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Einleitung 1

1 Einleitung

Atherosklerose ist die hdufigste Systemerkrankung der Arterien, bei der am Anfang
als Antwort auf verschiedene ausldsende Faktoren eine entzindliche fibroproliferative
Schutzreaktion steht. Das Ergebnis einer Uber einen langen Zeitraum chronisch
bestehenden Entziindung ist eine Uberschief3ende Reaktion, die dann selbst als
krankhaft zu bezeichnen ist (Ross 1998). Fortschreitende zelluldre und gewebliche
Stoffwechsel stérungen lassen Schaden an den Geféldwanden entstehen. Dieser Prozef3
kann bis zu einem gewissen Grade als altersphysiologischer Vorgang gesehen werden,
der vor allem zu einer algemeinen Arterienverhartung (=Arteriosklerose) fuhrt, ohne
dal3 innerhalb der normalen Lebenserwartung klinisch relevante Ereignisse auftreten.
Durch zusétzliche Faktoren kann diese generelle Gefal3wandveranderung jedoch lokal
derart moduliert werden, dal3 es Uber fokale Atherombildung (=Atherosklerose) zu
GefaReinengungen und Gefalverschlissen kommt, die in die verschiedenen
Manifestationsformen der Atherosklerose, wie Koronare Herzkrankheit, Myokard-
infarkt, Schlaganfall oder periphere Verschlufkrankheit, minden. Diese Folge-
erkrankungen, insbesondere die von den Koronararterien ausgehenden, stellen in den
westliche Industrienationen die Hauptursache fur Fruhinvaliditdt und verlorene
Lebengahre dar. Zu den wichtigsten Faktoren, die zu einem forcierten Ablauf der
atherosklerotischen Gefal3veranderungen fihren, gehdren erhdhte Werte von Blutdruck
und Blutzucker, unginstige Werte der Fettstoffwechselparameter (Lipide, Lipo-
proteine, Apo-Lipoproteine), Rauchen, Ubergewicht sowie weitere Variablen wie
psychsozialer Stref3, Infektionen der Gefal3wande, Lp(a)-Serumspiegel und Fibrinogen-
Plasmaspiegel (Cremer et al. 1991). Es konnte aber auch gezeigt werden, dal3 die
Uberschief3ende, entziindliche, fibroproliferative Antwort riickgangig gemacht werden
kann, wenn die schadigenden Faktoren gedndert werden (Ross 1998).

Nachdem lange Zeit vor alem erhdhten Cholesterinwerten eine zentrale Rolle bei
der Ursachenforschung der Atherosklerose beigemessen wurde, riickte in den letzten
zehn Jahren verstérkt die LDL-Oxidations-Hypothese in den Mittelpunkt der
Diskussion (Seinberg et al. 1989). Diese Hypothese geht urspriinglich von der
Beobachtung aus, dal3 LDL, das von Zellen modifiziert (oxidiert) wurde, die

Schaumzellbildung bel der Atherogenese verstarkt. Weitergehend kann man von einer
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Stérung des oxidativen/antioxidativen Gleichgewichts an der Gefé3wand sprechen,
wodurch verstérkt oxidierte LDL-Partikel auftreten, die im Gegensatz zu nativem LDL
weitere Eigenschaften aufweisen, die die Entwicklung einer Atherosklerose
begiinstigen kénnen.

Diese Oxidations-Hypothese wird von epidemiologischen Studien (Hertog et al.
1993) gestitzt, die regional stark variierende Inzidenzen der Koronaren Herzkrankheit
zeigen. Eine Erklarung dafur ist mdglicherweise der unterschiedliche Gehalt an
Flavonoiden in der Nahrung, die neben hydro- und lipophilen Strukturen antioxidative
Eigenschaften aufweisen (Cook und Samman 1996, Rice-Evans et al. 1996) und damit
vermutlich hemmend in den, entsprechend der Oxidationshypothese der Atherogenese
(s. u.) ablaufenden Pathomechanismus eingreifen. Weitere Substanzgruppen mit anti-
oxidativer Aktivitét stehen in der Diskussion einen positiven Beitrag bel der Prévention
der Atherosklerose zu leisten (Heller et al. 1998).

Allein die Bandbreite dieser Einfluf¥faktoren macht die Probleme deutlich, die mit
der Erforschung der Atherogenese, der dabei zugrundeliegenden pathophysiologischen
M echanismen sowie der daraus abgel eiteten Therapieansatzen verbunden sind.

11 Ather oskler otische Plaquentwicklung

Bereits 1925 wurden die sogenannten Fettstreifen ,fatty streaks® an Arterien von
Kindern im Detail beschrieben und vermutet, dal3 hier der Ausgangspunkt fur die
Entwicklung von komplizierteren Plagues zu suchen ist (McMillan 1995). Diese These
gilt heute immer noch. Nach dem histologischen Bild teilt man die atherosklerotischen
Wandveranderungen in unterschiedliche Stadien ein (Ross 1986). Die erwahnten
Fruhveranderungen sind Lipidflecke, die sich durch Ansammlung von lipid- und
cholesterintberladenen Makrophagen im subendothelialen Raum bilden, und die
zusammen mit den im weiteren Verlauf entstehenden lipidangereicherten, glatten
Muskelzellen die sogenannten Schaumzellen darstellen (Stadium | und Il). Diese im
Anfangsstadium beteiligten Zellen sind klassische Komponenten eines chronisch-
entzindlichen Prozesses, der in die Migration und Proliferation arterieller glatter
Muskelzellen mindet. Im weiteren Verlauf findet man im Pré&Atherom (Stadium 111)
extrazellular vorkommende Lipide, die im V. Stadium zu einem Lipidkern

zusammengewachsen sind, was wiederum mit massiven strukturellen Schadigungen der
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Intima verbunden ist. In diesem Stadium lassen sich auch eindeutig feste Bestandteile
wie Kalk und Cholesterinkristalle nachweisen. Im Gegensatz zu Kalk und fibrésem
Material kdnnen weiche Fetteinlagerungen aus der Gefél3wand abtransportiert werden,
wenn die Ursache der Fetteinlagerung beseitigt ist.

Durch lokale Freisetzung von Wachstumsfaktoren kommt es zu einer Aktivierung
glatter Muskelzellen, die in die Intima einwandern und dort proliferieren. Kennzeichen
fortgeschrittener Atherosklerose ist das Auftreten fibro-atheromatoser Plagues
(Stadium V) mit der Entwicklung deutlicher Kollagenschichten und Vermehrung von
glatten Muskelzellen Uber dem Lipidkern. Durch fortschreitende Endothell&sionen ist
die Produktion endothelialer Mediatoren wie NO, Prostacyclin und endotheliaer
Plasminogen-Aktivatoren gestort. Es kommt zur Anlagerung von thrombotischem
Material, wodurch das Lumen verengt und so die Blutversorgung lebenswichtiger
Organe gefahrdet wird. Fir den Gefal3verschlul® bei Myocardinfarkt oder Apoplex sind

meistens Thrombosen verantwortlich.

12 Risikofaktor Fettstoffwechselstorungen und Bedeutung der
LDL-Oxidation in der Atherogenese

Zahlreiche Klinische, epidemiologische und experimentelle Studien belegen, dal3
Fettstoffwechsel stérungen, vor alem LDL-assoziierte Hypercholesterindmie, wichtige
Risikofaktoren fur die Atherogenese darstellen (Steinberg et al. 1989, Cremer et al.
1991, Grundy 1995).

Die 22 nm grof3en und circa drei Millionen Dalton schweren Lipoproteine geringer
Dichte (low-density lipoproteins, LDL) sind die wichtigsten Cholesterin-Transporter
des Blutes. Sie bestehen zu 45 % aus Cholesterin, wobei etwa 1500, meist mit
mehrfach ungeséttigten Fettsduren wie Linolat, veresterte Cholesterinmolekile einen
stark hydrophoben Kern bilden (Stryer 1990). Dieser Kern ist von einer Hille aus
Phospholipiden und unverestertem Cholesterin umgeben, in die en enzelnes
Proteinmolekil, Apo B-100, mit einer Masse von 514 kd (Knott et al. 1986) eingelagert
ist. Die Bindung des LDL an spezifische Rezeptoren zur rezeptorvermittelten
Endozytose in Leber und anderen Geweben wird durch dieses Proteinmolekl
vermittelt. Dabei reagiert eine positiv geladene Region des Apo B-100 mit negativ
geladenen Seitenketten in der LDL-bindenden Doméne des L DL -Rezeptors.
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Der Cholesteringehalt in den Zellen des peripheren Gewebes wird Uber den
Cholesterinspiegel durch negative Ruckkopplungen gesteuert: zum einen wird die
Neusynthese von Cholesterin Uber die HMG-CoA-Reduktase beeinfluf® und zum
anderen unterliegt die Genexpression fur die Synthese von Rezeptorproteinen einer
solchen RUckkopplungsregulation. Damit ist eine vermehrte Anhdufung von
Cholesterin in Zellen nicht moglich (Brown und Goldstein 1986).

Zur Versorgung der Gefal3wandzellen mit Cholesterin verlassen die LDL-Partikel
das Blutplasma durch Filtration und vesikuldren Transport Uber das Endothel.
Uberschiissiges LDL wird von Makrophagen aus der Intima entfernt um Akkumulation
und Alterung des LDL zu verhindern. Treten bei hohem intravasalem Druck oder durch
hohen Plasmaspiegel vermehrt LDL-Partikel in den subendothelialen Raum Uber, ist
dieser Gleichgewichtszustand gefahrdet. Durch eine langere Verweildauer des LDL in
der Geféadwand wird ene Oxidierung der LDL-Partikel durch Radikale
wahrscheinlicher. Modifizierungsreaktionen an LDL erméglichen dessen verstérkte
Aufnahme durch den sogenannten Scavenger-Rezeptor. Dieser zuerst beschriebene
Scavenger- oder Acetyl-LDL-Rezeptor weist eine hohe Affinitét zu stark oxidativ
modifiziertem LDL auf und ist neben weiteren mdoglichen oxLDL-Rezeptoren auf
Makrophagen wie dem CD36- und F.-Rezeptor (Hiltunen und Yla-Herttuala 1998) und
LOX-1 auf Endothelzellen (Sawamura et al. 1997) fur die Anhédufung von LDL-
Lipiden in Zellen verantwortlich (Steinberg 1997). Die Bildung der , fatty streaks* wird
Uber diesen Mechanismus erkléart (Steinberg et al. 1989). Grundy (1995) geht von
einem 2-Stufen-Prozef3 bel der Entstehung atherosklerotischer Plaque aus, dessen erste
Stufe, die Entwicklung der ,fatty streaks’, durch das Vorhandensein von LDL
ermoglicht wird, dal3 aber die Umwandlung zu fibrésen Plagues im zweiten Schritt
durch die Risikofaktoren Rauchen, Bluthochdruck und Diabetes gefordert wird.

Der Modifizierungsreaktionen von LDL wird damit eine grof3e Bedeutung in der
Atherogenese zugesprochen (Reaven 1994). Goldstein und Brown haben als erste eine
modifizierte Form des LDL, das Acetyl-LDL beschrieben (Brown und Goldstein 1986),
das rasch von Makrophagen aufgenommen wird, die sich dann in Schaumzellen
umwandeln. Fur die Aufnahme des LDL durch den Scavenger-Rezeptor ist weniger
eine Veranderung der Struktur verantwortlich as viel mehr eine Verschiebung der

elektrischen Gesamtladung des Moleklls zum Negativen hin (Vanderyse et al. 1992).
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Haberland et al. (1984) stellten fest, da’ vor allem die Modifizierung bestimmter
Lysin-Bereiche daftr notwendig ist und dai3 die ersten 23 % der Primarsequenz von
ApoB-100 fur die Erkennung durch den Scavenger-Rezeptor ausreichen (Kreuzer et al.
1997). Weiterhin scheinen fur die Oxidationsempfindlichkeit des LDL Gréle und
Dichte ausschlaggebend zu sein (de Graaf et al. 1991).

Nach Inkubation von LDL mit Endothel zellen konnten Henriksen et al. (1981) eine
Reihe physikalischer und chemischer Veranderungen an diesen LDL-Partikeln zeigen.
Auch das durch andere Zellaten modifizierte LDL wurde von Kkultivierten
Makrophagen viel schneller aufgenommen as natives LDL. Mit verschiedenen
weiteren Zellsystemen, wie glatten Muskellzellen und Monocyten/Macrophagen,
konnten physikochemische Veranderungen nachgewiesen werden, die ale einen
gemeinsamen ersten Reaktionsschritt aufweisen: die Peroxidation von LDL-Lipiden
(Parthasarathy et al. 1992) (Abb. 1-1).

Angriff durch Radikal X -
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H

Abb. 1-1: Lipidperoxidationsreaktion z. B. in LDL

Die Umwandlung von LDL zu oxidietem LDL kann aber auch durch
unterschiedliche Enzyme wie Myeloperoxidase, Lipoxygenasen und Cyclooxygenasen
bewirkt werden (Yla-Herttuala 1998), ebenso durch Radikalbildner und zweiwertige
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Kationen wie Kupfer und Eisen (Esterbauer und Jurgens 1993, Esterbauer und Ramos
1995). Das mit Kupfer oxidierte LDL ahnelt dem aus atherosklerotischen Lasionen von
Mensch und Kaninchen isoliertem LDL und zeigt dhnliche Verénderungen wie das in
Zellkultur erzeugte modifizierte LDL. Seinbrecher et al. (1987) erzeugten in
Gegenwart von Kupferionen modifiziertes LDL, das von durch Endothelzellen
modifiziertem LDL in seinen physikalischen Eigenschaften, der Zusammensetzung und
dem biologischem Verhalten nicht zu unterscheiden war.

Oxidiertes LDL und seine Bestandteile haben, abhdngig vom Ausmald der
Oxidation, eine Vielzahl von Auswirkungen auf die an der Atherogenese beteiligte
Zellen und deren Funktion (Auswahl in Tab. 1-1).

Tab. 1-1: Atherogene Effekte von oxL DL — Auswahl (Penn und Chisolm 1994)

e OxLDL wirkt chemotaktisch auf zirkulierende Monozyten und T-Lymphozyten

e OxLDL wird schnell von Makrophagen aufgenommen und fhrt dann zur Anreicherung von
Cholesterin und zur Schaumzellbildung

e OxLDL hemmt die Beweglichkeit von Gewebsmakrophagen

e OXLDL verandert die Genexpression von Zellen und induziert die Bildung von
Koloniestimulierende Faktoren, I1-1 und MCP 1 (Monozyten-chemotakti sches Protein)

e OxLDL ist zytotoxisch

e OxLDL fihrt zur Expression von Adhasionsmolekiilen an der Endothel zell oberfl&che

e OxLDL hemmt die endotheliale Geféfdrel axation

e OxLDL férdert den Gerinnungsablauf

e OxLDL istimmunogen und induziert Antikorperbildung

Fur das Vorhandensein von oxidiertem LDL in atherosklerotischen L&sionen sowohl
beim Menschen as auch bel experimentellen Modellen sprechen folgende Tatsachen:
aus atherosklerotischem Gewebe isoliertes LDL gleicht in seinen physikalischen,
chemischen und immunologischen Eigenschaften dem in vitro oxidiertem LDL, und
Antikorper gegen oxidiertes LDL zeigen positive Reaktivitét in atherosklerotischen
Lasionen. Als weiterer Hinweis kann die Reaktion von Autoantikérper aus dem Plasma
von Mensch und Tier mit verschiedenen Formen von modifiziertem LDL gewertet
werden (Yla-Herttuala 1998). Es spricht vieles dafir, dal3 LDL-Partikel in der Intima
der arteriellen Geféwand durch O,-Metabolite peroxidiert werden, die von Endothel-
zellen, glatten Muskelzellen sowie aktivierten Makrophagen und Granulozyten frei-
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gesetzt werden. Trotzdem sind die eigentlichen in vivo Oxidantien und das Ausmal3 der
oxidativen Modifikation des Lipid- und des Proteinanteils von LDL immer noch zum
grofdten Teil unbekannt. Inzwischen gibt es immer mehr Beweise dafur, dal3 die
intimalen (Lipo-)Proteine zu verschiedenen Zeitpunkten der Atherogenese
unterschiedlichen Oxidantien ausgesetzt sind. Im frihen Stadium der Atherosklerose
konnten die oxidativen Verdnderungen am Protein durch die Myeloperoxidase
ausgel6st werden, spater dann durch Hydroxylradikale bzw. Ubergangsmetalle. Zur
intimalen Lipidperoxidation konnten 15-Lipoxygenase und nicht enzymatische, durch
frele Radikal e ausgel 0ste Prozesse beitragen (Stocker et al. 1998).

Inwieweit aber modifiziertes LDL im Blutkreislauf vorhanden ist, kann derzeit noch
nicht eindeutig beantwortet werden, obwohl in einer neueren Publikation ein positiver
Nachweis gelungen war (Jankowski et al. 1998). Gegen die Bildung von oxLDL im
Plasma sprechen die dort vorhandenen antioxidativen Schutzsysteme, doch ist eine
Freisetzung z. B. aus der Gefdldwand denkbar. Dabei ist zu bertcksichtigen, dai3
zirkulierendes oxidiertes LDL von den hepatischen Kupferzellen rasch aufgenommen

wird.

