoffwechseln [103].

VLDL und andere Lipoproteine konnen zusatzlich zu ihren spezifischen Rezeptoren an
Heparansulfat-Proteoglykane binden [58]. Die Bindung an die polyanionischen Proteoglykane
geschieht ber positiv geladene Aminoséurereste der Apolipoproteine [89].

1.4. Zusammenhange und Herleitung der Fragestellung

Die flussabhdngige Dilatation ist seit vielen Jahren der Gegenstand wissenschaftlicher
Untersuchung. Ihre Beeintrachtigung insbesondere in Koronararterien durch Arteriosklerose
wurde sowohl in unserer eigenen Arbeitsgruppe als auch in anderen Studien gezeigt [15, 24, 63,
86]. Sie zeigt sich bereits in angiographisch normalen HerzkranzgefaBen beim blofRRen
Vorhandensein von Risikofaktoren fir eine endotheliale Dysfunktion wie Hypercholesterindmie,
arterielle Hypertonie und Rauchen [36, 83, 105]. Die Hinweise aus klinischen Studien, dass
Hypertriglyzeridamie einen unabhéngigen Risikofaktor darstellt, verdichten sich zunehmend.
Triglyzeride werden im menschlichen Korper tberwiegend tber Chylomikronen und VLDL
transportiert. Lewis et al. konnten zeigen, dass hohe Konzentrationen von TAG auch in Patienten
mit normalen Plasmacholesterolspiegeln die Acetylcholin-vermittelte Vasorelaxation ein-
schranken [56] und langerfristig Gber eine dauerhafte Stérung der Endothelfunktion zu
Arteriosklerose fiihren [72, 73]. Der Mechanismus ist noch nicht eindeutig geklart. Patch et al.
fuhren diesen Effekt auf einen Einbau von HDL in TAG-reiche Lipoproteine und die damit
einhergehende Reduktion des antiatherogenen HDL zuriick [72]. Andere Studien wiesen nach,
dass Chylomikronen- und VLDL-remnants die endothelabh&ngige Vasodilatation vermindern
[28, 51] und direkt Gber scavenger-Rezeptoren in Makrophagen aufgenommen werden. Diese
lagern sich in der Subintima und Media als Schaumzellen ab und fiihren Uber mehrere
Mechanismen zur Entstehung von Arteriosklerose [30].

Ob die TAG-haltigen Lipoproteine einen Teil ihrer vasokonstriktorischen Wirkung tber eine
Interaktion mit den adrenergen Rezeptoren entfalten, ist bisher noch nicht Gegenstand von

Untersuchungen gewesen.
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1.5. Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es herauszufinden, ob VLDL iiber eine Interaktion mit a- und/oder -
adrenergen Rezeptoren einen Einfluss auf die flussabh&ngige Dilatation von Koronararterien
entfaltet. Flr eine bessere klinische Anwendbarkeit der Ergebnisse entschieden wir uns fur
menschliche Herzkranzgefale aus explantierten Herzen. Zuerst sollte die flussabhangige
Dilatation unter reiner Krebslosung, mit a-, B- und gleichzeitiger a- und B-Blockade gemessen
werden, um eine mogliche intrinsische Wirkung der Blocker auszuschliefen. Anschliel}end
wurden die so gewonnenen Kontrollen mit Versuchen in reiner VLDL-Lésung, VLDL mit a-, -
und gleichzeitiger a- und B-Blockade verglichen. Unter den gleichen Bedingungen wurden die
entsprechenden Potentiale der glatten Muskelzellen gemessen und die Konzentrationen der

zyklischen Nukleotide in denselben Gefal3praparaten bestimmt.
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2. Material und Methoden

An Gefal3praparaten menschlicher Koronararterien wurden Tonus, Membranpotential und die
Konzentrationen der zyklischen Nukleotide flussabh&ngig unter verschiedenen Krebs- und

VLDL-LOsungen gemessen.

2.1. Studiendesign

Verwendet wurden Koronararterien explantierter Herzen von Patienten, die zwischen 2009 und
2011 am Deutschen Herzzentrum Berlin (DHZB) operiert wurden.

Eingeschlossen wurden Patienten unabhéngig von ihrem Alter, Geschlecht, Vormedikation,
kardialer Vorerkrankung oder Nebendiagnosen. Patienten wurden ebenfalls in die Studie
einbezogen, wenn deren Herzfunktion mit einem mechanischen Unterstiitzungssystem (Left
Ventricular oder Biventricular Assist Device) oder einem implantierten Schrittmacher/
Defibrillator verbessert wurde.

Die Préparation, der Transport und der Versuch im Labor des Instituts fur Physiologie der
Charité — Universitatsmedizin Berlin wurden von den Doktoranden der Studie eigenhdndig

durchgefiihrt.
2.2. Praparation der Koronararterien

2.2.1. Entnahme

Die Koronararterien wurden im Rahmen von Herztransplantationen im Deutschen Herzzentrum
Berlin aus explantierten Herzen gewonnen. Um eine kurze Ischdmiezeit zu gewéhrleisten,
wurden sie schon wéhrend der Transplantation unter sterilen Bedingungen im Operationssaal
entnommen, und das Empfangerherz wurde wahrenddessen in kalter isotoner Kochsalzlésung
gelagert. Storendes perikardiales Fettgewebe wurde entfernt, die Arteria coronaria sinistra und
dextra ausgehend vom Sinus aortae aufgesucht und mit ihren Abgéngen vorsichtig freiprapariert.
Dabei wurde auf eine schonende Préparation geachtet und mechanische Beanspruchung durch
Zug oder Druck vermieden. Zur Schonung des Epithels und der Klappen wurde nicht sondiert
und ein Sicherheitsabstand vom Sinus von 1 cm eingehalten. Reprasentative Gefél3stiicke von
mindestens 3 cm Lange wurden aus dem Ramus circumflexus und interventricularis anterior der
Arteria coronaria sinistra bzw. Ramus interventricularis posterior und marginalis dexter der
rechten Koronarie entnommen. GefdRabschnitte, die direkt an eine Bypass-Geféalianastomose

angrenzten, makroskopisch stark arteriosklerotisch oder mit Stents versehen waren, wurden
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verworfen. Nach der Préparation wurden die GeféBe sofort in 2-8°C kalter, modifizierter
Krebslosung gelagert und schnellstmdglich lichtgeschditzt ins Labor transportiert.

2.2.2. Aufbereitung und Aquilibrierung

Im Labor wurden die Koronarien in 37°C warmer Krebsldsung von perivasalem Fettgewebe
sowie lockerer Adventitia befreit. Anschliefend wurden sie mindestens zwei Stunden lang in
carbogenisierter Krebslosung (s. 2.3.1.) aquilibriert, um den physiologischen lonengradienten

wiederherzustellen.

2.3. Lésungen und Substanzen

2.3.1. Krebslésung

Krebslosung wurde als isotone Blutersatzlosung gekihlt fir den Transport und auf eine
Temperatur von 37°C erwarmt, fiir die Aquilibrierung sowie die Kontrollversuche benutzt. Dafiir
wurde sie mit einem Gasgemisch von 95% O, und 5% Kohlenstoffdioxid (CO;) durchperlt
(Carbogen) und ihr pH bei 7,35 konstant gehalten. Die Elektrolyte setzten sich folgendermafen
zusammen (in mmol/L): Natrium (Na") 151,16; Kalium (K*) 4,69; Calcium (Ca®") 2,52;
Magnesium (Mg?*) 1,1; Chlorid (CI") 145,4; Bikarbonat (HCOs) 16,31; Dihydrogenphosphat
(H,POy) 1,38; Glucose 7,77.

2.3.2. Lipidlésungen

Gesunden freiwilligen Probanden, die keine antioxidativen Vitamine oder Lipidsenker
eingenommen hatten, wurde im Institut fur Klinische Chemie der Universitat Freiburg Blut
entnommen. Dieses wurde mit 1 mg/dL Ethylendiamintetraazetat (EDTA) versetzt und bei 2 500
X g 6 min zentrifugiert. Das gewonnene Plasma wurde im nachsten Schritt in einer Optima™
TLX Ultrazentrifuge mit Rotor TLA 120.2 (Beckmann Instruments Inc., Palo Alto, Kalifornien,
USA) bei 18°C und 120 000 rpm (625 000 x g) ultrazentrifugiert. Die gewonnene Lipidfraktion
wurde 1:1 mit Dichtemedien versetzt, die vorher zur volligen Deoxygenierung und Reinigung

mit Argon entgast wurden.

Mittels unterschiedlicher Zentrifugationsdauer und Dichtemedien wurden die einzelnen
Lipoproteinfraktionen isoliert — 30 min und 1,006 kg/L fur VLDL, 150 min und 1,063 kg/L fir
LDL, 260 min und 1,21 kg/L fur HDL.
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Um eine Oxidation zu verhindern, wurden die einzelnen Lipoproteinfraktionen unter standiger
Begasung mit Stickstoff abpipettiert und anschlieBend durch Gelelektrophorese von EDTA-
Resten gereinigt.

Entsprechend der physiologischen Blutkonzentration der Blutfette wurden die Lipoproteine mit
entgaster Krebslosung bei pH 7,35 auf folgende Konzentrationen verdunnt (in mg/dL): VLDL
30, LDL 100 und HDL 50.

Fur die Versuche wurden die Fette verschiedener Probanden gepoolt, um Unterschiede in den

ApoE-Polymorphismen auszugleichen.

2.3.3. Blockeransatze

Als Alphablocker verwendeten wir Phentolaminhydrochlorid der Firma Sigma Aldrich. Er wirkt
nichtselektiv sowohl auf o;- als auch a,-Rezeptoren. Phentolamin wurde mit Krebslésung auf
eine Konzentration von 10 mmol/L verdinnt.

Als Betablocker nutzten wir Propranololhydrochlorid der Firma Sigma Aldrich, der nicht
kardioselektiv ist und sowohl auf Bi- als auch P,-Rezeptoren wirkt. Propranolol wurde mit

Krebsldsung auf eine Konzentration von 10 mmol/L verdiinnt.

2.4. Messung der Kraftentwicklung

Die Kraftmessung erfolgte in zwei Versuchsreihen. Die erste Reihe bestand aus Messungen der
flussabhangigen GeféRspannung unter Krebslosung ohne Blocker, mit a-, p- oder beiden
Blockern. An jedem der acht Versuchstage wurden zwei komplette Messreihen durchgefiihrt,
wobei die Reihenfolge der Teilversuche veréndert wurde, um die Mdoglichkeit eines
systematischen Fehlers im Versuchsablauf zu minimieren. Flr jeden Teilversuch wurde ein
neues Praparat verwendet, so dass fiir die Versuche mit Krebslosung insgesamt 62 koronare
Gefalstreifen von 8 Patienten verwendet wurden.

