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1. ARBEITSHYPOTHESE UND FRAGESTELLUNG

Endothelin-1 ist ein vasokonstriktorisches Peptid mit proliferativen und mitogenen
Eigenschaften. Bei Patienten mit endothelialer Dysfunktion oder manifester Athe-
rosklerose sind die Konzentrationen von Endothelin-1 in den Gefal3en intramural
und intravasal deutlich erhdht. Auch Sauerstoffradikale werden unter diesen Be-
dingungen vermehrt synthetisiert. Zusammen mit Endothelin beschleunigen sie
den Progress der Atherosklerose. Angiotensin Il férdert diesen Mechanismus
durch Steigerung der Sauerstoffradikalsynthese, wahrend der Vasodilatator Stick-

stoffmonoxid durch die Reaktion mit Sauerstoffradikalen inaktiviert wird.

Bisher konnte von unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass die Inkubation von
Endothelzellen und Gefallwandmyozyten mit Xanthin/Xanthinoxidase oder Was-
serstoffperoxid zu einer deutlichen und anhaltenden Steigerung der Endothelin-1
Proteinkonzentration fuhrt. Die Relevanz dieser in vitro erhobenen Befunde wurde
in ersten Experimenten an explantierten Arteria mammaria interna Segmenten

immunhistologisch verifiziert.

In den fur die Promotionsarbeit vorgesehenen Experimenten soll nach Stimulation
von Arteria mammaria interna Segmenten die Endothelin-1 Konzentration quanti-
tativ bestimmt werden, um die Wechselwirkung zwischen Angiotensin Il - Radikale

- Antioxidantien - Endothelin-1 genau zu charakterisieren.
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2. EINLEITUNG

2.1. Hintergrund

Erkrankungen des kardiovaskularen Systems stellen die haufigste Todesursache
in den westlichen Industrienationen dar. Risikofaktoren fur die Entwicklung athero-
gener Veranderungen der Gefale sind Hypercholesterinamie, arterielle Hyperto-
nie, Diabetes mellitus und Nikotinabusus. Sie fluhren zu einer Schadigung der

strukturellen und funktionellen Integritat der Gefaldwande [1].

Die zentralen zellularen Komponenten der lokalen Regulationsmechanismen der
Gefalle stellen die Endothelzellen und glatten Muskelzellen dar. Besonders das
Endothel dient als autokrin/parakrines Organ der Synthese von zahlreichen
Wachstumsfaktoren,  Adhasionsmolekilen, vasoaktiven Substanzen und
proinflammatorischen Zytokinen. Es reguliert die lokale Hamostase, die Leukozy-
tenaktivierung und proliferative Prozesse innerhalb der GefaRwand. Das Endothel
spielt als zellularer und hormonaler Mediator zwischen der Zirkulation und der
Muskelschicht eine bedeutende Rolle bei der Regulation des Gefal3tonus. Als Va-
sokonstriktoren agieren hierbei vor allem das autokrin/parakrin wirkende Endothe-
lin-1 (ET-1) sowie das Angiotensin Il (AT Il). Andere endothelial synthetisierte
Substanzen wirken rezeptorvermittelt als Vasodilatantien, darunter Stickstoffmo-

noxid (NO) sowie Prostazyklin [2].

Die vasoaktiven Substanzen weisen untereinander und mit einer Reihe im Blut
zirkulierender Substanzen, wie Bradykinien, biogene Amine und Adeninnukleoti-
den, komplexe metabolische Interaktionen auf. Bei intaktem Gefallendothel be-
steht ein Ubergewicht der Faktoren, welche die Proliferation und Migration glatter
GefalBRmuskelzellen hemmen. Eine Dysbalance der vaskularen Regulationsme-
chanismen foérdert durch ein Ungleichgewicht zugunsten der vasokostriktiven, ad-

hasiven und proliferativen Transmitter die Entwicklung pathologischer Prozesse

[3].
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2.2. Endothel und Arteriosklerose

Das Endothel bildet die innerste Schicht der Blutgefalde und stellt ein wichtiges
autokrin/parakrines Organ dar, welches den Gefaltonus, die lokale Hamostase
und die Proliferation reguliert. Dies erfolgt durch eine Freisetzung vasodilatativer
(Stickstoffmonoxid, Prostazyklin, endothelium-derived hyperpolarizing factor) und
vasokonstriktorischer Substanzen (Endothelin-1, Angiotensin Il, Thromboxan A,
freie Radikale) als Antwort auf physiologische Stimulantien [4-7]. Die Aufrechter-
haltung der zellularen Integritat ist entscheidend flr die Bewahrung des Blutflus-

ses und der Pravention der Thrombose [5].

Viele kardiovaskulare Erkrankungen entstehen aufgrund einer Dysbalance zwi-
schen den vasoaktiven Substanzen. Ein Beispiel dafur ist die Ausbildung der Arte-
riosklerose. Sie ist gekennzeichnet durch die Akkumulation von veresterten Cho-
lesterolen, extrazellularer Matrix und Blutbestandteilen in der Gefallintima [8]. Es
existieren zahlreiche Beweise dafur, dass die endotheliale Dysfunktion ein wichti-
ger Faktor ist, welcher zur Arteriosklerose und dem akuten Koronarsyndrom fuhrt
[9, 10].

Endotheliale Dysfunktion

Die endotheliale Dysfunktion wird Gber eine verminderte Synthese, Freisetzung
und/oder Aktivitat des Endothel-abhangigen Stickstoffmonoxid erklart. Der Mangel
an Stickstoffmonoxid (NO) in den arteriosklerotisch veranderten GefalRen fuhrt zu
einer beeintrachtigten Gefalrelaxation [11, 12], gesteigerten Plattchenaggregation
[13], verstarkten Proliferation der glatten Muskelzellen [14] und erhdéhten Leukozy-
tenadhasion am Endothel [15, 16]. Die endotheliale Dysfunktion ist wahrscheinlich
ebenso zuruckzufihren auf die abnormale und exzessive Freisetzung von vaso-
konstriktorischen Substanzen wie ET-1 [17]. Tatsachlich zeigte sich bei Patienten
mit fortgeschrittener Arteriosklerose und akutem Koronarsyndrom eine gesteigerte
Konzentration von zirkulierendem und gewebsstandigem immunreaktivem ET-1
[18, 19]. Die gestorte Vasomotorik und die strukturellen Umbauvorgange innerhalb
der Gefallwande férdern das weitere Fortschreiten des atherogenen Prozesses.

Zahlreiche Studien demonstrierten, dass die endotheliale Dysfunktion eine der
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frihen Manifestationen der Arteriosklerose darstellt [20-22]. Eine endotheliale Dys-
funktion ist charakteristisch fur Patienten mit kardialen Risikofaktoren, wie Hyper-
cholesterinamie, Hypertonie, Diabetes mellitus und Nikotinabusus. Bei Untersu-
chungen an Patienten mit einer milden koronaren Herzkrankheit (KHK) und endo-
thelialer Dysfunktion, verglichen mit Patienten mit besserer Endothelfunktion, zeig-
ten diese eine groRere Inzidenz von kardiovaskularen Ereignissen [23]. Weitere
Studien belegten, dass eine endotheliale Dysfunktion, bei Patienten mit angiogra-
fisch normalen Koronararterien, pradispositioniert fur einen spateres kardiovasku-
lares Ereignis [24]. Die Bewertung der endothelialen Funktion stellt damit eine
prognostische Information dar [25, 26]. Der Mechanismus der endothelialen Dys-
funktion scheint multifaktoriellen Ursprungs zu sein. Es gibt eine steigende Evi-
denz, dass Anstiege der Produktion von freien Radikalen zu diesem Phanomen
beisteuern (s. Abb. 2.1).

Hypercholesterolemia  Hypertension  Heart Failure

Diabetes Cigarette Smoking Nitrate Tolerance Angiotensin II

v

Xanthine Oxidase NADH/NADPH Oxidase “Uncoupled” eNOS

Other Sources ?

5
\ Oi--T / B}I}'Exidation

H,0, Oxidant Stress 0,
NO* OONO-
H\\»ROS LOO"
LO®
¥ Bioavailable NO* OH"
v
Remodeling «—— Endothelial Dysfunction ——— SMC Growth
‘# R
Platelet Aggregation Loss of Inflammation
Vasodilation

Abbildung 2.1: Mechanismus der durch oxidativen Stress induzierten endothelia-
len Dysfunktion in kardiovaskularen Erkrankungen [27].
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2.3. Endothelin

2.3.1. Allgemeines zum Endothelin

Die Entdeckung des Endothelins vor mehr als 15 Jahren hat zu einem starken, bis
heute unvermindert anhaltenden internationalen Interesse an dieser Substanz und
dem damit verbundenen physiologischen Regulationssystem gefuhrt. Die ersten
Hinweise auf die Existenz des Endothelins ergaben sich im Rahmen von Experi-
menten, welche die Rolle des Endothels als stoffwechselaktives Organ untersuch-

ten.

Eine vasokonstriktorische Substanz, die in Endothelzellen produziert wird und ei-
nen Einfluss auf die Koronararterien besitzt, wurde erstmals 1985 beschrieben
[28]. Die Familie der Endotheline wurde darauf 1988 von Yanagisawa isoliert und
identifiziert. Die drei Mitglieder, Endothelin-1, Endothelin-2 und Endothelin-3, wer-
den in einer Vielzahl von Geweben gebildet, wo sie als Modulatoren des Gefaldto-
nus, der Zellproliferation und Hormonproduktion agieren [29]. Zahlreiche Studien
mit den Endothelinen und ihren spezifischen Rezeptorantagonisten lassen vermu-
ten, dass diese Peptide eine groflie Rolle in den Gefalken und deren Erkrankungen
spielen [30-32].

2.3.2. Struktur und Metabolismus der Endotheline

Endothelin-1

Endothelin-1 ist ein 21-Aminosaurepeptid, welches 1988 als potenter Vaso-
konstriktor identifiziert wurde [29]. Endothelin-1 (ET-1) ist das am besten unter-
suchte Familienmitglied der 3 Peptide. Es wird vorwiegend von den Endothelzellen
[33] und Gefallwandmyozyten [34] produziert, aber auch von Neuronen, Hepato-
zyten, Mesangium-, Endometrium- und Brustepithelzellen sowie Makrophagen [35,
36]. ET-1 ist ein autokrines/parakrines Peptidhormon, welches mit anderen vaso-
aktiven Substanzen interagiert und zusatzlich zur hohen vasokonstriktorischen

Potenz eine proliferationsinduzierte Eigenschaft besitzt. Wichtige Stimulantien zur
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Induktion der Transkription der Endothelin-1 messenger RNA (mRNA) sind Hypo-
xie, Ischamie oder Scherstress (s. Abb.2.2).

Die Synthese und Sekretion von Endothelin-1 erfolgt innerhalb von Minuten. Die
Halbwertszeit des Endothelin-1 betragt 4-7 Minuten [37]. Im Plasma wird es zu 80-
90 % bei der ersten Passage durch die Lunge abgebaut [38]. Mehr als 75 % der
Endothelin-1 Sekretion von den Endothelzellen erfolgt zur Seite der glatten Mus-
kelzellen (abluminal) [39, 40]. Dort bindet es an spezifische Rezeptoren auf den
Muskelzellen und vermittelt die Vasokonstriktion. Jedoch zeigte sich, dass auch
die Plasma-Endothelin-Konzentrationen nitzliche Parameter darstellen. Sie korre-
lieren z.B. gut mit der Schwere der Herzinsuffizienz und haben wahrscheinlich ei-

nen prognostischen sowie diagnostischen Wert [41].

Die Injektion von ET-1 systemisch fuhrt initial zu einem kurzen Intervall von Hypo-
tension gefolgt von einer langanhaltenden Steigerung des Blutdrucks [42]. Zusatz-
lich zum blutdrucksteigernden Effekt reguliert ET-1 das Zellwachstum (Hypertro-
phie), die Zellproliferation und hat einen Einfluss auf die Apoptose [43-45].

Endothelin-2 und Endothelin-3

Zwei zusatzliche menschliche Endothelin-Isoformen, Endothelin-2 und Endothelin-
3, welche von unterschiedlichen Genen kodiert werden, konnten isoliert werden
[46]. Endothelin-2 wird hauptsachlich in der Niere und im Darm gebildet, mit klei-
nen Anteilen im Myokard, in der Plazenta und im Uterus. Ebenso wie das Endo-
thelin-1 zirkuliert auch das Endothelin-3 im Plasma. Seine genaue Quelle ist je-
doch unbekannt. Es konnte in hohen Konzentrationen im Gehirn gefunden werden
und reguliert wahrscheinlich wichtige Funktionen der Neurone und Astrozytome
[47]. ET-3 wurde ebenfalls im Gastrointestinaltrakt, in der Lunge und in der Niere

gefunden.
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2.3.3. Regulierung und Sekretion der Endotheline

Jedes Endothelin ist ein Produkt eines separaten Genes, welches fur ein grol3es
Vorlauferprotein kodiert. Das menschliche Endothelin-1 Gen ist auf Chromosom 6
lokalisiert [48]. Die Promoterregion hat typische CAAT und TATA Sequenzen, wel-
che die Transkription regulieren und damit eine regulatorische Stelle fur wichtige
Stimulantien bereithalten. Durch diese und andere Promotorstellen kdnnen eine
Vielzahl von Wachstumsfaktoren und Proteinen die Transkription des Endothelin-1

Genes modulieren [49].

Die drei Peptide ET-1, -2 und -3 bestehen aus jeweils 21 Aminosauren mit zwei
Disulfidbricken. ET-2 und -3 unterscheiden sich durch den Austausch von zwei
bzw. sechs Aminosduren vom ET-1. Das ET-1 wird Uber eine aus 212 Aminosau-
ren bestehende Vorstufe, dem Praproendothelin, synthetisiert. Durch proteolyti-
sche Spaltung entsteht daraus das 38 Aminosauren enthaltene Big Endothelin-1.
Die zweite Spaltung erfolgt durch das ET-Konversion-Enzym (ECE), einer spezifi-
schen Endopeptidase [50]. Es trennt das Big ET-1 zwischen der Position 21 (Tryp-
tophan) und 22 (Valin) zum Endothelin-1. Das ECE ist durch die Proteaseinhibito-
ren Phosphoramidon und Pepstatin inhibierbar [51]. Einige endogene Substanzen
sind bekannte Stimulatoren der ET Produktion, wie Thrombin, Transforming
growth factor B (TGF B), Tumornekrosefaktor a, Immunglobulin-1, Insulin, Angio-
tensin Il, Bradykinin und Norepinephrin [33] (s. Abb.2.2). Im Kontrast dazu sind
Stickstoffmonoxid, atriale natriuretische Peptid, Prostazyclin und Heparin bekannte
Inhibitoren der ET Produktion [33, 52].
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Abbildung 2.2: Regulation, Verarbeitung und Sekretion von Endothelin-1 in Endo-
thelzellen: Hormone und vaskulare Faktoren modulieren die Synthese des
Praproendothelin-1 durch Regulation der Bindung von Transkriptionsfaktoren, wie
GATA-2 und AP-1 an spezifischen Elementen am Endothelin-1 Gen Promoter. Die
MmRNA wird Ubersetzt in ein 212-Aminosauren Praproendothelin, welches dann
umgewandelt wird in ein 38-Aminosauren Prohormon, Big Endothelin. Das Endo-
thelin Converting Enzyme baut das Big Endothelin-1 zu einem 21 Aminosauren
Endothelin-1 Protein um [49].
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Endothelin Rezeptoren

Alle drei Endotheline binden an 2 Typen von Rezeptoren (A und B). Sie gehdren
zur Familie der G-Protein vermittelten Rezeptoren, die aus sieben transmembra-
naren Domanen bestehen [53, 54]. ET-A Rezeptoren haben eine 10fach hohere
Affinitat fur ET-1 als fur ET-3 und finden sich vorwiegend auf Herz- und Gefal3-
wandmyozyten [54]. Die Rezeptoren vermitteln die Vasokonstriktion des ET-1. Die
Vasokonstriktion erfolgt Uber die Stimulation der Phospholipase C, die zu einer
Bildung von Inositol 1,4,5-triphosphat und Diazylglyzerol fuhrt (s. Abb.2.3). Die
Steigerung des Inositol 1,4,5-triphosphat resultiert in einer Erhéhung der intrazellu-
laren Calciumkonzentration, die darauf in einer Vasokonstriktion endet. Die Akti-
vierung der Proteinkinase C fuhrt langfristig zur Steigerung der Zellproliferation

und —hypertrophie.

