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1.  Abktlrzungsverzeichnis

AA Arachidonsaure

ABI ankle-brachial-index

ACE angiotensin converting enzyme
ApoE Apolipoprotein-E

ApoE™) Apolipoprotein-E-defizient

ATP Adenosintriphosphat

BLT1 Leukotrien Rezeptor B1

BLT2 Leukotrien Rezeptor B2

BMS bare mental stents

CacCl? Calciumchlorid

cPLA; Cytosolische Phospholipase A,
CRP C-reaktives Protein

DAG Diacylglycerin

DES drug elution stents

DMSO Dimethylsulfoxid

EDTA ethylene diamine tetraacetic acid
EGF epidermal growth factor

EKG Elektrokardiogramm

eR endoplasmatische Retikulum

ERK extrazellulare Signal-regulierte Kinase
FLAP 5-Lipoxygenase aktivierendes Protein
GTP Guanosintriphosphat

HbA1c Glykohamoglobin

HDL high density lipoprotein

HEPES 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-

ethansulfonséure
HMC-1 human mast cell line-1

H,0, Wasserstoffperoxid



HO
HOO
5-HPETE
HUVEC
IL-1B
IL-6

IL-8

IMT
INF-y

IP3

KCI

kDa

KHK
KH?PO4
LDL
5-LO

LT

LTA,
LTB,4
LTC,
LTD4
LTE,
LDL
Ly255283
L-012
MAPKAP kinase

MCP-1
MgClI2
mN

Hydroxyl-Radikal
Perhydroxyl-Radikal
5-hydroperoxyeicosatetraenoic acid
human umbilical vein endothelial cells
Interleukin-13

Interleukin-6

Interleukin-8
Intima-media-thickness
Interferon-y
Inosit-1,4,5-trisphosphat
Kaliumchlorid

Kilodalton

Koronare Herzkrankheit
Kaliumdihydrogenphosphat
low density lipoprotein
5-Lipoxygenase
Leukotriene

Leukotrien A4

Leukotrien B4

Leukotrien C4

Leukotrien D4

Leukotrien E4

low density lipoprotein
spezifischer BLT2 Inhibitor

Luminol Analogon

mitogen-activated protein kinase-activated

protein kinase
monocyte chemotactic protein-1
Magnesiumchlorid

milli Newton



MLCK myosin light chain kinase

Moma-2 Anti-Monozyten und Makrophagen-
Antikorper-2

MTHFR Methylentetrahydrofolat-Reduktase

N Fallzahl

NaCl Natriumchlorid

NADP Nicotinamidadenindinukleotidphosphat

Na EDTA Natrium Ethylendiamintetraessigsaure

NGS normal goat serum,

normales Ziegen-Serum

NaHCO? Natriumbicarbonat

NF-kB nuclear factor-kappaB

NO Stickstoffmonoxid

Nox-1 NADPH Oxidase-1

O,. Hyperoxid-Anion

'0, Singulett-Sauerstoff

O3 Ozon

ocCI Hypochlorit-Anion

pAVK periphere arterielle Verschlusskrankheit
PCR Polymerase-Kettenreaktion

PDGF platelet-derived growth factor

PIP2 Phosphatidylinosit-4,5-bisphosphat
PKA Phosphokinase A

PLA; Phospholipase A;

Rac 1 Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1
RLE Relative Lumineszierende Einheit

RNA Ribonukleinsaure

RO Alkoxylradikal

ROO Peroxylradikal

ROOH Hydroperoxid
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ROS reactive oxygen species,

Reaktive Sauerstoffspezies

SICAm-1 soluble intercellular adhesion molecule-1
SiRNA small interfering RNA

SOD Superoxiddismutase

sR sarkoplasmatische Retikulum

sVCAM-1 soluble vascular cell adhesion molecule-1
TAG Triacylglycerine

TEE transoesophageale Echokardiografie
TGF-B8 transforming growth factor

TNF-a tumor necrosis factor-alpha,

Tumornekrosefaktor alpha

tPA tissue plasminogen activator

TTE transthorakale Echokardiografie
UpM Umdrehungen pro Minute

VEGF vascular endothelial growth factor

VLDL very low density lipoprotein
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2.  Einleitung

2.1 Atherosklerose

Definition

Die Weltgesundheitsorganisation (WHQO) definiert Atherosklerose als eine ,variable
Kombination von Verédnderungen in der Arterienintima, die aus einer herdférmigen An-
sammlung von Lipiden, komplexen Kohlenhydraten, von Blut und Blutbestandteilen,
Bindegewebe und Calcium besteht, verbunden mit regressiven Verdnderungen in der
Media“.

Es handelt sich um eine chronisch entziindliche Erkrankung, bei der es im Verlauf trotz
standiger Reparaturversuche zu Abnutzungserscheinungen der Gefallwande kommt.
Charakteristisch ist die atheromatdse Lasion, auch Plaque genannt, eine von der Intima
ausgehende pathologische Verdickung der Arterienwand, die durch Lipideinlagerung
sowie Anhaufung von Schaumzellen entsteht. Ein Verlust der Elastizitdt mit Einengung
des Lumens ist die Folge. Hamodynamisch bedingte Pradilektionsstellen sind die
Koronarien, die Bauchaorta, die Arteria carotis interna, die Arteria femoralis und der
Circulus arteriosus cerebri (Busse, 2005; Freudenberg, 2011; Luley und Klor, 1993;
Pschyrembel, 2007).

Epidemiologie

Im Jahre 2010 stand in Deutschland die Atherosklerose nach der International Statistical
Classification of Diseases and Related Health Problems (ICD-10) mit 113016 Erkrankten
auf Platz 13 der 20 haufigsten Hauptdiagnosen der vollstationédr behandelten mannli-
chen Patienten (Statistisches Bundesamt Deutschland, mannliche Krankenhauspatien-
ten) und mit 178835 auf Platz 16 der 20 haufigsten Hauptdiagnosen der vollstationar
behandelten Patienten insgesamt (Statistisches Bundesamt Deutschland, Kranken-
hauspatienten). Im Jahre 2010 verzeichnete das Statistische Bundesamt 7916 Sterbe-
falle wegen Atherosklerose, davon 2769 mannliche und 5147 weibliche, wobei die An-
zahl der Verstorbenen mit dem Alter zunahm (Statistisches Bundesamt Deutschland,
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Gesundheit, Todesursachen in Deutschland). Die haufigsten Todesursachen im Jahre
2010 waren nach der International Statistical Classification of Diseases and Related
Health Problems (ICD-10) auf Platz 1 die chronische ischamische Herzkrankheit mit
72734 Verstorbenen, auf Platz 2 der akute Myokardinfarkt mit 55541 Verstorbenen und
auf Platz 3 die Herzinsuffizienz mit 48306 Verstorbenen (Statistisches Bundesamt

Deutschland, Todesursachen).

Atiologie

In den letzten Jahrzehnten wurden hauptséchlich drei Theorien beziiglich der Pathoge-
nese der Atherosklerose diskutiert.

Bis heute ist die von Ross und Glomset im Jahre 1973 begrindete ,response to injury*“-
Hypothese das filhrende pathogenetische Erklarungsmodell (Ross und Glomset, 1977).
Die Theorie beschreibt die Ursache der Atherosklerose als einen aus mechanischen,
immunologischen oder chemischen Einflissen entstandenen Prozess, bei dem es zur
Entztindungsreaktion aufgrund von LDL-Akkumulationen kommt. Die endotheliale Dys-
funktion begunstigt dabei die Schadigung der Blutgefalie.

Die zweite, sogenannte Oxidationstheorie sieht die Entstehung der Atherosklerose in
oxidativen und inflammatorischen Prozessen. Hierbei wird im Blut angereichertes ,low
density lipoprotein“ (LDL) in die GefaBwéande aufgenommen und mithilfe oxidativer Pro-
zesse in ein entziindungsauslésendes Molekll verwandelt, welches zu Atherosklerose
fuhrt (Freudenberg, 2011).

Die dritte, sogenannte Mainzer Hypothese begriindet die zunehmende Lipidablagerung
in die Gefallwand mit einer extrazellular enzymatischen Modifikation des LDL und mit
einer Uberlastung des Lipid-Abtransportsystems in Form einer immunologischen Er-
krankung. Chronische Entziindungen der GefalRwande mit einhergehender Entstehung
der Atherosklerose sind die Folgen (Bhakdi et al., 1995).

Als Gemeinsamkeit dieser drei Theorien kann die Reduktion der mechanischen Belast-
barkeit der Gefaldwand durch die Risikofaktoren gesehen werden (Freudenberg, 2011).
Viele unterschiedliche Faktoren und Erkrankungen verursachen bzw. beglinstigen die
Entstehung der Atherosklerose. Dazu gehéren zum einen zahlreiche Erkrankungen wie

Diabetes mellitus, arterielle Hypertonie, Hypercholesterindmie, Fettstoffwechselstorun-
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gen, Hyperfibrinogenamie und Adipositas, zum anderen der Nikotin- und Alkoholabusus,
Antigen-Antikorper-Komplexe und Hypoxie. Weitere Risikofaktoren sind Entztindungspa-
rameter wie zum Beispiel das C-reaktive Protein (CRP), Interleukin 6 (IL-6), ,tumor
necrosis factor-alpha“ (TNF-a) und 5-Lipoxygenase, einige Zelladhasionsmolekile wie
zum Beispiel ,soluble intercellular adhesion molecule-1“ (sICAm-1), ,vascular cell
adhesion protein 1“ (sVCAM-1) und P-Selektin, oxidative Stressfaktoren wie das oxidier-
te ,low density lipoprotein“ (LDL), Substanzen der Hamostase wie D-Dimere, Faktoren
des Stoffwechsels wie Homocystein und Lipoprotein A sowie vaskulare Stoffe wie
,vascular endothelial growth factor® (VEGF) und genetische Faktoren wie die Mutation
der 5,10-Methylentetrahydrofolat-Reduktase (MTHFR). Ebenso spielen das Alter, die
familiare Disposition und das Geschlecht eine wichtige Rolle in Bezug auf Athero-
sklerose. Der Lebensstil wie zum Beispiel die Ernahrung, Ubergewicht bzw. korperliche
Bewegung, psychosozialer Stress und Umweltbedingungen beeinflussen die Entstehung
und den Verlauf der Krankheit erheblich (Castelli et al., 1986; Cremer et al., 1997; Freu-
denberg, 2011; Kannel et al., 1961; Klinke et al., 2009; Pschyrembel, 2007; Silverthorn,
2009; Wilson et al., 1987).

Die genannten Risikofaktoren beginstigen die Entstehung der Atherosklerose bereits ab
den ersten Lebensjahrzehnten. Die klinische Symptomatik wie zum Beispiel der akute
Herzinfarkt, der Schlaganfall oder die chronische koronare Herzerkrankung (KHK) bzw.
die periphere arterielle Verschlusskrankheit (pAVK) werden allerdings erst Jahrzehnte
spater sichtbar (Erbel et al., 2008).

