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3 Abstrakt

Einleitung: Herz-Kreislauferkrankungen stellen noch immer die haufigste Todesursache in
Deutschland dar. Auf der Suche nach neuen Therapiemoglichkeiten befasst sich die Forschung
seit vielen Jahren intensiv mit den Ursachen atherosklerotischer Gefallverdnderungen. Einen
zentralen Schritt stellt hierbei die funktionelle Beeintrachtigung des Endothels (endotheliale
Dysfunktion) dar, welche mit einem zunehmenden Verlust vasoprotektiver Mechanismen
einhergeht. Die verminderte Bioverfiigbarkeit von NO spielt hierbei eine Schliisselrolle. Die NO
Synthese erfolgt mittels der NO-Synthase, deren Aktivitidt unter anderem durch Lipoproteine
hoher Dichte (HDL) reguliert wird.

Methode: Mit Hilfe des KleingefiBmyographen wurden Versuche an den thorakalen Aorten von
Ratten und verschiedenen Maiusestimmen durchgefiihrt. In den Versuchsreihen wurde die
Wirkung unterschiedlicher vasoaktiver Substanzen auf den GefdBtonus untersucht. Hierbei
wurde der Fokus insbesondere auf die Effekte des Lysophospholipids Lysosulfatid, als
bioaktivem Bestandteil des HDL, gelegt.

Ergebnisse: In den Versuchen am KleingefdBmyographen zeigte sich, dass LSF bei
vorkontrahierten Gefdlen einen vasodilatierenden Effekt vermittelt. Im Weiteren konnte
nachgewiesen werden, dass LSF als Ligand am S1P3; Rezeptor fungiert und dariiber zu einer
Aktivierung der endothelialen NO-Synthase fiihrt. Uber die Steigerung der NO-Bioverfiigbarkeit
ist Lysosulfatid in der Lage, gefaBBschiitzende und somit atheroprotektive Effekte zu vermitteln.

Schlussfolgerung: Auf der Suche nach neuen Moglichkeiten zur Behandlung der endothelialen

Dysfunktion und atherosklerotischer Gefd3verdnderungen, stellt LSF einen interessanten neuen

Therapieansatz dar.

Introduction: Cardiovascular disease remains the leading cause of death in Germany. There has
been intense research for many years into the causes of atherosclerotic vascular changes to
identify new therapeutic strategies. Endothelial dysfunction has played a central role in prior
investigations due to its importance in the loss of vasoprotective mechanisms. The decreased
bioavailability of NO (nitric oxide) plays a key role in this process. The synthesis of NO occurs
with the help of NO-synthase, which is regulated, among others, by HDL (high-density
lipoprotein).

Method: With the help of the small vessel myograph, experiments were performed on the

thoracic aortas of rats and different mice species. The effect of different vasoactive substances on



vessel tone was analyzed during the experiments. Special focus was given to the effects of
lysophospholipid lysosulfatide (LSF) which is a bioactive component of HDL.

Results: The experiments with the small vessel myograph showed that LSF has a vasodilative
effect on vasoconstricted vessels. Furthermore, it could be demonstrated that LSF activates the
endothelial NO-synthase when binding to the SIP; receptor. LSF is able to elicit
vascularprotective effects via the increase of NO-bioavailability.

Conclusion: In the search for new strategies for the treatment of endothelial dysfunction and

atherosclerotic vascular changes, LSF illustrates an interesting new therapeutic approach.



4 Einleitung

4.1 Endothel

Das Endothel, welches als einlagige Zellschicht eine Barriere zwischen zirkulierendem Blut und
der Gefallwand darstellt, vermittelt durch die Produktion verschiedenster Mediatoren eine
Vielzahl wichtiger homoostatischer Funktionen: Es reguliert als Barriere den Stoffaustausch
zwischen Blut und Gewebe, verhindert die Adhésion von Blutzellen, reguliert den Gefa3tonus
und verhindert die Proliferation glatter Muskelzellen'. Endothelzellen spielen eine entscheidende
Rolle bei der Regulation des Gefafradius durch die Produktion vasodilatierender (NO,
Prostacyclin, EDHF) und vasokonstriktorischer (Endothelin-1, Angiotensin 1I) Mediatoren. Die
endotheliale NO-Synthase produziert aus L-Arginin Stickstoffmonoxid. NO  wirkt
vasodilatierend, hemmt die Thrombozytenadhdsion und -aggregation sowie die Proliferation der
glatten Muskelzellen®. Prostacyclin, welches im Endothel bei der Metabolisierung von
Arachidonsédure durch die Cyclooxygenase entsteht, wirkt vasodilatierend durch Erhéhung der
intrazelluldren cAMP Konzentration in glatten GefdBmuskelzellen und hemmt dariiber hinaus
die Thrombozytenaggregation’. Einen weiteren potenten Vasodilatator stellt der endotheliale
hyperpolarisierende Faktor (EDHF) dar. EDHF wird von Endothelzellen als Reaktion auf
Acetylcholin, Bradykinin, Histamin und Substanz P gebildet. Es stimuliert kalziumaktivierte
Kaliumkanéle in den glatten GefdBmuskelzellen und ist in der Lage, eine verringerte NO-
Produktion des Endothels zu kompensieren®. Thrombomodulin dient der Hemmung der
Blutgerinnung. Es ist ein transmembraner Rezeptor, welcher von Endothelzellen exprimiert wird
und Thrombin bindet. Thrombin wird durch Modifikation inaktiviert, ist jedoch weiterhin in der
Lage, Protein C zu aktivieren, welches Faktor Va und VlIlla der Gerinnung inaktiviert”® Um den
Gefalitonus zu regulieren, produziert das Endothel neben den zuvor genannten vasodilatierenden
Substanzen auch vasokonstriktorisch wirkende Mediatoren. Endothelin-1 entfaltet seine Wirkung
an den glatten GefdBmuskelzellen und induziert konzentrationsabhingig eine hochwirksame
langanhaltende Vasokonstriktion. Es wird kontinuierlich in geringer Menge gebildet und durch
NO suprimiert, bzw. Thrombozytenaggregation stimuliert’. Das Endothel exprimiert
Angiotensin-konvertierendes Enzym (ACE), welches Angiotensin 1 in das vasokonstriktorisch
wirkende Angiotensin I umwandelt®. Unter physiologischen Bedingungen produzieren
Endothelzellen vorwiegend vasoaktive Substanzen mit vasodilatierender Wirkung. Den

wichtigsten Mediator stellt hierbei das Stickstoffmonoxid dar. Unter pathologischen



Bedingungen, die mit der Beeintrichtigung endothelialer Funktionen einhergehen, scheint die

Bildung vasokonstriktorischer Mediatoren zu iiberwiegen’.

4.1.1 NO und NO-Synthasen

Furchgott und Zawadzki entdeckten 1980 bei Versuchen an Aortenringen eine vom Endothel
gebildete Substanz mit vasodilatierenden Eigenschaften. Sie bezeichneten diese Substanz als
endothelialen relaxierenden Faktor (EDRF)'’. Einige Jahre spiter konnte EDRF als
Stickstoffmonoxid (NO) identifiziert werden''. NO ist ein gasformiges freies Radikal, welches
ein ungepaartes Elektron besitzt und Reaktionen mit zahlreichen Molekiilen eingehen kann. Es
ist lipophil und wirkt sowohl oxidativ, als auch reduktiv'?. NO hat eine biologische Halbwertzeit
von 2-5 Sekunden'. Es spielt eine Schliisselrolle bei der Regulation der vaskuliren Homdostase.
Indem das synthetisierte NO in glatte Muskelzellen diffundiert und dort die Guanylatcyclase
aktiviert, induziert es durch das Absinken der intrazelluliren Calciumkonzentration die
Relaxation der glatten GefaBmuskulatur und trigt auf diesem Wege entscheidend zur Regulation
des GefaBtonus und Blutdrucks bei'*. NO hemmt die Thrombozytenaktivierung'> und die
Adhision von Entziindungszellen an der GefdBwand durch eine verminderte Expression von
Adhisionsmolekiilen'®. Zudem inhibiert es die Migration glatter Muskelzellen und deren
Proliferation in der GefiBwand'’.

Da NO ein hoch reaktives Molekiil darstellt, das durch Membranen diffundieren und deshalb
nicht am Produktionsort gespeichert werden kann, unterliegt die Synthese komplexen
Regulationsmechanismen auf unterschiedlichen Ebenen'®. NO wird von Stickstoffmonoxid-
Synthasen (NOS) aus der Aminosdure L-Arginin gebildet. Hierbei lassen sich drei Isoformen
unterscheiden: die konstitutive endotheliale NO-Synthase (eNOS), die konstitutive neuronale
NO-Synthase (nNOS) und die induzierbare NO-Synthase (iNOS)'’. Die iNOS, welche sich unter
anderem in Endothelzellen, Makrophagen und glatten Muskelzellen befindet, wird durch
proinflammatorische Zytokine und bakterielle Lipopolysaccharide stimuliert und produziert
unter pathologischen Bedingungen hohe zytotoxische Konzentrationen an NO. Unter
physiologischen Bedingungen wird NO im Endothel hauptsidchlich durch die eNOS in nicht

zellschidigenden Konzentrationen produziert®*!

. Die Aktivierung der endothelialen NO-
Synthase erfolgt durch unterschiedliche physikalische und biochemische Einfliisse. Hierzu
gehoren unter anderem Thrombin, Serotonin, Acetylcholin und Scherkrifte??. Die Funktion der
eNOS wird neben den oben genannten Faktoren unter anderem auch von Lipoproteinen reguliert,

welche zudem die Lokalisation der eNOS beeinflussen®. Caveolae sind Invaginationen der
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Plasmamembran, die sich besonders zahlreich in Endothel-, Muskel- und Fettzellen finden. Die
Membran der Caveolae enthdlt Lipide (Cholesterin, Glykosphingolipide) und Proteine. Dabei
stellt Caveolin das wichtigste Strukturprotein dar. Caveolae scheinen durch die Anreicherung
von Signalproteinen sowie verschiedenen Transportern und Kandlen mit unterschiedlichen
Mechanismen der Signaliibertragung in Zusammenhang zu stehen®. Die endotheliale NO-
Synthase ist in Endothelzellen bevorzugt in Caveolae lokalisiert und im Grundzustand an
Caveolin 1 gekoppelt. Die Bindung an Caveolin fiihrt zu einer Hemmung der enzymatischen
Aktivitdt. Die Bindung der eNOS an Caveolin kann aufgehoben und die eNOS aktiviert werden
tiber eine Erhohung der intrazelluliren Calcium-Konzentration und Bildung von Calcium-
Calmodulin sowie die Phosphorylierung der eNOS mittels einer Kinase Signalkaskade, welche
in den folgenden Kapiteln noch eingehender beschrieben wird****"2*. Oxidiertes LDL nimmt
Cholesterin aus den Caveolae endothelialer Zellen mittels des scavenger Rezeptor CD 36 auf,
induziert die Verlagerung der eNOS aus den Caveolae und beeintrdchtigt somit die eNOS

29-30 " Dieser Prozess konnte bei

Aktivierung und folgend die endotheliale NO Bildung
Dyslipiddmien eine wichtige Rolle in der Genese der endothelialen Dysfunktion spielen. HDL
kann den Prozess, der durch oxLDL induzierten Verminderung der Caveolae assoziierten
Cholesterin-Konzentration, iiber die Bereitstellung von Cholesterinestern an die Caveolae
entgegensteuern und somit den Verlust der eNOS aus diesem Kompartiment verhindern. Die
Lokalisation und Funktion der eNOS in der Doméne kann also durch die Anwesenheit von HDL
aufrechterhalten werden®'.

Die endotheliale NO Produktion stellt einen entscheidenden Mechanismus in der
Aufrechterhaltung der GefiBhomdostase dar. Uber eine Vielzahl vasoprotektiver Funktionen
schiitzt NO das Gefdll vor pathologischen Verdnderungen. Eine verminderte Bioverfiigbarkeit

von NO, als Ausdruck einer endothelialen Dysfunktion, stellt einen bedeutsamen Mechanismus

in der Genese frither Atherosklerosestadien dar’>.

4.1.2 Endotheliale Dysfunktion

Die endotheliale Dysfunktion spielt eine wichtige Rolle in der Pathogenese der Atherosklerose®.
Verschiedene kardiovaskuldre Risikofaktoren wie Diabetes mellitus, Nikotinkonsum und
arterieller Hypertonus sind assoziiert mit einer Funktionsstdrung des Endothels®. Die
physikalische oder biochemische Beschiddigung des Endothels beeintrichtigt dessen
homoostatische Funktion und auf diesem Wege die Gesundheit des Gefdles. Der Verlust der
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regulatorischen Aufgaben des Endothels &uBlert sich in der gesteigerten Bildung
vasokonstriktorischer ~ Substanzen, einer zunehmenden Thrombozytenaktivierung, der
Proliferation glatter GefdBmuskelzellen und in verstirkt ablaufenden inflammatorischen
Prozessen™. Endothelzellen iibernehmen eine bedeutende Rolle fiir den Ablauf immunologischer
Reaktionen. Bei inflammatorischen Prozessen wird das Endothel durch die Anwesenheit von
Endotoxinen und Zytokinen, wie Interferon-y, Interleukin-f und Tumornekrosefaktor-a aktiviert,
spezifische Adhédsionsmolekiile (VCAM-1, ICAM-1) und Selektine zu exprimieren. Diese
ermdglichen die Adhésion und Migration von Entziindungszellen durch das Endothel*®.