1.3 LDL-Oxidation in vitro

Ein Modell fur die LDL-Oxidationsreaktionen wurde in der in vitro Oxidation von
isoliertem LDL mit Kupferionen (Esterbauer et al. 1989) gefunden. Die je nach Gehalt
an Antioxidantien unterschiedlich schnell verlaufende Peroxidationsreaktion von
mehrfach ungeséttigten Fettsduren zu Dienen (Abb. 1-1) kann zur Beurteilung des anti-
oxidativen Potentials von LDL herangezogen werden. Die entstehenden konjugierten
Lipidhydroperoxide weisen eine hohe UV-Absorption (e = 29.500 M*em™) auf und

koénnen bei 234 nm kontinuierlich im Photometer gemessen werden (Abb. 1-2).

Der zeitliche Verlauf der Oxidation kann in drel Phasen eingeteilt werden:

1. lag-Phase Verbrauch von im Lipoprotein endogen vorhandenen
Antioxidantien, wie Vitamin E, B-Carotin, Ubichinon
u. a., die die LDL-Partikel vor radikalischen Angriffen

schitzen



Einleitung

2. Propagations-Phase

3. Dekompositions-Phase

Beginn der radikalischen Kettenreaktion. Wenn keine
Antioxidantien mehr vorhanden sind, kommt es zu
einem rapiden Anstieg an Lipidperoxiden = Beginn der
Dienproduktion

Weliterreaktion der Peroxide zu Aldehyden und
anderen Zersetzungsprodukten u. a. Malondialdehyd,
Hexanal und 4-Hydroxynonenal

Bereits wahrend der Propagationsphase beginnen Zerfallsreaktionen, so dal3 es zu

Uberschneidungen zwischen diesen beiden Phasen kommt.
Der Reaktionsverlauf, der z. B. durch Messung der Extinktion bel 234 nm erfaldt

werden kann, ist weiterhin gekennzeichnet durch die HOhe der maximalen

Extinktionsdifferenz und der Steigung der Reaktionskurve. Das Extinktionsmaximum

entspricht der Menge der aus mehrfach ungeséttigten Fettsduren entstandenen Diene

und ist abhangig vom individuellen Gehalt dieser Fettsduren. Die Steigung der Kurve
stellt die Geschwindigkeit der Reaktion dar (Abb. 1-2).

A

Extinktion
234 nm

o6

Maximale
Extinktion

Steigung = maximale

Geschwindigkeit e

Extinktions-
differenz

lag-

7 | >

Phase Zeit

Abb. 1-2; Beispielhafter Kurvenverlauf der Dienentstehung bei der kupferver mittelten LDL -

Oxidation im Photometer bei 234 nm: graphische Auswertung von Extinktions-

maximum, maximaler Steigung und lag-Phase

Die Dauer der lag-Phase gibt Information tber die Oxidationsempfindlichkeit des
LDL. Dabei erklart der Antioxidantiengehalt des LDL nicht alleine die individuellen

Unterschiede in dieser Bestimmungsmethode. Bei der Oxidation spielen weiterhin die
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Zusammensetzung der Fettsduren und die Grofe der LDL-Partikel eine Rolle. So sind
kleine, dichte LDL-Partikel fir die Oxidation anfélliger as grof3e Partikel; einfach
ungeséttigte Fettsauren weniger anfélig als mehrfach ungeséttigte Fettsuren (Yla-
Herttuala 1998).

Der Zusatz von Testsubstanzen mit antioxidativen Eigenschaften fuhrt in diesem
System zu einer Verlangerung der lag-Phase, Uber die dann eine Aussage zur
antioxidativen Wirksamkeit dieser Substanzen gemacht werden kann. Ebenso eignet
sich der Test zur Untersuchung des Einflusses von in vivo applizierten Substanzen auf
die LDL-Oxidierbarkeit in vitro. Zahlreiche Studien haben den Zusammenhang
zwischen Einnahme von Antioxidantien und LDL-Oxidation bzw. Entwicklung der
Atherosklerose untersucht (Dieber-Rotheneder et al. 1991 Noguchi et al. 1994,
O'Leary et al. 1996), wobei allerdings auch prooxidative Effekte von Antioxidantien
gefunden wurden (Stait und Leake 1994, Bowry und Stocker 1993).

Das Modell dient neben der Bestimmung der lag-Phase auch zur Untersuchung der
mechanistischen und kinetischen Aspekte der Oxidationsreaktion in LDL. Dabei ist die
Oxidation von LDL ein sehr komplexer Prozeld. Sowohl Aminosdurereste im
Proteinanteil as auch verschiedene Anteille der Lipide (Cholesterin, ungeséttigte
Fettsduren in Phospholipiden, Triglyceriden bzw. in Cholesterinestern) konnen oxidativ
angegriffen werden. Das Ausmal? der Verénderungen in LDL ist im wesentlichen vom
Gehalt endogener Antioxidantien, den prooxidativen Bedingungen und von der
Einwirkungsdauer dieser Bedingungen abhangig. Deshalb kann man nicht von dem
,oxidierten LDL" als einheitlich definiertes Molekil sprechen, sondern muf3 von einem
breiten Spektrum an oxidativ verandertem LDL ausgehen (Steinberg 1997). Ob der
primére oxidative Angriffsort in den Lipiden oder eher in den Aminosaureresten zu

sehen ist, kann derzeit noch nicht beantwortet werden.
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14 Frele Radikale, antioxidative Schutzmechanismen und

Antioxidative K apazitat

In Geweben fuhren Radikale zu strukturellen Schaden an einer Vielzahl von
Verbindungen wie zum Beispiel an DNA, Proteinen, Kohlenhydraten und Lipiden,
wobei vor alem die in Tabelle 1-2 enthatenen reaktiven Sauerstoffverbindungen
wichtig sind. Radikale entstenen nicht nur in der Atmungskette der Mitochondrien,
sondern auch bei vielen anderen enzymatischen Umsetzungen und im Verlauf der
Phagozytose. Weitere exogene Quellen des sogenannten oxidativen Stresses kdnnen
Zigarettenrauch, diverse toxische Chemikalien, Hitzeschock sowie ultraviolette und
ionisierende Strahlung sein. Die unspezifische Oxidation mehrfach ungeséttigter
Fettsduren in Lipoproteinen und Membranen von Zellen, die, Lipidperoxidation®, fuhrt
Uber instabile Fettsaure-Radikale und Umlagerung zu Fettsaurehydroperoxiden, aus
denen eine Vielzahl stabiler Abbauprodukte entstehen.

Tab. 1-2: Reaktive Sauerstoffspezies, die Bedeutung fir den oxidativen Stress haben
(nach Sies 1986)

Spezies  Name Bemerkung
0,” Superoxid-Anion-Radikal Bei vielen Autooxidationsreaktionen gebildet,
durch Superoxid-Dismutase inaktiviert
HOO’ Perhydroxyl-Radikal Protonierte Form von O,", besser lipidiédlich als O,”
H,0, Wasserstoffperoxid Zersetzt durch Katalase
HO Hydroxyl-Radikal Uber die Fenton-Reaktion oder die Metall(Eisen)-

katalysierte Haber-Weiss-Reaktion gebildet, sehr resktiv

t1,=10° s, initiiert Lipidperoxidation

RO’ Alkoxyl-Radikal Organisches (z. B. Lipid-)Radikal, t,,,=10° s
ROO Peroxyl-Radikal Aus organischem Hydroperoxid ROOH (z. B. Lipid-
Hydroperoxid) gebildet, ty,=7 s
'o, Singul ettsauerstoff Elektronisch angeregter Zustand von Sauerstoff, daher sehr
reaktionsfahig, t1,=10° s
NO’ Stickstoffmonoxid- Gebildet von NO-Synthase, ty,: 1-10s
Radikal

ONOO Peroxynitrit Gebildet ausNO und O,", ty»: 0,05-1s
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Die Protektion gegen freie Radikale bzw. oxidativen Stref3 besteht aus nicht-

enzymatischen Abfangern (,Scavenger”), den im engeren Sinn gemeinten

Antioxidantien, sowie aus enzymatischen Systemen, wie den Enzymen Katalase und

Superoxiddismutase, die ausschliefflich fur die Umsetzung von reaktiven Sauerstoff-
Spezies gebildet werden und Glutathion-Peroxidase, die auch z. B. Fettsdurehydro-

peroxide reduzieren kann. Beide Systeme erganzen sich gegenseitig. Die Zusammen-

stellung einiger antioxidativer Schutzsysteme findet sich in Tabelle 1-3.

Tab. 1-3: Antioxidantien in biologischen Systemen (nach Sies 1986 und
Halliwell und Gutteridge 1990)

Antioxidans

Bemerkung

Nicht-enzymatisch

o-Tocopherol (Vitamin E)

Ascorbinsdure (Vitamin C)

Flavonoide
B-Carotin
Ubichinon 10

Harnsaure

Glutathion

Plasmaproteine

Weitere: Bilirubin, Glucose

enzymatisch
Superoxid-Dismutase
GSH-Peroxidasen
Katalase

Peroxidasen

Membransténdig (Lipidphase), unterbricht Kettenreaktion der
Lipiperoxidation, in Wechselwirkung mit Ascorbat und GSH
Wasserlddlich, vor allem extrazelluldr, zur Regeneration der
lipophilen Antioxidantien nétig

Pflanzliche Antioxidantien z. B. Rutin, Quercetin

Singul ett-Sauerstoff-Fanger, lipophil

Lipophil, u. a. Radikalfanger

Hemmt die Lipidperoxidation, Radikal- und Singulett-
Sauerstoff-Fanger

Tripeptid mit Sulfhydrylgruppe, 2 GSH oxidieren zu GSSG,
reagiert mit H,O, und organischen Peroxiden, Substrat der
Glutathion-Peroxidase

(Albumin, Ceruplasmin, Haptoglobin, Transferrin)

CuZn-, Mn-, Fe-Enzyme, wandelt O, in H,O, und O, um
Selenoenzym, katalysiert Reaktion von GSH mit Peroxiden

Héamenzym, katalysiert Dismutierung von H,O, zu H,Ound O,

LDL selbst enthédt lipidldsliche Antioxidantien wie Ubichinon 10, o-Tocopherol

und B-Carotin, die das Lipoprotein vor Lipidperoxidation schiitzen. Die Regenerierung

dieser kettenbeendenden Antioxidantien geschieht in vivo im Zusammenspiel mit den
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wasserloslichen Antioxidantien Ascorbinsaure und Harnsaure und ist bei der
Bestimmung der Oxidierbarkeit von isoliertem LDL mit Kupferkatalyse nicht moglich.
Der isolierte Vorgang, der dieser weitverbreiteten Bestimmungsmethode zu Grunde
liegt, trifft daher fur den Organismus nur unter Bedingungen eines verstarkten
oxidativen Stresses, bel Mangel an wasserl6slichen Antioxidantien oder bei langer
Verweildauer von LDL in der Intima zu. Deshalb besteht weiterhin die Frage,
inwieweit durch diese Bestimmungsmethode die oxidative Situation an der Gefal3wand
in vivo dargestellt wird. Es kann davon ausgegangen werden, dal3 die Konzentrationen
vieler Antioxidantien im Extrazellularraum der Gefa3wand den Konzentrationen im
gesamten Blutplasma entsprechen. Die Messung der Antioxidativen Kapazitét des
Plasmas liefert deshalb weitere Informationen zum oxidativ/antioxidativen-

Gleichgewicht, dessen Stérung ein Ausldser fir die Oxidation von LDL sein kénnte.

Die Bestimmung der Antioxidativen Kapazitét mit der sogenannte , TRAP!-
Methode (total peroxyl radical-trapping capabiltity of plasma) liefert Informationen
Uber den Gehalt an Antioxidantien im Plasma, die eine radikalische Kettenreaktion
beenden konnen, ohne dal? diese (z. B. Harnsdure, Vitamin C, Vitamin E und SH-
Gruppen an Proteinen) einzeln gemessen werden missen bzw. es werden bisher noch
nicht identifizierte Antioxidantien mit erfalst und das Zusammenspiel verschiedener
Antioxidantien wird berlicksichtigt (Wayner et al. 1985). TRAP gibt an, wieviele
Radikale durch Plasma abgefangen werden kénnen bzw. kann durch Vergleich mit der
Trolox-Wirkung geeicht werden.

Durch den spontanen Zerfall eines Azoradikalbildners (AAPH) werden in
Gegenwart von Sauerstoff kettenreaktionausl 0sende Peroxylradikale erzeugt (Abb. 1-3,
(1a) + (1b)). Freie Radikale kénnen in einem Photonenzahler durch Luminolvermittelte
Chemilumineszenz (LEC) gemessen werden (Metsa-Ketedlda 1991). Bei einer im
allgemeinen hohen Additionsrate von Sauerstoff zu Alkylradikalen l&uft Reaktion (1b)
in Abbildung 1-3 quantitativ ab — ,AAPH-Reaktion*. Die direkte Reaktion des
Azoradikals mit Luminol ist bei geringer Konzentration an Luminol zu vernachldssigen
(Lissi et al. 1992).
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CIHN® TH3 ‘|3H3 “NH O CIH,N ?Hs

C—C—N=N—C—C/ —4— 2 C—c +N, (19
a N\ 7]
HY CH, CH NH, HN CH
3 3
Radikal bildner AAPH Freies Radikal R-
in Gegenwart von Sauerstoff: R + O, ——» ROO: (1b)
Trolox + ROO+ —— inaktive Verbindungen 2
R. + Lumnol —— Licht (3
Abb. 1-3: (1a) Zerfallsreaktion von 2,2'-azo-bis(2-amidinopropane)-dihydrochloride (AAPH)

in zwei kationische freie Radikale
(1b) Reaktion des Radikals mit Sauerstoff unter Bildung eines Peroxylradikals
(1a) + (1b): ,, AAPH-Reaktion®
(2)  Reaktion des Peroxylradikals mit Trolox zu inaktiven Verbindungen
(3 Reaktion von Radikal mit Luminol unter Abgabe von Licht
(nach Lissi et al. 1992)

Antioxidative Eigenschaften von Testsubstanzen fihren zur Unterdriickung der

lichterzeugenden Reaktion zwischen Radikal und Luminol. Die Intensitét der

lichterzeugenden Reaktion steigt wieder an, sobald die radikal abfangende Kapazitéat des

Antioxidans erschopft ist. Die Dauer dieser Ausldschungsphase ist linear zur

radikal abfangenden Kapazitét der Probe und kann mit Trolox®, einem wasserl6slichen
Tocopherol, geeicht werden (Abb. 1-3 (2)).
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15 Zielsetzung

=

U

Folgende Fragestellungen lagen der vorliegenden Arbeit zu Grunde:

Konnen durch gezielte Modifizierungsreaktionen Hinweise gewonnen werden, wo
die kupferinduzierte oxidative Modifizierung von LDL zeitlich beginnt, an den
Lipiden oder an den Aminosaureresten des Apo B 100?

Inwieweit kann die in vitro LDL-Oxidation durch pflanzliche Antioxidantien bzw.
aktuelle Herz-Kreislauf-Pharmaka beeinfluf3t werden, die entweder in vitro oder in
vivo appliziert wurden?

Verandert oxidativer Stressdiein vitro LDL-Oxidation?

Ergeben sich Befunde fir zirkulierendes modifiziertes LDL im Plasma?

Inwiefern spielt die Antioxidative Kapazitdt bei vaskuldren Verénderungen eine
Rolle und besteht ein Zusammenhang zur in vitro LDL-Oxidierbarkeit z. B. bel
Cholesterinfitterung in Kaninchen, bei Ausdauertraining von Sportlern und bei
K oronarpatienten?

Inwieweit hat natives und oxidiertes LDL Auswirkungen auf die zellulére Calcium-
homoostase und kann diese mit Angiotensin Il und AT-1-Rezeptoblockade

moduliert werden?
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2 M aterial

2.1 Gerate

211 L DL -Isolierung und -Oxidation

Beckman Ultrazentrifuge L7 mit Rotor Ti 70.1  Beckman, Palo Alto, Californien
Quick Seal Centrifuge Tube 16x76mm Beckman, MUnchen
Metallblock-Thermostat DB-3D thermo-DUX, Wertheim/Main
Spectrophotometer U-2000 mit Hitachi Tokyo, Japan

6fach Klvettenwechdler,
Temperatur Controller und

PC-Einheit

Wasserbad mit Thermostat Colora, Lorch

Habmikro-K livetten Sarstedt, Nirmbrecht

212 Antioxidative K apazitat

Berthold Biolumat LB 9500 Berthold, Wildbad
Kompaktschreiber SE 120 ABB Goerz AG, Wien, Austria

Digitalaufzeichnungseinheit PC mit
AD-Wandler-Karte und Tintenstrahldrucker

213 Fluor eszenzmikr oskopische Unter suchungen

Fluoreszenz-Mikroskop Axiovert 135 Zeiss, Oberkochen

|CCD-Kameramit 1C-100 Controller Photon Technology International
Inc.,U.SA.

Optical Filter Changer Lambda 10-2 mit Satter Instrument Co., U.SA.

