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Abstrakt

Einleitung: Kardiovaskulédre Erkrankungen sind die Haupttodesursache weltweit, wobei Lipid-
stoffwechselstorungen mit erhohtem Cholesterin, insbesonde Low-Density Lipoprotein (LDL)-
Cholesterin, und arterielle Hypertension hierfiir als unabhéngige Risikofaktoren gelten. In
Studien konnte eine Assoziation von erhdhten Blutdruckwerten und erhdhten Cholesterin-, bzw.
LDL-Levels nachgewiesen werden. Ein moglicher Mechanismus fiir eine Beeinflussung der
Blutdruckregulation durch LDL ist die durch LDL verursachte Einschrinkung der flussabhin-
gigen Vasodilatation (FMD), die in verschiedensten Gefd3gebieten gezeigt wurde. Ziel der
Arbeit ist, zu untersuchen, ob die durch LDL verursachte Einschrinkung der FMD durch eine

Wechselwirkung mit sympathischen Adrenorezeptoren (AR) verursacht wird.

Methoden: Flussabhédngiger isometrischer Gefid3tonus, intrazelluldres Membranpotential und
cAMP- und cGMP-Konzentrationen wurden unter Einfluss von Kontrolllosung (Krebs-Losung),
LDL-L6sung und LDL-L6sung unter Zugabe von AR-Blockern an Koronararterienpréiparaten

aus Herztransplantationen von insgesamt 46 Patienten gemessen.

Ergebnisse: Im Vergleich zu Krebslosung beeinflusste LDL die FMD und verursachte eine
relative Kontraktion A(T3 - Tygp): Krebs 0,496 g; LDL 0,278 g). Komplette Blockade von o-
(Phentolamin 10”7 mol/l) und B-Rezeptoren (Propranolol 107 mol/1) fiihrte zu einer ca. 50%
verminderten Reduktion der FMD durch LDL. Die Blockade von entweder o- oder 3-Rezeptor
fiihrte zu jeweils kleineren Effekten, die in der Summe mit dem Effekt unter kombinierter
Blockade iibereinstimmten. Gleiche Effekte konnten bei Messung der Membranpotentiale der
Gefamuskelzellen und der Konzentration der intrazelluldren zyklischen Nukleotide festgestellt
werden. Mit den erhobenen Messdaten konnten eine intakte chemoelektrische und chemome-
chanische, sowie eine lineare elektromechanische Kopplung an menschlichen Koronararterien

nachgewiesen werden.

Diskussion: Wir konnten zeigen, dass die von LDL verursachte Einschrinkung der FMD zu 50%

iiber eine Wechselwirkung zwischen LDL und o- wie auch 3-Rezeptor bedingt ist. Die Ergebnisse
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Abstrakt

zeigten sich sowohl auf mechanischer und elektrischer, als auch auf Ebene der Second Messenger.
Da eine einzelne Blockade von a- und B-Rezeptor jeweils zu einer relativen Dilatation unter LDL
fithrte, gehen wir von einer Aktivierung des o- und Inhibition des 3-Rezeptors durch LDL aus.
Uber die Beeinflussung der FMD und seine Interaktion mit den sympathischen AR kann LDL
einen Einfluss auf die Blutdruckregulation nehmen. Unterstiitzt wird diese Vermutung durch
eine nachgewiesene Korrelation von niedrigeren LDL-Levels mit niedrigen Blutdruckwerten
nach Gabe von Statinen, unabhéngig von pleiotropen Statin-Effekten. Wir weisen in unserer
Studie folglich nach, dass die unabhéngigen Risikofaktoren Hypertonie und LDL-Cholesterin
auf Ebene der sympathischen AR und der FMD verkniipft sind.
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Abstract

Introduction: Cardiovascular diseases are the main cause of death worldwide, whereas disor-
ders of lipid metabolism with elevated blood cholesterol, especially low-density lipoprotein
(LDL)-cholesterol, and arterial hypertension count as independent risk factors. Studies show
an association between elevated blood pressure and both elevated cholesterol and LDL levels,
respectively. One of the underlying mechanisms for the influence of LDL on blood pressure
regulation is an LDL-induced impairment of the flow-mediatated vasodilation (FMD), which
has been demonstrated in different types of blood vessels. This work is aiming to examine if an
interaction between LDL and sympathetic adrenoreceptors (AR) could be the underlying cause

for an LDL-induced impairment of FMD.

Methods: Flow-dependent isometric tension, intracellularly recorded membrane potential and
intracellular cAMP- and cGMP-concentration were measured under the influence of Krebs
solution (control), LDL solution and LDL solution with added AR-blockers in segments of

coronary arteries from heart transplantations of 46 patients in total.

Results: As compared to Krebs solution, LDL affected FMD and caused a relative contraction
A(T;3 - Tyg): Krebs 0,496 g; LDL 0,278 g. Complete blockade of both o~ (phentolamin 10”7 mol/l)
and [>-receptors (propranolol 10”7 mol/l) resulted in a ~50% reduction of LDL-induced FMD
impairment. Blockage of either o- or 3-receptors showed smaller effects which added up to the
measured effect under blockage of both receptors. Similar effects were apparent in the recorded
membrane potential of the vascular smooth muscle cells and in the intracellular concentration of
the cyclic nucleotides. From our data, we could show an intact chemoelectrical, chemomechanical

and furthermore a linear electromecanical coupling in human coronary arteries.

Discussion: We could show that the LDL-induced impairment of FMD is in ~50% due to
an interaction between LDL and both o- and (3-receptors. Similar results could be shown in
mechanical and electrical measurements and on the level of second messengers. Since blockage

of each receptor resulted in a relative dilatation, we assume that the LDL effect is caused by
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Abstract

a stimulation of «- and an inhibition of 3-adrenoreceptors. Through its influence on FMD and
its interaction with sympathetic AR, LDL might be implicated in blood pressure regulation.
This finding is supported by studies that suggest that lower LDL levels, achieved through
administration of statins, are correlated with lower blood pressure, independent of pleiotropic
statin effects. Therefore we demonstrate in this study that the former independend risk factors of
elevated LDL-cholesterol and high blood pressure are linked on the level of sympathetic AR and
through FMD.



1 Einleitung

Durch Arteriosklerose bedingte kardiovaskulidre Erkrankungen (CVD), wie die koronare Herz-
krankheit (CAD), Schlaganfall und andere, sind die hdufigste Todesursache weltweit [1]. 2011
starben geschitzte 16,5 Millionen Menschen weltweit an CVD (30,4% aller Todesfille welt-
weit) [2]. In den USA betrug die Privalenz fiir eine oder mehrere CVD 2009 83,6 Millionen
(35,3% der Bevolkerung) [3]. In Europa bedingen CVD jiéhrlich iiber 4,3 Millionen Todesfille
(48,3%) [2]. In Deutschland wurden 2012 40,2% aller Todesfille durch CVD bedingt und diese

Erkrankungen verursachten 2008 allein in Deutschland Kosten von 37 Milliarden Euro [4, 5].

In zahlreichen Studien konnten Risikofaktoren fiir Arteriosklerose und CVD identifiziert werden.
Hierzu gehoren unter anderem Bluthochdruck und abnormale Blutfette, d.h. erhohtes gesamtes
Cholesterin bzw. Low-Density Lipoprotein (LDL)-Cholesterin und niedriges High-Density
Lipoprotein (HDL)-Cholesterin [6, 7]. Bluthochdruck und Fettstoffwechselstorungen werden

hierbei bisher im Allgemeinen als voneinander unabhingige Risikofaktoren angesehen [7].

Die verschiedenen Lipoproteine, wie LDL und HDL, sind wasserlosliche Komplexe aus Protein-
(Apolipoproteine) und Lipidkomponenten (sieche Tabelle 1.1), die fiir den Transport von hydro-

phoben Lipiden im menschlichen Korper zustindig sind [8].

Fiir die Regulation des Blutdruckes spielt neben der Auswurfleistung des Herzens, die Regulation
der GefidBweite in den verschiedenen Gefdlbetten des Korpers, und somit des Widerstandes im
Systemkreislauf eine grofle Rolle [9]. Die GefidBBweite wird zum einen iiber lokale Faktoren und
endogene Mechanismen der GefdBBwand und zum anderen iiber zirkulierende Substanzen und

Hormone, wie zum Beispiel Katecholamine, reguliert [10].

Diese Arbeit untersucht den Einfluss von LDL-Cholesterin auf die flussabhingige Vasodilatation
(FMD) und somit die Vasomotorik an Koronararterien des Menschen. Hierbei soll insbesondere
die Wechselwirkung mit den sympathischen Adrenorezeptoren und eine Beeinflussung der

FMD iiber diese betrachtet werden. Auf Ebene dieser Schnittstelle werden die unabhingigen
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Risikofaktoren Dyslipiddmie und Hypertonie verkniipft. In den folgenden Abschnitten soll auf
die Grundlagen der GefiBBweitenregulation eingegangen und die Lipoproteine, insbesondere

LDL, vorgestellt werden.

1.1 Regulation der GefiBweite

Die Weite eines Blutgefidles wird durch den Kontraktionszustand der glatten Muskulatur in der
GefidBwand bestimmt. Hierfiir enthilt die glatte GefaBmuskelzelle (VSMC) einen kontraktilen
Apparat, der, dhnlich dem der Skelettmuskelzelle, kontraktile Filamente aus Aktin und Myosin
enthilt, die mehr oder weniger parallel zur Zellachse liegen und zu einer Kontraktion auf maximal
die Hilfte der Ruhelénge fiihren konnen [10, 11]. Die VSMCs sind zirkuldr im Gefil} angeordnet
und fiihren bei einer Kontraktion zu einer Verengung des GefidBlumens [11]. Die Aktin-Myosin-
Interaktion und somit der Kontraktionszustand der VSMCs wird intrazellulédr durch verschiedene
molekulare und elektrochemische Einfliisse reguliert, welche wiederum von extrazelluldr durch

hormonelle, metabolische und physische Einfliisse gesteuert werden.

1.1.1 Kontraktionszustand der glatten Muskelzelle

Die Kontraktion der VSMC wird durch eine Erhéhung der intrazelluldren Konzentration von
Calcium-Ionen (Ca?*) getriggert. Bei einem Anstieg des intrazelluliren Ca* bindet dieses an
Calmodulin (CAM), welches wiederum die Myosin-leichte Ketten-Kinase (MLCK) aktiviert [11,
12]. Diese ist vollstindig inaktiv in Abwesenheit von Ca>* und spielt eine zentrale Rolle in der
Ca”*-abhingigen Regulation des Kontraktionszustandes der VSMC. Der aktive Komplex aus
Ca’*, CAM und MLCK ist in der Lage, die leichten Ketten des Myosins (MLC) zu phosphory-
lieren und damit die Interaktion der Myosin-II-ATPase mit dem Aktinfilament, und somit eine
Kontraktion der VSMC, zu ermdglichen [11, 13—15]. Ein Ca**/CAM/MLCK-Komplex kann
hierbei viele MLC phosphorylieren [11].

Der Gegenspieler der MLCK ist die Myosin-leichte Ketten-Phosphatase (MLCP). Diese hemmt
durch Dephosporylierung der MLC die Kontraktion der glatten Muskelzelle [16, 17]. Zwi-
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schen der MLCK und der MLCP herrscht ein Gleichgewicht, dessen Verhiltnis ein wichtiger
Regulationsmechanismus fiir den Kontraktionszustand der VSMC ist [11]. Die beiden Enzy-
me werden durch diverse Mechanismen und Kinasen gesteuert [18]. Die Aktivitdt der MLCP
ist im Gegensatz zur MLCK nicht Ca®*-abhiingig und iiberwiegt den Effekt der MLCK bei

Ca?*-Konzentrationen unter 10~7 mol/I [11].

Die intrazellulire Ca®*-Konzentration [Ca2*]; wird durch Einstrom und Ausstrom von Ca?* aus
dem Zytosol gesteuert. Ein Ca®*-Einstrom in die Zelle von extrazellulir ist durch spannungs-
abhingige Ca?*-Kanile moglich, deren Offnungswahrscheinlichkeit bei einer Depolarisation
ansteigt und bei einer Hyperpolarisation abnimmt. Zudem kénnen Ca”*-Kanile direkt iiber
Rezeptoren aktiviert werden [14, 19, 20]. Das sarkoplasmatische Retikulum (SR) der VSMC
fungiert als intrazellulirer Ca>*-Speicher, aus dem Ca®* iiber ligandengesteuerte Kanile freige-
setzt werden kann [11, 21]. In der glatten GefdBmuskulatur ist das SR allerdings sehr variabel
ausgeprigt und in VSMC:s kleiner Arterien nur noch spirlich vorhanden, so dass dieser Mecha-
nismus in kleinen GefidB3en nur eine untergeordnete Rolle spielt [11, 21]. In diesen Bereichen
kommt es in den VSMCs zu einem Anstieg von [Ca?*]; durch Aktivierung spannungsabhingiger

T- und L-Typ-Ca”*-Kanile [11].

Die Senkung von [Ca®*]; geschieht iiber eine Ca>"-Pumpe in der Plasma-Membran, die Adeno-
sintriphosphat (ATP) benétigt, und einen Na*/Ca?*-Austauscher, der ein Ca**-Ion im Austausch
gegen drei Na*-Ionen aus dem Zytosol entfernt. In Zellen mit einem SR wird Ca®" iiber eine
Ca”*-Pumpe in der Membran des sarkoplasmatischen Retikulums (SERCA) wieder in die Spei-
cher aufgenommen. Diese Pumpe wird durch CAM aktiviert, die Aktivitit wird also bei einem

2+].
i

Anstieg von [Ca gesteigert [11].

Der Kontraktionszustand der VSMC ist gleichzeitig hochgradig abhédngig vom Membranpotential
der VSMC, da durch dieses die Offnung der spannungsabhiingigen Ca>*-Kanile gesteuert wird
[19]. Bei Depolarisation erhoht sich somit der Gefal3tonus, bei Hyperpolarisation dilatiert das
GefiB3 [19, 22]. Dabei hat diese enge ,.elektromechanische Kopplung* keinen Schwellenwert
[11, 14, 19]. Die Kopplung der Kraftentwicklung an das Membranpotential durch intrazelluldre
Signalmolekiile (Ca**-Ionen) zeigt sich durch die zeitversetzte Kontraktion nach Anderung

des Membranpotentials [22]. Das Membranpotential in normalen Arterien und Arteriolen unter
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normalen Druckbedingungen betrigt -48 mV (-40 bis -55 mV), was einem teilkontrahierten
Zustand entspricht, von dem aus sie in Abhédngigkeit vom Blutbedarf sowohl kontrahieren, als

auch dilatieren konnen [11, 19].

Das Membranpotential in Ruhe wird hauptsichlich durch die Leitfahigkeit von K*-Kanilen
geregelt [19]. Ein K*-Ausstrom hyperpolarisiert die Zelle, wohingegen eine Erhohung der
Leitfahigkeit fiir CI"- und Ca?*-Ionen die Zelle depolarisiert. Ein Einstrom von Na*-Ionen
durch Na*-Kandile fiihrt allgemein zu einer Depolarisation. Zudem hat die Aktivitit der Na*/K*-
ATPase und des Na*/Ca2*-Austauschers einen Einfluss auf das Membranpotential, da die Na*/K™-
ATPase hyperpolarisierend wirkt und der Na*/Ca*-Austauscher depolarisiert. Die beschriebenen
Ionenkanile konnen jeweils durch das Membranpotential oder spezifische Liganden gesteuert

werden [11].

1.1.2 Second Messenger Systeme

Um einen Einfluss auf [Ca2*];

zu nehmen, und damit den Kontraktionszustand der Gefiamusku-
latur zu beeinflussen, 16sen verschiedene Substanzen, Hormone, aber auch andere Einfliisse, wie

mechanischer Stress, intrazelluldre Signalkaskaden mit biochemischem Effekt aus.

Einer der Mechanismen, um einen intrazelluldren Effekt auszuiiben, ist die Bindung eines Agonis-
ten an einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor. G-Proteine sind GTP-bindende Proteinkomplexe,
bestehend aus drei Untereinheiten (o, 3 und ) [23]. Die Aktivierung des Rezeptors fiihrt zur
Bindung von GTP an die o-Untereinheit des G-Proteins, welche sich vom [3/y-Dimer trennt und
bestimmte Enzyme aktiviert. Nach Spaltung von GTP durch die a-Untereinheit bildet die inaktive
GDP-ua-Untereinheit mit der 3/y-Einheit wieder das G-Protein-Trimer. G-Proteine kommen in
verschiedenen Familien vor, die unter anderem danach eingeteilt werden, welches Enzym sie

aktivieren [11, 24].
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Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) und Diacylglycerin (DAG)

Eine Aktivierung der Phospholipase C (PLC) durch ein G4-Protein fiihrt zur Spaltung von
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP;) aus der Zellmembran in IP3 und DAG [14, 25]. 1P
ist in Zellen mit einem ausgebildeten SR in der Lage, Ca>* aus diesem iiber einen ligandenakti-
vierten lonenkanal freizusetzen [14, 25, 26]. Das freigesetzte DAG aktiviert die Proteinkinase
C (PKC), welche weitere Stoffwechselverdnderungen und zelluldre Effekte vermittelt [27]. So
fiihrt die Phosphorylierung von spannungsabhiingigen Ca’*-Kanilen zu einem erhohten Ca”*-
Einstrom [11, 20]. Der CI"-Efflux durch Ca**-abhiingige CI"-Kaniile und ein Na*-Einstrom
fiihren zu einer Depolarisation der Membran [22]. Insgesamt fithren IP; und DAG somit zu

einer Vasokonstriktion durch eine Erhohung von [CaZ*);

und durch eine Membrandepolarisa-
tion. Neben der Steuerung der Ca>*-Konzentration kann die PKC auch direkten aktivierenden
Einfluss auf die Kontraktion nehmen, indem sie die MLCK phosphoryliert und dadurch die

Ca®*-Sensitivitit des kontraktilen Aparates erhoht [11, 14].

Zyklisches Adenosin-3’, 5’-monophosphat (¢(AMP) und zyklisches Guanosin-3', 5'-mono-
phosphat (cGMP)

cAMP wird von der Adenylatzyklase (AC) aus ATP synthetisiert und aktiviert direkt die cAMP-
abhingige Proteinkinase (cA-PK) [24, 28]. Hierzu analog aktiviert von der Guanylatzyklase (GC)
aus GTP hergestelltes cGMP eine cGMP-abhiéngige Proteinkinase (cG-PK). Insgesamt fithren
cAMP und cGMP und die durch sie aktivierten Proteinkinasen iiber verschiedene Mechanismen

zu einer Vasodilatation [29, 30].

Die cA-PK hemmt die MLCK durch Phosphorylierung der A Doméne, was iiber eine verminderte
Phosphorylierung der MLC zu einer Dilatation der VSMC fiihrt [11, 14]. Die Phosphorylierung
der MLCK bewirkt eine Verminderung der Affinitit der MLCK zum Ca2+/CAM—K0mplex, SO
dass eine hohere Ca®*-Konzentration fiir das gleiche MaB an Aktivitit der Kinase und damit
Kontraktion benétigt wird [31]. Die Ca®*-Sensitivitit des kontraktilen Apparates wird also
gesenkt [14]. Eine Phosphorylierung der MLCK an der B Doméne durch die ¢G-PK hat keine

Auswirkungen auf die Aktivitit des Enzyms [11, 14]. Neben einer Hemmung der MLCK steigert
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die cA-PK iiber Phosphorylierung von RhoA und damit Hemmung der Rho-Kinase die Aktivitit
der MLCP. Auch die ¢G-PK kann iiber diesen Mechanismus die MLCP aktivieren [32].

Unter Einfluss der cA-PK und ¢G-PK kommt es zu einer Hemmung von spannungsgesteuerten
Ca”*-Kanilen und damit zu vermindertem Ca”*-Einstrom [11, 33]. Die verminderte Offnung
der Kaniile fiihrt zu einer Hyperpolarisation, was durch die Aktivierung von K*c,- und K* orp-
Kanilen unterstiitzt wird, und einen weiteren Schluss der spannungsabhiingigen Ca>*-Kanile
bewirkt [34, 35]. Eine Aktivierung der Ca?*-ATPase in der Zellmembran fordert die Ca>*-
Entfernung aus der Zelle [36, 37]. Weitere Effekte der cA-PK sind eine Phosphorylierung der
IP3-abhingigen Ca’*-Kanile des SR und Aktivierung der SERCA [35, 36, 38]. Bei erhoh-
ter Produktion von cAMP sinkt also [Ca?*]; durch verminderten Influx, erhdhten Efflux und

Riickfiihrung von Ca”* in intrazelluliire Speicher [39].

Auch ¢cGMP fiihrt zu einer Aktivierung von Ca?*-Pumpen der Plasmamembran und des SR,
sowie Hemmung des Ca”*-Einstromes und Aktivierung des Na*/Ca’*-Austauschers und der
Na*/K*-ATPase [30, 37, 40—42]. Der niedrigere Ca”*-Spiegel fiihrt iiber die oben geschilderten

Mechanismen zu einer Hemmung der MLCK und somit zu einer Dilatation.

Zwischen den beiden Kinasen cA-PK und cG-PK besteht eine Kreuzaktivierung. So sind die
Kinasen zwar spezifisch fiir das jeweilige zyklische Nukleotid, kénnen aber bei hohen Kon-
zentrationen von cAMP oder cGMP auch durch das jeweils andere Nukleotid aktiviert werden
[42—45]. Hierzu braucht es eine ca. 10-fach hohere Konzentration des jeweils anderen Nukleotids
[14, 43]. Da die cAMP-Konzentration in der VSMC normalerweise ca. 10-fach hoher ist als
die Konzentration von cGMP, wirkt cAMP potentiell eher iiber beide Kinasen [14]. Die durch
Stickstoffmonoxid (NO) induzierte cGMP-Steigerung (siehe unten) reicht jedoch aus, um auch

die cA-PK zu aktivieren [46].

Auch der Signalweg iiber IP; und DAG kann durch cAMP und cGMP beeinflusst werden, indem
diese die PLC hemmen. Dies spielt allerdings in vivo bei der Dilatation der VSMC nur eine

untergeordnete Rolle [11, 30].

Der Effekt von cAMP und cGMP wird durch deren Abbau iiber verschiedene Phosphodiesterasen
zu 5'-Adenosinmonophosphat (5'-AMP) und 5’-Guanosinmonophosphat (5'-GMP) beendet
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[29].

1.1.3 Autoregulation, FMD, metabolische Einfliisse

Ohne Einfliisse von vasoaktiven Substanzen wird die GefdBweite durch das Gleichgewicht zweier
Mechanismen, der myogenen Autoregulation und der FMD bestimmt. Bei erhohter metabolischer

Aktivitit wird die GefiBweite zudem durch lokale Faktoren beeinflusst [10].

Die myogene Autoregulation (Bayliss-Effekt) ist eine reaktive Kontraktion der GefaBmuskulatur
bei Erhohung des transmuralen Druckes [47]. Dieser Effekt dient dazu, einen konstanten Kapil-
lardruck bei Veridnderungen des Blutdruckes zu gewihrleisen [10]. Die myogene Autoregulation
wird durch eine Dehnung der VSMC bei Druckanstieg vermittelt. Vermutlich kommt es hierbei
durch Offnung von dehnungsabhiingigen Ionenkanilen zu einem unselektiven Ca>*- und Na*-
Einstrom und somit zu einer Depolarisation [11]. Die Depolarisation fithrt zur Aktivierung von
spannungsabhingigen Ca>*-Kanilen mit konsekutiver Kontraktion. In groBeren Arterien und
Venen ist der Bayliss-Effekt schwicher ausgeprigt. Sie lassen sich durch erhohten intraluminalen

Druck kontinuierlich erweitern [10].

