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Abstrakt
Abstrakt Deutsch

Einleitung: Kardiovaskuldre Erkrankungen als weltweit hdufigste Todesursache sind initial
unter anderem auf arteriosklerotische GefdBwandverdnderungen zuriickzufiihren. Neben low-
density lipoprotein (LDL) bildet intermediate-density lipoprotein (IDL) einen eigenstdndigen
Risikofaktor fiir die Pathogenese arteriosklerotischer Insulte, sowie deren klinische Auspriagung.
Fir Hinweise auf eine IDL-induzierte endotheliale Dysfunktion sind bisher wenige
Wirkmechanismen untersucht worden. Die arteriosklerotische Nanoplaqueformation als initialer
vaskuldrer Insult sowie die Verminderung der physiologischen flussabhidngigen Dilatation sind

Gegenstand der vorliegenden Arbeit.

Methodik: An Koronararterien vom Menschen wurden flussabhéngige isometrische Tonuswerte
(3-100 mL/min), transmembranale Potentiale, sowie die Konzentrationen der zyklischen
Nukleotide cAMP und ¢cGMP unter Superfusion mit IDLApoE-Isoformen erfasst. Ein Einfluss
der Interaktion iiber Adrenorezeptoren wurde mittels Applikation von Phentolamin (10
mmol/L) und Propranolol (10" mmol/L) bestimmt. Arteriosklerotische und Alzheimer
Nanoplaqueformationen der IDLApoE-Isoformen an Heparansulfat-Proteoglykanen, als
endothelial exprimierten Rezeptoren, wurden mithilfe ellipsometrischer Messungen

aufgezeichnet.

Ergebnisse: Die Messung der Gefa3tonusdnderungen ergab fiir IDL in den Isoformen ApoE4,
ApoE0O, ApoE0O mit Addition eines synthetischen ApoE3 sowie vermischten Isoformen eine
verminderte  flussabhdngige  Vasodilatation. Begleitend wurden eine verminderte
Hyperpolarisation sowie eine verminderte Konzentration der zyklischen Nukleotide gezeigt.

Eine Applikation der Adrenorezeptorantagonisten Phentolamin und Propranolol konnte eine
ebenfalls verringerte Relaxation der Gefdlpridparate =zeigen. Die Erfassung der
arteriosklerotischen Nanoplaqueformation fiir IDLapoE3 und IDLapoE4, welches zuvor mit
Glukose inkubiert wurde, zeigte eine deutliche Adsorption der Lipoproteine auf einer
Oberfldche, an die zuvor Heparansulfat-Proteoglykan (HSPG) gebunden wurde. Eine Hinzugabe
von Amyloid-f fiihrte unter typischen Umgebungskomponenten einer Alzheimer’schen Demenz

ebenfalls zu einer Glukose-getriggerten Adsorption des Lipoproteins.

Schlussfolgerung: FEine Interaktion des IDL mit der flussabhingigen Vasodilatation ist

moglicherweise iiber die Expression verschiedener Isoformen des ApoE und iiber die vaskulidren



Abstrakt

Adrenorezeptoren vermittelt. Eine Hyperglykdmie induziert eine vermehrte Adsorption des

Lipoproteins unter arteriosklerotischen Bedingungen, sowie unter Amyloid -Prédsenz.

Abstract Englisch

Introduction: Cardiovascular diseases, causing highest mortality rates globally, are initially
manifested in arteriosclerotic vascular dysfunction. Besides the well established low-density
lipoprotein, intermediate-density lipoprotein (IDL) is an independent arteriosclerotic risk factor,
causing clinical events. Pathomechanisms including IDL causing endothelial dysfunction are
rarely known. Arteriosclerotic nanoplaque formation as an initial insult and an impaired

physiological flow-dependent vasodilatation are investigated in this study.

Methods: Therefore, we measured isometric tension of human coronaries dependent on
increasing flow rates (3 to 100 mL/min) of different IDLapoE isoforms with or without
application of phentolamin and propranolol or both. Additionaly, intracellular membrane
potential and the concentration of the cyclic nucleotides cAMP and cGMP were measured. With
ellipsometric investigations, this study analyzed arteriosclerotic and Alzheimer nanoplaque

formation with different glucose incubated IDLapoE isoforms.

Results: IDL isoforms apoE4, apoEO, apoEO with addition of synthetic apoE3 and pooled
isoforms showed an impaired flow-dependent vasodilation. According to this, we also measured
an impaired hyperpolarization and a decreased cAMP and cGMP concentration. Application of
phentolamine and propranolol induced a similarly impaired relaxation of the coronaries.
Measurement of arteriosclerotic and Alzheimer nanoplaque formation for IDLapoE3 and

IDLapoE4, preincubated with glucose, showed a significant increase of lipoprotein adsorption.

Conclusion: Different IDLapoE isoforms and the interaction between IDL and vascular
adrenergic receptors seem to affect flow-dependent vasodilatation. Hyperglycemia highly

increases arteriosclerotic and Alzheimer nanoplaque formation with IDL.



Einleitung

1. Einleitung

1.1. IDL in seiner klinischen Bedeutung

Kardiovaskuldre Erkrankungen (Cardiovascular Diseases, CVD) als haufigste Todesursache
global, verursachten 2012 mit geschétzten 17.5 Millionen Betroffenen fast ein Drittel der
weltweiten Todesfdlle [103]. Neben sozialen Auswirkungen, wie frithzeitiger Berentung und
vermehrten Lebensjahren mit Behinderung oder Krankheit, bilden CVD den groften Beitrag zur
nationalen Krankheitslast [103]. Sie verursachen erhebliche indirekte Kosten durch verminderte
Produktivitdt und Gesundheitsausgaben gleichermallen fiir Individuum und Staat [10,18,148].
CVD bilden auch in Europa mit einem Anteil von 47% der Gesamtmortalitdt im Jahr 2012 und
deutschlandweit mit einem Anteil von knapp 40% im Jahr 2013 die hdufigste Todesursache
[18,95]. In einem GroBteil der europdischen Liander zeigt sich ein Riickgang der Mortalitdtsrate
bedingt durch CVD mit ingesamt 4,6 Millionen Todesféllen im Jahr 2000 auf 4,4 Millionen im
Jahr 2012. Dies kann auf die Auswirkungen von Gesundheitspraventionen in Staaten hohen
Einkommens (High Income Countries), klassifiziert durch die Weltbank, zuriickzufiihren sein
[95]. 80% der CVD treten in Staaten niedrigen und mittleren Einkommens (Low- and Middle-
Income Countries, LMIC) auf [15]. In diesen stieg die Anzahl der CVD-bedingten Todesfille.
Insgesamt wird fiir 2030 eine Steigerung der Mortalititsrate durch CVD auf 6 Millionen
erwartet. Hinzu kommt eine dreifach erhohte Rate an disability adjusted life years (DALYSs) in
LMIC, im Vergleich zu HIC. Diese quantifizieren durch Summation der vorzeitigen Todesrate
eines Landes im Vergleich zum globalen Durchschnittslebensalter und Lebensjahren mit einer
Behinderung oder Krankheit, die verringerte Lebensqualitit eines Landes. Kosteneffektive
Interventionen, Priventionsmalnahmen sowie Diagnosemdglichkeiten werden in steigendem

Malfe fiir die Verminderung des CVD-Risikos untersucht [148].

Risikofaktoren im individuellen Verhalten wie korperliche Inaktivitit, Nikotinabusus, erhohter
Alkoholkonsum und fett- und kalorienreiche Erndhrung lassen sich anhand ihrer priméren
Effekte wie Adipositas, Hypertonus, Hyperglykdmie und Hyperlipidimie klinisch erfassen
[5,7,103,147]. Diese sogenannten ,Intermedidren Risikofaktoren® tragen zur Bildung
arteriosklerotischer Gefdf3verdnderungen bei und erlauben bei ihrer frithzeitigen Erkennung und
Beeinflussung einen verbesserten klinischen Outcome, bzw. eine verminderte Morbiditit [3].

Hyperglykdmie als Leitsymptom des Diabetes mellitus, arterielle Hypertonie sowie
arteriosklerotische GefaB3verdnderungen gelten auflerdem als unabhéngige Risikofaktoren fiir die

Entstehung kognitiver Einschrinkungen, einer vaskuldren Demenz sowie einer Alzheimer’schen
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Demenz (AD). Epidemiologisch zeigt sich ein Risiko fiir das Auftreten der AD bei Patienten mit
erhohter Niichternglukose (niichterne Glukosekonzentration 110-125 mg/dL) oder Diabetes
mellitus (niichterne Glukosekonzentration > 126 mg/dl) [30,146]. Interaktionen zwischen
metabolischem Syndrom und neurodegenerativen Erkrankungen riicken mit ansteigender
Inzidenz beider Morbidititen ins Forschungsinteresse. 46,5 Millionen Menschen weltweit leiden
an einer Demenz, die in 60-70% der Fille auf die Hauptursache AD zurilickzufiihren ist [104].
Charakteristische Symptome sind unter anderem verringerte Gedéchtnisleistungen, sprachliche
Dysfunktionen und progressive motorische Verschlechterungen (Dyspraxie) [104].

Wichtigster genetischer Risikofaktor fiir die Entstehung einer sporadischen AD ist
ApolipoproteinE (ApoE) in seiner Isoform ApoE4, fiir welche 65-80% aller Patienten mit AD
heterozygote Gentriager sind [107,141]. ApoE4 und die Isoform ApoE2 erhéhen zudem durch
verdnderte Rezeptoraffinititen die Blutkonzentration atherogener Lipoproteine, sowie die
Entstehung arteriosklerotischer Plaques [52,53].

Als ein solches atherogenes Lipoprotein kann intermediate-density lipoprotein (IDL), mit seinem
assozierten Hauptapolipoprotein ApoB100, sowie seinem Rezeptorliganden ApoE betrachtet
werden [14,36,96,132]. ApoB-enthaltende Lipoproteine, die nicht low-density lipoprotein (LDL)
sind, gelten als unabhdngige Risikofaktoren fiir die Entstehung arteriosklerotischer
Gefalveranderungen [118,139]. Eine erhdhte IDL-Plasma-Konzentration, verantwortlich fiir ein
erhohtes Risiko von CVD, findet sich in Patientenkohorten mit chronischem Nierenversagen,
Diabetes mellitus Typ 2 sowie den hereditiren Erkrankungen familiir kombinierte
Hyperlipiddmie und Hyperlipoproteindmie Typ 3 (HLP3, Remnant Hyperlipiddmie)
[77,85,94,117,140]. Zudem konnte in klinischen Studien eine direkte Assoziation von IDL mit
der Inzidenz und Progression arteriosklerotisch bedingter Erkrankungen, wie einer
KoronargefiaBBerkrankung, einer Verdickung der Carotidenwand und letzlich einer CVD
nachgewiesen werden [48,64,109,135,142]. Die Konzentration von IDL-Cholesterol zeigt
auerdem eine signifikante, BMI-unabhidngige Korrelation zum Framingham Risk Score von
Probanden [57]. Dieser ermoglicht eine Aussage zum 10-Jahres-Risiko fiir das Auftreten von
CVD [57]. Trotz dieser epidemiologischen Hinweise auf eine pathophysiologische Bedeutung
von IDL fiir die Entstehung von CVD sind sowohl standardisierte diagnostische Methoden, als
auch therapeutische Optionen zur Beeinflussung der IDL-Plasmakonzentration nur in Ansdtzen

ergriindet [84,85].
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1.2. Lipoproteinmetabolismus

Lipoproteine, als Zusammenschluss aus Cholesterin, Cholesterinestern, Phosphoglyceriden und
Triacylgycerinen (TAG) mit Apolipoproteinen, bilden die Transportform der iiberwiegend
hydrophoben Lipide im Blut und in der extrazelluldren Fliissigkeit [12,73]. Sie konnen geméf
ithres Lipidgehaltes, ihrer Dichte in der sequenziellen Ultrazentrifugation, ihres Lipid-Protein-
Verhiltnisses sowie ihrer Proteinkomponenten eingeteilt werden (vgl. Tabelle 1) [73].

Exogen zugefiihrte TAG werden in duodenalen Mukosazellen zusammen mit Aggregaten aus
Phospholipiden und Apolipoprotein B48, den sogenannten unreifen Chylomikronen, Cholesterin,
Phosphoglyceriden, sowie Apolipoprotein Al und Apolipoprotein AIV als reife Chylomikronen
in den extrazelluliren Raum exozitiert. Im Blutkreislauf folgt eine Aufnahme der
Apolipoproteine E (ApoE) und C (ApoC) von high-density lipoprotein-Partikeln (HDL).
Mithilfe von ApoCIl als Cofaktor katalysiert die endothelstindige Lipoproteinlipase die
Hydrolyse von 70-90% des Triacylglyceringehaltes sowie die Aufnahme der entstandenen FFS
zur weiteren extrahepatischen Verstoffwechselung. Die verbleibenden Chylomikronen Remnants
unterliegen einer ApoE-vermittelten hepatischen Internalisierung iiber Bindung von diesem an
den LDL-Rezeptor und das LDL-Rezeptor related Protein (LRP). Hier erfolgt bei hohen
Cholesterin- und Phosphoglyceridspiegeln, die Synthese des very-low-density lipoprotein
(VLDL) aus ApoB100, ApoE, ApoCIl, TAG, Phosphoglyceriden, Cholesterin und
Cholesterinestern. Wiederum folgt auf einen Austausch von ApoE, ApoC und Cholesterinestern
mit HDL, eine Hydrolyse der VLDL-Partikel mittels Lipoproteinlipase (LPL) zu FFS und
Glycerin. Diese werden von peripherem Gewebe aufgenommen [73]. Die so entstandenen
Uberreste werden nach der Ablésung von der LPL IDL genannt [111]. In Interaktion mit den
HDL-Partikeln erfolgt die Abgabe von ApoCII und Aufnahme von Cholesterinestern [12]. Eine
hepatische Internalisierung der VLDL-Remnants und IDL-Partikel erfolgt tiiber ApoE-
Rezeptoren. Alternativ ermoglicht die hepatische Triacylglycerin-Lipase eine weitere Hydrolyse
der enthaltenden TAG zur Aufnahme von Glycerin und FFS in die Leber. Das verbleibende
Lipoprotein IDL, reich an Cholesterinestern und ApoE, kann iiber Bindung von Apo B100 an
den LDL-Rezeptor hepatisch aufgenommen oder durch die hepatische TAG-Lipase weiter zu
LDL abgebaut werden. Mit dem Verlust der TAG sowie der Abgabe der Lipoproteine, mit
Ausnahme des ApoB100, entstehen die LDL-Partikel. Diese werden entweder hepatisch
abgebaut oder dienen als Cholesteroltransporter in extrahepatische Gewebe [33]. Dort konnen sie
ApoB100 vermittelt iiber LDL-Rezeptoren endozytiert werden und so Cholesterin fiir die

Steroidbiosynthese und Membranbestandteile liefern.
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Der reverse Cholesterintransport zum hepatischen Abbau wird durch high-density lipoprotein
(HDL) vermittelt. Die Synthese der HDL erfolgt in der Leber und den Mucosazellen des
Diinndarms. Peripher erfolgt die Bindung und Veresterung von Cholesterin aus Makrophagen
und Gewebe. Uber Scavenger-Rezeptor-B1, ApoE-Rezeptoren, das Cholesterinester-
Transferprotein und weitere Mechanismen wird die hepatische Aufnahme von Cholesterin
vermittelt. Darauthin folgt die bilidre Cholesterinausscheidung. Die fiinf Lipoproteinklassen
unterscheiden  sich  gemél  ihrer  Funktion, in ihrer Dichte, Partikelgrof3e,

Proteinzusammensetzung und elektrophoretischen Eigenschaften (vgl. Tabelle 1).

Tabelle 1. Eigenschaften der Lipoproteinklassen. Modifiziert nach Harrison’s Principles of Internal
Medicine* [111]

Chylomikronen VLDL IDL LDL HDL
Dichte (g/mL) <0,95 0,95-1,006 1,006-1,019 1,019-1,063 1,063-1,21
Durchmesser (nm)  75-1200 30-80 15-35 18-25 7,5-20
Apolipoprotein B-48, A,C, E B-100, A, B-100,C,E B-100,(E) A,CE
CE

Zusammensetzung (%)

TAG 86 52 38 10 5-10
Cholesterinester 3 14 30 38 14-21
Cholesterin 1 7 8 8 3-7
Phospholipide 8 18 23 22 19-29
Protein 2 8 11 21 33-57

1.3. Intermediate-density Lipoprotein

Mittels sequenzieller Ultrazentrifugation ldsst sich IDL mit einer Schwimmdichte von 1,006-
1,019 g/mL von den restlichen Lipoproteinen separieren [73]. Innerhalb dieser Dichtefraktion
konnen mithilfe von Gelelektrophorese zwei IDL-Subtypen mit metabolischer Heterogenitét, die
Uberlappungen in GroBe und Dichte aufweisen, differenziert werden [64,84,91]. IDL-1 mit
einem Durchmesser von 31 nm =+ 0,7 nm (mean + SEM), triacylglyceridreich und
cholesterindrmer als IDL-2, bildet die transiente Form wahrend der Delipidierung von VLDL zu
LDL [84]. IDL-2 dagegen, 25,7 nm + 2,4 nm im Durchmesser, unterliegt einer gesonderten
hepatischen Freisetzung [84]. Seine Konzentration sinkt bei ansteigenden Plasma-
Triacylglycerinen, wobei die PartikelgroBBe, gemessen an ihrem Durchmesser, mit dem LDL-

Partikeldurchmesser korreliert [84]. Entsprechend der Rolle des ApoC-II als Kofaktor der

12




Einleitung

Lipoproteinlipase, zustindig fiir die VLDL-IDL-LDL-Delipidierungskaskade, ist dieses im
triacylglyceridreicheren IDL-1 in doppelter Menge vertreten als im IDL-II [85]. Letzteres,
cholesterinreich bindet in vitro spezifisch an Chondroitin-6-Sulphat (CS-6), sowie als kleinerer,
dichterer IDL-Subtyp mit hoherer Affinitit an Proteoglykane der Arterienwand als LDL und
VLDL [4,85]. IDL zeigt eine Zusammensetzung aus ca. 38% Cholesterin und Cholesterinestern,
38% TAG und 11% Proteinen (vgl. Tabelle 1). Die physiologisch nur geringe

Plasmakonzentration kdnnte zur bisher geringen Studienlage des IDL beitragen [84,91].

