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Scio me nihil scire
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Prolog

Die in dieser Habilitationsschrift aufgefiihrten Originalarbeiten und Ubersichtsarbeiten beschaftigen
sich mit der ,ldentifizierung und Charakterisierung von neuen vasoaktiven Substanzen und
endogenen atheroprotektiven Faktoren in der vaskuldaren Regulation”. Diese Habilitationsschrift fasst

wesentliche Elemente der wissenschaftlichen Arbeiten zusammen, die in 2 Themengebiete eingeteilt

werden.
Themengebiet | - Die Bedeutung des purinergen Systems auf die vaskuldre Regulation
Themengebiet Il - HDL und Sphingolipide in der vaskularen Regulation

Ein vollstindiger Uberblick (iber die wissenschaftlichen Leistungen gibt das Publikationsverzeichnis
wieder. In den jeweiligen Themengebieten sind die relevanten Originalarbeiten aufgefihrt. Die
Beteiligung des Verfassers dieser Habilitationsschrift an den jeweiligen Arbeiten als Erstautor bzw.
Koautor sind dargelegt. Die jeweiligen Themengebiete werden mittels einer kurzen Ubersicht
eingeleitet. In den Themengebieten, in denen der Verfasser eine Ubersichtsarbeit in einem , peer-

reviewed” Journal verfasst hat, ist diese als Einleitung angefigt.

Einleitung

Kardiovaskuldare Mortalitat

In den westlichen Industrielandern zdhlen die Folgen vaskuldrer Veranderungen zu den haufigsten
Todesursachen. Bei jedem zweiten Verstorbenen ist der Tod durch eine Herz-Kreislauf-Erkrankung
ausgelost® und sind ein groRes klinisches Problem, insbesondere bei Patienten mit chronischem (CNI)
und terminalem Nierenversagen (ESRD).” Dabei zeigt sich eine stadienabhingige Zunahme der
kardiovaskularen Sterblichkeit.® Etwa 40% der Dialysepatienten weisen eine koronare, ca. 20% eine

zerebrovaskuldre und mehr als 20% eine periphere arterielle GefaRerkrankheit auf.*

Atherosklerose

Die friihesten atherosklerotischen Lisionen kdnnen bereits bei Kindern beobachtet werden.’
Atherosklerose ist eine inflammatorische GefaRerkrankung, die in verschiedenen Stadien ablauft®
und durch spezifische zelluldre und azellulire Prozesse unterhalten wird.” Die endotheliale
Dysfunktion ist ein wichtiger pathophysiologischer Mechanismus, durch die die intimale Adhasion
von Leukozyten und Thrombozyten und zusatzlich die GefaBwandpermeabilitdat durch reduzierte
Bildung von protektiven Mediatoren verstarkt wird.® Daneben sind erhhte Plasmakonzentrationen

von ,Low Density Lipoprotein” (LDL) und oxidiertem LDL (oxLDL), rheologische Stérungen, reaktive

Sauerstoffradikale (ROS)® ausgeldst durch Zigarettenrauchen,™ Diabetes mellitus'* oder Hypertonie,**
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erhdhte Homozysteinplasmakonzentration,® sowie genetische und infektiése Faktoren' von
Bedeutung. Spezielle Bereiche innerhalb des arteriellen Gefdllsystems, wie beispielsweise
GefalRabzweigungen, verursachen rheologische Veranderungen mit Zunahme der Scherkrafte durch
turbulente Strémungen, die mit Anderungen des Expressionsmuster der GefiRzellen in diesem
Bereich einhergehen. Eine groRe Anzahl von verschiedenen Adhadsionsmolekilen, wie z.B. ,platelet
endothelial adhesion factor” (PEAF), ,intercellular adhesion molecule” (ICAM) oder Selektine werden
vermehrt exprimiert. Die Liganden dieser Rezeptoren befinden sich auf der Oberflaiche von
Monozyten und T-Lymphozyten, lber die die Anhaftung an das Endothel gesteuert wird. Zusammen
mit chemotaktisch wirkenden Molekiilen, wie u.a. ,monocyte chemotractant protein 1“ (MCP1) oder
oxLDL, werden Entziindungszellen in die GefaBwand geleitet. Die Akkumulation von Plasmalipiden in
der Gefallwand stellt neben der zelluldaren Komponente einen weiteren pathophysiologischen Faktor

dar.™>

Es bildet sich eine Endothellasion mit Ausbildung einer prokoagulatorischen Umgebung.
Glatte GefaBmuskelzellen (VSMC) werden zur Proliferation angeregt und wachsen in das
inflammatorische Gebiet hinein. Es bildet sich eine intermedidre Lasion, durch die sich eine
Lumeneinengung bilden kann. Diese wird anfanglich durch eine Vasodilatation kompensiert."” Diese
Phase wird als Umbauphase bezeichnet. Die hauptsachlichen Entziindungszellen in dieser Phase sind
Makrophagen und spezifische Subtypen von T-Lymphozyten mit einer verstdrkten Freisetzung von

¥ Granulozyten kommen vereinzelt vor.”® Die Folge sind weitere

Entziindungsmediatoren.'®
Schadigungen der GefaRwand mit Ausbildung fokaler Nekrosen?! und Formierung einer fibrotischen
Kappe im Sinne einer fortgeschrittenen Ladsion. Aktivierte Makrophagen sezernieren hydrolytische
Enzyme, die die fibrotische Kappe verdiinnen. Eine Ruptur kann zu der spontanen Thrombusbildung

und zu einem Gefallverschluss bis hin zum Organinfarkt flihren.

Hypertonie

Ein wichtiger Risikofaktor fiir kardiovaskuldre Erkrankungen ist die arterielle Hypertonie,” fir die bei
>80% der Falle keine atiologischen Griinde gefunden werden. Systolischer und diastolischer
Blutdruck und insbesondere der Pulsdruck sind von groRer Bedeutung. Im Alter nimmt die
Gefalsteifigkeit zu, der diastolische Blutdruck sinkt und damit steigen der Pulsdruck und das Risiko
kardiovaskularer Erkrankungen. Viele wichtige Mediatorsysteme, wie beispielsweise das Renin-
Angiotensin-Aldosteron-System  (RAAS), konnten identifiziert werden. Durch spezifische
Antagonisierung dieser Systeme ist es moglich geworden, den Bluthochdruck therapeutisch zu
beeinflussen. Trotz vielfacher Moglichkeiten ist es allerdings in ca. 10% der Falle nicht moglich, den
Blutdruck in den therapeutisch angestrebten Bereich zu senken.?” Scheinbar sind weitere, aktuell
nicht oder nur unzureichend bekannte Mediatorsysteme fir die Blutdruckregulation von groRBer
Bedeutung. Daher stellt die Erforschung weiterer blutdurckregulierender Systeme auch heute noch

einen wichtigen Zweig der hypertensiologisch orientierten Forschung dar.
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Themengebiet |

Der Einfluss des purinergen Systems auf die vaskuldre Regulation

1. Einleitung in das Themengebiet

Das purinerge System besteht aus einer differenzierten Gruppe von Rezeptoren, die ubiquitar
exprimiert und von unterschiedlichen Agonisten aktiviert werden.”> Durch die Klonierung einer
groRen Zahl von Purinrezeptorsubtypen konnten in den letzten Jahren bedeutende neue
Erkenntnisse Uber die Rolle des purinergen Systems in Bezug auf das kardiovaskuldre System
gewonnen werden. Im Folgenden werden sowohl die Rezeptoren als auch die Agonisten, die diesem

System angehéren, in einem kurzen Uberblick dargestellt.

Nach der Entdeckung der Zelloberflachenrezeptoren, die durch Nukleotide aktiviert werden kénnen,
konnte zunehmend gezeigt werden, dass Purine und Pyrimidine, wie Adenosintriphosphat (ATP),
Adenosindiphosphat (ADP), Uridintriphosphat (UTP) und Uridindiphosphat (UDP), neben ihrer Rolle
als intrazelluldre Energiequellen oder Kofaktoren wichtige extrazelluldre Signalmolekiile darstellen.?*
Verschiedene Befunde deuten dabei auf eine wichtige Rolle in der kardiovaskularen Regulation hin.
Nukleotide kénnen sowohl eine Vasokonstriktion als auch eine Vasodilatation in verschiedenen
GefaRsystemen stimulieren, das Wachstum von VSMC und Endothelzellen (EC) beeinflussen,
Angiogeneseprozesse und vaskuldres ,,remodelling” steuern, Thrombozytenaggregation, Koagulation
und vaskuldre Inflammation stimulieren und sind in verschiedenen anderen Mechanismen innerhalb

der kardiorenovaskuliren Regulation involviert.?*?®

Purinrezeptoren

2% 29 pje P1 Rezeptoren, die im Wesentlichen durch

Es gibt zwei grolRe Familien von Purinrezeptoren.
Adenosin aktiviert werden, und die P2 Rezeptoren, die durch ATP, ADP, UTP oder auch UDP aktiviert
werden. Die P1 Rezeptoren wurden aufgrund molekularer, biochemischer und pharmakologischer
Bedeutung noch in weitere vier Subklassen unterteilt: A;, Ay, A und A;. Die P2 Rezeptoren werden
aufgrund ihrer molekularen Struktur und des gekoppelten Signaltransduktionsweges in P2X und P2Y
Subtypen unterteilt werden kénnen (Abbildung 1).3°3? Die Subtypen der Purinrezeptoren sind sowohl
durch eine unterschiedliche Molekilstruktur, aber vor allem aufgrund unterschiedlicher
pharmakologischer Wirkungen charakterisiert. Zellen exprimieren ein inhomogenes und variables
Rezeptormuster. Purinrezeptoren konnen sowohl Hetero- als auch Homodimere mit anderen

Purinrezeptoren bilden.** Beispielsweise konnte ein Dimer aus dem P2Y; und dem A; nachgewiesen

werden, deren pharmakologischen Eigenschaften nicht mit denen der einzelnen Rezeptoren
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verglichen werden kann.** Fiir die Ausbildung eines funktionellen P2X Rezeptors ist eine
Trimerbildung notwendig, die sich bei allen P2X Rezeptoren, mit Ausnahme von P2Xs aus
Homomeren zusammensetzen kann.*> *® Diese kénnen veranderte pharmakologische Eigenschaften
im Vergleich zu den korrespondierenden Purinrezeptorhomomeren aufzeigen.*’” Diese Eigenschaft
zur Rezeptorheteromerisierung erweitert das funktionelle Spektrum der Purinrezeptorfamilie

erheblich. Im Weiteren wird nur auf die P2X und P2Y Rezeptoren eingegangen.

Al

3
TR B
@

A2,

A2,

A3

P2X,
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Rezeptoren pox o
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Abbildung 1: Klassifizierung der purinergen Rezeptoren in verschiedene Subtypen (nac

P2y @

h 38, 39).

P2 Rezeptoren: P2X und P2Y Rezeptorsubtypen

Die P2 Rezeptoren werden durch ATP oder ADP aktiviert und nicht durch Methylxanthine
antagonisiert. Die Klasse der P2 Rezeptoren ist heterogen in P2X und P2Y Rezeptoren unterteilt,*’ die
sich in ihren Bindungs- und Desensitisierungseigenschaften von ATP und dessen Analoga (z.B. a,B-
Methylene-ATP (aB-Met-ATP)) unterscheiden. Des Weiteren unterscheiden sich die P2 Subtypen in
ihren Rezeptoreigenschaften. So sind die P2X ionotrope Rezeptoren, die fiir Natriumionen,
Kaliumionen und Kalziumionen (Ca*) durchldssig sind.** Ihre Aktivierung fihrt u.a. zu einer
Depolarisation und Offnung von spannungsabhingigen Ca’*-Kandlen im Plasmalemma mit
konsekutivem Anstieg der zytosolischen Ca’*-Konzentration und was eine Muskelkontraktion mit
anschlieBender Vasokonstriktion bewirkt.*> Der groRte Teil der Rezeptoren liegt als Loop extrazellular
vor, wobei in diesem Bereich mehrere konservierte Regionen liegen, so dass sich die

unterschiedlichen P2X Rezeptoren zu einem unterschiedlichen Teil strukturell &hneln.*” Die
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wichtigsten Eigenschaften von P2X Rezeptoren sind in Tabelle 1 zusammengefasst, wobei diese in

vier weitere Subgruppen eingeteilt werden kénnen.*

Tabelle 1 Zusammenfassung wichtiger Eigenschaften von P2X Rezeptoren.38

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4
P2X; P2X; P2X, P2Xs P2X, P2Xg P2X;
Rezeptortyp ionotrop ionotrop ionotrop ionotrop
Signalkaskade Liganden gesteuerte Kationenkanéle = zytosolisches ca” Kationenkanal,