Der zweite Regulationsmechanismus, die endothelvermittelte, flussabhéngige Vasodilatation
(FMD), bewirkt eine Dilatation des Gefidfies bei Zunahme des Shear-Stress (Schubspannung).
Der Shear-Stress ist die tangential zur Oberfliche wirkende Kraft pro Fliche der Gefd3wand,
die durch Reibung zwischen Blut und endothelialer Zelloberfliche generiert wird [10, 11]. Der
Shear-Stress (1) steigt an bei Erhohung der Flussrate im Gefal3, aber auch durch Vasokonstriktion
mit Verkleinerung des Radius bei gleichbleibendem Fluss [48]. Zudem ist der Shear-Stress

abhiéngig von der Viskositit () der Fliissigkeit nach der Formel:

Y

3 (nach [49]) (1.1)

Die FMD wird auch als Schretzenmayr-Effekt bezeichnet und wirkt in Arterien jeder Grée und
auch in Venen, wobel in kleinen Gefédllen die myogene Autoregulation tiberwiegt [10, 50]. Schret-

zenmayr beschrieb den Effekt erstmals 1933, indem er zeigte, dass sich zufithrende Arterien
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zu arbeitender Muskulatur erweitern. Hierbei interpretierte er ihn zunichst filschlich als meta-
bolisch vermittelte Vasodilatation bei Muskelarbeit [51]. Der Effekt konnte in verschiedensten
Arterien nachgewiesen werden [49, 50]. An Koronararterien und Unterarmarterien des Menschen
wurde der Effekt in vivo gezeigt und konnte ebenso in koronaren Arteriolen bei Schweinen

nachgewiesen werden [50, 52-55].

Bei der FMD kommt es zu einem [Ca*];

-Anstieg in der Endothelzelle, welcher einer direkten
Dosis-Wirkungs-Beziehung folgt [10, 40, 56]. Ca®*-Ionen konnen iiber nicht selektive Kationen-
Kanile, dem elektrochemischen Gradienten folgend, in die Endothelzelle gelangen [11, 40, 56].
Als moglicher Kandidat hierfiir wurde der ATP-aktivierte Kationenkanal P2X,4 Purinozeptor

postuliert [56]. Allerdings ist auch ein Ca®*-Einstrom durch spannungsabhingige Ca’*-Kanile

diskutiert worden [57-59].

Eine Erhohung von [Ca2+]i in der Endothelzelle durch Shear Stress fiihrt zur Produktion des
Endothelium-Derived Relaxing Factor (EDRF), welcher identisch ist mit Stickstoffmonoxid (NO)
[10, 11, 40, 60]. NO wird durch die endotheliale NO-Synthase (eNOS) aus L-Arginin hergestellt.
Die eNOS ist ein Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat-Hydrat (NADPH)-abhiéngiges
Enzym, welches durch [CaZ*]; iiber CAM gesteuert wird [11, 30, 40]. Die flussabhingige
Freisetzung von NO wird durch pulsierenden Fluss und Kompression des GefidBles deutlich
gesteigert, was zum Beispiel beim Herzen eine Rolle bei der Beziehung zwischen mechanischer

Herzarbeit und myokardialer Perfusion spielt [10, 50, 61].

Nach Diffusion von NO in die glatte Muskulatur bewirkt es dort eine Stimulation der 16slichen
GC [24, 30]. Uber die oben genannten Mechanismen bewirkt cGMP hier eine Hyperpolarisati-
on mit Schluss der spannungsabhiingigen Ca>*-Kanile und somit eine Relaxation der glatten
GefdBmuskulatur (Abbildung 1.1). EDRF/NO vermittelt auch Vasodilatation durch diverse Vaso-
dilatatoren und wurde initial als Ausloser der Acetylcholin (ACh)-vermittelten Vasodilatation
entdeckt [11]. Neben der vasodilatatorischen Eigenschaft wirkt NO auch antiatherogen durch
eine Verminderung des Wachstums von VSMC und des Remodeling in der GefdBBwand [30,
62].

Zusitzlich zu NO, als Hauptvermittler der FMD, kommt es bei einer Erhohung des Shear-Stress

2+],
i

und Anstieg von [Ca“"]; im Endothel zu einer erhohten Freisetzung von Prostaglandin I (PGI,)
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[10, 63]. Es wird durch die Cyklooxygenase (COX) aus Arachidonsdure, nach Freisetzung
derselben durch die Phospholipase A, (PLA;), hergestellt und stimuliert nach Bindung an seinen
Rezeptor an der glatten Muskelzelle die Produktion von cAMP durch die AC [11, 40, 64]. Der
Anstieg von cAMP wirkt vasodilatatorisch, synergistisch zum NO-vermittelten cGMP-Effekt
(siehe Kapitel 1.1.2). Beim Corelease von NO und PGI; benétigt die Aktivierung der PLA,
allerdings eine hohe Ca>*-Konzentration, wobei die Aktivierung der NO-Synthase (NOS) bereits

bei relativ geringen Konzentrationen von Ca®* erfolgt [64].

Neben der Aktivierung der cAMP- und cGMP-abhiéngigen Mechanismen konnen NO und PGI,

iiber Aktivierung von K*-Kanilen direkt zur Hyperpolarisation fiihren [11].

Substance P

Blood Flow e et Blood Flow
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]
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Abbildung 1.1: Relaxation der VSMC durch Second Messenger als Antwort auf Shear-Stress
[65]
M: Myosin; Mp: Phosphoryliertes Myosin; AMp: Aktin/Myosin-Komplex
(phosphoryliert); AM: Aktin/Myosin-Komplex; sGC: 16sliche Guanylatzyklase;
PKA: Proteinkinase A; PKG: Proteinkinase G

Die Registrierung des Shear-Stress wird iiber polyanionische Makromolekiile in der endothelialen
Zellmembran vermittelt [11]. Bevan und Siegel et al. beschrieben den Sensor fiir Shear-Stress an
der menschlichen Koronararterie erst als Na*-sensitiv und konnten ihn anschlieBend als Syndecan,
ein Heparansulfat-Proteoglykan (HS-PG), identifizieren [49, 57-59]. Dies konnte spiter von

mehreren Autoren, unter anderem in der Zellkultur und im Tierexperiment, bestétigt werden, da
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die Entfernung von Heparansulfat dort die flussabhéingige NO-Produktion verhinderte [14, 56].
Eine Konformationséanderung des Makromolekiils HS-PG durch flussbedingte Krafteinwirkung
fiihrt zu einer erhohten Na*-Bindung durch Freiwerden von Bindungsstellen. Dies ermdglicht
eine ,,counterion migration“ der Na*-Tonen entlang des HS-PG durch unspezifische Kationen-
Kanile und somit Na*-Einstrom in die Endothelzelle [57]. Uber die resultierende Depolarisation
kommt es zu einem Ca2*- Einstom, welcher zu NO und PGI;-Freisetzung fiihrt [57, 58]. Da HS-
PG auch eine intrazelluldre Doméne besitzt, wirkt es moglicherweise auch iiber eine intrazellulére
Interaktion mit dem Zytoskelett oder iiber eine Wechselwirkung mit G-Proteinen, die mit der

NOS assoziiert sind [62].

Auch andere Mechanismen haben einen Einfluss auf die FMD und spielen eine Rolle bei der
Transduktion von mechanischem Shear-Stress in eine Dilatation. Ca. 3% der in der Endothelzelle
exprimierten Gene reagieren in irgendeiner Weise auf Shear-Stress [56]. Mogliche weitere

Mechanismen sind:

e Stresssensitive Ca2+—Kanéle, die direkt zu einem vermehrten Ca2*-Einstrom fiihren. Hier
unter anderem der ATP-aktiviert Purinorezeptor P2X, [56].

e Aktivierung von Cl™-Kanilen, welche iiber eine Depolatisation zu einem vermehrten
Ca®*-Einstrom fiihren [56].

e Hyperpolarisation durch Aktivierung von K*-Kanélen, was jedoch eher eine Gegenregula-
tion durch sekundére Aktivierung darstellt. [57, 66].

e Tyrosin-Kinase-Rezeptoren, z.B. VEGFR2 (Vascular Epithelial Growth Factor Receptor
2), der eine Shear-Stress induzierte ligandenunabhiéngige Phosphorylierung zeigt [56].

e G-Protein-gekoppelte Rezeptoren [56].

e Proteine der Zelladhiésion, unter anderem stressaktivierte Integrine, die den Ras-ERK-
Pathway aktivieren konnen oder Stresssignale an das Zytoskelett weiterleiten konnen [56].
Auch PECAM-1 (Platelet/Endothelial Cell Adhesion Molecule 1) wurde als Mechanosen-

sor vorgeschlagen [56, 67].

Da der Flusssensor auf der Membran des Endothels sitzt und die FMD durch endotheliale
Messenger vermittelt wird, ist die Intaktheit des Endothels essentiell fiir die FMD [50, 68]. Ein
Teil der FMD kann allerdings auch nach Entfernung des Endothels erhalten bleiben [69]. Dies

10
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legt die Existenz eines Flusssensors in der Subintima nahe, was jedoch nicht in allen Studien
bestitigt wurde [50]. Moglicherweise ist der Anteil an der FMD von Endothel und Subendothel

in Abhéngigkeit von der Flussrate variabel [70].

Kontrovers diskutiert wird der Epithelium Derived Hyperpolarising Factor (EDHF), der bisher
nicht genau identifiziert ist. Vermutlich handelt es sich hierbei um mehrere Faktoren oder
Mechanismen, durch die das Endothel in der Lage ist, die glatte Muskulatur zu hyperpolarisieren.
EDHEF ist definiert als ein Dilatator der 1. das Endothel benétigt, 2. sich von NOS oder COX
Metaboliten unterscheidet, 3. die glatte Muskulatur hyperpolarisiert und 4. eine K*-Kanal
Aktivierung bewirkt, hierbei meistens K*,-Kanile. EDHF triigt zum basalen Tonus bei und spielt
eine Rolle in der endothelvermittelten Dilatation durch pharmakologische Stimuli. Vermutlich
gibt es einen Cross-Talk zwischen EDHF und NO, und der Beitrag von EDHF zur FMD steigt
mit sinkendem GefaBdurchmesser [64]. Es gibt experimentelle Hinweise, dass es bei bestimmten
Erkrankungen zu einer Verschiebung von der NO-vermittelten zur EDHF-vermittelten Dilatation
kommen kann [64]. So zeigten Miura et al., dass EDHF in Koronararterien von Patienten mit
CAD mehr zur FMD beitrégt als in Patienten ohne CAD [71]. Der Einfluss von EDHF ist ebenso

bei Hypercholesterindmie erhoht [72].

In den kleinen Widerstandsarterien, die den Blutzufluss der jeweiligen Region regeln, spielt ein
dritter Mechanismus zur GefiaBBweitenregulation eine gro3e Rolle. Hier kommt es bei hoherer
metabolischer Aktivitit zu einer Vasodilatation durch Anhdaufung metabolischer Endprodukte.
Dies ist eine Grundlage fiir die reaktive Hyperdmie nach temporirer Ischimie. Hierbei sind

verschiedene Mechanismen beteiligt:

e Die Erhohung der K*-Konzentration bewirkt eine Hyperpolarisation und Relaxation der
VSMCs durch Aktivierung von K*-Kanilen.

e Azidose und Hyperosmolaritit vermitteln eine Dilatation durch Beeinflussung des Ca*-
Eintrittes.

e Hypoxie, also besonders bei der reaktiven Hyperdmie von Relevanz, fiihrt, aufer in der
Lunge, zu einer vermehrten Freisetzung von NO und PGI,.

e Adenosin, das beim Verbrauch von ATP entsteht, kann {iber seinen Rezeptor eine cAMP-

vermittelte Relaxation auslosen.

11
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Die reaktive Hyperdmie nach tempordrer Ischdmie wird auch dadurch unterstiitzt, dass es
durch den niedrigen transmuralen Druck zu einer myogenen Vasodilatation kommt und die
anschlieBende Hyperdmie durch die FMD verstédrkt wird [10]. Die funktionale Hyperdmie
durch metabolische Vasodilatation wird teilweise begrenzt durch die entgegengesetzt wirkende

sympathische Vasokonstriktion [61].

Insgesamt bestimmen, ohne Vorliegen einer metabolischen Regulation, die myogene Autore-
gulation und FMD gemeinsam den Tonus des Gefil3es. Je nach Situation wirken die beiden
Mechanismen synergistisch oder antagonistisch und erginzen bzw. begrenzen einander [73].
Die FMD ist jedoch in der Lage, den Bayliss-Effekt zu iiberwiegen [74]. Widerstandsarterien
befinden sich in vivo in einem Zustand der teilweisen aktiven Vasokonstriktion, von dem sie, je
nach Bedarf, dilatieren oder kontrahieren kénnen, und welcher durch myogene, endotheliale,
neurogene und metabolische Einfliisse reguliert wird [19, 73]. Die Vasodilatation durch metabo-
lische Faktoren ist am groBten in den kleinsten Arterien. Sie wird als wichtigster regulierender
Mechanismus im koronaren Gefdf3bett angesehen, oberhalb der kleinen Arteriolen beeinflussen
die FMD und der Bayliss-Effekt die Blutzufuhr [50, 61]. Kommt es nach Dilatation der kleinen
Gefille bei erhohter metabolischer Aktivitidt zu einem Ansteigen des Blutflusses, so wird die
zufiihrende Arterie durch FMD erweitert und somit eine ausreichende Blutzufuhr gewihrleistet.
Dieser Mechanismus spielt zum Beispiel bei der koronaren Herzerkrankung eine Rolle, wo
moderate Stenosen nicht die Perfusion des Myokards unter basalen Bedingungen reduzieren, die

Koronarreserve aber deutlich eingeschrinkt ist [61].

Gerova et al. zeigten als erste eine FMD im koronaren Stromgebiet [75]. Der Gefia3durchmesser
geht, nach Normalisierung des Flusses, mit einer gewissen Latenz auf Ausgangswerte zuriick.
Kleine Arteriolen sind hierbei vermutlich sensitiver gegeniiber Verdnderungen im Fluss als grof3e
Arterien [50, 68]. Die Reaktion auf Fluss ist abhdngig vom Ausgangstonus des Gefdles und ist
am groften bei normalen Ruhewerten. Bei sehr niedrigem Ausgangstonus kann Fluss allerdings

auch eine Konstriktion bewirken [50].

12
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1.1.4 Regulation durch adrenerge Innervation

Sympathische Adrenorezeptoren (AR) kommen ubiquitir an Organen und Gefillen im mensch-
lichen Korper vor. Sie sind Rezeptoren fiir die Transmitter des Sympathikus, Adrenalin (A)
und Noradrenalin (NA). Es handelt sich um G-Protein-gekoppelte heptahelikale Transmembran-
Proteine, die iiber eine intrazelluldre Signalkaskade die jeweilige Wirkung vermitteln [11, 24, 25,
28]. AR lassen sich nach pharmakologischem Verhalten und intrazelluldrer Signaltransduktion
einteilen in o-Adrenorezeptor (¢-AR) und 3-Adrenorezeptor (3-AR) und diese Gruppen lassen
sich weiter in -, as-, B1-, B2 und $3-AR unterteilen [25, 28, 76-78]. Die jeweiligen Gruppen
konnen durch Klonierung und spezielle pharmakologische Substanzen noch weiteren Unter-
gruppen zugeordnet werden und die Existenz eines 34-Rezeptors wurde postuliert [25, 27, 28,

78].

Es wurde angenommen, dass die adrenerge Steuerung der GefidBweite vornehmlich durch (3,-A-
drenorezeptoren ($2-AR) an GefdBen des Herz- und Skelettmuskels und o -Adrenorezeptoren (o -
AR), postjunktional, und op-Adrenorezeptoren (op-AR), pra- und postjunktional, an nahezu allen
GefidBen des Korpers geschieht [11]. Allerdings konnte gezeigt werden, dass auch [3;-Adrenore-
zeptoren (31-AR) in der Regulation der GefédBweite involviert sind [79]. Hierbei bindet A stirker
an 3-AR und NA stérker an o-AR [11, 25, 76, 80]. An der Koronararterie fiihrt eine Aktivierung
von «1-AR zu einer Kontraktion und eine [3,-Aktivierung zu einer Dilatation [79-81]. In Gefil3en,
in denen beide Rezeptoren vorhanden sind, iiberwiegt bei niedrigen Adrenalinkonzentrationen
der dilatatorische (3-Effekt und bei hohen Konzentrationen der konstriktorische o-Effekt [11]. In
GefiBen ohne 3-AR wirkt A ausschliesslich konstriktorisch iiber a-AR [10].

Bei der Aktivierung des o;-AR durch NA kommt es liber ein Gg-Protein zu einer Aktivitétsstei-

2+]; zu einer

gerung der PLC, die DAG und IP; freisetzt und damit durch eine Erhohung von [Ca
Kontraktion der VSMC fiihrt (siehe Kapitel 1.1.1) [11, 25, 27]. Indirekt bewirkt NA iiber oben
geschilderte Vorgiinge eine Depolarisation durch Erhhung der Na*, Ca®* und CI- Leitfihigkeit
[11, 22, 27]. G-Protein unabhiingig werden K*,-Kanile deaktiviert und die spannungsabhingi-

gen Ca?*-Kanile aktiviert, was zu einer weiteren Depolarisation fiihrt [11, 20].

Auch der postjunktionale a-AR fiihrt zu einer Vasokonstriktion, jedoch geschieht dies durch
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Senkung der cAMP-Konzentration durch Aktivierung eines G;-Proteins, welches die AC hemmt
[11, 25, 79]. Dies fiihrt zu einer Erhhung von [Ca®*]; iiber spannungsabhiingige Ca’*-Kanile
[20, 22]. Prajunktionale op-AR fiihren iiber den selben Mechanismus zu einer verminderten NA-
Ausschiittung aus sympathischen Nervenendigungen [11, 25]. Postjunktionale a-AR befinden
sich vorwiegend in kleinen Arterien, Arteriolen und Venen, wohingegen préijunktionale a-AR

an groflen und kleinen Arterien vorkommen [11, 21].

Gegensitzlich zum o-Effekt bewirkt die Aktivierung des [3,-AR durch A eine Hyperpolarisation
mit Erhéhung der K*-Leitfihigkeit und somit eine Dilatation. Nach Bindung von A kommt es
zur Aktivierung der AC durch ein Gg-Protein mit Bildung von cAMP. cAMP bewirkt iiber oben
genannte Effekte eine verminderte Phosphorylierung der MLC und damit einen verminderten
Kontraktionszustand der glatten Muskelzelle. Der Mechanismus des dilatatorischen Effektes des

B-AR gleicht dem von PGI, [11].

Es konnte gezeigt werden, dass Koronararterien nicht nur [3,-, sondern auch {3;-AR besitzen [82].
Diese sind mafgeblich an der adrenergen Dilatation mitbeteiligt [79, 82]. Die Signaltransduktion
der 3;-AR entspricht der von 3,-AR, also einer Steigerung von cAMP durch eine Aktivierung
eines Gg-Proteins [28, 76].

Auch Endothelzellen besitzen AR. Der Anstieg von [Ca%*]; nach Aktivierung von a-AR durch
NA fiihrt zu einer Freisetzung von NO. Der dilatatorische Effekt iibersteigt nicht den konstrik-
torischen Effekt von NA auf die VSMC, ist jedoch in der Lage, diesen zu begrenzen [10, 40].
Dieser Prozess erklért auch, warum der konstriktorische Katecholamineffekt bei Einschriankung

der Endothelfunktion gesteigert ist [10, 83].

1.2 Lipoproteine

Lipoproteine bestehen aus einer hydrophilen Hiille aus Phospholipiden (PL) und Apolipoprotei-
nen, die einen hydrophoben Kern umgibt, welcher hauptséachlich Triglyceride (TG) und Choles-
terinester (CE) enthilt [8]. Apolipoproteine stabilisieren zum einen die Struktur des Partikels und

binden andererseits an Rezeptoren oder aktivieren Schliisselenzyme im Lipidstoffwechsel [8].
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Lipoproteine lassen sich anhand ihrer Dichte in Subklassen unterteilen, die sich auch in der

Zusammensetzung ihrer Apolipoproteine unterscheiden (siehe Tabelle 1.1).

Lipoprotein Dichte (g/ml) GroBe (nm) Haupt-Lipid  Haupt- Weitere
Apo- Apo-
lipoprotein  lipoproteine

Chylomikronen <0,930 75-1200  Exogene TG  ApoB-48 A-1, A-1V,

C-1, C-II,
C-lILL E
VLDL 0,930-1,006 30-80 Endogene TG ApoB-100 A-1, A-11,
A-V, C-I,
C-11, C-111,
E
IDL 1,006-1,019 25-35 CE und TG ApoB-100  C-I, C-1I,
C-lILL E
LDL 1,019-1,063 18-25 CE ApoB-100 E, weitere
HDL 1,063-1,210 5-12 CE ApoA-1 A-I1, A-1V,
A-V, C-111,
E

Tabelle 1.1: Einteilung Lipoproteine modifiziert nach [84-86].
TG: Triglyceride, CE: Cholesterinester

Chylomikronen werden im Darm gebildet und sind fiir den Transport von exogenen Nahrungs-
fetten (vorwiegend TG) verantwortlich. Nach Spaltung der Fette durch die Lipoproteinlipase
(LPL) in der Peripherie werden die Chylomikron-Remnants in der Leber rezeptorvermittelt

aufgenommen [85, 87].

Aus endogenen TG, Cholesterol und Chylomikronen-Remnants wird in der Leber Very Low-
Density Lipoprotein (VLDL) synthetisiert, das in der Peripherie einen Grofteil seiner TG abgibt
und als Intermediate-Density Lipoprotein (IDL) entweder von der Leber aufgenommen oder dort

in LDL umgewandelt wird [85, 87].

HDL wird peripher und in der Leber gebildet und hat einen hohen Phospholipid (PL)-Anteil. Im
Verlauf nimmt HDL unter anderem peripheres Cholesterol auf und transportiert es zur Leber [85,

87].
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1.2.1 Low-Density Lipoprotein (LDL)

LDL-Partikel werden in der Leber aus IDL gebildet. Wihrend dieses Prozesses wird der groB3-
te Teil der vorher enthaltenen TG durch die hepatische Lipase hydrolysiert und nahezu alle
Apolipoproteine bis auf ApoB-100 auf HDL iibertragen, so dass LDL zum grof3ten Teil aus
CE besteht. Als Hauptprotein besitzt LDL Apolipoprotein ApoB-100 [85, 87, 88]. LDL enthilt
jedoch auch ApoE und weitere Apolipoproteine, mit welchen es zeitweise assoziiert sein kann
[86]. LDL ist vorwiegend fiir den Transport von Cholesterin in die peripheren Gewebe zustidndig
und iiberschiissiges LDL wird anschlieBend wieder von der Leber aufgenommen. Sowohl peri-
pher als auch in der Leber bindet LDL mittels ApoB-100 an den LDL-Rezeptor und wird iiber

rezeptorvermittelte Endozytose aufgenommen [85, 87, 88].

LDL hat eine globuldre bis diskoidale Gestalt und besteht aus zwei Kompartimenten, einem
apolaren Kern und einer amphipatischen Hiille [89, 90]. Der Kern besteht aus ca. 170 TG-
und 1600 CE-Molekiilen und die Hiille aus ca. 700 PL-Molekiilen sowie einer einzigen Kopie
des Apolipoproteins B-100 [91]. Zusitzlich enthilt ein LDL-Partikel ca. 600 Molekiile nicht
veresterten Cholesterols, das sich zu ca. einem Drittel im Kern und zu zwei Dritteln in der
Hiille befindet und zusitzliche weitere Proteinanteile (ApoE und andere variable Apolipopro-
teine und Proteine) [86]. Die Haupt-PL sind Phosphatidylcholin und Sphingomyelin, wobei
LDL auch Lysophosphatidylcholin, Phosphatidylethanolamin, Diacylglycerol, Ceramide und
Phosphatidylinositol enthilt. Neben den Fetten transportiert LDL auch fettlosliche Substanzen
wie y-Tocopherol, Carotinoide und weitere [91]. Eine Kopplung von Kern und Hiille geschieht
durch die Eigenschaften der Fettsdureketten der Hiille und der CE und TG des Kerns, sowie der
direkten Interaktion von ApoB-100 mit dem Kern [91]. Hevonoja et al. postulieren eine dritte
Schicht zwischen Kern und Hiille, welche aus den Fettsdureketten der Phosholipide in der Hiille
und den damit interagierenden Lipiden des Kerns besteht [91]. ApoB-100 macht ca. 20% des
Gesamtgewichts von LDL aus und gehort zu den groB3ten bekannten monomeren Glykoproteinen
[78, 89]. Es umgibt den LDL-Partikel ring- bis halbkugelférmig und stabilisiert den Protein-
Lipid-Komplex. Das Protein besitzt fiinf konsekutive Doménen mit verschiedenen Funktionen.
So spielt der N-Terminus eine wichtige Rolle in der Interaktion mit Lipasen und mit Scavenger-

Rezeptoren auf Makrophagen. Zudem weist ApoB-100, zusitzlich zur Rezeptorbindungsstelle
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fiir den LDL-Rezeptor am COOH-Terminus, acht Bindungsstellen fiir Glycosaminoglykane
auf [89]. Glycosaminoglykane, insbesondere Syndecan, wurden bereits im Kapitel 1.1.3 als

bedeutend fiir die Vermittlung der FMD herausgestellt.