Filterradeinheit und Steuergerét

PC-Einheit mit Photokarte und Drucker Pacomp und Hewlett Packard

Software Axon Imaging Workbench 2 Axon Ingtr. Inc., Foster City, U.S.A

Quecksi|berdampflampe Zeiss, Oberkochen

Rollerpumpe Desaga, Heidelberg

Absaugpumpe Wisa

Thermostat Julabo, Seelbach

Zellkulturplatten Greiner, Solingen

Deckgléser
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214 Sonstige verwendete Ger ate

Beckman Microfuge E™ Beckman, Palo Alto, Californien
Digital pH-Meter 646 Knick, Berlin

Hettich EBA 3S Zentrifuge Hettich, Tuttlingen

Inkubati onsschrank

Magnetrihrer mit Heizung Ikmag-Ret, Staufen i. Br.
Photometer PM Q2 Zeiss, Oberkochen

Vortex-Genie Bender & Hobein, Zirich, Schweiz
2.2 Chemikalien und Reagenzien

Folgende Substanzen wurden von Sigma, Deisenhofen bezogen:

Angiotensin 11, Butylhydroxytoluol (2,6-di-tert-butyl-4-methylphenol BHT), 2,4-Di-
nitrophenylhydrazin (DNPH), Fluorescamin, Homocystein, Lysin, Methansulfonsaure,
Natriumbromid (NaBr), Natriumlaurylsulfat (Sodium dodecy! sulfate SDS), N-methyl-
2-Phenylindole, Nordihydroguarsdure (NDHGA), Picrylsulfonsdure (2,4,6-Trinitro-
benzenesulfonicacid TNBS), Rinderserumalbumin (BSA), 1,1,3,3-Tetramethoxy-
propan, Thiobarbitursaure (TBA), Apigenin, Apigenin-7-glucosid, Luteolin, Luteolin-
7-glucosid, Quercetin Dihydrat, Rutin Trihydrat und Vitexin-2-o-rhamnosid.

Trolox® (6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethyl chroman-2-carbonséure) war von Aldrich,
Steinheim, Fura-2-Acetoxymethylester und lonomycin wurden von Molecular Probes,
Oregon, U.SA. bezogen. Der Cholesterin-Test CHOL, reduziertes Glutathion,
Carvedilol und der Carvedilol-Metabolit BM 91.0228 stammten von Boehringer
Mannheim, Mannheim. Tri-(hydroxymethyl)-aminoethan (TRIS) wurde von
Paesel+Lorel, Frankfurt und Ethylendiamintetraessigséure Di-natrium-Calcium Salz
(EDTA) wurde von Fluka, Buchs, Schweiz bezogen.

Der Azoradikabildner V-50 (2,2'-azo-bis(2-amidinopropane)-dihydrochloride
AAPH) der Firma Wako Chemicals, Neuss wurde vom Arbeitskreis Prof. Bayer,
Organische Chemie |, der Crataegus-Extrakt von der Firma Lichtwer, Berlin und
Valsartan wurde von Novartis, NUrnberg zur Verfligung gestellt. Die Antioxidatien
U-74389G, U-74500A und U-83836E stammten von Pharmacia & Upjohn, Inc., U.SA.
Fluvastatinnatrium war von Sandoz Pharma, Basel und Losartan, Simvastatin und
Lovastatin von MSD, Haar. Metoprololtartrat stammte von Astra, Wedel.

Die Ubrigen verwendeten Chemikalien waren Produkte der Firma Merck oder Serva
bzw. stammten von Roth, Karlsruhe und wurden in den hochsten Reinheitsstufen
bezogen.

Die Sephadex Saulen Sephadex Column PD-10 (Sephadex G-25 M) und Sephadex
NAP™10 Column (Sephadex G-25 Medium of DNA Grade) wurden von Pharmacia
Biotech, Freiburg bezogen, die Blutabnahmershrchen Monovette®, EDTA KE 9ml und
Serum 9ml, stammten von Sarstedt, NUrmbrecht. Der Elektrophorese-Kit Hydragel +
Lp(a) und die entsprechende Kammer waren von Sebia, Fulda.
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2.3 L 6sungen
231 Puffer- und Substratldsungen
| sotonische K ochsal zl Gsung: 0,145 M NaCl-Losung (0,99/100 ml)
TRIS-Puffer pH 7,4: 10 mM Tris

in 0,9%iger NaCl-L 6sung,

mit HCI auf pH 7,4 eingestel It
Phosphatpuffer pH 7,4 (PBS pH 7,4): 8,1mM  NaHPO,;x 2 H,O

0,74mM  KH,PO,

0,14 M NaCl

2,7mM  KCl

mit HCI auf pH 7,4 eingestelIt
Phosphatpuffer pH 8,5: 0,1 M N&HPO4x 2 H,0O

auf pH 8,5 eingestel It
Calcium-freier Ringer: 145 mM NaCl

10mM  Hepes

5mM KCl

1mM MgCl,

10mM  Glucose

mit NaOH auf pH 7,4 eingestellt
Calcium-Ringer: Calcium-freier Ringer mit Zusatz von

2 mM CaCl,
2.3.2 Proteinbestimmung nach Lowry (modifiziert nach Markwell et al. 1981)
Losung A: 2% Na&COs

0,2% KNaTartrat

0,1 % Natriumlaurylsulfat (SDS)

in 0,1 N NaOH
Losung B: 4% CuSO4 x 5 H,0O
L6sung C: 100 Teile Losung A + 1 Teil Lésung B
Losung D: Folin-Ciocalteus Phenolreagenz

1:1 verdinnt mit H>O
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3 Methoden
3.1 | solierung und M odifizierung von LDL
311 Isolierung von LDL

Als Ausgangsmaterial diente frisches, mit 9 ml EDTA-Monovetten abgenommenes
humanes Blut bzw. Blut von Kaninchen, das Uber 5 Minuten bei 3000 Umdrehungen
pro Minute zentrifugiert wurde. Das Plasma wurde abpipettiert und entweder sofort
weiterverarbeitet oder mit Saccharose (Endkonzentration 0,6 %) stabilisiert
(personliche Mitteilung von Prof. Leonhardt, Dresden) und bei —70°C eingefroren.

In 3 ml EDTA-Plasma wurden 1,638 g Natriumbromid vorsichtig aufgelst, in ein
13,5 ml Zentrifugenréhrchen (Beckman) tberfihrt und bis zum oberen Rand mit einer
0,9prozentigen Kochsalzlosung Uberschichtet. Anschlief3end wurden die Rdhrchen
verschweil¥. Die Zentrifugation erfolgte in einer Ultrazentrifuge (Beckman
Ultrazentrifuge L7) mit Festwinkelrotor (Beckman, Ti 70.1-Rotor) bel 15°C und mit
einer Geschwindigkeit von 65000 U/min Uber eine Zeit von 9 Stunden.

Die nach der Zentrifugation im oberen Drittel der Zentrifugenréhrchen gut sichtbare
gelb- bis orangefarbene Bande enthdt ca. 95 % LDL. Die Dichte dieser Bande lag
zwischen 1,022 und 1,047 g/ml. Die Bande wurde mit Hilfe einer Spritze abgezogen
(etwa 1 ml) und Uber eine Sephadex G-25-Saule (Pharmacia) von noch vorhandenem
EDTA und Natriumbromid abgetrennt. Dazu wurde zuerst die Saule 3 x mit je 1 ml
TRIS-Puffer (10 mM in O,9prozentiger Kochsalzlésung pH 7,4) gespilt und
anschlief3end 1 ml des isolierten LDL aufgetragen. Danach folgte 0,5 ml TRIS-Puffer
und ein weiterer Milliliter desselben Puffers um die LDL-Fraktion zu eluieren. Zur
Aufbewahrung der Saulen wurden diese erneut mit 3 x je 1 ml TRIS-Puffer und 1 ml
Natriumazidlésung (0,1 % in TRIS-Puffer) gespult. Damit die Sdulen nicht trocken
fielen, erfolgte die Aufbewahrung im Kihlschrank in Natriumazidlésung. Die Séulen
wurden 6-8 mal verwendet (Gugeler 1997).

In Versuchen, bei deren Durchfihrung TRIS-Puffer nicht zu verwenden war (z. B.

bei der Bestimmung von Aminogruppen), diente PBS pH 7,4 als Ersatzmedium.
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Das isolierte LDL wurde in der Regel sofort weiter verwendet oder fur kurze Zeit

bei 4°C zwischengel agert.

Um die LDL-Konzentration des gereinigten Konzentrates zu bestimmen, wurde eine
Cholesterinbestimmung mit dem Cholesterin-Monotest (Boehringer-Mannheim) nach
der CHOD-PAD-Methode durchgefuihrt. Mit dieser Methode werden das freie
Cholesterin und die Cholesterinester bestimmt. Die Messung erfolgte photometrisch bei
einer Wellenlénge von 500 nm gegen einen Standard (2 mg/ml Cholesterin).

3.1.2 Oxidative M odifizierung
3121 Bestimmung der Oxidierbarkeit von LDL tber Dienbildung

Zur Oxidation von LDL wurde L6sung entsprechend 50 pg Protein aus 3.1.1 ein-
gesetzt. Als Katalysator fur die Oxidation dienten in allen Versuchen 10 pl einer 1 mM
CuSO,4-Stammlésung (10 uM Endkonzentration). Das Gesamtvolumen wurde mit
TRIS-Puffer auf 1 ml gebracht. Die Proben wurden gut durchltftet und bei 37°C in
einem Hitachi Spectrometer U2000 mit sechsfach Klvettenwechsler bel 234 nm Cber
den gesamten Mef3zeitraum in Zeitabstanden von 5 Minuten gemessen (Esterbauer et
al. 1989).

Die Bestimmung der lag-Phase erfolgte durch graphische Auswertung der in
Microsoft Excel erhaltenen Kurven. Dazu wurde die Tangente im Bereich der gréfdten
Steigung (= maximale Geschwindigkeit) an die bel Null beginnende Kurve gelegt. Der
Schnittpunkt dieser Geraden mit der Zeit-Achse stellt die ermittelte lag-Phase dar.

Bei Versuchen, bel denen die antioxidative Wirkung von Substanzen getestet und
verglichen werden sollte, wurde die lag-Phase der Kontrolle, d. h. des unbeeinflussten
Oxidationsansatzes 100 % gesetzt und die Werte der Ansdtze mit zugesetzten
Antioxidantien darauf bezogen. Dadurch wurden die interindividuellen Streuungen
vermindert, die sich zwangslaufig ergaben, da nicht immer Plasma vom selben Spender
zur Verfigung stand und auch bel demselben Spender Tagesschwankungen festgestellt
wurden. Deshalb wurde fur Versuche, die nicht die individuelle Oxidierbarkeit
feststellen sollten, mdglichst gepooltes, mit Saccharose (0,6 g/100 ml) stabilisiertes und
bei —70°C gelagertes EDTA-Plasma verwendet.
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3122 Bestimmung freier Aminogruppen mit TNBS und Fluor escamin

Zur weiteren Charakterisierung des kupferinduzierten LDL-Oxidationsprozesses

wurden die Anderungen der freien Aminogruppen quantitativ bestimmt.

Die LDL-Oxidation erfolgte hierbei mit 150 pmol Cu®* pro g Protein. Die Proben
wurden gut belUftet und bei 37°C inkubiert.

Der Verlauf der Oxidation wurde durch Dienbestimmung zu festgelegten
Zeitpunkten kontrolliert. Dazu wurde das 50 pg Protein entsprechende Volumen der
LDL-L6sung mit PBS pH 7,4 auf 1 ml erganzt und die Extinktion bei 234 nm
gemessen. Anschlief3end beendete die Zugabe von jeweils 5 ul 2 mM Butylhydroxy-
toluol (BHT) und 2 mM EDTA den Oxidationsprozefd. Die Proben wurden bel 4°C
maximal einen halben Tag fur folgende Bestimmungen gel agert:

a) Bestimmung freier Aminogruppen mit 2,4,6-Trinitr obenzensulfon-
saure (TNBS)

Hierfir wurden jeweils 500 pl der LDL-L6ésung aus der Dienbestimmung
verwendet, mit derselben Menge einer 4prozentigen NaHCOs-L 6sung pH 8,4 verdinnt
und mit 25 pl ener O,lprozentigen TNBS-LOosung bel 37°C inkubiert. Die
photometrische Messung erfolgte nach einer Stunde bel 340 nm (Habeeb 1966,
Seinbrecher et al. 1987).

b) Bestimmung freier Aminogruppen mit Fluorescamin

Fluorescamin, das in Aceton gelést eine stabile und nicht fluoreszierende
Verbindung ist, reagiert mit freien Aminogruppen sehr schnell zu einem stark
fluoreszierenden Produkt. Nicht gebundenes Fluorescamin wird in Wasser sofort

hydrolysiert und zeigt keine Fluoreszenz mehr.

200 pl der LDL-Losung aus der Dienbestimmung wurden mit 600 pl 0,1 M
Natriumphosphatpuffer pH 8,5 gemischt. 2 Minuten nach Zugabe von 5 ul
Fluorescaminlésung (5 mg/ml Aceton, eisgekihlt) wurden Fluoreszenzmessungen
durchgefuhrt (Anregungswellenlénge 405 nm, Emission 470 nm) (Koksch et al. 1992,
Bohlen et al. 1973).
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Bei beiden Bestimmungsmethoden wurde bel jedem Versuchsansatz eine Eichkurve
mit Lysin aufgestellt.

Die Proteinbestimmung wurde entsprechend Kapitel 3.3 mit 200 pl LDL-L6sung
aus der Dienbestimmung durchgefthrt.

3.1.2.3 Carbonylgruppenbestimmung

Die Zunahme der Carbonylgrppen wahrend des Oxidationsprozesses (Levine et al.
1990) wurde nach der Methode von Hazell et al. 1994 bestimmt. Dabel reagieren
Carbonylgruppen mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin zu 2,4-Dinitrophenylhydrazonen, die

photometrisch erfaldt werden kénnen.

Die Analyse wurde mit je 50 pl des in Kapitel 3.1.2.2 beschriebenen Oxidations-
ansatzes durchgefihrt. Diese 50 pl wurden mit 150 pl PBS pH 7,4 verdinnt, je 5 pl
BHT (2 mM) und EDTA (2 mM) zugegeben und mit 200 ul 2,4-Dinitrophenylhydrazin
(DNPH)-L6sung (1 mM in 1 M Salzsdure) 30 Minuten bei 50°C inkubiert. Die Proben
wurden abgekuhlt und mit 600 pl Natronlauge (1 M) gut gemischt. Die photometrische
Messung erfolgte bei 450 nm (e = 22.000 M*cm™).

Drei Ansdtze wurden nach der Inkubation mit 400 pl einer 0,6 normalen
Perchlorsdure versetzt und zur Proteinausfallung 10 Minuten auf Eis gekihit. Nach der
Zentrifugation wurde dem Uberstand 200 pl einer 5 normalen Natronlauge zugefiigt
und photometrisch vermessen. Der Niederschlag wurde in 200 ul PBS pH 7,4 gelost,
anschlieffend nacheinander 600 pl 1 N Natronlauge und 200 pl 1 M Salzsaure
zugegeben und die Extinktion bel 450 nm bestimmt.

3.1.24 Gehalt an mit Thiobar bitursaur e reagierenden Substanzen (TBARS)

Bei der Oxidation von ungeséttigten Fettsauren entstehen tber Zwischenstufen wie
den Hydroperoxiden Aldehyde, vor alem Maondialdenyd (MDA), Hexanal und 4-
Hydroxynonenal. MDA bildet mit Thiobarbitursdure einen Komplex, der

photometrisch gemessen werden kann und als MDA-Gehalt angegeben wird.

LDL bzw. Reaktionsansitze wurden mit je 5 pl BHT (2 mM) und EDTA (2 mM)
versetzt und mit PBS pH 7,4 zu 2 ml erganzt. Nach Zugabe von 500 pl einer
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1prozentigen H3PO4-Losung wurden die Proben mit 200 ul einer 0,6prozentigen
Thiobarbitursdure-Lésung fur 60 Minuten bei 100°C inkubiert und anschlief3end auf
Eis abgekthlt. Der wahrend der Inkubationszeit entstandene rote Farbstoff wurde in
1 ml Butanol ausgeschittelt und die organische Phase durch Zentrifugation (5 Minuten
mit Beckmann Mikrofuge E) von der wassrigen Phase abgetrennt. Die photometrische
Messung erfolgte bei zwei Wellenlangen E; = 535 nm und E; = 520 nm. Die Differenz
von E; und E; diente zur Auswertung mittels einer Eichkurve, die zu jedem Versuch
mit Malondialdehyd aufgestellt wurde (Heinle und Liebich 1980).

3.1.25 Veranderungen von LDL in der elektrophoretischen Mobilitat

Durch die Oxidation von LDL wird, wie oben erwdhnt, der Proteinanteil so
modifiziert, da3 das Molekil zunehmend negativer wird, die anionische
elektrophoretische Mobilitét steigt. Diese Veranderung &t sich in der Agarose-
Gelel ektrophorese nachwei sen (Esterbauer et al. 1989).

Dazu wurde der Elektrophorese-Kit Hydragel + Lp(a) der Firma Sebia verwendet:

e 2 ul der Proben wurden in die Taschen des Gels pipettiert

e 10 Minuten Wartezeit zur Diffusion der Probeldsung ins Gel

o die Elektrophorese wurde in der dazugehdrenden Kammer Uber 70 Minuten bel
einer Spannung von 70 V in Tris-Barbital-Puffer durchgeftihrt

e anschliel3end wurde das Gel getrocknet und mit einer Sudanschwarzférbung
15 Minuten lang geféarbt, mit 45prozentigem Ethanol 5 Minuten entfarbt und
grundlich mit destilliertem Wasser gewaschen. Abschlief3end wurde das Gel
erneut getrocknet.

Gemessen wurden die Laufstrecken der Proben, die als relative Laufstrecke zu nativem
LDL angegeben wurden.

