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Abstrakt

Einleitung: Die Arteriosklerose und ihre Folgen ist eine der hiufigsten Todesursachen. Dem
HDL-C wird ein anti-atherogener Effekt zugeschrieben. Es besteht eine inverse Beziehung
zwischen dem HDL-C Wert und dem kardiovaskuldren Risiko (CVR) [16], allerdings besteht
It. Mendelschen Randomisierungsanalysen [128] keine Kausalitit zwischen dem HDL-
Cholesterol und der Atherosklerosentwicklung. Strukturelle und funktionelle Anteile des
HDL scheinen stirker das CVR zu beeinflussen [68]. Die vorliegende Arbeit beobachtet an
menschlichen Koronararterien die funktionelle Wirkung unterschiedlicher physiologischer
HDL-Isoformen auf die flussabhingige Dilatation (FDD), welche in der Frithphase der
Atherosklerose von Bedeutung ist. Methodik: Die Entwicklung von Tonus und intrazelluld-
rem Membranpotential glatter GefdBmuskulatur von Koronarien wurde unter steigenden
Flussraten (3 — 100 mL/min) gemessen. Die Priparate befanden sich in einer Kontroll-Krebs-
bzw. HDL-L6sung mit unterschiedlichen ApoE-Isoformen. Zusétzlich wurde die Konzentra-
tion der zyklischen Nukleotide cAMP und cGMP bestimmt. Die Messungen erfolgten an Pra-
paraten mit intaktem Endothel sowie an de-endothelialisierten Priparaten.

Ergebnisse: Unter steigendem Fluf} relaxierten Gefafle mit intaktem Endothel in Krebslosung
um 16,6%, hingegen in gepoolter HDL-Losung um 25,8%; de-endothelialisierte Praparate
relaxierten weniger (um 12,8% fiir die Kontrollen bzw. 6,6% fiir gepooltes HDL). Hingegen
kam es unter dem Einflul von HDLapoE4/E4 unter steigendem FluB zu einer stirkeren Kon-
traktion. Fiir de-endothelialisierte Priparate lag diese maximal bei 22,0%, fiir intakte En-
dothelpriparate bei 12,4%. Unter dem Einflu3 von HDLapoEO/EO kam es bei zunehmendem
FluB3 endothelintakter Priparate zu einer minimalen Relaxation von 0,9% und bei endothelde-
fizienten Priparaten sogar zu einer leichtgradigen Kontraktion von 2,6%.

Die Ergebnisse spiegelten sich in der Potentialentwicklung und der Konzentration der zykli-
schen Nukleotide wider.

Schlussfolgerung: Unsere Ergebnisse weisen darauf hin, dafl natives HDL in intakten Gefa-
Ben die FDD endothelvermittelt durch NO-Freisetzung steigert. Bei fehlendem Endothel ist
die FDD geringer, sie entsteht durch eine Interaktion des HDL mit der extrazelluliren Matrix.
Unter dem Einflu3 von homozygotem HDLapoE4/E4 und HDLapoEO/EO wird die FDD auf-
gehoben mit einer Abnahme der sekundédren Botenstoffe cAMP und cGMP. ApoE4 ist bereits
ein genetischer Risikofaktor fiir kardio- und zerebrovaskulédre Erkrankungen.

Die aufgezeigten heterogenen Wirkungen des HDL unter dem Einflufl von ApoE auf den Ge-

faBtonus liefern mogliche Erklarungsansitze fiir die Pathogenese der Atherosklerose.



Abstract

Introduction: Arteriosclerosis and its consequences is one of the leading causes of death.
HDL is reputed to be an anti-atherogenic lipoprotein. There is an inverse relationship between
the HDL-C concentration and the cardiovascular risk (CVR) [16], however according to the
Mendelian randomization analysis [128] there is no causality between the HDL-C and the
development of atherosclerosis. Structural and functional parts of HDL seem to affect the
CVR more [68]. Our investigations aimed to depict the influence of different HDL isoforms
on flow-dependent-dilatation (FDD) of isolated human coronary artery segments, a mecha-
nism that plays an important role in the early phase of atherosclerosis development. Methods:
Isometric tension and membrane potential of smooth muscle cells of coronary arteries were
recorded under increasing flow rates (3 — 100 mL/min) of Krebs solution and different
HDLapoE-isoforms. Additionally the concentrations of cyclic nucleotides were measured. We
used coronary artery segments with normal endothelium and removed endothelium.

Results: Under increasing flow rates artery segments with intact endothelium relaxed by
16,6% in Krebs solution, while in pooled HDL-solution by 25,8%; artery segments with dis-
continuous endothelium relaxed less (by 12,8% in Krebs solution and 6,6% in pooled HDL).
However under the influence of HDLapoE4 / E4 we observed greater contraction with in-
creasing flow rates (a maximum of 22,0% and 12,4% of artery segments without and with
intact endothelium). Under the influence of HDLapoEO/EO we observed lower relaxation of
0,9% in intact endothelial segments and even a minimal contraction of 2,6% in endothelium-
deficient segments. These results are confirmed in the development of membrane potential
and concentrations of cyclic nucleotides.

Conclusion: Our results show that pooled HDL in intact vessels increases the FDD by NO
release mainly mediated by the endothelium. FDD is less in the absence of endothelium, and
is caused by an interaction of HDL with the extracellular matrix. FDD is decreased under the
influence of homozygous HDLapoE4/E4 and HDLapoEO/EO with a decrease of the second
messengers CAMP and cGMP. ApoE4 is an already well known genetic risk factor for cardio-
vascular and cerebrovascular disease. The heterogeneous effects of HDL in the presence of
ApoE on vascular tone shown in our investigation provide possible explanations for the path-

ogenesis of atherosclerosis.



1 Einleitung

Die Atherosklerose mit ihren Folgeerkrankungen ist heutzutage die hdufigste Todesursache in
der westlichen Welt. Allein in Deutschland lag die Anzahl der Sterbefille durch Herz-
Kreislauferkrankungen fiir das Jahr 2013 bei 354.493 (lt. Statistisches Bundesamt Deutsch-
land Stand 2013). Dies entspricht einem Anteil von knapp 40% an den Sterbefillen aller
Krankheiten [121]. Immer mehr entwickelt sich diese Erkrankung zum weltweiten Problem
[92].

Eine Veridnderung der Endothelzellfunktion mit reduzierter Verfiigbarkeit von endothelialem
Stickstoffmonoxid (NO), mit pro-inflammatorischer Aktivierung, erhohter Apoptose der En-
dothelzellen und pro-thrombotischer Aktivierung tragen wesentlich zur ihrer Entwicklung bei
[68]. HDL-C galt bislang als einer der wichtigsten direkten anti-atherogenen Faktoren durch
die Modulation der Endothelzellfunktion [29,49,98]. In diesem Zusammenhang ist eine HDL-
Beeinflussung der flussabhingigen Dilatation (FDD) entscheidend. Neuere Untersuchungen
belegen jedoch heterogene Effekte des HDL am Endothel. So werden dem HDL-C von Pati-
enten mit koronarer Herzerkrankung (KHK) eher pro-atherogene Eigenschaften (pro-
inflammatorisch, nicht endothel-protektiv) zugeschrieben [68].

Ein wichtiger Bestandteil des HDL-C ist das Apolipoprotein E (ApoE), welches in drei ko-
dominat vererbten Allelen vorkommt (E2, E3, E4). Epidemiologische Studienergebnisse zei-
gen, dass bestimmte ApoE-Allele mit einer hoheren Erkrankungswahrscheinlichkeit fiir

Atherosklerose und neurodegenerative Erkrankungen einhergehen.

Die Zahl der iiber ,,Apolipoprotein E, HDL und Arteriosklerose® publizierten Arbeiten hat
seitdem drastisch zugenommen (733 Arbeiten, PubMed Recherche, Stand: October 2015) -
noch nicht untersucht worden ist jedoch, wie die unterschiedlichen HDL-ApoE-Isoformen das
mechanische, biochemische und elektrophysiologische Verhalten humaner Koronararterien

beeinflussen. Mit diesen Fragen befasst sich die vorliegende Arbeit.

1.1 Die Wandschichten menschlicher Koronarien

Die Wand der Koronarien besteht aus der Intima mit Endothel und Basalmembran, der Me-
dia mit glatten GefiBmuskelzellen, welche von elastischen Kollagenfasern und Lamellen
umgeben sind und der Adventitia mit Bindegewebe, vereinzelt glatten Muskelzellen (MZ)
und sympathischen Nervenendigungen. Die GefidBwanddicke wird dabei vor allem durch das

Bindegewebe und die glatten Muskelzellen bestimmt.



1.1.1. Das Endothel

Das Gefillendothel befindet sich an einer entscheidenden Schnittstelle zwischen Blutge-
faBsystem und umliegendem Gewebe. Seine wichtigste Aufgabe ist die Modulation des Ge-
faBtonus der glatten Muskulatur und damit die Blutdruckregulation.

Zudem reguliert es zelluldare Stoffaustauschprozesse zwischen Gewebe und Blut (Transport-
funktion) und bildet eine Barriere fiir Plasmabestandteile, wie z.B. Thrombin (Schrankenfunk-
tion) und setzt Mediatoren frei, welche GefdBweite, Blutgerinnung und Entziindungsreaktion
steuern [14,52,60]. Die zuletzt genannten drei Prozesse tragen in der Frithphase der Athero-
skleroseentstehung zum Entstehen des inflammatorischen Odems bei. Und nicht zu vergessen,
tragen Endothelzellen auch zur Neubildung von Blutgefdllen, der sogenannten Angiogenese,
mit bei.

Das Endothel ist eine kontinuierliche Monoschicht von Zellen, welche miteinander durch ver-
schiedene Arten von Zell- zu- Zell-Verbindungen verkniipft sind, den tight junctions, ad-
herens junctions, und gap junctions. Der menschliche Korper besitzt gut 6x10"* Endothelzel-
len und die Kontaktfliche mit dem Blut betrigt 1000 m? [90,101]. Aufgrund dieser grofen
Fliache und der starken parakrinen Aktivitit ist es mit 1,5 kg Gesamtgewicht das grofite endo-
krine Organ des Menschen [8]. Daher fiihrt eine Funktionsstorung des Endothels (endotheliale
Dysfunktion) zu schwerwiegenden pathologischen Folgen. Unter steigendem FluBreiz erfolgt

eine Ubersetzung des FluBreizes vom Endothel an die darunter liegende extrazellulire Matrix.

1.1.2. Die extrazellulire Matrix

Unter der Endothelzellschicht befindet sich die sogenannte extrazelluldre Matrix. Zu ihr wer-
den die Basalmembran sowie die Aktin- und Myosinfaserelemente gerechnet. Die Basal-
membran als effektivste Schranke fiir zelluldre Transportmechanismen wird stabilisiert durch
Proteoglykane, Laminin-, Fibronektin- und Elastinglykoproteine und Kollagenfasern.
Proteoglykane wirken an der Zell- und Basalmembran als Ionenaustauscher und beeinflussen
dadurch das Membranpotential und den transmembranalen lIonentransport [20]. Zusitzlich
bewirken sie durch die Einbindung von Ca**-Ionen einen hohen Druckwiderstand (Gelatini-
sierung) [20]. Die Proteoglykane der GefaBwand heilen Perlecane, Syndecane und Versica-
ne.

Eine wichtige Aufgabe der extrazelluldren Matrix besteht darin, die Festigkeit (Elastizitét) der
GefdaBwand unter physiologischem Flufl zu gewéhrleisten. Dabei gilt, je groer die angreifen-
den Krifte sind, desto weniger beweglich muf} die extrazelluldre Matrix sein. Es gilt das Prin-
zip der ,tensional integrity*, also der Festigkeit unter Zug [129]. Siegel et al. [121] zeigten,

dass nach Verlust des Endothels die extrazelluldre Matrix hauptsdchlich zur Modulation des
9



GefiBtonus beitriagt. Die Proteoglykane der extrazelluldren Matrix fungieren dabei als FluB3-
sensoren zur Mechanotransduktion, d.h. Umsetzung des Scherreizes durch die Endothelzell-
membran hindurch.

Proteoglykane sind (a) Polyelektrolyte mit starker Negativladung, (b) besitzen viele Bin-
dungsstellen fiir Kationen (Na*, Ca2+) und konnen (c¢) aufgrund ihrer viskoelastischen Eigen-
schaften eine Konfomationsinderung in Abhingigkeit des Blutflusses erfahren.

Die wichtigsten Aufgaben der extrazelluldren Matrix von Arterien sind die Erhaltung der In-
tegritit des Endothelzellbundes, die Modulation eines Scherreizes in eine vasomotorische
Antwort und die Erhaltung der trophischen Plastizitit des Gefédlles unter chronisch veridnder-

ten FluBbedingungen.

1.1.3. Die glatten Muskelzellen (MZ)

1.1.3.1 Elektromechanische Kopplung

Eine Depolarisation der Membran glatter MZ resultiert in einer Kontraktion (Gefaveren-
gung). Eine Hyperpolarisation der Membran glatter MZ hingegen resultiert in einer Relaxati-
on (GefdBerweiterung). Man bezeichnet dieses Phdnomen auch als elektromechanische Kopp-
lung zwischen Tonus und Membranpotential. Das Ruhemembranpotential der glatten Muskel-
zelle liegt bei -45 bis -50 mV, es ist ein passives lonendiffusionspotential und wird im We-
sentlichen durch den Kaliumionen In- und Efflux bestimmt. Es lidsst sich mittels der Gold-
man-Gleichung aus den Ionenpermeabilititen und -konzentrationen ermitteln. Fiir seine Auf-
rechterhaltung verantwortlich ist der aktive Ionentransport durch die Na*/K*-ATPase und in
geringerem MaBe auch durch die Ca**-ATPase, welche einen Ca**-Transport in das sarko-
plasmatische Retikulum (SR) sowie den Extrazelluldrraum bewirkt.

Die intrazellulire Calciumkonzentration [Ca2+]i ist hautsédchlich fiir den Gefidfltonus verant-
wortlich. Im Ruhezustand liegt sie bei 2x10” mol/L und wird durch den stationiren Ca**-
Einstrom durch L-Typ-Calcium Kanile (VOCs = voltage operated channels) aufrechterhalten.
Im Rahmen der Depolarisation kommt es zur Offnung dieser spannungsabhingigen VOCs der
Plasmamembran und Zellmembran des sarkoplasmatischen Retikulum mit Einstrom von ext-
razellularem Calcium entsprechend des elektrochemischen Gradienten in die Zelle mit nach-
folgender Tonuszunahme der Muskelzelle. Die Tonusabnahme der glatten Muskelzellen ent-
steht durch die Repolarisation bzw. Hyperpolarisation. Siegel et al. [115] konnten zeigen, dass
die Offnung von spannungsabhiingigen K*-Kanilen in entscheidendem Ausmal zur Dilatation
beitrigt. Thre Offnung und die Diffusion von K*-Ionen von innen nach auBen bewirkt ein stark
negatives Membranpotential (Hyperpolarisation), welches zu einem Verschlul der VOCs

fiihrt. Somit kommt es nicht zu einem Ca**-Einstrom in die Zelle.
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Das Membranpotential hat somit einen entscheidenden Einfluf auf die Kraftentwicklung der

glatten GefdBmuskulatur.

1.1.3.2. Signaltransduktion in der Muskelzelle

Kontraktion basiert auf intrazellulirer Ca®*-Erhdhung. Im Rahmen der Depolarisation kommt
es zur Offnung von spannungsabhingigen Calcium-Kanilen mit Einstrom von Ca® in die
Zelle. Es bildet sich ein Calcium-Calmodulin-Komplex mit einer nachfolgenden Kontraktion,
bedingt durch: (1) Aktivierung der Myosin-Leitketten-Kinase (MLCK) und (2) Bindung an
Caldesmon. Beide Vorginge sind entscheidend fiir die Interaktion von Myosin- und Aktin-
filamenten mit folglicher Zellkontraktion. Fiir diese Interaktion wird Energie in Form von
ATP benotigt.

Relaxation basiert auf einem Calcium-Efflux aus der Zelle und Transport ins sarkoplasmati-
sche Retikulum. Ein Absinken der Ca®*-Konzentration fiihrt iiber verschiedene Ca**-
Mechanismen zur Myosin-Inaktivierung. Es erhoht sich die Offenwahrscheinlichkeit der
Ca’*-abhingigen K*-Kanile mit einem Kaliumefflux und Anderung des Membranpotentials

in Richtung Re- oder Hyperpolarisation mit folglicher Tonusabnahme.

1.2 Regulation des GefiBtonus

1.2.1 Vasomotorik (flussabhéingige Dilatation)

Arterien und Arteriolen sind in der Lage unabhingig vom Perfusionsdruck einen anndhernd
konstanten Flul im GefidB3system aufrechtzuerhalten, indem sie auf eine Druckerhhung mit
Vasokonstriktion (Bayliss-Effekt) reagieren und auf eine Druckverminderung mit Vasodilata-
tion (flussabhéingige Dilatation). Man spricht auch von der sogenannten myogenen Autore-
gulation.

1902 entdeckte Bayliss diesen nach ihm benannten Effekt der myogenen Antwort im Sinne
einer Vasokonstriktion durch zunehmende FluBstirke [10]. Dreiig Jahre spiter, 1932 ent-
deckte Schretzenmayr an der menschlichen Femoralarterie, dass Arterien unter zunehmendem
FluB} dilatieren (Schretzenmayr-Effekt) [112].

Dem GefiBlendothel kommt dabei eine entscheidene Funktion zu, indem es Signale an die
glatten Muskelzellen weiterleitet. Am Gefdendothel sind dabei im Wesentlichen zwei Krifte
wirksam: 1.) die paralell zur FlieBrichtung auftretende Scherkraft (tangentiale Scherkraft),
welche von der FluBstirke und Viskositét der Fliissigkeit abhédngig ist, und 2.) ein pulsabhin-
giger Zug, eine entlang eines zur FlieBrichtung des Blutes senkrechten Vektors auftretende

Kraft, welche vom arteriellen Blutdruck abhéngt. Die Viskositit des Blutes 1 ist abhéingig von

Scherrate Y und Scherkraft 1. Es gilt: n=t/y
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Die Scherrate ist ein Geschwindigkeitsgradient zwischen Schichten einer sich bewegenden
Fliissigkeit. Die Scherkraft (shear stress, Schubspannnung) ist die tangential an der Gefal3-
wand ansetzende Kraft.