LDL spielt eine bedeutende Rolle bei der Entstehung arteriosklerotischer Plaques. Es diffundiert
passiv durch die Verbindungen zwischen Endothelzellen oder wird durch die Endothelzellen
hindurchtransportiert und bindet subendothelial mittels Apo B-100 an Matrix-Proteoglykane
[7, 89]. Die Bildung eines Nanoplaque bei diesem Prozess ist hierbei Ca>* abhiingig [92]. Das
retinierte LDL unterlduft verschiedene Modifikationen, von denen die wichtigste eine Oxidation
der enthaltenen Lipide darstellt [7]. Die Oxidation geschieht durch oxidative Abfallprodukte bzw.
durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) in der GefiBwand und durch Endothelzellen wihrend

des vesikuldren Transportes durch die Zellen selbst [7, 85].

Oxidiertes Low-Density Lipoprotein (oxLDL) inhibiert unter anderem die Produktion von NO in
der GefdBwand und bewirkt eine inflammatorische Reaktion mit Einwanderung von Monozy-
ten/Makrophagen [7, 85]. Weitere Oxidation von LDL geschieht durch ROS aus Endothelzellen
und Makrophagen und bewirkt eine Aufnahme des ,,highly oxidized* LDL in Makrophagen iiber
Scavenger-Rezeptoren, wobei sich Schaumzellen bilden [7, 90]. Die fortgesetzte Entziindungs-
reaktion durch oxLDL und die zugrunde gegangenen Schaumzellen 16sen eine Proliferation
von VSMCs und eine Zunahme der durch diese produzierten extrazelluldren Matrix aus [7, 85].
Im Verlauf kalzifiziert der Plaque zunehmend [7]. Der arteriosklerotische Plaque ist somit eine
Ansammlung von Schaumzellen, freigewordenem Cholesterin und CE, VSMCs, extrazellulédrer

Matrix und CaZ* [85].

In neueren Studien wurde gezeigt, dass LDL aus einer Gruppe von heterogenen Unterformen
besteht, die sich in Dichte, Grofle, Oberflachenladung und chemischer Zusammensetzung unter-
scheiden [85, 89]. Die kleinen, dichten LDL-Partikel haben hoheres artherogenes Potential und
sind mit einem hoheren Risiko fiir Myokardinfarkt, unabhédngig vom Cholesterin-Level vergesell-
schaftet [85, 89]. Dagegen sind die groferen, leichten Partikel anfélliger fiir Modifikationen [89].
Je nach Autor werden bis zu 6 Unterformen von LDL nach Gré8e und Dichte unterschieden und
ebenso wie LDL lassen sich auch die anderen Lipoproteinklassen in verschiedene Untergruppen

einteilen [85, 93].
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1.3 Klinischer Zusammenhang und Herleitung einer

Fragestellung

In diversen Studien konnte eine Korrelation zwischen hohen Serumcholesterinkonzentrationen
und hoherem bzw. erhohtem Blutdruck festgestellt werden [6, 94-99]. Anders herum, weisen
Patienten mit erhohten Blutdruckwerten hédufig auch ein hohes Plasmacholesterin auf [96]. Diese
Assoziation kann fiir einen Teil der erhohten Mortalitédt bei CAD und Inzidenz von Schlaganfillen
bei erhohtem Serumcholesterin verantwortlich gemacht werden [98]. Weitergehende Untersu-
chungen ergaben einen Zusammenhang von LDL, und noch spezifischer der ApoB-Konzentration,
mit dem arteriellen Blutdruck [99]. Dies legt eine direkte Interaktion von Serumcholesterin bzw.
LDL mit dem Blutdruck und einen Einfluss auf die Gefaweitenregulation nahe [96]. Siegel et
al. fanden zudem eine direkte Korrelation der Anderung des oxLDL/Gesamt-LDL-Verhiltnisses

mit Anderungen des systolischen (SBP) und diastolischen Blutdruckes (DBP) [100].

LDL hat viele nachgewiesene Effekte, die dazu beitragen konnen, dass es einen Einfluss auf
den Blutdruck gewinnt. In vielen Arbeiten zeigte sich eine signifikante Verminderung der
endothelvermittelten Vasodilatation (sowohl gegeniiber Acetylcholin (ACh), als auch die FMD)
durch LDL bzw. oxLLDL in vitro. Dies wurde in vivo sowohl anhand der Durchblutung des
Unterarms (Injektion von ACh bzw. FMD bei reaktiver Hyperdamie), als auch in Koronargefden
bestitigt [54, 55, 101-105]. Zusitzlich wurde gezeigt, dass LDL und oxLDL NO verstarkt
inaktivieren und zusitzlich die 16sliche GC inhibieren konnen, welche den vasodilatatorischen
Effekt von NO auslost [106—108]. Ob auch die vom Endothel unabhédngige Vasodilatation
eingeschrénkt ist, wird widerspriichlich diskutiert. LDL und oxLDL haben jedoch nicht nur
einen negativen Einfluss auf die Vasodilatation, sie verstiarken nach einigen Arbeiten auch die
Vasokonstriktion durch diverse Agonisten (Noradrenalin, Serotonin, KCl) [83]. Zusitztlich wurde
auch ein direkter vasokonstriktorischer Effekt, vorwiegend von oxLLDL, aber auch von LDL,

nachgewiesen [96, 109, 110].

Zusitzlich zur Inaktivierung von NO beeinflusst LDL verschiedenste Second-Messenger-Systeme
der glatten Muskelzelle. Hierzu gehort ein Anstieg von Phosphoinositolen und DAG mit konse-

kutiver Aktivierung der PKC und Beeinflussung des intrazelluliren Ca>*-Spiegels [111]. Von
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Siegel et al. wurde ein Abfall der zyklischen Nukleotide cGMP und cAMP bei Exposition von
Koronararterien des Menschen gegeniiber LDL in physiologischen Konzentrationen unter Fluss
gemessen [112]. Das bedeutet, dass LDL eben diese Signaltransduktionswege aktiviert bzw.

hemmt, die durch die sympathischen AR beeinflusst werden.

Fragestellung dieser Arbeit war somit, ob die Assoziation von Blutdruck und erhohten Cho-
lesterinwerten, die Einschrinkungen der FMD durch LDL und der Einfluss von LDL auf die
Signaltransduktion der glatten Muskelzelle iiber eine Wechselwirkung zwischen LDL und den
sympathischen Adrenorezeptoren zu erkliren ist, und ob auf dieser Ebene eine Verbindung
zwischen den Risikofaktoren arterieller Hypertonie und Hypercholesterindmie gefunden werden

kann.

19



2 Methoden

Es wurden in vitro Versuche an Koronararterien von menschlichen Herzen durchgefiihrt, die
im Rahmen von Herztransplantationen entnommen wurden. Es wurden Wandspannung der
GefiBpréaparate und das Membranpotential der glatten GefdBmuskelzellen unter Superfusion mit
Krebslosung oder LDL-Losung in Abhéngigkeit von der Perfusionsgeschwindigkeit gemessen.
Die Messungen erfolgten ohne und mit Blockade von o- und 3-AR. Nach den Flussversuchen wur-
de die intrazellulire cAMP- und cGMP-Konzentration mittels Enzyme Linked Immunosorbent

Assay (ELISA) bestimmt.

2.1 Patientenkollektiv, Ein- und Ausschlusskriterien, Votum

der Ethikkommission

Die untersuchten Koronararterien stammen aus Empfingerherzen von insgesamt 46 Patienten, die
sich im Deutschen Herzzentrum Berlin einer Herztransplantation unterzogen. Das Patientenkol-
lektiv war beziiglich zugrunde liegender kardialer Vorerkrankung, Nebendiagnosen, Medikation,
Alter und Geschlecht der Patienten inhomogen. Die Arterienpriparate wurden unabhéngig von
den zuvor genannten Faktoren eingeschlossen. In die Studie wurden auch Pridparate von Herzen
einbezogen, deren Funktion durch Assist-Systeme oder Schrittmacher unterstiitzt wurden und

die im Rahmen von kombinierten Herz-Lungen-Transplantationen explantiert wurden.

Das positive Votum der Ethikkomission der Charité — Universititsmedizin Berlin liegt im

Deutschen Herzzentrum Berlin pauschal vor.
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2.2 Gewinnung der koronararteriellen Priparate

Die Préparation der Arteriensegmente erfolgte innerhalb eines Zeitraumes von maximal 45
Minuten nach Explantation des Herzens. Das Herz wurde bis zum Zeitpunkt der Arterienent-
nahme im OP in einem separaten Behilter steril in gekiihlter, isotoner NaCl-Losung gelagert.
Die Préparation erfolgte in einer Nierenschale bei Raumtemperatur. Unter sterilen Operationsbe-
dingungen wurden die A. coronaria dextra und sinistra, sowie deren Abgédnge von epikardial
aufgesucht. Die Priparation erfolge vom Sinus aortae aus entweder mittels zweier Pinzetten zur
Separation des umliegenden Fettgewebes oder mit Hilfe einer Praparationsschere, mit der die
Arterie direkt vom umliegenden Gewebe getrennt wurde. Pro Herz wurden mindestens 3 bis
4 Arteriensegmente dargestellt. Aufgrund der guten Zugénglichkeit wurden vorzugsweise der
R. marginalis dexter sowie R. interventricularis posterior der A. coronaria dextra und der R.
interventricularis anterior sowie R. circumflexus der A. coronaria sinistra ausgewihlt. Deutlich
arteriosklerotische GefdBabschnitte mit makroskopisch sichtbaren, kalzifizierten Plaques, sowie
Abschnitte, die mit einem Stent versorgt waren, wurden nicht verwendet. Zu Anastomosen mit
Bypassgefdflen wurde ein Abstand von mindestens 5 mm gewahrt, ebenso zum Abgang der
Koronararterie aus der Aorta. Die priparierten Koronararteriensegmente wiesen eine Linge von
mindestens 30 mm und einen Durchmesser von 1-3 mm auf. Nach der Priparation wurden die
GefidBabschnitte zusammen mit Resten des anhaftenden Fettgewebes in ein Gefid3 mit gekiihlter
Krebslosung (2 °C - 8 °C) iiberfiihrt. Die Zeit zwischen Entnahme des Herzens und Abschluss der
Préparation betrug maximal 60 Minuten. Im Herzzentrum wurden die Gefd3segmente maximal
24 Stunden gekiihlt gelagert (2 °C - 8 °C), bevor sie mit einer Transportzeit von ca. 45 Minuten in
das Labor transportiert wurden. Der zeitliche Abstand zwischen Préparation der Koronararterien

und laborexperimentellem Versuchsbeginn betrug maximal 36 Stunden.

2.3 Aufbau der Versuchsapparatur

Die verwendete Apparatur diente zur Messung der Wandspannung eines ca. 5 mm langen
Arteriensegmentes. Das aufgeschnittene, rechteckige GefidBBpriparat wurde auf zwei gegen-

tiberliegenden Seiten in einer durchstrombaren Kammer zwischen je zwei Plexiglas-Backen
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eingespannt und mittels Schrauben fixiert. Eine Seite des Priparates war fix mit der Messkammer
verbunden, wihrend die andere Seite mit dem Kern eines induktiven Kraftabnehmers gekoppelt
wurde. Zusitzlich war es moglich, iiber eine Stellschraube den Zug auf das Priparat zu erhhen
und eine gewiinschte Wandspannung einzustellen. Die Kraftentwicklung wurde iiber einen digi-
talen Messverstarker (KWS 522.C; CMS 32, KS2C, Hottinger Baldwin, Darmstadt) angezeigt
und via Datenschnittstelle RS 232C ausgegeben [80, 113, 114]. Eine Dilatation des Gefilles
wurde durch die Verminderung der Wandspannung des Priparates als Abfall der gemessenen
Kraft registriert, eine Kontraktion als Anstieg der Wandspannung und damit der registrierten
Kraft. Die Messung kann als nahezu isometrisch angenommen werden, da der Messweg des
Kraftaufnehmers bei einer maximal moglichen Verkiirzung des Priparats um etwa 1% weniger

als 100 um betrigt [80].

Zusitzlich zur digitalen Aufzeichnung wurde in fiinfminiitigen Intervallen die gemessene Kraft
abgelesen. Die Vorrichtung zur Kraftmessung wurde regelméfig mit Gewichten von 1 g bis 10 g

iiber eine Umlenkrolle kalibriert.

Zulauf zur Versuchsapparatur bestand aus maximal sechs verschiedenen Behiltern, die jeweils
iber ein Zulaufsystem mit Wirmetauscher mit der Messkammer verbunden waren. Mittels einer
Weiche konnten die verschiedenen Zulaufsysteme separat ausgewihlt werden. Der Fluss in der
Messkammer wurde durch einen mechanischen Regler konstant gehalten, welcher eine stufen-
lose Steuerung des Flusses von 1 ml/min bis 100 ml/min ermdéglichte. Die gewihlte Flussrate
wurde regelmissig manuell mit Hilfe einer Stoppuhr und eines Messzylinders tiberpriift und
protokolliert. Aufgrund des geringen vorhandenen Volumens der Versuchslosungen wurden die
Perfusionslosungen, nach Durchfluss durch die Messkammer, wieder in das jeweilige Zulaufsys-
tem zuriickgefiihrt. Die Perfusionslosungen der sechs Zulaufsysteme wurden vor und wéhrend
des Versuchs mit Carbogen-Gemisch (95% O,, 5% CO,) begast, wodurch ein physiologischer
pH-Wert (pH 7,36 — 7,43) sichergestellt wurde, und die Temperatur der Losungen mit einem

Haake-Thermostat auf 37.0 °C konstant gehalten.
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2.4 Losungen

2.4.1 Krebslosung

Zum Transport der Priiparate, sowie zum Spiilen, Aquilibrieren und als Kontrolllésung, wurde
modifizierte Krebslosung (isotone Blutersatzlosung) mit folgender Zusammensetzung verwen-

det:

Na* 151.19 mmol/l; K* 4.69 mmol/l; Ca2* 2.52 mmol/l; Mg?* 1.10 mmol/l; CI~ 143.42 mmol/l;
HCO3 16.31 mmol/l; H,PO, 1.38 mmol/l und Glukose 7.77 mmol/l.

Aufgrund der stindigen Begasung mit einem Carbogen-Gemisch konnte auf einen Zusatz organi-

scher Puffer verzichtet werden. Der pH-Wert wurde hierbei kontinuierlich kontrolliert.

2.4.2 LDL-Losung

Die Lipoproteinlosungen wurden aus Blut von gesunden Probanden gewonnen, die keine lipid-
senkende Medikation einnahmen. Zur Blutentnahme wurden Rohrchen verwendet, die Ethylen-
diamintetraacetat (EDTA) zur Gerinnungsinhibition enthielten. Bei regelrechter Fiillung betrug
die EDTA-Endkonzentration 1 mg/dl Blut. Die weitere Aufbereitung der Proben wurde durch

das Lipidlabor der Universitidtsklinik Freiburg durchgefiihrt:

Durch Zentrifugation (2500 x g fiir 6 min) wurde aus den Blutproben Plasma gewonnen, welches
vorsichtig abpipettiert wurde. Aus der Plasmafraktion wurden die Lipoproteinfraktionen mittels
Ultrazentrifugation in einer OptimaTM TLX Ultrazentrifuge mit Rotor TLA-120.2 (Beckman
Instruments Inc., Palo Alto, Kalifornien, USA) bei einer Geschwindigkeit von 120.000 rpm

(entsprechend 625.000 x g) und einer Temperatur von 18 °C isoliert [115, 116].

Im ersten Schritt wurden die Testrohrchen mit 0,5 ml Plasma gefiillt, welches mit 0,5 ml eines
Mediums mit festgelegter Dichte iiberdeckt wurde. Die Dichtemedien wurden zuvor mit Argon
entgast und gereinigt, um die vollstandige Deoxygenierung sicherzustellen. Fiir die Isolierung der

einzelnen Lipoproteinfraktionen wurde sowohl eine unterschiedlich lange Zentrifugationsdauer
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als auch verschieden dichte Medien gewihlt: 30 min und 1,006 kg/1 fiir VLDL, 150 min und
1,063 kg/1 fiir LDL und 260 min und 1,12 kg/1 fiir HDL.

Die iiberstehende, mit Lipoproteinen angereicherte Fliissigkeit, wurde anschlieBend mit feinsten
Pipetten aspiriert und, um die Oxidation zu minimieren, unter kontinuierlicher Stickstoffbega-
sung in kleine Glasrohrchen abgefiillt. Zuletzt wurden Lipoproteinfraktionen von EDTA und
Kupferionen durch Gelfiltration gereinigt. Diese aufgereinigte LDL-LOsung wurde uns vom
Lipidlabor zur Verfiigung gestellt. Die Lipidlosungen enthielten gepooltes LDL von bis zu 10
Probanden [117].

Im Labor wurde die LDL-L6sung mit entgaster Krebslosung mit einem pH-Wert von 7,35 ver-
diinnt. Als Endkonzentration wurde dabei fiir alle Versuche die physiologische Blutkonzentration

von 100 mg/dl gewihlt.

2.4.3 Adrenorezeptoren-Blocker

Zur Blockade der Adrenorezeptoren wurden der nicht selektive a-AR-Antagonist Phentola-
minhydochlorid (PH) und der nicht selektive 3-AR-Antagonist Propranololhydrochlorid (PR)
eingesetzt. Diese wurden in der Konzentration 10~/ mol/l den jeweiligen Versuchslosungen
zugesetzt, da in dieser Konzentration eine wirksame Blockade der Rezeptoren gewihrleistet

werden kann [80].

2.5 Aufbereitung und Equilibrierung der Praparate

Mindestens zwei Stunden vor Beginn des Versuches wurden die koronararteriellen Priparate in
Krebslosung bei 37 °C dquilibriert und mit Carbogen begast, um die physiologischen Ionenkon-
zentrationen und Temperaturverhéltnisse wiederherzustellen. Fiinf Minuten vor dem Einspannen
des Priparates in die Messapparatur wurde ein Segment von ca. 5 mm Linge und ca. 3 mm
Durchmesser fiir den Versuch ausgewihlt. Hierbei fand nochmals eine makroskopische Beurtei-

lung des Préparates statt und es wurden fiir alle Versuchsreihen moglichst gleichartig beschaftene
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und gleich groBe Priparate ohne makroskopische arteriosklerotische Plaques verwendet. Nach
Sun et al. wird das prozentuale Dilatationspotential nicht durch den Anfangsgefi3durchmesser

des eingespannten Préparates beeinflusst [81].

In einem ebenfalls auf 37 °C vorgewiarmten und mit Krebslosung gefiillten Priparationsge-
fal wurde das Arteriensegment vollstindig von anhaftendem Fett- und Bindegewebe befreit.

Anschlieend wurde das ringformige Préparat lings aufgeschnitten.

2.6 Ermittlung der mechanischen Spannung

2.6.1 Einspannen des Priparates in die Messapparatur

Das nach dem Aufschneiden entstandene ca. 5 mm x 10 mm grof3e, rechteckige GefaBstiick
wurde an den Schnittseiten mit dem Epithel nach oben in die Versuchsapparatur eingespannt.
Hierdurch war die Léangsrichtung der Myozyten der ringférmigen GefaBmuskulatur in Richtung
der Kraftregistrierung angeordnet. Wihrend des Einspannens wurde das Priparat nur an peri-
pheren Stellen beriiht, die sich wihrend des Versuches unter den Fixationsbacken befanden. Bei
addquater Durchfiihrung dieser Malnahmen kann eine Intaktheit des Endothels im Messbereich

gewdhrleiset werden, die mikroskopisch nachgewiesen werden kann [117].

2.6.2 Vorspannen der GefiBe

Vor Beginn der eigentlichen Messreihe wurden die Priparate in der Messapparatur auf einen
einheitlichen Ausgangszustand gebracht. Um den in vivo herrschenden Blutdruck zu simulieren,
wurde das Priparat auf einen Tonus von 2 g vorgespannt. Dies entspricht nach dem Laplace-
Gesetz einem arteriellen Mitteldruck von ca. 100 mmHg [118]. Wihrend des Vorspannens
herrschte in der Messkammer ein Fluss von 3 ml/min und zur Perfusion wurde carbogenisierte,

erwidrmte (37 °C) Krebslosung verwendet.

Das Vorspannen des Priparates erfolgte durch eine kontinuierliche Erh6hung des Gefid3tonus

iber 5 Minuten durch Auseinanderbewegen der Backen in der Messkammer mittels Stellschraube.
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Nach Erreichen eines Tonus von 2 g wurde diese Spannung fiir weitere 5 Minuten gehalten,
um eine spannungsbedingte Relaxation (Stress-Relaxation) des Gefidfes auszugleichen. Nach

insgesamt 10 Minuten erfolgte die eigentliche Messung.

2.6.3 Versuchsdurchfiihrung

Nach dem Vorspannen des Priparates in Krebslosung wurde das Zulaufsystem auf die Per-
fusionslosung der jeweiligen Versuchsreihe umgestellt. Zu Beginn des Versuches betrug die
Flussrate in der Messkammer 3 ml/min. Dieser Fluss wurde fiir die ersten 10 Minuten beibehalten
und anschlieBend in 10-miniitigen Abstidnden auf die folgenden Werte gesteigert: 5 ml/min,
20 ml/min, 40 ml/min und 100 ml/min. Alle 5 Minuten wurde der Gefédl3tonus protokoliert.
Nach Registrierung des letzten Messwertes wurde das Priparat ohne Unterbrechung des Flusses

ausgespannt und sofort in fliissigem Stickstoff eingefroren.

2.6.4 Messreihen

Zur Bestimmung der FMD der Koronararterien unter verschiedenen Bedingungen wurden
unterschiedliche Messreihen durchgefiihrt. Innerhalb der Messreihen wurde die Reihenfolge der
einzelnen Versuchslosungen variiert, um Unterschiede in den Equilibrierungszeiten der einzelnen

Préparate auszugleichen.

Messreihe 1: Bestimmung des intrinsischen Einflusses der AR-Blocker auf die FMD.

Messung der FMD in

e Krebslosung unter Zugabe von Phentolaminhydrochlorid (10~7 mol/l) (n=16)
e Krebslosung unter Zugabe von Propranololhydrochlorid (10~ mol/l) (n=16)
e Krebslosung unter Zugabe beider Blocker (n=16)

Als Kontrolle diente Krebslosung (n=8).

Messreihe 2: Messung der FMD unter Einfluss von LDL (n=15). Als Kontrolle diente Krebslo-
sung (n=35).
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Messreihe 3: Messung des Effektes von LDL auf die FMD unter Blockade der sympathischen
Adrenorezeptoren.

Messung der FMD in

e [DL-Lo6sung unter a-AR-Blockade mit Phentolaminhydrochlorid (10~7" mol/l) (n=7)
e LDL-Losung unter 3-AR-Blockade mit Propranololhydrochlorid (10~ mol/l) (n=7)
e LDL-Losung unter a-AR- und 3-AR-Blockade (n=7)

Als Kontrollen dienten je LDL- (n=15) und Krebslosung (n=35).