Vor der Elektrophorese wurde LDL nach 3.1.2.1 oxidiert, danach mit je 20 uM
EDTA und BHT bis zu weiteren Verwendung aufbewahrt. Der Extinktionverlauf bei
234 nm diente as Kontrolle fur die Oxidation. Da dadurch die Proteinkonzentration fir

eine sichtbare Bande im Elektrogramm zu gering war, wurden die Proben
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aufkonzentriert. Dazu wurde die L6sung eingefroren. Das Wasser gefror zuerst und das
zuriickbletbende Konzentrat wurde fur die Elektrophorese verwendet.
Erganzend dazu wurden zwel Proben mit 0,5 M Acetanhydrid versetzt, um das so

modifizierte LDL mit kupferoxidiertem LDL vergleichen zu kénnen.

3.2 Bestimmung freler Aminogruppen in  LDL durch

Fluorescamin-Titration im Plasma

Analog zu 3.1.2.2 wurde die Reaktion von Fluorescamin auf freie Aminogruppen in
LDL auch direkt im Plasma durchgefiihrt. Um einen Uberschul3 an Fluorescamin zu
gewahrleisten, wurden vorher niedermolekulare Bestandteile des Plasmas Uber eine
Sephadex®G-25-Saule PD-10 (Pharmacia) abgetrennt. PBS pH 7,4 wurde zum Spiilen
der Saulen und zum Eluieren der Proben verwendet. Zum so behandelten Plasma wurde
bis zu 2,7 mg Fluorescamin (1 mg/10ul Aceton) pro ml Plasma portionsweise
zupipettiert und gut vermischt. Stand weniger als 3 ml Plasma zur Verfligung wurde
entsprechend mit 0,9prozentiger NaCl-Losung erganzt. In dieser leuchtend gelben
Losung wurden dann 1,638 g Natriumbromid aufgelost und LDL entsprechend 3.1.1
durch Ultrazentrifugation isoliert. Die Dichte der so erhaltenen deutlich gelben LDL-
Bande lag zwischen 1,006 und 1,038. Das LDL wurde analog 3.1.1 gereinigt und der
Cholesteringehalt mit dem Cholesterin-Monotest bestimmt.

Zur fluorimetrischen Bestimmung wurde LDL entsprechend 50 pg Protein mit
0,1 mM NaHPO, pH 8,5 auf 900 ul gebracht und bei 470 nm gemessen (Anregungs-
wellenldnge 405 nm). Der erhatene Wert wurde auf den Cholesteringehalt der
jeweiligen Probe bezogen.

Die Bestimmung der Aminogruppen in LDL wurde zunachst mit Plasma von
Einzelpersonen bzw. funf Patienten und finf Gesunden durchgefihrt, zu einem
spéteren Zeitpunkt aber mit Plasma einer groleren Anzahl Koronarpatienten bzw.
Gesunder wiederholt (3.7.2)
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3.3 Proteinbestimmung (nach Lowry)

250 pl der zu bestimmenden Proteinlésung wurden mit 750 pl der in 2.3.2
beschriebenen ,,Lésung C* 15 Minuten inkubiert. Danach wurden 75 pl ,Ldsung D*
zugegeben, gut gemischt und weitere 60 Minuten im Dunkeln inkubiert. Die
photometrische Messung erfolgte bel 660 nm gegen einen Leerwert. Zur Bestimmung
der Proteinmenge diente eine bel jedem Versuchsansatz mitgefiihrte Eichreihe aus
Rinderserumalbumin (Lowry et al. 1951, Markwell et al. 1981).

Fir die Proteinbestimmung des isolierten LDL wurden 20 pl der nach 3.1.1
erhaltenen Losung mit 230 pl PBS pH 7,4 verdinnt.

Zur Proteinbestimmung in Plasma wurden 10 pl mit 990 ul PBS pH 7,4 verdinnt.
Davon wurden 20 pl mit 200 pl einer 0,6 normalen Perchlorsiure versetzt und 10
Minuten im Eisbad zur Proteinausfallung gekihlt. Nach der Zentrifugation (Beckman
Mikrofuge E) iiber 5 Minuten wurde der Uberstand verworfen und der Niederschlag in
250 ul PBS pH 7,4 bei 37°C innerhalb 10 Minuten gelost. Dieser Ansatz diente zur
Bestimmung des Proteingehaltes.

34 Messung der Antioxidativen Kapazitat durch die,, AAPH-

Reaktion“

Die Bestimmung der Antioxidativen Kapazitdt wurde mit Hilfe einer Chemi-
lumineszenz-Messung durchgefiihrt. Durch den spontanen Zerfall eines Azoradikal-
bildners, , AAPH-Reaktion®, entstehen Peroxylradikale, die von antioxidativ wirkenden
Plasmabestandteilen bzw. anderen Testsubstanzen abgefangen werden. Ist diese
Kapazitét der Probe erschopft, tritt wieder durch die freien Radikale Luminol-vermittelt
Chemilumineszenz auf. Die Bestimmung der Antioxidativen Kapazitét des Plasmas

wird als,, TRAP* (= Total peroxyl radical-trapping capability of plasma) abgekrzt.

Die Reaktion wurde in einem Biolumat LB 9500 (Berthold) durch Zugabe von 50 pl
100 mM bzw. 40 mM AAPH (2,2'-azo-bis(2-amidinopropane)di-hydrochloride) zu
450 pl PBS pH 7,4 und 5 pl Luminol (2 mg/ml DM SO; Endkonzentration 0,2 mM) bel
37°C gestartet. Nach 15 Minuten war eine konstante Radikalbildungsrate erreicht, und
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10 pl Testlosung bzw. EDTA-Plasma wurden zupipettiert, gut gemischt und
unverziglich weiter gemessen (Metsa-Keteld 1991, Liss et al. 1992). EDTA-Plasma
fuhrte zu den mit Serum nahezu identischen Ergebnissen. Demnach hatte EDTA keinen
Einflu® auf die AAPH-Reaktion.

Neben humanem Plasma, Plasma von Neuseeland-Kaninchen (unverdinnt je 10 pl)
und nativem bzw. oxidiertem LDL (je 20 pl nach 3.1.2.2) wurden die in Tabelle 3-1
aufgefihrten Substanzen in der AAPH-Reaktion getestet. Dabel lagen die eingesetzten
Konzentrationen zwischen 0,2 und 40 puM.

Tab. 3-1: Substanzen, deren Einfluf3 auf die AAPH-Reaktion getestet wurde

Antioxidans L 6sungsmittel der Stammldsung

Trolox 100 mM Methanol, weitere Verdiinnungen mit H,O
Vitamin C H.0O

Homocystein H,O

Glutathion H,O

Nordihydroguarséure 10 mM DM SO, weitere Verdinnungen mit H,O

(Methanol und DM SO hatten in den eingesetzten Konzentrationen keinen Einfluf? auf die Reaktion)

Der Ablauf der Reaktion wurde kontinuierlich mit angeschlossenem Schreiber
(Metawatt SE 120) registriert bzw. spéter parallel dazu, als ein PC zur Verfligung
stand, die Photonenzahl alle 5 Sekunden an diesen ausgegeben und anschlief3end
graphisch dargestellt. Die Intensitét der lichterzeugenden Reaktion wurde am Schreiber
in mV abgelesen. Bel Messungen, deren Registrierung mittels PC erfolgte, wurden die
Intensitéten Uber Vergleichsaufzeichungen am Schreiber in mV umgerechnet. Die
Dauer der Lichtsignalunterdrickung ist ein Mal3 fur die radikalabfangende Kapazitét
der Probe.

Bei der Auswertung der Reaktionsverldaufe lassen sich zwei Arten von

Antioxidationswirkung unterscheiden:

= Typ |, Antioxidantien, bei denen die Intensitét der lichterzeugenden Reaktion
nach der Ausldschungsphase wieder das Niveau der Intensitdt vor Zugabe der
Probe erreichte (Abb. 3-1). Hier erfolgte die Bestimmung der Dauer der Licht-

signalunterdriickung auf Hohe der Ausgangsintensitét.
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Abb. 3-1: Reaktionsverlauf Typ | der AAPH-Reaktion bei Zugabe von z. B. Trolox®
(Chemilumineszenzmessung)

1

Vorlauf bis eine konstante Radikalbildungsrate erreicht ist (15 min)

2. Intensitat der Radikalproduktion vor Zugabe der Probe (Ausgangsintensitét)
3.
4. Intensitat der Radikalproduktion nach der Ausléschungsphase durch die Probe

Dauer der Lichtsignalunterdriickung

= Typ Il, Antioxidantien, bei denen die Intensitét der lichterzeugenden Reaktion

nach der Ausloschungsphase um ein Vielfaches Uber die Intensitét vor Zugabe

der Probe hinaus anstieg (Abb. 3-2). Hier erfolgte die Bestimmung der Dauer

der Ausléschungsphase auf Hohe der Intensitéat von 40 mV.

100 1

| Zugabe der Probe

Intensitéa [mV]

Zeit [min]

Abb. 3-2: Reaktionsverlauf Typ Il der AAPH-Reaktion bei Zugabe von z. B. Plasma
(Chemilumineszenzmessung)

1
2.
3.

Vorlauf bis eine konstante Radikalbildungsrate erreicht ist (15 min)

Intensitat der Radikalproduktion vor Zugabe der Probe (Ausgangsintensitét)
Dauer der Lichtsignalunterdrickung nach dem Auswertungsverfahren Il fir
Antioxidantien, bel denen die Intensitédt nach der Ausldschungsphase Uber die
Anfangsintensitét hinaus anstieg
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Die Dauer der Ausldschungsphase wurde in diesem Fall nicht auf Hohe der
Ausgangsintensitdt ermittelt, da dadurch in manchen Fallen nur ein sehr kurzer
Zeitraum der Ausldschungs- und Anstiegsphase erfaldt worden wére. Aus der Anfangs-
phase konnte aber nicht auf den weiteren Verlauf der Kurven geschlossen werden, da
die Kurven verschiedener Proben gerade in der Anfangsphase einen unterschiedlich
schnellen Anstieg zeigten. Es konnte deshalb durchaus sein, dald3 anfanglich
unterschiedliche Kurvenverldufe sich spéter einander anndherten bzw. anféanglich
dhnliche Kurven spéter auseinander liefen. Zur graphischen Auswertung wurde die
Hohe von 40 mV festgelegt, da der weitere Intensitétsanstieg dann in der Regel mit
konstanter Steigung erfolgte.

Der gesamte Kurvenverlauf war auf dem zunéchst allein zur Verfigung stehenden
Schreiber bei einem Maximalausschlag von 100 mV nicht sichtbar. Erst als ein PC fir
die Aufzeichnungen zur Verfigung stand, konnten die gesamten Kurvenverldufe
dargestellt werden und die Maxima der Proben-Anstiegsphase sichtbar gemacht
werden. Das graphische Auswertungsverfahren wurde aus Grinden der
Vergleichbarkeit beibehalten.

Die Berechnung der Antioxidativen Kapazitdt TRAPpge Wurde mittels einer
Trolox®-Eichkurve durchgefihrt. Aus dem Volumen der eingesetzten Probe und der
Tatsache, dal3 Trolox® pro Molekll ebenso wie andere phenolische Antioxidantien zwel
Radikale abfangen kann (Wayner et al. 1985, Esterbauer und Jirgens 1993), wurde die
Antioxidative Kapazitat in pmol/l berechnet. Aus zeitlichen Grinden wurde bel
grofderen Versuchsreihen an jedem Versuchstag mehrere Einzelmessungen dber den
Tag verteilt mit 2 uM Trolox® durchgefiihrt und die Ergebnisse der Proben auf deren
Mittelwert bezogen.
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35 Einflul? ver schiedener Phar maka auf diein vitro Oxidation
von LDL

351 Allopathische Wirkstoffe (CSE-Hemmer, -Blocker usw.)

Die LDL-Oxidation und Bestimmung der lag-Phase wurde nach 3.1.2.1 in
Gegenwart der in Tabelle 3-2 aufgefiihrten Substanzen durchgefihrt.

Tab. 3-2: Substanzen, deren Einflul? auf die lag-Phase der kupferinduzierten LDL-Oxidation

getestet wurde
Pharmka bzw. Derivat L dsungsmittel der Stammldsung
U-74500A 10 mM HCl
U-74389G 10 mM HCI
U-83836E H,O
Metoprolol H,O
Carvedilol DMSO/H,O/HAC
Carvedilol-Metabolit BM91.0228 DMSO/H,O/HAC
Fluvastatinnatrium H,O
Simvastatin DM SO/H,0/NaOH
Lovastatin DM SO/H,0O/NaOH
Lovastatin (offen) Lacton6ffnung von Lovastatin nach Jakobisiak et al. (1991)
Losartan H,O

Die Substanzen wurden in Konzentrationen zwischen 0,01 pyM und 10 pM
eingesetzt. Das verwendete LDL stammite von verschiedenen Spendern, so dal3 die lag-

Phase der jeweiligen Kontrollmessung ohne Substanzzusatz zu 100% gesetzt wurde.

352 Pflanzliche Wirkstoffe

Fir die Untersuchung pflanzlicher Wirkstoffe wurde LDL aus gepooltem EDTA-
Plasma gesunder, méannlicher Probanden gewonnen, das mit Saccharose (0,6 %)
stabilisiert bet —70 °C gelagert worden war. Folgende Flavonoide kamen in

methanolischer Lésung in Konzentrationen von 0,05 bis 1 uM zum Einsatz:
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= Apigenin-7-glucosid =  Quercetin Dihydrat
= Apigenin = Rutin Trihydrat
= Luteolin = Vitexin-2-o-rhamnosid

= Luteolin-7-glucosid

Als Beispiel einer therapeutisch eingesetztem Flavonoid-Mischung wurde ein auf
2,03% Flavonoide standardisierter methanolischer Crataegus-Extrakt verwendet. Zur
Berechnung der Konzentration des Crataegus-Extraktes in uM wurde as mittleres
Molekulargewicht 430 angenommen. Inhaltsstoffe von Crataegus sind u. a. Rutin,

Vitexin, Vitexinrhamnosid, L uteolin-7-O-glucosid und Hyperosid.

3.6 In vivo Beeinflussung der L DL -Oxidier barkeit im Tiermodell

In der Atherosklerose-Forschung werden haufig zwei durch zahlreiche
Publikationen belegte Kaninchen-Modelle verwendet, in denen Auslésung und
Entwicklung atherosklerotischer Lasionen, Plaguebildung und damit auch
antiatherogene Wirkstoffe untersucht werden kénnen:

e Watanabe-Kaninchen (WHHL) entwickeln eine genetisch  bedingte
Hypercholesterindmie, da der LDL-Spiegel auf Grund fehlender LDL-
Rezeptoren erhoht ist.

e Bei Weillen Neuseeland-Kaninchen (NZW) entsteht unter cholesterinreicher
Fitterung ein erhdhter VLDL-Spiegel, der zur Entwicklung atherosklerotischer
Gefalveranderungen fuhrt.

3.6.1 Applikation von Antioxidantien und Carvedilol in WHHL-Kaninchen

An insgesamt 60 Watanabe-Kaninchen wurde der Einfluf3 von Carvedilol und
verschiedenen Antioxidantien auf die in vitro Oxidation von LDL untersucht. Die
Tierhaltung, Applikation der Substanzen und Gewinnung des Plasmas erfolgte am
Universitétsklinikum Hamburg (Labor Prof. Beisiegel). Die Uber ein Jahr lang der
Standarddiét (Altromin, Lage) beigefligten Substanzen, deren Dosierung bezogen auf
die therapeutische Dosierung beim Menschen, und die Zusammensetzung der sechs
Gruppen findet sich in Tabelle 3-3. Zu Beginn der Studie waren die Tiere 3 Monate alt.
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Tab. 3-3: Zusammenstellung der Gruppen mit WHHL -Kaninchen

Gruppen- Fitterung Anzahl der davon

nummer Substanz Dosierung Tiere w m
1 — Kontrollgruppe n=10 5 5
2 DL -o.-Tocopherol 4,3 mg/ kg Kérpergewicht / Tag n=10 5 5
3 Ubichinon-10 4,3 mg/ kg Korpergewicht / Tag n=10 5 5
4 Probucol 15 mg/ kg Korpergewicht / Tag n=10 5 5
5 Carvedilol 1 25 mg/ Tag n=10 4 6
6 Carvedilol 2 75 mg/ Tag n=8 4 4

Nach Versuchsende wurde EDTA-Plasma gewonnen, mit Saccharose stabilisiert
(Endkonzentration 0,6 %), schockgefroren und bel —70°C gelagert. Aus diesen Proben
erfolgte die LDL-Isolierung mit anschlief3ender Bestimmung der LDL-Oxidierbarkeit
durch kupferinduzierte Dienbildung (3.1.1 und 3.1.2.1).

Dieser Versuch wurde mit insgesamt 20 weiteren mannlichen Watanabe-K aninchen
wiederholt, wobel 9 Tiere auf die Kontrollgruppe entfielen und 11 Tiere Carvedilol
(25 mg/ Tag) erhielten.

3.6.2 Futterungsinduzierte Hyper cholesterinamie in Neuseeland-K aninchen

Diese Untersuchung wurde as Induktions- / Regressionsstudie an insgesamt
65 mannlichen Weif3en Neuseeland-Kaninchen durchgefihrt. Die Haltung der Tiere
erfolgte bei der Firma Steigerwald in Darmstadt.