In geraden Gefédlabschnitten findet sich laminare Stromung; die hochste Stomungsgeschwin-
digkeit herrscht in der GefdBmitte, Schichten nahe der Gefil3wand stromen langsamer wegen
des stirkeren Reibungswiderstandes. In verzweigten GefidBBabschnitten herrscht turbulente

Stromung. Hier ist der FluBwiderstand hoher.

Furchgott et. al [40] beobachteten, dass die erreichte Gefdlldilatation unter Zugabe von Ace-
tylcholin von der Intaktheit des Endothels abhéngig ist. Sie entdeckten, dass direkt aus dem
Endothel freigesetzte vasodilatatorische Substanzen wie ,.endothelium-derived relaxing fac-
tor (EDRF), Stickstoffmonoxid (NO) und Prostacycline verantwortlich sind fiir die soge-
nannte flussabhédngige Dilatation (FDD). Die FDD ist ein Produkt der myogenen Autoregula-
tion, der vasoaktiven Wirkung physiologischer Substanzen und einer mechanischen Endothel-
stimulation (Steigerung der Wandschubspannung/shear stress) mit anschlieBender Freisetzung

von EDRF und/oder Prostacyclin (PGI,) [41]. EDRF wurde spéter als NO identifiziert.

NO wird durch die endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthetase (eNOS) aus der Aminosdure
L-Arginin unter Einwirkung von Sauerstoff und Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat
(NADPH) gebildet [97]. Als Abfallprodukt entsteht L-Citrullin. NO diffundiert aus dem En-
dothel in die glatte Muskelzelle und stimuliert dort die 16sliche Guanylatcyclase, welche Gua-
nosintriphosphat (GTP) in zyklisches Guanosinmonophosphat (¢cGMP) umwandelt. Dieses
wiederum aktiviert die Proteinkinase G (PKG). cGMP bewirkt iiber eine Phosphorylierung
der Ca’*-ATPase eine vermehrte Aufnahme von Calcium in die Mitochondrien der glatten
Muskelzelle. Dadurch sinkt die intrazellulire Ca**-Konzentration, es kommt zu einer Hyper-
polarisation mit nachfolgender Relaxation der glatten Muskulatur der Gefde [40,41]. NO
aktiviert dariiberhinaus direkt Ca**-abhingige K*-Kanile (Kc, channels) und ATP-abhiingige
K*-Kanile (Katp channels) iiber eine Erhthung des intrazelluldren cGMP. Eine weitere wich-
tige NO-Wirkung ist die Erhohung der Offenwahrscheinlichkeit Ca**-aktivierter K*-Kaniile
der glatten Muskulatur. Durch den Kaliumausstrom aus der Zelle kommt es ebenfalls zu einer
Hyperpolarisation und Relaxation.

Durch shear stress vermittelt kommt es zu einem biphasischen Aktivierungsmuster der NO-
Freisetzung: Der initiale schnelle Anstieg von NO erfolgt fluBvermittelt und

Ca”*/Calmodulin-abhéingig, unabhiingig von der herrschenden Scherkraft [36]. Bei anhalte-
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nem Flul3 erfolgt die kontinuierliche, basale NO-Freisetzung, welche calciumunabhingig,
aber abhingig von der Schubkraft ist. Es ist die sogenannte plateauformige Produktionsphase.
Aufgrund des biphasischen Aktivierungsmusters wird bereits bei kleinen FluBstirken durch
eine kontinuierliche basale NO-Freisetzung die iiber das sympathisch-adrenerge Nervensys-
tem vermittelte Konstriktion aufgehoben. Liegt nun eine schwere Storung der Endothelfunk-
tion vor, auch endotheliale Dysfunktion (ED) genannt, so kann dies zur Entstechung von
Atherosklerose und deren kardiovaskuldren Folgeerkrankungen fiihren [4,47]. Der zugrunde
liegende pathophysiologische Mechanismus ist: Durch ED geschieht eine unzureichende NO-
Synthese und eine Inaktivierung von NO durch Superoxid-Radikale mit der Folge eines er-
hohten GefidBitonus und einer GefiBwandhypertrophie, einer Thrombozytose und Monozy-

tenadhésion am Endothel [8].

Die eNOS, ein Ca**/Calmodulin-abhingiges Enzym ist in den Endothelzellen und kardialen
Myozyten in einer speziellen plasmalemmalen Signal-Transduktionsdoméne, den sog. Caveo-
lae, lokalisiert. Das Enzym wird durch die Fettsdure Myristat und Palmitat acyliert und greift
in Folge direkt an den Caveolae an [134]. Ein Angreifen an den Caveolae erleichtert die en-
zymatische Aktivierung der eNOS und nachfolgende Rezeptorstimulation.

In ruhenden Zellen ist die Enzymaktivitit durch eine bestehende eNOS-Caveolin Komplex-
bindung gleich Null [35]. Caveolin ist das Baugeriistprotein der Caveolae. Durch Erhohung
der intrazelluliren Ca**-Konzentration dissoziiert eNOS von Caveolin ab und wandert ins
Zytosol. Durch weitere Agonistenstimulation dissoziiert es zuriick zur Zellmembran [82].
Durch Erniedrigung der intrazelluliren Ca**-Konzentration geht eNOS erneut eine Bindung
mit Caveolin ein, so dass der inhibierte Enzymkomplex in den Caveolae wiederhergestellt ist
[35]. In fritheren Studien konnte gezeigt werden, dass im Blut zirkulierende Substanzen die
Signaltransduktionsprozesse in den Caveolae beeinflussen. Im Besonderen bestimmt HDL
den Fettstatus in den Caveolae, indem es die Funktion von eNOS in dieser Doméne moduliert
und eine direkte enzymatische Aktivierung iiber den Scavenger Rezeptor Typ B1 (SRB1) und
Sphingosine-1-Phosphate (S1P) vermittelt [83,92].

Es kommt zur Phosphorylierung von eNOS durch die Proteinkinase C und Tyrosinkinasen
und Aktivierung eines Na'/H'-Ionenaustauschers [22, 24]. Eine Aktivierung der eNOS kann
unabhiingig von einer Ca2+—Erh6hung durch die Phosphorylierung von Ser(1177) erfolgen, es
resultiert jedoch lediglich ein niedriger NO output. Hingegen geht die Agonist-induzierte
Ca”*-abhingige Aktivierung der eNOS mit einem high-output an NO einher [37]. Hier wird
eNOS durch die Proteinkinase C und Tyrosinkinasen reversibel phosphoryliert. Zu einer e-

NOS-Aktivierung kommt es durch ff. Stimuli: Scherkraft, ein Abfall des pO2 < 50 mmHg,
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ein Abfall des pH-Wertes, mechanische Deformation und Pulsation. eNOS-Agonisten sind
ATP, ACh, ADP/ATP, Bradykinin, Oxytocin, Histamin, Adenosin, Thrombin, NA, Serotonin,
Lysophosphatidylcholin und Sphingosin-1-Phosphat (S1P), Vasopressin, NF-8, Substanz P,
Ostrogen, cAMP und cGMP-Analoga und Wachstumsfaktoren PDGF [4,7,61,89]. Es zeigt
sich, dass shear stress und Zellproliferation die wichtigsten Faktoren fiir die Regulation der
eNOS-Genexpression sind [5]. Phosphorylierung und subzelluldre Translokation (von plasma-

lemmalen Caveolae zum Zytoskelett oder Zytosol) sind in diese Regulation involviert.

PGI, entsteht sowohl im Endothel als auch in den Myozyten. Es fiihrt zu einer Aktivierung der
Adenylylcyclase, welche Adenosintriphosphat (ATP) in zyklisches Adenosinmonophosphat
(cAMP) umwandelt und dariiber hinaus eine Abnahme der intrazelluldren Ca’*-Konzentration
und resultierende Relaxation der glatten Muskelzelle bewirkt.

PGI, aktiviert Ksrp-abhéngige Kanile durch eine Erhohung des cAMP nach Bindung an den
Zelloberflichenrezeptor. Beide Substanzen aktivieren zusitzlich delayed-rectifier K*-Kaniile
(Kgr channels) durch Erhohung des intrazelluldren cAMP [73].

Neben shear stress ist die Erhdhung der intrazelluliren Ca**-Konzentration der entscheidende
Stimulus fiir die Freisetzung von NO bzw. PGI, [55]. Allerdings gibt es noch einen weiteren
Faktor, welcher durch eine Hyperpolarisation der glatten Muskelzelle zur Vasodilatation

fiihrt.

Es ist der sogenannte Endothelium-derived-hyperpolarizing-factor (EDHF) [15,19,88]. Seiner
Freisetzung liegt ff. Mechanismus zugrunde (s. Abb.1): Hormone und Autacoide mit An-
griffspunkt am Endothelzellrezeptor oder shear stress fithren zu einem G-Protein vermittelten
intrazellulirem Ca”**-Einstrom und einer Phospholipase C (PLC)-vermittelten Hydrolyse von
Inositolbisphosphat (IP,) zu Inositoltrisphosphat (IP3), welches weiteres Ca** aus intrazelluli-
ren Speichern freisetzt. Durch den erhohten Ca**-Spiegel kommt es zu einer Aktivierung der
eNOS mit NO-Produktion und Aktivierung der Phospholipase A2 zur Arachidonsédure (AA)-
Freisetzung mit EDHF-Freisetzung. AA wird weiterhin umgewandelt in PGI, und Eiko-
satriensiure (EE). Durch eine Aktivierung von Ca’*-abhiingigen K*-Kaniilen vermittelt durch
den Ca**-Anstieg oder durch EDHF (autokrine Funktion), kommt es zu einer Hyperpolarisati-
on an der Membran. Die Hyperpolarisation verstdrkt den Ca”*-Einstrom durch einen erhdhten
elektrochemischen Gradienten. Es kommt zur Relaxation.

Zwischen NO, PGI, und EDHF bestehen sowohl eine negative Feedback Hemmung als auch

potente Interaktionen [91].
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Hecker postulierte 2000 [55], dass die o.g. Hyperpolarisierung der Membran die entscheiden-
de Komponente fiir den Gefil3tonus ist und daraus der koronare Blutfluf} folgt. In Zustandssi-
tuationen wie z.B. Arteriosklerose, Hypercholesterinimie oder Ischimie mit verminderter
NO-Synthese und -Aktion wird die EDHF-Freisetzung durch lokale Stimuli (Hormone, Medi-
atoren, Transmitter) oder pulsierende Dehnung (shear stress) zum Reservemodulator des Ge-

faBBtonus. Dies garantiert die Aufrechterhaltung des myokardialen Blutflusses [55,83,84].

1.2.2. Vasokonstriktion
Der Gefédlruhetonus wird vor allem durch die Spontanaktivitit vasokonstriktiver glatter Mus-
kelzellen bestimmt. Er wird bestimmt durch die Wechselwirkung sympatho-adrenerger Neu-

rone und den durch lokale Einfliisse resultierenden Basaltonus.

1.2.2.1 Endothelzellabhéingige Vasokonstriktion

Von den Endothelzellen produziert werden auch Vasokonstriktoren wie die Substrate der En-
dothelin (ET)-Peptide [133]. Das aktivste Endothelin ist das Endothelin-1. Takuwa beschrieb
1989 [124], dass ET rezeptorvermittelt die Proteinkinase C (PLC) aktiviert und durch zusitz-
liche Freisetzung von IP; und 1,2-Diacylglycerol (DAG) zu einer Erhohung des intrazellula-
ren Ca®* fiihrt. Zusitzliches Ca®* wird aus extrazelluliren Speichern mobilisiert [124] mit
nachfolgender Vasokonstriktion. 1990 postulierte Miyauchi, dass ET iiber eine Aktivierung
spezieller spannungsabhéngiger Ca**-Kanile zu einer Erhohung des Ca**-Einstroms und so-
mit Vasokonstriktion fiithrt [86].

Shear stress und bestimmte Mediatoren wie Thrombin, Epinephrin, Angiotensin II, Wachs-
tumsfaktoren, Zytokine and freie Radikale erhohen die ET-1 Sekretion.

Hingegen hemmen Mediatoren wie NO, cGMP, atriales natriuretisches Peptid (ANP) und

Prostazyklin die ET-1 Freisetzung [80]. Auch im Rahmen diverser Krankheitsbilder, die mit
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einem Endothelschaden einhergehen, wie z.B. Arteriosklerose, pulmonale Hypertension, das
akute Nierenversagen, der kardiogene Schock oder die subarachnoidale Blutung, wird ET

vermehrt freigesetzt [65].

1.2.2.2 Myogene Vasokonstriktion (Bayliss-Effekt)

Blutgefdle antworten auf eine transmurale Druckerh6hung mit einer Vasokonstriktion, dieser
Effekt wurde 1902 von Bayliss entdeckt und nach ihm benannt (s. Kapitel 1.2.1 Vasomotorik,
flussabhingige Dilatation).

1.2.2.3 Neurogene Vasokonstriktion

Die Katecholamine Adrenalin und Noradrenalin regulieren den Gefdftonus durch eine Bin-
dung an adrenerge Rezeptoren der Gefidlmuskelzellen. Sie werden direkt aus postgangliona-
ren sympathischen Nervenendigungen im Bereich der Media und Adventitia freigesetzt bzw.
erreichen ihren Wirkort iiber die Blutbahn. Noradrenalin bewirkt iiber eine Interaktion mit o-
adrenergen Rezeptoren an der Plasmamenbran glatter Muskelzellen eine schnelle, transiente
Depolarisation und damit Zunahme des Muskeltonus (Vasokonstriktion). Adrenalin kann so-
wohl iiber a-Rezeptoren in analoger Weise wirken, oder aber iiber B-Rezeptoren eine Hyper-
polarisation und damit Vasodilatation bewirken. Weitere vasokonstriktorisch wirkende Sub-
stanzen sind ATP und Neuropeptid Y. Fiir die Blutdruckregulation ist im Wesentlichen der
Sympathikus verantwortlich. Der Parasympathikus hat eher eine Wirkung auf die Herzfre-

quenz als auf den Blutdruck.

1.2.3 Zyklische Nukleotide cAMP und cGMP und ihr EinfluB auf die Vasomotorik

cAMP und cGMP sind Derivate des ATP und GTP (s. Abb. 2). Die Synthese beider Nukleoti-
de erfolgt intrazelluldr unter Pyrophosphatabspaltung durch die Einwirkung spezifischer Cyc-
lasen, ndamlich der Adenylatcyclase und Guanylatcyclase, welche zuvor durch G-Proteine
oder NO aktiviert worden sind [76]. Durch beide Nukleotide kommt es zu einer Aktivierung
spezifischer Proteinkinasen mit Phosphorylierungsmechanismen, welche zu einem Absinken
der intrazelluliren Ca**-Konzentration mit Hyperpolarisation der Zelle und Dilatation fiithren.
Durch Phosphorylierungsmechanismen werden biologische Prozesse in Gang gesetzt, auf-
grund derer sich Anderungen von Ionenfliissen, Membrandurchlissigkeiten, Myokardkontrak-
tilitdt und —metabolismus ergeben konnen. Die Phosphorylierung sarkolemmgebundener Cal-
ciumkanile wirkt sich beispielsweise auf die Kanalfunktion (Offenwahrscheinlichkeit) und

damit auf den kontraktilen Zustand der Herzmuskulatur aus. cAMP und cGMP dienen somit
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als wichtige intrazelluldre Signalmolekiile (second messengers) und haben weiterhin ent-
scheidende Funktionen in der Regulation des Zellstoffwechsels, des Wachstums und der Dif-

ferenzierung [76].

Die Phosphodiesterasen PDEs bewirken den Abbau von cAMP und cGMP. Durch eine Inhibi-
tion dieser Enzyme konnen hingegen der cAMP- und cGMP-Spiegel angehoben werden und
die nachgeschalteten Effekte gesteigert werden. Ein alleiniger Anstieg von intrazellulirem
cAMP wirkt positiv inotrop. Ein gleichzeitiger Anstieg von cAMP und ¢cGMP reduziert den
positiv inotropen Effekt von cAMP allein. Dabei wirken cAMP und cGMP synergistisch, ge-

faBerweiternd [120].
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Abb 2:
EinfluB der zyklischen Nukelotide auf
die Relaxation glatter Gefidmuskulatur

PGI, aktiviert die Adenylatcyclase mit
cAMP Produktion, NO aktiviert die
l6sliche Guanylatcyclase mit Produktion
von ¢cGMP. EDHF fiihrt zu einer Off-
nung Ca’*-abhingiger K*-Kanile in
glatten GefdBmuskelzellen mit der Folge
einer Hyperpolarisation. cAMP und
cGMP fiihren beide zu einem Absinken
des intrazelluliren Ca®* mit der Folge
einer Relaxation.

Quelle: Vanhoutte PM, Vascular biolo-
gy: Old-timer makes a comeback, Na-
ture 396, 213-216(19 November 1998)

Calcium ist fiir die Kontraktion glatter Muskulatur essentiell. Es vermittelt an Calmodulin
gebunden die Deblockade des Caldesmon am Aktinfilament. Durch die Myosin-Leichtketten-
Kinase (MLCK) vermittelt kommt es zu einer Myosinphosphorylierung mit einem Ineinan-
derschieben von Myosin- und Aktinfilamenten und damit verbundener Verkiirzung der Mus-
kelfaser zur Muskelkonstriktion. Die MLCK muf allerdings vorher eine Bindung mit Ca®*-
beladenem Calmodulin eingehen. Zur Erschlaffung der Muskelfaser kommt es durch die Pro-
teinkinase-A-(PKA)-vermittelte Phosphorylierung der MLCK, die dadurch unempfindlich
gegeniiber dem Ca”*-Calmodulin-Komplex wird. Dies erfolgt ohne eine Erniedrigung des
zytoplasmatischen Ca**[66].