Die zweite Versuchsreihe bestand aus Messungen der flussabhéngigen Kraftentwicklung unter
LDL, HDL und VLDL jeweils ohne, mit a-, B- oder beiden Blockern. Analog zu den Versuchen
unter Krebslésung wurden an insgesamt 9 Versuchstagen zwei komplette Messreihen
durchgefuhrt, fir jeden Teilversuch ein neues Gefalstlick verwendet und die Abfolge der
Versuche variiert. Hier wurden 24 Geféal3praparate von ebenfalls 8 Patienten gemessen.
Insgesamt wurden fir diese Dissertation Daten von Messungen an 86 KoronargeféaRstreifen von

16 Patienten bericksichtigt.
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2.4.1. Messung des Gefal3tonus

Fur die Versuche wurde ein isometrischer Kraftaufnehmer (Dehnungsmessstreifen, KWS 522.C,
K 52 C; Hottinger-Baldwin, Darmstadt, Deutschland) verwendet, dessen Messwert nach digitaler
Verstarkung als Tonuswert in g direkt abgelesen werden konnte. Eine isometrische Messung
konnte angenommen werden, da der Messweg auch bei maximaler Verkirzung des Praparates
100 um nicht tiberschreitet. Der Kraftaufnehmer wurde regelmaRig tber eine Umlenkrolle mit

Gewichten von 1 bis 10 g geeicht.

2.4.2. Flussraten
Die unterschiedlichen Flussraten von 3, 5, 20, 40 und 100 mL/min konnten anhand eines
mechanischen Schraubventils direkt an der Messkammer eingestellt werden. Die erfolgreiche

Einstellung wurde manuell mittels eines Messzylinders und Stoppuhr kontrolliert.

2.4.3. Vorbereitung und Einspannen des Praparates

Fur den Versuch wurde unmittelbar vor Beginn ein ca. 5 mm langes Stlick von der
Koronararterie im 37°C warmen Krebsldsungsbad abgetrennt und langs aufgeschnitten. Dieser
Geféalstreifen wurde mit den Schnittflachen in warmer Krebslésung und einem Fluss von 3
mL/min in die Kammer des Kraftaufnehmers eingespannt, sodass er in Langsausrichtung seiner
glatten Muskelzellen und mit der Epithelseite nach oben fixiert wurde. Aus einer Dilatation des
GefaBstreifens resultierte demnach eine Langenanderung, die zu einer Reduktion der Kraft
fuhrte. Eine Seite wurde in einer feststehenden Schraubklemme fixiert, wahrend die andere
direkt in die Klemme des isometrischen Kraftaufnehmers eingespannt wurde. Um ein intaktes
Endothel zu gewéhrleisten, wurde das Préaparat wéahrend dieser Prozedur nur an den Stellen mit
Pinzetten berihrt, die spater von den Klemmen des Kraftaufnehmers verdeckt waren. Der
korrekte Sitz des GeféaRstreifens wurde durch ein Uber der Messkammer installiertes Mikroskop

Uberprift.

2.4.4. Versuchsdurchfiihrung

Vor jedem Versuch wurde die Messkammer zur Entfernung etwaiger Verunreinigungen mit
verdinnter Schwefelsdure gereinigt und die gesamte Versuchsapparatur griindlich mit Aqua
bidest gespult.

Wahrend des Versuches wurden die Flissigkeiten in lichtgeschutzten Flaschen aufbewahrt und

zirkulierten Ober ein Schlauchsystem in einem Warmeausstauschkreislauf, um ihre Temperatur
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mittels eines Haake-Thermostats konstant bei 37°C zu halten. Ihr pH-Wert wurde durch eine
standige Durchperlung mit Carbogen zwischen 7,3 und 7,4 gehalten.

Um die physiologische Spannung der GefaBwand durch den arteriellen Blutdruck zu simulieren,
wurden alle Préparate nach einem standardisierten Protokoll ber 10 min in 37°C warmer
Krebslosung bei einem Fluss von 3 mL/min vorgedehnt: Uber 5 min wurde die Spannung
kontinuierlich um 0,4 g pro Minute erhoht bis eine Spannung von 2 g erreicht wurde,
entsprechend einem arteriellen Mitteldruck von 100 mmHg [100]. Diese wurde weitere 5 min
gehalten.

Nach dem Vorspannen wurde auf die jeweilige Versuchsldsung umgestellt; in diesem Fall reine
Krebslosung, reine VLDL-L6sung (30 mg/dL) sowie beide Losungen jeweils mit a-, B- oder mit
beiden Blockern. Alle fiinf Minuten wurde der Tonuswert handschriftlich protokolliert.
Zusétzlich wurden die Messwerte nach Umwandlung (ber einen Analog/Digital -
Digital/Analog-Wandler (DT 2821, Data Translation, Marlboro, Massachusetts, USA) an einen
Computer (80486 DX-66, Highscreen, VVobis, Aachen) tbermittelt und mit WinADDA (V.1.3,
Mikrotaurus, Software, Berlin) gespeichert. Nach 10 min wurde die Flussrate auf die jeweils
nachsthohere, 5, 20, 40 und als letztes auf 100 mL/min, gedndert.

Nach dem Versuch wurden die Préparate bei dem hdchsten Fluss ausgespannt und fur die
Bestimmung der cAMP- und cGMP-Konzentration sofort in flissigem Stickstoff eingefroren.

2.5. Intrazellulare Membranpotentialableitung

2.5.1. Mikroelektroden

Die Mikroelektroden wurden aus einem Spezialglasrohrchen (Pyrex Brand K2916, Corning
Glass Works, New York; Innen-/Auendurchmesser 1,8/3,0 mm) mit einem Horizontalpuller (T.
Chowdhury Pipette Puller, ISEW, Kalkutta) in 2 min bei einem Heizstrom von 6,8 A
ausgezogen.

Nach der Uberprifung der Durchgangigkeit und GroRe (Widerstand 60-100 MQ,
Spitzendurchmesser kleiner als 1 pm) wurden die Mikroelektroden mit 3 mol/L
Kaliumchloridlésung (KCI) geftllt und die Tip-Potentiale kontrolliert (-40 bis -80 mV).

2.5.2. Einstich und Elektrodensitz

Mithilfe eines Mikromanipulators wurde die Elektrode Uber der luminalen Seite des
Gefalistreifens positioniert und dber Klopfen an dem Antivibrationstisch Epithel und
Basalmembran durchstochen. Auf dem Bildschirm eines GroRbildoszilloskops (SGM 43 BN901
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s/N293, Knott, Minchen) wurde der korrekte Sitz in der Muskelzelle durch einen steilen
Potentialabfall auf -50 bis -80 mV bestatigt. Wurden positivere Werte als -50 mV gemessen,

wurde dies als Potential der Epithelzelle interpretiert und die Elektrode neu positioniert.

2.5.3. Versuchsdurchfiihrung

Der gesamte Versuchsaufbau wurde mit einem grofRen Faraday-Ké&fig sowie jede Elektrode
separat bis zu ihrer Spitze von Stérungen abgeschirmt.

Als indifferente Elektrode diente eine mit 3 mol/L KCI-Losung gefillte Agar-Briicke, die mit
einem Zylinder mit ebenfalls 3-molarer KCI-L6sung verbunden war. Diesen verband eine
Ag/AgCI/Platin-Elektrode mit einem Messverstérker, der das Potential 10-fach verstarkt an das
GroRbildoszilloskop weiterleitete.

Die Messung der Potentiale wurde unter den gleichen Bedingungen wie die Messung des
Gefalitonus durchgefiihrt (vgl. 2.4.4.).

Nach dem Einspannen des Praparates wurden zunéchst Potentiale in Krebslosung abgeleitet,
daraufhin auf die Versuchslésung gewechselt und nach 10 min mit einer Flussrate wieder
abgeleitet, da sich dann die Kraftentwicklung in einem steady state befand. Um moglichst
reprasentative Werte fiir das gesamte Prdparat zu bekommen, wurde der Sitz der Elektrode in
kleinen Schritten per Horizontalverschiebung eines Mikromanipulators verandert. Die n-Werte
beziehen sich auf Einzeleinstiche.

Die Daten wurden neben der handschriftlichen Dokumentation ebenfalls kontinuierlich tber
einen Wandler und eine Computersoftware digital protokolliert (vgl. 2.4.4.). Nach jeder
Messserie wurden Widerstand und Tip-Potential Uberpruft, und die Elektrode wurde nur bei

unveranderten Parametern weiter verwendet.

2.6. Bestimmung der Konzentrationen der zyklischen Nukleotide

Die Konzentrationsmessung der zyklischen Nukleotide erfolgte an denselben GeféRpraparaten
wie die Bestimmung des Tonus. Dazu wurden diese direkt nach den Versuchen bei dem zuletzt
gemessenen Fluss von 100 mL/min ausgespannt und sofort in flissigem Stickstoff bei -196 °C
kryokonserviert. Die Bestimmung der Konzentrationen von cAMP und cGMP erfolgte mittels
Protokoll 4 des Amersham Enzymimmunoassay Biotrak (EIA) Systems.
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2.6.1. Gewebsaufschluss

Die in flussigem Stickstoff gelagerten GefaRstreifen wurden in auf -80 °C vorgekihlten 2 mL
Eppendorf-Reaktionsgefalen eingewogen und weiterhin in flissigem Stickstoff aufbewahrt.

Der Gewebsaufschluss der Préparate erfolgte in einem gekihlten Glasmérser. Dem Gewebe
wurden 200 uL der mitgelieferten Lyselosung 1 (0,25 % Dodecyltrimethylammoniumbromid)
zugefliigt. Durch einen anschlieBenden Homogenisierungsvorgang wurden Epithel- und
Muskelzellmembranen zerstort und der Uberstand in ein 1,5 mL Eppendorf-Reaktionsgefal
abpipettiert. Dieses wurde mit weiteren 200 pL Lyselésung 1 nachgespiilt und der Uberstand

erneut in ein 1,5 mL Eppendorf-Reaktionsgefal uberfuhrt.

2.6.2. Bestimmung der cAMP-Konzentration

Fur die Konzentrationsbestimmung von cAMP nutzten wir 96-well ELISA-Platten mit Anti-
Kaninchen 1gG und Biotrak ELISA Reagenzien von Amersham Pharmacia Biotech (ohne
Acetylierung).