Endothelin-1

1

Hnositc{\ Phospholipase C
1.4.5- Diacy!- B i
triphos- glycerol

phate
fIntra- tProtein
cellular kinase
Ca=" C activity
i I
’ /

Vasoconsiriction
Cell proliferation

Abbildung 2.3: Signaltransduktion der Endothelin-A Rezeptoren: Die aktivierten
ET-A-Rezeptoren stimulieren Uber einen G-Protein-gekoppelten Signaltransdukti-
onsweg die Hydrolyse von Phospholipase C. Dieses fuhrt zu einem Anstieg von
Inositoltriphosphat und Diazylglyzerol. Inositoltriphosphat fuhrt zu einer Freiset-
zung von Ca?" aus den intrazelluldren Speichern. Die von Diazylglyzerol und Ca**
aktivierte Proteinkinase C sensitiviert den kontraktilen Apparat und fuhrt langfristig
zu einer Zellproliferation. Das freigesetzte Calcium fuhrt zur Kontraktion der
Muskelzellen [49].
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Die ET-B Rezeptoren finden sich vorwiegend auf Endothelzellen und haben eine
gleich hohe Affinitat fur ET-1 und ET-3. Die Signaltransduktion der ET-B Rezepto-
ren erfolgt Uber die gleichen Transmitter wie bei den ET-A Rezeptoren. Eine Kopp-
lung von ET-B an inhibitorische G-Proteine kann zu einer Modifizierung der Wir-
kung flhren. Dieses erfolgt wahrscheinlich tGber die Inhibierung der Bildung von
zyklischem AMP (cAMP) [55]. ET-B Rezeptoren auf den Endothelzellen sind ver-
antwortlich fur die Freisetzung der vom Endothel abstammenden Relaxationsfak-
toren, wie Stickstoffmonoxid und Prostazyklin, die zu einer Vasodilation fuhren [56,
57].

Neben den Endothelin-Spiegel beeinflussen auch die Rezeptorzahl und das Ver-
haltnis zwischen ET-A und ET-B Rezeptoren die gewebsspezifischen Effekte. Die
Regulation der Produktion der Rezeptoren erfolgt durch die gleichen Mechanis-
men wie die der Endothelinsynthese. Die ET-A Rezeptorsynthese wird durch Hy-
poxie, zyklisches AMP und Wachstumsfaktoren gesteigert, wahrend AT Il und Pla-
telet-derived growth factor zur Abnahme der Synthese fluhren [58]. Die Synthese
der ET-B Rezeptoren wird durch das atriale natriuretische Peptid (ANP) und AT I

gesteigert, im Kontrast dazu durch cAMP und Katecholaminen verringert [59].
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2.3.4. Pathophysiologische Bedeutung der Endotheline

Die Familie der Endotheline ist bei einer Vielzahl von kardiovaskularen Erkrankun-
gen von potentieller Bedeutung. Im nachfolgenden Abschnitt wird auf die Rolle der
Endotheline bei haufig vorkommenden kardiovaskularen Erkrankungen eingegan-

gen.

Tabelle 1. Potentielle Relevanz von Endothelin-1 in der Pathogenese kardio-
vaskularer Erkrankungen [59].

Hdochstwahrscheinlich Wahrscheinlich
Herzinsuffizienz Ductus Botalli
Pulmonale Hypertonie Re-Stenose nach PTA
Arterielle Hypertonie Vasospastische Angina
Arteriosklerose M. Raynaud

Myokardinfarkt
Cyclosporin-induzierte Hypertonie
Postischamisches Nierenversagen

Endotheline bei Herzinsuffizienz

Die Serum Endothelin und Big Endothelin Konzentrationen sind bei Patienten mit
einer Herzinsuffizienz 2-4 fach erhoht. Die Endothelin-1 Spiegel korrelieren dabei
direkt positiv mit dem klinischen Schweregrad der Erkrankung und dem links-
ventrikularen enddiastolischen Druck, jedoch invers mit der Auswurffraktion und
der maximalen Belastbarkeit [60, 61]. Die gute Korrelation der Serum ET-1 Spie-
gel mit der Prognose der Herzinsuffizienz deutet auf eine wichtige Rolle in Pa-
thophysiologie der Erkrankung hin. Die Ursache der erhéhten Endothelin-1 Spie-
gel ist nur teilweise bekannt. Hypoxie, Scherstress und Hormone, die assoziiert
sind mit der Entwicklung einer Herzinsuffizienz, stimulieren moglicherweise die
Endothelin Synthese und fuhren damit zu einer kurzfristigen Stabilisierung des
systemarteriellen Druckes. Jedoch fuhrt eine langfristige Erhdhung der ET-1 Spie-
gel durch die Induktion von vaskularer Hypertrophie, myokardialer Umbauvorgan-
ge und Flussigkeitsretention zu einer Progression der Herzinsuffizienz (s. Abb.
2.4).
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Die Erkenntnisse der Rolle der Endotheline versprechen viele Mdéglichkeiten flr
Therapieansatze. In Untersuchungen am Menschen zeigte sich eine Reduktion
von arteriellen Mitteldruck, pulmonalkapillaren Druck sowie systemischen und
pulmonalen Gefalwiderstand nach einer Behandlung mit Bosentan, einem ge-
mischten ET-A und ET-B Inhibitor [62].

Shear Hypoxia Catecholamines  Adrenal

stress Angiotensin Il gland
|

t Arterial vasoconstriction
0 7 7%
t Sympathetic activity

t Aldosterone

Endothelin -1
Hypertrophy
\ 4
1 Systemic - 1 S)?grlgt?;n Sodium +
rggissrt:;ge " ﬁé‘ + Glomerular revtveartnﬁcr)n
= Heart filtration rate
P ! Renal efferent
vasoconstriction
| Cardiac output I Intravascular volume

Abbildung 2.4: Endothelin-1 bei Herzinsuffizienz: Hypoxie, Scherstress und ver-
schiedene Hormone stimulieren die Endothelin-1 Produktion. ET-1 stimuliert die
Aldosteronsekretion und senkt die Nierenperfusion. Beides flhrt zu einer Retenti-
on von Natrium und Wasser und steigert das intravasale Volumen. ET-1 stimuliert
ebenso die Hypertrophie von Myokardmyozyten, steigert die Sympathikusaktivitat
und arterielle Vasokonstriktion. Ein erhdhter peripherer Widerstand senkt das
Herzminutenvolumen [49].
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Endotheline bei arterieller Hypertonie

In Untersuchungen an verschiedenen Hypertoniemodellen und Patienten mit ma-
Riger Hypertonie wurden normale oder nur gering erhdhte ET-1 Serumspiegel
nachgewiesen [63, 64]. Die gemessenen ET-1 Konzentrationen waren deutlich
niedriger als diejenigen, die fur systemische ET-1 Effekte notwendig waren [65].
Die Rolle der Endotheline bei der arteriellen Hypertonie ist daher komplexer als
angenommen und damit die Hoffnung einen kausal verantwortlichen Mediator
gefunden zu haben, zu einfach zu sein. Jedoch gibt es Evidenzen daflr, dass die
Endotheline eine Rolle in der Entwicklung der arteriellen Hypertonie spielen. Da
die ET-1 Freisetzung durch das Endothel vorwiegend abluminal stattfindet, reflek-
tieren die gemessenen ET-1 Spiegel lediglich indirekt die lokalen ET-1 Konzentra-
tionen und sprechen damit nicht gegen die pathogenetische Bedeutung fur die
Entstehung der arteriellen Hypertonie [40]. Wahrscheinlich kommt es in einem
gewissen Umfang zu einer Adaptation an veranderte Endothelin-1 Spiegel. Die
zentrale GroRe ist dafur offenbar die reduzierte Dichte der ET-Rezeptoren [66].
Die Arbeitsgruppe von Deng zeigte, dass eine antihypertensive Therapie zu einer
Zunahme der ET-Rezeptordichte flhrte [67].

Eine weitere Rolle in der Entstehung der arteriellen Hypertonie spielt das Renin-
Angiotensin-System (RAS). Bei der arteriellen Hypertonie kommt es zu einer er-
héhten Ausschittung von ET-1 durch Stimulation mit AT Il. In Tiermodellen und
am Menschen fuhrte eine Reduktion des arteriellen Druckes mit ACE Inhibitoren
zu einer Normalisierung der ET-1 Reaktivitat [67]. Studien mit Endothelin-
Rezeptor-Antagonisten fuhrten am Tiermodell zu einer kurzfristigen Reduktion des

Blutdruck, langfristig blieb ein Effekt auf das vaskulare Remodelling aus [68].

Zurzeit ist es noch nicht erwiesen, ob erhdhte ET-Spiegel eine kausale Rolle in der
Entwicklung einer arteriellen Hypertonie spielen. Jedoch ist es wahrscheinlich,
dass sie zu einer Aggravation des pathologischen Gefaliremodeling in der arteriel-

len Hypertonie beitragen.
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Endotheline bei Arteriosklerose und instabiler Angina pectoris

Eine ausgepragte Arteriosklerose fuhrt zu einem Anstieg der Serum-Endothelin-1-
Spiegel, welche gut mit der Schwere der atherosklerotischen Lasion korrelieren.
Dieser beobachtete Effekt kdnnte durch die endotheliale Dysfunktion bedingt sein
[18]. Bei einer instabilen Angina pectoris kommt es im Gegensatz zur stabilen An-
gina pectoris zu einem Anstieg der ET-1-Synthese. Diese ist wahrscheinlich durch
die Freisetzung von Thrombin zu erklaren. Durch die erhdhten ET-1 Spiegel kann

es zum komplizierenden Vasospasmus kommen [69].

Endotheline bei Myokardinfarkt

Bei transmuralen Infarkten konnte eine Erhdhung der ET-1 Plasmaspiegel beo-
bachtet werden [70]. Ursachlich kann dafir die Hypoxie oder die Ischamie sein,
die beide zu einer gesteigerten Synthese von ET-1 fuhren. Die ET-1 Konzentratio-
nen korrelieren gut mit der Einschrankung der linksventrikularen Funktion [71]. Bei
einem Infarkt kdnnen erhdhte ET-1 Spiegel eine Ausdehnung des Infarktareals
verursachen [29]. Auf diese Erkenntnis aufbauend zeigte Watanabe mit seiner
Arbeitsgruppe, dass die Gabe eines ET-Antikorpers zu einer Reduktion der In-
farktgroRe um ein Drittel fuhrt [72]. Dieser Mechanismus lasst sich einerseits Uber
die durch ET-1 induzierte Vasokonstriktion und damit Verschlechterung der Perfu-
sion erklaren, sowie andererseits durch eine ET-1 verursachte Steigerung der
Nachlast und dem damit verbundenen groReren myokardialen Sauerstoffverbrau-

ches.
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2.4. Oxidativer Stress

2.4.1. Reaktive Sauerstoffspezies

Der oxidative Stress ist eine Konsequenz der oxidierenden Eigenschaft der freien
Radikale. Freie Radikale sind Atome oder Molekule, die ein oder mehrere unge-
paarte (freie) Elektronen besitzen. Ein ungepaartes Elektronenpaar belegt dabei

ein Orbital allein. Den Sauerstoffradikalen gilt ein besonderes Interesse.

Der fur die Energiegewinnung notwendige Sauerstoffmetabolismus in biologischen
Systemen ist mit der Formierung reaktiver Sauerstoffradikale (ROS), wie z. B.
Wasserstoffperoxid und den anionischen Hydroxyl- und Superoxidradikalen ver-
bunden. ROS sind Molekule, die initial vom Sauerstoff abstammen, aber eine uni-
valente Reduktion vollzogen haben und so bereitwillig mit anderen biologischen
Produkten reagieren. Die ROS sind involviert in Mechanismen wie Zellwachstum,
Hypertrophie, Apoptose, endothelialen Adhasion und spielen eine Rolle in der Pa-

thophysiologie von Diabetes, Hypertonie, Ateriosklerose und Herzinsuffizienz.

Die ROS beinhalten Superoxidradikale (+O,"), Wasserstoffperoxid (H2O2), Hydro-
xylradikale (*OH), Stickstoffmonoxid (NO) und das NO/ <O, Reaktionsprodukt Pe-
roxynitrit (ONOQO"). Der Hauptproduktionsort fir Superoxidanionen sind die Ubi-
quinone der Mitochondrien. Weitere potentielle enzymatische Quellen von ROS
stellen die Enzyme des Arachidonsauremetabolismus Lipooxygenase und Cycloo-
xygenase, Cytochrom p450, Xanthinoxidase, NAD(P)H Oxidase, NO Synthase
und Peroxidasen dar [27, 73].

Im Gegensatz zu +O; sind NO, H,O,, ONOO" keine freien Radikale per se, besit-
zen jedoch oxidative Eigenschaften, welche deutlich zum oxidativen Stress beitra-
gen. Das Superoxid <O, dismutiert spontan oder wird durch die Superoxiddismu-
tase (SOD) in das stabilere Radikal H,O, umgewandelt. Katalase und Gluthation-
peroxidase sind wichtige Scavenger von H,O; und fuhren zur Formation von Was-
ser und Sauerstoff [74-76]. Signifikant schneller als die Reaktion mit SOD verlauft

die bimolekulare Reaktion von NO mit «O;". Dies resultiert in der Bildung von Per-
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oxynitrit (ONOQO") und damit zu einer verringerten Bioverfligbarkeit des Vasodilata-
tors NO.

Das Superoxidanion hat viele verschiedene Effekte, einerseits direkt oder indirekt
durch die Generierung von anderen Radikalen, wie das H,O, und ONOOQO". Die Ef-
fekte beinhalten: 1. die rapide Inaktivierung der potenten Signalmolekule und des
Endothelium derived relaxing factor (EDRF) NO, das zur endothelialen Dysfunkti-
on fuhrt; 2. die Vermittlung der Signaltransduktion mit einer veranderten
Gentranskription und Protein- sowie Enzymaktivitat; und 3. oxidativer Schaden an

Proteinen, Lipiden, Kohlenhydraten, DNA und Zellsystemen [77].

2.4.2. Xanthinoxidase

Die Xanthinoxidoreduktase ist ein Molybdanenzym, welches zur Katalysierung der
Oxidation von Hypoxanthin und Xanthin im Purinstoffwechsel fahig ist. Sie existiert
in zwei konvertierbaren Formen: Xanthindehydrogenase oder Xanthinoxidase
(XO). Die erstgenannte reduziert das Nicotinamidadenindinucleotid (NAD"), wobei
die Xanthinoxidase den molekularen Sauerstoff bevorzugt und zu einer Produktion
von Oz und H,O, fuhrt. Die XO ist eine bedeutende Quelle fur die Produktion von
ROS in den Endothelzellen und wird mit der endothelialen Dysfunktion bei kardio-

vaskularen Erkrankungen in Verbindung gebracht.

Eine gesteigerte Xanthinoxidase-Aktiviat und die damit verbundene erhohte Su-
peroxidanionenproduktion wurde in GefaRen von starken Rauchern [78], von Pati-
enten mit einer KHK [79], Hypercholesterienamie [80] und bei Ischa-
mie/Reperfusionsschaden beobachtet [81]. Studien haben gezeigt, dass frihe
Stadien der Arteriosklerose, verursacht durch eine nahrungsinduzierte Hypercho-
lesterienamie, assoziiert sind mit einer gesteigerten Superoxidanionenproduktion.
Die Gabe von Oxypurinol konnte die *O2" Produktion normalisieren und die endo-
theliale Dysfunktion verbessern, was eine Involvierung der Xanthinoxidase madg-
lich macht [82].
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2.4.3. NAD(P)H Oxidase

Viele Studien haben die NAD(P)H Oxidase als eine bedeutende Quelle von ROS
in GefalRen beschrieben [83-86]. Die NAD(P)H Oxidase besteht aus multiplen Un-
tereinheiten (p22°"°%, p40P"°* p47°" p67°"* und gp91P"°*) [87] und konnte so-
wohl in Endothelzellen als auch in glatten Muskelzellen gefunden werden. Die Ak-
tivitat der Oxidase kann durch verschiedene Substanzen gesteigert werden, be-
sonders hervorzuheben ist dabei die Stimulation durch das Angiotensin Il. Die
chronische Infusion von AT Il steigert die NAD(P)H Expression und ROS Produk-
tion, was in einem erhodhten Blutdruck und einer eingeschrankten endothelialen
Vasodilatation resultiert [84, 88].

2.4.4. Bedeutung von oxidativem Stress

Die reaktiven Sauerstoffspezies sind an der kurzfristigen Regulation des Gefalto-
nus und an langfristigen Strukturveranderungen innerhalb der Gefallwande betei-
ligt. Es konnte eine erhdhte Sauerstoffradikalproduktion in porcinen Koronararte-
rienwanden nach Verletzung durch eine Angioplastie nachgewiesen werden. Anti-
oxidativ wirkende Vitamine, wie z. B. C, E und Probucol, bewirkten eine Reduktion

der neointimalen Proliferation bei einer arteriellen GefaRwandverletzung [89, 90].