2.7 Intrazellulare Membranpotentialableitung

2.7.1 Mikroelektroden und Datenaufnahme

Fiir die Messung des intrazelluliren Membranpotentials der VSMCs wurden Mikroelektroden aus
Spezialglas (Pyrex Brand K2916 Corning Glass Works, New York; Innen-/Auflendurchmesser
1,8/3,0 mm) verwendet, die mit 3 mol/l KCI-Losung gefiillt waren. Vor Versuchsbeginn wurden
die Elektroden mit einem Horizontalpuller (T. Chowdhury Pipette Puller, ISEW, Kalkutta) bei
6,8 A Heizstrom in 2 min ausgezogen und nur Elektroden mit Spitzendurchmesser < 1 pm und
einem Widerstand zwischen 60 und 100 MQ verwendet. Das Tip-Potential der Mikroelektroden
betrug -60 bis -100 mV. Als indifferente Elektrode wurde eine mit 3 mol/l KCI-Losung gefiillte
Agar-Briicke verwendet, die die Messkammer mit einem mit 3 mol/l KCI-Losung gefiillten
Gefal} verband, das wiederum durch eine Ag/AgCl/Platin-Elektrode mit dem Messverstirker
verbunden war. Der gesamte Versuchsaufbau wurde durch einen Faraday-Kifig abgeschirmt und
zusitzlich besaBen die einzelnen Mikroelektroden eine separate Abschirmung. Das gemessene
Potential wurde 10-fach verstirkt auf einem GroB3bildoszilloskop (SGM43 BN901 s/N293, Knott,
Miinchen) dargestellt. Die Daten wurden iiber einen Analog/Digital-Digital/Analog-Wandler
(DT 2821, Data Translation, Marlboro, Massachusetts, USA) auf einem PC (80486 DX-66,
Highscreen, Vobis, Aachen) mit Win ADDA (V.1.31, Mikrotaurus Software, Berlin) in Echtzeit

dargestellt und gespeichert.
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2.7.2 Versuchsablauf

Die Messung der Membranpotentiale erfolgte unter den selben Bedingungen und in der sel-
ben Versuchsapparatur wie die Tonusmessungen. Es wurden hierzu eigenstindige Priparate
verwendet. Parallel zu den Versuchen zur Registrierung des Gefid3tonus wurden die Versuche
zur Potentialmessung nach 10-miniitigem Vorspannen in Krebslosung und anschlieBendem Um-
schalten auf die Versuchslosung durchgefiihrt. Die Flussraten wurden in gleicher Weise wie bei
der Kraftmessung alle 10 Minuten auf die oben angegebenen Werte gesteigert (Abschnitt 2.6.3).
Die Messung der Potentiale erfolgte jeweils nach 10 Minuten bei der jeweiligen Flussrate, da
hier von einem quasi-stationidren Zustand (steady-state) beziiglich des mechanischen Verhaltens

des Priparates ausgegangen werden kann.

2.7.3 Intrazellulire Platzierung der Elektroden

Unter Kontrolle am GroBbildoszilloskop wurde die Elektrode mit Hilfe eines Mikromanipulators
senkrecht an die luminale Seite des GefidB3es herangefiihrt und anschlieend durch Klopfen am
Antivibrationstisch eingestochen. Als Bestitigung fiir das Eindringen in die glatte Muskelzelle
wurde ein plotzlicher steiler Potentialabfall auf - 40 bis - 65 mV gewertet. Positiver liegende
Potentialabfille wurden als vom Endothel stammend beurteilt und verworfen. Nach Abschluss
der Messung wurden Tip-Potential und Elektrodenwiderstand iiberpriift und nur bei fehlender
Verdnderung gegeniiber dem Ausgangswert die gemessenen Potentiale in die Auswertung einbe-
zogen. Fiir jede neue Messung wurde der Messpunkt am Prédparat horizontal verschoben, um

reprasentative Werte des gesamten Préiparates zu erhalten.

2.8 Konzentrationsbestimmung von cAMP und cGMP

Die Konzentrationen von cAMP und cGMP wurden in den selben Priparaten durchgefiihrt, an
denen der Gefédftonus und das intrazelluldre Membranpotential unter Fluss gemessen worden war.
Durch das Tieffrieren in fliissigem Stickstoff (—196 °C) konnte die intrazelluldre Konzentration

der zyklischen Nukleotide iiber einen ldngeren Zeitraum konserviert werden.
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2.8.1 Aufschluss der Priaparate

Nach Bestimmung des Gewichtes der Probe in einem Polypropylen-Tube wurde diese aus dem
fliissigen Stickstoff in einen gekiihlten 2 ml Glasmorser iiberfiihrt. Die Homogenisierung erfolgte
unter Zugabe von 200 pl Lyseldsung (0,25%ige Dodecyltrimethylammoniumbromid-Ldsung).
Bei diesem Vorgang werden die Zellmembranen der Epithel- und Muskelzellen zerstort. Der
Uberstand wurde in einen 1,5 ml Polypropylen-Tube pipettiert. Der Vorgang wurde unter Zugabe
von weiteren 200 ul Lyselosung wiederholt und der Uberstand in den selben Tube iiberfiihrt.
Durch Zentifugieren bei 10000 rpm fiir 5 Minuten wurden feste Bestandteile des Homogenisates

sedimentiert und der Uberstand bis zur weiteren Untersuchung bei -80 °C eingefroren.

2.8.2 Bestimmung der cAMP-Konzentration

Zur Bestimmung der cAMP-Konzentration im Homogenisat der Praparate wurde ein Biotrak-
ELISA ohne Acetylierung der Firma Amersham Pharmacia Biotech verwendet. Die Messung be-
ruht auf einer Kompetition des freien cAMP in der Probe mit einem cAMP-Peroxidase-Konjugat
um die Bindung an immobilisiertes cAMP-spezifisches Antiserum. Verdiinntes Antiserum und
cAMP-Peroxidase-Konjugat wurden je in 11 ml Testpuffer (0,05 mol/l Natriumacetatpufter,
pH 6,0; zusitzlich 0,002% bovines Serumalbumin und 0,01% Preservativ) gelost und das An-
tiserum zusitzlich noch einmal 1:2 mit Testpuffer verdiinnt. Zur Herstellung eines Standards
wurde aus einer Stammlosung (32 nmol/l) eine Verdiinnungsreihe hergestellt mit Gesamtmen-
gen von 0, 12,5, 25, 50, 100, 200, 400, 800, 1600 und 3200 fmol in jeweils 100 pl Volumen.
Auf einer mit Anti-Kaninchen-IgG beschichteten 96-well ELISA-Platte wurden die Ansitze
aufgetragen, die entweder 100 ul Standard oder 80 ul Testpuffer und 20 ul Probe enthielten. Bei
hohen cAMP-Konzentrationen in der Probe wurde die Probenmenge entsprechend reduziert.
Alle Ansitze der Standards und Proben wurden doppelt hergestellt. Standards und Proben sowie
200 pl Testpuffer zur Bestimmung der nichtselektiven Bindung (NSB) des Konjugats wurden
nach Hinzugabe von 100 pl Antiserum fiir 120 min im Kiihlraum bei 4 °C auf einem Schiittler
inkubiert. AnschlieBend wurde zu allen Ansédtzen 50 ul cAMP-Peroxidase-Konjugat gegeben
und weitere 60 min inkubiert. Im Anschluss an die Inkubation wurden die Ansitze 4-mal mit

Waschpuffer (0,01 mol/l Phosphatpuffer, pH 7,5; zusitzlich 0,05% Tween 20) gewaschen und die
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Platten sorgfiltig getrocknet. Die quantitative Bestimmung der gebundenen Menge Peroxidase-
Konjugates wurde iiber die Umsetzung von 3,3, 5,5'-Tetramethylbenzidin (TMB) durch die
Peroxidase photometrisch bestimmt. Bei Raumtemperatur wurde in alle Wells 150 ul der fertigen
TMB-Substratlosung gegeben und eine Blaufirbung des Standards beobachtet. Abweichend von
den Angaben des Herstellers wurde die Reaktionszeit so gewihlt, dass die Absorption einen
Wert von 1,5 — 1,7 Absorptionseinheiten nicht tiberstieg. Der hierfiir benotigte Zeitraum variierte
zwischen 10 und 120 Minuten. Nach optimaler Blaufarbung der Nullwerte wurde 100 pl 1 mol/l
Schwefelsdure zugegeben. Dies fiihrte zu einem Farbumschlag von Blau nach Gelb, welcher bis
zu einer Stunde stabil blieb. Die anschlieBende Absorptionsmessung erfolgte mit einem ELISA

Reader bzw. einem Perkin Elmer Victor ELISA Platten Photometer bei 450 nm.

2.8.3 Bestimmung der cGMP-Konzentration

Die Konzentration von cGMP wurde mit einer analogen Methode mit zusétzlicher Acetylierung
von Standards und Proben bestimmt. Durch Acetylierung wird die Sensitivitit des Tests etwa
um den Faktor 10 gesteigert, da das Antiserum eine hohere Affinitéit zu acetylierten zyklischen
Nukleotiden besitzt. Entsprechend der Bestimmung von cAMP wurde eine Verdiinnungsreihe
als Standard hergestellt. Die Ansitze enthielten 0, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 und 512 fmol in
einem Volumen von 50 pl. Zur Acetylierung wurde ein Acetylierungsreagenz aus zwei Teilen
Tridthylamin und einem Teil Essigsdureanhydrid im Verhiltnis 1:10 zu den Standards und Proben
gegeben. Die Ansitze fiir die Proben enthielten 100 pl Probe sowie 10 pl Testpuffer und 11 pl
Acetylierungsreagenz. Die Acetylierungsreaktion benotigte ca. 5 Minuten. Es wurden wiederum
alle Standards und Probenansitze doppelt hergestellt. Jeweils 50 pul von Probe oder Standard
wurden zu 100 pl Antiserum gegeben und 120 Minuten inkubiert. Fiir den NSB-Ansatz wurden
150 pl Testpuffer verwendet. Auf die Hinzugabe von 100 ul cGMP-Peroxidase-Konjugat folgten
weitere 60 Minuten Inkubation. Nach dem Waschen der Platten wurden 200 ul TMB-H,0,-
Reagenz hinzugegeben und bis zum Farbumschlag, wie bereits beschrieben, inkubiert. Die
photometrische Absorptionsbestimmung erfolgte wiederum nach Zugabe von 100 pl 1 mol/l

Schwefelsidure.
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2.8.4 Auswertung

Mit Hilfe des Standards mit cAMP-Mengen zwischen 0 und 3200 fmol pro Ansatz bzw. cGMP-
Mengen zwischen 0 und 512 fmol pro Ansatz wurde eine nichtlineare Kalibrierungskurve erstellt.

Dies geschah durch einen Fit der Absorption an die Funktionsgleichung

axb
(b+x)

flx)=y= +c 2.1)

wobei x fiir die Konzentration des Standards steht. Aus den Fitparametern a, b und ¢ wurde die

Menge cAMP (x) der Proben iiber die Formel

ax*xb
(y—o)

X =

—-b (2.2)

berechnet. Hierbei steht y fiir die Absorption bei 450 nm. Zur Berechnung der Konzentration der
Probe wurde x mit einem Faktor F (Gesamtvolumen / eingesetztes Probenvolumen) multipliziert
und durch das Gewebsgewicht in mg geteilt. Die ermittelte Konzentration trigt die Einheit

nmol/kg.

2.9 Statistische Auswertung

Samtliche Messwerte wurden als arithmetischer Mittelwert und standard error of the mean
(MW =+ SEM) voneinander unabhiingiger Experimente (n) angegeben. Zur Uberpriifung der
statistischen Signifikanz wurde der t-Test nach Student fiir unverbundene Zufallsstichproben
aus normalverteilten Grundgesamtheiten herangezogen. Dabei wurde das Signifikanzniveau auf

p < 0,05 festgelegt.
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3.1 Kraft- und Potentialentwicklung

Unter steigenden Flussgeschwindigkeiten wurde die flussabhingige Verminderung der Wandspan-
nung an Arteriensegmenten gemessen. Es wurden Kontrollen mit Krebslosung und mit Krebs-
16sung unter Zugabe von a-AR-Blocker (PH 10~7 mol/l) und 3-AR-Blocker (PR 10~ mol/l)
durchgefiihrt. Die Perfusion der Arteriensegmente mit LDL-L&sung fiihrte zu einer signifikanten
Abnahme der FMD, die durch Zugabe von a-AR- und 3-AR-Blocker zum Teil aufgehoben

werden konnte.

3.1.1 Kontrollen unter Krebslosung

Zu Beginn der Untersuchung wiesen die VSMCs ein Membranpotential von -47,1 4+ 0,2 mV bei
einem Fluss von 3 ml/min auf. Bei Erhohung des Flusses bis auf 100 ml/min hyperpolarisierten
die Zellen schrittweise um insgesamt 3,7 mV auf -50,8 + 0,2 mV (p < 0,0001 fiir Differenz
Potentiale zwischen 3 und 100 ml/min Fluss). Dies entspricht einem Abfall von 7,8 % relativ

zum Ausgangswert.

Bei der Tonusmessung betrug der Ausgangstonus nach dem Vorspannen der Gefdle unter einem
Fluss von 3 ml/min 1,630 4 0,043 g. Nach Erhchung des Flusses zeigte sich eine schrittweise
Dilatation des Gefédles um 0,459 g bis auf 1,171 £ 0,042 g bei einem Fluss von 100 ml/min
(p < 0,0001 fiir Differenz Tonus zwischen 3 und 100 ml/min Fluss). Dies entspricht einer Dilata-

tion von 28,2 %.
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Abbildung 3.1: a) Flussabhingige intrazelluldre Membranpotentiale bei Perfusion mit Krebslosung
(MW =+ SEM).
b) Flussabhingige Tonusentwicklung bei Perfusion mit Krebslosung (MW £+ SEM).
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3.1.1.1 Krebslosung und AR-Blocker

Zur Bestimmung eines intrinsischen Effektes des a-AR-Blockers PH und des 3-AR-Blockers PR
wurde die FMD von Krebslosung mit zugegebenen AR-Blockern im Vergleich zu Krebslosung
gemessen. In den Kontrollen mit Krebslosung innerhalb des getesteten Kollektivs zeigte sich
nach Vordehnung eine Dilatation des Prédparates von 1,777 £ 0,052 g bei einem Fluss von
3 ml/min auf 1,351 4 0,021 g bei einem Fluss von 100 ml/min (p < 0,0001 fiir Differenz Tonus
zwischen 3 und 100 ml/min Fluss). Krebslosung mit a-AR-Blocker (PH 10~ 7 mol/l) fiihrte zu
einer Dilatation von 1,799 + 0,060 g auf 1,383 £ 0,015 g (p < 0,0001 fiir Differenz Tonus
zwischen 3 und 100 ml/min Fluss), Krebslosung mit 3-AR-Blocker (PR 107 mol/l) zu einer
Dilatation von 1,819 + 0,040 g auf 1,359 + 0,008 g (p < 0,0001 fiir Differenz Tonus zwischen
3 und 100 ml/min Fluss) und Krebslosung mit a-AR- und 3-AR-Blocker (PH + PR, je 10~7 mol/l)
zu einer Dilatation von 1,779 4 0,041 g auf 1,395 4+ 0,013 g (p < 0,0001 fiir Differenz Tonus
zwischen 3 und 100 ml/min Fluss). Bei nur minimalen Unterschieden der Werte ohne statistische
Signifikanz (p > 0,05 fiir alle Differenzen zwischen Krebslosung und Blockerlosungen) wurde

fiir die folgenden Versuche ein fehlender intrinsischer Effekt der Blocker angenommen.

2.0

Krebs

Krebs + a-blockade
Krebs + B-blockade
Krebs + a/B-blockade

Tension [g]
T

0 20 40 60 80 100

Flow [mL/min]

Abbildung 3.2: Flussabhéngige Tonusentwicklung bei Perfusion mit Krebslosung, sowie mit Krebslosung
unter Zugabe von AR-Blockern (PH 10~7 mol/l und PR 10~7 mol/l) (MW + SEM).
p > 0.05 fiir Unterschiede zwischen allen Kurven.
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3.1.2 LDL

In den Messungen des Membranpotentials bei Perfusion mit LDL-L6sung hyperpolarisierten
die VSMC:s bei der Flusssteigerung von -45,9 + 0,3 mV bei 3 ml/min um 2,2 mV auf -48,1 +
0,5 mV bei 100 ml/min (p = 0,0003 fiir Differenz der Potentiale zwischen 3 und 100 ml/min
Fluss). Dies ist eine Senkung des Potentials um 4,8 % und somit nur 61,8 % der in der Kontrolle
gemessenen Hyperpolarisation. Die Differenz zur Krebslosung betrug 1,2 mV bei einem Fluss

von 3ml/min (p < 0,0001) bzw. 2,6 mV bei einem Fluss von 100 ml/min (p < 0,0001).

Der Grundtonus der Geféfle war bereits bei einem Fluss von 3 ml/min bei Perfusion mit LDL-
Losung mit einer Kraftenwicklung von 1,767 + 0,036 g um 0,136 g hoher als bei Perfusion
mit Krebslosung mit 1,630 4 0,043 g (p = 0.0563). Bei einem Fluss von 100 ml/min betrug die
Differenz des GefdBtonus zwischen LDL-Losung und Krebslosung 0,318 g bei einer Kraft unter
LDL von 1,489 4 0,024 g im Vergleich zu Krebslosung mit 1,171 £ 0,042 g (p < 0,0001). Die
FMD bei Perfusion mit LDL-Losung betrug damit im Mittel absolut 0,277 g oder prozentual
15,7 % (p < 0,0001 fiir Differenz Tonus zwischen 3 und 100 ml/min Fluss). Dies entspricht
60 % der gemessenen FMD unter Krebslosung und bei Betrachtung der prozentualen Dilatation

55,7 %. Die FMD war aber weiterhin signifikant.

Somit zeigte sich bei LDL-L6sung sowohl ein erhdhter Grundtonus des Gefélles, als auch eine
verminderte FMD in Verbindung mit geringerer flussabhéngiger Hyperpolarisation gegeniiber

der Perfusion mit Krebslosung.
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Abbildung 3.3: a) Flussabhingige intrazellulire Membranpotentiale bei Perfusion mit LDL im Vergleich
zu Krebslosung (MW + SEM).
b) Flussabhiingige Tonusentwicklung bei Perfusion mit LDL im Vergleich zu Krebslosung
(MW + SEM)
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3.1.3 LDL unter Zugabe von Blockern

Bei Zugabe von AR-Blocker zur Perfusionslosung mit LDL hyperpolarisierten die VSMCs im
Vergleich zur Perfusion mit reiner LDL-Losung deutlich mehr. Dennoch war der Abfall des Mem-
branpotentials geringer als unter Perfusion mit Krebslosung (Tabelle 3.1). Bei Flusssteigerung
auf 100 ml/min zeigte sich ein schrittweiser Abfall des Membranpotentials der VSMCs bei Perfu-
sion mit LDL-Losung unter a-AR-Blockade (PH 1077 mol/l) von 2,2 mV, unter 3-AR-Blockade
von 3,4 mV und unter kombinierter Blockade von 3,0 mV (jeweils p < 0,0001 fiir Differenz
Membranpotential zwischen 3 und 100 ml/min Fluss). Diese Abfille liegen jeweils zwischen
den Abfillen bei Flusssteigerung unter Krebslosung mit 3,7mV und unter LDL-L&sung mit
2,2 mV (p < 0,0001, p = 0,0004 und p = 0,0001 fiir Membranpotential bei 100 ml/min im
Vergleich zu Krebslosung und p = 0,605, p = 0,1516 und p = 0,0281 im Vergleich zu LDL-
Losung). Der absolute Abfall unter kombinierter AR-Blockade lag niedriger als unter reiner
B-AR-Blockade (PR 107 mol/l), jedoch lag hier auch bereits ein niedrigerer Ausgangswert
bei einem Fluss von 3 ml/min vor. Die Hyperpolarisation war bei kombinierter AR-Blockade
im Vergleich zur Perfusion mit reiner LDL-Losung signifikant erhoht. Eine Ubersicht iiber die
Absolutwerte bei den verschiedenen Flussgeschwindigkeiten unter Einfluss der verschiedenen
Losungen sowie die Differenzen der Messwerte unter AR-Blockade zu den Messwerten unter
LDL-Lo6sung finden sich in Tabelle 3.1. Die Werte sind grafisch in Abbildung 3.4 und 3.5

aufgetragen.
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Fluss 3 5 20 40 100 p-Wert
ml/min ml/min ml/min ml/min ml/min Differenz
3ml - 100ml
1 Krebs -47,1 -48.5 -49,7 -50,2 -50,8 p<0,0001
[mV] + 0,2 +0,3 +0,2 + 0,2 + 0,2
2 LDL -45.9 -47,0 -47.7 -48,1 -48,1 p=0,0003
[mV] + 0,3 +0,3 +0,4 + 0.4 + 0,5
Differenz -1,2 -14 -1,9 2,1 -2,6
1-2[mV] +£0,3 + 0,4 + 0,4 +0,5 + 0,6
(p<0,0001) (p=0,0014) (p<0,0001) (p<0,0001) (p<0,0001)
3 LDL, -46,3 -47.4 -48.,2 -48.,6 -48.,5 p<0,0001
[mV] + 0,1 +0,2 + 0,1 + 0,1 + 0,1
Differenz -0,8 -1,1 -1,5 -1,6 -2,3
1-3[mV] £0,2 +0,3 + 0,2 + 0,2 + 0,2
(p=0,0063) (p=0,0345) (p<0,0001) (p<0,0001) (p<0,0001)
Differenz 0,4 0,4 04 0,5 0,4
2-3 [mv] + 0,3 +0,4 +0,4 + 0,4 + 0,5
(p=0,3418) (p=0,4816) (p=0,3689) (p=0,3417) (p=0,605)
4 LDLg -46,2 -47.5 48,5 -49.0 -49.,5 p<0,0001
[mV] + 0,1 +0,1 + 0,1 +0 + 0,1
Differenz -0,9 -1,0 -1,2 -1,2 -1,2
1-4 [mV] =£0,2 +0,3 +0,2 + 0,2 + 0,2
(p=0,0007) (p=0,0129) (p<0,0001) (p=0,0134) (p=0,0004)
Differenz 0,3 0,5 0,8 1,0 1,4
2-4 [mV] =+0,3 +0,3 + 0,4 + 0,4 + 0,5
(p=0,48) (p=0,2175) (p=0,0969) (p=0,1483) (p=0,1516)
5 LDL,g -46,5 -47,5 -48.,6 -49,3 -49.6 p<0,0001
[mV] + 0,1 +0,1 +0,1 + 0,1 + 0,1
Differenz -0,6 -1,0 -1,0 -0,9 -1,2
1-5[mV] £0,2 +0,3 +0,2 + 0,2 + 0,2
(p=0,0286) (p=0,0158) (p<0,0001) (p=0,02) (p=0,0001)
Differenz 0,6 0,5 0,9 1,3 1,4
2-5[mV] +£0,3 +0,3 +04 + 0,4 + 0,5

(p=0,0787) (p=0,1893) (p=0,0436) (p=0,0151) (p=0,0281)

Tabelle 3.1: Messwerte Elektrik: Intrazellulire Membranpotentiale der VSMCs unter den verschiedenen
Versuchslosungen (1-5) und Fliissen sowie Differenzen aller LDL-Ldsungen zur Kontrolle
mit Krebslosung und der LDL-Lésungen mit AR-Blocker zu reiner LDL-Ldsung.

LDL,: LDL-L6sung mit a-AR-Blocker (PH 10~7 mol/1); LDLg: LDL-L6sung mit 3-AR-
Blocker (PR 10~7 mol/l); LDL.g: LDL-L6sung mit a-AR-Blocker (PH 10~7 mol/l) und
B-AR-Blocker (PR 10~7 mol/l).
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Die Tonusentwicklung verhielt sich nach Zugabe von AR-Blockern zur LDL-Ldsung analog
den gemessenen Membranpotentialen. Auch hier zeigte sich eine schrittweise Dilatation mit
steigendem Fluss, die im Vergleich zur Perfusion mit reiner LDL-L6sung erhoht war. Die FMD
zeigte sich jedoch weiterhin geringer als unter Krebslosung (Tabelle 3.2). So dilatierten die
untersuchten Segmente bei Perfusion mit LDL unter Einfluss von a-AR-Blocker (PH 10~/ mol/l)
von 1,746 4+ 0,050 g auf 1,453 + 0,046 g bei 100 ml/min Flussrate und somit absolut um
0,293 g (p = 0,001 fiir Differenz Tonus zwischen 3 und 100 ml/min Fluss). Dies entspricht einer
prozentualen Dilatation von 16,8%. Bei einer Flussrate von 100 ml/min zeigte sich die Dilatation
um 0,282 g, und somit signifikant geringer als in der Kontrolle mit Krebslosung (p = 0,0058),
aber 0,036 g hoher als unter LDL (p = 0,4516). Diese Unterschiede waren noch deutlicher
bei Hinzugabe des (3-AR-Blockers (PR 10~7 mol/l) zur LDL. Hier dilatierten die Gefife von
1,752 £ 0,060 g auf 1,343 + 0,025 g um absolut 0,409 g und prozentual um 23,3% bei
100 ml/min Flussgeschwindigkeit (p < 0,0001 fiir Differenz Tonus zwischen 3 und 100 ml/min
Fluss). Die Differenz zur Kontrolle mit Krebslosung war bereits nicht mehr signifikant und betrug
hier 0,172 g (p =0,0791) und die Dilatation war um 0,146 g im Vergleich zu LDL signifikant
erhoht (p = 0,0014).