1.3.1. Apolipoprotein B100

Den groBten Proteinanteil des IDL bildet Apolipoprotein B100, Strukturprotein in VLDL, LDL
und IDL, welches hepatisch synthetisiert wird und als Ligand des LDL-Rezeptors dient [12,41].
Die Lipoproteine enthalten jeweils eine Kopie des hydrophoben, nicht austauschbaren ApoB100,
welches in der Leber exprimiert wird. Chylomikronen hingegen enthalten eine um die LDL-
Rezeptorbindungsstelle verkiirzte Form mit nur 48% des N-Terminus, das ApoB48 [102]. Dieses
entsteht intestinal durch mRNA-editing, katalysiert durch das Enzym apobec-1 [17,39,110].
Jeweils ein Molekiill ApoB100 ist um die Lipoproteinoberfliche gewunden, wodurch seine
Konzentrationsbestimmung im Blut die Messung der Gesamtanzahl arteriosklerotischer Partikel

ermdglicht [28,130].

1.3.2. Apolipoprotein E und Isoformen

Chylomikronen, Chylomikronen-Remnants, IDL, VLDL, LDL und HDL beinhalten als
Strukturprotein ApoE, welches groBtenteils hepatisch synthetisiert wird [53,78,83]. Weitere
Produktionsorte sind Astrozyten und astrozytire Zellen des Gehirns, Nebennieren, Haut, Milz,
Lunge, Darm und das Fettgewebe [53,55]. Wéhrend der Sekretion wird ApoE an Lipide der
Zelloberfldche oder sekretorischer Vesikel gebunden [53]. Im Plasma, der Lymphfliissigkeit und
dem Liquor cerebrospinalis tritt es assoziiert mit Phospholipiden oder als Oberflichenprotein der
Lipoproteine auf [53]. ApoE wird zwischen den Lipoproteinen transferiert und reguliert liber
thren Transport ihre Plasmakonzentration und Plasmaclearance [73,75]. Als polymorphes
Protein wird ApoE in verschiedenen Isoformen exprimiert, die durch strukturelle und
funktionelle Heterogenitit charakterisiert sind. Die Allele ApoE2, ApoE3 sowie ApoE4
ermdglichen im Rahmen der kodominanten Vererbung drei homozygote und drei heterozygote
Phénotypen, von denen ApoE3/E3 mit 50-70% den grofiten Populationsanteil bildet (vgl. Tabelle
2) [55,79,149].

13
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ApoE bindet mit Isoform-abhéngiger Affinitdt unter anderem an den VLDL-Rezeptor, den
LDL-Rezeptor, das LRP, Heparansulfat-Proteoglykane (HSPG) und den ApoE-Rezeptor 2
[53,78,79]. In Hepatozyten und Neuronen ermdglicht die Bindung an HSPG die Internalisierung
ApoE-haltiger Lipoproteine direkt oder iiber einen Transfer an LRP [53]. Unter anderem {iiber
HSPG-Bindung ist ApoE als Strukturprotein des HDL am reversen Cholesterintransport (RCT)
und der zelluldren Aufnahme von HDL-Cholesterylestern beteiligt [73,78].

Die Substitution der Aminosdure Cystein durch Arginin an Position 112, Eigenschaft der
Isoform ApoE4, verusacht iiber eine zusitzliche Salzbriickenbildung eine Interaktion der C- und
N-terminalen Proteindomédnen [143]. Die ApoE-Isoform E2, charakterisiert durch eine
Aminosduresubstitution von Arginin an Position 158, ist assoziiert mit einer auf 2% stark
verminderten Funktion der LDL-Rezeptor-Bindungsdoméne [53,75]. Diese resultiert aus der
Cystein-158 bedingten Aufthebung einer Salzbriickenbindung und der damit verbundenen
verdnderten GroBe der positiv geladenen Proteindomidne [79]. Isoformspezifisch zeigen sich
physiologische und pathophysiologische Wechselwirkungen des ApoE fiir vaskuldre und
neurologische Insulte (vgl. Tabelle 2).

Tabelle 2. Isoformspezifische Charakteristika des ApoE. Modifiziert nach Huang et al. [79]

E4 E3 E2
Allelfrequenz 15% T7% 8%
Arg-112 Cys-112 Cys-112
Sequenzunterschiede
Arg-158 Arg-158 Cys-158
Rezeptorbindung 100% 100% <2%
Klinische Auswirkungen AD ,hormal* Typ III Hyperlipoproteindmie
VLDL, VLDL
Hauptvorkommen HDL HDL
Remnants

ApoE und Alzheimer’sche Demenz (AD)

Isoformabhédngig ist ApoE unter anderem mit der AD assoziiert, fiir die ApoE4 als ein
genetischer Hauptrisikofaktor gilt [61]. Epidemiologisch zeigt sich ein Risiko von 90-95% fiir
die Entwicklung einer AD bei einer ApoE4/E4-Homozygotie [24]. ApoE4 ist zudem mit einem
fritheren Erkrankungsalter der Alleltrdager assoziiert [141]. ApoE2 reduziert dagegen das Risiko,
an einer AD zu erkranken um die Hélfte [141]. Im peripheren Nervensystem akkumuliert ApoE,

synthetisiert und sekretiert von Makrophagen und Monocyte-derived-Makrophagen, in der
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Extrazellularmatrix geschadigter Nervenfasern und kann moglicherweise die Lipidverteilung der
regenerierenden Axone mit beeinflussen [53]. Auch im zentralen Nervensystem wird ApoE
neben seiner Aufgabe als Lipidtransportprotein als Antwort auf Schiadigungen in hippocampalen
und kortikalen Neuronen exprimiert [53,145]. In kultivierten Spinalganglienzellen des
Kaninchens und Neuroblastom (Neuro-2a)-Zellen moduliert es isoformabhingig das
Neuronenwachstum [51,53]. Im zentralen Nervensystem unterliegt ApoE hauptsichlich einer
astrozytiren Synthese. Neben spezialisierten astrozytiren Zelltypen, wie der Bergmann-Glia des
Cerebellums, werden auch neuronale Expressionsorte des ApoE vermutet [53].

Zur pathogenetischen Beeinflussung der AD durch ApoE wurden zahlreiche
Wirkungshypothesen vorgeschlagen [61]. Hierzu gehoren die t-Phosphorylierung und
intrazellulire Aggregation der t-Proteine durch ApoE [61,141]. Ebenso werden ein
modifizierter Lipid-Metabolismus, eine protrahierte neuronale Inflammation und eine
Beeintrachtigung der mitochondrialen Funktion vermutet [137,141]. Besonders der Lipid-
bindenden Doméne, dem C-terminalen Drittel des ApoE-Molekiils, werden neurotoxische
Eigenschaften zugeschrieben [53]. Als Pathomechanismus der Amyloid-f (AP, B-Amyloid-
Peptid)-abhiangigen Wirkung von ApoE4 auf AD wird die Stabilisierung der APB-Aggregation
und darauf folgend eine verminderte Plaqueloslichkeit diskutiert [45,53]. AP, ein 40-43
Aminosduren grof3es Peptid, entsteht als Spaltprodukt der B- und y-Sekretasen aus dem Amyloid-
Vorldufer-Protein (APP, amyloid precursor protein) [17]. Eine Katalyse der APP-Spaltung durch
die a-Sekretase resultiert in Peptidfragmenten ohne gesteigerte Plaqueformation [17]. Folge der
APB-Akkumulation ist eine neuronale Dysfunktion und die Freisetzung neurotoxischer
Mediatoren. In zahlreichen Tiermodellen konnte zusidtzlich eine Dysregulation der
cerebrovaskuldren Versorgung durch Af nachgewiesen werden. Initial wird eine

oberflichenbedingte ApoE-Isoform-abhéngige Akkumulation der AB-Peptide vermutet [80,144].

ApoE und Arteriosklerose

Die atheroprotektive Funktion des ApoE, z.B. iiber Beteiligung am RCT und der Regulation der
Plasmaclearance triacylglyzeridreicher Lipoproteine, ist isoformabhéngig [29]. Klinisch apparent
wird die genetische Variante ApoE2 mit ihrer verminderten LDL-Rezeptorbindungsaffinitét in
der Hyperlipoproteindmie Typ III (HLP3) [54]. Diese ist laborchemisch durch erhdhte
Plasmakonzentrationen von Cholesterol und TAG charakterisiert [79]. Zusétzlich zur
genetischen Prédisposition bedarf es fiir die klinische Krankheitsauspragung metabolische
Umgebungsfaktoren. Hierbei kann es sich um einen Hypothyreoidismus mit nachfolgend

verringerter LDL-Rezeptor-Expression handeln [54,79]. Ausloser einer Hyperlipoproteindmie
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Typ I ist zusétzlich eine familidre ApoE-Defizienz, liber die bisher in vier Fallstudien berichtet

wurde. Fiir zwei dieser Félle liegt eine Genotypisierung vor [37].

Funktionelle Konsequenz der zuvor beschriebenen Proteindoméneninteraktion des ApoE4 ist die
vermehrte Prisenz auf groBen, triacylglyceridreichen Lipoproteinen wie VLDL und IDL, statt
auf phospholipidreichen, kleineren HDL-Partikeln [55,78,79,143]. Thre dadurch gesteigerte
Clearance resultiert moglicherweise iliber ein erhdhtes intrazelluldres Cholesterolangebot in der
Herunterregulierung der LDL-Rezeptoren mit plasmatischer LDL-Akkumulation [79,116].
Neben dem Anstieg der Plasmakonzentration des LDL verursacht ApoE4 somit einen
gesteigerten Plasma-Cholesterolspiegel und eine erhohte Anzahl an ApoB100-tragenden
Lipoproteinfraktionen [75,78,79]. Im Vergleich zu ApoE3 erhohen ApoE4 sowie
umgebungsabhingig auch ApoE2 die Konzentration arteriosklerotisch wirksamer Lipoproteine
[78,79]. Epidemiologisch zeigt sich fir ApoE4, unabhidngig von einem erhdhten
Cholesterolspiegel, ein vermehrtes Arterioskleroserisiko. Die Plasmakonzentration des ApoE
reguliert auBerdem {iiber die hepatische VLDL- und IDL-Produktion sowie die hepatische
Lipolyse die Plasmakonzentration triacylglyceridreicher Lipoproteine [17,79]. Untersuchungen
am Mausmodell mit einer ApoE-Defizienz zeigten eine verringerte VLDL-Produktion der
Hepatozyten [40,68,79]. Eine Uberexpression von ApoE steigerte dagegen in
hypertriglyceriddmischen Patienten die VLDL-Synthese [29,79].

1.4. Pathophysiologische Bedeutung von IDL

Pathophysiologisch lésst sich die arteriosklerotische Wirkung von IDL zum einen auf seinen im
Vergleich zu LDL hohen TAG-Gehalt zuriickfiihren [63]. Triacylglycerid-reiche Lipoproteine
(TRL) und ihre Uberreste, genannt Remnants, erhdhen die Rate und Schwere arteriosklerotischer
Verdnderungen [42,63,109]. Neben einer pathologischen Triglyceridkonzentration im Plasma ist
schon eine postprandiale Hypertriglyceriddmie mit einem erhohten Risiko einer
KoronargefiBerkrankung (Coronary artery disease, CAD) verbunden [42,48,63,65]. VLDL und
IDL als triacylglyceridreiche Lipoproteine tragen neben LDL zur Lipidakkumulation in
Arterienwédnden bei [4,100,101,120]. IDL zeigt proportional zum Plasmatriacylglyzeridspiegel
eine vermehrte Akkumulation. Teilweise wurde IDL im Vergleich zu LDL als stirkerer
pradiktiver Parameter fiir die Progression einer Arteriosklerose beurteilt. Diese Messergebnisse
fanden sich in vivo angiographisch an Koronararterien oder sonographisch an Karotiden
[48,63,65]. Hémodialysierte Patienten mit nephrotischer Proteinurie erleiden eine

Hypercholesterindmie, die zu einem hohen Risiko fiir CVD beitrdgt. Dieses beruht auf einer
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hepatisch akquirierten LDL-Rezeptor-Defizienz mit nachfolgend erhohtem IDL-Plasmaspiegel
[94].

1.4.1. Modell der arteriosklerotischen Gefilwandveranderungen durch IDL

Als Primirldsion der klinisch nachweisbaren arteriosklerotischen GefaBwandverdnderungen lésst
sich auf molekularer Ebene unter anderem eine ternidre Aggregation aus Lipoprotein-Partikeln,
HSPG und ionisiertem Calcium messen [1,125,127]. Die initiale Anlagerung von LDL,
oxidiertem LDL, IDL und VLDL an der Oberfliche endothelialer Zellen und an extrazellulirer
Matrix scheint den Ausgangspunkt fiir arteriosklerotische Insulte zu bilden [1,113]. HSPG,
Makromolekiil der Extrazelluldarmatrix und peripherer Rezeptor fiir Lipoproteine, wird unter
arteriosklerotischen Bedingungen hauptséchlich von vaskuldren glatten Muskelzellen (VSMC,
vascular smooth muscle cell) synthetisiert [74]. Es setzt sich aus einem Proteinkern (Mr = 38
kD) mit repetitiven, sulfatierten und carboxylierten Disaccharid-Seitenketten (Mr = 35 kD)
zusammen [17,74]. Sowohl in ApoE- als auch in LDL-Rezeptor-defizienten Mausmodellen
zeigte sich vor allem in bereits nekrotisierten, arteriosklerotischen Lésionen eine gesteigerte
HSPG-Expression [74]. Uber die Interaktion des HSPG mit Apolipoproteinen, die auf LDL, IDL
und VLDL prisent sind, ldsst sich moglicherweise sein Anteil an der Arteriosklerose-
Progression erkldren. So ermdglicht eine Bindung des HSPG an das ApoE der Lipoproteine eine
direkte intrazellulire Aufnahme [1,2].

Nach der initialen Deposition der arteriosklerotischen Lipoproteine in der GefdBwand folgen
chronisch progressive Modifikationsprozesse, wie Oxidation, Lymphozyteninfiltration,
bindegewebiger Umbau und Kalzifizierung der GefdaBintima [113]. Ein validiertes molekulares
Biosensormodell zur Darstellung der ersten Ablagerung ist die Messung der arteriosklerotischen
Nanoplaqueformation mittels Reflexionsspektroskopie (Patent EP 0 946 876) [123,125]. Neben
der Darstellung des pathologischen Adsorptionsverhaltens der Lipoproteine, ermoglichte dieses
Modell eine Beobachtung der verringerten Lipoproteinablagerung durch Applikation
verschiedener Therapeutika, wie HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren [1,127].

1.4.2. Modell der cerebrovaskuliren Nanoplaqueformation

Als vereinfachtes Modell einer oberflichenabhingigen Nanoplaqueformation wurde das
beschriebene Biosensormodell fiir die Imitation cerebrovaskuldrer Lasionen, im Rahmen der
Alzheimerplaqueformation verwandt [80,127]. Grundlegende Annahme hierfiir ist eine
Abhingigkeit des neuronalen Metabolismus von einem physiologischen cerebralen Blutfluss,
sowie eine erhohte AB-Ablagerung bei dysregulierter cerebrovaskuldrer Durchblutung [30,80].

Bisher wurde eine Cholesterol- und Lipoprotein-induzierte endotheliale AB-Deposition durch
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begiinstigte Insertion von AP in die Plasmamembran und Verdnderung seiner rdumlichen
Struktur beschrieben [32,80]. Cholesterol katalysiert die Fibrillation des loslichen AP hin zur
typischen, morphologischen Struktur des Peptids in Plaques der AD [32,80]. Die initiale
Ablagerung von LDL, IDL, VLDL und HDL auf mit HSPG modifizierten Oberflachen wurde in
vorhergehenden Studien in Abhingigkeit von AP und verschiedenen Isoformen des ApoE
gezeigt [1,80]. Ein mogliches pathologisches Korrelat zwischen T2DM, den ApoE-Isoformen
und der endothelialen Plaqueformation als initialer Schritt der Arteriosklerose und AD, wurde in

der vorliegenden Studie anhand dieses etablierten Biosensormodells untersucht [80,127].

1.5. Gefiaf3tonus

Pathophysiologisch bedeutsam fiir die Bildung arteriosklerotischer Plaques ist unter anderem
eine beeintrachtigte flussabhidngige Vasodilatation (FVD), die als Trigger fiir eine endotheliale
Dysfunktion gilt. Sie wird durch die Konzentration verschiedener Lipoproteine beeinflusst.
Endotheliale Dysfunktion, als ,,Primdrereignis® der Arterioskleroseentstehung, bezeichnet eine
Reduktion der NO-Bioverfiigbarkeit mit verminderter, endothelvermittelter Vasoaktivitit
[25,69,128]. Die Vasoaktivitit gewdhrleistet die physiologische Aufrechterhaltung eines
Ruhetonus durch die glatte Muskulatur und seine Anpassung, z.B. an Blutdruckdnderungen oder
erhohten Sauerstoffbedarf peripherer Gewebe [34].

