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1. Einleitung

1.1. Definition und Bedeutung des Bluthochdruckes

Der Bluthochdruck ist von der World Health Organization (WHO) definiert als
systolischer Blutdruckwert > 140mmHg oder als diastolischer Blutdruckwert >
90mmHg. Es werden 3 Schweregrade unterteilt. Mit steigendem Blutdruckwert
nimmt der Schweregrad zu. Die Einteilung erfolgt nach epidemiologischen und
klinischen Kriterien (1) (2).

In ihrer 2003 verdffentlichten Leitlinie zur Behandlung des Bluthochdruckes
schatzt die WHO den Bluthochdruck mit einer Haufigkeit von 4,5% als Ursache
der gesamten weltweiten Krankheitslast ein (3) (4). Auf den Bluthochdruck
gehen demnach jahrlich 7,1 Millionen verfriihte Todesfalle (premature deaths)
zurlick. Erkrankungen wie z.B. Schlaganfall und die koronare Herzkrankheit

stehen in unmittelbarem Zusammenhang mit dem Bluthochdruck (5).

Gleichzeitig wird betont, dass der Bluthochdruck durch eine moderne Therapie
prinzipiell vermeidbar ist. Das Einstellen in den normotonen Blutdruckbereich ist

das Ziel der modernen Medizin (6) (7). Die Messung des Blutdruckes ist einfach

(8) (9).

Wenn es auch verschiedene Therapieansatze in der Behandlung der Hypertonie
gibt, wie B-Blocker, ACE-Hemmer, AT;-Antagonisten, Calcium-Antagonisten, a-
Blocker, Antisympathotonika, Diuretika oder Vasodilatatoren (10), so kann
oftmals ein kausaler Therapieansatz nicht verfolgt werden, da die Ursachen des

Bluthochdruckes bei der Mehrheit der Patienten nicht bekannt sind.

1.1.1 Ursachen des Bluthochdruckes

Die Ursachen fiir Bluthochdruck sind vielfaltig und nicht endgtiltig geklart.



Die essentielle Hypertonie umfasst bis 85% aller chronischen Hypertoniefalle.
Ursachlich flir die essentielle Hypertonie erscheinen familidre Dispositionen zu
sein, die Interaktion von genetischen Faktoren mit diversen Umwelteinfllissen.
Verschiedene Pathophysiologien bestehen hierbei nebeneinander (10). Die
essentielle Hypertonie stellt eine Ausschlussdiagnose sekundarer

Hypertonieformen dar (11).

Nach den Mendelschen Regeln vererbbare, genetische Stérungen sind sehr
selten. Zu ihnen zahlen u.a. das Liddle-Syndrom, das Gordon-Syndrom, der
Glucocorticoid-sensitive Hyperaldosteronismus oder der 17a-Hydroxylase Defekt
(12) (13) (14). Sie werden autosomal-dominant oder rezessiv vererbt. Das
Phaochromozytom ist ebenfalls zu den vererbbaren Hypertonieformen zu
zahlen, wenn eine Multiple Endokrine Neoplasie Typ 2A oder 2B vorliegt (MEN
2A oder MEN 2B), ein Hippel-Lindau-Syndrom oder die Neurofibromatose Typ 1.

Zu den sogenannten sekundaren Hypertonien (ca. 15% der Patienten) zahlen
die renovaskulare und renoparenchymatdse Hypertonie, die endokrine, die
kardiovaskuldare und neurogene Hypertonie, die Schwangerschaftshypertonie,

sowie die Hypertonie bei Bluterkrankungen oder durch Medikamente (11).

1.1.2 Bluthochdruckforschung

Dargestellt wird im Folgenden lediglich die Geschichte der
Bluthochdruckforschung in Bezug auf das Renin-Angiotensin-System (15) (16).

In der ersten Halfte des 19. Jahrhunderts dokumentierte Bright bei
Nierenkranken einen erhdhten Blutdruck (17). Ein Jahrhundert spater postuliert
auch Volhard in seinen Werken, dass Bluthochdruck durch Nierenerkrankungen

ausgeldst wird (18).

Historisch gesehen sind die Erkenntnisse des Finnen Tiegerstedt und seines
Assistenten Bergman am Karolinska Institut in Stockholm Ende des 19.
Jahrhunderts der Anfang der Erforschung des RAS (19) (20): Im Tierexperiment

reagieren Kaninchen nach Injektionen aus frischen Nierenextrakten mit



Bluthochdruck. Die Forscher postulierten daher, dass es eine Substanz in Nieren
selbst gibt, die einen Bluthochdruck auslésen kann (21). Die Arbeit wurde 1898
verdffentlicht. Spater wurde nachgewiesen, dass es sich bei dem beschriebenen

Effekt um die Wirkung des Enzyms Renin handelt.

30 Jahre spater gelang Goldblatt der Nachweis, dass eine Verminderung der
Nierendurchblutung beim Hund einen Bluthochdruck auslést (22). Dazu
verursachte er eine Nierenarterienstenose, indem er einen Silberclip auf das
GefaB setzte. Auch konnte er aus der ipsilateralen Nierenvene Plasma gewinnen
und mit Hilfe dieses Plasmas einen Bluthochdruck ausldsen. Goldblatt konnte
mit seinen Arbeiten so einen renalen Ursprung eines Bluthochdruckes beweisen
(23).

Weitere Schritte in der Erkenntnis um die arterielle Hypertonie waren die
Erkenntnisse durch Page, Helmer (beide U.S.A.) und Braun-Menendez
(Argentinien), die unabhangig und nahezu zeitgleich zeigten, dass Renin eine
Peptidase ist, die das stabile und dialysierbare Angiotensin als Substrat bildet
(24) (25). Der Nachweis von Angiotensin I (Ang I) gelang Skeggs (26) und von
Angiotensin II (Ang II) Skeggs, Lentz, sowie Elliot und Peart (27) (28). Skeggs
et al. zeigten den Zusammenhang auf, dass Ang II aus Ang I durch das
Angiotensin Converting Enzyme (ACE) gebildet wird (29) (30). ACE wurde von
Yang und Erdds synthetisiert . Dadurch wurde die enge biochemische Kopplung

der Bildung von Angiotensin mit dem Abbau von Bradykinin offensichtlich (31).

Die Erkenntnisse liber das Renin-Angiotensin-Sytem (RAS) und das Kallikrein-
Kinin-System (KKS) flhrten zur Entwicklung der ACE-Hemmer, AT-II-
Rezeptorantagonisten und der Renin-Inhibitoren als antihypertensive
Therapeutika (20):

Ferreira beschrieb 1965 in dem Venom der Schlange Bothrops jararaca ein ACE-
hemmendes und Bradykinin-verstarkendes Peptid (32). 1977 verdffentlichen

Ondetti Arbeiten zum oral verfiigbaren Captopril (33).



Anfang der Neunziger Jahre des vergangenen Jahrhunderts wurden die

Angiotensin-II-Rezeptor-Antagonisten entwickelt (34).

Die Arbeitsgruppe von Wood beschrieb 2003 den oral verfligbaren Renin-
Inhibitor Aliskiren, der schlieBlich 2007 zugelassen wurde (35) (36) (37).

1.2 Das Renin-Angiotensin System

Das Renin-Angiotensin-System (RAS) spielt eine entscheidende Rolle in der
Regulation des Blutdrucks. Das physiologische Grundprinzip hierbei ist die
Kontrolle des Fliissigkeitsvolumen durch Steuerung des Salzgehaltes und

Verhinderung einer Organischamie bei akuter Blutung (38) (39).

Sowohl ein niedriger Natriumgehalt als auch eine Hypotonie bewirken in der
Niere die Freisetzung der Aspartylprotease Renin in den Blutkreislauf. Renin hat
als einziges Substrat das hauptsachlich hepatisch gebildete Angiotensinogen,

von dem es Angiotensin I (Ang I) als Dekapeptid abspaltet.

Ang I wird durch das Angiotensin Converting Enzym (ACE) in das
Effektorhormon Angiotensin II (Ang II) umgewandelt, indem weitere 2

Aminosauren abgespaltet werden.
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Abbildung 1: Bildung von Angiotensin II
1.2.1 Angiotensin II

Ang II ist ein Oktapeptid und besitzt die Aminosdauresequenz Asp-Arg-Val-Tyr-
Iso-Hist-Pro-Phe (27). Ang II kann durch verschiedene Enzyme abgebaut
werden (40) (41) (42).

Ang II bindet an seine Rezeptoren AT; und AT,. Es kann eine
Blutdruckerhéhung verursachen Uber eine direkt vermittelte Vasokonstriktion
oder indirekt iber die Freisetzung von Aldosteron und konsekutiven Anstieg des
Natrium- und Wassergehaltes im Korper. Es (bt durch seine Rezeptoren aber

auch Wirkungen aus, die nicht auf die Beeinflussung des Blutdrucks zielen.

Zudem ist Angiotensin II auch das Effektorhormon im gewebestandigen, auto-
und parakrinen RAS (43) (44). Es werden so cardioprotektive und



cerebroprotektive Effekte beschrieben. Dabei spielen teilweise orts- und

organspezifische Rezeptoren eine Rolle (45) (38).

1.2.2 Angiotensin II - Rezeptoren

Es gibt unterschiedliche Angiotensin-Rezeptoren (46). Neben Typ 1 (AT;) und
Typ 2 (AT;) werden in der jlingsten Literatur auch Non-AT; und Non-AT,-
Bindungsstellen beschrieben, bei denen noch geklart werden muss, ob es sich
um Rezeptoren handelt (45).

AT; und AT, sind membranstandige Rezeptoren. Ihr Vorkommen variiert
abhangig vom Organsystem und von der Lebensentwicklung. So ist der AT,-
Rezeptor in der Embrynalentwicklung vermehrt nachweisbar, wahrend beim
Adulten der AT;-Rezeptor in den Organen Niere, Leber oder Darm Uberwiegt
(47) (48).

1.2.2.1 Angiotensin Il - Rezeptor Typ 1 (AT1)

Der AT;-Rezeptor gehdrt zur Superfamilie der G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren (GPCR) (49) (50), die sieben charakteristische hydrophobe
Domanen als transmembranare Verankerung aufweisen. Das Gen fiir den AT;-
Rezeptor ist auf Chromosom 3 lokalisiert (51) (52). Die cDNA wurde Anfang der
Neunziger Jahre isoliert (53) (49).

Der Rezeptor ist flr Ang II sattigbar und weist eine hohe Affinitat auf. In der
Blutbahn zirkulieren Konzentrationen von 10'°M. Die Interaktion von Ang II mit

dem AT;-Rezeptor I6st intrazelluldr eine Signaltransduktion aus (54).

Sobald Ang II an den ATi-Rezeptor bindet, wird intrazellular von einem G-
Protein, mehrheitlich vom G-Protein Gg/11, eine Untereinheit dissoziiert (55) (56)
(57). Dieser Vorgang heiBt Heterodimerisation. Die Untereinheit aktiviert die
Phospholipase C dazu, Diacylglycerol (DAG) und Inositol-1,4,5-trisphosphat
(IP3) zu bilden. Inositoltriphosphat setzt Calcium aus intrazelluldren Speichern

frei. Zusammen mit Calmodulin wird die MLCK (Myosin-Leichtkette-Kinase)



aktiviert. Diese wiederum phosphoryliert die MRLC. Daraus resultiert die

Kontraktion als Myosin-Aktin-Interaktion.

Calcium und Diacylglycerol aktivieren weitere Enzyme, unter anderem

Proteinkinase C, Phospholipase A, und Calcium—Calmodulin-Kinase (58).

Es sind flr den AT;-Rezeptor noch weitere Signaltransduktionen beschrieben
worden, unter anderem fir ras Protoonkogene und die MAP-Kinase-Kinase (59)
(60), so dass Ang II Uber den AT1-Rezeptor nicht nur die Kontraktion glatter
Muskulzellen beeinflusst, sondern auch Zellwachstum und Proliferation,
Hypertrophie des linken Herzventrikels oder der GefaBmedia, endotheliale
Dysfunktion und die Bildung von NO und des Superoxidanions O,  (61) (62)
(63) (48).

extrazellular
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Angiotensinll
(Angll)

ATP

k ADP &
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Abbildung 2: AT,;-Rezeptor vermittelte Signaltransduktion. Ang II bindet an
den extrazelluldren Anteil des AT;-Rezeptor. Dies bewirkt die
Heterodimerisation eines G-Proteins. Die abgespaltene Untereinheit
aktiviert Phospholipase C zur Bildung von IP3 und DAG. IP3 setzt Ca’* aus
dem endoplasmatischen Retikulum frei. Ca?>* kann zusammen mit
Calmodulin (CaM) die MLC-Kinase (MLCK) aktivieren. MRLC (myosin
regulatory light chain) wird durch die MLCK phosphoryliert. Die MLC-
Phosphatase (MLCP) dephosphoryliert MRLC-P und bewirkt so eine
Relaxation. Uber DAG wird die Proteinkinase C aktiviert. Sie wiederum kann
iiber die Phosphorylierung von CPI-17 die MLCP hemmen.

1.2.2.2 Angiotensin Il - Rezeptor Typ 2 (ATz)

Der AT,-Rezeptor ist nur zu 32-34% homolog zum AT;-Rezeptor, dennoch
bindet an beiden Ang II. Auch der AT,-Rezeptor gehdrt zur GPCR-Superfamilie.
Jedoch wirkt das G-Protein inhibitorisch durch Aktivierung verschiedener
Phosphatasen. Somit fiihrt eine Aktivierung Gber den AT,-Rezeptor im
Gegensatz zur Aktivierung des AT;-Rezeptors zur Vasodilatation und Natriurese
(48) (64).

Die Konzentration des AT,-Rezeptors erhéht sich deutlich im Gewebe bei GefaB-
oder Nervenverletzungen, bei der kongestiven Herzinsuffizienz, beim
Nierenversagen und bei der Myokard- und Hirnischamie (63) (65) (66).

Daher wird postuliert, dass AnglII Uber den AT,-Rezeptor eine gegensatzliche
Wirkung hervorruft als Gber den AT;-Rezeptor (48) (64) (46). Noch haben AT,-
Rezeptorliganden keine klinische Bedeutung. Mégliche Therapieansatze sind

jedoch schon theoretisch formuliert worden (67).

1.3 Vasomotorik

Der Blutdruck wird maBgeblich durch die Vasomotorik beeinflusst. Relaxierende
und kontrahierende Faktoren stehen sich als Antagonisten gegenliber, die den
inneren GefaBdurchmesser, das GefaBlumen, regulierten. Der Blutdruck in
einem GefaB ist berechenbar durch das Ohmsches Gesetz und das Hagen-

Poiseuillesches Gesetz II.



Ohmsches Gesetz: P =Q x R

=R I

Hagen-Poiseuillesches Gesetz II: r = g

Dabei ist P der Blutdruck, Q der Blutfluss, R der GefaBwiderstand, n die
Viskositat, L die GefaBlange, p der GefaBdruck und r der GefaBradius. Beide
Gesetze erklaren, warum eine Veranderung des GefaBradius den GefaBdruck

maBgeblich beeinflusst.

Die Vasomotorik kann sowohl durch Faktoren wie shear stress und die pulsatile
Wanddehnung (68) (69) beeinflusst werden, als auch durch Agonisten wie z.B.
Angiotensin II (70).

1.3.1 Vasokonstriktion

Der primdre Mechanismus der Vasokonstriktion ist die Phosphorylierung der
Myosin-Regulator-Leichtkette (MRLC = myosin regulatory light chain) durch die
Myosin-Leichtketten-Kinase (MLCK), wenn diese durch den Ca**-Calmodulin-
Komplex (Ca**-CaM) phosphoryliert wird. Dieser Mechanismus ermdglicht Aktin,

die Myosin-ATPase zu aktivieren (71).

Initial steht der rasche Anstieg der zytosolischen Ca%*-Konzentration, der durch
die Freisetzung von Ca®* aus intrazelluldren Speichern, vorwiegend dem
endoplasmatischen Retikulum, erreicht wird. Das Ca** bildet dann mit

Calmodulin den aktivierenden Komplex.

Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) bewirkt diese Ca®*-Freisetzung. IP3 wird mit
DAG aus der Spaltung von PIP2 durch die Phospholipase C gebildet. Die
Phospholipase C wiederum steht unter dem Einfluss von G-Proteinen, die durch
verschiedene Rezeptoren aktiviert werden kénnen. Zu diesen G-gekoppelten
Rezeptoren (GPCR) gehdren auch die AT;i- und AT,-Rezeptoren. Der AT;-

Rezeptor aktiviert vornehmlich den Gg/11-Signalweg (54).

Weitere Agonisten an GPCR sind z.B. Endothelin oder Phenylephrin. Deren
Signaltransduktion entspricht dem Schema der Abbildung 2.



Unabh&ngig von der Ca®*-Konzentration ist die Kontraktion, welche durch die
Aktivierung von CPI-17 durch die Proteinkinase C hervorgerufen wird. CPI-17
hemmt die MLCP. Durch Anheben des Phosphorylierungsgrades der MRLC
resultiert eine Kontraktion (72) (73) (74).

Ebenso Ca**-unabhéngig ist die Hemmung der MLCP iiber die Giz/13-
Signalkaskade. Hier kommt es zu einer Aktivierung von Rho, einem kleinen G-
Protein, das Uber seinen Effektor, die Rho-Kinase (ROCK), die MLCP
phophoryliert und somit inhibiert (75) (76).

Der Ca®*-unabhingige Weg zur Kontraktion wird als Ca**-Sensitivierung (in
englisch: Ca**-sensitization) genannt und meint eine Zunahme der Kontraktion

bei konstanter zytosolischer Ca®*-Konzentration.

1.3.2 Vasodilatation

Der primdre Mechanismus der Vasodilatation ist die Dephosphorylierung der
MRLC, bzw. die Herabsetzung des Phosphorylierungsgrades der MRLC (71).
Ebenso wie es bei der Kontraktion einen Ca®*-abhangigen und einen Ca**-
unabhangigen Weg gibt, kann eine Vasodilatation Uber verschiedene

Mechanismen erzielt werden (75).

Die Freisetzung von Ca** aus dem endoplasmatischen Retikulum iiber den
Gg/11-Signalweg mit Freisetzung von IP3 kann durch die cGMP-abhdngigen
Proteinkinasen (cGKI) gehemmt werden, indem das IP3-Rezeptor-assoziierte
Protein IRAG (IP3-receptor associated cGKI substrate) durch cGKIB
phosphoryliert und somit inhibiert wird (77) (78) (79) (80) . Die Aktivierung von
cGKIp erfolgt Gber cGMP, welches durch die Guanylatzyklase aus dem Substrat
GTP gebildet wird. Die l6sliche Guanylatzyklase wird in der glatten Muskelzelle
stimuliert durch NO, das im Endothel durch NO-Synthasen gebildet wird.

Der maBgebliche Mechanismus von cGMP auf die Vasodilatation ist die
Aktivierung der cGKI-vermittelten Phosphorylierung Ca**-aktivierter K*-Kanile
(BKca) (81) (82). Die resultierende Hyperpolarisation der Zellmembran flihrt
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dadurch zur Hemmung spannungsabhangiger Ca®*-Kanile (L-Typ). Der
verminderte Ca*-Einstrom bewirkt eine niedrigere intrazelluldre Ca®*

Konzentration (83).

cGMP aktiviert jedoch Uber cGKIa auch direkt die MLCP (84) (85). Die
Dephosphorylierung der MRLC kann ebenso durch direkte Aktivierung der
heterotrimerische MLC-Phosphatase (MLCP) hervorgerufen werden. Hartshorne
et al. beschrieben diese Phosphatase als SMMP-1M (smooth muscle myosin
phosphatase 1M) (86). Somlyo et al. zeigten, dass die Dephosphorylierung der
MRLC unabhingig von der zytosolischen Ca**-Konzentration durch G-Protein-
gekoppelte Signalwege (iber eine direkte Aktivierung der MLCP reguliert werden
kann (87) (75).

NO - Synthase
(eNOS)

NH; [
SN . - 00
N I " i i -
i [N

L-Arginin Citrullin

Endothelzelle

L-Typ Ca?*-Kanal

[l @
BKeo V| Hyper caMm ATP /—"\ ADP
I(_;:n:alalrisaltin:m + >_)®
Guanylatzyklase

/_\ / cGKI 45mahsches Retikulum @
o o \_/—)

Relaxation

Glatte Muskelzelle

Abbildung 3: Das endothelial gebildete NO bewirkt in der glatten
Muskelzelle einen Anstieg der cytoplasmatischen cGMP-Konzentration durch
Stimulation der Guanylatzyklase (GC). Das aus GTP gebildete cGMP bewirkt
iiber Aktivierung der (zytosolischen) cGKI verschiedene Mechanismen: (1)
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Erhohung der Offen-Wahrscheinlichkeit von Kaliumkanalen (BKc¢,), was zu
einer Hyperpolarisation fiihrt. Dies hat zur Folge, dass Ca**-Kaniile,
vornehmlich L-Typ-Kaniile, inhibiert werden und die zytosolische Ca’*-
Konzentration sinkt. (2) Am endoplasmatischen Retikulum wird IRAG
inhibiert und somit wird der IP3-Rezeptor/Ca?*-Kanal inhibiert und der
Ca?*-Ausstrom ins Zytosol verhindert. (3) Ca**-unabhingig kann die MLCP
aktiviert werden. Die Wirkung der NO/cGMP-Signaltransduktion ist die
Herabsetzung des Phosphorylierungsgrades der MRLC und damit die
Relaxation der glatten Muskelzelle.

1.4 RhoA-Rho-Kinase Transduktionsweg

Die Kontraktion der GefaBmuskulatur wird nicht nur durch die intrazellulare,
zytosolische Calciumkonzentration {iber die Ca**-abhéngige Phosphorylierung
der Myosin-Leichtketten (MLC) bewirkt, sondern auch tber Veranderungen der
Aktivitat der Myosin-Leichtketten-Phosphatase (MLCP), die wiederum unter dem
Einfluss des RhoA-Rho-Kinase-Transduktionswegs steht (75).

1.4.1 Rho

Rho-Proteine gehdren zur Superfamilie der kleinen G-Proteine (small GTP-
binding proteins, synonym: small GTPase) und bilden zusammen mit Rac-
Proteinen und Cdc42-Proteinen eine Familie, die eine wichtige Rolle in der
Kontrolle der Reorganiosation des Cytoskeletts und der Genexpression
einnimmt (88). Etliche Rho-Proteine sind bekannt, denen gemeinsam ist, dass
es sich um monomere, GTP-bindende Proteine handelt mit GroBen zwischen 20
und 40kD, die auf ein Signal hin aktiviert werden kénnen und in der aktivierten
Form wiederum einen Effektor aktivieren. Da Rho-Proteine ihre Form
interkonvertibel andern kénnen — inaktiv, wenn sie an GDP und aktiv, wenn sie

an GTP binden — fungieren sie als Schalter bei der Transduktion (89).

Die Namensgebung Rho geht auf das 1984 in der Meeresschnecke Aplysia
erstbeschriebene Rho-Gen zurlick, das (90) homolog zu dem schon bekannten

Gen des kleinen G-Protein Ras erschien (ras homologue).
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1.4.2 RhoA und ihr Effektor, die Rho-Kinase (ROCK)

RhoA beeinflusst z.B. die Ausrichtung von Stressfilamenten auf Stimulation von
Wachstumsfaktoren (91), die Neuriten-Retraktion in Nervenzellen (92) und auch
die Phosphorylierung der Myosin-Leichtketten (MLC) (93).

RhoA kann durch das Exotoxin des Bakteriums Clostridium botulinum C3 durch
ADP-Ribosylierung der Bindestelle zum Effektor inaktiviert werden (94) (95)
(96) (97). Durch RhoA-Inhibition und auch durch Mikroinjektionen von
rekombinant gebildetem RhoA-Analogon konnte die Funktion von RhoA besser

verstanden werden (98).

1.4.3 Bedeutung der RhoA/Rho-Kinase fiir die Vasomotorik

Fir die Beeinflussung der Vasokonstriktion konnte RhoA eine wichtige
Bedeutung zugeordnet werden, da RhoA durch Agonisten an GPCR, die zur
Gi2/13-Familie gehdéren, den Effektor Rho-Kinase aktivieren kann (99) (100).

Die Rho-Kinase phosphoryliert die MLCP und inhibiert sie dadurch. Die Folge ist
die Erh6hung des Phosphorylierungsgrades der MRLC und konsekutiv die
Kontraktion in der glatten Muskelzelle (101) (102). Von den zwei bekannten
Isoformen der Rho-Kinase ist die ROCK2 (synonym ROKa) die eigentliche Rho-
Kinase. Ein pharmakologischer Inhibitor der Rho-Kinase ist Y27632.
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Abbildung 4: small GTP-binding proteins, zu denen die Familie der Rho-
Proteine und dessen Vertreter RhoA gehoren, werden durch ein , upstream
signal" aktiviert, indem GEP eine Dissoziation zwischen Rho und GDP
bewirkt. Es kann dann GTP an Rho binden, was gleichbedeutend ist mit einer
Aktivierung. Der Gegenspieler der Aktivierung ist GDI, das den
Dissoziierungsschritt unterbindet. Das aktivierte Rho kann dann den
Effektor, fiir RhoA ist es die Rho-Kinase, aktivieren, und so das ,,downstream
signal™ bewirken.

Im Tiermodell der spontan hypertensiven Ratte (SHR) konnte eine
Hochregulation der RhoA-/Rho-Kinase-Aktivitat gezeigt werden (103) (104). Der
Rho-Kinase-Inhibitor Y27632 verursacht in diesem Tiermodell eine gréBere
Vasodilatation als in einem normotensiven Kontroll-Tiermodell (105), so dass
postuliert werden kann, dass die RhoA/Rho-Kinase-Aktivitdt beim chronischen
Bluthochdruck hochreguliert ist (106) (107). Dies stellt einen mdglichen neuen
therapeutischen Ansatzpunkt fiir eine Behandlung des chronischen
Bluthochdrucks dar (108).
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1.5 Endothel und endotheliale Dysfunktion

GefaBe sind dreischichtig aufgebaut. Der duBeren Schicht, der Tunica externa,
liegt die Tunica media, kurz Media genannt, innenseitig an. In ihr liegen die
glatten Muskelzellen. Die innere Schicht, Tunica intima, besteht aus elastischen
Fasern, dem Spatium subendotheliale aus lockerem Bindegewebe und als
innerste Auskleidung einer einlagigen Zellschicht (Monolayer), dem Endothel.
Das Endothel des Menschen kleidet ein Lumen mit einer Fldche von ca. 1000m?
aus und besitzt als endokrines/autokrines Organ eine Kérpermasse von ca.
0,1kg (109).

Anfang der Achtziger Jahre des letzten Jahrhunderts konnte gezeigt werden,
dass die Unversehrtheit des Endothels maBgeblich fiir die durch Acetylcholin
oder Histamin vermittele Vasodilatation ist (110). Furchgott und Zawadzki
postulierten eine humorale Substanz, die im Endothel gebildet wird und die
Vasodilatation vermittelt. Dieser zunachst ,,endothelium-derived relaxing factor®
(ERDF) genannte Faktor ist identisch mit Stickstoffmonoxid (NO) (111), vom
dem schon bekannt war, dass es eine Signalmolekil sein kann (112). Die
Erkenntnisse um die Bedeutung von NO als Signalmolekil im kardiovaskularen
System flihrten zur Auszeichnung von Furchgott, Murad und Ignarro mit dem
Nobelpreis der Medizin 1998 (113).

1.5.1 Funktion des Endothels

Obgleich das Endothel aus morphologischer Sicht ein einfaches Organ ist, sind

seine metabolischen Fahigkeiten extrem komplex.

Seit der erfolgreichen Kultivierung von Endothelzellen aus humanen
Umbilikalvenen (114) gelang der Nachweis, dass das Endothel neben einer
Vielzahl von Enzymsystemen, u.a. das RAS (115), auch Prostaglandine
produziert (116) und den Vasotonus beeinflusst (117), sowohl Uber relaxierende
(118), als auch konstringierende Faktoren, z.B. Ang II. Der starkste bekannte
Vasokonstriktor, das Endothelin, wird im menschlichen Kérper ebenfalls vom
Endothel gebildet (119).
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Ferner hat das Endothel Anteil am Gerinnungssystem (120) (121), nicht nur
durch anti- sondern auch durch prothrombotische Komponenten. Das Endothel
ist dadurch auch bei Entziindungsreaktionen, Leukozyteninteraktionen (122)
und der Vermeidung der Atherosklerose von wichtiger Bedeutung (123) (124).
Die endothelialen Funktionen sind dabei durch gleichzeitige Sekretion von

diversen Agonisten und Antagonisten sehr komplex vermittelt (120) (125).

1.5.2 Endothelium-derived relaxing factor (EDRF) / NO

Der von Furchgott und Zawadkzi postulierte Endothelium-derived relaxing factor
(EDRF) ist identisch mit dem volatilen Gas und starken freien Radikal
Sickstoffmonoxid (NO) (111) (126). NO wird im Endothel durch die endotheliale
NO-Synthase (eNOS oder NOS III) und die induzierbare NO-Synthase (iNOS
oder NOS II) gebildet. NO hat ein niedriges Molekulargewicht und diffundiert
leicht durch Zellmembranen aufgrund seiner lipophilen Eigenschaften. Die
Bildung von NO durch NO-Synthasen kann durch Tetra-hydro-Biopterin
beschleunigt werden. Wahrend die konstitutive eNOS NO flir eine kurze Zeit
freisetzt auf Stimuli durch Acetylcholin oder Bradykinin, kann die iNOS ein
Vielfaches an NO flir eine langere Zeit freisetzen nach Stimulierung durch
proinflammatorische Zytokine wie den Tumor-Nekrose-Faktor a (TNFa) (127)
(128).

NH;
. 0o 4+ 0O MADPH S coo
HNT TN 2 HMNT TN + .
WL eNOS L
L-Arginin Citrullin

Abbildung 5: Die Bildung von NO aus Arginin. In Anwesenheit von
Nicotinamid-Adenin —Dinucleotid-Phosphat (NADPH) und anderen Co-
Faktoren konvertiert die eNOS die Aminosaure L-Arginin zu NO und Citrullin
(129).

Durch die endotheliale, konstitutive NO-Synthase erfolgt eine basale NO-

Bildung aus L-Arginin. In vitro kann die NO-Bildung verstarkt werden, z.B. durch
Bradykinin (130), Histamin (131), ADP und ATP (132), Serotonin (133),
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Substanz P (134), Acetylcholin (110) oder einen niedrigen
Sauerstoffpartialdruck (135). Insbesondere jedoch beeinflussen der ,shear
stress" und die pulsatile Wanddehnung /n vivo die NO-Freisetzung (68) durch
spezialisierte Ca®*-aktivierte K*-Kanale (69). Der nach endoluminal gerichtete
hochspezialisierte Endothelglycokalix, bestehend aus Glykolipiden,
Glykoproteinen und Glykosaminoglykanen, ist fir die Auslésung dieser

Hyperpolarisation entscheidend notwendig (136).

In der Literatur werden unter den vielfaltigen Wirkungen zwei Hauptwirkungen
durch NO beschrieben: 1.) Die Hemmung der Plattchenaggregation (137) durch
Sekretion ins GefaBlumen und 2.) die Vasodilatation durch Sekretion nach
abluminal zur Aufrechterhaltung der vaskuldren Homoéostase (120). In diesen
Wirkungen ist NO synergistisch zu Prostacyclin (138) und dem Endothelium-
derived hyperpolarizing factor (EDHF) (139).
0, 20D “H,0, Katalase H,O0 Abbildung 6: Schematische
| Darstellung der Reaktion von NO
NO e | und Superoxid-Anion zu
Peroxynitrit (ONOO),
Hydroxylradikal (OH) und
ONOO- — —0OH Nitrogendioxid (NO,). Die
2 Superoxiddismutase (SOD) kann
das Superoxid-Anion zu H,0,

H® NO, umwandeln, welches wiederum
Substrat fiir die Katalase ist.