Unter Einfluss beider AR-Blocker fand sich unter LDL-Losung eine Dilatation um 0,374 g
(22,0%) von 1,699 + 0,036 g auf 1,325 £ 0,061 g bei 100 ml/min Flussrate (p = 0,0004 fiir
Differenz Tonus zwischen 3 und 100 ml/min Fluss). Bei geringeren Ausgangswerten als in den
Messreihen mit PH bzw. PR kam es bei 100 ml/min Fluss mit einer Dilatation von 0,374 g zu
einer geringeren absoluten Dilatation als unter LDL mit $3-AR-Blockade (PR 10~7 mol/l). Bei
100 ml/min Flussrate ergab sich dennoch eine erhohte, signifikante Differenz zu den Messwerten
unter LDL von 0,165 g (p = 0,0063) und zu einer weiteren Annzherung an die Kontrollwerte
unter Krebslosung mit einer nicht signifikanten Differenz von 0,154 g (p = 0,154). Tabelle 3.2
zeigt eine Ubersicht iiber die gemessenen Tonuswerte bei Perfusion mit den verschiedenen
Losungen und die Differenzen der Tonuswerte unter Blockereinfluss zur Perfusion mit reiner

LDL-L6sung. Abbildung 3.4 und 3.5 zeigen die grafisch aufgetragenen Werte.
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Fluss 3 5 20 40 100 p-Wert
ml/min ml/min ml/min ml/min ml/min Differenz
3ml - 100ml
1 Krebs [g] 1,630 1,458 1,307 1,248 1,171 p<0,0001
+ 0,043 + 0,023 + 0,019 + 0,027 + 0,042
2 LDL [g] 1,767 1,627 1,540 1,499 1,489 p<0,0001
+ 0,036 + 0,029 + 0,063 + 0,039 + 0,024
Differenz -0,136 -0,169 -0,233 -0,252 -0,318
1-2 [g] + 0,056 + 0,037 + 0,066 + 0,048 + 0,049
(p=0,563) (p=0,0001) (p<0,0001) (p<0,0001) (p<0,0001)
3 LDL,[g] 1,746 1,610 1,505 1,455 1,453 p=0,001
4+ 0,050 + 0,017 + 0,046 + 0,049 + 0,046
Differenz -0,116 -0,152 -0,198 -0,207 0,282
1-3 [g] + 0,066 + 0,029 + 0,050 + 0,056 + 0,063
(p=0,25)  (p=0,006) (p=0,0003) (p=0,003) (p=0,006)
Differenz 0,021 0,017 0,035 0,044 0,036
2-3 [g] 4+ 0,061 4+ 0,034 4+ 0,078 4+ 0.063 4+ 0,052
(p=0,74) (p=0,70) (p=0,74) (p=0,51) (p=0,45)
4 LDLg[g] 1,752 1,595 1,448 1,396 1,343 p<0,0001
+ 0,060 + 0,029 + 0,042 + 0,023 + 0,025
Differenz -0,121 -0,137 -0,141 -0,149 0,172
1-4 [g] + 0,074 + 0,037 + 0,047 + 0,036 + 0,049
(p=0,23)  (p=0,014) (p=0,007) (p=0,02)  (p=0,08)
Differenz 0,015 0,032 0,092 0,103 0,146
2-4 [g] + 0,070 + 0,041 + 0.076 + 0,046 + 0,035
(p=0,82)  (p=0,50)  (p=0,39)  (p=0.1) (p=0,001)
5 LDLyg[g] 1,699 1,554 1,418 1,356 1,325 p=0,0004
+ 0,036 + 0,037 + 0,039 + 0,031 + 0,061
Differenz  -0,069 -0,096 -0,111 -0,109 -0,154
1-5 [g] 4+ 0,056 + 0,043 4+ 0,043 4+ 0,041 4+ 0,074
(p=0,52) (p=0,14) (p=0,04) (p=0,12) (p=0,15)
Differenz 0,068 0,073 0,122 0,143 0,165
2-5[g] 4+ 0,051 + 0,047 4+ 0,074 4+ 0,050 4+ 0,065
(p=0,29)  (p=0,20) (p=0,30) (p=0,04)  (p=0,006)

Tabelle 3.2: Messwerte Mechanik: Gefdfitonus unter den verschiedenen Versuchslosungen (1-5) und
Fliissen und Differenzen aller LDL-Ldsungen zur Kontrolle mit Krebslosung und der LDL-
Losungen mit AR-Blocker zu reiner LDL-Losung.
LDL,: LDL-Losung mit a-AR-Blocker (PH 10~ mol/l); LDLg: LDL-L6sung mit {3-AR-
Blocker (PR 1077 mol/l); LDL,g: LDL-L6sung mit a-AR-Blocker (PH 10~7 mol/l) und
B-AR-Blocker (PR 10~7 mol/l).
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Abbildung 3.4: a) Flussabhiingige intrazelluldre Membranpotentiale bei Perfusion mit LDL-L6sung unter
Zugabe von a-AR-Blocker (PH 10~/ mol/l) und B-AR-Blocker (PR 10~7 mol/l) im Ver-
gleich zu LDL und Krebslésung (MW £ SEM).

b) Flussabhingige Tonusentwicklung bei Perfusion mit LDL-L6sung unter Zugabe von
a-AR-Blocker (PH 10~7 mol/l) und 3-AR-Blocker (PR 10~ mol/l) im Vergleich zu LDL
und Krebslosung (MW + SEM).
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Abbildung 3.5: a) Flussabhingige intrazellulire Membranpotentiale bei Perfusion mit Krebslosung, LDL-
Losung und LDL-Losung unter der Zugabe von a-AR-Blocker (PH 10~ mol/l), B-AR-
Blocker (PR 10~7 mol/l) oder Kombination beider Blocker (MW + SEM).
b) Flussabhingige Tonusentwicklung bei Perfusion mit Krebslosung, LDL-L&sung und
LDL-L6sung unter der Zugabe von a-AR-Blocker (PH 10~ mol/1), -AR-Blocker (PR
10~7 mol/l) oder Kombination beider Blocker (MW + SEM).
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Zur Ermittlung des Effektes von LDL und LDL unter Zugabe von Blockern auf die FMD wurden
von den Kraftwerten der Kontrolle mit Krebslosung jeweils die Kraftwerte der Fettlosungen
abgezogen und die Ergebnisse aufgetragen. So liel} sich ein Effekt der jeweiligen Losung auf die
Verminderung der FMD bzw. die relative Konstriktion im Vergleich zu Krebslosung bestimmen.
Fiir LDL ergab sich damit ein konstriktiver Effekt von 0,136 4 0,056 g bei 3 ml/min Fluss und
0,318 = 0,049 g bei 100 ml/min im Vergleich zu Krebslosung (p < 0,0001 bei 100 ml/min Fluss).
Der dilatatorische Effekt, der bei der Kontrolle auftrat (0,370 g bei 3 ml/min und 0,829 g bei
100 ml/min), war also um 36,8 % bzw. 38,3 % reduziert. Fiir die Zugabe von Blockern zur LDL-
Losung ergaben sich niedrigere Werte (Abbildung 3.6). Die SEM der Differenzen sowie p-Werte
sind bereits in Tabelle 3.2 zu finden. Unter o-AR-Blockade (PH 10~7 mol/l) betrug der LDL-
Effekt bei maximalem Fluss von 100 ml/min somit 88,7%, unter 3-AR-Blockade (PR 107 mol/1)
54,1% und bei Hinzugabe beider Blocker 48,4% des Effektes von reiner LDL-Losung.
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Abbildung 3.6: Berechnete flussabhiingige kontraktile Effekte der einzelnen LDL-Ldsungen mit und ohne
Zugabe von AR-Blockern auf den Gefid3tonus (MW + SEM).
LDL/o: LDL-Lésung mit a-AR-Blocker (PH 10~7 mol/l); LDL/3: LDL-Losung mit 3-
AR-Blocker (PR 10~ mol/l); LDL/o,3: LDL-L6sung mit o-AR-Blocker (PH 107 mol/l)
und B-AR-Blocker (PR 10~7 mol/l).
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Aus den berechneten Effekten der einzelnen Losungen auf die FMD kann der LDL-Effekt, der
iber die jeweiligen AR vermittelt wird, berechnet werden, indem man den Effekt der Losung
mit dem jeweiligen AR-Blocker vom LDL-Effekt subtrahiert. Durch Blockade eines AR fillt
genau der Anteil des Effektes von LDL weg, der iiber diesen Rezeptor vermittelt wird. Es
ergeben sich die Werte in Tabelle 3.3 fiir die absoluten LDL-Effekte iiber a-AR und 3-AR, die
in der Abbildung 3.7 aufgetragen sind. Zusétzlich zu den durch Messung bestimmten Effekten
iiber a-AR und 3-AR wurde der theoretische Wert iiber beide Rezeptoren mittels Addition von
o-AR-Effekt und 3-AR-Effekt berechnet und aufgetragen.

Fluss 3 ml/min 5 ml/min 20 ml/min 40 ml/min 100 ml/min
LDL-Effekt, [g] 0,020 0,017 0,035 0,045 0,036
LDL-Effektg [g] 0,015 0,032 0,092 0,103 0,146
LDL—Effektu@ [g] 0,068 0,073 0,122 0,143 0,164
(gemessen)

LDL—Effektu@ [g] 0,036 0,048 0,127 0,147 0,182
(berechnet)

Tabelle 3.3: Berechnete Effekte von LDL auf die FMD f{iber die einzelnen AR (MW + SEM).
LDL-Effekt,: LDL-Effekt iiber den a-AR; LDL-Effekts: LDL-Effekt tiber den B-AR; LDL-
Effekt,s (gemessen): Gemessener LDL-Effekt iiber o-AR und 3-AR; LDL-Effekt,g (berech-
net): LDL-Effekt iiber a-AR und 3-AR durch Addition von LDL-Effekt, und LDL-Effekig.
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3 Ergebnisse

Zusammenfassend konnte eine Zugabe von o-AR-Blocker (PH 10~ mol/l), B-AR-Blocker (PR
10~ mol/l) oder beiden Blockern zur LDL-Losung einen Teil der durch LDL verursachten Inhi-
bition der FMD, sowohl auf Ebene des Membranpotentials, als auch auf Ebene des Gefid3tonus,
wieder aufheben. Hierbei zeigte sich eine Blockade des 3-AR als wesentlich effektiver als die

des a-AR und eine kombinierte Blockade einen additiven Effekt von beiden Blockaden.
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Abbildung 3.7: Effekte von LDL iiber die einzelnen Adrenorezeptoren, bestimmt aus Messwerten und
Berechnung.

3.2 cAMP und cGMP

Die Konzentration der zyklischen Nukleotide wurde jeweils an Priparaten bestimmt, die zuvor
einem Fluss von 100 ml/min in der jeweiligen Versuchslosung iiber 10 Minuten ausgesetzt waren.

Die Messwerte dieser Versuchsreihe finden sich in Tabelle 3.4.
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Tonus bei
100 ml/min [g]

cAMP [nmol/kg]

cGMP [nmol/kg]

Krebs 1,171 £ 0,042 772+ 1,7 139+ 1,1
LDL 1,489 + 0,024 248 +£1,6 2,0+0,7
Differenz 1 - 2 524 +2,3 119+ 1,3
(p <0,0001) (p <0,0001)
LDL,, 1,453 4+ 0,046 28,0 +£2,3 2,3 +0,6
Differenz 1 - 3 492 +28 11,6 £1,3
(p <0,0001) (p <0,0001)
Differenz 2 - 3 -3,2+2,8 -0,3+1,0
(p=0,2712) (p=0,8179)
LDLg 1,343 £+ 0,025 443 + 4,1 4,4 +0,9
Differenz 1 - 4 329+44 95+1,5
(p <0,0001) (p < 0,0001)
Differenz 2 - 4 -19,5+44 24+12
(p <0,0001) (p=0,1941)
LDLg 1,325 + 0,061 483 + 11,6 55+ 1,1
Differenz 1 -5 289 + 11,7 8,4+1,6
(p=0,0211) (p <0,0001)
Differenz 2 - 5 235+ 11,7 35+14
(p=0,0287) (p=0,0643)

Tabelle 3.4: Konzentrationen der zyklischen Nukleotide cAMP und cGMP in den Koronararterienpri-
paraten nach Perfusion mit Krebs- oder LDL-Losung und unter Zugabe von AR-Blockern.
Messung nach Exposition mit 100 ml/min Fluss bei der angegebenen Lésung unter Aufbrin-
gung des angegebenen Tonus durch das Préparat.
LDL,: LDL-Losung mit a-AR-Blocker (PH 10~ mol/l); LDLg: LDL-L6sung mit {3-AR-
Blocker (PR 10~ mol/l); LDL,g: LDL-Losung mit a-AR-Blocker (PH 10~" mol/l) und
B-AR-Blocker (PR 10~7 mol/l).
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3.2.1 cAMP

Wie auch bei den Tonus- und Potentialbestimmungen zeigte sich in der cAMP-Konzentration ein
signifikanter Unterschied zwischen der Perfusion mit Krebslosung mit einer cAMP-Konzentration
von 77,2 £ 1,7 nmol/kg und Perfusion mit LDL mit 24,8 + 1,6 nmol/kg (p < 0,0001). Die Werte
nach Blockade der AR lagen jeweils zwischen diesen Werten. Nach Perfusion mit LDL unter
a-AR-Blockade (PH 10~7 mol/l) lag der Wert bei 28,0 4 2,3 nmol/kg (p = 0,27 im Vergleich
zu LDL, p < 0,0001 im Vergleich zu Krebsldsung) unter 3-AR-Blockade (PR 10~7 mol/l) bei
44,3 + 4,2 nmol/kg (p < 0,0001 im Vergleich zu LDL, p < 0,0001 im Vergleich zu Krebsldsung)
und unter Blockade beider Rezeptoren bei 48,3 4 11,6 nmol/kg (p = 0,03 im Vergleich zu LDL,
p = 0,02 im Vergleich zu Krebslosung). Es zeigte sich somit, dquivalent zu den Messungen des
GefidBtonus, ein signifikant geringerer CAMP-Abfall durch LDL unter Blockade der 3-AR, jedoch
nicht unter der o-AR-Blockade. Die cAMP-Werte wurden zu den jeweiligen Spannungen beim
Fluss von 100 ml/min ins Verhiltnis gesetzt. Zusammen mit den cAMP-Konzentrationen und
Tonuswerten aus den Kontrollversuchen mit Krebslosung und Blockerlosungen ergab sich der in
Abbildung 3.8b ersichtliche Verlauf einer chemomechanischen Kopplung mit logarithmischer

Ausgleichskurve.
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Abbildung 3.8: a) cAMP-Konzentration der Koronararterienpréparate bei einem Fluss von
100 ml/min bei Perfusion mit den einzelnen Versuchslosungen (MW + SEM).
b) Chemomechanische Kopplung fiir cAMP als Funktion des Tonus in Abhén-
gigkeit von der Konzentration von cAMP (MW =+ SEM).
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3.2.2 ¢cGMP

Bei der Bestimmung von cGMP fand sich ein dhnliches Bild wie bei cAMP. Die bestimmten
Konzentrationen betrugen hier unter Krebslosung 13,9 4 1,1 nmol/kg und unter LDL-L6sung
2,0 £ 0,7 nmol/kg mit signifikanter Differenz (p < 0,0001). Nach Zugabe von Blockerlésungen
betrug die cGMP-Konzentration bei Perfusion mit LDL unter a-AR-Blockade (PH 10~ mol/l)
2,3 £+ 0,6 nmol/kg (p = 0,82 im Vergleich zu LDL, p < 0,0001 im Vergleich zu Krebslosung)
und unter 3-AR-Blockade (PR 1077 mol/l) 4,4 4+ 0,9 nmol/kg (p = 0,19 im Vergleich zu LDL,
p <0,0001 im Vergleich zu Krebslosung). Bei einer Blockade beider Rezeptoren wurde eine
Konzentration von 5,5 4+ 1,1 nmol/kg (p = 0,06 im Vergleich zu LDL, p < 0,0001 im Vergleich
zu Krebslosung) gemessen. Auf Ebene des zyklischen cGMP ergab sich somit kein signifikanter
Unterschied zur Perfusion mit LDL-Losung bei Blockade der AR. Bei Hinzunahme der Werte
aus den Kontrollversuchen und Auftragen der cGMP-Konzentrationen gegen den Gefid3tonus
beim Fluss von 100 ml/min ergab sich ebenfalls das Bild einer chemomechanischen Kopplung

mit logarithmischer Ausgleichskurve (Abbildung 3.9b).
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a) cGMP-Konzentration der Koronararterienprédparate bei einem Fluss von
100 ml/min bei Perfusion mit den einzelnen Versuchslosungen (MW + SEM).
b) Chemomechanische Kopplung fiir cGMP als Funktion des Tonus in Abhén-
gigkeit von der Konzentration von cGMP (MW £ SEM).
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3.3 Chemoelektrische Kopplung

Fiir cAMP und cGMP lisst sich auch eine chemoelektrische Kopplung darstellen, indem man die
Konzentration des jeweiligen Nukleotids gegen das entsprechende Membranpotential auftragt.

Es ergeben sich die Graphen in Abbildung 3.10 mit logarithmischen Ausgleichskurven.
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Abbildung 3.10: a) Chemoelektrische Kopplung fiir cAMP als Funktion des Membranpotentials
in Abhidngigkeit von der Konzentration von cAMP (MW + SEM).
b) Chemoelektrische Kopplung fiir cGMP als Funktion des Membranpotentials
in Abhidngigkeit von der Konzentration von cGMP (MW + SEM).
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3.4 Elektromechanische Kopplung

Die gemessenen Membranpotentiale der VSMC bei den verschiedenen Flussgeschwindigkeiten
unter den verschiedenen Versuchslosungen lassen sich gegen den dabei bestimmten Geféal3tonus

auftragen. Hierbei ergibt sich eine lineare Beziehung fiir die elektromechanische Kopplung

(Abbildung 3.11).
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Abbildung 3.11: Elektromechanische Kopplung als lineare Funktion des Gefédsstonus in Abhiingigkeit
vom Membranpotential der VSMCs in Koronararterien des Menschen (MW + SEM).

Die Kurve in Abbildung 3.11 ist aus den Werten der Versuchsreihen erstellt. Lost man die
Formeln der Ausgleichskurven der chemomechanischen Kopplung und der chemoelektrischen
Kopplung auf und setzt sie ineinander ein, so erhilt man fiir die berechnete Funktion der elektro-
mechanischen Kopplung die Formel f(x) =0, 12x+ 7,27 (bei Verwendung der Messwerte fiir
cAMP) und f(x) =0,123x+ 7,41 (bei Verwendung der Messwerte fiir cGMP). Diese errechne-
ten Formeln stimmen nahezu mit der aus den Versuchsdaten bestimmten Ausgleichsgeraden fiir

die elektromechanische Kopplung iiberein.

52
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Die FMD spielt in den Koronararterien eine bedeutende Rolle. Der myokardiale Sauerstoft-
verbrauch betrigt ca. 9-10 ml O,/min pro 100 g Gewebe und kann bei schwerer Arbeit bei
gesunden, jungen Personen auf iiber 50 ml ansteigen. Der linksventrikuldre Blutfluss betrigt
in Ruhe 70-80 ml/min pro 100 g Gewebe und kann auf fast 400 ml/min ansteigen [61]. Der
koronare Fluss kann hierbei fast 5-fach vergroflert werden. Dies geschieht vorwiegend durch
metabolische Vasodilatation der kleinen Arterien, denen eine FMD der zufiihrenden grof3eren
Arterien folgt [50, 61]. Die FMD ist somit ein essentieller Faktor in der Koronardurchblutung.

Bei Arteriosklerose ist diese Koronarreserve stark vermindert [61].

In diversen Studien konnte eine eingeschriankte bzw. aufgehobene FMD in arteriosklerotischen
Arterien verschiedener Gefdf3gebiete nachgewiesen werden. Eine FMD wurde in vivo in an-
giographisch normalen Segmenten des R. interventricularis anterior der linken Koronararterie
beobachtet, war aber deutlich eingeschrénkt in arteriosklerotischen Gefden [53]. In stark skle-
rotischen Arterien kann es sogar zu einer flussabhéngigen Vasokonstriktion kommen. Zu einer
Umkehrung von FMD in flussabhédngige Vasokonstriktion kommt es mit steigendem Arterio-
sklerosegrad [57]. Als Ursachen fiir diese drastische Verdnderung der FMD wird unter anderem
eine verminderte PGI,-Synthese und eine Dysfunktion des PGI,-Sensors diskutiert [57, 114].
Beziiglich verminderter PGI,-Synthese liegen jedoch widerspriichliche Ergebnisse vor [119].
Bei dlteren Patienten kann PGI, selbst statt einer Dilatation eine Vasokonstriktion auslosen [64].
Studien an isolierten Gefid3en in experimentellen Tiermodellen zur Arteriosklerose und in arte-
riosklerotischen menschlichen Koronararterien zeigen, dass die endothelabhiingige Relaxation

durch Arteriosklerose vermindert wird [53].

Aufgrund der klinischen Relevanz der FMD im koronaren Stromgebiet haben wir uns fiir
eine Untersuchung von koronararteriellen Priparaten entschieden. Gleichzeitig ermoglicht eine
Untersuchung der Priparate unter physiologischen Bedingungen in vitro eine sehr viel genauere

Messung der Vasomotorik als koronarangiographische Messungen in vivo.
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Im umgekehrten Sinne spielt Shear-Stress eine bedeutende Rolle bei der Entwicklung von
Arteriosklerose. Endothelzellen veridndern ihre Form mit dem Shear-Stress, es kommt zu einer
Neuordnung des Zytoskeletts und Shear-Stress beeinflusst die Produktion und Eliminierung
von ROS. Laminarer Shear-Stress aktiviert die Superoxiddismutase (SOD), die ROS inaktiviert,

oszillierender Shear-Stress aktiviert die NADPH-Oxidase, die O, produziert [56].

Auch die Antwort auf vasoaktive Substanzen wird durch Artheriosklerose beeinflusst. In un-
verdnderten GefdBen fiihrt ACh zu einer endothelabhiingigen Vasodilatation, indem es zu einer
NO-Freisetzung fiihrt [11, 120]. In mild arteriosklerotischen und stark sklerotischen Arterien ist
diese endothelvermittelte Vasodilatation vermindert, da die NO-Produktion in diesen Gefiflen
reduziert ist, und ACh kann sogar eine paradoxe Vasokonstriktion bewirken [53, 64]. Bei fort-
geschrittener CAD kommt es zu einem Verlust der dilatatorischen Antwort auf ACh und Fluss
[53]. Eine weitere Gruppe von Autoren postulierte, dass die endothelabhingige Vasodilatati-
on gegeniiber ACh und Blutfluss auch schon in frithen Stadien von Arteriosklerose verloren
gehen konnte [120]. Salbutamol, das als 3,-Agonist normalerweise dilatatorisch wirkt, zeigt
eine Dilatation noch in leicht sklerotischen Arterien. In stark sklerotischen Arterien bewirkt es
allerdings eine Kontraktion, was moglicherweise durch einen verstiarkten o-Effekt oder durch
verstirkte Freisetzung von NA iiber prisynaptische [3,-AR bewirkt werden konnte. An den
koronaren Widerstandsarterien spielen [3;-AR eine grofere Rolle als 31-AR. Studien zeigen
eine Hemmung der koronaren [3,-AR in stenotischen Koronararterien. Es gibt Berichte, dass

Salbutamolinhalationen auch eine CAD demaskieren konnen [121].

Dass sich die Beeinflussung der Vasomotorik auch auf andere Gefia3systeme iibertragen lésst,
wurde in weiteren Studien untersucht. Patienten mit endothelialer Dysfunktion in Koronararteri-
en, welche sich als Vasokonstriktion auf ACh manifestierte, hatten signifikant verminderte FMD
in der Brachialarterie gegeniiber Patienten mit normaler koronarer Endothelfunktion. Die Studie
zeigt eine enge Beziehung zwischen endothelabhédngiger vasomotorischer Antwort auf ACh im
Koronarium und FMD in der Brachialarterie [122]. In einer weiteren Studie fiihrte, nach Adjus-
tierung nach Risikofaktoren, eine 1 %-ige Erhohung der FMD im Unterarm-Blutfluss-Versuch
zu einem relativen Risiko von 0.87 fiir kardiovaskulidre Events (entspricht 13 % Risikoreduktion)
[123]. Die Auswirkungen von LDL auf die FMD und der Mechanismus der Beeinflussung ist

somit von hochster klinischer Relevanz.
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4.1 Patientenkollektiv und Praparateauswahl

Die von uns untersuchten Priparate waren sowohl in ihrer Beschaffenheit, als auch in der
Auswahl des Patientengutes beziiglich Alter, Vorerkrankungen und Vormedikation heterogen.
Dies erfordert eine genaue Betrachtung, wie diese Parameter zu Verinderungen in unseren

Ergebnissen gefiihrt haben konnten.