Pathophysiologie

Die Innenschicht der arteriellen Blutgefal3e, die sogenannte Tunica intima, bildet die
Grenze zum Blutkreislauf. Sie besteht aus einschichtigen Endothelzellen, einer Schicht
aus lockerem Bindegewebe, dem Stratum subendotheliale und der Membrana elastica
interna. Die Endothelzellen sorgen flr eine glatte innere Oberflache, ermdglichen eine
selektive Permeabilitat bezlglich des Stoffaustausches mit dem Blut und exprimieren
auf den Gefal3tonus wirkende Substanzen sowie Zelladh&sionsmolekiile. Die in Langs-
richtung verlaufenden Fasern wirken den mechanischen Schubkraften des Blutflusses

entgegen. Die Tunica intima ist Angriffspunkt der Atherosklerose. Kommt es bedingt
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durch die Risikofaktoren wie zum Beispiel der Hypertonie zu einer Lasion der Intima und
damit zu einer endothelialen Dysfunktion, so ist die Barrierefunktion gestort (Silverthorn,
2009). Das geschadigte Endothel setzt Zelladhdsionsmolekile frei. Es findet eine
monozytare Zelladh&sion mit anschlielender Infiltration durch die L&sion (,injury®) in die
Intima statt. Durch die erhéhte Durchlassigkeit konnen Lipoproteine mit geringer Dichte,
sogenannte ,low density lipoproteins® (LDL), aus dem Blut in die Gefallwand eindringen.
LDL transportiert Cholesterin von der Leber in das extrahepatische Gewebe. Uber
transmembranare LDL-Rezeptoren wird LDL durch Endozytose mithilfe des Apolipo-
proteins ApoB-100 aufgenommen. Wahrend das Cholesterin in die Membran der Zelle
eingebaut wird oder in die Biosynthese der Steroidhormone gelangt, wird das LDL in
seine Aminosauren aufgespalten (Busse, 2005; Klinke et al., 2009; Silverthorn, 2009).
Wenn die Transportmoglichkeiten des LDL in die Zelle ausgeschopft sind, kommt es zu
einer vermehrten Anreicherung des LDL im Plasma. Dies fuhrt ebenfalls zu vaskularen
Lipidablagerungen und damit zur Entstehung atherosklerotischer Plaques. Der LDL-
Cholesterinspiegel steht so im direkten Zusammenhang mit der Entwicklung der
Atherosklerose. Die von den Leukozyten abgegebenen Zytokine und Wachstumsfakto-
ren aktivieren sowohl die Differenzierung der Monozyten zu ortsstandigen Makrophagen
als auch die Zellteilung glatter Muskelzellen in der GefaRwand und fihren zur Choleste-
rinaufnahme dieser (Pschyrembel, 2007; Silverthorn, 2009). LDL akkumulieren innerhalb
der zwischen den Endothelzellen und dem subendothelialen Bindegewebe gelegenen
Lasionen und locken Makrophagen an. Das LDL wird mithilfe der membranstéandigen
Scavenger-Rezeptoren von den Makrophagen aufgenommen und oxidativ phagozytiert.
Dies fuhrt durch eine fehlende negative Feedbackhemmung zu einer Umwandlung der
Makrophagen zu Schaumzellen, den sogenannte Xanthomzellen. Die Schaumzellen
sind nun Bestandteil der Plagque und als weil3lich-gelbe Lipidflecken makroskopisch zu
erkennen. Der Inhalt der nekrotisierenden Makrophagen gelangt ins umliegende Gewe-
be und I6st eine lokale Entziindungsreaktion in der Plaque aus. Das Endothel wird ge-
schadigt, die Arterienwand verdickt sich, sogenannte ,fatty streaks“ entstehen, das
Lumen stenosiert und der Blutfluss verandert sich dementsprechend. Blutgerinnsel wer-
den leichter gebildet und kdnnen die Gefal3e verschliel3en. Im weiteren Verlauf vergro-

Bert sich die Lipidablagerung und es kommt zur Verhartung durch Kalzifizierung. Es bil-
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det sich eine Kappe aus fibros kollagenhaltigem Material. Das aus Makrophagen und T-
Lymphozyten stammende Zytokin Interferon-y (INF-y) und der von Makrophagen freige-
setzte Wachstumsfaktor ,platelet-derived growth factor” (PDGF) fuhren zur Einwande-
rung und anschlieender Proliferation glatter Muskelzellen aus der Media in den subin-
timalen Bereich. Diese glatten Muskelzellen produzieren und sezernieren Kollagen,
Elastin und Proteoglykane. Sie sind zustandig fur die Entstehung der die Plague um-
schlielBende, fibrosen Kappe. Somit wird zwischen gelben Plaques, die weich und cho-
lesterinreich sind, und weil3en Plaques, die hart und fibrés sind, unterschieden. Die
Elastizitdit der Gefalle nimmt ab. Komplexe L&sionen, sogenannte atheromattse
Plaques, konnen durch zentrale Nekrosen der fibrosen Plaques entstehen, bedingt
durch eingelagertes Cholesterin oder Mangel an Sauerstoff. Es bildet sich ein nekroti-
scher, aus Lipiden bestehender Kern (Busse, 2005; Freudenberg, 2011).

Des Weiteren wird zwischen stabiler Plaque und instabiler bzw. vulnerabler Plaque un-
terschieden. Die stabile Plaque besitzt eine dicke fibrése Kappe, die die Lipidablagerung
umschliel3t, kalzifizierte Areale und eine durch sich teilende glatte Muskelzellen verdick-
te Intima. Von den Makrophagen werden Enzyme freigesetzt, die proteolytisch auf die
fibrose Faserkappe wirken und somit eine stabile in eine vulnerable Plaque umwandeln.
Die instabile Plaque weist somit eine diinne Faserkappe tUber dem lipidreichen Gebiet
auf, die in Richtung GefalRlumen einreifdt und eine Plaqueruptur verursachen kann. Es
kommt zum Kontakt zwischen Blut und Kollagen bzw. anderen Bindegewebsfasern. Die
Gerinnungskaskade und die Aggregation von Thrombozyten werden stimuliert
(Silverthorn, 2009).

Nach der WHO werden die Stadien der Atherosklerose wie folgt eingeteilt (Pschyrembel,
2007):

1. Stadium: frihe Lasion, Fettstreifen (,fatty streaks®)

2. Stadium: fortgeschrittene Lasion, fibrindse Plaque

3. Stadium: komplizierte Lasion, klinisch manifeste Folgeerkrankung



16

Im Verlauf der Atherosklerose konnen Gefél3e stenosieren oder sich komplett verschlie-
Ben. Eine Erh6hung des Gefalwiderstandes und eine Unterversorgung mit Sauerstoff
des perfundierten Gewebes sind die Folge (Kuschinsky, 2004).

Ebenfalls besteht die Gefahr der Ruptur oder Erosion der Plaques. Durch das Einreif3en
der luminalen Deckschicht entstehen Thromboembolien, die lebensbedrohliche Auswir-
kungen mit sich bringen kdénnen. Je nach Ort des thromboembolischen Gefal3verschlus-
ses kann es im Bereich des Versorgungsgebietes zu einer kritischen Mangelversorgung
bis hin zur Gewebsnekrose kommen. Das klinische Bild des Betroffenen hangt von der
Lokalisation des Gefal3verschlusses ab.

In der Pathogenese der Atherosklerose spielt das Endothel eine entscheidene Rolle.
Das Endothel besitzt antiatherosklerotische Eigenschaften, indem es durch die Expres-
sion von NO und Prostazyklin die Proliferation und Kontraktion glatter Muskelzellen, die
Adhasion und Aggregation sowohl der Thrombozyten als auch der Leukozyten und die
LDL-Oxidation inhibiert. Vom Endothel gebildeter Stickstoffmonoxid (NO) ruft eine
Vasorelaxation der Gefal3e hervor. Kommt es durch Risikofaktoren, Erkrankungen oder
Entziindungsvorgangen zu einer Stimulation des Endothels und einer damit einherge-
henden Veréanderung der endothelialen Eigenschaften mit eingeschrankter bis fehlender
endothelvermittelter Vasodilatation, spricht man von einer endothelialen Dysfunkion
(Busse, 2005; Merten, 2006; Suwaidi, 2000). Ist das Endothel funktionell z.B. durch
Atherosklerose, Diabetes oder Hypercholesterinamie geschadigt, so wird NO vermindert
produziert und es kommt zu Verlusten der protektiven Effekte im Gefal3system. Die LDL-
Oxidation wird nicht mehr von NO gehemmt. Glatte Muskelzellen proliferieren und es
kommt Uberwiegend zu konstriktorischen Reaktionen. Die von den Plaques bereits re-
duzierten GefaRlumen werden zusatzlich verengt. Im Blut zirkulierende Substanzen wie
Serotonin und Bradykinin erzeugen durch direkten Kontakt eine Kontraktion vaskularer
glatter Muskelzellen. Die Thombozytenadhésion, ausgelést durch unebene Plaque-
beschaffenheit, verengt die GefaRe darlber hinaus (Kuschinsky, 2004). Thrombozyten
werden aktiviert und setzen Faktoren wie PDGF, ,epidermal growth factor* (EGF),
.ransforming growth factor® (TGF), Serotonin und Thromboxan A, frei, die vasokon-
striktorisch und wachstumsstimulierend auf die Gefal3wand und somit Atherosklerose

fordernd wirken.
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Die Hemmung der Expression von Adhasionsmolekilen, die Monozytenadhasion und
Endothelinproduktion ist ebenfalls aufgehoben. Somit wird sowohl der Transkriptionsfak-
tor ,nuclear factor-kappaB“ (NFkB), der fur die Regulation der Adhasionsmolekile E-
Selectin, P-Selectin und ,vascular cell adhesion molecule-1“ (VCAM-1) zustandig ist, als
auch das ,monocyte chemoattractant Protein-1“ (MCP-1), das die Monozyten-Infiltration
in die GefalBRwand reguliert, ungehindert aktiviert (Busse, 2005; Peters und Charo, 2001;
Reape und Groot, 1999). Neben der Expression von P-Selectin, E-Selectin und VCAM-1
fuhrt auch “intracellular cell adhesion molecule-1” (ICAM-1) zu der Infiltration von Mono-
zyten in die GefalRwand (Collins, 2000; Steffel und Lischer, 2011).

Ist die intravaskulare NO-Verfugbarkeit reduziert, so ist auch das ,antiatherosklero-
tische Prinzip“ geschwacht. Die NO-Verfligbarkeit in der Gefaldwand wird durch die NO-
Synthase-Aktivitdat und -Expression sowie die Produktion von reaktiven Sauerstoff-
spezies (ROS, engl. reactive oxygen species) bestimmt. ROS bildende Enzyme bauen
NO ab und verursachen durch die Abnahme der Stickstoffmonoxid-Bioverfligbarkeit in
den GefalRen die Dysfunktion im Endothel. AuRerdem kénnen die reaktiven Sauerstoff-
spezies selbst mit NO zu vasoaktivem Nitrit und Nitrat reagieren. Hierdurch wird eben-
falls die endotheliale Dysfunktion verursacht.

Nicotinamidadenindinukleotidphosphat, abgekirzt NADPH, ist ein Koenzym, welches
Hydridionen Ubertragt und bei Redoxreaktionen im Zellstoffwechsel eine Rolle spielt.
NADP" steht fiir die oxidierte und NADPH fiir die reduzierte Form. Wahrend NADH ka-
tabol gewonnen und in der Atmungskette oxidiert wird, um Energie in Form von ATP zu
erzeugen, ist NADPH im anabolen Weg als Reduktionsmittel vorzufinden, um als Elek-
tronen- und Protonen-Lieferant zu dienen. Die z.B. durch Angiotensin Il, Endothelin-1
oder Thrombin aktivierbare NADPH Oxidase spielt eine wichtige Rolle bei der Bildung
von ROS in Fibroblasten, Phagozyten, glatten Muskelzellen, Endothelzellen und damit
auch bei der Entstehung der Atherosklerose (Busse, 2005; Pongnimitprasert, 2009).
Vaskularer oxidativer Stress tragt wesentlich zu der endothelialen Dysfunktion in der
Pathogenese koronarer Herzerkrankung bei und stellt neben Ruptur und Plaque Forma-
tion einen weiteren bedeutenden Risikofaktor der Atherosklerose dar. Reaktive Sauer-
stoffspezies sind Zwischenprodukte oxidativer Prozesse, die physiologisch bei der Re-

duktion von molekularem Sauerstoff zu Wasser entstehen. Sie sind zum einen an
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Signaltransduktionswegen und zum anderen bei der Abwehr von Mikroorganismen be-
teiligt. Kommt es jedoch zu einem Ungleichgewicht, kdnnen Zellen irreversibel zerstort
werden. Daher sind reaktive Sauerstoffradikale beim oxidativen Stress von grof3er Be-
deutung. Der Prozess, bei dem die physiologische Menge an ROS Uuberschritten wird,
nennt man oxidativen Stress. Unter oxidativem Stress wird somit ein Ungleichgewicht
antioxidativer und prooxidativer Bestandteile im Organismus mit einem Ubergewicht der
prooxidativen Komponente verstanden. Dieses Ungleichgewicht zwischen reduzieren-
den und oxidierenden Stoffen fihrt zu einer Schadigung der zellularen und extrazellula-
ren Makromolekille. ROS entstehen in Mitochondrien der Entzindungszellen als Ne-
benprodukt von Stoffwechselprozessen im Rahmen der Zellatmung (Pongnimitprasert,
2009). Die Cytochrom P450 Epoxygenase, Xanthinoxidase, Zyklooxygenasen, Lipoxy-
genase und nach enzymatischer Entkopplung auch die NO-Synthase kdnnen reaktive
Sauerstoffspezies in vaskularen Zellen produzieren, wobei die NADPH-Oxidase das
entscheidende Enzym ist, da sie schnell und in gro3er Zahl Superoxidanionen zu ande-
ren reaktiven Sauerstoffradikalen umwandeln kann (Busse, 2005; Mlgge, 1998).

