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1 _Einleitung

1.1 Atherosklerose

Die Atherosklerose ist eine inflammatorische Erkrankung des arteriellen GefidB3systems, die in
verschiedenen Stadien diskontinuierlich iiber Jahre bis Jahrzehnte verlduft und durch
spezifische zelluldre und azellulidre Prozesse gesteuert wird [Ross, R. 1999]. Trotz intensiver
therapeutischer Bemiihungen stellt die Atherosklerose weiterhin die hiufigste Ursache fiir
Tod und Behinderung in den westlichen Industriestaaten dar [Breslow JL. 1997, Braunwald E.
1997]. Atherosklerotische Lédsionen kommen in groBen und mittelgroBen elastischen und
muskuldren Arterien vor und konnen zu Ischiamie von Herz, Gehirn und Extremititen fithren.

Pradilektionsstellen solcher Lisionen sind GefdBverzweigungen, Bifurkationen und
Kurvaturen, da es hier zu nicht-laminidrem Blutfluss kommt [Gottlieb Al, Labgille BL. 1996]
und in der Folge Zellen der GefiBBwand ihr Expressionsmuster spezifisch verdndern. So
werden insbesondere Adhisionsmolekiile, wie z.B. ICAM, PEAF oder Selektine, vermehrt
gebildet, die als Rezeptoren fungieren, zu deren Liganden mit Makrophagen und T-Zellen

pathophysiologisch bedeutende Entziindungszellen gehoren.

1.1.1 Pathogenese

Als frithester Léasionstyp atherosklerotischer GefidBBverdnderungen gelten die sog. Fatty
streaks, die in jedem Lebensalter vorkommen und bereits bei Kindern und Jugendlichen
beobachtet werden [Napoli, C et al. 1997]. Sie stellen eine durch wandstindige Makrophagen
und T-Zellen unterhaltene inflammatorische Reaktion dar [Stary, HC. 1994]. Bei Patienten
mit Hypercholesterindmie geht dem Influx dieser Zellen eine fokale Akkumulation von
Lipoproteinen voraus, die nach Bindung an die Intima bzw. Bestandteile der intimalen
Extrazellularmatrix internalisiert werden und einen Angriffspunkt fiir weitere Reaktionen
darstellen [Napoli, C et al. 1997, Simionescu N. 1986].

Ein entscheidender Mechanismus der Atherogenese ist die resultierende endotheliale
Dysfunktion. Man versteht hierunter die Unfdhigkeit des Endothels, seinen physiologischen
Eigenschaften nachzukommen: der Regulierung von GefidBiradius und Gerinnung sowie der
Synthese antiinflammatorischer Zytokine [Gimbrone, MA, Jr. 1995].

Als Ursachen dafiir gelten erhohte Plasmakonzentrationen von LDL und chemisch
modifizierten LDL, freie Radikale — etwa durch Zigarettenrauchen —, Hypertonus, Diabetes

mellitus, genetische Alterationen, erhohte Plasmakonzentrationen von Homocystein und
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infektiose Mikroorganismen (Chlamydia pneumoniae, Herpesviren) [Ross, R. 1999]. Im
Rahmen endothelialer Dysfunktion kommt es zu gesteigerter Adhisionskraft und
GefidBpermeabilitdt fiir Thrombozyten und Leukozyten, was zusammen mit veridnderten
Syntheseeigenschaften fiir vasoaktive Molekiile, Zytokine und Wachstumsfaktoren des
Endothels zu prokoagulatorischen Eigenschaften fiihrt [Sachais, BS. 2001]. Ist das
Immunsystem nicht in der Lage, den inflammatorischen Prozess zu neutralisieren oder zu
reduzieren, chronifiziert sich dieser und stimuliert die Proliferation und Migration glatter
GefiaBmuskelzellen zwischen die inflammatorischen Areale — es entstehen sog. intermedidre
Lisionen. Bei unveridndert wirksamen inflammatorischen Einfliissen kommt es zur
Verdickung der GefdBwand, der im Anfangsstadium durch Remodelling entgegengewirkt
werden kann. Man versteht darunter kompensatorische vasodilatative Einfliisse iiber das
Endothel [Glagov S. et al. 1987] sowie Reorganisation der extrazelluldiren Matrix durch
spezielle Enzyme, die Matrix Metalloproteinasen (MMPs, siehe unten)[Zorina S. et al. 2002].
Wihrend Granulozyten im Rahmen der Atherogenese nur vereinzelt ausgemacht werden
konnen [Stary HC. 1996], sind Makrophagen und spezifische T-Lymphozyten die
pathophysiologisch bedeutsamen Zellen dieser Entziindungsvorgéinge [Jonasson L. et al.
1986, van der Wal AC. 1989]; ihre Aktivierung resultiert in einer gesteigerten Freisetzung
hydrolytischer Enzyme, Zytokine, Chemokine und Wachstumsfaktoren [Libby P. et al. 1996,
Raines EW. et al. 1996], die wiederum weitere Schidigungen induzieren und fokale Nekrosen
ausbilden [Falk E. et al. 1996]. Durch die Kombination aus Akkumulation mononukleirer
Zellen und Migration und Proliferation von glatten GefiBmuskelzellen kommt es in der Folge
zur Ausbildung einer fibrosen Kappe, die den Kern aus Lipiden und Nekrosen bedeckt. Man
spricht in diesem Stadium von einer komplizierten oder fortgeschrittenen Lision, die dadurch
gekennzeichnet ist, dass die Einengung des Gefdlumens nicht ldnger durch Dilatation
kompensiert werden kann und der Blutfluss beeintréachtigt ist.

Eine verdiinnte Kappe, etwa durch Metalloproteinasen [Galis ZS. et al. 1994] und
hydrolytische Enzyme aus Makrophagen, kann zur Plaque-Ruptur fiihren, die durch spontane
Bildung eines Thrombus im GefidB3verschluss enden kann, der sich zumeist im akuten

Koronarsyndrom klinisch manifestiert [Falk E. et al. 1996, Ross R. 1993].

1.1.2 Risikofaktoren

Bereits seit langerem sind metabolische Storungen im Sinne von Hypercholesterindmien,

modifizierten Lipiden und Lipoproteinen als Risikofaktoren der Atherogenese bekannt [Albu
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J et al 2006]. Insbesondere die Endothelschiddigung und die Bindung an Scavanger-
Rezeptoren auf der Oberfliche von Makrophagen konnten als Pathomechanismen beschrieben
werden [Steinberg D. 1997, Khoo JC et al. 1988, Griendling KK et al. 1997]. Da die durch
LDL unterhaltene Inflammation wiederum die Bindung von LDL an das Endothel erhéht und
die Transkription des LDL-Rezeptors steigert [Stopeck AT et al.1993], schlieft sich ein
Circulus vitiosus: Die durch modifizierte LDL ausgeloste GefdBwandreaktion unterhilt sich
selbst [Han J et al 1997].

Zudem konnten Storungen im Glukosestoffwechsel sowie Hyperhomocysteindmie als
bedeutende Risikofaktoren ausgemacht werden [AdlerAl et al. 2002, Nehler MR et al. 1997].
Neben Mikro- und Makroangiopathien ist die Hyperglykdmie Ursache nicht-enzymatischer
Glykosilierung von Lipoproteinen in der Arterienwand und beschleunigt so den Verlauf der
Atherosklerose, was v.a. bei jungen Patienten eine signifikante Erh6hung von GefiB3ldsionen
zur Folge haben kann. [McGill HC Jr et al. 2001].

Hyperhomocysteindmien gehen mit endotheltoxischen Wirkungen [Harker LA et al. 1976],
prothrombotischen Eigenschaften [Hajjar KA. 1993] und einer verringerten NO-
Verfiigbarkeit einher [Upchurch GR Jr et al. 1997].

Auch das Vorliegen einer Hypertonie kann als eigenstindiger Risikofaktor im Rahmen der
Atherosklerose gewertet werden. Entscheidenden pathophysiologischen Einfluss hat dabei das
Angiotensin II, das potente vasokonstriktive Eigenschaften besitzt, das Wachstum glatter
GefiBmuskelzellen stimuliert [Chobanian AV et al. 1996] und die Oxidation von LDL
katalysiert.

Die Korrelation zwischen der Inzidenz von Atherosklerose und dem Vorliegen infektioser
Mikroorganismen (Herpesviren und Chlamydia pneumoniae) in sklerotischen Plaques konnte
aulerdem nachgewiesen werden [Libby P et al. 1997, Hendrix MG et al. 1990, Jackson LA et
al. 1997, Danesh J et al. 1997].

Daneben gilt die Adipositas als Teil des metabolischen Syndroms als Risikofaktor fiir die
Atherosklerose. Auch bei physiologischen Lipidprofilen weisen adipdse Ménner signifikant
mehr Fatty streaks auf als Normalgewichtige [McGill HC Jr et al. 2001].

Ferner ist das chronisch inhalative Zigarettenrauchen neben seinen Risiken fiir das
bronchopulmonale System als Risikofaktor fiir kardiovaskuldre Erkrankungen zu werten
[Turner RC et al. 1998]. Auch wenn der genaue Zusammenhang zwischen Tabakkonsum und
Atherosklerose nicht genau geklért ist, deuten Studien darauf hin, dass Zigarettenrauchen die
Ausbildung atherosklerotischer Lésionen und die Plaquestabilitidt bereits bei Patienten <35

Jahren beeinflusst [Dietel M, Suttorp N, Zeitz M et al. 2005, Strong JP, Richards ML. 1976].
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1.1.3 Chronisch inflammatorische Prozesse

Trotz intensiver therapeutischer Beeinflussung klassischer Risikofaktoren
(Hypercholesterindmie, Hypertonus, Rauchen) stellen kardiovaskuldre Erkrankungen
weiterhin die haufigste Todesursache in den Industriestaaten dar [Breslow JL. 1997,
Braunwald E. 1997].

Tatsdchlich reprédsentieren atherosklerotische Lésionen eine Vielzahl hochspezifischer
zelluldrer und molekularer Reaktionen, so dass man die Pathogenese als inflammatorisch
beschreibt [Ross R. 1993, Ross R. 1986]. Im Rahmen dieser entziindlichen Prozesse kommt
der sekretorischen Phospholipase2 (sPLA2) eine besondere Bedeutung zu (s.u.). Sie ist bei
Patienten mit Atherosklerose und nach akuten Myocardinfarkten besonders hoher
Konzentration in sklerotischen GefidBlen und ischdmischen Kardiomyocyten nachzuweisen
[Niessen HWM et al. 2003]. Vermehrte Expression von sPLA2 geht mit verminderten
Endothelfunktionen und gesteigerter Sauerstoffradikalbildung einher, die fiir den
Krankheitsverlauf von entscheidender Bedeutung sind [Tietge UJ. 2005]. Daneben ist
induzierbare Form der NO-Synthase (iNOS) ganz entscheidend an der Atherogenese beteiligt
(s.u.). In sklerotischen Plaques ist ihre Expression nicht nur in aktivierten Makrophagen
sondern auch in glatten GefdBmuskelzellen massiv erhoht. Die iNOS, eine hochpotente
Isoform der NO-Synthasen, produziert unter inflammatorischen Bedingungen reaktive
Sauerstoffradikale und kein protektives NO, da es aufgrund des Fehlens wichtiger Co-
Faktoren (Tetrahydrobiopterin) zur chemischen Entkopplung kommt. Als weiteres wichtiges
Enzym im Rahmen inflammatorischer Prozesse und bei der Entstehung atherosklerotischer
Lisionen wurden die MMPs ausgemacht, die in Form der MMP9 die Stabilitit
atherosklerotischer Plaques reduzieren (s.u.). Eine verminderte Aktivitidt der MMPO fiihrt zur
Plaquestabilisierung [Ross R. 1999, Newby AC. 2006]. Die Enzyme sPLA2, iNOS und
MMPO stellen zentrale Bestandteile chronisch inflammatorischer Prozesse im Rahmen der
Atherosklerose dar. Der Einfluss durch HDL und S1P auf diese Vorgénge soll in dieser Arbeit

naher charakterisiert werden.

1.1.4 Klinische Manifestation der Atherosklerose

In Abhdngigkeit davon, welche Gefianteile betroffen sind, kann die Atherosklerose eine
Vielzahl von Symptomen zur Folge haben. Nicht selten verlduft sie jedoch bis zu Ischdmie-

oder Infarktereignissen klinisch stumm.
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In den hirnversorgenden Gefillen (Karotiden) kann sich die Atherosklerose als Schlaganfall
oder Transitorische Ischdmische Attacke (TIA) manifestieren, wobei meist gro3e bis mittlere
hirnversorgende Gefde durch Plaqueruptur in der Aorta asc. oder im Aortenbogen
verschlossen werden [Krozon I, Tunick PA. 2006]. In den koronaren Arterien kann auf dem
Boden einer Atherosklerose ein Myokardinfarkt oder eine Angina pectoris entstehen. In den
Koronararterien ereignen sich thrombembolische Ereignisse bevorzugt an lipidreichen Stellen
der GefidBwinde, die im Vergleich zu kalzifizierten Plaques hédufiger rupturieren. [Davies MJ
et al. 1993]. Atherosklerose in den viszeralen Gefiflen kann als mesenteriale Ischdmie oder
Mesenterialinfarkt imponieren [Dietel M, Suttorp N, Zeitz M et al. 2005.]. Bei Patienten mit
multiplen atherosklerotischen Plaques in der transoesophagealen Echokardiographie wurden
sonographisch in 19% der Fille Stenosen der renalen Arterien festgestellt [Reynolds HR et al.
2004], was insofern einen Circulus vitiosus darstellt, als dass die Nierenarterienstenose oftmals
Ursache eines Hypertonus ist, der wiederum als Risikofaktor fiir die Atherogenese bekannt ist
[Krozon I, Tunick PA. 2006]. In GefidBlen der Peripherie kann die Atherosklerose als periphere
Arterielle Verschluss-krankheit (pAVK) oder als Claudicatio intermittens klinisch in
Erscheinung treten [Dietel M, Suttorp N, Zeitz M et al. 2005.].

1.2 Proinflammatorische Enzyme

1.2.1 Induzierbare NO-Synthase (iNOS)

1.2.1.1 NO — Synthese, Abbau und Wirkung

Nitroxid (NO) ist ein durch NO-Synthasen (NOS) gebildeter Faktor mit (in physiologischen

Konzentrationen) wesentlichen skleroprotektiven Eigenschaften [Wever RMF et al. 1998,
Lefer AM et al 1993], der nach Konversion eines terminalen Guanidins an L-Arginin entsteht
[Kuhlencordt PJ et al. 2001]. NO ist Inhibitor der Leukozyten- und Monozyten-Adhésion [De
Caterina R et al 1995, Davenpeck KL et al. 1994, Kurose I et al. 1995, Gauthier TW et al.
1995] und hemmt die Interaktion zwischen Thrombozyten und Gefi3wand [de Graaf JC et al
1992]. Zudem wird die Aktivierung von Leukozyten herabgesetzt [Kuhlencordt PJ et al.
2001]. Weiterhin verringert es die Permeabilitit des Endothels, hemmt die Proliferation
glatter GefdBBmuskelzellen und senkt die vaskulidre Spannung, was die Lipoproteineinlagerung
in die GefiBBwand vermindert [Draijer R et al. 1995, Cardona-Sanclemente LE, Born GV
1995]. So vermag die Substitution von Arginin mit der daraus resultierenden gesteigerten NO-

Synthese die Symptomatik der Angina pectoris zu verbessern [Creager MA et al. 1992]. Die
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Halbwertszeit von NO wird im Wesentlichen durch Reaktion mit OxyHB und Superoxiden
determiniert [Beckmann JS, Koppenol WH. 1996], wobei sich aus NO und Superoxid
Peroxynitrit (ONOO-) bildet, das in physiologischen Konzentrationen vasorelaxierend [Liu S
et al. 1994] und antiinflammatorisch [Lefer DJ et al. 1997] wirkt. Die o.g. Reaktionen werden
von drei Mitgliedern der Familie der NO-Synthasen vermittelt, der nNOS (neuronale NOS,
NOS I), der iNOS (indizierbare NOS, NOS 1II) und der eNOS (endotheliale NOS, NOS III),
wobei im Rahmen atherosklerotischer GefdBwandverinderungen die iNOS entscheidend
beteiligt ist.