Aufgrund der Veridnderungen der Vasomotorik durch Arteriosklerose wurde bei der Auswahl der
Arteriensegmente fiir die Messungen besonders darauf geachtet, dass diese keine arterioskleroti-
schen Plaques enthielten. Zudem wurden moglichst gleichartige Préiparate (Durchmesser, Linge,
Beschaffenheit) ausgewihlt, um vergleichbare Ergebnisse zu gewihrleisten. Um eine intakte
FMD in den Priparaten nachzuweisen und pathologisches Verhalten des Préaparates aufgrund der
GefiBeigenschaften zu erkennen, wurde an mindestens einem Segment des koronararteriellen
Priparates jedes Patienten eine Kontrolle mit Krebslosung durchgefiihrt. Weiterhin konnte Jumar
zeigen, dass sich arteriosklerotische Priparate, unter gleichen Versuchsbedingungen wie in
dieser Arbeit, nicht im Basaltonus von plaquefreien Segmenten unterscheiden [80]. Beziiglich
der Aussagekraft unserer Ergebnisse zum Effekt liber die AR war es auch wichtig, dass die
Gefille moglichst wenig sklerotisch waren, da es bei Arteriosklerose auch zu einer verminderten
B-AR-Wirkung kommen kann [81, 121]. Eine Verschiebung der Dominanz der verschiedenen
Rezeptorsubtypen (o1-AR in normalen Koronararterien, o- und op-AR in sklerotischen Arterien
[124]) bei Arteriosklerose spielt bei einem Einsatz von unselektiven AR-Blockern keine Rolle.
Beziiglich des gefundenen LDL-Effektes muss dementsprechend allerdings weiter untersucht

werden, ob die Wirkung iiber bestimmte Rezeptor-Subtypen vermittelt wird.

In einer weiteren Arbeit unserer Forschungsgruppe konnte gezeigt werden, dass die Koronarpri-
parate in Abhingigkeit vom Patientenalter eine bessere Stress-Relaxation zeigten, je jiinger die
Patienten waren [80]. Diese Stress-Relaxation wurde allerdings in den ersten 10 Minuten nach
dem Vorspannen des Versuches ohne Zugabe von Test-Losungen gemessen, was in unserem Fall
nicht moglich war, da die Prédparate nach dem Vorspannen direkt der jeweiligen Test-Losung
ausgesetzt wurden, um eine gute Inkubation zu erméglichen und vergleichbare Versuche zu
vorangegangenen Versuchsreihen unter anderen Testlosungen zu produzieren. Da das Alter

unserer Patienten und das Verhalten der Priparate in Krebslosung dquivalent zu den Ergebnissen
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aus der Arbeit von Jumar [80] waren, konnen wir davon ausgehen, dass die Annahme, die Prépa-
rate zeigen in Abhéngigkeit vom Alter unterschiedliche Stress-Relaxationen, auch fiir unsere
Priparate gilt. Stress-Relaxation ist die Dilatation, die das Gefidf3 als Reaktion auf Dehnung

ausfiihrt (siehe hierzu Kapitel 4.2).

Von einer Vormedikation der Patienten kann man einen Einfluss auf die Rezeptorbesetzung
und das Verhalten des Koronararterienpriparates erwarten. Eine Rezeptormodulation durch
medikamentdse Therapie vor Herztransplantation wurde mehrfach beschrieben [125]. Eine
dauerhafte Stimulation des 3-AR fiihrt zu einer Desensitivierung des Rezeptors. Dies wiirde eine
Rolle spielen, wenn Patienten vor der Transplantation mit Katecholaminen behandelt wurden.
Léangere Exposition des Rezeptors gegeniiber Agonisten fiihrt zu einer Downregulation des

Rezeptors [76].

Umgekehrt fiihrt chronische (31-Blockade zu einer Zunahme der [31-AR-Dichte, nicht aber der [3,-
AR-Dichte. Die Blockade fiihrt aber dennoch zu einer verstirkten (3;-Reaktion bei unverédnderter
B1-Reaktion [126]. Dies wiirde bei Gabe eines (31-AR-Blockers zu einer zusitzlichen koronaren
Dilatation fiihren, und ist vermutlich durch eine Kreuzsensitivierung des 3,-AR bedingt [127].
Das Ansprechen von o-AR wird durch (3-Blockade nicht beeinflusst, jedoch hat auch der o-AR

Phosphorylierungsstellen, die in der Desensitivierung eine Rolle spielen [27, 126].

Bei Herzinsuffizienz kommt es zu einer Verdnderung des Antwortverhaltens auf adrenerge
Einfliisse, unter anderem durch Entkoppelung der (3,-AR mit Verminderung der dilatatorischen
Wirkung [80, 128]. Da ausschlieBlich Koronararterien von Patienten mit Herzinsuffizienz NYHA
IV (Stufe IV in der Klassifikation der New York Heart Association) verwendet wurden, ist die
Studienpopulation dahingehend sehr homogen, und die Verdnderung der Ergebnisse der Versuche
durch die Pathologie der Herzinsuffizienz wurde minimiert. Die von uns gefundenen Effekte

iiber den 3-AR konnten somit bei Patienten ohne Herzinsuffizienz sogar ausgeprigter sein.

In der Arbeit von Jumar konnte gezeigt werden, dass die Vormedikation (Katecholamine, ﬁ—
AR-Antagonisten, und Phosphodiesterase (PDE)-Hemmer) keinen signifikanten Einfluss auf
den GefidBtonus der Arterienpriparate hatte. Der Tonus der Priparate von mit selektiven (3;-

Antagonisten behandelten Patienten lag leicht unterhalb der Vergleichsgruppe, der von mit
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PDE-Hemmern behandelten Patienten leicht dariiber. Diese Unterschiede waren jedoch nicht

signifikant [80].

Da das Patientengut sonst sehr heterogen war, sind gute Kontrollversuche unerlisslich. An
jedem Koronararterienpréparat, an dem Versuche mit verschiedenen Lipidlosungen durchgefiihrt
wurden, wurde eine Kontrollmessung mit Krebslosung durchgefiihrt. Dies ldsst einerseits Patho-
logien der Vasomotorik des Priparates schnell erkennen und zum anderen fiihrt es dazu, dass
sich die eventuellen Einfliisse individueller Faktoren in der Auswertung ausgleichen. Aufgrund
pathologisch veridnderter Priparate und Vormedikation der Patienten ldsst sich die Gesamtaussage
jedoch vermutlich nur auf das von uns untersuchte Patientenkollektiv (Herzinsuffizienz NYHA

IV, vorwiegend minnliche Patienten) beziehen.

4.2 FMD in Krebslosung

Durch die Kontrollversuche mit Krebslosung konnten wir eine funktionsfahige FMD an unseren
Priparaten nachweisen. Die FMD in der menschlichen Koronararterie wurde bereits in mehreren
Studien nachgewiesen und gilt als allgemein bekannter Effekt (siehe Kapitel 1.1.3). Durch eine
hohe Priparatezahl in den Kontrollversuchen war es uns moglich, eine valide Kontrollkurve fiir
die FMD in unserem Patientenkollektiv zu erstellen. Es gilt allerdings zu bedenken, dass das
Ausmalf der Dilatation von 28,2% im Vergleich zum Ausgangstonus nicht nur durch die FMD,

sondern auch zum Teil durch die Stress-Relaxation bedingt ist.

Durch das Vorspannen der Priparate wurde die Stress-Relaxation minimiert. Andere Arbeiten und
unsere Kontrollkurven haben gezeigt, dass es auch nach den ersten 10 Minuten nach Einspannen
in die Versuchsapparatur zu einer Dilatation des Gefdsegmentes kommt, die flussunabhéngig ist
[80, 117]. Diese Relaxation ist abhingig von den Eigenschaften des Prédparates, unter anderem
vom Alter des Patienen (siehe Kapitel 4.1). Diese Stress-Relaxation wurde von uns nicht separat
gemessen, miisste aber in der Auswertung von der Dilatation abgezogen werden, um den
genauen Wert der FMD zu erhalten. Bei Gleichartigkeit der Segmente eines Priparates wiirde

die Stress-Relaxation allerdings dhnlich ausfallen und somit herausfallen, wenn wir Differenzen
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der Dilatationen von 2 Préparaten, also den absoluten Effekt einer Intervention (LDL, AR-
Blocker) berechnen. Im Falle des Effektes von LDL fiihrt die Stress-Relaxation dazu, dass wir
den eigentlichen LDL-Effekt auf die FMD eher unterschitzen, denn LDL inhibiert nur einen
Teil der FMD im Vergleich zur Krebslosung. Wenn ein Teil dieser verbleibenden Dilatation der
Stress-Relaxation zuzuschreiben ist, ist der relative Anteil der FMD, der durch LDL inhibiert

wird, grosser.

4.3 Intrinsischer Blockereffekt

Vor den Versuchen mit LDL-L&sung zeigte sich in den Kontrollversuchen zur Ermittlung der
intrinsischen Blockeraktivitit kein signifikanter Einfluss der AR-Blocker auf die FMD. Dies
steht im Widerspruch zu einer Studie von Okajima et al.. Sie wiesen eine verminderte FMD von
Koronararterien unter 3-Blockade in vivo bei Hunden nach. Sie postulierten ein Uberwiegen des
verbleibenden a-Effektes unter erhohter korperlicher Anstrengung, welcher jedoch bei unseren in
vitro Experimenten nicht gegeben ist [129]. Hull et al. zeigte, dass die FMD in Femoralarterien
von Kaninchen nicht durch PR verindert wurde [68]. Beziiglich a-Blockade konnte kein Einfluss
von PH auf die FMD im menschlichen Unterarm gefunden werden, jedoch zeigte sich ein
deutlicher negativer Einfluss des sympathischen Nervensystems auf die FMD, was unsere
Theorie bestérkt, dass die FMD {iiber Adrenorezeptoren moduliert werden kann [130]. Zudem ist
zu beachten, dass die Rezeptorenverteilung und der Effekt iiber die Rezeptoren in verschiedenen
Spezies, ja sogar innerhalb einer Spezies, und in verschiedenen Gefidl3betten sehr unterschiedlich
sein kann. Da in der von uns durchgefiihrten Versuchsreihe zum Effekt von AR-Blockern auf die
FMD kein signifikanter Effekt im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollversuchen zu finden war,
konnte der Einfluss der Blocker somit als minimal oder nicht vorhanden angenommen werden.

Daher wurde er fiir die folgenden Versuche mit LDL nicht mehr beriicksichtigt.

58



4 Diskussion

4.4 LDL, FMD und LDL-Bindungsstellen

Wie in der Einleitung erwéhnt, fithrt LDL bzw. oxL DL in normalen Geféden zu einer Verminde-
rung der FMD. Es ist immer noch nicht vollstiandig geklért, tiber welchen Mechanismus LDL
diese Einschrinkung bewirkt. Das Prinzip unserer Versuche basierte auf der Hypothese, dass,
sollte LDL seinen Effekt iiber die sympathischen AR ausiiben, eine Blockade dieser Rezeptoren
auch den LDL-Effekt auf die FMD vermindern wiirde. Wir entschieden uns fiir eine unspezifische
Blockade jeweils der a- bzw. 3-AR ohne spezifische Blockade der jeweiligen Untergruppen, da

gut untersuchte, gruppenspezifische Préiparate zur Verfiigung stehen.

Unter Einfluss von LDL-Ldsung zeigte sich eine signifikante Einschriankung der FMD. Dieses
Ergebnis bestitigt vorliegende Studien, in denen dieser Effekt bereits vielfach nachgewiesen
werden konnte [54, 55, 101-104, 131]. In unseren Messungen reduzierte LDL die FMD um 40%
des Wertes unter Krebslosung bei Betrachtung der Absolutwerte und um 44,3% bei Bestimmung

der prozentualen Dilatation in Abhéngigkeit vom Ausgangstonus.

Rosendorf fasste 2002 zusammen: ,,LDL hat vasokonstriktorische, mitogene, pro-inflamma-
torische und thrombogene Eigenschaften* [132]. Hypercholesterinimie vermindert die endothel-
abhingige Vasodilatation, die rezeptorvermittelte Dilatation und die FMD [133, 134]. Es kommt
zu einer verminderten Bioverfiigbarkeit von NO, einer Downregulation von NO und zu einer
erhohten Bildung von Superoxid (O5), das NO inaktiviert und LDL oxidiert [64, 133]. Zhang et
al. zeigten ausserdem, dass oxXLDL durch Reduktion des L-Arginin-Transportes die Moglichkeit
des Endothels vermindert, NO zu produzieren [135]. Es konnte weiter gezeigt werden, dass
bereits eine einzelne LDL-Apharese mit Reduktion von LDL und oxLDL zu einer Verbesserung
der Endothelfunktion mit Verbesserung der Dilatation in Antwort auf Ach fiihrt [102]. Schon
durch hochkalorische Cholesterindiédt konnte im Tierexperiment eine paradoxe Vasokonstriktion
auf Ach und verminderte FMD nachgewiesen werden [120]. OXLDL, isoliert aus Arterien von
Kaninchen mit Hypercholesterinimie, kann die endothelabhiingige Relaxation inhibieren [110,

120].

Zugleich ist Cholesterin aber auch essentiell fiir die Antwort der Endothelzellen auf Shear-Stress

und somit fiir die FMD. Es wurde gezeigt, dass die Plasmamembranfluiditét als Antwort auf
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Shear-Stress zunimmt. Die Entfernung von Cholesterin aus der Plamamembran verhindert hierbei
die Antwort auf Shear-Stress der Endothelzelle, inklusive ERK-(extracellular-signal regulated

kinase) und eNOS-Aktivierung [56].

Die Interaktion von LDL mit den Endothelzellen und VSMC war Gegenstand intensiver Forschun-
gen. Schon 1992 wurde von Bochkov et al. postuliert, dass es zwei verschiedene Bindungsstellen
fiir LDL gibt, eine mit hoher Affinitét, die in ihrer Affinitit dem klassischen ApoB/E-Rezeptor
dhnelt, und eine mit niedrigerer Affinitit, die aber eine viel hohere Bindungskapazitit besitzt. Da
ein Ca’*- und Phosphoinositolanstieg durch Pertussistoxin (PTX) signifikant inhibiert wurde,
vermuteten sie eine direkte Kopplung dieser LDL-Rezeptoren an G-Proteine, wahrscheinlicher
aber eher eine Aktivierung der G-Proteine durch indirekte Effekte. Dies ist ein erster Hinweis
auf die Interaktion von LDL mit G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, wie den sympathischen AR

[88, 136].

LDL kann auch iiber geladene Aminoséduren innerhalb seiner Apolipoproteine an diverse endo-
theliale Proteine und Rezeptoren binden. Siegel et al. zeigten, dass dies unter anderem beim
HS-PG-Rezeptor der Fall ist, der zudem als Flusssensor fiir die FMD indentifiziert wurde [92,
137]. Die Bindung an diesen Rezeptor spielt eine essentielle Rolle bei der Bildung von Nano-
plaques in der GefdBwand, der ersten Stufe der Arteriosklerose [92]. Weiterhin kann LDL iiber
Scavenger-Rezeptoren in Zellen aufgenommen werden, dies gilt besonders fiir modifiziertes LDL
(oxLDL oder acetyliertes LDL (acLDL)) und spielt eine bedeutende Rolle bei der Entstehung

und Progression von arteriosklerotischen Plaques [7, 138].

Es zeigt sich, dass LDL stark mit den fiir die FMD notwendigen Mechanismen interagiert.
Natiirlich kann postuliert werden, dass die Einschrinkung der FMD nur durch Interaktion mit
den FMD-vermittelnden Sensoren und Mechanismen, wie dem HS-PG-Rezeptor und der Inakiti-
vierung von NO, bewirkt wird. Dies steht aber im Kontrast zu den gemessenen Veridnderungen
intrazelluldrer Signalmolekiile in den VSMC, die durch LDL bewirkt werden. LDL interagiert
nachgewiesenermallen mit G-Protein-gekoppelten Rezeptoren und kann intrazellulidre Signal-
kaskaden ausldsen, die identisch sind mit der intrazelluldren Wirkungsweise von adrenergen

Rezeptoren oder dieser entgegengesetzt (siehe folgende Kapitel).
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4.5 LDL und o-Blockade

Eine Zugabe des a-AR-Blockers PH verminderte den negativen Effekt von LDL auf die FMD
im Vergleich zu reiner LDL-Losung um 11,3%. Dieser Wert war nicht signifikant und bezieht
sich auf einen Fluss von 100 ml/min. Bei niedrigereren Flussgeschwindigkeiten war der absolute
Effekt jeweils geringer. Trotz der fehlenden Signifikanz interpretieren wir diese Verbesserung der
FMD als Effekt, der von LDL iiber Wechselwirkung mit dem a-AR auf die FMD ausgeiibt wird.
Da der a-AR eine Kontraktion des Gefalles bewirkt, muss der Effekt durch eine Aktivierung des
o-AR durch LDL geschehen.

Hinweise auf diesen Mechanismus wurden in vielfiltiger Weise schon frith gefunden. Wie in
der Einleitung beschrieben, fiihrt eine Aktivierung des o;-AR zu einer Produktion von IP3 und
DAG durch die PLC, mit konsekutivem Anstieg von [Ca2*];. Bochkov et al. beschrieben einen
Anstieg der verschiedenen Phosphoinositole (1-1Py, 4-IPy, 1,4-1P,, 1,4,5-1P3 und 1,3,4,5-1P4, die
positiv identifiziert wurden, sowie 3 weitere) nach Exposition der VSMC gegeniiber LDL, von
denen 1,4,5-1P5 fiir die Freisetzung von Ca®* aus intrazellularen Speichern zustédndig ist, und
eine Aktivierung der PKC mit Anstieg der Phosphoinositole und Diacylglycerole (DAGs) [26,
136]. Der durch LDL verursachte Phosphoinositolkatabolismus wird durch Aktivierung der PKC,
Aktivierung der AC (Anstieg von cAMP) und Erhohung des intrazellularen cGMP (durch ein
Analogon) vermindert und durch PTX verhindert [111, 136]. Dieses Ergebnis (Anstieg von IP3
und [Ca?*);, der durch PTX vermindert werden konnte) wurde ebenfall schon 1989 von Morita
et al. gezeigt [139]. Giardina et al. fanden eine oxLLDL-abhingige Kontraktion der VSMC,
die nicht mit einem Anstieg von [Ca®*];, allerdings mit einer Aktivierung der PKC-Isoformen
o (Ca**-abhingig) und € (Ca®"-unabhiingig) einhergeht. Sie schlossen daraus, dass diese fiir
eine erhdhte Ca®*-Sensitivitit des kontraktilen Apparates verantwortlich ist [140]. Auch Resink
et al. stellten fest, dass oxXLDL zu einer zeit- und dosisabhiingigen Phosphoinositolakkumu-
lation fiihrt. Dabei bewirkte eine vorherige Inkubation mit LDL eine signifikante Erh6hung
des oxLDL-induzierten Anstiegs von Inositolphosphaten. Auch hier wurde der Anstieg durch
PKC-Aktivierung, cAMP-Erh6hung und ein cGMP-Analogon vermindert. Zusitzlich wurde die

Phosphoinositolakkumulation durch NaF (bewirkt eine Dissoziation von G-Proteinen [141]),

Calcium-Antagonisten (Verapamil, Diltiazem und Nifedipin) sowie verschiedene Endozytosein-
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hibitoren verhindert. Daraus schlossen sie, dass LDL #dhnlich wie Ca%*-mobilisierende Hormone
wirken konnte, die iiber eine G-Protein-gekoppelte PLC zu einem Anstieg der Phosphoinositole
fiihren, und dass es einen Zusamenhang zwischen dem Anstieg der Phosphoinositole und der
rezeptorvermittelten Endozytose gibt [142]. In einem weiteren Artikel zeigten sie, dass LDL eine
zeitabhédngige Produktion von Inositolmono-, -bis- und -trisphosphat (IP;, IP,, IP3) induziert
[143]. Dieser Anstieg war in spontan hypertensiven Ratten 2-3 mal hoher als in normotensiven
Ratten, war konzentrationsabhéngig und zeigte eine Sittigungskinetik. LDL 16ste weiterhin
einen biphasischen Anstieg der DAG-Konzentration aus, der in spontan hypertensiven Ratten
grofler war als in normotensiven Ratten und eine Dosisabhidngigkeit zeigte. Die LDL-stimulierte
Phosphoinositol-Produktion wurde durch PTX verhindert, so dass die Autoren vermuteten, dass
es sich um einen Prozess handelt, bei dem ein G;-Protein beteiligt ist. Zusitzlich zeigten sie,
dass dieser Anstieg nicht abhiingig ist von den polykationischen Eigenschaften von ApoB [144].
Bei Ogihara et al. zeigte sich eine konzentrationsabhédngige Stimulation der IP3-Produktion
30 s nach Zugabe von LDL oder ApoB [145]. In einer Arbeit von Tasaki et al. wurde eine
signifikante Erhohung des 1P3-Gehaltes nach Inkubation mit LDL fiir 2,5 und 10 min, allerdings
nicht nach 20 h Inkubation gemessen [146]. Encabo et al. beschrieben eine durch Phorbol-12,13-
dibutyrat (PKC-Aktivator) ausgeloste, konzentrationsabhiingige Verstirkung der Kontraktion
durch oxLDL. Weiterhin verhinderte Staurosporin, ein Inhibitor der PKC, die durch oxLDL
ausgeloste Verstarkung der serotonininduzierten Vasokonstriktion, woraus sie schlossen, dass

der oxLDL-Effekt iiber eine Aktivierung der PKC vermittelt wird [147].

Weitere Arbeiten, in denen ein Anstieg der Phosphoinositole gemessen wurde, stammen von
Block et al., die einen Anstieg unter LDL in niedrigen Konzentrationen in verschiedenen Zellty-
pen feststellten, der auch mit einem Anstieg von [Ca2+]i verbunden war, und von Scott-Burden et
al., die auch zusitzlich eine Aktivierung der PKC maBen [148, 149]. Sachinidis et al. konnten

hingegen keine Erhohung der Inositolphosphat-Konzentrationen nachweisen [150].

Die Erhhung von [Ca?*];, die letztendlich fiir die Kontraktion der glatten GefiBmuskulatur
verantwortlich ist, wurde teilweise mit untersucht und teilweise in gesonderten Arbeiten betrach-

tet.

In mehreren Untersuchungen mit unterschiedlichen Ansitzen wurde ein Anstieg von [Ca%*];
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durch LDL bzw. oxLDL gezeigt. Sachinidis et al. und Bochkov et al. zeigten, dass LDL einen
Anstieg von [Ca®*]; verursacht, welches erst stark ansteigt und anschlieBend auf ein weiterhin
erhohtes Level abfillt [136, 150—153]. Laut den Autoren waren Ahnlichkeiten der Reaktion der
Zellen auf LDL mit Ca®*-freisetzenden Hormonen zu erkennen, und der Anstieg von Ca>* konnte
in einer Studie durch PTX verhindert werden [111, 136]. Der Anstieg von [CaZ*]; konnte auch
fiir oxLDL gezeigt werden und in dieser Arbeit durch Zugabe eines Ca>*-Kanal-Blockers oder
in Ca®*-freiem Medium verhindert werden [146, 154, 155]. Dies legt einen erhohten Ca®*-Influx

von extrazellulédr als Grund des Anstiegs dar.

In den meisten Studien war der Anstieg von [Ca2+]i durch oxLLDL hoher als durch normales
(nicht oxidiertes oder acetyliertes) LDL (nLDL) [145, 156—158]. Dieser Unterschied lief3 sich

durch Zugabe eines AC-Inhibitors vermindern [157].

Ogihara et al. zeigten, dass ApoB den gleichen Effekt auf [Ca?*]; haben kann wie LDL. Auch
die einzelnen Subfraktionen von LDL haben eine unterschiedliche Potenz Ca** freizusetzen,
wobei die kleinsten, dichtesten Partikel den hochsten Anstieg auslosten [145]. In der Frage,
ob der [Ca®*];-Anstieg durch einen Antikdrper gegen den LDL-Rezeptor verhindert werden
kann, zeigten sich widerspriichliche Ergebnisse [146, 150]. Lediglich in einer Studie konnte kein

Anstieg von [Ca%*]; durch LDL gefunden werden [140].