Dieses Verfahren beruht auf der Kompetition des cCAMP aus der zu analysierenden Probe mit
dem cAMP-Peroxidase-Molekil in einem immobilisierten cAMP-spezifischen Antiserum. Die
Konzentration der gebundenen cAMP-Peroxidase in den Proben wird dann tber durch Zusatz
von 3,3°-5,5‘-Tetramethylbenzidin (TMB) und dessen Umsetzung durch die Peroxidase in
Gegenwart von Wasserstoffperoxid (H,O,) photometrisch bestimmt.

Sowohl das mit Testpuffer 1:2 verdinnte Antiserum als auch das cAMP-Peroxidase-Konjugat
wurden vor Beginn in jeweils 11 mL Testpuffer gelost.

Fur die Herstellung der Standardlésungen wurde eine Verdinnungsreihe einer 32 nmol/L
Stammldsung angefertigt (fmol/100 uL): 0; 12,5; 25; 50; 100; 200; 400; 800; 1 600 und 3 200.
100 pL der Standardlosungen oder 80 pL Testpuffer und 20 pL der zu analysierenden Proben
wurden in die wells der ELISA pipettiert (ggf. musste bei hohen cAMP-Konzentrationen in der
Probe ihre Menge entsprechend reduziert werden) und anschlieBend mit jeweils 100 pL
Antiserum versetzt. Von allen Proben und Standards wurden Duplikate erstellt.

Neben den Proben und Standardldsungen wurden einige wells mit 200 uL Kontrollldsung zur
Bestimmung der nichtspezifischen Bindung (NSB) befillt.

Die Platten wurden 120 min bei 4°C auf einem Schittler inkubiert. Danach wurde den wells
jeweils 50 uL. cAMP-Peroxidase-Konjugat zugegeben, und die Platten wurden weitere 60 min
inkubiert. Anschliefend wurden diese flinfmal mit einem Waschpuffer (Testpuffer mit 0,05%
Tween 20) gespult und getrocknet. In jeden well wurde 150 uL. TMB-H,0,-L6sung gegeben und
der blaue Farbumschlag der Standardldsung beobachtet. Entgegen den Herstellerangaben wurden
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die Reaktionszeiten mit TMB so gewdhlt, dass eine Absorption von 15 - 17
Absorptionseinheiten nicht tberstiegen wurde; die Reaktionszeiten variierten dadurch erheblich
(zwischen 10 und 120 min). Erreichte die Blaufarbung der Nullwerte den optimalen Bereich,
wurde die Reaktion durch Zugabe von 100 pL 1 M Schwefelsdure gestoppt und die dadurch
entstehende, bis zu einer Stunde stabile, Gelbfarbung zur Absorptionsmessung genutzt. Diese
erfolgte in einem Perkin-Elmer Victor ELISA-Platten Photometer bei 450 nm.

2.6.3. Bestimmung der cGMP-Konzentration

Die Konzentrationsbestimmung von cGMP erfolgte analog der von cAMP, allerdings wurde hier
wegen der um den Faktor 10 verbesserten Sensitivitdt eine Acetylierung der Proben und
Standards bevorzugt. Fir die Acetylierung wurde eine Mischung aus 1 Teil Essigsdureanhydrid
zu 2 Teilen Tridthylamin verwendet und diese in einem Verhaltnis 1:10 mit Proben oder
Standard ca. 5 min inkubiert: 100 pL Probe mit 10 pL Testpuffer (s. 2.5.1.) wurden insgesamt 11
ML des Acetylierungsreagenz zugefuhrt, wahrend 500 pL Standard mit 50 pL dieses Reagenz
versetzt wurden.

Das Antiserum wurde ebenfalls in 11 mL Testpuffer gelost, aber im Gegensatz zur cAMP-
Bestimmung vorher nicht 1:2 verdunnt. Die Standards enthielten folgende Konzentrationen
(fmol/ 50 pL): 0, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 und 512.

100 puL Antiserum wurde in den wells mit jeweils 50 puL Probe oder Standard aufgefullt. VVon
allen Proben und Standards wurden Duplikate erstellt. Neben den Proben und Standards wurden
einige wells mit 150 pL Kontrolllsung zur Bestimmung der NSB beftillt.

Die Ansétze wurden analog zur cAMP-Bestimmung 120 min bei 4°C auf einem Schittler und,
nach Zugabe von 100 pL cGMP-Peroxidase-Konjugat, weitere 60 min inkubiert. Nach der
funfmaligen Spllung mit Waschpuffer (Testpuffer mit 0,05% Tween 20) wurden 200 pL. TMB-
H.0O,-Reagenz zugegeben, die Reaktionszeit wie unter 2.5.2. beschrieben angepasst und die
Reaktion mit 100 pL 1 M Schwefelsdure gestoppt. Darauf erfolgte die Absorptionsmessung im
Photometer analog zur cAMP-Konzentrationsbestimmung.

2.6.4. Rechnerische Auswertung

Eine parallel angelegte Eichkurve an die cAMP-Konzentration von 0 und 3200 fmol/Ansatz
wurde fur die Auswertung herangezogen. Durch den Fit der Absorption an die
Funktionsgleichung y = ((a*b)/(b+x)) + ¢ wurden die Standardkurven erstellt; x ist die
Konzentration des Standards. Die Fitparameter a, b und ¢ wurden zur Berechnung der cAMP-

Konzentration in (fmol/L) Uber folgende Formel benutzt x = ((a*b)/(y-c)) — b. Das Ergebnis
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wurde mit Faktor F (Gesamtvolumen/eingesetztes Probenvolumen) multipliziert und durch das

Gewebsgewicht (in mg) dividiert — das Ergebnis war die Konzentration in nmol/kg.

2.7. Auswertung und statistische Analyse

Fur die Auswertung der Tonusmessungen, der Potentialmessungen sowie der Messungen der
zyklischen Nukleotide wurden die arithmetischen Mittelwerte und der Standard Error of the
Mean (SEM) berechnet und als Mittelwert + SEM angegeben.

Fur die Errechnung der statistischen Signifikanz benutzen wir den zweiseitigen t-Test nach
Student flr unverbundene Zufallsstichproben aus normalverteilten Grundgesamtheiten. Das

Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festgelegt.
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3. Ergebnisse

Fur die Studie mit HDL, LDL und VLDL wurden insgesamt die Koronararterien von 23
Patienten genutzt, die zwischen dem 13.02.2009 und dem 01.01.2012 im Deutschen

Herzzentrum herztransplantiert wurden.

An insgesamt 23 Versuchstagen wurden die flussabhangige Kraft- und Potentialentwicklung an
den Herzkranzgefallen von jeweils einem Patienten gemessen. In einigem zeitlichen Abstand
wurden an weiteren Versuchstagen die Messungen der zyklischen Nukleotide an den

kryokonservierten Gewebspraparaten durchgefihrt.

An 8 Versuchstagen wurden im ersten Block die flussabhangige GefaRspannung unter
Krebslosung ohne Blocker, mit a-, - oder beiden Blockern gemessen. Insgesamt wurden an 62

GeféaBpraparaten von 8 Patienten Versuche gemacht.

AnschlieBend wurden an 9 weiteren Versuchstagen im zweiten Block die flussabhéngige
Kraftentwicklung unter reiner Krebslésung, LDL, HDL und VLDL jeweils ohne, mit a-, B- oder
beiden Blockern bestimmt. An 6 von den 0.g. 9 Versuchstagen wurden VLDL-Versuche an 24
Gefélstreifen von 8 Patienten durchgefiihrt.

An 6 weiteren Versuchstagen wurden die flussabhdngige Potentialentwicklung unter
Krebslosung, LDL, HDL und VLDL mit den jeweiligen Blockerkombinationen gemessen.

Fur diese Dissertation wurden 16 der insgesamt 23 Patienten beriicksichtigt, die sich zwischen
13.02.2009 und 07.06.2011 im Deutschen Herzzentrum Berlin einer Herztransplantation
unterzogen hatten. An ihren Koronarien wurden Einzelmessungen von Kraft und Potential an

insgesamt 98 Gefalstreifen durchgefihrt.
3.1. Kraft- und Potentialentwicklung

3.1.1. Krebslosung

An jedem der acht Versuchstage wurden ein Kontrollversuch mit reiner Krebslésung sowie
jeweils zwei mit a-, B- sowie beiden Blockern durchgefuhrt. An den Versuchstagen mit den
verschiedenen Lipoproteinen wurde ebenfalls ein Kontrollversuch mit reiner Krebslosung
durchgefuhrt. Fir die Auswertung wurden nur die 6 Tage beriicksichtigt, an denen auch
gleichzeitig mit VLDL experimentiert wurde. Eine Messung von Krebslosung mit a- und -
Blocker musste wegen eines Messfehlers ausgeschlossen werden, sodass sich die Versuchszahl

auf n = 15 reduzierte.
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Bei reiner Krebsldsung stellte sich nach einer 10-minutigen Vorspannphase und einem Fluss von
3 mL/min im Mittel ein Ausgangstonus von 1,794 + 0,036 g ein. Dieser reduzierte sich unter
steigenden Flussraten bis zur maximalen Flussrate von 100 mL/min auf einen Tonus von im
Mittel 1,362 + 0,024 g (p < 0,0001). Der Nettokraftverlust betrug insgesamt 0,432 g,
entsprechend einer Reduktion um 24,1% mit der starksten Tonusabnahme zwischen 3 und 20
mL/min. Die Muskelzellen der KoronargefaBe hyperpolarisierten unter reiner Krebslésung im
Mittel von -47,1 + 0,2 auf -50,2 + 0,2 mV (vgl. Abb. 1).

Die Tonuswerte der mit Blockern versetzten Krebslésung verhielten sich im Vergleich zur reinen
Krebslosung annéhernd gleich (vgl. Abb.5): Die Losung mit a-Blocker zeigte im Mittel einen
Ausgangstonus bei 3 mL/min von 1,799 + 0,060 g und fiel netto um 0,416 g (23,1%) auf 1,383
0,015 g bei 100 mL/min (vgl. Abb.2b). Die Lésung mit -Blocker fiel von 1,819 £ 0,040 um
0,460 g (25,3%) auf 1,359 + 0,008 g (vgl. Abb.3b). Auch die Lésung mit beiden Blockern zeigte
eine ahnliche Reduktion von 1,779 + 0,041 bei 3 mL/min um 0,384 (21,6%) auf 1,395 + 0,013 g
bei 100 mL/min (vgl. Abb.4b). Bei allen Krebsldsungen mit Blockern fand sich eine signifikante
flussabhangige Dilatation zwischen einem Fluss von 3 bis 100 mL/min mit p-Werten < 0,0001.
Die gemessenen Muskelpotentiale unter Krebslésung mit Blockern verhielten sich dhnlich denen
unter reiner Krebslosung (vgl. Abb.1a, 2a, 3a und 4a). Unter a-Blockade fiel das Potential von
-46,9 + 0,1 auf -50,2 + 0,1 mV, unter B-Blockade von -47,0 + 0,1 auf -50,8 + 0,2 mV und unter
kombinierter - und B-Blockade von -46,8 £+ 0,1 auf -50,1 + 0,1 mV.