Freie Sauerstoffradikale wirken Uber komplexe Mechanismen toxisch. Die Reakti-
on von ROS mit ungesattigten Fettsauren resultiert in einer Storung der Zellmem-
branpermeabilitat, die zu einer beeintrachtigten Hamostase sowie Rezeptorfunkti-
on fuhrt [91]. Reaktive Sauerstoffspezies, abgesehen von ihrer Kapazitat Schaden
an Zellen und Geweben zu induzieren, konnen die endotheliale Funktion beein-
trachtigen [26] und sind assoziiert mit einem gesteigerten Blutdruck [92]. In mehre-
ren Studien an Gefaldisegmenten wurden durch ROS vermittelte vasokonstriktori-
sche Effekte beschrieben [93, 94]. Ursachlich dafur kdnnen eine durch oxidativen
Stress modulierte zellulare Kalziumhamostase [95, 96], eine Reduktion der Biover-
fugbarkeit von NO [96] oder auch eine Stimulation der Transkription der Endothe-

lin-1 Synthese sein.
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Die ROS fordern ebenfalls das Zellwachstum und spielen eine wichtige Rolle im
vaskuldren Remodeling [97]. Uber Veranderungen der nukledren Gentranskription
konnte langfristig die Regulation von Apoptose und Hypertrophie beeinflusst wer-
den. Die Modulation der proliferationsbezogenen Signaltransduktion kann auf re-

doxsensitive MAP-Kinasen und Transkriptionsfaktoren zurtickgeflihrt werden [91].

2.4.5. Interaktion von ROS mit Endothelin-1

Wie im Abschnitt 2.3.4. beschrieben, wurden in zahlreichen Studien bei kardio-
vaskularen Erkrankungen erhohte Endothelin-1 Konzentrationen nachgewiesen.
Die Arbeitsgruppe von Hassan zeigte eine gesteigerte gastrale Endothelin-1 Kon-
zentration nach artifizieller Ischamie der Arteria gastrica sinistra. Die ET-1 Spiegel
konnten durch Zusatz von Bosentan oder SOD und CAT reduziert werden [98].
Zieht man die bereits erwahnten Interaktionen zwischen ROS und ET-1 sowie die
Ahnlichkeiten der induzierten Vasokonstriktion und Zellproliferation in Betracht, ist
es wahrscheinlich, dass die ROS eng verbunden sind mit der Produktion und der
Signalwirkung von ET-1. Das ET-1 und die ROS begunstigen durch ihr mitogenes
und proliferations-induzierendes Potential die Progression atherosklerotischer
Veranderungen. Sauerstoffradikale wirken zusatzlich als funktionelle Agonisten
der Endotheline und verstarken daher vasomotorische Regulationsstorungen bei

atherogenen Prozessen.

Die Interaktionen von ROS und dem Endothelin-1 Metabolismus sind von beson-
derem pathophysiologischem Interesse, aber noch nicht geklart. Die Behandlung
von menschlichen Aorta- und glatten Muskelzellen der Koronarien mit Hydrogen-
peroxid oder Xanthin/Hypoxanthin Oxidase steigerte die ET-1 Synthese [99]. Die-
se gesteigerte Regulation der ET-1 Produktion durch oxidativen Stress wurde
ebenfalls in Endothelzellen beobachtet [100]. Sauerstoffradikale kdnnten dabei
potentiell durch die Aktivierung von Proteinkinasen der MAP-Kinasen-Familie oder
durch Induktion von spezifischen Transkriptionsfaktoren die Expression des ET-1
Genes beeinflussen. Weiterhin ist bekannt, dass ROS den nuklearen Faktor (NF
kKB) aktivieren kann [101], welcher einen stimulierenden Einfluss auf die Praproen-
dothelin-Expression hat [102]. Unsere Arbeitsgruppe zeigte, dass oxidativer Stress

die ET-1 Synthese durch Aktivierung des Endothelin-1 Promotors steigerte und
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das ROS eine Steigerung der Praproendothelin-1 mRNA bewirken [99, 103]. Fri-
here Studien zu den Interaktionen von ROS mit Endothelin-1 zeigten widersprich-
liche Ergebnisse [104-106]. Die Effekte von freien Sauerstoffradikalen auf den En-

dothelin-1 Metabolismus sind daher noch nicht weitreichend erklart.

2.5. Angiotensin Il

2.5.1. Das Renin-Angiotensin-System

Das systemische Renin-Angiotensin-System (RAS) hat einen wichtigen Anteil an
der Kurz- als auch Langzeitregulation des arteriellen Blutdruckes, sowie an der
Regulierung des Elektrolyt- und Wasserhaushaltes und der Gewebsproliferation.
Die Entdeckung des RAS begann vor mehr als 100 Jahren, als Tigerstedt und
Bergman erstmals eine Pressorsubstanz aus der Nierenrinde nachweisen konnten
[107]. Page und Helmer zeigten 1940, dass nicht Renin selbst eine Pressor-
substanz ist, sondern sie beschrieben den Zusammenhang von Renin und Angio-
tensin [108].

Nach heutigem Kenntnisstand Uber das RAS fasst man zusammen, dass Angio-
tensin in Form einer inaktiven Vorstufe, dem Angiotensinogen, synthetisiert wird.
Unter dem Einflu® von Renin wird das Angiotensin | gebildet. Angiotensin | wird
schliel3lich Uber das Angiotensin-Konversions-Enzym in Angiotensin Il Uberfuhrt
(s. Abb.2.5). Das Angiotensin Il wirkt Uber zellmembranstandige Rezeptoren an
den Zielzellen und wird innerhalb weniger Sekunden durch unspezifische Protea-
sen zum einen in inaktive, zum anderen in weiter aktive Fragmente wie Angioten-

sin Il und Angiotensin IV gespalten.

Neben dem klassischen endokrinen System, bei dem alle Komponenten des RAS
und seiner Produkte in der Blutbahn zu ihren Zielorganen zirkulieren, sind in den
letzten Jahre lokale RAS in diversen Organen (z.B. Herz, Niere, Gefallen, Neben-
niere, Gehirn, Plazenta, Testis und Fettgewebe) beschrieben worden [109]. Das
Angiotensin Il ist daher vornehmlich als ein lokalwirkendes vasoaktives Peptid an-
zusehen [110]. Je nach Lokalisation der RAS Komponenten wird zwischen syste-

mischen und lokalen Systemen unterschieden. Es ist bekannt, dass das ACE auf
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der Oberflache von Endothelzellen im gesamten Blutkreislauf prasent ist. Daher
erfolgt die Konversion von Angiotensin | zu Angiotensin Il wahrscheinlich haupt-
sachlich an der Oberflache der Blutgefalde [111, 112]. Die physiologische Bedeu-
tung lokaler RAS, in dem alle Komponenten von der lokalen Expression des Re-

nin-, Angiotensinogen- und ACE Gens stammen [113], ist noch ungeklart.

Angiotensinogen

Endopeptidase Renin Prorenin

Bradykinin

Chymase Angiotensin | Subs. P
Non-ACE ACE Enkephalin
Cathepsin G

Angiotensin Il Inactive

/ H \ fragments

AT, AT, Other
receptor receptor receptors
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(fragments)

- vasoconstriction - vasodilatation

- aldosterone secretion -4 cellular growth

- tubular sodium - antioxidant actions

reabsorption - apoptosis ?

- thirst

- vasopressin secretion
- cellular hypertrophy
- calcium transport

Abbildung 2.5: Die enzymatische Proteinkaskade des Renin-Angiotensin-
Systems (RAS) und seine Funktionen: Das proteolytische Enzym Renin spaltet
aus dem Angiotensinogen, welches in der Leber synthetisiert wird, das Angioten-
sin | ab. Dieses wird dann durch das ACE, das grofitenteils an der luminalen O-
berflache des Endothels lokalisiert ist, in das Angiotensin Il umgewandelt. AT Il ist
das biologisch aktive Peptid, welches durch spezifische Bindung an verschiede-
nen Rezeptoren die Effekte an Herz, Gefalden, Niere und anderen vermittelt. Es
besteht eine hohere Affinitat zum AT Rezeptor als zum AT, Rezeptor [114].
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2.5.2. Intrazellulare Signaltransduktion von Angiotensin II

Die Effekte von AT Il werden Uber spezifische Rezeptoren an der Zelloberflache
vermittelt. Dies erfolgt hauptsachlich Gber die zwei Subtypen des Angiotensin I
Rezeptors (AT4 und AT>) und in geringer Anzahl GUber den AT; und AT, Rezeptor
[115]. Unter normalen Umstanden werden AT, Rezeptoren im Vergleich zu AT,
Rezeptoren vermehrt expremiert. Die beiden Rezeptoren vermitteln gegensatzli-
che Effekte auf das Wachstum und Remodeling (s. Abb. 2.5). Die spezifische Rol-
le des AT, Rezeptors in der Pathophysiologie von Erkrankungen ist wenig be-
schrieben, die meisten Funktionen des AT Il werden Uber den AT Rezeptor ver-

mittelt.

Der AT4 Rezeptor gehort zur Superfamilie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren
und wird auf einer Vielzahl von Geweben expremiert, wie Herz, Gehirn, Niere,
Lunge und besonders auf glatten Muskelzellen. Abhangig vom Gewebe resultiert
die Stimulation der Signaltransduktion in einer Kontraktion, Hypertrophie, Prolifera-
tion und/oder Apoptose [110]. Die Bindung von AT Il an den AT Rezeptor flhrt zu
einer Aktivierung der Phospholipase C und Inhibierung der Adenylatzyklase. Die
aktivierte Phospholipase C resultiert in einer vermehrten Bildung von Inosi-
toltriphosphat und Diazylglyzerol. Das Inositoltriphosphat wirkt am endoplasmati-
schen Retikulum und erhdht so die intrazellulare Kalziumkonzentration. Diazylgly-
zerol und freies Kalzium aktivieren die Proteinkinase C, welche einen stimulieren-
den Einfluss auf die Transkription und Translation der DNA im Nukleus hat. Durch
die vermehrte Synthese von Strukturproteine und Wachstumsfaktoren kommt es

zur Stimulation des Zellwachstums.
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2.5.3. Pathophysiologische Bedeutung des Renin-Angiotensin-Systems

Die Aktivitat des Renin-Angiotensin-Systems spielt eine gro3e Rolle in der Pa-
thophysiologie und Progression von verschiedenen kardiovaskularen Erkrankun-
gen. Das RAS ist involviert in Prozessen der ventrikularen Hypertrophie bei der
arteriellen Hypertonie, der GefalRhypertrophie und —hyperplasie in der Arterioskle-
rose und beim strukturellen und funktionellen Remodeling der Niere bei der chro-
nischen Niereninsuffizienz. Speziell das AT Il spielt bei den genannten Krankhei-

ten eine Schlisselrolle.

Das AT Il ist der nach Endothelin-1 starkste bekannte Vasokonstriktor. Die Pro-
duktion von AT Il in der Arterienwand ist bedeutend fur die Regulation des Tonus
der Arterie, und sie ist klar involviert in der Pathogenese der Arteriosklerose. In
humanen atherosklerotischen Lasionen konnte eine gesteigerte Aktivitat des loka-
len RAS, mit erhdhten Spiegeln an ACE, AT Il und AT Rezeptoren, festgestellt
werden [116]. Das AT Il erhoht den Gefaldtonus mittels einer Bindung an die auf
der Oberflache der glatten Muskelzellen lokalisierten AT, Rezeptoren, welche in
einer sofortigen Kontraktion resultiert [117]. Neben den kurzfristigen pressorischen
Effekten besitzt AT Il auch eine langsam eintretende blutdrucksteigernde Wirkung,
was von besonderer klinischer Bedeutung ist. Das AT Il hat neben der Blutdruck-
regulation weitere Effekte auf die Volumen- und Elektrolythomdostase. Es erhdht
die Sekretion und Plasmakonzentration von Aldosteron, das eine Veranderung
des Salzhaushaltes bewirkt. Daneben ubt AT |l einen direkten Einfluss auf die nie-
renstandigen AT Il Rezeptoren aus und kann Uber eine Veranderungen des rena-
len Blutflusses und des glomerularen Filtrationsdruckes den Wasser- und Elektro-
lythaushalt modifizieren [118]. Flr die molekularen Effekte von AT Il hat man zei-
gen konnen, dass AT Il mitogen wirkt und insbesondere das Wachstum von glat-
ten Muskelzellen in Gefallwanden stimuliert [119]. Dies wird vermutlich Uber die

parakrinen Aktionen vom TGF und Endothelin-1 vermittelt [120].

In den letzten Jahren gab es zahlreiche Untersuchungen zum Einfluss von AT II
auf die Produktion und Freisetzung von reaktiven Sauerstoffradikalen. Dieser Me-
chanismus, welcher selektiv Uber den AT{ Rezeptor vermittelt wird, spielt eine

zentrale Rolle in der Entwicklung der Arteriosklerose und degenerativen Prozes-
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sen in kardiovaskularen und renalen Erkrankungen. Die Abbildung 2.6 zeigt wie
der Uber den AT, Rezeptor vermittelte oxidative Stress mittels komplexer Aktionen
zur Plaqueformation, endothelialen Dysfunktion und Thrombose beitragt. AT |l for-
dert die Aktivierung und Adhasion von Monozyten an den Endothelzellen, die Ex-
pression von Adhasionsmolekilen und Zytokinen, die Bildung freier Radikale, die
Akkumulation von oxidiertem LDL und die Bildung von Schaumzellen. Des Weite-
ren steigert es die Proliferation, die Migration und Matrixproduktion von glatten
Muskelzellen. Im weiteren Verlauf tragt AT Il Gber die Stimulation von Metallopro-
teasen zur Plaqueruptur bei. Es hat sich in der Vergangenheit gezeigt, dass die
Inhibierung des RAS durch ACE-Hemmer oder AT |l Rezeptor Antagonisten eine
Vielzahl von positiven Effekten, in Bezug auf Endorganschaden und Reduktion
von kardiovaskularen Ereignissen, bereithalt. Ein gesicherter Vorteil durch den
Einsatz von Inhibitoren des RAS konnte bei Patienten mit Hypertonie, akutem My-
okardinfarkt, linksventrikularer Dysfunktion, Herzinsuffizienz und koronarer Herz-

krankheit festgestellt werden [114].
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Abbildung 2.6: AT Il induziert Gber den AT Rezeptor oxidativen Stress und Arte-
riosklerose: Der oxidative Stress steuert Uber komplexe integrierte Mechanismen
zur endothelialen Dysfunktion, Plaqueformation und schlieRlich dessen Ruptur bei

[114].
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2.5.4. Angiotensin und ROS Produktion

Der Effekt von AT Il auf die Produktion und Freisetzung von reaktiven Sauerstoff-
radikalen ist in den letzten Jahren immer mehr in den Mittelpunkt geraten. Um die-
sen Einflusses des AT Il besser verstehen zu konnen, wurden zahlreiche Untersu-
chungen durchgefuhrt [85, 86, 121, 122]. AT Il erhdhte die Aktivitat und Expressi-
on der vaskularen NAD(P)H Oxidase. Inkubationen von Endothelzellen und glatten
Muskelzellen mit AT Il resultierten in einer Steigerung der Aktivitat und Expression
der NADPH Oxidase Untereinheiten (gp 91P"°%, p22P"°*) [88]. In vivo Behandlun-
gen mit AT |l steigerten die Expression von p22°", gp91P"* p47P"* und p67°"*
in Endothelzellen und glatten Muskelzellen [123]. Weitere Erkenntnisse Uber die
Rolle von NAD(P)H Oxidase bei vaskularen Erkrankungen fand man in knockout
Experimenten. Infusionen von AT Il in Wildtyp Mausen steigerten die *O,” Produk-
tion und den Blutdruck, welche in gp91P"°* knockout Tieren signifikant reduziert
waren [124]. Die Gabe von AT Il zeigte weiterhin eine signifikante Steigerung der
vaskularen *O,” Produktion in der Aorta der Wildtyp Maus verglichen mit p47°"
knockout Mausen [125]. Diese Daten zeigten klar eine entscheidende Rolle der
NAD(P)H Oxidase in der AT Il vermittelten Steigerung des oxidativen Stress im

vaskularen Gewebe.