Bei der nNOS und der eNOS handelt es sich um Isoformen, deren Aktivitit uber die
intrazelluldre Ca-Konzentration reguliert wird. Als weiterer Co-Faktor der von den NOS I und
IIT vermittelten NO-Synthese ist Tetrahydrobiopterin (BH4) bekannt. Ihm wird eine NO-
stabilisierende Funktion zugeschrieben [Klatt P et al. 1995, Klatt P et al 1996].

1.2.1.2 NOS II (induzierbare NO-Synthase, iNOS)

Ahnlich der nNOS ist auch die iNOS in gesundem vaskuldren Gewebe nicht nachweisbar, in
atherosklerotischen Lisionen jedoch in hohen Konzentrationen zu identifizieren [Wilcox JN
et al. 1997]. Die iNOS-Aktivitdt ist (im Gegensatz zu nNOS und eNOS) nicht von
intrazelluldren Ca-Konzentrationen abhingig. Die Expression des Enzyms in glatten
GefdBmuskelzellen und Makrophagen wird durch Endotoxine und Cytokine (TNF-alpha,
IL16, IFN-y), die in atherosklerotischen Plaques vermehrt gebildet werden, reguliert
[Kuhlencordt PJ et.al. 2001]. Bei der iNOS handelt es sich um ein sog. High-output-enzyme
[Miyoshi T et al. 2006], das in der Lage ist, grole Mengen NO zu produzieren [MacMicking J
1997]. Trotz der skleroprotektiven Wirkungen des NO wird dadurch die Ausbildung
atherosklerotischer Lisionen forciert. Die iNOS produziert neben hohen Mengen NO nidmlich
auch ROS (O,, H,0,); zudem werden in atherosklerotisch verinderten Gefiflen vermehrt
Superoxide gebildet [Wever RMF et al. 1998]. NO und Superoxide reagieren in der Folge zu
unphysiologisch hohen Mengen Peroxynitrit, das iiber seine Metaboliten toxische Wirkung
(Proteinfragmentierung) auf den Organismus ausiibt und Lipoproteine oxidiert [Radi R.
1991]. iNOS spielt somit eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung atherosklerotischer
Lisionen. Studien zeigen, dass iNOS-Defizienz fortgeschrittene Lésionen deutlich reduziert

[Miyoshi T et al. 2006].
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1.2.2 Matrix Metalloproteinase 9 (MMP9)

Aufbau und Einteilung der Matrix Metalloproteinasen

Bei den Matrix Metalloproteinasen (MMP) handelt es sich um eine Ca- und Zink-abhingige
Familie von Endopeptidasen mit gemeinsamen funktionellen Dominen und
Aktivierungsmechanismen [Zorina S et al. 2002]. Die Enzyme sind in der Lage, alle
Komponenten der extrazelluliren Matrix abzubauen und sind somit an einer Vielzahl
physiologischer (Organentwicklung, Wundheilung) und pathologischer Gewebeumformungen
(Entziindung, Tumorwachstum) beteiligt [Birkedal-Hansen H. 1995]. Man unterscheidet
verschiedene Formen der MMPs voneinander, wobei neben der MMP-2 (Gelatinase A) v.a.
die MMP-9 (Gelatinase B) an der Atherogenese beteiligt ist. Gemeinsam ist den MMPs ihre
Freisetzung durch mesenchymale Zellen als inaktive Prikusorform. Die Aktivierung der
MMPs wird auf verschiedenen Stufen streng reguliert. Erst die extrazellulire Abspaltung
einer aminoterminalen Sequenz durch Plasmin, reaktive Oxide oder membranstindige MMPs

legt die aktive katalytische Domine frei [Thompson RW, Parks WC. 1996].

1.2.2.1 Funktion der Matrix Metalloproteinasen

Vascular Remodeling

Durch ihre Fihigkeit, alle Bestandteile der extrazelluldaren Matrix abbauen zu kénnen, kommt
den MMPs — sowohl in gesundem wie auch in sklerotischen GefdBanteilen — eine
Schliisselrolle beim vaskuldren Remodeling zu [Galis ZS et al. 1994, Shah PK et al. 1995].
Hierunter versteht man den Abbau und die Reorganisation der extrazelluliren Matrix durch
spezielle Enzyme, die MMPs, wobei insbesondere die MMP2 und MMP9 von Bedeutung sind
[Zorina S et al. 2002].

Man differenziert eine physiologische von einer pathologischen Form des Remodeling.
Erstere beinhaltet jede Anderung von GroBe und Zusammensetzung des erwachsenen
BlutgefiBles, die Adaptations- und Reparationsvorginge ermdoglicht. In der pathologischen
Form des vascular remodeling im Rahmen kardiovaskuldrer Erkrankungen kommt es zu
Umbauprozessen der Arterien, die in Membranschiadigung, Plaqueruptur und
Aneurysmaausbildung miinden kénnen [Gibbons GH, Dzau VJ. 1994]. Dabei greifen MMPs
die endotheliale Basalmembran an und zerstéren die Barrierefunktion, was zu Plasmaprotein-
und Lipoprotein-Influx fiihrt [Li Z et al. 1996]. Daneben vermitteln MMPs die Proliferration
von VSMCs und deren Migration [Zempo N et al. 1994].
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Outward Remodeling

Outward Remodeling beschreibt einen dilatativen Umbau der Arterie durch MMPs (v.a.
MMP2 und MMP9), bei dem durch Wachstum nach aullen eine flusslimitierende Stenose
zundchst kompensiert wird [Armstrong ML et al. 1985]. Das Outward Remodeling bewirkt
jedoch eine Destabilisierung der GefidBBwand, deren Ursache im vermehrten Matrixabbau
vermutet wird. Plaqueinstabilitdt ist auffallend eng mit dieser Form des GefdBumbaus
assoziiert [Pasterkamp G et al. 1998]. Auch in Aneurysmen als Extremform des Outward
Remodeling kénnen bevorzugt MMP2 und MMP?9 identifiziert werden [McMillan WD et al.
1997].

Constrictive/Negative Remodeling

Beim constrictive Remodeling kommt es im Rahmen der Wundheilung durch
Kollageneinlagerung, VSMC-Migration und Gewebekontraktion zu einer Einengung des
Lumens [Carmilet P, Collen D. 1998]. Es wird besonders hdufig nach Ballondilatation
beobachtet und v.a. durch MMP-9 unterhalten. Nach derartigen Eingriffen kann meist ein sog.

Post-Ballon-MMP-Peak beobachetet werden [Zempo N et al. 1994].

1.2.2.2 Plaque-Instabilitit und Aneurysmaentstehung

Zur Ruptur und zum Abgang eines atherosklerotischen Plaques kommt es infolge
Frakturierung der fibrosen Kappe. Dabei wird der prothrombotische Kern der Léasion
freigelegt [Davies MJ, Thomas A. 1984]. Weil in Plaquematerial groBe Mengen MMPs und
hier insbesondere MMP9 [Brown DL et al. 1995] nachgewiesen werden kann, schreibt man
dieser Enzymvariante eine Schliisselrolle bei der Plaqueruptur akuter cardiovaskulérer
Ereignisse zu. Eine Reduzierung der MMP9-Aktivitit hingegen fiihrt zu Plaquestabilisierung
[Horton DB et al. 2001]. Das Aneurysma stellt die Maximalvariante des Outward Remodeling
dar. Hier kommt es durch Inflammation und exzessiven Abbau der extrazelluldren Matrix zur
GefdBexpansion und Aneurysmaformation [Thompson RW et al. 1996, Freestone T et al.
1995]. Zahlreiche Studien weisen darauf hin, dass MMPs wesentlich an den ursdchlichen
Umbauprozessen beteiligt sind, zumal neben MMP1 und MMP3 vor allem MMP2 und
MMP9 in Aneurysmagewebe zu isolieren sind [Newman KM et al. 1994]. Insbesondere
MMP9 wurde in hohen Konzentrationen in den beteiligten Inflammationszellen und VSMCs
nachgewiesen; sie scheint die zentrale Rolle bei der Initilerung der Aortenexpansion zu

spielen.
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1.2.2.3 Stimuli der MMP-Expression und —Aktivierung

Bei den treibenden Kriften des MMP-vermittelten Vascular Remodeling handelt es sich um
Héamodynamik, GefédBverletzung, Inflammation und oxidativen Stre3 [Godin D et al. 2000].
So induziert transmuraler Druck die Bildung von MMP2 und MMP9, was die Vermutung
nahelegt, dass die Enzyme bereits in frithen Stadien der Atherosklerose aktiv sind [Chesler N
et al. 1999].

Inflammationszellen, v.a. aktivierte Makrophagen, steigern die Expression von MMP2 und
MMP9 durch die Freisetzung von Zytokinen. Reaktive Oxidanzien wie Peroxynitrit oder
Hydroxyperoxid modulieren die Aktivitit der MMPs iiber einen vermehrten Abbau ihrer
Inhibitoren. Auch Schaumzellen aktivieren durch die Produktion reaktiver oxidativer Spezies
(ROS) latente MMP-Zymogene [Frears ER et al. 1996, Rajagopalan S et al. 1996]. Der
Einfluss von NO auf die Expression und Aktivitit von MMPs ist ambivalent: In gesunden
GefidBBen vermag NO die Aktivitit der MMPs herabzusetzten, so dass die remodellierende
Antwort herabgesetzt wird. Auflerdem vermittelt NO eine reduzierte Expression von MMPs.
Bei einem Uberangebot an NO hingegen fiihrt die Bildung von Peroxynitrit iiber die
Hemmung von TIMPs zu einer gesteigerten Aktivitdit von MMPs [Tronc F et al. 2000, Zorina
S et al. 2002].

1.2.3 Phospholipase A2 (PLA2)
1.2.3.1 Biologie der Phospholipase A2

Die Phospholipase A2 ist eine etwa zehn Mitglieder umfassende Superfamilie von strukturell
verschiedenen Enzymen, die durch Hydrolyse von Phospholipiden an der sn-2-Position
Lysophospholipide und freie Fettsduren generieren [Six DA, Denis EA 2000]. Sie stellen den
limitierenden Schritt in der Produktion von Eicosanoiden und Platelet-Activating-Factor
(PAF) dar, weshalb man die Phospholipase A2 eng mit Apoptose, Tumorwachstum und
Inflammation assoziiert [Tatulian SA 2001]. Thre Genexpression erfolgt zeit- und
dosisabhingig von IL18.

Die sekretorische Isoform der Phospholipase A2 stellt eine kleine Gruppe homologer Proteine
von 14 kDa dar, die 5-8 Disulfid-Briicken in ihrem Riickgrat auf weisen. Die Position dieser
Disulfid-Briicken ermoglicht die Einteilung in verschiedene Unterklassen. Neben den
Enzymvarianten, sPLA2-V und sPLA2-X ist in atherosklerotischen Lidsionen vor allem
sPLA2-II priasent und an der Atherogenese malgeblich beteiligt [Rosengreen B et al. 2006].

Sie ist ein extrazellulires Enzym, das in Milz, Thymus, Darm, Leber, Endothel,
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GefiaBmuskulatur, Blutzellen und Knochenmark sowie in geringen Anteilen auch in Lunge,
Niere und Ovar gebildet wird.

SPLA?2 ist ein Akute-Phase-Protein, seine Konzentration kann, durch Zytokine oder Hypoxie
stimuliert, im Rahmen akuter inflammatorischer Reaktionen bis zu 100fach ansteigen
[Schwemmer M et al. 2001, Niessen HWM et al. 2003]. Die vermehrte Expression von
sPLA?2 ist mit einer verstirkten Sauerstoffradikalbildung assoziiert. Ferner vermittelt sSPLA2

Kontraktion und Proliferation glatter GefiBmuskelzellen [Lambeau G et al. 1994].

1.2.3.2 sPL.A2 und seine Interaktionen
SPLA2 und Membranen

Unter physiologischen Bedingungen sind Membranen mit ihrer inneren hydrophilen und
duBeren hydrophoben Lipidschicht nicht durch sPLA2 hydrolysierbar. Kommt es in den
Membranen z.B. durch Ischdmie jedoch zu einem Rearrangement mit Umkehr der beiden
Blittchen, dem sog. ,,Flip-flop®, stellt die Membran einen idealen Angriffspunkt fiir sSPLA2
dar. Dabei schiddigt sPLA2 die Integritit der Membranen und generiert verschiedene
Lysophospholipide (lysoPC, lysoPS, lysoPA), die iiber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren die
Kontraktion und Proliferation glatter GefaBmuskelzellen vermitteln [Kuwata H et al. 1999,
Jaross W et al. 2002, Snitko Y et al. 1997].

Weiterhin steuert sSPLA2 die Signaltransduktion in inflammatorischen Zellen. So induziert sie

gemeinsam mit PAF die Exozytose neutrophiler Granulozyten [Lambeau G et al. 1994].

SPLA2 und Lipoproteine

Wihrend native LDL ein schlechtes Ziel darstellen, sind im Rahmen atherosklerotischer
Prozesse verdnderte Lipoproteine ein geeignetes Substrat fiir die SPLA2 [Niessen HWM et al.
2003]. Einer der ersten Schritte im Rahmen der Atherosklerose ist die Modifikation und
Oxidation der in der Arterienwand akkumulierten LDL (s.0.). SPLA2 induziert mit der 15-
Lipoxygenase ein Enzym, das wesentlich an der Oxidation beteiligt ist [Neuzil J et al. 1998].
Die verdnderten LDL stellen ein gut angreifbares Ziel fiir die sSPLA2 selbst dar, so dass
polyungesittigte Fettsduren und bioaktive Phospholipide freigesetzt werden konnen [Leitinger
N et al 1999]. Diese stimulieren die Interaktion von Monozyten und Endothelzellen.

Bei Interaktion mit HDL vermag die sPLA2 skleroprotektive Eigenschaften der HDL durch
Hydrolyse sowohl quantitativ wie auch qualitativ zu verringern, indem mit sSPLA?2 iiberladene
HDL die schiitzende Wirkung auf LDL verlieren [Leitinger N et al 1999, Jaross W et al. 2002,
Tietge UJ et al. 2002].
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SPLA2 und Myocard

Im Herzmuskel scheint sPLA2 an inflammatorischen Prozessen im Rahmen von
Infarktgeschehen beteiligt zu sein, zumal es zellulir gebunden in den Randzonen eines
Infarktes nachweisbar ist, nicht jedoch in gesunden Kardiomyozyten [Nijmeijer R et al. 2002].
Wihrend einer Ischimie der Herzmuskelzellen iibt die sSPLA2 apoptotische Funktionen aus

und generiert Bindungsstellen fiir CRP an den Kardiomyozyten [Hack CE et al. 1997].

SPLA2 und Atherosklerose

Aufgrund einer Vielzahl von atherogenen Eigenschaften korreliert das Vorhandensein von
sPLA2 eng mit dem Risiko kardiovaskuldrer Ereignisse und kann als eigenstindiger Marker
fiir das Risiko einer KHK betrachtet werden [Vadas P et al. 1995]. Die sPLA2 findet sich in
allen drei Wandschichten sklerotischer Gefidfle, in Schaumzellen, Kalzifizierungen, Nekrosen
und extrazelluldrer Matrix [Menschikowski M et al. 1995]. Sie steuert eine Vielzahl von
Prozessen, die in allen Stadien sklerotischer Verdnderungen die Atherogenese unterhalten. Sie
modifizieren Lipoproteine, so dass diese von Makrophagen angegriffen werden konnen, was
zur Ausbildung von Schaumzellen fiihrt [Jaross W et al. 2002]. Die Makrophagen selbst
werden dabei durch sPLA2 bzw. durch sPLA2 freigesetzte Cytokine aktiviert. Ferner
stimuliert die sSPLA2 iNOS, was zytotoxische Konzentrationen von Nitroxid und gesteigerte

Sauerstoffradikalbildung zur Folge hat [Baek SH et al. 2000].

1.3 antiinflammatorische Wirkstoffe
1.3.1 HDL

1.3.1.1 Zusammensetzung der HDL

Als High Density Lipoproteins (HDL) bezeichnet man eine neben Chylomikronen, VLDL
und LDL im Plasma vorkommende Unterklasse von Lipoproteinen hoher Dichte (1,063-1,210
g/ml), denen man eine Vielzahl antiatherogener Eigenschaften zuschreibt [Stein O. 1999; Von
Eckstein A. 2000; Genest J Jr. 1999] Sie werden in Leber und Darmmukosa als HDL1
gebildet und im Blut zu HDL2 umgewandelt.