Hierfiir sind autoregulatorische Mechanismen verantwortlich, wie die Ca**-vermittelte, myogene
Konstriktion bei erhdhtem Dehnungsreiz (Bayliss-Effekt) sowie die flussabhingige NO-
vermittelte Vasodilatation bei Erh6hung der Wandschubspannung (Scherkraft, shear stress) des
Blutflusses [19,34]. Neurohumeral wirkt das vegetative Nervensystem mittels katecholaminerger
Transmitter regulierend auf die Vasomotorik der glatten GefaBmuskulatur. Zudem wird diese

durch lokale Metabolite wie Prostaglandin, Thromboxan, Adenosin und Bradykinin beeinflusst

[34].

1.5.1. Flussabhiingige Vasodilatation

Neben dem senkrecht einwirkenden, pulsabhingigen Zug des Blutflusses auf die Gefd3wand,
greift parallel zum Blutfluss die vektoriell gerichtete Wandschubspannung (shear stress), ein
Mal fiir die Oberflachenfriktion des Blutes, an der luminalen Tunica intima an [34,86]. Einer
Anderung der Wandschubspannung, z.B. durch eine Flusserhdhung, folgt die Endothelzell-
vermittelte Gefdfadaptation in Form der flussabhdngigen Vasodilatation [34]. Diese ermoglicht
eine bedarfsorientierte Gewebeversorgung. Als Biosensor postuliert wurden neben Ionenkanélen
und Rezeptorphosphorylierungen unter anderem membranstindige, polyanionische Proteo-

glykane und Glykosaminoglykane (GAG) auf Endothelzellen und glatter Muskulatur, in der
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Extrazellulirmatrix, der Basalmembran und Glykokalix [6,124]. Hierzu gehort auch HSPG.
Folgend auf eine flussinduzierte Konformationsinderung bindet vermehrt Na® an Kationen-
Bindungsstellen der viskoelastischen Makromolekiile [129]. Uber die kanalvermittelte
Aufnahme des Na" depolarisiert die Endothelzelle und erméglicht so den fiir die NO-Freisetzung
notwendigen Ca”*-Einstrom [38,124,126,129].

Die konstitutiv exprimierte endotheliale NO-Synthase 3 (eNOS) wird durch Calcium-
Calmodulin-Komplexe induziert. Sie katalysiert die Reaktion von L-Arginin und Arginin-
Derivaten NADH/NADPH-abhingig mit O, und Tetrahydrobiopterin (BH4) als Kofaktoren zu L-
Citrullin und oxidiertem NO [62,71,73]. Neben einer autokrinen Stimulation der Ausschiittung
von NO und BH;4 induziert NO, ebenso wie Prostazyklin, parakrin die Vasodilatation in der
glatten Muskelzellen [34,47]. Dieser Vorgang wird {iiber Aktivierung der Idslichen
Guanylylcyclase, bzw. membranstindigen Adenylylcyclase und damit vermehrter Synthese von
zyklischem  Adenosin-3’5’-Monophosphat (cAMP) und zyklischem Guanosin-3’5’-
Monophosphat (cGMP) initiiert.

Die zyklischen Nukleotide aktivieren die cGMP-abhédngige Proteinkinase G (PKG), bzw. die
cAMP-abhingige Proteinkinase A (PKA), welche die Phosphorylierungen von Ca*"-und Kc,-
Kanilen, sowie der sarkoplasmatischen Ca*-Pumpe vermitteln. Hierauf folgt iiber vermindertes
intrazelluldres [Ca®"]; ein verdndertes Gleichgewicht der Myosinleichtketten-Enzyme zu Gunsten
der Myosinleichtketten-Phosphatase (MLC-Phosphatase). Diese induziert die Inaktivierung der
kontraktilen Myosinkette. Zusammen mit der Riickverlagerung von Calmodulin an den Aktin-
Tropomyosin-Komplex, wird hierdurch der GefaBtonus verringert [34,124]. Die Konzentration
der zyklischen Nukleotide kann dementsprechend als Indikator fiir die stattgefundene Vaso-

tonusidnderung genutzt werden.

1.5.2. Vegetative Regulation des Gefifitonus

Die Innervation der glatten GefaBmuskulatur durch das vegetative Nervensystem erfolgt liber
direkte Transmitterausschiittung sowie indirekte Stimulation humoraler Mediatoren [31].
Sympathisch erfolgt die Versorgung der Gefdlle iiber Stimulation der Adrenalinfreisetzung aus
dem Nebennierenmark und Freisetzung von Noradrenalin aus synapsendhnlichen Kontakten
zwischen postgangliondren nervalen Varikosititen und der Plasmamembran glatter
Gefalmuskelzellen [31]. Die physiologische, Katecholamin-vermittelte Wirkung auf den
Vasotonus hingt von der Anzahl und Verteilung der verschiedenen Adrenorezeptortypen ab.
Adrenalin und Noradrenalin wirken mit &hnlicher Stdrke auf postsynaptische ;-

Adrenorezeptoren (AR). Uber G4-Protein-gekoppelte Aktivierung der Phospholipase C und den
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folgenden Phosphatidstoffwechsel erhohen sie die intrazellulire Ca®" -Konzentration [Ca®'];.
Hierdurch wird letzlich eine Depolarisation und Vasokonstriktion induziert [58].

Pra- und postsynaptisch lokalisierte o,-Rezeptoren binden vermehrt Adrenalin. Sie induzieren
Gi-Protein-gekoppelt die Hemmung der Adenylatzyklase, gefolgt von einem absinkenden
cAMP-Spiegel mit verminderter eNOS-Aktivierung [133]. Postsynaptisch wird hierdurch eine
Vasokonstriktion hervorgerufen [119].

Vermehrt myokardial vorkommend, erhéhen [i-Adrenorezeptoren Gs-Protein-gekoppelt die
intrazellulire cAMP-Konzentration. Sie aktivieren, mit hoherer Affinitdt zu Noradrenalin, G-
Protein-gekoppelt die Adenylatzyklase [44]. Besonders Adrenalin bewirkt iiber [»-
Adrenorezeptoren ebenfalls einen cAMP-Anstieg mit nachfolgender Phosphorylierung der PKA.
Diese phosphoryliert Ca®"-ATPasen, welche die intrazellulire Ca’’-Konzentration senken
[44,133]. AuBerdem phosphoryliert die PKA, durch P;-adrenerge Rezeptoren aktiviert, die
Myosinleichtketten-Kinase, mit nachfolgend verminderter Affinitit zum Ca*"-Calmodulin-

Komplex [133].

1.6. Zielsetzung

Die Bedeutung von IDL als unabhidngigem Risikofaktor fiir die Entstehung von CVD, unter
anderem als Bestandteil der TRL ist bisher nur unzureichend untersucht [13,22]. Eine mdgliche
Beeinflussung der endothelialen Dysfunktion durch eine Rezeptorinteraktion des IDL wurde
deshalb an Koronarpriparaten vom Menschen untersucht. Vor allem die verschiedenen ApoE-
Isoformen konnten zu den pathophysiologischen Mechanismen beitragen. Eine Wechselwirkung
zwischen den Adrenorezeptoren und verschiedenen Isoformen des IDL wurde dementsprechend
fiir die flussabhingige Vasodilatation einbezogen. Weiterhin wurde eine Messung der IDL-
abhéngigen Membranpotentiale durchgefiihrt, um eine etwaige elektromechanische Kopplung
beurteilen zu konnen. Ergidnzend liel sich die flussabhingige Wechselwirkung des IDL in
verschiedenen = ApoE-Isoformen  auf intrazellulire  Signalkaskaden  anhand  der
Konzentrationsbestimmung zyklischer Nukleotide bewerten.

Die moglichen Auswirkungen von ApoE4 auf die genannten Risikofaktoren T2DM,
Arteriosklerose und Dyslipiddmie, sowie fiir die Entstehung der AD wurden zuvor erldutert.
Weiterhin kann eine ApoE4-induzierte Rezeptorinteraktion zur initialen endothelialen
Anlagerung von IDL fiihren [80]. Hinweisen auf eine pathogenetische Rolle der T2DM-
induzierten Hyperglykdmie wurde anhand der Bestimmung der Nanoplaqueformation

nachgegangen.
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2. Material und Methodik

Ein Teil der vorliegenden Versuche zur Beantwortung der genannten Fragestellung wurde an
Koronararterien von im Deutschen Herzzentrum Berlin (DHZB) anlédsslich von Herz-
transplantationen explantierten Herzen durchgefiihrt. Es lag eine schriftlich eingeholte
Einverstindnis der Patienten vor. Die Experimente umfassen eine flussabhingige mechanische
Messung der Wandspannung der Arterien unter Superfusion mit Krebslosung, IDL und
adrenerger Blockade, sowie eine transmembranale Potentialmessung an den glatten
Muskelzellen. AuBlerdem wurde eine Konzentrationsbestimmung der zyklischen Nukleotide
cAMP und cGMP an den Préparaten durchgefiihrt.

Mithilfe ellipsometrischer Messung wurde die Nanoplaqueformation von IDL unter
arteriosklerotischen Bedingungen und mit Zusatz von AP gemessen. Teilweise wurde IDL zuvor

in verschiedenen ApoE Isoformen mit Glukose inkubiert.

2.1. Studienkollektiv

Eingeschlossen wurden KoronargefaB3priparate von Patienten, die sich von Dezember 2012 bis
August 2015 einer Herztransplantation, einer Herz-Lungen oder einer Herz-Nieren-
Transplantation im Deutschen Herzzentrum Berlin unterzogen hatten. Es wurden keine
Ausschlusskriterien beziiglich der Patientencharakteristika, wie z.B. Geschlecht, Alter,
Medikation, kardiale Erkrankungen und Begleiterkrankungen angewandt. Patienten mit
mechanischen Herzunterstiitzungssystemen (Left Ventricular Assist Device, Biventricular Assist
device) oder einem ICD (Implantable Cardioverter-Defibrillator) wurden ebenso eingeschlossen.
Ausschlusskriterien flir Gefalpraparate waren Bypass-Gefdlle, GefdBabschnitte mit Stent-
Versorgung, makroskopisch sichtbare atherosklerotische Lasionen und jeweils angrenzende
Gefafabschnitte im Abstand bis zu 5 mm. Intramurale Arterienverldufe, sowie Abginge von

Arteriendsten wurden ebenfalls von der Priparation ausgeschlossen.
2.2. Losungen

2.2.1. IDL-Akquise

IDL-Solute fiir die Versuchsdurchfiihrung wurden aus dem Blut gesunder, freiwilliger
Probanden im Lipidlabor des Instituts fiir klinische Chemie der Universitit Freiburg gewonnen.
Die vendse Blutentnahme erfolgte bei den Probanden nach 12-stiindiger Nahrungskarenz in
Athylendiamintetraazetat (EDTA)-haltige Sarstedt-Monovetten. Nach einer Abkiihlung der

Proben auf Raumtemperatur folgte eine 10-miniitige Zentrifugation mit 4000 Umdrehungen pro
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Minute. Die gewonnenen Plasmaiiberstinde in der obersten Phase wurden vermischt (,,gepoolt®),
um mogliche Polymorphismen der Lipoproteine auszugleichen. Im Anschluss wurde IDL durch
sequenzielle Ultrazentrifugation bei 18°C und 120000 rpm in einer Optima TLX Tisch-
Ultrazentrifuge mit Rotor TLA 120.2 (Beckman Instruments Inc., Palo Alto, Kalifornien, USA)
mit einer Dichte von 1,016 < d < 1,019 g/mL extrahiert. Das gewonnene IDL wurde in einer
Ionenaustauschchromatographie unter Stickstoffbegasung von EDTA und NaCl gereinigt.

Darauthin folgte eine Verdiinnung des IDL mit Krebslosung auf 10 mg/dL (pH 7,35).

2.2.2. IDL-Apolipoprotein E-Isoformen

Mittels Analyse der Restriktionsfragmentlangenpolymorphismen wurde die Genotypisierung der
freiwilligen Probanden zur Akquise von homozygotem IDLapoE4/E4 sowie IDLapoE0/EO-
Isoformen durchgefiihrt. Dieses wurde wie in 2.2.1. beschrieben gewonnen. IDLapoEO/E0

stammt von einem der weltweit zwei mit dieser Isoform genotypisierten Patienten [37,127].

2.2.3. Krebslosung

Fiir den Transport, die Lagerung der Koronararterien, als Spiillosung und Kontrollmedium
gegeniiber IDL-Solut wurde Blutersatzlosung genutzt.

Als solche wurde nach Krebs modifizierte Versuchslosung verwandt, die aus folgenden
Bestandteilen hergestellt wurde: Na™ 151,16 mmol/L; K 4,69 mmol/L; Ca®" 2,52 mmol/L; Mg*"
1,1 mmol/L; Cl 145,4 mmol/L; HCO3; 16,31 mmol/L; H,PO, 1,38 mmol/L sowie Glucose
7,77 mmol/L.

Die Krebslésung wurde fiir den Transport auf 2-8°C und als Losung fiir die Aquilibrierung auf
37°C temperiert. Letzteres fand bei Begasung mit Carbogen und unter kontinuierlicher pH-

Kontrolle statt.

2.2.4. Adrenorezeptorantagonisten

Als Adrenorezeptor-Blocker wurden Phentolaminhydrochlorid, ein kompetitiver, nicht-selektiver
Antagonist an a; und op-Adrenorezeptor und Propranololhydrochlorid, welches nicht-
kardioselektiv B; und B,-AR blockiert, der Fa. Sigma in einer Verdiinnung mit Aqua dest. von
10* mmol/L verwendet. Die Solute wurden in drei Versuchsldsungen jeweils einzeln und als
Gemisch dem IDL-Ansatz hinzugefiigt.

Vorhergehende Kontrollversuche zeigten, dass von den verwendeten Substanzen Phentolamin

und Propranolol keine intrinsische Aktivitdt ausging [59].

2.3. Materialgewinnung

Die Gewinnung der untersuchten Koronararterien erfolgte wahrend der Herztransplantationen im
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Deutschen Herzzentrum Berlin. Im Operationssaal wurden die Herzen der Empfangerpatienten
direkt nach ihrer Explantation in eine Instrumentenschale mit gekiihlter, isotonischer
Kochsalzlosung iiberbracht und innerhalb von 45 Minuten auf einem separaten, sterilen
Instrumententisch prédpariert [70]. Zur Pridparation der Koronararterien wurden je eine
anatomische Pinzette mit stumpfem Ende, eine stumpfe Schere und eine spitze Schere verwandt.
Die Prédparation der Arterien aus dem epikardialen Fettgewebe erfolgte mittels einer scharfen
randlichen Absetzung unter Vermeidung einer mechanischen Kontusion. Intramurale
GefdBabschnitte wurden wegen zu grof3er Risiken einer mechanischen Beanspruchung durch die
Préaparation belassen. Zur Schonung der Aortenklappe wurde 1 cm distal des Sinus aortae, ohne
vorherige Sondierung, mit der Feinpréparation begonnen. Extrahiert wurden, soweit moglich, die
Trunci communes der Aa. coronaria sinistra (LCA) und dextra (RCA) sowie die Hauptéste
Ramus circumflexus und Ramus interventricularis anterior der LCA und Ramus
interventricularis posterior und Ramus marginalis dexter der RCA. Mindestens 3 cm lange
Probenstiicke wurden abgesetzt und umgehend in modifizierter Krebslosung auf 2-8°C gekdihlt.
Die Uberfiihrung in das Labor erfolgte ziigig, gekiihlt und lichtgeschiitzt, sodass maximal 36

Stunden zwischen Explantation und Versuchsbeginn vergingen [66].

2.4. Materialaufbereitung

Im Labor erfolgte zweieinhalb Stunden vor Versuchsbeginn in 37°C warmer Krebslosung eine
Feinpréparation der GefaBproben. Mittels einer spitzen Schere und einer chirurgischen Pinzette
mit spitzem Ende wurden die GefdBstreifen von perivaskulirem Fettgewebe und teilweise
anhaftender Adventitia befreit. Die infolge des Transportes und der Lagerung entstandenen
Gleichgewichtsverschiebungen des Ionengradienten und der stetig ansteigende pH wurden durch
eine Begasung der Krebslosung mit Carbogen, einem Gasgemisch aus 5% CO, und 95% O,, auf
physiologische Werte ausgeglichen. Diese Aquilibrilierung erfolgte iiber zwei Stunden unter
kontinuierlicher pH-Kontrolle mit einem Ziel-pH von 7,35. Die Prdparate wurden nach

makroskopischer Begutachtung geméf der Beschaffenheit ihrer GefaBwénde eingeteilt.
2.5. Kraftmessung

2.5.1. Versuchsaufbau

Die Messungen erfolgten mit einem induktiven Kraftaufnehmer mit digitaler Messverstarkung
und Anzeige der gemessenen Werte als Tonus in g (KWS 522.C, K52 C; Hottinger-Baldwin,
Darmstadt, Deutschland). Mit einem Messweg von unter 100 pm und einer Lingendnderung von

1% bei groBtmoglich restringiertem Prdparat kann von einer anndhernd isometrischen Messung
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ausgegangen werden [66]. Eine Eichung des Kraftaufnehmers erfolgte vor jedem Versuch mit
Gewichten bekannter Schwere.