Die Inkubation von kultivierten Endothelzellen der Rattenaorta mit AT |l zeigte eine
Stimulation der Freisetzung von NO [126]. Diese Reaktion wird tber den AT, Re-
zeptor vermittelt, dieses konnte durch eine spezifische Inhibierung dieses Rezep-
tors mit Lorsartan bestatigt werden. Die AT Il stimulierte Produktion von <O, er-
folgt ebenfalls Uber den AT, Rezeptor [127]. Die simultane Freisetzung von NO
und *O;" als Antwort auf die AT Il Stimulation wurde demonstriert in vitro [126], wie
auch im menschlichen Korper [128]. Reagieren die beiden Produkte miteinander,

fuhrt dies zur verringerten Bioverfugbarkeit von NO.
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2.6. Angiotensin-Endothelin Interaktion

Vergleicht man die Eigenschaften von AT Il und ET-1 miteinander, fallt ein Syner-
gismus in ihren Effekten auf. FUr beide Substanzen sind vasokonstriktorische so-
wie mitogene Eigenschaften beschrieben worden (s. Abb. 2.7). Zahlreiche Studien
belegen intensive Wechselwirkungen zwischen den beiden Systemen [54, 129,
130]. So kann ET-1 die Umwandlung von Angiotensin | zu Angiotensin Il fordern
und die durch Angiotensin Il vermittelte Aldosteronsekretion steigern [129]. AT Il
ist wiederum ein starker Stimulus der ET-1 Synthese. Die von AT Il induzierte zel-
lulare Hypertrophie der Kardiomyozyten wird offenbar durch eine AT Il bedingte
transkriptionelle Steigerung der ET 1-Synthese vermittelt [130]. Moglicherweise ist
damit auch ein Teil der Effekte der ACE-Inhibitoren auf den Blutdruck und die
Regression der linksventrikularen Hypertrophie Uber eine Reduktion der ET 1-

Synthese zu erklaren [131].

Far Angiotensin Il wurde in vielen Experimenten gezeigt, dass es die Produktion
von Endothelin-1 stimuliert. Daher ist es nicht verwunderlich, dass viele der phy-
siologischen und pathologischen Effekte von AT Il tatsachlich Gber Endothelin und
durch dessen Interaktionen an spezifischen Rezeptoren vermittelt wird. Nur wenig
ist bisher bekannt Uber die funktionelle Interaktion zwischen ET und AT Il. Die bis-
herigen Ergebnisse lassen starke und komplexe Assoziationen zwischen diesen
zwei Faktoren in der Kontrolle von vaskularen Funktionen vermuten. In dieser Ar-
beit sollen nach Stimulation von Arteria mammaria interna Sementen die Wech-
selwirkungen zwischen AT Il — oxidativer Stress — Antioxidantien - ET-1 genau

charakterisiert werden.
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Abbildung 2.7: Das Endothel spielt eine bedeutende Rolle in der Kontrolle des
Gefallsystems: Die Bindung vom Angiotensin [l am AT4 Rezeptor fuhrt zu einer
Kontraktion der glatten Muskelzellen. Dieser Effekt wird durch das Endothelin-1
unterstutzt. ACE-Inhibitoren blockieren den Abbau des Bradykinin und steigern
damit die Aktivitat des NO Signalweges. Dieses fuhrt zur verstarkten Vasodilatati-

on [32].
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3. MATERIAL UND METHODIK

3.1. Studien an Arteria mammaria interna Segmenten
3.1.1. Patientencharakteristika

Fur die Experimente wurden Arteriensegmente von Patienten, bei denen eine Indi-
kation zur operativen Myokardrevaskularisation gestellt wurde, verwendet. Die Pa-
tienten waren im Alter von 62 bis 93 Jahren und hatten verschiedene kardiale Ri-
sikofaktoren. Das Patientenkollektiv bestand sowohl aus Frauen als auch aus
Mannern. Der Antrag fur die Genehmigung dieser Studie wurde bei der Ethik-
Kommision der Arztekammer Hamburg eingereicht. Die Genehmigung durch die
Ethik-Kommission wurde am 25.02.2000 erteilt (Aktenzeichen OB /11 / 2000).

3.1.2. Entnahme und Préaparation der Gefalde
Bendtigte Materialien

= Petrischale (Nunclon Surface)

= Mikroschere (N. Mueller 120 mm FM 010R, Fa. AESCULAP®)
= Mikropinzette (N. Mueller 110 mm FM 001R, Fa. AESCULAP®)
» Feinnadelkanile (0.45 x 12 mm, Fa. Braun-Melsungen)

» Einwegspritze (1 ml, Fa. Becton Dickinson, UK)

= Einmalskapells (Fa. Braun-Melsungen)

» Mikroskop (Fa. Hund Wetzlar)

» Krebs/Hepes Puffer (s. Abschnitt 3.5.)

= Eis
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Die Studien erfolgten an humanen Arteria mammaria interna (IMA) Segmenten,
die freundlicherweise von der Herzchirurgischen Abteilung des Universitaren
Herzzentrum Hamburg unter der Leitung von Prof. Dr. Reichenspurner zur Verfu-
gung gestellt wurden. Die chirurgische Praparation der A. mammaria interna im
OP erfolgte unter moglichst atraumatischen Bedingungen. Die nicht flr die Bypas-
se bendtigten distalen Segmente der LIMA (linke IMA) und RIMA (rechte IMA)
wurden sofort in ein mit 40 ml Krebs/Hepes Puffer gefulltes Probengefald gegeben

und eisgekuhlt.

Die weitere Praparation der Gefale erfolgte ohne Verzégerung im Labor. Die Ge-
fake wurden dabei stets in einer mit eisgekihltem Krebs/Hepes Puffer gefullten
Petrischale prapariert. Die Arterien wurden mittels einer Mikroschere und einer
Mikropinzette vom paravasalem Fett und Bindegewebe sowie Adventitia befreit (s.
Abb. 3.1) Um die sehr diinne und empfindliche Endothelschicht nicht zu verletzen,
wurde sehr genau darauf geachtet, das Gefald weder zu dehnen, noch zu quet-

schen oder die Innenwande zu verletzen.

Mit einer Einwegspritze und Feinnadelkanule wurde das Lumen vorsichtig mit
Krebs/Hepes Puffer perfundiert, um eventuell vorhandene Blutreste zu entfernen.
Beide Enden wurden mit Hilfe eines sterilen Einmalskapells um je 0,2 cm gekurzt,
da dort erfahrungsgemals OP-Klemmen sal3en, welche das Endothel schadigen.
Daraufhin wurde das Gefal} in gleich grofle Stlicke geteilt. Diese wurden dann
weiter mit dem Einmalskapell zerkleinert, um eine moglichst grof3e Oberflache zu

erzielen.
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Abbildung 3.1: Darstellung der Praparation der Arteria mammaria interna Seg-
mente: Unter dem Mikroskop wurde das Gefald vom paravasalem Binde- und Fett-
gewebe getrennt.

3.1.3 Inkubation

Bendtigte Materialien und Gerate

= Falcon Tubes 50 ml (Fa. Becton/Dickson)
» Falcon Tubes 15 ml (Fa. Becton/Dickson)
= Carbogen (Fa. Air Products)

» Krebs/Hepes Puffer (s. Abschnitt 3.5.)

= Xanthin-Oxidase

= Xanthin
= SOD

= Katalase
= HCL 1n
= NaOH

= Aqua dest.
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Herstellen der Inkubationsmedien

Far die Inkubation wurde Krebs/Hepes Puffer verwendet. Dieser wurde fur jeden
Versuch frisch nach standardisiertem Schema angeruhrt (s. Abschnitt 3.5.) und mit
Hilfe eines ph-Meters auf einen ph-Wert von 7,35 eingestellt. Bis zur Verwendung
wurde der Puffer auf Eis gelagert. Die Reagenzien wie Xanthinoxidase, Angioten-
sin Il sowie die Antioxidantien wurden auf Raumtemperatur gebracht.

Herstellen einer 0,1 molaren Xanthin-Lésung

= 300 mg Xanthin auf Prazisionswaage abwiegen

= 15 ml aqua dest. und 2 ml NaOH 1n in ein Falcon geben

= auf 60°C erwarmen

» Xanthinpulver I6st sich nach 15-20 min

= auf 20 ml mit aqua dest. auffullen, aliquotieren und bei -20°C einfrieren

= fUr Inkubationsmedien Xanthin bei 70°C losen

Inkubationsmedium mit Xanthinoxidase

= 30 ml Krebs/Hepes-Puffer in 50 ml Falcon fur Kontrolle

= 20 ml Krebs/Hepes-Puffer in 50 ml Falcon fur Inkubation mit Reagenzien

= 300 ul Xanthin (1 mmol/l) in alle Falcons aulRer Kontrolle

= 30 yl HCL (1n) in alle Falcons aulder Kontrolle

= Xanthinoxidase 5 U/, 15 U/l und 30 U/l in die entsprechenden Falcons auf 30

ml mit Krebs/Hepes-Puffer auffillen
Inkubationsmedium mit Xanthinoxidase + SOD + Katalase
=  Ansatz wie oben beschrieben

= zusatzlich Falcon mit 5, 15, 30 U/l SOD 300 U/ml + Katalase 375 U/ml
= wie oben + SOD 600 U/ml + Katalase 750 U/ml
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Inkubationsmedium mit Angiotensin Il

= 30 ml Krebs/Hepes-Puffer in 50 ml Falcon fur Kontrolle
= 20 ml Krebs/Hepes-Puffer in 50 ml Falcon fur Inkubation
= 10 mol/l Angiotensin Il in Falcon auRer Kontrolle

= auf 30 ml mit Krebs/Hepes-Puffer auffullen
Inkubationsmedium mit Angiotensin Il + SOD + Katalase

» Ansatz wie oben beschrieben

= zusatzlich zu Falcon mit 10° mol/l Angiotensin Il SOD 300 U/ml +
Katalase 375 U/ml

= weiterer Ansatz mit SOD 600 U/ml + Katalase 750 U/ml

Durchfihrung der Inkubation

Die Inkubationsmedien wurden wie oben beschrieben vorbereitet und das Was-
serbad auf 37°C vorgewarmt. Die Gefalte wurden in den unterschiedlichen Medien
fur jeweils 4 Stunden unter standiger Sauerstoffinsufflation inkubiert. Um die konti-
nuierliche Oy-Insufflation wahrend des Experiments zu gewahrleisten, wurde Car-
bogen, ein Gemisch aus 95 % O, und 5 % CO,, in einer 10 | Druckgasflasche be-
nutzt. Uber Plastikleitungen, die am Ende mit einer 200 pl Pipette bestiickt waren,
wurde das Sauerstoffgemisch in die Inkubationsréhrchen geleitet (s. Abb. 3.2).

Das Wasserbad wurde auf einen leichten Schuttelmodus eingestellt.
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Abbildung 3.2: Darstellung des Versuchsaufbaues: Uber die Plastikleitungen er-
folgte die kontinuierliche Sauerstoff (O;) Insufflation in die Inkubationsmedien.

Vorbereitung der Proben zur Proteinbestimmung

Fur die Bestimmung der intrazellularen Big Endothelin-1-Protein Konzentration
wurden die Gefalle nach Ablauf der Inkubation in 250 pyl PBS homogenisiert. Vor
der Homogenisation wurden die Segmente einzeln mit einer Prazisionswaage ge-
wogen, um spater Aussagen Uber die die massenbezogene Big Endothelin-1 Kon-
zentration machen zu kénnen. Das Homogenisat wurde bis zur Weiterverwendung
bei -80°C gelagert.

Die Konzentration von synthetischen Big Endothelin-1 nach Inkubation mit reakti-
ven Sauerstoffspezies wurde mittels ELISA (s. Abschnitt 3.3.1.) quantifiziert. Wah-
rend ET-1 nur eine Halbwertszeit von weniger als einer Minute besitzt, betragt die-
se bei Big ET-1 etwa eine Stunde. Aufgrund dieser langeren Nachweisbarkeit des
Big ET-1 im Vergleich zum ET-1 und aufgrund der Tatsache, dass die Konzentra-
tion vom Big ET-1 2-3 fach héher als die Endothelin-1 ist, wurde der Big ET-1 ELI-
SA verwendet. Der verwendete ELISA hatte einen Messbereich von 0,025-6,25
fmol/mg und eine Spezifitat von 99%.
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3.2.  Studien mit Blutproben von Patienten mit ischamischer Kardiomyo-
pathie

3.2.1. Studienprotokoll

Auswahl der Patienten

In die Studie wurden 13 Patienten mit koronarer Herzkrankheit mit mittel- bis hoch-
gradig eingeschrankter linksventrikularer Funktion eingeschlossen. Bei den
Patienten bestand bereits die Indikation zu einer Koronarangiographie oder
—intervention. Der Antrag fur die Genehmigung dieser Studie wurde am
02.10.2003 bei der Ethik-Kommission der Arztekammer Hamburg, Heinrich-Hertz-
Strasse 125, 22083 Hamburg, eingereicht. Die Genehmigung durch die Ethik-
Kommission wurde am 17.11.2003 erteilt (Bearb.-Nr.:2024). Weiterhin bestand
eine Genehmigung des Bundesinstitut fur Arzneimittel und Medizinprodukte, Kurt-
Georg-Kiesinger-Allee 3, 53175 Bonn mit dem Datum vom 13.11.2003 (Vorlage-
nummer: 4019731) sowie ein Einverstandnis zur Anwendung von Rdntgenstrahlen
am Menschen in der medizinischen Forschung, mit dem Antrag vom 03.09.2002
beim Bundesamt fur Strahlenschutz, 85764 OberschleiRheim (Z5-22462/2-2002-
013). Es wurden nur diejenigen Patienten zur Teilnahme an der Studie angespro-
chen, die bereits ihre Zustimmung zu dem klinisch angezeigten Eingriff oder der

klinisch angezeigten Koronaraniographie gegeben hatten.

Einschlusskriterien

» Angiographisch dokumentierte koronare Herzkrankheit mit
a) generalisierten Wandveranderungen (Stenosen <40 %) und/oder
b) dem Vorliegen einer signifikanten Lasion mit Indikation zur perkutanen
Koronarintervention
c) echokardiographisch oder angiographisch mittel bis hochgradig
eingeschrankte LV-Funktion, EF von 35 % oder kleiner
= 18 Jahre oder alter

= gchriftliches Einverstandnis
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Ausschlusskriterien

In Bezug auf die medizinische Vorgeschichte:
» Myokardinfarkt vor 2 Wochen

» instabile Angina pectoris

» Schlaganfall in den letzten 12 Wochen

» bekannte Intoleranz gegenuber Oxypurinol bzw. Allopurinol

In Bezug auf aktuell eingenommene Medikamente:
= Einnahme von Allopurinol-Praparaten in den letzten 2 Wochen vor Studienein-
schluss

» Heparinisierung innerhalb der letzten 24 h vor Einschluss

3.2.2. Dosierung und Therapiedauer

Die Patienten erhielten einmalig Oxypurinol 6,7 mg/min, infundiert Gber eine peri-

phere Vene mit 1 ml/min Gber 30 Minuten. Die Dosis betrug einmalig 200 mg.

Prifsubstanz Oxypurinol

Oxypurinol ist das Abbauprodukt von Allopurinol, welches seit vielen Jahren zur
Behandlung der Hyperurikdmie zugelassen ist. Es ist der hauptverantwortliche Me-
tabolit der Allopurinolwirkung. Bisherige Untersuchungen mit Allopurinol und Oxy-
purinol zeigten eine Verbesserung der Endothelfunktion bei Patienten mit korona-
rer Herzkrankheit [132, 133], Diabetes [132] und Hypercholesterinamie [80]. Oxy-
purinol zeigte im Vergleich zum Allopurinol ein geringeres Profil an Nebenwirkun-
gen. Das Priufmedikament wurde Uber den MDS Pharma Service in Tampa, Flori-
da bezogen. Die Zubereitung der Substanz zur i.v.-Gabe erfolgte durch die Apo-

theke des Universitatskrankenhauses Hamburg-Eppendorf.
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3.2.3. Durchfuhrung

Bei Vorliegen einer interventionsbedurftigen Stenose wurde diese mittels einer
Angioplastie behandelt. Die Infusion von Oxypurinol und die Entnahme des Blutes
aus der Aorta erfolgte innerhalb der gleichen Katheteruntersuchung. Uber eine
arterielle Schleuse wurde ein Katheter bis in die Aorta vorgeschoben und vor so-
wie nach Beendigung (Dauer 30 Minuten) der Oxypurinolinfusion Serumproben
entnommen. Die Blutproben wurden zentrifugiert und das Serum bei -80°C gela-
gert. Obwohl pathophysiologisch die Endothelin-1 Konzentration bedeutsam ist
(140 fache Steigerung der Potenz der Vasokonstriktion verglichen mit dem Big ET)
wurde wie bei der vorherigen Studie die Proteinkonzentration mit Hilfe eines ELI-
SA, der die Big Endothelin Konzentration misst, bestimmt (s. Abschnitt 3.1.3.).
Aufgrund der zu erwartenden héheren Konzentrationen wurde jedoch ein anderes
Messprotokoll (Protokoll Aa vom Biomedica ELISA) verwendet. Dieses war flr ei-

nen Messbereich von 0,05-15,5 fmol/ml geeignet.
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3.3. Quantitative Bestimmung der Big Endothelin-1 Proteinkonzentration

Die folgende Beschreibung des Versuchsablaufes galt sowohl fur die Studie mit
humanen Arteria mammaria interna Segmente, als auch fur die Studie mit den Se-

ren der Patienten mit ischamischer Kardiomyopathie.