Wahrend der Induktionsphase der Hypercholesterindmie bekamen 55 Kaninchen
sechs Wochen lang eine Cholesterindiét (2 %). Anschlief3end wurde den Tieren bis zu
weiteren 34 Wochen Standarddiégt (Altromin International, Lage) gefittert
(Regressionsphase). Nach Abschluf? der Induktionsphase wurden die Tiere random in
funf Gruppen eingeteilt. Die erste Gruppe von 15 Tieren wurde unmittelbar (Zeitpunkt
6. Woche), die weiteren Gruppen mit je zehn Tieren nach verschieden langen
Zeitabstéanden (14., 21., 29. und 40. Woche) getdtet und den weiterfihrenden
morphologischen und funktionellen Untersuchungen zugefihrt. Als Kontrollgruppe (O.
Woche) dienten 10 Tiere, die Normalfutter erhielten. Die Zusammenstellung der
Tiergruppen ist in Tabelle 3-4 dargestellt.
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Das Plasma wurde bei Versuchsende gewonnen und umgehend bis zur Bestimmung
der Antioxidativen Kapazitdt nach 3.4 gut gekihlt. Auferdem wurden folgende
Parameter in Zusammenarbeit mit dem analytischen Labor der Firma Steigerwald,
Darmstadt, bestimmt: Gesamtplasmacholesterin, Gesamtplasmaprotein und LDL-

Oxidierbarkeit (Cu-induzierte Dienbildung).

Tab. 3-4: Zusammenstellung der Gruppen mit Neuseeland-K aninchen

Gruppen- Futterung Versuchsdauer )
nummer Cholesterindiét (2%) anschlielfend Standarddidt  [Wochen] Anzahl der Tiere
1 — Kontrollgruppe 0 n=10

2 6 Wochen — 6 n=15

3 6 Wochen 8 Wochen 14 n=10

4 6 Wochen 15 Wochen 21 n=10

5 6 Wochen 23 Wochen 29 n=10

6 6 Wochen 34 Wochen 40 n=10

3.7 Beeinflussung der LDL-Oxidierbarkeit und Parameter des

oxidativen Stresses beim Menschen

371 Effekt von Akutbelastung und Ausdauertraining

16 Freiwillige (11 weiblich und 5 mannlich) nahmen unter der Regie der sport-
medizinischen Abteilung des Universitésklinikums an enem 8wochigen
Ausdauertraining teil. Die Eingangsuntersuchung bestand u. a. aus einer stufen-
formigen erschépfenden Laufbandspiroergometrie (Anfangsgeschwindigkeit: 4 km/h,
Steigung 5 % und Stufendauer 3 min). Vor deren Durchfihrung (in Ruhe), unmittel bar
danach und 15 Minuten nach Ende der Belastung auf dem Laufband wurde Blut fur die
weiteren Untersuchungen entnommen (Tab. 3-5). In den folgenden acht Wochen fand
das Ausdauertraining statt, das im Bereich der anaeroben Schwelle von 4 mmol/I Laktat
individuell gesteuert, 3 mal pro Woche Uber 30 Minuten durchgeftihrt wurde. Alle
Probanden betétigten sich bis dahin nicht regelmaiig sportlich und waren Nichtraucher
mit geringem Alkoholkonsum. Fir die Dauer des Ausdauertrainings sollten sie ihre
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Erndhrungsgewohnheiten nicht umstellen bzw. keine zusétzlichen Vitaminpraparate
einnehmen. Am Ende des Ausdauertrainings stand eine weitere laufbandspiro-
ergometrische Untersuchung, die analog der Eingangsuntersuchung durchgefthrt
wurde. Laufbandspiroergometrie, Ausdauertraining und Blutentnahme der Probanden

erfolgte unter der Leitung von Privatdozent Dr. Heitkamp.

Tab. 3-5: Zusammenstellung der Zeitpunkte der Blutentnahme bei den Teilnehmern des

Ausdauertrainings

Abklrzung  Zeitpunkt der Blutentnahme

A Vor dem Ausdauertraining Vor Ausbelastung auf dem Laufband
B " Unmittelbar nach Belastung auf dem Laufband
C " 15 min nach Belastungsende

8wochiges Ausdauertraining

D Nach dem Ausdauertraining Vor Ausbelastung auf dem Laufband
E " Unmittelbar nach Belastung auf dem Laufband
F " 15 min nach Belastungsende

Die Oxidationsempfindlichkeit von LDL in vitro wurde mittels Dienbildung in
Gegenwart von 10 pM Cu®* bei 37°C bestimmt (3.1.1 und 3.1.2.1).
Als MaR fur die Plasmalipidperoxidation galt die Menge von mit Thiobarbitursaure
reagierenden Substanzen (TBARS) (wurde in der Sportmedizin durchgefihrt nach
3.1.2.4).
Aulerdem wurde die Antioxidative Kapazitdt im Plasma mittels AAPH-Reaktion
gemessen (3.4).

3.7.2 Antioxidative Kapazitdt und Fluorescamin-Titration von LDL im

Plasma von Koronar patienten

Bestimmt wurde die Antioxidative Kapazitét mit der AAPH-Reaktion nach 3.4 im
Plasma von 24 Patienten und von 21 Mitarbeitern und Studierenden des
Physiologischen Institutes. Die Blutproben wurden von der Medizinischen Klinik in
anonymisierter Form erhalten, die Blutproben der Kontrollgruppe wurden am
Physiol ogischen Institut enthommen.

Als laborchemische Vergleichsparameter aus dem Blut dienten Triglyceride,
gesamtes Cholesterin, die Werte aus der Lipoprotein-Elektrophorese HDL-, VLDL-
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und LDL-Cholesterin, Lipoprotein(a), auf3erdem Eiweil3, Kreatinin und Harnséure. Alle
laborchemischen Bestimmungen wurden nach allgemein anerkannten Methoden im
Zentrallaboratorium des Klinikums der Universitdét Tubingen durchgefihrt, als
Mittelwerte der Patientengruppe zur Verfigung gestellt bzw. die Werte der Kontroll-
gruppe Ubermittelt und mit den vom Zentrallabor angegebenen Referenzen verglichen.
AulRerdem wurden bei beiden Gruppen die freien Aminogruppen von LDL durch
Fluorescamin-Titration im Plasma nach 3.2 bestimmt, bei der Kontrollgruppe wurde
zusétzlich die lag-Phase der kupferinduzierten LDL-Oxidation nach 3.1.1 und 3.1.2.1

gemessen.
3.8 Einflu von oxLDL auf zelluldres Ca**
381 Calcium-Signale durch Fura-Fluor eszenz-Imaging

Freies Calcium kann in Zellen mit dem Fluoreszenzindikator Fura-2 nachgewiesen
werden (Grynkiewiez et al. 1985). Die Fluoreszenzeigenschaften und -intensitéten
dieses Indikators hangen von der Calciumkonzentration der Losung ab. Um die
hydrophile Saure Fura-2 in Zellen einschleusen zu koénnen, wird Fura2 zu einem
hydrophoben Acetoxymethylester, dem Fura-2AM, verestert. Dieser Ester gelangt
durch passive Diffusion in die Zellen, und zelleigene Esterasen spalten die Bindung
hydrolytisch. Die nun im Cytosol vorliegende freie Saure kann nur noch durch aktive
Mechanismen wieder in den Extrazellularraum transportiert werden. Calcium-
geséttigtes Fura-2 liefert bei Bestrahlung mit der Wellenlénge 340 nm maximale
Fluoreszenz. Bei der Anregungswellenlange 380 nm wird die freie Saure von Fura
maximal angeregt (Abb. 3-3). Das emittierte Licht hat eine Wellenldnge von 510 nm.
Diese Emission, die mittels digitaler ICCD-Kamera und Fotokarte erfald wird, ist
abhangig von der Calciumbindung, aber auch von der Fura-Konzentration in den
Zéllen, die alerdings nicht genau bekannt ist. Durch aternierende Anregung der Zellen
mit den beiden Wellenlangen 340 und 380 nm kann das Verhdltnis aus den beiden
Fluoreszenzintensitdten gebildet werden, die sogenannte Ratio, die immer noch
abhangig von der Calciumkonzentration, aber unabhangig von der Konzentration des
Farbstoffesin der Zelle ist.
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----- Furafreie Saure
1 Ca2+-Fura

Emission 510nm

300 320 340 360 380 400

Wellenlange [nm]

Abb. 3-3: Fluoreszenzspektrum des Fluoreszenzindikators Fura-2 in Abhangigkeit von der

Calciumkonzentration

Die absolute Calciumkonzentration errechnet sich nach Grynkiewiez et al. (1985)
wiefolgt:
[Ca®Ti = Ka ((R - Ruin) / (R~ R) ) X (St S2)

Kq: Dissoziationskonstante fiir Ca®*  (bei 37°C: 224)
R: Ratio F3sonm/Fasonm (F: Intensitét)
S Fasonm calciumfrei

S Fsgonm Max.Calcium

Rimin, Rimax siehe Abbildung 3-4

Zur Bestimmung von Rpin und Riyax Wird zuerst der extrazelluldre Calciumgehalt
durch Auswaschen mit Calcium-freiem Ringer mit 1 mM EGTA minimiert.
Anschlieffend wird durch Zugabe von 10 uM lonomycin die Zellmembran fur Calcium
durchlassig gemacht und so das intrazelluldre Calcium ausgewaschen, das durch EGTA
komplexiert wird. Dadurch sinkt der intrazelluléare Calciumgehalt auf ein Minimum ab,
Ratio Rmin kann bestimmt werden. Bel Zugabe von Uberschissiger calciumhaltiger
Losung (2 mM Calcium) steigt die intrazllulare Calciumkonzentration durch die

Membrandurchl&ssigkeit maximal an, Rmax Wird bestimmt (Abb. 3-4).
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2571 lonomycin
in Calcium-freiem Ringer

2+ Calcium-Ringer

15+

Ratio 340nm/380nm

05+ R
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Abb. 3-4:  Aufzeichnung einer Calcium-Eichung mit A7r5-Zellen
Die einzelnen Kurven stellen den Verlauf der Calciumkonzentration in jeweils einer Zelle dar. Die
mittlere Kurve aller Zellen ist durch Punkte hervorgehoben, der Abstand zwischen zwei Punkten

entspricht 5 Sekunden.

3.8.2 Versuchsdurchfiihrung der Calciummessungen

Alle Versuche wurden mit auf Deckglaschen in 6-Well-Platten kultivierten glatten
Muskelzellen aus Rattenaorta (A7r5) durchgefihrt. Die Zellen wurden nach
Aushildung eines konfluenten Zellrasens nach 3 bis 5 Tagen verwendet. Das Beladen
der Zéellen erfolgte in Medium mit 1 uM Fura-2AM fir eine Stunde bei 37°C unter
Wasserdampfséttigung und 5 % CO,-Gehalt. Die Zellen wurden anschlief3end
vorsichtig mit temperierter Ringerlésung mehrmals gespilt und die Deckglaschen
anschlief3end ziigig in die Halterung (Eigenbau der Werkstatt des Physiologischen
Institutes) fur die Arbeitsplatte des Mikroskops (Axiovert 135, Zeiss) uUberfuhrt. Die
Zellen und das Medium konnten Uber die Halterung mittels einer Rollerpumpe mit
temperiertem Wasser auf 32-36°C gehalten werden. Mittels der Rollerpumpe wurde in
einem zweiten Schlauchsystem der auf 37°C vortemperierte Calcium-Ringer
kontinuierlich auf das Deckglaschen in der Halterung geleitet und Uber ene
Absaugpumpe laufend entfernt (Ringer-Durchflufd). Die vortemperierten Versuchs-
|6sungen, die mit Calcium-Ringerldsung hergestellt worden waren, wurden zupipettiert
und nach Beendigung des Calciumsignals mittels der Absaugpumpe wieder entfernt.

Der FlUssigkeitsspiegel in der Halterung éanderte sich dadurch nicht.
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Aus dem von der UV-Lampe ausgehenden Licht wurde mit Hilfe von zwel
monochromatischen Filtern die Wellenlangen 340 und 380 nm selektiert und durch die
Steuerung eines Filterrades alternierend auf die Zellen geleitet. Die einzelnen Zellen

wurden mittels des Video-1maging-Systems tber eine am Mikroskop installierte ICCD-

Kamera markiert und die Anderungen der Fluoreszenz in diesen Zellen beobachtet
(Abb. 3-5).

Abb. 3-5a Abb. 3-5b Abb. 3-5¢
Abb. 3-5 Fluor eszenzimaging-Aufnahmen von A7r5-Zellen bel a) 380 nm, b) 340nm und
¢) Ratio 340nm/380nm (Zellen vor Beginn der Stimulation)

Die Steuerung der Messungen erfolgte durch ein Digidata 2000 Image Lightning
Computer Board und der Software Axon Imaging Workbench 2 (Axon Instruments),
wobei die Mef3ergebnisse anschlief?end in MS Excel Ubertragen und weiterverarbeitet

wurden.

Absaugpumpe || Calcium-Ringer

Shutter

vortemperiert
Thermostat
Mikroskop PC mit
i Bildschirm und
Drucker

Controller
Kamera

Abb. 3-6: Schematischer Versuchsaufbau fir Calcium-Signal-Messungen durch Fura-

Fluoreszenz-lmaging
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383 Inkubation von glatten Muskelzellen mit LDL bzw. Angiotensin |1
3831 Applikation von kurzzeitig oxidiertem LDL

Isolierung und Oxidation erfolgte wie unter 3.1.1 und 3.1.2.2 beschrieben, wobei die
Zunahme der Extinktion bei 234 nm as Kontrolle diente (Extinktionsanstieg zwischen
0,5 und 0,7; Oxidationsdauer 3-4 Stunden). Als Vergleich diente unbehandeltes LDL,
das mit Butylhydroxytoluol versetzt, mit PBS pH 7,4 auf dieselbe Konzentration wie
das behandelten LDL gebracht und bel 4°C gelagert wurde. Proteinbestimmung
erfolgte nach 3.3, die LDL-Versuchslésungen wurden mit Calcium-Ringer hergestellt
und am selben Tag fur die Calciummessungen nach 3.8.2 verwendet: Die beladenen
Zellen wurden unter dem Mikroskop zunachst mit temperierter Calcium-Ringer-
L 6sung durchspilt, dann wurde der Durchfluf3 gestoppt, die Ringerldsung abpipettiert
und zUgig die auf 37°C vortemperierte Versuchsl 6sung zugegeben. Nach Abflauen des
Calciumsignals wurde der Ringerdurchflul® wieder angestellt und nach einer Wartezeit

die Zellstimulation mit Angiotensin Il 1 uM wiederholt.

3.8.3.2 L angzeitapplikation mit lang oxidiertem LDL

Isolierung und Oxidation erfolgte ebenfalls wie unter 3.1.1 und 3.1.2.2 beschrieben,
wobel das LDL Uber 24 Stunden oxidiert wurde. Das unbehandelte LDL, das as
Vergleich diente, wurde wie unter 3.8.3.1 beschrieben aufgearbeitet und gelagert.
Proteinbestimmung erfolgte nach 3.3.

Am néchsten Tag wurde sowohl das unbehandelte als auch das modifizierte LDL
mit sterilem Medium unter Laminar-Flow entsprechend den einzusetzenden
Konzentration verdinnt, sterilfiltriert und A7r5-Zellen in dem so hergestellten
Versuchsmedium fr 20 Stunden bel 37°C inkubiert.

Die Beladung der Zellen mit Fura2AM und die Durchfihrung der Calcium-
messungen erfolgte nach 3.8.2. Als Versuchslésung zur Stimulation der Zellen diente
eine 1 uM AT II-Loésung. Bestimmt wurden die durch diese gefé3aktive Substanz
herbeigefiihrten Anderungen des zelluldren Calciumsignals, wobei die Mefwerte der
mit LDL behandelten Zellen auf die Mel3werte der unbehandelten Zellen bezogen

wurden.
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3833 Effekt von Angiotensin |1 und AT 1-Rezeptor blockade

Um den Einfluld der Angiotensin 11-Wirkung auf die zellulére Calciumhomoostase
ndher zu untersuchen, wurden Calciummessungen nach 3.8.2 mit AT Il und Valsartan,
einem AT 1-Rezeptorblocker, durchgefiihrt. Dazu wurde als erste Versuchsdsung
1 uM Angiotensin |1 verwendet, nach Abflauen des so ausgel6sten Calciumsignals die
Zellen mit Calcium-Ringer gespult und nach einer Wartezeit der Versuch mit einer

zweiten Versuchsldsung aus Valsartan 5 uM und Angiotensin I 1 uM wiederholt.
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4 Ergebnisse

4.1 in vitro Untersuchungen zur oxidativen Modifizierung von
LDL

411 Charakterisierung des kupferinduzierten L DL -Oxidationspr ozesses

4111 MDA-Gehalt (TBARS) und die Bildung konjugierter Diene wahrend

der kupferinduzierten L DL-Oxidation

Der Verlauf des Oxidationsprozesses von LDL wurde zundchst in der Lipidfraktion
durch Bestimmung der mit Thiobarbitursdure reagierenden Substanzen und der
Dienbildung aus ungeséttigten Fettsduren verfolgt (Abb. 4-1). Dabei diente die
Zunahme an konjugierten Dienen as Nachweis flr eine stattgefundene Oxidation, in
Kontrollansitzen mit durch einen Uberschul? an EDTA gehemmter Oxidation wurden
weder Dien- noch MDA-Bildung beobachtet.
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aEg /i/ L )
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Zeit[min|
—=— Dienbildung —— Diene bel gehemmter Oxidation —4— TBARS

Abb. 4-1:  Verlauf der Entstehung von TBARS und Dienen bei der LDL-Oxidation

Dargestellt ist die Zunahme der mit Thiobarbitursaure reagierenden Substanzen (n=3) und der
konjugierten Diene aus ungesattigten Fettsduren (n=9) als Mittelwerte + S D. wahrend der LDL-
Oxidation mit 150 pmol Cu ?* pro g Protein. Kurve —O— zeigt als Beispiel den Verlauf bei durch EDTA
gehemmter Oxidation (Kontrollbedingungen)
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41.1.2 Bestimmung freier Aminogruppen wahrend der kupferinduzierten

LDL-Oxidation

Die Verénderungen der Aminogruppen im Proteinanteil des isolierten LDL im
Verlauf des Oxidationsprozesses wurden parallel mit zwei unterschiedlichen Methoden
ermittelt. Die Bestimmung mit 2,4,6-Trinitrobenzenesulfonsdure (TNBS) erfolgte
photometrisch, die Reaktion mit Fluorescamin wurde fluorimetrisch erfal3t.