NO kann mit freien Radikalen wie z.B. dem Superoxid-Anion (O;") reagieren
(140), so dass eine Abschwachung der NO-Wirkung durch erhdhten oxidativen
Stress moglich ist (141) (142). Gleichzeitig kann eine hohe NO-Konzentration
einen oxidativen Stress bedeuten, so dass NO auch eine zytotoxische Wirkung
zugeschrieben wird (143) (144).

1.5.3 Endotheliale Dysfunktion

Ist die Balance z.B. zwischen NO und Ang II gestort, kbnnen Vasokonstriktion

und atherogene Effekte iberwiegen (145). Bei Funktionsstérungen des
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Endothels, diese Balance aufrechtzuerhalten, gestort, spricht man von

endothelialer Dysfunktion.

Neben den klassischen Risikofaktoren wie Hypercholesterindmie, Bluthochdruck,
Rauchen oder Diabetes fiihren aber auch Hyperhomocysteinamie, Infektionen
durch Chlamydia pneumoniae, Helicobacter pylori, Cytomegalievirus, Herpes
zoster Virus (124) (146) direkt oder Uber die Expression von
Hitzeschockproteinen (HSP 60) zur NF-kB-Stimulation und somit zur Produktion
von pro-atherogenen Zytokinen wie TNFa, Interleukin IL-1 und IL-6,
Adhasionsmolekiilen und Chemokinen (147) (148).

In dieser Arbeit wird die Bedeutung von oxidierten Lipoproteinen in der
endothelialen Dysfunktion behandelt. Im Tierexperiment wurde gezeigt, dass
eine Hypercholesterinamie zur endothelialen Dysfunktion fiihrt (149). Ferner
wurde aufgezeigt, dass nicht erst in fortgeschrittenen Stadien der
Atherosklerose bei ausgepragten morphologischen Veranderungen die
endotheliale Funktion beeintrachtigt ist, sondern bereits in einem sehr friihen
Stadium (150).

Heute wird postuliert, dass die endotheliale Dysfunktion der Initialschritt der
Atherosklerose ist (151).

1.6 Oxidiertes Low Density Lipoprotein (OxLDL)

Native LDL-Cholesterol Molekiile kénnen leicht oxidiert werden (152). Wahrend
natives LDL (nLDL) keine inflammatorische Antwort hervorruft und nicht zur
Bildung von Schaumzellen beitragt, wenn es phagozytiert wird, ist oxidiertes
LDL (OxLDL) hoch immunogen und bewirkt eine Hochregulation von Scavenger-
Rezeptoren und toll-like-Rezeptoren. OxLDL findet sich in allen
atherosklerotischen Lasionen und rufen die Bildung von spezifischen, gegen

OxLDL gerichteten Antikérper hervor.
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1.6.1 Bildung und Vorkommen von OxLDL

In atherosklerotischen Lasionen gelingt der Nachweis sowohl von nativem wie
oxidiertem LDL. Mit den Arbeiten von Steinberg und Yla-Herttuala wurde der

Nachweis und die Bedeutung von OxLDL in diesen Lasionen geliefert (153).

OxLDL entsteht in der GefaBwand aus nLDL: Reaktive Sauerstoffspezies (ROS),
unter denen das Superoxidanion O® eine herausragende Stellung einnimmt und
zu denen auch Peroxynitrit (ONOQ"), Wasserstoffperoxid (H,0,), das
Hydroxylradikal (OH) und Nitrogendioxid (NO,) gehdren, kénnen den
Lipidanteil von nLDL-Partikeln oxidieren (152). Die Bildung der
Superoxidanionen erfolgt konstitutiv durch verschiedene Enzyme, hauptsachlich
durch die endotheliale NAD(P)H-Oxidase (154) (155) (156).

1.6.2 OxLDL-Rezeptoren

OxLDL wird Uber Scavenger-Rezeptoren aufgenommen (157): LOX-1 ist ein
transmembranes Protein, das primar in Endothelzellen von Rinderaorten
gefunden wurde (158). LOX-1 ist nicht spezifisch flir OXLDL, sondern bindet
auch AGEs (advanced glycation end-products), apoptotische Zellen und diverse
Bakterien (159).

Zu den Zellen, die LOX-1 exprimieren gehdren neben Endothel-Zellen auch
Macrophagen und glatte Muskelzellen. In atherosklerotischen Lasionen findet
sich LOX-1 (160).

Im Tiermodell der Watanabe Kaninchen (Watanabe rabbit) ist LOX-1 im
Anfangsstadium der Atherosklerose liberexprimiert, so dass davon ausgegangen
werden kann, dass auch das Vorhandensein der LOX-1-Rezeptoren flir die
initialen Schritte der Atherosklerose wichtig ist (161). Die Bedeutung der LOX-1-
Rezeptoren kann eventuell durch anstehende Untersuchungen an transgenen
Mausen weiter geklart werden, in denen das Lox1-Gen ausgeschalten wurde

(Lox17 deficient knock out mice).
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1.6.3 Wirkung von OxLDL

OxLDL bewirkt die Freisetzung von Phospholipiden in der GefaBintima und kann
Endothelzellen aktivieren, Adhasionsmolekiile zu prasentieren und in der Folge
Monozyten zu binden (162) (163). Bedeutsam sind neben dem zytotoxischen
Effekt die Stimulation pro-inflammatorischer Genaktivitat und gleichwohl die
Freisetzung von Wachstumsfaktoren (164). OxLDL verursacht eine
Thrombozytenaktivierung, eine Expression von Metalloproteinasen und

beglinstigt die Thrombogenese (165).

OxLDL aktivieren Monozyten, sich in Makrophagen umzuwandeln. Durch die
gesteigerte Expression der Scavenger- und toll-like-Rezeptoren wird OxLDL
phagozytiert. OXLDL wird in den Makrophagen jedoch nicht abgebaut (166),
was zur Bildung der charakteristischen Schaumzellen in atherosklerotischen
Lasionen flihrt. Schaumzellen wiederum triggern die Immunreaktion Uber

Interaktion mit T-Lymphozyten (167).

Der oxidative Stress im Gewebe wird durch OxLDL beeinflusst, indem vermehrt
reaktive Sauerstoffspezies gebildet werden, z.B. durch Aktivierung der
NAD(P)H-Oxidase in Endothelzellen (168) (169). Bestandteile von OxLDL, das
Lysophosphatidylcholin (LPC), aktivieren die Proteinkinase C und Erhdhen lber

diesen Signalweg die Superoxidanionenkonzentration (170).

Die Rolle von OxLDL an glatten Muskelzellen ist nicht ganzlich geklart. Dass
hypercholesterinamische Kaninchen eine verminderte Vasodilatation auf
Acetylcholin zeigen, konnten Galle et al. zeigen (171). Die erhéhte Anwesenheit
reaktiver Sauerstoffspezies scheint eine sinnvolle Erkldrung zu sein. Ebenso
fuhrt OxLDL an isolierten GefaBen zu einer verminderten Vasodilatation auf
Acetylcholin, ruft jedoch an deendothelialisierten GefaBen eine Vasokonstriktion
hervor und potenziert die durch andere Agonisten bewirkte Vasokonstriktion
(172) (173) (174).
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1.7 Fragestellung der Arbeit

Hat OxLDL eine Wirkung auf die Angiotensin II-vermittelte Vasokonstriktion
durch eine Ca2+-Sensitivierung, indem der RhoA-/Rho-Kinase-

Signaltransduktionsweg beeinflusst wird?

Zunachst wird untersucht, ob Angiotensin II oder andere Konstriktoren einen
Einfluss auf die Dilatationsfahigkeit isolierter Kaninchenarterien besitzen, wenn
diese Uiber mehrere Stunden einer hohen Substanzkonzentration ausgesetzt
sind. Weiter wird versucht, durch selektive Ausschaltung antioxidativer
Systeme, den oxidativen Stress im Modell zu erhéhen und so einen Effekt auf
die Dilatationsfahigkeit zu registrieren. Diese Vorversuche dienen zur Klarung

der Frage, welche Rolle der oxidative Stre3 im verwendeten Modell spielt.

Es soll dann, ausgehend von den Arbeiten von Bolz, Galle, Pohl et al. (175), an
isolierten Kaninchenarterien versucht werden, mit bekannten
pharmakologischen Inhibitoren des Rho-/Rho-Kinase-Transduktionsweges, die

OxLDL-vermittelte GefaBantwort zu beeinflussen.

Vergleichend hierzu werden pharmakologische Inhibitoren anderer Signalwege,
die eine Ca®*-Sensitivierung bewirken, eingesetzt. Entfaltet OXLDL seine
Wirkung auf die Angiotensin II-vermittelte Konstriktion Uber die Proteinkinase C

oder die Myosin-Leichtketten-Phosphatase?

Parallel zu den OxLDL-vermittelten GefaBantworten wird die LPC-vermittelte
GefaBantwort isolierter Kaninchenarterien untersucht mit der Frage, ob LPC die

OxLDL-vermittelten Effekte in diesem Modell ebenso hervorrufen kann.
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2. Material und Methoden

2.1 Reagenzien und Gerate

2.1.1 Chemikalien und Pharmaka

Angiotensin II, Acetylcholin, L-Phenylephrin, Ethylen-diamin-Tetraacetylsaure,
NC-nitro-L-Arginin, Butyl-hydroxy-Toluen, Dimethylsulfoxid,
Kaliumpyrophosphat, Deferoxamin (Desferrioxamin-mesylat), DDC (Diethyl-
Dithiocarbamat) und Hepes wurden von der Firma Sigma, (Mlinchen,
Deutschland) bezogen.

Ethanol wurde von der Firma J.T. Baker BV (Deventer, Niederlande) bezogen.
Wasserfreie (D+) Glucose, Calcium-Triplex®-Dihydrat, Natriumchlorid,
Kaliumchlorid, Calciumchlorid-Dihydrat, Magnesiumchlorid-Hexahydrat,
Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat, Magnesiumsulfat-Heptahydrat,
Brenztraubensaure-Natriumsalz, Dikaliumhydrogenphosphat-Trihydrat,
Kupfersulfat und Gentamicin (Refobacin®) wurden von der Firma Merck
(Darmstadt, Deutschland) bezogen.

PBS wurde von der Firma PAA Laboratories GmbH, Célbe, Deutschland,
bezogen.

Natriumhydrogencarbonat und Kaliumdihydrogenphosphat wurden von der
Firma Riedel-de Haen (Seelze Deutschland) bezogen und die Pharmaka
Chloramphenicol (Paramyxin®) von der Firma Boehringer (Mannheim,
Deutschland), Aprotinin (Trasylol®) von der Firma Bayer (Leverkusen,
Deutschland), Felodipin von der Firma Astra Chemicals (Wedel, Deutschland),
Losartan von der Firma Merck, Sharp & Dome (Mlinchen, Deutschland),
Quinapril von der Firma Gddecke AG (Freiburg, Deutschland) und Y27632 ((+)-
(R)-trans-4-(1-aminoethyl)-N-(4-pyridyl)) wurde freundlicherweise von der
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Firma Yoshitomi Pharmaceutical Industries, Ltd (Osaka, Japan) zur Verfiigung

gestellt.

FCS und RPMI wurden von der Firma Biochrom AG seromed®, Berlin,

Deutschland, bezogen.

Carbogen-Gas wurde von der Firma Tyczka-Industriegase (Mannheim,

Deutschland) bezogen.

2.1.2 Losungen

2.1.2.1 Prdparations- und Transportpuffer
Unmittelbar nach Entnahme der GefaBe wurden diese mit einer Tyrode
durchspiilt, in dieser zum Labor transportiert und in dieser dort prapariert. Die

Zusammensetzung der Tyrode war:

NaCl 132 mmol/I, KCI 4,0 mmol/l, CaCl,-2H,0 1,6 mmol/l, MgCI-6H,0 1,0
mmol/l, NaH,PO4-2H,0 11,9 mmol/l, NaHCO; 36,0 mmol/l, Ca**-Triplex® 0,05

mmol/l, Glucose 5 mmol/I

2.1.2.2 Perfusionspuffer

Im Organbad wurden die GefdaBe mit einem Puffer perfundiert, der durch
Carbogen-Gas-Insufflation auf einen pH-Wert von 7,35 eingestellt worden war.
Wahrend des Versuchs wurde das Perfusat ununterbrochen mit einem
Sauerstoff/Carbogen-Gasgemisch begast (95% 0O,, 5% CO,). Der Puffer hatte

die Zusammensetzung:

CaCl(2H,0) 1,87 mmol/l, KCI 2,6 mmol/l, MgCl(6H,0) 0,5 mmol/l, NaCl 137
mmol/l, N-2-hydroxyethylpiperazine-N-2-ethane-sulfonic acid (Hepes) 9,1

mmol/I, Glucose 2,8 mmol/l, NaH,PO4 0,35 mmol/I

2.1.2.3 Antioxidationspuffer fiir Frischplasma
Der Antioxidationspuffer besteht aus EDTA als Antioxidans, Aprotinin als
Proteasehemmer und den Antibiotika Gentamycin und Chloramphenicol in

folgender Zusammensetzung:
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EDTA 200 mmol/I, NaCl 300 mmol/Il, Aprotinin 10 IE/ml, Gentamycin 40 mg/ml,
Chloramphenicol 200mg/ml

2.1.2.4 Inkubationspuffer (RPMI)

Fir Inkubationen wurden die GefdBe in RPMI-Puffer fir mehrere Stunden
gelegt. Der RPMI-Puffer, benannt nach dem Institut der Entwickler (Roswell
Park Memorial Institute, Buffalo, NY, USA), war serumfrei und mit Phenolrot als

pH-Indikator versetzt.

2.1.3 Gerateliste und Verbrauchsmaterial

Lichtmikroskop Firma Zeiss, Deutschland

Thermostat Typ F1/D, Firma Haake, Deutschland

Rollenpumpe Typ IPC und Schldauche, Firma Ismatec, Deutschland
GlasgefaBe Firma Kummer, Freiburg, Deutschland

Force Transducer F30 Typ 372, Firma HSE Hugo Sachs Elektronik, Deutschland
Dreikanalschreiber Typ R-63, Firma Rikadenki, Freiburg, Deutschland
Organbad, Firma HSE Hugo Sachs Elektronik, Deutschland

pH-Meter CG 825, Firma Schott, Mainz, Deutschland

Ultrazentrifuge Optima Beckman, Fullerton, USA

Zentrifugenréhrchen Beckman Quick SealTM 36ml, Fullerton, USA
Dialyseschlduche Spectra/por® 6 membran, Spectrum Laboratori Products,
Houston, USA

Millipore-Filter Centrifugal Ultrafree®-20 Firma Millipore Co., Bedford, USA
Brutschrank Heraeus instruments GmbH, Hanau, Deutschland

Six-wells, 96er-wells, Kryotubes NUNC GmbH & Co. KG, Wiesbaden,
Deutschland

Spektralphotometer Lambda 12, Firma Perkin-Elmer GmbH

Agarosegel Lipidophor Firma Immuno, Heidelberg, Deutschland
Eppendorf-Caps, Firma Eppendorf, Deutschland

Einwegspritzen, Firma Braun, Deutschland

Einwegkantilen, Firma Braun, Deutschland
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2.2 Isolation und Oxidation von LDL

2.2.1 Isolation von LDL

LDL wurde gewonnen aus gepooltem Plasma von gesunden Spendern aus der
lokalen Blutbank der Universitatsklinik Wiirzburg. LDL wurde wahrend der
Arbeiten alle 2 Wochen neu gewonnen. Galle und Wanner haben die Schritte
zur Praparation von LDL und OxLDL u.a. 1998 beschrieben (176):

Zunachst wird dem frischen Plasma als Schutz vor unkontrollierter Oxidation,
Proteolyse oder Endotoxin- und Bakterienkontamination der

Antioxidationspuffer (s. 2.1.2.3) zugesetzt.
Es folgen dann drei Zentrifugationsschritte:

Zuerst wird mit Kaliumbromid die Dichte aus 1,063 g/ml justiert und ftir 8
Stunden bei 4°C und 20.000 U/min zentrifugiert. Von den dann vorhandenen
drei Phasen wird die oberste Phase (Dichte ca. 1,055 g/ml) abgetrennt und

erneut mit Kaliumbromid auf eine Dichte justiert von nun 1,04 g/ml.