Bendtigte Materialen und Gerate

» Big Endothelin ELISA Kit (Cat. No. BI-20072, Biomedica Gruppe Wien)

= Multichannel Pipette fiir 50 — 300 pl (Finnpipette ® H50168, Labsystems)

» Pipettenspitzen (741065, Fa. Greiner)

» Mikrotiterplattenphotometer (SLT Spectra, Fa. Labinstruments): Mel3wellenlan-
ge 450 nm, Referenzwellenlange 620 nm

= Software fur Messung (Easy-Fit, Version 7.17)

= Schattelinkubator fur 37 C (Th 15, Edmund Buhler)

= Vortexer (VF2 Fa. Janke & Kunkel IKA ®- Labortechnik)

» Schale fur Waschpuffer (4870, Fa. Corning Incorporated)

=  Multistep Pipette (Multipette® plus, Fa. Eppendorf)

» Pipettenspitze (Fa. Eppendorf)

» Lichtundurchlassige Abdeckung fur Dunkelreaktion

» Zentrifuge (Rotina 35R, Fa. Hettich Zentrifugen)

= Coulter Mixer (Fa. Coulter Electronics Limited)

= PBS (s. Abschnitt 3.5.)
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3.3.1. Prinzip des Enzyme linked immuno sorbent assay (ELISA)

Abbildung: 3.3: ELISA Prinzip [134]

Vorbeschichteter polyklonaler anti Big Endothelin Antikdrper
Probe/Kontrolle

Detektionsantikorper, monoklonaler anti Big Endothelin Antikorper
Konjugat

Substrat

Stoppldsung

Enzymkatalysierter Farbumschlag

~NOoO O~ WN -

Das Prinzip des Big Endothelin-1 ELISA beruht auf einer Sandwich Technik. Der
fur Big Endothelin-1 (1-38) spezifische Sandwich ELISA verwendet einen auf
Mikrotiterplatten beschichteten immunoaffinitats-chromatographisch gereinigten
polyklonalen Erstantikorper. Dieser polyklonale Antikdrper bindet an dem C — (22-
38) terminalen Ende der Big ET-1 Region. Ein monoklonaler Zweitantikorper bildet
mit dem in der Probe vorhandenen Big Endothelin-1 und dem gebundenen Erstan-
tikdrper ein Sandwich. Nach einem Waschschritt, der alle nicht spezifisch gebun-
denen Substanzen entfernt, wird die Menge an gebundenem monoklonalen Anti-
korper bestimmt. Sie entspricht der Menge an in der Probe vorhandenem Big En-
dothelin-1. Zur Detektion wird ein mit Peroxidase konjugierter anti-Maus Antikorper
eingesetzt. Nach einem erneuten Waschschritt wird Tetramethylbenzidin (TMB) als
Substrat zugegeben. Die Konzentration an Big Endothelin-1 in der Probe ist direkt

proportional zu der im ELISA-Photometer messbaren Farbentwicklung.
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3.3.2. Versuchsdurchfiuhrung

Alle Reagenzien wurden auf Raumtemperatur gebracht. Die Proben wurden flr
10 min bei 5000 rpm und 4°C zentrifugiert. Die Standards und Kontrolle wurden
jeweils in 1 ml PBS und der monoklonalen Antikérper in 5,5 ml PBS gel6st. Diese
wurden bei Raumtemperatur fur etwa 30 min auf dem Rollmischer gut gemischt.
Der mitgelieferte Waschpuffer wurde 1:10 verdinnt. Es wurden jeweils 100 pl
(Studie mit Serum) bzw. 200 pl (Studie mit Gefalden) Standard/Probe/Kontrolle in
die Mikrotiterstreifen pipettiert. Hinzu kamen 50 ul Antikdrper mit Ausnahme des
Leerwertes. Die Streifen wurden abgedeckt und fir 3 Stunden bei 37°C im Schut-
telinkubator inkubiert. Die Inhalte der Wells wurden verworfen und funfmal mit
300 ul Waschpuffer gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurden die Reste
durch Ausklopfen auf saugfahigem Papier entfernt. Weiterhin wurden 100 pl bzw.
200 ul Konjugat in alle Wells pipettiert. Erneut wurde der Streifen abgedeckt und
fir 1 Stunde bei 37°C in einen Schittelinkubator gegeben. Es schliessen sich er-
neut funf Waschschritte an (s. o.). Es folgte das Hinzuftigen von 100 ul bzw. 200
Ml Substrat in alle Wells sowie die Inkubation fir 30 min bei Raumtemperatur (18-
26°C) im Dunkeln. Danach wurde jeweils 50ul Stopplésung in alle Wells pipettiert

und alles gut durchmischt.

3.3.3. Messung der Extinktion und Erstellung der Kalibrationsgeraden

Die Extinktion wurde mit einem Mikrotiterplattenphotometer bei einer Wellenlange
von 450 nm gemessen. Als Referenzwellenlange wurde 620 nm gewahlt. Zur Ka-
libration des Photometers wurden vor jeder Mel3reihe Messungen mit bekannten
Konzentrationen gemacht. Aus diesen Daten wurde mittels MATLAB eine Kalibrati-

onsgerade nach der Methode der Minimierung der Fehlerquadrate ermittelt.
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3.4. Statistische Auswertung

Die Berechnung der Proteinkonzentration erfolgte mit Hilfe der zuvor erstellten
Kalibrationsgeraden und wurde ebenfalls in MATLAB implementiert. Alle in dieser
Arbeit dargestellten Daten sind arithmetische Mittelwerte + SEM. Vergleiche zwi-
schen Datengruppen wurden mit dem Student'schen T-Test flr unverbundene
Stichproben durchgefihrt. Eine statistische Signifikanz wurde flir Werte p < 0,05
angenommen. Die Anzahl der Versuchselemente ist jeweils den Bildunterschriften

mit n angegeben.

3.5. Verwendete Materialien

3.5.1. Chemikalien, Reagenzien und Enzyme

Angiotensin |l (Fa. Sigma-Aldrich)

NaCl (Fa. Mallinckrodt Baker B.V)
KCI (Fa. Merck)

CaCl; (Fa. Merck)

MgSO4 (Fa. Merck)

NaHCO; (Fa. Merck)

KoHPO4 (Fa. Merck)

HEPES (Fa. Sigma-Aldrich)
D(+)-Glucose (Fa. Merck)

Na;HPO4 (Fa. Merck)

Oxypurinol (MDS Pharma Service, Florida, USA)
Katalase (Fa. Sigma-Aldrich)

Superoxiddismutase
Xanthin
Xanthinoxidase

HCL

(Fa. Sigma-Aldrich)
(Fa. Sigma-Aldrich)
(Fa. Sigma-Aldrich)
(Fa. Roth)
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3.5.2. Zusammensetzung verwendeter LOosungen

1. Krebs/Hepes-Puffer

Reagenz Molare Masse Masse
* NaCl 58,44 g/ mol 5,782 g
* KCI 74,56 g/ mol 0,35¢
» CaCly 147,02 g/ mol 0,366 g
* MgSOq4 246,48 g/ mol 0,296 g
* NaHCO3 84,01 g/ mol 21g
* KoHPO,4 228,23 g/ mol 0,14 g
*« HEPES 238,80 g/ mol 5,206 g
* D(+) Glucose 180,16 g/ mol 20g
+in 1000 ml aqua dest. gelost
*pH 7,35

2. PBS
Reagenz Molare Masse Masse
* NaCl 58,44 g/ mol 8,0g
« KCI 74,56 g/ mol 0,2g
* KHyPO4 136,09 g/ mol 0,2g
* Na;HPO4 177,99 g/ mol 0,763 g

 auf 1000 ml mit aqua dest. aufflllen
*pH 7,6
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4. ERGEBNISSE

4.1. Studien an humanen Arteria mammaria interna Segmenten

Im Zellkulturmodell (HUVEC Zellen) konnte bereits eine Steigerung der Big Endo-
thelin-1 Synthese nach Stimulation mit oxidativem Stress gezeigt werden. In Ver-
suchen mit humanen A. mammaria interna Segmenten ex vivo konnte immmun-
histochemisch ein Anstieg des Big ET qualitativ aufgezeigt werden. Um diesen
Anstieg quantifizieren zu kdnnen, wurden in dieser Studie Versuche mit humanen
Arteria mammaria interna Segmenten durchgefuhrt und das Big Endothelin-1 mit-
tels ELISA bestimmt.

Um die Auswirkung von oxidativem Stress auf die Endothelinsynthese in humanen
Arteria mammaria Segmenten zu untersuchen, wurden diese mit reaktiven Sauer-
stoffderivaten inkubiert. Oxidativer Stress wurde in diesen Experimenten durch
das System Xanthin/Xanthinoxidase und durch Angiotensin Il generiert. Alle Er-

gebnisse waren in wiederholten Versuchsdurchfuhrungen reproduzierbar.

4.1.1. Effekt von Xanthin/Xanthinoxidase auf die intrazellulare Big Endo-

thelin-1 Protein Konzentration

Um den durch X/XO vermittelten stimulierenden Effekt auf die Endothelin-1 Syn-
these zu untersuchen, wurde immunoreaktives Big Endothelin-1 intrazellular quan-
tifiziert. Hierzu wurden A. mammaria interna Segmente Uber den Zeitraum von 4
Stunden mit 1 mmol/l Xanthin und 5 U/l Xanthinoxidase sowie mit 15 U/l und 30
U/l Xanthinoxidase inkubiert. Im Anschluld an die Exposition wurden die Gefalle
homogenisiert, um das intrazellulare Big ET-1 zu bestimmen. Die Big ET-1 Kon-

zentration wurde mittels ELISA bestimmt.
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Abbildung 4.1: Konzentration des intrazellularen Big Endothelin-1 bei Inkubation
mit X/XO in den ausgewiesenen Konzentrationen: XO flhrte zu einem Anstieg der
Big Endothelin Spiegel. Expositionszeit 4 Stunden; n=17; * p<0,05 5 U/l vs. Kon-
trolle; ** p<0,05 15 U/l vs. Kontrolle.

Der stimulierende Effekt von X/XO auf humane Arteria mammaria interna Seg-
mente konnte durch die Bestimmung der intrazellularen Big Endothelin-1 Konzen-
tration bestatigt werden. Der Anstieg des Big Endothelin-1 war konzentrationsab-
hangig. Unter der Stimulation von 5 U/l XO kam es zu einem signifikanten Anstieg
von 20 %, unter 15 U/l ein signifikanter Steigerung von 40 % und unter 30 U/l zu
einem Anstieg von 75 % gegenuber der Inkubation in Abwesenheit von X/XO. Je-
doch zeigten sich unter der Konzentration von 30 U/l widersprichliche Ergebnisse.
Dieses Ergebnis war nicht signifikant. Nur der Mittelwert aller Versuche liel einen
Anstieg erkennen. Dieses Ergebnis war gegenuber der Kontrolle nicht signifikant.
Bei den Ergebnissen der Einzelinkubationen zeigten sich Werte den Kontrollen
entsprechend. Somit ist davon auszugehen, dass eine Stimulation in der hohen
Konzentration von 30 U/l in einzelnen Fallen zu keinem Anstieg der Big ET-1 Syn-
these fuhrte.
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4.1.2. Wirkung von Radikalscavengern auf die Big ET-1 Konzentration

Um festzustellen, ob der beobachtete Effekt unter Xanthinoxidase bedingt war
durch die Produktion von freien Sauerstoffradikalen, wurde in weiteren Experimen-
ten eine Koinkubation der Gefalle mit Superoxiddismutase (SOD) und Katalase
(CAT) durchgefuhrt. SOD und CAT inaktivieren enzymatisch die durch das System
X/XO generierten reaktiven Sauerstoffradikale. Hierzu wurde als Konzentration der
XO 15 U/l verwendet, da unter dieser Inkubation die hochste Stimulation der En-
dothelin Synthese gezeigt werden konnte (s. Abb. 4.1). Als Konzentrationen fur
SOD und CAT wurden 600 U/l bzw. 750 U/l verwendet, da unsere Arbeitsgruppe
unter dieser Konzentration mit Endothelzellen den groten Suppressionseffekt

zeigen konnte [135].
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Abbildung 4.2: Konzentration des intrazellularen Big ET-1 in fmol/mg bei Inkuba-
tion mit 15 U/l XO und 1mmol/l Xanthin: XO flhrt zu einem Anstieg der Big ET
Spiegel. Unter Koinkubation mit SOD und CAT wurde dieser Effekt inhibiert. Ex-
positionszeit 4 Stunden; n=12; * p<0,05 vs. Kontrolle; ** p<0,05 vs. 15 U/l XO.
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Die Big Endothelin-1 Konzentration zeigte unter der Stimulation von 15 U/l XO ei-
nen signifikanten Anstieg gegenuber dem Basalwert. Unter der Koinkubation mit
SOD und CAT in der ausgewiesenen Konzentration konnte diese Wirkung signifi-
kant gegenuber alleiniger Inkubation mit 15 U/l XO inhibiert werden. Mit einer
Konzentration von 600 U/ml SOD und 750 U/ml CAT kam es zu einer fast kom-
pletten Inaktivierung des Effektes der Xanthinoxidase. Die Big ET-1 Konzentration
erreichte mit 2,4 £ 0,38 fmol/mg wieder das Niveau der Kontrolle, welches bei 2,1
1 0,22 fmol/mg bestimmt wurde. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass der in
Abb. 4.1 dargestellte beobachtete Effekt auf die spezifisch durch X/XO induzierten

Superoxidanionen zurlckzuflihren war.

4.1.3. Wirkung von Angiotensin Il auf die Big Endothelin Synthese

Effekt von unterschiedlichen Konzentrationen von AT Il

Wir untersuchten weiterhin den Effekt von Angiotensin Il auf die Endothelin Syn-
these. Dazu wurden humane Arteria mammaria interna Segmente mit unterschied-
lichen Konzentrationen an AT Il inkubiert. Die Arbeitsgruppe von Berry zeigte nach
4 Stunden einen Anstieg der Superoxidanionen Konzentration in Arteria mamma-
ria interna Gefallen unter der Inkubation mit AT Il. In humanen Saphenavenen
kam es nach gleicher Stimulation zu keinem Anstieg [136]. Aufgrund dieser Daten-
lage wurden fur die Versuche humane Arterien und eine Inkubationsdauer von 4
Stunden gewahlt. Unsere Arbeitsgruppe demonstrierte mit HUVEC Zellen eine

Steigerung der intrazellularen Big ET-1 Konzentration nach AT |l Stimulation [99].
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Abbildung 4.3: Effekt von Angiotensin Il auf die Big ET-1 Konzentration in huma-
nen Arteria mammaria interna Segmenten: Die GefalRe wurden inkubiert in der
Anwesenheit und Abwesenheit von 10 mol/l bzw. 10 mol/l AT II. Expositionszeit
4 Stunden; n=8; *p < 0,05 vs. Kontrolle.