Im Vergleich reine Krebsldsung zu allen Krebslésungen mit Blockern fand sich fiir jede einzelne

Flussrate kein signifikanter Unterschied.
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Abb. 1. Membranpotential und Tonus in Krebslosung (e) und gepooltem VLDL (e),
Mittelwerte £ SEM, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001.
A) Membranpotential in Krebs- (n3=51, ns=51, n=46, n4p=71, N10p=57) und VLDL-
Losung (n3=100, ns=75, n=90, N4p=85, N100=90);
B) Gefélitonus in Krebs- (n=14) und VLDL-L6sung (n=6).
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Abb. 2. Membranpotential und Tonus in Krebslésung unter a-Blockade (e), Mittelwerte +
SEM. B

A) Membranpotential in Krebslosung unter a-Blockade (ns=27, ns=22, nyp=28, ns=21,
N100=33);

B) Gefalitonus in Krebslosung unter a-Blockade (n=16).
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Abb. 3. Membranpotential und Tonus in Krebsldsung unter B-Blockade (e), Mittelwerte + SEM.
A) Membranpotential in Krebslésung unter B-Blockade (n3=21, ns=24, ny=24, n4=23,
N100=9);

B) Gefalitonus in Krebslésung unter B-Blockade (n=16).
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Abb. 4. Membranpotential und Tonus in Krebsldsung unter a/p-Blockade (e), Mittelwerte £ SEM.

A)Membranpotential in Krebslosung unter o/p-Blockade (n3=38, ns=27, ny=23,
N40=27, N100=20);
B) Gefatonus in Krebslésung unter o/p-Blockade (n=15).
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Abb. 5. GeféaBtonus in reiner Krebslésung (e, n=14) im Vergleich zu Krebslésung unter a- (e,
n=16), B- (e, n=16) und o/B-Blockade (e, n=15), Mittelwerte + SEM, * p<0,05, ** p<0,01, ***
p<0,001.

3.1.2. Gepooltes VLDL

An jedem der sechs Versuchstage mit VLDL wurde die Kraftentwicklung ohne Blocker, mit a-,
B- und beiden Blockern gemessen. Die Koronarien zeigten in VLDL-L6sung nach der
Vorspannphase im Mittel einen Ausgangstonus von 1,556 + 0,145 g, der auf 1,190 + 0,088 g
unter 100 mL/min abnahm (p = 0,056). Obwohl die absoluten Tonuswerte in VLDL stets
signifikant geringer waren als die in Krebslosung, zeigte sich eine eingeschréankte
Nettorelaxation, die bei VLDL nur 0,366 g (-15,3%) im Vergleich zu 0,432 g in Krebsldsung
betrug. In Hinsicht auf die einzelnen Flussraten zeigt sich in VLDL bei 5 und 20 mL/min eine
groRere Differenz zum vorangegangenen Tonuswert als in Krebslosung. Ab Flissen von 40
mL/min kehrt sich dieser Effekt jedoch zu Gunsten von Krebslésung um: Die GefaRe in VLDL-
Losung konnen nicht mehr so effektiv relaxieren wie die unter Krebsldsung und schliellich

kommt es bei 100 mL/min sogar zu einer Kontraktion (siehe Tabelle 1).

35



Ergebnisse

Tabelle 1. Differenzen im Gefal3tonus bei verschiedenen Flussgeschwindigkeiten im Vergleich
zwischen Krebs- und VLDL-L6sung (Mittelwerte).

Differenz ) _ _ _
) 3/5 [mL/min] | 5/20 mL/min | 20/40 mL/min | 40/100 mL/min
Losung
Krebs [g] 0,137 0,152 0,087 0,080
VLDL [g] 0,213 0,212 0,012 -0,070

Die Muskelpotentiale unter VLDL verringerten sich im Mittel flussabhangig von -49,1 £ 0,2 mV
auf -52,0 + 0,2 mV. Sie lagen ebenfalls immer signifikant unter denen der Muskelzellen in
Krebslosung (p < 0,0001). Die Netto-Hyperpolarisation fiel jedoch unter VLDL mit 2,9 mV im
Vergleich zu 3,1 mV unter Krebslosung geringer aus (vgl. Abb. 1).

Unter a-Blockade nahm die Kraft von 1,699 + 0,039 g um 0,324 g (19,1%) auf 1,375 + 0,068 ¢
ab (p = 0,002), wahrend sich der Gefalstonus unter B-Blockade von 1,678 + 0,162 g um 0,383
(22,8%) auf 1,295 + 0,055 g reduzierte (p = 0,049). Unter o- und B-Blockade fielen die
Tonuswerte im Mittel von 1,686 + 0,136 g um 0,345 g (20,5%) auf 1,341 + 0,048 g (p = 0,037).
Im Vergleich der Kraftentwicklung unter reinem VLDL zu VLDL mit den Blockerkombi-
nationen, fielen die Tonuswerte bei Blockade der sympathischen Rezeptoren stets hoher aus als
unter reiner VLDL-L6sung (vgl. Abb. 10). Unter a-Blockade liegt die Tonuskurve um 0,143 bis
0,200 g hoher; dieser Effekt macht sich vor allem zwischen den Flussraten von 5 und 40 mL/min
bemerkbar. Statistisch signifikant zu VLDL unterschied sich die Lésung mit a-Blocker jedoch
nur bei einem Fluss von 20 mL/min (p = 0,04). Auch eine Blockade des B-Rezeptors erhéht den
Tonus zwischen 0,105 und 0,148 g, zeigte aber keine zu VLDL statistisch signifikanten
Unterschiede. Bei einer Blockade beider adrenerger Rezeptoren in VLDL-L&sung scheint sich
der Effekt der einzelnen Rezeptorblockade jedoch nicht wie erwartet zu addieren, sondern
weitestgehend dem der a-Blockade zu entsprechen. In der Losung mit a- und 3-Blocker lag der
Tonus um 0,130 - 0,210 g hoher und zeigte zu VLDL statistisch signifikante Unterschiede
zwischen 5 und 40 mL/min.

Der Kurvenverlauf der Muskelpotentiale &hnelte erwartungsgemaR dem jeweils dazugehorigen
Kraftdiagramm (elektromechanische Kopplung). Die Potentialwerte lagen unter VLDL mit a-,
B-, a- und B-Blockern stets (ber denen von reinem VLDL (vgl. Abb. 1, 6, 7, 8). Unter a-
Blockade fiel das Muskelpotential flussabhangig von -47,8 £ 0,2 mV auf -50,4 + 0,1 mV, bei
Blockade der B-Rezeptoren von -47,8 + 0,1 mV auf -51,0 £ 0,1 mV und bei a- und gleichzeitiger
B-Blockade von -47,8 + 0,1 mV auf -50,5 + 0,1 mV.
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Abb. 6. Membranpotential und Tonus in VLDL unter a-Blockade (e), Mittelwerte £ SEM.
A) Membranpotential in VLDL unter a-Blockade (n3=34, ns=19, nyp=16, n4=15,
N100=10);
B) Gefalitonus in VLDL unter a-Blockade (n=6).
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Abb. 7. Membranpotential und Tonus in VLDL unter -Blockade (e), Mittelwerte + SEM.

A)Membranpotential bei VLDL unter B-Blockade (n3=14, ns=17, nyy=14, ny =24,
N100=17);

B) Gefalitonus bei VLDL unter -Blockade (n=6).
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Abb. 8. Membranpotential und Tonus in VLDL unter o/p-Blockade (=), Mittelwerte + SEM.
A)Membranpotential bei VLDL unter o/pB-Blockade (n3=13, ns=17, ny=17, N4 =16,
N100=18);
B) Gefalitonus bei VLDL unter o/B-Blockade (n=6).
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Abb. 9. Geféaltonus in VLDL-L&sung ohne Blocker (e), mit a- (e), B- (e) und o/B-Blockade
(e). Mittelwerte £ SEM, n=6, * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.

3.1.3. Auswirkung der adrenergen Blockade

Da die Blockade einer oder beider sympathischer Rezeptoren in Krebslésung zu keinem
signifikanten Unterschied im Gefalitonus fuhrt, wurde die reine Krebsldsung als Vergleichswert

fur die VLDL-Kurven herangezogen.

Die Tonuswerte reiner VLDL-L6&sung unterschieden sich bei allen Flussen signifikant von
Krebslosung; VLDL mit a-Blocker jedoch nur bei Flissen von 5 und 20 mL/min. Die
gemessenen Kraftwerte von VLDL mit -Blocker und VLDL mit kombinierter o/p-Blockade

lagen zwischen 5 und 40 mL/min signifikant unter denen von Krebs.

Betrachtet man jedoch die Nettorelaxation (T3 — T1o0) unter Krebslosung im Vergleich zu VLDL
mit und ohne Blocker, so zeigt sich eine Einschrankung der flussabhéngigen Relaxation um
15,3% im Sinne einer relativen Kontraktion.

Um diesen Effekt zu verdeutlichen, wurden die Differenzen zwischen Krebslésung und den
VLDL-L6sungen berechnet (vgl. Abb.10). Die Differenz von Krebs- zu VLDL-L3dsung
entspricht dem VLDL-Effekt inklusive der VLDL-Wirkung Uber Adrenorezeptoren. Diese
Wirkung wird von nun an als gesamter VLDL-Effekt bezeichnet. Er bewegt sich zwischen 172

bis 375 mg und ist am starksten zwischen 5 und 20 mL/min ausgepragt. Um die Effekte tiber die
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einzelnen Rezeptoren zu erhalten, wurde vom gesamten VLDL-Effekt die Differenz von
Krebs/VLDL + a-, -, oder o/p-Blocker subtrahiert (siehe Tabelle 2).

Tabelle 2. Effekt von VLDL Uber die adrenergen Rezeptoren. Differenzen der Mittelwerte.