Racl (Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1) ist ein Protein, das in Menschen vom
Racl Gen codiert wird und in der NADPH Oxidase vorzufinden ist. Es handelt sich um
kleine, ca. 21 kDa groRe GTPasen, die als ,Rac“ -Untereinheit zu der Familie der Rho-
GTPasen gehdren. Das Protein reguliert zellulare Prozesse wie das Zellwachstum, den
Zellzyklus, die Zell-Zell-Adhasion, die Motilitéat, die epitheliale Differenzierung, die Reor-
ganisation des Zytoskeletts, die Genexpression und die Aktivitdt der Protein-Kinasen
(Westwick et al., 1997).

In den GefalRen werden die reaktiven Sauerstoffradikale durch unterschiedliche Reakti-
onen, die jedoch oft mit vaskularen inflammatorischen Prozessen und der Atherogenese
in Verbindung stehen, gebildet. Bei Diabetes mellitus wird oxidativer Stress durch eine
Zunahme an reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) in Mitochondrien verursacht (Tang et
al., 2012). Hierbei handelt es sich um reaktive Sauerstoffspezies wie das Hyperoxid-
Anion (Oy), Hydroxyl-Radikal (HO"), Perhydroxyl-Radikal (HOO"), Peroxylradikal (ROQO),
Alkoxylradikal (RO"), Wasserstoffperoxid (H.O,), Hydroperoxid (ROOH), Ozon (Os3),
Hypochlorit-Anion (OCI) und der angeregte Singulett-Sauerstoff (*O.). Wasserstoffper-

oxid (H20,), ein toxisches Nebenprodukt der Atmungskette, agiert in zahlreichen Signal-
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kaskaden als second-messenger, so z.B. bei der Angiotensin-Il Wirkung oder bei der
Aktivierung von PDGR-3 Rezeptoren. Eine weitere, in der Atmungskette anfallende, to-
xische Sauerstoff-Verbindung ist das Hyperoxid-Anion (O2), welches bei einer unvoll-
standigen Sauerstoffreduzierung entsteht und anschlie3end entweder spontan oder
durch das Enzym Superoxiddismutase (SOD) zu H,O, umgewandelt wird. Wichtig fur
den Korper ist die kontrollierte Elimination von H;O, durch die Enzyme Katalase,
Peroxiredoxine und Glutathion-Peroxidase, da es andernfalls in das toxische Hydroxyl-
Radikal (HO") zerfallen kann. Die verschiedenen reaktiven Sauerstoffspezies stimulieren
unterschiedliche, die Funktion des Gefal? betreffende Signalkaskaden. Eine vermehrte
Produktion von Sauerstoffradikalen fuhrt zu einer Zunahme des Wachstums glatter Ge-
faBmuskelzellen, zu einer Erhéhung des Gefalitonus und zu inflammatorischen Prozes-
sen, die wiederum zum Umbau der Gefal3e und der endothelialen Dysfunktion fuhren. In
niedriger Konzentration wirken Sauerstoffradikale als intrazellulare Signalmolekule und
Modulatoren der Genexpression und Uben einen entscheidenden Einfluss auf pro-
atherosklerotische Genprodukte wie das MCP-1, VCAM-1, ICAM-1, P-Selectin und
VEGF aus (Busse, 2005; Poeckel und Funk, 2010).

Folgen

Die Folgen der Atherosklerose sind von der Lokalisation, dem Ausmald der Plaque-
bildung sowie den betroffenen Organen bzw. Gefallen abhéngig. So kann es zu einer
koronaren, zerebralen, vertebrobasilaren oder anderen peripheren arteriellen Unterver-
sorgung kommen. Es wird zwischen Mikro- und Makroangiopathie differenziert. Je nach
Auspragung ist das klinische Erscheinungsbild symptomlos bis akut lebensbedrohlich.
Sind kleinste Gefalle wie Kapillaren und Arteriolen betroffen, so handelt es sich um eine
Mikroangiopathie, ansonsten um eine Makroangiopathie. Unterschiedliche Folgeerkran-
kungen wie Thrombosen, Angina pectoris, Schlaganfall, Lungenembolie, Herzinfarkt,
Ischamie, Niereninsuffizienz, Retinopathie oder der pl6tzliche Herztod sind bekannt.
Atherosklerose selbst ist symptomlos und wird daher erst erkannt, wenn Folgeerkran-
kungen auftreten. Durch die Einengung des Gefal3es kommt es zu Ischamien in dem zu
versorgenden Gewebe bzw. in den entsprechenden Endorganen (Steffel und Luscher,
2011).
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So fihrt eine Verengung der Koronargefal3e zum typischen Angina-Pectoris-Bild mit
Atemnot, Schwindel und driickendem Schmerz auf der Brust und gegebenenfalls Aus-
strahlung des Schmerzes in die linke Schulter, Arm oder Unterkiefer. Kommt es im
Rahmen einer zunehmenden Minderperfusion des Muskelgewebes zu Nekrosen resul-
tiert ein Myokardinfarkt. Atherosklerotisch bedingte Stenosen zerebraler Gefal3e konnen
zu transitorischen ischamischen Attacken (TIA) oder zum Schlaganfall mit peripheren
Ausfallen (Apoplex) fihren. Je nach Lokalisation und Ausmald der Ischamie bedingten,
irreversiblen Zelluntergange resultieren klinisch neurologische Ausfélle entsprechender
Hirnregionen. Gefal3stenosen oder -verschlisse im Bereich der Extremitaten fihren zum
Krankheitsbild der peripheren arteriellen Verschlusskrankheit (pAVK). Sie treten bei
nicht behandeltem Diabetes mellitus vermehrt auf und es kommt zum typischen klini-
schen Bild der Claudicatio intermittens. Eine chronische Arteriopathie fihrt in den Nieren
zur Urdmie und im Auge zur Retinopathie. Als Folge eines atherosklerotischen Gefal3-
prozesses kodnnen Aussackungen der gesamten Gefallwand entstehen, sogenannte
Aneurysmen. Sind gro3e Gefalde betroffen wie z.B. die Aorta, sind bei Ruptur lebensbe-

drohliche Blutungen moglich (Silverthorn, 2009; Zimmer und Zimmer, 2004).

Diagnostik

In der Diagnostik atherosklerotischer GefaRerkrankungen spielen sowohl die kérperliche
Untersuchung, die Laborwerte wie zum Beispiel die Lipoproteine hoher Dichte (HDL),
die Lipoproteine geringer Dichte (LDL), Triglyzeride, Blutzucker, Homocystein, CRP,
HbA;: und Troponin, der Kndchel-Arm-Index (ABI) als auch bildgebende Verfahren wie
die Sonografie zur Bestimmung der Intima-media-Dicke (IMT) z.B. der Arteria carotis
oder zur Darstellung der Plaque, die Koronarangiografie, Echokardiografie, Computer-
tomografie und Magnetresonanztomografie eine wichtige Rolle. Sie ermdglichen den
Einblick in die Beschaffenheit der Gefallwande. Wahrend sich hohe HDL-Spiegel positiv
auf unseren Organismus auswirken, weisen erhoéhte LDL-Werte im Blutplasma ein gro-
Reres kardiovaskulares Risiko auf.

Die Angiografie der Herzkranzgefél3e ist eine Rontgenuntersuchung, bei der die Arterien
des Herzens mithilfe von Kontrastmittel Gber einen Herzkatheter dargestellt werden. Bei

der Angio- und Sonografie kbnnen intrakranielle Gefal3e, Halsschlagadern, Herzklap-
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pen, Herzkranzgefalle, die Aorta und die Arterien der Beine untersucht werden. Bei der
Echokardiografie wird mithilfe des Ultraschalls transthorakal (TTE) und transésophageal
(TEE) das Herz untersucht. Des Weiteren ist die Elektrokardiografie (EKG) in Bezug auf
die Diagnostik unverzichtbar (Erbel et al., 2008; Klinke et al., 2009; Sechtem et al.,
2010; Silverthorn, 2009; Steffel und Lischer, 2011).

Therapie

Fur eine erfolgreiche Therapie ist ein gesunder Lebensstil unumganglich. Primar sind
auf korperliche Aktivitat, mediterrane hypokalorische Mischkost, Gewichtsreduktion und
Vermeidung bzw. Reduktion beeinflussbarer atherogener Risikofaktoren wie zum Bei-
spiel das Rauchen zu achten (Yusuf et al., 2004). Medikamentds werden verschiedene
Medikamente wie Aspirin, Statine, Betablocker und ACE-Hemmer bezlglich der Sen-
kung des Bluthochdrucks, des Cholesterins, der Triglyceride sowie der Hemmung der
Blutgerinnung und Thrombozytenaggregation empfohlen. Innerhalb der ersten Stunden
nach Schmerzbeginn kénnen lysierende Medikamente wie u.a. t-PA-Derivate und
Streptokinasen zur Reperfusionstherapie verwendet werden. Des Weiteren besteht die
Moglichkeit des invasiven Eingriffs. Plaques kdnnen mit einem Katheter gedehnt und
Thromben mechanisch beseitigt werden. Mittels Koronarangiografie wird die Stenose
bzw. der Verschluss dargestellt und mithilfe der Ballondilatation wieder erweitert oder
wiederertffnet. GefalRstlitzende Stents werden implantiert. Hier wird zwischen ,bare
mental stents® (BMS) und ,drug elution stents“ (DES) unterschieden. Wahrend BMS
unbeschichtete kleine, rohrenférmige Gittergertste aus Metall oder Kunststoff sind, ha-
ben die DES die Besonderheit, dass sie mit Arzneistoffen beschichtet sind. Die in klei-
nen Mengen vom Material freigesetzten Arzneimittelstoffe hemmen die Zellneubildung
und damit die Restenose. Operativ bestehen zudem die Mdglichkeiten von Bypass-
Operationen und Thrombendarteriektomien (Hoth und Wischmeyer, 2010; Silverthorn,
2009; Steffel und Luscher, 2011; Stiefelhagen, 2004).
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2.2 Leukotriene

Leukotriene (leuko: weil3; Trien: ein Molektl mit drei ,C=C*“-Doppelbindungen) gehdren
zu der Stoffgruppe der Eikosanoide. Sie sind von der Arachidonsaure abgeleitet und
werden von der 5-Lipoxygenase (5-LO), die vor allem in Leukozyten exprimiert wird, und
nachgeschalteten Enzymen auf dem sogenannten ,linearen Weg“ des Arachidon-
saurestoffwechsels gebildet. Die Arachidonsaure ist eine vierfach ungesattigte Fett-
saure, die Uber die Cyclooxygenase ebenfalls Ausgangsmolekiil fir Prostaglandine und
Thromboxane ist. Die offenkettigen Leukotriene sind hochwirksame Botenstoffe ent-
zundlicher und allergischer Reaktionen und spielen eine wichtige Rolle bei verschiede-
nen Erkrankungen wie zum Beispiel der Atherosklerose, dem Asthma bronchiale, be-
stimmten Krebserkrankungen und der Anaphylaxie.

Die zytosolische Phospholipase A, (PLA;) setzt die Arachidonsdure aus membran-
standigen Phospholipiden frei, die durch das Enzym 5-Lipoxygenase zur 5-Hydroperoxy-
eicosatetraensaure (5-HPETE) und anschlie3end durch das gleiche Enzym zum instabi-
len Leukotrien A4 (LTA4) katalysiert wird. Bei dem Leukotrien A4 handelt es sich um die
Ausgangssubstanz fir die Biosynthese zahlreicher weiterer Leukotriene wie die Peptido-
(Cysteinyl-) Leukotriene LTC4, LTD4 und LTE4 und das Cysteinyl freie LTB4. Das Enzym
LTAs-Hydrolase katalysiert die Reaktion von Leukotrien A, zu Leukotrien B4. Ausgehend
vom Leukotrien A4 werden durch das Enzym LTC,-Synthase die Leukotriene C4, D4 und
E4 gebildet, siehe Abbildung 1 (Funk, 2001; Gulbins und Lang, 2005; Radmark, 2007;
Silverthorn, 2009; Werz und Steinhilber, 2006).
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Abb. 1: Der 5-Lipoxygenasestoffwechsel (Werz und Steinhilber, 2006)

Die von der Arachidonséure ausgehende und von den Enzymen 5-Lipoxygenase, LTA4
Hydrolase und LTC, Synthase abhangige Entstehung der Leukotriene A4, B4, C4, D4 und
Es.