Zehn Minuten vor dem Versuchsbeginn wurde ein ca. 5 mm grofer Abschnitt der Arterie
abgetrennt und der Lénge nach aufgeschnitten. Das so entstandene ca. 5 mm lange und 10 mm
breite Préparat wurde nun mittels einer Bogenpinzette in die mit Krebslosung (37°C) bei 3
mL/min Flussrate gefiillte Messkammer eingebracht. Es wurde so mit seinen beiden Langsenden
in der fixierten Schraubklemme und der flexiblen, an den Kraftaufnehmer angeschlossenen,
Schraubklemme adjustiert, dass die Endothelfliche nach oben gerichtet war. Um eine
Beschiddigung des spiter superfundierten Endothels zu vermeiden, wurden lediglich die in die
Klemmen eingebrachten Enden des GefaBstiickes mit der Pinzette gegriffen. Eine Beurteilung
der Lage erfolgte mikroskopisch. Die longitudinal aufgeschnittenen Priaparate wurden gemal3 der
Lage ihrer glatten Muskelzellen, quer zum Blutfluss und Ausrichtung der Endothelzellen,
zwischen Kraftaufnehmer und statischer Schraubklemme eingespannt. Eine Abnahme des
gemessenen Tonuswertes im Laufe der Erhohung der Durchflussrate weist dementsprechend auf
eine Relaxation des GefaB3priparates hin.

Die Imitation eines physiologischen Blutdruckes von 100 mmHg erfolgte durch eine manuell
regulierte mechanische Dehnung des Arterienprédparates von 0,4 g pro Minute iiber 5 Minuten.
Der erreichte Tonus von 2,0 g wurde iiber 5 Minuten konstant gehalten. Die Kraftinderung

wurde mittels Einstellung des induktiven Kraftaufnehmers vorgenommen und kontrolliert.

2.5.2. Versuchsdurchfiihrung

Hierauf folgte die Umstellung der perfundierenden Fliissigkeit von Krebslosung als
Kontrollmedium auf die mit Carbogen begasten Versuchslosungen (37,0°C). Der flussabhidngige
mechanische Gefdlltonus wurde bei Superfusion des GefaBstiickes mit IDL, IDL und
Phentolaminhydrochlorid, IDL und Propranololhydrochlorid, sowie IDL wund beiden
Adrenorezeptorblockern gemessen. Die Flussgeschwindigkeit der Solute wurde nach 10 Minuten
durch die manuelle Umstellung eines Schraubventils von 3 mL/min auf 5, 20, 40 und 100
mL/min erhdht. Eine Kontrolle der Flussrate {iber eine Minute wurde per MeBzylinder und
Stoppuhr nach jeder Flussverdnderung durchgefiihrt. Die Aufzeichnung der Tonuswerte erfolgte
in flinfmintitigen Abstdnden, schriftlich und digital, ausgegeben {iber RS 232C. Eine
Speicherung und Darstellung der Messdaten auf einem PC (80486 DX2-66, 8 MB, Highscreen,
Vobis, Aachen) erfolgte zusammen mit dem Spannungssignal der Membranpotentialmessung
und einer Zeiteichung iiber einen ADDA-Wandler (DT2821, Data Translation, Marlboro,
Massachusetts, USA) mit der Software Win ADDA 1.31 (Mikrotaurus, Software, Berlin). Im
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Anschluss wurde das Prédparat schnellstmoglich aus der Messkammer entfernt und in einer
vorgekiihlten Metallpresse in fliissigem Stickstoff bei -196°C fixiert. Die Proben wurden in
Aluminiumfolie in einem Dewargefdl bis zur Bestimmung der Nukleotidkonzentrationen

gelagert.
2.6. Potentialmessung

2.6.1. Versuchsaufbau

Zur Ableitung des intrazelluliren Membranpotentials wurden, wie zuvor beschrieben,
Mikroelektroden, eigens aus Spezialglasrohr (Pyrex Brand K2916, Corning Glass Works, New
York; Innendurchmesser/Auflendurchmesser 1,8/3,0 mm) per Horizontal-Pipettenpuller (T.
Chowdhury Pipette Puller, ISEW, Kalkutta) bei 6,8 A Heizstrom in 2 Minuten extrahiert, genutzt
[70].

Die Fiillung der Elektroden mit 3 mol/L KCl erfolgte nach Erhitzen in 99,9%igem Athylalkohol
unter Druckerniedrigung mit einer Vakuumpumpe (D6, Leybold - Heraeus, Hanau) und 48-
stiindiger Lagerung in Aqua bidest. Voraussetzung fiir die Nutzung waren ein kontrollierter
Spitzendurchmesser von <I pum, um signifikante Stérungen der Zellfunktionen zu vermeiden, ein
Widerstand von 60 bis 100 MQ und ein Tip-Potential von 60-100 mV, welches wihrend des
Versuches gemessen wurde [66]. Eine Abschirmung des Versuchstandes erfolgte durch einen
Faraday-Kifig und zwei Potentialfolger (Difference Voltage Follower/ IV Converter Typ D
6903, H, Ehrler & Peper, Neckargemiind), jeweils an den Mikroelektroden und den
Verbindungen zum Differenzverstirker. Eine mit 3-molarer KCI-Losung gefiillte Agar-Briicke
verbunden mit einem 3 mol/L KCI enthaltenden Glaszylinder, diente als indifferente Elektrode.
Uber eine Ag/AgCl/Platin-Elektrode im Glaszylinder, angeschlossen an einen 10-fachen
Messverstarker, wurden die Messwerte an ein GroB3bildoszilloskop (SGM 43 BN901 s/N 293,
Knott, Miinchen), eine Software zur Speicherung und Darstellung in Echtzeit (s.
Versuchsdurchfithrung Kraftmessung) und ein Vierstrahloszilloskop (Typ 565, Tektronix,
Beaverton, USA) mit Zeiteichung iibermittelt. Zusidtzlich erfolgte die schriftliche
Protokollierung der ermittelten Messwerte.

Nach der Einbringung des GefaBBpriparates in der Messkammer und der Vorspannung auf 2,0 g
iiber 5 Minuten erfolgte die Positionierung der Messelektrode auf der endothelialen Seite des
GefdBabschnittes per Mikromanipulator unter lichtmikroskopischer Kontrolle. Ein senkrechtes
Vorschieben der Messelektrode in die Muskelzelle wurde durch einen direkten Potentialsprung
auf negativere Werte als -50 mV bestdtigt. Sowohl das Elektroden-Hintergrundrauschen, als

auch die Tip-Potentiale wurden wéhrend und nach dem Einstich kontrolliert und die gemessenen
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Signalwerte nur bei Ubereinstimmung akzeptiert. Ein Mittelwert der Potentiale des gesamten
GefdBabschnittes wurde durch 10-40 Einstiche nach horizontaler Justierung am
Mikromanipulator errechnet. Eine kontinuierliche Potentialmessung iiber einen ldngeren

Zeitraum gelang teilweise iiber einen einzigen, senkrechten Einstich.

2.6.2. Versuchsdurchfiihrung

Membranpotentiale wurden bei Superfusion der Préparate mit Krebs-Losung, IDL pool, IDL und
Phentolamin, IDL und Propranolol sowie IDL mit Phentolamin und Propranolol gemessen.
Entsprechend den Registrierungen des Gefdlltonus wurden Werte bei einer Flussrate von 3
mL/min, 5 mL/min, 20 mL/min, 40 mL/min und 100 mL/min erhoben. Dies erfolgte jeweils
nach Exposition des Prdparates fiir 10 Minuten gegeniiber einer Flussrate, um so einen
mechanisch stationidren Zustand der GefiBe zu beurteilen, in dem keine weitere Anderung der
Kraftentwicklung stattfand. Die Reihenfolge der Messansidtze wurde gemifl einem Schema

variiert.
2.7. Messung der Nukleotidkonzentrationen

2.7.1. Versuchsaufbau

Die Konzentrationen der zyklischen Nukleotide cAMP und ¢cGMP wurden an den zuvor in
fliissigem Stickstoff (-196°C) kryokonservierten GefdBpraparaten mithilfe des Peroxidase-
basierten Amersham cAMP und cGMP-Biotrak Enzymimmunoassay System RPN225
durchgefiihrt [70]. Zunichst erfolgte eine Gewichtsbestimmung der Préparate in einem auf —
80°C gekiihlten 1,5 mL Eppendorf-Reaktionsgefdll, worauthin die GefdBabschnitte ohne
Verzogerung in das mit fliissigem Stickstoff (— 196°C) gefiillte Dewargefdall zuriickgegeben
wurden. Fiir die Konzentrationsmessung der intrazelluldren Nukleotide erfolgte zunichst ein
hydrolytischer Aufschluss der Zellmembranen. Hierfiir wurden die Proben aus der Immersion
heraus einzeln in einem gekiihlten 2 mL Glas-Potter-Homogenisator, gefiillt mit 200 pL Lyse-
Reagenz 1B des Biotrak EIA Systems (0,25% Dodecyltrimethylammoniumbromid) manuell
mittels Glaspistill homogenisiert. Dies wurde zuvor in 60 mL Assay-Puffer (auf 500 mL mit
Aqua bidest. verdiinnt: 0,05 M Acetat Puffer, pH 5.8 mit 0,02% (w/v) bovines Serum Albumin
und 0,01% (w/v) preservativ) gelost und mit weiterem Assay-Puffer auf 100 mL angepasst. Der
Uberstand des Probenaufschlusses wurde in ein 1,5-mL-ReaktionsgefiB pipettiert und die
verbleibende Probe mit 200 pL. Lyse-Reagenz 1B aufgefiillt. Folgend wurde wiederum der
Uberstand in das 1,5-mL-ReaktionsgefdB iiberfiihrt. Die Bestimmung der Konzentration in

Standard und Probe wurde jeweils in Dupletts ausgefiihrt.
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2.7.2. Konzentrationsmessung von cAMP

Wie zuvor beschrieben erfolgte die cAMP-Bestimmung mittels 96-well ELISA-Mikroplatten mit
38 pg/mL Empfindlichkeit ohne Acetylierung [116]. Mit dieser Methode wird der gesamte
cAMP-Gehalt intrazellulir und der cAMP-Gehalt des Zell-Uberstandes durch Konkurrenz des
Proben-cAMP mit einer bekannten Menge eines cAMP-Peroxidase-Konjugates an
Bindungsstellen eines polyklonalen Kaninchen cAMP-Antiserums bestimmt. Dieses, in Lyse-
Reagenz 2B, wird auf einer mit Anti-Kaninchen-IgG bedeckten Mikroplatte immobilisiert. Zur
Erstellung einer Standardkurve wurde aus einem cAMP-Standard, bestehend aus cAMP in einer
Konzentration von 32 nmol/L, gelést in Lyse-Reagenz 1B (0,25% Dodecyl-
trimethylammoniumbromid), eine Verdiinnungsreihe mit folgenden Konzentrationen erstellt
(fmol/L): 0; 12,5; 25; 50; 100; 200; 400; 800; 1600; 3200. Eine Aufteilung der wells erfolgte
gemal} Herstellerempfehlung in: ohne Substrat (Blank, B), nicht-spezifische-Bindung (NSB), 20
Standard (0 - 3200) sowie 72 Probe (S). Fiir die Ansédtze wurde wie folgt pipettiert: 100 uL aus
Lyse Reagenz 1B und 2B in die NSB- wells, 100 uL Lyse Reagenz 1B in die 0 Standard-wells,
100 pL Standardlésung in die dazugehdrigen wells (5-3200), 80 uL Assaypuffer und 20 pL
Probe in die S- wells. Nach Hinzugabe von 100 pL Antiserum, mit Assaypuffer 1:2 verdiinnt und
in 11 mL Assaypuffer gelost, in Probe- und Standard- wells, folgte die Inkubation fiir 120
Minuten im Tischschiittler (4°C). Mit Ausnahme des B- wells wurden die Ansdtze mit 50 pL
cAMP-Peroxidase-Konjugat (cAMP-Kaninchen-Peroxidase in 0,05 M Acetatpuffer, pH 5,8,
0,02% bovines Serum Albumin und 0,01% (w/v) Konservierungslosung) ergénzt und erneut fiir
60 Minuten inkubiert (4°C). Die Proben wurden einem fiinffachen Waschvorgang mit
Waschpuffer, aus 0,01 M Phosphatpuffer (pH 7,5) mit 0,05% Tween 20 (0,05% Polysorbat)
unterzogen und getrocknet.

Die Messung erfolgte photometrisch nach Zusatz von 150 uL 3,3’-5,5’-Tetramethylbenzidin
(TBM) und H,0; in allen Ansdtzen und Stopp der Umsetzungsreaktion durch Peroxidase (15-30
°C) mittels 100 pL. 1-molarer Schwefelsdure. Dies erfolgte bei Blaufarbung des Nullstandards,
abweichend von der Herstellerempfehlung, zwischen 10 und 120 Minuten. Durch Messung der
optischen Dichte in der stabilen Phase fiir ca. 30 Minuten bei A = 450 nm im Perkin-Elmer

Victor ELISA-Platten Photometer wurden die Konzentrationen der Proben bestimmt.

2.7.3. Konzentrationsmessung von cGMP
Zur direkten cGMP-Bestimmung wurde Amersham-cGMP-Biotrak-Enzymimmunoassay System

mit einer Sensitivitdt von 14 pg/mL nach Acetylierung verwandt. Das Verfahren entspricht, mit
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Ausnahme des Acetylierungsschrittes zur Sensitivitédtssteigerung, der cAMP-Messung [70].
cGMP wird hierbei im Bereich zwischen 2-512 fmol/well gemessen.

Die Acetylierung erfolgte durch 5-miniitige Inkubation der Proben und des Standards im
Verhiltnis 1:10 mit Acetylierungsreagenz aus Essigsdureanhydrid und Tridthylamin 1:2. Darauf
folgte die Versuchsdurchfithrung analog zur cAMP-Messung. Eine Standardverdiinnungsreihe
wurde in folgenden Konzentrationen angefertigt: 0; 2; 4; 8; 16; 32; 128; 256 und 512 fmol/50
pL. Die wells der Mikroplatten wurden in B, NSB, S und Standard (0-512) eingeteilt und 100 pL
cGMP-Antiserum in S- und Standard-wells pipettiert. Die NSB-wells wurden mit 150 pL
Assaypuffer versetzt. Standardlosung und Probe wurden aufgeteilt zu je 50 pL und in die S- und
Standard- wells pipettiert und zusammen mit den NSB- wells mit 100 pL Antiserum aufgefiillt.
Darauthin wurden die Mikrotiterplatten fiir 120 Minuten inkubiert (4°C). Nach dem Zusatz von
cGMP-Peroxidase-Konjugat in die NSB, S und Standard-wells erfolgte die zweite
Inkubationsphase fiir 60 Minuten. Darauthin wurden die Platten fiinffach mit Waschpuffer
gespiilt und getrocknet. Die photometrische Messung erfolgte nach Zugabe von 200 nL TMB
und H,0,, sowie 100 pL. Schwefelsdure zum Beenden der Umsetzreaktion bei sichtbarer

Blaufirbung.

2.7.4. Auswertung der Konzentrationsmessungen

Gemail den Herstellerempfehlungen wurde, wie zuvor beschrieben, eine nicht-lineare Eichkurve
aus den erhobenen Daten der optischen Dichte der Standard-cAMP-Messungen, von denen der
durchschnittliche NSB - Wert abgezogen wurde, in der Verdiinnungsreihe erstellt [116]. Wie
zuvor beschrieben, erfolgte mittels einer Funktionsanpassung gemil3 der Methode der kleinsten
Quadrate, die Erstellung der Standardkurve:

axb
(b +x)

mit  x: Konzentration zyklischer Nukleotide im Standard [fmol]

f(x): Absorption bei A =450 nm

fx) = +c

a, b, ¢: Funktionsparameter.

Nach Berechnung der wahrscheinlichsten Funktionsparameter erfolgte die Bestimmung der
Menge der zyklischen Nukleotide [fmol] iiber:

ax*xb
NGCARDN
mit:  x’: Konzentration zyklischer Nukleotide in Probe [fmol]

f(x”): Absorption bei A =450 nm

x' b
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a,b,c: Funktionsparameter.

Fiir die Konzentrationsbestimmug [nmol/kg] wurde das Produkt aus x’ und

Gesamtvolumen [uL]

Probenvolumen [uL] * Probengewicht [mg]

bestimmt [70].

2.8. Ellipsometriemessung

2.8.1. Versuchsaufbau

Die Messung der Adsorption von IDL erfolgte, wie zuvor detailliert beschrieben, lasergestiitzt,
mittels in situ-Ellipsometrie bei 532 nm am Optrel Multiskop (Optrel, Kleinmachnow,
Deutschland) [10,47,81,112]. Dieses Messverfahren nutzt die Anderung des Polarisationsstatus
eines einfallenden Lichtstrahls bei Reflektion auf einer mit einer Probe beschichteten Oberflache
[47]. Fiir die Messung wurden hydrophobe Silikatoberfldchen mittels termischer Oxidation und
folgender Methylierung aus Silizium-Platten hergestellt. Natives HSPG (ca 175 kDA) boviner
Aorten wurde zur Adsorption auf der Silikatoberfliche genutzt [127].

Als Versuchlosungen wurden genotypisiertes IDLapoE4/E4 und IDLapoE3/E3, jeweils in
unbehandelter und zuvor mit Glukose inkubierter Form verwendet. Zusitzlich wurde die
Adsorption von unbehandeltem IDLapoE4/E4 und mit 150 mg/dL Glukose-behandeltem
IDLapoE4/E4  bei Applikation von 0,1 mg/mL B-Amyloid (Calbiochem, Schwalbach,
Deutschland) bzw. B-Amyloid (0,1 mg/mL) + Glukose (150 mg/dL) bestimmt. Die
Versuchslosungen wurden fiir 24 Stunden in einer glukosehaltigen Krebslosung (300 mg/dL) bei
Raumtemperatur inkubiert. Nachfolgend wurde die physiologische Konzentration der IDL-
Losung tiber eine lonenaustauschchromatographie mit Krebslosung wiederhergestellt.