Der zweite Zentrifugationsschritt, wiederum bei 4°C und 20.000 U/min, dauert
3 Stunden und trennt das LDL in der einen Phase von den VLDL und

Chylomikronen in der anderen.

In einem dritten Zetrifugationsschritt gelingt die noch notwendige
Konzentrierung des LDL, indem das bisher gewonnene LDL auf Millipore-Filter
mit einer PorengrdBe von 10.000 Dalton aufgetragen wird und bei 4°C und

15.000 U/min fir eine Stunde zentrifugiert wird.

2.2.2 Oxidation von LDL zu OxLDL durch CuSO4

Um eine Oxidation erzielen zu kénnen, muss in einem ersten Schritt das im
zugesetzten Antioxidationspuffer (s. 2.1.2.3) enthaltene EDTA entfernt werden.

Dies gelingt durch Dialyse. Das gewonnene LDL wird in einem Dialyseschlauch
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mit einer PorengréBe von 50 kD fiir 24 Stunden bei 4°C gegen einen

sterilisierten Kaliumphosphatpuffer (KPP) im Verhaltnis 1:500 dialysiert.

Der nun folgende Oxidationsschritt wird erzielt, indem eine weitere Dialyse fur
30 Stunden bei 23°C folgt, wiederum gegen einen sterilisierten
Kaliumphosphatpuffer, dem jedoch Kupfersulfat (CuSO4) in einer Konzentration

von 10umol/I beigesetzt ist.

AbschlieBend wird eine dritte Dialyse mit dem Ziel durchgefiihrt, das CuSO4
wieder zu eliminieren und weitere Oxidationen zu verhindern, indem fiir 48
Stunden bei 4°C gegen einen Kaliumphosphatpuffer dialysiert wird, dem EDTA

in einer Konzentration von 200umol/l beigesetzt wurde.

2.2.3 Analyse des Oxidationsgrades und Proteingehalts

Aufgrund der héheren negativen elektrischen Ladung von OxLDL (177) kann
der Grad der Oxidation quantitativ bestimmt werden durch die relative Mobilitat
in der Agarose-Gel-Elektrophorese. Im Vergleich zu nLDL als Vergleichsindex ist
OxLDL 2,5- bis 3-fach mobiler.

Die Bestimmung des Proteingehaltes erfolgt nach der Methode von Lowry
(178).

2.3 Praparation des C3-ahnlichen Exotoxins

C3-ahnliche Transferasen, wie das in dieser Arbeit eingesetzte C3-ahnliche
Exoenzym von Clostridium limosum (C3), inaktivieren RhoA durch eine ADP-
Ribosylierung (179).

Das Exotoxin C2 von Clostridium botulinum ist ein bindres Toxin. Die
Untereinheit C2I ist die intrazellular wirksame Komponente und die Untereinheit
C2I1Ia bildet eine Pore in der Zellwand, durch die C2I nach intrazellular
geschleust wird. C2I ist insofern Ligand von C2IIa (180). Anstelle von C2I
kdnnen verschiedene Liganden durch C2IIa in Zellen eingeschleust werden
(181).
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Um zu ermdglichen, dass das C3 in die Zellen der untersuchten GefaBe
aufgenommen wird, wurde ein Fusionsprotein konstruiert, exprimiert und
gereinigt (94), das aus der Bindungskomponente des C2I-Toxins von
Clostridium botulinum (C2IN) besteht und dem C3-dhnlichen Exoenzym von

Clostridium limosum (in dieser Arbeit C3 genannt) (182).

C2IIa ist ein Heptamer und bildet die Pore in der Zellwand, liber die C2I in die
Zelle geschleust wird. C2I wird jedoch ersetzt durch das Fusionsprotein,
welches aus dem N-terminalen Ende von C2I (C2IN) besteht, das mit C2IIa
interagiert, und aus C3, das intrazelluldr RhoA durch ADP-Ribolysierung
inhibieren kann (179) (183).

C21 Exotoxin
Clostridium botulinum

C3-like Transferase
Clostridium limosum

Jw—

S
\
__-— : Fusionstoxin C2IN/C3
—
L
ak'k\on“\\"-(‘l\\a
e (_.1\“

Abbildung 7: Bildung des Fusionstoxins (C2IN/C3) aus dem Exotoxin C2I
von Clostridium botulinum, vom dem die Aminosequenz 1-225 als N-
terminales Ende abgespalten wird (C2IN), und dem C3-ahnlichen Exotoxin
(C3) von Clostridium limosum
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Abbildung 8: C2IIa bildet ein Heptamer, das eine Pore fiir das Fusionstoxin
C2IN/C3 in die Zellwand eukaryonter Zellen darstellt. Intrazelluldr kann
C2IN/C3 die Inhibition von RhoA bewirken. C2I1a hat keinen Effekt auf die
RhoA-Aktivitat. C2IN/C3 besitzt nur intrazellular einen Effekt auf RhoA und
kann die Zellwand nicht ohne das C2I1a-Heptamer iiberwinden.

2.4 GefaBpraparation

2.4.1 Versuchstiere

Die GefaBe wurden Chinchilla Bastarden entnommen. Diese waren 2-3 Monate
alt und wogen 2,0 bis 2,5kg. Es wurde keine Selektion nach Geschlecht

vorgenommen.

Die Chinchilla Bastarde wurden von der Charles River Deutschland GmbH
bezogen und bis zur Organentnahme artgerecht im Tierstall des Instituts flir

Pharmakologie und Toxikologie der Universitat Wiirzburg gehalten.

Die Entnahme der GefaBe erfolgte unter strikter Einhaltung des Deutschen
Tierschutzgesetzes (TierSchG) nach §6 Abs. 1 Satz 4, sowie §§ 8b, 9 Abs. 1
Satz 1, 3 und 4.

28



Die Erlaubnis von der Regierung von Unterfranken zur Entnahme von Aorten,

Femoral- u. Nierenarterien aus Kaninchen nach Tétung in Narkose lag vor.

2.4.1 Entnahme der Aorta thoracalis

Nach Totung des Tieres wurde der Thorax Uiber einen Medianschnitt und
parasternaler Langsthoracotomie erdffnet. Nach Kollabieren des linken
Lungenfliigels wurde die Aorta dargestellt. Unmittelbar distal des Aortenbogens
und oberhalb des Diaphragmas wurde das GefaB in situ abgesetzt und
umgehend mit der Praparationstyrode (s. 2.1.2.1) durchgespiilt um die
Freisetzung von vasoaktiven Substanzen aus dem Blut bei Stase und
intravasaler Koagulation zu verhindern. Die Aorta thoracalis wurde dann mit
dem adventitiellen Gewebe exzidiert und in der Tyrode ins Labor zur

Praparation gebracht.

2.4.2 Praparation der Aortenringe

Unter dem Lichtmikroskop wurde der enthnommene Gewebeblock in der
Praparationstyrode mit Mikroinstrumenten so prapariert, dass das umgebende
Fett- und Bindegewebe von der Aorta thoracalis abgetrennt wurde. Das
proximale und distale Ende wurde auf ca. 3mm abgetrennt. Durch die
Praparation verletzte GefaBabschnitte wurden ebenso verworfen. Die thorakale
Aorta wurde dann mit dem Skalpell quer in 3-4mm breite Ringe geschnitten und

in frischer Praparationstyrode bis zum jeweiligen Versuch bei 4°C aufbewahrt.

2.4.3 Deendothelialisierung

Fiir einen Teil der Versuche wurden deendothelialisierte GefaBe bendtigt. Erst
unmittelbar vor dem Einsetzen des Aortenrings in das Organbad erfolgte das
Entfernen des Endothels in einem mechanischen Schritt, indem die Innenseite
der GefaBe nach auBen gedreht wurden und der Ring dann vorsichtig iber
einem Zellstoffpapier gerieben wurde. Zellreste des Endothels wurden
abschlieBend vollstéandig durch Waschung des GefaBes in Praparationstyrode

entfernt. Die Innenseite wurde wieder nach innen gedreht. Dieser schon von
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Furchgott beschriebene mechanische Schritt fiihrt zu einer zuverlassigen und

vollstandigen Deendothelialisierung (110).

2.4.4 Zeitablauf

Da flir die Endothelfunktion die Abwesenheit von Endothel-schadigenden
Substanzen und Zustanden von entscheidender Bedeutung sind, wurden die
Aorten den Tieren am Versuchstag entnommen und dabei schon in situ
durchgespiilt. Unmittelbar danach erfolgte der Transport ins Labor und dort die
Praparation der Aortenringe. Die Versuche ohne Vorinkubation fanden binnen 3-
10 Stunden nach Aortenentnahme noch am selben Tag statt. Vorinkubationen

verlangerten die Zeitspanne bis maximal 30 Stunden.

2.5 Organbad

Die Aortenringe wurde in ein Organbad mit einem Volumen von ca. 2ml
zwischen zwei rigiden Metallhaken eingebracht. Wahrend der eine Haken fest
mit der Wand des Organbades verbunden war, vermittelte der andere Haken
die sich entwickelnde Kraft an den Kraftmesser (Force Transducer F30 Typ 372,
Firma HSE Hugo Sachs Elektronik, Deutschland).

Die in dem Organbad befindliche Pufferlésung (s. 2.1.2.2) wurde mit Carbogen
(95% 0Oy, 5% CO;) kontinuierlich begast. Ein Warmesystem hielt die

Temperatur konstant bei 37°C.

Durch Rollenpumpen wurde eine konstante Flussrate von 30 ml/min hergestellt.
Dadurch wurde eine schnelle Verteilung hinzugefiigter Substanzen oder

Pharmaka erreicht.
Es waren zwei Arten der Perfusion mdglich.

2.5.1 Perfusion im offenen System

Im offenen System wird der Perfusionspuffer aus dem Reservoir (in Abbildung 7
mit (a) markiert) durch eine Rollenpumpe in das Organbad beférdert und

gelangt aus dem diesem in einen Ausgussbehalter. Das offene System wurde
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zum Auswaschen der GefaBe und Eliminieren von Substanzen verwendet (wash

out).
2.5.2 Perfusion im geschlossenen System (Zirkulation)

Im geschlossenen System wird durch die Rollenpumpen ein konstantes
Volumen von 10ml zur Zirkulation gebracht. Dadurch kann eine Zugabe von
Substanzen und Pharmaka in das bekannte Volumen mit gewlinschter

Konzentration erfolgen.

G st Pha rmaka \ L

Signal-
Verstarker

-

Zirkulierendes
Volumen {10ml)

é 3% ’
8 @
95% 0,, 5% CO,

2-Wege-Schreiber

Abbildung 9: In dem Organbad ist das zu untersuchende Gefaf (b) als
ringformiges GefaBsegment zwischen zwei Haken aufgespannt, von denen
der eine an einen Kraftaufnehmer (Force Transducer F30 Typ 372, Firma HSE
Hugo Sachs Elektronik, Deutschland) angeschlossen ist. Im Organbad wird
das GefaB3 mit dem Perfusat (s. 2.1.2.2), das kontinuierlich begast (95% O,
5% CO,) wird, umspiilt. In das dann auf Zirkulation eingestellte Volumen
werden dann die Substanzen und Pharmaka mittels Eppendorfpipetten
eingebracht. Das Signal der Kraftentfaltung wird iiber einen Verstarker an
den 2-Wege-Schreiber (Dreikanalschreiber Typ R-63, Firma Rikadenki,
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Freiburg, Deutschland) iibertragen. Es wurden parallel 3 isolierte
Organbader betrieben.

2.6 Versuchsdurchfiihrung

2.6.1 Grundprinzipien der Versuche

Flir die Arbeiten standen drei verschiedene, voneinander unabhangige
Organbader zur Verfiigung, so dass jeweils ein Aortenring als Kontrollgefal
behandelt werden konnte und die beiden anderen simultan zur Kontrolle als zu

untersuchende Gefalle.

Vor jedem Versuch wurden die drei Kraftaufnehmer mit Hilfe von Eichgewichten

justiert.

Nach Einbringen der Aortenringe zwischen die Haken in das mit dem
Perfusionspuffer (s. 2.1.2.2) gefiillte Organbadsystem wurde stets als erstes
eine Vorspannung von 20 N (= 2000mg) angelegt, indem die Grob- und
Feinjustierung des Kraftaufnehmers die Distanz zwischen den Haken
vergroBerte. Auf jede passive Dehnung reagierten die Aortenringe mit einer
relativen Relaxation. Samtliche Aortenringe wurden mit der Vorspannung von
2000mg versehen, die Uber einen Zeitraum von mindestens 30min konstant
blieb.

Wenn Substanzen oder Pharmaka eliminiert werden sollten, wurde im Rahmen
eines Waschvorgangs (wash out) im offenen System (s. 2.5.1) das Organbad (2
ml Volumen) mit dem Perfusionspuffer fir 15 Minuten perfundiert, was bei
einer eingestellten erhdhten Perfusionsgeschwindigkeit von 150ml/min einem

Waschvolumen von ca. 2250ml entspricht.

Die Calciumkonzentration des Perfusats wurde wahrend der Versuche nicht

verandert.
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2.6.2 Vorinkubationen im Brutschrank

Wenn die Aortenringe mit verschiedenen Substanzen vorbehandelt werden
mussten, wurden sie vor dem Einbringen ins Organbad in den RPMI-Ruffer (s.
2.1.2.4) eingebracht und bei 37°C unter 5% CO,-Athmosphare im Brutschrank
(Heraeus instruments GmbH, Hanau, Deutschland) fiir die erforderliche Zeit
inkubiert. Die Substanzen, deren Effekt untersucht werden sollten, wurden im

RPMI-Puffer in Loésung gebracht.

2.6.3 Vasokonstriktion

Nach Anlegen einer konstanten Vorspannung von 2000mg tber 30 Minuten
wurden die Aortenringe im geschlossenen System mit verschiedenen
Substanzen und Pharmaka zur Vasokonstriktion gebracht. Als potente
Vasokonstriktoren wurden Angiotensin II (Ang II) und Phenylephrin (PE)

eingesetzt.

2.6.4 Vor- und Ko-Inkubationen im Organbad

Da das zirkulierende Volumen mit 10ml bekannt war, konnten im Organbad die
Aortenringe mit Substanzen und Pharmaka in gewtinschter Konzentration
inkubiert werden, entweder vor oder nach dem Hervorrufen einer
Vasokonstriktion durch Ang II oder PE, jedoch stets nach Anlage der
Vorspannung von 2000mg. Als Medium flir diese Inkubationen diente der

Perfusionspuffer (s. 2.1.2.2).

2.6.5 Acetylcholin-Dosis-Wirkungs-Kurven (Ach-DWK)

Acetylcholin ist am GefaB mit intaktem Endothel ein potenter Vasodilatator
(110). Deendothelialisierte GefaBe reagieren auf Acetylcholin mit
Vasokonstriktion. Im geschlossenen System kann eine Acetylcholin-Dosis-
Wirkungskurve (Ach-DWK) fiir einen Endothel-tragenden Aortenring nach durch
ansteigende Konzentrationen von Acetylcholin von 1¥10°M bis 3*10°M erstellt

werden, nachdem zuvor eine Vasokonstriktion angelegt wurde. Eine
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vollstdndige Relaxation kann durch die Gabe des NO-Donors Nitroprussid-Na®*

(SNP) erzielt werden.

Die jeweilige Relaxation durch eine bestimmte Dosis Acetylcholin wurde als
Prozentwert von der vollstandigen, durch SNP erzielten Vasodilatation

angegeben.

2.7 Einzelne Versuche

2.7.1 Vergleiche der Ach-DWK nach Vorinkubationen mit Ang II oder
PE

Es wurden zundchst Aortenringe im Brutschrank fur 6 Stunden inkubiert und
entweder mit hohen Konzentrationen von Ang II oder PE oder als Kontrolle
behandelt. Wahrend der letzten 30 Minuten wurde DDC als SOD-Inhibitor

zugegeben.

In weiteren Versuchen wurden allen Aortenringen wahrend der Inkubation

zusatzlich EDTA, Deferoxamin oder nLDL zugegeben.