Die verschiedenen Leukotriene wirken alle Uber einen G-Protein gekoppelten Rezeptor.
Die biologisch aktiven Leukotriene sind LTB, und LTC,. Wahrend LTB, die Entstehung
von Sauerstoffradikalen zur Abwehr von fremden Substanzen und die Adh&sion an Zel-
len des Endothels aktiviert, wirken LTC,4 und sein Metabolit LTD, stark konstriktorisch
auf die Bronchien und steigern die Permeabilitat der Kapillaren. LTC4 und LTD,4 spielen
somit eine wichtige Rolle bei allergischen Reaktionen wie dem Asthma bronchiale.
Durch Diglyceride, Calcium-lonen, dem zellularen Redox-Status und durch Phosphory-
lierung des Enzyms wird die zellulare 5-Lipoxygenase-Aktivitat reguliert, siehe Abbildung
2 (Busse, 2005; Feinmark und Cannon, 1986; Radmark, 2007; Werz und Steinhilber,
2006).
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Nucleus

Abb. 2: Die 5-Lipoxygenase-Aktivierung

Die Aktivierung der 5-Lipoxygenase = 5-LO steht in einem engen Zusammenhang mit
FLAP = 5-Lipoxygenase aktivierendes Protein, cPLA, = cytosolische Phospholipase A,,
LT = Leukotriene, AA = Arachidonsaure, PKA = Phosphokinase A und ERK = extrazellu-
lar Signal-regulierte Kinase.

Die p38 MAPK-regulierte MAPKAP-Kinase und die extrazellularen Signal-regulierten
Kinasen (ERKSs) phosphorylieren die 5-Lipoxygenase. Bei der Phosphorylierung durch
die Proteinkinase A wird die Aktivitat der 5-Lipoxygenase hingegen inhibiert. Kommt es
zu einer Aktivierung, so wandert das Enzym an den Zellkern, an dem FLAP, ein die 5-
Lipoxygenase aktivierendes Protein, der Arachidonséure als Substrat dient. Substanzen,
die das Enzym 5-Lipoxygenase inhibieren, sind durch ihre antiinflammatorische Wirkung
bzw. ihre Inhibition der Bronchokonstriktion bei asthmatischen Reaktionen von grof3er
Bedeutung (Werz und Steinhilber, 2006).
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2.3 Rolle der Leukotriene und deren Rezeptoren im Rahmen der Atherogenese

In mehreren Studien gab es Anhaltspunkte daftir, dass eine Inhibition des Enzyms 5-
Lipoxygenase zur moglichen therapeutischen Anwendung nicht nur bei Entziindungen,
sondern auch bei weiteren Erkrankungen wie bestimmten Krebserkrankungen, Osteopo-
rose und Atherosklerose herangezogen werden kann (Sanchez-Galan et al., 2009; Werz
und Steinhilber, 2006).

Leukotriene sind an verschiedenen inflammatorischen Prozessen im Rahmen der
Atherogenese involviert. Insbesondere Leukotrien B, (LTB4), ein Endprodukt des 5-
Lipoxygenase-Weges, induziert mehrere entziindungsférdernde Antworten. Unter ande-
rem fordert LTB, die Chemotaxis und Adhasion von Entziindungszellen. Es wurde ge-
zeigt, dass auch BLT1-defiziente Makrophagen eine LTBs-induzierte Chemotaxis auf-
weisen, am ehesten vermittelt durch die Aktivierung von BLT2. LTB, fordert die Athero-
sklerose durch die angelagerten Monozyten, die durch Expression von CD36 zu
Schaumzellen umgewandelt werden. Es entstehen Lipidablagerungen (Subbarao et al.,
2003). Freigesetzt wird LTB4 von Leukozyten wie zum Beispiel den Monozyten, Makro-
phagen, Neutrophilen, Mastzellen und Dendritischen Zellen. Im Rahmen der Athero-
genese infiltrieren Monozyten die GefalBwand und potenzieren unter anderem durch
Freisetzung mithilfe von LTB,4 die inflammatorischen Reaktionen in der GefalRwand, in-
dem sie proinflammatorische Zytokine wie IL-6, MCP-1 und TNF-a mit proathero-
sklerotischer Eigenschaft exprimieren (Back, 2006; Lundeen et al., 2006; Poeckel und
Funk, 2010; Sanchez-Galan, 2009).

Durch die Aktivierung G-Protein-gekoppelter Rezeptoren auf den Oberflachen der
Membranen, den sogenannten BLT Rezeptoren, vermitteln die Leukotriene ihre Wir-
kung. Bezuglich der Leukotriene B4 (LTB4) sind zwei Rezeptoren bekannt: BLT1 und
BLT2. Diese Sieben-Transmembrandomanen-Rezeptoren sind bei Immunantworten und
in der Pathogenese von inflammatorischen Krankheiten beteiligt. Sie generieren unter-
schiedliche intrazellulare Signale wie die Mobilisation von Calcium oder die Hemmung
der Adenylatzyklase. Durch die Inhibition dieser Rezeptoren konnten Entziindungen be-
einflusst werden. Wéahrend der BLT1 Rezeptor eine hohe Affinitat fur LTB4 aufweist, vor

allem in Leukozyten und Monozyten produziert wird und eine entscheidene Rolle in
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inflammatorischen Prozessen spielt, so besitzt der BLT2 Rezeptor nur eine geringe Affi-
nitat gegenuber LTB,4, kann jedoch auch an andere Eikosanoide binden und wird in ver-
schiedenen Geweben, auch endothelial gebildet. In verschiedenen Studien wurde ge-
zeigt, dass BLT2 die Migration von Mastzellen, Keratinozyten und Dendritischen Zellen
kontrolliert (Back, 2007; Back und Hansson, 2006; Hennig et al., 2008; lizuka et al.,
2010; Kim et al., 2009; Lundeen et al., 2006; Sanchez-Galan, 2009; Shin et al., 2006;
Tager und Luster, 2003; Woo et al., 2002; Yokomizo et al., 2001).

Die BLT Rezeptoren werden auf Leukozyten und T-Lymphozyten exprimiert. Wahrend in
menschlichen Plagues BLT2 Rezeptor Proteine nur in Makrophagen mit CD163 nach-
gewiesen werden konnten, wurden BLT1 Rezeptor Proteine zusatzlich von glatten Mus-
kelzellen (a-SMA, a-smooth muscle actin) und Endothelzellen (von-Willebrand-Faktor)
exprimiert. In Atherosklerose freien Gefal3en wurde der BLT1 Rezeptor nur in glatten
Muskelzellen, nicht aber in Endothelzellen gefunden (Béack et al., 2005).

Die durch LTB, ausgeloste BLT1 Aktivierung fuhrt zu einer Leukozyten-Chemotaxis
(Back, 2007). In diesem Zusammenhang wurde gezeigt, dass die genetische Deletion
von BLT1 in ApoE™) Mausen die atherosklerotische Plaque Formation nach sechs Wo-
chen cholesterinreicher Fettdiat reduzieren konnte (Heller et al., 2005; Sanchez-Galéan,
2009). Ahnliche Ergebnisse ergaben sich durch eine BLT1 selektive pharmakologische
Inhibition mit CP105696 (Aiello et al., 2002).

Erst kirzlich rickte hinsichtlich der Atherosklerose auch der BLT2 Rezeptor in den na-
heren Fokus des Interesses. Es wurde gezeigt, dass LTB, die Aktivitdt des NF-kB-
Weges durch Stimulation des BLT1 und BLT2 Rezeptors erhoht und proinflamma-
torische Prozesse in der Atherosklerose zunehmen (Sanchez-Galan, 2008). Dies spie-
gelt die ebenfalls bedeutungsvolle Rolle des BLT2 Rezeptors in Bezug auf die

inflammatorischen Prozesse wahrend der Atherosklerose wieder.
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2.4 Fragestellung der Arbeit

Leukotriene sind an verschiedenen inflammatorischen Prozessen im Rahmen der

Atherogenese involviert und vermitteln ihre Wirkung durch die Aktivierung der BLT Re-

zeptoren. Da derzeit wenig beziglich der Funktion des BLT2 Rezeptors erforscht ist,

beschaftigt sich das Thema dieser Arbeit mit der Fragestellung, ob eine selektive Inhibi-

tion des BLT2 Rezeptors den Verlauf der Atherosklerose in ApoE™” Mausen beeinflusst.

Im Besonderen sollten folgende Fragestellungen beantwortet werden:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

8)

Beeinflusst eine selektive BLT2 Inhibition mit Ly255283 den Verlauf der
Atherosklerose in Apolipoprotein-E-defizienten Mausen?

Welchen Einfluss hat eine selektive BLT2 Inhibition auf den vaskularen oxidativen
Stress in vivo?

Wird die Endothel abhangige und unabhanige Relaxation durch Inhibition von
BLT2 beeinflusst?

Welchen Einfluss hat die BLT2 Blockade auf die Ausbildung von atherosklero-
tischen Plaques im aortalen Sinus von Mausen?

Beeinflusst die BLT2 Inhibition die Akkumulation von inflammatorischen Zellen in
der atherosklerotischen Gefaldwand?

Welche Auswirkung hat die Inhibition von BLT2 auf die Expression von inflamma-
torischen Molekilen im vaskularen Gewebe von Apoliprotein-E-defizienten Mau-
sen?

Beeinflusst die Inhibition von BLT2 die Generierung von Sauerstoffspezies in den
fur die Atherogenese bedeutungsvollen Endothelzellen?

Ist die verminderte Generierung von reaktiven Sauerstoffspezies durch die BLT2
Inhibition bedingt durch eine veranderte Expression von der NADPH Untereinheit

Racl?
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2.5 Publikation der Arbeit

Wesentliche Anteile dieser Arbeit wurden im Juli 2012 in Mol Cell Biochem publiziert
(Hoyer FF, Albrecht L, Nickenig G, Muller C. Selectice inhibition of leukotriene receptor
BLT-2 reduces vascular oxidative stress and improves endothelial function in ApoE-/-
mice. Mol Cell Biochem 2012; 359: 25-31).
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Tabelle 1: Ubersicht der verwendeten Materialien

Chemikalien Hersteller Stadt Land

Ly255283 Cayman Chemicals | Ann Arbor, | USA
Michigan

DMSO (5 %) AppliChem GmbH Darmstadt | Deutschland

L-012 Wako Chemicals Neuss Deutschland

Olrot-Farbung, Oil Red O Sigma-Aldrich St. Louis USA

Aquadest Fresenius-Apotheke | Bonn Deutschland

Isopropanol Merck KGaA Darmstadt | Deutschland

Hamatoxylin-Losung (modifiziert | Merck KGaA Darmstadt | Deutschland

nach Gill ll, enthalt Ethanol)

Trisbase Carl Roth GmbH + | Karlsruhe | Deutschland

(TRIS Pufferan® = 99,9 %) Co. KG

TNS Promocell Heidelberg | Deutschland

Fast Red, TR / Naphthol AS-MX | Sigma-Aldrich St. Louis USA

Tablets, to prepare 1

Endothelial Cell Growth Medium | Promocell Heidelberg | Deutschland

MV (Supplement Mix C-39225)

Angiotensin Il human Sigma-Aldrich St. Louis USA

Detaillierte Informationen Uber die verwendeten Chemikalien und deren Bezugsquellen

(Hersteller und Produktionsort).
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3.2 Tiere

Fur die Studie wurden Apolipoprotein-E-defiziente Mause (ApoE” Mause) (C57BL/6,
Charles River, Wilmington, Massachusetts, USA) verwendet. Bei den ApoE-defizienten
Mausen handelt es sich um ein international standardisiertes experimentelles Maus-
Modell zur Untersuchung der Atherosklerose. Apolipoproteine sind Bestandteile von
Lipoproteinen. Das Apolipoprotein-E (ApoE) spielt sowohl in Mausen als auch im Men-
schen eine wichtige Rolle im Fettstoffwechsel, da es Triacylglycerine (TAGs) und Cho-
lesterinester transportiert. Bei ApoE handelt es sich um das Strukturprotein von VLDL
(,very low density lipoprotein®), Chylomikronen und HDL (,high density lipoprotein®). In
der Leber spielt es als Ligand fur die Endozytose eine entscheidende Rolle. ApoE-
defiziente Mause haben daher erhdhte Triglyzerid- und Cholesterin-Werte im Blut. Die
LDL-Konzentration ist erhéht und die HDL-Konzentration erniedrigt. Durch diese Stérung
des Fettstoffwechsels kommt es im Verlauf zu Atherosklerose (Ghiselli et al., 1981,
Luley und Klor, 1993; Reape und Groot, 1999).