Die Abnahme der Zahl freier Aminogruppen in Abhangigkeit von der Dauer der
LDL-Oxidation ist in Abbildung 4-2 dargestellt. Nach 120 Minuten war mit der
Fluorescamin-Methode eine Abnahme um 10 % festzustellen bzw. 20 % mit der
TNBS-Methode, nach sechs Stunden war der Gehalt an reagierenden Aminogruppen
bei beiden Methoden auf 60 % des Anfangswertes zurtickgegangen.
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Zeit [min]
—&— TNBS-Methode —— F|uorescamin-Methode

Abb. 4-2: EinfluR® der kupferinduzierten LDL-Oxidation auf die Zahl freier Aminogruppen in

LDL: Nachweis durch Reaktion mit 2,4,6-Trinitrobenzenesulfonsaure und

Fluorescamin
Dargestellt ist die Abnahme der freien Aminogruppen als Mittelwerte + S D. (n=9) wahrend der
LDL-Oxidation mit 150 pmol Cu** pro g Protein.
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Die Kontrollansétze mit durch EDTA gehemmter Oxidation zeigten keine Abnahme
in der Zahl freier Aminogruppen (Abb. 4-3).
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Abb. 4-3: Beispiel ener Bestimmung freiler Aminogruppen in LDL mit 246-
Trinitrobenzenesulfonsaure und  Fluorescamin  unter nicht  oxidierenden

Kontrollbedingungen

4113 Carbonylgruppenbestimmung wahrend der kupferinduzierten LDL-
Oxidation

Carbonylgruppen entstehen bel der LDL-Oxidation als Aldehyde einerseits aus
mehrfach ungeséttigten Fettséuren Uber verschiedene Zwischenstufen wie Hydro-

peroxide und andererseits aus freien Aminogruppen des A polipoproteins.

Die Reaktion mit Dinitrophenylhydrazin (DNPH) und anschlief3ender Proteinféllung
zeigte, dal’ Carbonylgruppen nicht nur in den Lipiden des LDL, sondern vor allem auch
im Proteinanteil entstehen (Abb. 4-4).
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Abb. 4-4: Bildung von Carbonylgruppen wéhrend der Oxidation von LDL
(Nachweis mit Dinitrophenylhydrazin)
Dargestellt ist die Zunahme der Carbonylgruppen (n=3) als Mittelwerte + S. D. wahrend der LDL-
Oxidation mit 150 pumol Cu®** pro g Protein. Gemessen wurde die Extinktion bei 450 nm, der
Extinktionskoeffizient betragt € = 22.000 M™cm™. Das Protein wurde geféllt und sowohl der wieder

aufgel 6ste Niederschlag (—3—) als auch der Uberstand (—— ) vermessen.

Auf der anderen Seite bestand ein deutlicher Zusammenhang zwischen der
Entstehung der Carbonylgruppen und mit Thiobarbiturséure reagierenden Substanzen
(TBARS). Diesist in Abbildung 4-5 dargestellt.
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Abb. 4-5. Zusammenhang zwischen TBARS und Carbonylgruppen
Aufgetragen sind die Werte aller TBARS- und der Carbonylgruppenbestimmung aus zwei Versuchen
der LDL-Oxidation mit 150 pumol Cu?* pro g Protein bis zu 300 min Inkubationszeit. R? betrégt 0,95.
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41.1.4 Auswirkung der Oxidation von LDL auf die elektrophoretische
M obilitat

Die Oxidation von LDL verursacht durch den Angriff auf die Aminogruppen des
Proteinteils Veranderungen in der elektrischen Ladung der Partikel und hat damit
Auswirkungen auf die elektrophoretischen Mobilitét. Mit der hier durchgefihrten
Elektrophorese sollte u. a festgestellt werden, nach welchen Oxidationszeiten

el ektrophoretische Verénderungen von LDL nachzuweisen sind.

Zunéchst wurde der Verlauf des Oxidationsprozesses von LDL in der Lipidfraktion
durch die Dienbildung verfolgt (Abb. 4-6). Die Oxidation einer LDL-Probe wurde in
der Propagations-Phase der Dienbildung (Probe 1), die Oxidation einer weiteren, aber
identischen LDL-Probe bei maximaler Dienkonzentration (Probe 2) abgebrochen. Eine
dritte Probe (Probe 3) wurde in der fortgeschrittenen Dekompositions-Phase fur die

Elektrophorese verwendet.
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Abb. 4-6; Dienbildung der fiir die Elektrophorese (Abb. 4-7) verwendeten, kupferoxidierten
LDL-Proben

Probel: Bande4in der Elektrophorese

Probe2: Bandeb5in der Elektrophorese

Probe3: Bande6in der Elektrophorese (Extinktionsmessung bei 225 min,
Oxidationszeit 255 min)

Pro Ansatz wurden 100 pl LDL mit 10 pM CuSO, bei 37°C oxidiert.
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Abbildung 4-7 zeigt die Ergebnisse der Elektrophorese mit unterschiedlich
behandelten LDL-Proben.
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Abb. 4-7:  Elektrophoretische Dar stellung von unter schiedlich behandelten LDL -Proben

Bande Rel. Laufstrecke

1 natives, gereingtes LDL 1
2 LDL mit 0,5M Acetanhydrid, 30 min 2
3 LDL mit 0,5M Acetanhydrid, 20 h 18
4 oxL DL 100 min oxidiert A Epgunm= 0,99 33
5 oxL DL 155 min oxidiert A Epganm= 1,34 4,7
6 oxL DL 255 min oxidiert A Ejganm = 1,28 nach 225 min 7,3
7 natives, ungereinigtesLDL; 24 h, 4°C

8 natives, gereinigtesLDL; 24 h, 4°C 1

Be der Kupfer-Oxidation nahm mit zunehmender Oxidationszeit die
elektrophoretische Mobilitédt des LDL zu. Bereits die LDL-Probe 1 (= Bande 4) mit
einer Oxidationszeit von 100 Minuten zeigte eine deutliche Zunahme der relativen
Laufstrecke bezogen auf natives LDL. Das Maximum der Extinktion bel 234 nm, und
damit der maximale Gehalt an Dienen wurde bei ungeféhr 150 Minuten erreicht
(Probe 2 in Abb. 4-6). Die elektrophoretische Mobilitét nahm aber auch dartiber hinaus

in der Dekompositions-Phase der Diene noch zu (Probe 3 = Bande 6).

Aufbewahrung bei 4°C fir 24 Stunden hatte genauso wie die Reinigung Uber die
Sephadex-Saule keine Auswirkung auf die elektrophoretische Mobilitét des LDL.

Der Zusatz von Acetanhydrid verdoppelte die relative Laufstrecke, wobei die
Einwirkdauer keinen Einflul? hatte. Das so modifizierte LDL zeigte eine geringere
elektrophoretische Mobilitéat als das mit Kupfer oxidierte LDL.
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412 Einflul von Therapeutika verschiedener Wirkstoffgruppen auf die in
vitro Oxidation von LDL

4121  Allopathische Wirkstoffe (CSE-Hemmer, 3-Blocker usw.)

Es wurden die Effekte verschiedener allopathischer Wirkstoffe auf die
kupferinduzierte LDL-Oxidation untersucht. Die Ergebnisse dazu sind in Tabelle 4-1
dargestellt. Die eingesetzten Konzentrationen lagen zwischen 0,01 und 10 uM bzw.
100 pM.

Tab. 4-1: EinfluR verschiedener Pharmaka auf die reative lag-Phase be der
kupfervermittelten LDL-Oxidation. Kontrolle = 100%.

Konzentration Fluvastatin Lovastatin

(M) Simvastatin Natrium Lovastatin (offen) Losartan
0 100 100 100 100 100
0,01 112 100 108 125 88
0,1 102 100 107 126
1 120 100 140 108 90
10 162 117 117 108 85

_ U-74500A U-74389G U-83836E
Konzentration

(21-Aminosteroid) (Vitamin E-  Metoprolol Carvedilol BM 91.0228
(uM] .
Derivat)
0 100 100 100 100 100 100
0,01 103 117 100 82 96 102
0,1 100 95 138 20 100 20
1 194 117 275 87 100 130
10 164 89 126

Die LDL-Oxidation wurde durch Zugabe von 10 uM CuS0O;, katalysiert. Die fir die Einzelmessungen

verwendeten LDL-Proben stammten von fiinf ver schiedenen Blutspendern.

Die hemmenden Effekte von Simvastatin bzw. Fluvastatin-Natrium sind auch in
Abbildung 4-8 bzw. 4-9 dargestellt. Am Beispiel von Simvastatin wird die Zunahme
der lag-Phase mit steigender Konzentration deutlich, Abbildung 4-9 zeigt am Beispiel
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von Fuvastatin-Natrium die geringe Streuung gleicher Versuchsansétze innerhalb eines
Versuches.

—e— Kontrolle
—=— 0,01 uM
——0.1uM

Extinkti on E2zanm

—~>—1uM
—*— 10 uM
—— 100 uM

Zeit [min]

Abb. 4-8: EinfluB von Simvastatin auf die LDL-Oxidation (Orginalaufzeichnung eines
Einzelver suches)

Dargestellt ist der Extinktionsverlauf der LDL-Oxidation bei 234 nm. Die Smvastatin-
Konzentrationen lagen zwischen O und 100 pM. Die LDL-Oxidation wurde durch Zugabe von 10 pM
CuSO, katalysiert. Die verwendete LDL-Probe stammte von einem Blutspender.

—e—Kontrolle
—=—Kontrolle
—— 10 uM
—>—10 uM
——10 uM
——10 uM

Exti nktion Ezzanm
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Zeit[min]
Abb. 4-9; EinfluB von Fluvastatin auf die LDL-Oxidation (Orginalaufzeichnung eines
Einzelver suches)
Dargestellt ist der Extinktionsverlauf der LDL-Oxidation bei 234 nm. Die Konzentration von
Fluvastatinnatrium lag bei den vier parallel durchgefihrten Messungen bei 10 uM, die Kontrolle

erfolgte in Doppelbestimmung. Die LDL-Oxidation wurde durch Zugabe von 10 uM CuSO, katalysiert.
Die verwendete LDL-Probe stammte von einem Blutspender.
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Wie in Tabelle 4-1 dargestellt zeigten alle drel untersuchten CSE-Hemmer
hemmende Effekte auf die LDL-Oxidation. Stéarker als Fluvastatin verlangerte
Simvastatin die lag-Phase, vor allem bel einer, allerdings therapeutisch nicht relevanten
Konzentration von 10 pM. Lovastatin mit gedffnetem Lactonring hemmte die
Oxidation in Konzentrationen von 0,01 und 0,1 uM stérker als Simvastatin. Bei 1 und
10 puM war die lag-Phase wieder verkirzt. Der Lovastatin-Ansatz, bei dem der Lacton-
Ring nicht nach Jakdbisiak et al. (1991) gedffnet wurde, zeigte dagegen geringere
Effekte auf die LDL-Oxidation. Erst Konzentration von 1 uM und 10 uM wiesen einen
deutlichen Einflufd auf die Verlangerung der lag-Phase auf.

Bei dem AT 1-Rezeptorantagonist Losartan konnte eine eher prooxidative as eine
antioxidative Wirkung festgestel It werden.

Dagegen zeigten sowohl die beiden Aminosteroide U-74500A und U-74389G als
auch das Vitamin E-Derivat U-83836E eine deutliche Hemmung der LDL-Oxidation,
vor alem ab Konzentrationen von 1 pM. U-83836E zeigte bereits bel
0,1 uM eine deutliche Verzogerung der lag-Phase und bel einer Konzentration von
1 uM war die lag-Phase um das 2,75fache verlangert.

Der B-Blocker Carvedilol und sein Metabolit BM91.0228 zeigten ebenfals einen
hemmenden Effekt auf die LDL-Oxidation, wobei BM91.0228 in einer Konzentration
von 1 uM, Carvedilol aber erst bel 10fach hdherer Dosierung deutliche Wirkung zeigte.
Bel einem weiteren untersuchten [-Blocker, Metoprolol, lie3 sich dagegen,
vergleichbar mit der Wirkung von Losartan, kein antioxidativer Effekt beobachten.
Diese Ergebnisse legen ebenfalls eine moglicherweise prooxidative Wirkung dieser
Substanz nahe.

4122 Pflanzliche Wirkstoffe

Neben den genannten allopathischen Wirkstoffen wurden auch Flavonoide und ein
Crataegus-Extrakt in ihrer Wirkung auf die LDL-Oxidation getestet.

Luteolin, gefolgt von Quercetin, Luteolin-7-glucosid und Rutin zeigten bereits in
einer Konzentration von 0,5 uM einen deutlich verlangernden Effekt auf die lag-Phase
(Abb. 4-10). Bel einer Konzentration von 1 uM war dieser Effekt erwartungsgemald
noch starker ausgepragt, und bei 5 uM konnte bei diesen vier Substanzen innerhalb der
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Mefizeit von 250 Minuten kein Extinktionsanstieg beobachtet werden. Dagegen
hemmten Apigenin und Apigenin-7-glucosid die LDL-Oxidation erst bei dieser
Konzentration  nennenswert.  Vitexin-2-o-rhamnosid  hatte  kaum  mef3bare
Auswirkungen auf die lag-Phase der LDL-Oxidation und wurde nicht im Schaubild
dargestellt.
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Abb. 4-10:  Einfluf3 verschiedener Flavonoide auf die LDL-Oxidation

Dargestellt sind die Differenzen der lag-Phase zur entsprechenden Kontrolle (jeweils
Einzelmessungen). LDL wurde aus gepooltem EDTA-Plasma gesunder, méannlicher Probanden
gewonnen, das mit Saccharose (0,6 %) stabilisiert bei —70°C gelagert wurde. Die Katalyse erfolgte mit

10 pM CuS0O,. Der Mittelwert der lag-Phase aus 10 Kontrollmessungen betrug 59 + 11 Minuten.

Als Beispiel einer Flavonoid-Mischung wurde ein auf 2,03 % Flavonoide
standardisierter methanolischer Crataegus-Extrakt verwendet. Dabei zeigte sich, dal3
bereits eine Konzentration von ca. 3,5 nM eine Verlangerung der lag-Phase um 6
Minuten zur Folge hatte und eine 10fach héhere Konzentration eine Verlangerung von
12 Minuten bewirkte. Bel einer Konzentration von ungefédhr 0,35 uM lag die
Verlangerung der lag-Phase bei der LDL-Oxidation in Gegenwart des Gemisches

deutlich Uber den Werten der einzelnen Flavonoiden (Tab. 4-2).
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Tab. 4-2: EinfluB eines Crataegus-Extraktes auf die LDL-Oxidation im Vergleich zu

ausgewahlten Flavonoiden

K onzentration Veranderung der lag-Phase der LDL-Oxidation [min]

[uM] Luteolin L;}Eggg_d?_ Quercetin Rutin Clrzitt?ﬁli&
0,0035 — — — — 6

0,035 — — — — 12
0,05 1 6 2 0 _
01 -4 6 4 1 —
0,35 — — — — 153
0,5 55 14 31 8 —
1 183 38 80 21 —

Es sind die Differenzen der lag-Phase zur entsprechenden Kontrolle (jeweils Einzelmessungen) in
Minuten angegeben. (Werte aus Abbildung 4-10). Zur Berechnung der Konzentration des Crataegus-
Extraktes in uM wurde als mittleres Molekulargewicht der Flavonoide 430 angenommen und ist nur als
Néherung zu den Einzelsubstanz-Konzentrationen zu sehen. Die Bestimmung der Wirkung des
Crataegus-Extraktes auf die lag-Phase wurde mit LDL von zwei verschiedenen Spendern in

Doppel bestimmung durchgefihrt.
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4.2 Bestimmung von Aminogruppen in LDL durch

Fluorescamin-Titration im Plasma

Ausgehend von dem Befund, da modifiziertes LDL eine verringerte
Fluorescaminbindung zeigt, wurde die Frage untersucht, ob durch Fluorescamin-
markierung bereits im Plasma unterschiedliche LDL-Eigenschaften bei Koronar-

patienten im Vergleich zu Gesunden gefunden werden kdnnen.

Um sicher zu gehen, da3 die eingesetzte Fluorescaminmenge auch zu einer
séttigenden Reaktion flhrte, wurde zundchst der Einsatz verschiedener Mengen
Fluorescamin getestet. Dazu wurden entweder 1,3, 2 oder 2,7 mg Fluorescamin pro ml
Plasma eingesetzt. Die mit dem daraus isolierten LDL gefundenen Mef3werte zeigten
mit 2 und 2,7 mg Fluorescamin pro Milliliter Plasma kaum Streuungen, wohingegen
die Werte beim Einsatz von 1,3 mg/ml Plasma deutlich darunter lagen (Abb. 4-11). Bei

allen weiteren Untersuchungen wurde deshalb 2 mg Fluorescamin pro ml Plasma

verwendet.