Interessant ist der Punkt, dass PTX in einigen Studien den [Ca2+]i-Anstieg verhindern konnte, was
gegen eine Beteiligung des o -AR spricht, da das Gg-Protein des a;-AR nicht PTX sensitiv ist.
Es konnte allerdings gezeigt werden, dass der oj-AR tiiber ein PTX-sensitives G-Protein zu einer
direkten Aktivierung von Ca®*-Kanilen fiihrt. Hierfiir wird allerdings eine starke Aktivierung
des Rezeptors bendtigt [159]. Von den in unserer Studie betrachteten Rezeptoren ist der einzige
mit dem PTX-sensitiven Gj-Protein gekoppelte Rezeptor der ap-AR. Eine Aktivierung des
Rezeptors fiihrt zu einem Abfall von cAMP, welcher von uns unter Einfluss von LDL gemessen
wurde. Gegen eine alleinige Beteiligung dieses Rezeptors sprechen der in mehreren Studien
gemessene Anstieg der Phosphoinositole, von DAG und die Aktivierung der PKC durch LDL.
Eine Aktivierung des oj-AR durch LDL, eventuell zusitzlich zur Aktivierung des ap-AR, ist

somit wesentlich wahrscheinlicher.
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Unsere Ergebnisse, zusammen mit dem biochemischen Korrelat, das in vielen dlteren Arbeiten
gefunden wurde, bestitigt uns in der Interpretation, dass LDL die FMD {iber die Aktivierung
eines a-AR einschrinkt. Welcher Subtyp des o-AR fiir den Effekt verantwortlich ist oder ob beide
eine Rolle spielen, lisst sich beim Einsatz eines unselektiven a-Blockers und bei Ergebnissen,

die durch beide Rezeptoren erkldrbar wiren, nicht endgiiltig klédren.

4.6 LDL und (3-Blockade

Die Blockade der (3-AR mittels PR fiihrte zu einer signifikanten Verminderung des LDL-Effektes
um insgesamt 45,9% gegeniiber reiner LDL-Losung, so dass wir postulieren konnen, dass 45,9%
des Effektes von LDL auf die FMD iiber eine Interaktion von LDL mit 3-AR vermittelt wird.
Dieser Wert war signifikant und in unseren Messungen wesentlich stirker ausgeprégt als der
Effekt tiber den o-AR. Der Mechanismus ist hierbei deutlich schwieriger zu erkliren als bei der
Wechselwirkung mit dem «-AR, denn unter physiologischen Konditionen vermittelt der 3-AR
eine Dilatation. Somit miisste eine Hemmung des $-AR durch LDL stattfinden, um zu einer

verminderten FMD zu fiithren.

Okajima et al. zeigten, dass der 3-AR eine bedeutende Rolle in der NO-vermittelten FMD
wihrend korperlicher Anstrengung spielt, und dass eine Blockade des Rezeptors auch die
NO-Produktion durch Shear-Stress hemmt. Dies geschah allerdings in vivo unter erhohtem
adrenergen Tonus bei korperlicher Anstrengung [129]. Wie schon in der Einleitung beschrieben,
kann zirkulierendes A iiber AR auf dem Endothel Einfluss auf die NO-Produktion nehmen und

so die FMD regulieren.

Eine andere mogliche Erklidrung lieferte Johnson [28]: Wahrscheinlich existieren 3-AR in zwei
Zustanden, aktiviert und inaktiviert. Unter normalen Umstinden gibt es ein Gleichgewicht,
das durch die inaktive Form dominiert wird. Moglicherweise fithren 3-AR-Agonisten zu einer
Konformationsidnderung des Rezeptors zum aktivierten Zustand mit einer Verschiebung des
Gleichgewichts. Dies wiirde bedeuten, dass es eine basale Produktionsrate von cAMP durch
den aktivierten Rezeptor auch in Abwesenheit von Agonisten gibt. 3-AR-Antagonisten binden

mit hoher Affinitéit an die inaktivierte Form des Rezeptors und verschieben das Gleichgewicht
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in die entgegengesetzte Richtung. Ein Hinweis hierauf ist, dass GDP, das an die inaktive Form
des Rezeptors bindet, die Bindung von (3-AR-Agonisten erschwert und von (3-AR-Antagonisten
erleichtert. Dies wiirde bedeuten, dass 3-AR-Antagonisten nicht mit den Agonisten um eine
gemeinsame Bindungsstelle konkurrieren, sondern an unterschiedliche Formen des Rezeptors
binden und damit das Gleichgewicht zwischen aktivierter und inaktivierter Form in verschiedene

Richtungen verschieben [28].

B-AR-Agonisten konnen, z.B. in sklerotischen Arterien, jedoch auch konstriktorisch wirken
(siehe Kapitel 4). Wahrscheinlich wird dies aber durch eine a-adrenerge Innervation vermittelt

und spielt bei kombinierter Blockade, wie in unseren Versuchen, keine Rolle.

Die Messungen mehrerer Autoren deuten darauf hin, dass auch die intrazelluldre Signaltrans-
duktion sich mit einer Senkung des zyklischen Nukleotids cAMP gegensitzlich zur Aktivierung
des B-AR verhilt. Galle et al. untersuchten die Konzentration von cAMP und cGMP in Fe-
moralarterien des Kaninchens, in denen vorher das Endothel entfernt worden war, in Antwort
auf Inkubation mit nLDL und oxLDL. Sie stimulierten die cGMP- und cAMP-Freisetzung mit
Natriumnitroprussid bzw. Forskolin. nLDL hatte hierbei keinen Einfluss auf die stimulierte

cAMP- und cGMP-Freisetzung, wihrend oxLDL beide signifikant verringerte [160].

Die Bestimmungen von Galle et al. fanden an Gefden ohne Endothel statt. Ein grofler Teil der
zyklischen Nukleotide befindet sich jedoch in den Endothelzellen. In einer unverdffentlichten Stu-
die wurde von Fabich et al. ein Absinken der intrazelluliren cAMP- und cGMP-Konzentrationen
des gesamten GefidBBpréaparates nach Exposition des Gefdlles gegeniiber nLDL und oxLDL gefun-
den [161]. Auch unsere Arbeit zeigt einen deutlichen Abfall von cAMP und cGMP bei Zugabe
von LDL-Losung. Dieser wird durch ﬁ—AR—Blockade vermindert, was ein Indiz fiir einen iiber
den 3-AR vermittelten cAMP-Abfall ist. Unsere Messungen sowie andere Arbeiten geben somit
auch in der intrazelluldren Signaltransduktion Hinweise auf die Wechselwirkung von LDL mit

dem (3-AR.

Die Arbeiten beziiglich der intrazelluldren Signaltransduktion, die durch LDL in den glatten
Muskelzellen ausgelost wird, fokussieren sich auf die glatte GefaBmuskulatur und vornehmlich

auf den Inositolphosphat-Ca®"-Weg (a-AR). Wir konnten einen vorwiegenden Effekt iiber den
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B-AR zeigen. Dies ist moglicherweise eine Auswirkung der Primedikation unseres Patientenkol-
lektives, wo eine Dauermedikation mit 3-AR-Blocker zu einer Hochregulation und Sensitivierung

der >-AR gefiihrt haben konnte.

4.7 LDL und kombinierte o- und $-Blockade

Die kombinierte Blockade von a- und 3-AR fiihrte zu einer Reduktion des LDL-Effektes um
51,6%, so dass wir postulieren, dass ca. 50% des LDL-Effektes auf die FMD iiber die Wechsel-
wirkung von LDL mit den sympathischen AR erklért werden kann. Es zeigte sich bereits bei sehr
kleinen Flussgeschwindigkeiten ein niedrigerer Ausgangswert des Gefil3tonus, so dass dieser

Effekt eher noch unterschitzt sein konnte.

Die kombinierten gemessenen Effekte iiber den o- und [3-AR, also der rechnerische Effekt
einer kombinierten Blockade, stimmt erstaunlich gut mit dem tatsdchlich gemessenen Effekt
einer kombinierten Blockade iiberein (siehe Abbildung 3.7 im Ergebnisteil). Aufgrund der
niedrigen Absolutwerte und der mehrfachen Differenzbildung zur Berechnung der Effekte sind
diese Ergebnisse nicht signifikant. Wir gehen dennoch von einem additiven Effekt der o- und

B-AR-Blockade aus.

Ein additiver Effekt bzw. ein Zusammenhang der Wirkungen iiber beide Rezeptoren ist nicht
verwunderlich, da einzelne Second-messenger-Systeme nicht eigenstéindig Vorgidnge in der Zelle
regulieren, sondern mit anderen Second-messenger-Systemen in einem Netzwerk verbunden
sind. So konnte gezeigt werden, dass cAMP und cGMP den durch LDL induzierten Anstieg
von Inositolphosphaten hemmen konnen [111, 141]. Ein Rezeptor-Cross-Talk zwischen o- und
B-AR war Gegenstand der Forschung und konnte in diversen Arbeiten nachgewiesen werden. So
hat unter anderem die Aktivierung des (3-AR einen Einfluss auf die Expression des a-AR und

umgekehrt [76].

66



4 Diskussion

4.8 Weitere Wirkungen von LDL auf die GefaBmuskulatur

Bolz et al. fanden, dass die Exposition von kleinen Widerstandsarterien gegeniiber oxLDL zu
einer Erhohung der Ca?*-Sensitivitit des kontraktilen Apparates fiihrt, die durch die Inhibition
von Rho und der Rho-assoziierten Kinase verhindert werden konnte. Der oxLDL-induzierte
[Ca?*];-Anstieg wurde durch die Inhibition von Rho nicht beeintrichtigt. Die Autoren schlugen
vor, dass oXLDL zu einer Aktivierung des Rho/Rho-Kinase-Weges fiihrt und damit die Sensitivie-
rung bedingt. Sie vermuteten, dass dieser Weg hauptsichlich Auswirkungen auf den Gefaf3tonus
nach einer Kontraktion hat, da die eigentliche Kontraktion durch erhohtes intrazellulires Ca”*
kaum eingeschridnkt war, jedoch die anschlieBende GefiBBweite verringert war [154]. Nickenig
et al. beobachteten eine Erhohung der Messenger-Ribonukleinsdure (mRNA)-Expression des
Angiotensin-II-Rezeptor-Subtyp-1 (AT |-Rezeptor) und der AT-Rezeptor-Expression durch LDL
in einer Zellkultur von VSMC aus der Aorta von Ratten, ohne Affinititsanderungen des Rezeptors.
Damit verbunden war ein vermehrtes Ansprechen auf Angiotensin II (determiniert durch [CaZt);-
Erhohung). Sie wiesen eine LDL-induzierte Erhohung der Stabilitit der AT;-Rezeptor-mRNA
nach [162].

Zusammenfassend zeigte sich in nahezu allen oben beschriebenen Studien ein Anstieg des
intrazelldren Ca®*, der konzentrationsabhiingig von LDL und durch oxLDL verstirkt auslésbar
war, eine Sittigungskinetik zeigte und nach Exposition wieder abfiel. Langzeiteffekte wurden
allerdings kaum untersucht. Der direkte konstriktorische Effekt durch den [Ca2+]i—Anstieg wurde
von einigen Autoren nachgewiesen [151, 155]. In anderen Arbeiten wurde ein solcher Effekt von

LDL und geringen Konzentrationen von oxXLDL nicht gezeigt [83, 106].

Der Anstieg der Phosphoinositole in der VSMC, sowie eine Erhohung der DAG-Konzentration
und Aktivierung der PKC, zusammen mit einer Verminderung der cAMP- und cGMP-Konzen-
tration legt die Vermutung nahe, dass, wie von uns postuliert, LDL iiber eine Wechselwirkung
mit den sympathischen AR wirken kann. Eine Vermutung in diese Richtung formulierten schon
Bochkov et al. und Resink et al., die zeigten, dass die Ca2+-Freisetzung und der Anstieg der
Phosphoinositole als Antwort auf LDL sehr dhnlich denen von Ca**freisetzenden Hormonen,

zum Beispiel NA, sind [136, 142].
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Neben der Inaktivierung und der verminderten Produktion von NO vermindert oxLLDL die basale
und die durch Agonisten induzierte PGI,- und NO-Ausschiittung. Zeitgleich kann hochgradig
oxidiertes LDL aber auch zu einer PGI,-Produktion in glatten Muskelzellen fithren [163, 164]. Es
scheint allerdings deutlich die Hemmung des bei der FMD von den Endothelzellen im Corelease
mit NO freigesetzten PGI, zu iiberwiegen. Diverse Studien konnten eine Verminderung der
PGI,-Synthese, sowohl bei der endothelabhingigen Vasodilatation, als auch bei der basalen PGI,-
Produktion nachweisen [165, 166]. Schon eine einzelne LDL-Apharese kann das Plasma-PGlI,
und hieriiber den koronaren Blutfluss verbessern [167]. Zusitzlich konnten bei hypertensiven
Patienten signifikant niedrigere PGI,-Level nachgewiesen werden, wobei sich hierbei wiederum

eine negative Korrelation zwischen oxLDL und PGI,-Level fand [168].

4.9 LDL-Losung

Es ist anzumerken, dass viele der beschriebenen Effekte eher von oxLLDL als von LDL ausgelost
werden. Dabei ist fraglich, ob das in vielen Arbeiten verwendete, mit Kupfer oxidierte LDL,
die realen Vorgange in vivo widerspiegeln kann. In einigen Arbeiten wurde das LDL auch auf
andere Art und Weise oxidiert (z.B. Inkubation mit kultivierten Endothelzellen [155]), wobei
auch unklar ist, ob oxLDL &dquivalent zu in der Arterienwand oxidiertem LDL entsteht. Auch
bei den Ergebnissen, die fiir nLDL beobachtet wurden, ist nicht auszuschlieen, dass nicht
ein Teil des LDL, trotz Zugabe von Antioxidantien, durch Autooxidation oxidiert wurde. In
mehreren Arbeiten wurde LDL ohne Betrachtung des Oxidationsgrades verwendet, was natiirlich
den Effekt nicht auf nLDL beschrinkt, da isoliertes LDL immer einen gewissen Anteil oxLDL

enthélt, und ohne Zugabe von Antioxidantien auch weiter oxidieren kann.

In unserer Arbeit wurden gepoolte LDL-Losungen verwendet, die unter Ausschluss von Sauer-
stoff aufgereinigt wurden. Jedoch ist es wahrscheinlich, dass auch in unseren Losungen ein sehr
geringer Anteil von oxidiertem LDL enthalten war. Die Aussage dieser Arbeit sollte somit nicht
nur auf natives LDL, sondern auf die Gesamtheit von LDL, inklusive oxidativer Modifikationen,
bezogen werden. In den zitierten Arbeiten wurden relativ geringe Konzentrationen von LDL

verwendet (1-50 ug/mL-Bereich), die wesentlich geringer sind als die im Blut (85-130 mg/dL
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[153]). Dies wurde damit begriindet, dass die LDL-Konzentrationen in der GefiBBwand, mit
der die VSMC direkt in Kontakt kommen, durch die Diffusionsbarriere des Endothels viel
geringer sei [153]. Die gefundene Sittigungskinetik lie3 scheinbar eine Untersuchung von hohe-
ren Konzentrationen als nicht sinnvoll erscheinen. Wir haben uns jedoch zur Verwendung von
physiologischen Konzentrationen von LDL (100 mg/dl) entschieden, da dies eher die Vorgédnge
in vivo widerspiegelt und die VSMC im Versuchsaufbau nicht in direktem Kontakt zu LDL
standen. Die Diffusionsbarriere des Endothels war weiterhin intakt. Trotz kurzer Einwirkzeiten
konnen wir davon ausgehen, dass LDL auch einen direkten Effekt auf die VSMC hat, da es
parazellulir diffundiert und mittels Transzytose schnell in den subepithelialen Raum transportiert
wird. Dieser Transport wird unter anderem tiber HS-PG vermittelt, welches gleichzeitig als

Fluss-Sensor fungiert [169].

4.10 LDL und Membranpotential, elektromechanische

Kopplung

Bei der Messung der Membranpotentiale konnten wir eine intakte lineare elektromechanische
Kopplung im Potentialbereich von -46 bis -51 mV in unseren Priparaten zeigen. Der Potenti-
alverlauf in unseren Experimenten entsprach dem Verlauf der mechanischen Kraft und wurde
ebenso durch die Blockade der AR beeinflusst. LDL fiihrte zu einer signifikanten Depolarisation
im Vergleich zur Krebsldsung, die sich durch [3- bzw. a-AR-Blockade teilweise aufheben lief3.
Somit konnten wir zeigen, dass LDL {iiber die sympathischen AR einen Einfluss auf das Mem-
branpotential der VSMC hat. Ebenso ist der Nachweis einer strikt linearen elektromechanischen

Kopplung Ausdruck der Messgenauigkeit unserer Versuche.

4.11 LDL und zyklische Nukleotide

Wir konnten nachweisen, dass die Zugabe von LDL und die durch LDL hervorgerufene Reduktion

der FMD mit einer signifikanten Abnahme des intrazellularen cAMP-Spiegels einhergeht. Dies
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legt eine direkte Interaktion von LDL mit dem [3-AR, also eine Hemmung der Aktivitit des
Rezeptors durch das Lipoprotein, nahe. Dass eine Blockade des 3-AR bei LDL-Exposition zu
einem intrazelluldren cAMP-Anstieg im Vergleich zu reiner LDL-L6sung fiihrte, ist schwierig zu
erkldren. Wie in der Einleitung beschrieben, wird durch Aktivierung des 3-AR cAMP freigesetzt.
Eine Blockade des Rezeptors, unabhingig welcher Art, sollte somit zu einer Senkung des
intrazelluliren cAMP-Spiegels fiihren. Eine mogliche Erklarung wére eine Konkurrenz von
-AR-Blocker und LDL um die gleiche Bindungsstelle und eine geringere hemmende Aktivitt
des 3-AR-Blockers gegeniiber LDL. Die Theorie, dass der 3-AR-Blocker das Verhiltnis von
aktivem und inaktivem 3-AR zum inaktiven Zustand verschiebt (siehe Kapitel 4.6), bildet eine
gute Grundlage fiir diese Erkldarung. LDL wiirde somit zu einer stirkeren Verschiebung zum
inaktiven Rezeptor und damit zu einem Absinken von cAMP fiihren, wogegen der 3-AR-Blocker
dann eine relative Verschiebung zum aktiven Zustand bewirken wiirde. Ein solcher Mechanismus
wire auch moglich, wenn LDL und (3-AR-Blocker iiber zwei verschiedene Bindungsstellen die

Aktivitit des 3-AR beeinflussen.

Auch eine Blockade des a-AR fiihrte zu einer Erhohung des intrazelluldren cAMP. Diese war,
wie die Verbesserung der FMD durch a-AR-Blockade, nicht signifikant, ist aber womoglich
Ausdruck des Cross-Talk zwischen o- und 3-AR, so dass eine Aktivierung des a-AR durch LDL

zu einem Absinken des intrazellularen cAMP fiihrt.

Das intrazellulire cGMP verhielt sich analog zum cAMP. Im Vergleich zur Perfusion mit
Krebslosung wurden unter LDL signifikant niedrigere intrazellulire cGMP-Konzentrationen
gemessen. Die Blockade der AR fiihrte zu einem Anstieg dieser Konzentrationen, welcher mit
p = 0,0643 gerade nicht signifikant war. Die niedrigeren cGMP-Level unter LDL sind einerseits
Ausdruck einer Kopplung von cAMP und cGMP (Erhéhung von cAMP im Endothel fiihrt zu
NO-Produktion und damit zum cGMP-Anstieg in den VSMC), zum anderen ist das cGMP-Level
Ausdruck der mit der FMD einhergehenden NO-Produktion. Da LDL zu einer verminderten
NO-Freisetzung bei der FMD fiihrt (sieche Kapitel 1.3), kann man auch niedrigere cGMP-Level
erwarten [106]. Interessant ist, dass die durch LDL verursachte Senkung des cGMP-Spiegels
sowohl durch 3-AR- als auch a-AR-Blockade verringert werden konnte. Es ist vorstellbar, dass
dieses durch eine verbesserte NO-Freisetzung, Disinhibierung der GC oder durch die Erhohung

der cAMP-Produktion bewirkt wird.
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In unserer Studie wurde darauf verzichtet, die Metabolite der Signalkaskade des o-AR zu
messen. Zum einen war der Effekt, der von LDL iiber den o-AR ausgeiibt wurde, wesentlich
geringer als der iiber den 3-AR und zudem nicht signifikant. Andererseits konnen wir aufgrund
vorhergehender Studien davon ausgehen, dass LDL eine Erhohung dieser Second Messenger
bewirkt (siehe Kapitel 4.5). Es wurde nicht untersucht, ob der Anstieg auch in vivo einen Effekt
auf die Vasomotorik hat, in unseren Versuchen konnten wir jedoch Hinweise hierauf finden.
Sowohl in der mechanischen Messung und der Messung des Membranpotentials, als auch bei
der Bestimmung der zyklischen Nukleotide konnte ein iibereinstimmender Effekt der Blockade

des a-AR nachgewiesen werden, auch wenn die Werte nur tendentiell signifikant waren.

4.12 Chemomechanische und chemoelektrische Kopplung

Der lineare Zusammenhang zwischen Gefaf3spannung und Membranpotential wirft die Frage
auf, inwiefern die intrazelluldren Vorginge mit diesen Messgrofen korreliert sind. Die Second
Messenger haben einen Einfluss auf den kontraktilen Apparat einerseits und durch Beeinflussung
von lonenkanilen auf das Membranpotential andererseits. Triagt man die Konzentration der
zyklischen Nukleotide im Pridparat gegen den GefidB3tonus bzw. das Membranpotential auf, so
erhilt man zwei Kurven mit logarithmischem Verlauf. Wir konnten in dieser Arbeit, unseres
Wissens nach als erste Arbeitsgruppe, eine chemomechanische und chemoelektrische Kopplung
an Prédparaten der menschlichen Koronararterie nachweisen. Aus der Kombination der beiden
Kurven fiir das jeweilige Nukleotid lisst sich die elektromechanische Kopplung berechnen,
indem man die Formeln ineinander einsetzt. Dass die errechnete Formel aus den Messwerten von
cAMP und cGMP mit der experimentell bestimmten Formel aus den Messwerten von Mechanik
und Potential-Messung nahezu iibereinstimmt, zeigt erneut die sehr gute Messgenauigkeit unserer

Versuche.

Wir konnten somit ein intaktes System aus Second Messengern, Membranpotential und daraus
resultierender Kraftentwicklung in der menschlichen Koronararterie nachweisen, bei dem alle

Anteile gleichermaBen durch LDL inhibiert wurden. Die Hemmung war in allen Fillen durch
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AR-Blocker teilweise reversibel, was darauf schlieffen lisst, dass LDL tiber eine Interaktion mit

den AR Einfluss auf alle Ebenen der Kontraktionskaskade des GefiaBmuskels ausiiben kann.

4.13 LDL, Statine und Blutdruck

Wie in der Einleitung beschrieben, ist ein erhohtes LDL- oder Gesamt-Cholesterin Risikofaktor
fiir kardiovaskulédre Erkrankungen. Zur Risikoreduktion werden 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-
Coenzym-A (HMG-CoA)-Reduktase-Hemmer, so genannte Statine, eingesetzt, die iiber eine
Hemmung der endogenen Cholesterinsynthese die Cholesterin- und LDL-Spiegel im Blut sen-
ken. Auf diese Weise verringern Statine die Inzidenz von cardiovaskuldren Ereignissen. Eine
grosse Metaanalyse von 2005 zeigte eine Verringerung von kardiovaskuldren Ereignissen, ko-
ronaren Revaskularisationen und Schlaganféllen um ca. ein Fiinftel pro mmol/l Reduktion der
LDL-Konzentration [170]. Die mit hoheren Cholesterinwerten einhergehenden hoheren Blut-
druckwerte waren Mittelpunkt vieler Studien, auch im Hinblick auf eine Blutdruckreduktion
durch Statine [98]. Bei der Untersuchung des Einflusses von LDL auf den Blutdruck, fiir den
wir in unserer Arbeit einen zugrundeliegenden Mechanismus beschreiben, stellen Statine eine

sinnvolle Intervention in Studien dar.

Statine verbessern die endothelabhingige Vasodilatation, erhohen die Bioverfiigbarkeit von NO
und vermindern die Endothelin-1 Level [171]. Sie downregulieren die Expression von AT-
Rezeptoren, vermindern die Expression der NADPH-Oxidase subunit p22phox und reduzieren
die Freisetzung von freien Radikalen im Gefdl [96, 171]. Zudem verbessern Statine die arterielle
Compliance und konnen die Bildung von Nanoplaques in der Gefdwand, den Vorldufer von

arteriosklerotischen Lisionen, reduzieren [92, 171].