Porenbildung

Wirkung Vasokonstriktion Vasokonstriktion Vasokonstriktion Vasokonstriktion,
Apoptose
Desensit. schnell sehr langsam Langsam sehr langsam keine
Agonisten a,B-Met-ATP>B,y- ATP, 2-Met-SATP,  2-Met-ATP, 2-Met-SATP, a,B-Met-ATP 2-Met-SATP,
Met-ATP> ATP, 2-  ATPyS, 2- a,B-Met-ATP, ATPYS
Met-ATP Met-ATP, ATPyS GTP, BzATP BzATP
UTpP
Antagonisten Suramin Suramin, PPADS TNP-ATP OXATP, KN-62

Die P2Y sind metabotrope, G-Protein gekoppelten Rezeptoren, die unterschiedliche G-Proteine
aktivieren.* P2Y,54611 aktivieren das Gg-Protein und damit den Inositol Signaltransduktionsweg,
wohingegen P2Yi,,1314 das Gi-Protein aktiviert und damit die AC inhibiert und eine Gg,-mediierte
Aktivierung einer groRen Reihe von Effektorproteinen bewirkt.* *® Deshalb kénnen die P2Y
Rezeptoren in die P2Y; dhnlichen Subtypen (P2Y;,46,11) und die P2Y;, dhnlichen Subtypen (P2Y1; 13 14)
eingeteilt werden, deren wichtige Eigenschaften in Tabelle 2 (P2Y, dhnliche) und Tabelle 3 (P2Y,,
dhnliche) zusammengefasst sind. Die einzelnen P2Y Rezeptoren haben eine unterschiedliche Affinitat
zu Adenosin- und Uridinhaltigen Mononukleotiden. Der P2Y1,12,1347' * hat eine hohe Affinitit zu ADP,
der P2Y2,1148'5° zu ATP, der P2Y2,451 zu UTP sowie der P2Y6,1451' 2 7u UDP. In den letzten Jahren konnte
eine Vielzahl neuer selektiver Agonisten identifiziert und charakterisiert werden, die eine Zuordnung
biologischer Effekte zu speziellen P2 Subtypen ermdglicht. Leider existieren immer noch nicht fur alle
Subtypen diese selektiven Agonisten/Antagonisten.’®>*

Dinukleosidpolyphosphate als purinerge Agonisten

Zu den purinergen Agonisten gehéren neben ATP und UTP als die bekanntesten Vertreter,” auch
komplexere Nukleotide wie die Dinukleosidpolyphosphate, die in den letzten Jahren in zahlreichen
Sadugetiergeweben nachgewiesen wurden und auch aus menschlichen Geweben isoliert werden

konnten.>®®

Es zeigte sich, dass diese in unterschiedlichen GefdRregionen starke vasoaktive und
proliferationssteigernde Wirkungen haben. Die Wirkung der Dinukleosidpolyphosphate wird im

Wesentlichen tiber P1 und P2 Rezeptoren vermittelt.*
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Tabelle 2 Zusammenfassung wichtiger Eigenschaften von P2Y;-dhnlichen Rezeptoren.60

P2Y, P2Y, P2y, P2Ye P2Y,;
Rezeptortyp metabotrop metabotrop metabotrop metabotrop metabotrop
Signalkaskade ~— Ggu>PLC  Aktiv.>IP3/DAGT  GguyiPPLCB2>1 Gy PLC Aktiv. 1P SCa™* Gy >PLC

> ca”* >PGI2 / EDRF P > ' Aktiv.>1P;/DAG

->PGI2 /NOT
Gs>cAMP

Wirkung Vasodilatation, Endothel: Vasodilatation, Vasokonstriktion, Vasokonstriktion VSMC:

Proliferation von VSMC, VSMC: Vasokonstriktion, Proliferation  von Proliferation

Thrombozyten- Proliferation VSMC

aggregation

Agonisten 2-Met-ATP > ATP, UTP, ATPyS UTP, UDP, ATP UDP, UTP, ATP ATP, ATPYS
ATP > ADP

Antagonisten Suramin, PPADS, Suramin PPADS, RB-2 Suramin, PPADS, Suramin, RB-2
MRS2179 RB-2

Tabelle 3 Zusammenfassung wichtiger Eigenschaften von P2Y,,-dhnlichen Rezeptoren.60

P2Y,, P2Yy3 P2Y4,

Rezeptortyp metabotrop metabotrop metabotrop

Signalkaskade Gi2ACJ 2>cAMP, Gi2ACJ 2>cAMP| G2>ACL 2>cAMP|

Wirkung ca® Kanalinhibition, Immunantwort Chemotaktische ~ Wirkung,
Thrombozytenaggregation Immunantwort

Agonisten 2-Met-SADP, ADP 2-Met-SADP, ADP UDP-Glucose, UDP-

Galaktose
Antagonisten Suramin, RB-2 Suramin, PPADS, RB-2

1994 wurde mit Diadenosintetraphosphat (ApsA) erstmalig ein Vertreter dieser neuen Gruppe von
purinergen Substanzen identifiziert.** In den folgenden Jahren wurden dann weitere
Dinukleosidpolyphosphate identifiziert und charakterisiert, die Purinbasen enthalten (2 Adenosine,
ein Adenosin und ein Guanosin oder 2 Guanosine), die mit einer variablen Kettenlange von 2-7
Phosphaten verbunden sind. Die Adenosin enthaltenen Dinukleosidpolyphosphate zeigen vasoaktive
Eigenschaften, wohingegen Guanosin enthaltende Dinukleosidpolyphosphate die Proliferation von
verschiedenen Zellen, u.a. VSMC, stimulieren.®? Im Gegensatz zu Mononukleotiden haben
Dinukleosidpolyphosphate eine deutlich langere Halbwertszeit, womit eine Wirkung nicht nur auto-
oder parakrin, sondern auch endokrin anzunehmen ist. Lokale Konzentrationen der einzelnen
Nukleotide kénnen um mehrere Zehnerpotenzen hoher liegen als im Plasma.** © In Tabelle 4 sind in

einer Ubersicht vaskulidre Wirkungen bedeutender Dinukleosidpolyphosphate aufgefiihrt.
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Tabelle 4: Vorkommen und Wirkung von Dinukleosidpolyphosphaten in humanen Geweben

Substanz Vorkommen Bekannte vaskuldare Wirkungen Literatur
Ap,A Herzmuskel Vasodilatation (A2) u. Vasokonstriktion (A1) in Koronararterien und NierengefidlRen, 64-68
Thrombozyten Proliferation VSMC (U)
Plazenta
Nebenniere
Ap,G Thrombozyten Proliferation VSMC 64
Gp,G Thrombozyten Proliferation VSMC 64
ApsA Herzmuskel Vasodilatation (P2Y und A2) u. Vasokonstriktion (A1 und P2X) in Koronararterien, 6570
Thrombozyten NierengefalRen und mesenterialen Gefallen
Plazenta
Nebenniere Proliferation VSMC (U)
Plasma
ApsG Thrombozyten Vasokonstriktion in Nierengefaen (P2X), Proliferation VSMC (U) 62
GpsG Thrombozyten Proliferation VSMC (U) 62
ApA Nebenniere Vasokonstriktion in NierengefaRen (P2X, A1) und MesenterialgefaRen (P2X) 8672
Plasma
Thrombozyten
Ap,G Thrombozyten Vasokonstriktion in Nierengefaen (P2X), Proliferation VSMC (U) 62
Gp,G Thrombozyten Vasokonstriktion in NierengefaRen (P2X), Proliferation VSMC (U) 62
ApsA Nebenniere Proliferation in Mesangialzellen (U) und VSMC (U), Vasokonstriktion in NierengefalRen 6770, 7277
Plasma (P2X), MesenterialgefdBen (P2X) und Koronargefdlen (P2X), Vasodilatation in
Thrombozyten KoronargefdRen (P2Y)
ApsG Thrombozyten Vasokonstriktion in NierengefaRen (P2X), Proliferation VSMC (U), Vasokonstriktion in 62,7677
NierengefaBen (P2X) und KoronargefaRen (P2X), Vasodilatation in Koronargefden (P2Y)
GpsG Thrombozyten Proliferation VSMC (P2Y) 62.76.77
ApA Nebenniere Proliferation in Mesangialzellen (U) und VSMC (U), Vasokonstriktion in NierengefaRen 67-10, 72:77
Plasma (P2X), MesenterialgefdRen (P,x) und KoronargefaBen (P2X), Vasodilatation in
Thrombozyten KoronargefdRen (P2Y)
Erythrozyten
ApsG Thrombozyten Vasokonstriktion in NierengefdaRen (P2X) und Koronargefdaen (P2X), Vasodilatation in 62,76,77
KoronargefdRen (P2Y), Proliferation VSMC (U)
GpsG Thrombozyten Proliferation VSMC (U) 62.76.77
Ap/A Thrombozyten Vasokonstriktion in Nierengefaen (P2X) 8

(U) = unbekannter Rezeptor, Ap,A: Diadenosindiphosphat; Aps;A: Diadenosintriphosphat; Ap,A: Diadenosintetraphosphat;

ApsA: Diadenosinpentaphosphat; ApgA: Diadenosinhexaphosphat; Ap,A: Diadenosinheptaphosphat; Ap,G: Adenosin-

Guanosindiphosphat; Ap;G: Adenosin-Guanosintriphosphat; Ap,G: Adenosin-Guanosintetraphosphat; ApsG: Adenosin-

Guanosinpentaphosphat;

ApeG: Adenosin-Guanosinhexaphosphat; Gp,G: Diguanosindiphosphat;

GpsG:

Diguanosintriphosphat; Gp,G: Diguanosintetraphosphat; GpsG: Diguanosinpentaphosphat; GpgG: Diguanosinhexaphosphat.
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Die Bedeutung von Purinrezeptoren und deren Regulation im vaskuldaren System
Expression von P2 Rezeptoren im vaskuldren System
Die P2 Rezeptoren werden in einer Vielzahl von Geweben exprimiert, wobei im Folgenden nur auf

deren Expressionsmuster im GefalRendothel sowie in VSMC eingegangen werden soll.

GefiRendothel

P2Y Rezeptoren sind reproduzierbar in EC nachgewiesen worden, unter anderem in HirngefaRen,”®

82, 83

in Mesenterialarterien und in den Glomeruli der Rattenniere.®* Insbesondere P2Y,,, werden in

8 88 Giber die eine Vasodilatation ausgelost wird.” # Uber die

EC der Rinderaorta koexprimiert,
Verteilung von P2X Rezeptoren im Endothel ist wenig bekannt. Auf EC arterieller Rattenhirngefilie
konnte hauptsachlich P2X, nachweisen werden.®” Daneben werden noch P2X1534 auf

unterschiedlichen EC exprimiert.®* 810

Glatte GefdBmuskelzellen

In verschiedenen arteriellen GefalRregionen der Niere, des Herzens und des Hirns lieen sich sowohl
P2X wie auch P2Y Rezeptoren nachweisen. Beide Rezeptorsubtypen I6sen hier eine Vasokonstriktion
aus. Insbesondere P2Y , ,¢ vermitteln eine Proliferation von VSMC und renaler mesangialer Zellen.®®
%8,103-106 £ 70igt sich, dass der P2X; in den VSMC aller arteriellen GefaRe zu finden ist, wohingegen die
P2Y Expression ein heterogenes Muster aufweist. Tabelle 5 gibt eine Ubersicht iiber die

Expressionsmuster von P2 Rezeptoren in unterschiedlichen arteriellen GefdlRen.