Unter der Inkubation mit Angiotensin Il war eine Stimulation der Big Endothelin-1
Synthese zu beobachten. Dieser Effekt war konzentrationsabhangig. AT Il mit ei-
ner Konzentration von 10° mol/l steigerte die Big Endothelin-1 Konzentration um
19 % im Vergleich zur Kontrolle. Die Stimulation mit einer geringeren Konzentrati-

on von 10 mol/l AT Il zeigte keinen Effekt auf die Synthese von Big Endothelin-1.
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4.1.4. Effekt von Radikalscavangern auf die AT Il stimulierte Big
Endothelin-1 Synthese

Weitere Untersuchungen wurden mit Radikalscavangern durchgefuhrt, um die
Wechselwirkungen von AT Il und ROS besser verstehen zu kénnen. Dazu wurden
Experimente unter der Stimulation mit 10° mmol/l AT Il durchgefiihrt, da diese
Konzentration einen signifikanten Anstieg der Big Endothelin-1 Konzentration zeig-
te. Um zu zeigen, ob die beobachtete Stimulation der Big Endothelin-1 Synthese
auf eine Angiotensin Il induzierte Produktion von freien Sauerstoffradikalen zu-
ruckzufihren war, wurde eine Koinkubation mit Superoxiddismutase (SOD) und
Katalase (CAT) durchgefuhrt. SOD und CAT wurden in steigenden Konzentratio-

nen hinzugeflugt.
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Abbildung 4.4: Konzentration des intrazellularen Big ET-1 bei Inkubation mit An-
giotensin Il und SOD/CAT in den ausgewiesenen Konzentrationen: Angiotensin Il
fuhrte zu einem Anstieg der Big ET Konzentration. Unter Koinkubation mit SOD
und CAT wurde dieser Effekt konzentrationsabhangig inhibiert. Expositionszeit 4
Stunden; n=8; * p<0,05 vs. Kontrolle; ** p<0,05 300 U/ml vs. 10° mol/l AT II;
*** n<0,05 600 U/ml vs. 10™° mol/l AT IL.
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Der stimulierende Effekt von Angiotensin Il auf die Endothelin-1 Synthese konnte
mittels Bestimmung des Big ET-1 im ELISA bestatigt werden. Unter 10™> mol/l war
ein signifikanter Konzentrationsanstieg in Bezug auf den Basalwert zu beobach-
ten. Diese Wirkung konnte durch die Koinkubation mit den Enzymen SOD und
CAT in den angegebenen Konzentrationen signifikant gegentber alleiniger Inku-
bation mit 10 mol/l AT Il inhibiert werden. Dabei wurden die durch das AT Il ge-
nerierten reaktiven Sauerstoffradikale enzymatisch inaktiviert. Unter 300 U/ml
SOD und 375 U/l CAT kam es zu einer signifikanten Reduktion der Big ET-1 Kon-
zentration von 16 % gegenuber der Stimulation mit AT Il. Bei einer Konzentration
von 600 U/ml SOD und 750 U/ml CAT zeigte sich eine signifikante Reduktion der
Big ET-1 Spiegel von 47 %, bezogen auf die alleinige Stimulation mit AT Il. Dieses
Ergebnis deutet darauf hin, dass die in Abb. 4.4 dargestellte AT Il assoziierte Wir-
kung auf den Endothelin Metabolismus spezifisch auf die durch AT Il generierten

Superoxidanionen zurlckzuflhren war.

4.2. Studie mit Seren von Patienten mit ischamischer Kardiomyopathie

Wirkung von Oxypurinol auf die Big Endothelin-1 Synthese

Oxidativer Stress ist ein zentraler Pathomechanismus der Endotheldysfunktion im
Koronarbett von Patienten mit koronarer Herzkrankheit. Die Ursachen von erhoh-
tem oxidativem Stress bei diesen Patienten sind bisher aber nur ungenigend ver-
standen. In den letzten Jahren gab es zunehmend Hinweise dafur, dass die Xan-
thinoxidase, durch die Synthese von Superoxid, von grof3er Bedeutung sein konn-
te. Xanthinoxidase findet sich in hoher Konzentration im Endothel und Myokard
von Patienten mit koronarer Herzkrankheit und lasst sich durch Purin-Analoga wie
Allopurinol bzw. den aktiven Metaboliten Oxypurinol inhibieren. In dieser Studie
sollte untersucht werden, ob sich durch die Gabe von Oxypurinol die Konzentrati-
on des Big ET-1 senken lasst. Die Ergebnisse dieser Studie sind von ausgespro-
chen grolier Bedeutung, nicht nur fir das Verstandnis der zugrunde liegenden
Pathophysiologie der koronaren Herzkrankheit, sondern insbesondere auch fur

einen moglicherweise neuen Therapieansatz fur dieses Patientenkollektiv.
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Abbildung 4.5: Darstellung der Konzentrationen von Big ET-1 im Serum vor und
nach Gabe von 200 mg Oxypurinol iv iber 30 min; n=13; * p<0,05 vs. Pre-dose

Nach Verabreichung von 200 mg Oxypurinol Uber 30 Minuten intravends, konnte
die Big ET-1 Konzentration signifikant gesenkt werden. Fir die Darstellung in der
Abbildung 4.5 wurden alle Messwerte auf die Pre-Dosis Werte normiert. Die ge-
messenen Pre-Dosis Konzentrationen wurden gleich 100 Prozent gesetzt. Eine
Darstellung mit den absoluten Konzentrationen des gemessenen Big ET-1 er-
schien nicht sinnvoll, da bei der Heterogenitat des Kollektives eine groRe Streuung
in den Konzentrationen auftrat. Die Range der Pre-Dosis Werte reichte von 3,2
fmol/ml bis 52,3 fmol/ml. Der Post-Dosis Wert zeigt den Mittelwert aus den Pro-
zenten der Konzentration nach Gabe von Oxypurinol. Im Durchschnitt konnte die
Big ET-1 Konzentration um 16 % gesunken werden. Bei 9 von 13 Patienten kam
es nach Oxypurinol Gabe zu einer Reduktion der Big ET-1 Konzentration. Bei 4

Patienten blieb ein Effekt nach Gabe von 200 mg Oxypurinol aus.
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5. DISKUSSION

Reaktive Sauerstoffspezies wirken als pathogene Faktoren bei der Entstehung
und Progression der endothelialen Dysfunktion und Hypertonie [27, 137]. Sie sind
beteiligt an der kurzfristigen Regulation des Vasotonus und an langfristigen Um-
bauvorgangen innerhalb der GefalRwande. In der vorliegenden Arbeit wurde ge-
zeigt, dass oxidativer Stress zu einer Steigerung der endogenen Endothelin-1
Synthese in humanen Arteria mammaria interna Segmenten fuhrt. Dieser Effekt
wurde in vivo durch die Inhibierung der Xanthinoxidase, einer bedeutenden Quelle
fur ROS, bestatigt.

In den letzten Jahren gab es immer mehr Hinweise darauf, dass freie Sauerstoff-
radikale die Kontraktion vaskularer glatter Muskelzellen begunstigen konnen [93,
94, 138]. So zeigten Superoxidanionen eine verstarkte Kontraktion isolierter Basi-
lararterien von Kaninchen [138]. Uber den Mechanismus der mit Sauerstoffradika-
len assoziierten Vasokonstriktion ist derzeit noch wenig bekannt. Die Vaso-
konstriktion konnte einerseits Uber die direkte Wirkung auf die glatten Muskelzel-
len erfolgen, aber ebenso auch indirekt Uber eine Steigerung der ET-Synthese.
Weitere mogliche Erklarungsansatze beinhalten die konsekutive Reduktion des

Vasodilatators NO Uber die Bildung von Peroxynitrit [96].

Die gesteigerte Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies beeintrachtigt die en-
dotheliale Funktion und die damit verbundenen vaskularen Erkrankungen. Fur
verschiedene atherogene Bedingungen, wie Hypercholesterinamie, Diabetes und
Hypertonie ist bekannt, dass sie die Produktion von ROS in der Gefallwand stei-
gern. Diese pathologischen Zustande sind assoziiert mit einer endothelialen Dys-
funktion, die auf eine abnormale und exzessive Freisetzung von vasokonstriktori-
schen Substanzen, zum Beispiel dem Endothelin, zurtickgefuhrt werden kann. Fur
die oben genannten atherogenen Bedingungen fanden sich in Assoziation mit ge-
steigertem oxidativem Stress [82, 139, 140] erhohte Endothelin-1 Spiegel [18, 98].
Zusatzlich konnte bei Patienten mit einer fortgeschrittenen Arteriosklerose und
akutem Koronarsyndrom gesteigerte Serum- und Gewebsendothelin Spiegel
nachgewiesen werden [18, 141]. Ebenso konnte gezeigt werden, dass die Exposi-

tion gegenuber kardiovaskularen Risikofaktoren, wie dem ox-LDL, zu einer erhoh-
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ten Produktion und Freisetzung von ET-1 fuhrte [142]. Erhéhte Endothelin-Spiegel
im Plasma wurden bei verschiedenen kardiovaskularen Erkrankungen, wie der
chronischen Herzinsuffizienz [143], beim Myokardinfarkt [144] und in humanen
arteriosklerotisch veranderten Gefallen [30] beschrieben. Da Endothelin-1 als
starker Vasokonstriktor mit autokrin/parakriner Wirkungsweise bekannt ist, wird
eine Modulation der Endothelin-1 Synthese durch freie Sauerstoffradikale ange-
nommen. Damit kdnnten die Effekte der vasoaktiven Sauerstoffradikale partiell
erklart werden. Daher untersuchten wir den Effekt von oxidativem Stress, Radi-

kalscavenger sowie Enzyminhibitoren auf die Endothelin-1 Synthese.

5.1. Effekte von reaktiven Sauerstoffspezies auf die Big-ET-1 Konzentra-

tion in IMA Segmenten

Fir die Versuche wurden Arteria mammaria interna Segmente verwendet, da in
vorherigen Untersuchungen gezeigt werden konnte, dass die Superoxidanionen-
Produktion in Arterien grofRer als in Venen ist [136]. Das Ergebnis dieser vorlie-
genden Studie zeigt, dass die Big Endothelin-1 Konzentration durch Exposition
gegenuber dem Sauerstoffradikal-generierenden System Xanthin/Xanthinoxidase
(X/XO) anstieg. Es konnte zusatzlich festgestellt werden, dass der Effekt dosisab-
hangig war. So betrug der Anstieg der mittleren Big ET-1 Konzentration unter 5 U/l
XO ca. 20 % des Kontrollwertes, unter 15 U/l ca. 40 % sowie bei einer Konzentra-
tion von 30 U/l XO 75 % des Ausgangswertes. Die Ergebnisse fur 5 U/l und 15 U/
waren signifikant. Unter 30 U/l XO konnte kein signifikanter Anstieg der Big ET-1
Konzentration festgestellt werden. Am ehestens ist dieses Uber ein toxischen Ef-
fekt der hohen Konzentration auf die Endothelzellen zu sehen. Der Konzentrati-
onsanstieg war spezifisch durch die freien Sauerstoffradikale vermittelt. Die Spezi-
fitat wurde gesichert durch die Koinkubation mit Superoxiddismutase und Katala-
se, welche zu einer Inhibierung des Effektes der Xanthinoxidase fuhrten. Dieser
Effekt war ebenfalls dosisabhangig. So konnte unter 600 U/ml SOD und 750 U/ml
CAT die unter Xanthinoxidase beobachtete Erhohung der Big ET-1 Spiegel voll-
standig aufgehoben werden. Ein Beitrag unspezifischer Effekte des Sauerstoffra-

dikal-generierenden Systems (z.B. durch Verunreinigung) war daher unwahr-
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scheinlich. Damit zeigten die dargestellten Ergebnisse, dass oxidativer Stress zu

einer gesteigerten Endothelin-Synthese fuhrt.

Zu ahnlichen Ergebnissen kamen Hughes und Mitarbeiter in einem Zellkulturmo-
dell. Sie zeigten, dass ROS die Endothelin-1 Spiegel auf Transkriptions- und Pro-
teinebene in Mesangiumzellen steigerten [104]. Fruhere Untersuchungen Uber die
Wirkung von oxidativem Stress auf die Endothelin-1 Synthese hatten widerspruch-
liche Ergebnisse [104, 145]. So zeigten Love et al. in bovinen Endothelzellen der
Pulmonalarterien ein Absinken der ET-1 Konzentrationen nach Inkubation mit
X/XO. Die Arbeitsgruppe verwendete Zellen der Passage 10-15, so dass dort ver-
anderte Stoffwechselsituationen vorgefunden haben konnten [145]. Moglicherwei-
se ist die Rolle der Endotheline in PulmonalgefalRen auch anders zu bewerten als

im Systemkreislauf.

Der Mechanismus der induzierten Steigerung des Endothelin-1 durch oxidativen
Stress bleibt weiterhin unklar, jedoch scheinen mehrere Wege maglich. Als wichti-
ges regulatives Element der Endothelin-1 Synthese wird die Aktivierung des Endo-
thelin-1 Promotors angesehen [146, 147]. Unsere Arbeitsgruppe zeigte eine Akti-
vierung des Endothelin-1 Promotors Uber die X/XO generierten freien Sauerstoff-
radikale. Dies fuhrte zu einer Steigerung der Endothelin-1 Konzentration in den
untersuchten humanumbilikalen Endothelzellen [103]. Zu gleichen Ergebnissen
kam unsere Arbeitsgruppe auch in der Studie mit GefaBwandmuskelzellen [99].
Wie oxidativer Stress den ET-1 Promotor aktiviert, ist nur ansatzweise geklart. Der
ET-1 Promotor enthalt verschiedene Bindungsstellen, welche durch freie Sauer-
stoffradikale aktiviert werden koénnen. Ein bedeutsamer Regulator ist dabei das
Calcium-Responsive Element (CaRE) [146]. Eine Beteiligung des Promotorele-
ments CaRE an der Regulation der ET-1 Synthese ist daher denkbar. Es ist be-
kannt, dass freie Sauerstoffradikale mit dem Kalziummetabolismus interferieren
und daraus eine Erhdhung der intrazellularen Kalziumkonzentration resultiert [95].
Die freien Sauerstoffradikale kdnnen die ET-1 Synthese potentiell durch eine Mo-
dulation von Proteinkinasen, der MAPK Familie oder durch eine Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren, wie nuklearen Faktor-kB stimulieren [101]. Der NF-kB re-
guliert die Expression verschiedener Genprodukte mit der Funktion von entzindli-

chen Reaktionen, Wachstums- und Adhasionsprozessen, wie z.B. TNF-a [148]



Diskussion 56

und IL-1 [149]. Die Regulation der Endothelin-1 Synthese durch NF-kB wurde in

diabetischen Vaskulopathien vermutet [102].

Die prasentierten Daten zeigten zum ersten Mal eine durch oxidativen Stress in-
duzierte Steigerung der intrazellularen ET-1 Synthese in humanen Arteria mam-
maria interna Segmenten, welche wahrscheinlich zu einer endothelialen Dysfunk-
tion unter atherogenen Bedingungen beitragt. Diese Resultate erklaren zumindest
partiell den Effekt der ROS induzierten Vasokonstriktion [138]. Der oxidative
Stress kdonnte damit zu einer Aggravierung der lokalen Effekte des Endothelins,

wie die Stimulation der Zellproliferation und Hypertrophie, beitragen.

5.2. Effekte von Angiotensin Il auf die Big ET-1 Konzentration in IMA Seg-

menten

Um bestimmen zu kdnnen, welche Bedeutung Angiotensin Il bei der Regulation
der Endothelin-1 Synthese in humanen Arterien zukommt, wurde der Effekt unter-
schiedlicher Konzentrationen von AT Il und Radikalscavengern untersucht. In die-
sen Experimenten wurden humane Arteria mammaria interna Segmente verwen-

det und eine Inkubationsdauer von 4 Stunden festgelegt.

Unsere Ergebnisse zeigten, dass die Inkubation von humanen Arteria mammaria
interna Segmenten mit Angiotensin Il zu einer Steigerung der Big Endothelin-1
Konzentration gegenuber den basalen Werten fuhrte. Dieser Effekt war konzentra-
tionsabhangig. Die verwendeten Konzentrationen vom AT Il waren gering und re-
flektierten damit physiologische Bedingungen. Zusatzlich wurde demonstriert,
dass die Wirkung von AT Il spezifisch auf die generierten freien Sauerstoffradikale
zurtckzufihren war, da eine Koinkubation mit den radikalkonvertierenden Enzy-
men Superoxiddismutase und Katalase den Big Endothelin-1 Konzentrationsan-
stieg inhibierte. Dieser Effekt stellte sich ebenfalls dosisabhangig dar. Unter der
hohen Konzentration von 600 U/ml SOD und 750 U/ml CAT sank die Big ET-1
Konzentration sogar unterhalb des Kontrollwertes ab. Eine mdgliche Erklarung ist,
dass es auch in den fur 4 Stunden im Wasserbad inkubierenden Kontrollgefassen

zu leichten oxidativen Stress-Situationen innerhalb der GefaRwand kam. Die dabei
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ohne Zugabe von Stimulatoren gebildeten ROS kdnnten ebenfalls die Endothelin
Synthese stimuliert haben. Eine Zugabe von hoheren Konzentrationen an SOD
und CAT konnte somit eine eigenstandige Superoxidanionenproduktion mit kon-
vertiert haben. In Einklang mit unseren Ergebnissen konnten Barton et al. nach
Exposition von humanen Endothelzellen mit AT Il einen dosisabhangigen Anstieg
der Endothelinkonzentration zeigen [32]. Zusatzlich wurde beobachtet, dass der
Prozess der Interaktion von AT Il mit ET in der GefalRwand stattfindet und komplett
durch den Einsatz von ET-Rezeptorblocker oder AT Rezeptor Antagonisten auf-
gehoben werden konnte [54]. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass AT Il die Ex-
pression der Praproendothelin mRNA und das Protein in kultivierten humanen
glatten Muskelzellen und Endothelzellen stimulierte [150-152]. Lopez et al. unter-
suchten die Rolle der Superoxidanionen auf die AT Il induzierten renalen Effekte.
Die Generierung der Superoxidanionen, induziert durch das AT Il, fuhrte zu einer
renalen Vasokonstriktion, einerseits durch den direkten Effekt auf die glatten Ge-

faBmuskelzellen oder indirekt Uber die Steigerung der Endothelin Synthese [153].