Die intrazelluldren Botenstoffe cAMP und cGMP beinflussen die GefdBmuskultatur in vierfa-
cher, spezifischer Weise:

(1) Sie aktivieren die cAMP- bzw. cGMP-abhingigen Proteinkinasen A und C mit konsekuti-

ven Phosphorylierungsvorgingen, welche zu einem Absinken des intrazelluldren Calcium
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fiihren. Es kommt zu einer Hyperpolarisation und Relaxation [131].

(2) Calcium-(De)sensitivierung

c¢cGMP (und in geringem Male auch cAMP) fiihrt iiber Proteinkinaseaktivierung, im speziel-
len der cGMP Proteinkinase Typ I (cGKI) zu einer Phosphorylierung und damit Hemmung
der Rho-Kinase-vermittelten Ca2+—Freisetzung. Dieser Prozel wird auch als Calcium-
Desensitivierung [130] bezeichnet. cAMP fiihrt iiber eine Proteinkinaseaktivierung zu einer
Phosphorylierung der Myosinleichtkettenkinase mit ausbleibender Ca**-Calmodulin-

Aktivierung.

(3) Die cGMP-abhingige Proteinkinase Typ I (¢G-PKI) relaxiert glatte Muskelzellen mog-
licherweise durch eine Phosphorylierung des IPs-Rezeptor-assoziierten c¢cGMP-Kinase-
Substrats (IRAG). IRAG vermindert eine hormon-induzierte IP;-abhingige Ca**-Freisetzung.
Die cGMP abhingige Relaxation und die hormonrezeptorgetriggerte Kontraktion der glatten
Muskulatur ist abhéngig von einer Interaktion der cG-PKI-IRAG mit dem IP3;-Rezeptor [43].

(4) Natriumnitroprussid (SNP) als NO Donor stimuliert die Aktivitit der 16slichen GC und
erhoht dadurch den cGMP-Spiegel. SNP stimuliert ebenfalls konzentrationsabhingig die
Phosphorylierung der GC. Eine Hemmung der Phosphatase-Aktivitét in der glatten Muskula-
tur des Gastrointestinaltraktes fiihrte zu einer erhohten konzentrationsabhingigen GC-
Phosphorylierung. Eine erhohte GC-Phosphorylierung fiihrte zu einer gehemmten SNP-
vermittelten Aktivitdt der 16slichen GC und cGMP-Bildung. Es besteht also ein negativer
Feedback-Mechanismus zwischen der Hemmung der 16slichen GC-Aktivitit und der Protein-

kinase-abhéngigen Phosphorylierung und damit cGMP-Bildung [89].

1.3. Lipoproteine - HDL

1.3.1. HDL Allgemein

Lipoproteine fungieren als Transportvehikel der Lipide im menschlichen Korper. Ihr innerer
Bereich besteht aus einem lipophilen Kern, aufgebaut aus Triacylglyceriden, Cholesterines-
tern (CE) und fettloslichen Vitaminen. Thre duflere ,,Schale‘ hingegen besteht aus Cholesterin,
hydrophilen Phospholipiden und Apolipoproteinen. Die Apolipoproteine tragen zum Trans-
port der Lipide im Blut und zu ihrer Strukturgebung bei und treten in Wechselwirkung mit
den Rezeptoren und Enzymen des Lipidstoffwechsels.

Man unterscheidet fiinf Lipoproteine hinsichtlich ihrer Grofle, Dichte und den Apolipoprotei-

nen: Chylomikronen, VLDL, IDL, LDL und HDL.
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High-density lipoprotein (HDL) ist ein triycalglycerin-armes und Cholesterin- und Phospholi-
pid-reiches Lipoprotein hoher Dichte; diese liegt zwischen 1,063 und 1,210 g/mL. Der
Durchmesser eines HDL-Partikels variiert zwischen 5 und 12 nm. Ein HDL-Teilchen ist wie
in Abb.3 aufgebaut. Die Zusammensetzung der Bestandteile des HDL in Massenprozent ist
ff: 40-55% Protein, 3-4% Cholesterin, 12% Cholesterinester, 3-5% Triglyceride, 22% Phos-
pholipide [119]. Die Zusammensetzung der Apolipoproteine des HDL in Prozent betrigt wie
folgt: Apo A-163%, Apo A-2 17%, Apo B 4%, Apo C 10%, Apo D 3% und Apo E 3%.
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Die HDL-Biogenese und der Katabolismus ist etwas komplex (s. Abb. 4):

(1) Das ATP-Binding Cassette Transporter Protein A1 (ABCA-1), ein zelluldres Lipidtrans-
portmolekiil mit Hauptlokalisation in Brustgewebe, Leber, Nebenniere und Testes vermittelt
in der Leber den Transfer von zelluldren Phospholipiden (PL) und freiem Cholesterol (FC) zu
extrazelluldrem, lipid-armen Apolipoprotein A-1. Desweiteren binden PL und FC von Plas-

mamembranen an Apo A-1 [121].

(2) Im Plasma erfolgt die Umformung zu diskoidalem HDL.

(3) Das Enzym Lecithin-Cholesterin-Acyltransferase (LCAT) verestert diskoidales HDL zu
sphérischem HDL (a-HDL) = reifes HDL. Das im Rahmen dieser Reaktion gebildete Lyso-
phosphatidylcholin diffundiert ab, und es wird sogenanntes HDL3 gebildet. In die dadurch
entstehenden Liicken kann weiteres Cholesterin eingelagert werden, wodurch sich HDL1 und

2 bilden [78].

19



Die klinische Bedeutung der unterschiedlichen HDL-Subfraktionen ist unklar. Einige Studien
zeigten, dass die HDL2 Subfraktion und Apo-A1l bessere Pridiktoren koronarer Atherosklero-
se sind als das Gesamt-HDL oder HDL3 [110]. Im Gegensatz dazu haben die Physicians
Health Study und andere Studien die gleichen Assoziationen fiir Gesamt-HDL und HDL3 mit
KHK wie fiir HDL2 und ApoAl gezeigt. Der Mechanismus ist der reverse Cholesteroltrans-
port. Andere Studien zeigten, dass kleine HDL-Partikel mit einem geringeren KHK-Risiko

assoziiert sind. Zusammenfassend besteht eine Inkonsistenz der Daten.

(4) Der Scavenger Rezeptor Klasse B, Typ I (SRBI) vermittelt die selektive Aufnahme der
HDL?2-Cholesterinester und Lipide vom Plasma in die Leber. Dieser Mechanismus wird auch
als ,,direkter reverser Cholesteroltransport® bezeichnet (RCT). Es bleibt lipidarmes ApoAl
zuriick, welches glomerulér filtriert und via Endozytose in den proximalen Tubulus sezerniert
wird. Von dort beginnt die HDL-Formation aufs Neue [138].

SR-Bl ist ein 82 kDa Membranglykoprotein mit einer extrazelluldren und zwei transmembra-
nalen Bindungsdominen. Es ist in der Leber lokalisiert, in steroidhormonbildenen Organen,
im Gehirn, Darm, im Makrophagen, endothelialen Zellen und Astrozyten. SR-BI ist an die
Caveolae assoziiert und [38] bindet unterschiedliche Liganden wie HDL, Apo A1 und ApoE,
VLDL und LDL. Es ist bekannt als erster identifizierter HDL-Rezeptor. SRBI vermittelt die

Bindung der CE an Gallenséduren mit bilidrer Exkretion.

(5) Ein Teil der CE und Phospholipide wird durch die hepatische Lipase (HL) und endothelia-
le Lipase und Lipoprotein-Lipase (LPL) aus dem HDL hydrolisiert. Das Cholesterinester-
Transfer-Protein (CETP) vermittelt die Bindung des veresterten HDL-Cholesterol an Apo-
B-reiches VLDL und die Umformung in LDL. Dieses wird iiber den LDL-Rezeptor in die
Leber aufgenommen. Dieser Vorgang ist der so genannte ,,indirekte, reverse Cholesterin-

transport‘.
Zusitzlich kann HDL wie auch andere Lipoproteine an Heparansulfat-Proteoglykane binden,

und zwar iiber positiv geladene Aminosdurereste seiner Apolipoproteine. Die Bindung ver-

hindert ein Andocken des LDL und die Proteoglykan/LDL-Komplexformation.
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1.3.2. HDL und Arteriosklerose

Klinischen Daten zufolge senkt eine Erhthung des Plasma HDL-C um 1% das kardiovaskula-
re Risiko um 2 bis 3%. Die anti-atherogene Wirkung des HDL-C ergibt sich hauptsichlich
iiber den reversen Cholesteroltransport und iiber eine direkte Stimulation der NO-Produktion.
Letzteres geschieht durch eine UP-Regulation der eNOS-Expression und eine direkte eNOS-
Stimulation durch Bindung an den SR-B1-Rezeptor [6].

Oxidiertes LDL wirkt o.g. Mechanismus entgegen. HDL hemmt die LDL Oxidation und da-
mit eNOS-Inaktivierung [113]. Bei weiteren anti-atherogenen Wirkungen hemmt es die
Thrombin-induzierte Pldttchenaggregation durch eine Fibrinogenbindung von HDL3 und
wirkt der zytokinvermittelten Expression von Adhésionsmolekiilen entgegen, welche eine
entscheidende Rolle in der atherosklerotischen Pathogenese spielen. HDL stimuliert SR-BI,
so daB} es zum Efflux von freiem Cholesterol (FC) zwischen Zelle und Lipoprotein kommt.
Der Netto-Cholesterol-Efflux sowie eine schnelle hepatische Clearance von FC und Plasma-
HDL sind die Folge [21]. HDL fordert die myokardiale Perfusion in vivo. Desweiteren
schiitzt es die endothelialen Zellen vor Apoptose und unterstiitzt ihr Zellwachstum und ihre
Migration via SR-BI vermitteltes Signal. Das Lipoprotein besitzt eine antithrombotische Wir-
kung durch seine Aktivierung der Prostazyklin Synthese und Freisetzung in den Blutgefdfen.
Desweiteren vermittelt es eine verminderte Expression von Gewebsfaktoren und Selektinen

und hemmt die Thrombozytenaktivierung [83,84].

1.3.3. HDL und GefiBmodulation

HDL kann den Gefif3tonus im Sinne einer FDD modulieren [93] durch ff. Mechanismen:
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e HDL aktiviert durch Bindung an den ,,Scavenger Rezeptor-BI*“ die NO-Synthase und
stimuliert somit die NO-Synthese und -Freisetzung. Es folgt die Vasodilatation [14,
83,84]. Dieser Prozel} ist vom Vorhandensein des Apo A-I, nicht jedoch Apo A-II, ab-
hingig [137,144].

e HDL induziert die Vasodilatation iiber eine intrazelluldre Ca2+—M0bilisierung und ei-
ne Akt-vermittelte Phosphorylierung der eNOS [92] sowie iiber eine Erh6hung der int-
razelluldren Ceramid-Konzentration [74].

e HDL schiitzt vor einer LDL Oxidation und erhoht die antioxidierende Kapazitit des
Plasmas [92].

e Die HDL-und Lysophospholipid-vermittelte Sphingosylphosphorylcholin(SPC)-
Sphingosine-1-Phosphat (S1P)-, und Lysosulfatid (LSF)-Vasodilatation erfolgt iiber
dessen Bindung an den S1P3-Rezeptor [92].

e HDL tragt zur Synthese von gefalirelaxierenden Prostanoiden, im speziellen Prostag-

landin E, und/oder I, in Anwesenheit der Arachidonséiure bei [38].

Fiir HDL existieren geschlechtsspezifische Unterschiede, am ehesten bedingt durch eine In-
teraktion geschlechtsspezifischer Hormone mit dem Partikel, und damit EinfluBnahme auf die
HDL-Effekte am GefidB3system.

In epidemiologischen Studien konnte ein reduziertes Risiko kardiovaskulidrer Erkrankungen
bei pramenopausalen Frauen im Vergleich zu Minnern gezeigt werden [48]. Kiirzlich ent-
deckte man, dass weibliches HDL gegeniiber dem ménnlichen HDL einen stirker vasodilata-
torischen Effekt besitzt; verantwortlich dafiir ist das HDIL-assoziierte Estradiol, welches in der
Lage ist, die eNOS zu stimulieren und eine Vasodilatation zu bewirken [48,92].

Viele Studien [68,94,104,105] konnten in den letzten Jahren zeigen, dass die Wirkungen von
HDL auf das Gefidl3system hochgradig heterogen sind und die vasoprotektiven Eigenschaften
des HDL verindert sind bei Patienten mit manifesten kardiovaskuldren Erkrankungen oder
einem erhohten kardiovaskuldren Risiko. Die genauen Mechanismen dieser ,,.Dysfunktionali-
tiat des HDL* sind Gegenstand aktueller Forschung.

Akute oder chronische Entziindung kann zu grundlegenden Verdnderungen der HDL-
Funktionalitit dahingehend fiihren, dass es zu einem pro-inflammatorischen Partikel wird.
Durch den Wegfall seiner Endothel-protektiven Funktion fiihren die bekannten kardiovaskula-
ren Risikofaktoren zu einer pathologisch veridnderten Endothelzellfunktion in den Arterien
mit Folgeerkrankungen. Aus einem anti-atherogenen Partikel kann somit ein pro-

atherosklerotisches Agens werden [105].
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4. Apolipoprotein E

Das Apolipoprotein E ist ein 34,2 kDa schweres Protein, welches eine 22 kDa N-terminale
Rezeptorbindungsdomine und eine 10 kDa C-terminale Lipidbindungsdoméne besitzt [108].
Lokalisiert ist es auf dem Chromosom 19 (19q13.2) [37]. Es ist ein Proteinbestandteil vieler
Lipoproteine, wie z.B. der Chylomikronen, der VLDL- und HDL-Partikel. Es fungiert als
Ligand des gewebs- und leberspezifischen LDL-Rezeptors und des leberspezifischen ApoE-
Rezeptors und spielt somit eine wesentliche Rolle im Lipoproteinmetabolismus [37].

Das Apolipoprotein triagt im Wesentlichen zur Cholesterol-Plasma Homoistase bei, indem es
die hepatische Aufnahme der Lipoproteinremnants erleichtert. Fiir die Lipoprotein-Clearance
ist im Plasma eine bestimmte Hohe der ApoE-Konzentration erforderlich. Eine Uberexpressi-

on kann zum Auftreten von bestimmten Erkankungen fiihren [29].

Apolipoprotein E wird in der Leber, den Makrophagen, Monozyten, Astrogliazellen und im
peripheren und zentralen Nervensystem gebildet. Es gelangt ins Plasma iiberwiegend gebun-
den an Lipoproteine. Es ist ein multifunktionelles Protein mit Wirkungen im Bereich der ze-
rebralen Funktionen [69], im Bereich der Nervenregeneration [54], der Immunantwort [62],
der Zellproliferation [58], der Homoiostase [103], der Steroidgenese [102] und in Situationen
oxidativen Stresses [85]. Es ist stark assoziiert mit Erkrankungen des kardio- und neurovasku-
laren Systems (M. Alzheimer) [100,123], mit der Cholelithiasis [126], mit dem kolorektalen
Karzinom [64] und hat einen Einfluf} auf das Verhalten der Plasmalipide [31]. Interessanter-

weise sind viele Effekte des Apo-E geschlechtsspezifisch.

Polymorphismen innerhalb des humanen ApoE-Gens fithren zu drei vorkommenden Isofor-
men, E2, E3 und E4. Diese unterscheiden sich lediglich in einer Aminosiduresequenz [51].
Ausgehend von den 3 Isoformen existieren 6 Phanotypen: E3/E3, E3/4, E2/3, E4/4, E2/4 und
E2/E2. Thre Verteilung ist bevolkerungsspezifisch unterschiedlich. Bei den Kaukasiern kom-
men die drei Isoformen e2, €3 und e4 mit der Haufigkeit 7%, 78% und 14% vor [25].

Man geht davon aus, dass apoE2 eine geringere LDL-Rezeptorbindungsaffinitit besitzt, wel-
che zu einer verzogerten Clearance der apoE2-tragenden Lipoproteine im Plasma fiihrt. Somit
haben Triager des E2-Allels in der Regel niedrigere TC und LDL-C-Werte. Homozygote Tri-
ger des apoE2 konnen unter bestimmten Bedingungen eine Dyslipoproteindmie Typ III mit
hohen VLDL-Cholesterinwerten entwickeln.

Apo E4 besitzt eine hohere Rezeptoraffinitit als E3, es wird somit schneller degradiert. Es

kommt zum gesteigerten Katabolismus der E4-tragenden Partikel mit einer Down-Regulation
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der LDL-Rezeptoren. Triger dieses Allels haben hohere Werte von TC und LDL-C [25]. Das
ApoE4-Allel ist mit Atherosklerose und ihren Folgeerkrankungen assoziiert [26].
Dallongeville zeigte in der EARS II-Studie, dass die Hiufigkeit des E4-Allels hoher war in
europdischen Populationen mit einem hohen KHK-Risiko, jedoch niedriger in Populationen
mit geringerem Risiko [26,27]. Davignon et al. berichteten ebenfalls iiber einen Zusammen-
hang zwischen ApoE4-Allel und einer erhohten KHK-Hiufigkeit [25,33]. Stengard et al.
konnten in einer groflen, longitudinalen finnischen Studie eine enge Beziehung zwischen
KHK-Mortalitat und ApoE4-Allel aufzeigen [122]. Doch nicht nur in Finnland, sondern in
Gesamteuropa existiert ein Gefille mit hoherem ApoE4-Allelvorkommen und hoherer KHK-
Privalenz z.B. in Nordeuropa und geringerem ApoE4-Vorkommen und niedrigerer KHK-
Privalenz z.B. in Siideuropa [25,45].

Der hohere LDL-C Spiegel bei ApoE4-Triagern wurde viele Jahre fiir die Pro-Atherogenitit
verantwortlich gemacht. Inzwischen geht man jedoch davon aus, dass E4 ein KHK-
Risikofaktor unabhéngig vom LDL-C ist.