Die Méause wurden in einem 22°C warmen Raum stehenden Scantainer mit einem zwolf
Stunden hell-dunkel Zyklus gehalten und erhielten Wasser ad libitum. Um athero-
sklerotische Bedingungen zu schaffen, wurde den Apolipoprotein-E-defizienten Mausen
im Alter von zehn Wochen eine fettreiche und cholesterinhaltige Diét, bestehend aus
21 % Fett, 19,5 % Casein und 1,25 % Cholesterin (Ssniff, Soest Germany, Europe,
Earth), verabreicht. Die Mause wurden in zwei Gruppen unterteilt, jeweils bestehend aus
neun Tieren (n = 9). Der einen Gruppe wurde jeden zweiten Tag 5 mg/kg Kérpergewicht
Ly255283, ein pharmakologischer BLT2 Inhibitor, intraperitoneal injiziert. Die andere
Gruppe erhielt 5 % DMSO als Vehikel. Der systolische Blutdruck und die Herzfrequenz
wurden mittels eines computerized tail-cuff systems (BP-2000, Visitech System) an den
Mausen, die zurzeit der Durchfliihrung bei Bewusstsein waren, gemessen. Die Mause
gewohnten sich drei Tage lang an das vorgewarmte ,tail-cuff device". Anschlieend
wurden an drei darauffolgenden Tagen der systolischer Blutdruck und die Herzfrequenz
mithilfe des Blutdruckmessgerates (Kent Scientific Corporation, CODA 6) bestimmt, sie-
he Abbildung 3.
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Abb. 3: Blutdruckmessgerat (Kent Scientific Corporation, CODA 6) zur Bestimmung
des systolischen Blutdrucks und der Herzfrequenz bei Mausen.

Mittels Gas-lonen-Chromatografie wurde der Cholesterin-Spiegel im Plasma berechnet.
Der Spiegel an Lipiden wurde anhand von chemischen Routine-Methoden analysiert.
Nach acht Wochen Behandlung wurden die Mause getétet, das Blut vorsichtig mithilfe
einer kleinen Kanile, gefillt mit 50 pl Heparin, aus der Vena cava inferior entnommen
und sofort bei 4°C asserviert. AnschlieBend wurde mit einer chirurgischen Schere der
Thorax er6ffnet, das Herz vorsichtig frei prapariert und das epikardiale Fettgewebe ent-
fernt. Das Herz wurde herausprapariert und in tissuetec* auf Trockeneis eingefroren.
Danach erfolgte die Exzession der thorakalen und abdominalen Aorta. Die abdominale
Aorta wurde eingefroren, wahrend die thorakale Aorta in Krebs-HEPES-Puffer, genannt
Tyrode, bestehend aus 118,0 mmol/l NaCl, 2,5 mmol/l CaCl3, 4,73 mmol/l KCI,
1,2 mmol/l MgCI3, 1,2 mmol/l KH2PO4, 25,0 mmol/l NaHCOS3, 0,026 Na EDTA und
5,5 mmol/l D(+)Glukose, welcher auf einen pH-Wert von 7,4 titriert wurde, gelagert und
in kleine Segmente geschnitten wurde. Dies diente sowohl der Vorbereitung fur die spa-

teren Organbad-Experimente als auch der Bestimmung des oxidativ vaskularen Stres-
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ses. Alle Experimente wurden sowohl unter Bertcksichtigung des deutschen Tier-

schutzgesetzes als auch im Einklang mit den Leitlinien des Instituts durchgefihrt.

3.3 Messung der Reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)

Reaktive Sauerstoffspezies wurden anhand der Luminol L-012 basierten Chemilumines-
zenz-Methode bestimmt, da der Farbstoff L-012 eine hohe Spezifitat und Sensitivitat fur
das Superoxidanion besitzt. Anhand der Lichtemission lasst sich die Konzentration die-
ser reaktiven Sauerstoffderivate ermitteln (Yamazaki et al., 2011).

Die zu untersuchenden, in modifiziertem Krebs-HEPES-Puffer aufbewahrten, aortalen
Segmente wurden vom umgebenden Fettgewebe befreit. Danach wurden die 2 mm
grol3en aortalen Segmente in eine Szintillationskivette gegeben, welche in einem Ver-
haltnis von 10:1 100 uM Krebs-HEPES-Puffer und eine Lésung, bestehend aus 100 mM
L-012 in DMSO, die 1:100 mit PBS verdunnt wurde, enthielt. AnschlieRend erfolgte nach
funfminutiger Inkubation das Einsetzen der Kuvette in ein Luminometer (Lumat 9501,
Berthold) und die Bestimmung der Chemilumineszenz anhand der Detektion emittierter
Photonen bei einer Wellenlange von 550 nm tdber zehn Minuten in einminltigen Interval-
len. Fur die anschlieRende Analyse wurde der Chemilumineszenz-Wert nach fanf Minu-
ten verwendet. Nach Bestimmung der Chemilumineszenz wurden die aortalen Segmen-
te getrocknet und gewogen und damit die Chemilumineszenz auf das aortale Gewicht
bezogen. Die Superoxid-Freisetzung aus den aortalen Gefalen wird als relative lumi-

neszierende Einheit pro Mikrogramm aortalem Gewebe und Minute dargestellt.
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3.4 Erfassung der endothelialen Funktion

Zur Bestimmung der endothelialen Funktion wurden Organbad-Experimente durchge-
fuhrt. Die Organbad-Apparatur besteht aus 2 x 4 Organbéadern, in denen sich die zu un-
tersuchenden Aortenringe befanden, einem Kraftumwandler, der die entstehenden iso-
metrischen Gewebereaktionen in elektrische Signale umwandelt, und einem Computer,

der die Ergebnisse empfangt und grafisch auswertet.

Abb. 4: Organbad-Apparatur (IOA-5301 Isolierte Organ Apparatur, Seeheim/Ober-
Beerbach, Deutschland) zur Bestimmung der endothelialen Funktion.

Durch externe Stimuli wurden reaktive isometrische Spannungsanderungen der
Aortenringe erzeugt und gemessen. Dieses Experiment, mit dem die Funktion des
Endothels analysiert werden kann, stellt eine der wichtigsten Untersuchungen in Bezug
auf die vaskulare Funktion dar. Nachdem die Mause narkotisiert worden waren, wurden
mithilfe von Schere und Pinzette Thorax und Abdomen ergffnet, danach Herz und Aorta
vom umliegenden Fettgewebe freiprapariert. Anschlie3end wurde die Aorta in Ringseg-
mente geschnitten und in einen physiologischen Krebs-HEPES-Puffer gelegt. Die 3 mm
grofRen, in Krebs-HEPES-Puffer gelagerten, aortalen Segmente wurden vorsichtig auf
einen kleinen steigbtigelartigen Haken aus feinem Draht ohne Beschadigung des Endo-
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thels aufgezogen und in das Organbad (IOA-5301 Isolierte Organ Apparatur,
Seeheim/Ober-Beerbach, Deutschland) gesetzt. Im Organbad befand sich ebenfalls der
bereits beschriebene Krebs-HEPES-Puffer. Die Temperatur betrug 37°C. Durchliftet
wurde kontinuierlich mit 95 % O, und 5 % CO,. Die isometrische Spannung wurde ermit-
telt. Es folgte die Begasung mit Carbogen. Die aortalen Segmente wurden anschlie3end
Uber 90 Minuten progredient in kleinen Schritten bis zum Erreichen einer Vorspannung
von 10 mN gedehnt. Die hierbei erzeugte Spannung wurde mithilfe eines Kraftum-
wandlers gemessen und grafisch auf einem Computer dargestellt. Durch die erreichte
Vorspannung konnte entsprechend des Frank-Starling-Mechanismus eine maximale
GefalRkontraktion und -vasodilatation bei spaterer Stimulation erreicht werden. Nun
konnten durch die Applikation von vasoaktiven Substanzen standardisierte Werte Uber
den Spannungszustand des Gefal3es erhoben werden. Nachdem die aortalen Segmente
vorgespannt waren, erfolgten zunachst die Gaben von 20 und 40 mmol/l Kaliumchlorid
(KCI), welches anschlie3end wieder ausgewaschen wurde. KCI ruft Gber eine Depolari-
sation der Zellmembran die direkte Aktivierung spannungsabhéngiger Calciumkanale
und somit einen Calciumeinstrom in die Zelle hervor. Durch hineinstromende lonen aus
dem Extrazellularraum und aus dem sarkoplasmatischen Retikulum (sR) kommt es zu
einem Anstieg der Calcium-Konzentration im Zytosol. Die Ca*-lonen binden an das
Protein Calmodulin und bilden sogenannte Ca?*-Calmodulin-Komplexe, die die ,myosin
light chain kinase“ (MLCK) aktivieren. Das aktivierte MLCK spaltet ATP und
phosphoryliert die leichte Kette des Myosins. Dadurch wird der Querbruckenzyklus, der
den Ablauf der Muskelkontraktion darstellt, ausgeldst. Es kommt zu einer Verkirzung
des Muskels. Nach erneuter Aquilibration der GefaRspannung wurde mit der Applikation
von Phenylephrin mit den Dosierungen von 1 nmol/l bis 10 umol/l begonnen. Hierdurch
wurde eine suffiziente Gefal3spannung mit einer Kontraktionszunahme bis zu ungefahr
20 mN bewirkt. Hierbei erfolgte die Gabe der jeweils nachst héheren Dosierung, sobald
die Vasokonstriktion beendet war. Zur Bestimmung der Endothel abhangigen Vaso-
relaxation wurde nun Carbachol in verschiendenen Dosierungen von 10 nmol/l bis 100
pmol/l appliziert. Hier erfolgte ebenfalls die Gabe der nachst hoheren Dosierung, sobald
die Vasokonstriktion vollzogen war. Bei Carbachol handelt es sich um ein chemisch

stabileres Strukturanalogon von Acetylcholin und gehort somit zu den Parasympatho-
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mimetika. Die Inaktivierung durch die Cholinesterase lauft jedoch wesentlich langsamer
ab. Carbachol bindet an den Muskarinrezeptor M3 und aktiviert damit das G-Protein, das
daraufhin die Phospholipase C stimuliert. Die Phospholipase C spaltet das
Phosphatidylinosit-4,5-bisphosphat (PIP2) in das Diacylglycerin (DAG) und in das Inosit-
1,4,5-trisphosphat (IP3). IP3 bindet im Zytosol an den spezifischen IP3-Rezeptor am
endoplasmatischen Retikulum (eR). Diese Bindung bewirkt eine Calcium-Freisetzung
aus dem eR. Die Calcium-Konzentration im Zytoplasma steigt. Calcium bindet an
Calmodulin und induziert damit wie oben beschrieben den Vorgang der glatten Muskel-
kontraktion. Nach Abschluss des ersten Relaxationsvorganges wurden die Substanzen
erneut ausgewaschen und eine erneute vasokonstringierende Stimulation mit
Phenylephrin in einer Dosierung von 10 pmol/l durchgefuhrt. In einer Kontrollgruppe
wurde unter Applikation von Nitroglycerin in den Dosierungen von 1 nmol/I Aquilibration
auf 10 pumol/l die Endothel unabhangigen Vasorelaxation bestimmt. Nitroglycerin wird in
Stickstoffoxid umgewandelt und induziert hierdurch eine direkte Relaxation der glatten

Gefalmuskelzellen.

3.5 Beurteilung der atherosklerotischen Plague Formation

Die Mause-Herzen wurden operativ entfernt und direkt in Tissue Freezing Medium ein-
gebettet (OCT embedding mediums, Miles), schock-gefroren und bei -80°C gelagert.
Anschliel3end wurden 9 um grof3e histologische Schnitte aus dem aortalen Sinus mithilfe
eines Leica Kryostat bei -20°C angefertigt. Zunachst wurden diese Schnitte mit 3,7 %
Formaldehyd Uber eine Stunde fixiert. Danach wurden sie fur zehn Minuten mit flieRen-
dem destilliertem Wasser behandelt, mit 60 % Isopropanol abgespult und in die 0,5 %
Olrot-Arbeitslésung fur 15 Minuten platziert. Die Schnitte wurden erneut mit 60 %
Isopropanol und anschlielRend mit Aquadest behandelt. Danach wurden sie mit Hamato-
xylin fir 20 Sekunden gegengefarbt, erneut mit destilliertem Wasser gespiilt, daraufhin
10 bis 15 Minuten in lauwarmes Leitungswasser gestellt, um im letzten Schritt mit Deck-

glasern (Mikroskop 24 x 60 mm, Labomedic, Bonn, Deutschland) und Aquatex versehen
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zu werden. Zur Quantifizierung der Atherosklerose in den Gefal3en wurden die Herz-
schnitte unter einem Mikroskop (Zeiss Mikroskop, Apo Tome) analysiert. Als Software
diente fur die makroskopische Analyse ,Axiovision“. Die atherosklerotische Plaque-Last
wird dargestellt als Plaqueflache bezogen auf die Gesamtflache der Gefallwand in Pro-

zent.