Mittels Bikarbonat/Phosphat-Puffer und kontinuierlicher Carbogen-Begasung (95% O, / 5%
CO,) wurde der pH-Wert der Probelosung konstant gehalten, um eine Calcium-Prézipitation und

Protein Degradation zu vermeiden [81].
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Abbildung 1. Laserbasiertes Biosensormodel (EP 0 946 876) (aus
[124])

2.8.2. Versuchsdurchfithrung

Auf die Priifung der optischen Antwort der Oberflache folgend, wurde zu Beginn der Messung
natives Proteoheparansulfat (HSPG) boviner Aorten (0,1 mg/mL) an der hydrophoben
Silikatoberflache adsorbiert [1]. AnschlieBend folgte jeweils nach 60 Minuten die Applikation
der IDL-Versuchslosungen (10 mg/dL). Zur Bestimmung der arteriosklerotischen Nanoplaque-
formation folgte weiterhin die Zugabe von Ca’" in den ansteigenden titrierten
Endkonzentrationen 2,52 mMol/L, 7,56 mMol/L, 10,08 mMol/L und 17,64 mMol/L. Zu dem
Ellipsometrie-basierten Modell der Alzheimer-Plaque-Formation wurde je nach Versuchsaufbau
Amyloid-f (0,1 mg/dL) mit oder ohne Glukose (150 mg/dL) hinzugegeben. Die adsorbierte
Menge (Nanoplaquebildung) wurde anhand der aufgezeichneten Polarisationsdnderung des
reflektierten Laserstrahls gemif De Feijter mit einem Brechungsindexinkrement von 0,18 cm’/g
berechnet [81].

Die Darstellung der Ergebnisse erfolgte, wie zuvor beschrieben, mittels iterativer
Funktionsanpassung der nichtlinearen allosterisch-kooperativen, einfach gesittigten oder
exponentiellen Kinetik mithilfe der Methode der kleinsten Fehler-Quadrate [81]. Zusitzlich

wurde die gesamte Nanoplaquebildung, abhingig von der jeweiligen Ca’"-Konzentration,
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bestimmt. Hierfiir wurde der Quotient aus dem Mittelwert aller Messwerte der
Nanoplaquebildung bei der jeweiligen Ca’-Konzentration und dem Mittelwert der
Nanoplaquebildung unter IDL-Applikation ohne Ca’'-Zusatz gebildet. Damit wurde der
prozentuale Anstieg der Ca’’-abhingigen Adsorptionsinderung, als Steigerung der
durchschnittlichen gesamten Nanoplaquebildung im Vergleich zu den Kontrollwerten ohne

Glukoseinkubation, errechnet [127].

2.9. Statistische Methoden

Zur Auswertung der vorliegenden Daten zur Messung des Gefdlltonus, der Membranpotentiale
und der cAMP- bzw. cGMP-Konzentrationen an Koronararterien, wurden die arithmetischen
Mittelwerte sowie der Standard Error of the Mean (SEM) erhoben. Weiterhin wurde fiir
normalverteilte Grundgesamtheiten ein Zweistichproben-z-Test fiir unverbundene Stichproben

angewandt.  Hierbei  wurde  ein  Signifikanzniveau  von  p<0,05 festgelegt.

3. Ergebnisse

3.1. Charakteristika der Studienpopulation und Studienpriparate
In die Studie wurden Koronararterienpréparate von 14 Patienten, die zwischen dem 15.07.2003
und dem 15.07.2015 einer Herztransplantation im Deutschen Herzzentrum Berlin unterzogen

wurden, eingeschlossen. Die Charakteristika der Patienten sind in Tabelle 3 dargestellt.

Tabelle 3. Patientencharakteristika der Studienpopulation

Charakteristika Studienpopulation

Geschlecht 13 maéannliche Patienten, 1 weiblicher
Patient

Alter 18 — 72 (45 £ 4,2) Jahre

Kardiale Diagnosen

Dilatative Kardiomyopathie 9 Patienten (2 Myokarditis, 3 idiopathisch, 3 Vitien, 1
ischdmisch)
Restriktive Kardiomyopathie 1 Patient (chemotoxisch)

Arrythmogene rechtsventrikulire 1 Patient

Kardiomyopathie
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Medikation

Katecholamine: 4 Patienten (Dobutamin)

B-Blocker: 3 Patienten (1 Carvedilol, 2 Metoprolol)

Phosphodiesterasehemmer: 3 Patienten (PDE3-Hemmer: 1 Enoximon (Perfan),
Corotrop; 1 Sildenafil)

Amiodaron: 4 Patienten

1

Die makroskopische Beurteilung der GefdlBabschnitte ergab ein zartes Préparat, fiinf normale

Préaparate und sieben Gefal3préparate, die teilweise arteriosklerotische Ablagerungen aufwiesen.
3.2. Messung des Gefifitonus und des Membranpotentials

3.2.1. Einfluss von IDL pool

Jedem Versuch unter Einfluss von a-adrenerger- und p-adrenerger-Blockade ging die Messung
der Kraftentwicklung und des Membranpotentials mit Krebslésung als Kontrollmedium und
reinem IDL voraus. Abbildung 2B zeigt die Anderung des Vasotonus unter Perfusion mit
Krebslosung (n=15) und IDL (n=13).

Nach Vorgabe des Vasotonus von 2,0 g iiber 10 Minuten, einer Flussrate des IDL respektive der
Krebslosung von 3mL/min und einer zusatzlichen Inkubationszeit von 10 Minuten betrug die
Kraftentwicklung der GefdBabschnitte unter Superfusion mit Krebslosung im Mittel 1,728 +
0,055 g gegeniiber 1,746 £ 0,040 g unter IDL-Solut. Bei 100 mL/min Fluss und einer
Inkubationszeit von 60 Minuten zeigte sich unter IDL eine signifikant verringerte Relaxation der
GefaBpraparate mit einem finalen Tonuswert von im Mittel 1,557 + 0,025 g im Vergleich zu
1,332 £ 0,009 g bei Inkubation mit Krebslosung (p=0,0001). Die absolute flussabhingige
Anderung des Vasotonus (ATgpy) unter IDL-Superfusion betrug im Mittel 0,189 g. Im
Vergleich zur Relaxation unter Krebslosung mit im Mittel 0,396 g zeigte sich eine verminderte
Relaxation um im Mittel 0,207 g oder 12,1%. Die hochste absolute Tonusminderung lief3 sich im
Mittel sowohl in IDL als auch in Krebslosung im Intervall zwischen einer Flussrate von 3
mL/min und 5 mL/min feststellen (vgl. Abbildung 2A). Bis zu einem Fluss von 40 mL/min
relaxierten die Priparate bei IDL-Inkubation. Mit steigender Flussrate zwischen 40 mL/min und
100 mL/min fand in IDL jedoch eine Vasokonstriktion von im Mittel -0,003 + 0,026 g im
Vergleich zur voranschreitenden Vasorelaxation unter Krebslosung mit 0,057 + 0,009 g statt.
Die IDL-induzierte Anderung des GefdBtonus lisst sich, als Differenz zwischen erreichter
Tonusdnderung wéhrend der Inkubation der Priparate mit Krebslosung und IDL-Solut fiir jede

Flussrate x bestimmen:
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AT(X)ipL = T(X)1pL — T(X)krebs

Im Mittel war die IDL-induzierte-Vasorelaxation im Vergleich zur Perfusion mit reiner
Krebslosung um 0,144 + 0,037 g vermindert. Die Messung des Membranpotentials zeigte fiir
Koronarpréiparate in Krebslosung eine stirkere flussabhingige Hyperpolarisation als in IDL-
Solut (vgl. Abbildung 2A). Die Potentialmessung unter IDL-Superfusion ergab eine
flussabhidngige Hyperpolarisation von im Mittel -47,2 £ 0,3 mV auf -48,7 = 0,2 mV. Dies
entspricht einer mittleren Hyperpolarisation von 1,5 mV oder 3,2%. Die mittlere flussabhidngige
Hyperpolarisation in Krebslosung bei einem Membranpotential von -47,3 + 0,2 mV und einer
Flussrate von 3 mL/Min auf -50,5 =+ 0,1 mV bei 100 mL/Min Flussrate, fiel mit 3,2 mV oder
6,7% groBer aus. Entsprechend der IDL-induzierten Anderung des GeféBtonus lieB sich eine
IDL-abhédngige Verminderung der Hyperpolarisation der Kontrolle von im Mittel 0,9 + 0,3 mV
festhalten. Ab einer Flussrate von 40 mL/min zeigte sich die Verminderung der Vasorelaxation
durch IDL als signifikant (p < 0,01). GeméB der Flussabhédngigkeit wurde die maximale

Hyperpolarisation durch IDL bei einem Fluss von 100 mL/min mit 1,8 mV erreicht.

3.2.2. Einfluss von IDL pool/ und Phentolamin

Unter Superfusion mit IDL pool und a-Adrenorezeptorblocker Phentolamin zeigte sich bei einer
Flussrate von 3 mL/min ein Ausgangstonus von im Mittel 1,752 + 0,036 g (vgl. Abbildung 3B).
Die maximale Vasorelaxation erreichte das Gefdllpraparat bei einer Flussrate von 20 mL/min mit
1,608 £ 0,015 g frither als in reinem IDL pool. Daraufhin zeigte sich analog zu reinem IDL pool
bei einer Flussrate von 100 mL/min eine Vasokonstriktion auf 1,626 + 0,026 g. Die absolute
flussabhingige Dilatation ATy, betrug 0,126 g (7,2%) oder eine um 68,8% verminderte
Relaxation im Vergleich zur Superfusion mit Krebslosung. Insgesamt lie3 sich lediglich fiir eine
Flussrate von 100 mL/min eine bei IDL poo! signifikant verminderte Vasorelaxation um 0,232 g
feststellen (vgl. Abbildung 3B). Die Messung der Membranpotentiale ergab eine analoge
Hyperpolarisation bis zu einer Flussrate von 40 mL/min und eine leichte Depolarisation bei einer
Flussrate von 100 mL/min (vgl. Abbildung 3A). Nach der Vorspannphase auf 2,0 g und einer
Anpassungsphase von 10 Minuten zeigte sich bei Inkubation mit IDL pool und Phentolamin im
Mittel ein Membranpotential von -47,1 £ 0,2 mV. Eine maximale Hyperpolarisation war bei
einer Flussrate von 40 mL/min mit -48,4 £ 0,1 mV zu verzeichnen. Hierauf folgte die

Depolarisation um 0,2 mV auf -48,2 + 0,2 mV unter 100mL/min Flussrate. Die absolute
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flussabhingige Hyperpolarisation bei Hinzugabe von Phentolamin war mit 0,8 mV im Vergleich

zur Superfusion mit reinem IDL poo/ vermindert.

3.2.3. Einfluss von IDL pool und Propranolol

Die Blockade der (3-Adrenorezeptoren mittels Propranolol wéhrend der Applikation von IDL
pool wies im Vergleich zu reinem IDL zwischen 3 mL/min und 40 mL/min keine signifikanten
Vasotonusdnderungen auf (vgl. Abbildung 4B). Wie unter a-Blockade, zeigte sich im Intervall
zwischen 3 mL/min und 5 mL/min Flussrate die stirkste Relaxation mit 0,095 g, entsprechend
89,6% der gesamten flussvermittelten Tonusédnderung unter IDL mit Propranolol von 0,106 g.
Eine Superfusion mit IDL und B-Blocker fiihrte bei einer Flussrate von 100 mL/min zu einer
signifikant verminderten Vasorelaxation auf 1,634 + 0,016 g im Vergleich zur Wandspannung
unter reiner IDL-Superfusion. Die Vasorelaxation unter IDL und Propranolol dhnelt sehr stark
derjenigen unter IDL und Phentolamin. Wéhrend der Flussrate von 3 mL/min findet sich der
grofite Unterschied mit einer um 0,012 g erhohten Vasorelaxation. Insgesamt zeigte sich eine
flussabhingige Vasorelaxation, die im Vergleich zu den Kontrollversuchen unter Krebslosung,
ab einer Flussrate von 20 mL/min signifikant vermindert war (p<0,001). Entsprechend hierzu
ergab sich ab dieser Flussrate eine signifikante Verminderung der Membranhyperpolarisation
(vgl. Abbildung 4A). Beginnend mit einem Membranpotential von -47,2 £ 0,2 mV vergrofert
sich die Hyperpolarisation auf -48,4 + 0,1 mV bei einer Flussrate von 40 mL/min. Darauthin

folgte eine Depolarisation auf -48,2 = 0,1 mV.

3.2.4. Einfluss von IDL pool mit Phentolamin und Propranolol

Die Inkubation der GefalBpriparate mit IDL, Phentolamin und Propranolol fiihrte fiir alle
Flussraten zu einer signifikanten Vasokonstriktion (vgl. Abbildung 4B). Bereits zu Beginn der
Messung, nach einer Inkubationszeit von insgesamt 20 Minuten und 3 mL/min Flussrate zeigte
sich die signifikant geringste Tonusminderung. Die Koronarpriparate relaxierten nur um 0,144
g auf 1,856 £+ 0,040 g. Die maximale Vasodilatation unter IDL mit a- und B-
Adrenorezeptorblockade trat bei einer Flussrate von 5 mL/min mit 1,788 + 0,046 g auf. Dem
folgte eine Vasokonstriktion der GeféaB3stiicke auf 1,858 + 0,042 g bei 100 mL/min. Die absolute
flussabhingige Tonusdnderung ergab eine Vasokonstriktion von 0,002 g. Im Vergleich zur
Einzelblockade der o- oder B-Adrenorezeptoren zeigte die flussabhiingige Anderung des
GefdBtonus bei Blockade beider Adrenorezeptoren im Mittel eine signifikante Vasokonstriktion
ab einer Flussrate von 5 mL/min. Bis zu einer Flussrate von 5 mL/min lie sich eine

Membranhyperpolarisation ausgehend von —46,3 + 0,1 mV auf -46,5 + 0,1 mV feststellen (vgl.
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Abbildung 4A). Danach blieb das Membranpotential fast konstant und erreichte bei 100 mL/min
Flussrate -46,5 £ 0,1 mV.
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Abbildung 2. (A) Flussabhingige Anderung des transmembranalen Potentials in Krebslosung () und
IDL pool (°). (B) Flussabhidngige Vasotonusidnderung in Krebslosung (n=15) und IDL pool (n=13).
Mittelwerte + SEM, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001.
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Abbildung 3. (A) Flussabhiingige Anderung des transmembranalen Potentials unter Krebslosung ()
und IDL poo! + Phentolamin (¢). (B) Flussabhingige Vasotonusidnderung in Krebslosung (n=15) und
IDL pool + Phentolamin (n=8). Mittelwerte £ SEM, * p < 0,05, ** p <0,01, *** p <0,001.
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Abbildung 4. (A) Flussabhiingige Anderung des transmembranalen Potentials in Krebsldsung (¢) und
IDL pool + Propranolol (¢). (B) Flussabhéngige Vasotonusdnderung in Krebslosung (n=15) und IDL
pool + Propranolol (n=8). Mittelwerte = SEM, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001.
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Abbildung 5. (A) Flussabhingige Anderung des transmembranalen Potentials in Krebslosung () und
IDL pool + Phentolamin + Propranolol (*). (B) Flussabhidngige Vasotonusdnderung in Krebslosung
(Kontrollmessung n=15) und IDL pool + Phentolamin + Propranolol (n=9). Mittelwerte + SEM, * p <
0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001.
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3.2.5. Einfluss der AR-Antagonisierung im Vergleich zu IDL pool

Die Differenz der Vasotonuswerte mit zugesetzten AR-Antagonisten im Vergleich zu reiner IDL
pool-Losung ist in Abbildung 6 dargestellt. Unter Applikation von Phentolamin und Propranolol
allein ergab sich eine sehr dhnliche Differenz gegeniiber Superfusion mit reinem IDL pool. Im
Intervall zwischen 40 mL/min und 100 mL/min Flussrate zeigte sich unter Perfusion mit IDL
pool und Propranolol eine groBere Steigerung (0,039 g) als unter IDL pool und Phentolamin
(0,028 g). Bei einer Flussrate von 100 mL/min unterscheiden sich die Messungen unter der
einzelnen Hinzugabe der AR-Antagonisten gegeniiber IDL pool von diesem um 13,1% fiir IDL
pool mit Phentolamin und um 12,4% fiir IDL pool mit Propranolol. Die gleichzeitige Gabe von
IDL pool mit beiden AR-Antagonisten ergab eine deutlich stirkere Kontraktion der
GefaBpraparate. Schon zu Beginn der Messungen lie3 sich ein signifikant erhéhter Grundtonus

messen. Im weiteren Kurvenverlauf zeigte sich eine Differenz von 0,301 g im Vergleich zu IDL

pool.
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Abbildung 6. Wirkung von Phentolamin, Propranolol und beiden Substanzen auf den Gefdf3tonus im
Vergleich zu IDL pool.
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3.2.6. Einfluss von IDLapoE4/E4

Abbildung 7 zeigt die Anderung des GefiBtonus der Koronarien bei Applikation der
IDLapoE4/E4-Isoform. Insgesamt ldsst sich eine verminderte flussabhéngige Vasorelaxation der
Gefallpraparate gegeniiber der Kontrolle in Krebslosung und gegeniiber IDL pool festhalten
[127]. Nach Inkubation mit IDLapoE4/E4 fiir 20 Minuten und einer Flussrate von 3 mL/min
wurde ein Tonus von 1,883 + 0,019 g gemessen. Wie bei einer flussabhdngigen Dilatation
erfolgte ein weiterer gleichméBiger Abfall des Vasotonus auf 1,622 + 0,016 bei 40 mL/min
Flussrate. Im Vergleich zu reinem IDL und IDL mit Adrenorezeptorblockern zeigte sich bei
Applikation von IDLapoE4/E4 statt einer Konstriktion lediglich eine stark verminderte
Vasorelaxation von nur 0,021 g im Intervall zwischen der Flussrate von 40 mL/min und 100
mL/min. Mit einem Tonuswert von 1,601 + 0,014 g bei einer Flussrate von 100 mL/min betrug

die absolute flussvermittelte Vasorelaxation insgesamt 0,282 g.
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Abbildung 7. Flussabhidngige Vasotonusidnderung unter Krebslosung (O, Kontrollmessung, n=15), IDL
pool (O, Vergleich, n=13) und IDLApoE4/E4 (O, n=5). Mittelwerte £ SEM, * p < 0,05, ** p <0,01, ***
p < 0,001 gegeniiber Krebsldsung.
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3.2.7. Einfluss von IDL apo E0/E0 ohne und mit apoE3,,,

Bei Zusatz von IDLapoEO/EO wurde eine starke Vasokonstriktion ausgehend von 3 mL/min
Flussrate mit 2,048 + 0,066 g auf 2,694 £+ 0,042 g bei 100 mL/min gemessen [127]. Im Intervall
zwischen 5 und 20 mL/min Flussrate fand die stirkste Vasokonstriktion von 0,343 g statt. Die
gesamte Vasokonstriktion betrdgt im Mittel 0,646 g (31,5%). Der Vasotonus liegt im Verlauf
0,302 g bis 1,137 g iiber der Wandspannung unter reiner IDL-Superfusion.