Das ApoE4-Allel ist zusitzlich mit Demenz, insbesondere den ,,late-onset* Formen des Mor-
bus Alzheimer (AD) assoziiert. Dies liegt am ehesten an einer Beeinflussung des Gefidfitonus
durch ApoE. Die vaskuldre Hypothese der Alzheimer-Demenz begriindet sich auf der An-
nahme, dass pathologische Gefidlverdnderungen zur reduzierten zerebralen Durchblutung
fiihren, welche zu bleibenden Funktionsausfillen des hypoperfundierten Gewebes fiihren. Fiir
die Pathogenese der AD sind in diesem Zusammenhang mikrovaskulédre Infarkte und eine
GefiaBwandverkalkung beschrieben worden [6]. Laut Aliev et al. fithrt NO-abhédngiger oxida-
tiver Stress mit mitochondrialen und DNA-Schidigungen zur AD-Entwicklung [3].

Eine erhohte Expression des E3-Allels ist mit der Hypertriglyceriddmie assoziert.

Der Apo E3/2-Genotyp ist mit einem erhohten Carotidenatheroskleroserisiko assoziiert [28].
Die seltene Form der familidaren Hyperlipoproteindmie des ApoE-Defektes wurde erstmals
1981 durch Ghiselli & Schaefer beschrieben [46]. Bei den erkrankten Individuen konnte kein
ApoE im Plasma gefunden werden. Dies war mit einer Reihe von Erkrankungen assoziiert
wie Dyslipiddmie, Arteriosklerose, M. Alzheimer und einer erhohten Mortalitdt [87]. In der
Literatur beschrieben wird eine familidre Form des ApoE-Defizites, welche bei den Betroffe-
nen mit einer Trias aus frithzeitiger kardiovaskuldrer Erkrankung, dem Vorhandensein von
Xanthomen und einer Hyperlipoproteindmie Typ III (HLP) einhergeht. Das Vererbungsmo-
dell war autosomal rezessiv [111]. Das Fehlen von ApoE im Mausmodell (Knockout-Miuse)
fiihrte auch verstirkt zu Hypercholesterindmie und Arterioklerose [16,99]. Eine ,Re-

Expression‘ dieses Proteins bei den Méusen konnte das Erkrankungsausmalf3 nachhaltig posi-
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tiv beeinflussen. Dabei war die leberspezifische Expression von ApoE bei diesen Méausen
ausreichend fiir eine hochgradige Atherosklerosepridvention [51,65].

ApoE spielt synergistisch zum HDL eine schiitzende Schliisselrolle im Prozess der Arterio-
sklerose [23] durch drei relevante Mechnismen: Erstens, indem es wie o.g. zur Plasma-
Cholesterol-Homoiostase beitrdagt. Zweitens erleichtert es zusammen mit Apo A-I den Cho-
lesterolefflux aus der Makrophagen-Schaumzelle in die arteriosklerotische Lésion. Zudem
kann ApoE anti-inflammatorisch wirken, indem es direkt die Immun- und Entziindungsreakti-
on im Rahmen der Atherosklerose modifiziert. Und viertens wirkt ApoE anti-oxidativ [26].
Die anti-, aber auch pro-atherogene Wirkung des ApoE wird vor allem durch seine Isoform
beeinflusst.

Apo E befindet sich im Plasma als Komponente des diskoidalen HDL, es ist inkorporiert ins
HDL als sogenanntes ,,spherical HDL* bzw. ,,HDL-E* [108]. In dieser Form trigt es im We-
sentlichen zur Cholestrol-Plasma-Homoistase bei, indem es die hepatische Aufnahme der Li-
poproteinremnants bewirkt. Im Tierexperiment mit Wild-Typ-Méusen konnte erst kiirzlich
gezeigt werden, dass HDL-gebundenes ApoE den SR-BI-Rezeptor aktivieren kann. Hierbei
war die Amino-terminale Region von ApoE entscheidend sowohl fiir die Rezeptor-Bindung

als auch fiir den Cholesterol-Efflux [18]. ApoE kann zudem die LCAT aktivieren.

1.5 Ziel der Arbeit (Arbeitshypothese)

Diese Arbeit untersucht die Wirkung der unterschiedlichen HDL-ApoE-Isoformen auf die
flussabhingige Dilatation menschlicher Koronararterien. Es wurde die mechanische, bioche-
mische und elektrophysiologische GefidBantwort fiir Priaparate mit intaktem Endothel und von
de-endothelialisierten Priparaten registriert. Epidemiologischen Studien zufolge ist ein hoher
LDL-C- und ein niedriger HDL-C-Plasmaspiegel mit einem hoheren Atheroskleroserisiko
behaftet [9]. HDL gilt klassisch als atheroprotektives, LDL hingegen als ein pro-atherogenes
Lipoprotein. Neuere Untersuchungen weisen jedoch eher auf heterogene HDL-Effekte hin
[68], insbesondere im Rahmen akuter oder chronischer Entziindungsreaktionen, wie z.B. bei
der Atherosklerose. HDL wirkt dann eher pro-inflammatorisch. Gegenstand aktueller For-
schung ist die Untersuchung dieses dysfunktionalen HDL. Ein wichtiger Bestandteil des
HDL ist das Apo E. Beide wirken direkt am Endothel und mediatorvermittelt vasodilatato-
risch [92].

Triger des ApoE4-Allels weisen allerdings laborchemisch hohere TC- und LDL-C-Werte auf
und haben ein hoheres Atheroskleroserisiko. Eine Abschwichung der HDL-vermittelten FDD
unter dem Einfluf3 bestimmter ApoE-Isoformen ist Ziel der Untersuchung. Die vorliegende

Dissertation stellt somit die Hypothese einer anti-atherogenen, endothelprotektiven HDL-
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Funktionalitidt durch neue Erkenntnisse des Zusammenspieles zwischen bestimmten Apoli-

poprotein-E-Isoformen und HDL in der GefdBmodulation auf den Priifstand.

2 Material und Methoden

Die Versuche erfolgten in vitro an isolierten humanen Segmenten des Ramus interventricula-
ris anterior oder Ramus circumflexus der Arteria coronaria sinistra oder der Arteria coronaria
dextra.

2.1 Methoden

2.1.1 Explantation und Priparation der Koronararterien

Die menschlichen Koronararterien stammten von herztransplantierten Patienten aus dem
Deutschen Herzzentrum. Das positive Votum der Ethikkommission der Charité-
Universitdtsmedizin Berlin liegt im Deutschen Herzzentrum Berlin pauschal vor. Der grofite
Teil der Prédparate stammte von Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie und schwerer
KHK. Es erfolgte kein Ausschlufl von Patienten aus der Studie aufgrund bestimmter Vorer-
krankungen, Alter, Geschlecht und Vormedikation. Im Anschlul an die Explantation des
Empfiangerherzens erfolgte die sofortige Priparation und Entnahme eines 8-10 cm langen
Gefillsegmentes der A. coronaria. Wihrenddessen befanden sich die Préiparate in gekiihlter,
isotoner NaCl-Losung. Die Priparate wurden anschlieend lichtgeschiitzt, in gekiihlter Krebs-
Losung sofort ins Labor gebracht.

2.1.2 Feinpriiparation und Aquilibrierung der Koronararterien

Im Labor erfolgte die Feinpridparation des Koronararteriensegmentes in erwdrmter, mit Sauer-
stoff angereicherter Krebslosung. Nach Entfernung des perivaskulidren Bindegewebes wurde
das GefiBstiick in 18 ca. 0,5 cm lange Einzelstiicke geschnitten. Diese wurden anschliefend
fiir zwei Stunden in carbogenisierter Krebs-Losung dquilibriert. Gefdabschnitte, die stark
atherosklerotisch oder mit Stents versehen waren oder direkt aus dem Bereich einer Geféd3ab-

zweigung stammten, wurden nicht verwendet.

2.2 Losungen und Substanzen

2.2.1 Krebs-Losung, Carbogen-Gemisch

Krebs-Losung (Konzentrationen in mmol/L): Na* 151,16, K* 4,69, Ca™* 2,52, Mg** 1,1, CI
143,42, HCO3 16,31, H2PO4 1,38, Glucose 7,77; Carbogen — Gemisch: O, 95%, CO, 5%

2.2.2 Lipoproteinlosungen
Verwendet wurden Blutproben von gesunden menschlichen Spendern, welche keine, die Li-

pidkonzentration im Blut beeinflussenden, Medikamente oder antioxidative Vitamine ein-
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nahmen und 10 Tage lang gefastet hatten [75a]. Diese wurden in Reagenzien mit EDTA (1
mg EDTA/mL Blut) fiir 2 Stunden im Halbdunkeln versetzt. AnschlieBend wurde durch Zent-
rifugierung (2500 U/ 6 min) Plasma gewonnen, welches vorsichtig abpipettiert wurde. In
einem weiteren Schritt konnten die einzelnen Lipoprotein-Fraktionen isoliert werden mit Hil-
fe der Optima™ TLX Ultrazentrifuge mit Rotor TLA-120.2 der Firma Beckman Instruments
Inc., Palo Alto, Kalifornien, USA bei einer Geschwindigkeit von 120 000 rpm (625000 x g)
und bei einer Temperatur von 18°C.

Die Dichtemedien wurden zuvor mit Argon entgast und gereinigt, um die vollstindige Deo-
xygenierung sicherzustellen. Eine unterschiedliche Zentrifugationsdauer und verschieden
dichte Medien waren fiir die Isolation der einzelnen Lipoproteine notwendig, und zwar wie
folgt: 260 min und 1,21 kg/L fiir HDL, 150 min und 1,063 kg/L fiir LDL und 30 min und
1,006 kg/L fiir VLDL. Der Uberstand, bestehend aus mit Lipoproteinen angereicherter Fliis-
sigkeit, wurde mit feinen Pipetten aspiriert. Zur Verhinderung einer Oxidation erfolgte ein
Abfiillen in kleine Glasrohrchen unter kontinuierlicher Stickstoffbegasung. Zuletzt duchliefen
die Lipoproteinfraktionen eine Gelfiltration zur Entfernung von Kupferionen und EDTA. Fiir
die Verdiinnung verwendeten wir entgaste Krebslosung mit einem pH-Wert von 7,35. Ent-
sprechend den physiologischen Blutkonzentrationen wurde die Endkonzentration der Lip-
oproteine wie folgt gewdhlt: HDL 50 mg/dL, LDL 100 mg/dL, IDL 10 mg/dL, VLDL 30
mg/dL.

2.2.3 Apo E-Genotypisierung

Es erfolgte eine Genotypisierung der Probanden mittels Erzeugung eines Amplifikates und
anschlieender Schmelzpunktanalyse. Fiir die Versuche mit gepooltem HDL wurden die Pro-
ben unterschiedlicher Individuen verwendet. Fiir die Versuche mit HDLapoE4/E4 und

HDLapoEO/EO wurden die Proben jeweils eines genotypisierten Patienten verwendet.

2.3 MeBBmethoden

2.3.1 Messung des Tonus

Die verwendeten Losungen wurden iiber einen Warmeaustauschkreislauf direkt in die Mel3-
kammer geleitet [68a,72a]. Uber ein ca. 5 cm vor der MeBkammer liegendes Schraubventil
wurde die FluBrate stufenweise manuell eingestellt. Nach Neueinstellung der FluBrate erfolgte
eine Kontrolle mit Hilfe eines Messzylinders und einer Stoppuhr. Alle zehn Minuten wurde
die FluBrate von 3, 5, 20 ,40 auf 100 mL/min erhoht.

Fiir die Flussmessung wurden die Priparate mit der Endothelseite nach oben mit zwei Plexi-

glas-Schraubklemmen in der MeBkammer fixiert. Die eine Seite des Geféal3stiickes war direkt
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mit der MeBkammer, die andere Seite mit dem MeBarm eines induktiven Kraftaufnehmers
verbunden. Der MelBweg des Kraftaufnehmers betrug weniger als 100 um, so dass die Mes-
sung bei einer maximal moglichen Verkiirzung des GefdBabschnittes um etwa 1% der Ge-
samtlidnge nahezu isometrisch erfolgte. Der Gefdf3tonus in g (1g entspricht 9,81 mN) konnte
als Signal dieses isometrischen Kraftmessers direkt auf einem digitalen Messverstiarker
(KWS 522.C; CMS 32, KS2C, Hottinger Baldwin, Darmstadt) abgelesen werden. Zusétzlich
wurden alle Daten elektronisch aufgezeichnet. Vor Versuchsbeginn wurde der Kraftmesser

mit Gewichten von 1-10 g geeicht.

2.3.2 Versuchsdurchfiihrung

Die Priparate wurden jeweils vor Versuchbeginn longitudinal aufgeschnitten. Dadurch ent-
standen Pridparate von 10-15 mm Breite und 5 mm Linge. Die Kontrollversuche an Prépara-
ten mit und ohne Endothel wurden in Krebslosung durchgefiihrt. Bei den Versuchen ohne
Endothel wurde dieses vorsichtig mit einem im 20-30° Winkel aufgesetzen Skalpell abge-
schabt [111a]. AnschlieBend wurden die Préparate unter einem konstanten Flu von 3 mL/min
mit dem Endothel obenliegend in der MeBkammer eingespannt. Die eine Seite des Pridparates
war {iber eine Plexiglasschraubklemme direkt mit der MeBkammer, die andere Seite mit ei-
nem isometrischen Kraftaufnehmer verbunden. Zu Versuchsbeginn erfolgte 5 Minuten lang
eine Vorspannung der Priparate stufenweise (um 0,4 g) auf 2,000 g. Fiir weitere 5 Minuten
wurde der Tonus konstant bei 2 g gehalten und die Messung begann. Alle fiinf Minuten wur-
den Gefédlltonus oder Membranpotential gemessen. Alle zehn Minuten wurden die Fluf3raten
von 3,5, 20, 40 auf 100 mL/min erhoht. Die Versuchsdauer pro Segment betrug 60 min. Am
Versuchsende wurden die Priparate bei einem maximalen Flu3 von 100 mL/min ausgespannt

und in fliissigem Stickstoff (N;) fiir die Bestimmung von cAMP und cGMP eingefroren.

2.3.3 Stress-Relaxation

Der Tonus des GefdBabschnittes dndert sich bei allen Versuchen, auch unabhéngig vom Fluf3,
aufgrund der sogenannten stress-relaxation. Um die FDD unabhingig von der stress-
relaxation messen zu konnen, erfolgte zu jedem Versuch ein Kontrollversuch mit einem kon-
stanten FluB von 3 mL/min unter gleichen Bedingungen. Durch die Subtraktion vom Gesamt-

effekt erhielten wir die ,,korrigierten Kurven.

2.4 Intrazellulire Membranpotentialableitung
2.4.1 Mikroelektroden

Das intrazelluldire Membranpotential wurde mit Hilfe von Glasmikroelektroden, die mit
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3 molarer KCl-Losung gefiillt waren, bestimmt. Die Glaselektroden (Pyrex Brand K 2916,
Corning Glass: AuBBendurchmesser 3 mm, Innendurchmesser 1,8 mm) wurden mit einem Ho-
rizontalpuller (T. Chowdhury Pipette Puller, ISEW, Indianapolis, USA) bei 6,8 A Heizstrom
(Spannungsregler: Standard Electronic Productions, New York) in 2 min hergestellt. Zu-
niachst wurden die Elektroden lichtmikroskopisch auf ihre GroBe und Durchgingigkeit der
Spitzenoffnung gepriift. Es wurden nur solche mit einem Durchmesser < 1 um verwendet. Thr
Widerstand sollte zwischen 60 -100 MQ betragen. Hohere Widerstinde weisen auf eine zu
enge oder verschlossene Elektrodenspitze hin [63]. Wihrend des Versuches wurden die Tip-
Potentiale stets kontrolliert, sie lagen zwischen -40 und -120 mV. Als indifferente Elektrode
diente eine Agar-Briicke, die mit 3 molarer KCI-Losung gefiillt war. Sie verband die MeB-
kammer nit einem Gefdl mit 3 molarer KCI-Losung, das durch eine Ag/AgCl/Platin-

Elektrode mit einem MeBverstiarker verbunden war.

Ein groBer Faraday-Kifig stellte eine Abschirmung des gesamten Versuchsstandes sicher.
Zwei Potentialfolger (Difference Voltage Follower/IV Converter Typ D 6903, H. Ehrler &
Peper, Neckargemiind) sorgten dafiir, dass die Mikroelektroden und die Verbindungen zum
Differenzverstarker zusitzlich abgeschirmt waren. Das Membranpotential wurde zehnfach
verstérkt liber ein Grof3bildoszilloskop angezeigt, welches auch die Kraftentwicklung anzeig-
te. Uber ein Vierstrahloszilloskop (Typ 565, Tektronix, Beaverton, USA) konnte neben
Spannungs- und Kraftsignal auch eine Zeiteichung abgebildet werden. Ein AD-DA-Wandler
(DT2821, Data Translation, Malboro, Massachusetts, USA) leitete die drei Signale schlielich
einem PC (80486 DX2-66, 8MB, Highscreen, Vobis, Aachen) zu. Sie konnten unter WinAD-

DA 1.31 (Mikrotaurus Software, Berlin) in Echtzeit aufgezeichnet werden.

2.4.2 Einstiche
Die MeBelektroden wurden unter Sichtkontrolle mittels eines Mikromanipulators (S20-21R,
Leitz, Wetzlar) senkrecht an die luminale Seite des Gefil3es herangefiihrt. Der Einstich erfolg-
te durch Klopfen an den Antivibrationstisch, so dass die Elektrodenspitze Endothel und Ba-
salmembran durchstechen konnte. Die Unterscheidung zwischen echten Einstichen in die Ge-
faBmuskulatur und Verbiegungsartefakten geschah nach mehreren Kriterien:

- Der Potentialsprung auf den Endwert musste sofort nach dem Durchdringen der Ba-

salmembran erfolgen.
- Ein- und Ausstich sollten gleich schnell erfolgen.
- Das Hintergrundrauschen der Elektroden durfte sich wihrend der Prozedur nicht dn-

dern.
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- Die Tip-Potentiale vor und nach dem Einstich durften sich nicht unterscheiden.
- Das Potential musste sich, wenn moglich, deutlich vom Endothelzellpotential von -20
bis -40 mV unterscheiden.