Unsere Daten demonstrierten zum ersten Mal, die AT Il induzierte Steigerung der
Endothelin-1 Synthese in humanen Arteria mammaria interna Segmenten. Die
prasentierten Ergebnisse unterstitzen das Konzept, dass freie Sauerstoffradikale
den Effekt von AT Il auf die ET-1 Synthese vermitteln. Die Ergebnisse helfen die
Assoziationen zwischen gesteigerter ET-1 Synthese in der Gefaldwand, gesteiger-
ter oxidativer Stress und verstarkter Vasokonstriktion in Erkrankungen wie Athe-

rosklerose [154] und Hypertonie [121] besser zu verstehen.

5.3. Effekte von Oxypurinol auf die Big ET-1 Konzentration im Serum von
Patienten mit einer ischamischen Kardiomyopathie

Die ischamische Kardiomyopathie ist ein entscheidender Faktor fir die Morbiditat
und Mortalitat von Patienten mit kardiovaskularen Erkrankungen. Fur die Pa-
thophysiologie scheinen zwei Faktoren hauptverantwortlich zu sein: die endothe-
liale Dysfunktion sowie gesteigerter oxidativer Stress. Eine Strategie zur Therapie
stellt die Inhibierung der Synthese der Superoxidanionen dar. Eine Quelle fur die

vaskulare Superoxidproduktion ist die Xanthinoxidase. Somit kdnnte die Inhibie-
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rung der Xanthinoxidase durch Oxypurinol die Generierung der Radikale effektiv
verringern, mit dem Effekt einer verbesserten Endothelfunktion und gesteigerten
myokardialen Kontraktilitat. Wie in Abschnitt 2.3.4. bereits beschrieben, spielt das
Endothelin eine groRe Rolle in der Pathophysiologie der Herzinsuffizienz. So
konnten erhdhte Endothelinspiegel im Plasma bei Patienten mit Herzinsuffizienz
nachgewiesen werden [143, 155]. Die Plasma Big ET-1 Konzentrationen korrelie-
ren dabei direkt positiv mit der Mortalitat und erwiesen sich als genauere Parame-
ter als die hamodynamischen Kennwerte. Der kurzzeitige Effekt der erhdhten En-
dotheline scheint, in Bezug auf die Aufrechterhaltung einer adaquaten Zirkulation
am insuffizienten Herzen, von positiver Bedeutung sein. Eine langfristige Hochre-
gulation des Endothelin Systems fuhrt dagegen eher zu einer Progression der
Herzinsuffizienz [33]. Die Modulation der Endothelin Synthese stellt damit ein be-

deutsames Ziel in der Behandlung dieser Patientengruppe dar.

In der Studie an Patienten mit einer ischamischen Kardiomyopathie stellten wir
eine signifikante Reduktion der Big ET-1 Konzentration im Serum nach Oxypurinol
Gabe fest. Die Variationen in den basalen (Pre-Dosis) ET-Konzentrationen kamen
durch die heterogenen klinischen Charakteristiken der Patienten mit einer korona-
ren Herzerkrankung zustande. Die Patienten wiesen Unterschiede in ihrer geneti-
schen Veranlagung, in den kardialen Risikofaktoren, der Dauer und Schwere ihrer
Erkrankung und ihrer medikamentdsen Therapie auf. Mit dieser Studie konnten wir
die Ergebnisse aus den ex vivo Versuchen an explantierten IMA Segmenten auch
in vivo bestatigen. Das Resultat zeigte, dass das Xanthinoxidase generierende
ROS System auch in vivo ein bedeutender Stimulus fur die Synthese von Endo-
thelin-1 darstellt. Limitierungen dieser Studie sind erstens die geringe Fallzahl und
zweitens die Heterogenitat des Kollektiv. Weitere Studien mit einer gréReren Pati-

entenzahl und Randomisierung werden benotigt.

Der potentielle therapeutische Nutzen der Senkung der ET-Konzentrationen liegt
erstens in der Reduktion des toxischen Effektes auf die Kardiomyozyten, zweitens
in der Pravention der Progression der Hypertrophie, drittens in der Senkung des
myokardialen Sauerstoffverbrauches und viertens am positiven Effekt auf ventriku-
lare Arrhythmien [33]. Bisherige Untersuchungen mit Oxypurinol zeigten kardiopro-

tektive Effekte. Die Behandlung mit dem Purin Analogon ergaben eine Verbesse-
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rung des Herzminutenvolumens, der linksventrikularen Funktion [156], eine Re-
duktion der InfarktgroRe [157], eine Senkung der Inzidenz von Arrhythmien [158]
und der endothelialen Dysfunktion [80, 133]. Der Mechanismus dieses protektiven
Effektes der Xanthinoxidase Inhibition ist weiterhin unklar. Eine Mdglichkeit stellt
die in unserer Studie gezeigte Senkung der Endothelinspiegel dar. Es konnte ge-
zeigt werden, dass selbst Patienten mit Harnsaurewerten im Normalbereich von
einer Inhibierung der Xanthinoxidase Aktivitat profitieren. Es kam zu einer Verbes-
serung der endothelialen Dysfunktion [133] und damit mdglicherweise zu einer

Reduktion von kardiovaskularen Ereignissen.

Die Ergebnisse unserer Studie zeigten zum ersten Mal eine durch die Gabe von
Oxypurinol gesenkte Endothelinkonzentration im Serum. Allopurinol stellt einen
nebenwirkungsarmen und kostenglinstigen Weg zur Reduktion von oxidativem
Stress und zur Verbesserung der endothelialen Dysfunktion in Patienten mit einer
Herzinsuffizienz dar. Die Gabe von Allopurinol zeigt damit eine zusatzliche Thera-

piestrategie fur diese Patientengruppe an.

5.4. Interaktionen von AT II, Oxidativem Stress und der Endothelin Expres-

sion

Die Effekte von AT Il in der Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies und seine
funktionelle Konsequenz in Bezug auf Endothelfunktion, Hypertonie, Endothelin
Expression und Aktivierung von Superoxide (*O2) produzierenden Enzymen wie
NAD(P)H Oxidase, wurden intensiv untersucht und beschrieben [85, 121, 122,
150, 159, 160]. Vasokonstriktion und Hypertonie resultieren aus AT Il Aktionen am
AT1 Rezeptor. Inkubationen von Endothelzellen [151] und glatten Muskelzellen
[152] mit AT Il zeigten eine Stimulation der Praproendothelin Expression via Akti-
vierung am AT4 Rezeptor und PKC (s. Abb. 5.1). Eine Mehrzahl von Studien hat-
ten eindeutig gezeigt, dass AT Il durch eine Aktivierung der NAD(P)H Oxidase, die
Superoxidanionen Produktion stimulieren konnte [85, 121, 122].

Superoxide sind ein starker Stimulus fur die Praproendothelin Expression in Endo-

thelzellen [103] und glatten Muskelzellen [99], verbunden mit einer gesteigerten
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Endothelin vermittelten Konstriktion des Gefaldsystems (s. Abb.5.1). Die Arbeits-
gruppe von Wedgwood zeigte, dass Endothelin selbst die vaskulare <O, Produkti-
on stimuliert [161]. Diese Ergebnisse verdeutlichen den Zusammenhang zwischen
der ROS Produktion, dem ET und kardiovaskularen Stérungen, wie z. B. Gefal3-
wandhypertrophie oder Arteriosklerose. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass
eine Behandlung mit Tempol und Vitamin E, zwei Antioxidantien, die gesteigerten
Plasma ET Konzentrationen nach chronischer AT Il Verabreichung blocken kann
[162]. In verschiedenen Zelltypen, z. B. Mukosazellen [163], VSMC [161] und Mo-
nozyten [164], scheint ET an einer positiven Feedbackschleife teilzunehmen. Es
steigert die ROS Produktion einerseits und ist andererseits selbst gesteigert durch
oxidativem Stress. Die genauen Mechanismen, welche einer Superoxidanionen-
Produktion unterliegen, sind noch immer nicht genau erforscht. Einige Studien
vermuten, dass die NAD(P)H Oxidase direkt aktiviert wird durch das ET [165,
166]. Gleichgehend mit den vorherigen Ergebnissen zeigte eine in vivo Behand-
lung mit LU 302872, ein nichtselektiver ET-A und ET-B Rezeptor Antagonist, eine
kennzeichnende Verringerung der Superoxidanionenproduktion. Dieses unter-
stltzte die Hypothese, dass dieser Prozess abhangig war von der lokalen ET Pro-
duktion. Die AT Il induzierte Aktivierung der NAD(P)H Oxidase wurde durch die
Blockade der ET Rezeptoren verhindert. Nur wenig ist bisher bekannt Uber die
funktionelle Interaktion zwischen ET, oxidativem Stress und AT Il. Die bisherigen
Ergebnisse lassen starke und komplexe Assoziationen zwischen diesen drei Fak-
toren, in der Kontrolle von vaskularen Funktionen, vermuten. Basierend auf den
oben genannten Feststellungen spielen die reaktiven Sauerstoffspezies eine zent-
rale Rolle in der vermittelten endothelialen Dysfunktion unter AT Il Behandlung.
Die Ergebnisse unserer Arbeit untermauern die Bedeutung der Wechselwirkungen

zwischen Angiotensin Il, oxidativem Stress, Antioxidantien und Endothelin-1.
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Abbildung 5.1: Stimulation des AT Rezeptor aktiviert die NAD(P)H Oxidase Uber
einen PKC abhangigen Mechanismus: Die Aktivierung der NAD(P)H Oxidase fuhrt
zu einer Steigerung der Superoxidanionen (+O;’) Produktion in den Endothel- und
glatten Muskelzellen. Die Superoxide steigern die Expression des Praproendothe-
lin in den Endothel und glatten Muskelzellen, welches zu einer gesteigerten ET-
vermittelten Vasokonstriktion und ebenso zu einer Sensibilisierung der Gefalde
gegenuber Vasokonstrikoragonisten, wie Norepinephrin und Serotonin fuhrt. Die
Superoxiddismutase (SOD) wandelt «O,” zum Hydrogenperoxid (H202) um, wel-
ches einen stimulierenden Effekt auf die Zellproliferation, Apoptose und Zellmigra-
tion hat. Superoxide reagieren mit Stickstoffmonoxid (NO) und produzieren das
reaktive Peroxynitrit (ONOQO"). Die gesamten Mechanismen tragen zur endothelia-
len Dysfunktion und Hypertonie bei [167].
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5.4.1. ET Modulation durch RAS

Wir konnten in der prasentierten Arbeit eine gesteigerte Endothelin Konzentration
nach Stimulation mit AT Il zeigen. Dieser Effekt war konzentrationsabhangig. Zu
ahnlichen Ergebnissen kamen auch andere Forschungsgruppen. So wurden kulti-
vierte Endothelzellen mit AT Il stimuliert und zeigten eine gesteigerte Expression
der Prapro-ET mRNA [159] (s. Abb. 5.2). Diese Ergebnisse wurden spater auch
durch eine in vivo Verabreichung von AT Il bestatigt [168]. Moreau et al. und Bar-
ton et al. demonstrierten einen gesteigerten ET-1 Gehalt in Ratten, welche chro-
nisch mit AT |l behandelt wurden [54, 160]. Interessanterweise expremieren kulti-
vierte VSMC, Fibroblasten und Kardiomyozyten ebenfalls ET-1 nach Stimulation
mit AT Il und erweitern damit die Interaktionen auf nicht-Endothelzellen. Es wurde
vermutet, dass AT Il die Stabilitat der Endothelin mRNA beeinflussen kann [152].
Durch Studien mit ACE-Inhibitoren fand man eine Reduktion der Plasma ET-1-
Level bei Patienten mit Hypertonie [169], mit einer Herzinsuffizienz [170] und nach
einem Myokardinfarkt [171]. Diese in vitro und in vivo Daten deuteten darauf hin,
dass das RAS die endogene ET Produktion stimulieren kann. Das Endothelin er-
weitert wahrscheinlich seine eigene Produktion durch einen autokrinen Mecha-
nismus Uber den ET-A Rezeptor, moglicherweise durch eine Steigerung der ECE
Aktivitat [160].

Der beste Weg um die genauen Zusammenhange in kardiovaskularen Erkrankun-
gen herauszufinden, ist die Verwendung von ET Rezeptor Antagonisten (ETRA)
unter klinischen Studienbedingungen. Einer der ETRA, Bosentan, wurde kurzlich
fur die Behandlung der pulmonalen Hypertonie zugelassen. Seitdem herausge-
funden wurde, dass AT Il die Endothelinproduktion stimuliert, war es naheliegend

den Beitrag von ET in AT Il induzierten kardiovaskularen Effekten zu evaluieren.
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Abbildung 5.2 Lokale Regulation und Interaktion zwischen dem Renin-
Angiotensin-System und dem Endothelin-System: Die Aktivierung des RAS fuhrt
zu erhohten Spiegeln an Angiotensinogen (Aogen), Renin, ACE und einer gestei-
gerten Angiotensin-rezeptorvermittelten Vasoreaktivitat. Angiotensin Il steigert die
Expression der Praproendothelin mRNA und die Aktivitat des ECE. Die gesteiger-
te Konversion von Big ET-1 resultiert in einer gesteigerten ET-1 Protein Expressi-
on in den Gefalken. ET-1 reguliert die ACE Aktivitat Gber die ET-A Rezeptoren.
Unterschiedliche Medikamente, welche derzeit fur kardiovaskulare Erkrankungen
genutzt werden, kénnen die Aktivitdt des RAS und ET-System antagonisieren.
— Stimulation, + Inhibierung [172].

5.4.2. RAS Modulation durch ET Produktion

Kontrar zum vorherigen Abschnitt diskutieren verschiedene Autoren das Konzept
einer durch das Endothelin induzierten RAS Modulation (s. Abb. 5.2). Es wurde
beschrieben, dass ET-1 die Konversion von AT | zu AT Il erhéht [173]. Einige Stu-
dien zeigten eine Erh6hung der Renin Freisetzung aus den juxtaglomerularen Zel-
len durch das ET-1 und formulierten den Einfluss des ET-1 auf die Aktivitat des
zirkulierenden RAS [174]. Beachtet werden muss dabei, dass ET-1 eher als ein
lokaler Regulator und nicht als ein zirkulierendes Hormon angesehen werden soll-
te. Seine Effekte auf die RAS Aktivitat sollten nur dann bericksichtigt werden,
wenn die lokale Synthese des RAS eine Rolle spielt. Zusatzlich wurde beschrie-
ben, dass ET-1 die Produktion von Aldosteron stimuliert, aquipotent zum AT Il in
der Nebennierenrinde [174, 175].
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5.4.3. Kombination von ETRA und Inhibitoren vom RAS

In Anbetracht der zahlreichen Interaktionen von ET und AT Il erscheint die Kombi-
nation von Endothelin Rezeptor Antagonisten (ETRA) und Angiotensin Rezeptor
Blocker (ARB) sinnvoll. Das RAS bendétigt das ET System flr verschiedene seiner
kardiovaskularen Effekte. Fur ACE Inhibitoren wurde eine Senkung der zirkulie-
renden ET Konzentrationen in unterschiedlichen pathologischen Bedingungen ge-
zeigt. Dies lasst vermuten, dass eine Blockierung des RAS funktionell das ET Sys-
tem affektiert [171]. In einer Studie an hypertensiven Ratten zeigten Gardiner et
al., dass durch eine Kombination von ARB und ETRA die Blutdrucksenkung ver-
starkt werden konnte. Die so behandelten Ratten erfuhren eine Reduktion des
Blut-druckes um 60 mmHg [176]. Bohlender et al. konnten in hRen/hAgt transge-
nen Ratten zeigen, dass eine Behandlung mit low-dose ARB oder einer therapeu-
tischen Dosis an ETRA einen kleinen Effekt auf den Blutdruck sowie eine hohe
Mortalitatsrate nach 10 Wochen (42 %) hatte. Eine kombinierte Therapie hingegen
normalisierte den Blutdruck und senkte die Mortalitat in diesen Ratten [177]. Daher
erscheint eine RAS Inhibierung in der Anwesenheit von ETRA effektiver. Zusatz-
lich zum hypotensiven Effekt kann die kombinierte Blockade der zwei Systeme die
Endorganschaden limitieren. Dies geschieht indirekt durch eine Beglnstigung der
hamodynamischen Effekte oder direkt durch Blockade der Effekte der Peptide auf
die Proteinsynthese und/oder ROS Generierung. Eine kombinierte Langzeitbe-
handlung mit ETRA und ACE Inhibitoren zeigte eine effektive Verbesserung in der
Progression des Herzinsuffizienz nach einem Myokardinfarkt als eine Monothera-
pie [178].