Die endotheliale Dysfunktion ist gekennzeichnet durch eine verminderte Bioverfiigbarkeit von
Stickstoffmonoxid und zunehmenden oxidativen Stress durch die verstirkte Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS). Die Produktion von ROS, vorzugsweise von Superoxidanion (O,-),
erfolgt hauptsidchlich mit Hilfe der NADPH-Oxidase, welche in Endothelzellen und glatten
Muskelzellen als Reaktion auf Angiotensin II, Tumornekrosefaktor-a oder erhohten
mechanischen Stress, aktiviert wird®~*~’. Eine weitere wichtige Quelle fiir die ROS Produktion
stellt das Enzym Xanthin Oxidase dar*’. Die Akkumulation von Sauerstoffradikalen fiihrt zu
einer Verdnderung zelluldrer Strukturen und Funktionen. Es kommt zur Schidigung von
Proteinen, Kohlenhydraten, Lipiden und DNA und letztendlich zum Verlust der endothelialen
Intaktheit*'. Der Einfluss von ROS auf die oxidative Modifikation von Lipoproteinen ist
hinsichtlich der Atheroskleroseentwicklung von groer Bedeutung. Oxidiertes LDL (oxLDL)
stellt ein wichtiges Substrat in der Genese atherosklerotischer Verinderungen dar®’. Die
absinkende Bioverfligbarkeit von NO kommt durch unterschiedliche Mechanismen zustande.
Neben der verminderten Expression der eNOS™ kann sich bei Substratmangel der strukturelle
Aufbau der eNOS idndern. Dies wird als Entkopplung bezeichnet. Es resultiert eine
Funktionsstorung, bei welcher bevorzugt ROS anstatt NO synthetisiert wird**. Asymmetrisches
Dimethylarginin (ADMA) stellt einen kompetitiven Inhibitor der eNOS dar. Der ADMA Spiegel
im Blutplasma korreliert mit dem Schweregrad der endothelialen Dysfunktion®. Durch die
Interaktion mit ROS, insbesondere Superoxid, wird NO oxidativ modifiziert und dadurch
inaktiviert*®. Dariiber hinaus ist auch oxidiertes LDL in der Lage, NO zu inaktivieren®’. Die
verminderte Bioverfiigbarkeit von NO fiihrt zu einer Dysregulation des Gefatonus. Wahrend
Acetylcholin bei gesunden Patienten in Koronargefdlen eine NO vermittelte Vasodilatation
induziert, kommt es bei atherosklerotisch vorgeschddigten Gefilen zu einer

vasokonstriktorischen Reaktion®®,



Die Gesamtheit der fiir die endotheliale Dysfunktion charakteristischen pathologischen Prozesse,
fiihrt zu einem Verlust der protektiven Mechanismen der GefdBwand und kann den Beginn

atherosklerotischer Verdanderungen darstellen.

4.2 Atherosklerose

Bei der Atherosklerose handelt es sich um eine inflammatorische Erkrankung der Arterien. In
Anlehnung an die mehrfach modifizierte ,,response to injury* Hypothese von Ross geht man von
der Annahme aus, dass eine Beeintrichtigung endothelialer Funktionen zur Entwicklung von
Atherosklerose fithrt*.

Unterschiedliche Mechanismen spielen hierbei eine Rolle: Es kommt zur Einwanderung und
Akkumulation von Lipoproteinen und Plasmamolekiilen in die Intima. Die subendotheliale LDL-
Konzentration ist proportional zur Serumkonzentration™. Die Ansammlung und chemische
Modifikation von LDL in der Arterienwand stellt einen wichtigen Schritt in der Pathogenese
atherosklerotischer Plaques dar. LDL wird oxidiert und wirkt nun in gesteigertem Malle
zytotoxisch, chemotaktisch und proinflammatorisch®. Das auf diesem Wege durch
proinflammatorische Mediatoren aktivierte Endothel exprimiert verstirkt Adhdsionsmolekiile,
um Entziindungszellen zur atherosklerotischen Lision zu rekrutieren’”. Die dazu gehorenden
Selektine sind Glykoproteine, die sich in Gruppen einteilen lassen. L-Selektine werden von
Leukozyten, E-Selektine von Endothelzellen und P-Selektine von Thrombozyten und
Endothelzellen exprimiert. Durch die Interaktion mit ihren Liganden sind Selektine in der Lage,
schwache Bindungen zwischen Endothelzellen und Leukozyten zu bilden. Vaskulére
Zelladhdsionsmolekiile (VCAM-1), interzelluldre Adhédsionsmolekiile (ICAM-1) und Integrine
vermitteln eine stabile Adhdsion der Entziindungszellen am Endothel. Pléttchen-
Endothelzelladhdsionsmolekiile (PECAM-1) werden auf Thrombozyten, Leukozyten und
Endothelzellen exprimiert. Sie stimulieren die transendotheliale Migration von T-Lymphozyten
und Monozyten>. Mit Hilfe dieser Adhisionsmolekiile kommt es zur Adhésion von Monozyten
und T-Lymphozyten an die Endotheloberfliche und zu deren Einwanderung in die Intima. Die
transendotheliale Migration wird durch chemotaktische Zytokine stimuliert. Oxidiertes LDL
stellt neben dem Monozyten-chemotaktischen Protein-1 (MCP-1) das wirkungsvollste Chemokin
dar’®. Die Monozyten differenzieren zu Makrophagen, welche das chemisch modifizierte LDL
mit Hilfe des Scavenger-Rezeptors ungehemmt aufnehmen und speichern. Aufgrund fehlender
regulatorischer Mechanismen kommt es zur Entwicklung lipidbeladener Makrophagen, welche

massiv mit Cholesterinestern gefiillt sind. Sie werden als Schaumzellen bezeichnet und sind ein
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Kennzeichen frither und fortgeschrittener atherosklerotischer Léasionen. Mit ansteigender
intrazelluldrer Lipidkonzentration gehen zahlreiche Schaumzellen zugrunde®. Die T-
Lymphozyten produzieren aufgrund der antigenpriasentierenden Makrophagen verstiarkt Zytokine
und Chemokine, wie Interferon-y (IFN-y) und fordern dadurch die inflammatorische
Entwicklung. Die Progression der atherosklerotischen Verdnderung fiihrt neben der
immunologischen, auch zu einer zunehmend fibroproliferativen Reaktion. Glatte Muskelzellen
proliferieren und bilden Bestandteile der extrazelluldiren Matrix, wie Kollagen und
Proteoglykane. Dieser Mechanismus fiihrt zu einer Stabilisierung der atherosklerotischen Lésion,
kann jedoch bei entsprechender Intensitdt {iber die Jahre hinweg auch zu einer voranschreitenden
Einengung des GefiBlumens fihren®. Im weiteren Verlauf gehen zahlreiche Schaumzellen,
Endothelzellen und glatte Muskelzellen durch Nekrose oder Apoptose zugrunde und hinterlassen
eine Plaque mit lipidreichen, weichen Kern und einer fibrésen Kappe. In spiteren Stadien
konnen die Plaques kalzifizieren’’. Durch die Erosion oder Ruptur der Plaques, kann es zur
Thrombusbildung und im schlimmsten Fall zu einem akuten GefaBverschluss kommen®®,

Friihe, asymptomatische und noch reversible Stadien der Atherosklerose (,,fatty steaks*) lassen
sich bereits bei Kindern und jungen Menschen nachweisen®”. Unterschiede in der Entwicklung
und Progression atherosklerotischer Verdnderungen beziiglich ihrer Lokalisation im
Blutgefdl3system legen die Bedeutung hdmodynamischer Faktoren, abgesehen von den
kardiovaskuldren Risikofaktoren, nahe. Studien zeigten, dass frithe atherosklerotische Lasionen
bei Kindern und Jugendlichen vornehmlich in der Aorta, geringer auch in den Koronargefaf3en,
zu finden waren®. Regionen des artericllen GefdBsystems, in welchen aufgrund einer
Bifurkation oder kurvenformiger Verldufe erhohte  Scherkrdfte und turbulente
Stromungsverhéltnisse herrschen, scheinen anfilliger fiir das Auftreten atherosklerotischer
Verdnderungen zu sein. Die hdmodynamischen Krifte, die in solchen Gebieten auf die
Endothelzellen einwirken, beeinflussen deren Struktur und Funktion. Neben Verdnderungen der
metabolischen und synthetischen Aktivititen kommt es auch zu einer Reorganisation der
Komponenten des Zytoskeletts und zur verstirkten Expression von Adhisionskomplexen®'.

In zahlreichen Studien konnten Risikofaktoren fiir das Voranschreiten der Atherosklerose
gefunden werden, die fiir Kinder und Erwachsene gleichermaBlen gelten. Hierzu zéhlen
Dyslipiddmie, arterieller Hypertonus, Diabetes mellitus und Nikotinkonsum.

Die Dyslipidimie, im Sinne eines Ungleichgewichts zwischen atheroprotektiven und
atherogenen Lipiden im Plasma, scheint einen wichtigen Risikofaktor bei der

Atheroskleroseentwicklung darzustellen. Erhohte LDL Cholesterin- und erniedrigte HDL
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Cholesterin-Spiegel stellen bedeutsame, jeweils voneinander unabhingige Risikofaktoren bei der
Entstehung atherosklerotischer Verinderungen dar®.

Bei Bluthochdruck wirken erhohte Scherkréfte auf das Endothel ein und die Infiltration von LDL
wird gesteigert®.

Diabetes mellitus beschleunigt im Rahmen der bestehenden Fettstoffwechselstorung sowie der
Glykosilierung von Plasmaproteinen, eingeschlossen dem LDL, die Atherogenese®.

Zahlreiche Substanzen, die im Tabak enthalten sind, beeinflussen ungiinstig das Lipidprofil,
begiinstigen die Entstehung von oxidiertem LDL und wirken toxisch auf Endothelzellen®.

Trotz des Versuches, durch verschiedenste praventive Ansétze, Risikofaktoren der
Atherosklerose zu reduzieren, stellen atherosklerosebedingte kardiovaskuldre Erkrankungen
weiterhin  die Haupttodesursache in Deutschland dar®®. Einen Schwerpunkt in der

Atheroskleroseforschung stellt die Dyslipiddmie, als einen der wesentlichen kardiovaskuldren

Risikofaktoren, dar®’.

4.3 Lipoproteine

Lipoproteine sind Transportproteine im Blutplasma, die der Beforderung der wasserunloslichen
Lipide dienen. Sie bestehen aus einem hydrophoben Kern, der durch Cholesterinester und
Triglyceride gebildet wird und einer hydrophilen Hiille, die durch Apolipoproteine,
unverestertem Cholesterin und Phospholipiden gebildet wird. Apolipoproteine bilden den
Proteinanteil der Lipoproteine. Entsprechend ihrer Dichte werden Lipoproteine in 5
Hauptklassen unterteilt. Thre Dichte steigt mit zunehmendem Protein- und abnehmendem
Lipidanteil an. Man unterscheidet Chylomikronen, VLDL (very low-density lipoprotein), IDL
(intermediate-density lipoprotein), LDL (low-density lipoprotein) und HDL (high-density
lipoprotein). Mit der Nahrung aufgenommene Lipide werden mittels Chylomikronen befordert.
Von der Leber gebildete oder von ihr aufgenommene Lipide werden durch VLDL transportiert.
Durch die Modifikation des VLDL mittels der Lipoproteinlipase entsteht IDL. Im weiteren
Verlauf wird LDL gebildet, welches den Haupttriger des Cholesterins im Plasma darstellt und
dieses zu den peripheren Geweben transportiert. HDL dient im Rahmen des reversen
Cholesterintransports dem Riicktransport des Cholesterins vom peripheren Gewebe zur Leber
und {bernimmt nicht nur auf diesem Wege eine protektive Aufgabe in der Genese

atherosklerotischer GefiBveranderungen® .

12



4.4 HDL

Lipoproteine hoher Dichte (HDL) stellen keine einheitliche Population dar. Sie konnen in
zahlreiche Subfraktionen unterteilt werden, welche sich in ihrer Dichte, Form, Grofle und
Zusammensetzung unterscheiden. Die Dichte der HDL Partikel liegt zwischen 1,063 und 1,21
g/ml und die GroBe zwischen 5 und 17 nm (Stoke Durchmesser). Sie konnen eine
scheibenformige oder sphirische Gestalt annehmen. Fast ein Drittel bis die Hilfte des HDL
Partikels wird aus hochspezialisierten Proteinen, den Apolipoproteinen gebildet. Hierbei spielen
vor allem apo A-I und apo A-II eine entscheidende Rolle bei der Strukturbildung des HDL sowie
dessen Funktionen im intravaskuliren Stoffwechsel’””'. Weitere Komponenten des HDL stellen
Phospholipide, Cholesterin, Cholesterinester und Triglyceride dar’”>. Dariiber hinaus noch
verschiedene Enzyme, wie die Paraoxonase, die Lecithin-Cholesterin-Acetylhydrolase (LCAT),
das Cholsterinester-Transferprotein (CETP) und die platelet activating factor acetylhydrolase
(PAF-AH)”. Wihrend der HDL Kern durch die wasserunldslichen Cholesterinester und
Triglyceride gebildet wird, entsteht die hydrophile Hiille durch Phospholipide, freies Cholesterin
und Apolipoproteine’.

Die verschiedenen HDL Subpopulationen konnen unter anderem mit Hilfe der Agarose-
Gelelektrophorese und Anti-ApoA-I-Immunblot differenziert werden. Der Grofiteil des HDL
enthédlt Apolipoprotein A-I und zeigt eine a—Mobilitdt. Diese Fraktion wird als o-LpA-I
bezeichnet und stellt den hauptséchlichen Teil des im klinischen Alltag bestimmten HDL
Cholesterins dar. Es ldsst sich aufgrund seiner Dichte durch Ultrazentrifugation in zwei
lipidreiche HDL Fraktionen, dem HDL, und HDLs, isolieren. 5-15 % der Apolipoprotein A-I
assoziierten, lipidarmen Partikel zeigen eine pra-f—Mobilitét in der Gelelektrophorese. Sie lassen
sich weiter in eine pra-B;—LpA-I, prid-B>—LpA-I und pra-Bs;-LpA-I Fraktion separieren und
kommen verstirkt im extravasalen Raum vor”>”®"""8,

Zahlreiche epidemiologische Studien haben gezeigt, dass niedrige HDL Konzentrationen im
Plasma einen Risikofaktor fiir die Entwicklung kardiovaskuldrer Erkrankungen darstellen.
Diesbeziiglich konnte in der Framingham Studie sowie der PROCAM Studie ein inverser
Zusammenhang zwischen dem Auftreten kardiovaskuldrer Erkrankungen und der HDL
Konzentration im Blut beobachtet werden. HDL stellt demnach einen wichtigen und potenten
atheroprotektiven Faktor im menschlichen Korper dar””***!'. Die Erhéhung der HDL
Konzentration im Plasma durch die medikamentdse Therapie mit Fibraten oder Nikotinsdure

geht einher mit einem verminderten Auftreten kardiovaskulirer Ereignisse®***,
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Aufgrund der Heterogenitdt der HDL Partikel scheint die Vermittlung der atheroprotektiven
Effekte des HDL sehr komplex zu sein. Wie im Folgenden ausfiihrlicher dargestellt, besitzt HDL
zusdtzlich zu dem bisher bekannten Mechanismus des reversen Cholesterintransports,
antiinflammatorische, antioxidative, antiapoptotische und vasodilatierende Eigenschaften,

welche in ihrer Gesamtheit zur atheroprotektiven Wirkung des HDL beitragen.