An jedem GeféBstreifen wurden bei jedem FluBwert mindestens 10, in Einzelfillen bis zu 40
Einstiche durchgefiihrt. Dazwischen wurde die Position der Elektrode in kleinen Schritten
verdandert, um einen moglichst reprasentativen Wert fiir das Gesamtpréparat zu erhalten. Bei
der Auswertung wurden nur die Potentialmessungen beriicksichtigt, die den oben genannten
Kriterien geniigten. Im Einzelfall gelang die kontinuierliche Messung des Membranpotentials
an einer Zelle iiber den gesamten Versuchsverlauf vermittelt durch einen einzigen, stehenden
Einstich. Da kontinuierlich Kraft- und Membranpotentialentwicklung gemessen wurden, kann
man annehmen, daf} die Potentialmessung an den Zellen erfolgte, die auch zur Kraftentwick-
lung beitrugen. AuBlerdem sind die glatten GefdBmuskelzellen iiber gap junctions elektrisch

gekoppelt.

2.4.3 Versuchsdurchfiihrung

Die Membranpotentialmessung erfolgte unter den gleichen Bedingungen wie die Tonusmes-
sung. Jeweils 10 Minuten nach Start einer Flussrate erfolgten die Potentialableitungen. Zuerst
erfolgte eine Ableitung des Membranpotentials in Krebslosung nachdem die Priparate einge-

spannt worden sind. Danach wurde in der jeweiligen Versuchslosung gemessen.

2.5  Bestimmung der zyklischen Nukleotide

2.5.1 Gewebsaufschluf3

Die in fliissigem Stickstoff gelagerten Gewebsproben wurden in auf ca. 80°C vorgekiihlte 2
ml Polypropylengefille eingewogen und dann wiederum in fliissigem Stickstoff bis zum Auf-
schlu} gelagert. Durch dreimaliges manuelles Homogenisieren in 2 mL Glas-Potter-
Homogenisatoren in jeweils 0,2 mL. 6% iger Trichloressigsdure erfolgte der Aufschluf3. In
den Polypropylengefilen wurden die Homogenisate gesammelt. Durch eine Zentrifugation
bei 23000 g/15 min wurden prizipitierte Teile des Homogenisates sedimentiert und der Uber-
stand abgetrennt. AnschlieBend wurde die Trichloressigsiure in den Uberstand durch vierma-
liges Ausschiitteln mit je 1mL wassergesittigtem Didthyldther entfernt. Die verbleibende
wissrige Phase wurde gefriergetrocknet, die 16slichen Sedimente in 0,2 mL Testpuffer (50
mM Na-Acetat, pH 5,8, BSA 0,02%) aufgenommen und bis zur Bestimmung bei -80°C gela-
gert.

2.5.2 Bestimmung der Konzenzentration von cAMP

Die Bestimmung der Konzentration von cAMP und cGMP erfolgte mit Hilfe der Biotrak
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ELISA Reagenzien der Firma Amersham Pharmacia Biotech in der Regel ohne Acetylierung.
Das Prinzip ist eine kompetitive Bindung des freien cAMP der Probe mit einem cAMP-
Peroxidase-Konjugat um immobilisiertes cAMP-spezifisches Antiserum. In 11 mL Testpuf-
fer wurden das cAMP-Peroxidase-Konjugat und das Antiserum gelost. Vor der Verwendung
wurde das Antiserum mit einem Testpuffer 1:2 verdiinnt. Eine Verdiinnungsreihe der Stan-
dards wurde mit Hilfe einer Stammlosung (32 nmol/L) hergestellt und enthielt
0,12.5,25,50,100,200,400,800,1600 und 3200 fmol in jeweils 100 uL. Volumen. Die Ansitze
wurden auf einer 96-well ELISA-Platte, welche mit Anti-Kaninchen-IgG beschichtet war,
hergestellt. Sie enthielten entweder 100 uL Standard oder 80 pL Testpuffer plus 20 uL Probe.
Bei hohen cAMP-Konzentrationen in der Probe wurde die Probenmenge entsprechend redu-
ziert. Duplikate der Standards und Proben sowie 200 pL Testpuffer zur Bestimmung der un-
spezifischen Bindung des Konjugats ,,NSB* wurden mit 100 pL Antiserum (mit Ausnahme
der NSB Ansiitze) versetzt und 120 min inkubiert. Soweit nicht anders vermerkt erfolgten die
Inkubationen bei 4°C im Kiihlraum auf einem Schiittler. AnschlieBend wurde zu allen Ansiit-
zen 50 pL cAMP-Peroxidase-Konjugat gegeben und nochmals 60 min inkubiert. Danach
wurden die Ansitze fiinfmal mit Waschpuffer (Testpuffer plus 0,05% Tween 20) gewaschen
und die Platten sorgfiltig getrocknet. Die Menge des gebundenen Peroxidase-Konjugates
wurde iiber die Umsetzung von 3,3°, 5,5’-Tetramethylbenzidin (TMB) durch die Peroxidase
in Gegenwart von H,O, photometrisch bestimmt. In alle Wells wurden 150 pL der fertigen
TMB-Substratlosung gegeben und bei Raumtemperatur die Blaufarbung des Standards beo-
bachtet. Abweichend von den Angaben des Herstellers wurde versucht, die Reaktionszeit so
zu wihlen, dass die Absorptionen den Wert von 1,5-1,7 Absorptionseinheiten nicht iiberstie-
gen. Die hierfiir benotigten Zeiten variierten erheblich zwischen 10 und 120 min. Beim Errei-
chen einer optimalen Blaufarbung der Nullwerte wurde 100 pL. von 1 M Schwefelsédure zuge-
geben, wobei ein Farbumschlag nach Gelb erfolgte, welcher bis zu einer Stunde stabil war.
Die Absorptionsmessung erfolgte in einem ELISA Reader bzw. einem Perkin-Elmer Victor

ELISA Platten Photometer bei 450 nm.

2.5.3 Bestimmung der Konzenzentration von cGMP

Die Bestimmung von cGMP erfolgte iiber eine analoge Bestimmungsmethode, jedoch nach
Acetylierung von Standards und Samples. Aufgrund einer erhohten Affinitidt des Antiserums
zu acetylierten Zyklonukleotiden wird die Sensitivitdt des Tests etwa um den Faktor 10 ge-
steigert. Das Acetylierungsreagenz wurde durch Mischen von einem Teil Essigsdureanhydrid
mit 2 Teilen Tridthylamin hergestellt. Davon wurde 1/10 des Probenvolumens zu Proben und

Standards gegeben. Die Acetylierungsreaktionen waren innerhalb von ca. 5 min abgeschlos-
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sen. Die Standards enthielten 0,2,4,8,16,32,64,128,256 und 512 fmol/Ansatz (in einem Vo-
lumen von 50 pL). Die Acetylierungen wurden mit 0,5 mL Standardlosung plus 50 pLL Acety-
lierungsreagenz durchgefiihrt. Fiir die Acetylierung der Proben wurden 100 pL. Probe in ein
0,5 mL Probengefdl gegeben, mit 10 uLL Testpuffer verdiinnt und 11 pul. Acetylierungsrea-
genz wurden verwendet. Fiir die Messansitze wurden (nach Ansetzen der Acetylierungsreak-
tionen) 100 puL Antiserum vorgelegt (aufgelost wie oben, jedoch nicht nachverdiinnt) und
anschlieBend jeweils 50 pL Standard oder Probe zugegeben. Alle Ansitze wurden in Duplika-
ten hergestellt. Der NSB-Ansatz enthielt 150 puL Testpuffer. Die Ansédtze wurden 120 min
inkubiert. Danach wurden 100 L cGMP Peroxidase-Konjugat zugegeben, gefolgt von weite-
ren 60 min Inkubation. Anschlieend wurden die Ansitze gewaschen und mit 200 pL TMB-
H,0,-Reagens versetzt und, wie bereits beschrieben, fiir einen variablen Zeitraum bei Raum-
temperatur inkubiert. Die Bestimmung der Absorption erfolgte nach Zugabe von 100 pL. von

1 M Schwefelsiure.

2.5.4 Auswertung

Die Auswertung erfolgte iiber eine parallel angelegte Eichkurve mit cAMP-Mengen zwischen
0 und 3200 fmol/Ansatz. Die Standardkurven wurden erstellt durch den Fit der Absorption an
die Funktionsgleichung f = ((a*b)/(b+x))+c, wobei x fiir die Konzentration des Standards
steht. Aus den Fitparametern a, b und ¢ wurde die Menge (x) cAMP der Proben (in fmol) iiber
x = ((a*b)/(y-c))-b errechnet, wobei y fiir die Absorption bei 450 nm steht. Zur Errechnung
der Konzentrationen wurde x mit Faktor F = (Gesamtvolumen/eingesetztes Probenvolumen)
multipliziert und durch das Gewebsgewicht (in mg) geteilt. Die so ermittelte Konzentration ist

in nmol/kg angegeben.

2.6 Auswertung und Statistik

Fiir die Auswertung der Tonusentwicklung wurden die Messwerte von menschlichen Koro-
narien aus insgesamt 11 Herztransplantationen zusammengefasst. Es wurde der arithmetische
Mittelwert + SEM angegeben. Zu jedem Versuch in HDL-L6sung wurde ein Kontrollversuch
unter gleichen FluBbedingungen durchgefiihrt. In der graphischen Darstellung wurde die
Standardkontrollkurve mit der jeweiligen HDLapoE-Kurve verglichen. Die Ergebnisse der
HDL-Versuche stammen von 11 Patienten. Die Potentialwerte und Konzentration von cAMP
und cGMP sind ebenfalls als Mittelwert + SEM angegeben. Zur Uberpriifung der statistischen
Signifikanz wurde der t-Test nach Student fiir unverbundene Zufallsstichproben aus normal-
verteilten Grundgesamtheiten herangezogen. Dabei wurde das Signifikanzniveau auf p < 0,05

festgelegt.
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In der Auswertung wurden jeweils die gemessenen Tonuswerte identischer FluB3stirken zu-
sammengefasst als Mittelwert. Dieser Mittelwert wurde fiir einen Flul von 3 mL/min mit den
fluBunabhéngigen Messwerten zusammengefasst; ein gemeinsamer Mittelwert wurde berech-
net. Auf diesen gemeinsamen Mittelwert wurden dann die fluBabhéngigen und fluBunabhén-
gigen Mittelwerte bezogen und erneut berechnet. So konnte trotz unterschiedlicher Basaltonus
eine Vergleichbarkeit der Nettokraftentwicklung gewihrleistet werden. Die Tonusveridnde-
rung im Rahmen einer MeBreihe wurde als Differenz angegeben nach der Gleichung:
T[f] =t [f] — t [basal]

t [f] = Messwert bei Fluf3 £, T [f] = Tonusverinderung, t[basal] = Basaltonus = Fluf} 3 mL/min

In einem nichsten Schritt wurde die Tonusverdanderung als Relaxation in % berechnet nach
folgender Formel: 100-Summe (t[f]*100/ t[basal])
Alle angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM der entsprechenden Anzahl von Préiparaten

(n). Die Auswertung erfolgte mit Hilfe von Microsoft Excel 2003, SPSS fiir Windows, Ori-
gin.

3 Ergebnisse

3.1. Kraft und Membranpotentialverinderung

3.1.1 Kontrollversuche

Unser Ziel war es, die Wirkung von HDL im Vergleich zu Krebslosung auf die flussabhéngi-
ge Dilatation zu untersuchen. Fiir die Versuche in Krebslosung (Kontrollversuche) zeigte sich
unter zunehmendem Fluf} bis 100 mL/min eine zunehmende Dilatation (flussabhingige Dila-
tation), welche fiir die Koronarien mit intaktem Endothel groBer war als fiir die de-
endothelialisierten Pridparate. Nach der beschriebenen Vordehnung auf 2 g stellte sich nach
einer Anpassungsphase von 10 Minuten unter einem Flul von 3 mL/min ein mittlerer Aus-
gangstonus von 1,625 + 0,068 g fiir die intakten Priparate ein, hingegen ein Tonus von 1,739
+ 0,062 g fiir die deendothelialisierten Préaparate (s. Abb. 3.1). Unter einer FluB3steigerung auf
100 mL/ min verringerte sich der Gefaltonus fiir die Pridparate mit Endothel auf 1,355 +
0,053 g, hingegen fiir die deendothelialisierten Priparate auf 1,563 + 0,025 g. Dies entspricht
einem Nettokraftverlust von 0,270 g bzw. von 0,230 g (ohne Endothel). Die Gesamttonusab-
nahme oder Relaxation war stets maximal zwischen 3 und 20 mL/ min, sie lag fiir die En-
dothelpriparate bei 16,6%, hingegen fiir die Priparate ohne Endothel bei 12,8%. Die stress-

relaxation ist dabei bereits beriicksichtigt worden.
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3.1 Tonus von Priparaten mit Endothel (®) und ohne Endothel (0) in Krebslosung, n=34,
Signifikanz p < 0,05 (*), p < 0,01 (*%), p < 0,001 (**%)

Betrachtet man das Membranpotential glatter GefiBmuskelzellen in Krebslosung unter zu-
nehmendem FluB3, so sieht man passend zum Tonusverhalten eine zunehmende Hyperpolarisa-
tion. In Krebslosung zeigt sich fiir die Priparate mit Endothel eine Hyperpolarisation von
-47,1 + 0,1 mV auf -49,3 + 0,1 mV, fiir die de-endothelialisierten Priparate von -45,8 + 0,0
mV auf -47,6 + 0,0 mV. Die Netto-Hyperpolarisation lag somit bei 2,2 mV bzw. 1,8 mV
(ohne Endothel) (s. Abb. 3.2).
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3.2 Membranpotential von Gefifen mit (®) und ohne Endothel (0) in Krebslosung, n=8

Signifikanz p < 0,05 (*), p < 0,01 (*%), p < 0,001 (**%)
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Zusammenfassend zeigt sich fiir die Koronarien mit intaktem Endothel eine hohere flussab-
hiingige Dilatation und eine stirkere Hyperpolarisation des Membranpotentials im Vergleich

zu den de-endothelialisierten Koronarabschnitten.

3.1.2 Gepooltes HDL

Wie bei den Kontrollversuchen erfolgte eine Vordehnung der Priparate in Krebslosung auf 2
g, dann stellte sich unter dem Einflu3 von gepooltem HDL bei einem FluB3 von 3 mL/ min
nach 10 Minuten Anpassungsphase ein mittlerer Ausgangstonus ein. Unter gepooltem HDL
lag dieser fiir die Praparate mit Endothel bei 1,615 + 0,118 g, hingegen fiir die deendotheliali-
sierten Priparate bei 1,782 + 0,072 g (Abb. 3.3). Unter FluBsteigerung auf 100 mL/min ver-
ringerte sich der Gefil3tonus fiir die Priparate mit Endothel auf 1,199 + 0,028 g, hingegen fiir
deendothelialisierte Priparate auf 1,665 + 0,034 g. Der Nettokraftverlust liegt somit fiir die
Endothelpréparate bei 0,416 g und bei 0,117 g fiir Priparate ohne Endothel. Dies entspricht
einer Relaxation von 25,8% bzw. 6,6%. Eine fast 4-fach hohere Relaxation zeigt sich unter
dem EinfluB3 von gepooltem HDL fiir Koronarien mit intaktem Endothel. Im Vergleich zu den
Kontrollversuchen erfuhren die Pridparate mit intaktem Endothel unter dem Einfluf3 von ge-
pooltem HDL eine viel hohere Relaxation (1,5-fach hoher), fiir die de-endothelialisierten Pra-
parate war es genau umgekehrt (0,5-fach hohere Relaxation). Analog zu den Kontrollversu-
chen ergibt sich bei intaktem Endothel eine hohere flussabhingige Dilatation als bei de-

endothelialisierten Priparaten.
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3.3. Tonus von GefifBlen mit (®) und ohne Endothel (0) unter dem Einflufl von gepooltem HDL, n=24
Signifikanz p < 0,05 (*), p < 0,01 (*%), p < 0,001 (**%*)
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Die Relaxation unter dem Einflu3 von nativem HDL fiel zusammen mit einer Hyperpolarisa-
tion der glatten GefdBBmuskulatur von -47,2 + 0,0 mV auf - 50,5 + 0,1 mV fiir Priparate mit
intaktem Endothel bzw. von -45,9 + 0,1 mV auf -46,8 + 0,1 mV fiir Priparate ohne Endothel.
Die Netto-Hyperpolarisation lag damit bei 3,3 mV bzw. bei 0,9 mV fir die de-

endothelialisierten Priparate.
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3.4. Membranpotential von GefiBen mit (®) und ohne Endothel (0) in gepooltem HDL, n=8
Signifikanz p < 0,05 (*), p < 0,01 (*%), p < 0,001 (**%)

3.1.3 Homozygotes HDLapoE(/E(

Nach Vordehnung stellte sich unter dem Einflu von HDLapoEO/EO ein Ausgangstonus fiir
die Priparate mit Endothel bei 1,688 + 0,049 g ein, hingegen fiir die deendothelialisierten
Praparate bei 1,864 + 0,068 g (Abb 3.5). Unter FluBsteigerung auf maximal 100 ml/min ver-
ringerte sich der GefédBtonus fiir die Prdparate mit Endothel auf 1,673 + 0,046 g, hingegen
erhohte sich der GefidBtonus fiir deendothelialisierte Praparate auf 1,913 + 0,077 g. Der Net-
tokraftverlust liegt somit fiir die Endothelpridparate bei 0,015 g; die Nettokraftzunahme liegt
fiir Praparate ohne Endothel bei 0,049 g. Dies entspricht einer minimalen Relaxation von
0,9% bzw. einer Kontraktion von 2,6%. Im Vergleich zu den Kontrollversuchen erfuhren die
Priparate mit intaktem Endothel unter dem Einfluf von HDLapoEO/EO eine viel geringere
Relaxation, fiir die de-endothelialisierten Praparate zeigte sich sogar eine Kontraktion.