Tabelle 5: Expression von P2 Rezeptoren in arteriellen Gefal3en

Gewebe/Gefil Rezeptoren Literatur
Niere - afferente Arteriolen P2X1, P2X3, P2X,, P2Y, 89-92,107
MesenterialgefiRe P2Xy, P2X,, P2Xs, P2Y, P2Y, 66,67, 93-96
Thorakale Aorta P2Xy, P2X,, P2X,, P2Yy, P2Y,, P2Y,,P2Ys 88,9701
Koronargefale P2Xy, P2Y, 108
Zerebrale arterielle GefiRe P2X4, P2Y4, P2Y,, P2Y,, P2Yg 83,102

Die Rolle des purinergen Systems auf den GefdaBtonus sowie in der Atherosklerose

Das purinerge System spielt im kardiovaskuldren System eine bedeutende Rolle.”® % '° Dabei
werden gefdlispezifische Wirkungen tberwiegend durch die Aktivierung von P2 Rezeptoren induziert.
Durch die Aktivierung dieser Rezeptoren wird sowohl die Regulation des GefalStonus, das Wachstum
von VSMC und EC, die Angiogenese, das vaskuldre ,Remodelling”, die Plattchenaggregation, die
Koagulation, die vaskuldre Inflammation und viele weitere Aspekte des kardiovaskuldaren Systems

reguliert.
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Regulation des Gefdtonus

Die Blutdruckregulation ist eine Nettobilanz aus Vasodilatation und Vasokonstriktion. Die P2
Rezeptoren mit der groflten Bedeutung fir die Vasodilatation sind P2Y1,2,6.24 Die wichtigsten
kontraktilen Rezeptoren auf der Oberflache von VSMC sind P2X; , 4 und P2Y2,4,6,12.83' 11 ATP und UTP,
die von der luminalen Seite durch EC und Erythrozyten sezerniert werden, induzieren eine
Vasodilatation, wohingegen eine Vasokonstriktion induziert wird, wenn diese Mediatoren von der
adventiellen Seite aus Nervenzellen freigesetzt werden. Darliber hinaus wird der Blutdruck durch ATP

89, 112

Uber direkte renale Mechanismen oder Hirnstammmechanismen gesteuert. ATP spielt eine

wichtige Rolle als Kotransmitter des sympathischen Nervensystems in ,spontaneous hypertensive
rats“ (SHR),™** % in denen die vaskuldre Reaktion auf af-Met-ATP und ATP erhéht ist."*> ¢ Ebenso
stellt sich Reaktivitat der Aorta thoracalis hier erhéht dar. Neben den Mononukleotiden spielen vor

allem Dinukleosidpolyphosphate eine wichtige Rolle als starke vasoaktive Mediatoren, die iber P2X;

117

und P2Y, vasokonstringierend wirken.”" ,Shear Stress” und Hypoxie sind wichtige Stimuli fir die ATP

und UTP Freisetzung aus EC."*® Dadurch werden vasodilatierende Mediatoren, wie Prostazyklin, NO
oder der ,endothelial derived hyperpolarisation factor” (EDHF) iiber P2Y , ¢ Aktivierung freigesetzt.*>
19121 yyon den P2X Rezeptoren wird neben dem P2X, hauptsichlich P2X, in hoher Dichte auf EC

exprimiert,"” '** der nach Aktivierung durch ATP einen Kalziuminflux induziert.*® Extrazellulires ATP

124, 125

und UTP werden in der Zirkulation schnell durch Nukleasen abgebaut, wodurch Adenosin und

AMP 7 iiber die Aktivierung des A,s in der Spatphase, ADP durch P2Y; Aktivierung in der
Mittelphase und ATP™?® '* durch P2Y, und P2X, Aktivierung in der Frithphase nach Ischimieinduktion

eine Hyperamie induzieren kdnnen.

Atherosklerose
Die Atherogenese wird durch das purinerge System stark beeinflusst. Inflammatorische Zellen
exprimieren eine grofle Anzahl an P2 Rezeptoren, insbesondere P2X; und P2Y,;;, Uber die eine

Vielzahl an inflammatorischen Reaktionen gesteuert werden.””” *° Durch die Aktivierung des P2X;

131, 132

wird beispielsweise eine mitogene und antiapoptotische Wirkung auf T-Lymphozyten und eine

133 134 .

Freisetzung von , Interleukin-1“ (IL-1)">* und , Tumor Necrosis Factor—a“ (TNF-a)">* induziert. Uber die

Aktivierung des P2Y, wird eine chemotaktische Wirkung auf dendritische Zellen* ausgelést und die

136

oxidative Abwehr in humanen Makrophagen verstarkt.” Die Ausschaltung von P2Y; in ApoE'/'

M3usen reduziert das Plaqueareal, das durch Makrophagen eingenommen wurde.®” Durch die

138, 139

Aktivierung des P2Yq; wird die Aktivierung von CD4-positiven T-Zellen inhibiert und die Reifung

1014 Uber P2Y,, wird die Freisetzung

von humanen dendritischen Zellen aus Monozyten reguliert.
von NO induziert und auBerdem proinflammatorische Signalwege stimuliert, wie beispielsweise eine

Produktion von IL-6, IL-8, MCP1, ,growth regulated oncogene a“ und ICAM1 in mikrovaskuldaren
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EC.'* Dabei spielt das dysfunktionale Endothel eine wichtige Rolle in der Rekrutierung von
Monozyten und deren Differenzierung in Makrophagen. ATP stimuliert die Adhasion von
neutrophilen Granulozyten an das Endothel.’® UTP und ATP stimulieren die Expression des
proinflammatorischen Molekiils ,,vascular cell adhesion molecule 1“ (VCAM1) in humanen koronaren
EC tiber die Aktivierung des P2Y,, Giber den eine Transaktivierung der VCAM1 Rezeptoren erfolgt.**
4% Diese Effekte konnten in vivo Untersuchungen bestatigt werden.'* Extrazelluldres ATP ist ein

25, 88, 146, 147 und wirkt

potenter Wachstumsfaktor fir VSMC Uber die Aktivierung von P2Y Rezeptoren
synergistisch mit vielen bekannten Wachstumsfaktoren (,platelet derived growth faktor” (PDGF),
,basic fibroblast growth factor” (BFGF), Insulin).**® **” UTP ist ein potenter migrationsstimulierender
Faktor Uber die Aktivierung des P2Y,™*® und UDP Uber die Aktivierung des P2Ye.'*"*° P2 Rezeptoren
regulieren weiterhin den Phanotyp der VSMC und die Expression dieser Rezeptoren ist nach der
Veranderung des kontraktilen in den proliferierenden Phanotyps der Zellen deutlich verandert.?®

Aufgrund dieser Wirkungen scheinen extrazellulare Nukleotide einen wichtigen Beitrag in der

Atherogenese zu leisten.

2. Zielstellung

Bedeutung von Purinrezeptoren in der Blutdruckregulation und der Atherosklerose

Bei der essenziellen Hypertonie treten zwei prinzipielle Veranderungen am Gefal3system auf, ein
vermehrter GefalRwiderstand und GefalBhypertrophie. Beide Vorgange koénnen durch purinerge
Mechanismen verursacht werden. Bisher sind die Ursachen fiir den gesteigerten systemischen
Gefalltonus beim Patienten mit essenzieller Hypertonie nur unzureichend bekannt. Es sind weitere
purinergen Mediatoren denkbar, die die Eigenschaften unterschiedlicher purinerger Mediatoren
vereinen konnen. Daher ist eine Zielstellung dieser Habilitationsschrift die Identifizierung und
Charakterisierung von neuartigen purinergen Mediatoren. Da insbesondere das Endothel als ein
potentes Sekretom fiir die Freisetzung von unterschiedlichen vasoaktiven Mediatoren verantwortlich
ist, ist der Schwerpunkt auf dieses Kompartiment gelegt worden. Daneben sollte die
Charakterisierung der Wirkung dieser purinergen Mediatoren auf den GefdBtonus und deren
klinische Relevanz untersucht werden. Es ist bekannt, dass ein gesteigerter Tonus der
GefalBmuskulatur grundsatzlich durch zwei Prozesse hervorgerufen wird: eine Zunahme des freien
zytosolischen Kalziums oder eine Kalziumsensibilisierung, bei der der kontraktile Apparat der
GefaBmuskulatur durch reduzierte Dephosphorylierung der Myosinleichtketten (MLC) fir Kalzium
sensibilisiert wird, ohne dass sich die freie zytosolische Kalziumkonzentration dndert. Der erste
Mechanismus ist gut untersucht,”®> **! dennoch lieR sich bislang eine erhdhte zytosolische freie
Kalziumkonzentration in der menschlichen GefaBmuskulatur beim Hypertoniker nicht Gberzeugend

nachweisen. Es ist denkbar, dass auch eine gesteigerte Kalziumsensibilisierung des kontraktilen
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Apparats grundlegend zur Hypertonieentstehung beitrdgt und neben einer Kalziumerhohung den
Gefalltonus steigert. Die vorliegenden tierexperimentellen Befunde lassen bereits eine wichtige Rolle
der Kalziumsensibilisierung fir den GefalStonus vermuten, was bei hypertensiven Ratten und dessen
Rolle in der Hypertonieentstehung unterstreichen wiirde.”®™* Eine Rho Kinase (RhoK) induzierte
Kalziumsensibilisierung ist bekannt.** P2Y;,46 k6nnen wiederum die RhoK aktivieren.”” Neben der
Kalziumsensibilisierung  modifiziert die RhoK viele weitere Prozesse, wie beispielsweise die

Proliferation und die Migration unterschiedlicher Zellen.*****®

Ein weiterer Schwerpunkt liegt in der
Erforschung des Einflusses des purinergen Systems auf zentrale proatherogene Mechanismen, die
insbesondere in der friihen Atherogenese eine Bedeutung haben. Am Beispiel MCP1 sollte der

Einfluss von Up4A untersucht werden.

3. Fragestellungen

Die Fragestellungen innerhalb dieses Teilgebietes sind:

e neue purinerge Mediatoren zu identifizieren, die potente vasoaktive Eigenschaften besitzen,
deren pharmakologische Charakterisierung und deren Bedeutung bei Patienten mit
arterieller Hypertonie.

e neue indirekte purinerge Mechanismen zu identifizieren, Uber die Nukleotide die
Vasoaktivitat und damit den Blutdruck verandern kénnen.

e die Bedeutung der neuartigen Mediatoren auf die Atherogenese zu untersuchen.

4. Zusammenfassung des Themengebietes

Fragestellung 1: Identifizierung neuartiger vasoaktiver Nukleotide und deren physiologische

Charakterisierung

Im Rahmen der ersten Fragestellung konnte durch systematische Analyse aus dem Uberstand von
aktivierten humanen mikrovaskularen EC (,human microvascular endothelial cells”, HMEC) zwei
bislang nicht bekannte Nukleotide, Ups;A und Ap,, identifiziert werden. Die Daten konnten in den

folgenden Artikeln veroffentlicht werden:

1. Im Rahmen der ersten Publikation auf diesem Gebiet konnte Up,A identifiziert werden.

Das Manuskript wurde im peer-reviewed Journal ,,Nature Medicine” (IF: 28,878) 2005 veréffentlicht.
Der Verfasser dieser Habilitationsschrift ist 1. Autor, wobei eine geteilte Erstautorenschaft vorliegt.
Diese Arbeit ist Bestandteil der kumulativen Promotionsschrift des Verfassers und damit KEIN
Bestandteil dieser Habilitationsschrift. Sie dient der vollsténdigen Beschreibung der wissenschaftlichen
Tdtigkeit des Verfassers auf dem Gebiet des purinergen Systems. Das Manuskript ist im Anhang
hinterlegt.
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2. Des Weiteren konnte ein neuartiges Mononukleotid identifiziert werden, das
Adenosintetraphosphat (Aps;), das am Modell der isoliert perfundierten Rattenniere
dasjenige Nukleotid mit der hochsten vasoaktiven Potenz darstellt. Die Wirkung von Ap,
konnte sowohl in vitro, als auch in vivo bestatigt werden. Ap, zeichnet sich dariber hinaus
durch eine hohere Resistenz gegeniiber Phosphatasen aus, so dass die Halbwertszeit im
Vergleich zu ATP verlangert ist.

Das Originalmanuskript ist der Habilitationsschrift beigefiigt. Das Manuskript wurde im peer-reviewed
Journal ,,Circulation Research” (IF: 9,989) 2008 verdffentlicht. Der Verfasser dieser Habilitationsschrift
ist 1. Autor. Es besteht ein 50% Anteil bei der Erstellung der Arbeit.

3. Die Bedeutung von UpsA wurde im klinischen Bereich an juvenilen Hypertonikern untersucht,
bei denen die Ups;A Plasmakonzentration mit der Hohe des arteriellen Blutdrucks, dem
AusmaR der linksventrikularen Hypertrophie und der IMT korreliert. Ein moglicher
Mechanismus liegt in einer proliferationssteigernden Wirkung von Up,A auf VSMCs.

“

Das Manuskript wurde im peer-reviewed Journal ,,Arteriosclerosis, Thrombosis and Vascular Biology
(IF: 7,221) 2007 verdéffentlicht. Der Verfasser dieser Habilitationsschrift ist Ko-Autor. Es besteht ein 20%
Anteil bei der Erstellung der Arbeit. Das Manuskript ist im Anhang hinterlegt.

4. Zuletzt wurde die physiologische Charakterisierung von UpsA am Modell der isoliert
perfundierten Rattenniere detailliert untersucht, an dem neben P2X;3; auch P2Y, aktiviert
werden. Uber die Aktivierung des P2X;; wird eine potente, aber durch schnelle
Desensitisierung kurze Vasokonstriktion induziert. Uber die Aktivierung des P2Y, wird eine im
Vergleich zum P2X Rezeptoreffekt geringere Vasokonstriktion induziert, die aber aufgrund
der fehlenden Desensitisierung von P2Y Rezeptoren kontinuierlich anhalt. Somit konnte
gezeigt werden, dass UpsA sowohl in der kurzfristigen Vasoregulation als auch in der
langfristigen Vasoregulation eine wichtige Rolle spielt.

Das Originalmanuskript ist der Habilitationsschrift beigefiigt. Das Manuskript wurde im peer-reviewed
Journal ,British Journal of Pharmacology” (IF: 5,204) 2010 verdffentlicht. Der Verfasser dieser
Habilitationsschrift ist 1. Autor. Es besteht ein 50% Anteil bei der Erstellung der Arbeit.