HDL sind Pseudo-Mizellen mit einem Protein-Lipid-Verhiltnis von annidhernd 50/50. Etwa
ein Drittel der Masse machen verschiedene Apolipoproteine aus. Diese sind ALAIL, AIV, AV,
CI, CII, CIII, E. und J. Weiterhin sind HDL Tréger zahlreicher Enzyme (u.a. Paraoxonasel,
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PAF-AH, LCAT, CETP). In ihrem amphiphilen Teil transportieren die HDL Phospholipide
und freies Cholesterol, im hydrophoben Kern Cholesterolester und Triglyceride.
HDL stellen strukturell und in ihren Funktionen und ihrem Metabolismus eine sehr
heterogene Gruppe von Lipoproteinen dar, so dass folgende Gruppen unterschieden werden:

- HDL 2b (1,063-1,087 g/ml)

- HDL 2a (1,088-1,110 g/ml)

- HDL 3a(1,111-1,129 g/ml)

- HDL 3b (1,129-1,154 g/ml)

- HDL 3c (1,154-1,170 g/ml).

1.3.1.2 Epidemiologie

Zwischen der Konzentration von HDL im Plasma und dem Risiko der Atherosklerose besteht
ein inverses Verhiltnis [Birjmohun RS et al. 2005]. Eine reduzierte Konzentration von HDL
stellt einen eigenstindigen Risikofaktor fiir die Entwicklung kardiovaskuldrer Erkrankungen
dar.

Sie kann zum einen durch genetische Defizienz fiir das Apolipoprotein Al verursacht sein,
aulerdem konnen auch vermehrte Aktivitit des CETP und der Hepatischen Lipase Ausloser
einer Dyslipoproteindmie sein [Ng DS et al. 1995, Tato F et al. 1995]. SchlieBlich werden
noch Aktivitdtsverluste der LCAT und der LPL als Ursachen niedriger HDL-Konzentrationen
beschrieben[Kuivenhoven JA et al. 1997, Blades B et al. 1993]. Neben der Einnahme
bestimmter Medikamente (B-Blocker, anabole Steroide und Progesteron) sind auch Faktoren
der Lebensfithrung (Rauchen, Diabetes mellitus II, Adipositas, physische Inaktivitdt) mit
niedrigen HDL-Konzentrationen assoziiert [Chapman MJ 2006]. Zahlreiche Studien zeigen,
dass Patienten mit ebensolchen niedrigen HDL-Konzentrationen im Rahmen einer
Dyslipoproteindmie eine hohe Privalenz fiir die Entwicklung vorzeitiger sklerotischer
GefiBverinderungen zeigen [Kontush A et al. 2005]. Weil bei Patienten mit niedrigen HDL-
Konzentrationen auferdem eine Dysfunktion ihrer verminderten HDL vorliegt, kommt es
neben einem quantitativen auch zu einem qualitativen Verlust skleroprotektiver

Eigenschaften.

1.3.1.3 Funktionen der HDL
HDL und die Cholesterol-Homdostase

Die Cholesterol-Homoostase verlduft grundsitzlich in zwei Richtungen, von der Leber in die

Peripherie und von dort wieder zur Leber zuriick. Der Transport in die Korperperipherie (und
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in Lédsionen der GefiBBwand) erfolgt iiber die ApoB enthaltenden VLDL, IDL und LDL. Der
Riicktransport zur Leber wird durch HDL gewihrleistet, wobei hierzu drei verschiedene
Mechanismen Anwendung finden:

1) HDL nehmen freies Cholesterol (und Cholesterinester) auf und transportieren es zu
spezifischen hepatischen Rezeptoren, iiber die es selektiv in die Leberzellen
aufgenommen wird [Ji Y et al. 1999].

2) HDL nehmen erneut Cholesterol (und Cholesterinester) auf und bringen es zur Leber,
wo sie als beladene Komplexe endozytotisch internalisiert werden [Chapman MJ
2006].

3) HDL nehmen Cholesterol und Cholesterinester auf und iibertragen diese auf ApoB-
haltige Lipoproteine, die dadurch ultimativ von hepatischen LDL-Rezeptoren
aufgenommen werden. HDL sind somit in der Lage, den Efflux von Cholesterol aus

GefiBlasionen und Schaumzellen zu vermitteln [Chapman MJ 2006].

HDL und Inflammation

Wihrend der inflammatorischen Atherogenese kommt es zur Akkumulation von
Makrophagen und T-Lymphozyten in der Intima mit der Folge verringerter NO-
Verfiigbarkeit,  gesteigerter = Leukozyten-Affinitit, erhohter = Konzentration  freier
Sauerstoffradikale und gesteigertem GefdBtonus. [Libby P et al. 2002, Weissberg PL. 2000 ].
HDL wirken diesen Prozessen entgegen, indem sie die Expression von VCAM und MCP1
hemmen und somit die Adhidsion von Leukozyten an die Arterienwand erschweren.
Zusitzlich wirken HDL antiadhésiv, indem sie die PAF — induzierte Leukozytenadhésion
inhibieren [Barter PJ et al. 2002, Sugatani J 1996]. Entgegen den antiinflammatorischen
Eigenschaften physiologischer HDL zeigen Studien mittlerweile, dass dysfunktionelle HDL

im Rahmen einer Dyslipoproteinimie pro-inflammatorisch wirken [Ansell BJ et al. 2005].

Antioxidative Eigenschaften der HDL

Freie Sauerstoffradikale fithren bei der Atherogenese zu einer Zunahme oxidierter LDL, die
wiederum inflammatorisch wirksames Substrat fiir Makrophagen bei der Ausbildung von
Schaumzellen darstellen [Ross R 1999, Quinn MT et al. 1987]. HDL vermogen diese
Vorginge dahingehend zu beeinflussen, dass sie LDL vor Oxidation schiitzen. Hierbei
reduziert Apol Peroxide von Phospholipiden und Cholesterolestern und entfernt aufSerdem
Produkte der 12-Lipoxygenase aus nativen LDL. Ferner inaktivieren Paraoxonase 1 und

LpPLA?2 oxidierte Phospholipide aus den LDL [Assmann G, Gotto AM Jr 2004, Navab M et
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al. 2001]. Die antioxidativen Fihigkeiten sind vom Bau der HDL abhingig; small dense HDL
gelten als potenteste Fraktion (3c>3b=3a>2a=2b) [Kontush A et al. 2005]. Neben den
antiinflammatorischen Funktionen sind auch die antioxidativen Effekte der HDL bei
Dyslipoproteindmie stark beeintrichtigt; bei Patienten mit Metabolischem Syndrom sind
Abnahmen der antioxidativen HDL-3-Aktivitit um bis zu 50% beschrieben worden [Hansel B

et al. 2004].

Wirkung des HDL auf die Endothelfunktion

HDL wirken iiber eine Stimulierung der endotheliale NO-Synthase (eNOS) vasodilatatorisch,
die Aktivierung erfolgt via S1P3-Rezeptor. Weiterhin vermitteln HDL in fortgeschrittenen
Stadien der Atherosklerose ihre endothelial schiitzenden Effekte iiber bioaktive
Lysophospholipide und schiitzen dadurch die Endothelzellen vor Apoptose [Nofer JR et al.
2004].

Weitere antiatherogene Funktionen des HDL

Neben den o.g. Funktionen schreibt man HDL antiinfektiose Eigenschaften zu. Sie reduzieren
die entziindliche Aktivitidt bakterieller Lipopolysaccharide und lysieren Trypanosoma Brucei
[Hajduk SL et al. 1989]. Durch Stimulation der Prostacyclin-Synthese wirken HDL zudem
antithrombotisch [Navab M et al. 1991].

1.3.2 Sphingosin-1-Phosphat (S1P)

Beim Sphingosin-1-Phosphat handelt es sich um einen im Blutplasma zirkulierenden
Sphingolipid-Metaboliten, der in Thrombozyten gebildet wird [Yatomi Y et al. 1995] und
eine Vielzahl biologischer Prozesse in unterschiedlichen Geweben reguliert. Dabei ist S1P
einerseits Ligand spezifischer Rezeptoren, andererseits intrazelluldrer Botenstoff [Spiegel S,
Milstien S 2003]. S1P wird aus Sphingosin hergestellt, dem Riickgrad der meisten
Sphingolipide, das wegen seiner geheimnisvollen Eigenschaften 1884 durch Thudichum nach

der Sphinx (,,Sphinx-like*) benannt wurde [Thudicum JLWA. 1884].

1.3.2.1 Synthese und Abbau des S1P

Die intrazelluldren Konzentrationen von S1P sind niedrig und strikt iiber Synthese und Abbau

reguliert. Dabei wird aus Ceramiden Sphingosin hergestellt, das durch Phosphorylierung zu
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S1P umgewandelt wird. S1P wiederum kann nach Dephosphorylierung wieder zu Sphingosin

werden oder zu Phosphoethanolamin und Hexadecanal gespalten werden.

SphK
OH OH
/WCHZOH /W\/W\WCHZOP(B
N2 /_M H2
Ceramid > Sphingosin [~ S1P
S1PP

S1PL

Phosphatoethanolamin + Hexadecanal

l l

Phosphatidylethanolamin

(aus Spiegel S, Milstien S 2003)

S1P wirkt antagonistisch zu seinen Vorliufern: S1P fordert Zellwachstum und Uberleben
verschiedener Zellen, Ceramide und Sphingosin hingegen wirken proapoptotisch [Hannun
YA, Obeld LM 2002]. An Synthese und Abbau des Sphingosin-1-Phosphat sind verschiedene
Enzyme beteiligt. Die Sphingosin-Kinase (S1PK) gehort zur Klasse der Lipid-Kinasen und
katalysiert die Phosphorylierung von Sphingosin zu S1P. Sie kommt in zwei Isoformen vor,
wobei die SphK1 v.a. in der Lunge und die SphK2 v.a. in der Milz vorkommt [Liu H et al.
2002]. Die Sphingosin-Kinasen liegen nahezu ausschlie8lich im Cytosol vor, lediglich ein
geringer Anteil ist an Membranen assoziiert. Die S1P-Lyase (S1PL) ist ein (v.a. in der Leber
vorkommendes) auf der cytosolischen Seite des Endoplasmatischen Retikulums (ER)
lokalisiertes Enzym, das auf dem menschlichen Chromosom 10g21 kodiert ist. Bei der S1P-
Phosphatase (S1PP) handelt es sich um ein Enzym, das in zwei Isoformen vorkommt. S1PP1
findet sich v.a. in Plazenta und Niere, S1PP2 v.a. in Hirn, Herz, Kolon, Niere und Diinndarm.
Die S1PPs gehoren zu einer Familie magnesiumabhingiger Enzyme, die nur phosphopylierte

Sphingosin-Basen abbauen [Ogawa C et al. 2003].

1.3.2.2 S1P-Rezeptoren

Sphingosin-1-Phosphat vermittelt seine multiplen Funktionen als Ligand spezifischer

Rezeptoren. Dabei handelt es sich um membranstindige, heptahelikale Rezeptoren der Edg-
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Familie, die Signale iiber heterodimere G-Proteine transduzieren [Takuwa Y. 2002]. Es sind
derzeit fiinf Mitglieder bekannt, die S1P mit hoher Affinitit binden (siehe Tabelle). Sie sind
mit verschiedenen G-Proteinen gekoppelt, so dass sie Bestandteil z.T. unterschiedlicher
Signalkaskaden sind. Durch die Verteilung der einzelnen Rezeptortypen ist S1P Regulator
verschiedener  physiologischer Prozesse wie z.B. Angiogenese, Gefifreifung,
Herzentwicklung oder Immunitédt [Wang F et al. 1999, Kuppermann E et al. 2000, Brinkmann
V et al. 2002].

Rezeptor G-Protein Signalkaskade
S1P1/ Edg1 Gi Adenylcyclase (AC)
Phospholipase C (PLC)
S1P2/ Edg5 Gi Adenylcyclase (AC)
Rac
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K)
Gq Phospholipase C (PLC)
Gians Rho
S1P3/ Edg3 Gi Adenylcyclase (AC)
Rac
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K)
Gq Phospholipase C (PLC)
Gians Rho
S1P4 / Edg6 Gi Phospholipase C (PLC)
ERK
Gizns Rho
S1P5/ Edg8 G123 Rho
JNK

Die ausbleibende Zellantwort via S1PI1-Rezeptor nach Applikation von Pertussis-Toxin
konnte die Gi-gekoppelte Wirkung dieses Rezeptor-Subtyps nachweisen. Im Gegensatz dazu
sind die SI1P-Rezeptoren —2 und -3 nicht PTX-sensibel. Man vermutet, dass die PLC-
Kopplung hier Gg-assoziiert verldauft [Gosh TK et al. 1994].
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1.3.2.3 Funktionen des Sphingosin-1-Phosphat

S1P und Ca’*-Homdostase

Sphingosin-1-Phosphat ist tiber PLC-gekoppelte IP3-Aktivierung und IP3-unabhéngig an der
Ca-Homoostase beteiligt [Meyer zu Heringdorf D et al. 1999].

So konnten Studien belegen, dass ein mittlerweile als S1P identifiziertes Sphingosin-Derivat,
Ca aus intrazelluldren Speichern freisetzt, ohne PLC und IP3 zu aktivieren [Gosh TK et al.
1994, Mattie M et al. 1994].

Hierbei kommt der SphK zentrale Bedeutung zu, denn Stimuli dieses Enzyms, die nicht auf
die PLC wirken, lieBen die Ca-Spiegel ansteigen [Melendez AJ et al. 2002], wéhrend
Inhibitoren der SphK keinen Ca-Anstieg bewirkten. Sphingosin, das die Freisetzung und
Speicherauffiillung von Calcium verhindert, verliert durch SphK-Konversion zu S1P seine
hemmenden Funktionen [Mathes C et al. 1998].

SI1P scheint zusitzlich zu diesen Funktionen noch eine universelle intrazelluldre
Signalfunktion bzgl. der Ca-Homdostase zu besitzen, zumal es auch in Hefen und Pilzen die
Ca-Konzentration reguliert, obwohl diese keine S1P-Rezeptoren ausbilden [Spiegel S,

Milstien S 2003].

D 2) 3)

S1P ~a S1P- ICRAC
Rezeptor l Sphingosin €—— S1P S1P-
> Rezeptor
| ot
PLC — IP3 l
CaT CaT CaT

S1P und kardiovaskuliires System

Neben seinen Funktionen auf den Ca-Haushalt wird dem S1P und seinen Rezeptoren zentrale
Bedeutung bei der Herz- und GefidBBentwicklung beigemessen. Wihrend der normalen
Entwicklung des menschlichen Herzens wandern kardiale Prikursorzellen zur dorsalen
Mittellinie und formen dort das Organ aus. Bei pathologischem Mangel an S1P2-Rezeptoren
kommt es infolge Beeinflussung kardialer Priakursorzellen gehduft zur Ausbildung sog. Split-
Hearts. Bei der Entwicklung und Reifung von Gefdfle vermitteln S1P und seine Rezeptoren
iber die Ausbildung von Adhisionsmolekiilen die gezielte Rekrutierung und Migration von

VSMCs [Spiegel S, Milstien S 2003].
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Weiterhin induziert S1P die Freisetzung von Komponenten der extrazellularen Matrix und die
Rho-abhingige Integrin-Aktivierung, wodurch Matrix-abbauende Proteinasen aktiviert
werden konnen [Paik JH et al. 2001, Benaud C et al. 2002].

S1P1-Rezeptor-defiziente Miduse hingegen sterben bereits in-uteri infolge Gefdssmif3bildung
durch abnorme Migration glatter Gefalmuskelzellen (VSMC) und Perizyten. Die Fibrozyten
dieser Tiere waren zu keiner Rac-Aktivierung fihig, die Rekrutierung von glatten

Gefillmuskelzellen blieb aus [Liu H et al. 2000].

S1P und das Immunsystem

Die Wirkung des Sphingosin-1-Phosphat auf das Immunsystem wurde durch Studien mit
Agonisten der S1P-Rezeptoren -1, -3, -4, -5 untersucht [Brinkmann V et al. 2002, Mandela S
et al. 2002]. Hier konnte eine Lymphopenie durch reversible Verlagerung zirkulierender
Lymphozyten in sekundir lymphatisches Gewebe beobachtet werden [Spiegel S, Milstien S
2003]. Weiterhin beeinflussen die S1P-Rezeptoren die chemotaktische Antwort, so dass
zirkulierende Lymphozyten nicht an inflammatorischen Lisionen angreifen [Sanna MG et al.