4.4.1 HDL und reverser Cholesterintransport

Die Cholesterin Homdostase wird im Organismus durch zwei Mechanismen aufrechterhalten.
Der Transport endogenen und exogenen Cholesterins von der Leber zu peripheren Geweben
wird liber VLDL, IDL und LDL vermittelt. Der Riicktransport von Cholesterin aus dem
peripheren Gewebe zur Leber wird tiber HDL vermittelt. Der letztgenannte Mechanismus wird
auch als reverser Cholesterintransport (RCT) bezeichnet. Er stellt einen der Mechanismen dar,
iiber den HDL seine antiathersoklerotische Wirkung vermittelt®> ™.

Lipidfreies Apolipoprotein A-I und lipidarmes, scheibenformiges prd-p HDL stellen die
Vorlduferstadien des lipidreichen a-HDL dar. Sie werden von Leberzellen und Mukosazellen des
Darmes oder bei der durch das Enzym Lipoproteinlipase vermittelten Lipolyse von
triglyceridreichen Lipoproteinen (Chylomikronen, VLDL) gebildet®”*%*. Zudem kénnen sie
bei der Umwandlung von HDL, und HDL; mittels des Cholesterinester-Transferproteins
(CETP), des Phospholipid-Transferproteins (PLTP) und der hepatischen Lipase (HL)
entstehen’'”.

Eine wichtige Funktion beim RCT iibernehmen die HDL assoziierten Apolipoproteine. Uber den
ATP-binding cassette Transporter A1 (ABC-A1) wird die Ausschleusung intrazelluldren, nicht
veresterten Cholesterins und von Phospholipiden aus den peripheren Zellen vermittelt. Der
ABC-A1 Transporter interagiert dabei mit dem Apolipoprotein A-I. Das aufgenommene freie
Cholesterin wird mittels der Lecithin-Cholesterin-Acyltransferase (LCAT) zu Cholesterinestern
umgewandelt. Es entsteht ein sphérischer HDL; Partikel. In einem weiteren Prozess entstehen
durch Umwandlung, unter anderem unter Einwirkung der Lecithin-Cholesterin-Acyltransferase
(LCAT) und des Phospholipid-Transferproteins (PLTP), groBere HDL, Partikel®®. Es gibt
verschiedene Wege, die dazu dienen, die Cholesterinester wieder aus den HDL Partikeln zu
entfernen. Hierzu gehoren unter anderem die Aufnahme der Cholesterinester des HDL in die
Leberzelle mittels des scavenger receptor class B, Type I (SR-B1)’* und der CETP vermittelte
Transfer der Cholesterinester zur VLDL und LDL Fraktion. Wie in einem Zyklus werden

fortlaufend lipidfreie Apolipoproteine A-I und lipidarme prid-p HDL als Akzeptoren fiir die
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Cholesterinaufnahme im peripheren Geweben regeneriert und damit der reverse

Cholesterintransport ermdglicht® .

4.4.2 Antiinflammatorische Wirkung

Atherosklerose ist eine chronisch entziindliche Erkrankung, welche charakterisiert ist durch die
inflammatorische Aktivierung des Endothels und die Akkumulation von Makrophagen und T-
Lymphozyten in der Arterienwand’®. HDL beeinflusst iiber unterschiedliche Mechanismen die
bei der Atherosklerose ablaufenden entziindlichen Prozesse. Durch eine verminderte Expression
Zytokin induzierter Adhésionsmolekiile, wie intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1),
vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) und E-Selektin, inhibiert HDL die Adhésion von
Monozyten und Lymphozyten an den Endothelzellen und dariiber die sich daran anschlieende
Transmigration dieser Zellen in die Arterienwand’’. Dariiber hinaus hemmt HDL die Synthese
des Plittchenaktivierenden Faktors (PAF)™®. Es stimuliert die Exprimierung des
Transformierenden Wachstumsfaktors f (TGF-f) in den Endothelzellen. TGF-f wirkt
antiinflammatorisch durch die Hemmung der Expression von Adhdsionsmolekiilen sowie die

Reduktion der Zytokinsynthese® .

4.4.3 Wirkung auf endotheliale Funktionen

Wenn das Endothel unter dem Einfluss physikalischer und toxischer atherogener Stimuli nicht
mehr in der Lage ist, seine physiologischen Aufgaben zu erfiillen, so betrifft dies eine Vielzahl
gefdBschiitzender Funktionen, wie die Regulation des Gefatonus, die Hemmung der Adhésion
von Entziindungszellen, die Aufrechterhaltung einer antithrombogenen Oberfliche sowie die

10 Wie einleitend erwihnt, ist eine Vielzahl

Regulation der Proliferation glatter Muskelzellen
dieser Funktionen auch an die Verfligbarkeit von NO gekoppelt. Eine verminderte
Bioverfiigbarkeit von NO spielt bei der endothelialen Dysfunktion und damit auch bei der
Entwicklung atherosklerotischer Verdnderungen eine entscheidende Rolle. In Untersuchungen
konnte gezeigt werden, dass HDL in der Lage ist, die endotheliale NO-Synthase zu aktivieren
und auf diesem Wege die Produktion des atheroprotektiven Molekiils NO zu stimulieren'®.
Diese Beobachtung wird durch Studien unterstiitzt, in welchen durch die intravendse Applikation

von HDL bei Patienten mit bekannter Dyslipoproteindmie die Bioverfligbarkeit von NO erhoht

und eine endothelvermittelte Vasodilatation induziert werden konnte'®’. HDL bindet mittels
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Apolipoprotein Al an den scavenger receptor class B, Type I (SR-BI) und fiihrt iiber weitere
Mechanismen zu einer Aktivierung der Tyrosinkinase (TK). Die resultierende Signalkaskade, an
deren Ende die Phosphorylierung und damit Aktivierung der eNOS steht, beinhaltet die
Aktivierung der Akt Kinase und der mitogen-activated protein (MAP) Kinase mittels der
Phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)'®'% Dariiber hinaus induziert HDL die Expression der
Cyclooxygenase-2 (COX-2) und auf diesem Wege unter anderem die Synthese des potenten
Vasodilatators Prostacyclin'®.

In vitro Versuche konnten zudem zeigen, dass HDL iiber die Aktivierung der Proteinkinase Akt
in der Lage ist, die Apoptose endothelialer Zellen zu hemmen'®. Neben der Forderung des

Uberlebens von Endothelzellen vermittelt HDL zudem deren Proliferation und Migration'® .

4.4.4 Antioxidative Wirkung

Oxidativer Stress ist ein gut untersuchter Risikofaktor fiir die Progression atherosklerotischer
Verdnderungen. Ein Ungleichgewicht zwischen verminderter NO Bioverfligbarkeit und
zunehmender Synthese freier Sauerstoffradikale fiihrt in der Arterienwand zu vermehrten
oxidativem Stress. Infolgedessen kommt es zunehmend zur oxidativen Modifikation von LDL'",
Oxidiertes LDL wirkt proinflammatorisch und trigt auf diesem Wege maligeblich zum
Voranschreiten der Atherosklerose bei. Es spielt eine Schliisselrolle bei der Entstehung von
Schaumzellen, die fiir atherosklerotische Lasionen charakteristisch sind''®. Untersuchungen
zeigen, dass HDL in der Lage ist, LDL vor der chemischen Modifikation zu oxidiertem LDL zu

. 111
schiitzen .

4.5 HDL-assoziierte Lysophospholipide

In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass HDL ein Transportpartikel flir duf3erst
bioaktive Signalmolekiile darstellt, die an der Regulation zahlreicher biologischer Prozesse
beteiligt sind''*'"*. Man beobachtete zum Beispiel, dass die Bindung des kompletten HDL
Molekiils, nicht jedoch von isoliertem Apolipoprotein A-I oder A-II, die NO Synthese
beeinflusst und schloss daraus, dass zusitzlich andere biologisch aktive Bestandteile des HDL
die eNOS aktivieren''. In weiteren Studien konnten die Lysophospholipide (LPL) als bioaktive
Bestandteile des HDL identifiziert werden'".

Phospholipide sind amphiphile Lipide, die am Aufbau von Zellmembranen beteiligt sind. Hierzu

zdhlen Glycerophospholipide und Sphingomyeline. Sie kdnnen enzymatisch zu verschiedenen
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Metaboliten umgewandelt werden, zu denen unter anderem auch die Lysophospholipide
gehdren'' """, Zu diesen zihlen das Sphingosin-1-Phosphat (S1P), Lysosulfatid (LSF) und
Sphingosylphosphorylcholin (SPC). IThnen gemeinsam ist neben der chemischen Grundstruktur
die Wirkungsentfaltung iiber Zelloberflaichenrezeptoren, die an heterotrimere G-Proteine
gekoppelt sind. Diese wurden zunichst als EDG (endothelial differentiation gene) -Rezeptoren

bezeichnet''®

. Im Verlauf wurde von der [IUPHAR eine neue Klassifikation eingefiihrt, in der die
Rezeptoren nach ihrem Hauptliganden benannt und entsprechend dem Zeitpunkt ihrer
Entdeckung durchnummeriert wurden''®. So konnten unter anderem verschiedene S1P und SPC
Rezeptoren mit unterschiedlicher Affinitdt zu den einzelnen Lysophospholipiden identifiziert
werden.

In den letzten Jahren fand man heraus, dass die HDL assoziierten Lysophospholipide eine
Schliisselrolle bei der Vermittlung der vielfdltigen Eigenschaften des HDL, insbesondere der

protektiven Effekte, ibernehmen. Eine besondere Rolle scheint hierbei das Sphingosin-1-

Phosphat zu spielen'>’.

4.5.1 S1P

Sphingosin-1-Phosphat (S1P) leitet sich vom Sphingosin ab und wird aus diesem durch
Sphingosinkinasen gebildet. S1P ist in Thrombozyten und auch Erythrozyten gespeichert, da
diese Zellen nicht iiber die SIP Lyase verfiigen, welche den Abbau des S1P katalysiert'?' %%
Die Plasmakonzentration von SIP liegt in einem hohen nanomolaren Bereich. Maximal 40% -
60% des im Plasma vorkommenden S1P sind an HDL, der andere Teil an Albumin gebunden'?.
Die Konzentration von S1P in der LDL Fraktion ist um das vier- bis sechsfache geringer als in
der HDL Fraktion'**. S1P ist beteiligt an der Regulation einer Vielzahl zelluldrer Prozesse und
vermittelt, ebenso wie andere Lysophospholipide auch, seine Wirkung iiber G-Proteinen-
gekoppelte Rezeptoren'®’. Bei eingehenderen Untersuchungen hinsichtlich der Wirkungsweise
ergaben sich unterschiedliche Mechanismen, iiber die S1P einen antiatherogenen Effekt
vermittelt.

S1P scheint in der Lage zu sein, die endotheliale Barrierefunktion iiber die Aktivierung des G-
Proteins Rac-1 zu unterstiitzen. Rac-1 ist beteiligt an der Organisation des Aktin-Zytoskeletts in
Endothelzellen'”. Dariiber hinaus ist SIP in der Lage, weitere, iiberaus wichtige
Schutzfunktionen an Endothelzellen zu entfalten, indem es deren Proliferation, Migration und
Uberleben fordert. So hemmt S1P unter anderem die durch oxidiertes LDL und

Wachstumsfaktormangel hervorgerufene Apoptose von Endothelzellen iiber eine Inhibition der
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L 127,128,129
Caspase-3 Aktivierung'*"'*®

. Einen weiteren zentralen atheroprotektiven Effekt des S1P stellt
die Aktivierung der eNOS dar. Wihrend Apolipoprotein A-1 an SR-B1 bindet, stimuliert S1P
gleichzeitig den entsprechenden G-Protein gekoppelten Oberflachenrezeptor. Dies ist essentiell
fiir die Aktivierung der eNOS, welche nicht, wie zuvor dargelegt, durch isolierte
Apolipoproteine erfolgen kann. Uber die Aktivierung der Tyrosinkinase wird eine Signalkaskade
in Gang gesetzt, in deren Verlauf die PI3 Kinase, die Akt und MAP Kinasen im Weiteren und
letztendlich die eNOS durch Phosphorylierung aktiviert werden. NO wird freigesetzt'**'3!13,
S1P beeinflusst die Zytokin-Sekretion von Lymphozyten. Es fordert bei Lymphozyten verstarkt
die Sekretion antiatherogener Zytokine, wie IL-10, und reduziert die Bildung proatherogener
Zytokine, wie IL-4 und INF-y'*. Zudem ist bekannt, dass S1P iiber die Aktivierung der

134 .
. In verschiedenen

Proteinkinase Akt die Apoptose von Monozyten und Makrophagen hemmt
Studien konnte gezeigt werden, dass SIP die durch TNF-a stimulierte Expression von
Adhésionsmolekiilen (ICAM-1, VCAM-1, Selektine) reduziert?>"*®. S1P vermittelt weitere
regulatorische Effekte auf das Immunsystem, indem es iiber den S1P; Rezeptor die Rezirkulation
von Lymphozyten hemmt'*’.

Dariiber hinaus ist S1P in der Lage, die PDGF (platelet-derived growth factor) induzierte

Migration glatter Gefdmuskelzellen zu inhibieren'**"*°.