Fluss [mL/min]

3 5 20 40 100
Effekt

Gesamter VLDL-Effekt [g] 0,238 0,315 0,375 0,300 0,172
Reiner VLDL-Effekt [g] 0,108 0,125 0,165 0,105 0,021

Effekt Uber adrenerge Rezeptoren [g] 0,130 0,190 0,210 0,195 0,151
[%] | 546 60,3 56,0 65,0 87,8

Effekt Uber a-Rezeptoren [g] 0,143 0,169 0,187 0,200 0,185

Effekt iiber B-Rezeptoren [g] 0,122 0,146 0,148 0,137 0,105

Setzt man die Differenz VLDL-Krebs gleich 100%, ergibt sich durch die Blockade beider
adrenerger Rezeptoren im Mittel Uber alle Flussraten eine Reduktion des gesamten VLDL-
Effekts um 64,7 £ 6,0%. Eine alleinige a-Blockade in VLDL-L6sung fuhrt zu einer Reduktion
um im Mittel 67,6 £ 10,4%. Dieser Effekt entspricht in etwa der Auswirkung der kompletten
adrenergen Blockade. Werden nur die f-Rezeptoren blockiert, findet sich immerhin noch eine
Reduktion um im Mittel 48,8 + 3,6%. Die Addition der Prozentsétze ergibt mehr als hundert
Prozent, da der gemessene gesamte VLDL-Effekt fir die Berechnung zugrunde gelegt wurde
und nicht ein errechneter Gesamteffekt. Moglicherweise l&sst sich dieser Effekt mit einer
Interaktion der Signalwege erkléren, wenn sowohl o- als auch B-Rezeptoren von VLDL-
Molekiilen gebunden werden (vgl. 4.2.2. bis 4.2.4.).
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Abb. 10.VLDL-Effekt auf den Gefalitonus im Vergleich zu Krebslosung, Mittelwerte + SEM,
*p<0,05 **p<0,01, ***p<0,001.
A) Gefélstonus von Krebs-Losung (e), VLDL () und VLDL mit o/B-Blocker (e);
B) Differenzen der Kraftentwicklung von reiner Krebslosung und VLDL ohne Blocker
(o), mit a- (), B- () und o/p-Blocker (»).
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3.2. Konzentrationen der zyklischen Nukleotide

Die Bestimmung erfolgte an den gleichen GeféBpréparaten wie die Tonusmessung. Diese
wurden nach dem Versuch bei einem Fluss von 100 mL/min ausgespannt und in flussigem
Stickstoff eingefroren. So konnten die zyklischen Nukleotide zu diesem Zeitpunkt konserviert
werden und spater mittels ELISA bestimmt werden. Um Fehler zu minimieren, wurden die

Konzentrationen an jedem Praparat mindestens zweimal bestimmt und der Mittelwert gebildet.

3.2.1. Krebslésung

In reiner Krebslésung fand sich in den bei 100 mL/min ausgespannten Praparaten im Mittel eine
cAMP-Konzentration von 43,55 + 1,65 nmol/kg und eine cGMP-Konzentration von 4,16 + 0,03
nmol/kg. Die Konzentrationen der zyklischen Nukleotide unter den verschiedenen Blocker-
kombinationen zeigten im Vergleich zu reiner Krebslosung keine signifikanten Unterschiede (s.
Abb. 5). Unter a-Blocker lag die Konzentration von cAMP um 7,1 (-16,3%), die unter 3-Blocker
um 1,9 (-4,4%) und die unter o/p-Blocker um 8,2 nmol/kg (-18,8%) unterhalb der von reiner
Krebslosung. Die Konzentrationen von cGMP lagen unter a-Blocker 0,9 (-21,6%), unter B-
Blocker 0,15 (-3,6%) und unter o/B-Blocker 1,2 nmol/kg (-27,7%) niedriger als in reiner

Krebsldsung.

3.2.2. Gepooltes VLDL

Bei reiner VLDL-L6sung fand sich bei einem Fluss von 100 mL/min eine Konzentration von
CAMP von 73,57 £ 2,56 und von cGMP von 12,97 + 1,51 nmol/kg. Analog zu ihren niedrigen
Tonuswerten zeigte die VLDL-LGsung im Vergleich zu allen Versuchslésungen die hoéchste
Konzentration von cCAMP und cGMP. Im Vergleich zu Krebsldsung lag die Konzentration von
cAMP um 30,0 (68,9%) und die von cGMP um 8,8 nmol/kg (211,6%) hdoher. Die
Konzentrationen der zyklischen Nukleotide unter VLDL mit Blockern lagen immer unterhalb
von denen in reiner VLDL-Losung. Die Konzentration von cAMP war bei a-Blockade um 34,2
(-46,5%), bei B-Blockade um 19,4 (-26,4%) und bei o/B-Blockade um 28,3 nmol/kg (-38,5%)
geringer als unter VLDL. Diese Unterschiede waren alle deutlich signifikant (p < 0,001). Die
Konzentrationen von cGMP lagen in den VLDL-LOsungen mit adrenergen Blockern ebenfalls
stets deutlich unter denen in reiner VLDL-L6sung — unter a-Blocker sank die Konzentration von
cGMP um 9,4 (-72,5%), unter B-Blocker um 5,8 (-44,7%) und bei o/p-Blocker um 8,3 nmol/kg (-
64,0%) im Vergleich zu VLDL. Diese Unterschiede waren in VLDL mit a- und o/f signifikant
zu VLDL (p < 0,05), wihrend die Losung mit B-Blocker sich nicht signifikant von VLDL
unterschied (p = 0,135).
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Abb.11. Konzentration von cAMP (A) und cGMP (B) bei einem Fluss von 100 mL/min in reiner
Krebslosung (ncamp=96, ncemp=96) im Vergleich zu Krebslosung mit o- (Ncamp=8,
ncGMp:7), B- (ncAMp:16, ncGMp:16) und a/B-BIocker (ncAMp:16, ncG|\/|p214). Mittelwerte

+ SEM, p > 0,05 fiir alle Werte.
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3.2.3. Auswirkung der adrenergen Blockade

Da sich die Konzentration der zyklischen Nukleotide in Krebslésung mit den
Blockerkombinationen nicht signifikant von reiner Krebsldsung unterschied, wurde diese als
Vergleichswert herangezogen. Die Konzentration von cAMP lag in VLDL-L6sung um 30,0
(68,9%) und die von cGMP um 8,8 nmol/kg (211,6%) héher als in Krebslosung. In VLDL mit a-
Blocker war cAMP um 4,2 (-9,6%) und cGMP um 0,6 nmol/kg (-14,5%) niedriger als in Krebs,
wahrend die der anderen Blockerkombinationen hohere Konzentrationen als Krebs aufwiesen.
Unter B-Blocker zeigte sich fur cAMP ein Anstieg im Vergleich zu Krebs von 10,6 (24,3%) bzw.
fur cGMP von 3,0 nmol/kg (70,4%). Fur die gleichzeitige Blockade beider sympathischen
Rezeptoren malien wir eine Steigerung fiir cAMP von 1,8 (4%) bzw. fiir cGMP von 0,5 nmol/kg
(11,9%).
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Abb. 13.Konzentration von CAMP und cGMP bei einem Fluss von 100 mL/min in reiner Krebs-
16sung (Ncamp=96, Neemp=96) im Vergleich zu VLDL (n¢amp=23, Ncemp=50), VLDL mit
a- (Ncamp=10, ncemp=10), B- (Ncamp=1l, ncemp=8) und o/B-Blocker (ncamp=20,
ncemp=10). Mittelwerte £ SEM, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.
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3.3. Betrachtung des Gesamtmodells

3.3.1. Elektromechanische Kopplung

Fur die Darstellung der elektromechanischen Kopplung wurden von allen Versuchstagen und
Losungen die gemittelten Kraftwerte in Abhangigkeit vom zugehdrigen Membranpotential in
einem Graphen aufgetragen. Dabei zeigte sich im gemessenen Bereich zwischen -55 und -45 mV
eine anndhernd lineare Beziehung zwischen Potential und Kraft, was fir eine enge
elektromechanische Kopplung in diesem Potentialbereich spricht (s. Abb.14). Der Kopplungs-
koeffizient kann mit 6,8 mV/g angegeben werden. Dieses Ergebnis deckt sich mit Berichten
einer sigmoiden Aktivierungskurve mit der starksten Kraftentwicklung zwischen -60 und -20
mV [65, 87].
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Abb.14. Stationdre Aktivierungskurve Kraftentwicklung vs. Membranpotential fur alle
Versuchslosungen am glatten GefaBmuskel menschlicher Koronararterien (Mittelwert +
SEM).
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3.3.2. Chemomechanische Kopplung

Die Relaxation der glatten Muskelzellen der Media geht mit einem Anstieg der Konzentrationen
der zyklischen Nukleotide cAMP und cGMP einher. Sie konnen Hinweise darauf liefern, welche
Rezeptoren aktiviert wurden. Eine Aktivierung der B-Rezeptoren geht, wie in der Einleitung
beschrieben, mit einer Erhdhung der cAMP-Konzentration einher, wihrend o,-Rezeptoren diese
senken koénnen. Die flussabhangige Dilatation wird tber den Botenstoff NO realisiert, der in den
Zellen eine Produktion von cGMP und schlieBlich eine Relaxation auslost.

Bei einer graphischen Darstellung aller gemittelten Konzentrationen der zyklischen Nukleotide,
unabhéngig von der benutzten Versuchslosung, zeigte sich im gemessenen Bereich sowohl unter
CAMP als auch unter cGMP eine annéhernd lineare Beziehung zur Kraft (vgl. Abb. 15A, B).
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Konzentration (B); Mittelwert + SEM, n=8.
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4. Diskussion

4.1. VLDL und flussabhéangige Dilatation

Das Zusammenspiel zwischen GefalRendothel und im Blut zirkulierenden Lipoproteinen ist
Gegenstand  aktueller Forschung. Es konnte gezeigt werden, dass verschiedene
Lipoproteinklassen die Endothelfunktion beeintrachtigen und dies bereits vor dem Auftreten von
morphologischen Veranderungen [83]. Sie spielen somit schon in der Entstehungsphase von
Aurteriosklerose eine wichtige Rolle.

Ziel dieser Arbeit war herauszufinden, ob VLDL einen Teil seiner Wirkung Gber eine Interaktion
mit dem sympathischen Nervensystem entfaltet. Dazu beobachteten wir das Verhalten des
koronaren GefaBtonus in einem flussabhéngigen Setting unter VLDL und Adrenorezeptor-
Blockern und bestimmten analog dazu den Verlauf des Membranpotentials der glatten
Muskelzellen. Diese Messungen ergdnzten wir um eine Konzentrationsbestimmung der

zyklischen Nukleotide, um ein méglichst umfassendes Bild zu erhalten.

4.1.1. Beeinflussung des Gefaldtonus und Membranpotentials durch VLDL

Mehrfach konnte in Studien gezeigt werden, dass Hypertriglyzeriddmie einen unabh&ngigen
Risikofaktor fir die Entstehung von Arteriosklerose darstellt [2, 72]. Sie beeintréchtigt die
endotheliale Funktion und setzt die flussabhéngige Dilatation herab [95, 102].