2004].
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1.4 Fragestellung

Wie in der Einleitung geschildert, handelt es sich bei der Atherosklerose um eine chronisch-
inflammatorische Erkrankung der arteriellen GefdBwand, die durch HDL und seine
Komponenten in ihrer Manifestation und ihrer Progression gehemmt werden kann. Unklar ist
bislang, ob HDL auch in spiten Stadien der Atherosklerose protektiv wirksam sind.

In dieser Arbeit soll iiberpriift werden, ob HDL und S1P in fortgeschrittenen Stadien der
Atherosklerose einen schiitzenden Effekt haben. Hierzu wird der Einfluss von HDL und S1P
auf proinflammatorische Systeme der chronischen GefdBwand-Inflammation in glatten
GefiaBmuskelzellen tiberpriift.

Im Zentrum dieser Untersuchungen stehen sPLA2, iNOS und MMP9. Die Effekte sollen
dahingehend hinterfragt werden, ob sie rezeptorvermittelt ablaufen und ob es
Rezeptorsubtypen gibt, die fiir die antiinflammatorische Reaktion von besonderer Bedeutung

sind.
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2 Methoden und Material
2.1 Methoden

2.1.1 Versuchstiere und deren Haltung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Wistar-Kyoto-Ratten (WKY) verwendet, die von der Firma
Charles River, Sulzfeld (Deutschland), bezogen wurden.

Es handelte sich dabei um ménnliche Versuchstiere in einem Alter von durchschnittlich 114
Tagen. Das mittlere Korpergewicht betrug 257 g.

Die Tiere wurden in Kolonien von 5 Stiick in einem begehbaren Stall ohne Fenster gehalten.
Die Temperatur in diesem Stall betrug ca. 20 °C bei einer Luftfeuchte von 50-70%.

Ein Tag-Nacht-Rhythmus wurde mittels Zeitschaltprogramm simuliert, in dem die Tiere von
6 — 18 Uhr einer Dauerbeleuchtung ausgesetzt wurden. Als Nahrung erhielten die Tiere
Trockenfutter der Firma Altromin, Soest (Deutschland) und Trinkwasser. Ergidnzt wurde
dieses Angebot dreimal wochentlich durch die Gabe von Obst und Kérnern. Als Streu wurde
entstaubte und entkeimte Weichholzfaser der Firma Altromin, Soest (Deutschland),
eingesetzt.

Die Tiere hatten nach dem Zeitpunkt Threr Anlieferung mindestens fiinf Tage

Akklimatisierungszeit, ehe sie zu Versuchen herangezogen wurden.

2.1.2 Aortenexplantation

Die Andésthesie erfolgt durch Inhalation von Chloroform unter Abschluss von der
Frischluftzufuhr. Nach Lagerung auf dem Operationstisch und ausgiebiger Desinfektion wird
zundchst eine mediane Laparotomie durchgefiihrt und die abdominale Aorta aufgesucht.
Anschlieend erfolgt die Verlidngerung des Schnittes durch eine mediane Sternotomie, so dass
die thorakale Aorta einzusehen ist. Diese wird vorsichtig aus dem umliegenden Bindegewebe
dargestellt, wobei jede Dehnung des Gefélles zu vermeiden ist.

Die mobilisierte Aorta wird proximal direkt unter dem Aortenbogen und distal auf Hohe des
Zwerchfells durchtrennt und entnommen. Nach Entfernung des adventitiellen Bindegewebes
unter dem Mikroskop (4fache VergroBerung) wird die Aorta umgehend in ein steriles Gefal3

mit 37°C warmen DMEM (10%FCYS) iiberfiihrt.

2.1.3 Verwendung der Aorten als Versuchsorgan

Die Aorten werden zweimal in 40 ml PBS gewaschen, ehe sie in ein Reaktionsgefill mit
vorgewidrmten (37°C) Medium {iiberfiihrt werden und darin 24h bei 37°C, 5%Co2 und 95 %

Luftfeuchtigkeit inkubieren.
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Um einen moglichen Einfluss von Phenolrot auf IL1A auszuschlieen, werden die Aorten
nach Ablauf dieser Zeit erneut zweimal in PBS gewaschen. Es folgt die Zugabe von 10 ml
Phenolrot-freiem Medium (0,1%) und der zu untersuchenden Testsubstanz und Inkubation bei
37°C, 5%C0O2 und 95 % LF fiir 30 min. AnschlieBend wird die bestimmte Menge IL183

zugegeben und fiir weitere 24h inkubiert.

2.1.4 Zellkultur

Die Aorten werden unter der sterilen Bench in longitudinaler Richtung erdffnet. Mit einem
runden Skalpell wird dann die Intima vorsichtig herausgeschélt. AnschlieBend erfolgt die
Zerteilung in kleine Plittchen und deren Uberfiihrung auf den Boden einer 25-cm?-Flasche
mit einem Saugeraufsatz. Nach Antrocknung der Plittchen werden 5 ml Medium DMEM
(10%FCS) dazugegeben und die Flaschen bei 37°C, 5%CO2, 95 % LF so lange inkubiert, bis
die Zellen eine Konfluenz von >90% aufweisen. Alle 2-3 Tage erfolgt ein Mediumwechsel
und die optische Kontrolle unter dem Mikroskop.

Bei Konfluenz >90% erfolgt das Ubertragen in die nichste Passage mit einem
Teilungsverhiltnis von 1:2 — 1:3. Hierbei werden unter der sterilen Bench zunichst das
vorhandene Medium abgesaugt und die Zellen zweimal in 5 ml PBS gewaschen. Weil es sich
bei VSMCs um wandadhidrente Zellen handelt, werden diese durch 1 ml Trypsin iiber >1min
bei 37°C vom Flaschenboden abgelost. Es folgt das Abspiilen mit 5 ml Medium DMEM
(10%) und Uberfiihren in ein 15 ml Rohrchen. Die am Flaschenboden verbliebenen Zellen
werden im nidchsten Schritt mittels Cellscraper mobilisiert und erneut mit 5 ml Medium
DMEM (10%) abgespiilt und in das 15 ml Réhrchen pipettiert. Nach Zentrifugation bei 2000
G iiber 5 min erfolgt das Absaugen des Uberstands, so dass lediglich das Pallet im Rohrchen
verbleibt. Dieses wird durch wiederholtes leichtes Anschlagen des Rohrchens vollstindig
gelost.

Bei Splitting im Verhiltnis 1:2 wird das geloste Pallet mit 4 ml Medium DMEM (10%)
verdiinnt und anschlieBend jeweils 2 ml in eine mit 3 ml Medium DMEM (10%) gefiillte
Zellkulturflasche pipettiert. Bei Splitting im Verhdltnis 1:3 wird das geloste Pallet
entsprechend mit 6 ml Medium DMEM (10%) verdiinnt und anschlieBend ebenfalls in
Portionen von 2 ml in Zellkulturflaschen mit 3 ml Medium DMEM (10%) eingebracht.

Bei einem Versuchsansatz aus der Zellkultur werden die >90% konfluenten Zellen zunichst
zweimal mit PBS gewaschen. Es erfolgt anschlieBend die Inkubation mit Medium DMEM
(0,1%) bei 37°C fiir 24h.
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Um auch hier einen moglichen Einfluss von Phenolrot auf IL16 auszuschlieBen, werden die
Zellen nach Ablauf dieser Zeit wiederum zweimal mit PBS gewaschen, ehe ihnen Phenolrot-
freies Medium (0,1%) und die zu untersuchende Testsubstanz zugegeben werden. Nach
Inkubation iiber 30 min bei 37°C wird IL1B erginzt und iiber weitere 24h bei gleichen
Bedingungen inkubiert.

2.1.5 RNA-Isolierung

Nach Ablauf der Inkubationszeit erfolgt zunidchst die RNA-Isolierung, die sich in ihrem

Verfahren fiir Zellen und Aorten unterscheidet:

2.1.5.1 RNA-Isolierung nach Zellkultur
Die zu >90% konfluenten Zellen werden mit 600ul RLT-Puffer (enthdlt 1% B-

Mercaptoethanol) lysiert und anschlieend abpipettiert, um in eine Qia-Shredder-Siule
gegeben zu werden. Diese wird dann bei 15800 G fiir zwei Minuten zentrifugiert. Der Filter
mitsamt dem zuriickgehaltenen Material wird verworfen und dem Eluat 600 pl 70%iger
Ethanol (vergillt) zugegeben. 700 pl dieser Losung werden in eine Qia-Saule pipettiert und
bei 8000 G fiir 15 Sekunden zentrifugiert. Nach Verwerfen des Eluats wird dies Verfahren
wiederholt (bis das Eluat aus der Shredder-Séule iiberfiihrt ist). Es folgt das Waschen mit 700
ul RW1-Puffer und Zentrifugation bei 8000 G iiber 15 Sekunden. Nach Verwerfen von Eluat
und Tube wird der Filter in ein neues Tube gesetzt. AnschlieBend wird in zwei Schritten die
RNA mit 500 ul RPE-Puffer ausgefillt. Nach der ersten RPE-Gabe wird bei 8000 G fiir 15
Sekunden zentrifugiert, nach der zweiten RPE-Gabe bei 15800 G fiir 2 Minuten. Eluat und
Tube werden verworfen, der Filter in ein 1,5 ml Tube gesetzt. Die Ablosung der RNA aus der
Filter Matrix erfolgt nun mit 50 pl RNase freiem Wasser. Fiir eine optimale RNA-Gewinnung
weist der Hersteller darauf hin, dass das Wasser mindestens zwei Minuten auf den Filter
einwirken sollte. AbschlieBend wird bei 8000 G fiir eine Minute zentrifugiert und der Filter
verworfen. Nach der Konzentrationsbestimmung am NanoDrop® (s.u.) werden die RNA-

Proben bei —80°C gelagert.

2.1.5.2 RNA-Isolierung aus Zellverbinden (Aorten)

Die inkubierten Aorten werden unter der Bench mit einer sterilen Pinzette aus ihren 15 ml
Rohrchen entnommen und in einer 6-Well-Plate getrocknet. Die getrockneten Aorten werden
dann zusammen mit einer Bleikugel in ein 2 ml Tube gegeben und in fliissigem Stickstoff

schockgefroren.
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Anschliefend folgt die Zerkleinerung in der Retsch-Miihle fiir 1 Minute bei einer Frequenz
von 30/s und die Lagerung des dabei entstehenden Pulvers (in einem 2ml Tube) in
Fliissigstickstoff.

Die RNA-Isolierung erfolgt iiber Trizol ®, eine Losung aus Phenol und Guynidin-
Isothiocyanat. Trizol ® vermag Zellwidnde und Membranen aufzureilen und
Zellkomponenten aufzuldsen, ohne dabei die RNA anzugreifen.

In einem ersten Schritt wird den zerkleinerten Aorten 1 ml Trizol ® zugegeben und bei 12000
G und 4°C fiir iber 15 min zentrifugiert, so dass sich gro3ere Partikel absetzen. Es folgt das
Abpipettieren und Uberfiihren des Uberstandes in ein neues Tube sowie die Zugabe von
200ul Chloroform, um die Phasen zu separieren. Nach Inkubation iiber 3 min bei
Raumtemperatur wird erneut bei 12000 G und 4°C iiber 15 min zentrifugiert, ehe der RNA-
haltige klare Uberstand abgetragen und in ein neues Tube iiberfiihrt wird. Diesem Uberstand
werden 500 pl Isopropanol zur Prizipitation zugegeben und fiir 10 min bei Raumtemperatur
gelagert. Es wird dann bei 12000 G und 4°C iiber 10 min zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. AnschlieBend folgt das Waschen des Pallets in 1 ml 75%igem, -20°C gekiihlten
Ethanol und das Zentrifugieren bei 7500 G und 4°C iiber 5 min. Dieser Vorgang wird noch
zweimal wiederholt, ehe der Uberstand dekantiert und das Pallet 5 min luftgetrocknet wird.

Es wird abschlieBend in 50 ul DEPC-H20 bei 55 °C iiber 3 min gelost. Nach der
Konzentrationsbestimmung am NanoDrop® (s.u.) werden die RNA-Proben bei —-80°C

gelagert.

2.1.6 RNA-Konzentrationsbestimmung am Nano-Drop ®

(Das Verfahren zur Konzentrationsbestimmung am NanoDrop ® ist fiir Proben aus dem Qia-
Gen-Verfahren und dem Trizol®-Verfahren identisch.)

Beim NanoDrop® handelt es sich um ein Spektrophotometer zur Analyse von Konzentration
und Reinheit der gewonnenen RNA-Proben. Dazu werden Extinktionen von 1 pl der gelosten
RNA bei 260 und 280 nm photometrisch vermessen. Die Konzentration lédsst sich ermitteln,
indem die Extinktion bei 260 nm gemessen wird, wobei ein OD-Wert von 1 ndherungsweise
einer Konzentration von 40 pg/ml RNA entspricht. Bei OD-Werten zwischen 0,05 und 1,0
kann von der Linearitit der Messung ausgegangen werden. Die Berechnung der

Konzentration erfolgt mittels der Formel:

RNA [ug/ml] = ODy¢p x 40png/ml x Verdiinnungsfaktor : 1000
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Die Reinheit der Proben wird ermittelt, indem der Quotient der Extinktionswerte bei 260 nm
und 280 nm gebildet wird (ODyp/OD,gp). Werte zwischen 1,8 und 2,2 weisen auf eine
saubere RNA-Isolierung hin. Werte auBlerhalb dieses Bereichs lassen eine Kontamination der

Probe durch Proteine oder Trizol vermuten.

2.1.7 Reverse Transkription

Die Reverse Transkription erfolgt enzymatisch iiber die Reverse Transkriptase, eine RNA-
abhingige DNA-Polymerase, die zur Klasse der Retroviren gehort. Sie sorgt fiir das
Einschleusen viraler RNA in einen komplementidren DNA-Strang. Nach Abtrennen der RNA
aus dem RNA-DNA-Hybrid kann sich ein zweiter DNA-Einzelstrang bilden, so dass ein
doppelstringiges DNA-Molekiil entsteht. Die Durchfithrung der Reversen Transkription
erfolgt am RNAse-freien Arbeitsplatz nach etablierten Arbeitsschritten.

Zunichst wird fiir jede Probe ein sog. Mastermix hergestellt. Die einzelnen Komponenten
(ABI High Capacity cDNA Archive Kit), die bei einer Temperatur von 4° auf Eis

zusammengestellt werden, sind im Folgenden aufgelistet:

H20 (RNAse frei) 20 ul
RNAsin Il
10xRT-Buffer 10 ul
dNTP’s 10mM 4 ul
10 x Random Primers 10 ul

MultiScribe RT (50 U/ul) 5l

Gesamtvolumen 50 ul

Es werden 6 pug RNA einer Probe mit H20 (RNAse frei) zu einem Gesamtvolumen von 50 pl
aufgefiillt. Nach einer fiinfminiitigen Denaturierung bei 70°C im Eppendorf-Cycler werden
die Proben sofort auf Eis gelagert, ehe ihnen 50 pl Mastermix zugefiigt werden. AnschlieBend
folgt die Inkubation bei 25°C iiber 10 min und bei 37°C iiber 120 min im Eppendorf-Cycler.
Die Lagerung der synthetisierten cDNA erfolgt bis zu ihrer Verwendung bei —20°C.
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2.1.8 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Bei der PCR handelt es sich um eine Technik, mit deren Hilfe man in vitro geringste Mengen
spezifischer Nukleinsduren amplifizieren kann. Sie ist seit ihrer Entdeckung zu einer der
wichtigsten Techniken in der modernen Biomedizin entwickelt worden. Durch zunehmende
Vereinfachung, Automatisierungen sowie immer giinstiger werdende Reagenzien ist sie heute

Bestandteil vieler Routineuntersuchungen.

2.1.8.1. PCR-Zyklen

Die PCR besteht aus drei Reaktionsschritten (Denaturierung, Annealing, Elongation), deren
Abfolge einen Zyklus bildet. Der Doppelstrang wird zunédchst durch Erhitzen auf 95°C iiber
15 sec denaturiert. Dabei 10sen sich die Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den
komplememtidren DNA-Stringen auf, so dass nun Einzelstringe vorliegen.