4.5.2 SPC

SPC wird durch das Enzym Sphingomyelindeacylase aus Sphingomyelin synthetisiert und kann
durch die Serum-Lysophospholipase zu S1P umgewandelt werden'*’. Die Plasmakonzentration
des SPC entspricht der des SIP'*'. SPC iibernimmt #hnliche Funktionen in der Regulation
physiologischer Prozesse wie das strukturverwandte SIP und fungiert als ein Ligand mit
geringerer Affinitit fiir SIP Rezeptoren'*'*. Viele zelluldre Effekte des SPC lassen sich durch
dessen Bindung an S1P Rezeptoren erkldren, andere Mechanismen unterscheiden sich jedoch

von denen des S1P. Sie scheinen durch spezifische SPC Rezeptoren vermittelt zu werden'**.

4.5.3 LSF

Lysosulfatid (Galactosylsphingosin-3-O-Sulfat, LSF) gehort ebenfalls zur Gruppe der
strukturverwandten Lysophospholipide. Die Mechanismen der Synthese und des Abbaus von

Lysosulfatid sind bisher, ebenso wie die physiologische Plasmakonzentration, kaum bekannt'*,
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GroBere Konzentrationen lassen sich bei Patienten mit metachromatischer Leukodystrophie
finden, welche durch einen Mangel an Arylsulfatase A und folgend der Akkumulation von

146 In den letzten Jahren wurden

Sulfatiden in verschiedenen Organen gekennzeichnet ist
verschiedene Studien durchgefiihrt, welche zeigten, dass auch LSF als bioaktives Signalmolekiil
des HDL fungiert. Dennoch sind die genauen zelluliren Mechanismen, iiber die dieses
Lysophospholipid seine Wirkung entfaltet, bisher nur wenig bekannt. LSF bindet ebenso wie
S1P und SPC an G-Protein gekoppelte Rezeptoren und vermittelt iiber diese seine Wirkung'?.

Wie zuvor erwihnt, stellt die Adhédsion mononukledrer Zellen am Endothel mit Hilfe von
Adhidsionsmolekiilen und deren transendotheliale Migration in die Arterienwand einen
bedeutenden Schritt in der Atherogenese dar. Es konnte gezeigt werden, dass LSF iiber die
Aktivierung der Proteinkinase Akt in der Lage ist, die TNF-a induzierte E-Selektin Expression
auf der Endothelzelloberfliche zu vermindern. Dieser Effekt konnte auf Protein- und mRNA-
Ebene nachgewiesen werden und wurde im Versuch durch die Zugabe von Suramin, einem
Antagonisten am S1P; Rezeptor, aufgehoben. Dies konnte ein Hinweis dafiir sein, dass LSF die
Expression der Adhisionsmolekiile iiber die Bindung an den S1P3; Rezeptor beeinflusst'**'.
Ein Merkmal atherosklerotischer Léasionen ist der Untergang endothelialer Zellen durch
Apoptose. LSF ist in der Lage, Endothelzellen aufgrund seiner antiapoptotischen Effekte zu
schiitzen. Es hemmt die Aktivierung von Caspasen und stimuliert die Aktivierung der Akt
Kinase'”. Dariiber hinaus zeigte sich, dass LSF iiber die Aktivierung der
Phospatidylinositolspezifischen-Phospholipase C (PI-PLC) die Proliferation von Fibroblasten

. . 151
stimuliert'>!.

4.6 S1P Rezeptoren

Wie bereits erwéhnt, vermitteln Lysophospholipide ihre Wirkung iiber die Bindung an G-Protein
gekoppelte Zelloberflaichenrezeptoren. Durch die Kopplung der Rezeptoren an unterschiedliche
G-Proteine ist es moglich, liber vielfiltige intrazellulire Signalwege verschiedene biologische
Prozesse zu regulieren. Hierzu zdhlen unter anderem die Regulation der Zellproliferation und des
Zelliiberlebens, der Calcium Konzentration sowie Calcium abhédngiger Funktionen, der
Architektur ~ des  Zellskeletts, der  Zellmigration und der  Expression  von

Adhisionsmolekiilen'*>'**'**!3% S 1P bindet an unterschiedliche Rezeptoren. Der S1P; Rezeptor
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findet sich ubiquitdr und ist ausschlieBlich an G; Rezeptoren gekoppelt. Die Aktivierung des
S1P; Rezeptors fiihrt unter anderem zur Stimulation der Akt-Kinase, der extracellular signal-
related Kinase (ERK) und des G-Proteins Rac. Uber diese Signalwege werden die Proliferation,

136157 Der S1P, Rezeptor findet sich

Migration und das Uberleben von Zellen vermittelt
ebenfalls ubiquitdr und ist an unterschiedliche G-Proteine gekoppelt. Hierzu gehoren Gi, G4 und
G213 — Proteine. S1P, fiihrt neben einer Aktivierung der Phospholipase C zur Erhéhung der
intrazelluldren Calziumkonzentration und ERK Stimulierung'®®. Rho und Rac stellen
Untergruppen der Familie der Rho-GTPasen dar. Sie sind beteiligt an der Regulation
verschiedener zelluldrer Vorgédnge und spielen eine Schliisselrolle bei der Regulation des Aktin-
Zytoskeletts159. Wihrend das G-Protein Rho iiber S1P, aktiviert wird, wird Rac inhibiert. S1P
hemmt die PDGF induzierte Migration glatter GefdBmuskelzellen iiber die Wirkung am S1P,

0

Rezeptor'®. Zudem wird die Migration weiterer Zell-Typen, unter anderem auch von

1! Der Lysophospholipidrezeptor SI1P; wird, ebenso wie der S1P,

Melanomzellen, gehemmt
Rezeptor, ubiquitér exprimiert und ist an Gj -, Gg- und Gi2/13- Proteine gekoppelt. Neben der
Aktivierung der Phospholipase C wird der Anstieg der intrazelluldren Calziumkonzentration
gefordert. S1P; aktiviert die G-Proteine Rho und Rac sowie ERK und die Akt Kinase'®,
Dariiber hinaus wird {iber diesen Rezeptor eine NO vermittelte Vasodilatation stimuliert. Da in
Versuchen an S1P; defizienten Mausen durch FTY720, einem Strukturanalogon des S1P und
Agonisten an verschiedenen S1P Rezeptoren, keine Vasodilatation induziert werden konnte, ist
es wahrscheinlich, dass hauptsdchlich der S1P; Rezeptor fiir die lysophospholipidvermittelte
eNOS Aktivierung und die dadurch induzierte Vasodilatation verantwortlich ist'®>. Genauere
Untersuchungen hinsichtlich der Kopplung der S1P4 und S1Ps Rezeptoren an spezifische G-

Proteine und deren physiologische Funktionen stehen weitgehend noch aus. Beide Rezeptoren

scheinen zumindest G;-Proteine zu aktivieren'®.

4.7 SPC Rezeptoren

OGRI1 (ovarian cancer G protein-coupled receptor 1) und GPR4 stellen Rezeptoren mit hoher
Affinitdt zu Sphingosylphophorylcholin als Liganden dar. Beide Rezeptoren vermitteln SPC
induziert eine intrazelluldre Erhohung der Calcium-Konzentration. Wahrend OGR1 jedoch eine
Wachstumshemmung in verschiedenen Zellen bewirkt, fiihrt GPR4 zu einer DNA Synthese.
OGR1 wird bevorzugt von Zellen der Plazenta, Milz und Hoden exprimiert. GPR4 findet sich

gehiuft in der Leber, Niere und den Ovarien'®.
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4.8 Fragestellung

Es ist bekannt, dass HDL und S1P in der Lage sind, die endotheliale NO Synthase zu aktivieren
und durch die damit einhergehende NO Produktion eine atheroprotektive Wirkung im Endothel
zu vermitteln. Es soll gepriift werden, ob auch das HDL assoziierte Lysophospholipid LSF
(Lysosulfatid) die Féhigkeit besitzt, die eNOS zu aktivieren und iiber diesen Mechanismus die
endotheliale NO Produktion zu stimulieren. Dariiber hinaus soll untersucht werden, iiber

welchen Lysophospholipid-Rezeptor die eNOS Aktivierung erfolgt.
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5 Material und Methoden

5.1 Material

5.1.1 Versuchstiere

Die Versuche wurden durchgefiihrt an den Gefdflen von minnlichen Wistar-Kyoto Ratten
(WKY, Charles River Laboratories, Sulzfeld, Deutschland), mannlichen C57BL/6-Méusen
(Jackson Laboratory, Bar Harbor, Amerika), eNOS-defizienten Mausen (eNOS -/-) (Jackson
Laboratory, Bar Harbor, Amerika) und S1P3;-Rezeptor defizienten Miausen (S1P; -/-) (Herrn PD.
Dr. Bodo Levkau, Zentrum fiir Atheroskleroseforschung, Westfilische Wilhelms-Universitit
Miinster). Die Ratten waren zum Zeitpunkt der Priparation durchschnittlich 114 Tage alt (105
bis 134 Tage) und wogen durchschnittlich 257 g (247 bis 284 g). Die C57/B6- Méuse hatten ein
Durchschnittsalter von 54 Tagen (48-65 Tage) und ein Durchschnittskorpergewicht von 27 g
(23-34 g). Die eNOS defizienten Méuse waren durchschnittlich 58 Tage alt (51-64 Tage) und
wogen durchschnittlich 27 g (24-36 g). Die S1Ps;-Rezeptor defizienten Maéduse hatten ein
Durchschnittsalter von 57 Tagen (49-62 Tage) und ein Durchschnittskorpergewicht von 25 g
(22-33 g).

Die Haltung der Versuchstiere entsprach Standartlaborbedingungen. In den fensterlosen Stillen
wurde ein 12-stiindiger Tag-Nacht Rhythmus simuliert. Die Raumtemperatur betrug 19-21 °C.
Es herrschte eine relative Luftfeuchtigkeit von 50-70 %. Erndhrt wurden die Tiere mit Pressfutter
(Firma Altromin, Soest, Deutschland) und Trinkwasser sowie Kornern und Obst an jedem
zweiten Tag. Sie wurden in Kolonien gehalten und nach Lieferung zur Akklimatisierung fiir
mindesten fiinf Tage in den Tierstdllen bewahrt. Die Entnahme der fiir die Versuche bendtigten

Aorten erfolgte zwischen 6 Uhr und 18 Uhr.

5.1.2 Chemikalien und Biochemikalien

Die fiir den jeweiligen Versuch verwendeten Substanzen wurden entsprechend der Richtlinien

des Calbiochem - bzw. des Sigma Katalogs frisch aufgelost und auf Eis kalt gehalten.

Acetylcholin Sigma, St. Louis/USA
Aprotinin Sigma, St. Louis/USA
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Bidestilliertes Wasser
Cholesterin

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Essigsdure

Ethanol
Ethylendiamintetraacetylsiure
Glukose

Isopropanol

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO4)
Kalziumchlorid (CaCl,)
Ketamin

Lysosulfatid (LSF)
Magnesiumsulfat (Mg;SO4)
Natriumbicarbonat (NaHCO3)
Natriumchlorid (NaCl)

Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO4)

Natriumnitroprussid (SNP)

N-Nitro-L-Arginin-Methyl-Ester (L-NAME)

Phenylephrin
Phosphatidylcholin
Saponin

Stickstoff

Urethan

Xylazin

Fluka, Buchs/CH
Sigma, St.Louis/USA
Merck, Darmstadt/D
Merck, Darmstadt/D
Merck, Darmstadt/D
Merck, Darmstadt/D
Merck, Darmstadt/D
Merck, Darmstadt/D
Merck, Darmstadt/D
Sigma, St. Louis/USA
Sigma, St. Louis/USA
Sigma, St. Louis/USA
Sigma, St. Louis/USA
Sigma, St. Louis/USA
Merck, Darmstadt/D
Sigma, St. Louis/USA
Merck, Darmstadt/D
Sigma, St. Louis/USA
Sigma, St. Louis/USA
Sigma, St. Louis/USA
Sigma, St. Louis/USA
Sigma, St. Louis/USA
Linde, Wiesbaden/ D
Sigma, St. Louis/USA
Sigma, St. Louis/USA

5.1.3 Physiologische Tyrode-Losung fiir den KleingefiSmyographen

Grundlage der Tyrode-Losung ist bidestilliertes Wasser, in welchem verschiedene Elektrolyte in
den unter Tabelle 1 angegebenen Konzentrationen gelost wurden. Die Losung wurde vor jedem

Versuch neu angesetzt und bei einer konstanten Temperatur von 37 °C warm gehalten.
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Substanz Konzentration (mmol/l)

NaCl 119,54
KClI 4,69
Mg,SO4 1,22
CaCl, 1,61
KH,POg4 1,17
NaHCO:s 25,01
Glukose 10,98
EDTA 0,024

Tabelle 1: Zusammensetzung der physiologischen Tyrode-Ldsung

5.1.4 Laborgeriite

Analysewaage Sartorius, Gottingen/D
Computer Fujitsu Siemens, Sunnyvale/USA
Compaq/HP, Berlin/D
Druckaufnehmer Isotec Pressure Transducer Hugo Sachs, March-Hugstetten/D
Gefrierschranke -80°C Heraeus, Osterode/D
Firma Scientific, Marietta/USA
-20°C Liebherr, Biberach an der Rif}/D
Bosch, Stuttgart/D

Glasinstrumente (Kolben, Pipetten etc.) Brand, Wertheim/D
Kleingefdfmyograph Modell 410A Danish Myotechnology, Aarhus/DK
Kiihlschrinke Bosch, Stuttgart/D

Liebherr, Biberach an der Rif/D
Magnetriihrer IKA-Werk, Staufen in Breisgau/D
Mehrkanalpipette Biohit, Helsinki/SN
Mikroskope Zeiss, Jena/D

Nikon, Tokio/J
Monitor LG, Seoul/KO
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pH-Messgerite
pH-Messgerat PHM210
pH-Messelektrode MI-410
Pipetten

Vortex

Wasserbader

Vakuumpumpe Laboport

5.1.5 Verbrauchsmaterial

Deckglaser
Einwegskalpelle
Pipettenspitzen
Priparationsbesteck
Schlduche

Spritzen und Kaniilen (Sterican)

5.1.6 Software

Adobe Acrobat 7.0 Professional
Endnote X2

MS-Oftice 2007 Profession
Windows XP

MS Explorer 6.0

Myodaq 2.2

Myodata 2.2

Prism 5.0

Beckmann, Palo Alto/USA
Radiometer, Copenhagen/DN
Microelectrodes, Bedford/USA
Eppendorf, Hamburg/D

Roth, Karlsruhe/D

Haake, Karlsruhe/D

Julabo, Seelbach/D

KNF, Freiburg/D

Roth, Karlsruhe/D

Riittgers, Solingen/D

Stid Laborbedarf, Gauting/D
FST, Foster City/USA
VWR, Darmstadt/D

Braun Melsungen, Melsungen/D

Adope Systems Inc., San Jose/USA

IST Research Soft, Berkeley/USA

Microsoft Corp., Redmond/USA

Microsoft Corp., Redmond/USA
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DMT Danish Myo Technology
GraphPad Software, San Diego/USA



5.2 Methoden

5.2.1 Priparation der bei den Versuchen verwendeten thorakalen Aorten

Die Miause und Ratten der o.g. Stimme wurden mittels einer intraperitonealen Ketamin (80
mg/kg KG) und Xylazin (10 mg/kg KG) Applikation anésthesiert.