Die Relaxation unter dem Einflu3 von HDLapoEO/EO fiel zusammen mit einer schwachen
Hyperpolarisation der glatten Muskelzellen von -46,59 + 0,23 mV auf - 46,62 + 0,16 mV fiir

die Préparate mit intaktem Endothel (s. Abb. 3.6).
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3.5 Tonus von GefiBlen mit (®) und ohne Endothel (0) in HDLapoE(/E0, n=13
Signifikanz p < 0,05 (*), p < 0,01 (*%), p < 0,001 (**%)
Die Kontraktion fiir die de-endothelialisierten Préaparate unter dem Einflu3 von HDLapo-
EO0/EQ fiel zusammen mit einer leichtgradigen Depolarisation von -45,2 + 0,0 mV auf -44.5
+ 0,0 mV. Die Netto-Hyperpolarisation lag damit bei 0,03 mV, die Netto-Depolarisation bei
0,6 mV fiir die Priaparate ohne Endothel.

ren

s
w
1

ks

Membranpotential [mv]
I
[=2]

47 A

_48 T T T T T
) 20 a0 ab 20 100

Fluk [ml/min]

3.6. Membranpotential von Geféalen mit (®) und ohne Endothel (0) in HDLapoE(/E(Q, n=4
Signifikanz p < 0,05 (*), p < 0,01 (*%), p < 0,001 (**%)
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3.1.3 Homozygotes HDLapoE4/E4

Nach Vordehnung stellte sich unter dem Einflu von HDLapoE4/E4 ein Ausgangstonus fiir
die Priparate mit Endothel bei 1,751 + 0,041 g, fiir Priaparate ohne Endothel bei 1,857 + 0,035
g (Abb. 3.7) ein. Unter einer FluBsteigerung auf 100 mL/min erhohte sich der Gefidl3tonus
sowohl fiir die Priparate mit Endothel auf 1,968 + 0,063 g als auch fiir die deendothelialisier-
ten Préparate auf 2,266 + 0,104 g. Die Gesamttonuszunahme liegt somit fiir die Endothelpri-
parate bei 0,217 g, fiir die de-endothelialisierten Préiparate bei 0,409g. Dies entspricht einer
Kontraktion von 12,4% bzw. 22.,0%.

In Abweichung zu den Versuchen in Krebslosung und gepooltem HDL erfuhren die Priparate
mit und ohne Endothel unter dem Einflu3 von HDLapoE4/4 eine Kontraktion. Diese war er-

wartungsgemil stdrker fiir die de-endothelialisierten Préparate.
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3.7. Tonus von GefiBen mit (¢) und ohne Endothel (0) in HDLapoE4/E4, n=15
Signifikanz p < 0,05 (*), p < 0,01 (¥%), p < 0,001 (*%%)

Der Kontraktion unter dem Einflu3 von HDLapoE4/E4 ging eine Depolarisation der glatten
Muskelzellen von -45,4 + 0,2 mV auf -43,7 + 0,1 mV fiir Priparate mit intaktem Endothel,
und eine Depolarisation von -44,5 + 0,2 mV auf -41,2 + 0,1 mV (s. Abb. 3.8) fiir Priparate
ohne Endothel voraus. Die Netto-Depolarisation lag damit bei 1,7 mV bzw. bei 3,3 mV (ohne
Endothel).
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3.8 Potential von Gefiflen mit (®) und ohne Endothel (©) in HDLapoE4/E4, n=6
Signifikanz p < 0,05 (*), p < 0,01 (*%), p < 0,001 (**%)

3.1.4 FluBabhiingige Dilatation unter dem Einflul von gepooltem HDL, HDLapoE(0/E0
und HDLapoE4/E4
Im Vergleich der Kurven fiir die Priparate mit intaktem Endothel (s. Abb. 3.9) zeigt sich un-

ter dem Einfluf3 von Krebslosung und gepooltem HDL ein vergleichbarer Basaltonus.
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3.9. Tonusentwicklung von Priparaten mit intaktem Endothel unter dem Einflufl von Krebslosung,
gepooltem HDL, HDLapoE(/E0 und HDLapoE4/4
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Der Ausgangstonus unter dem Einfluf von HDLapoE4/E4 ist viel hoher, jedoch statistisch
nicht signifikant. Ab einer Flusteigerung von 5 mL/min ergab sich Signifikanz (p < 0,003).
Unter steigendem Fluf relaxieren die Priparate in Krebslosung und gepooltem HDL um
16,6% bzw. 25,8%. Hingegen relaxieren die Praparate in HDLapoEO/EO nur geringgradig um
0,9%. Unter dem Einflu3 von HDLapoE4/4 kam es jedoch zu einer Kontraktion um 12,4%.
Vergleicht man die Unterschiede der Relaxation unter dem Einflu8 von Krebslésung, gepool-
tem HDL und HDLapoEO/EOQ fiir die Praparate mit Endothel, so ergibt sich statistische Signi-
fikanz (p < 0,05).

Im Vergleich der Kurven fiir die Pridparate ohne Endothel (s. Abb. 3.10) zeigt sich unter dem
Einflu von Krebslosung und gepooltem HDL ebenfalls ein vergleichbarer Basaltonus. Der
Ausgangstonus unter HDLapoEO/EO und HDLapoE4/E4 ist deutlich héher, wobei hier der
Ausgangstonus unter HDLapoEO/EO am grofiten ist. Der Unterschied der Wandspannungen
ergab statistische Signifikanz ab einem FluB3 von 20 mL/min (p < 0,01).

Bei steigendem Fluf3 relaxieren die Priparate in Krebslosung und gepooltem HDL um 12,8%
bzw. 6,6%. Abweichend zu den Prédparaten mit Endothel ist die Relaxation in Krebslosung
starker als in gepooltem HDL. Hingegen kontrahieren die Préaparate in HDLapoEO/EO und
HDLapoE4/E4 ohne den Endotheleinfluf} bei steigenden FluBraten um 2,6% bzw. 22%.
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3.10. Tonusentwicklung von Priparaten ohne Endothel unter dem EinfluB von Krebslosung, gepooltem
HDL, HDLapoE(/E0 und HDLapo E4/4
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Die Kontraktion unter HDLapoE4/E4 fiir de-endothelialisierte Prédparate ist spiegelbildlich
zur Relaxation unter gepooltem HDL fiir Priparate mit intaktem Endothel.

Gepooltes HDL und HDLapoE4/E4 scheinen genau gegensitzliche Effekte auf die flussab-
hiangige Dilatation zu haben. HDLapoEO/EO besitzt nur marginale Effekte in Richtung Re-
laxation bei intaktem Endothel und Kontraktion bei dysfunktionalem Endothel.

Vergleicht man die Unterschiede der Relaxation unter dem Einflu3 von Krebslésung und ge-
pooltem HDL fiir Priparate mit Endothel, so ergibt sich eine hohe statistische Signifikanz (p
< 0,01). Vergleicht man die Unterschiede der Kontraktion unter dem Einflu3 von HDLapo-
EO/EO und HDLapoE4/E4 fiir Priaparate ohne Endothel, so ergibt sich hohe statistische Signi-
fikanz (p < 0,01)

3.2 Elektromechanische Kopplung
Um eine bessere Ubersicht iiber den Zusammenhang zwischen Potential- und Tonusentwick-
lung fiir alle Kurven zu haben wurde die elektromechanische Kopplungskurve erstellt (s. Abb.

3.11).
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3.11 Elektromechanische Kopplungskurve fiir Priaparate mit und ohne Endothel unter dem Einflufl von

Krebslosung, gepooltem HDL, HDLapoE(/E0 und HDLapoE4/E4

Man sieht bei zunehmender Depolarisation einen Tonusanstieg (Kontraktion) bzw. bei zu-
nehmender Hyperpolarisation einen Tonusabfall (Relaxation). Im Membranpotentialbereich
von -50,5 mV bis -41,2 mV, welches einem Tonus von 1,2 g bis 2,3 g entspricht, bewegen
sich die meisten glatten Muskelzellen unter dem Einflu8 von Krebs, nativem HDL, HDLapo

EO/EO und HDLapoE4/E4. Der Einflul von HDLapoE4/E4 fiihrt zu einer stidrkeren Depolari-
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sation (Kontraktion), der Einflu von gepooltem HDL zu einer stirkeren Hyperpolarisation
(Relaxation). Im gesamten Potentialbereich zeigte sich eine annihernd lineare Beziehung zwi-
schen Kraft und Potential entsprechend einer elektromechanischen Kopplung. Der Kopp-

lungskoeffizient lag bei 8 mV/g.

3.3 Bestimmung der zyklischen Nukleotide cGMP und cAMP

Die Bestimmung der Konzentration von cAMP und cGMP erfolgt mit Hilfe der Biotrak
ELISA Reagenzien der Firma Amersham Pharmacia Biotech Biosciences, und zwar an den
gleichen Préparaten wie fiir die Tonusmessung. Die GefdBabschnitte wurden bei einem Fluf3
von 100 mL/min (nach Abschluf8 der Tonusmessung) ausgespannt und in N, eingefroren. In
einem weiteren Schritt erfolgte dann die ELISA-Bestimmung. Pro Priparat wurden die Nuk-

leotidkonzentrationen zweimalig bestimmt und dann als Mittelwert + SEM zusammengefasst.

3.3.1 Bestimmung der Nukleotide in Krebslosung
In Krebslosung zeigte sich bei einem maximalen Flu von 100 mL/ min (s. Abb. 3.12. und
3.13) fiir die Prédparate mit intaktem Endothel eine mittlere cGMP-Konzentration von 48,8 +

2,9 nmol/kg (n=8) und eine cAMP-Konzentration von 157,3 + 4,1 nmol/kg (n=28).

200
157,3

_ 10 130,8
g
s
©
E 100 A
a
=
<L
(=)

50 -

0 .
H mit Endothel O ohne Endothel

Abb 3.12 cAMP-Konzentration der Préiparate in Krebslosung mit und ohne Endothel

Fiir die de-endothelialisierten Préiparate ergab sich in Krebslosung bei 100mL/ min Fluf eine
geringere mittlere cAMP-Konzentration von 130,8 + 2,8 nmol/kg (n=24) und eine cGMP-

Konzentration von 30,9 + 1,7 nmol/kg (n=4).
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Abb 3.13 cGMP-Konzentration der Priparate in Krebslosung mit und ohne Endothel

3.3.2 Bestimmung der Nukleotide in gepooltem HDL

In gepooltem HDL zeigte sich fiir die Priparate mit intaktem Endothel bei 100 mL/min Fluf}
(s. Abb. 3.14. und 3.15) eine mittlere cGMP-Konzentration von 87,3 + 1,7 nmol/kg (n=46)
und eine cAMP-Konzentration von 238,2 + 4,6 nmol/kg (n=12). Wie die Tonusmessungen
gezeigt haben relaxieren die Priparate mit Endothel unter den Einflul von gepooltem HDL
maximal, d.h. stdrker als in Krebslosung. Die dabei bestimmten Nukleotidkonzentrationen

liegen iiber den Kontrollversuchskonzentrationen
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Abb 3.14 cAMP-Konzentration der Priparate in gepooltem HDL mit und ohne Endothel

Fiir die de-endothelialisierten Préiparate zeigte sich in gepooltem HDL bei 100 mL/ min Fluf3

eine geringere mittlere cGMP-Konzentration von 27,3 + 1,5 nmol/kg (n=30) und ebenfalls
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eine geringere cCAMP-Konzentration von 124,9 + 3,4 nmol/kg (n=20). Analog zu den Tonus-

messungen relaxieren die Priparate ohne Endothel schwicher.
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Abb 3.15 cGMP-Konzentration der Priiparate in gepooltem HDL mit und ohne Endothel

3.3.3 Bestimmung der Nukleotide in HDLapoE(/E0

In HDLapoEO/EO zeigte sich fiir die Priparate mit intaktem Endothel bei 100 mL/min Fluf (s.
Abb. 3.16. und 3.17) eine mittlere cGMP-Konzentration von 26,7 + 1,5 nmol/kg (n=20) und
eine cAMP-Konzentration von 124,8 + 8,2 nmol/kg (n=8). Analog zur gemessenen gering-
gradigen Relaxation =zeigen sich geringe Nukleotidkonzentrationen. Fiir die de-
endothelialisierten Prdparate ergab sich unter dem EinfluB von HDLapoEO/EO bei 100
mL/min FluB} eine mittlere cGMP-Konzentration von 17,0 + 1,8 nmol/kg (n=8) und eine

cAMP-Konzentration von 114,6 + 5,7 nmol/kg (n=6).
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Abb 3.16 cAMP-Konzentration der Priparate in HDLapoE(O/E0 mit und ohne Endothel
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Bei hohen Flufiraten unter HDLapoEO/EO zeigten die Priparate eine leichtgradige Kontrakti-

on, diese spiegelt sich in den Nukleotidkonzentrationen wider.
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Abb 3.17 cGMP-Konzentration der Priparate in HDLapoE(/E0 mit und ohne Endothel

3.3.4 Bestimmung der Nukleotide in HDLapoE4/E4

In HDLapoE4/E4 zeigte sich fiir die Priparate mit intaktem Endothel bei 100 mL/min Fluf (s.
Abb.3.18. und 3.19) eine mittlere cGMP-Konzentration von 15,7 + 1,0 nmol/kg (n=10) und
eine cAMP-Konzentration von 112,6 + 4,5 nmol/kg (n=12). Wie die Tonusmessung gezeigt

hat, kontrahierten die Priparate in HDLapoE4/E4 bei maximalem FluB.
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Abb 3.18 cAMP-Konzentration der Priaparate in HDLapoE4/E4 mit und ohne Endothel

Fiir die de-endothelialisierten Priparate zeigte sich in HDLapoE4/E4 bei 100 mL/min Fluf3
eine mittlere cGMP-Konzentration von 11,9 + 0,8 nmol/kg (n=6) und eine cAMP-
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Konzentration von 107,7 + 2,9 nmol/kg (n=6). Auch hier fanden wir in der Tonusmessung

eine starke Kontraktion, entsprechend wurden niedrige Nukleotidkonzentrationen gemessen.
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Abb 3.19 cGMP-Konzentration der Priparate in HDLapoE4/E4 mit und ohne Endothel

3.3.5 Bestimmung der Nukleotide in Abhéngigkeit von den verschiedenen HDL-
Isoformen

Analog zu der statistisch signifikanten Relaxation der Priparate mit intaktem Endothel unter
dem EinfluB3 von nativem HDL ergab sich eine maximale cAMP- und cGMP-Konzentration
(s. Abb. 3.20 und 3.21).

Im Vergleich zur reinen Krebslosung lagen die Konzentrationen fiir cGMP (s. Abb. 3.21) um

38,6 nmol/kg (44,2%) und fiir cAMP (s. Abb. 3.20) um 80,9 nmol/kg (34,0%) hoher.

Analog zu der Kontraktion fiir Prdparate mit intaktem Endothel unter dem Einflu von
HDLapoE4/4 zeigte sich eine geringe cAMP- und ¢cGMP-Konzentration. Im Vergleich zur
Krebslosung lagen die Konzentrationen fiir cGMP um 33,1 nmol/kg (67,8%) bzw. fiir cAMP
um 44,7 nmol/kg (28,4%) signifikant niedriger (p< 0,0001).

Die Nukleotidkonzentrationen fiir Priparate mit intaktem Endothel in HDLapoEO/EO lagen im
Vergleich zur Krebslosung fiir cGMP um 22,1 nmol/kg (45,3%) und fiir cAMP um 32,5
nmol/kg (20,7%) niedriger. Im Vergleich zu gepooltem HDL lagen die Konzentrationen fiir
c¢GMP um 60,7 nmol/kg (69,5%) und fiir cAMP um 113,4 nmol/kg (47,6%) niedriger. Die
Konzentrationen der Priparate mit intaktem Endothel lagen stets iiber denjenigen mit En-

dothelverlust.
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Abb 3.20: cAMP-Konzentrationen der Priparate in Krebslosung, gepooltem HDL, HDLapoE(/E0 und
HDLapoE4/E4 mit und ohne Endothel + SEM, n=8, Signifikanz p < 0,05 (¥), p < 0,01 (*%), p < 0,001 (*%**)
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Abb 3.21: cGMP-Konzentrationen der Priparate in Krebslosung, gepooltem HDL, HDLapoE(/E0 und
HDLapoE4/E4 mit und ohne Endothel + SEM, n=8, Signifikanz p < 0,05 (*), p < 0,01 (*¥), p < 0,001 (**%*)
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3.4. Chemomechanische Kopplung

Um eine bessere Ubersicht iiber den Zusammenhang zwischen Nukleotidkonzentration und
Tonusentwicklung fiir alle Kurven zu haben wurden chemomechanische Kopplungskurven
erstellt (s.Abb. 3.22 und 3.23). Man sieht bei zunehmender Nukleotidkonzentration einen To-
nusabfall und bei abnehmender Nukleotidkonzentration einen Tonusanstieg. Es ergab sich

eine exponentielle Beziehung im gemessenen Bereich.
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Abb 3.22: Chemomechanische Kopplungskurve von Tonus und cGMP-Konzentration der Priparate in

Krebslosung, gepooltem HDL, HDLapoE(O/E( und HDLapoE4/E4 mit und ohne Endothel + SEM, n=8.
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Abb 3.23: Chemomechanische Kopplungskurve von Tonus und cAMP-Konzentration der Priparate in

Krebslosung, gepooltem HDL, HDLapoE(/E( und HDLapoE4/E4 mit und ohne Endothel + SEM, n=8.
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4 Diskussion

4.1 Wirkung von HDL auf die flussabhéingige Dilatation

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit der Fragestellung, welchen Einfluf}3 die unter-
schiedlichen HDL-Isoformen auf die fluBabhingige Gefafdilatation (FDD) menschlicher Ko-
ronararterien besitzen. Unser klinischer Bezug ist die Pathogenese der Atherosklerose, bei
welcher gerade in der frithen Entwicklung eine Wechselwirkung zwischen Lipoproteinen und
Endothel mit Imbalance von Vasodilatation und —konstriktion im Sinne einer beeintridchtigten
FDD eine zentrale Rolle spielt. Dem HDL-C von Gesunden wird dabei eine anti-atherogene

Wirkung zugeschrieben.

4.2. Wirkung auf den GefiBtonus und das Membranpotential

In der vorliegenden Arbeit zeigt sich unter dem Einflu von gepooltem HDL eine maximale
fluBabhingige Dilatation von fast 30% bezogen auf den Ausgangstonus. Anders formuliert
reagieren vermutlich die Endothelzellen der Koronarien unter dem Einflu8 von nativem HDL
auf die schrittweisen Erhohungen der FluBstdarke mit einer starken Dilatation.