Fragestellung 2: Erforschung neuer Mechanismen iiber die purinerge Mediatoren den

Vasotonus verdndern kénnen

Neben der direkten vasoaktiven Wirkung von Nukleotiden durch die Aktivierung des P2X; ; spielen
weitere potente Mechanismen in der vaskuldre Physiologie eine entscheidende Rolle. Daten Uber die
Bedeutung des purinergen Systems auf die Kalziumsensibilisierung konnten im folgenden Artikel

veroffentlicht werden:

1. Am Beispiel von Diguanosinpentaphosphat (GpsG) konnte ein fiir purinerge Mediatoren

erstmalig gezeigte blutdrucksteigernder Effekt ber die Aktivierung der MLCK-II gezeigt
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werden. GpsG besitzt eine hohe Affinitdt zu P2Y Rezeptoren und keine Affinitdat zu P2X
Rezeptoren. Am Modell der isoliert perfundierten Rattenniere konnte gezeigt werden, dass
GpsG keine direkte Veranderung des Perfusionsdrucks induzierte. Durch die Dauerperfusion
mit GpsG konnte die vasoaktive Potenz von Angll dosisabhangig erhoht werden. Die
Aktivierung des P2Y,s durch GpsG aktiviert die MLCK-lI-Kinase. Uber diese Aktivierung
werden VSMC flr Kalzium sensibilisiert, so dass damit die Linksverschiebung der DWK von
Angll erkldart werden kann. Damit stellt dieser Mechanismus einen pathophysiologisch
wichtigen Mechanismus zur Hypertoniegenese durch das purinerge System dar.

Das Originalmanuskript ist der Habilitationsschrift beigefiigt. Das Manuskript wurde im peer-reviewed
Journal ,Cardiovascular Research” (IF: 5,218) 2006 veréffentlicht. Der Verfasser dieser
Habilitationsschrift ist 1. Autor, wobei eine geteilte Erstautorenschaft mit Herrn Dr. med. Giinter
Giebing vorliegt, die beide 35% Anteil bei der Erstellung der Arbeit haben.

Fragestellung 3: Untersuchung des Einflusses von Up,A auf die Atherogenese

Die Atherosklerose stellt eine vaskulare Systemerkrankung mit immenser Bedeutung dar. Es ist
bekannt, dass purinerge Mediatoren wichtige Prozesse innerhalb der Atherogenese beeinflussen
kénnen. Da das neuartig identifizierte Dinukleosidpolyphosphat Up,A eine hohe Affinitdat zu P2Y
Rezeptoren aufweist, wurde in diesem Abschnitt dessen Bedeutung auf die Initiation der

Atherogenese untersucht. Die Ergebnisse konnte in folgendem Artikel vero6ffentlicht werden:

1. Es wurde die Bedeutung von Up,A auf die Induktion von proinflammatorischen Prozessen
untersucht. Ein bedeutendes Zytokin, das in der frilhen Phase der Atherogenese eine
wichtige Rolle zukommt, ist MCP1, das Uber einen sauerstoffradikalabhdngigen
Mechanismus gebildet wird. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Bedeutung von Up,A auf die
MCP1 Expression und Sekretion und die damit verbundenen
Signaltransduktionsmechanismen in VSMC untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass Uber
die Stimulation mit Up;A die MCP1 Produktion konzentrationsabhangig liber die Aktivierung
von P2Y, induziert werden kann. Dabei wird die vaskuldire NADPH Oxidase zu einer
vermehrten Bildung von reaktiven Sauerstoffradikalen stimuliert. Der intrazelluldre
Signaltransduktionsweg ist von der Aktivierung von MAPK abhangig.

Das Originalmanuskript ist der Habilitationsschrift beigefiigt. Das Manuskript wurde im peer-reviewed
Journal ,Journal of Molecular Medicine” (IF: 5,192) 2011 veréffentlicht. Der Verfasser dieser
Habilitationsschrift ist Letztautor. Es besteht ein Anteil von 50% bei der Erstellung der Arbeit.
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Themengebiet Il

HDL und Lysophospholipide in der vaskularen Regulation

1. Einleitung in das Themengebiet

Als Einleitung in das Themengebiet ist dieser Habilitationsschrift eine vom Verfasser geschriebene

und publizierte Ubersichtsarbeit beigelegt.

2. Zielstellung

Vielen bekannten proinflammatorischen und proatherogenen Faktoren stehen wenige bekannte
endogene vaskuloprotektive Faktoren gegeniber. Einer der wichtigsten dieser endogenen Faktoren
ist das ,High Density Lipoprotein” (HDL). Seit vielen Jahrzehnten ist nicht nur durch die Framingham
Studie bekannt, dass HDL eine wichtige Rolle bei der Reduktion kardiovaskuldrer Mortalitat und
Morbiditat spielt. HDL konnte als ein wichtiger Faktor zur Reduktion der inflammatorischen Reaktion
in den GefaBen identifiziert werden. Bereits in tierexperimentellen Studien wund in
Observationsstudien konnte gezeigt werden, dass es einen kausalen Zusammenhang zwischen der
Bildung und Progression einer atherosklerotischen Gefalerkrankung und einer niedrigen HDL
Plasmakonzentration gibt. Bis vor wenigen Jahren hat man angenommen, dass HDL lber den
Abtransport von Cholesterin, den sogenannten reversen Cholesterintransfer, aus den arteriellen
Gefallen gefallprotektiv wirkt. Jedoch mehren sich in den letzten Jahren die Daten, dass HDL mehr als
nur ein Transportmolekll fir Cholesterin ist. HDL wirkt im Bereich arterieller GefaRe
antiinflammatorisch und damit der Progression einer bestehenden inflammatorischen
Atherosklerose entgegen. 2001 konnte gezeigt werden, dass einer der wichtigsten molekularen
vaskuloprotektiven Mechanismen, die Aktivierung der eNOS, zellvermittelt durch HDL aktiviert
werden kann. HDL ist ein komplex aufgebautes Molekiil, das sich sowohl aus Proteinen als auch aus
Lipidbestandteilen zusammensetzt. Dabei setzt sich die Proteinfraktion aus den sogenannten
Apolipoproteinen (Apo), insbesondere dem ApoAl und dem ApoAll, zusammen. Die Lipidfraktion
besteht aus Cholesterin, Triglyzeriden und Phospholipiden. Innerhalb der Gruppe der Phospholipide
nehmen die Lysophospholipide eine besondere Rolle ein, hierzu zdhlen sowohl Sphingosin-1-
Phosphat (S1P), Sphingosylphosphorylcholin  (SPC) und Lysophosphatid (LSF). Diese
Lysophospholipide wirken (iber spezifische Rezeptoren, insbesondere die S1P Rezeptoren, direkt
zellvermittelt auf die vaskuldre Physiologie. Das Lysophospholipid basierte Immunsuppressivum

FTY720, ein strukturelles Analogon von S1P, stellt eine neuartige Medikamentenklasse dar.
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3. Fragestellungen

Die Fragestellungen innerhalb dieses Teilgebietes sind:

die antiinflammatorischen Eigenschaften von HDL und dessen Komponenten detailliert zu
untersuchen. Dabei wurde die Wirkung auf die Aktivierung der eNOS und die Expression von
frithen Markern der Atherogenese untersucht.

die mogliche therapeutische Bedeutung von S1P und FTY720, als ein strukturelles Analogon
des S1P, auf die vaskuldre Regulation zu untersuchen. Dabei wurde die Wirkung u.a. auf die

Atherogenese und die Aktivierung der eNOS untersucht.

4. Zusammenfassung des Themengebietes

Fragestellung 1: Identifizierung und Charakterisierung vasoprotektiver Eigenschaften von HDL

1.

In dieser Publikation konnte gezeigt werden, dass die eNOS durch HDL und dessen assoziierte
Lysophospholipide S1P, SPC und LSF Uber Bindung an den ,scavenger receptor class B,
member | (SRBI) und S1P; Stimulation aktiviert werden kann. Damit konnten erstmalig die
HDL Komponenten isoliert und charakterisiert werden, die fiir eine potente
vaskuloprotektive Wirkung von HDL verantwortlich sind.

Das Manuskript wurde im peer-reviewed Journal ,Journal of Clinical Investigation” (IF: 14,204) 2004
verdffentlicht. Der Verfasser dieser Habilitationsschrift ist Koautor. Diese Arbeit ist Bestandteil der
kumulativen Promotionsschrift des Verfassers und damit KEIN Bestandteil dieser Habilitationsschrift.
Sie dient nur der vollstdndigen Beschreibung der wissenschaftlichen Tdtigkeit des Verfassers auf dem
Gebiet des HDL. Das Manuskript ist im Anhang hinterlegt.

An Ratten VSMC konnte gezeigt werden, dass die Expression und Sekretion des fiir die
Initiation der Atherogenese bedeutenden MCP1 durch HDL und assoziierte
Lysophospholipide potent inhibiert werden konnte. Der Signaltransduktionsweg verlauft
Uber die Aktivierung des S1P; und Uber die Verminderung der Superoxidradikalproduktion

durch die Inhibition der vaskularen NADPH Oxidase.

Das Originalmanuskript ist der Habilitationsschrift beigefiigt. Das Manuskript wurde im peer-reviewed
Journal ,Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular Biology“(IF: 6,858) 2008 veréffentlicht. Der
Verfasser dieser Habilitationsschrift ist 1. Autor. Es besteht ein 50% Anteil bei der Erstellung der Arbeit.

Fragestellung 2: Identifizierung und Charakterisierung vasoprotektiver Eigenschaften des

Lysophospholipids S1P und des Lysophospholipid basierten Immunsuppressivums FTY720

1.

Der Immunmodulator FTY720, ein strukturelles Analog des S1P, zeigte mit S1P vergleichbare

vaskulare Eigenschaften. Ebenfalls (iber Aktivierung des S1P; wird die eNOS aktiviert. Damit
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konnte erfolgreich gezeigt werden, dass neben der immunmodulatorischen Wirkung von

FTY720 auch vasoprotektive Eigenschaften bestehen.

Das Manuskript wurde im peer-reviewed Journal ,Circulation Research” (IF: 9,408) 2005 verdffentlicht.
Der Verfasser dieser Habilitationsschrift ist Erstautor, wobei eine geteilte Erstautorenschaft mit Herrn
Prof. Dr. Bodo Levkau vorliegt. Diese Arbeit ist Bestandteil der kumulativen Promotionsschrift des
Verfassers und damit KEIN Bestandteil dieser Habilitationsschrift. Sie dient nur der vollsténdigen
Beschreibung der wissenschaftlichen Tdtigkeit des Verfassers auf dem Gebiet der Lysophospholipide.
Das Manuskript ist im Anhang hinterlegt.

2. Im nachsten Schritt wurde untersucht, ob die unter Punkt 1 erhobenen Ergebnisse der

Lysophospholipid induzierten Vaskuloprotektion auch in vivo zu erkennen sind. Dazu wurden
ApoE”" Miuse auf eine normale oder eine hochkalorische Diit gesetzt. Die Tiere unter
hochkalorischer Diat entwickelten eine Atherosklerose. Diese Tiere wurden in zwei Gruppen
eingeteilt. Eine wurde mit FTY720 behandelt, unter dessen Behandlung sich eine signifikant
verminderte atherosklerotische GefaRwandverdnderung ausbildete im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Es konnte erfolgreich gezeigt werden, dass die Expression und Sekretion von
MCP1 aus VSMC durch die Aktivierung des S1Ps durch FTY720 inhibiert werden kann.

“

Das Manuskript wurde im peer-reviewed Journal ,,Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular Biology
(IF: 7,221) 2007 verdffentlicht. Der Verfasser dieser Habilitationsschrift ist Koautor. Es besteht ein 20%
Anteil bei der Erstellung der Arbeit. Das Manuskript ist im Anhang hinterlegt.

In diesem Themengebiet wurden weitere funktionelle und strukturelle Aspekte von HDL und
Lysophospholipiden untersucht. Die Arbeiten konnten als Koautor publiziert werden und sind dem

Publikationsverzeichnis zu entnehmen.
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Diskussion

Die Ergebnisse der Habilitationsschrift werden in zwei unabhangigen Aspekten diskutiert: zum einen
die Bedeutung der erhobenen Daten in Bezug auf die Regulation des GefdRtonus und zum anderen in
Bezug auf die Atherogenese. Im Rahmen der Diskussion wird auf die fir das jeweilige Themengebiet

relevanten Arbeiten unabhangig von Erst- oder Koautorenschaften eingegangen.