Nach Fixation des jeweiligen Tieres in Riickenlage wurde mittels eines medianen Bauchschnitts
der Bauchraum er6ffnet und die abdominelle Aorta dargestellt. Durch eine mediane Sternotomie
verschaffte man sich Zugang zum thorakalen Anteil der Aorta und priparierte diesen duferst
vorsichtig mit Hilfe einer Mikroschere frei. Bei zu starken longitudinalen oder transversalen
Traktionen am Gefdll hitte es zu Verletzungen des Endothels oder muskuldrer Strukturen
kommen konnen, die letztlich zu Funktionseinbulen des Priparates gefiihrt hétten. Nach der
vollstdndigen Mobilisation der thorakalen Aorta wurde diese auf Hohe des Zwerchfells vom
abdominellen Teil getrennt und in eine mit Tyrodelosung gefiillte Petrischale transferiert. Diese
wurde zuvor im Kiihlschrank auf 4 °C gekiihlt und {iber 10 Minuten mit Carbogen begast.
Anschliefend erfolgte die Entfernung des umgebenden Fett- und Bindegewebes unter
Zuhilfenahme eines binokularen Mikroskops bei zehnfacher VergréBerung sowie die
Abtrennung von jeweils ca. 2 mm grofen Geféalstiicken. Diese wurden mit einem Draht von 40

um Durchmesser in den Myographen eingespannt.

5.2.2 Kleingefilmyograph

Das Prinzip des Small Vessel Myographen wurde 1976 von Professor M. J. Mulvany und
Professor W. Halpern etabliert. Gefdllsegmente, welche anndhernd atraumatisch von Aorten
bzw. kleinen Widerstandsgefdlen entnommen werden, konnen in Form von Ringpréparaten in
den Myographen eingespannt und auf ihre pharmakologischen, morphologischen  und
mechanischen Eigenschaften hin untersucht werden. Der Hauptvorteil dieser Vorgehensweise
besteht darin, pharmakologische Messungen unter definierten isometrischen Bedingungen
durchfithren zu konnen. Der KleingefaBmyograph erlaubt die pharmakologische
Charakterisierung von proximalen Widerstandsgefden mit einem Lumendurchmesser von 100
um bis 2 mm. GefdBle verschiedener Gefdllgebiete einer Tierart sowie GefdBle des gleichen
Gefaligebiets unterschiedlicher Tierarten zeigen im Versuch eine andere Reaktion. Wéhrend die

koronaren und zerebralen Widerstandsgefile der Ratte auf Noradrenalin mit einer
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Vasodilatation antworten, kontrahieren die proximalen renalen, mesenterialen und femoralen
Widerstandsgefifie'**'?”. Eine Ausweitung gewonnener Untersuchungsergebnisse auf andere
Spezies oder andere GefaBregionen kann also erst nach weiterfilhrenden physiologischen

Untersuchungen erfolgen.

5.2.3 Aufbau des Kleingefifimyographen

Mit Hilfe des KleingefaBmyographen 410A der Firma JP Trading ist es moglich, zwei
Gefalringpréaparationen gleichzeitig zu untersuchen. Das Gehduse des Myographen enthélt eine
Heizung, einen Kraftmesser sowie eine rostfreie Edelstahlkammer mit einem Volumen von 15
ml. In dieser Kammer befinden sich jeweils zwei, sich gegeniiberliegende Trigerbacken,
zwischen denen die préiparierten Gefdflsegmente mittels eines Drahtes, der an Schrauben fixiert
wird, eingespannt werden. Die eine Trdgerbacke hat Kontakt zu einer Mikrometerschraube, die
der Verdnderung des Triagerbackenabstands in Mikrometerschritten dient. Die andere
Tragerbacke ist mit dem sich im Myographengehduse befindenden Kraftmesser verbunden.
Dieser hochsensible Widerstandsmesser misst Kraftinderungen der sich relaxierenden oder
kontrahierenden  GefdBmuskulatur in einem Bereich von 250 mN mit einem
Auflosungsvermogen von 0,01 mN und gibt die gemessenen Daten an das auBlerhalb gelegene
Myo-Interface mittels Kabelverbindung weiter. Das Myo-Interface ist wiederum an einem
Computersystem angeschlossen, welches die digitale Speicherung und Auswertung der
gemessenen Daten erlaubt. Das Messprogramm Myodaq 2.2 transferiert und speichert die
Informationen des Kraft- und Temperaturmessers in Abhédngigkeit von der Zeit. Nach
Beendigung des Versuches erfolgt die Auswertung der Versuchsergebnisse mittels des
Analyseprogramms Myodata 2.2.

Die Kammer ist gefiillt mit einer physiologischen Kochsalzlosung (Tyrodelosung) und wird
durch eine spezielle Abdeckung verschlossen. Diese soll zum Einen den Sauerstoffpartialdruck
konstant halten und zum Anderen eine Verdunstung des Kammerinhalts reduzieren. Die
Abdeckung verfiigt iiber mehrere Offnungen, iiber welche Substanzen und Ldsungen
hinzugefiigt und entfernt werden konnen. Der Kammerinhalt wird mit Hilfe der im
Myographengehéuse befindlichen Heizung konstant auf einer zuvor festgelegten Temperatur von
37 °C gehalten. In der Kammer befindet sich ein mit der Heizung verbundenes Thermometer,
welches mit einer Auflésung von 0,1 °C die aktuelle Temperatur ermittelt. Bei
Temperaturschwankungen erfolgt automatisch eine Anpassung der Heizkraft zur

Aufrechterhaltung der vorgegebenen Temperatur. Zudem werden alle in die Kammer
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kommenden Fliissigkeiten in einem externen Wasserbad auf 37 °C vorgewdrmt. Auf diesem
Wege konnen relevante thermische Beeinflussungen der GefdBringe sowie des Kraftmessers
vermieden werden.

Ein an den Myographen zusétzlich angeschlossenes Vakuumsystem, bestehend aus einer
Vakuumpumpe, einem Ventil und einer Auffangflasche, dient der Entfernung des
Kammerinhalts bei Substanzwechsel und beim Waschen der GefaBringe.

Uber ein externes Begasungssystem erfolgt wihrend des Versuches die kontinuierliche Zufuhr
von Carbogen (95% O, / 5 % CO,), wodurch in der Kammer ein physiologischer pH-Wert von
7,4 aufrechterhalten wird. Dieser Wert wird mittels einer an einem pH-Meter angeschlossenen
pH-Elektrode wéhrend des Versuchs mehrfach tiberpriift.

Nach jedem Versuch werden die Kammern des KleingefiBmyographen mehrfach mit
bidestilliertem Wasser gespiilt. Anschlieend wirkt 8%ige Essigsdure liber 10 Minuten ein, wird

mit Aqua bidest ausgespiilt und die Kammern werden vorsichtig trocken gelegt.

Computersystem mit

Myo-Interface Myodaq 2.2 und
Myodata 2.2

] .

Myo-

Begasungs-

}C:: L
k3 L N

graph

~N—_
Externes
Vakuumsystem mit Wasser-
Pumpe, Ventil und bad
Auffangflasche

N~

Abbildung 1: abgebildet ist die Versuchsanordnung eines Kleingefilimyographen
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5.2.4 Festlegung des inneren Gefilumfangs der Gefifringpriparate

Um mit Hilfe des KleingefiBmyographen das Verhalten der verschiedenen GefaBringpraparate
auf die im Versuch angewendeten Testsubstanzen miteinander vergleichen zu kdnnen, ist es
notwendig, den inneren GefdBumfang der Gefdle festzulegen. Die maximal mdgliche
Kraftentwicklung eines Geféles ist abhdngig von dessen vorgegebener Wandspannung, da diese
die Ausrichtung der kontraktilen Aktin— und Myosinfilamente der glatten Muskulatur bestimmt.
Die GefiBBsegmente werden zunichst so eingespannt, dass keine Spannung auf das Gefal3
ausgeiibt wird. AnschlieBend werden beim Normalisierungsprozess die beiden Tragerbacken in
Mikrometerschritten voneinander entfernt. Es wird zum Einen die dabei entstehende Kraft und
zum Anderen die Mikrometerverdnderung gemessen. Der innere GefaBBumfang lédsst sich nun
unter Kenntnis des Abstands beider Triagerbacken sowie der Dicke der verwendeten Dréhte
ermitteln. Die Linge des verwendeten Gefdllsegments wird mit Hilfe eines speziellen Objektivs,
welches auf das Mikroskop aufgesetzt wird, bestimmt und ergibt sich aus der verdoppelten unter
dem Mikroskop gemessenen Lénge, da sowohl die GefdBober- als auch -unterseite zu
berticksichtigen sind. Errechnet man den Quotienten aus gemessener Kraft und GefiaBlange, so
erhilt man die Wandspannung. Nun kann mit Hilfe der Gleichung nach Laplace der effektiv
wirkenden Druck P; ermittelt werden'®.

Es gilt:

P; = Wandspannung / (Innerer GefdBumfang/(2 - )).

Der effektive Druck entspricht jenem Druck, der auf das Gefdll wirken miisste, um es auf den
gemessenen Wert zu dehnen. Das Messprogramm Myodaq erfasst jedes Datenpaar, bestehend
aus Wandspannung und innerem GefdBumfang und errechnet den sich daraus ergebenden
effektiven Druck. Sobald ein effektiver Druck von 100 mmHg iiberschritten wird, wird die
Gefallextension abgeschlossen. Mittels der gemessenen Daten wird eine exponentielle Kurve
errechnet, bei welcher die Wandspannung gegen den inneren GefdBumfang (IC=internal
circumference) aufgetragen wird. IC;o9 bezeichnet den inneren GefdBumfang, den das nicht
eingespannte GefdB bei einem transmuralen Druck von 100 mmHg haben wiirde'®. Da in
Experimenten gezeigt werden konnte, dass GefdBle bei einem inneren Umfang, der 90 % des
ICigo betrigt, ein Kraftmaximum entwickeln, wird jedes Gefdlpriparat vor Versuchsbeginn auf
diesen inneren Gefiumfang, welcher im Folgenden als IC; bezeichnet wird, eingestellt'”’. Da
somit die in den Experimenten verwendeten Gefdle iiber den gleichen inneren GefdlBumfang

(IC)) verfiigten, ist ein Vergleich der Versuchsergebnisse moglich.
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5.2.5 Eichung des Kraftmessers

Um Verfilschungen der Versuchsergebnisse durch ungenaue bzw. falsche Kraftmessungen
vorzubeugen, wird der Kraftmesser in regelméfBigen Abstinden mit einer speziell fiir den
KleingefaBmyographen hergestellten Kalibrierungswaage auf 9,81 mN/g geeicht. Hierbei wird,
wie bei einem normalen Versuchsablauf, ein Draht an diejenige Trigerbacke gespannt, die
Kontakt zum Kraftmesser hat. AnschlieBend bringt man den Hebelarm der Kalibrierungswaage
zwischen Draht und Trégerbacke, ohne den Draht zu beriihren und ohne einen Ausschlag des
Kraftmessers zu bewirken. Nun wird der Kraftarm der Kalibrierungswaage mit einem Gewicht
von 2 g beschwert. Das Verhiltnis zwischen Kraftarm und Hebelarm betrigt 2 cm zu 4 cm.

Nach der Gleichung:

Fkrafimesser = W g (Kraftarmlidnge/ Hebelarmlénge)

wirkt auf den Kraftmesser jetzt nur noch die Kraft g, die der Gravitationskonstanten g (g = 9,81

mN/g) entspricht.

5.2.6 Versuchsdurchfithrung

Jeder Versuch wurde an mindestens 6 Aortenringpriparaten (n > 6) verschiedener Tiere der

gleichen Spezies wiederholt.

5.2.6.1 Kontrolle der Gefiaf3vitalitat

Die in den Myographen eingespannten Aortenringe verblieben zundchst fiir 60 Minuten ohne
Manipulation in der gewdrmten Tyrode Ldosung und wurden dann auf ihre funktionellen
Eigenschaften hin untersucht. Gefdfle mit eingeschriankter Funktion wurden verworfen. Zur
Vitalitiatskontrolle der Gefdfle wurden Substanzen verwendet, welche ihre kontrahierende bzw.
dilatierende Wirkung entweder rezeptorunabhidngig oder rezeptorabhingig entfalten. Zu den
rezeptorunabhidngigen Stimulatoren gehoren der konstringierende Stimulator Kaliumchlorid
(KCl, 130 mmol/l) und der dilatierende Stimulator Natriumnitroprussid (SNP, 1 umol/l). Zu den
rezeptorabhéngigen Substanzen gehoren das konstringierende Phenylephrin (PE, 1 pmol/l) und
das dilatierende Acetylcholin (Ach, 10 pmol/l).