Andere Arbeitsgruppen kamen zu dem gleichen Schlufl: Li et al. [75] untersuchten im Jahr
2000 die Verinderungen der Dilatation an der Arteria brachialis mittels Ultraschall wihrend
einer reaktiven Hyperdmie und nach sublingualer Gabe von Glyceroltrinit in einer Gruppe
von KHK-Patienten im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe. Die FDD war invers
korreliert mit dem Alter, dem Vorliegen einer Hypertension und dem LDL-Spiegel. Eine po-
sitive Korrelation ergab sich fiir die Hohe des HDL-Spiegels. Die Autoren schluf3folgerten,
daB3 HDL die endothelabingige Dilatation hochgradig steigert.

Drei Jahre spiter gingen Kuvin et al. [71] der Frage nach, ob bei Patienten mit Atherosklerose
der HDL-Spiegel mit der fluBabhingigen Dilatation korreliert. Mit einem analogen Mef3ver-
fahren bestimmten sie eine mittlere FDD fiir das gesamte Patientenkollektiv von 9,9+ 5,2%.
Individuen mit einem reduzierten HDL-C (< 40 mg/dL) hatten eine eher niedrige FDD von
7,4 + 3,6%, hingegen hatten Individuen mit einem hoheren HDL-C (> 40mg/dl) hatten eine
erhohte FDD von 11 + 5,5%. Es zeigte sich eine statitisch signifikante Korrelation zwischen
FDD und dem HDL-Spiegel. Die Arbeitsgruppe postulierte, da der HDL-C-Spiegel ein di-
rektes Ma@ fiir die FDD ist [71].

Der klinische Bezug zur Atherosklerose ergibt sich wie folgt: Aktuell wei3 man, daff der
HDL-C-Spiegel invers mit dem Vorhandensein oder der Entwicklung kardiovaskulédrer
Krankheiten verkniipft ist, wenngleich bislang kein kausaler Zusammenhang mit dem Cho-
lesterol-Anteil im HDL-Partikel (HDL-C) gezeigt werden konnte [29]. Patienten mit friihzei-

tiger kardiovaskulédrer Erkrankung weisen oftmals niedrige HDL-Spiegel auf [44,68]. Basie-
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rend auf den Daten der Framingham Heart Study steigt das Herzinfarktrisiko um 25% fiir je-
des Absinken des HDL-C um 5 mg/dL (0,13 mmol/L) unter geschlechtsspezifische Median-
werte [16]. Die Studiendaten diesbeziiglich, ob das HDL-C einen pridiktiven Wert fiir koro-
nare Ereignisse bei Patienten mit bestehender KHK besitzt, sind allerdings divers [11,127].

Obwohl es eine inverse Beziehung zwischen dem HDL-C Wert und dem kardiovaskulédren
Risiko gibt, besteht, wie in Mendelschen Randomisierungsanalysen [128] gezeigt werden
konnte, keine Kausalitdt zwischen dem HDL-Cholesterol und einer Atheroskleroseentwick-
lung. Ein durch genetische Mechanismen erhohtes HDL-C war nicht mit einem niedrigeren
kardiovaskuldren Risiko assoziiert. Moglicherweise sind strukturelle und funktionelle Eigen-

schaften des HDL verursachend [29].

In unserer Arbeit war die gemessene Funktionalitit der FDD unter HDL fiir Priparate mit
intaktem Endothel um ein 1,6-faches hoher als die FDD in Krebslosung. Diese Beobachtung
unterstreicht die direkte Wechselwirkung von HDL-C mit dem Endothel mit einer NO-
Freisetzung in der GefidBBtonusmodulation. Die Endothelzellen sind dem HDL-C zweifach
ausgesetzt, einerseits im Bereich der luminalen Seite (durch den Kontakt mit im Blut zirkulie-
rendem HDL), andererseits von der subendothelialen Matrix aus [17,68]. HDL und Apo-Al
konnen an der Lumenseite internalisiert werden und im Bereich der GefdBintima freigesetzt
werden, dies bezeichnet man auch als endotheliale Transzytose. Die HDL-Internalisierung ist
dabei abhingig von SR-B1 und ABCGI1 [107].

In der Literatur wird eine direkte Steigerung der eNOS-Aktivitit durch HDL beschrieben,
sowohl in in vitro-Studien mit menschlichen Endothelzellen [70] als auch in in vivo-Studien
im Tiermodell [74].

Unter dem Einflul von physiologischen HDL-Konzentrationen zeigten die Koronarien eine
erhohte FDD. Im Vergleich der Ergebnisse von Priparaten mit und ohne Endothel, erwies
sich diese gesteigerte FDD vor allem endothelabhéngig. Bei den de-endothelialisierten Prépa-
raten konnte ein signifikanter Unterschied der FDD in Krebslosung und HDL gezeigt werden.
Die FDD in Krebslosung war hoher, was dafiir spricht, dal HDL fiir die FDD intaktes En-
dothel benotigt. Im Gegenschlufl wird die HDL-Funktionalitidt durch fehlendes oder dysfunk-
tionales Endothel, z.B. im Rahmen chronisch-inflammatorischer Prozesse wie der Atheroskle-
rose, herabgesetzt. Unsere Beobachtungen passen gut zu den Ergebnissen einer kiirzlich im
International Journal of Cardiology verdffentlichten Untersuchung von O’Neill et. al [94], in
welcher endothelprotektive HDL-Effekte bei Patienten mit einer Zahninfektion mit Gesunden
verglichen wurden. Dazu wurde die Paraoxonase-Aktivitit in Serum, die NO-

Bioverfiigbarkeit und die Superoxidproduktion in Endothelzellen gemessen. Die Studie zeig-
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te, daf} bereits kleinste Verdnderungen im Rahmen einer systemischen Inflammation die en-
dothel-protektiven Wirkungen des HDL beeintrichtigen konnen. Die funktionellen HDL-
Veridnderungen waren unabhingig vom Cholesterolefflux und assoziiert mit einem Remo-
delling des HDL-Proteoms. Nach Bekampfung der Inflammation konnten héhere endothel-
protektive HDL-Effekte gemessen werden.

Die Autoren schlulfolgern, da8 die HDL-Dysfunktionalitit ein neuer Mechanismus ist, wel-
cher zu einer Verbindung von Inflammation und Atheromprogress fiihrt.

Auch andere Autoren beschreiben heterogene Wirkungen von HDL am Endothel und verén-
derte Endotheleffekte bei Patienten mit einer KHK oder einem erhohten KHK-Risiko [68].
Moglicherweise fithren post-translationale Modifikationen des Apo-Al und der Paraoxonase-
1 zu Veridnderungen des HDL-Proteoms und Lipidoms [94]. Die Akute-Phase-Antwort modu-
liert das HDL-Proteom und fiihrt zu verdnderten HDL-Eigenschaften und inflammatorischen
Erkrankungen [104] (s. Kapitel 1.3.3: HDL und GefidB3modulation).

De-endothelialisierte GefdBabschnitte zeigten sowohl in Krebsldsung als auch unter dem Ein-
fluB von HDL eine starke Abnahme der FDD, nicht jedoch ein gidnzliches Verschwinden.
Frithere Autoren haben ein volliges Verschwinden der FDD nach Entfernung des Endothels
beschrieben [67]. Hingegen werden in neueren Studien verstdarkt Endothel-unabhéngige Dila-
tationen beobachtet [34]. Im Tierversuch wurde an den Gehirnarterien des Hasen eine Koexis-
tenz beider Mechanismen, also die endothelabhédngige und die endothelunabhingige Relaxati-
on der Gefille gefunden [42].

Damit stellt sich die Frage, welche Mechanismen unserer beobachteten endothelunabhéngigen
Dilatation in HDL zugrunde liegen? Sabouni et al. [109] folgerten 1990, dass der koronare
Adenosinrezeptor (A;) Relaxationen unabhingig von der Intaktheit des Endothels vermittelt.
Siegel et al. [116] zeigten, dal} es neben der Wechselwirkung von Endothel und Lipoproteinen
zu einer Wechselwirkung zwischen den Lipoproteinen und der extrazelluldren Matrix kommt.
Eine wesentliche Rolle spielt hier das Heparansulfat-Proteoglykan (HS-PG). Die gleiche Ar-
beitsgruppe [117,118] fand, da3 HDL unter den Lipoproteinen die hochste Affinitit zum Pro-
teoglykanrezeptor besitzt. Eine Bindung an HS-PG bewirkt eine Vasodilatation. In der Disser-
tation von G. Meyer-Rath 2005 [81] wurde gezeigt, da bei physiologischen Flufiraten (20-40
mL/min) die FDD zu 65% vom Endothel, hingegen bei steigendem Fluf3 (100 mL/min) zu
70% durch die extrazelluldre Matrix bestimmt wird. Bei atherosklerotischen Gefidf3en vermit-
telte bei hohem Fluf3 das Endothel eine Kontraktion von 43% der maximalen Dilatation eines
normalen Gefifes, es existierte aber auch eine matrixvermittelte FDD von 27%, welche die

Konstriktion aufhob.
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Durch seine hohe Affinitit und Bindung an die Proteoglykane bewirkt HDL nach Siegel et al.
[118] eine Feedforward-Forechecking-Schleife gegen eine Ablagerung atherogener Lipopro-
teine wie ApoB100 an der Oberflichenmembran und in subendothelialen Bereichen.

Dadurch verhindert das Lipoprotein die atherosklerotische Nanoplaque-Formation. Die Bin-
dung von Ca®* und/oder ApoB100 fiihrt zur Beeintrichtigung des FluBsensors HS-PG und zur
Nanoplaqueformation. Zusammenfassend besitzt das Proteoglykan eine wichtige Funktion als
peripherer Lipoproteinbindungsrezeptor und als FluBsensor, welcher auf elektro- und
chemomechanische Reize reagiert. Wir haben diese in unserer Untersuchung in Form des

Membranpotentials und der Nukleotidkonzentrationen gemessen.

4.3 Einfluf} der Nukleotidfreisetzung cAMP und cGMP

Die Botenstoffe cAMP und ¢cGMP beeinflussen den Tonus glatter Muskelzellen wie oben
bereits dargestellt. Sie spiegeln die NO-Freisetzung aus den Endothelzellen wieder. Die vor-
liegende Arbeit bedient sich daher durch die Nukleotidmessung einer indirekten NO-
Bestimmung. Untersucht werden sollte, wie hoch der cAMP- und cGMP-Spiegel bei der FDD
unter dem Einfluf verschiedener HDL-Isoformen ist.

Es zeigte sich in gepooltem HDL beim maximalen Flu3 von 100 mL/min fiir Priparate mit
intaktem Endothel eine im Vergleich zu den Kontrollversuchen erhebliche Zunahme beider
Nukleotidkonzentrationen. Die Konzentration von cGMP war 87,3 + 1,7 nmol/kg und von
cAMP 238,2 + 4,6 nmol/kg. Die Konzentrationen waren um 44,2% bzw. 34,0% hoher als die
ermittelten Konzentrationen in Krebslosung. Demzufolge ist es unter dem Einflu3 von HDL
zu einer Verstiarkung der Signaltransduktion des Flussreizes auf die glatten Muskelzellen ge-
kommen.

Dafiir verantwortlich sind die HDL-Effekte auf die NO-Produktion. HDL stimuliert bekannt-
lich die NO-Produktion iiber eine eNOS-Aktivierung durch Bindung des Lipoproteins an den
SR-B1-Rezeptor [14,83,84]. Ein weiterer wichtiger Faktor in diesem Zusammenhang ist das
HDL-assoziierte-Sphingosine-1-Phosphate (S1P). HDL ist der Haupttrdger von S1P im Plas-
ma und Apolipoprotein M. ApoM ist das SI1P bindende Protein des HDL. Eine Komplexbin-
dung an den in den Caveolae lokalisierten S1P3-Rezeptor fiihrt zu einer erhohten intrazellula-
ren Ca**-Konzentration mit Ca2+/Calmodulin—Komplexformation, welche den inhibierten En-
zymkomplex eNOS/Caveolin aktiviert. Dies fiithrt zu einer Forderung der NO-Produktion mit
Hyperpolarisation und Relaxation [92]. Die gemessenen hohen cGMP-Spiegel kénnen im

Sinne einer anti-atherosklerotischen HDL-Wirkung interpretiert werden.
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Erst kiirzlich konnte gezeigt werden, dal HDL eine Reduktion der NO-Bioverfiigbarkeit und
endotheliale Dysfunktion durch den endothelialen ABCGI-vermittelten Efflux von Cho-
lesterol und 7-Oxysterol verhindert. Dies geschieht durch eine Verhinderung/Abnahme der
Interaktion von Caveolin-1 und eNOS, d.h. Formation eines inhibierten Enzymkomplexes

[39,125]. Die Ergebnisse passen gut zu unseren Messungen.

Weiterhin ist im Rahmen der Vasodilatation glatter Muskulatur mit Nukleotidanstieg eine
Aktivierung der adrenergen Rezeptoren von Bedeutung. So ist eine Aktivierung der -
Rezeptoren mit einer Erhohung der cAMP-Konzentration verbunden, wihrend eine o2-
Rezeptor-Aktivierung diese vor allem senkt. Die in unserer Arbeit gezeigte FDD in gepooltem
HDL-C wird vor allem iiber cGMP mit NO Freisetzung und folglicher Relaxation vermittelt.
Die Ergebnisse stimmen gut mit unseren Messungen {iiberein, eine Zunahme der NO-
Bioaktivitit unter dem Einflu3 von gepooltem HDL konnte fiir die FDD verantwortlich sein.
Bereits in der Einleitung wurde ausgefiihrt, dal HDL das Lipoprotein mit der hochsten Affini-
tat zum HS-PG-Rezeptor ist. Das Heparansulfat-Proteoglykan erfahrt durch die Lipoprotein-
bindung und durch steigenden Blutflul eine Konformationsidnderung, wodurch zusitzliche
Na*-Bindungsstellen freiwerden. Es kommt zum transmembranalen Natriumeinstrom in die
Zelle und zur Depolariation der Zellmembran. Zeitgleich kommt es zu einem Ca**-Influx mit
Freisetzung von NO und PGI, mit folglicher Vasodilatation.

Zusitzlich tragt moglicherweise die hohere Viskositidt der Lipidlosung zu einer hoheren Nuk-
leotidkonzentration im Vergleich zu den Versuchen in Krebslosung bei. Durch die hohere
Viskositit entsteht ein hoherer shear stress auf die GefdBwand mit hoherer NO-Freisetzung
Hinsichtlich der basalen Konzentration der zyklischen Nukleotide lie3 sich anhand unserer
Untersuchungen keine Aussage treffen, da wir eine Messung der Nukleotidkonzentration am
Ende des Versuches bei einem Flufl von 100 mL/min vornahmen.

Erstmals konnten wir neben der Darstellung des Zusammenhanges zwischen Potential und
Tonus (elektromechanische Kopplung) in den Zellen der glatten Muskulatur einen Zusam-
menhang zwischen der Veridnderung des Tonus und der Konzentration der zyklischen Nukleo-
tide herstellen (chemomechanische Kopplung). Graphisch zeigte sich eine exponentielle Be-
ziehung. Dies veranschaulicht den Einflul von HDL auf den Relaxationszustand des Gefiles.
Die gemessene groBe Anderung der Nukleotidkonzentrationen in gepooltem HDL fiihrt zu

einer Tonusabnahme (Vasorelaxation).
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4.4 EinfluBl von Apolipoprotein E

Ein wichtiger Bestandteil von HDL ist das Apolipoprotein E. Das 34 kDa schwere Glykopro-
tein existiert in drei kodominant vererbten Allelen: E2, E3, E4. Diese drei Isoformen
unterscheiden sich strukturell lediglich hinsichtlich einer Aminosiduresequenz, welche jedoch
zu erheblichen funktionell relevanten Unterschieden im Lipoproteinmetabolismus fiihrt. Das
Apo E4-Allel ist mit kardio- und neurovaskuldren Erkrankungen assoziiert. Ein ApoE-Defekt
(EO/EQ) ist mit Dyslipiddmie und kardiovaskuldren Erkrankungen verkniipft.

4.4.1 EinfluB3 von Apo E4/E4 auf die flussabhiingige Dilatation

Unsere Daten zeigen, dall Gefdlpriparate unter dem Einflu von Apo E4/E4 bei steigendem
FluB kontrahieren und sich ihr Membranpotential in Richtung Depolarisation dndert. Im Ver-
gleich zu den Kontrollpriparaten und den Pridparaten in gepooltem HDL zeigt sich ein signifi-
kanter Unterschied. Bereits der Basaltonus war unter dem Einflu von ApoE4/4 hoher. Die
flussabhiingige Dilatation wurde durch ApoE4/4 regelhaft unterbunden.

Die chinesiche Arbeitsgruppe um Guangda [53] kam zu einem dhnlichen SchluB3. Sie zeigte in
einer Studie mit 144 chinesischen Typ II Diabetes-Patientinnen im Friithstadium ohne klinisch
manifeste Angiopathie, daf} die FDD bei Trigerinnen des ApoE4/E4-Allels signifikant niedri-
ger war als bei Trigerinnen des E2/3- oder E2/2-Allels.

In einer schwedischen Studie in den 1996er Jahren [2] wurde die HautgefdBreaktion auf ver-
schiedene vasodilatierende Substanzen an einer Gruppe von Apo E4 Trigern und einer Grup-
pe ohne Vorhandensein eines E4-Allels getestet. Bei den E4-Trédgern zeigte sich eine vermin-
derte Vasodilatation.