Bei Hypercholesterindmie entfaltet das oxidierte LDL seine proatherogene Wirkung uber eine
Storung der Permeabilitit der Endothelzellen und ihre verminderte Produktion von
vasorelaxierenden Substanzen wie NO und PGI,. Lewis et al. zeigten jedoch 1999, dass die
Storung der NO-Produktion nicht allein LDL vorbehalten ist; auch hohe Konzentrationen von
VLDL beeinflussen die endothelvermittelte Dilatation. Bei ihren Versuchen verglichen sie die in
vivo durch Vasorelaxantien wie Acetycholin hervorgerufene Dilatation mit der endothel-
unabhéngigen, NO-vermittelten Relaxation [56]. Doi et al. konnten dieses Ergebnis im
Tiermodell nicht reproduzieren, fanden jedoch eine starke vasokonstriktive Wirkung von VLDL-
remnants [28]. Kugiyama und sein Team bestéatigten diesen Befund bei der Messung des
Gefalldurchmessers und der Flussgeschwindigkeit in Koronarien, die durch VLDL-remnants
unabhdangig von anderen Faktoren herabgesetzt wurden [51].

In dieser Arbeit wurde die Wirkung von physiologischen Konzentrationen von VLDL (30
mg/dL) auf den GeféaBtonus untersucht. In Hinsicht auf klinische Relevanz entschieden wir uns
fur eine Untersuchung menschlicher Koronararterien aus explantierten Herzen. Die in vitro

Messung hat gegenlber in vivo Versuchen den Vorteil einer genaueren Kraftmessung und
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genaueren Regulierung von verschiedenen Flussraten. Wahrend in in vivo Experimenten der
Fluss nur durch das einmalige SchlieBen und anschlieBende Offnen, z.B. einer
Blutdruckmanschette reguliert wurde, lasst sich in vitro die Flussgeschwindigkeit schrittweise
und flr einen langeren Zeitraum (in der vorliegenden Arbeit fiir je 10 min) andern. Zudem fihrt
die Methode mit der Manschette zum Teil zu unphysiologisch hohen Flussraten von bis zu 700
mL/min [101]. Um gleiche Ausgangsbedingungen zu schaffen, wurden arterielle Gefalstreifen
mechanisch auf einen Tonus von 2 g vorgedehnt, der als optimal fir das Erreichen einer
maximalen Kontraktion angesehen wird [99] und nach dem LaPlace-Gesetz einem mittleren
arteriellen Blutdruck von 100 mmHg entspricht [100]. Auf eine pharmakologische Beeinflussung
durch konstriktive oder dilatatorische Substanzen wurde verzichtet, um intrazelluldre
Signalkaskaden moglichst unbeeintrachtigt zu lassen.

Die Koronararterien zeigten bereits bei einer physiologischen VLDL-Konzentration von 30
mg/dL eine um 15,3% reduzierte flussabhangige Nettorelaxation (T3-Tig0) im Vergleich zu
reiner Krebslosung. Insbesondere ab Flussraten von 40 mL/min konnten die GeféRe unter VLDL
nicht mehr so effektiv relaxieren wie die unter Krebsldsung. Dieses Ergebnis deckt sich mit den
Berichten anderer Studien, die von einer Reduktion der flussabhangigen Dilatation in der Arteria
brachialis unter postprandial erhéhten VLDL-Werten berichteten [1, 74, 101] und deutet dartiber
hinaus daraufhin, dass schon physiologische Konzentrationen von VLDL zu einer
Einschrankung der endothelialen Funktion fuhren kénnen.

Der analoge Verlauf des Membranpotentials bestatigt die Kraftentwicklung und die hohe
Messgenauigkeit der Versuche. Unter VLDL-LGsung hyperpolarisierten die Praparate im Mittel
von -49,1 + 0,2 auf -52,0 £ 0,2 mV; in Krebsldsung fiel das Potential von -47,1 + 0,2 auf -50,2 +
0,2 mV. Die Nettohyperpolarisation zeigte sich wie schon die Nettorelaxation unter VLDL mit
-2,9 mV im Vergleich zu -3,1 mV in Krebs eingeschrankt.

In unserer Arbeitsgruppe konnte im Vergleich zwischen deendothelialisierten und Praparaten mit
Endothel bereits gezeigt werden, dass die Relaxation endothelabhangig ist: Wahrend bei
intaktem Endothel die flussabhdngige Relaxation unter VLDL signifikant eingeschrankt war,

verschwand dieser Effekt nach Entfernung des Endothels [81].

4.1.2. Beeinflussung der Konzentration der zyklischen Nukleotide durch VLDL

Im Blut zirkulierende Botenstoffe entfalten ihre Wirkung auf den Tonus der glatten Muskelzelle
meist Uber einen Signalweg, der das GefalRendothel involviert. Diese Wege bedienen sich z.B.
zyklischer Nukleotide wie CAMP und cGMP zur ihrer Signaltransduktion. Dass VLDL in dieses
System eingreift, konnte mehrfach gezeigt werden.

o1



Diskussion

Takahashi et al. fanden heraus, dass B-VLDL die NO-Produktion und Anreicherung in mit
Interleukin-1f stimulierten glatten GefaBmuskelzellen fordert [97]. Sie fihrten diesen Effekt auf
eine erhohte Expression der induzierbaren NO-Synthase zuriick. Neben seiner Wirkung auf den
GefaBtonus ist NO auch in die Regulierung der Apoptose mit einbezogen; in niedrigen
Konzentrationen hemmt es die Apoptose der Endothelzellen, bei hohen Spiegeln wirkt es jedoch
zytotoxisch [80]. Zusatzlich wirkt das NO, das von der induzierbaren und nicht von der
endothelialen NO-Synthase produziert wird, proatherogen [9], sodass die in unserer
Arbeitsgruppe in anderen Arbeiten bereits gemessenen hohen basalen cGMP-Spiegel auch im
Sinne einer bereits unter physiologischen Konzentrationen bestehenden proatherogenen Wirkung
von VLDL interpretiert werden kénnen [81].

Andere Studien, wie die von Minami et al. zeigten jedoch eine Inhibition der NO-Produktion
durch Triglyzeride, die den Hauptbestandteil von VLDL bilden. Untersucht wurde die
Produktion von NO in der Zellkultur nach Gabe von Endothelin-3. Unter TAG fiel der Anstieg
des intrazellularen Ca®* deutlich geringer aus, die calciumabhangige NO-Synthase konnte nicht

so stark aktiviert werden und die NO-Produktion nahm ab [61].

Fur diese Arbeit war die basale, flussunabhangige Wirkung von VLDL auf die cGMP-
Konzentration von untergeordneter Bedeutung fir die Fragestellung, so dass auf ihre
Bestimmung verzichtet wurde. Stattdessen untersuchten wir das Verhalten der cGMP-
Konzentrationen unter VLDL bei einem Fluss von 100 mL/min und seine mdogliche
Beeinflussung durch die Zugabe von Adrenorezeptorblockern. Insgesamt zeigte VLDL die
hochste Konzentration von cAMP (73,57 £ 2,56 nmol/kg) und cGMP (12,97 = 1,51 nmol/kg),
vereinbar mit dem im Vergleich zu allen Versuchslésungen geringsten Gefatonus bei 100
mL/min von 1,190 + 0,088 g. Da wir uns auf eine Messung der zyklischen Nukleotide am Ende
des Versuches bei 100 mL/min beschrénkten (s.0.), lasst diese Arbeit keine Aussagen Uber eine
Nettokonzentrationsanderung zu. Allerdings konnte in unserer Arbeitsgruppe bereits gezeigt
werden, dass der cGMP-Anstieg unter VLDL trotz des héheren basalen Wertes um ca. 25%

geringer ausféllt als in Krebs [81].

Die insgesamt hohen Konzentrationen von cGMP lie3en sich durch eine héhere Viskositat der
VLDL-L6sung im Vergleich zur Krebslosung erklaren. Diese entfaltet einen héheren shear
stress auf die GefaBwand und resultiert damit in einer starkeren NO-Produktion. Da aber in vivo
Messungen einen Einfluss von VLDL und TAG auf die NO-Produktion bestatigten [51], obwohl
im Blut die Viskositat durch deren Anwesenheit insgesamt nicht beeinflusst wird, kann dies

jedoch nicht der allein ausschlaggebende Faktor sein.
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Kugiyama et al. zeigten 1998, dass VLDL-remnants in menschlichen Koronararterien in vivo die
Endothelfunktion storten und die flussabhéngige Dilatation verminderten. Sie fuhrten dies auf
oxidativ veranderte remnants zurick, die die Endothelzellen empfindlicher fir oxidativen Stress
machen und so die Bioaktivitdt von NO herabsetzen. Unterstltzt wird diese These von ihrem
Befund, dass sich die Reagibilitat der Koronarien bei Patienten mit hohen Remnant-Spiegeln
nach einer Gabe von Vitamin C, einem potenten Antioxidans, verbesserte [51].

Uber den Einfluss von oxidativ veranderten VLDLs konnen wir auf Grund dieser Arbeit keine
Aussage treffen, da eine Oxidation strengstens vermieden wurde (s. 4.4).

Eine weitere Erklarungsmoglichkeit, wie VLDL auf die flussabhéngige Dilatation wirkt, bietet
die Interaktion mit Flusssensoren auf der Endotheloberflache. Diese negativ geladenen
Makromolekile wie Heparansulfat-Proteoglykan kénnen Domanen basischer Aminosaurereste
von Apolipoproteinen binden und eine intrazelluldre Signaltransduktion hervorrufen [89, 90].
Fur LDL konnte gezeigt werden, dass seine Bindung in einer Konformationsédnderung des
Sensors resultiert, die mit einer Depolarisation der Membran und einer Kontraktion der glatten
Muskelzellen einhergeht. Intrazellular fand sich zudem ein Absinken der cGMP-Konzentration
[90]. In ellipsometrischen Messungen zeigte sich, dass die zu Beginn einer Arteriosklerose
entstehenden Nanoplaques aus Lipoproteinanteilen, dem Flussensor Heparansulfat-Proteoglykan
und Calcium bestehen. Fir LDL konnte zudem eine vermehrte Bildung dieser Nanoplaques
nachgewiesen werden. Eine Interaktion von VLDL mit Heparansulfat-Proteoglykan ist
naheliegend auf Grund des ahnlichen Apolipoproteinbesatzes von LDL und VLDL. Die Bindung
von VLDL an den Flusssensor konnte diesen ebenso wie LDL blockieren und die Weiterleitung

des shear stress-Signals verhindern, sodass die flussabhdngige Dilatation herabgesetzt wird.