Nach Einstellung des optimalen inneren GefaBumfangs wurde die GefaBvitalitit eines jeden

Gefidfringpraparates im Rahmen der Vorkaskade in folgender Reihenfolge getestet: Es wurde
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mit Kaliumchlorid (130 mmol/l) begonnen, bis zwei einander entsprechende Kontraktionen
gemessen wurden. Ebenso verfuhr man mit Phenylephrin (1 umol/l). Nachdem auf diesem Wege
das Kontraktionsvermogen des Gefiles nachgewiesen wurde, priifte man die
Dilatationsfahigkeit. Hierfiir wurde Ach (10 pmol/l) auf ein durch Phenylephrin kontrahiertes
und dadurch vorgespanntes Gefdl3 appliziert. Als letzte Substanz am Ende des Versuches wurde
Natriumnitroprussid (SNP, 1 umol/l) auf eine durch PE (1 umol/l) induzierte Kontraktion
appliziert, um eine endothelunabhédngige Dilatation nachzuweisen. SNP ist ein NO-Donor. Es
induziert eine lang dauernde Dilatation, welche die Wirkung nachtraglich applizierter Stoffe
stark beeintrachtigt.

GefaBe, welche unter PE (1 umol/l) nicht ausreichend kontrahierten (< 5 mN) oder keine
konstante Kontraktion zeigten bzw. unter Acetylcholin nur schwach dilatierten (< 70%), wurden

ausgesondert und durch neue ersetzt.

5.2.6.2 Reproduzierbarkeit der Versuchsergebnisse

Die Reproduzierbarkeit der Versuchsergebnisse fiir Maximalkontraktionen und Dosis-
Wirkungskurven der vasokonstriktorischen Stimulatoren wurde im Laufe der bis zu 8 Stunden
dauernden Versuche mehrfach tiberpriift. Hierfiir wurden regelméfig Maximalkontraktionen und
Dosis-Wirkungskurven der Agonisten angefertigt und dadurch die kontraktilen Eigenschaften
der GefdBBe kontrolliert. Die GefdBkontraktilitit zeigte im Laufe der mehrstiindigen Versuche

keine signifikante Verdnderung.

5.2.6.3 Hemmung der eNOS durch L-Name

Zur irreversiblen Hemmung der endothelialen NO-Synthase wurde in einigen Versuchen die
Substanz L-Name (N°-Nitro-L-Arginine-Methyl Ester) verwendet. Nachdem L-Name (100 pM)
appliziert worden war, erfolgte eine Vorkontraktion der Gefalringe mit Phenylephrin (1 pM)
und anschlieBend die Applikation von Acetylcholin (1 uM). Wenn die thorakalen
Aortenabschnitte auf Acetylcholin nicht mehr mit einer Vasodilatation reagierten, konnte von
einer effektiven Hemmung der eNOS ausgegangen werden und die Gefdfle wurden fiir den

geplanten Versuchsablauf weiter verwendet.
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5.2.6.4 Chemische Deendothelialisierung durch Saponin

Saponin ist ein Substrat, welches die Endothelzellpermeabilitit beeinflusst. Dadurch kommt es
zu einem Zusammenbruch des Membranpotentials und zu einem Funktionsverlust des Endothels.
Werden die Aortenringe mehrfach (3 x 10 Minuten und 1 x 20 Minuten) einem Tyrode/Saponin
Gemisch (Saponinkonzentration: 0,05 mg/ml) ausgesetzt, so erfolgt die chemische Entfernung

des Endothels'"".

5.2.7 Statistik

Das Analyseprogramm Myodata 2.2 wertete die Versuchsdaten statistisch aus. Ist der p-Wert
kleiner als das Signifikanzniveau (p < 5 %), gilt das Ergebnis als statistisch signifikant. Die
Ergebnisse resultieren aus der in mN gemessenen Kraftinderung und werden als Mittelwert +
Standartfehler des Mittelwertes angegeben. Da es sich um Gruppen von unabhdngigen
Stichproben handelt, wurde zur Kontrolle der Signifikanz der U-Test nach Wilcoxon, Mann und
Whitney herangezogen.

Bei der Nullhypothese (HO) wurde davon ausgegangen, dass die Mittelwerte der gemessenen
Kraftinderung gleich bleiben, unabhingig davon, ob Tyrode (u;) oder aber Agonisten bzw.
Antagonisten (1) hinzugegeben werden.

HO: pi=w

Bei der Alternativhypothese (H1) wurde davon ausgegangen, dass sich die Mittelwerte der
gemessenen Kraftinderung unter Zugabe von Tyrode (u;) von denen unter Zugabe von
Agonisten bzw. Antagonisten unterscheiden (u;).

HI: w #w

Mit Hilfe der folgenden Gleichungen konnen die Priifgroen U; und U, ermittelt werden:

Ui=n; n+0,5 n (n+1)-Ry

Uy=n; n+0,5 n, (n+1)-R,

Dabei bezeichnet n; den Stichprobenumfang bei Tyrode und n, den Stichprobenumfang bei dem
getesteten Stimulator. Fiir die gemessenen Werte wurde eine Rangordung angefertigt, in der
jeder Wert eine Rangzahl erhielt. R; bezeichnet die Summe der Rangzahlen von Tyrode und R»
die Summe der Rangzahlen des getesteten Stimulators.

Die gesuchte PriifgroBe U ist die kleinere von U; und U,. Die Nullhypothese wurde verworfen,

wenn der berechnete U-Wert kleiner als der kritische U-Wert (n;, n,) war.
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6 Ergebnisse
6.1 Dosisabhingige Vasokonstriktion an den Aorten von Wistar-Kyoto Ratten durch
Phenylephrin

In der folgenden Abbildung (Abbildung 2) zeigt sich der dosisabhéngige, vasokonstriktorische
Effekt von Phenylephrin (PE) an den thorakalen Aorten von Wistar-Kyoto (WKY') Ratten. PE

vermittelt diesen Effekt durch seine agonistische Wirkung an a;-Adrenozeptoren.
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Abbildung 2: Nicht kumulative Dosis-Wirkungs-Kurve (DWK) von Phenylephrin.

Dargestellt ist die nicht kumulative DWK von Phenylephrin an Ringprédparaten der thorakalen
Aorten von WKY-Ratten. Die représentative Originalabbildung zeigt das Ergebnis mindestens
sechs unabhingiger Versuche (n > 6) verschiedener Tiere der gleichen Spezies (WKY -Ratten)
am KleingefdBmyographen. Aus der Abbildung geht eine dosisabhidngige Steigerung der
Vasokonstriktion durch Phenylephrin hervor. Nach jeder untersuchten PE Konzentration wurde
durch einen Waschvorgang die Baseline wieder erreicht, bevor die ndchsthohere PE
Konzentration appliziert wurde. Auf der Ordinate ist die Kraft in mN gegen die Zeit in Minuten
auf der Abszisse aufgetragen. Die verwendeten PE Konzentration stiegen in folgenden Schritten
an: Schritt 1: 3 nmol/l; Schritt 2: 10 nmol/I; Schritt 3: 30 nmol/l; Schritt 4: 100 nmol/l; Schritt
5: 300 nmol/l; Schritt 6: 1 pumol/l; Schritt 7: 3umol/l und Schritt 8: 10 umol/I.
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6.2 Dosisabhingige Vasodilatation an den Aorten von Wistar-Kyoto Ratten durch
Acetylcholin

In der folgenden Abbildung (Abbildung 3) zeigt sich der dosisabhidngige, vasodilatatorische

Effekt von Acetylcholin (Ach) an den thorakalen Aorten von Wistar-Kyoto (WKY) Ratten,

welche zuvor durch Phenylephrin Applikation vorkontrahiert wurden. Eine maximale

Vasodilatation lieB sich nach der Applikation von 100 pumol/l Ach (Schritt 7) beobachten.
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Abbildung 3: Kumulative Dosis-Wirkungs-Kurve (DWK) von Acetylcholin

Abgebildet ist die kumulative Wirkung von Acetylcholin auf thorakale Aortenringe von WKY -
Ratten, welche mittels PE vorkontrahiert wurden. Die Abbildung gibt die Ergebnisse mindestens
6 voneinander unabhéngiger Versuchabldufe (n > 6) am KleingefiBmyographen wieder. Auf der
Ordinate ist die Kraft in mN gegen die Zeit in Minuten auf der Abszisse aufgetragen. Die
Vorkontraktion der Gefdle erfolgte durch die Applikation von PE (1 pmol/l). Durch die
kumulative Applikation von Acteylcholin (Ach) wurde eine konzentrationsabhingige
Vasodilatation induziert. Die verwendeten Ach Konzentrationen stiegen in folgenden Schritten
an: Schritt 1: 100 pmol/l; Schritt 2: 1 nmol/l; Schritt 3: 10 nmol/l; Schritt 4: 100 nmol/l; Schritt
5: Tumol/l; Schritt 6: 10 umol/l; Schritt 7: 100 umol/I.
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6.3 Dosisabhingige Vasodilatation an den Aorten von Wistar-Kyoto Ratten durch

Natriumnitroprussid

Die folgende Abbildung (Abbildung 4) zeigt den konzentrationsabhingigen, vasodilatatorischen
Effekt von Natriumnitroprussid (SNP) an zuvor durch Phenylephrin vorkontrahierten, thorakalen
Aorten von WKY-Ratten. Eine maximale Vasodilatation lief sich nach der Applikation von 100
umol/l SNP (Schritt 7) beobachten.
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Abbildung 4: Kumulative Dosis-Wirkungs-Kurve (DWK) von Natriumnitroprussid

Dargestellt ist die kumulative Wirkung von SNP auf thorakale Aortenringe von WKY -Ratten,
welche mittels PE vorkontrahiert wurden. Die Abbildung gibt die Ergebnisse mindestens 6
voneinander unabhingiger Versuchabldufe (n > 6) am KleingefiBmyographen wieder, bei
welchen die Aorten verschiedener Tiere der gleichen Spezies verwendet wurden. Auf der
Ordinate ist die Kraft in mN, gegen die Zeit in Minuten auf der Abszisse aufgetragen. Die
Vorkontraktion der Geféal3e erfolgte durch die Applikation von PE in der Konzentration 1 pmol/I.
AnschlieBend erfolgte die kumulative Applikation von SNP. Es konnte eine
konzentrationsabhdngige  Vasodilatation induziert werden. Die verwendeten SNP

Konzentrationen stiegen in folgenden Schritten an: Schritt 1: 100 pmol/l; Schritt 2: 1 nmol/l;
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Schritt 3: 10 nmol/l; Schritt 4: 100 nmol/l; Schritt 5: 1pmol/l; Schritt 6: 10 pmol/1; Schritt 7: 100
pmol/l.

6.4 Wirkung von SNP und Ach auf den Gefidf3tonus der Aorten von Wistar-Kyoto Ratten
nach Applikation von PE und L-Name

In der folgenden Abbildung (Abbildung 5) zeigt sich der vasodilatatorische Effekt von SNP an
den thorakalen Aorten von Wistar-Kyoto (WKY) Ratten, welche zuvor durch Phenylephrin
Applikation vorkontrahiert und mit L-Name behandelt wurden. L-Name stellt einen spezifischen
Antagonisten der endothelialen NO-Synthase dar. Der zuvor in der Abbildung 3 dargestellte
vasodilatatorische Effekt des Acetylcholins lie sich nach Inhibition der eNOS durch L-Name in
diesem Versuch nicht reproduzieren. Die Applikation von Ach 16ste im Gegensatz zu SNP keine
Vasodilatation aus. Die Versuche konnten zeigen, dass SNP seine vasodilatatorischen Effekte

eNOS unabhingig entfaltet, wihrend die Ach induzierte Vasodilatation eNOS abhingig erfolgt.
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Abbildung 5: Effekte auf den Gefafltonus durch SNP und Ach an durch PE vorkontrahierten und
mit L-Name behandelten Aorten.

Dargestellt ist die GefaBwirkung von Acetylcholin (1 umol/l) und SNP auf die thorakalen
Aortenringe von WKY-Ratten, nachdem diese durch Phenylephrin (1 umol/l) vorkontrahiert und
mit L-Name (100 umol/l iber 20 Minuten Einwirkzeit) behandelt wurden. In dieser Abbildung

werden die Ergebnisse mindestens 6 voneinander unabhingiger Versuchabldufe (n > 6) am
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KleingefdBmyographen wiedergegeben. Auf der Ordinate ist die Kraft in mN, gegen die Zeit in

Minuten auf der Abszisse aufgetragen.

Acetylcholin konnte in den durchgefiihrten Versuchen an den Aorten der WKY-Ratten eine
dosisabhingige Vasodilatation induzieren, die durch Inhibition der eNOS mittels L-Name nicht
reproduzierbar war. Auch SNP war in der Lage, eine Vasodilatation zu stimulieren, welche nicht

durch L-NAME gehemmt werden konnte.

6.5 Dosisabhingige Effekte von Ach und SNP auf den Gefifitonus der thorakalen Aorten
von C57BL/6- Mausen, eNOS- und S1P;-defizienten Miusen

Im Laufe der Versuche dieser Doktorarbeit kamen unterschiedliche Tierstimme zum Einsatz.
Neben den thorakalen Aorten von Wistar-Kyoto (WKY) Ratten wurden die GefdBle von
C57BL/6-Médusen, eNOS-defizienten Mausen und S1Ps-defizienten Méausen untersucht. Hierbei
wurden, wie in den zuvor beschricbenen Versuchen an den Aorten von WKY-Ratten, am
KleingefaBmyographen Dosis-Wirkungs-Kurven von Acetylcholin und Natriumnitroprussid, an
durch Phenylephrin vorkontrahierte, thorakale Aortenabschnitte der genannten Tiere,
durchgefiihrt. Im Weiteren wurden Dosis-Wirkungs-Kurven von Ach und SNP erstellt, nachdem
die jeweiligen Gefdfle durch PE vorkontrahiert und mit L-Name als spezifischen Antagonisten
der eNOS inkubiert worden waren (+L-NAME). Im néchsten Schritt wurden die untersuchten
GefaBe auf chemischem Weg deendothelialisiert (-Endothel) und erneut DWK von Ach und SNP

erstellt.
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6.5.1 Dosisabhingige Vasodilatation von Ach und SNP an den thorakalen Aorten von

C57BL/6-Mausen

Die Abbildung 6 A zeigt, dass Ach an den Aorten von C57BL/6-Méiusen eine dosisabhdngige
Vasodilatation induzieren konnte, die sich jeweils durch die Applikation von L-Name und
Deendothelialisierung hemmen lieB (Kontrolle: 1ogECsy-7,2+0,1 maximale Dilatation:
83,3£3,0%, n>6; +L-NAME: logECs(-6,8+0,1 maximale Dilatation: -1,5+1,7%, n>6; -Endothel
logECsy -5,1£0,1 maximale Dilatation: -0,9£1,6 %, n>6). Die durch SNP stimulierte
Vasodilatation konnte weder durch L-Name, noch durch Deendothelialisierung unterbunden
werden (Abbildung 9 B), (Kontrolle: logECs(-8,2+0,1 maximale Vasodilatation: 96,1+1,3%,
n>6; +L-Name: log ECs-8,0£0,1 maximale Dilatation: 95,9+1,4%, n>6; -Endothel: 1ogECs-

7,9+£0,1 maximale Dilatation: 97,4+1,6%, n>6).
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Abbildung 6 A und B: Kumulative Dosis-Wirkungs-Kurven von Ach und SNP an C57BL/6-
Mausen.