Viele Studien zeigen klar den Zusammenhang zwischen einer verminderten flussabhingigen
Dilatation und dem Entstehen einer Atherosklerose mit ihren Folgeerkrankungen. Unsere Da-
ten zeigen somit eine Verbindung zwischen dem E4-Allel und der Pathogenese der Athero-
sklerose auf. In der Rotterdam-Studie wurde herausgearbeitet, dal die zwei Hauptformen von
Demenz, Alzheimer-Krankheit und vaskuldre Demenz mit Atherosklerose assoziiert sind.
Ferner besteht eine Interaktion zwischen Apolipoprotein E und Atherosklerose in der Atiolo-
gie der Alzheimer Erkrankung besteht [56]. Messungen des zerebralen Blutflusses bei Patien-
ten mit Alzheimer mittels cMRT ergaben einen klaren Zusammenhang zwischen zerebraler
Hypoperfusion und der Erkrankung, auBerdem einen Zusammenhang mit kardiovaskulidren
Erkrankungen [106]. Kalmijn et al. [S9] wiesen einen synergistischen Effekt von zerebrovas-
kuldrer Erkrankung und ApoE4 auf den kognitiven Abbau bei alten Menschen nach (Risiko-
erhohung um den Faktor 4,7 bei Personen mit zerebrovaskulidrer Erkrankung, 3,3-faches Risi-

ko bei ApoE4-Trigern, und eine Odds ratio von 17,2 bei Personen, die ein Apo E4-Allel hat-
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ten und an einer zerebrovaskuldren Erkrankung litten). Eine weitere neuropathologische Un-
tersuchung demonstrierte, dafl die Pathogenese der AD auf vaskulédrer Ebene zu finden ist und
mit dem Vorkommen atherosklerotischer Plaques assoziiert ist [135].

Eine finnische Arbeit aus dem Jahr 2007 [50] hat den Zusammenhang zwischen dem ApoE-
Polymorphismus und der Intima-Media-Dicke (IMT) von den a. carotides und coronariae un-
tersucht. Mit Hilfe der quantitativen Koronarangiographie und des Farbdopplers wurde bei 91
Patienten das Vorliegen einer Carotis- und Koronarsklerose gezeigt. Zuvor wurden die Patien-
ten ApoE genotypisiert. Es lag vorwiegend der apoE3 (E3/E3) und apoE4 (E4/E4 und E4/E3)-
Genotyp vor. Es zeigte sich, dass Apo E4-Triger eine groBere Intima-Media-Dicke besallen
und eine schwerere Koronarsklerose aufwiesen als E3-Trdager. Somit konnte ein direkter Zu-
sammenhang zwischem dem Apo E-Polymorphismus und der IMT der Carotiden sowie einer
Koronarsklerose nachgewiesen werden [50]. In einer weiteren finnischen Arbeit aus dem Jahr
2000 wurde unter Anwendung gleicher Methoden gemessen, da3 die IMT beim E4/E4-
Genotyp am hochsten, beim E3/E3-Genotyp mittelhoch und am geringsten beim E3/E2-
Genotyp war. Somit ist das E3/E2-Genom ein protektiver Faktor in der Entwicklung einer
Carotidensklerose. Auch hier ergab sich eine signifikante Beziehung zwischen gemessener
IMT und dem ApoE-Genotyp [57].

In der Literatur findet sich ein weiterer Zusammenhang, und zwar zwischen ApoE4 und Hy-
pertonus. 2004 zeigten Xiaotao et al. [132], dal das Apolipoprotein E4-Allel stark mit der
Hypertension und Atherosklerose der a. carotides assoziiert ist. In einer Studie mit 94 Hyper-
tonikern und 102 gesunden Kontrollen trat in der Apo-E-Genotypisierung verstéarkt der Apoli-
poprotein E3/4-Genotyp und das E4-Allel bei den Hypertonikern auf. Bei Patienten mit die-
sem Genotyp war auch der systolische Blutdruckwert_signifikant hoher als bei Individuen mit
einem E2/3- oder E3/3-Genotyp. Desweiteren wurden erhohte Spiegel von TC, LDL-C und
ApoB bei Hypertonikern mit Apo E4-Allel im Vergleich zu Trigern des Apo E2- oder E3-
Allels gemessen. Die Bestimmung der Intima-Media-Dicke der Carotiden zeigte erhohte
Werte fiir Triger des E4-Allels im Vergleich zu Trigern des E2- und E3-Allels.

2005 analysierten Bhavani et al. [13] die mogliche Bedeutung des Apo E-Polymorphismus
bei der Entstehung der essentiellen Hypertonie anhand einer Fall-Kontroll-Studie. Bei Geno-
typisierung ergab sich fiir Patienten mit kardiovaskuldren Erkrankungen eine erhohte Inzidenz
des E4-Allels. Die Trédger dieses Allels hatten ein zweifach erhohtes Risiko fiir die Entwick-
lung eines Hypertonus. Thre Lipidwerte waren stark erhoht. Insgesamt korrelierten Apo E-
Genlocus, Hypertonus und Lipidspiegel stark. Unsere Daten liefern somit wichtige Hiweise

fiir eine Assoziation von ApoE4 mit der Atherosklerose, der AD und dem Hypertonus. In der
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Pathophysiologie der drei Erkrankungen geht man von einer krankhaften GefiB3verinderung
aus.

4.4.2 EinfluBl von Apo E0/E0 auf die flussabhéingige Dilatation

In unseren Messungen kam es unter dem Einflul von HDLapoEO/EQ fiir die de-
endothelialisierten Pridparate bei steigendem Flufl zu einer leichtgradigen Kontraktion. Wel-
che klinische Schlu3folgerung kann man daraus ziehen? Setzt bei Individuen mit einem Apo-
E-Defekt (Apo E0/EO) ein vasokonstriktorischer Effekt trotz Vorhandensein von HDL ein? In
der Literatur ist eine solche Wirkung bislang nicht beschrieben worden. Mogliche Erkldrun-

gen dafiir konnten sein:

Hypothese:
Moglicherweise hat ApoE einen so starken Einfluf3 auf die HDL-vermittelte FDD iiber z.B.
seine Co-Aktivierung des SR-BI Rezeptors, dass ein genetischer ApoE-Defekt die SR-BI-

Aktivierung limitiert.

Welche Publikationen gibt es iiber die Bedeutung des Apo E fiir die Aktivierung des SR-BI
Rezeptors? Welche Bedeutung hat ein Apo E-Gendefekt fiir die Gefdlrelaxation?

Chroni et al. [18] untersuchten im Mausmodell die Wechselwirkung von Apo E und SR-BI-
Rezeptor. Sie beobachteten, dass nur lipidgebundenes ApoE den SR-Bl-vermittelten Cho-
lesterol-Efflux unterstiitzt. Die Amino-terminale Region des Apo E ist verantwortlich fiir die
Rezeptorbindung und fiir den Cholesterol-Efflux. Die SR-BI-ApoE-Interaktionen tragen zur
Cholesterol-Homoiostase in den Zellen und Geweben bei, welche SR-BI und ApoE exprimie-
ren.

D’Uscio et al. [32] untersuchten im Mausmodell zur menschlichen Arteriosklerose das Ent-
stehen der ED bei Méusen mit einem Apo-E-Defekt. Sie beobachteten, dass die endothelab-
hingige GefiBrelaxation bei diesen Miusen durch zwei Befunde beeintrichtigt wird. Aus
einer erhohten Produktion von Sauerstoffradikalen und infolge dessen durch eine reduzierte
NO-Synthase-Aktivitit (nicht jedoch durch eine verminderte enzymatische Expression) resul-
tiert eine verminderte NO-Biosynthese. Bestitigt wird dieses Ergebnis durch die Untersu-
chungen von Mujyanya-Ludunge et al. [91]. Der Arbeitsgruppe gelang erstmalig eine Verbes-
serung der endothel-abhéngigen Vasodilatation und eine reduzierte Bildung atheroskleroti-
scher Plaques in den Carotiden durch einen eNOS-Gentransfer in den Apo E-defizienten
Mausen. Thr Befund ist bahnbrechend fiir gentherapeutische Ansitze der Atherosklerose und

letzlich damit auch zur ,,Behandlung* eines ApoE-Gendefektes.
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Die bisher genannten Publikationen beziehen sich allerdings nur auf Beobachtungen im Tier-
versuch. Es stellt sich die Frage, ob beim Menschen ein analoger Mechanismus angenommen
werden kann? Oemar et al. [95] beobachteten an menschlichen Carotisarterien mit schwerer
Atherosklerose eine verminderte eNOS-Protein-Expression und eine verminderte NO-
Freisetzung. Hingegen beobachteten andere Arbeitsgruppen [60,96] im Tiermodell keine
verminderte eNOS-Expression (als ursdchlichen Mechanismus fiir die reduzierte endothel-
abhingige Dilatation) in arteriosklerotischen Aorten. Vielmehr wurde die verstirkte Sauer-
stoffradikalbildung als ursdchlich angesehen.

Diese Diskrepanz mag moglicherweise auf eine unterschiedlich lange Dauer der cholesterol-
reichen Diit in den Versuchen und auf die Spezies-spezifische Dauer des arterioklerotischen
Prozesses zuriickzufithren sein — im Bereich von Monaten im Tiermodell versus Dekaden
beim Patienten. Laursen et al. [72] beobachteten im Mausmodell, dass reaktive Sauerstoffra-
dikale die endothelabhéingige Vasorelaxation von ApoE-defizienten Mausen mit Arterioskle-
rose beeinflussten, und zwar iiber zwei Mechanismen: (1) iiber eine direkte Interaktion mit
NO und (2) iiber eine Interaktion mit Tetrahydrobiopterin. Dieses ist ein wichtiger Cofaktor
der NO-Synthase. Eine Oxidation von Tetrahydrobiopterin durch Peroxynitrit ist die Ursache
fiir die ,,Entkopplung® der NO-Synthase. Peroxynitrit oxidiert Tetrahydrobiopterin zu Dihyd-

robiopterin. Hieraus lésst sich folgende Hypothese entwicklen.

Hypothese:
Spezifische vasokonstriktorische Substanzen sind bei Individuen mit ApoE-Defekt stirker

exprimiert als beim Gesunden.

Erst kiirzlich konnte durch Maguire et al. [77] im Apo E-Knockout Mausmodells gezeigt
werden, da in den Aorten der Tiere, welche noch keine atherosklerotischen Lisionen aufwie-
sen, die Endothelin-vermittelte Vasokonstriktion signifikant erhoht war. Die ET-Rezeptor-
Dichte und Rezeptor-Subtyp-Expression waren jedoch nicht erhoht, wie bereits durch d’Uscio
et al. [32] beschrieben. Ferner war die vaskuldre Reaktivitit auf ET signifikant erhoht. Dem-
nach erfolgten die Verdnderungen im Endothelin-System bei diesen Tieren in einem frithen
Krankheitsstadium, d.h. vor atherosklerotischer Plaque-Bildung. Sie fiihren zu einer verstirk-

ten Progression der Erkrankung.

Hypothese:
Die eNOS Aktivitit ist vermindert bei Individuen mit Apolipoprotein E-Defekt.
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Auch dieses konnte im Tierexperiment an ApoE-Knockout-Mausen gezeigt werden. Die En-
dothel-abhingige, NO-vermittelte Vasodilatation von ApoE-Knockout-Miusen war deutlich
aufgrund einer im L-Citrullin-Assay verzeichneten Verminderung der Ca**abhingigen eNOS

-Aktivitit vermindert. Die NO-Synthase-Protein-Expression war hingegen unverindert [35].

Hypothese:
Der cGMP Spiegel ist bei Apo E-Gendefekt vermindert.

Ebenfalls im Tiermodell mit Apo E-Knockout-Midusen konnten signifikant erniedrigte
cGMP-Spiegel in ihren Aorten gemessen werden, wobei die cAMP-Spiegel unveridndert wa-
ren [35]. Dies spricht fiir einen selektiven Verlust der cGMP-abhéngigen Gefif3funktion. Ein
reduzierter cGMP-Spiegel fiihrte zu einer verminderten Relaxation. Die gleiche Beobachtung

machten auch wir im Rahmen unserer Experimente unter dem Einflufl von Apo EO/EQ.

Neben dem Apo E4-Allel ist auch der Apo E-Gendefekt mit einem Hypertonus assoziiert. In
unseren Versuchen kam es unter dem Einfluf3 von Apo EO zu einer Vasokonstriktion.

So entwickelten in Tierexperimenten mit Apo E-Knockout-Méausen diese eine erhebliche Hy-
percholesterindmie mit spontaner Arteriosklerose. Ebenso fithrten die arteriosklerotischen
Lisionen im Bereich der Nierenarterien zu einer systemischen Hypertension und zu einer en-

dothelialen Dysfuktion [132,136].

S Zusammenfassung

5.1. Limitationen

Die Verwendung humaner Koronararterien aus explantierten Herzen geht mit einer Fallzahl-
begrenzung angesichts limitierter Transplantationszahlen einher. Die zeitnahe Entnah-
me/Préparation der Gefidfle zog einen erheblichen zeitlichen und personellen Aufwand nach
sich.

Es besteht eine Heterogenitidt des Patientenkollektivs hinsichtlich Alter, Geschlecht, Risiko-
faktoren und Nebendiagnosen. Diese Faktoren besitzen einen Einflufl auf die Endothelfunkti-
on und Atheroskleroseentwicklung und beeinflussen somit auch die gemessene Tonusent-
wicklung der Préparate.

Bei der Préparation wurde daher penibel darauf geachtet, keine GefidBBabschnitte zu verwen-
den, an denen sich makroskopisch sichtbare Atheroskleroseldsionen zeigten. Mikroskopische

Veridnderungen wurden jedoch nicht beriicksichtigt.
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Zudem sind physiologische Variabilititen der verwendeten arteriellen GefdB3abschnitte denk-
bar. Dieser Variabilitit wurde durch eine Nomierung des Reaktionsverhaltens auf Kontrollbe-
dingungen Rechnung getragen. Die zusitzliche Durchfithrung einer Messung in Krebslosung
an jedem Priparat zu den Messungen in HDL erhohte die Vergleichbarkeit. Alle Gefille wur-
den vor Versuchsbeginn mehrere Stunden in Krebslosung zur Herstellung einer physiologi-
schen Homoiostase des Ionengleichgewichtes und Schaffung vergleichbarer Ausgangsbedin-
gungen #dquilibriert. Dies diente ebenfalls dazu, die Effekte verabreichter Medikamente mit
einem moglichen Einflufl auf die Vasomotorik auszuschalten.

Es erfolgte eine De-Endothelialisierung der Priparate mittels einmaligem, vorsichtigem Ab-
schaben des Endothels mittels Skalpell. Daraus ergibt sich untersucherabhiingig eine einge-
schrinkte Vergleichbarkeit. Sie ist davon abhingig, ob wirklich alles Endothel entfernt wur-
de.

Um den oxidativen Stress fiir die Priaparate moglichst gering zu halten, erfolgte eine zeitnahe
Koronarpriparation, ein lichtgeschiitzter Transport ins Labor in Krebslosung, eine standardi-
sierte Aquilibrierung und Feinpriiparation in Krebslosung und ein Einspannen bei einem Fluf

von 3 mL/min.

5.2. Zusammenfassung

Atherosklerose, eine seit Beginn der Menschengeschichte bekannte Erkrankung, ist noch im-
mer weltweit die filhrende Todesursache. Als wichtiger atheroprotektiver Faktor gilt unter
anderem ein hoher HDL-Spiegel. Ein wichtiger Bestandteil des HDL ist das Apolipoprotein
E (ApoE), welches hauptsichlich in den drei Isoformen E2, E3, E4 vorkommt. Gerade in der
frithen Entwicklung der Atherosklerose spielt die gestorte FDD eine Rolle. Die Wirkung der
verschiedenen HDL-Isoformen auf die FDD ist ein bislang unzureichend untersuchter Be-

reich.

Unsere Studienergebnisse zeigen, dal HDL wirkungsvoll und endothelvermittelt die flussab-
hingige Dilatation steigern kann durch eine NO-Erhohung, gemessen an der erhohten cAMP-
und cGMP-Konzentration. HDL wirkt somit anti-atherosklerotisch. Die FDD ist dabei vor
allem endothelvermittelt, denn nach Entfernen des Endothels zeigte sich eine zwar noch be-
stehende, im Vergleich jedoch erheblich reduzierte FDD in nativem HDL. Hierfiir sind am
ehesten Wechselwirkungen des HDL mit der extrazelluldren Matrix verantwortlich, vor allem
mit Proteoglykanen.

Unsere Ergebnisse decken sich sehr mit neuesten Erkenntnissen zum HDL, denen zufolge es

bei akuter bzw. chronischer Inflammation zu relevanten Veridnderungen der HDL-Effekte
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kommen kann, mit einer Wendung zu einem pro-inflammatorischen Partikel. So besitzt das
HDL von KHK-Patienten veridnderte Endothelwirkungen mit Verlust seiner atheroprotektiven

Wirkung.

Weiterhin konnten wir zeigen, dal} sich bestimmte genetische Mutationen wie HDLapoE4/E4
oder HDLapoEO/EO negativ auf die FDD auswirken, es kommt unter ihrem Einfluf} sogar zu
einer Vasokonstriktion. Moglicherweise kommt es durch die Wechselwirkung dieser Apo E-
Isoformen mit dem HDL zu einer Veridnderung seiner endothelprotektiven Effekte bis hin zu

pro-atherogenen Wirkungen.

Die vorliegende Arbeit bestétigt somit die zum Teil frither bereits beschriebenen heterogenen
Endothelwirkungen von HDL. Weiterhin zeigt sie, dal ApoE als bekannter Risikofaktor fiir
kardio- und zerebrovaskuldre Erkrankungen zum Erkrankungsgeschehen durch eine Beein-

trichtigung der flussabhingigen Dilatation beitréagt.
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dass ich die vorgelegte Dissertation mit dem Thema: ,Der Einfluff von verschiedenen HDL-
Isoformen auf die flussabhdngige Gefddfimodulation menschlicher Koronarien selbststindig und
ohne nicht offengelegte Hilfe Dritter verfasst und keine anderen als die angegebenen Quellen und
Hilfsmittel genutzt habe.

Alle Stellen, die wortlich oder dem Sinne nach auf Publikationen oder Vortrdgen anderer Autoren
beruhen, sind als solche in korrekter Zitierung (siehe ,,Uniform Requirements for Manuscripts
(URM)* des ICMIJE -www.icmje.org) kenntlich gemacht. Die Abschnitte zu Methodik (insbesondere
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stehenden gemeinsamen Erkldrung mit dem/der Betreuer/in, angegeben sind. Samtliche Publikationen,
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