Bei zusitzlicher Applikation von synthetischem ApoE3 zeigte sich zunéchst ein im Vergleich zu
IDL pool signifikant verminderter Grundtonus von auf 1,678 £ 0,091 g (p<0,05). Folgend
kontrahierten die GefaBpréiparate bis zum Erreichen des maximalen Tonus von 1,984 + 0,077 g

(p<0,01). Die Vasokonstriktion {iber die Zeit betrug insgesamt im Mittel 0,306 g (18,24%).
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Abbildung 8. Flussabhéngige Vasotonusdnderung unter Krebslosung (O, n=15), IDL pool (O, Vergleich,
n=13) und IDLApoEO/EO (O, n=3). Mittelwerte = SEM, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 gegeniiber
Krebslosung.
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Abbildung 9. Flussabhingige Vasotonusdnderung in IDLapoEO/EO (O, n=3) und IDLapoEO/E0 +
apoE3y, (O, n=3). Mittelwerte £ SEM, * p < 0,05, ** p <0,01, *** p < 0,001 gegeniiber IDLapoE0/E0.

3.3. Bestimmung der Konzentrationen der zyklischen Nukleotide

3.3.1. Einfluss von Krebslosung und IDL pool

Tabelle 4. Konzentrationen von cGMP und cAMP in Krebslosung und verschiedenen IDL-Ldsungen mit
Phentolamin oder Propranolol bei 100 mL/min Flussrate. Mittelwert + SEM (Anzahl)

Substrat Konzentration zyklischer Nukleotide

cGMP [nmol/kg] cAMP [nmol/kg]
Krebslosung 50,6 = 1,7 (n=10) 165,5 + 3,8 (n=50)
IDL Pool 32,5+ 0,4 (n=38) 131,3 £2,0 (n=54)
IDL + Phentolamin 29,7 £ 1,0 (n=28) 127,9 £ 6,3 (n=9)
IDL + Propranolol 29,0 £0,5 (n=36) 127,9 = 2,5(n=18)
IDL + Phentolamin + Propranolol 18,7 + 0,8 (n=28) 117,2 + 4,3 (n=16)

Tabelle 4. zeigt die Ergebnisse der Konzentrationsmessung der zyklischen Nukleotide in den
GefaBpréaparaten nach 100 mL/min Flussrate. Die Messung der cGMP-Konzentration ergab eine
signifikante Verminderung in Priparaten mit IDL-Superfusion im Vergleich zur Superfusion

mit Krebslosung (p<0,0001). Die Konzentration ist um 18,2 nmol/kg (35,9%) vermindert. Eine
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Zugabe von Phentolamin resultierte in einer weiteren Reduktion der cGMP-Konzentration um
2,7 nmol/kg (8,4%) im Vergleich zur reinen IDL-Inkubation (p=0,0077). Ahnlich hoch, und
damit die Tonusmessungen bestitigend, fiel die Konzentration der cGMP-Nukleotide nach
Applikation von Propranolol aus. Diese betrug 29,0 + 0,5 nmol/kg und war um 3,4 nmol/kg
(10,5%) im Vergleich zur IDL-Superfusion vermindert (p<<0,0001). Der simultane Zusatz von
Phentolamin und Propranolol zur IDL-Lsung resultierte in einer um 13,7 nmol/kg (42,3%)
verminderten cGMP-Konzentration (p<0,0001).

Die cAMP-Konzentration war unter IDL im Vergleich zur Kontrolle ebenfalls signifikant
vermindert (p<0,0001). Im Mittel zeigte sich eine cAMP-Konzentration von 131,3 + 2,0
nmol/kg. Mit Phentolamin inkubierten Proben ergaben einen um 37,6 nmol/kg (22,75%)
verminderten Wert (p<0,0001). Auch Propranolol fiihrte zu einer um 37,6 nmol/kg verminderten
cAMP-Konzentration (p<0,0001), widhrend diese Reduktion bei gleichzeitige Gabe der
Adrenorezeptorantagonisten 48,4 nmol/kg betrug (p<0,001).

3.3.2. Einfluss von homozygotem IDLapoE4/E4 und IDLapoE0/E0

Tabelle 5. Konzentrationen von cGMP und cAMP in Krebslosung und verschiedenen IDLapoE-
[soformen bei 100 mL/min Flussrate. Mittelwerte + SEM (Anzahl).

Substrat Konzentration zyklischer Nukleotide

cGMP [nmol/kg] cAMP [nmol/kg]
Krebslosung 50,6 = 1,7 (n=10) 165,5 + 3,8 (n=50)
IDL Pool 32,5+ 0,4 (n=38) 131,3 £2,0 (n=54)
IDLapoE4/E4 29,3+ 1,0 (n=12) 129,0 £4,7 (n=14)
IDLapoEO/E0 10,4 £0,5 (n=8) 100,7 £ 5,5 (n=16)
IDLapoEO/E0 + apoE,y,. 15,1 1,1 (n=8) 114,7+£5,3 (n=16)

Tabelle 5 zeigt die Ergebnisse der Konzentrationsbestimmung zyklischer Nukleotide fiir IDL bei
seinen verschiedenen ApoE-Isoformen. IDLapoE4/E4 mit seinen erhohten flussabhédngigen
Tonuswerten, zeigte um 3,2 nmol/kg (9,7%) signifikant verminderte cGMP Konzentrationen im
Vergleich zu den Prédparaten in IDL pool. Unter Superfusion mit IDLapoEO/EO zeigte sich die
geringste cGMP-Konzentration mit lediglich 10,4 + 0,5 nmol/kg. Sie war gegeniiber der IDL
pool-Losung um 22,0 nmol/kg (67,8%) verringert (p=0,002). Die zusétzliche Applikation von
synthetischem ApoE3/E3 schwichte diesen Effekt ab (p=0,0014). Unter der supplementierten
IDLapoEO/EO-Losung zeigte sich eine um nur noch 17,3 nmol/kg (53,4%) verminderte cGMP-
Konzentration. Die cAMP Konzentration war fiir IDLapoE4/E4 um 2,3 nmol/kg gegeniiber IDL
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pool nicht signifikant vermindert. Die Applikation von IDL ApoEO/EO zeigte dagegen eine
signifikante Verminderung des cAMP um 30,5 nmol/kg (23,2%, p<0,0001). Die Addition des
synthetischen ApoE3 zur ApoEO/E0-Losung resultierte in einer nur noch um 16,5 nmol/kg
(12,6%) signifikant verringerten cAMP-Konzentration im Vergleich zu IDL pool (p<0,0001).

3.5. Chemomechanische Kopplung

Abbildung 10 zeigt den Zusammenhang zwischen Nukleotidkonzentrationen und zugehorigen
GefaBtonuswerten. Einer chemomechanischen Kopplung entsprechend sind hohe
Konzentrationen der zyklischen Nukleotide cAMP und cGMP verkniipft mit signifikant

verminderten Werten im Gefédl3tonus (n=8).
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Abbildung 10. Wandspanung in Abhéngigkeit von der cAMP- (A) und cGMP-Konzentration (B);
Mittelwerte = SEM.
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3.4. Ellipsometriemessung

3.4.1. Arteriosklerotische Nanoplaqueformation mit IDLapoE3/E3 ohne und mit Glukose
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Abbildung 11. Arteriosklerotische Nanoplaqueformation mit IDLapoE3/E3. Adsorbierte Schichtmenge
gegeniiber der Zeit ohne (O, pH 7,23) und mit (O, pH 7,26) Glukoseapplikation [127].

Abbildung 11 zeigt die arteriosklerotische Nanoplaqueformation unter IDLapoE3/E3 Inkubation.
Zu Beginn der Messung, beim Zeitpunkt null erfolgten Zugabe und Adsorption von HSPG an die
hydrophobe Silikatoberflache. Nach 60 Minuten zeigt sich eine gesittigte Adsorption mit 1,2
mg/m”. Die Applikation von IDLapoE3/E3, ohne oder mit Glukosezusatz ist durch den ersten
Pfeil gekennzeichnet. Bei einer physiologischen Serum-Ca?*-Konzentration von 2,52 mmol/L,
ebenfalls gekennzeichnet durch einen Pfeil, ist die absolute arteriosklerotische
Nanoplaqueformation des glykierten IDLapoE3/E3 im Vergleich zum nicht-glykierten
IDLapoE3/E3 erhoht (vgl. Abbildung 12A). Die Adsorption bei Applikation von IDLapoE3/E3
ohne vorherige Glukoseinkubation sinkt bei steigender Ca*-Konzentration graduell ab. Erst ab
einer Ca?*-Konzentration von 17,64 mmol/L zeigt sich ein Anstieg. Unter glykiertem
IDLapoE3/E3 imponiert dagegen ein stetiger Anstieg der Adsorption bis zu einer Ca?*-

Konzentration von 10,08 mmol/L mit einem folgenden steilen Anstieg der adsorbierten Menge
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[127]. Insgesamt zeigt sich fir IDLapoE3/E3 eine Ca2*-abhingige Nanoplaquebildung
(Abbildung 12 B).
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Abbildung 12. (A) Auf HSPG normierte adsorbierte Schichtmenge aus Abbildung 11 in Abhéingigkeit
von der Ca*"-Konzentration der Krebslosung. Dargestellt ist der Kurvenverlauf ohne (0) und mit (O)
Glukosebehandlung. (B) Steigerung der Ca’’-induzierten Verinderung der Schichtmenge
(Nanoplaquebildung) aus Abbildung 12 A. Der prozentuale Anstieg ist als Verhidltnis zu den
Kontrollwerten ohne Glukoseinkubation dargestellt [127].
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3.4.2. Arteriosklerotische Nanoplaqueformation mit IDLApoE4/E4 mit und ohne Glukose

Glucose
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Abbildung 13. Arteriosklerotische Nanoplaqueformation mit IDLapoE4/E4. Adsorbierte Schichtmenge
gegeniiber der Zeit ohne (O, pH 7,33) und mit (O, pH 7,30) Glukoseapplikation [127].

Die Applikation von genotypisiertem IDLapoE4/E4 resultierte in einer leichten Abnahme der
Nanoplaqueformation bis zu einer physiologischen Ca®’-Konzentration von 2,52 mmol/L
(Abbildung 13). Hierauf folgte eine graduelle Zunahme der Adsorption. Ab einer Ca’'-
Konzentration von 17,64 mmol/L zeigte sich ein steiler Anstieg der Schichtmenge im Vergleich
zur Messung unter IDLapoE3/E3. Die vorherige Inkubation mit Glukose resultierte in einer
stetig vergroBerten Zunahme der Nanoplaquebildung ab einer Ca’’-Konzentration von 5,04
mmol/L (vgl. Abbildung 14A). Die Nanoplaquebildung nimmt bereits nach Zugabe von
IDLapoE4/E4 stetig und ab einer Ca’’-Konzentration von 7,56 mmol/L deutlich zu (vgl.

Abbildung 14B) [127].
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Abbildung 14. (A) Auf HSPG normierte adsorbierte Schichtmenge aus Abbildung 13 in Abhingigkeit
von der Ca*-Konzentration der Krebslosung. Dargestellt ist der Kurvenverlauf ohne (0) und mit (O)
Glukosebehandlung. (B) Steigerung der Ca*’-induzierten Verinderung der Schichtmenge
(Nanoplaquebildung) aus Abbildung 14A. Der prozentuale Anstieg ist als Verhiltnis zu den
Kontrollwerten ohne Glukoseinkubation dargestellt [127].
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3.4.3. Alzheimer-Nanoplaqueformation mit IDLapoE4/E4 ohne und mit Glukose
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Abbildung 15. Alzheimer Nanoplaqueformation mit IDLapoE4/E4 und Ap-42. Adsorbierte
Schichtmenge gegeniiber der Zeit ohne (O, pH 7,32) und mit (O, pH 7,36) Glukoseapplikation.

Abbildung 15 zeigt die Nanoplaqueformation unter Applikation von IDLapoE4/E4 mit
zusitzlicher Gabe von AB-42. Zum Zeitpunkt Null erfolgte die Adsorption von HSPG an die
Silikatoberflache. Nach 60 Minuten wurde IDLapoE4/E4 Losung ohne oder mit vorheriger
Glukoseinkubation hinzugefiigt. Unter AB-42-Applikation folgte ein stetiger Anstieg der
Nanoplaquebildung. Bereits in physiologischer Ca**-Konzentration von 2,52 mmol/L zeigte sich
eine deutliche Verstarkung dieses Anstiegs, verglichen mit der Nanoplaquebildung ohne Ap-42-
Zugabe. Auffillig ist zudem eine prominente Zunahme der Streuung der Messpunkte, Indikator
fiir zunehmende Partikelbildung der terndren und quaterndren Komplexe. Die ellipsometrische

Bestimmung der Nanoplaqueformation bei Applikation von IDLapoE4/E4, das zuvor eine
Glukoseanwendung erfuhr, zeigte bereits ohne Ca’’-Zugabe eine deutlich erhohte Adsorption

(vgl. Abbildung 16A). Mit ansteigender Ca**-Konzentration folgte eine weitere Zunahme der

Schichtmenge.
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Abbildung 16. Auf HSPG-normierte Alzheimer-Nanoplaquebildung mit IDLapoE4/E4 und AB-42. (A)
Adsorbierte Schichtmenge aus Abbildung 15 in Abhingigkeit von der Ca*'-Konzentration der
Krebslosung. Dargestellt ist der Kurvenverlauf ohne (O) und mit (O) Glukosebehandlung. (B) Steigerung
der Ca**-induzierten Verinderung der Schichtmenge aus Abbildung 16 A. Der prozentuale Anstieg ist als
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Verhiltnis zu den Kontrollwerten ohne Glukoseinkubation dargestellt.
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4. Diskussion

Uber subendotheliale Ablagerung und Modulation der flussabhingigen GeféBdilatation
beeinflussen Lipoproteine die physiologische Endothelfunktion. Bestimmte Lipoproteine tragen
hieriiber direkt und indirekt iiber die endotheliale = Nanoplaqueformation zur
Arterioskleroseentstehung bei. Verantwortlich sind teilweise die Rezeptorbindungsaktivititen
der Lipoproteine. Die Untersuchung moglicher pro-arteriosklerotischer Mechanismen, wie
Interaktionen von IDL mit adrenergen Rezeptoren, Beeinflussung der intrazelluldren
Signalkaskaden, isoformspezifische endotheliale Dysfunktion und Nanoplaqueformation, sind

Teil dieser Arbeit.
4.1. Beeinflussung der flussabhiingigen Dilatation

4.1.1. Flussabhiingige Wirkung von IDLapoE-Isoformen

IDL nimmt als LDL-Vorstufe eine Sonderstellung unter den Lipoproteinen mit einem
vergleichsweise hohen Gehalt sowohl an Triacylglyceriden, als auch an Cholesterin- und
Cholesterinestern ein [17,118]. Auch der Rezeptorbesatz bzw. der Gehalt an den
Apolipoproteinen ApoB100 und ApoE bewirkt eine funktionelle Schliisselposition zwischen
VLDL und LDL [17]. Sowohl eine Hypertriglyceriddmie, als auch eine Hypercholesterindmie
konnten in Tiermodellen und klinischen  Studien als inhibierende Faktoren fiir die
flussabhingige Vasodilatation gezeigt werden [8,23,26,27,50,72]. Dies bildet eine initiale
Ursache der endothelialen Dysfunktion und nachfolgend der Bildung arteriosklerotischer Insulte
[9]. Neben LDL werden auch VLDL und VLDL-Remnants fiir eine solche herabgesetzte
Vasomotion verantwortlich gemacht, wiahrend HDL eine Verbesserung der flussabhingigen
Vasodilatation bewirken soll [33,67,89,97]. Bestitigende Ergebnisse fiir diese Hypothesen
konnten bisher fiir HDL und VLDL im hier verwendeten Versuchsaufbau gezeigt werden
[70,116]. IDL wurde in wenigen klinischen und experimentellen Studien als beeintriachtigender
Vorhersagewert flir die endothelabhingige, vasodilatatorische Antwort beschrieben [115,134].
Vielfach angewandte Methoden zur Beurteilung der Endothel-abhédngigen Vasodilatation sind
die Anwendung von Acetylcholin in WiderstandsgefiBen am Unterarm wund die
ultraschallgestiitzte, diskontinuierliche Messung der flussabhingigen Dilatation die eine
induzierte Hyperdamie an Brachialarterien begleitet [26]. Limitierend fiir diese Methoden sind die
Diskontinuitit der erhobenen Messwerte, sowie ihre Beeinflussung durch applizierte Substanzen.
In den vorliegenden Versuchen wurde stattdessen die in vitro Messung der IDL-induzierten
Verdanderungen der flussabhdngigen Vasodilatation an menschlichen Koronararterien

vorgenommen. Dabei wurde auf eine chemische Induktion der Vasodilatation verzichtet. Die in
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vitro Imitation eines physiologischen, flussabhéngigen Gefaftonus erfolgte durch eine passive,
mechanische Vordehnung. Als Versuchslosung wurde IDL in physiologischer Konzentration
angewandt.  Vergleichbare  Studien fiir VLDL  wurden meist mit erhohten

Lipoproteinkonzentrationen durchgefiihrt [33,67,72].