Dargestellt sind die kumulativen Dosis-Wirkungs-Kurven von Ach und SNP an den thorakalen
Aortenringen von C57BL/6-Médusen. Die Versuche wurden als Kontrollversuche ohne weitere
Manipulation sowie nach Inkubation mit L-Name, bzw. nach Deendothelialisierung
durchgefiihrt. Die Abbildung zeigt die Ergebnisse mindestens sechs verschiedener Versuche (n
> 6). Auf der Ordinate ist die prozentuale Vasorelaxation, bezogen auf die maximale PE
induzierte Vorkontraktion, gegen die applizierte Konzentration von Ach und SNP (in log M) auf

der Abszisse aufgetragen. #, * =p<0,05
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6.5.2 Dosisabhingige Effekte von Ach und SNP auf den Gefifitonus der thorakalen

Aorten von eNOS-defizienten Méiusen

Die Abbildung 7 A zeigt, dass Ach an den Aorten eNOS defizienter-Mause nicht in der Lage
war, eine Vasodilatation zu induzieren. Eine Beeinflussung des Ergebnisses durch L-Name oder
Deendothelialisierung fand nicht statt (Kontrolle: logECsy-7,3+0,1 maximale Vasodilatation: -
13,94+0,3%, n>6; +L-NAME: logECs)-7,3+0,1 maximale Vasodilatation -15,34+0,4%, n>6; -
Endothel: 1ogECs(-7,0+0,2 maximale Vasodilatation: -17,4+0,5%, n>6). SNP hingegen war in
der Lage, eine Vasodilatation zu stimulieren (Kontrolle: logECs(-8,0£0,1 maximale
Vasodilatation: 93,1+0,8%, n>6). So konnte eine generell beeintrdchtigte, vasodilatatorische
Kapazitit der Aorten eNOS-defizienter Mause ausgeschlossen werden. Die SNP induzierte
Vasodilatation liel sich weder durch L-Name noch durch Deendothelialisierung inhibieren
(Abbildung 10 B), (+L-NAME: logECs(-8,0+0,1 maximale Vasodilatation: 96,4+0,7%, n>6; -
Endothel: logECs¢-8,1+0,1 maximale Vasodilatation: 99,4+0,9%, n>6).
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Abbildung 7 A und B: Kumulative Dosis-Wirkungs-Kurven von Ach und SNP an eNOS-
defizienten Méiusen.

Abgebildet sind kumulative Dosis-Wirkungs-Kurven von Ach und SNP an den thorakalen
Aortenringen eNOS-defizienter Mduse. Die Versuche wurden ohne zusétzliche Manipulation
(Kontrolle) sowie nach Inkubation mit L-Name bzw. nach Deendothelialisierung durchgefiihrt.
Auf der Ordinate ist die prozentuale Vasorelaxation, bezogen auf die maximale PE induzierte
Vorkontraktion, gegen die applizierte Konzentration von Ach und SNP (in log M) auf der
Abszisse aufgetragen. Es wurden mindestens sechs voneinander unabhidngige Experimente

durchgefiihrt (n > 6).
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6.5.3 Dosisabhingige Effekte von Ach und SNP auf den Gefifitonus thorakaler Aorten

von S1P;-defizienten Mausen

Die Abbildung 8 A zeigt, dass Ach an den Aorten S1Ps-defizienter Méduse eine dosisabhidngige
Vasodilatation stimulieren konnte. Dies war nach Applikation von L-Name und
Deendothelialisierung nicht der Fall (Kontrolle: logECs(-7,2+0,1 maximale Vasodilatation:
84,4+1,9%, n>6; +L-NAME: logECs(-7,3+0,1 maximale Vasodilatation -15,6+0,5%, n>6; -
Endothel: logECsy-7,1£0,1 maximale Vasodilatation: -17,7+0,7%, n>6). SNP konnte eine
Vasodilatation induzieren (Kontrolle: logECs(-8,0+0,1 maximale Vasodilatation: 91,7+0,8%,
n>6). Dies war auch nach Applikation von L-Name oder Deendothelialisierung der Fall
(Abbildung 11 B), (+L-NAME: logECs(-8,0+0,1 maximale Vasodilatation: 93,1+0,7%, n>6; -
Endothel: logECsy-8,0+0,1 maximale Vasodilatation: 97,0+0,9%, n6>).
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Abbildung 8 A und B: Kumulative Dosis-Wirkungs-Kurven von Ach und SNP an S1P;-
defizienten Miusen.

Dargestellt sind die kumulativen Dosis-Wirkungs-Kurven von Ach und SNP an den thorakalen
Aortenringen S1P;-defizienter Méuse. Die Versuche wurden ohne zusétzliche Manipulation als
Kontrolle durchgefiihrt sowie nach Inkubation mit L-Name und nach Deendothelialisierung. Es
wurden mindestens sechs unterschiedliche Experimente durchgefiihrt (n > 6). Auf der Ordinate
ist die prozentuale Vasorelaxation, bezogen auf die maximale PE induzierte Vorkontraktion,
gegen die applizierte Konzentration von Ach und SNP (in log M) auf der Abszisse aufgetragen.
#, * =p<0,05
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6.6 Vasodilatation an den Aorten von C57BL/6-Mausen durch LSF

Die folgende Abbildung (Abbildung 9) =zeigt den vasodilatatorischen Effekt des
Lysophospholipids Lysosulfatid (LSF), welches in einer Konzentration von 10 pmol/l auf durch
PE vorkontrahierte thorakale Aorten von C57BL/6-Miusen appliziert wurde. LSF war in der

Lage, eine signifikante und anhaltende Vasodilatation zu induzieren.

LSF

Abbildung 9: Vasodilatation thorakaler Aorten von C57BL/6-Miusen durch LSF.

Abgebildet ist die LSF induzierte Vasodilatation thorakaler Aortenringe von C57BL/6-Maiusen,
welche zuvor durch Phenylephrin (1 pmol/l) vorkontrahiert wurden. In dieser Abbildung sind die
Ergebnisse von mindestens sechs voneinander unabhidngigen Experimenten (n > 6) am
KleingefaBmyographen dargestellt. Auf der Ordinate ist die Kraft in mN gegen die Zeit in

Minuten auf der Abszisse aufgetragen.
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6.7 Ach und LSF vermittelte Effekte auf den Gefilfitonus thorakaler Aorten von
CS7BL/6-Miiusen mit und ohne Deendothelialisierung/Applikation von L-Name

Die folgende Abbildung (Abbildung 10) zeigt verschiedene Versuchsablédufe.

Zunéchst sind die jeweiligen vasodilatatorischen Effekte von Ach und LSF an den thorakalen
Aorten von C57BL/6-Miusen, welche durch PE vorkontrahiert, aber dariiber hinaus nicht weiter
vorbehandelt wurden, dargestellt (Ach: maximale Vasodilatation 71,54+3,5mN; LSF: maximale
Vasodilatation 37,9+£3,5mN; n>6).

Nach chemischer Deendothelialisierung der untersuchten Gefdle wund spezifischer
Antagonisierung der eNOS mittels L-Name Applikation waren weder Acetylcholin noch LSF in
der Lage, eine Vasodilatation zu stimulieren (Ach: maximale Vasodilatation -7,0+3,3mN; LSF:
maximale Vasodilatation -3,2+1,2mN; n>6).

Nach chemischer Deendothelialisierung, aber fehlender L-Name Applikation, blieb das Ergebnis
unverandert. Es trat weder Ach noch LSF vermittelt eine Vasodilatation der
Aortenringprdparationen ein (Ach: maximale Vasodilatation -11,1£2,5mN; LSF: -2,8+3,1mN;
n>6).

Anhand dieser Versuchsergebnisse zeigte sich, dass Lysosulfatid, ebenso wie Acetylcholin, die

Vasodilatation der thorakalen Aorten in Abhéngigkeit eines intakten Endothels vermittelt.
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Abbildung 10: Effekte auf den GefdBtonus thorakaler Aorten von C57BL/6-Midusen durch Ach
und LSF mit und ohne Deendothelialisierung/L.-Name Applikation.
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Abgebildet sind verschiedene Versuchsablidufe, welche die Ergebnisse von jeweils mindestens
sechs, voneinander unabhéngigen Experimenten (n > 6), am KleingefiBmyographen darstellen.
Acetylcholin und LSF induzierten jeweils eine signifikante Vasodilatation thorakaler
Aortenringe von C57BL/6-Méusen, welche zuvor durch Phenylephrin (1 umol/l) vorkontrahiert
worden waren. Wurden die durch PE vorkontrahierten Gefdfe chemisch deendothelialisiert und
mit L-Name inkubiert, dann konnten weder Ach noch LSF eine Vasodilatation induzieren.
Gleiche Ergebnisse zeigten sich nach ausschlieBlicher Deendothelialisierung der Gefdfle (ohne
L-Name Applikation). Auch hier konnten weder Ach noch LSF eine Vasodilatation vermitteln.

Dargestellt ist die jeweilige prozentuale Vasorelaxation in Bezug auf die vorherige PE

vermittelte Maximalkontraktion.

6.8 Dosisabhingiger Effekt von LSF auf den Gefifltonus der thorakalen Aorten von
C57BL/6-Miusen sowie eNOS- und S1P;- defizienten Mausen

Die folgende Abbildung (Abbildung 11) zeigt die kumulativen Dosis-Wirkungs-Kurven von LSF
an den thorakalen Aorten verschiedener Tierstimme, welche zuvor durch PE vorkontrahiert
wurden.

Zunichst zeigt sich eine dosisabhdngige, signifikante Vasodilatation von LSF an den
Aortenringprdparaten von C57BL/6-Méusen (S1P;  +/+:  1ogECs0-7,4£0,1 maximale
Vasodilatation: 31,0+1,2%, n>6).

Im Weiteren wurde derselbe Versuchsablauf an den thorakalen Aorten von eNOS- und S1P;3-
defizienten Tieren durchgefiihrt. Bei beiden Tierstimmen war Lysosulfatid nicht in der Lage,
eine relevante Vasodilatation an den untersuchten GefdBlen zu entfalten (S1P3 -/-: logECso-
7,1+£0,1 maximale Vasodilatation 3,3+0,3%, n>6; eNOS -/-: nicht kalkulierbar, da kein Effekt,
n>6). Aus den Ergebnissen dieser Experimente lédsst sich ableiten, dass Lysosulfatid seine, wie
zuvor dargelegt, endothelabhingigen, vasodilatatorischen Effekte in Abhéngigkeit von der
endothelialen NO-Synthase entfaltet. Zudem lésst sich sagen, dass die Vasodilatation iiber den
Lysophospholipid-Rezeptor S1P; vermittelt wird, da sich die LSF induzierte Vasodilatation bei

Abstinenz dieses Rezeptors in den durchgefiihrten Versuchen nicht nachweisen lief3.
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Abbildung 11: Kumulative Dosis-Wirkungs-Kurven (DWK) von LSF an den thorakalen Aorten
von C57BL/6-Méusen (S1P3 +/+), eNOS- und S1P;-defizienten Mausen.

Abgebildet sind die kumulativen Dosis-Wirkungs-Kurven von LSF, welche mittels des
KleingefaBmyographen an den Aortenringpréaparationen verschiedener Tierstimme durchgefiihrt
wurden. Die thorakalen Aorten wurden zundchst jeweils mit PE vorkontrahiert und anschlieSend
ansteigende Konzentrationen von LSF kumulativ appliziert. An den thorakalen Aorten von
C57BL/6-Maiusen zeigte sich eine LSF induzierte, dosisabhédngige Vasodilatation. Der gleiche
Versuchsablauf wurde auch an den Aorten von eNOS- und SI1P;-defizienten Méusen
durchgefiihrt. Bei beiden Tierstimmen liel sich durch LSF keine relevante Vasodilatation
induzieren.

Die Abbildung zeigt die Ergebnisse von jeweils mindestens sechs verschiedenen Versuchen (n >
6). Auf der Ordinate ist die prozentuale Vasorelaxation, bezogen auf die maximale PE induzierte
Vorkontraktion, gegen die jeweils applizierte Konzentration von LSF in log M auf der Abszisse

aufgetragen. * =p<0,05
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6.9 Dosisabhiingige Vasokonstriktion von LSF an den thorakalen Aorten von C57BL/6-

Miusen und S1P;-defizienten Mausen

Die folgende Abbildung (Abbildung 12) zeigt die kumulativen Dosis-Wirkungs-Kurven von
LSF, welche an den thorakalen Aorten von C57BL/6-Méusen und S1P;-defizienten Mausen
durchgefiihrt wurden. Die Gefdlle verfiigten zu Versuchsbeginn jeweils iiber einen basalen
Gefalitonus, wurden also nicht mittels PE vorkontrahiert.

Es zeigte sich, dass LSF unter diesen Versuchsbedingungen dosisabhédngige,
vasokonstriktorische Effekte an den thorakalen Aorten von C57BL/6-Méusen entfaltet (S1P;
+/+: 1ogEC50-6,4+0,1 maximale Vasokonstriktion: 14,8+0,8%, n>6).