AnschlieBend wurden die Aortenringen im Organbad mit PE zur Kontraktion
gebracht und eine Ach-DWK erstellt.

2.7.2 Vergleiche der Ach-DWK nach Vorinkubation mit OxLDL und Ang

11

Aortenringe wurden im Brutschrank flir 90 Minuten inkubiert und entweder mit
OxLDL oder mit der Kombination aus OxLDL und Ang II oder als Kontrolle
behandelt.

AnschlieBend wurden die Aortenringen im Organbad mit PE zur Kontraktion
gebracht und eine Ach-DWK erstellt.

34



2.7.3 Effekt der OxLDL-Koinkubation auf die Vasokonstriktion durch
Ang 11

Ang II ist ein hochpotenter Vasokonstriktor. Bereits in Konzentrationen von
1*¥107MM sind GefaBkontraktionen zu beobachten. In einer
Schwellenkonzentration von 3*10°M ist durch Ang II eine signifikante, aber

leichte Vasokonstriktion an den Aortenringen zu beobachten.

Es wurde nach Anlegen dieser Vasokonstriktion dann OxLDL in das
geschlossene System inkubiert und der Effekt gemessen im Vergleich zur

Kontrolle.

2.7.4 Effekt der LPC-Koinkubation auf die Vasokonstriktion durch Ang
II

Analog zu dem Versuch in 2.7.3 wurde anstelle des OxLDL
Lysophosphatidylcholin (LPC) in das geschlossene System pipettiert und der
Effekt gemessen. LPC ist ein Bestandteil des OxLDL

2.7.5 Effekt der CalyA-Koinkubation auf die Vasokonstriktion durch
Ang 11

Calyculin A (CalyA) inhibiert die Myosin-Leichtketten-Phosphatase. Es wurde an
Aortenringen eine Kontraktion durch eine Ang II-Schwellenkonzentration

angelegt. Danach wurde CalyA zugegeben.

2.7.6 Effekt der CalyA-Koinkubation auf die Vasokonstriktion durch
OxLDL

An Aortenringen wurde eine Kontraktion durch eine Ang II-
Schwellenkonzentration angelegt. Wie unter 2.7.3 beschrieben wurde dann
OxLDL in das System pipettiert. Nach voller Entfaltung des OxLDL-Effekts wurde
anschlieBend CalyA in das System pipettiert und der zusatzliche Effekt
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gemessen. In einem anderen Versuch wurde nach der Ang II-Applikation zuerst

CalyA in die Zirkulation gebracht und dann OxLDL hinzugegeben.

2.7.7 Effekt durch Inhibition der PKC durch Vor-Inkubation mit
Staurosporin

Aortenringe wurden durch eine Schwellenkonzentration Ang II als Kontrolle
oder mit Ang II und OxLDL im Organbad behandelt. Nach voller Entfaltung des
OxLDL-Effektes wurde der Proteinkinase C-Inhibitor Staurosporin in
unterschiedlichen Konzentrationen fiir 30min in das Organbad pipettiert und der
Effekt registriert.

2.7.8 Effekt durch Inhibition von RhoA durch Vor-Inkubation mit C3

Zunachst wurden die Aortenringe im Brutschrank 4,5 Stunden vorinkubiert mit
entweder C2IIa oder mit C2IN/C3 oder mit beiden Komponenten C2IIa und
C2IN/C3. Dabei dienen die Inkubationen mit C2IIa oder C2IN/C3 als Kontrolle,
da hier keine RhoA-Inhibition erfolgen kann, da die wirksame Komponente
C2IN/C3 nicht in die Zelle gelangt ohne die das C2IIa-Heptamer.

Es wurde nach den Vorinkubationen im Brutschrank der Effekt an Aortenringen
im Organbad untersucht, die durch Ang II oder die Ko-Inkubation von Ang II
und OxLDL, beziehungsweise Ang II und LPC, behandelt wurden.

2.7.9 Effekt durch Inhibition der RhoA-Kinase durch Y27632

Im Organbad wurden Aortenringe durch Ang II und OxLDL oder LPC behandelt.
Es wurde dann versucht, den dadurch hervorgerufenen Effekt im geschlossenen
System durch Ko-Inkubation mit dem spezifischen RhoA-Kinase-Inhibitor
Y27632 zu beeinflussen.

2.8 Analyse und statistische Auswertung

Die Kraftentwicklung wurde vom Kraftaufnehmer (iber den Signalverstarker an

den 2-Wege-Schreiber (Y-t-Schreiber, Y = Kraftentfaltung in N bzw. mg, t =
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Zeit bei konstantem Papiervorschub) libertragen und auf einem Papierbogen

registriert.

2.8.1 Analyse der Vasomotorik

Der Ruhetonus nach Anlage der Vorspannung wurde als base-line genommen

fur sich entwickelnde Vasokonstriktionen.
Vasokonstriktionen (contractile response) wurden angegeben in mg.

Vasodilatationen, hervorgerufen durch Ach, wurden als Prozentwert der
maximalen Dilatation durch Nitroprussid-Na™ (SNP) in einer Konzentrationn von

3*10°M angegeben.
2.8.2 Statistische Verfahren

Die folgenden Diagramme, sowohl Balken- wie Kurvendiagramme, geben den
arithmetischen Mittelwert (Mean) wieder. Der Standardfehler (standard error of

the mean, SEM) ist in jedem Diagramm als vertikaler Balken eingefiigt worden.

Der Standardfehler berechnet sich nach der Formel: ga = % , wobei o, der

Standardfehler ist, o die Standardabweichung (standard deviation, SD) und n

der Stichprobenumfang.

Da gepaarte Stichproben vorlagen, wurde der student’s-t-test durchgefiihrt, um
einen signifikanten Unterschied in der Stichprobenverteilung zu untersuchen.
Dabei wurde das Erreichen einer statistischen Signifikanz (Signifikanzniveau)
durch ein p>0,05 definiert und durch ein Asterisk (*) im Diagramm

gekennzeichnet.

Fir wiederholte Messungen wurde das ANOVA-Verfahren (analysis of variance)
als univariante Varianzanalyse verwendet, um die Zulassigkeit der Anwendung

der student’s-t-Tests zum paarweisen Einzelvergleich zu beweisen.
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3. Ergebnisse

3.1 Effekt der Vorinkubation mit Ang II und PE auf die Ach-DWK

3.1.1 Vergleich der Ach-DWK nach Vorinkubation mit Ang II oder PE

Zunachst wurden Aortenringe im Brutschrank liber 4,5 Stunden vorinkubiert.
Die zu vergleichenden Gruppen waren die Kontrollgruppe mit einer Behandlung
in reinen RPMI-Puffer, die Ang II-Gruppe mit einer Ang II -Konzentration von
1*10° M und die PE-Gruppe mit einer PE-Konzentration von 1*¥10° M.
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Abbildung 10: Dosis-Wirkungskurve fiir Ach nach Vor-Inkubation mit
entweder Ang II (1*¥10-6 M), PE (1*10-6 M) oder reinem Puffer fiir 4,5
Stunden. Zusatz von DDC fiir die letzten 30min bei allen Gruppen zur
Inhibition der Superoxid-Dismutase. Es zeigt sich keine signifikante
Unterscheidung zwischen den Gruppen; n=12; exemplarisch: p=0,85 bei
Cach=1*%10"7M zwischen Ang II und PE

Die letzten 30 Minuten wurde zusatzlich allen GefaBen der SOD-Inhibitor DDC in
einer Konzentration von 10mM zugegeben. AnschlieBend wurden alle GefaBe
mit PE (3*%10® M) zur Kontraktion gebracht.

Bei der Ach-DWK gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen den 3

Gruppen.
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3.1.2 Behandlung mit EDTA ruft keinen Unterschied hervor

Eine zusétzliche Applikation von EDTA (Ceota=1*10°M) in den RPMI-Puffer bei
allen GefaBen wahrend der 4,5 Stunden Inkubationszeit, ruft keine
Unterschiede in der Ach-DWK hervor.
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Abbildung 11: Dosis-Wirkungskurve fiir Ach nach Vor-Inkubation mit EDTA
(1*10°°M) und entweder Ang II (1*10-6 M), PE (1*10-6 M) oder reinem
Puffer fiir 4,5 Stunden. Zusatz von DDC fiir die letzten 30min bei allen
Gruppen zur Inhibition der Superoxid-Dismutase. Es zeigt sich keine
signifikante Unterscheidung zwischen den Gruppen; n=4, exemplarisch:
p=0,24 bei Coc,=3*10"°M zwischen Kontrolle und PE
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3.1.3 Behandlung mit Deferoxamin ruft keinen Unterschied hervor

Eine zusatzliche Applikation von Deferoxamin (Ceeferoxamine=1*10°M) in den
RPMI-Puffer bei allen GefaBen wahrend der 4,5 Stunden Inkubationszeit, ruft

keine Unterschiede in der Ach-DWK hervor.
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Abbildung 12: Dosis-Wirkungskurve fiir Ach nach Vor-Inkubation mit
Deferoxamin (1*10°M) und entweder Ang II (1*10-6 M), PE (1*10-6 M)
oder reinem Puffer fiir 4,5 Stunden. Zusatz von DDC fiir die letzten 30min
bei allen Gruppen zur Inhibition der Superoxid-Dismutase. Es zeigt sich
keine signifikante Unterscheidung zwischen den Gruppen; n=7,
exemplarisch: p=0,16 bei C,.,=3*10"°M zwischen Kontrolle und Ang I1I

42



3.1.4 Behandlung mit nLDL ruft keinen Unterschied hervor

Eine zusatzliche Applikation von nLDL (cn.pr=100 pg/ml) in den RPMI-Puffer bei
allen GefaBen wahrend der 14 Stunden Inkubationszeit, ruft keine Unterschiede
in der Ach-DWK hervor.
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Abbildung 13: Dosis-Wirkungskurve fiir Ach nach Vor-Inkubation mit nLDL
(Coo=100pg/ml) und entweder Ang II (1*10-6 M), PE (1*10-6 M) oder
reinem Puffer fiir 14 Stunden. Zusatz von DDC fiir die letzten 30min bei allen
Gruppen zur Inhibition der Superoxid-Dismutase. Es zeigt sich keine
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signifikante Unterscheidung zwischen den Gruppen; n=6, exemplarisch:
p=0,14 zwischen Ang II und Kontrolle bei cpc,=1*10"M

3.2 Effekt der Vorinkubation mit OxLDL und Ang II auf die Ach-

DWK

Eine Inkubation ber 90 Minuten mit OXLDL (Coxp.=100ug/ml) oder der
Kombination von OXLDL (Coy.p.=100ug/ml) und Ang II (1*10°M) ruft eine
signifikante Herabsetzung der Dilatationswirkung von Ach hervor im Vergleich
zur unbehandelten Kontrollgruppe, jedoch nicht im direkten Vergleich

zueinander.
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Abbildung 14: Dosis-Wirkungskurve fiir Ach nach Vor-Inkubation mit OxLDL
(100pg/ml) , OXLDL (100pg/ml) und Ang II (1*10-6 M) oder reinem Puffer
fiir 90 Minuten. Es zeigt sich eine signifikante Herabsetzung der
Acetylcholin-vermittelten Vasodilatation fiir die mit OxLDL behandelten
Aortenringe; n=8, p<0,05 fiir OxLDL gegeniiber Kontrolle und OxLDL und
Ang II gegeniiber Kontrolle (Asterisk 1 und 2). Eine zusatzliche Gabe von
Ang II kann den OxLDL-Effekt nicht beeinflussen; n=4, p=0,92 fiir OxLDL
gegeniiber OxLDL und Ang II

3.3 Effekt von OxLDL auf die Vasokonstriktion durch Ang II

3.3.1 Versuche an Endothel-intakten GefafB3en

Ang II I8st in einer Schwellenkonzentration von 3*10°M eine leichte
Vasokonstriktion aus. In den folgenden Versuchen wurden Aortenringe mit
dieser Schwellenkonzentration Ang II behandelt, so dass eine konstante
Konstriktion entstand. Auf diese vorkonstringierten GefaBBe wurde im

geschlossenen System OXLDL hinzugegeben.

OxLDL potenziert die durch Ang II vermittelte Vasokonstriktion.
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Abbildung 15: OxLDL (100ug/ml) verursacht keine Konstriktion. Ang II
wurde in der Schwellenkonzentration von 3*10'°M appliziert, so dass eine
leichte Konstriktion hervorgerufen wurde. Diese Konstriktion wird durch
additive Gabe von OxLDL potenziert (Asterisk 1); n=6, p=0,021 zwischen
Ang II allein gegeniiber OxLDL mit Ang II zusammen.

3.3.2 Versuche an deendothelialisierten GefaB3en

Nach Deendothelialisierung wurden die Aortenringe analog zu 3.3.1 mit Ang II
und OxLDL behandelt. OXLDL potenziert die durch Ang II vermittelte

Vasokonstriktion auch an deendothelialisierten GefaBen.
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3.4 Effekt von LPC auf die Vasokonstriktion durch Ang II

Lysophosphatidylcholin ist ein Bestandteil von OxLDL. Um zu untersuchen, ob
LPC einen ahnlichen Effekt hat wie OxLDL, wurden Aortenringe mit einer
Schwellenkonzentration von Ang II (3*1071°M) behandelt und auf diesen Effekt
hin mit LPC (c.pc=100pg/ml) koinkubiert.

Auch LPC potenziert die durch Ang II vermittelte Vasokonstriktion.
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Abbildung 16: Ang II allein wurde in der Schwellenkonzentration von 3*10°
1M appliziert, so dass eine leichte Konstriktion hervorgerufen wurde. Diese
Konstriktion wird durch additive Gabe von LPC potenziert (Asterisk 1); n=7,
p<0,001
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3.5 Effekt von CalyA auf die Vasokonstriktion durch Ang II

Calyculin A (CalyA) ist ein Inhibitor der Myosin-Leichtkettenphosphatase. In
einer Konzentration von 1*10®M hat CalyA keinen signifikanten Effekt auf die

Vasokonstriktion, die durch Ang II in der Schwellenkonzentration verursacht

worden ist.
1000 -
800
o)
E
[
S 600
< |
o
S 400 - T
4
200
0 T T

Ang Il Ang Il + CalyA

Abbildung 17: Die Ko-Inkubation von CalyA (Ccaya=1%10"°M) hat keinen
signifikanten Effekt auf die Vasokonstriktion durch Ang II in einer
Schwellenkonzentration (3*10°M); n=6, p=0,31
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3.6 Effekt von CalyA auf die Vasokonstriktion durch OxLDL

Der nachste Schritt war die Untersuchung des CalyA-Effektes auf die Wirkung
von OxLDL.

CalyA (1*10M) schwécht den OxLDL-Effekt (100ug/ml) auf die
Vasokonstriktion von Ang II (3*107'°M) partiell ab. Der Effekt ist identisch,
wenn der Aortenring vor der OXLDL-Gabe oder nach der OxLDL-Gabe mit CalyA

uber 30 Minuten behandelt wird.