Vor dem ersten Zyklus wird einmalig eine ldngere Zeitspanne (in der vorliegenden Arbeit 10
min) zur Denaturierung gewihlt, weil zu diesem Zeitpunkt die DNA als komplexes Molekiil
vorliegt, das es vollstindig zu trennen gilt. Eine unvollstindige Trennung der ds-DNA kann
eine herabgesetzte Annealing-Effizienz der Primer zur Folge haben. In spiteren Zyklen der
Reaktion werden die Zeiten dann moglichst kurz gehalten, um potentielle Schadigungen von
Reaktionskomponenten zu vermeiden. Nach der Denaturierung wird das Reaktionsgemisch
auf 60°C herabgekiihlt, so dass sich spezifische Oligonukleotide, sog. Primer, iiber
Wasserstoffbriicken an einen DNA-Einzelstrang binden konnen. Die genaue Annealing-
Temperatur des jeweiligen Primers ergibt sich aus der Schmelztemperatur, also der
Temperatur, bei der die Hilfte der Primer-ssDNA-Helixstruktur zerstort ist.

Die Annealing-Temperaturen werden meist empirisch erfasst, ehe die PCR als etabliert gilt.

In der nun folgenden Phase der Elongation dienen die Primer als Ausgangspunkte, von denen
aus matritzenabhingig die Bildung eines komplementiren DNA-Stranges erfolgt. Die
Synthese wird durch DNA-Polymerasen katalysiert, die ANTP s an die ss-DNA anlagern. Die
Elongation ist in ihrer Dauer der Amplifikatgroe anzupassen und findet im

Temperaturoptimum der jeweiligen DNA-Polymerase statt (hier 60°C).

2.1.8.2 Primer

Primer sind synthetische Einzelstrang-Oligonukleotide die als Initiator der
Polymerasekettenreaktion wirken. Die Primer-Sequenz ist komplementidr zum 3°- bzw. 5°-
Ende der zu amplifizierenden DNA-Sequenz, so dass sie in der Annealingphase {iiber

Wasserstoffbriicken gebunden werden (Hybridisierung) und die matritzenabhingige Synthese
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katalysieren konnen. Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Primer werden von der Firma

Oligoservice bezogen und haben folgende Sequenzen:

MMP9 Rev: (5 23") CCA TAC AGC TTA TCC TGG TCA TAG TT-3°
MMP9 Fwd: (5"23") CCC CAG TGA GAATCT CTA CAC G-3°
MMP9-Sonde (5" 23") 6FAM- AAC GGA GAC GGC AAA CCC TGC-Dabcyl- 3~

INOS Rev. (523" CCGACTTTCCTGTCTCAGTAGCA
INOS-Fwd. (523" TGGTGAAAGCGGTGTTCTTTG
INOS-Sonde (5" 23"): 6FAM-AAGGTAATGGCTTCCCGCGTCA-Tamra

PLA2-Rev. (523" TTCCGGGCAAAACATTCAG
PLA2-Fwd. (523" CAGGACTCCTGCCGGAAA
PLA2-Sonde (5"23"): 6FAM-AGCTGTGCCAGTGCGATAAAGCTGC-Tamra

B-Actin-Rev. (5" 23"): CTCAGGAGGAGCAATGATCTTGAT
B-Actin-Fwd. (5" 23"): TCGCTGACAGGATGCAGAAG

B-Actin-Sonde(5"2>3"): 6FAM-AGATTACTGCCCTGGCTCCTAGCACCA-TMR

Um ein Reannealing der DNA-Stringe zu verhindern, wird Primer - relativ zur DNA-Menge

—im Uberschuss zugegeben.

2.1.8.3 Thermocycler und Temperaturprofil

Heute verwendete Thermocycler heizen auf der Basis von Peletier-Elementen oder mit Hilfe
von Fliissigkeit, so dass die friither iibliche Zeitnahme und manuelle Umsetzung der Proben
vereinfacht wird. Anforderungen an einen Thermocycler sind die wiederholte, exakte
Ansteuerung der Inkubationszeiten und —temperaturen innerhalb der PCR-Zyklen. Die
Wechselzeit zwischen den einzelnen Inkubationsschritten sollte dabei moglichst kurz sein.

Die Wahl der Temperatur fiir die einzelnen Inkubationsschritte richtet sich nach dem
Temperaturoptimum der verwendeten Polymerase, wobei die Elongationszeit je nach Grofie
der Zielsequenz variiert werden sollte. Um nach dem letzten Zyklus unvollstdndig verlidngerte

Ketten zu vervollstdndigen, kann eine zusitzliche Elongationsphase angeschlossen werden.
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2.1.8.4 Interkalierende Farbstoffe — ROX®

Mit Hilfe interkalierender Farbstoffe kann das entstehende Amplifikat sichtbar gemacht
werden. Der erste dafiir verwendete Farbstoff war Ethidiumbromid; mittlerweile sind eine
Reihe weiterer Farbstoffe verfiigbar, deren gemeinsames Merkmal ein planarer
Molekiilaufbau ist, so dass sie sich in Windungen der ds-DNS einlagern konnen. Angeregt
durch energiereiches UV-Licht vermdgen sie Licht in energiedrmeren Wellenlidngen zu
emittieren.

Liegt der Farbstoff interkaliert in DNA-Windungen, kann ein starkes Signal registriert
werden. Liegt der Farbstoff hingegen in freier Form vor, kommt es nur zu schwacher

Emission.

2.1.8.5 Auswertung der PCR

Bei der realtime-PCR ist es moglich, zeitgleich zum Amplifikationsvorgang die Reaktion
auszuwerten, indem die emittierte Fluoreszenz eines Farbstoffes gemessen wird. Dabei
verhalten sich Amplifikation und emittierte Fluoreszenz linear proportional zueinander und
man kann iiber die Bestimmung der Fluoreszenz auf die entstehende Menge des Amplifikats
riickschlieBen. Die realtime-PCR lésst sich auf zwei verschiedene Weisen analysieren, die
Endzeitmessung und die Echtzeitmessung.

Die Endpunktmessung bestimmt die Fluoreszenz der Probe am Startpunkt und am Ende des
jeweiligen Zyklus. Einige Gerite messen zusitzlich in der Mitte des Zyklus. Da hierbei nur
bestimmt wird, ob wihrend der PCR eine vermehrte Fluoreszenz zu verzeichnen ist,
ermoglicht sie eine qualitative Aussage (ja/nein). Die Beobachtung der Ergebnisse wihrend
der einzelnen Zyklen und deren Quantifizierung ist bei diesem Verfahren nicht moglich.

Das Verfahren der Echtzeitmessung beruht auf der Fluoreszenzbestimmung wihrend jedes
einzelnen Zyklus. Welcher Schritt des Ampflifikationsvorganges als Messpunkt definiert
wird, hiingt im Wesentlichen von der Art der verwendeten Sonde ab.

Weil die zur realtime-PCR verwendeten Farbstoffe wie auch die verschiedenen
Reaktionsmaterialien eine Grundfluoreszenz aufweisen, ist der Fluoreszenzwert zu Beginn
der Reaktion nicht gleich Null. Bei negativer quantitativer realtime-PCR verlduft eine Linie
bis zum Ende; die Fluoreszenz bleibt unterhalb des Schwellenwertes. Bei positiver
quantitativer realtime-PCR kommt es zu einem Anstieg der Fluoreszenz. Die aufgezeichnete
Linie verbleibt trotz Amplifikation fiir einige Zyklen als parallel zur Abszisse verlaufende
sog. Basislinie unter dem Schwellenwert, da die gebildeten Produktmengen zu gering sind. In

dieser Phase der Reaktion sind oftmals leichte UnregelméBigkeiten im Kurvenverlauf
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auszumachen, die auf Schwankungen der gemessenen Fluoreszenz basieren. Es wird daher ein
Punkt definiert, ab dessen Uberschreitung die Fluoreszenz des Amplifikats als signifikante
Uberschreitung der Hintergrundfluoreszenz definiert werden kann. Dieser Punkt ist die
Standardabweichung der Hintergrundfluoreszenz zwischen Zyklus 3 und 15, multipliziert mit
dem Faktor zehn. Den auf die Abszisse projizierten Schnittpunkt zwischen Fluoreszenz und
Schwellenwert bezeichnet man als Cyclethreshold (CT). Er stellt diejenige Zyklenzahl dar, zu
der der niedrigste (positive) Wert einer quantitativen realtime-PCR zu bestimmen ist.

Der CT-Wert steht in direktem Zusammenhang zur eingesetzten Probenmenge: Bei niedrigem

CT-Wert ist die eingesetzte DNA-Menge hoch, bei hohem CT-Wert entsprechend gering.

2.1.8.6 relative Quantifizierung

Die relative Quantifizierung vermag Anderungen in einem im Gleichgewicht befindlichen
System zu registrieren und ist somit geeignet als Methode zur Erfassung von
Genexpressionen.

Bei der Quantifizierung wird das Verhiltnis von DNS/RNS einer zu untersuchenden Probe X
zur Menge DNS/RNS einer bekannten Probe Y bestimmt. Dabei muss weder die
Konzentration der Zielsequenz noch eine Standardkurve mit bekannter Konzentration erstellt
werden, weil ein Verhiltnis beider Proben zueinander berechnet wird (Bustin S.A., 2000). Die
unbekannte Menge X wird semiquantitativ abgeschitzt, d.h. sie wird auf das Signal der Probe
Y abgeschdtzt, wobei zwei verschiedene Rechenwege moglich sind: Die
Standardkurvenmethode und die AACT-Methode [Livak KJ, Schmittgen TD. 2001].
Gemeinsamkeit beider Rechenwege ist das notwendige Vorhandensein eines Referenzgens als
endogene Kontrolle (sog. Housekeeping Gene), das mitbestimmt wird. Hierbei handelt es sich
um eine aktive Referenz, die eine Bestimmung der Ziel RNS/DNS gegen die gesamte in der
Probe vorhandene RNS/DNS ermoglicht. Als Housekeeping-Gene eignen sich z.B. 18s
rRNA, GAPDH oder B-Actin, also solche Gene, die ubiquitir in den verwendeten Zellen
vorkommen und unter verschiedenen experimentellen Bedingungen konstant exprimiert
werden. Da 18s rRNA keinen Poly-A-Schwanz hat, eignet sie sich nicht fiir eine rt-PCR, bei
der Oligo-dTs fiir die reverse Transkription verwendet werden. GAPDH scheint eine geringe
Konstanz in seiner Expression zu haben, weshalb seine Verwendung kritisch betrachtet und B3-
Actin der Vorzug gegeben wird.

Bei der Berechnung per Standartkurven-Methode werden neben der zu analysierenden Probe
in der realtime-PCR serielle Verdiinnungen eines Housekeeping-Gens und eine der

Zielsequenz dhnliche Standardprobe mit untersucht, wobei die genauen Konzentrationen nicht
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bekannt sein miissen. Bei gleicher Effizienz von Standard und Housekeeping-Gen in der PCR
reicht es aus, fiir die weitere Berechnung die Standardkurve des Housekeeping-Gens zu
verwenden. AnschlieBend werden CT-Werte der zu untersuchenden Proben gegen die
Housekeeping-Werte ,,normalisiert”, ehe der resultierende niedrigere Wert als Kalibrator
definiert und gleich eins gesetzt wird. Hieraus resultiert eine Relation beider Proben
zueinander. Bei der Berechnung mittels AACT-Methode ist keine Standardkurve nétig. Hier
werden die CT-Werte miteinander verrechnet, wobei eine gleiche Effizienz von
Housekeeping-Gen und Zielsequenz in der PCR die Basis der Berechnung darstellt.

Zur Durchfithrung der realtime PCR werden von der durch reverse Transkription gewonnenen
cDNA 5 ul in eine Vertiefung einer 96-well-plate pipettiert. AnschlieBend wird die
Vertiefung mit 20ul Mastermix auf ein Gesamtvolumen von 25ul aufgefiillt. Der verwendete

Mastermix besteht aus:

Universal-Master-Mix 12,5 ul
Fwd-Primer [400nM] 1,0 ul
Rev-Primer [400nM] 1,0 ul
Sonde [400nM] 0,5
DEPC-H,0 5,0l

20,0 wl

Die Platte wird nach Befiillen bei 500G fiir 5 min zentrifugiert und anschliefend im TagMan
amplifiziert. Hier folgten auf einen 10miniitigen Denaturierungsschritt bei 95°C 45 Zyklen
von jeweils 1min Denaturierung bei 95°C und Extension bei 60°C. Alle Proben werden aus
technischen Griinden als Triplikat analysiert und gegen B-Actin als Housekeeping-Gen

berechnet.

Die Berechnung erfolgte mittels der AACT-Methode:
Berechnung des ACT-Wertes: ACT = CT probex — CTg-Actin
Berechnung des AACT-Wertes: AACT = ACTBgehandlung - ACTkontrolle

Berechnung der Transkripthdufigkeit: relative Transkripthdufigkeit = pAACT,
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2.1.8.7 Statistik

Die Ergebnisse wurden mittels des Mann-Whitney-U-Tests ausgewertet. Hierbei wurde ein

Signifikanzniveau von 0,05 als signifikant angesehen. Die statistischen Auswertungen wurden

mit dem Computerprogram Prism S.02 (Graphpad, Ca, USA) durchgefiihrt.

Die Darstellungen zeigen einen Mittelwert + SEM.

2.2 Material

2.2.1 Chemikalien/Reagenzien/Puffer
H20 deionisiert

DMSO

Dulbecco’s MEM

Ethanol

Ethidiumbromid

EDTA

Fetales Kilberserum (FCS)

Isopropanol
Kaliumchlorid (KCI)
Magnesiumchlorid (MgClI)
Magnesiumsulfat (Mg,SO4)
Methanol

PBS Dulbecco
Penicillin-Streptomycin
B-Mercaptoethanol
Salzsdure (HCI)
Taq-Polymerase
Tag-Polymerase (Go-Taq)
RT-Puffer

DMEM I (mit Phenolrot)
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Millipore Corporation, Bedford, USA
Sigma, St. Louis/USA

Biochrom AG, Berlin

Roth, Karlsruhe/D
Boehringer-Mannheim

Sigma, St. Louis/USA

Biochrom, Berlin/D

Merck, Darmstadt/D

Merck, Darmstadt/D

Sigma, St. Louis/USA

Sigma, St. Louis/USA

Merck, Darmstadt/D

Biochrom AG, Berlin/D

Biochrom AG, Berlin/D

Merck, Darmstadt/D

Merck, Darmstadt/D

Biolabs, New England/USA
PROMEGA GmbH,

Applied Biosystems, Foster City, USA

10 % FCS
1% Penicillin-Streptomycin
1 mmol/l L-Glutamin

0,5 mmol/l Na-Pyruvat



DMEM II (mit Phenolrot)

DMEM III (ohne Phenolrot)

DMEM IV (ohne Phenolrot)

RLT-Puffer

PBS (10x)

2.2.2 Kits und fertige Losungen
RNeasy Mini Kit

- RLT-Puffer

- W 1 Puffer
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4,5¢g/1 D-Glucose

0,1 % FCS

1% Penicillin-Streptomycin
1 mmol/l L-Glutamin

0,5 mmol/l Na-Pyruvat
4,5¢g/1 D-Glucose

10% FCS

1% Penicillin-Streptomycin
1% L-Glutamin

0,5 mmol/l Na-Pyruvat
4,5¢g/1 D-Glucose

0,1% FCS

1% Penicillin-Streptomycin
1% L-Glutamin

0,5 mmol/l Na-Pyruvat
4,5¢g/1 D-Glucose

Qiagen, Hilden/D

80 g NaCl

2 g KCl

36,3 g Na,HPO,4 x 12 H,0O
2,4 ¢ KH,PO,4

pH 7,2

ad 1000 ml Aqua dest

Qiagen, Hilden/D



ROX Supermix BioRad, Miinchen/D
High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit  Applied Biosystems, Foster City, USA
- RNase Inhibitot [20U/ul]
- RNasin [40U/1]
- Multiscribe Reverse Transcriptase [50 U/ul]
- Random Primer (10x)
TaqMan®—Mastermix BioRad, Miinchen/D
Primer Oligoservice, Berlin, Deutschland
MMP9 Rev: (523" CCA TAC AGC TTATCC TGG TCA TAG TT-3°
MMP9 Fwd: (5"23") CCC CAG TGA GAA TCT CTA CAC G-3°
MMP9-Sonde (5" 23") 6FAM- AAC GGA GAC GGC AAA CCC TGC-Dabcyl- 3-

INOS Rev. (523" CCGACTTTCCTGTCTCAGTAGCA
INOS-Fwd. (523" TGGTGAAAGCGGTGTTCTTTG
INOS-Sonde (5"23"): 6FAM-AAGGTAATGGCTTCCCGCGTCA-Tamra