=
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Abb. 5: Leica Kryostat zur Herstellung von histologischen Schnitten aus dem aortalen
Sinus.

3.6 Beurteilung der Infiltration von Monozyten in die GefalRwand

Mit dem Leica Kryostat wurden die Schnitte wie oben beschrieben hergestellt. Um die
Akkumulation der Monozyten und Makrophagen in der Gefal3wand zu analysieren, wur-
de die Moma-2-Farbung (Abcam, Cambridge, UK) durchgefuhrt. Die Schnitte wurden
zuerst in Aceton 45 Minuten lang bei -20°C fixiert und dann mit NGS (normal goat se-
rum; normales Ziegen-Serum) fur 30 Minuten geblockt. Anschlieend wurden sie fir
eine Stunde mit dem Moma-2-Antikorper inkubiert und dann mit 0,1 mol Tris bei einem

pH-Wert von 6,8 gewaschen. Der sekundare Antikdrper wurde flr eine Stunde hinzuge-
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fugt. Es folgte eine einmindtige Gegenfarbung mit Hamatoxylin. Die Schnitte wurden mit
lauwarmem Wasser 15 Minuten lang gewaschen, bevor sie mit Deckglasern abgedeckt
wurden. Die vaskulare Infiltration der Monozyten wurde mithilfe des oben genannten
Mikroskops analysiert und mit der Software ,,Axiovision“ ausgewertet. Die Infiltration der
inflammatorischen Zellen wird als Moma-2 positive Gebiete pro gesamte Flache der Ge-

falRwand in Prozent dargestellt.

3.7 Real-time PCR

Die Real-time Polymerasen-Kettenreaktion (RT-PCR) ist eine etablierte Methode zur
Quantifizierung von Nukleinsauren wie DNA, mRNA oder miRNA und zur Analyse von
Gensequenzen. Die Quantifizierung erfolgt anhand von Floureszenz-Messwerten, die
wahrend einer Polymerase-Kettenreaktion erhoben werden. Je mehr PCR-Produkte
vorhanden sind, desto hoher die Fluoreszenz. Die Quantifizierung erfolgt an erhaltenen
Floureszenzsignalen in der exponentiellen Phase mithilfe von SYBR Green I. Dieser
Farbstoff bindet an die doppelstrangige DNA. Durch die Interkalation kommt es zum An-
stieg der Floureszenz dieses Farbstoffes. Daher stehen die Zunahme der Target-DNA
und Floureszenz in direktem Verhaltnis zueinander. Die Messung erfolgt in jedem Zyklus
am Ende der Elongationsphase (Dorak, 2006). In diesem Experiment wurde die Real-
Time PCR durchgefihrt, um die aortale Genexpression von inflammatorischen MolekU-
len wie TNF-a, Interleukin-6 und MCP-1 zu bestimmen. AuRerdem wurde die Racl Ex-
pression gemessen. Als Untereinheit der NADPH Oxidase spielt Racl wie oben be-
schrieben bei der Generierung vaskularer oxidativer Sauerstoffradikale eine essentielle
Rolle. Aortale Segmente der ApoE™” Mause, entweder mit Ly oder mit dem Vehikel 5 %
DMSO vorbehandelt, wurden vorsichtig entfernt und mit einem motorisierten Homo-
genisator (Precellys, Bertin Technologies, Montigny-le-Bretonneux, France) zerkleinert.
Anschliel3end wurde die RNA mit 1 mL peqGOLD RNA-Pure (peqLAB Biotechnology,
Erlangen, Germany) isoliert. Danach wurden 200 puL Chloroform pro mL RNA-Pure da-

zugegeben, die Probe wurde 15 Sekunden kraftig geschuttelt, dann zehn Minuten bei
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Raumtemperatur inkubiert und abschlielRend wieder fir zehn Minuten bei 13000 Umdre-
hungen pro Minute (UpM) bei 4°C geschiittelt. Die nun wassrige obere Phase wurde
abgenommen und in ein neues Eppendorf-Reagenzgefald tberfihrt. AnschlieRend wur-
den ca. 900 pL Isopropanol (1:1) dazugegeben, 15 Minuten bei Raumtemperatur belas-
sen und dann fur 20 Minuten bei 13000 Umdrehungen pro Minute (UpM) bei 4°C ge-
schuttelt. Nun wurde vorsichtig der vollstandige Isopropanol-Uberstand abpipettiert. Die
Ubrig gebliebenen Pellets wurden mit 75 % EtOH (in RNase freiem H,0) auf dem Vortex
durchmischt und anschliel3end fir zehn Minuten bei 13000 Umdrehungen pro Minute
(UpM) bei 4°C geschittelt. Dieser Waschschritt wurde, nachdem das EtOH vorsichtig
und vollstandig abpipettiert worden war, wiederholt. Nachdem das EtOH wieder voll-
standig entfernt worden war, wurde das Pellet an der Luft 20 bis 30 Minuten lang ge-
trocknet. Nun wurden die Pellets je nach GroR3e in 20 bis 40 pL RNase freiem H,O ge-
l6st. Um eine bessere Losbarkeit zu erzielen, wurde die Losung funf Minuten lang bei 55
bis 60°C erhitzt. Mit einem Spectrometer (Nano Drop 2000c, peqLab, Biotechnologie
GmbH Erlangen, Deutschland) wurde die Konzentration und Qualitat der RNA gemes-
sen. Als nachstes wurde 1 pg von der RNA mit einem Omniscript RT Kit (Qiagen, Hil-
den, Germany) revers transkribiert. Der SYBR® Green PCR Master Mix fiir 50 ng bis
2 ug RNA wurde aus folgenden Komponenten hergestellt: 2 uL 10x Buffer, 2 uL dNTP-
Mix (5 mM pro dNTP), 2 pL 10x Random-Primer, 1 puL RNase Inhibitor (RNasin,
Promega), 1 uL Reverse Transkriptase, RNase freies H,O und Template RNA. Das
Endvolumen betrug 20 pL. Die Einzelstrang cDNA wurde mithilfe der Real-time quantita-
tiven reversen Real Time-PCR mit dem TagMan System (ABI-7500 Fast Real-time PCR
System, Carlsbad, California, USA) amplifiziert. Der Interleukin-6-Primer hatte folgende
Sequenz, vorwarts: 5-ATG AAG TTC CTC TCT GCA AGA GAC T-3‘ und rickwarts: 5
CAC TAG GTT TGC CGA GTA GAT CTC-3, der TNF-a-Primer vorwarts: 5-GAC CCT
CAC ACT CAG ATC ATC TTCT-3‘ und rickwarts: 5“CCA CTT GGT GGT TTG CTA
CGA-3', der MCP-1-Primer vorwarts: 5-TCA GCC AGA TGC AGT TAA CGC-3‘ und
ruckwarts 5-TGA TCC TCT TGT AGC TCT CCA GC-3‘ und der Racl-Primer vorwarts:
5-CAG TGA ATC TGG GCC TAT GGG-3' und rickwarts: 5“ATG GCC AGC CCC TGC
GGG TAG-3'. Zur Quantifizierung wurden die Konzentrationen der mRNA auf den endo-

genen 18s rRNA-Spiegel normalisiert.
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3.8 Zellkultur

Humane umbilikale vendse Endothelzellen, sogenannte HUVEC (Human Umbilical Vein
Endothelial Cells), wurden auf 6 cm grof3en Petrischalen in speziellem Medium fir
Endothelzellen (PromoCell, Heidelberg, Germany) bei 37°C und einer 5 % CO, Atmo-
sphare kultiviert. Die Experimente wurden mit Zellen der Passage funf bis acht durchge-
fuhrt, da eine Konfluenz von 70 bis 80 % vorlag. Um die intrazelluléaren freien Sauerstoff-
radikale in den Endothelzellen zu bestimmen, wurde erneut das L-012 Chemilumines-
zenzverfahren angewandt. Angiotensin Il diente in der Dosierung 1 x 10° mol als Stimu-
lus fur die reaktive Sauerstoffspezies Abgabe in den Endothelzellen. Angiotensin Il ge-
neriert oxidativen Stress unter Aktivierung der NADPH Oxidase (Griendling et al., 1994;
Li et al., 2003). Um den Einfluss der selektiven BLT2 Inhibition auf die zellulare Generie-
rung freier Sauerstoffradikale zu erfassen, wurden die Zellen vor der vierstindigen
Angiotensin Il - Stimulation mit dem BLT2 selektiven Inhibitor Ly255283 fur eine Stunde
mit 10 pumol vorbehandelt. Die endothelialen Zellen wurden konsekutiv lysiert und sub-
sequent gewaschen. Anschlielend wurde die L-012 Untersuchung wie oben beschrie-

ben durchgefuhrt.

3.9 Statistische Analyse

Die erhobenen Daten werden im anschlielenden Ergebnisteil als Mittelwert + Standard-
fehler angegeben. Die statistische Analyse wurde mit einem ,unpaired student’s t-test”
durchgefihrt, sofern nur zwei Gruppen analysiert wurden. Bei Experimenten mit mehr
als zwei Gruppen wurde Signifikanz mittels einer ANOVA Analyse gefolgt von einem
Tukey Post-hoc-Test ermittelt. Bei einem P-Wert < 0.05 wurde statistische Signifikanz

angenommen. Fir die Analyse wurde die Graph Pad Prism Software verwendet.
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4.  Ergebnisse

4.1 Cholesterin und Blutdruck

Die Mause erhielten acht Wochen lang eine fett- und cholesterinreiche Ernahrung, die
1,25 % Cholesterin enthielt. Anschlielend wurden in den mit Ly vorbehandelten Mausen
und in der Kontrolltiergruppe der Serum-Cholesterin-Spiegel (1884 mg/dl + 256 mg/dl
vs. 1880 mg/dl = 301 mg/dl), der Blutdruck (122 mmHg £ 3 mmHg vs. 116 mmHg *
3 mmHg) und die Herzfrequenz (751 min™ + 14 min™* vs. 799 min™ + 26 min™) gemes-
sen. Die angegebenen Messwerte wurden als Mittelwert + Standardfehler dargestellt,
siehe Tabelle 2. Die Vergleichsparameter zeigten sowohl beziglich des Serum-
Cholesterin-Spiegels als auch bezuglich des systolischen Blutdrucks keinen signifikan-

ten Unterschied zwischen beiden Gruppen. Fir die statistische Analyse wurde der

L2unpaired student’s t-test“ verwendet.

Tabelle 2: Ubersicht der Messwerte

ApoE™ + Ly ApoE™ + Vehikel
Cholesterin (mg/dl) 1884 + 256 1880 + 301
Systolischer Blutdruck (mmHg) 122 +3 116 £ 3
Herzfrequenz (bpm) 751 +14 799 + 26

Die Ubersicht stellt die mit Ly vorbehandelten ApoE"? Mause den Kontrolltieren, die das
Vehikel erhielten, beziiglich Serum-Cholesterin-Spiegel, Systolischem Blutdruck und
Herzfrequenz, als Mittelwert + Standardfehler gegentuiber. Es konnten keine signifikanten

Unterschiede zwischen beiden Gruppen festgestellt werden.
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4.2 Vaskulare Reaktive Sauerstoffspezies

Reaktive Sauerstoffspezies wurden mithilfe der L-012 Chemilumineszenz-Methode an
intakten aortalen Segmenten der Mause nach einer acht Wochen langen fett- und cho-
lesterinreichen Ernéhrung bestimmt. Die Superoxid-Freisetzung ist als die relative Lumi-
neszenz-Einheit pro Mikrogramm aortalem Gewebe und Minute definiert. Jede Gruppe
bestand insgesamt aus neun Tieren (n = 9). Die vaskulare Superoxid-Abgabe war signi-
fikant in den mit dem selektiven BLT2 Inhibitor Ly behandelten Mausen vermindert im
Vergleich zu der Kontrollgruppe, die das Vehikel erhielt: 68 + 15 vs. 131 + 20 RLE (Rela-
tive Lumineszierende Einheit), P < 0,05. Die statistische Signifikanz wurde mithilfe des

L2unpaired student’s t-test“ geprift. Die Werte sind in Abbildung 6 dargestellt.