Eine Superfusion mit IDL pool oder IDL in seinen Isoformen resultierte in einer Inhibition der
flussabhingigen Vasodilatation der Koronararterien (vgl. Abbildung 2). Fiir IDL pool ergab sich
ab einer mittleren Flussrate eine signifikante Verminderung der flussabhéngigen Vasodilatation
und Membranhyperpolarisation im Vergleich zu Superfusion mit Krebslosung. Bei der hochsten
gemessenen Flussrate konnte eine leichte Vasokonstriktion und elektromechanisch gekoppelt,
eine Membrandepolarisation festgestellt werden. Ahnliche Studien zeigten, dass eine solche
verminderte flussabhiingige Vasodilatation bei Superfusion mit Lipoproteinen hauptsidchlich
endothelabhéngig, in geringerem Malle jedoch auch an deendothelialisierten Priparaten
gemessen werden kann [116].

Die Klassifikation des IDL als ,, Triglycerid-reiches Lipoprotein Remnant®, wie sie in einigen
Studien vorgenommen wird, weist auf die Bedeutung seines Anteils am Risikofaktor
Hypertriglyceriddimie hin [22,90,92,93]. Die vorliegenden Ergebnisse bekréftigen die
Bedeutsamkeit erhohter TAG-Level in der Entwicklung arteriosklerotischer Insulte, in diesem
Fall iiber eine Verminderung der flussabhangigen Dilatation [22,88,115].

Die intrazelluldren Signalkaskaden, die diesen GefaBtonusmessungen zugrunde liegen, lassen
sich anhand der ebenfalls gemessenen Konzentration zyklischer Nukleotide abschitzen. Im
Vergleich zu den Kontrollpriparaten zeigte sich in den Koronarien mit IDL-Applikation eine
signifikant verringerte cAMP- und ¢cGMP-Konzentration (vgl. Tabelle 4). Die Messung der
zyklischen Nukleotide erfolgte lediglich fiir die hochste Flussrate von 100 mL/min. Daher
konnte keine flussabhingige Verdnderung der Konzentration zyklischer Nukleotide bestimmt
werden. Verringerte cGMP-Konzentrationen lassen auf eine verminderte NO-Freisetzung der
eNOS schlieBen [87]. Mogliche Mechanismen sind die Bindung des Lipoproteins an den
Flusssensor HSPG und weitere membranale Rezeptoren mit Beeintrdchtigung der intrazelluldren
Signalkaskade [131]. Eine solche Bindung wurde bereits fiir LDL und VLDL nachgewiesen
[124,125]. Wie zuvor beschrieben ist HSPG iiber eine Konformationsdnderung fiir die
Transduktion des shear stress-Reizes in eine intrazelluldre Signalkaskade verantwortlich
[38,129]. Uber eine durch IDL gehemmte intrazellulire Wirkung der Signaliibertragung des
HSPG konnte eine intrazelluldre Aktivierung der eNOS verhindert werden. Die fehlende NO-

Synthese fiihrt letzlich zu einer Depolarisation und verminderten Relaxation der vaskulédren
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glatten Muskelzellen [16]. Weiterhin kann die Konzentrationsabnahme von NO langfristig pro-
arteriosklerotische Prozesse auslosen [16]. So wird die NO-abhédngige Inhibition des
Transkriptionsfaktors NFkB  aufgehoben, welcher die  Expression  verschiedener
Adhisionsmolekiile und Chemokine reguliert [16]. Als Folge konnten die endotheliale Adhédsion
arteriosklerotischer Lipoproteine und von Monozyten mit ihrer Immigration in die GefdBwand

begiinstigt sein [16,31].

4.1.2. Flussabhiingige Wirkungen der ApoE-Isoformen

Das Strukturprotein ApoE vermittelt die Bindung von Lipidpartikeln, IDL und weiteren
Lipoproteinen an  spezifische  Zelloberflichenrezeptoren [75]. Mechanismen des
Lipoproteinmetabolismus kénnen durch ApoE-Mutationen oder einen generellen ApoE-Mangel
gestort sein [52]. Letzterer wurde bisher in ApoE-Knockout-Mausmodellen untersucht.
Zuséatzlich stellt der Genotyp ApoE4 den bedeutsamsten genetischen Risikofaktor fiir die
Entstehung einer AD dar [49,127]. Neben ApB-abhidngigen neuronalen Schadigungen wurde als
Erklarung hierfiir die Beeintrachtigung des cerebralen Blutflusses durch ApoE4 vorgeschlagen
[30]. Bestétigend lédsst sich mithilfe der vorliegenden Messungen in vitro eine Verminderung der
flussabhingigen Vasodilatation durch ApoE4 feststellen.

Im Vergleich zur Superfusion mit Krebslosung oder IDL pool/ bewirkte die Applikation der
Isoform IDLapoE4/E4 schon bei niedriger Flussgeschwindigkeit eine signifikante Verminderung
der Vasodilatation (vgl. Abbildung 7). Dieses in vitro Ergebnis bestitigt die bisherige
Studienlage, die eine Beeintrachtigung der flussabhingigen Vasodilatation durch ApoE4
vorschldgt [43,46]. Als Folge kann es zu pathologischen vaskuldren Umbauprozessen kommen
[127]. Diese tragen nach de la Torre et al. und Kelleher et al. sowohl zur Pathogenese der
Arteriosklerose als auch der AD bei [30,60]. Cerebrovaskulidre Schadigungen, die im Rahmen
einer AD auftreten, sind eine endotheliale Dysfunktion und ein herabgesetzter Blutfluss [60].
Diese konnten initial auf die hier gemessene, ApoE4-vermittelte, verminderte Vasodilatation
zuriickzufiihren sein. Vorhergehende Studien zeigten dhnliche Messergebnisse des Gefalltonus

und des Membranpotentials fiir VLDLapoE4 im Vergleich zu VLDL pool [116].

Die Messung der Konzentration zyklischer Nukleotide bestitigte die vorangegangenen
Ergebnisse entsprechend einer chemomechanischen Kopplung. Die unter IDLApoE4 Inkubation
verminderte flussabhdngige Vasodilatation wurde von verringerten cAMP- und cGMP-
Konzentrationen begleitet (vgl. Tabelle 5). Aufgrund dieser Nukleotidmessungen lieBBe sich ein

Riickschluss auf eine verringerte endotheliale NO-Produktion bei Inkubation mit der Isoform
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ApoE4 ziehen. Marcourakis et al. zeigten im Gegensatz hierzu eine durch ApoE4 erhdhte NOS-
Aktivitit in Thrombozyten [82]. Eine hierdurch vermehrte Bildung von NO kann die Bildung
von freien Sauerstoffradikalen (ROS) erhéhen und so in den cerebrovaskuldren Blutfluss
eingreifen [82]. An einer endothelialen Zellkultur wiesen Sacre et al. dagegen auf eine im
Vergleich zu ApoE3 signifikant verminderte Stimulation der NOS durch ApoE4 und ApoE2 hin
[114]. ApoE2 trug demnach zur Hilfte der NO-Freisetzung des ApoE3 bei, wihrend ApoE4
keine signifikante NO-Erhohung gegeniiber Kontrolllosung zeigte [114]. Als mdglicher
Mechanismus wurde die isoformabhidngige ApoE-Bindung an ApoER2 deklariert. Die
intrazelluldre Signalkaskade involviert hiernach PI3-Kinasen und letztlich die Aktivierung der
eNOS [114]. Fiir die vorliegenden Messergebnisse lassen sich dhnliche Wirkmechanismen fiir
ApoE4 diskutieren. Neben einer hemmenden Interaktion des IDLApoE4 mit endothelialem
ApoER2 ist ebenso ein inhibierender Kontakt zu HSPG und weiteren membranstindigen

Rezeptoren moglich.

Im Vergleich zur Inkubation mit Krebs-, IDL pool- und IDLapoE4/E4-Losungen ergab sich
unter Superfusion mit IDLapoEO/EOQ erstmals eine signifikante, starke Vasokonstriktion der
Gefallpraparate [127]. Die Lipidlosung konnte von einem der weltweit zwei genotypisierten
Patienten mit inaktivem ApoE gewonnen werden [37]. Klinisch imponierte der ApoE-Mangel
bei Erstuntersuchung in atypischer, generalisierter Xanthomatosis und Typ3-Hyperlipiddmie
(HLP3) mit erhohtem Plasmacholesterinspiegel und erhdhten Triacylglyceridkonzentrationen
[37]. In den vorliegenden Messungen zeigte sich zudem bereits nach kiirzester Inkubationszeit
bei einer Flussrate von 3 mL/min eine signifikant verminderte Vasodilatation im Vergleich zu
IDL pool und Krebslosung. Nachfolgend liel sich eine zunehmende Kontraktion bis zu einem
anndhernd horizontalen Kurvenverlauf ab einer Flussrate von 40 mL/min feststellen (vgl.
Abbildung 8). Gemill der chemomechanischen Kopplung zeigte sich eine signifikant
verminderte Konzentration der zyklischen Nukleotide cAMP und cGMP (vgl. Tabelle 5). Die
Applikation eines synthetischen ApoE3 verhinderte die Vasokonstriktion bis zu einer Flussrate
von 5 mL/min und einer Inkubationszeit von 30 Minuten (vgl. Abbildung 9) [127]. Daraufhin
folgte jedoch ebenfalls eine Vasokonstriktion der Gefalpraparate. Mogliche Mechanismen
lassen sich anhand der zuvor beschriebenen ApoE3-induzierten, endothelialen NO-Freisetzung
mutmaBen [114]. Eine defizitire Bindung an membranstindige Rezeptoren, die eine
intrazellulire NO-synthetisierende Signalkaskade auslosen, konnte fiir die verminderte
Vasodilatation verantwortlich sein. Diese Defizienz kann durch Hinzugabe des synthetischen

ApoE3 bis zu einer bestimmten Inkubationszeit und Flussrate ausgeglichen werden. Die
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darauffolgende Vasokonstriktion ldsst einen zusitzlichen, kontrahierenden Effekt des
IDLapoEO/E0 vermuten. Moglicher Mechanismus konnte die Deposition des Lipoproteins trotz
kontinuierlicher Strdomung der Lipidldsung sein. Fir VLDLapoEO/EO zeigte sich bestétigend
bereits bei alleiniger Gabe ein direkter Anstieg der Komplexformation mit HSPG [80,127].
Dieser Effekt wurde durch die Applikation von AP-42 und Ca®" zur Imitation einer
Nanoplaquebildung unter dhnlichen Konditionen einer AD noch verstérkt [80]. Die Addition des
synthetischen ApoE3 konnte auch hier die VLDLapoEO/E0 Effekte vermindern [80]. Zur
weiteren Analyse dieses mdglicherweise therapeutischen Ansatzes des ApoE3-Supplements sind
umfassende Studien notig.

Ein absoluter ApoE-Mangel wird im Knockout-Mausmodell ApoE-/- zur Imitation der
Arteriosklerose verwendet. Charakteristika sind ein erhohter Plasmacholesterolspiegel, eine
vermehrte arterielle Lipidablagerung sowie eine Stoffwechsellage &hnlich der HLP3 [37].
Hinsichtlich der endothelialen Dysfunktion wurden in diesem Mausmodell bisher kontroverse
Ergebnisse erzielt [87]. Abhingig von Alter, Geschlecht und Diét zeigten sich unterschiedlich
ausgepragte arteriosklerotische Schidigungen mit nachfolgend verminderter oder unverdnderter,
endothelabhéngiger und endothelunabhidngiger Vasodilatation [87]. Unsere Messungen
bestitigen eine Beeintrdchtigung der flussabhidngigen Vasodilatation durch IDLapoEO/EO.
Limitierend lésst sich fiir dieses Ergebnis die geringe Versuchsanzahl (n=3) anfiihren, die auf die

limitierte Probenentnahmemaoglichkeit zuriickzufiihren ist.

4.1.3. Wirkung von IDL an den vaskuliren Adrenorezeptoren

Vorhergehende Kontrollmessungen ergaben fiir Phentolamin und Propranolol keine signifikante
Verdnderung der flussabhdngigen Vasoaktivitit und der Konzentration zyklischer Nukleotide
unter Superfusion mit Krebslosung [59,70,116]. Eine intrinsische Antagonisierung ldsst sich
demnach ausschlieen.

Die Inhibition der flussabhdngigen Dilatation von IDL pool wird durch Gabe von Phentolamin
und Propranolol verstirkt. Eine gemeinsame Antagonisierung der a- und B-Adrenorezeptoren
fiihrte zu einer signifikanten Vasokonstriktion gegeniiber Krebslosung, IDL und der einzelnen
Gabe der Rezeptorblocker. Schon zu Beginn des Versuches, nach fiinfminiitiger Inkubationszeit
mit IDL pool und beiden Adrenorezeptorblockern, zeigte sich ein signifikant erhohter, basaler
Vasotonus. Innerhalb der ersten zehn Minuten Inkubation mit IDL pool, Phentolamin und
Propranolol erfolgte allerdings eine kurzfristige Vasodilatation der GefaBprdparate. Dies ist
moglicherweise, wie schon zuvor in &hnlichen Messungen aufgetreten, auf eine verspitete

Diffusion des Solutes an die vaskuldren glatten Muskelzellen zuriickzufiihren [70]. Entsprechend
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der elektromechanischen Kopplung zeigte sich zunéchst eine verringerte Hyperpolarisation, die
analog zum Anstieg der Gefatonuswerte in eine Depolarisation umschlug (vgl. Abbildung 5).
Dieses Ergebnis lie8 sich durch die signifikant verringerten Konzentrationen der zyklischen
Nukleotide cAMP und cGMP bestitigen.

Die Einzelgabe von Phentolamin, dem Antagonisten der a-AR, ergab ebenfalls eine verringerte
flussabhingige Vasodilatation. Analog hierzu verhielt sich die Membranpotentialdinderung mit
einer verringerten Hyperpolarisation (vgl. Abbildung 3). Die Applikation von Propranolol zur
IDL pool-Losung zeigte ebenfalls eine signifikant verringerte flussabhéngige Vasodilatation im
Vergleich zur Krebslosung (vgl. Abbildung 4). Die Vasomechanik und die Membranpotentiale
dhnelten sehr stark den Ergebnissen bei Gabe von Phentolamin. Die cAMP- und cGMP-
Konzentrationen unterschieden sich fiir die mit Phentolamin oder Propranolol inkubierten
Préaparate kaum (vgl. Tabelle 4). Gegeniiber den Gefallpriparaten der Kontrolllosung zeigte sich
fiir die hochste Flussrate ein anndhernd additiver Effekt bei gleichzeitiger Anwendung von

Phentolamin und Propranolol in der IDL poo/-Losung.

4.1.4. Moglicher vaskulirer Wirkmechanismus

Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse ldsst sich eine Wirkung von IDL pool iber eine
Interaktion mit den vaskuldren AR vermuten. Ein solches Zusammenspiel resultiert den
Messungen zufolge in einer Anderung des GefiBtonus, Membranpotentials und der
Konzentration der zyklischen Nukleotide. Es ldsst sich eine basal verminderte, flussabhdngige
Vasodilatation fiir IDL pool festhalten. Uber die vaskulire Regulation durch die
Adrenorezeptoren scheint diese endotheliale Dysfunktion teilweise herabgesetzt. Die
Antagonisierung der o- und B-AR durch gleichzeitige Applikation von IDL pool mit
Phentolamin und Propranolol fiihrte dementsprechend zu einer libermifligen Vasokonstriktion.
Bei isolierter Hinzugabe von IDL poo/ mit Phentolamin oder Propranolol war die flussabhidngige
Vasodilatation weit weniger, jedoch noch immer signifikant eingeschriankt. Moglich wére eine
Induktion der intrazelluliren NO-Synthese iiber die Interaktion des IDL pool mit den
endothelialen PB-Rezeptoren. Diese Hypothese wird durch die verminderten cAMP-Werte,
begleitet von einer Vasokonstriktion bei Antagonisierung der B-Rezeptoren bekriftigt (vgl.
Tabelle 4). Daraufhin konnte, gemill zuvor beschriebener Signaltransduktion, iiber den
Signaltransduktor NO eine Hyperpolarisation mit sich anschlieender Vasodilatation folgen.
Neben der bisher beschriebenen vasokonstriktorischen Wirkung der a-AR wurde fiir endothelial
lokalisierte a,-Adrenorezeptoren im Mausmodell eine vasodilatierende Wirkung gezeigt [119].