Angll (3*10-19M)
CalyA(1*10%M)

15min

Konstriktion

Zeit

Abbildung 18: Originalregistratur (schwarze Linie) mit deutlicher
Darstellung der leichten Konstriktion durch Ang II in der
Schwellenkonzentration. Nach Applikation von OxLDL kommt es zu einer
verstarkten Konstriktion, die wiederum nach Calyculin A — Gabe (30min)

partiell abgeschwacht wird
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Abbildung 19: An Aortenringen, die durch eine Schwellenkonzentration
(3*107°M) zur Konstriktion gebracht wurden, potenziert die Ko-Inkubation
mit OxLDL [100mg/ml) die Vasokonstriktion. Diese Wirkung wird durch
CalyA (1*10°®M) partiell inhibiert, sei es durch vorherige (Asterisk 1) oder
nachtragliche Ko-Inkubation (Asterisk 2) iiber 30 Minuten; n=6, p=0,02 fiir
Asterisk 1 und p=0,01 fiir Asterisk 2
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3.7 Effekt von Staurosporin auf die Vasokonstriktion durch Ang
II

Staurosporin (Stsp) ist ein nicht-selektiver Inhibitor der Proteinkinase C (PKC),
hemmt jedoch ein breites Spektrum von Kinasen, Tyrosinkinasen und Serin-
Threonin-Kinasen. Auf die mit einer Schwellenkonzentration (3*107'°M) von Ang
IT vorkonstringierten Aortenringe hatte Staurosporin eine dosisabhdngige,
partiell abschwachende Wirkung. Das Signifikanzniveau wurde erst bei einer
Staurosporinkonzentration von 1¥107M erreicht mit einer Abschwéachung der
Ang II — Konstriktion um 68,75% (Mean).
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Abbildung 20: Staurosporin reduziert die Konstriktion, die durch eine
Schwellenkonzentration (3*107°M) Ang II verursacht wurde. Eine
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signifikante Reduktion lag bei einer Staurosporinkonzentration cs, von
1*¥107M vor mit einer 68,75%igen Abschwichung der

Ang II — Wirkung; n=8, p=0,025 (Asterisk 1). Im Vergleich zwischen Ang II
alleine und der Koinkubation mit Staurosporin in einer Konzentration von
3*10°M wurde p=0,077 erreicht. Eine Erhéhung der Versuchszahl n kann
eventuell eine Signifikanz herausarbeiten, jedoch zeigt bereits die hier
aufgezeigte Tendenz, dass eine Inhibition der Proteinkinase C (und anderer
Kinasen) durch Staurosporin die Ang II — vermittelte Vasokonstriktion in
hoher Konzentration depletieren kann.
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3.8 Effekt von Staurosporin auf die Vasokonstriktion durch

OxLDL

Auf die mit einer Schwellenkonzentration (3*107°M) von Ang II und einer
Konzentration von 100ug/ml OxLDL konstringierten Aortenringe hatte
Staurosporin ebenfalls eine dosisabhangige, partiell abschwachende Wirkung.
Das Signifikanzniveau wurde jedoch bereits bei einer Staurosporinkonzentration
von 1*10®M erreicht. In der Konzentration von 1*10”M wurde die Wirkung um

92,35% (Mean) abgeschwacht.
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Abbildung 21: Staurosporin reduziert die Konstriktion, die durch eine
Schwellenkonzentration (3*107°M) Ang II und OxLDL (100ug/ml)
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verursacht wurde, signifikant (Asterisk 1 bis 3). Eine signifikante Reduktion
lag bereits vor bei einer Staurosporinkonzentration css, von 1¥102M . Bei
Cstsp=1%10-7M lag eine 92,35%ige Abschwéachung der Ang II — Wirkung vor;
n=8, exemplarisch: p<0,006 (Asterisk 1).
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3.9 Effekt von C3 auf die Vasokonstriktion durch OxLDL

Das C3-ahliche Exotoxin (C3) von Clostridium limosum, der wirksame
Bestandteil des C2IN/C3-Fusionstoxin, kann nur durch Interaktion mit dem
C2IIa-Toxin (C2IIa) von Clostridium botulinum nach intrazellulér gelangen und
dort RhoA durch eine ADP-Ribosylierung inhibieren. Das Fusionstoxin (C2IN/C3)
inhibiert nach Vor-Inkubation von 5 Stunden im Brutschrank in Anwesenheit
von C2IIa partiell die durch OxLDL (100mg/ml) potenzierte Vasokonstriktion
durch Ang II (3*10°'°M). Die einzelnen Komponenten C2IIa (400ng/ml) und
C2IN/C3 (100ng/ml) kénnen keinen Effekt erzielen.
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Abbildung 22: Vor-Inkubation mit beiden Komponenten (Cc2i1.=400ng/ml,
Cc3=100ng/ml) zusammen iiber 5 Stunden im Brutschrank inhibiert partiell
den Effekt von OxLDL (100ug/ml) in seiner Potenzierung der Ang II-
vermittelten Vasokonstriktion der Aortenringe. Die Vorinkubation mit C2IIa
oder C2IN-C3 allein hat keinen Effekt auf die Ang II-vermittelte oder OxLDL-
vermittelte Vasokonstriktion und sind in diesem Diagramm als Kontrolle
angezeigt, n=7, p=0,008 (Asterisk 1)

56



Angll (3*101°M)

Konstriktion

Zeit
- vorinkubiert mit C2Il (400ng/ml, 5h)
- vorinkubiert mit C3 (100ng/ml, 5h)
- vorinkubiert mit C211/C3 fusion toxin (400ng/ml und 100ng/ml, 5h)

Abbildung 23: reprasentative Originalregistratur (jede farbige Linie (rot,
blau, schwarz) zeichnet die Vasomotorik eines Aortenrings auf); an allen
GefaBen wird durch eine Schwellenkonzentration Ang II eine leichte
Konstriktion hervorgerufen. Durch OxLDL-Gabe wird diese potenziert.
Lediglich in Anwesenheit von C2IIa und C2IN/C3 in der Kombination wird
die konstriktive Antwort des Aortenringes abgeschwacht
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3.10 Effekt von C3 auf die Vasokonstriktion durch LPC

Die identische Vorbehandlung der Aortenringe (analog zu 3.9) mit C2IIa
(400ng/ml) oder C2IN/C3 (100ng/ml) oder der Ko-Inkubation beider
Komponenten Uber 5 Stunden im Brutschrank ruft an Aortenringen, denen nach
Vorkonstriktion durch eine Schwellenkonzentration Ang II (3*1071°M) LPC
(100mg/ml) zugegeben wurde (analog zu 3.4), kann den unter 3.9
beschriebenen Effekt

wiederholen.
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Abbildung 24: Vor-Inkubation mit beiden Komponenten (cc211.=400ng/ml,
Cc3=100ng/ml) zusammen iiber 5 Stunden im Brutschrank inhibiert partiell
den Effekt von LPC (100ug/ml) in seiner Potenzierung der Ang II-
vermittelten Vasokonstriktion der Aortenringe. Die Vorinkubation mit C2IIa
oder C2IN-C3 allein hat keinen Effekt auf die Ang II-vermittelte oder LPC-
vermittelte Vasokonstriktion und sind in diesem Diagramm als Kontrolle
angezeigt, n=7, p=0,001 (Asterisk 1)
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3.11 Effekt von Y27632 auf die Vasokonstriktion durch OxLDL

Der spezifische RhoA-Kinase-Inhibitor Y27632 verhindert die OxLDL-vermittelte

Potenzierung der Ang II — vermittelten Vorkonstriktion.

Nachdem Aortenringe wie unter 3.4 beschrieben mit Ang II (3*107°M) oder
Ang II (3*1071°M) und OxLDL (100ug/ml) behandelt worden sind, wurde

Y27632 mit einer

Konzentration von 3*107M in das Organbad pipettiert. Sowohl

der Ang II, als auch der OxLDL-Effekt wurden verhindert.
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potenzierte Wirkung von OxLDL (100pg/ml) auf die durch Ang 11
vorkonstringierten Aortenringe; n=7, p<0,0001 fiir Ang II allein versus Ang
II + Y27632 (Asterisk 1) und Ang II + OxLDL versus Ang II + OxLDL +

Y27632 (Asterisk 2)
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1g

15min

Konstriktion

Zeit

Abbildung 26: reprasentative Originalregistratur (schwarze Linie). Auf einen
konstanten GefaBtonus nach Anlegen einer Vorspannung wird Ang II in der
Schwellenkonzentration appliziert. Auf die leichte Konstriktion entfaltet

OxLDL seinen potenzierenden Effekt, der wiederum durch Y27632 komplett

aufgehoben wird
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3.12 Effekt von Y27632 auf die Vasokonstriktion durch LPC

Identisch zur Wirkung von Y27632 auf Aortenringe, die mit Ang II (3*1071°M)
und OxLDL (100ug/ml) vorbehandelt wurden (s. 3.10), kann Y27632 die LPC-

vermittelte Potenzierung der Vasokonstriktion von Ang II verhindern.
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Abbildung 27: Der RhoA-Kinase-Inhibitor Y27632 (Cy27632=3*107M)
verhindert die Wirkung auf den GefiBtonus von Ang II (3*10'°M) und die
potenzierte Wirkung von LPC (100ug/ml) auf die durch Ang II
vorkonstringierten Aortenringe; n=6, p<0,0001 fiir Ang II allein versus Ang
II + Y27632 (Asterisk 1) und Ang II + LPC versus Ang II + LPC + Y27632
(Asterisk 2)
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4. Diskussion

Mit dieser Arbeit haben wir den Einfluss von OxLDL und seinem Bestandteil LPC
auf den GefaBtonus und auf die GefaBantwort nach Stimulation mit dem
Vasokonstriktor Ang II an isolierten Aortenringen von Kaninchen untersucht.
OxLDL und LPC hatten keinen Einfluss auf den basalen Vasotonus, aber beide
erhdhen stark die Konstriktion, die Ang II in einer niedrigen Konzentration
verursacht. Da Substanzen, die die Ca**-sensitivierenden Kaskaden
beeinflussen, auch den OxLDL- und LPC-Effekt beeinflussen und Felodipin nur
eine partielle Wirkung auf die OxLDL-vermittelte Potenzierung der
Vasokonstriktion besitzt (Versuche durch Gérg M (184)), sind die Ergebnisse am
besten so zu deuten, dass OxLDL und LPC eine Ca**-Sensitivierung in der
glatten Muskulatur hervorrufen. Durch die partielle oder vollstandige Reversion
des OxLDL- und LPC-Effekts durch Inhibitoren des RhoA-/RhoA-Kinase-
Signalweges, ist zu postulieren, dass OXLDL und sein Bestandteil LPC Uiber eine

Stimulation von RhoA und RhoA-Kinase ihren Effekt vermitteln.

4.1 Stellenwert von isometrischen Untersuchungen im Organbad

Die in dieser Arbeit verwendete Methodik der Untersuchung von Aortenringen in
einem Organbad mit der Moglichkeit, die Kraftentfaltung unter isometrischen
Bedingungen zu messen, eignet sich hervorragend flr /n vitro-Untersuchungen
des funktionell und morphologisch hoch komplexen vaskuldren Systems. Bereits
Furchgott hat in den flinfziger Jahren des vergangenen Jahrhunderts das
Grundprinzip der isometrischen Versuchsanordnung verwendet (185).
Interessanterweise hat er zunachst die Tieraorten nicht in Ringe geschnitten,
sondern durch helikales Schneiden GefaBstreifen erhalten. An diesen hat — im
Gegensatz zu den Untersuchungen an den Ringen — Acetylcholin einen
konstriktiven Effekt ausgelibt. Diese Beobachtung war durch die

Endothelschadigung zu erklaren, die die helikale Praparation der GefaBe

63



verursachte. An Aortenringen ist Acetylcholin — analog zum bekannten

klinischen Effekt - in niedriger Konzentration ein potenter Vasodilatator.

Die Bedeutung des Endothels auf den in einem System bestehenden Vasotonus
ist durch die verwendete Methodik aufgezeigt worden (110) (185). In dieser
Arbeit konnte die intakte Endothelfunktion durch die Acetylcholingabe stets

Uberprift werden.

Beim Verwenden von Aortenringen sind entscheidende Schritte die schnelle
Arbeitsweise bei der GefaBentnahme, dem Transport und der Lagerung, jedoch
sicherlich am Bedeutsamsten ist die vorsichtige Praparation der Aortenringe

unter dem Lichtmikroskop mit den Mikroinstrumenten.

Prinzipiell kann mit der verwendeten Methodik jede Substanz in ihrer Wirkung
und Kinetik auf einen isolierten GefdBabschnitt untersucht werden. Durch die
Mdglichkeit, das Endothel zuverlassig zu entfernen (s. 2.4.3), kann dabei die

Rolle des Endothels herausgearbeitet werden.

4.2 Vasokonstriktoren und oxidativer Stress

Es gelang in dieser Arbeit nachzuweisen, dass Inkubationen von Aortenringen
mit hohen Konzentrationen der Vasokonstriktoren Ang II und PE allein keine

Schadigung der Endothelfunktion verursacht.

Weder durch Zugabe von Deferoxamin als Chelatbildner, der die fiir den Abbau
von Radikalen notwendige Eisenionen komplexiert und somit den oxidativen
Stress erhoht (s. 1.5.2), noch durch EDTA als unspezifischer Chelatbildner ftir

z.B. Cu?*, Ni**, Fe** und Co>* konnte ein Effekt hervorgerufen werden.

Auch eine Verlangerung der Inkubationszeit bis 22 Stunden (Daten nicht
gezeigt) konnte keinen Unterschied in den verschieden behandelten GefaBen
hervorrufen. Jedoch nahm die Endothelfunktion erwartungsgemaB global bei

allen GefaBen deutlich ab.
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Auf der anderen Seite ist die Blockade des RAS in vielen /n vitro-Studien als
protektiv gegenliber oxidativem Stress nachgewiesen worden (186) (187). Ang
II flihrt /n vivo zu einer Stimulation der O,-Synthese (188) (48) (63). Man muss
davon ausgehen, dass der Ang II wahrend der Inkubationen entweder nicht
effektiv war oder aber der Effekt durch die intakte Endothelfunktion wieder

kompensiert wurde.

Bedeutsam sind die Ergebnisse unter 3.1.1 bis 3.1.4 flir die durchgeflihrten
folgenden Versuche, dass postuliert werden kann, die gezeigten Effekte sind
durch die Lipoproteine oder deren Bestandteile verursacht, nicht durch den

Vasokonstriktor Ang II.

4.3 Effekt des nativen LDL auf die Endothelfunktion

Natives LDL flihrt zu keiner Beeinflussung der Acetylcholin-vermittelten NO-
Freisetzung aus dem Endothel nach Vorinkubation tber 14 Stunden in
Anwesenheit einer hohen Konzentration eines Vasokonstriktors (Ang II oder
PE).

Dieses Ergebnis geht einher mit den Beobachtungen an kultivierten
Endothelzellen aus humanen Umbilikalvenen (HUVEC) (189) (190) (191).

4.4. Interaktion von OxLDL und Ang II

Die Fragestellung, die zu den Analysen des OxLDL-Effekts auf die Ang II-
vermittelte Vasokonstriktion flihrte, ergibt sich aus den Nachweisen, dass beide
Substanzen in atherosklerotischen Lasionen ko-lokalisiert sind (192) (193), dass
die Vasomotorik bei der Hypercholesterinamie und Atherosklerose verandert ist
(194) (195) (196) und dass sowohl OxLDL als auch Ang II den Vasotonus

individuell beeinflussen kénnen.

Diese Arbeit konzentriert sich den Effekt der Interaktion der beiden Substanzen

auf die glatten Muskelzellen.

OxLDL potenziert die Ang II-vermittelte Erh6hung des Vasotonus.
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Wahrend gut bekannt ist, das sowohl OxLDL als auch Ang II die Endothel-
abhangige Vasodilatation abschwachen (197) (198) (199) und dadurch die
Konstriktion durch Norepinephrin oder andere Agonisten verstarken (200),
konnte in dieser Arbeit zunachst gezeigt werden, dass der OxLDL-Effekt auf die
Ang II-vermittelte Vasokonstriktion unabhangig von der Endothelfunktion ist (s.
3.3.2). Auch durch pharmakologische Inhibition der NO-Synthase mit NG-nitro-

L-Arginin war die Interaktion der Substanzen unbeeinflusst.

Der Hinweis, dass OxLDL direkt die glatten Muskelzellen stimuliert, findet sich
bereits in friiheren Untersuchungen der Arbeitsgruppe um Galle (174), in denen
eine lineare Beziehung der Konstriktionsantwort deendothelialisierter GefaBe zur
Konzentration und zum Oxidationsgrad von LDL aufgezeigt wurde. In jenen
Untersuchungen wurden als Agonisten Norepinephrin, Phenylephrin und

Serotonin verwendet.

Die Wirkung von OxLDL in dieser Arbeit scheint nicht spezifisch auf die Ang-II-
vermittelte Vasokonstriktion zu sein, jedoch ist die Bedeutung der Interaktion
fur die Entstehung eines erhdhter Vasotonus (201) (202) aufgrund der Ko-

Lokalisation beider Substanzen in atherosklerotischen Lasionen signifikant.