Regulation des GefaRtonus durch neue endogene Faktoren

Die vaskuldre Regulation spielt eine zentrale Rolle in der Pathogenese der Atherosklerose’ und der
arteriellen Hypertonie.”® Dabei nehmen vor allem die Regulation des GefiRtonus und
Veranderungen in der GefdBarchitektur eine bedeutende Rolle ein. Zahlreiche Mediatoren sind
heutzutage bekannt, die einen wesentlichen Einfluss auf diese vaskuldaren Regulationsprozesse
haben. Dabei stellen neben wichtigen blut- und gewebestindigen sekretorisch aktiven Zellen, wie
Monozyten, Makrophagen, Granulozyten, Thrombozyten oder naturliche Killerzellen (NKZ),*®°
ebenfalls gefaRstandige Zellen, wie EC, ein Sekretom mit erstaunlicher Leistungsfahigkeit dar. So wird
eine groRe Bandbreite an vasoaktiven Mediatoren von EC unter ,Shear Stress” Bedingungen
synthetisiert, gespeichert und sezerniert. Es werden sowohl vasorelaxierende Faktoren (EDRF), als

auch vasokonstriktorisch wirkende Mediatoren freigesetzt (EDCF).'*

Die Entdeckung des endothelial
sezernierten NO durch Furchgott und Zawadski zu Beginn der achtziger Jahre des letzten
Jahrhunderts verinderte die Sichtweise der vaskuldren Regulation bis heute.'®* '** Mit ET1 konnte
ein endothelial sezerniertes Peptid mit potenter vasokonstriktorischer und eNOS aktivierender

164,185 1 den letzten Jahrzehnten hat das RAAS eine zentrale Position

Eigenschaft identifiziert werden.
des wissenschaftlichen Interesses der vaskuldren Regulation eingenommen, was zur Entwicklung von
hochselektiven und potenten Medikamenten, wie Aldosteroninhibitoren, , Angiotensin converting
enzyme” (ACE) Inhibitoren, Angiotensin Rezeptor 1 (AT1) Blockern oder Reninantagonisten fihrte.®®
Durch die pharmakologische Beeinflussung des RAAS konnte beeindruckend gezeigt werden, dass
vaskulare Veranderungen und deren Wirkung auf das kardiovaskulare System aufgehalten und

167

teilweise wieder aufgehoben werden kdénnen.™’ So zdhlen diese Medikamente heute zu wichtigen

therapeutischen Ansdtzen in der Behandlung von Patienten mit Diabetes mellitus, arterieller

169

Hypertonie,*®  chronischer  Herzinsuffizienz,"®® nach  Myokardinfarkt oder chronischer

Niereninsuffizienz.'”® Weitere wichtige und potente endogene Regulatorsysteme, wie beispielsweise

2 erlauben zusatzliche

das Endothelinsystem'* oder das sympathische Katecholaminsystem,
therapeutische Ansatze. Aufgrund der dargestellten klinischen Erfolge ist es von grofRer Bedeutung,
weitere bedeutende Mediatorsysteme zu identifizieren und zu charakterisieren, was eines der
eigenen Arbeiten darstellte, um die Grundlage flir eine mogliche pharmakologische Intervention zu

schaffen. Hierflir wurde das Sekretom Endothel am Beispiel von HMEC, die unter definierten
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Bedingungen zur Sekretion von vasoaktiven Mediatoren stimuliert wurden, als Modellsystem
verwendet.’” Durch systematische Analyse des nach Stimulation erhaltenen Uberstandes konnten
im biologischen "Read-Out" der isoliert perfundierten Rattenniere zwei bis dato in vivo human
unbekannte endothelial sezernierte vasoaktive Nukleotide identifiziert werden: das Mononukleotid

Ap, und das Dinukleosidpolyphosphat Up,A (siehe Anhang).

Das Konzept der extrazelluldren Signaltransduktion durch Nukleotide wurde Anfang der 70er Jahre
des letzten Jahrhunderts von Burnstock aufgestellt, insbesondere die Bedeutung von ATP als
Kofaktor in sympathischen Nervenfasern.'’® '’®> Trotz anfanglicher Blockade gegen das Konzept der
extrazelluldren purinergen Signaltransduktion ist diese bis heute fundiert belegt.””® *’” Das Endothel
stellt ein bedeutendes Sekretom fiir adenosinhaltigen und uridinhaltige Nukleotide dar, die dort lokal

26, 178-180

in hoher Konzentration vorkommen. ATP wird schnell aus kultivierten EC unterschiedlicher

GefalRbette als Antwort auf einen durch eine erhdhte Perfusionsrate entstehenden , Shear Stress”

freigesetzt. '8 18

Die durch die jeweiligen Nukleotide ausgeloste physiologische Reaktion ist vom
jeweiligen Nukleotidtyp und dem Muster der purinergen Rezeptoren auf den Zielzellen abhangig,™®
% die innerhalb verschiedener GefiBbetten variabel exprimiert werden. So werden auf VSMC
vornehmlich P2X; und in einigen GefdlRen auch P2X;34und P2Y;,4¢exprimiert, auf EC P2X; ;34 sowie
P2Y15412.> ' Des Weiteren haben die Anwesenheit einer Adenosinuntereinheit und die Anzahl
der mit dieser Untereinheit verbundenen Phosphate einen wesentlichen Anteil an der Affinitat zu P2
Rezeptoren.'®® '’ Insbesondere das Vorhandensein einer Kette von 3 Phosphaten am Adenin erhéht
die Affinitat zu P2X Rezeptoren.'®® Mehrere Jahrzehnte vor dieser Entdeckung konnte mit Ap, ein
Nukleotid aus dem Uberstand von VSMC identifiziert werden, dass im Vergleich zu ATP eine

189, 190

Phosphatgruppe zusatzlich beinhaltete. Ap, ist mit anderen Nukleotiden innerhalb der Granula

von Thrombozyten kolokalisiert und kann durch die Einwirkung von Thrombin freigesetzt werden.

! und eine héhere

Ap, zeigt eine hohere Resistenz gegen die Degradation durch Nukleotidasen®
vasokonstriktorische Potenz als ATP. In einer Studie von Lee et al. wurde die Wirkung von Ap, auf die
vaskulire Regulation in thorakalen Aortenringen von Sprague Dawley Ratten untersucht.’" In diesem
Modell 16st Ap; im nicht vorkontrahierten Zustand mit intaktem Endothel eine potente
Vasokonstriktion aus, wohingegen ATP zur Vasodilatation fiihrt. Nach mechanischer Entfernung des
Endothels zeigt sowohl Ap, als auch ATP eine dosisabhdngige Kontraktion, wobei Ap, eine héhere
Potenz besitzt. Unter Vorkontraktionsbedingung mit intaktem Endothel zeigte sich sowohl bei ATP als
auch bei Ap, eine dosisabhdngige Vasodilatation, wobei in diesem Fall ATP eine hohere Potenz

besitzt. Eine ndhere physiologische Charakterisierung der vermittelnden Rezeptorsubtypen oder der

assoziierten Signaltransduktion hinter diesen Prozessen wurde nicht untersucht.
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In einer eigenen Arbeit'®”> konnte dann erstmals gezeigt werden, dass das humane Endothel ein
potentes Sekretom fur Ap, darstellt. Des Weiteren wurde Ap,; in zwei unterschiedlichen
physiologischen Modellen, dem Kleingefailmyographen an der A. renalis und der isoliert
perfundierten Rattenniere einer Wistar Ratte, charakterisiert. Dabei zeigte Ap, eine hohere
vasoaktive Potenz als a,f-Met-ATP, eine durch chemische Modifikationen gegen Degradation durch
Nukleotidasen geschiitzten Variante des ATP, die nicht in vivo vorkommt und bislang als starkster

192 |nteressanterweise ist die vasoaktive

purinerger Vasokonstriktor im renalen Perfusionsgebiet galt.
Potenz von Norepinephrin ebenfalls schwacher als die von Ap,. Dieser vasokonstriktive Effekt wird
durch die Aktivierung des P2X; vermittelt, ein mit der Literatur konformer Befund.®® ”* Die in der
Arbeit von Lee gezeigte dilatative Wirkung von Ap, konnte in dieser Arbeit sowohl ex vivo als auch in
vivo belegt werden. Ap,; induziert unter vollstindiger Blockade des P2X; und unter
Vorkontraktionsbedingungen am ex vivo Modell der isoliert perfundierten Rattenniere eine geringe
dosisabhangige vasodilatatorische Wirkung, die im Rahmen der geringen Degradation zu AMP und
Adenosin erklart werden kann.'”*'® Die Applikation von ATP unter den gleichen Bedingungen
bewirkt eine starkere Vasodilatation, vereinbar mit der gréBeren Abbaurate von ATP im Vergleich zu
Apg,. Ein Gibereinstimmender Effekt konnte auch nach intraarterieller Applikation von Ap,und ATP auf
den systemischen Blutdruck beobachtet werden, wobei ATP eine dosisabhdngige Abnahme des
arteriell gemessenen Blutdrucks und durch Ap, eine biphasische Blutdruckveranderung mit einer
schnell einsetzenden Blutdruckerhohung und einer anschliefRenden Blutdrucksenkung induziert
wurde. Die intraarterielle Applikation von chemisch stabilisierten und damit gegen Degradation
geschiitzten Derivaten von ATP und Ap,, induzierte jeweils einen starken und lang anhaltenden
Blutdruckanstieg ohne anschliefende Blutdruckabnahme, was die Beteiligung der Abbauprodukte an
diesem blutdrucksenkenden Effekt wahrscheinlich macht. Mit Ap,; konnte somit das endothelial
sezernierte Mononukleosidpolyphosphat mit der héchsten vasoaktiven Potenz und im Vergleich zu
ATP langerer Halbwertzeit identifiziert werden. Somit scheint ATP ein parakrin sezerniertes Nukleotid
mit Bedeutung fiir die Regulation des lokalen Blutflusses und Ap, ein zusatzlich endokrin wirksames

Nukleotid mit systemischer Wirkung zu sein.

Als zweiter neuer vasoaktiver Mediator konnte UpsA aus dem stimulierten Endothelzelliberstand

isoliert (siehe Anhang)™®

und im Modell der isoliert perfundierten Rattenniere charakterisiert
werden.’ Up,A stellt das erste identifizierte gemischte Dinukleosidpolyphosphat bestehend aus
einer Purin- und einer Pyrimidinuntereinheit dar. Up,;A hat potente vasoaktive Wirkungen, was
sowohl im ex vivo Versuch an der isolierten perfundierten Rattenniere zu einer mit Katecholaminen
vergleichbaren Vasokonstriktion fuhrte, als auch in vivo nach intraarterieller Applikation einen

systemischen Blutdruckanstieg in einer Wistar Ratte induzierte. Die pharmakologische

Charakterisierung zeigte zundchst eine Aktivierung des P2X;3; sowie P2Y,, fir die eine potente
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vasokonstriktorische Wirkung bekannt sind.’®® Es konnte bereits mehrfach gezeigt werden, dass
adenosinhaltige Dinukleosidpolyphosphate, wie beispielsweise Ap;A, ApsA oder ApecA Uber eine

% 71 Up,A induziert eine fir die

Aktivierung des P2Xy,3; eine starke Vasokonstriktion hervorrufen.
Aktivierung des P2X; typische schnelle und potente Vasokonstriktion, die aufgrund einer
vollstandigen Desensibilisierung des P2X; lediglich kurzdauernd ist. Zu P2Y Rezeptoren weisen
adenosinhaltige Dinukleosidpolyphosphate eine schlechtere Affinitat auf. Up,;A hingegen aktiviert
neben P2X auch P2Y Rezeptoren. Eine Up,A Dauerperfusion am Modell der isoliert perfundierten
Rattenniere zeigte einen initial kurzen starken Perfusionsdruckanstieg tiber die Aktivierung von
P2X;3, gefolgt von einem geringeren aber kontinuierlichen Perfusionsdruckanstieg Uber die
Aktivierung des P2Y,, der keine Desensibilisierung zeigt. Somit ist UpsA zum einen ein potenter
Regulator innerhalb der kurzfristigen Regulation des Vasotonus, beispielsweise im Rahmen einer
parakrinen Sekretion, und zum anderen ein moéglicher Regulator des systemischen Blutdrucks durch
die Fahigkeit der Daueraktivierung des P2Y,. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass lber die
Aktivierung von P2Y;, eine Stimulation der eNOS erfolgt, was an Pulmonalarterien von Sprague
Dawley Ratten bestitigt werden konnte.'”® Up,A induziert in diesen GefiBen eine
konzentrationsabhadngige Vasokonstriktion, wobei Up;A eine dquipotente Wirkung verglichen mit
UTP und UDP in mechanisch deendothelialisierten Arterien zeigte und eine deutlich starkere Potenz
in Arterien mit intaktem Endothel. Wie ATP und UTP induziert Up,A eine Vasodilatation in diesem
GefaRbett, was dessen Bedeutung als potenter P2Y Agonist unterstreicht.’®® In thorakalen Aorten
von mannlichen Sprague Dawley Ratten konnten Ubereinstimmende Ergebnisse gezeigt werden, wo
eine Applikation von UpsA zu einer konzentrationsabhangigen Vasokonstriktion in intakten Aorten
fuhrte, die durch die Endothelentfernung potenziert werden konnte.*® Die geringe Up.,A induzierte