PLA2-Rev. (523" TTCCGGGCAAAACATTCAG
PLA2-Fwd. (5"23"): CAGGACTCCTGCCGGAAA
PLA2-Sonde (5°2>3"): 6FAM-AGCTGTGCCAGTGCGATAAAGCTGC-Tamra

B-Actin-Rev. (5" 23"): CTCAGGAGGAGCAATGATCTTGAT

B-Actin-Fwd. (5" 23"): TCGCTGACAGGATGCAGAAG
B-Actin-Sonde(5">3"): 6FAM-AGATTACTGCCCTGGCTCCTAGCACCA-TMR

2.2.3 Verbrauchsmaterialien

Cover Slides BD Falcon Culture Slides BD Bioscience, Bedford/USA
Deckgliser Roth, Karlruhe/D
Eppendorf-Tubes (0,5 ml und 1,5 ml) Eppendorf, Hamburg/D
Filterspitzen Eppendorf, Hamburg/D
Glaspipetten (1-25 ml) Roth, Karlsruhe/D
Kulturflaschen Nunc, Roskilde/DK
Kryo-Rohrchen Eppendorf, Hamburg/D
Pipetten
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(10ul, 20ul, 100 ul, 1000 ul, 5000 ul)
Pipettenspitzen

(10u1, 20ul, 100 pl, 1000 ul, 5000 ul)
Plastikpetrischalen (35er, 60er)

Pasteurpipetten
Priparationsbesteck
Skalpelle
Reaktionsgefilie 0,5 ml
1,5 und 2,0 ml
15 und 20 ml

Spritzen und Kaniilen (Sterican)
Sterilpipetten Sml, 10ml, 25ml
Zellkulturartikel
Zellkulturflaschen (75 ml)
Zellkulturflaschen (35 ml)
Zellschaber

96well Platte

Whatman-Papier

Brutschrank

Gefrierschrank -80°C
Gefrierschrank -20°C
Kiihlschrank

NanoDrop Spectrophotometer ND 1000
Sterilwerkbank

Thermogerit

Zentrifuge

Mastercycler

Milli-Q Water purification system
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Eppendorf, Hamburg/D
Eppendorf, Hamburg/D

Eppendorf, Hamburg/D

Eppendorf, Hamburg/D

FST, Foster City/USA

Feather Safety Razor Co., Ltd, Osaka, Japan
Sarstedt, Niirnbrecht/D

Eppendorf, Hamburg/D

Falcon, Oxnard/USA

Braun, Melsungen/D

Eppendorf, Hamburg/D

BD Bioscience, Bedford/USA

BD Bioscience, Bedford/USA

BD Bioscience, Bedford/USA

BD Bioscience, Bedford/USA

Greiner, Flacht/D

Whatman International Ltd., Maidstone /UK
Heraeus, Osterode, Deutschland

Heraeus, Osterode, Deutschland

Liebherr, Biberach, Deutschland

Bosch, Stuttgart, Deutschland

NanoDrop Technologies, Wilmington, USA
Heraeus, Osterode, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Heraeus, Osterode, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Millipore Corporation, Bedford, USA



3 Ergebnisse

3.1 Einfluss der Inkubationszeit auf die Expression proinflammatorischer Gene

Abbildung 1 zeigt die dosis- und zeitabhédngige Expressionssteigerung der im Rahmen dieser
Arbeit untersuchten Gene der iNOS, der MMP9 und der sPLA2 durch das

proinflammatorische Zytokin Interleukin-18.
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Abb. 1: Zeitabhdngige Expressionssteigerung von iNOS, MMP9 und sPLA2 in VSMCs unter
Stimulierung mittels IL1f tiber 12 und 24h zur Etablierung der IL13-Konzentration [10ng/ml]

und —stimulierungszeit..

Die verwendeten Primer waren zum Zeitpunkt der Arbeit bereits etabliert.

Bei den verwendeten Zellen handelte es sich um Ratten-VSMC aus der thorakalen Aorta, die
in Generation p4 nach Inkubation mit DMEM 10% - Medium fiir 24h in DMEM 0,1% -
Medium (phenolrot-frei) iiberfithrt wurden. Es wurden mit jeweils 1, 10, 20 und 30 ng/ml
verschiedene Konzentrationen getestet, wobei eine Konzentration von 10 ng/ml IL1A eine
konstante Stimulation bewirkte (Daten nicht gezeigt). Die verschiedenen Konzentrationen
wurden in Abstidnden von 6, 12, 18, 24 und 30 h gemessen; hier zeigte eine Inkubationszeit
von 24h eine fiir alle Gene konstante Expressionssteigerung (exemplarisch fiir 12 und 24h in
Abb. 1 gezeigt).

In den folgenden Versuchen (Abb. 2-14) wurde die Konzentration von IL183 daher mit 10
ng/ml und die Inkubationszeit mit 24h festgelegt. Fiir alle Versuche dieser Arbeit wurden die

Werte aus jeweils drei Proben gemittelt, die Gesamtversuchszahl je Abb. betrdgt n=5.
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3.2 Einfluss von HDL auf die Expression proinflammatorischer Gene

3.2.1 iNOS

600~

400+

T lll

Abb. 2: Relative Expression von iINOS in VSMCs: Einfluss

x-fache Expressionssteig

verschiedener Konzentrationen HDL bei Stimulierung mittels ILI1f3 [10
ng/ml] iiber 24h

Abbildung 2 beschreibt den konzentrationsabhingigen FEinfluss von High-Density-
Lipoproteinen auf die Expression der iNOS.

Bis zum Splitting zur Generation p4 erfolgte die Inkubation mit DMEM 10% - Medium (s.0.).
Nach Konfluenz der p4-VSMCs wurde das Medium abgesaugt und phenolrotfreies Medium
DMEM 0,1% fiir 24h ergédnzt. Hierdurch sollte ein moglicher Einfluss von Phenolrot auf IL163
ausgeschlossen werden. Anschlieend wurde eine Kontrolle VSMCs ohne IL16 und HDL
belassen und die iibrigen VSMC-Proben 24h mit 10ng/ml IL18 und mit 0 mg/ml, 0,001
mg/ml, 0,005 mg/ml, 0,01 mg/ml, 0,05 mg/ml, 0,1 mg/ml und 0,5mg/ml HDL inkubiert. Der
Versuch fand mit einer Versuchszahl von n=5 mit jeweils drei parallel zu vermessenden
Proben statt. Hier zeigte sich eine signifikante Abnahme der Stimulierung bei Inkubation mit
0,01 mg/ml HDL mit einer maximalen Hemmung bei 0,05 mg/ml HDL. Die Hemmung folgte

einer Dosis-Wirkungsbeziehung.
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3.2.2 MMP9
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Abb. 3: Relative Expression von MMP9 in VSMCs: Einfluss verschiedener
Konzentrationen HDL bei Stimulierung mittels ILIf [ 10 ng/ml] iiber 24h

In Abbildung 3 wird der konzentrationsabhidngige Einfluss von High-Density-Lipoproteinen
auf die Expression der MMP9 beschrieben.

Bis zum Splitting zur Generation p4 erfolgte die Inkubation mit DMEM 10% - Medium (s.0.).
Nach Konfluenz der p4-VSMCs erfolgte das Absaugen des Mediums und die Zugabe von
phenolrotfreiem Medium DMEM 0,1% fiir 24h. Hierdurch sollte ein moglicher Einfluss von
Phenolrot auf IL1B ausgeschlossen werden. Auch in dieser Versuchsanordnung wurde
anschlieend eine VSMC-Kontrolle von der IL18-Simulierung und der Inkubation mit HDL
ausgenommen. Die iibrigen Proben wurden fiir 24h mit 10 ng/ml IL18 und mit 0 mg/ml,
0,001 mg/ml, 0,005 mg/ml, 0,01 mg/ml, 0,05 mg/ml, 0,1 mg/ml und 0,5mg/ml HDL
inkubiert. Bei n=5 mit je drei parallel untersuchten Proben konnte bereits bei 0,001 mg/ml
HDL eine signifikante Hemmung registriert werden, die ihr Maximum bei -einer

Konzentration von 0,5 ml/mg HDL erreichte.

3.2.3 sPLA2
In Abbildung 4 wird der konzentrationsabhéngige Einfluss von High-Density-Lipoproteinen
auf die Expression der sPLA?2 gezeigt.
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Abb. 4: Relative Expression von sPLA2 in VSMCs: Einfluss verschiedener
Konzentrationen HDL bei Stimulierung mittels ILIf [ 10 ng/ml] iiber 24h

Wie in den zuvor beschriebenen Versuchen (Abb. 2 + 3) wurde bis zum Splitting zur
Generation p4 mit DMEM 10% - Medium inkubiert (s.0.). Nach Konfluenz der p4-VSMCs
erfolgte das Absaugen des Mediums und die Zugabe von phenolrotfreiem Medium DMEM
0,1% fiir 24h. Hierdurch sollte ein moglicher Einfluss von Phenolrot auf IL1 ausgeschlossen
werden. AnschlieBend wurde auch in diesem Experiment eine VSMC-Kontrolle von der
IL1B-Simulierung und der Inkubation mit HDL ausgenommen. Alle weiteren Proben wurden
mit IL18 iiber 24h stimuliert und mit 0 mg/ml, 0,001 mg/ml, 0,005 mg/ml, 0,01 mg/ml, 0,05
mg/ml, 0,1 mg/ml und 0,5mg/ml HDL inkubiert. Dabei wurde ein Abfall der Genexpression
im Sinne einer Dosis-Wirkungs-Beziehung beobachtet mit einem Maximum bei 0,5 mg/ml

HDL. Eine signifikante Hemmung lag bei 0,05 mg/ml HDL vor.

3.3 Einfluss von S1P auf die Expression proinflammatorischer Gene
3.3.1 iNOS

Abbildung 5 beschreibt den konzentrationsabhidngigen, antiinflammatorischen Effekt des
Sphingosin-1-Phosphat gegeniiber IL13-stimulierter iNOS-Expression.
Die Untersuchungen der Abb. 5 fanden mit n=5 und drei parallel vermessenen Proben statt. In

diesen Versuchen wurde bis zum Splitting der VSMCs zur Generation p4 mit DMEM 10% -
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Medium (s.0.) inkubiert. Nach Konfluenz der p4-VSMCs erfolgte das Absaugen des Mediums
und die Zugabe von phenolrotfreiem Medium DMEM 0,1% fiir 24h. Hierdurch sollte ein

moglicher Einfluss von Phenolrot auf IL18 ausgeschlossen werden.
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Abb. 5: Relative Expression von iNOS in VSMCs: Einfluss verschiedener
Konzentrationen SIP bei Stimulierung mittels IL13 [10 ng/ml] tiber 24h

Zur Kontrolle wurde eine Probe VSMCs nicht mit IL16 stimuliert. Alle weiteren Proben
wurden mit der etablierten Menge von 10 ng/ml IL1# sowie mit 0,1 nmol/l, 1 nmol/l, 10
nmol/l, 0,1 pmol/l und 1 umol/l Sphingosin-1-Phosphat iiber 24h inkubiert.

Es zeigte sich dabei eine kontinuierliche Abnahme der iNOS-Expression mit maximaler

Hemmung bei 1 umol/l S1P. Bereits bei 0,1 nmol/l gab es eine signifikante Hemmung.

3.32 MMP9

Abbildung 6 zeigt die Abnahme der Genexpression von MMP9 unter steigenden
Konzentrationen von S1P.

Auch hier erfolgte die Inkubation der VSMCs bis zum Splitting zur Generation p4 mit
DMEM 10% - Medium (s.o.). Nach Konfluenz der p4-VSMCs und Absaugen des Mediums
wurde dies durch phenolrotfreies Medium DMEM 0,1% fiir 24h ersetzt. Hierdurch sollte ein

moglicher Einfluss von Phenolrot auf IL1 ausgeschlossen werden. Als Kontrolle wurde einer
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Probe in jedem der n=5 Versuche die Stimulierung mit IL16 und die Inkubation mit S1P

vorenthalten.
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Abb. 6: Relative Expression von MMP9 in VSMCs: Einfluss verschiedener
Konzentrationen S1P bei Stimulierung mittels IL1f3 [10 ng/ml] iiber 24h

Die iibrigen Proben wurden mit IL18 [10 ng/ml] stimuliert und mit 0,1 nmol/l, 1 nmol/l, 10
nmol/l, 0,1 pmol/l und 1 pmol/l Sphingosin-1-Phosphat inkubiert.

Es zeigte sich auch hier eine deutlich reduzierte Genexpression im Vergleich zur alleinig mit
IL16 stimulierten Probe bei maximaler Hemmung in den Konzentrationen 0,1 pumol/l und 1

umol/l S1P, wobei eine signifikante Hemmung bereits bei 10 nmol/l vorlag.

3.3.3 sPLA2

In Abbildung 7 wird der Einfluss verschiedener Konzentrationen des antiinflammatorischen
S1P auf die Expression von sPLA?2 dargestellt.

Wie in den Versuchen aus Abb. 5 und 6 wurde bis zum Splitting der VSMCs zur Generation
p4 mit DMEM 10% - Medium (s.0.) inkubiert. Nach Konfluenz der p4-VSMCs erfolgte das
Absaugen des Mediums und die Zugabe von phenolrotfreiem Medium DMEM 0,1% fiir 24h,

um einen mdoglichen Einfluss von Phenolrot auf IL163 auszuschlieBen.
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Abb. 7: Relative Expression von sPLA2 in VSMCs: Einfluss verschiedener
Konzentrationen S1P bei Stimulierung mittels IL1f3 [10 ng/ml] tiber 24h

Eine Kontrollprobe wurde ohne IL16 und S1P belassen, die iibrigen mit IL16 stimuliert und
mit 0,1 nmol/l, 1 nmol/I, 10 nmol/l, 0,1 pmol/l und 1 umol/lI S1P inkubiert.

Nach Auswertung der n=5 Versuche konnte gezeigt werden, dass die sSPLA2-Expression unter
S1P-Einfluss deutlich abnahm, wobei bereits bei 0,1 nmol/l eine signifikante Hemmung

nachzuweisen war.

3.4. Expression proinflammatorischer Enzyme unter Blockierung des S1P3-Rezeptors
3.4.1 iNOS

Abbildung 8 zeigt den Einfluss von HDL und S1P auf die Expression von iNOS in glatten
GefiaBmuskelzellen, wo der S1P3-Rezeptor durch Zugabe von siRNA reduziert ausgebildet
war. Das Zellmaterial und die siRNA wurden von der AG Prof. van der Giet zur Verfiigung
gestellt.

Wie in den vorangehenden Versuchen wurden die VSMCs bis zum Splitting zur Generation
p4 mit DMEM 10% - Medium (s.0.) inkubiert. Nach Konfluenz der p4-VSMCs wurde
phenolrotfreies Medium DMEM 0,1% fiir 24h verwendet, um einen moglichen Einfluss von
Phenolrot auf IL18 auszuschlieBen.

Als Kontrolle wurde einer Probe in jedem der n=5 Versuche die Stimulierung mit IL1 und

die Inkubation mit S1P und HDL vorenthalten.
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Abb. 8: relative Expression von iNOS - siRNA in VSMCs: Einfluss von
HDL[0,5mg/ml] und SIP [l umol/l] bei Stimulierung mittels IL13 [10
ng/ml] iiber 24h

Den iibrigen Proben wurden 10 ng/ml IL1B zugefiihrt. Eine Probe inkubierte dann mit
zusitzlich 0,5 mg/ml HDL, eine andere mit 1 umol/l S1P. Trotz der hohen Dosierung der
antiinflammatorischen Testsubstanzen kam es zu keiner wesentlichen Hemmung der
Expression. Lediglich bei HDL gibt es eine leichte, nicht signifikante, Hemmung der IL18-

induzierten Expression.

34.2 MMP9

In Abbildung 9 wird der Einfluss von HDL und S1P auf die Expression von MMP9 unter
Ausschalten des S1P3-Rezeptors durch Zugabe von siRNA untersucht.

Auch hier wurden die entsprechenden Materialien durch die AG Prof. van der Giet zur
Verfiigung gestellt. Es wurden hierzu VSMCs bis zum Splitting zur Generation p4 mit
DMEM 10% - Medium (s.0.) inkubiert. Nach Konfluenz der p4-VSMCs wurde
phenolrotfreies Medium DMEM 0,1% fiir 24h verwendet, um einen moglichen Einfluss von
Phenolrot auf IL16 auszuschlieBen. Einer Kontrolle wurde die Stimulierung mit IL16 und die
Inkubation mit S1P und HDL vorenthalten. Den {iibrigen Proben wurden 10 ng/ml IL163
zugefiihrt. Eine Probe inkubierte dann mit zusétzlich 0,5 mg/ml HDL, eine andere mit 1
umol/l STP.