4.5 Wirkmechanismus von OxLDL

In dieser Arbeit wurde untersucht, auf welchem Weg OxLDL die Vasomotorik

der glatten Muskelzelle beeinflusst.

Der AT;-Rezeptorantagonist Losartan hat die Kontraktionsantwort durch Ang II
erwartungsgemaB vollkommen aufgehoben (Versuche durch Gérg M (184)).

Unter AT;-Blockade konnte auch OxLDL keinen Effekt verursachen.

Felodipin verhindert als Calciumkanalblocker den Einstrom von Ca** nach

intrazellular.

Unter Felodipingabe (Versuche durch Gérg M (184)) jedoch war die OXLDL-

Potenzierung auf die Ang II-Konstriktion nur zu ca. 50% reduziert, so dass
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postuliert werden kann, dass die OxLDL-Wirkung nicht vollstindig Ca**-

abhangig ist sondern zu einem gewissen Anteil Ca®*-unabhingig.

Eine sehr wichtige Bedeutung bei der Ca®*-unabhéngigen Vasokonstriktion hat
die Aktivitat der Myosin-Leichtkettenphosphatase (MLCP), die die regulierende
Myosin-Leichtkette (MRLC) durch einen dephosphorylierenden Schritt
inaktiviert, wodurch die Myosin-Leichtketten (MLCy) nicht mit Aktin interagieren
kann (71) (86) (87) (203).

Ist die MLCP dephosphoryliert, ist sie aktiv. Sie kann inhibiert werden durch
eine Phosphorylierung (76) (204).

Ein in vitro-Inhibitor ist das in dieser Arbeit verwendete Calyculin A (205).
Andere Inhibitoren sind Okadasaure, Microcystin, Nodularin, Tautomycin oder
Cantharidin, die alle unterschiedlich stark die MLCP hemmen (206) (86).

Durch die Behandlung der Aortenringe mit CalyA wurde die Vasokonstriktion
von Ang II in der Schwellendosis nicht beeinflusst (s. 3.5), jedoch wurde die

OxLDL-vermittelte Antwort signifikant herabgesetzt.

CalyA ist jedoch als Induktor einer Vasokonstriktion beschrieben worden (205)
(207). Fir héhere Konzentrationen von Ang II und CalyA haben wir in der
Interaktion dieser beiden Substanzen den bekannten synergistischen Effekt

nachvollziehen kdnnen.

Die in der verdffentlichten Literatur eingesetzten Konzentrationen von CalyA
waren jedoch im Bereich von 1*¥10”M. Wir hingegen verwendeten eine
Konzentration von 1*10°8M, so dass wir wahrscheinlich keine Vollstandige
Inhibition der MLCP erreicht haben und somit sowohl fiir Ang II, als auch CalyA

Schwellenkonzentrationen verwendet haben.

Die Uiberraschende und nicht geklarte Herabsetzung des OxLDL-Effekts durch
die niedrige Konzentrationen von Ang II und CalyA lasst vermuten, dass OxLDL

iiber einen Ca®*-unabhingigen Weg die Vasomotorik beeinflusst.
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Die Inhibition der Proteinkinase C (PKC) durch Staurosporin diminuiert den
OxLDL-Effekt dosisabhdngig. PKC aktiviert CPI-17 dazu, die MLCP durch einen
Phosphorylierungsschritt zu inhibieren. Wird die PKC durch Staurosporin
gehindert, CPI-17 zu aktivieren, unterbleibt die Inhibition der MLCP. Daraus
kann eine Vasokontraktion erfolgen (208) (75).

In den durchgeflihrten Versuchen gelang es nicht, durch Staurosporin die
Kontraktionsantwort zu erhéhen. Im Gegensatz zu den Versuchen mit CalyA
wurden die Aortenringe, die mit Ang II in einer Schwellenkonzentration
konstringiert worden sind, dosisabhangig durch die Gabe von Staurosporin

relaxiert.

Der OxLDL-Effekt auf die Vasokonstriktion durch die Schwellenkonzentration
Ang II wurde ebenfalls dosisabhangig aufgehoben, so dass auch hier — analog
zu den Ergebnissen der versuche mit CalyA — die Erkldrung darin gesucht
werden muss, dass OxLDL iiber einen Ca®*-unabhingigen Weg die Vasomotorik

beeinflusst.

Die MLCP ist auch Substrat der RhoA-Kinase (ROCK), die unter dem Einfluss des
kleinen G-Proteins RhoA steht (75) (76). Eine Stimulation von RhoA oder ROCK
fiihrt zur Ca®*-Sensitivierung (204), so dass postuliert werden kann, dass der
RhoA/ROCK-Signalweg eine besondere Bedeutung in der Ca®*-unabh&ngigen
Regulation des Vasotonus besitzt (209) (210) und bei der Entstehung eines

chronischen Bluthochdruckes aktiviert ist (211).

Essler et al. wiesen in Endothelzellen eine Kontraktion nach, die durch OxLDL
von mittlerem Oxidationsgrad lber eine RhoA-Aktivierung und konsekutiver
MLCP-Inhibition vermittelt wurde (212).

In dieser Arbeit wurde an Aortenringen untersucht, ob OXLDL (ber diesen

Signalweg einen Effekt auf die Ang II-vermittelte Vasokonstriktion austibt.
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Zuerst konnte der OxLDL- und LPC-Effekt auf den Vasotonus durch spezifische
Inhibition von RhoA mit dem Fusionstoxin C2IN/C3 zu annahernd 50%

verringert werden.

SchlieBlich ist durch den spezifischen ROCK-Inhibitor Y27632 (213) jedweder

Effekt von OxLDL und LPC in dieser Versuchsanordnung aufgehoben worden.

Ein weiterer Hinweis daflir, dass OxLDL (ber RhoA eine Wirkung erzielt ist die
von der Arbeitsgruppe nachgewiesene Translokation von RhoA aus dem Zytosol
in die Zellmembran nach OxLDL-Applikation (Versuche durch Bolz SS (184)).

Diese Translokation bedeutet eine Ca**-Sensitivierung (214).

Aus den zuletzt genannten drei Ergebnissen kann postuliert werden, dass
OxLDL uber eine Aktivierung des RhoA-/RhoA-Kinase-Signaltransduktionwegs

Einfluss auf den Vasotonus nimmt.

Da das Fusionstoxin jedoch nur eine Abschwachung des Vasotonus um 50%
bewirkt, scheint OxLDL seinen Effekt noch Uber andere Signalwege auszuliben.
Eine andere Erklarung findet sich in einer nur unvollstdndigen ADP-
Ribosylierung von RhoA durch C2IN/C3.

Interessanterweise stimuliert Ang II ebenfalls den RhoA/ROCK-Signalweg in

MesenterialgefaBen von Ratten (215) oder Kardiomyozyten von Ratten (216).

Die in den Gewebeschnitten mit Hilfe der Immunfarbung nachgewiesene
Translokation von RhoA aus dem Zytosol in die Membran nach Stimulation von
Ang II ohne OxLDL (184) und das Ausbleiben dieses Effektes nach Y27632-
Behandlung, gibt Ang II neben seiner Bedeutung in der Ca**-abhangigen auch

eine Bedeutung in der Ca®*-unabhangigen Beeinflussung des Vasotonus.

Die in dieser Arbeit erhobenen Daten zeigen, dass OxLDL alleine keine
Vasokonstriktion verursacht. Aber in Anwesenheit eines Vasokonstriktors tritt

eine deutliche kontraktile Antwort auf.
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4.6 Rolle von Lysophosphatidylcholin (LPC)

Weiter wurde gezeigt, dass Lysophosphatidylcholin (LPC) als Bestandteil von
OxLDL (217), der durch die Veresterung von Cholesterol bei der oxidativen
Modifikation von OxLDL entsteht, die Wirkungen von OxLDL nachahmt.

Synthetisches LPC wurde deswegen verwendet, um zu zeigen, dass nur oxidativ
verandertes LDL oder dessen Bestandteile, nicht hingegen natives LDL (174),

einen Effekt auf den Vasotonus besitzt.

Die Ergebnisse der Versuche mit LPC unterstiitzen die Hypothese, dass LPC der
entscheidende Bestandteil von OxLDL ist, der flir die Wirkung auf den

Vasotonus verantwortlich ist.

4.7 Klinische Bedeutung

Hypercholesterinamie und Atherosklerose gehen mit einer endothelialen
Dysfunktion einher und diese beeintrachtigt die komplexe Regulation des
Vasotonus. Neben der Beeintrachtigung der Endothel-vermittelten
Vasodilatation ist auch eine Hochregulation des RhoA/ROCK-Signalweges flir die
Vasotonuserhéhung als Ursache mdglich. So konnten Kandabashi et al. an
Schweinekoronarien nachweisen, dass eine isolierte Hochregulation von ROCK
zu Vasospasmen flihrt (209). Aber auch bei diesen Versuchen war flir die

Tonuserhéhung die Anwesenheit eines Vasokonstriktors notwendig.

Die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse zeigen eindeutig, dass OxLDL,
unabhangig von den Einfliissen auf die Endothelfunktion, eine Ca**-
Sensitivierung der Myofilamente in glatten Muskelzellen bewirkt liber eine
Stimulation des kleinen G-Proteins RhoA und der RhoA-Kinase, die zu einer

verstarkten Kontraktionsantwort gegentiber Ang II fiihrt.

Diese Beobachtungen liefern weitere Argumente fir die Erklarung, warum
Vasospasmen auftreten kdnnen und warum bei Patienten mit
Hypercholesterindmie ein Bluthochdruck aufgrund eines erhdhten
GefaBwiderstandes entsteht.
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Die Ko-Lokalisation von OxLDL und Ang II in atherosklerotischen Lasionen
(192) (193) verleiht der Interaktion beider Substanzen durch die OxLDL-
vermittelte Ca**-Sensitivierung eine besondere Bedeutung in der Entstehung

von Vasospasmen in diesen Regionen.
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5. Zusammenfassung

RhoA stimuliert den Vasotonus durch eine Ca**-Sensitivierung der glatten

Muskelzellen, z.B. bei der Hypercholesterinamie oder Atherosklerose.

Diese Studie untersuchte den Einfluss von oxidierten Lipoproteinen (OxLDL), die
in atherosklerotischen Lasionen akkumulieren, auf den durch Angiotensin II
(Ang II) erhéhten Vasotonus an isolierten Kaninchenaorten mit besonderem

Augenmerk auf den RhoA/RhoA-KLinase-Signalweg.

Zunachst wurde die Dilatationsfahigkeit des Endothels nach Vorinkubationen
mit Ang II und Erhéhung des oxidativen Stresses Uberprift und gezeigt, dass
auch nach mehrstiindiger Behandlung mit hohen Dosen des Vasokonstriktors

die Endothel-abhangige Dilatationsfahigkeit voll erhalten blieb.

OxLDL hatte keinen Einfluss auf den Vasotonus eines unstimulierten GefaBes,
potenzierte aber die Kontraktionsantwort durch Ang II. Dieser Effekt wurde

durch die Behandlung mit Calyculin A und Staurosporin abgeschwacht.

Eine RhoA-Kinase-Inhibition mit Y27632 hat den OxLDL-Effekt vollkommen
aufgehoben und die RhoA-Inhibition durch die C3-ahnliche Transferase von

Clostridium limosum deutlich abgeschwacht um ca. 50%.

Lysophosphatidylcholin (LPC), ein Bestandteil von OxLDL, ruft denselben Effekt
hervor wie OxLDL auf die Kontraktionsantwort von Ang II-stimulierten Aorten
und dieser wird ebenso durch Y27632 vollkommen antagonisiert, wie durch die

C3-3dhnliche Transferase partiell vermindert.

OxLDL und sein Bestandteil LPC vermitteln Ihren Effekt durch eine Stimulation
des RhoA/RhoA-Kinase-Signaltransduktionsweg, was in atherosklerotischen

GefaBen zur Entstehung von Vasospasmen beitragen kann.
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7. Anhang

7.1 Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Bildung von Angiotensin IL.......ccccciiiiiiiiiiiiiincce e e 5

Abbildung 2: AT;-Rezeptor vermittelte Signaltransduktion. Ang II bindet an
den extrazelluldren Anteil des AT;-Rezeptor. Dies bewirkt die
Heterodimerisation eines G-Proteins. Die abgespaltene Untereinheit aktiviert
Phospholipase C zur Bildung von IP3 und DAG. IP3 setzt Ca** aus dem
endoplasmatischen Retikulum frei. Ca** kann zusammen mit Calmodulin (CaM)
die MLC-Kinase (MLCK) aktivieren. MRLC (myosin regulatory light chain) wird
durch die MLCK phosphoryliert. Die MLC-Phosphatase (MLCP) dephosphoryliert
MRLC-P und bewirkt so eine Relaxation. Uber DAG wird die Proteinkinase C
aktiviert. Sie wiederum kann Uber die Phosphorylierung von CPI-17 die MLCP

10101100 1] 8

Abbildung 3: Das endothelial gebildete NO bewirkt in der glatten Muskelzelle
einen Anstieg der cytoplasmatischen cGMP-Konzentration durch Stimulation der
Guanylatzyklase (GC). Das aus GTP gebildete cGMP bewirkt iber Aktivierung
der (zytosolischen) cGKI verschiedene Mechanismen: (1) Erhéhung der Offen-
Wahrscheinlichkeit von Kaliumkanalen (BKc,), was zu einer Hyperpolarisation
fiihrt. Dies hat zur Folge, dass Ca®*-Kanéle, vornehmlich L-Typ-Kanéle, inhibiert
werden und die zytosolische Ca**-Konzentration sinkt. (2) Am
endoplasmatischen Retikulum wird IRAG inhibiert und somit wird der IP3-
Rezeptor/Ca®*-Kanal inhibiert und der Ca**-Ausstrom ins Zytosol verhindert. (3)
Ca**-unabhéngig kann die MLCP aktiviert werden. Die Wirkung der NO/cGMP-
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Signaltransduktion ist die Herabsetzung des Phosphorylierungsgrades der MRLC

und damit die Relaxation der glatten Muskelzelle...........cooeveiiiiiiiiiiiicn e,

Abbildung 4: small GTP-binding proteins, zu denen die Familie der Rho-
Proteine und dessen Vertreter RhoA gehdren, werden durch ein ,,upstream
signal® aktiviert, indem GEP eine Dissoziation zwischen Rho und GDP bewirkt.
Es kann dann GTP an Rho binden, was gleichbedeutend ist mit einer
Aktivierung. Der Gegenspieler der Aktivierung ist GDI, das den
Dissoziierungsschritt unterbindet. Das aktivierte Rho kann dann den Effektor,

fur RhoA ist es die Rho-Kinase, aktivieren, und so das ,downstream signal®

91NV L= 0

Abbildung 5: Die Bildung von NO aus Arginin. In Anwesenheit von
Nicotinamid-Adenin —Dinucleotid-Phosphat (NADPH) und anderen Co-Faktoren

konvertiert die eNOS die Aminosaure L-Arginin zu NO und Citrullin (126)..............