=200 -
X X--X . X
'GE 150 - ) S X- - X XX
5
ga‘l 100 - . . .
5 = 50-
3P
LLe 0 T T T T T T T T T T T 1
o
0O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Proben Nr.

X Fluorescaminmenge 2.0 bzw 2.7 mg/ml Plasma
@ Fluorescaminmenge 1.3 mg/ml Plasma

Abb. 4-11: Abhéangigkeit der LDL-Fluoreszenz 405/470 nm von der eingesetzten Fluorescamin-
menge

Dargestellt sind die Ergebnisse mit LDL eines Probanden. Bel den Proben 1-3 wurden 2,7 mg

Fluorescamin pro ml Plasma eingesetzt, bei Probe 8-12 waren es 2 mg und bei den Proben 4-7 1,3 mg

Fluorescamin pro ml Plasma. Die gestrichelte Linie ist die Ausgleichsgerade zwischen den Werten mit

2,7 und 2 mg Fluorescamin pro ml Plasma (Proben 1-3 und 8-12).
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Die Messung der Fluoreszenz selbst war linear zur eingesetzten LDL-Menge

(Abb. 4-12).

Rel. Fluoreszenzaosi47onm
[N
(6]
1

O T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

Einsatz LDL [pl]

Abb. 4-12:  Abhangigkeit der Fluoreszenzintensitdt von der Menge des eingestetzten LDL
nach Reaktion von Plasma mit Fluorescamin (2 mg/ml) und anschlieRender

LDL-Isolierung

Diese Bestimmung der Aminogruppen in LDL wurde zundchst mit Plasma einer
kleinen Gruppe Patienten und Gesunder durchgefihrt und dann mit einer grof3eren
Anzahl Patienten und Gesunder wiederholt. Eine Zusammenfassung der Ergebnisse
dieser zweiten Gruppe wird hier dargestellt, die ausfuhrliche Beschreibung der
Gruppenzusammensetzung und eine genaue Aufschllisselung der Ergebnisse findet sich
in4.5.2.

Die erste Gruppe bestand aus funf Koronarpatienten mit einem durchschnittlichen
Gesamtcholesterinspiegel von 299 + 40 mg/dl und aus funf jungen, gesunden
Probanden, deren Plasmacholesterinspiegel durchschnittlich bei 223 + 35 mg/dl lag.
Die Mittelwerte aus dieser Versuchsreihe sind in Abbildung 4-13 dargestellt. Die
Patientengruppe zeigte dabei deutlich hhere Werte als die Kontrollgruppe, d. h. dai3
dort mehr Fluorescamin an freie Aminogruppen des LDL gebunden worden war

(t-Test p=0,05).
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Abb. 4-13:  Fluorescamin-Titration
von LDL im Plasma
(Ergebnisder beiden

Fluoreszenz ss/470nm
pro mg LDL-Cholesterin

Vorver suchsgruppen) 300 -
Fluoreszenz,os/47onm des LDL bezogen 200 -
auf den Cholesteringehalt nach Reaktion 100 - .
von Plasma mit Fluorescamin n=5 pro 0
Gruppe, Mittelwerte £ S. D. Kontrolle Patienten
(t-Test p= 0,05)

Nicht viel anders sah das Ergebnis der spéter untersuchten zweiten Gruppe aus. Die
Gruppen bestanden aus 21 gesunden Kontrollpersonen mit einem durchschnittlichen
Plasma-Cholesterinspiegel von 191 + 29 mg/dl und aus 24 Patienten der
kardiologischen Station mit einem durchschnittlichen Cholesterinspiegel von
241 + 75 mg/dl. Auch hier zeigte die Patientengruppe einen htheren Quotienten aus
Fluoreszenzosia7o0nm und LDL-Cholesterin (t-Test p = 0,001) (Abb. 4-14). Allerdings
lagen die Werte dieses Quotienten bel dieser zweiten Versuchsreihe hoher as bei der

ersten, was aber die qualitative Aussage der Messung nicht beeintréchtigt.

800 T
* %
. . . 700
Abb. 4-14:  Fluorescamin-Titration c
von LDL im Plasma é % 600
3 — -
(Ergebnis des Haupt- ggo 0
versuches) g 3 400 T
Fluoreszenz,os/47onm des LDL bezogen g 9 300 A
S o
auf den Cholesteringehalt nach Reaktion L_:L> € 200 -
. i o
von Plasma  mit  Fluorescamin & 100+
Kontrollgruppe n=21, Patienten n=24, 0
T

Mittelwerte+ S D. (t-Test p = 0,001) Kontrolle Patienten
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4.3 Untersuchungen zur Antioxidativen Kapazitdt mit der
AAPH-Reaktion

431 Vorunter suchungen

Zunachst mufdten die Versuchsbedingungen der AAPH-Reaktion so optimiert
werden, dal} enerseits eine maximale Intensitdt des Lichtsignals in der
Chemilumineszenz auftrat, dal3 aber andererseits die Dauer der Lichtausléschung durch
die radikalabfangende Wirkung der Testsubstanzen fir die Praxis Uberschaubar
gehalten wurden.

Bel unterschiedlichen Konzentrationen des Radikalbildners AAPH wurde die Dauer
der Ausldschungsphase mit 2 uM Trolox® und die Intensitét der Photonenemisssion bei
gleichméfdiger Radikalproduktion, d. h. nach den ersten 15 Minuten, bestimmt. Die
Ergebnisse dazu sind in Abbildung 4-15a und Abbildung 4-15b dargestellt. Als
optimale Konzentration von AAPH im Ansatz wurde danach 10 mM ermittelt, da bei
dieser Konzentration die Intensitét der Photonenemission ein Plateau erreichte und die

Dauer der Lichtsignalunterdriickung noch relativ gering ausfiel.

8

Intensitét [mV]
8
Dauer der Lichtsignal-
unterdrtichung [min]
5

O T T 1 0 T T 1
0 20 40 60 0 20 40 60

AAPH [mM] AAPH [mM]

Abb. 4-15a Abb. 4-15b

Abb. 4-15: Einflul der AAPH-Konzentration auf die Intensitdét der Luminol-induzierten
Chemilumineszenz (a) bzw. auf die Dauer der Lichtausléschung durch 2 uM Trolox®
(b) (n=3)
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4.3.2 Standardisierung mit Vitamin E (Trolox®)

Die Berechnung der Antioxidativen Kapazitdt TRAPpge Wurde mit Hilfe von
Trolox®-Eichgeraden durchgefiihrt. In Abbildung 4-16 ist die mit 10 mM AAPH
aufgestellte Gerade dargestellt.

8

&

(6]
1

Abb. 4-16:  Trolox®-Eichkurve mit 10 mM
AAPH (Endkonzentration) 0
(jeweils n=6) 0 2 4 6 8 10

Trolox [uM]

Dauer der Lichtsignd-
unterdrtickung [min]
S

Zur Verkirzung der Melizeiten bei groferen Versuchsreihen wurden an jedem
Versuchstag mehrere Einzelmessungen mit 2 pM Trolox® Uber den Tag verteilt
durchgefihrt. Die Mittelwerte aus diesen Messungen diente dann zur Berechnung der
Antioxidativen Kapazitét. In Tabelle 4-3 werden als Beispiel fur die Reproduzierbarkeit
die Ergebnisse dieser Einzelmessungen von sechs Tagen mit 2 uM Trolox® in
Gegenwart von 10 mM AAPH gezeigt.

Tab. 4-3 Reproduzierbarkeit von Einzelmessungen mit 2 uM Trolox® und 10 mM AAPH
Angegeben sind die Mittelwerte £ S. D. von sechs Mefdtagen.

Tag 1 2 3 4 5 6
Mittelwert 5,08 4,25 3,67 3,92 3,50 5,17
+S.D. +0,29 +0,43 +0,52 +0,38 +0,0 +0,29

Anzahl n=3 n=3 n=3 n=3 n=2 n=3
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433 EinfluR verschiedener Antioxidantien bzw. Plasma auf die AAPH-

Reaktion

Verschiedene Antioxidantien wurden auf ihr Verhalten gegeniber dem
Radikalbildner AAPH hin untersucht.

Die Fahigkeit, d. h. die Zeit, die Chemilumineszenz der Radikalreaktion zu
unterdrticken, ist von Vitamin C, Nordihydroguarsaure, Glutathion, Homocystein und
vergleichend dazu Trolox, in Abbildung 4-17 dargestellt. Nordihydroguarsaure
(NDHGA) wies dabel die grofte Fahigkeit zur Radikalunterdriickung auf. Eine
2 umolare NDHGA-L6sung hemmte die Photonenemission in der Chemilumineszenz
genauso stark wie die 40 pmolare Lésungen von Glutathion oder Vitamin C. Neben
NDHGA zeigte Trolox eine lang andauernde Ausldschung der lichterzeugenden
Radikalreaktion. Diese Fahigkeit nimmt dann in der Reihenfolge Homocystein,
Vitamin C bzw. Glutathion weiter ab. Die verwendeten Konzentrationen lagen
zwischen 0,2 und 40 M.

Dauer der Lichtsignalunterdriickung
[min]

0 10 20 30 40 50
Konzentration [uM]

—>—NDHGA —X—Trolox —A— Homocystein —©—Vit. C —=— GSH

Abb. 4-17:  Einfluf’ ver schiedener Antioxidantien auf die Dauer der Lichtsignalunterdriickungin
der AAPH-Reaktion

Die Mef3punkte repréasentieren die Mittelwerte von jeweils zwei bisdrei Einzel messungen.
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Die Untersuchungen des zeitlichen Verlaufs der Chemilumineszenzreaktion nach
der Zugabe der Antioxidantien ergab ganz unterschiedliche Ergebnisse (Abb. 4-18 a—
d). Vereinfacht konnten zwei Félle unterschieden werden: erstens Antioxidantien, bei
denen die Intensitét der lichterzeugenden Reaktion nach der Ausléschungsphase wieder
das Niveau der Intensitdt vor Zugabe der Probe erreichte und zweitens Antioxidantien,
bei denen die Intensitét der lichterzeugenden Reaktion nach der Ausl6schungsphase um

ein Vielfaches Uber die Intensitét vor Zugabe der Probe hinaus anstieg.

Be Vitamin C nahm die Intensitdt der Photonenemissionen nach der
lichtausl 6schenden Phase mit steigender Konzentration zu (Abb. 4-18 a).

Homocystein wies ein dhnliches Verhalten wie Vitamin C auf. Auch hier wurde die
Intensitét nach der Ausldschungsphase konzentrationsabhangig grof3er (Abb. 4-18 b).

Dagegen sah das Erscheinungsbid der Kurven nach Zugabe von Glutathion anders
aus. nach der Ausléschungsphase bildete sich ein transientes Maximum mit
anschlief3enden niedrigeren Plateau, dessen Intensitdt wiederum konzentrations-
abhangig war (Abb. 4-18 c).

Nach Zugabe von Nordihydroguarsaure wurden bel allen Konzentrationen nach der
Ausloschungsphase, vergleichbar mit Trolox®, die Anfangsintensitdten erreicht
(Abb. 4-18 d). Es kam bei beiden Substanzen zu keiner Gberschieffenden Reaktion.
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Abb. 4-18: Kurvenverldufe und Ausléschung des radikalisch bedingten Lichtsignals in der

AAPH-Reaktion in Abhéngigkeit von der Konzentration
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Die Zugabe von Plasma zu dem Radikalbildner AAPH und Luminol fihrte ebenfalls
zu einer Ausldschung des Lichtsignals. Anschlief3end stieg auch hier die Intensitét der

Photonenemission auf ein Vielfaches des urspriinglichen Wertes an (Abb. 4-19). In

Abbildung 4-19 a wurde humanes Plasma (in einem Fall nach Vitamin E Gabe, vgl.

néchste Seite), in Abbildung 4-19 b Plasma von Kaninchen zugegeben.
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Abb. 4-19:  Einflul3 vom Blutplasma auf die AAPH-Reaktion

a) HumanesPlasma

b) Plasmavon Kaninchen

Abb. 4-19a
Einflud  von  humanem
Plasma auf die AAPH-
Reaktion
Kurve mit *: nach Ein-

nahme von Vitamin E (vgl.
nachste Seite)

Abb. 4-19b

Einflud von Kaninchen-
Plasma auf die AAPH-

Reaktion

15 Minuten nach Beginn der AAPH-Zerfallsreaktion wurden je 10 pl Plasma zu pipettiert (Pfeil).

Jede dargestellte Kurve reprasentiert eine Plasmakurve.
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434 Antioxidative K apazitat von Plasma nach Einnahme von Vitamin E

Die Einnahme von 400 |. E. Vitamin E pro Tag Uber sechs Wochen erhéhte den
Wert der Antioxidativen Kapazitét um 44% (Tab. 4-4). Die maximale Intensitdt der
behandelten Probe lag dabel deutlich unter der von unbehandelten Proben
(s. 0. Abb. 4-19 a, Kurve mit *).

Tab. 4-4: Antioxidative Kapazitat vor und nach Einnahme von Vitamin E

Nach Einnahme von 400 |.E.

Ausgangwert o
Vitamin E Uber 6 Wochen
o ) 1320 pmol/l 1900 pmol/l
Antioxidative Kapazitat
(100 %) (144 %)
435 Einflul® von nativem und oxidiertem LDL auf die AAPH-Reaktion

Der Zusatz von 20 ul nativem LDL (0,48 g Protein/l) bewirkte nur eine kurzzeitige
Ausléschung der Lichtreaktion, wobei die Intensitét wieder auf das Ausgangsniveau
anstieg (Abb. 4-20 a). Dieselbe Menge an oxidiertem LDL (vgl. 3.1.2.2; 7 h; Dien-
Extinktionzunahmezssnm von 0,6) fuhrte zu keiner Ausldschungsreaktion, dagegen stieg
die Intensitdt der Radikalbildung an (Abb. 4-20 b).

NatLDL 2 pM Trolox oxL.DL 2 uM Trolox

Abb. 4-20 a Abb. 4-20b

Abb. 4-20: Einflul3 von LDL auf die AAPH-Reaktion (Orginalregistrierung)
a) nativesLDL (20ul) Es handelte sich um eine identische Probe von b), wurde
aber sofort vermessen = selbe Cu®* - Konzentration.
b) oxidiertesLDL (20 ul) Oxidationsbedingungen: 150 pmol Cu®*/g Protein bzw.
0,1 mM /7 hbei 37°C; Extinktionszunahme Ezz4 nm: 0,6
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4.4 In vivo Beeinflussung der Oxidierbarkeit von LDL im
Tiermodell

441 Einflul® von Antioxidantien und Carvedilol in WHHL -Kaninchen auf
diein vitro LDL-Oxidierbarkeit

In Watanabe-Kaninchen wurden die Auswirkungen verschiedener Antioxidantien
auf dieinvitro LDL-Oxidierbarkeit untersucht.

Die Ergebnisse der kupferinduzierten LDL-Oxidation zeigten in der jeweiligen
eingesetzten Dosierung eine Verlangerung der lag-Phase in folgender Abstufung (Abb.
4-21): Kontrolle < Ubichinon Q10 < Carvedilol < Tocopherol < Probucol

Allerdings fuhrte nur die Applikation von Probucol zu signifikanten Unterschieden
mit der Kontrollgruppe (t-Test p = 0,01), Tocopherol verfehlte dieses Signifikanz-

niveau knapp, alle anderen Substanzen zeigten keine signifikanten Unterschiede.

400 ~
350 ~
300 ~
250 ~

200 -
150 ~
100 ~
'm0 Em
0 T T T T T

Kontrolle  Carvedilol Carvedilol Q10 Tocopherol  Probucol
C1 c2

lag-Phase [min]

Abb. 4-21: Effekt verschiedener in vivo applizierter Antioxidantien auf die LDL-Oxidierbarkeit
in vitro von Watanabe-K aninchen (weibliche und mannliche Tiere gemeinsam)
Angegeben sind die Mittelwerte + S D. der einzelnen Gruppen. Die Anzahl der Tiere pro Gruppe
betrug in der Carvedilol-2-gruppe n = 8, in allen anderen Gruppen n =10.

Auf eine nach Geschlechtern getrennte Darstellung wurde verzichtet. Die Ergebnisse
unterschieden sich nicht wesentlich von den gezeigten, die Gruppengrof3e hétte sich

dann aber auf vier bis sechs Tiere reduziert.
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Die Bestimmung der in vitro LDL-Oxidierbarkeit wurde zu einem spéteren
Zeitpunkt an 20 weiteren mannlichen Watanabe-Kaninchen mit einer in vivo-
Applikationsmenge von 25 mg Carvedilol / Tag wiederholt. Das Ergebnis dazu ist in
Tabelle 4-5 dargestellt und zeigt einen verbesserten Schutz des LDL in der in vitro
Oxidation mit Kupfer durch die Carvedilol-Futterung, der allerdings nicht signifikant

war.

Tab. 4-5: Bestimmung der Oxidierbarkeit von LDL aus mannlichen Watanabe-K aninchen nach in

vivo Applikation von Carvedilol (25 mg/Tag) (Mittelwerte+ S.D.)

Lag-Phase der LDL-Oxidation Anzahl der Tiere
Kontroll-Gruppe 53,7+ 11,2 min  (100%) n=9
Carvedilol-Gruppe 60,4 +£8,0min (112%) n=11

Unterschied der Mittelwerte nicht signifikant (t-Test, p > 0,05)

4.4.2 EinfluB  von  fltterungsinduzierter  Hypercholesterindmie in
Neuseeland-Kaninchen auf die Antioxidative Kapazitéat und in vitro
L DL-Oxidierbarkeit

In NZW-Kaninchen wurden die Effekte einer fitterungsinduzierten Hyper-
cholesterindmie mit anschlief3ender Regression auf die LDL-Oxidierbarkeit und die
Antioxidative Kapazitéat des Plasma untersucht. Zusétzlich wurden in weiteren Arbeiten
die atherosklerotischen Plaques untersucht, worauf in der Diskussion Bezug genommen

wird.