In allen der n=5 Versuche mit jeweils drei parallel vermessenen Proben war trotz der hohen

Dosierung der antiinflammatorischen Testsubstanzen keine wesentliche Hemmung der
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Expression festzustellen. Wie bereits in Abb. 8 zeigte sich lediglich beim HDL ein nicht

signifikanter Expressionsriickgang.
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Abb.. 9: Relative Expression von MMP9 - siRNA in VSMCs: Einfluss von
HDL[0,5mg/ml] und SIP [l umol/l] bei Stimulierung mittels IL1f3 [10
ng/ml] iiber 24h
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Abb. 10: Relative Expression von MMP9 - siRNA in VSMCs: Einfluss von
HDL[0,5mg/ml] und SIP [l umol/l] bei Stimulierung mittels IL1f3 [10
ng/ml] iiber 24h

In Abbildung 10 wird der Einfluss von HDL und S1P auf die Expression von sPLA2 bei
Blockierung von S1P3-Rezeptoren gezeigt.
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In diesem Versuch wurden VSMCs bis zum Splitting zur Generation p4 mit DMEM 10% -
Medium (s.0.) inkubiert. Nach Konfluenz der p4-VSMCs wurde phenolrotfreies Medium
DMEM 0,1% fiir 24h verwendet, um einen moglichen Einfluss von Phenolrot auf IL163
auszuschlieBen. Einer Kontrollprobe wurde die Stimulierung mit IL1 und die Inkubation mit
S1P und HDL vorenthalten, wihrend den iibrigen Proben wurden 10 ng/ml IL16 zugefiihrt
wurde. Eine Probe inkubierte dann mit zusétzlich 0,5 mg/ml HDL, eine andere mit 1 umol
S1P. In allen der n=5 Versuche mit jeweils drei parallel vermessenen Proben war trotz der
hohen Dosierung der antiinflammatorischen Testsubstanzen keine signifikante Hemmung der

Expression festzustellen.

3.5 Antiinflammatorische Effekte von HDL und S1P unter dem Einfluss verschiedener

Antagonisten des S1P-Rezeptorsystems

3.5.1 iNOS

Im nichsten Schritt sollte iiberpriift werden, durch welchen Rezeptor S1P und HDL die
iNOS-Expression hemmen. Hierzu wurden verschiedene Antagonisten des S1P-
Rezeptorsystems getestet.

PTX inhibiert Gi-gekoppelte Reaktionswege und wurde in einer Konzentration von 1pumol/l
verwendet. JTE wirkt als Antagonist am S1P2-Rezeptor und wurde mit 10 umol/l dosiert. Bei
CAY 10444 handelt es sich um einen Antagonisten der S1P1- und S1P3-Rezeptoren. Cay
10444 wird mit 1 umol/l getestet.

Abbildung 11 beschreibt nun den Einfluss von S1P und HDL auf die Expression von iNOS.

In dieser mehrgliedrigen Versuchsanordnung wurden VSMCs bis zum Splitting zur
Generation p4 mit DMEM 10% - Medium (s.o0.) inkubiert. Nach Konfluenz der p4-VSMCs
wurde auch hier phenolrotfreies Medium DMEM 0,1% fiir 24h verwendet, um einen
moglichen Einfluss von Phenolrot auf IL18 auszuschlieBen. Die Proben wurden auf 4
Gruppen verteilt und wie folgt bearbeitet:

In der ersten Kontrollgruppe (iNOS) wurde einer Kontrollprobe die Stimulierung mit IL163
und die Inkubation mit S1P und HDL vorenthalten, wihrend den iibrigen Proben 10 ng/ml
IL1B fiir 24h zugefiihrt wurde. Es inkubierte dann eine Probe mit zusitzlich 0,5 mg/ml HDL,
eine andere mit 1 pmol/l S1P fiir ebenfalls 24h.

In der zweiten Gruppe (PTX) wurde ebenfalls eine Kontrolle ohne IL163, HDL und S1P

belassen, die anderen Proben hingegen mit 10 ng/ml IL1B {iber 24h stimuliert. Einer Probe
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wurden dann 0,5 mg/ml HDL und PTX, einer anderen 10 umol/l S1P und PTX fiir ebenfalls
24h hinzugegeben.
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Abb. 11: Relative Expression von iNOS in VSMCs: Einfluss von
HDL[0,5mg/ml] und SI1P []0'6 mol/l] bei Stimulierung mittels IL1f3 [10
ng/ml] sowie verschiedener Agonisten und Antagonisten des SIP-

Rezeptorsystems iiber 24h

Den iibrigen Proben wurde fiir 24h IL18 [10 ng/ml] hinzugegeben.

In Gruppe drei (JTE) verblieb eine Kontrolle ohne IL16 oder HDL und S1P, alle anderen
wurden mit IL16 [10ng/ml] fiir 24h inkubiert. Einer Probe wurden dann 0,5 mg/ml HDL und
JTE, einer anderen lpmol/l S1P und JTE fiir ebenfalls 24h hinzugegeben. Den iibrigen
Proben wurde fiir 24h IL16 [10 ng/ml] hinzugegeben.

In Gruppe vier (CAY 10444) verblieb eine Kontrolle ohne IL18 oder HDL und S1P, alle
anderen wurden mit IL18 [10ng/ml] fiir 24h inkubiert. Einer Probe wurden dann 0,5 mg/ml
HDL und CAY 10444, einer anderen lpmol/l S1P und CAY 10444 fiir ebenfalls 24h
hinzugegeben.

Die Versuchsanzahl betrug n = 5 bei drei parallel vermessenen Proben.

Es zeigte sich in Gruppe eins eine signifikante Hemmung der Genexpression von iNOS
sowohl unter Inkubierung mit HDL und S1P. In Gruppe zwei kommt es unter S1P und HDL
unter gleichzeitiger Inkubation mit dem Gi-Pathway-Antagonisten PTX zu keiner signifikant

reduzierten Expression von iNOS in VSMCs.
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Gruppe drei steht neben S1P und HDL unter dem Einfluss des S1P2-Rezeptor-Antagonisten
JTE. Es zeigt sich hier eine signifikant verminderte Expression von iNOS. Gruppe vier zeigt
unter S1P und HDL und gleichzeitigem Einfluss des S1P1- und S1P3-Rezeptor-Antagonisten
CAY 10444 eine unverdnderte Expression von iNOS in VSMCs im Vergleich zur allein mit

IL18 stimulierten Probe.

3.5.2 MMP9

Im Versuch der Abbildung 12 sollte iiberpriift werden, durch welchen Rezeptor S1P und HDL
die MMP9-Expression hemmen. Hierzu wurden die o.g. Antagonisten des SI1P-
Rezeptorsystems getestet.

PTX (Gi-Antagonist) wurde in einer Konzentration von lumol/l verwendet, JTE (S1P2-
Rezeptor-Antagonist) mit 10 pumol/l dosiert, CAY 10444 (S1P1- und SI1P3-Rezeptor-
Antagonist) mit 1 umol/l getestet.

In dieser mehrgliedrigen Versuchsanordnung wurden VSMCs bis zum Splitting zur
Generation p4 mit DMEM 10% - Medium (s.o0.) inkubiert. Nach Konfluenz der p4-VSMCs
wurde auch hier phenolrotfreies Medium DMEM 0,1% fiir 24h verwendet, um einen
moglichen Einfluss von Phenolrot auf IL18 auszuschlieBen. Die Proben wurden auf 4
Gruppen verteilt und wie folgt bearbeitet:

In der ersten Kontrollgruppe (MMP9) wurde einer Kontrollprobe die Stimulierung mit IL163
und die Inkubation mit S1P und HDL vorenthalten, wihrend den iibrigen Proben 10 ng/ml
IL18 fiir 24h zugefiihrt wurde. Es inkubierte dann eine Probe mit zusétzlich 0,5 mg/ml HDL,
eine andere mit 1 pmol/l S1P fiir ebenfalls 24h.

In der zweiten Gruppe (PTX) wurde ebenfalls eine Kontrolle ohne IL16, HDL und S1P
belassen, die anderen Proben hingegen mit 10 ng/ml IL1B {iber 24h stimuliert. Einer Probe
wurden dann 0,5 mg/ml HDL und PTX, einer anderen 1 umol S1P und PTX fiir ebenfalls 24h
hinzugegeben.

In Gruppe drei (JTE) verblieb eine Kontrolle ohne IL16 oder HDL und S1P, alle anderen
wurden mit IL16 [10ng/ml] fiir 24h inkubiert. Einer Probe wurden dann 0,5 mg/ml HDL und
JTE, einer anderen 1 umol/l S1P und JTE fiir ebenfalls 24h hinzugegeben.

In Gruppe vier (CAY 10444) verblieb eine Kontrolle ohne IL18 oder HDL und S1P, alle
anderen wurden mit IL18 [10ng/ml] fiir 24h inkubiert. Einer Probe wurden dann 0,5 mg/ml
HDL und CAY 10444, einer anderen 1 umol/l S1P und CAY 10444 fiir ebenfalls 24h

hinzugegeben. Die Versuchsanzahl betrug n = 5 bei drei parallel vermessenen Proben.
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Abb. 12: Relative Expression von MMP9 - siRNA in VSMCs: Einfluss von
HDL[0,5mg/ml] und SIP [I umol/l] bei Stimulierung mittels IL1f3 [10
ng/ml] sowie verschiedener Agonisten und Antagonisten des SIP-

Rezeptorsystems iiber 24h

Es zeigte sich in Gruppe eins eine deutliche Hemmung der Genexpression von MMP9 sowohl
unter Inkubation mit HDL und S1P. In Gruppe zwei kommt es unter S1P und HDL unter
gleichzeitiger Inkubation mit dem Gi-Pathway-Antagonisten PTX zu einer unveridnderten
Expression von MMP9 in VSMCs. Gruppe drei steht neben S1P und HDL unter dem Einfluss
des S1P2-Rezeptor-Antagonisten JTE. Es zeigt sich hier eine signifikante Reduzierung der
Expression von MMP9. Gruppe vier hingegen zeigt unter SIP und HDL und gleichzeitigem
Einfluss des S1P1- und S1P3-Rezeptor-Antagonisten Cay 10444 eine unveridnderte
Expression von MMP9 in VSMCs.

3.5.3 sPLA2

Im Versuch der Abbildung 13 wurde getestet, durch welchen Rezeptor SIP und HDL die
Expression von sPLA2 hemmen. Hierzu wurden die o.g. Antagonisten des SI1P-
Rezeptorsystems verwendet.

PTX (Gi-Antagonist) wurde in einer Konzentration von Ipmol/l getestet, JTE (S1P2-
Rezeptor-Antagonist) mit 10 pumol/l dosiert, CAY 10444 (S1P1- und S1P3-Rezeptor-

Antagonist) mit 1 umol/l getestet.
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Abb. 13: Relative Expression von sSPLA2 in VSMCs: Einfluss von
HDL[0,5mg/ml] und SIP [I umol/l] bei Stimulierung mittels IL1f3 [10
ng/ml] sowie verschiedener Agonisten und Antagonisten des SIP-

Rezeptorsystems iiber 24h

In dieser mehrgliedrigen Versuchsanordnung wurden VSMCs bis zum Splitting zur
Generation p4 mit DMEM 10% - Medium (s.0.) inkubiert. Nach Konfluenz der p4-VSMCs
wurde auch hier phenolrotfreies Medium DMEM 0,1% fiir 24h verwendet, um einen
moglichen Einfluss von Phenolrot auf IL18 auszuschlieBen. Die insgesamt 24 Proben wurden
auf 6 Gruppen verteilt und wie folgt bearbeitet:

In der ersten Kontrollgruppe (sPLA2) wurde einer Kontrollprobe die Stimulierung mit IL16
und die Inkubation mit S1P und HDL vorenthalten, wéihrend den iibrigen Proben 10 ng/ml
IL1B fiir 24h zugefiihrt wurde. Es inkubierte dann eine Probe mit zusitzlich 0,5 mg/ml HDL,
eine andere mit 1 pumol/l S1P fiir ebenfalls 24h.

In der zweiten Gruppe (PTX) wurde ebenfalls eine Kontrolle ohne IL163, HDL und S1P
belassen, die anderen Proben hingegen mit 10 ng/ml IL18 iiber 24h stimuliert. Einer Probe
wurden dann 0,5 mg/ml HDL und PTX, einer anderen 1 umol/l S1P und PTX fiir ebenfalls
24h hinzugegeben.

In Gruppe drei (JTE) verblieb eine Kontrolle ohne IL16 oder HDL und S1P, alle anderen
wurden mit IL16 [10ng/ml] fiir 24h inkubiert. Einer Probe wurden dann 0,5 mg/ml HDL und
JTE, einer anderen 1 pmol/l S1P und JTE fiir ebenfalls 24h hinzugegeben.
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In Gruppe vier (CAY 10444) verblieb eine Kontrolle ohne IL18 oder HDL und S1P, alle
anderen wurden mit IL18 [10ng/ml] fiir 24h inkubiert. Einer Probe wurden dann 0,5 mg/ml
HDL und CAY 10444, einer anderen 1 pmol/l S1P und CAY 10444 fiir ebenfalls 24h
hinzugegeben. Die Versuchsanzahl betrug n = 5 bei drei parallel vermessenen Proben.

Es zeigte sich in Gruppe eins eine signifikante Hemmung der Genexpresion von sPLA2 bei
Inkubation mit HDL und SIP. In Gruppe zwei kommt es unter S1P und HDL bei
gleichzeitiger Inkubation mit dem Gi-Pathway-Antagonisten PTX zu einer nahezu
unveridnderten Expression von sPLA2 in VSMCs. Gruppe drei steht neben S1P und HDL
unter dem Einfluss des S1P2-Rezeptor-Antagonisten JTE. Es zeigt sich hier eine signifikante
Reduzierung der Expression von sPLA2. Gruppe vier kommt es unter SI1P und HDL und
gleichzeitigem Einfluss des S1P1- und S1P3-Rezeptor-Antagonisten Cay 10444 zu einer

unveridnderten Expression von sPLA2 in VSMCs.

3.6 antiinflammatorische Effekte verschiedener S1P-Rezeptoragonisten auf die

proinflammatorischen Gene iNOS, sPLLA2 und MMP9

In diesem Versuch wurde untersucht, welchen Einfluss verschiedene Agonisten des S1P-
Rezeptorsystems auf die in der Inflammation relevant beteiligten Enzyme haben. Hierzu
wurden glatte GefdBmuskelzellen der Generation p4 nach Inkubation mit DMEM 10%-
Medium fir 24h mit DMEM-Medium 0,1% fiir 24h inkubiert. AnschlieBend wurden die
Proben wie folgt bearbeitet: Zunédchst wurde mit 1118 fiir 24h inkubiert. Einer Kontrolle wurde
das IL1B jeweils vorenthalten. Aulerdem wurden die Proben zusitzlich mit dem S1P1/3-
Agonisten FTY720 (10 pmol/l) bzw. dem S1P1 selektiven Agonisten SEW (10 umol/l) fiir
24h inkubiert.

Die Expression der proinflammatorischen Enzyme sPLA2, MMP9 und iNOS wurde
anschlieBend untersucht. Es zeigte sich, dass FTY720 signifikant die Induktion von sPLA2,
MMP9 oder iNOS blockieren kann, wihrend SEW keinen hemmenden Effekt hatte.
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Abb. 14: Relative Expression von MMP9, sPLA2 und iNOS in VSMCs:
Einfluss von FTY 720 [1 umol/l] und SEW [1 umol/l] bei Stimulierung
mittels IL1f3 [ 10 ng/ml] tiber 24h
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von HDL auf die Expression von mehreren an
der Atherosklerosegenese wesentlich beteiligten proinflammatorischen Enzymen untersucht.
Es kann erstmalig gezeigt werden, dass HDL in der Lage ist, die Induktion von iNOS, sPLA2
und MMP?9 signifikant zu hemmen. Ganz wesentliche Bedeutung hat dabei die Komponente
S1P im HDL [Spiegel S, Milstien S. 2003]. Uber die Aktivierung von membranstindigen
S1P-Rezeptoren und hier insbesondere den Subtyp S1P3-Rezeptor kann HDL bzw. S1P die
Induktion von proinflammatorischen Genen inhibieren.