4.2. Auswirkungen der Antagonisierung von Adrenorezeptoren

4.2.1. Intrinsische Aktivitat der Adrenorezeptor-Blocker

Die Auswirkung der Blockade adrenerger Rezeptoren, auf ihre Verteilung und den
Wirkmechanismus sind Gegenstand zahlreicher in vitro und in vivo Studien. Allerdings sind die
Studien sehr heterogen und liefern unterschiedliche Ergebnisse. Sie sind nur teilweise an
menschlichen Geféallen durchgefiihrt, oft aber in tierischen Modellen wie Hund [20, 31, 43, 50,
57, 59, 99], Schwein [14, 37, 52], Kalb [104], Affe [99], Kaninchen [3], Hamster [22], Ratte [3,
21] oder Meerschweinchen [3]. Sie unterscheiden sich in den Untersuchungsmethoden, in den
fur die Studie benutzten Blockern und in weiteren zugesetzten vasoaktiven Substanzen wie

Acetylcholin.
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B-Blocker haben zum Teil verschiedene Sensitivitdten oder Spezifitaten zu bestimmten
Rezeptorsubtypen, die sich in ihrer Verteilung und Wirkung unterscheiden. Sie konnen
iiberwiegend auf f; wirken (sog. kardioselektive B-Blocker, z.B. Metoprolol) oder zugleich den
a-Rezeptor blockieren [77]. Weiterhin unterscheiden sie sich in ihrer intrinsischen
sympathomimetischen Aktivitét, also der Fahigkeit, ganz oder teilweise als Agonisten an einem
Rezeptor zu agieren, und ihrer Pharmakokinetik. Einige Blocker (wie z.B. Propanolol) kénnen
Membranen stabilisieren, was jedoch keine klinische Bedeutung zu haben scheint [60, 77].
Colantuoni et al. konnten 1984 in Hamsterhaut in vivo zeigen, dass Propanolol die VVasomotion
forderte, wéhrend es den GefalRdurchmesser nicht beeintrachtigte. Phentolamin hingegen,
reduzierte die VVasomotion, ging aber mit einer signifikanten Dilatation einher [22]. Da diese
Versuche in vivo stattfanden und die Blocker eine Bindung der im Blut zirkulierenden
Substanzen wie der Katecholamine Adrenalin und Noradrenalin verhinderten, gibt die Studie nur
bedingt Hinweise auf eine in vitro Situation. In unserem Versuchsaufbau sollte durch die
mehrstiindige Adquilibrierung der Einfluss von Katecholaminen gering sein, wobei ein
Vorhandensein von Noradrenalin in sympathischen Nervenendigungen nicht auszuschlieRen ist.
In der vorliegenden Arbeit zeigte der gemessene Gefaltonus in Krebslosung mit
Adrenorezeptor-Blocker, unabhéngig davon, ob es sich um a-, B- oder o/pB-Blockade handelte,
keinen signifikanten Unterschied zu reiner Krebslosung. Dieses Ergebnis bestatigte sich bei den
Konzentrationsmessungen der zyklischen Nukleotide, die sich ebenfalls nicht signifikant
zwischen Krebs und Krebs mit adenergen Blockern unterschied. Das lasst die Schlussfolgerung
zu, dass die Adrenorezeptorblocker keinen intrinsischen Effekt auf die flussabhangige Dilatation
menschlicher Koronararterien haben. Dieses Ergebnis deckt sich mit friiheren Studien, die keine

intrinsische Aktivitat von Propanolol am B-Rezeptor feststellen konnten [60, 68].

4.2.2. Kombinierte Blockade des a- und B-Adrenorezeptors

Die Zugabe von 30 mg/dL VLDL zur Krebslésung zeigte eine im Mittel 15,3%ige Reduktion der
flussabhdngigen Nettorelaxation im Sinne einer relativen Kontraktion. Um einen mdglichen
Effekt von VLDL Uber sympathische Rezeptoren zu detektieren, wurde untersucht, ob die
Zugabe von o- und B-Blockern den gesamten Effekt von VLDL (inkl. des Effektes Uber die
sympathischen Rezeptoren) vermindert.

Tatsachlich zeigte sich, dass eine Blockade beider Rezeptoren den gesamten VLDL-Effekt tber
alle Flussraten im Mittel um 64,7 £ 6,0% reduziert. Da wir bereits zeigen konnten, dass die
Blocker an sich in reiner Krebslosung keinen intrinsischen Effekt haben, schliellen wir daraus,

dass etwa 65% des gesamten VVLDL-Effekts tber eine Interaktion mit sympathischen Rezeptoren
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zustande kommt. Da eine adrenerge Blockade diese Wirkung einschréanken kann, scheint VLDL
uber die gleiche Bindungsstelle wie die Blocker zu wirken.

Der Verlauf der Membranpotentiale der glatten Muskelzellen unter kombinierter Blockade
verhielt sich analog zur Kraftwicklung und zeigte eine grolRe Né&he zu den Werten unter
alleiniger a-Blockade. Die Préparate unter VLDL mit kombinierter Blockade hyperpolarisierten
im Mittel von -47,8 auf -50,5 mV. Die Konzentration von cAMP war unter kombinierter o/f-
Blockade im Vergleich zu reiner VLDL-L6sung um 38,5% reduziert, die von cGMP sogar um
64,0%. Dieses Verhaltnis spiegelt den hoheren mittleren Gefél3tonus von 1,341 + 0,048 g bei
einem Fluss von 100 mL/min im Vergleich zu reiner VLDL-L6sung wieder (1,190 + 0,088 g).
Da in dieser Studie keine flussunabh&ngige Konzentration gemessen wurde, lasst sich keine
Aussage dazu treffen, ob eine adrenerge Blockade die Nettokonzentrationsanderung der
zyklischen Nukleotide verandert. Da jedoch alle cCAMP- und cGMP-Konzentrationen mit den
dazugehorigen Tonuswerten bei 100 mL/min auf einer Geraden lagen, liegt die Vermutung nahe,
dass dies der Fall ist. Eine weitere Studie mit flussunabhéngigen Konzentrationen ist fir die

Untermauerung dieser Vermutung angezeigt.

4.2.3. Blockade des a-Adrenorezeptors

In dieser Arbeit wurde der nichtselektive a-Blocker Phentolamin in einer Konzentration von 10™*
mmol/L verwendet, der auf pridsynaptische oj- und postsynaptische ap-Rezeptoren wirkt.
Versuche mit selektiven a-Blockern zeigten, dass uber beide Subtypen eine Vasokonstriktion
vermittelt wird [6]. Eine Blockade des a-Rezeptors in vivo geht dementsprechend mit einer Gber
den B-Rezeptor vermittelten Relaxation einher. Wir untersuchten durch Zugabe von 30 mg/dL
VLDL, ob diese mit der B-Rezeptor-vermittelten Relaxation interagiert.

Es zeigte sich, dass VLDL mit a-Blocker einen &hnlichen Kurvenverlauf wie unter gleichzeitiger
Blockade beider adrenerger Rezeptoren aufwies. Diese Beobachtung legte die Vermutung nahe,
dass VLDL einen grofReren Einfluss auf den a- als auf den B-Rezeptor entfaltet. Untersuchte man
die Auswirkung einer a-Blockade auf den gesamten VLDL-Effekt (inkl. der Wirkung auf
adrenerge Rezeptoren), so stellte man eine Reduktion um im Mittel von 67,6 £ 10,4% fest.
Dieses Ergebnis legt nahe, dass die Wirkung von VLDL auf Rezeptoren des sympathischen
Nervensystems zum groRten Teil Uber eine Beeinflussung des a-Rezeptors geschieht. Da VLDL
die Nettorelaxation im Sinne einer relativen Kontraktion herabsetzt, l4sst sich der Effekt Uber
eine Stimulation von a-Rezeptoren erklaren.

Eine a-Blockade in VLDL-LOsung schrénkte die Produktion der zyklischen Nukleotide im
Vergleich zu reiner VLDL-L6sung um 46,5% (CAMP) bzw. 72,5% (cGMP) ein. Diese Werte
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sind vergleichbar mit der Reduktion unter kombinierter adrenerger Blockade. Die geringere
CAMP-Konzentration liee sich iiber eine Stimulation des a,-Rezeptors erklaren, der tiber ein G;-
Protein zu einer Inhibition der Adenylatzyklase flhrt. Die ebenfalls stark verminderte cGMP-
Konzentration lasst sich maglichweise durch eine Kreuzreaktion mit dem cAMP-Signalweg oder
eine Wechselwirkung mit der NO-Synthase erklaren.

Diese Arbeit l&sst keine Ruckschlisse auf den genauen Wirkmechanismus oder die Wirkung auf
unterschiedliche a-Subtypen zu. Ebenfalls bleibt unklar, wie sich diese VLDL-Wirkung im
Zusammenspiel mit anderen vasoaktiven Substanzen verhdlt und ob sich die Ergebnisse in in

vivo Studien reproduzieren lassen. Hier bleibt noch viel Raum fur weitere Studien.

4.2.4. Blockade des p-Adrenorezeptors

Fiir eine Inhibition der B-Rezeptoren verwendeten wir in dieser Studie den unselektiven [-
Blocker Propanolol in einer Konzentration von 10* mmol/L. Eine Blockade der B-Rezeptoren
kann einerseits ihren vasodilatatorischen Effekt einschranken und anderseits zu einer (ber a-
Rezeptoren vermittelten Vasokonstriktion fiihren. Wir untersuchten, ob VLDL in physiologi-
schen Konzentrationen einen Teil seiner Wirkung Uber eine Interaktion mit dem B-Rezeptor
entwickelt.

Tatsachlich zeigte sich unter VLDL mit B-Blockern eine Reduktion der gesamten VLDL-
Wirkung (inkl. adrenerger Blockade) um 48,8 + 3,6%. Sie fiel damit geringer aus als eine
kombinierte o/B- oder eine alleinige a-Blockade.

Da VLDL die flussabhangige Nettorelaxation im Vergleich zu Krebs einschrénkte, kann seine
konstriktorische Wirkung im Hinblick auf die B-Rezeptoren durch eine Inhibition derselben
erklart werden. Die Konzentration der zyklischen Nukleotide war im Vergleich zu reiner VLDL-
Ldsung eingeschrankt, wenn auch nicht so stark wie unter a- oder kombinierter a/f-Bockade.
Die cAMP-Konzentration war bei einem Fluss von 100 mL/min um 26,4 % erniedrigt, die von
cGMP um 44,7%.