Vasodilatation konnte durch Blockade der eNOS inhibiert werden.'®®

Des Weiteren zeigte die
kontraktile Wirkung von Up,A keine Tachyphylaxie und konnte durch die Inhibition von P1 und P2X
Rezeptoren, des L-Type Kalziumkanals und der RhoK unterdriickt werden. AuBerdem konnte ein Teil
der Vasokonstriktion durch Hemmung der NADPH-Oxidase und Applikation eines ,reactive oxygen
species”  (ROS)  Scavengers inhibiert werden, was auf eine UpsA induzierte
Sauerstoffradikalproduktion hindeutet.’”® Auch in dieser Arbeit konnte die duale Bedeutung von
Up,A fir die Regulation des Vasotonus durch Vasorelaxation und Vasokonstriktion nachgewiesen

19 UpsA wird von renalen Tubulusepithelzellen sezerniert und bewirkt in intrarenalen

werden.
Arterien eine Kontraktion des Vas efferens der Glomeruli. Somit scheinen der renale Plasmafluss, der
glomeruldre Perfusionsdruck und damit die glomeruldre Filtrationsrate durch UpsA reguliert zu

werden.’®

In einem humanen hypertensiven Kollektiv konnte gezeigt werden, dass die UpsA
Plasmakonzentration mit wichtigen kardiovaskularen physiologischen Parametern, wie dem Ausmal’

des arteriellen Hypertonus, der linksventrikuldaren kardialen Masse und der IMT, korreliert und
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moglicherweise eine Stimulation der Proliferation von VSMC hervorgerufen wird (siehe Anhang).”*

Am Beispiel Up,A zeigt sich, in welcher komplexer Art und Weise purinerge Mediatoren in der Lage
sind, die vaskuldre Regulation potent zu beeinflussen. Die pharmakologische Intervention des
purinergen Systems bietet damit eine mogliche therapeutische Option zur Pravention von
kardiovaskularen Erkrankungen. Somit konnte letztendlich von der Isolation, der Aufreinigung und
physiologischen Charakterisierung von UpsA bis hin zur Assoziation der UpsA Plasmakonzentration
mit bedeutenden kardiovaskuldren Parametern in einem humanen hypertensiven Kollektiv die

(patho)physiologische Bedeutung dieses Nukleotids gezeigt werden.

Die Regulation des vaskuldren Tonus unterliegt neben der direkten Beeinflussung durch Rezeptor
gesteuerte Vasokonstriktion und Vasodilatation auch indirekten Einflissen. Einer dieser indirekten
Mechanismen ist die Sensibilisierung der VSMC fir Kalzium durch die Aktivierung der RhoK. Die
Phosphorylierung der MLC in VSMC ist ein bedeutender Parameter fir den vaskularen GefaRtonus.
Das Ausmal der MLC Phosphorylierung ist stark abhangig von der Aktivitat der Kalzium/Calmodulin
abhangigen MLC Kinase und der Aktivitat der MLC Phosphorylase. Die Aktivitat der MLC Kinase ist
somit abhingig von der intrazelluliren zytosolischen Kalziumkonzentration,”® wohingegen die
Aktivitat der MLC Phosphatase dagegen kalziumunabhangig ist. Durch eine kalziumunabhangige
Verminderung der Aktivitit der MLC Phosphatase kann bei unveranderter intrazellularer
Kalziumkonzentration der Vasotonus steigen. Die Aktivitdt der MLC Phosphatase wird durch
Aktivierung des GTPase abhangigen RhoA Signaltransduktionsweges verandert.®> 2 RhoA stimuliert
die RhoK, die die regulatorische Myosin bindende Untereinheit der Myosinphosphatase

206 padurch wird eine

phosphoryliert, was zur Inhibition der MLC Phosphatase fiihrt.?%>
»Sensibilisierung” der Effektorzelle gegeniiber der vorliegenden Kalziumkonzentration bewirkt und
die Eigenschaften von bekannten Vasokonstriktoren, beispielsweise von Angll, verstarkt.”* In vivo
konnte gezeigt werden, dass durch die pharmakologische Inhibition der RhoK entweder durch
Y27632 oder Fasudil der Blutfluss im Unterarm bei Patienten mit essentieller Hypertonie deutlich

’ was auf einen erhéhten RhoK

starker erhoht werden konnte als bei gesunden Kontrollen,*
assoziierten Gefalitonus bei diesen hypertensiven Probanden hindeutet. Auch im Tiermodell wurde
bei hypertensiven Ratten eine erhéhte Expression der RhoK nachgewiesen.*® In diesen Tieren konnte
die RhoK induzierte Kalziumsensibilisierung durch Fasudil inhibiert werden.”®® Es stellte sich die
Frage, ob das purinerge System zu einer Potenzierung von vasokonstriktiven Wirkungen durch
Beeinflussung der MLC beitragen kann.”® In Voruntersuchungen konnte gezeigt werden, dass GpsG
keinen direkten Einfluss auf die Regulation des Vasotonus zeigt, aber die Proliferation von VSMC tber
eine potente Aktivierung von P2Y Rezeptoren induziert wird.®* Da ein Teil der Angll induzierten
Vasokonstriktion abhangig von der Aktivitdt des RhoK Signaltransduktionsweges ist, wurde dieser

210

Vasokonstriktor exemplarisch untersucht.”~ Es gibt Hinweise, dass die chronische Aktivierung der
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211 pie Potenz der

RhoK in die durch Angll induzierte kardiovaskuldre Hypertrophie eingebunden ist.
Angll induzierten Vasoaktivitdt wird durch GpsG dosisabhdngig verstarkt, wobei das Ausmal} der
maximalen Angll induzierten Vasokonstriktion unverdndert bleibt, ein Effekt der durch die
Aktivierung des P2Y, ¢ (iber Aktivierung der RhoK und Aktivierung von RhoA induziert wird.* Die im
humanen Plasma nachgewiesene GpsG Konzentration ist suffizient, um diesen indirekten Einfluss auf
den Vasotonus durch Sensibilisierung von VSMC auszuliben. In vivo konnte mittels invasiver
Blutdruckmessung gezeigt werden, dass nach intraarterieller Injektion von GpsG ein zeitlich verzogert
auftretender, aber langanhaltender Blutdruckanstieg Uber die Aktivierung von P2Y Rezeptoren
gemessen werden konnte. Diese Reaktion steht im Gegensatz zum direkten, schnellen und
kurzzeitigen Anstieg des arteriellen Blutdrucks nach intraarterieller Injektion anderer Nukleotide,
beispielsweise ApsA, der Uber die direkte Aktivierung von P2X, ;3 ausgeldst wird.®* Dieser zusitzliche

Wirkmechanismus erweitert das Spektrum der purinergen Einfliisse auf das kardiovaskulare System

erheblich.

Bedeutung neuer endogener Faktoren auf die Atherogenese

Seit mehr als 15 Jahren ist bekannt, dass die Atherosklerose kein passives Einlagern von
Lipidbestandteilen in die GefaBRwand darstellt, sondern eine inflammatorische Gefalerkrankung ist.
Einer groBen Anzahl proinflammatorischer Mediatoren stehen wenige bekannte endogene
Mediatoren mit antiinflammatorischer Wirkung gegeniiber.” Einer der wichtigsten ist HDL.
Epidemiologische Studien konnten zeigen, dass es einen inversen Zusammenhang zwischen der

2 Eine

Plasmakonzentration von HDL und der Entstehung von kardiovaskuldren Erkrankungen gibt.
niedrige HDL Konzentration ist ein eigenstandiger und von der LDL Plasmakonzentration
unabhangiger Risikofaktor fur die Entstehung von vaskularen Erkrankungen. Eine niedrige HDL
Plasmakonzentration ist ein fiihrender Befund bei Mannern mit friih einsetzender Atherosklerose.””
Auf der anderen Seite konnte durch eine leichtgradige Erhéhung der HDL Plasmakonzentration durch
die Behandlung mit Niacin und Fibraten eine Verminderung der Inzidenz von kardiovaskularen

214215 Rhnliche Ergebnisse wurden mit Cholesterin-Synthase Enzym

Erkrankungen erzielt werden.
(CSE) Hemmer?*® oder Ezetimib®!’ beobachtet. In einer Hochrisikopopulation konnte der Erfolg einer
Primarpravention kardiovaskuldrer Erkrankungen durch die Einnahme von Rosuvastatin
nachgewiesen werden.?”” Lange Zeit wurde diese schiitzende Wirkung von HDL auf dessen Einfluss
auf den RCT gedeutet.’’® Diese erstmals 1968 erhobene These ist heute nicht mehr alleinstehend
gultig.”*® Beispielsweise schwiacht HDL die bei vorliegender endothelialer Dysfunktion zu erkennende
abnormale Acetylcholin induzierte Vasokonstriktion in atherosklerotischen Koronararterien ab.??° Die

Verabreichung von HDL bei Mannern mit Hypercholesterinamie fihrt zu einer Verbesserung der

Unterarmdurchblutung durch Verbesserung der endothelialen Funktion in vivo, die durch L-NMMA,
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221 Der Mechanismus, der diesem HDL

einen Inhibitor der eNOS, aufgehoben werden konnte.
induzierten antiatherogenen Effekt zugrunde liegt, konnte lange Zeit nicht ndher charakterisiert
werden. Heute sind pleiotrope Effekte von HDL bekannt. HDL induziert eine Synthesesteigerung von
vasodilatativ wirkenden Prostaglandinen (Prostaglandin E, (PGE,) und Prostaglandin I, (PGl;,)) aus

222, 223

vermehrt zur Verfligung stehender Arachidonsaure. Eine bahnbrechende Erkenntnis war, dass

die eNOS durch HDL uber einen SRBI assoziierten Signaltransduktionsweg stimuliert werden

konnte.?**

Eine Erklarung fur diesen Effekt konnte in dieser ersten wichtigen Publikation nicht
gegeben werden, da durch den SRBI Bindungspartner, das ApoAl, keine Aktivierung der eNOS
gesehen werden konnte. In Folgestudien wurden unterschiedliche Theorien fiir die HDL induzierte

eNOS Stimulation postuliert, wie z.B. eine eNOS Aktivierung lber eine HDL induzierte intrazelluldre

225, 226 227

Ceramidbildung oder HDL assoziierte Ostrogene.””® In einer initialen eigenen Arbeit**’ (siehe

Anhang) konnte gezeigt werden, dass HDL eine eNOS Aktivierung tber die Aktivierung von Akt/PKB

induziert.??’

HDL ist ein komplex aufgebautes Lipidpartikel, das sich aus unterschiedlichen Proteinen
und Lipiden zusammensetzt. Durch systematische Analyse konnten die HDL assoziierten
Lysophospholipide S1P, SPC und LSF als Mediatoren der eNOS Aktivierung identifiziert werden.
Lysophospholipide aktivieren eine Reihe von G-Protein gekoppelten Lysophospholipidrezeptoren,
insbesondere S1P Rezeptoren. S1P, SPC und LSF aktivieren endothelial exprimierte S1Py,35.22%2%
Durch Experimente an Sng"/" Mausen konnte nachgewiesen werden, dass HDL und die assoziierten
Lysophospholipide die eNOS lber einen S1P; abhangigen Mechanismus stimulieren. Dabei liegen die
Konzentrationen, in denen diese Lysophospholipide eine eNOS Aktivierung bewirken, im Bereich der
physiologisch im HDL Molekil vorliegenden Konzentration. 1 mg des HDL Molekiils beinhaltet
ungefihr 300 pmol S1P und 300 pmol SPC.*”’ 50% der maximalen Vasorelaxation durch die jeweiligen
Lysophospholipide wird bei Konzentrationen erreicht, die zwischen 100 nmol/l und 1000 nmol/I
liegen. Die in dieser Arbeit verwendete HDL Konzentration von 1 mg/ml beinhaltet eine
Konzentration an bioaktiven Lysophospholipiden (S1P und SPC zusammen) von ca. 550-600 nmol/I.
Der Schlissel fur die Aktivierung der eNOS liegt in der Bindung des HDL assoziierten ApoAl an den
SRBI, wodurch ein Cholesterinefflux Gber die Zellmembran der EC induziert wird. Dadurch bilden sich
lipidreiche Dominen,” in denen der S1P; in die Nihe des SRBI und damit in die Nihe der HDL
assoziierten Lysophospholipide kommt, die diesen aktivieren kdnnen. Die eNOS assoziiert mit den
lipidreichen Domaénen, so dass durch die Aktivierung des S1P; eine Stimulation der eNOS stattfinden
kann. Die Bindung von HDL liber das ApoAl an den SRBI scheint die lokale Konzentration der im HDL
Molekil enthaltenden Lysophospholipide in der Umgebung des S1P; deutlich zu erh6hen. Somit ist es
nicht moglich, die Wirkung auf die eNOS durch die im HDL enthaltenden Konzentrationen der

Lysophospholipide mit der jeweiligen isoliert untersuchten dquimolaren Konzentration im in vitro

Modell zu vergleichen, da durch diese Assoziationen hohere Konzentrationen der im HDL
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vorliegenden Lysophospholipide lokal in die Ndhe des S1P; kommen kénnen. Das Lysophospholipide
mogliche protektive kardiovaskulare Eigenschaften aufweisen, konnte an einem murinen
Herzinfarktmodell gezeigt werden, in dem die Applikation von S1P zu einer Verminderung der
HerzinfarktgroRe fiihrte. Dieser Effekt war durch die pharmakologische Blockade der eNOS