Seit vielen Jahren ist die besondere Bedeutung von HDL bei der Hemmung von Initiation und
Progression der Atherosklerose beim Menschen bekannt und in multiplen epidemiolgischen
Untersuchungen nachgewiesen [Libby P et al. 2002, Weissberg PL. 2000, Barter PJ et al.
2002, Sugatani J 1996]. Uber welche Mechanismen HDL seine skleroprotektiven Wirkungen
vermittelt, ist jedoch nur in Teilen verstanden und erforscht. Viele Jahre ging man davon aus,
dass HDL vor allem durch seine Funktion als Cholesterintransporter antiatherosklerotisch
wirkt, zumal dieser sogenannte reverse Cholesterintransport intensiv untersucht wurde [Ji Y et
al. 1999, Chapman MJ 2006].

HDL ist jedoch ein weitaus komplexeres Lipidpartikel, das sich neben Apolipoproteinen aus
verschiedenen Lipiden zusammensetzt, deren Bedeutung erst nach und nach Gegenstand
wissenschaftlicher Untersuchungen wurde.

So sind in den letzten Jahren zunehmend die sogenannten pleitrophen Effekte von HDL
beschrieben worden. Es konnte beispielsweise gezeigt werden, dass HDL auch direkt fiir die
Bildung von Cytokinen verantwortlich ist, die proinflammatorisch wirksam die
Atherosklerose initiieren konnen: HDL kann die Bildung und Sezernierung von Monocyte
Chemoattractant Protein-1 (MCP-1) sehr effektiv direkt hemmen, einem Protein, das im
Rahmen der initialen inflammatorischen GefidBumbauten von entscheidender Bedeutung ist
[Tolle M et al. 2008]. Ferner konnte gezeigt werden, dass HDL die endotheliale Funktion
durch Aktivierung der endothelialen Stickstoffmonoxid Synthase (eNOS) positiv beeinflussen
kann [Nofer JR et al. 2004, Igarashi J et al. 2001].

In den vorliegenden Versuchen bestitigt sich nun die Vermutung, dass HDL noch weitere
inhibitorische und somit skleroprotektive Effekte auf proinflammatorische Gene hat, die
dosisabhingig und reproduzierbar sind.

Zur Beantwortung der Frage, welche Komponenten des HDL fiir die antiinflammtorische
Antwort von Bedeutung sind, gibt es in der Literatur einige wegweisende Hinweise. So

konnte bereits vor einigen Jahren nachgewiesen werden, dass eine Sphingolipidkomponente
59



im HDL fiir antiinflammtorische Wirkungen von HDL moglicherweise von Bedeutung sein
konnte. Es handelt sich dabei um das S1P, einen potenten Aktivator der eNOS und einen
dosisabhingigen Inhibitor des MCP-1.

Schon in den Arbeiten damals konnte gezeigt werden, dass S1P rezeptovermittelt eine
komplexe Signaltransduktionskaskade auslost. Fiir die eNOS Aktivierung durch S1P in
Endothelzellen wird eine AKT-Aktivierung benétigt. Fiir die Hemmung von MCP-1 durch
S1P findet ein Eingriff in die Bildung intrazellulidr gebildeter reaktiver Sauerstoffradikale
statt. Dabei wird mit der Hemmung der membranstindigen NADPH-Oxidase im Bereich der
GefiBe das zentrale Enzym fiir die Bildung von reaktiven Sauerstoffradikalen blockiert [Tolle
M et al. 2008, Nofer JR. 2004].

Anschlieend wurde iiberpriift, ob S1P auch in fortgeschritteneren Stadien der Atherosklerose
wirksam ist. Hierzu wurde der Einfluss auf die Induktion von sPLA2, iNOS bzw. MMP9
untersucht und auch hier zeigten sich dosisabhidngige inhibierende Effekte. Die
Beobachtungen stimmen auch mit der Beobachtung von Xu und Mitarbeitern iiberein, die
bereits hemmenden Effekte von S1P auf proinflammatorische Gene beschrieben haben [Xu et
al. 2004].

S1P vermag verschiedene S1P Rezeptorsubtypen zu aktivieren, in glatten GefaBmuskelzellen
sind jedoch vorrangig die Subtypen S1P1-3 (Edgl,5,3) exprimiert [Takuwa Y 2002]. Es ergab
sich somit die Frage, ob die inhibierende Wirkung von HDL und S1P durch einen
spezifischen Rezeptormechanismus oder —subtyp induziert ist. Uber die S1P-Rezeptoren ist
bekannt, dass sie iiber einen Gi-gekoppelten Mechanismus ihre Signaltransduktion vermitteln.
Die Aktivierung von G; gekoppelten Mechanismen kann durch Pertussistoxin (PTX) sehr
effektiv gehemmt werden [Idzko M. 2004, English D et al. 2000]. Sowohl HDL wie auch S1P
war in Anwesenheit von Pertussistoxin nicht mehr in der Lage, die Induktion der untersuchten
proinflammatorischen Gene herabzusetzen, sodass von einem rezeptormediierten hemmenden
Effekt ausgegangen werden muss.

In einem ersten Schritt wurde daher iiberpriift, welcher S1P-Rezeptorsubtyp die Hemmung
der proinflammatorischen Gene vermittelt. Hierzu wurde zundchst mittels S1P-
Rezeptorantagonisten getestet, welcher Rezeptor involviert ist.

S1P-Rezeptorantagonisten sind nur in geringer Anzahl und z.T. sehr unspezifisch wirksam
verfiigbar. Verwendet wurden fiir die Versuche mit JTE ein S1P2-Rezeptorantagonist und mit
Cay 10444 ein S1P3- Rezeptorantagonist, wobei JTE keinen Einfluss hatte und nur Cay
10444 die S1P/HDL-vermittelte Hemmung der Expression proinflammatorischer Gene

aufheben konnte, sodass der S1P3-Rezeptor von zentraler Bedeutung erschien.
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Im zweiten Schritt wurde mittels Agonisten der S1P Rezeptoren versucht, die Wirkung von
S1P/HDL zu simulieren. Verwendet wurden mit SEW ein S1P1-Rezeptoragonist und mit
FTY 720 ein S1P1/3-Rezeptoragonist, wobei SEW keinen Effekt auf die Expression von
iNOS, sPLA2 und MMP9 hatte, wihrend FTY 720 einen potenten inhibitorischen Effekt
zeigte.

Um die Bedeutung des S1P3-Rezeptors fiir die antiinflammatorische Regulation weiter
einzugrenzen wurde seine Expression im néichsten Schritt mittels siRNA in den untersuchten
glatten GefiBBmuskelzellen molekular ausgeschaltet. In diesen Zellen gelang es in der Folge
nicht mehr, die Induktion der proinflammatorischen Gene iNOS, sPLA2 und MMP9 durch
HDL und S1P zu beeinflussen. Damit war offensichtlich, dass der S1P3-Rezeptor zentral in
die antiinflammatorische Wirkung von HDL/S1P einbezogen ist. Bereits bei der Aktivierung
der eNOS, wie auch bei der Hemmung der MCP-1-Inuktion konnte gezeigt werden, dass der
S1P3-Rezeptor fiir die antiinflammtorischen Wirkungen eine essenzielle Rolle spielt [Tolle M

et al. 2008, Nofer JR. 2004].

Limitation der Studie

In der vorliegenden Untersuchung wurden nur die Anderungen der Expression von iNOS,
sPLA2 und MMP9 untersucht. Bei allen drei Proteinen handelt es sich jedoch um aktive
Proteine, deren Synthesenachweis im Rahmen dieser Arbeit nicht erfolgte, zumal hierzu
bereits eine andere Arbeit der AG van der Giet existiert (unveroffentlichte Daten). Diese
zeigt, dass die Proteine funktionell synthetisiert werden und die Bildung durch HDL/S1P
gehemmt ist.

Zudem behandelt die vorliegende Arbeit nicht die intrazelluldren Signaltransduktionwege,
iber die S1P die Bildung von proinflammatorischen Genen inhibiert. Auch hierzu wurden in
der AG van der Giet bereist umfangeiche Untersuchungen initiiert. Es konnte gezeigt werden,
dass durch Aktivierung des S1P3-Rezeptors eine Transaktivierung des TGFB-Rezeptors
stattfindet. In der Folge kommt es zusammen mit aktivierten SMAD-Proteinen zu einer

Blockade der Expressionsinduktion proinflammatorischer Gene (noch unpublizierte Daten).

Bedeutung der Studie fiir das Verstindnis der antiinflammatorischen Wirkungen von HDL

Die vorliegende Arbeit soll einen Aspekt der Bedeutung von HDL bei der Hemmung

inflammatorischer Gefdlprozesse vermitteln. Der (HDL-)Komponente S1P scheint dabei eine
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zentrale Bedeutung zuzukommen. Bislang konnte nur gezeigt werden, dass HDL vor allem in
der Friihphase der sklerotischen GefidBBverinderungen mit gestdrten Endothelfunktionen und
Sezernierung proinflammatorischer Zytokine wie MCP-1 eine Wirkung entfalten.

Nun deutet sich an, dass HDL iiber S1P auch in spiteren Phasen der Atherosklerose wirksam
sind, da sowohl iNOS wie auch sPLA2 und MMP9 in ihrer Expression inhibiert werden.

Die iNOS wird in der Regel von glatten GefidBmuskelzellen produziert, um protektives NO zu
sezernieren. Im Rahmen inflammatorischer Prozesse kommt es jedoch zu einer Entkopplung
des Enyzms, so dass reaktive Sauerstoffradikale generiert werden [Miyoshi T et al. 2006,
MacMicking J 1997, Wever RMF et al. 1998].

Die sPLA2 ist ein typisches Akutephaseprotein, welches Arachidonsduren durch
Degradierung membranstédndiger Phospholipide bereitstellt. Arachidonsdure wiederum wird
durch die im Gefid3 verhanden Cyclooxygenasen zu Prostaglandinen verarbeitet, die dann
selbst wieder schiadigenden Einfluss in der Inflammation haben [Six DA, Denis EA 2000,
Tatulian SA 2001, Rosengreen B et al. 2006].

Bei dem dritten proinflammatorischen Protein handelt es sich um die MMP-9, eine
Kollagenase, die den systematischen Verband von glatten Gefi3muskelzellen auflosen kann.
Sie beeinflusst dadurch die Migration sowie das ungeordnete Wachstum von glatten
Gefillmuskelzellen [Birkedal-Hansen H. 1995, Zorina S et al. 2002, Horton DB et al. 2001].
Die drei Proteine wirken damit vor allem in den spiteren Stadien der Atherosklerose, wo sie
die Plaquestabiliesierung aber auch den Progress der Inflammation beeinflussen. HDL wird

dadurch eine wichtige Funktion in der Beruhigung der Inflammation zuteil.

Weitere Studien miissen jetzt in vivo zeigen, welche Bedeutung S1P oder Varianten fiir die
Atherosklerose haben. Hier deutet sich bereits an, dass die Gabe von FTY 720, einem S1P1/3-
Rezeptoragonisten, {iber einen Zeitraum von mehreren Wochen in Maiusen mit
Atheroskleroseneigung protektive Effekte hat [Tolle M et al. 2005]. Diese Méuse haben in der
Folge eine deutlich reduzierte GefaBwandveridnderungen. Die Mechanismen sind bisher nur
unzureichend verstanden, es ist aber durchaus moglich, dass FTY 720 auch iiber die in dieser

Arbeit gezeigten Mechanismen seine Wirkung entfaltet.
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S Zusammenfassung / Abstract

Zusammenfassung

HINTERGRUND: Die Atherosklerose ist eine inflammatorische Erkrankung des arteriellen
GefiBsystems, die in verschiedenen Stadien iiber Jahre bis Jahrzehnte fortschreitet und sich in
Form von koronaren Infarkten, Apoplex, pAVK oder Mesenterialinfarkt klinisch manifestiert.
Sie ist hdufigste Ursache fiir Tod und Behinderung in den westlichen Industriestaaten. Neben
einer Reihe gesicherter Risikofaktoren konnte in den letzten Jahren die Bedeutung
inflammatorischer Prozesse als Ursache sklerotischer Gefdverdnderungen nachgewiesen
werden. Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung, wie HDL und sein assoziiertes Sphingosin-1-
Phosphat antiinflammatorische Signalwege im Rahmen der Atherosklerose beeinflussen.
MATERIAL UND METHODEN: Es wurde die Expression der im Rahmen der
Atherosklerose beteiligten proinflammatorischen Gene iNOS, MMP9 und sPLA?2 iiberpriift.
Untersuchungsmaterial waren glatte GefiBmuskelzellen (VSMCs), die aus der thorakalen
Aorta von Wistar-Kyoto-Ratten gewonnen wurden. Nach Inkubation mit pro- und
antiinflammatorischen Testsubstanzen (nach etablierten Arbeitsschritten) erfolgten RNA-
Isolierung, reverse  Transkription und  Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zur
Expressionsbestimmung der untersuchten Gene.
ERGEBNISSE: HDL und das assoziierte Sphingosin-1-Phosphat waren in der Lage, die
Expression der proinflammatorischen Gene iNOS, sPLA2 und MMP?9 signifikant zu hemmen.
Die Blockierung des S1P3-Rezeptors durch das Einschleusen von siRNA hob die
antiinflammatorischen Effekte des S1P und der HDL auf. Bei Inkubation mit verschiedenen
Antagonisten und Agonisten der S1P-Rezeptorsystems zeigte sich, dass die Beeinflussung der
S1P-Rezeptorenl und -2 die antiinflammatorischen Wirkungen von HDL und S1P nicht
verdndern. Die Antagonisierung des S1P3-Rezeptors hingegen hob die antiinflammatorische
Wirkung von HDL und S1P auf, die Stimulierung des S1P3-Rezeptors mit dem selektiven
Agonisten FTY 720 vermittelte eine signifikante Hemmung der Expression
proinflammatorischer Gene.
SCHLUSSFOLGERUNG: Es konnte gezeigt werden, dass HDL und seine Komponente S1P
die Induktion der proinflammatorischen Enzyme iNOS, MMP9 und sPLA2 iiber S1P-
Rezeptoren hemmen, wobei der Subtyp S1P3-Rezeptor eine entscheidende Rolle spielt. Somit
sind HDL auch in spiten Stadien der Atherosklerose skleroprotektiv wirksam. Weitere
Untersuchungen miissen nun kldren, inwieweit die untersuchten Mechanismen auch in vivo
wirksam sind. In ersten Untersuchungen an Médusen deutet sich jedoch bereits an, dass der
S1P3-Rezeptoragonist FTY 720 die Atheroskleroseneigung deutlich reduziert.
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Abstract

BACKROUND: Atherosclerosis is known as an inflammatory disease of the arterial vessel
system which develops in several stadiums for years. The clinical manifestation is possible as
infarction of the heart, of the brain, of the gastrointestinal system or of extremities. Today
atherosclerosis is the main reason for death and disability in the western world. There are a lot
of well known risk factors but in the last years chronic inflammatory processes of the arterial
wall were identified to play a key role in the development of atherosclerosis. With this
dissertation we will show how HDL and it’s associated Sphingosine-1-Phosphate influence
anti-inflammatory pathways in atherosclerosis.

MATERIALS AND METHODS: We examined the expression of pro-inflammatory genes,
such as iNOS, MMP9 and sPLA2. We used vascular smooth muscle cells (VSMCs) from the
thoracic aorta of Wistar-Kyoto-rats. After incubation with test solutions RNA was isolated,
then cDNA was synthesized by reverse Transcription and amplified by Polymerase chain
reaction (PCR) to identify the expression of the examined genes.

RESULTS: HDL and the associated Sphingosine-1-Phosphate were able to decrease the
expression of the pro-inflammatory genes of iNOS, MMP9 and sPLA2 significant. The
inhibiting of the S1P3-Receptor by using siRNA blocked the anti-inflammatory effects of
HDL and the associated S1P.

Using agonists and antagonists of the S1P1- and S1P2-receptors had no effect on the anti-
inflammatory effects of HDL and S1P but an antagonized S1P3-receptor inhibited the anti-
inflammatory effects. Stimulation by the S1P3-selective Agonist FTY 720 decreased the
expression of pro-inflammatory genes significant.

CONCLUSIONS: It was possible to prove, that HDL and the associated Sphingosine-1-
Phosphate inhibited the induction of pro-inflammatory genes such as iNOS, MMP9 and
sPLA2 via S1P3-receptor. That suggests that HDL has a protective role even in later stadiums
of atherosclerosis. Further examinations now have to prove these results in vivo. First tests

showed a decreased rate of atherosclerosis in FTY 720 — treated mice.
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