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Reaktion von NO und Superoxid-
Anion zu Peroxynitrit (ONOQO"), Hydroxylradikal (OH) und Nitrogendioxid
(NO). Die Superoxiddismutase (SOD) kann das Superoxid-Anion zu H,0,

umwandeln, welches wiederum Substrat flir die Katalase ist. ......c.ccccevviviviiniiinnnnns

Abbildung 7: Bildung des Fusionstoxins (C2IN/C3) aus dem Exotoxin C2I von
Clostridium botulinum, vom dem die Aminosequenz 1-225 als N-terminales

Ende abgespalten wird (C2IN), und dem C3-ahnlichen Exotoxin (C3) von

CIOSEEIGIUITI IIMIOSUIM e ieees et eetea s s et s s e s sasa e s sasasa e s snsnsnsasensnsnsnsnsnns

Abbildung 8: C2IIa bildet ein Heptamer, das eine Pore flir das Fusionstoxin
C2IN/C3 in die Zellwand eukaryonter Zellen darstellt. Intrazellular kann C2IN/C3
die Inhibition von RhoA bewirken. C2IIa hat keinen Effekt auf die RhoA-
Aktivitat. C2IN/C3 besitzt nur intrazellular einen Effekt auf RhoA und kann die

Zellwand nicht ohne das C2IIa-Heptamer Uberwinden. ........cccoovvvviiiiininiecnnnneennnnn.
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Abbildung 9: In dem Organbad ist das zu untersuchende GefaB (b) als
ringférmiges GefaBsegment zwischen zwei Haken aufgespannt, von denen der
eine an einen Kraftaufnehmer (Force Transducer F30 Typ 372, Firma HSE Hugo
Sachs Elektronik, Deutschland) angeschlossen ist. Im Organbad wird das Gefal
mit dem Perfusat (s. 2.1.2.2), das kontinuierlich begast (95% O;, 5% CO;)
wird, umspdlt. In das dann auf Zirkulation eingestellte Volumen werden dann
die Substanzen und Pharmaka mittels Eppendorfpipetten eingebracht. Das
Signal der Kraftentfaltung wird lber einen Verstarker an den 2-Wege-Schreiber
(Dreikanalschreiber Typ R-63, Firma Rikadenki, Freiburg, Deutschland)

Ubertragen. Es wurden parallel 3 isolierte Organbader betrieben. .........cccccevvvenneene. 31

Abbildung 10: Dosis-Wirkungskurve fiir Ach nach Vor-Inkubation mit

entweder Ang II (1*10-6 M), PE (1*10-6 M) oder reinem Puffer flir 4,5

Stunden. Zusatz von DDC fir die letzten 30min bei allen Gruppen zur Inhibition

der Superoxid-Dismutase. Es zeigt sich keine signifikante Unterscheidung

zwischen den Gruppen; n=12; exemplarisch: p=0,85 bei Cach=1*10"M

ZWISChen ANG IT UNA PE .....uuiiii et r e r s e e e aa s 40

Abbildung 11: Dosis-Wirkungskurve flir Ach nach Vor-Inkubation mit EDTA
(1*10°M) und entweder Ang II (1*10-6 M), PE (1*10-6 M) oder reinem Puffer

fur 4,5 Stunden. Zusatz von DDC fiir die letzten 30min bei allen Gruppen zur
Inhibition der Superoxid-Dismutase. Es zeigt sich keine signifikante

Unterscheidung zwischen den Gruppen; n=4, exemplarisch: p=0,24 bei
Cach=3*10"M ZwiSChen KONLrOlE UNG PE ......veeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeseeeeseeesseenesaneesnns 41

Abbildung 12: Dosis-Wirkungskurve flir Ach nach Vor-Inkubation mit
Deferoxamin (1*10°M) und entweder Ang II (1¥10-6 M), PE (1*10-6 M) oder
reinem Puffer flr 4,5 Stunden. Zusatz von DDC flir die letzten 30min bei allen

Gruppen zur Inhibition der Superoxid-Dismutase. Es zeigt sich keine signifikante
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Unterscheidung zwischen den Gruppen; n=7, exemplarisch: p=0,16 bei

Cach=3*10"°M zwischen Kontrolle und ANg IL........cceeeervurreriesresreseeeeseesresresresneas

Abbildung 13: Dosis-Wirkungskurve fir Ach nach Vor-Inkubation mit nLDL
(Chor=100pg/ml) und entweder Ang II (1*10-6 M), PE (1*10-6 M) oder reinem
Puffer flr 14 Stunden. Zusatz von DDC flir die letzten 30min bei allen Gruppen
zur Inhibition der Superoxid-Dismutase. Es zeigt sich keine signifikante

Unterscheidung zwischen den Gruppen; n=6, exemplarisch: p=0,14 zwischen

Ang II und Kontrolle bei Cach=1*107M ....cceeceirrierriririsee st ses e e s

Abbildung 14: Dosis-Wirkungskurve fiir Ach nach Vor-Inkubation mit OxLDL
(100pg/ml) , OxLDL (100pg/ml) und Ang II (1*10-6 M) oder reinem Puffer fir
90 Minuten. Es zeigt sich eine signifikante Herabsetzung der Acetylcholin-
vermittelten Vasodilatation flir die mit OXLDL behandelten Aortenringe; n=8,
p<0,05 flir OXLDL gegentiber Kontrolle und OxLDL und Ang II gegenliber
Kontrolle (Asterisk 1 und 2). Eine zusatzliche Gabe von Ang II kann den OxLDL-

Effekt nicht beeinflussen; n=4, p=0,92 fir OxLDL gegenuber OxLDL und Ang II....

Abbildung 15: OxLDL (100ug/ml) verursacht keine Konstriktion. Ang II wurde
in der Schwellenkonzentration von 3*1071°M appliziert, so dass eine leichte
Konstriktion hervorgerufen wurde. Diese Konstriktion wird durch additive Gabe
von OXLDL potenziert (Asterisk 1); n=6, p=0,021 zwischen Ang II allein

gegenliber OXLDL mit ANg IT ZUSAMMEN. ... .cuuiiiiiiiii e e ea

Abbildung 16: Ang II allein wurde in der Schwellenkonzentration von 3*10
19v appliziert, so dass eine leichte Konstriktion hervorgerufen wurde. Diese

Konstriktion wird durch additive Gabe von LPC potenziert (Asterisk 1); n=7,
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Abbildung 17: Die Ko-Inkubation von CalyA (ccaya=1*10°M) hat keinen

signifikanten Effekt auf die Vasokonstriktion durch Ang II in einer

Schwellenkonzentration (3*107°M); N=6, P=0,31 .....ccesrirerirreesrerrrisieeseesiesreesneas

Abbildung 18: Originalregistratur (schwarze Linie) mit deutlicher Darstellung
der leichten Konstriktion durch Ang II in der Schwellenkonzentration. Nach

Applikation von OxLDL kommt es zu einer verstarkten Konstriktion, die

wiederum nach Calyculin A — Gabe (30min) partiell abgeschwacht wird ...............

Abbildung 19: An Aortenringen, die durch eine Schwellenkonzentration (3*10

19M) zur Konstriktion gebracht wurden, potenziert die Ko-Inkubation mit OxLDL
[100mg/ml) die Vasokonstriktion. Diese Wirkung wird durch CalyA (1*108M)
partiell inhibiert, sei es durch vorherige (Asterisk 1) oder nachtragliche Ko-
Inkubation (Asterisk 2) tiber 30 Minuten; n=6, p=0,02 fur Asterisk 1 und

P=0,01 flr ASLEIISK 2...ceuiieiiii i

Abbildung 20: Staurosporin reduziert die Konstriktion, die durch eine
Schwellenkonzentration (3*107°M) Ang II verursacht wurde. Eine signifikante
Reduktion lag bei einer Staurosporinkonzentration cswsp von 1¥10”7M vor mit
einer 68,75%igen Abschwachung der Ang II — Wirkung; n=8, p=0,025
(Asterisk 1). Im Vergleich zwischen Ang II alleine und der Koinkubation mit
Staurosporin in einer Konzentration von 3*10®M wurde p=0,077 erreicht. Eine
Erhéhung der Versuchszahl n kann eventuell eine Signifikanz herausarbeiten,
jedoch zeigt bereits die hier aufgezeigte Tendenz, dass eine Inhibition der

Proteinkinase C (und anderer Kinasen) durch Staurosporin die Ang II —

vermittelte Vasokonstriktion in hoher Konzentration depletieren kann..................

Abbildung 21: Staurosporin reduziert die Konstriktion, die durch eine
Schwellenkonzentration (3*1071°M) Ang II und OxLDL (100pg/ml) verursacht
wurde, signifikant (Asterisk 1 bis 3). Eine signifikante Reduktion lag bereits vor

bei einer Staurosporinkonzentration Csisp von 1%¥10°°M . Bei cstsp=1*10-7M lag
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eine 92,35%ige Abschwachung der Ang II — Wirkung vor; n=8, exemplarisch:

P<0,006 (ASEEFISK 1). 1eevuiiiruiiirrrisiernisserrsrserssssras s e s s s rrnn s s e e e s e rn e s e rnnseranneseennn

Abbildung 22: Vor-Inkubation mit beiden Komponenten (Ccia=400ng/ml,
Cc3=100ng/ml) zusammen Uber 5 Stunden im Brutschrank inhibiert partiell den
Effekt von OxLDL (100ug/ml) in seiner Potenzierung der Ang II-vermittelten
Vasokonstriktion der Aortenringe. Die Vorinkubation mit C2IIa oder C2IN-C3
allein hat keinen Effekt auf die Ang II-vermittelte oder OxLDL-vermittelte

Vasokonstriktion und sind in diesem Diagramm als Kontrolle angezeigt, n=7,

P=0,008 (ASTErISK 1) ieeruiiirriiieeriiiernisrerrsr s s e s s s s s s e s e e s e e s e ran s e ranaeeeennn

Abbildung 23: reprasentative Originalregistratur (jede farbige Linie (rot, blau,
schwarz) zeichnet die Vasomotorik eines Aortenrings auf); an allen Gefaen
wird durch eine Schwellenkonzentration Ang II eine leichte Konstriktion
hervorgerufen. Durch OxLDL-Gabe wird diese potenziert. Lediglich in

Anwesenheit von C2IIa und C2IN/C3 in der Kombination wird die konstriktive

Antwort des Aortenringes abgesChWacCht...........ovvveiiiiiiii e

Abbildung 24: Vor-Inkubation mit beiden Komponenten (Ccia=400ng/ml,
Cc3=100ng/ml) zusammen Uber 5 Stunden im Brutschrank inhibiert partiell den
Effekt von LPC (100ug/ml) in seiner Potenzierung der Ang II-vermittelten
Vasokonstriktion der Aortenringe. Die Vorinkubation mit C2IIa oder C2IN-C3
allein hat keinen Effekt auf die Ang II-vermittelte oder LPC-vermittelte

Vasokonstriktion und sind in diesem Diagramm als Kontrolle angezeigt, n=7,

P=0,001 (ASEErISK 1) ..ieruiiiiiiiii e e e

Abbildung 25: Der RhoA-Kinase-Inhibitor Y27632 (cy2763:=3*10"7M) verhindert
die Wirkung auf den GefaBtonus von Ang II (3*107°M) und die potenzierte
Wirkung von OxLDL (100ug/ml) auf die durch Ang II vorkonstringierten
Aortenringe; n=7, p<0,0001 fur Ang II allein versus Ang II + Y27632 (Asterisk

1) und Ang IT + OxLDL versus Ang II + OXLDL + Y27632 (Asterisk 2).....c..cceuvneu...
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Abbildung 26: reprasentative Originalregistratur (schwarze Linie). Auf einen
konstanten GefaBtonus nach Anlegen einer Vorspannung wird Ang II in der
Schwellenkonzentration appliziert. Auf die leichte Konstriktion entfaltet OxLDL
seinen potenzierenden Effekt, der wiederum durch Y27632 komplett

AUFGENODEN WIFd ...ce e e

Abbildung 27: Der RhoA-Kinase-Inhibitor Y27632 (Cy2763:=3*10"7M) verhindert
die Wirkung auf den GefaBtonus von Ang II (3*10"°M) und die potenzierte
Wirkung von LPC (100ug/ml) auf die durch Ang II vorkonstringierten

Aortenringe; n=6, p<0,0001 fur Ang II allein versus Ang II + Y27632 (Asterisk

1) und Ang IT + LPC versus Ang II + LPC + Y27632 (Asterisk 2)......ccceevveerirrennnnnnns
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7.3 Abkiirzungsverzeichnis

AGE

Ang I
Ang II
AT,

AT,

Ach
Ach-DWK
ATP

ADP
ApoB
ACE

BKCa

Cindex
Substanz
C2IN
Bestandteil des

C2IIa
C3

Bestandteil

cAMP
Ca™*
CalyA
CaM
cDNA
cGKI
cGMP
CPI-17
phosphatase inhibitor
CSF

D

DAG
DDC
DMSO

advanced glycatoin endproducts
Angiotensin I

Angiotensin II

Angiotensin II Rezeptor vom Typ 1
Angiotensin II Rezeptor vom Typ 2
Acetylcholin
Acetylcholin-Dosis-Wirkungskurve
Adenosintriphosphat
Adenosindiphosphat
Apolipoprotein B100

Angiotensin Coverting Enzyme
Calcium-aktivierter Kaliumkanals
Konzentration der als Index angegebenen

Exotoxin von Clostridium botulinum, 1.

Fusionsproteins

Exotoxin von Clostridium botulinum
Exotoxin von Clostridium limosum
(clostridium botulinum C3-exotoxin-like), 2.

des Fusionsproteins

zyklisches Adenosinmonophosphat
Calciumion

Calyculin A

Calmodulin

komplementdre Desoxyribonukleinsaure
cGMP-abhangige Proteinkinase
zyklisches Guanosinmonophosphat
protein-kinase C-potentiated myosin

Colony Stimulating Factor
Dalton

Diacylglycerol
Diethyl-Dithiocarbamat
Dimethylsulfoxid

107



EDHF
EDTA
EDRF
eNOS
F'I'
G113
GPCR
G-Protein
G/11
GTP
H,0;
HDL
HSP
HUVEC
Umbilikalvenen
ICAM-1
II-2, IL-6
iINOS
IP3
IRAG

kD

KKS

LDL
LOX-1
Rezeptor) Typ 1
Lp(a)
LPC

M

MEN 2A
MEN 2B
MLCK
MRLC
MLCyo
MLCP
MCP-1

n

n-LDL
NADH
NADPH
NF-kB

endothelium derived hyperpolarizing factor
Ethylendiamintetraessigsaure
endothelium derived relaxing factor
endotheliale NO-Synthase
Fusionsprotein aus C2IN und C3
G-Protein Typ 12/13
G-Protein-gekoppelter Rezeptor
GTP-bindendes Protein

G-Protein Typ Q/11
Guanosintriphosphat
Wasserstoffperoxid

High Density Lipoprotein
Hitzeschockprotein
Endothelzelllkultur aus humanen

intercellular adhesion molecule 1
Interleukin 2, Interleukin 6

induzierbare NO-Synthase
Inositol-1,4,5-trisphosphat

IP3-receptor associated cGKI substrate
Kilo-Dalton

Kallikrein-Kinin-System

Low Density Lipoproteins

lectin-like oxidized LDL-receptor (OxLDL-

Lipoprotein (a)
Lysophosphatidylcholin

molare Konzentration (mol/l)
Multiple endokrine Neoplasie Typ 2A
Multiple endokrine Neoplasie Typ 2B
Myosin-Leichtketten-Kinase
regulierende Myosin-Leichtketten
Myosin Leichtkette
Myosin-Leichtkettenphosphatase
Monocyte Chemotactic Protein-1
Anzahl der Versuche

natives LDL
Nicotinamidadenindinukleotid
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat
nuclear factor kappa B
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NO

NO>

NOS

02

OH

ONOO
OxLDL

P

PBS

PE

PIP2

PKC

PLC

RAS

Rho

RhoA

ROCK

oder ROKa)
RPMI-Puffer
scavenger cell

SHR
SNP
SOD
Stsp
t-PA
TierSchG
TGF-B
TNF-a
VCAM-1
VLDL
WHO
Y27632

Stickstoffmonoxid

Stickstoffdioxid

NO-Synthase

Superoxidanion

Hydroxylradikal

Peroxynitrit

Oxidativ modifiziertes Low Density Lipoprotein
Irrtumswahrscheinlichkeit

phosphat buffered saline

Phenylephrin
Phosphatidylinositolbisphosphat
Proteinkinase C

Phospholipase C
Renin-Angiotensin-Systems

Proteinfamilie (ras homologue)
Rho-Protein Typ A

Rho-Kinase oder RhoA-Kinase (syn. ROCK2

Roswell Park Memorial Institute - Puffer
Fresszelle

spontan hypertensive Ratte (Tiermodell)
Nitroprussid-Natrium
Superoxid-Dismutase

Staurosporin
tissue-Plasminogen-Aktivator
Tierschutzgesetz

Transforming Growth Factor Beta
Tumornekrosefaktor Alpha

Vascular cell adhesion molecule 1

Very Low Density Lipoproteins

World Health Organization
(+)-(R)-trans-4-(1-aminoethyl)-N-(4-pyridyl)
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