Da sich in den zuvor dargelegten Versuchsergebnissen gezeigt hatte, dass LSF als ein Ligand am
S1Ps-Rezeptor fungiert und iiber diesen seine vasodilatatorischen Effekte vermittelt, wurde in
einem zweiten Schritt iberpriift, ob auch die hier beobachteten vasokonstriktorischen
Mechanismen des LSF iiber den SI1P;-Rezeptor vermittelt werden. In einem gleichen
Versuchsablauf wurde die Wirkung von LSF an thorakalen Aorten von S1P;-defizienten Méusen
untersucht, die nicht durch PE vorkontrahiert waren. Es wurde hierbei eine gleichwertige,
dosisabhédngige Vasokonstriktion durch LSF beobachtet (SI1P; -/-: logECs0-6,3+0,1 maximale
Vasokonstriktion: 17,4+0,8%, n>6).

Aufgrund dieser Versuchsergebnisse ldsst sich sagen, dass LSF an thorakalen Aorten, welche
sich bei Versuchsbeginn in einem basalen Gefafitonus befinden, eine Vasokonstriktion induziert,

die nicht iiber den S1P3;-Rezeptor vermittelt wird.
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Abbildung 12: Kumulative Dosis-Wirkungs-Kurven von LSF an den thorakalen Aorten von
C57BL/6-Miusen und S1P;-defizienten Méusen, welche sich bei Versuchsbeginn in einem
basalen GefidBtonus befanden.

Abgebildet ist die kumulative Wirkung von LSF an den thorakalen Aorten verschiedener
Tierstimme, welche sich zu Beginn in einem basalen GefaBtonus befanden, also nicht mittels PE
vorkontrahiert ~wurden. Mit ansteigender Dosierung induzierte LSF an den
Aortenringprdparationen sowohl von C57BL/6-Miausen (S1P3 +/+) als auch von SIP;-
defizienten Miusen eine zunehmende Vasokonstriktion.

Die Abbildungen geben die Ergebnisse von mindestens 6 voneinander unabhédngigen
Versuchsabldufen (n > 6) am KleingefiBmyographen wieder. Auf der Ordinate ist die
prozentuale Vasokonstriktion, bezogen auf die maximale PE induzierte Kontraktion, gegen die

applizierte Konzentration von LSF in log M auf der Abszisse aufgetragen
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7 Diskussion

Im Rahmen der vaskuliren Homoostase spielt NO eine bedeutsame Rolle. Zu den
atheroprotektiven Effekten zdhlen die NO vermittelte Vasodilatation sowie die Hemmung der
Thrombozytenaggregation, der  Proliferation glatter  GefdBmuskelzellen und der
Leukozytenadhision'*. Die verminderte Bioverfiigbarkeit von NO fiihrt zu einem Verlust
vasoprotektiver Mechanismen und ist ein wesentliches Merkmal in der Genese der endothelialen
Dysfunktion. Diese {ibernimmt in der Initiation und Progression der Atherosklerose eine zentrale
Rolle'”.

Verschiedene Studien der vergangenen Jahre konnten den Nachweis erbringen, dass
Lipoproteine hoher Dichte (HDL) eine Vielzahl endothelialer und atheroprotektiver Effekte

. 174
vermitteln!’

. In der Framingham Studie ergab sich ein inverser Zusammenhang zwischen der
HDL Plasmakonzentration und der Inzidenz kardiovaskuldrer Erkrankungen'”. Uber einen
langen Zeitraum wurde die protektive Wirkung des HDL, seiner Rolle im reversen
Cholesterintransport, also dem Transport von Cholesterin aus dem peripheren Gewebe zur Leber,

176-177

angerechnet . Zusitzlich scheinen insbesondere die HDL induzierte Aktivierung der

endothelialen NO-Synthase, Erhohung der NO Bioverfiigbarkeit und die dadurch unter anderem

178 .
. In einer

vermittelte Vasodilatation einen bedeutenden vasoprotektiven Effekt darzustellen
2002 verodffentlichten Studie wurden die Effekte von rekombinant hergestelltem HDL auf die
Endothelfunktion bei Minnern mit Hypercholesterindmie untersucht. Die Erhéhung der HDL
Konzentration mittels intravendser HDL Infusion konnte die durch Hypercholesterindmie
beeintrichtigte Endothelfunktion, insbesondere die endothelvermittelte Vasodilatation, wieder
normalisieren'””. Die Erhohung der HDL Konzentration im Plasma durch die medikamentdse
Therapie mit Fibraten oder Nikotinsdure geht einher mit einem verminderten Auftreten
kardiovaskulirer Ereignisse'**'*!1%2,

In weiteren Studien konnten gezeigt werden, dass HDL ein Transportmolekiil fiir potente
bioaktive Substanzen, die Lysophospholipide (LPL), darstellt. Sphingosin-1-Phosphat (S1P)

183-184
83184 In

gehort ebenso wie Lysosulfatid (LSF) zu den HDL assoziierten Lysophospholipiden
den vergangenen Jahren konnten die vasoprotektiven Eigenschaften, vor allem des SI1P,
eingehender erforscht werden. Es zeigte sich, dass S1P iiber die Bindung an den S1P3; Rezeptor
in der Lage ist, zu einer Signalkaskade verschiedener Kinasen zu fiihren, die iiber die
Aktivierung der Tyrosin-, PI3- und Akt-Kinase zur Phosphorylierung und damit Aktivierung der

eNOS fiihrt. Die Bindung des HDL Molekiils an den SR-BI Rezeptor mittels des Apolipoprotein
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Al konnte die notwendige raumliche Ndhe zwischen den HDL assoziierten Lysophospholipiden
und den Lysophospholipidrezeptoren herstellen'>'®.

Die Versuchsergebnisse der vorliegenden Arbeit konnten mit Hilfe des KleingefaBmyographen
an isolierten Aortenringpriparaten verschiedener Tierstdimme zeigen, dass auch das
Lysophospholipid LSF in der Lage ist, die endotheliale NO-Synthase zu aktivieren und eine
Vasodilatation zu induzieren. LSF fiihrte zu keiner Vasodilatation an den Aorten eNOS
defizienter Méuse sowie nach Behandlung der Gefifle mit L-Name, einem Inhibitor der eNOS
oder deren chemischer Deendothelialisierung. Die LSF induzierte Vasodilatation liel sich zudem
nicht an Aortenringpréparaten S1P;defizienter Mduse induzieren. Diese Beobachtung weist
darauf hin, dass LSF die eNOS iber diesen spezifischen G-Protein gekoppelten
Oberflachenrezeptor aktiviert. Die vorliegenden Daten zeigen in ihrer Gesamtheit, dass LSF {iiber
die Bindung an einen speziellen Lysophospholipid-Rezeptor, den S1P; Rezeptor, die
endotheliale NO-Synthase aktiviert und dariiber zu einer Vasodilatation flihrt. LSF ist demnach
in der Lage, die endotheliale Bioverfiigbarkeit von NO zu erh6hen und dariiber als Bestandteil
des HDL, vasoprotektive Effekte zu vermitteln.

Hinsichtlich der Wirkung des LSF auf die untersuchten Gefdfle ergab sich bei den
durchgefiihrten Versuchen eine weitere wichtige Beobachtung. Der induzierte Effekt ist
abhingig von dem Spannungszustand des Gefd3es. Bei einer durch PE vorkontrahierten Aorta
rief LSF, wie zuvor dargelegt, eine Vasodilatation hervor. Bei einem basalen Gefdfitonus jedoch
eine konzentrationsabhidngige Vasokonstriktion. Die vasokonstriktorische Wirkung des LSF
scheint jedoch nicht durch den S1P; Rezeptor vermittelt zu werden. So wirkte LSF in den
durchgefithrten Versuchen sowohl an nicht-vorkontrahierten Aortenringpréparationen von
Wildtyp Maéusen (C57BL/6- Maiausen) als auch von S1P;-defizienten Maiusen
vasokonstriktorisch. Dies konnte ein Hinweis dafiir sein, dass LSF bei einem erhohten arteriellen
GefaBtonus, iiber den S1P3; Rezeptor eine Vasodilatation und bei einem basalen GefaBitonus eine
nicht S1P; vermittelte Vasokonstriktion bewirkt. In verschiedenen Publikationen wurde,
entsprechend der in diesen Versuchen gemachten Beobachtung, ebenfalls von
vasokonstriktorischen Effekten eines anderen Lysophospholipids (S1P) berichtet'®’'®*,

Die in dieser Arbeit beschriebenen Versuche konnten zeigen, dass auch das Lysophospholipid
LSF in der Lage ist, iiber die Bindung an den S1P; Rezeptor zu einer Aktivierung der
endothelialen NO-Synthase und damit zu einer Vasodilatation zu fiihren. Ob die
dazwischenliegenden Schritte, denen des bisher gut untersuchten S1P gleichen, miisste in

weiteren Studien eingehender untersucht werden.
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Die Beobachtung, dass der S1P; Rezeptor als ein Rezeptor fiir die HDL assoziierten
Lysophospholipide dient und diese in der Lage sind, vasodilatatorische Eigenschaften zu
vermitteln, wirft viele Fragen hinsichtlich der atheroprotektiven Eigenschaften der
Lysophospholipide und deren Rezeptoren auf. Neben der Aktivierung der endothelialen NO-
Synthase, konnten auch andere gefdlschiitzende Effekte der LPL, wie die Forderung der
Proliferation und Migration und die Hemmung der Apoptose von Endothelzellen, nachgewiesen
werden**"?"!"! " Auch wenn die bisherigen Versuchsergebnisse ein besseres Verstindnis fiir die
Mechanismen, iiber welche HDL seine atheroprotektiven Effekte vermittelt, erlauben, so
existieren noch immer wenig Informationen zur Regulation und Funktion der Lysophospholipide
und deren Rezeptoren in verschiedenen Stadien der Atherosklerose. So gibt es beispielsweise
bisher keine Daten zu den Lysophospholipidkonzentrationen und deren Zusammensetzung im
HDL bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit.

In Versuchen konnte gezeigt werden, dass HDL die zytokininduzierte Expression von
Adhésionsmolekiilen, wie VCAM-1 und ICAM-1, hemmt. Obwohl S1P in der Lage ist,
verschiedene atheroprotektive Effekte des HDL zu vermitteln, hat sich gezeigt, dass es die
Expression proatherogener Adhédsionsmolekiile (VCAM-1, ICAM-1) und damit die
Monozytenadhision an Endothelzellen stimuliert. Gleichzeitig wurde im Gegensatz dazu
beobachtet, dass SI1P iiber den S1P; Rezeptor in der Lage ist, eine TNFa induzierte Adhésion

von Monozyten am Endothel zu inhibieren'”?

. Die in dieser Studie beobachtete Diskrepanz
zwischen der Wirkung des vollstindigen HDL Molekiils und des S1P als einem isolierten
Bestandeteil ldsst sich durch Unterschiede in der Zusammensetzung und Konzentration sowie der
Wirkung auf unterschiedliche Rezeptoren der einzelnen Subfraktionen in der heterogenen HDL
Population erkldren. Die Vielfalt biologisch aktiver Substanzen, fiir die HDL einen
Transportpartikel darstellt, bedingen dessen Eigenschaften und Funktionen. Neben der
Heterogenitit des HDL Partikels muss auch die spezifische Ausstattung an
Lysophospholipidrezeptoren am Wirkungsort Beachtung finden. Das entsprechende Profil hat
Auswirkungen auf die jeweils vornehmlich entfaltete Wirkung der LPL. Die teilweise
differierenden Studienergebnisse spiegeln somit die Komplexitdt, der durch die verschiedenen
bioaktiven HDL Komponenten und Rezeptoren induzierten, vielféltigen intrazelluldren
Signalwege und dadurch induzierten Effekte, wieder. Hinsichtlich der atheroprotektiven Effekte
des HDL und seiner Lysophospholipide wird die Notwendigkeit deutlich, in den kommenden
Jahren eine Uberpriifung der bisher hauptsichlich in vitro gewonnenen Versuchsergebnisse

durch in vivo Studien zu bestétigen.
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In einigen Studien wurden signifikant hohere Konzentrationen von HDL und seinen
Komponenten verwendet, als diese physiologischerweise im Blut vorkommen'”*. Dieser Fakt
sollte bei der Bewertung einzelner Studienergebnisse nicht auBler Acht gelassen werden, auch
wenn von relevanten synergistischen Effekten einzelner Komponenten des HDL in vivo
auszugehen ist. Genauere Forschungsergebnisse stehen hinsichtlich der physiologischen LSF
Konzentration noch aus und wiren dringend notwendig.

Viele bisherige Versuchsergebnisse, auch in dieser Arbeit, wurden aus Studien mit genetisch
verdnderten Tieren gewonnen. Bei der Bewertung dieser Ergebnisse sollte die Komplexitét
genetischer Manipulationen bedacht werden. Dies betrifft die zahlreichen miteinander
verwobenen intra- und extrazelluldren Signalwege ebenso wie den auf verschiedensten Ebenen
gesteuerten Stoffwechsel der untersuchten Substanzen.

Dennoch erdffnen die Erkenntnisse der letzten Jahre, insbesondere die Entdeckung, dass HDL
einen Transporter fiir Lysophospholipide als bioaktive Signalmolekiile darstellt, bereits jetzt
neue Perspektiven hinsichtlich der Therapiemoglichkeiten der Atherosklerose und anderer
Krankheitsbilder. So weisen die Ergebnisse dieser Arbeit sowie die Studien vergangener Jahre
darauf hin, dass spezifische SIP Rezeptor Agonisten und Analoga spezifischer
Lysophospholipide eine Therapieoption darstellen konnten. FTY 720 (Fingolimod) ist ein solches
Strukturanalogon des S1P. Es aktiviert verschiedene S1P Rezeptoren und wird in einer Phase III
Studie bereits als Immunsuppressivum fiir die Behandlung von Multipler Sklerose getestet.
Zudem finden Studien hinsichtlich seiner Einsatzmoglichkeiten zur Pravention der Abstofung
transplantierter Nieren statt'**'?>'%,

Durch die weiterfiihrende Erforschung der Rolle der Lysophospholipide und ihrer Rezeptoren
bei der Vermittlung der atheroprotektiven Eigenschaften des HDL kdnnen neue Perspektiven

hinsichtlich der Pravention und Behandlung der Atherosklerose ermdglicht werden.
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