Phentolamin als unspezifischer a-AR-Antagonist konnte die Interaktion von IDL poo/ am a,-AR
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inhibieren und so eine Vasodilatation blockieren. Allerdings stehen entsprechende Ergebnisse
fiir die Signaltransduktion von humanen a,-Adrenorezeptoren noch aus. Der weniger endothelial
sondern vielmehr auf glatten Muskelzellen zu findende, vasokonstriktorisch wirksame o;-AR
konnte hingegen tiber Interaktionen mit IDL pool inhibiert werden.

Unklar bleiben bei diesen in vitro gewonnenen Ergebnissen Interaktionen des IDL pool mit

weiteren vasoaktiven Substanzen, wie z.B. anderen Lipoproteinen.

4.2. Effekt von Glukose auf die Nanoplaqueformation

Epidemiologisch wurde eine Korrelation zwischen IDL und klinisch manifesten,
arteriosklerotischen Erkrankungen, wie Koronargefderkrankungen und ihrer Progression,
gefunden [48,64,84,108,139]. Auch in Tier-Modellen, den St. Thomas- und Watanabe-Heritable
Hyperlipidemia-Kaninchen, stellte sich IDL als Pridiktor fiir das Ausmal} arteriosklerotischer
Insulte dar [98,99]. Die molekularen Hintergriinde fiir die atherogene Wirkung des IDL sind im
Vergleich zum Forschungsstand bei anderen Lipoproteinklassen, nicht hinreichend untersucht
[4]. Besonders bei hohem Calcium-Spiegel besitzt IDL, neben LDL und VLDL, ein erhohtes
arteriosklerotisches Potential [1,122].

Im vorliegenden Biosensormodell wurde die initiale terndre Aggregationsbildung von
genotypisiertem IDLapoE3 mit HSPG und Ca** untersucht (vgl. Abbildung 11).
Vorangegangene Messungen der sogenannten arteriosklerotischen Nanonplaquebildung bei IDL
pool-Inkubation konnten bestitigt werden [122]. HSPG lagert sich mit seiner transmembranalen
hydrophoben Doméne auf einer methylierten Silikatoberfliche ab [17,122]. Pro
Disaccharideinheit finden sich eine bis vier Sulfatgruppen in den GAG-Seitenketten des HSPG
[17,127]. Diese negative Fixladung besitzt eine grofe Kapazitit zur spezifischen Bindung
positiver Gegenionen wie Na'-und Ca®"-Ionen [17,127]. Dies bildet die Grundlage fiir eine
Interaktion des Proteoglykans mit positiven Ladungen und positiven Aminosdureresten von
Lipoproteinen [122]. Nachdem die HSPG-Adsorption, typischerweise bei 1,2 mg/m’ ihre
Sattigung erreicht hatte, wurde IDL appliziert. Die alleinige Hinzugabe von IDLapoE3
resultierte, dhnlich wie in vorhergehenden Versuchen beobachtet, in einer Nanoplaquebildung
[125]. Die Ca®"-getricbene Zunahme der Nanoplaquebildung, wie sie bisher gezeigt werden
konnte, wurde in den vorliegenden Messungen bestitigt [81]. Allerdings wurde ab einer Ca”'-

konzentration von 17,64 mmol/L eine stirkere, ternidre Aggregatbildung beobachtet.
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Diabetes mellitus mit seinem klinischen Symptom, der Hyperglykimie bildet einen
unabhingigen Hauptrisikofaktor fiir die Entstehung einer Arteriosklerose [11]. Vermutete
Mechanismen, die diesem zugrunde liegen, sind vaskuldre Schidden durch eine verminderte
Insulinwirkung und Hyperglykdmie [105]. Letzere induziert moglicherweise iiber oxidativen
Stress eine vermehrte Lipidaufnahme in vaskulire Makrophagen [105,106,150]. Die
membranstindigen Lipoproteinrezeptoren der Makrophagen konnen zudem direkt durch Glukose
induziert werden [106]. Eine Glykierung der Extrazelluldrmatrix und Beeinflussung aller
Zelltypen der GefdaBwinde fiihren letztlich zu einer endothelialen Dysfunktion [106].

Mit den vorliegenden Messungen konnte stark vereinfacht der Einfluss von Glukose auf die
arteriosklerotische Wirkung des IDL gezeigt werden. Ohne enzymatische Aktivitdt wurde IDL
fiir 24 Stunden durch Inkubation in 300 mg/dL Glukoselosung glykiert. Diese Stimulation
resultierte in einer starken Induktion der Nanoplaqueformation [127]. Die Anlagerung des IDL
an das ternidre Aggregat scheint durch die Glykierung verdndert. Die leichte Abnahme der
IDLapoE3-Ablagerung ohne vorherige Glukosebehandlung wurde aufgehoben. Stattdessen
zeigte sich eine Ca’’-gesteuerte Zunahme der IDLapoE3-Adsorption. Mogliche Mechanismen
der Schidigung durch Hyperglykdmie sind bisher fiir LDL beschrieben [150]. Obwohl die
Lipoproteinoxidation in den vorliegenden Messungen durch kontinuierliche Infusion eines
N,/CO,-Gemisches verhindert wurde, sollte der zugrunde liegende Pathomechanismus bei der
Beurteilung der Ergebnisse in Betracht gezogen werden. Unter Sauerstoffpridsenz kann eine
Autooxidation der Glukose stattfinden. Die in diesem Prozess entstchenden ROS, wie
Hydroxylradikale und Superoxidanionen, konnen nachgewiesen eine LDL-Oxidation
hervorrufen. Die Aufnahme des oxidierten LDL (oxLDL) fiihrt zu einer endothelialen
Cholesterolablagerung mit Bildung arteriosklerotischer Insulte [56]. Ein dhnlicher Mechanismus
konnte die pro-arteriosklerotische Wirkung des IDL unter Glukoseinkubation bewirken. So
wurde in Fliissigkeitschromatographie gekoppelt mit Massenspektrometrie das Vorkommen von
Cholesterylester-Hydroperoxiden in IDL-Partikeln bestitigt [121]. Diese sind neben Lipid-
Hydroperoxiden als Reaktionsprodukte der Lipoproteinoxidation, vor allem des oxLLDL, und in
arteriosklerotischen Lasionen charakterisiert worden [121].

Bisher bekannter vaskuldrer Schiddigungsmechanismus durch stindige Hyperglykédmie-
Exposition ist auBerdem eine beeintrachtigte NO-Bioverfiigbarkeit [105]. NO wird durch
akkumulierte reaktive Sauerstoffspezies (ROS, reactive oxygen species) inaktiviert und zu
reaktivem Peroxynitrit (ONOO") umgewandelt, welches weitere Proteine nitrosyliert [105]. Wie
zuvor beschrieben, ist NO wichtigster Bestandteil der Vasoreagibilitit. Auf seine Inaktivierung,

Risikofaktor fiir ein schlechteres kardiovaskuldres Outcome, folgt eine endotheliale Dysfunktion
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[105]. Auch die in dieser Studie untersuchte flussabhingige Vasodilatation kann durch eine
Exposition der GefdBpraparate gegeniiber einer Hyperglykdmie beeintrachtigt sein. Zusitzlich
scheint durch eine Hyperglykdmie, im Rahmen eines ,,vaskuldren Gedéchtnisses®, eine pro-
arteriosklerotische Beeinflussung der HSPG-Expression und eine vermehrte mitochondriale

ROS-Akkumulation ausgelost zu werden [74,105,127].

Die Applikation von genotypisiertem IDLapoE4/E4 fiihrte bereits ohne vorherige
Glukoseinkubation zu einer verstirkten Lipoproteinadsorption. Bei Inkubation beider IDLapoE-
Isoformen zeigte sich insgesamt ein dhnlicher Adsorptionsverlauf. Allerdings lieB sich in der
Messung der Nanoplaquebildung fir IDLApoE4/E4 frilher ein Ca’"-abhingiger
Adsorptionsanstieg, bereits ab einer Ca>"-Konzentration von 7,56 mmol/L, feststellen. Aus der
Aminosduresequenz der Isoform ApoE4 resultiert eine verdnderte Rezeptorbindungsaffinitit
[76]. Diese ist moglicherweise Grund fiir die Erhdhung der Ca*"-abhingigen Adsorption der
Lipoproteinpartikel. Der Isoform ApoE3 wird im Lipoproteinmetabolismus allgemein eine
protektive Rolle gegeniiber Arteriosklerose zugeschrieben [29,75,78]. Diese wird unter anderem
auf ihre Wirkung als Antioxidans zuriickgefiihrt [29]. Protektive Aspekte scheinen durch die
genetische Variation der Isoform ApoE4 aufgehoben zu sein. Zusitzlich verstirkt die
Glukosebehandlung der Lipoproteine in den vorliegenden Messungen die Plaqueformation bei

Anwendung der Isoform IDLapoE4/E4 [127].

4.2.1. Bedeutung von IDL fiir die Alzheimer Nanoplaqueformation

Vaskulédre Risikofaktoren, wie Hypertonie, Arteriosklerose und T2DM sind vorgeschlagene
Storfaktoren des physiologischen cerebralen Blutflusses [20,30,146]. Durch sie hervorgerufene
Endothelzellschidden in den cerebralen GefdfBabschnitten beeintrachtigen die Substratversorgung
des Gehirns und konnen die Signaltransduktion zwischen Astrozyten und Neuronen vermindern
[30]. AuBerdem konnte die beeintrdchtigte  junktionale  Barrierefunktion  des
Endothelzellverbandes den Influx und die Ablagerung von AP in das ZNS ermdglichen [30].
Hierdurch wird invers die vaskuldre Dysfunktion in gehirnversorgenden Gefdflen getriggert. Die
Addition einer vierten Komponente, des AP, zum oben beschriebenen Modell der
arteriosklerotischen =~ Nanoplaquebildung, ergibt eine stark vereinfachte Imitation
cerebrovaskulédrer Dysregulation. Die Schliisselkomponenten Lipoproteine, HSPG, Calcium und
AB-42 sind in der Plaque-Genese der AD-Entstehung préasent [127]. AP, zeigt keine eigene
Adsorption an die HSPG-beschichtete Oberfliche, sondern induziert die Ca*'-gesteuerte
Adsorption der Lipoproteine [81].
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Neben LDLapoE4/E4 zeigte auch IDLapoE4/E4 in vorangegangenen Studien eine vermehrte,
Ca” -getriebene Deposition auf methylierter Silikatoberfliche [80]. ApoE4 als genetischer
Hauptrisikofaktor fiir die Entstehung einer AD fiihrte zu einer vermehrten Nanoplaqueformation,
vor allem bei zusitzlicher Applikation von AB-42 [80]. Die Addition von 16slichem AB-42 zum
beschriebenen Biosensormodell befordert auch in den vorliegenden Messungen die
Nanoplaquebildung unter IDLapoE4/E4-Inkubation [127]. Ahnliche Ergebnisse ergaben sich bei
Applikation von homozygotem VLDLapoE4/E4 [116]. Das untersuchte System stellt eine stark
vereinfachte Form der komplexen Hintergriinde der cerebrovaskuldren Dysregulation dar. Es
gibt jedoch Aufschluss iiber die initialen, oberflichenabhidngigen Interaktionen der typischen
Komponenten bei der Nanoplaquebildung. In diesem begrenzten Rahmen scheinen die
untersuchten Akteure AP, IDL als beispielhaftes Lipoprotein und ApoE4 den klinischen
Betrachtungen gerecht zu werden. Weiterhin erfolgte die Anwendung des Biosensormodells auf
die klinische Situation der Hyperglykdmie bei Diabetes mellitus. Die Zugabe der
vorbehandelten, glykierten IDLapoE4-Partikel resultierte in einem weiteren Anstieg der
Nanoplaqueformation. Diese erfolgte Ca’"-gesteuert und iiberstieg bereits bei physiologischen
Calciumkonzentrationen die Adsorption des nicht glykierten IDLapoE4/E4 [127]. Trotz der
starken Vereinfachung bestitigt auch dieses Ergebnis die aktuelle Studienlage zum Risikofaktor

Diabetes mellitus fiir die Entstehung einer AD.

4.3. Eigenschaften des Studiendesigns

Als sicherlich grofite Limitation der vorliegenden Studie léasst sich die geringe Probandenzahl
nennen. Diese ist, neben der zeitlichen Begrenzung dieser Studie auf die aktuell sinkende Rate
an Herztransplantationen in Deutschland zuriickzufiihren [35].

Unterschiedliche Eigenschaften innerhalb des Patientenkollektivs, vor allem die Vormedikation
und koronare Diagnosen, beeinflussen moglicherweise als Storfaktoren die Verwertbarkeit der
erhobenen Ergebnisse. Aufgrund der geringen Probandenzahl lassen sich die Studienergebnisse
jedoch nicht anhand dieser Eigenschaften, des Alters und des Geschlechts weiter analysieren.
Ein jiingeres Alter der Transplantationspatienten ergab in vorangegangenen Studien einen
geringeren vaskuldren Grundtonus [59]. Auch der Einfluss des Geschlechts wirkt sich liber
endotheliale Faktoren, wie eine verringerte endothelabhidngige Dilatation bei ménnlichen
Probanden, auf den GefdaB3tonus aus [21]. Allerdings konnte in vorhergehenden Studien gezeigt
werden, dass die Vasoaktivitit der untersuchten Koronarpridparate nicht signifikant von der

Pramedikation des jeweiligen Transplantationspatienten abhédngt [59]. Zusitzlich erfolgte eine
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Aquilibrierung der Koronarpriparate. Hierdurch wurde das Risiko méglicher anhaftender,
vasoaktiver Substanzen, wie von Katecholaminen, verringert. Vorteil des gewihlten
Studienkollektivs gegeniiber dhnlichen Studien ist die Verwendung von Koronarpréparaten des
Menschen. In Tiermodellen zeigte sich ein im Vergleich zur humanen Verteilung der
Adrenorezeptoren vielfach differenter Rezeptorbesatz [116,138].

In dieser Studie wurden pathologisch verdnderte GefdBabschnitte lediglich mittels
makroskopischer Beurteilung ausgeschlossen. Diese sind hdufig durch arteriosklerotische
GefalBwandverdnderungen charakterisiert und dementsprechend in ihrer Vasoaktivitit, ihrem
Adrenorezeptorbesatz und ihren sekundiren Signalmechanismen beeintriachtigt. Etwaige nicht

detektierte mikroskopische Lésionen konnten die Messungen beeintrachtigt haben.

4.4. Bedeutung von IDL fiir die klinische Verwendung

Die individuelle IDL-Plasmakonzentration scheint hauptsachlich durch eine genetisch bedingte
Komponente bestimmt zu sein [118]. Eine Senkung des in der vorliegenden Arbeit als por-
arteriosklerotisch deklarierten IDL durch Erndhrung und regelmifBige korperliche Aktivitit ist
nur in geringem Maf3e mdglich [118].

Therapeutische Ansédtze fiir eine erhdhte Plasmakonzentration des IDL sind bisher nur wenig
erforscht. Allerdings werden bereits einige IDL-beeinflussende Behandlungsoptionen fiir andere
arteriosklerotische Erkrankungen eingesetzt. So konnen Statine, neben ihren vielfachen
pleiotropen Effekten, die Konzentration von IDL in messbarem Ausmall senken [118,136].
Weiterhin zeigten sich effektiv verminderte Triacylglyceridlevel nach tdglicher Einnahme von
Nikotinsdure. Eine entsprechende Wirkung auf den Plasmaspiegel des IDL wird fiir die
gemeinsame Gabe von Nikotinsdure und Statinen vermutet. Zusitzlich konnen Fibrate die IDL-
Konzentration senken [131].

Besonders die diagnostische Erfassung des IDL in Risikofédllen, wie Patienten mit T2DM,
gewinnt vor diesem Hintergrund an Bedeutung. So konnte aus einer entsprechenden Behandlung
mit den bisher bekannten therapeutischen Moglichkeiten eine Senkung des Risikos fir CVD

resultieren.

4.5. Bewertung des Gesamtmodells

Die Applikation von IDL an humanen Koronararterien resultierte in einer verringerten
flussabhingigen Vasodilatation. Eine elektromechanische Kopplung dieses Ergebnisses konnte
durch eine analog verminderte Hyperpolarisation der glatten GefdBmuskelzellen verifiziert

werden. Zudem deuten die verdnderten Konzentrationen der intrazelluldren, zyklischen
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Nukleotide auf eine chemomechanische Kopplung der endothelialen IDL-Wirkung hin. Die hier
diskutierten Mechanismen gehen groftenteils von einer rezeptorvermittelten Reaktion der
GefalBwand auf die Lipoproteinlosung aus. Die zusétzlich untersuchte Adsorption von IDL an
HSPG bestitigt eine oberflichenabhédngige Interaktion. Eine gravierende Beeinflussung des
endothelialen IDL-Kontaktes erfolgte durch verschiedene ApoE-Isoformen, AB-42 und eine
Glykierung der interagierenden Komponenten. Trotz der vereinfachten Darstellung der
komplexen pathophysiologischen Vorgéinge, lasst sich anhand der Ergebnisse ein unmittelbarer
Zusammenhang zwischen einer Hyperglykdmie, dem Vorkommen bestimmter Apolipoprotein-
Isoformen des IDL und der endothelialen Ablagerung des Lipoproteins vorschlagen. Weiterhin
vermindert IDL, getriggert durch eine adrenerge Blockade, die flussabhédngige Vasoaktivitdt und

tragt hierdurch moglicherweise zu einer endothelialen Dysfunktion bei.
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