Bei Patienten mit Herzinsuffizienz, die einen ACE Inhibitor als Standardtherapie
erhielten, verbesserte sich das hamodynamische Profil der Patienten nach Erhalt
eines ETRA [179]. Die ETRA reprasentieren einen alternativen Zugang fur die
Therapie von kardiovaskularen Erkrankungen, welche mit einer gesteigerten Akti-
vitat des RAS assoziiert sind. Dieses lasst vermuten, dass diese kombinierte The-
rapie eine interessante alternative Therapie bereitstellt. Zusammenfassend lassen
die Daten vermuten, dass eine kombinierte Therapie von RAS und ET Inhibitoren

den potentiellen Nutzen einer jeden individuellen Behandlung vergrofliern kann.
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5.5. Bedeutung der Interaktionen fur kardiovaskulare Erkrankungen

Fur die Klinik ergeben sich aus diesen Ergebnissen der Interaktionen mehrere
Perspektiven. Die ausgepragten vasokonstriktorischen und mitogenen Eigenschaf-
ten pradestinieren Endothelin als einen relevanten Faktor in der Pathogenese der
arteriellen Hypertonie und Herzinsuffizienz, wie auch fur die Progression arterio-

sklerotischer GefalRwandveranderungen.

5.5.1. Arterielle Hypertonie

Eine Erhdhung des arteriellen Blutdrucks ist ein globaler hamodynamischer Effekt,
welcher mehr als nur die Balance zwischen Vasokonstriktion und Vasodilatation
widerspiegelt. Ein wichtiger Parameter ist dabei das RAS. Verschiedene Mecha-
nismen beeinflussen den Effekt von AT Il und Aldosteron, wie z.B. die Regulation
des renalen Natriums. Der Mechanismus der RAS-induzierten Hypertonie wurde
friher allein dem vasokonstriktorischen Effekt des AT Il und des mineralkortikoi-
den Effektes vom Aldosteron zugeschrieben. Neuere Studien haben einen zusatz-
lichen Mechanismus beschrieben. Die AT Il Konzentrationen waren in den Model-
len unterhalb der blutdrucksteigernden Spiegel. Daher musste ein anderer Me-
chanismus als die direkte AT Il induzierte Vasokonstriktion fur die Hypertonie ver-
antwortlich sein. Es wurde postuliert, dass der oxidativer Stress und das ET in der
langsamen AT Il Antwort auf den Blutdruck involviert sind [180]. Das AT Il steigert
den oxidativen Stress und dieses bewirkt eine Stimulation der Endothelinsynthese.
Die erhdhten ET-Spiegel vermitteln darauf die AT Il induzierte Hypertonie. Ortiz
und Kollegen beobachteten als erste eine signifikante Steigerung der ET-1 Kon-
zentration in der Nierenvene von AT Il infundierten hypertensiven Ratten. Die
Steigerung konnte durch Antioxidantien verhindert werden [162]. Mdgliche Erkla-
rungen fur die gesteigerten Endothelin-1 Spiegel unter AT Il Gabe sind eine direk-
te Stimulation der Endothelin Expression [181] oder indirekt Uber die Steigerung
des oxidativen Stresses, welche die NAD(P)H Oxidase involviert. Das ET kann
wiederum selbst die NAD(P)H Oxidase aktivieren und damit die Superoxidanio-
nenproduktion verstarken [165]. Fur ET-1 wurde zusatzlich eine Aktivierung des

vaskularen ACE demonstriert [86]. Li et al. beschrieben einen Zusammenhang
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zwischen ET-1 und der NAD(P)H Oxidase. Die Aktivierung der NAD(P)H Oxidase
ist ET-1 gesteuert. Dieser Mechanismus ist ET-A Rezeptor abhangig, da eine Blo-
ckierung dieses Rezeptors zu einer Reduzierung der *O;" Level fuhrte [182]. Diese
Interaktionen von AT Il und ET-1 kdnnen damit den Effekt von AT Il auf die Blut-
drucksteigerung potenzieren. Mit ACE-Inhibitoren und Angiotensin-Rezeptor-
Blockern konnte eine Senkung des oxidativen Stress bewirkt werden, wie auch
eine signifikante Reduktion von kardiovaskularer Morbiditat und Mortalitat (HOPE
Studie) [183].

Diese Ergebnisse zusammen lassen vermuten, dass AT Il den oxidativen Stress
steigert. Die ROS kénnen wiederum die ET-1 Spiegel erhdhen, welche dann zum
beobachteten Phanomen der AT Il induzierten Hypertonie beitragen. Zahlreiche
Studien haben gezeigt, dass in Modellen von AT Il abhangiger Hypertonie, Antio-
xidantien und ET Rezeptorblocker den Blutdruck senken konnen [150, 159, 160].

5.5.2. Gefallremodeling

AT II, ET-1 und freie Sauerstoffradikale sind trophische Faktoren, welche einen
starken Einfluss auf die vaskulare Struktur besitzen. Ein vaskulares Remodeling
hat Konsequenzen flr die Systemeinheit. lhre Veranderungen sind strukturell und
nicht reversibel. Ihre Pravention und Regression ist bis heute eine therapeutische
Herausforderung. Veranderungen in der Struktur der kleinen Arterien aufgrund von
hamodynamischen Veranderungen oder vaskularen Remodeling kénnen ebenso

zur Aufrechterhaltung eines Bluthochdruckes beitragen [184, 185].

Es konnte gezeigt werden, dass ETRA vor einem AT Il induzierten hypertrophi-
schen Remodeling der kleinen Arterien schutzen [56]. Zusatzlich wurde beschrie-
ben, dass ET in der Entwicklung von AT Il induzierter Hypertrophie involviert ist,
jedoch nicht in der hauptsachlichen Phase. Ahnlich den hypotensiven Effekten von
ETRA in AT Il abhangigen Hypertoniemodell, scheint es ebenfalls wichtig zu sein,

eine Behandlung frihzeitig zu starten [45].
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5.6. Zusammenfassende und weiterfiihrende Aspekte

Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Interaktionen von Sauerstoffradika-
len und Angiotensin Il mit dem Endothelin-1 Metabolismus kdnnen zum Verstand-
nis von zahlreichen beobachteten Phanomenen beitragen, welche eine Vaso-
konstriktion unter oxidativem Stress beschreiben. Unsere Ergebnisse konnten wei-
terhin erklaren, dass Sauerstoffradikale Uber die Steigerung der Endothelin Syn-
these auch andere lokale Endothelin-1 Effekte aggravieren. Die erhdhten Endo-
thelin-1 Spiegel in den Arteria mammaria interna Gefalen fihren moglicherweise
zu einer verstarkten Stimulation von Zellproliferation und Hypertrophie, wie sie in
hypertensiven und hypercholesterinamischen GefalRwandveranderungen beo-

bachtet werden konnen.

Die Interaktionen zwischen Sauerstoffradikalen, Endothelin-1 und Angiotensin Il
sind moglicherweise noch komplexer als hier aufgefuhrt. Mit dieser Arbeit wurde
gezeigt, dass die Endothelin-1 Produktion in humanen Arteria mammaria interna
Segmenten durch Sauerstoffradikale stimuliert wird. Andererseits scheinen Endo-
theline ebenfalls die Produktion von Sauerstoffradikalen induzieren zu kdénnen.
Eine Endothelin-1 induzierte gesteigerte Generation von Superoxidanionen wurde
u. a. in Endothelzellen [165] und in neutrophilen Granulozyten [186] nachgewie-
sen. Ebenso wurde gezeigt, dass Angiotensin Il die Synthese von Endothelin-1
steigert. Das Endothelin-1 besitzt wiederum Einfluss auf die RAS Aktivitat. Diese
Mechanismen lassen ein Feedback-System erkennen, das zur Potenzierung der

gewebsschadigenden Wirkung der Substanzengruppen beitragt.

Interaktionen zwischen dem RAS und ET-System haben eine klinische Signifikanz
in der Evaluation von kardiovaskularen Erkrankungen und ihrer jeweiligen Thera-
pie. Das RAS hat viele Effekte am kardiovaskularen System, ersichtlich an den
verschiedenen Indikationen fur den Einsatz von ACE Inhibitoren, ARB und Al-
dosteron Antagonisten. Moglicherweise sind einige der positiven Effekte der ACE-
Inhibitoren in kardiovaskularen Erkrankungen auf die gunstige Modulation der En-
dothelin Spiegel zurtickzuflihren. Es bleibt weiterhin unklar, ob die beobachteten
Veranderungen des Endothelin Stoffwechsels der kausale Ursprung fir pathologi-

sche Veranderungen sind oder die Folge einer Anpassungsreaktion darstellen.



Diskussion 68

Weitere Untersuchungen mit Endothelin-Rezeptor-Antagonisten sollen zum besse-
ren Verstandnis der Effekte beitragen und die Frage nach Ursache oder Folge kla-

ren.

Eine Modulation der Endothelin-Wirkungen durch spezifische Antagonisten und
Inhibitoren konnte langfristig eine verbesserte Therapieoption von Patienten mit
kardiovaskularen Erkrankungen darstellen. Solche ETRA zeigen einen neuen The-
rapieansatz zur Feinmodulierung des RAS in den Arterien und Nieren an. Zieht
man einerseits die niedrige antihypertensive Wirksamkeit von ETRA aber anderer-
seits ihre Uberlegende Eigenschaft die Endorganschaden zu limitieren in Betracht,
konnen ETRA und Inhibitoren des RAS zu einer vorteilhaften Kombination ver-

wendet werden. Gemeinsam kdnnen sie den therapeutischen Effekt maximieren.

Der oxidative Stress korreliert mit der endothelialen Dysfunktion, daher ist es be-
grundet anzunehmen, dass eine antioxidative Therapie oder Methoden, welche
die antioxidativen Mechanismen aufbauen, die endotheliale Dysfunktion verbes-
sern. Die Interaktionen zwischen Endothelzellen und oxidativen Stress spielen
eine bedeutende Rolle fur die Vorhersage zukunftiger kardiovaskularer Ereignisse.
Weitere Studien werden bendtigt, um noch genauer die Quellen und Signaltrans-
duktionswege der ROS zu definieren. Auf diese Ergebnisse aufbauend kdnnen
neue Strategien zur Limitierung der Morbiditat und Mortalitat in kardiovaskularen
Erkrankungen entwickelt werden. Die drei am weitesten verbreiteten Medikamente
fur kardiovaskulare Erkrankungen (HMG-CoA Reduktase Inhibitoren, ACE-
Hemmer und AT1-Rezeptor Antagonisten) supprimieren die vaskulare ROS Pro-
duktion. Es bleibt zu beweisen, ob der klare therapeutische Nutzen dieser Medi-
kamente auch teilweise Uber die Suppression des oxidativen Stress und der damit

reduzierten ET-1 Spiegel zurtckzuflhren ist.

Die neue Erkenntnis der Rolle der XO in der Pathophysiologie von kardiovaskula-
ren Erkrankung und insbesondere in der Herzinsuffizienz war Gegenstand zahlrei-
cher Studien in den vergangenen Jahren. Um den therapeutischen Effekt von
Xanthinoxidase Inhibitoren besser Uberprifen zu kdnnen, sind Langzeitstudien
notwendig. Derzeit lauft eine gro® angelegte Studie (A Phase IlI-lll Prospektive,

Randomized, Double-Blind, Placebo-Controlled Efficacy and Safety Study of Oxy-
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purinol Added to Standard Therapy in Patients with NYHA Class II-IV Congestive
Heart Failure OPT-CHF), in der ein positiver Effekt des XO-Inhibitors im Manage-
ment der Therapie der Herzinsuffizienz Uberprift werden soll. Die Ergebnisse las-

sen auf eine weitere Therapiemdglichkeit dieser Patientengruppe hoffen.



Zusammenfassung 70

6. Zusammenfassung

Endotheline, Sauerstoffradikale und Angiotensin Il sind bedeutende Faktoren in
der Physiologie und Pathophysiologie von Gefal3en. Sie regulieren den Vasotonus
und spielen eine Rolle bei strukturellen Umbauvorgangen innerhalb der Gefafl3-
wande. Endothelin-1 ist ein autokrin/parakrines wirkendes Hormon mit vaso-
konstriktorischen, proliferativen und mitogenen Eigenschaften und interagiert mit
anderen vasoaktiven Substanzen wie AT Il. Freie Sauerstoffradikale agieren als
funktionelle vasomotorische Agonisten der Endotheline und steigern die ET-1 Syn-
these in Endothelzellen und glatten GefalBRmuskelzellen. Das AT Il vermittelt seine
Effekte teilweise Uber die Endothelinachse und verstarkt den oxidativen Stress.
Aufgrund der zahlreichen Interaktionen untersuchten wir erstens die Effekte von
reaktiven Sauerstoffintermediaten und AT Il auf den ET-1 Metabolismus in huma-
nen Arteria mammaria interna Gefallsegmenten und zweitens den Effekt von
Oxypurinol auf den ET-1 Spiegel in einer in-vivo Studie mit Patienten mit einer
ischamischen Kardiomyopathie.

Als ROS generierendes System wurde Xanthin/Xanthinoxidase verwendet. Die
Quantifizierung der Big Endothelin-1 Konzentration erfolgte mit der Technik des
ELISA. Die Inkubation der IMA Segmente mit X/XO sowie AT Il fihrte zu einem
signifikanten Anstieg der Big ET-1 Konzentration. Dieser Effekt war konzentrati-
onsabhangig. Die Infusion von Oxypurinol fihrte bei den Patienten zu einem signi-
fikanten Abfall der Serumspiegel des Big Endothelin-1.

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass exogen applizierter oxidativer
Stress, generiert durch das System X/XO und AT Il, die Endothelinsynthese in
humanen IMA Segmenten stimuliert. Dieser Effekt war spezifisch fur Superoxid-
anionen, da die Koinkubation mit Superoxiddismutase und Katalase in einer signi-
fikanten Reduktion der Big ET-1 Konzentration resultierte. Der stimulierende Effekt
von freien Sauerstoffradikalen, generiert durch das Enzym Xanthinoxidase, auf die
Endothelinsynthese konnte in der humanen in-vivo Studie bestatigt werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit kdnnen dazu beitragen, die mit gesteigertem oxidati-
ven Stress assoziierten erhohten Endothelinspiegel unter pathologischen Bedin-
gungen, wie Hypercholesterinamie, Hypertonie, Herzinsuffizienz und Arterioskle-

rose zu klaren.
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8. ABKURZUNGSVERZEICHNIS

A. Arteria

ACE Angiotensin converting enzyme

ANP Atrial natriuretisches Peptid

AP Alkalische Phosphatase

ARB Angiotensin Rezeptor Blocker

AT Angiotensin

CaCly Kalziumchlorid

cAMP zyklische Adenosin Monophosphat

CaRE Kalzium-Responsive Element

CAT Katalase

cGK cGMP-abhangige Proteinkinase

CO, Kohlenstoffdioxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

ECE Endothelin converting enzyme

EDHF Endothelium derived hyperpolarizing factor

EDRF Endothelium derived relaxing factor

EDTA Ethylene diamine Tetraacetic acid

ELISA Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assay

ET Endothelin

ETRA Endothelin Rezeptor Antagonisten

HCI Salzsaure

HEPES N-[2-Hydroxyethyl] piperazine-N’-[2-
ethansulfonic acid]

HMG-CoA 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzym A

HOPE Heart Outcomes Prevention Evaluation

H,0, Hydrogenperoxid

ICAM Intercellular adhesion molecule

lgG Immunglobulin G

IL Interleukin

IMA Arteria mammaria interna

IP3 Inositol-1,4,5-triphosphat

KCI Kaliumchlorid
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KHK
KoHPO,4
LDL

LOX
MAPK
MCP
MgSO4
NaCl
NAD(P)H

NaHCOs3;
Na;HPO,4
NaOH
NF-«kB
NO

Koronare Herzkrankheit
Kaliumhydrogenphosphat

Low density Lipoprotein
Oxidierter LDL Rezeptor
Mitogen aktivierte Proteinkinase
Monozyte chemoattractant protein
Magnesiumsulfat
Natriumchlorid

Reduzierte Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-
(Phosphat)
Natriumhydrogenkarbonat
Natriumhydrogenphosphat
Natriumhydroxid

nuklearer Faktor-kB
Stickstoffmonoxid
Stickstoffmonoxid Synthetase
Sauerstoff

Superoxidanion
Hydroxylradikal

Peroxynitrit

Plasminogen activator inhibitor
phagozytische Oxidasen
Proteinkinase C

Renin Angiotensin System
Reaktive Sauerstoffspezies
Rotations per minute
Raumtemperatur

I6sliche Guanylzyklase
Superoxiddismutase

Tumor Nekrose Faktor-a
Tissue plasminogen activator
Unit

Vascular adhesion molecule

Vascular smooth muscle cells
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X
XO

Xanthin

Xanthin-Oxidase
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