150+

100+

RLU / mg Gewebe x min

Ly Kon

Abb. 6: vaskulare Superoxid-Abgabe

Die vaskulare Superoxid-Abgabe wurde mittels L-012 Chemilumineszenz-Methode er-
mittelt und wird angegeben als Relative lumineszierende Einheit (RLU) pro Mikrogramm
aortalem Gewebe und Minute. Die Grafik zeigt eine signifikante Verminderung der vas-
kuldren Superoxid-Abgabe in den mit dem selektiven BLT2 Inhibitor Ly behandelten
Mé&ausen im Vergleich zu der Kontrollgruppe, P < 0,05 fur Ly vs. Kon.
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4.3 Endotheliale Funktion

Nach acht Wochen fett- und cholesterinreicher Ernédhrung wurden aortale Segmente
freiprapariert und die Funktion des Gefales mithilfe eines Organbad-Experimentes be-
stimmt. Nach der Stimulation mit Carbachol war die Endothel abhangige Vasorelaxation
signifikant in den Mausen verbessert, die Ly erhielten (P < 0,05), im Gegensatz zu den
Kontrolltieren. In den mit dem BLT2 Rezeptor Antagonisten behandelten Mausen war
somit die Endothel abhéngige Relaxation verbessert. Die mit Nitroglycerin stimulierte
Endothel unabhangige Vasorelaxation zeigte keine Unterschiede zwischen beiden
Gruppen. Die mit Carbachol induzierte Endothel abhéngige Vasorelaxation und die mit
Nitroglycerin ausgeloste Endothel unabhangige Vasorelaxation sind in Abbildung 7 dar-
gestellt. Die Mittelwerte und ihre mittleren Standardabweichungen beztiglich der Relaxa-
tion werden in Prozent der maximalen Phenylephrin induzierten Vasokonstriktion wie-
dergegeben. Jede Gruppe bestand aus neun Apolipoprotein-E-defizienten Mausen

(n =9). Fur die Analyse wurde der ,unpaired student’s t-test eingesetzt.
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Abb. 7: Endothel abhangige und unabhagige Vasorelaxation

a) Die Grafik zeigt die durch Carbachol stimulierte Endothel abhéngige Vasorelaxation
anhand der Spannung, die durch maximale Gabe von Phenylephrin induziert wurde. Die
mit Ly behandelten Mause zeigten im Vergleich zu den Kontrollméusen eine signifikante
Verbesserung, P < 0,05 fur Ly vs. Kon.

b) Die Grafik zeigt die durch Nitroglycerin stimulierte Endothel unabh&angige Vaso-
relaxation anhand der Spannung, die durch maximale Gabe von Phenylephrin induziert
wurde. Hier konnten keine signifikanten Unterschiede beider Gruppen festgestellt wer-
den.
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4.4 Atherosklerotische Plague Formation

Das AusmaR der Atherosklerose wurde in den Sinus aortae der ApoE™” Mause, die eine
bereits achtwochige fett- und cholesterinreiche Erndhrung erhalten hatten, anhand der
Olrot-Farbung quantifiziert. Beide Gruppen, sowohl die mit Ly vorbehandelten Mause als
auch die Kontrollgruppe, bestanden jeweils aus neun Mausen (n = 9). Die Olrot-Farbung
zeigte, dass die selektive Inhibition des BLT2 Rezeptors das Ausmald der atherosklero-
tischen Plaques nicht beeinflusst. Die Plaque Ausbildung in den mit Ly behandelten
Mausen betrug 36 = 3 % im Vergleich zu 38 + 3 % in der Kontrollgruppe, P > 0,05. Re-
prasentative Schnitte werden in Abbildung 8 gezeigt. AuRerdem wurde die Plaque-Last
in der Aorta ascendens untersucht. Es konnten ebenfalls keine signifikanten Unterschie-
de zwischen den Gruppen nach achtwdchiger fett- und cholesterinreicher Erndhrung
nachgewiesen werden. Der ,unpaired student's t-test* wurde fir die statistische Analyse

verwendet.

Olrot-Farbung
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Abb. 8: Plague Ausbildung

Die Grafik zeigt, dass die Olrot-Farbung keinen Unterschied beziiglich der PlaquegroRe
zwischen den mit Ly vorbehandelten Mausen und den Mausen der Kontrollgruppe auf-
weist.
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4.5 Vaskulare Infiltration von Monozyten

Monozyten infiltrieren die Gefal3wand im Rahmen inflammatorischer Prozesse wéahrend
der Atherogenese. Unter Verwendung der Moma-2-Farbung wurde die Akkumulation der
Monozyten und Makrophagen in der Gefal3wand beurteilt. Die Infiltration von Monozyten
und Makrophagen in die atheroklerotischen Plaques zeigte keinen signifikanten Unter-
schied zwischen beiden Gruppen (31 + 3% vs. 34 = 2%, P < 0,05). Représentative
Schnitte sind in Abbildung 9 dargestellt. Die Analyse wurde mithilfe des ,unpaired stu-

dent’s t-test” durchgefihrt.
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Abb. 9: vaskulare Monozyten-Infiltration

Die Grafik zeigt, dass sich im Rahmen der Atherogenese die Monozyten-Infiltration pro
Gefallwand in den mit Ly vorbehandelten Mausen nicht signifikant von der Kontrollgrup-
pe unterscheidet. Die mit der Moma-2-Farbung hergestellten Bilder zeigen ebenfalls
keine Unterschiede.
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4.6 Vaskulare Entzindungsmolektle und Racl Expression

Um den Einfluss der selektiven BL2 Inhibition auf die Expression inflammatorischer Mo-
lekule und auf die an der Generierung von freien Sauerstoffradikalen beteiligten Proteine
zu bestimmen, wurden Real-Time PCR Experimente durchgefiihrt. Die Versuche wur-
den an abdominal aortalem Gewebe Apolipoprotein-E-defizienter Mause nach achtwo-
chiger fett- und cholesterinreicher Erndhrung durchgefthrt. Jede Gruppe bestand aus
vier bzw. finf Mausen (n = 4-5). In den mit dem selektiven BLT2 Inhibitor Ly behandel-
ten Mausen liel3 sich lediglich eine 0,24-fache Expression von Interleukin-6 auf Ebene
der mRNA nachweisen im Vergleich zu der Kontrollgruppe mit 1,00, P > 0,05, siehe Ab-
bildung 10a. Im vergleichbaren Ausmal zeigte sich ebenfalls eine verringerte Expressi-
on von TNF-a in den mit Ly behandelten ApoE™ Tieren, verglichen mit der Kontroll-
gruppe (0,27 vs. 1,00), P > 0,05, siehe Abbildung 10b. Ahnliche Ergebnisse ergaben
sich bezlglich der MCP-1 Expression. Auch hier verringerte die selektive BLT2 Inhibition
die Expression dieses proinflammatorischen Molekuls (0,05 vs. 1,00), P > 0,05, siehe
Abbildung 10c. In den in vivo durchgefuhrten Versuchen zeigte sich eine signifikante
Reduktion des vaskularen oxidativen Stresses nach selektiver BLT2 Inhibition. Um die
molekularen Grundlagen néher zu charakterisieren, wurde die Expression der Rho-
GTPase Racl in aortalem Gewebe untersucht. Racl stellt eine Untereinheit der NADPH
Oxidase dar und ist essentiell an der Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies beteiligt (Li
und Shah, 2003). Interessanterweise wurde eine verminderte Expression von Racl in
aortalem Gewebe von mit Ly behandelten Tiere verglichen mit der Kontrollgruppe fest-
gestellt (0,24 vs. 1,00), P = 0,07, siehe Abbildung 10d. Auch hier erreicht die Inhibition

keinen signifikanten Effekt.
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Abb. 10: Real-Time PCR

Die Grafiken zeigen, dass eine selektive BLT2 Inhibition (Ly) die Expression von Inter-
leukin-6 (a), TNF-a (b), MCP-1 (c) und Racl (d) im Vergleich zu der Kontrollgruppe
(Kon) verringert. Ein signifikanter Effekt wurde durch die Inhibition nicht erreicht.
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4.7 Zellkultur

Die selektive BLT2 Inhibition fuhrte in vivo zu einer signifikanten Verminderung von re-
aktiven Sauerstoffspezies. Um die zellularen Grundlagen néher zu analysieren, wurden
Experimente mit humanen Endothelzellen (HUVECS) ausgefihrt (n = 4). Es wurde mit
Angiotensin Il stimuliert, um beurteilen zu kénnen, ob eine BLT2 Inhibition die Bildung
von ROS in einem NADPH Oxidase abhangigen Mechanismus in Endothelzellen
(HUVEC) beeinflusst. Zwischen der Stimulation mit dem Vehikel und dem BLT2 Inhibitor
Ly wurden keine signifikanten Unterschiede festgestellt. Die Stimulation mit Angiotensin
Il zeigte jedoch eine signifikant erhdhte Freisetzung von freien Sauerstoffradikalen ver-
glichen mit den Ly und Vehikel behandelten humanen Endothelzellen (281 + 61 vs. 100,
P < 0,05), siehe Abbildung 11. Bei Vorbehandlung mit dem selektiven BLT2 Inhibitor Ly
und der anschlieRenden Aktivierung mit Angiotensin Il war die Generierung von reakti-
ven Sauerstoffspezies deutlich reduziert (151 + 52) im Vergleich zu der nur mit
Angiotensin Il behandelten Zellkultur. Dies weist auf einen NADPH Oxidase abhangigen
Effekt hin. RLE ist die relative lumineszierende Einheit und wird in Prozent angegeben.
Signifikanz wurde mittels einer ANOVA Analyse gefolgt von einem Tukey Post-hoc-Test

ermittelt.
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Abb. 11: Freisetzung von freien Sauerstoffradikalen in Zellkulturen

Die Grafik zeigt, dass eine Stimulation in humanen Endothelzellen (HUVECS) mit
Angiotensin Il zu einer signifikant hoheren Freisetzung von freien Sauerstoffradikalen
fuhrt als eine Aktivierung mit dem BLT2 Inhibitor Ly oder Vehikel, P < 0,05 fur Ly und
Kon vs. Ang Il. Mit Ly vorbehandelte Zellkulturen mit anschlielender Angiotensin Il Sti-
mulation zeigten jedoch im Vergleich zu den nicht vorbehandelten Zellkulturen mit der
alleinigen Angiotensin Il Stimulation eine deutliche Reduktion der Generierung reaktiver
Sauerstoffspezies.
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Diskussion

In dieser Studie wurden die bereits in der Einleitung aufgezahlten Fragestellungen be-

zuglich des Einflusses der selektiven Inhibition des Leukotrien Rezeptors BLT2 auf den

Verlauf der Atherosklerose in den nédheren Fokus genommen:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

8)

Beeinflusst eine selektive BLT2 Inhibition mit Ly255283 den Verlauf der
Atherosklerose in Apolipoprotein-E-defizienten Mausen?

Welchen Einfluss hat eine selektive BLT2 Inhibition auf den vaskuléaren oxidativen
Stress in vivo?

Wird die Endothel abhangige und unabhangige Relaxation durch Inhibition von
BLT2 beeinflusst?

Welchen Einfluss hat die BLT2 Inhibition auf die Ausbildung von atherosklero-
tischen Plaques im aortalen Sinus von Mausen?

Beeinflusst die BLT2 Inhibition die Akkumulation von inflammatorischen Zellen in
der atherosklerotischen Gefaldwand?

Welche Auswirkung hat die Inhibition von BLT2 auf die Expression von inflamma-
torischen Molekilen im vaskularen Gewebe von Apoliprotein-E-defizienten Mau-
sen?

Beeinflusst die Inhibition von BLT2 die Generierung von Sauerstoffspezies in den
fur die Atherogenese bedeutungsvollen Endothelzellen?

Ist die verminderte Generierung von reaktiven Sauerstoffspezies durch die BLT2
Inhibition bedingt durch eine veranderte Expression von der NADPH Untereinheit
Racl1?