Da der B-Rezeptor tber eine erhéhte cAMP-Produktion eine Vasorelaxation bewirkt, scheint
eine Reduktion der cCAMP-Produktion bei einer inhibierenden Wirkung des VLDL auf den -
Rezeptor logisch. Die ebenfalls erniedrigte cGMP-Konzentration macht eine Interaktion der
beiden Signalwege wahrscheinlich, lasst sich jedoch in dieser Arbeit nicht endgtiltig kléren.

Wie schon unter a-Blockade bleibt auch hier der genaue Wirkmechanismus, die Wirkung auf
verschiedene B-Subtypen und das Zusammenspiel mit anderen vasoaktiven Substanzen
ungeklart. Zudem sollte die VLDL-Wirkung auf B-Rezeptoren in in vivo Studien weiterfuhrend

untersucht werden.
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4.3. Betrachtung des Gesamtmodells

In dieser Arbeit konnten wir zeigen, dass Gefélitonus und Membranpotential unter Krebs- und
VLDL-L6sungen einen zueinander analogen Kurvenverlauf aufweisen. Alle Lésungen zeigten
eine flussabhéngige Dilatation und eine damit einhergehende Hyperpolarisation der Membran
der glatten Muskelzellen.

Trug man alle Tonuswerte, unabhdngig von der Versuchslosung, mit ihrem zugehorigen
Potential gegeneinander auf, zeigte sich ein linearer Zusammenhang zwischen -53 und -46 mV
(s. Abb.15). Das spricht einerseits fur eine sehr genaue Messung und andererseits fiir eine intakte
und enge elektromechanische Kopplung in diesem Bereich [87]. Aus der Literatur ist bekannt,
dass eine Hyperpolarisation von 2,5 mV mit einer Relaxation von bis zu 50% einhergeht [85].
Sie kommt durch ein vermehrtes SchlieRen von Ca®*- und vermehrtes Offnen von K*- Kanalen
zustande, durch die K* aus der Zelle ausstromt [87, 85]. Die zyklischen Nukleotide kénnen an
eben diesem Punkt in die Elektrophysiologie eingreifen, in dem sie die
Offnungswahrscheinlichkeit von K*-Kanalen erhéhen [85].

Demnach verhielten sich die Konzentrationen der zyklischen Nukleotide im Verhaltnis zum
GefaBtonus é&hnlich dem Membranpotential. Stellte man alle cAMP- bzw. cGMP-
Konzentrationen unabhéngig von der Versuchslosung mit dem dazugehérigen Tonuswert bei 100
mL/min graphisch dar, zeigte sich bei beiden zyklischen Nukleotiden eine lineare Korrelation im
gemessenen Tonusbereich zwischen 1,1 und 1,4 g. Das spricht einerseits fur eine hohe
Messgenauigkeit der Versuche und andererseits fiir ein intaktes, vitales System mit einer engen
chemomechanischen Kopplung im gemessenen Kraftbereich. Die cGMP-Kurve zeigt anders als
die cAMP-Kurve im Bereich um 1,3 g eine Abflachung. Diese Beobachtung ist gut mit
vorherigen Versuchen unserer Arbeitsgruppe vereinbar, die von einem sigmoiden Kurvenverlauf
unter cGMP berichten [81].

4.4. Limitationen

Das Studiendesign mit Gefal3praparaten menschlicher Koronararterien aus explantierten Herzen
machte es auf Grund der begrenzten Transplantationszahlen nétig, moglichst alle Patienten
einzuschliel3en, unabhangig von ihrem Alter, Vorerkrankungen oder VVormedikation.

Der relativen Seltenheit der Transplantationen ist das kleine Patientenkollektiv von insgesamt 23
Probanden der gesamten Studie bzw. 16 in dieser Arbeit geschuldet. Die zusétzliche
Heterogenitat der Gruppe bleibt zudem zu beriicksichtigen.

Um den Einfluss der verschiedenen Confounder moéglichst gering zu halten, wurde an jedem

Gefal} neben den Fettversuchen auch ein Kontrollversuch mit reiner Krebslosung durchgefihrt.
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Eine Normierung der jeweiligen Ergebnisse auf den Kontrollversuch dirfte den Einfluss der
verschiedenen Storfaktoren gering halten.

Als wichtige Confounder gelten das Patientenalter und -geschlecht. Mehrfach konnte gezeigt
werden, dass das Alter und Geschlecht einen Einfluss auf Endothelfunktion und Entwicklung
einer koronaren Arteriosklerose haben [39, 92, 98]. Der Einfluss dieser Faktoren sollte auf
Grund der Normierung auf den Kontrollversuch im selben Gefal? einerseits gering sein,
anderseits ist eine Auswertung unserer Daten nach Alter und Geschlecht auf Grund der geringen
Fallzahl von n=6 in der Interventionsgruppe mit VLDL nicht aussagekraftig genug. Weitere
Studien mit groReren Fallzahlen sind hier sicherlich angezeigt.

Die Beeintrachtigung der Endothelfunktion durch Arteriosklerose konnte mehrfach bestatigt
werden [33, 47, 66, 86]. Es konnte zudem gezeigt werden, dass die o-vermittelte
Vasokonstriktion in arteriosklerotischen Gefdlen stirker ausgeprdgt ist, wihrend die B-
vermittelte Vasodilatation herabgesetzt wird [4, 94]. Deshalb wurde bei der Praparation
strengstens darauf geachtet, Bereiche der Koronarien fir die Versuche zu verwenden, die
makroskopisch frei von Arteriosklerose waren. Das Vorhandensein von arteriosklerotischen
Veranderungen im mikroskopischen Bereich und ihr Einfluss auf die flussabhangige Dilatation
unter VLDL konnte in dieser Arbeit nicht berlicksichtigt werden, soll aber in einem zukiinftigen
Projekt unserer Arbeitsgruppe weiter untersucht werden.

Um den moglichen Einfluss einer Vormedikation zu verringern, wurden die Préparate vor
Versuchsbeginn tber mehrere Stunden aquilibriert. Dies sollte einerseits mdgliche Restbestande
von Medikamenten und vasoaktiven Substanzen ausschwemmen und andererseits, durch die
optimale Versorgung der GeféBe, ein erneutes physiologisches Gleichgewicht in der
lonenverteilung und dem Rezeptorbesatz herstellen. Obwohl wir in dieser Arbeit eine
Hochregulierung von Adrenorezeptoren durch eine Vormedikation mit Beta-Blockern nicht
sicher ausschlieRen kdnnen, wird in der Literatur beschrieben, dass normotensive Patienten keine
signifikante Steigerung der Expression unter einer Therapie mit Beta-Blocker aufweisen [29].
Anderseits fiihrt die chronische Stimulation des Sympathikus in Herzinsuffizienzpatienten zu
einer Desensitivierung oder Down-Regulierung der Adrenorezeptoren [4, 64], sodass der VLDL-
Effekt Uber den Beta-Rezeptor dadurch beeinflusst worden sein kénnte. Um genauere Aussagen
uber die Anzahl und das Expressionsmuster von Adrenorezeptoren unter Betablocker-Therapie
bei Herzinsuffizienzpatienten zu treffen, sind weitere molekulargenetische Studien nétig.

Da auch nach der experimentellen Entfernung des Endothels eine Vasodilatation tiber 3, moglich
ist, enthalten auch die Membranen der Muskelzellen f-Rezeptoren [5]. Diese sind fiir 3-Blocker

von der luminalen Geféaliseite her schlecht zugénglich und kénnten in unserem Versuch
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maoglicherweise einer Blockade entgangen sein. Um diesen Effekt herauszurechnen, waren
Versuche mit einer Denudation notig.

Weiterhin lasst die vorliegende Arbeit keine Rickschlisse auf die Ansprechrate der
verschiedenen Adrenorezeptor-Subtypen zu. Dazu wéren weitere Versuche mit selektiven
Blockern wiinschenswert. Auch der mdgliche Einfluss verschiedener genetischer
Polymorphismen der Adrenorezeptoren konnte aufgetreten sein und erfordert weitere
molekulargenetische Abklarung [64].

Obwohl den Blockern in dieser Arbeit kein intrinsischer Effekt in Krebslésung nachweisbar war,
lasst sich eine Wechselwirkung der Substanzen mit VLDL nicht sicher ausschlielen. Ob dies der
Fall ist, sollte Gegenstand von Interaktionsstudien sein.

Die Mdoglichkeit, dass verschiedene Adrenorezeptorblockersubstanzen ein unterschiedliches
Wirkungsprofil haben koénnten, setzt die Vergleichbarkeit dieser Arbeit mit anderen Studien
herab. Auch hier waren weitere Studien mit anderen Blockersubstanzen wiinschenswert.

Da eine Einschrankung der flussabhé&ngigen Dilatation durch VLDL bereits in physiologischen
Konzentrationen messbar ist, lasst sich eine noch groRere Wirkung durch erhdhte Spiegel
vermuten. Hier bleibt Raum flr zukinftige Forschungsvorhaben.

Oxidativer Stress kann die Endothelzellen schadigen [37, 84]. Um dies in der vorliegenden
Arbeit gering zu halten, wurden die Koronarien mdglichst ziigig prépariert und in ein
lichtgeschitztes Gefall mit kalter, karbogenisierter Krebslosung Uberfihrt. Der Transport ins
Labor erfolgte in maximal 45 min. AnschlieBend erfolgte eine Aquilibrierungsphase in 37°C
warmer, mit Carbogen durchperlter Krebsldsung fiir mindestens 2 Stunden. Die Feinpraparation
erfolgte unter den gleichen Umstanden. Eingespannt wurde das Préparat in einer Kammer mit
ebenfalls 37°C warmer, carbogenisierter Krebslésung bei einem Fluss von 3 mL/min.

Auf eine Deendothelialisierung wurde in dieser Arbeit verzichtet, um eine mdglichst
physiologische Betrachtung des Zusammenspiels zwischen Endothel und glatten Muskelzellen in
der Regulation des Gefalitonus zu ermdglichen. Weiterhin musste die Intaktheit des Endothels
fir unseren Versuchsaufbau sinnvoll erscheinen, da neben den [,-Rezeptoren der glatten
Muskelzellen vor allem die auf dem Endothel vorhandenen Subtypen B1, B2 und B3 fur eine
Vasodilatation verantwortlich sind [26].

Da wir uns bei dieser Arbeit auf Grund der Kklinischen Relevanz auf Koronararterien
beschrénkten, lassen sich nur indirekte Schliisse auf die Verhéltnisse in WiderstandsgefaRen

ziehen. Eine Untersuchung in anderen GefaRen bleibt weiteren Studien berlassen.
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