22 7usammenfassend konnten somit Lysophospholipide als HDL Komponenten mit

inhibierbar.
vaskuloprotektiven Eigenschaften identifiziert und der S1Ps als erster funktioneller HDL assoziierter
Rezeptor charakterisiert werden. Lysophospholipide stellen somit eine klinisch interessante
therapeutische Substanzklasse dar. Im Rahmen von Organtransplantationen wurde das
Lysophospholipid basiertes Immunsuppressivum FTY720 entwickelt, das agonistische Wirkungen am

51P1,3,415 ausUbt.233

Aufgrund dieser Rezeptorassoziation und der moglichen klinischen Implikation
wurde in einer Folgestudie untersucht, ob das oral verfiigbare FTY720 eine dem S1P vergleichbare
Aktivierung der eNOS induzieren kann (siehe Anhang).?** FTY720 fiihrt, vergleichbar mit S1P, tber die
Aktivierung von S1P; zur einer eNOS Aktivierung und Stimulation von Akt. Da in der Literatur auch

235236 muss in diesem

eine Aktivierung der eNOS durch die Stimulation des S1P; nachgewiesen wurde,
Zusammenhang eine Interaktion der Signaltransduktionswege des S1P;; oder eine
Heterodimerisierung dieser Rezeptoren diskutiert werden. Des Weiteren ist eine starke Interaktion
zwischen den S1P Rezeptoren und anderer Signaltransduktionswege bekannt, wie u.a. dem VEGF?’
und dem TGFR System.?*® Des Weiteren konnte gezeigt werden,”® dass die orale Applikation von
FTY720 zu einer Reduktion der atherosklerotischen Plaquelast in ApoE"/" Mausen fuhrt (siehe
Anhang). Begleitend wurden in diesen Plagques weniger Makrophagen und Kollagenfasern
nachgewiesen, die durch eine vermehrte HDL induzierte NO Produktion zu erklaren ist. Die
Infiltration von monozytaren Zellen in die GefaBwand stellt einen entscheidenden Schritt innerhalb

240. 241 MCP1 ist ein Schliisselregulator fiir die Monozytenrekrutierung hin zum

der Atherogenese dar.
Ort der Entziindung.”*"** Dariiber hinaus werden durch den Einfluss von MCP1 proatherogene und
proinflammatorische Effekte induziert, wie u.a. die Sekretion von Zytokinen oder die Expression von
Adhasionsmolekilen.”?  MCP1 wurde in atherosklerotischen GefiRwandveridnderungen
nachgewiesen und bei Patienten mit einem akuten Koronarsyndrom konnten erhohte
Plasmakonzentrationen gemessen werden. In MCP17” Miusen und CCR27 Miusen, die den
korrespondierenden MCP1 Rezeptor nicht exprimieren, ist eine verminderte Atherogenese
nachgewiesen worden, wohingegen die Uberexpression von MCP1 in Makrophagen zu einer

21283 pyrch die Beeinflussung dieser friihen Signale ist eine

vermehrten Atherogenese fiihrt.
Verminderung der Plaquelast zu erwarten, ein durch multiple epidemiologische Studien bereits
gezeigtes Phanomen.”* Die Expression von MCP1 in VSMC wird durch den Einfluss von FTY720
vermindert.”** Die molekularen Mechanismen hinter diesem Lysophospholipid basierten Effekt in

VSMC wurden im Anschluss®* weiter untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass HDL und das
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assoziierte Lysophospholipid S1P direkt die Thrombin induzierte MCP1 Expression und Sekretion
vermindern kann. Die MCP1 Expression in VSMC wird tber die NADPH Oxidase abhdngige Bildung
von ROS geregelt.”* Die NAD(P)H Oxidase ist zentral in die Vermittlung von proinflammatorischen
Prozessen in der Zelle eingebunden. Sie wird durch unterschiedliche proinflammatorische

2% per

Mediatoren, wie beispielsweise Angll, oxLDL, Homozystein oder Thrombin stimuliert.
Aktivierung der NAD(P)H Oxidase geht eine Stimulation der kleinen GTPase Racl voraus. Erst durch
deren Aktivierung werden die einzelnen Komponenten der NADPH Oxidase, bestehend aus NOX1/4,
gp67phox, gp47phox, gp4Ophox und gp22phox und an der Plasmamembran koordiniert

247 Dje Aktivitat dieser Oxidase wird durch den Einfluss von HDL und S1P

zusammengesetzt.
vermindert, was durch eine Inhibition der Aktivitat der kleinen GTPase Racl bedingt ist. Insgesamt
stellen Lysophospholipide fur die vaskulare Regulation wichtige Mediatoren dar. Trotz der in der
letzten Zeit zunehmenden Erkenntnisse auf diesem Gebiet ist die Bedeutung der einzelnen S1P
Rezeptoren und insbesondere die scheinbar bestehende ausgepragte Interaktion mit anderen

Rezeptorsystemen erst anfanglich aufgeklart. Durch die Etablierung von spezifischen S1P

Rezeptorantagonisten und —agonisten ist eine Beeinflussung der vaskuldren Regulation denkbar.

Purinerge Mediatoren haben neben ihrer wichtigen Rolle innerhalb der kurzfristigen und
langfristigen Regulation des Vasotonus auch Einflisse auf die Atherogenese und
Reparaturmechanismen nach Gefidllverletzung. Die Liberation von ATP aus verletztem Endothel hat
eine autokrine Stimulation der EC und eine parakrine Stimulation der VSMC zur Folge, die zu einer

Proliferation und Migration von VSMC in den Verletzungsbereich fiihren. Es scheint sich dabei um

einen rezeptorvermittelten Effekt hauptséchlich tber die Aktivierung des P2Y, 4 zu handeln.® % 2%

ADP wirkt mit PDGF, ,,endothelial growth factor” (EGF) und TGFR synergistisch auf die Thrombozyten

249

induzierte Proliferation von VSMC.”” VSMC kommen in zwei Phanotypen vor, in einem kontraktilen

250

oder in einem synthetischen Phanotyp.”™ Der purinerge Rezeptorbesatz ist in diesen beiden

Phanotypen unterschiedlich. Wahrend VSMC im kontraktilen Phanotyp vermehrt den P2X; auf der
Membran exprimieren, dndert sich das Expressionsmuster im synthetischen Phanotyp hin zum einem

P2Y,, Rezeptorbesatz, wobei keine Expression von P2X; zu beobachten ist.”'

Somit erlangt der
synthetische Phanotyp mehr mitogene und proliferative Eigenschaften. Dies konnte in einer Studie
mit Up,;A belegt werden, in der gezeigt werden konnte, dass Up,A als proatherogener Mediator tber
einen P2Y, vermittelnden Signalweg die Expression und Sekretion von MCP1 erhoht.”* Die
Stimulation von P2Y, durch Up,A induziert die Aktvierung der NOX1 assoziierten NAD(P)H Oxidase,
was in einer héheren ROS Produktion und anschlieBender Stimulation der ,,mitogen activated protein
kinase” (MAPK) resultiert. Dieser Up,A induzierte einen Einfluss auf den oxidativen ,burst” konnte

253

ebenfalls in Monozyten und Lymphozyten nachgewiesen werden.”>” Die chronische Inflammation bei

7, 254, 255

Niereninsuffizienz und Atherosklerose ist ebenfalls stark sauerstoffradialabhangig. Aufgrund
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der fehlenden selektiven Agonisten und Antagonisten und aufgrund der Problematik, dass P2X
Rezeptoren in kultivierten VSMC bereits in frlhen Passagen nicht mehr nachgewiesen werden
konnen, ist die Rezeptoridentifizierung nur indirekt Gber spezifische, aber teilweise unselektive
Antagonisten moglich. In den untersuchten VSMC konnten literaturkonform P2Y,4¢, aber nicht P2Y;
nachgewiesen werden.”* Die MCP1 Bildung konnte durch Suramin inhibiert werden, einem
spezifischen, aber unselektiven Inhibitor fiir P2Y; , mit gering inhibitorischer Wirkung auf den P2Ye.>!
Andere Antagonisten fur P2Y;,¢ zeigten keinen Einfluss. Es gibt Hinweise, dass P2Y, zentral in
inflammatorische Reaktionen eingebunden ist, was dessen Bedeutung flr die Bildung von MCP1 aus

Alveolar- und Peritonealmakrophagen,”® die Chemotaxis von Neutrophilen,”’ die Expression des

111144 258

,cell adhesion molecule und Regulation der transendothelialen Migration von VSMC beweist.
Fir ATP und UDP konnte eine Sauerstoffradikal induzierende Wirkung nachgewiesen werden.”*® Die
NOX1 Expression und dessen Aktivierung lGber Stimulation von Racl werden durch UpsA induziert,
gefolgt von der Aktivierung von MEK1, ,extracellular signal-related kinase 1/2“ (ERK1/2) und p38, die
alle durch P2Y, aktiviert werden konnen.*” > Die Antagonisierung dieser Kinasen inhibiert die Up,A
induzierte MCP1 Produktion. Fiir p38 und ERK1/2 konnte eine Aktivierung durch NOX1 mehrfach
gezeigt werden,* %% %! durch die die Expression von MCP1 gesteigert wird.*** Unter pathologischen
Bedingungen ist die Plasmakonzentration von Up,A erhoht, was auf eine gesteigerte lokale

Konzentration schlieRen Igsst.’

Somit nimmt das purinerge System auf vielen Ebenen Einfluss auf
die Regulation der GefalRphysiologie. Up;A kénnte einen Einfluss auf die Initiation und Progression
der vaskuldren inflammatorischen Reaktion haben und somit eine Verbindung zwischen arterieller
Hypertonie und Atherosklerose darstellen. Eine pharmakologische Beeinflussung des P2Y, vermag

eine antiatherogene Wirkung haben.

Seite 89



Zusammenfassung

Themengebiet 1: Bedeutung neuartiger endothelial sezernierter vasoaktiver
Mediatoren auf den Gefal3tonus
Eine Fragestellung war es, neue vasoaktive Mediatoren aus dem Uberstand von stimulierten HMEC
zu isolieren. Durch eine Kombination aus chromatographischen, massenspektrometrischen und
physiologischen Versuchen konnten zwei purinerge Mediatoren, UpsA und Ap,, isoliert werden, die
eine potente vasoaktive Wirkung auf das renale Perfusionssystem auslben. Up;A ist das erste
gemischte Dinukleosidpolyphosphat, das sowohl P2X als auch P2Y Rezeptoren aktiviert. Am Modell
der isoliert perfundierten Rattenniere zeigt Up,sA eine Katecholaminen vergleichbare vasoaktive
Wirkung. Durch die Aktivierung des P2X; ; induziert Up,A einen potenten, aber selbstlimitierenden
Anstieg des Perfusionsdrucks, der lber die Desensitisierung des P2X; zu erkldren ist. Durch die
Aktivierung des P2Y, induziert Up,A einen geringeren, aber kontinuierlichen Perfusionsdruckanstieg.
Durch den Einfluss von Up,A sind damit sowohl kurzfristige potente Anderungen der lokalen
Flussverhéltnisse als auch langanhaltende systemische Blutdruckmodifikation moglich. Die erhdhte
UpsA Plasmakonzentration bei juvenilen Hypertonikern ist mit wichtigen klinischen Parametern, wie
linksventrikulare Wanddicke und IMT, assoziiert. Ap, konnte zum ersten Mal aus humanen Zellen
isoliert werden. Unter den purinergen Mediatoren ist Ap; dasjenige mit der grofSten vasoaktiven
Potenz im renalen GefalRsystem, wobei eine hohe Affinitat zum P2X; besteht. Im Gegensatz zu ATP,
das schnell durch endogene Endonukleasen abgebaut wird, zeigt Ap, eine deutlich geringere
Abbaurate. Damit scheint es sich um ein Mononukleotid zu handeln, das aufgrund seiner hohen
vasoaktiven Potenz neben der parakrinen Sekretion auch im Rahmen einer endokrinen Sekretion
eine Wirkung auf den systemischen Blutdruck ausiibt. Neben der direkten vasoaktiven Wirkung Gber
die Aktivierung von P2 Rezeptoren konnte gezeigt werden, dass purinerge Mediatoren die
Vasoaktivitat anderer bekannter Mediatoren, wie beispielsweise Angll, durch Aktivierung der RhoK
potenzieren kann. Die Phosphorylierung der MLC in VSMC ist ein bedeutender Parameter fiir den
vaskuldren GefdBRtonus. Das Ausmal dieser MLC Phosphorylierung ist stark abhdngig von der
Aktivitat der Kalzium/Calmodulin abhangigen MLC Kinase und der Aktivitat der MLC Phosphatase.
Durch eine kalziumunabhangige Verminderung der Aktivitdt der MLC Phosphatase kann somit bei
unverdanderter intrazellularer Kalziumkonzentration der Vasotonus steigen. Diese Verminderung wird
durch RhoA induziert, das die RhoK stimuliert, die die MLC Phosphatase phosphoryliert und damit
inhibiert. Dadurch wird eine gesteigerte Sensibilisierung der Zellen gegenilber der intrazellularen
zytosolischen Kalziumkonzentration bewirkt. GpsG aktiviert Gber die Stimulation des P2Y, und/oder
P2Ys RhoA, so dass eine Sensibilisierung des renalen Perfusionssystems beispielsweise fiir die Angll
induzierte Vasokonstriktion induziert wird. Nukleotide kdnnen somit zu einer Erniedrigung der ECsg

von bekannten Vasokonstriktoren bei unveranderter V. Gber die Kalziumsensibilisierung beitragen.
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Themengebiet 2: Bedeutung von neuen endogenen Faktoren auf die Atherogenese