Diese Fragestellungen und Themen wurden wissenschaftlich bearbeitet, dabei ergaben

sich folgende Resultate: Nach achtwochiger Gabe fett- und cholesterinreicher Diat zeig-

ten die mit dem selektiven BLT2 Inhibitor Ly255283 behandelten Apolipoprotein-E-

defizienten Mause eine verminderte Abgabe vaskularer reaktiver Sauerstoffspezies ver-

glichen mit der Kontrollgruppe, denen das Vehikel 5 % DMSO verabreicht wurde. Be-

zuglich der endothelialen Funktion konnte eine Verbesserung der mit Carbachol stimu-
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lierten Endothel abhangigen Vasorelaxation in den mit Ly vorbehandelten Mausen ver-
zeichnet werden. Die Endothel unabhéngige Vasorelaxation zeigte hingegen sowohl bei
den mit Ly vorbehandelten Mausen als auch bei den Kontrolltieren keinen Unterschied.
Die selektive BLT2 Inhibition verringerte die Expression vaskularer Entzindungsmoleku-
le wie IL-6, TNF-a und MCP-1 und der Rho-GTPase Racl, allerdings nicht signifikant im
Vergleich zu der Kontrollgruppe. Ebenfalls konnten keine bedeutenden Unterschiede
bezuglich des systolischen Blutdruckes, Serum-Cholesterin-Spiegels, der Herzfrequenz,
der Grol3e vaskularer atherosklerotischer Plagues und der Akkumulation von Monozyten
und Makrophagen in den Plaques der GefalRwand nachgewiesen werden. Um die zellu-
laren Grundlagen naher zu analysieren, wurden Experimente mit humanen Endothel-
zellen (HUVECS) ausgefuhrt. Eine Stimulation der Zellkulturen mit Angiotensin Il zeigte
eine signifikant hohere Freisetzung von freien Sauerstoffradikalen im Vergleich zu den
mit Ly oder dem Vehikel behandelten Kulturen. Bei den mit Ly vorbehandelten Zellkultu-
ren flhrte eine anschlieRende Stimulation mit Angiotensin Il zu einer deutlichen Reduk-
tion der Generierung reaktiver Sauerstoffspezies im Vergleich zu den nicht vorbehandel-
ten Zellkulturen.

Wahrend die Rolle des BLT1 Rezeptors in der Atherogenese erforscht wurde, mangelt
es bis jetzt an ndheren und ausfihrlichen Aussagen beziiglich der Auswirkungen des
BLT2 Rezeptors. Aus diesem Grund fligt diese Studie den neuen Aspekt hinzu, dass die
Inhibition von BLT2 die Abgabe vaskularer reaktiver Sauerstoffradikale durch den Ein-
fluss der NADPH Oxidase und ihre Untereinheit Racl senkt. Die durch Angiotensin II
aktivierbare NADPH Oxidase spielt eine wichtige Rolle bei der Bildung von ROS in
Fibroblasten, Phagozyten, glatten Muskelzellen, Endothelzellen und damit auch bei der
Entstehung der Atherosklerose (Busse, 2005; Choi et al., 2008; Pongnimitprasert,
2009). Da reaktive Sauerstoffspezies vasoaktives Stickstoffmonoxid zu Nitrit und Nitrat,
welches ca. 1000 mal weniger vasoaktiv ist als NO, umwandelt, kénnte die Verbesse-
rung der Endothel abhangigen Vasorelaxation durch eine reduzierte Abgabe von ROS
bedingt sein (von Bruchhausen et al., 1993). Bezlglich der Ausbildung atherosklero-
tischer Plaques wurde keine Reduktion in den untersuchten Mausen vermerkt. Dies ist
in Anbetracht der betrachtlichen Abnahme der ROS-Freisetzung verwunderlich und nicht

schlissig. Wieso hat die Reduktion der genannten Werte keinen Effekt auf die
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Atherosklerose? Eine der zum Thema wichtigsten Publikationen berichtet, dass die Pro-
teine des 5-Lipoxygenase-Signalweges und die Rezeptoren BLT1 und BLT2 in an
Atherosklerose erkrankten Patienten vermehrt exprimiert werden. Dies lasst auf multi-
faktorielle Parameter schliel3en sowie auf andere relevante Faktoren, die in dieser Arbeit
nicht bertcksichtigt wurden. Mdglicherweise war die Tieranzahl zu gering oder die Tiere
wurden nicht lange genug geflittert, um auch diese Parameter wirksam zu beeinflussen.
Verschiedene Studien berichten von einem Abfall der GroRe atherosklerotischer
Plaques in ApoE™? BLT1”) Mausen, die eine fiinf- bis sechswéchige fett- und choleste-
rinreiche Diat erhielten (Heller et al., 2005; Sanchez-Galan et al., 2009). Ahnliche Er-
gebnisse wurden mithilfe eines pharmakologisch selektiven BLT1 Inhibitors CP105696
erreicht (Aiello et al., 2002). In den frihen Stadien der Atherogenese der Mause ist die
Ausbildung der Plagues schwer zu bewerten. Aus diesem Grund wurde die atheroskle-
rotische Last nach acht Wochen Fettdiat analysiert. Dies ist ein bewahrter Zeitraum zur
Bewertung der Atherosklerose in ApoE” Mausen. Es wurden keine Unterschiede be-
zuglich der Grol3e der Plaques festgestellt. Die Inhibition von BLT2 unterscheidet sich
diesbezuglich somit von der Hemmung des BLT1 Rezeptors. Da verschiedene Molekile
und Rezeptoren in die vaskulare Entzindung wahrend der Atherogenese einbezogen
sind, ist es denkbar, dass eine selektive Inhibition von BLT2 nicht ausreicht, um die
Atherogenese dauerhaft zu unterdriicken.

Es wurde der BLT2 Signalweg untersucht und festgestellt, dass die BLT2 vermittelte IL-
8 Synthese die Expression von NOX1, die NOX1-abhangige reaktive Sauerstoffspezies-
Generation und die anschlieBende Aktivierung des redox-sensitiven Transkriptionsfak-
tors ,nuclear factor-kappaB“ (NF-kB) vermindert. Bei NOX1 handelt es sich um eine
Untereinheit der Familie der NADPH Oxidase. Die mithilfe spezieller si-RNA, mit dem
spezifischen BLT2 Inhibitor Ly255283 oder mit dem NOX-Inhibitor Diphenylamin
lodonium durchgefiihrte Inhibition von BLT2 und NOX1 supprimiert die IL-1B induzierte
IL-8 Synthese. Bei IL-8 handelt es sich um einen potenten Angiogenese Faktor (Kim et
al., 2010).

LTB, aktiviert NF-kB in kultivierten Monozyten sowohl mit BLT1 als auch mit BLT2. Eine
vermehrte NF-kB abh&ngige Expression von Entziindungszellen wie Interleukin-6, MCP-

1 und TNF-a konnte ebenfalls sowohl mit BLT1 als auch mit BLT2 nachgewiesen wer-
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den. Interessanterweise zeigte die Inhibition beider BLT Rezeptoren gleichzeitig keinen
zusatzlichen Effekt in Bezug auf die Expression von Entziindungsmolekilen und die Ak-
tivierung von NF-kB (Sanchez-Galan et al., 2009). In unserem Experiment tendierte die
vaskulare Expression von den proinflammatorischen Molekilen Interleukin-6, MCP-1
und TNF-a durch eine selektive BLT2 Inhibition zu einer Reduzierung. Ein signifikanter
Effekt lag jedoch nicht vor. Es ist vorstellbar, dass die BLTZ2 Inhibition die Entztindung zu
einem bestimmten Ausmal} reduziert, aber nicht in der Lage ist, die atherosklerotischen
Stimuli fir acht Wochen zu kompensieren.

AuBerdem wurde in der Studie der Effekt des BLT2 Rezeptors auf die Atherogenese
erforscht. Obwohl die Inhibition des BLT2 Rezeptors die Expression von Entziindungs-
molekilen in kultivierten Monozyten reduziert, konnten keine Auswirkungen bezlglich
der Infiltrationen von Monozyten in der Gefa3wand in vivo nach acht Wochen westlicher
Erndhrung nachgewiesen werden (Sanchez-Galéan et al., 2009).

In der VEGF-induzierten Angiogenese spielt BLT2 aber eine entscheidene Rolle. Der
vaskulare endotheliale Wachstumsfaktor (VEGF) regelt die BLT2 Expression in ,human
umbilical vein endothelial cells® (HUVEC) herunter (Kim et al., 2009).

Die Forschungsarbeit zeigt, wie komplex dieser Rezeptor in dem menschlichen Orga-
nismus agiert. Es ergaben sich zudem neue Ansatzpunkte fir weitere Projekte. Zusatzli-
che experimentelle Arbeiten sind notwendig, um die Eigenschaften, Funktionen und
Auswirkungen dieses Rezeptors auf die Pathogenese der Atherosklerose zu verstehen.

Der Rezeptor BLT2 bleibt weiterhin ein interessanter Ansatzpunkt fur die Forschung.
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6. Zusammenfassung

Atherosklerose ist eine chronisch entziindliche Erkrankung der Arterien, die priméar
durch eine Schadigung der Intima entsteht und die haufigste Todesursache in den In-
dustrielandern darstellt (Hansson, 2005). Studien haben gezeigt, dass Leukotriene als
hochwirksame Botenstoffe bei entzliindlichen Erkrankungen wie der Atherosklerose eine
wichtige Rolle spielen (Poeckel und Funk, 2010). Leukotrien B4 (LTB,) fuhrt mithilfe sei-
ner zwei G-Protein gekoppelten Sieben-Transmembrandomé&nen-Rezeptoren BLT1 und
BLT2 zu einer vermehrten Expression verschiedener proinflammatorischer Proteine und
fordert die Chemotaxis sowie die Bildung von Schaumzellen (Funk, 2001). Damit sind
beide Rezeptoren an Immunantworten und in der Pathogenese inflammatorischer
Krankheiten wie der Atherosklerose beteiligt. Sie unterscheiden sich bezuglich ihrer
Spezifitat und Affinitat. Wahrend der BLT1 Rezeptor ndher erforscht wurde, ist bezlglich
des BLT2 Rezeptors wenig bekannt (Back, 2007; Back und Hansson, 2006; Hennig et
al., 2008; lizuka et al., 2010; Kim et al., 2009; Lundeen et al., 2006; Sanchez-Galan,
2009; Shin et al., 2006; Tager und Luster, 2003; Woo et al., 2002; Yokomizo et al.,
2001). Um mehr Uber die Wirkung und Funktion des im Vergleich weniger bekannten
Rezeptors zu erfahren, wurde in dieser Studie der Einfluss einer selektiven Leukotrien
Rezeptor B2 (BLT2) Inhibition auf den Verlauf der Atherosklerose in Apolipoprotein-E-
defizienten Mausen erforscht.

Um atherosklerotische Bedingungen zu schaffen, wurde den Apolipoprotein-E-
defizienten Mausen acht Wochen lang eine fett- und cholesterinreiche Diat verabreicht.
Eine selektive Inhibition des BLT2 Rezeptors mit Ly255283 in den Apolipoprotein-E-
defizienten M&usen reduzierte die Abgabe vaskularer reaktiver Sauerstoffspezies durch
den Einfluss von NADPH Oxidase und ihrer Untereinheit Racl. Bezuglich der endo-
thelialen Funktion konnte eine Verbesserung der mit Carbachol stimulierten Endothel
abhéngigen Vasorelaxation in den mit Ly vorbehandelten Mausen nachgewiesen wer-
den. Eine mit Nitroglycerin stimulierte Endothel abhangige Vasorelaxation zeigte hinge-
gen sowohl bei den mit Ly vorbehandelten Mausen als auch bei den Kontrolltieren, die
das Vehikel DMSO erhielten, keine Unterschiede. Keine signifikanten Unterschiede

wurden bezuglich des systolischen Blutdruckes, Serum-Cholesterin-Spiegels und der
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Herzfrequenz festgestellt. Die geringfluigige Verminderung der Expression vaskularer,
proinflammatorischen Molekulen wie IL-6, TNF-a und MCP-1 und der Rho-GTPase
Racl reichte nicht aus, um die Entstehung der Atherosklerose zu verhindern. Trotz der
reduzierten ROS-Abgabe wurden keine Unterschiede bezuglich der Gréf3e athero-
sklerotischer Plaques festgestellt. Des Weiteren konnte keine vaskuldre Akkumulation
von Monozyten und Makrophagen in den Plagues nachgewiesen werden. Eine Stimula-
tion der Zellkulturen mit Angiotensin Il zeigte eine signifikant hdhere Freisetzung von
freien Sauerstoffradikalen im Vergleich zu denen mit Ly oder dem Vehikel behandelten
Kulturen. Bei den mit Ly vorbehandelten Zellkulturen fiihrte eine anschlieRende Stimula-
tion mit Angiotensin Il zu einer deutlichen Reduktion der Generierung reaktiver Sauer-
stoffspezies im Vergleich zu den nicht vorbehandelten Zellkulturen.

Da die Inhibition des BLT2 Rezeptors die Freisetzung vaskularer reaktiver Sauerstoff-
spezies reduziert und die Endothel abhangige Relaxation verbessert, ergeben sich wei-
tere Ansatzpunkte bezlglich der Entwicklung neuer Therapiestrategien und Forschungs-
projekten. Weitere Experimente sind nétig, um zusatzliche Einblicke in die Funktion des

Rezeptors und seiner Auswirkungen auf die Atherogenese zu gewinnen.
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