Der erhohte Blutdruck im Vergleich zur Kontrollgruppe mit normalen Cholesterinwerten bzw.
der Blutdruck allgemein konnte in mehreren Studien durch Gabe von Statinen gesenkt werden
[172-176]. Vielfdltig wurden hierbei pleiotrope Effekte fiir Statine nachgewiesen [177-179].
Hierunter versteht man in diesem Zusammenhang eine direkte Wirkung des Medikamentes auf
das Endothel und weitere Effekte, die unter anderem zu einer Blutdrucksenkung fithren konnen,

die jedoch nicht mit der eigentlichen Wirkung, der Cholesterinsenkung, assoziiert sind. Trotz all

72



4 Diskussion

dieser pleiotropen Effekte ist fraglich, ob nicht auch die Senkung des LDL-Cholesterins zu der
Senkung des Blutdruckes beitriigt. Ubersichtsarbeiten zu diesem Thema aus den Jahren 2007

und 2008 stammen von Chopra et al. und Koh et al. [96, 171].

Die Theorie, dass Plasmacholesterol bei der Blutdruckregulation involviert ist, wurde bereits 1997
von Borghi gedussert [96, 180]. Und bereits 1995 wurde vermutet, dass die Cholesterolsenkung
durch Statine mit einer gleichzeitigen Blutdruckreduktion um 2-5 mmHg einhergeht [181].
Chopra et al. postulieren hierzu 3 Mechanismen fiir den Einfluss von Statinen auf den Blutdruck

[96]:

e Verbesserung der endothelialen NO-Produktion:

— Eine endotheliale Dysfunktion fiihrt zu einer Abnahme der NO-Produktion.

— Die Statintherapie erhoht wiederum dosisabhingig die eNOS und damit den zirkulie-
renden NO-Level.

— Durch eine Reduktion der oxLDL-Konzentration wird die Downregulation der eNOS
verhindert und zudem fiithren Statine direkt zu einer Upregulation der eNOS und

Erhohung der eNOS-Aktivitit.
e Reduktion der reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)

— Statine haben antioxidative Eigenschaften und fangen direkt freie Radikale ab, welche

sonst NO inaktivieren und die endotheliale Vasodilatation vermindern.

e Direkter Effekt auf die GefdaBwand mit Plaquestabilisation.

Die ausgewerteten Studien zeigten eine Reduktion des SBP und/oder des DBP bzw. eine zusitz-
liche Blutdrucksenkung durch Kombination von Antihypertensiva und Statinen [174, 182, 183].
Hierbei wurde in 2 Studien eine Korrelation zwischen DBP und Serumcholesterin gefunden
[182, 183]. In den anderen ausgewerteten Studien konnte hingegen weder SBP noch DBP mit
dem Serumcholesterin korreliert werden. Die erkldrenden Mechanismen fiir eine Blutdruckre-
duktion durch Statine umfassten Verbesserung der Endothelfunktion durch Verminderung der
LDL-Konzentration und Upregulation der NOS, Erhohung des NO-Levels durch LDL-Senkung,
Verringerung des Calcium-Einstromes, sowie Verbesserung der Sensitivitdt der GefiBwand

gegeniiber Antihypertensiva oder direkter Synergismus von Statinen und Hypertensiva [174, 182,
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183]. Eine Gruppe von Autoren zeigte Verringerung der AT-Rezeptor-Dichte bei Ratten durch

Statine und zog so die Verbindung zur Blutdruckregulation [177].

Eine Studie von Koh et al. (zitiert in [96]) mit kleiner Studienpopulation und geringer Statindosis
fand keinen Unterschied in den Blutdriicken, zeigte jedoch eine verbesserte FMD durch Sim-
vastatin. Chopra et al. werteten zusitzlich auch grofle Statinstudien aus, in denen jedoch keine
Senkung des Blutdruckes bei Senkung des Serumcholesterins gezeigt wurde. Hierfiir machten sie
verantwortlich, dass der Blutdruck in diesen Studien keine direkte Untersuchungsgrof3e darstellte
und vor Beginn der Studie bei den Probanden eine Anpassung der antihypertensiven Therapie
vorgenommen worden war [96]. Auch Koh et al. erwihnten, dass der blutdrucksenkende Effekt
von Statinen moglicherweise schwer in groen Studien zu entdecken ist, da diese einen groflen
Anteil an normotensiven Patienten aufweisen und meist nicht spezifisch designed sind, um einen

Effekt von Statinen auf den Blutdruck zu messen [171].

Eine Metaanalyse von 20 randomisiert-kontrollierten Studien von Strazzullo zeigte einen po-
sitiven Effekt von Statinen auf den Blutdruck, und hier besonders den SBP. Der Effekt war
grofier bei Patienten mit erhohten Blutdruckwerten. Eine signifikante Verbindung zwischen dem
Blutdruckeffekt des Statins und dem Ausgangs-Serum-Cholesterin oder Verdnderung des totalen
oder des LDL-Cholesterins konnte nicht gefunden werden. Der senkende Effekt von Statinen auf
den Blutdruck war umso groBer, je hoher der Ausgangswert war. Dieser Effekt war unabhiingig

von Alter, Senkung des Serumcholesterins und Lédnge der Studie [175].

Koh et al. werteten zum Teil die selben Studien aus wie Chopra et al., schlossen jedoch auch
Studien ein, die die Auswirkungen von Statinen auf den Blutdruck von Patienten mit normotonen
Blutdruckwerten untersuchten [96, 171]. Hierbei wurde keine iibereinstimmende behandlungs-
abhiéngige Reduktion des arteriellen BD in mit Statinen behandelten normotensiven Patienten
gefunden. Im Gegensatz dazu zeigten mit Statinen behandelte hypertensive Patienten einen
niedrigeren SBP von -5,7 mmHg und DBP von -3,5 mmHg. Die behandlungsbezogene Blut-
druckreduktion war signifikant korrelliert mit dem Baseline Level des SBP und DBP, jedoch nicht
mit der statininduzierten Cholesterin-Senkung. Bei Patienten mit kontrolliertem Bluthochdruck
und Hypercholesterinimie berichten 3 Studien keine Anderung des Blutdrucks unter Statinen, wo-

bei andere Studien zeigen, dass eine zusétzliche Statin-Therapie zu einer groleren Reduktion des
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Blutdrucks fiihrte als bei Patienten mit unkontrolliertem Bluthochdruck. Widerspriichliche Resul-
tate konnten nach den Autoren durch methodische Limitationen (Blutdruck-Messtechnik) oder
unterschiedliche Effekte von Statinen bei verschiedenen biologischen Konditionen (Cholesterol-

Level, Blutdruck-Level, Alter, etc.) bedingt sein [96, 171, 174, 182, 183].

Unter unserer Annahme, dass LDL mit den sympathischen Adrenorezeptoren interagiert, ergeben
sich weitere Moglichkeiten, wie LDL einen Einfluss auf den Blutdruck gewinnen kann bzw. wie
Statine unabhéngig von ihren direkten Effekten auf das Endothel zu einer Blutdrucksenkung

fuhren konnen:

e Bei einem Beginn des Einflusses von LDL auf den Blutdruck erst ab einer bestimmten
Grenzkonzentration wiirde sich ein Effekt erst bei einer Senkung des Gesamtcholesterins
bzw. des LDL-Cholesterins unter diesen Wert bemerkbar machen. Dies kann eine fehlende
Korrelation der absoluten Lipidsenkung mit einer Blutdrucksenkung erkléren.

e Die Wirkung von LDL ist zusitzlich abhingig von humoralen Faktoren. So erhoht LDL
auch die durch Agonisten induzierte Kontraktion an der GefaBmuskulatur (Kapitel 1.3).
Besonders oxLLDL erhoht die Kontraktion durch Vasokonstriktoren (NA, Serotonin und
Phenylephrin) stark [106]. Die Verstirkung ist abhéngig vom Grad der Oxidation und
der Effekt ist deutlich erhoht bei Gefidlen ohne Endothel [83]. Viele kardiovaskulire
Risikofaktoren, die die FMD vermindern, sind durch eine erhohte sympathische Aktivi-
tit charakterisiert und die endotheliale Funktion wird durch die sympathische Aktivitiit
beeinflusst. Hierbei ist die FMD niedrig, wenn die sympathische Aktivitit hoch ist [130].
Auch mentaler Stress kann die FMD signifikant vermindern, was einen Einfluss von Adre-
norezeptoren auf die FMD nahelegt. Die aktuelle Datenlage impliziert eine spezifische
Hemmung der flussvermittelten NO-Freisetzung durch sympathische Aktivierung [130].
Bei einer Aktivierung des sympathischen Nervensystems in vivo wiirde es bei erhoh-
ten LDL-Leveln zu einem vermehrten Ansprechen auf vasokonstriktorische Effekte des
Sympathikus kommen. Damit wiirde eine LDL-Senkung zu wesentlich grofleren Effek-
ten fithren als bei Personen ohne erhohte sympathische Aktivitidt. Die Empfindlichkeit
des Gefdles fiir die Einfliisse von LDL und adrenerge Einfliisse sind daher je nach Aus-
gangslage sehr verschieden und machen eine Erfassung kleinerer Verdnderungen in einem

inhomogenen Patientenkollektiv sehr schwierig.
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e Auf Ebene des Mediators der FMD, NO, haben Statine und LDL einen antagonistischen
Effekt. Da Statine selbst die NO-Produktion erh6hen und gleichzeitig LDL reduzieren,
welches die NO-Ausschiittung hemmt, ergibt sich so ein kombinierter positiver Effekt,
der schwerlich nur einem der beiden Anteile zugeordnet werden kann. Endotheliales NO
kann bis in die sympathischen Nervenendigungen diffundieren und dort die Freisetzung
von konstriktorischen Neurotransmittern (z.B. NA) hemmen [10]. So besteht auch hier
eine Verbindung zwischen dem adrenergen System und der endothelvermittelten bzw.
flussabhingigen Dilatation, in die LDL durch Beeinflussung des NO-Metabolismus und
der sympathischen ARen eingreifen kann.

e Statine reduzieren die Bildung von ROS im Endothel [96, 171, 184, 185]. Hierdurch
reduzieren sie auch den Anteil an oxXLDL am Gesamt-LDL. Da oxLDL, in Abhéngigkeit
vom Oxidationsgrad, wesentlich stirker vasokonstriktorisch wirkt als LDL, wire ein Effekt
auf den Blutdruck dementsprechend relativ unabhéngig von der Senkung des Gesamt-
Cholesterins oder Gesamt-LDLs [83]. Siegel et al. konnten in einer Studie zeigen, dass das
Verhiltnis oxLDL/LDL sehr genau mit der Anderung des SBP und DBP korreliert [100].
Zudem ist bei einem verringerten Verhiltnis oxXLDL/LDL die Atherogenitit vermindert
[100]

e Bei normotensiven, hypercholesteroldmischen Patienten konnten Kompensationsmecha-
nismen den Bludruck auf einem normalen Niveau halten. Diese Kompensation wiirde bei
Wegtall der Vasokonstriktion durch LDL ebenfalls herunterreguliert, so dass der Ruheblut-
druck unverindert bliebe. Es kiime dann erst bei Versagen der Kompensationsmechanismen
bei Hypercholesterinimie sekundér zu htheren Blutdruckwerten.

e FEine eingeschrinkte FMD ist hauptsdchlich bei Arteriosklerose relevant. Zudem ist an
arteriosklerotischen Gefidflen der Effekt von LDL und von konstriktorischen Agonisten
verstiarkt. Weiterhin kann in sklerotischen Arterien ein dilatierender Agonist eine Vaso-
konstriktion auslosen oder die dilatatorische Antwort auf den Agonisten kann vermindert
sein [121, 130]. In stark atherosklerotischen Arterienringen kann die 3-AR-vermittelte
Antwort so verdndert sein, dass NA nur noch vasokonstriktorisch wirkt [186]. Arterioskle-
rose/arteriosklerotische Vorstufen konnen die Gefid3e somit anfillig fiir den konstriktori-
schen/dilatationshemmenden LDL-Effekt werden lassen, welches wiederum zu erhShten

Blutdriicken fiihrt. Die arteriosklerotischen Lésionen konnen durch Hypercholesterinimie
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bedingt sein, so dass Statine sowohl an der Ursache angreifen als auch die sklerotischen

Arterien vor dem LDL-Einfluss schiitzen.

Aus den Studien zum Einfluss von Statinen auf den Blutdruck konnen wir erkennen, dass
Blutdruck und Cholesterin bzw. LDL zumindest miteinander assoziiert sind. Auch wenn bei
der Beeinflussung des Blutdrucks durch Statine viele weitere Faktoren eine Rolle spielen,
gehen wir davon aus, dass die Beeinflussung der Vasomotorik durch LDL einen wesentlichen
Teilaspekt darstellt. Unsere Ergebnisse liefern hierbei einen iiberzeugenden Mechanismus fiir

eine Verbindung von Blutlipiden und Blutdruck.

4.14 Gesamtmodell und klinische Relevanz

Eine Verbindung von Blutdruck und FMD liegt nahe, da die Aufrechterhaltung des Blutdruckes
ein dynamischer Prozess ist und auch iiber die Vasomotorik reguliert wird. Patienten, die unter
Hypertension leiden, haben hiufig eine eingeschriankte FMD und ein vermindertes endotheliales
Ansprechen auf vasodilatatorische Substanzen [187, 188]. Es ist schwierig zu beurteilen, ob eine
eingeschriankte FMD eine Hypertension bedingt, ob schidliche Faktoren zu einer Hypertension
und gleichzeitig zu einer eingeschrinkten FMD fiihren, oder ob die Hypertension selber zu
einer eingeschriankten FMD fiihrt. Eine Therapie der Hypertension fiihrt gleichzeitig zu einer
Verbesserung der FMD [189, 190]. KO-Miuse, denen der P2X4-Kanal fehlt, der moglicherweise
in der Vermittlung der FMD eine Rolle spielt, haben einen hoheren Blutdruck als Wildtyp-
Maiuse und eine verschlechterte FMD [56]. Eine eingeschrinkte endotheliale Reaktivitit ist kein
unabhingiger Risikofaktor fiir die Entwicklung einer Hypertension, aber eine eingeschréinkte
FMD kann als Priadiktor fiir zukiinftige kardiovaskulidre Ereignisse angesehen werden und ist
mit kardiovaskuldren Risikofaktoren und dem 10-Jahres-Risiko fiir CVD verbunden [191-194].
Ebenso kann sich eine latente Hypertonie durch eine eingeschrinkte FMD bemerkbar machen
[195]. Wihrend korperlicher Anstrengung spielt die FMD eine Rolle in der Blutdruckregulation
bei gesunden Personen. So lisst sich eine niedrigere FMD mit einem erhohten Pulsdruck und

DBP korrellieren [196].
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Eine Einschriankung der FMD durch LDL wire ein plausibler Mechanismus, um hohere Blut-
druckwerte bei hypercholesterindamischen Patienten zu erkldaren. Wir konnten zeigen, dass diese
Einschriankung zum Teil iiber die sympathischen Adrenorezeptoren und hier vorwiegend tiber
den (3-AR vermittelt wird. Auch in weiteren Bereichen der Vasomotorik konnte LDL iiber diese

Interaktion einen Einfluss auf den Blutdruck ausiiben.

Fiir die klinische Anwendung ist zu diskutieren, welche Auswirkung die Medikation im kli-
nischen Alltag hat. Die Frage, ob hypercholesterinimische Patienten 3-AR-Blocker erhalten
sollen, ist nicht einfach zu beantworten, da diese viele weitere Effekte besitzen. Die Gabe von
B-AR-Blockern bei Patienten nach Herzinfarkt und mit Hypertonie bei myokardialer Vorschidi-
gung ist gidngige Praxis und mit einem positiven Outcome assoziiert [197]. Moglicherweise triagt
die Verbesserung der FMD durch Minderung des LDL-Effektes bei diesen Patienten, die meist
auch unter Hypercholesterinidmie leiden, zur positiven Wirkung einer Gabe von 3-AR-Blockern
bei. Unbestreitbar sinnvoll ist die Gabe von Statinen bei hypercholesterinimischen Patienten
und die verstédrkte Cholesterinsenkung nach kardiovaskulidren Ereignissen. Durch Senkung des
LDL-Levels wird sowohl ein Risikofaktor fiir Arteriosklerose vermindert, als auch die FMD
(und moglicherweise der Blutdruck) verbessert. Durch die pleiotropen Wirkungen des Statins
wird ein zusitzlicher positiver Effekt auf Blutdruck, FMD und Endothelfunktion ausgeiibt. Ei-
ne Gabe von 3-AR-Blockern ist bei alleiniger Betrachtung unserer experimentellen Daten bei
hypercholesterinimischen und hypertensiven Patienten sinnvoll, besonders wenn diese bereits
eine arteriosklerotische Vorschidigung ihrer BlutgefiBe aufweisen. Eine Beeinflussung der
Lipidkonzentrationen durch AR-Blocker in vivo sollte hierbei allerdings mitbetrachtet werden.
B-AR-Blocker konnen in vivo die Blut-Triglyceride und LDL erhohen sowie HDL verringern.
Der Hauptmechanismus ist hierbei eine adrenerge Beeinflussung der LPL, obwohl auch eine
Beeinflussung der Lecithin-Cholesterin-Acyltransferase (LCAT), des LDL-Rezeptors und der
hepatischen LDL-Synthese eine Rolle spielen. a-AR-Blocker haben eine gegensitzliche Wir-
kung mit einer Senkung von LDL, TG und einer Erh6hung von HDL [198]. Wie grof} diese
Effekte wirklich sind und welche physiologischen Auswirkungen sie haben, ist nicht ausreichend

untersucht.

Die positive Wirkung von 3-AR-Blockern auf die FMD zeigte sich bereits bei physiologischen

LDL-Konzentrationen von 100 mg/dl. In Anbetracht der weiteren Wirkungen (kardial, pulmonal,
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etc.) der 3-AR-Blocker kann dennoch keine generelle Empfehlung fiir eine Gabe dieser Medika-
mente gegeben werden. Eine Therapieentscheidung sollte immer individuell abgewogen werden,
jedoch liefert diese Arbeit eine weitere Erkldrung fiir den positiven Effekt der 3-AR-Blocker in

Patienten mit multiplen Risikofaktoren fiir Arteriosklerose und kardialer Vorerkrankung.

Mit dieser Studie liefern wir Anhaltspunkte dafiir, dass die als unabhéngig geltenden Risikofak-
toren Bluthochdruck und Hypercholesterinimie auf Ebene des sympathischen Nervensystems
verbunden sind. Dies bietet neue Ansatzpunkte fiir Therapien der einzelnen Erkrankungen
und liefert iiberzeugende Erkldrungen fiir die Wirksamkeit von medikamentdser Therapie von

Hypercholesterinimie und Hypertension im Hinblick auf Mortalitidt und Morbiditét.

4.15 Studienlimitationen und abschlieBende Beurteilung

Die groflite Limitation unserer Studie ist die geringe Fallzahl und das inhomogene Patienten-
kollektiv. Trotz niedriger Fallzahlen waren unsere Ergebnisse so eindeutig, dass die Aussagen,
die wir in der Arbeit treffen, auf statistisch signifikanten Daten beruhen. Beziiglich der In-
homogenitit des Kollektivs wurden die Unterschiede soweit wie moglich minimiert und die
Priparatbeschaffenheit moglichst einheitlich gestaltet. Auf Auswirkungen von Alter, Vormedika-
tion und Vorerkrankungen wurde bereits zu Beginn der Diskussion eingegangen. Wir konnen
natiirlich nicht ausschlieen, dass diese Parameter eine Auswirkung auf unsere Messungen
gehabt haben und so wiren groB3ere Studien notwendig, um unsere Daten zu bestitigen. Einen
moglichen Einfluss auf die Ergebnisqualitit konnte auch die unterschiedlich lange Lagerungszeit
der Priparate in Abhédngigkeit vom Entnahmezeitpunkt gehabt haben. Bei gekiihlter Lagerung
mit kurzen Wegzeiten und physiologischen Transportmedien diirften die Priparate allerdings
auch bei lingerer Lagerungszeit ihre Vitalitit bewahrt haben, was im Versuch jeweils durch

Kontrollversuche bestitigt wurde.

Eine weitere Einflussgrosse ist endogenes NA in den terminalen Nervenendigungen des Pri-
parates, das nach Freisetzung im Versuch die Vasomotorik des Priparates beeinflussen kann.

Durch lange Aquilibrierungszeiten der Priparate vor dem Versuch ist ein Auswasch-Effekt
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denkbar, so dass der Einfluss des endogenen NA minimiert wurde. Zudem spiegelt die endo-
gene NA-Freisetzung einen physiologischen Mechanismus wider und wire dementsprechend
durchaus erwiinscht, um ein in vivo-Verhalten des Priparates zu simulieren. Durch lange Aqui-
librierungszeiten und eine strenge Kontrolle der dufleren Einfliisse wurde das Verhalten der
Priparate in moglichst physiologischer Umgebung und ohne Storfaktoren simuliert. So hitte z.B.
extrazelluldres K* einen Einfluss auf das Membranpotential entsprechend der Nernst-Gleichung,
indem es die Aktivitidt der Na*/K*-ATPase und die von Inward-rectifier Kanilen beeinflusst.
[11]. Besonders streng wurde der pH-Wert und die Begasung mit Carbogen kontrolliert, denn
Azidose bewirkt eine Hyperpolarisation mit Dilatation und Alkalose Depolarisation mit Kontrak-
tion [11]. Dies ist bedingt durch eine Beeinflussung der K*-Permeabilitit durch den pH-Wert,
wahrscheinlich durch den Karp-Kanal [11, 21]. Eine Verminderung des Sauerstoffpartialdruckes
erhoht die PGI,- und EDRF-Freisetzung, so dass Sauerstoffmangel mit einer Hyperpolarisation

und Vasodilatation einhergeht [11].

Beziiglich der eigentlichen Versuchsmessung hitte von uns auch die Stress-Relaxation der
Priparate gemessen werden konnen. Dies wurde bereits in Kapitel 4.2 diskutiert und war bei
einer Differenzbildung nicht notwendig. Vielmehr wurde von uns der Einfluss der Blocker
auf den LDL-Effekt bei Vernachldssigung der Stress-Relaxation eher unter- als iiberschitzt.
Zusitzlich wire eine Messung der Membranpotentiale an den selben Priparaten, an denen
auch die Tonusmessung durchgefiihrt wurde, wiinschenswert gewesen. Dies war aufgrund
des Versuchsaufbaus nicht moglich, da dies wahrscheinlich mit dem Verhalten des Préparates
beziiglich des GefidBtonus interagiert hitte. Weiterhin war eine erneute Verwendung des Gefif3es
im Sinne einer seriellen Messung von erst Tonus und anschliessend Membranpotentialen nicht
moglich, da es womoglich aufgrund des lange wirkenden Stresses mit Stress-Relaxation nicht
mehr zu vergleichbaren Ergebnissen gekommen wire. Zusitzlich wurden die Priparate am Ende
jedes Versuches zur Messung der Second Messenger eingefroren, so dass sie nicht fiir weitere
Untersuchungen zur Verfiigung standen. Die Potentialmessungen wurden somit an anderen
Préparaten als denen der Tonusmessung durchgefiihrt, wurden aber ebenso durch eigenstindige

Kontrollversuche validiert.

Insgesamt handelt es sich bei unserer Arbeit um eine Studie mit soliden laborexperimentellen

Daten. Sie zeigt neue Ansdtze zum Verstindnis der altbekannten Erkrankungen Bluthochdruck

80



4 Diskussion

und Hypercholesterinimie, neue Aspekte zur Interaktion von LDL und Endothel sowie LDL-
induzierter Signaltransduktion auf. Zur weiteren Quantifizierung und Spezifizierung der Wirkung
von LDL auf die sympathischen AR braucht es weitere Studien, die einerseits liber ein grosseres
Patientenkollektiv verfiigen, so dass andere Einflussgrossen (Medikation, Alter, etc.) besser
betrachtet werden konnen. Anderereseits sollte die Beteiligung der verschiedenen AR-Subtypen
am LDL-Effekt nihergehend untersucht werden. Weiterhin wiren Bindungsstudien sinnvoll, die
z.B. mit Hilfe von Ellipsometrie die Interaktion von LDL mit den spezifischen Rezeptoren direkt

nachweisen konnte.
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