In einer initialen Arbeit konnten erstmalig die Lysophospholipide S1P, SPC und LSF als die HDL
assoziierten Molekile identifiziert werden, die fir direkte zellvermittelte Effekte von HDL
verantwortlich sind, wie beispielsweise die S1P; vermittelte eNOS Aktivierung tber Stimulierung der
PI3-K und Akt. In einer Folgearbeit zeigte der oral verfligbare Lysophospholipid basierten
Immunmodulator FTY720 die gleichen Eigenschaften wie HDL und S1P. FTY720 aktiviert S1P;345
Rezeptoren. Nach Aktivierung des S1P; werden PI3-K und Akt stimuliert, was in einer eNOS
Aktivierung resuliert. Somit stellt eine Lysophospholipid basierte Therapie einen interessanten neuen
Ansatz auch aullerhalb der Immunsuppression dar. Die ermittelten in vitro Erkenntnisse der
moglichen antiatherosklerotischen Wirkung von FTY720 durch eNOS Stimulation konnten
anschlieBend in einem Tiermodell der induzierbaren Atherosklerose, einer ApoE'/' Maus, in vivo
reproduziert werden. Nach Futterung der Tiere mit FTY720 konnte eine reduzierte
Atherosklerosebildung beobachtet werden. In einer weiteren Arbeit konnte der Effekt auf die MCP1
Expression und Sekretion ebenfalls fir HDL, S1P und SPC nachgewiesen werden. Die Thrombin
induzierte MCP1 Expression und Sekretion aus VSMC wird durch HDL, S1P und SPC {iber die
Stimulation des S1P3 inhibiert. In der Signaltransduktion wird die NADPH Oxidase und damit die ROS
abhangige Stimulation der MCP1 Expression inhibiert. Erstmalig konnten somit die HDL assoziierten
Lysophospholipide als funktionelle antiatherosklerotisch wirksame HDL Komponenten und der S1P;
als funktioneller HDL Rezeptor identifiziert werden. Es konnte darlber hinaus gezeigt werden, dass
Up,A Uber die Aktivierung purinerger Rezeptoren, wie die des P2Y,, ein potenter Induktor des
proatherogen wirkenden Zytokins MCP1 (ber die Aktivierung der NADPH Oxidase und Produktion
von Sauerstoffradikalen ist. Somit beeinflusst Ups;A (ber purinerge Rezeptoren neben dem
Gefalltonus auch Uber strukturelle GefdaBwandveranderungen die vaskuldre Regulation, was die

Bedeutung des purinergen Systems unterstreicht.
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Dem ,Forscherehepaar” sei an dieser Stelle ein besonderer Dank ausgesprochen. Durch ein unerbittliches Interesse an der
Suche und dem damit einhergehenden Finden von neuen Substanzen habt lhr beide mich und die gesamte Arbeitsgruppe
stets am Arbeiten gehalten. Ich danke Euch fiir Eure groRe Unterstitzung und die stets produktive Zusammenarbeit.
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- Frau Dr. rer. nat. Mirjam Schuchardt

Die Arbeitsgruppe van der Giet/Télle erfuhr mit der Einfihrung grundlagen-wissenschaftlicher Doktoranden eine neue
Dimension. Nachdem Frau Dr. Schuchardt in unserer Arbeitsgruppe angefangen hatte, anderte sich nicht nur unser
Verstandnis flir grundlagenwissenschaftliches Arbeiten, sondern es begann auch ein Zeitalter der kontinuierlichen
Optimierung. Frau Dr. Schuchardt hat es durch ihren extremen Arbeitseinsatz geschafft, die bestehenden Projektideen nicht
nur in umzusetzen, sondern auch konstruktiv zu erweitern und die bestehenden Strukturen nicht nur zu nutzen, sondern
auch weiter zu optimieren. So lernte ich Frau Dr. Schuchardt nicht nur beruflich, sondern auch privat sehr zu schatzen. Ich
danke Dir, Mirjam, fuir Deine iberwaltigende Hilfe in den letzten Jahren.

- PD Dr. med. Alexander Oksche und Frau Jenny Eichhorst

Als kleiner Assistenzarzt mit einem fundierten physiologischen Wissen habe ich meine molekularbiologischen Horner im
Forschungsinstitut fir molekulare Medizin in Berlin-Buch abstoRen kénnen. Dabei waren insbesondere zwei (von ganz
vielen) Menschen fiir mich von groRer Bedeutung. Ich mochte Herrn PD Dr. med. Alexander Oksche danken fiir seine
Bereitschaft uns beiden Chaoten in seiner Arbeitsgruppe einen wissenschaftlichen Hort zu geben. Von seinem Wissen Gber
Signaltransduktion und sein methodischen Hintergrund konnte ich sehr profitieren. Ich danke Dir, Alexander, fiir Deine
Unterstiitzung, die fur die weitere Etablierung unserer Arbeitsgruppe groRen Beitrag hat. Ein ganz besonderer Dank gilt
aber auch der ,guten Seele” des FMPs, ohne die die Arbeit zum einen keinen Sinn und zum anderen keinen Spal gemacht
hat. Frau Jenny Eichhorst hat mir gezeigt, mit welcher Effizienz und Koordination man im Labor arbeiten kann. Liebe Jenny,
Du warst fiir Glinter und mich immer eine besondere , Arbeitsgefahrtin” und gerade dank Dir denken Glnter und ich heute
noch sehr gerne an die Zeit bei Euch zurlick.

- Herrn Professor Dr. med. Gilbert Schonfelder

Ich kenne Herrn Professor Dr. med. Gilbert Schonfelder nun seit mehr als 10 Jahren und schéatze ihn als Mediziner und
Wissenschaftler sehr. Dir, lieber Gilbert, sei ein groBer Dank ausgesprochen fir deine Loyalitdt und stetige unkomplizierte
Hilfe Gber die letzten Jahre.

- Herrn Professor Dr. rer. nat. Burkhard Kleuser

Als wir Gber die Erforschung des HDL auf Lysophospholipide stieRen entwickelte sich eine Kooperation mit der Pharmazie in
der benachbarten FU Berlin. Dort hatten wir mit Herrn Professor Dr. rer. nat. Burkhard Kleuser einen Experten in diesem
Bereich gliicklicherweise quasi ,vor der Tir“. Herr Professor Kleuser konnte neue Impulse in unseren jungen
wissenschaftlichen Untersuchungsbereich einflieBen lassen. Ich danke Dir, Burkhard, fiir Deine Unterstltzung in den letzten
und in den kommenden Jahren.

- Herrn Professor Dr. med. Jerzy-Roch Nofer
Mit Herrn Professor Dr. med. Jerzy-Roch Nofer nehme ich sehr gerne einen weiteren Wegbegleiter aus Herner Tagen mit in
diese Danksagung auf. Durch die Diskussionen und Gesprache mit Herrn Professor Nofer konnte das Themengebiet der HDL

induzierten eNOS Aktivierung stark bereichert werden. Dir, Roch, mochte ich fir die sehr gute und stets unkomplizierte
Kooperation danken.

- Herrn Professor Dr. med. Martin Tepel
Neben Herrn Professor Zidek und Herrn Professor van der Giet stellt Herr Professor Dr. Martin Tepel ein weiteres
,Urgestein” aus Herner Tagen dar. Trotz seiner zeitweise etwas eigentlimlich erscheinenden Art und der zwischenzeitlich

nicht immer Ubereinstimmenden Ansichten bin ich ihm aber dennoch zum Dank verpflichtet da auch er sehr zu meiner
wissenschaftlichen und klinischen Pragung beigetragen hat.

- Frau Dr. rer. nat. Janin Andres

Frau Dr. rer. nat. Janin Andres war die immer hilfsbereite ,,gute Seele” des Nachbarlabors. Dir, liebe Janin, danke ich sehr
fir Deine prompte Hilfe und Unterstitzung und die freundschaftliche Zusammenarbeit.
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- Herrn Dr. med. Wolfgang Wei

Herr Dr. med. Wolfgang WeiB ist mir sowohl in der Klinik als auch in der Wissenschaft immer ein zuverladssiger und
hilfsbereiter Kollege gewesen. Dir, lieber Wolfgang, danke ich fiir Deine groRe Loyalitdt und Deinen grofRen Einsatz in vielen
Bereichen.

- Herrn Dr. med. Frank Spillmann

Mediziner in der Wissenschaft sind ein besonderes Voélkchen. Ein besonders Verriickter ist Herr Dr. Frank Spillmann. Dass
dieser Mann sich mehrere Jahre in Italien der Wissenschaft gewidmet hat, merkt man an dem Feuer und der Energie mit
der er auch heute noch neben seinem groRen klinischen Einsatz sich wissenschaftlich betatigt. Herr Dr. Spillmann ist mir
nicht nur aufgrund klinischer und wissenschaftlicher Zusammenarbeit ans Herz gewachsen. Dir, lieber Frank, danke ich fir
Deine wissenschaftliche und klinische Unterstiitzung und Deine Freundschaft.

- Frau PD Dr. rer. nat. Sophie van Linthout

Zu jedem verriickten Mediziner gehort das passende Gegenstiick, das ihn in der richtigen Spur hélt. Frau PD Dr. rer. nat.
Sophie van Linthout ist als Ehefrau genau dieses Gegenstlick fir Herrn Dr. Spillmann. Aber nicht nur er hat von ihrer
Leistungsfahigkeit und wissenschaftlichen Expertise profitiert. Dank unserer Kooperation konnte ich ebenso in den Genuss
kommen. Ich danke Dir, liebe Sophie, fiir Deine grofRe Hilfe und Unterstiitzung und ich freue mich auf die nachsten Jahre
mit Euch.

- Herrn Professor Dr. med. Uwe Tietge

Ein junger Assistenzarzt, eine Seleno™” Maus, der Einfall eines Kollegen, viel Gliick und ein Glas Hochprozentiger, so kénnte
man die erste Begegnung zwischen Herr Professor Dr. med. Uwe Tietge und mir beschreiben. Was sich wissenschaftlich
daraus entwickelte ist in vielen gemeinsamen Publikationen nachzulesen. Dir, lieber Uwe, danke ich sehr fiir die

freundschaftlichen Gesprache und Diskussionen und die auch auf weite Entfernung weiterbestehende Kooperation, die
Markus und mir weiterhin sehr wichtig ist.

- Frau Dr. med. Sandra Schéfer

Langjahrig hat mich Frau Dr. Sandra Schafer in allen Bereichen meines Lebens unterstitzt. Ohne Sie ware diese
Habilitationsschrift nicht entstanden. Ich danke Dir, liebe Sandra, fur alles.

- Frau Ulrike Télle, Herrn Karl-Heinz Télle und Herrn Dr. med. dent. Andreas Tolle

Last, but not least gilt mein groBter Dank meiner Familie, meinen Eltern und meinem Bruder Andreas. Mit Worten lasst sich
nicht beschreiben, welches Vertrauen sie in mich gesetzt haben, welche Hilfe sie mir zuteilwerden und welche Liebe sie
mich stets spiren lieBen. Dafiir und noch fir vieles mehr gelten Euch mein ewiger Dank und meine Liebe.

Allen hier nicht aufgefiihrten Menschen, die Anteil an meinem wissenschaftlichen und klinischen Werdegang hatten,
mdchte ich fir lhre Hilfe und Unterstiitzung danken.
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ERKLARUNG

§ 4 Abs. 3 (k) der HabOMed der Charité

Hiermit erklare ich, dass

e weder friiher noch gleichzeitig ein Habilitationsverfahren durchgefiihrt oder
angemeldet wurde,

e die vorgelegte Habilitationsschrift ohne fremde Hilfe verfasst, die beschriebenen
Ergebnisse selbst gewonnen sowie die verwendeten Hilfsmittel, die Zusammenarbeit
mit anderen Wissenschaftlern/Wissenschaftlerinnen und mit technischen
Hilfskraften sowie verwendete Literatur vollstandig in der Habilitationsschrift
angegeben wurden,

e mir die geltenden Habilitationsordnung bekannt ist.

Datum Dr. med. Markus Tolle
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