Die Hypercholesterindiét wurde in den meisten Féllen gut toleriert. Drei Tiere aus
verschiedenen Gruppen wurden von den Untersuchungen ausgeschlossen, da ihre
Bilirubinwerte tber 10 mg/dl lagen.

Am Ende der Futterungsphase (nach sechs Wochen) war der Cholesterinspiegel
erwartungsgemal? am hochsten und fiel dann bis zur 21. Woche stark ab. Der Riickgang
des Cholesteringehaltes dauerte dennoch bis in die 40. Woche hinein an und lag dann
immer noch um das Doppelte Gber dem Ausgangswert (Tab.4-6).

Die lag-Phase der LDL-Oxidation verlangerte sich durch die sechs Wochen
Cholesterinfutterung um tber 100 %. Diese starke Verlangerung der lag-Phase hielt bis
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zur 29. Woche an, um dann am Ende des Beobachtungszeitraumes (40. Woche) wieder
signifikant auf den Ausgangswert der LDL-Oxidierbarkeit zurtickzukehren (Tab. 4-6).
Dagegen war die Antioxidative Kapazitdt des Plasma nur zum Zeitpunkt des
hochsten Cholesterinwertes (6. Woche) signifikant erhoht. In der anschlief3enden
Regressionsphase, as auch der Cholesterinspiegel zwar zurtickging, aber immer noch
stark erhohte Werte aufwies, fiel die Antioxidative Kapazitét signifikant sogar unter

den Ausgangswert ab.

Tab. 4-6: Zusammenstellung der gemessenen Parameter von Uber 6 Wochen lang
cholesterinreich ernahrten Neuseeland-Kaninchen mit anschlief3ender Normalfutter-

Phase Giber weitere 34 Wochen (Mittelwerte+ S.D.)

Gruppe 1 2 3 4 5 6
Daver 0 6 14 21 29 40
[Wochen]
. * ES ES
Gesamtplasmacholesterin| - 55 2779 1604 349 100 71
[mg/di] +8 +795 +1161 +318 +142 +159
Gesamtplasmaprotein 5.50 5.53 6.27 6.12 5.83 5.55
[g/d] +031 +0.49 +0.72 +0.43 +0.32 +0.29
* £
Antioxidative K apazitét
sl 401 632 344 327 2883 321
[umol/l] + 126 + 126 + 62 +134 + 60 +111
Lag-Phase der LDL - 243 52.9 56.2 67.3 481 24.6
Oxidation
[min] +59 +115 +137 +214 +211 +39
n 10 14 10 9 9 10

#) p< 0,05 (t-Test, untersucht wurde die Differenz zur vorausgegangenen Messung)
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4.5 Unter suchungen am M enschen

45.1 Effekt von Akutbelastung und Ausdauertraining auf LDL-

Oxidierbarkeit und Parameter des oxidativen Stresses

Es wurde sowohl der Einflul? einer einmaligen als auch einer regelméaligen
korperlichen Belastung bei Untrainierten auf die Oxidierbarkeit von LDL untersucht.

Zur Beurtellung des Trainingserfolges werden zundchst die Ergebnisse der
Leistungs-parameter kurz vorgestellt (PD Dr. Heitkamp, personliche Mitteilung): Als
maximale Leistungsparameter wurden die erreichte Geschwindigkeit bel Abbruch der
Belastung, die maximale- und die relative Sauerstoffaufnahmefahigkeit und die hochste
Laktat-konzentration gemessen. Alle Parameter verénderten sich nach 8 Wochen
signifikant und das Ziel einer Verbesserung der aeroben Ausdauerleistungsfahigkeit
wurde erreicht. Als Lestungsparameter an der anaeroben Schwelle wurden die
Geschwindigkeit bel 4 mmol/l Laktat, die maximae- und die relative Sauerstoff-
aufnahmefahigkeit und die Herzfrequenz gemessen. Alle Parameter, mit Ausnahme der

Herzfrequenz an der anaeroben Schwelle, verbesserten sich ebenfalls signifikant.

Im folgenden werden dann die Ergebnisse der LDL-Oxidiation und Parameter des
oxidativen Stresses dargestellt:
- Gehalt an mit Thiobarbitursdure reagierenden Substanzen (MDA -Konzentration)
- Auswirkungen auf die LDL-Oxidierbarkeit
- Antioxidative Kapazitét im Plasma

Der Gehat an mit Thiobarbitursdure reagierenden Substanzen (MDA-
Konzentration) wurde vor und nach Laufbandbelastung als Mal3 fur die Lipidper-
oxidation im Plasma bestimmt. Bei neun der elf weiblichen Probanden erhohte sich die
MDA-Konzentrationen vor dem Ausdauertraining unmittelbar durch die Belastung.
Nach dem Ausdauertraining gab es nur noch bei sieben der elf Teilnehmerinnen einen
belastungsinduzierten Anstieg und bel drei zeigte sich keine Verdnderung. Bei den
mannlichen Probanden hingegen war die durchschnittliche MDA-Konzentration direkt
nach Belastungsabbruch geringer as in Ruhe und erst 15 Minuten danach hoher. Bei
allen mannlichen Probanden fiel die MDA-Konzentration des Ruhewertes nach dem

Ausdauertraining niedriger aus (Daten ibernommen, Tab. 4-7).
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Tab. 4-7: Einflu3 von kurzeitiger kor perlicher Belastung und Ausdauertraining auf die
Malondialdehyd-K onzentrationen
A D:inRuhe B, E: direkt nach Belastungsabbruch C, F: 15 Minuten nach Belastungsabbruch
(gemessen in der Med. Klinik Abt. Sportmedizin)

Vor dem Ausdauertraining Nach dem Ausdauertraining
A B C D E F
Alle Probanden 0,528 0,578 0,581 0,450 0,547 0,538
+ 0,519 + 0,488 + 0,612 + 0,497 + 0,633 + 0,460
F * %
rauen 0,323 0,422 0,395 0,404 0,591 0,439
n=10 +0433 | +0433 | +0359 | +0539 | +0,735 | 0415
M anner 0,978 0,92 0,990 0,552 0,450 0,758
n=5 + 0,417 + 0,463 + 0,612 + 0,426 + 0,367 + 0,523

*) p< 0,05 (Satistik: Wilcoxon-Paardifferenz; Differenz der Werte vor und direkt nach Belastung)

Die Auswirkungen auf die LDL-Oxidierbarkeit stellten sich wie folgt dar:
Weder durch das Ausdauertraining noch durch Belastung auf dem Laufband konnte
eine deutliche Verschiebung der lag-Phase ermittelt werden (Abb. 4-22).

20

10 +

lag-Phase der LDL-Oxidation [min]
8

A D B E C F
Zeitpunkt der Probennahme

O Vor dem Ausdauertraining W Nach dem Ausdauertraining
Abb. 4-22:  Einflul3 von kurzeitiger korperlicher Belastung und Ausdauertraining auf die LDL-
Oxidierbarkeit
Dargestellt sind die Mittelwerte + SD. der lag-Phase der 15 Teilnehmer zu den verschiedenen
Zeitpunkten. A, D = in Ruhe; B, E = direkt nach Belastungsabbrich; C, F = 15 Minuten nach
Belastungsabbruch; A, B, C = vor dem Ausdauertraining; D, E, F = nach dem Ausdauertraining
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Die Werte der einzelnen Probanden zeigten bei den verschiedenen Mef3zeitpunkten
grof3e Streuungen. Sie werden als Einzelwerte in Tabelle 4-8 aufgefihrt. Vor dem
Ausdauertraining fuhrte Belastung bel sieben der 15 Probanden zu einer Verkirzung
lag-Phase, bei einem Teilnehmer blieb die LDL-Oxidierbarkeit gleich und bei den
restlichen sieben verlangerte sie sich. Nach dem Ausdauertraining zeigten funf
Probanden nach Belastungsabbruch eine verkirzte LDL-Oxidierbarkeit, bel zwel gab
es keine Veranderung und acht Teilnehmer zeigten eine Verlangerung der LDL-
Oxidierbarkeit.

Ein Vergleich der Ruhewerte vor und nach dem Ausdauertraining zeigte ebenfalls
kein einheitliches Bild fur die LDL-Oxidierbarkeit. Bel sieben bzw. sechs Probanden

war die lag-Phase verkirzt bzw. verléngert, bel zwei gab es keine Veranderung.

Tab. 4-8: Einzelwerte der lag-Phase bei der Oxidation von LDL
A, D: inRuhe B, E: direkt nach Belastungsabbruch
C, F: 15 Minuten nach Belastungsabbruch

Proband Vor dem Ausdauertraining Nach dem Ausdauertraining
Nr. A B c D E F
1 33 39 40 52 48 49
2 38 52 40 52 55 56
o 3 43 44 45 44 44 48
% 4 46 45 46 46 46 46
= 5 41 40 35 41 42 52
= 6 46 51 49 43 45 49
2 7 52 52 52 49 51 52
= 8 46 48 51 40 44 38
9 53 50 51 43 48 51
10 78 69 70 59 57 60
1 47 51 52 73 53 52
- 46 51 49 47 45 54
£ T 3 54 53 53 51 53 56
=T | 4 45 44 45 40 43 37
5 66 62 58 50 46 61
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Die maximale Extinktion, die die Menge der aus mehrfach ungeséttigten Fettsduren
entstandenen Diene widerspiegelt, verénderte sich sowohl durch das Ausdauertraining
als auch, allerdings nur geringftigig, durch Belastung auf dem Laufband. Nach dem
Ausdauertraining wurden kleinere Werte gemessen, die Belastung erhéhte den Gehalt
an Dienen. Die Mittelwerte dazu sind in Abbildung 4-23 dargestellt,
Einzeldarstellungen folgen in den Abbildungen 24 und 25.

0.8 4
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Max. Extinktion E234nm

0.2

0.1+

0.0
A D B E C F

Zeitpunkt der Probennahme
O Vor dem Ausdauertraining B Nach dem Ausdavuertraining

Abb. 4-23:  Auswirkung kurzzeitiger korperlicher Belastung und Ausdauertraining auf die
maximale Extinktion konjugierter Diene

Dargestellt sind die Mittelwerte + SD. der maximalen Extinktion der 15 Teilnehmer zu den

verschiedenen Zeitpunkten. A, D = in Ruhe; B, E = direkt nach Belastungsabbrich; C, F = 15 Minuten

nach Belastungsabbruch; A, B, C = vor dem Ausdauertraining; D, E, F = nach dem Ausdauertraining

* p < 0,05 (Wilcoxon-Test fur Paardifferenzen mit Differenz der Werte in Ruhe vor und nach dem

Ausdauertraining)

Nach dem Ausdauertraining wurde in Ruhe bei 12 der 15 Probanden ein geringerer
Gehalt an konjugierten Dienen bei der LDL-Oxidation gemessen (Abb. 4-24). Diese
Abnahme der maximalen Extinktion war fir alle Probanden signifikant niedriger as
vor dem Ausdauertraining (p < 0,05, Wilcoxon-Test fUr Paardifferenzen mit Differenz

der Werte in Ruhe vor und nach dem Ausdauertraining).
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Abb. 4-24:  Einflul3 von Ausdauertraining auf die maximale Extinktion der konjugierten Diene
(Einzeldarstellung)

Dargestellt sind die Differenzen der maximalen Extinktion der Zeitpunkte A und D (Ruhewerte).

Direkt nach Belastungsabbruch war die Bildung konjugierter Diene sowohl vor dem
Ausdauertraining as auch danach am groften. Der Anstieg der maximalen Extinktion
durch die Laufbandbelastung erwies sich allerdings nur fur die weiblichen Probanden
von Zeitpunkt D zu E, aso nach dem Ausdauertraining, als signifikant
(p < 0,05, Wilcoxon-Test fur Paardifferenzen mit Differenz der Werte in Ruhe und
nach Belastungsabbruch nach dem Ausdauertraining).
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Abb. 4-25:  EinflulB von korperlicher Belastung auf die Bildung konjugierter Diene
(Einzeldarstellung)
Dargestellt sind die Differenzen der maximalen Extinktion der Zeitpunkte A und B bzw. D und E.
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Das Ausdauertraining hatte in der vorliegenden Trainingsstudie leichte
Auswirkungen auf die Antioxidative Kapazitét des Plasma. Das Plasma der meisten
Probanden zeigte vor dem Ausdauertraining hohere Werte fur die Antioxidative
Kapazitét (Abb. 4-26).

2500 - L
-é% Die Antioxidative Kapazitét ist vor JRRCA
g é 2000 4 dem Ausdauertraining kleiner
5 2 o
g g 1500 - o
X g A . 'A‘ ..
o % 1000 - L.
L) @ ° _3‘ o 2
< 500 - “'. B T
2 < e Die Antioxidative Kapazitét ist vor
< L dem Ausdauertrai ning grof3er
0 T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500

Antti oxidative Kapazitét vor dem Ausdauertraining [jumol/]

® weibl. Probanden A mannl. Probanden

Abb. 4-26: EinfluB von Ausdauertraining auf die Antioxidative Kapazitdt des Plasma
(Einzelwerte)
Dargestellt sind die Zeitpunkte A und D (Ruhewerte).
Erlduterung zur Darstellungsweise:  Punkte, die auf der gestrichelten Winkelhalbierenden liegen,

weisen vor und nach dem Ausdauertraining denselben Wert auf. Befindet sich ein Punkt unterhalb der
gestrichelten Linie, war der Wert fur die Antioxidative Kapaztét vor dem Ausdauertraining grof3er als

nach dem Ausdauertraining. Fir Punkte darUber gilt der umgekehrte Fall.

Zusétzlich wurde auch die Frage untersucht, ob sich eine Beziehung zwischen der
lag-Phase der kupferinduzierten LDL-Oxidation und der Antioxidativen Kapazitét des
Plasma herstellen 1&3t. Diese Frage muld sowohl fur die Trainingsgruppe as auch fir
die Kontrollgruppe der Patienten (4.5.2) negativ beantwortet werden. Es lief? sich bei
beiden untersuchten Gruppen kein Zusammenhang zwischen der lag-Phase der
kupferinduzierten LDL-Oxidation und der Antioxidativen Kapazitdt des Plasmas
feststellen (Abb. 4-27 aund b).
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Abb. 4-27:  Zusammenhang zwischen lag-Phase der LDL-Oxidation und Antioxidativer

Kapazitat des Plasma
a) bei der Trainingsgruppe
b) bel der Kontrollgruppe der Koronar patienten (siehe 4.5.2)
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45.2 Antioxidative Kapazitdt und Fluorescamin-Titration von LDL im

Plasma von Koronar patienten

Die Antioxidative Kapazitdt des Plasma wurde bel einer Gruppe von Koronar-
patienten im Vergleich zu einer Kontrollgruppe untersucht. Ferner wurde die Amino-

gruppenbestimmung in LDL durch Fluorescamin-Titration im Plasma durchgefhrt.

Die Patienten wurden in folgende Gruppen eingeteilt: Gruppe | und |1 bestanden aus
Patienten, bei denen Koronare Herzkrankheit (KHK) mittels Herzkatheter
nachgewiesen bzw. ausgeschlossen (Gruppe I1) worden war. In Gruppe Il wurden
sonstige kardiologische Patienten zusammengefaldt, bei denen kein Verdacht auf KHK
bestand und keine Herzkatheteruntersuchung durchgefiinrt worden war. Das jeweilige
Durchschnittsalter, die Zusammensetzung der Gruppen und die medikamentdse
Behandlung der Patienten ist in Tabelle 4-9 zusammenfassend dargestel It.

Als Kontrollgruppe nahmen zehn, nach eigenen Angaben gesunde Manner und elf
ebenfalls nach eigenen Angaben gesunde Frauen mit einem Durchschnittsalter von 35,2

Jahren an den Untersuchungen teil.

Tab.4-9a+b: Zusammensetzung und Medikation der Patientengruppen
Gruppe | bestand aus Patienten mit diagnostizierter Koronarer Herzkrankheit und Gruppe Il aus
Patienten ohne KHK (Nachweis durch Herzkatheter). Bei Patienten der Gruppe Ill bestand kein

Verdacht auf KHK und es war keine Her zkatheter unter suchung durchgeftihrt worden.

Tab.4-9a: Zusammensetzung der Patientengruppen

Gruppell Gruppe 11

Gruppel . . . :
KHK mit Herzkatheter sonstige kardiolog. Patienten,

KHK nachgewiesen

ausgeschlossen kein Herzkatheter
Anzahl n 16 4 4
davonm/w 12/4 1/3 4/0

Durchschnittsalter 59,1 55,5 67,3
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Tab. 4-9b: Medikation des Patientenkollektivs

M edikamentengruppe Gruppe | Gruppe | Gruppe 1l
Metoprolol(11), Carvedilol(3),

B- Blocker _ 13 2 1
Celiprolol(2)

Thrombozyten- Acetylsalicylséure(14) 1 0 0

aggregationhemmer
Enal april(6), Rampiril (2),

ACE-Hemmer ® _( ) pini(2) 6 1 2
Captopril(1)
Atorvastatin(4), Fluvastatin(l),

CSE-Hemmer . . 6 0 0
Simvastatin(1)

o Xipamid(5), +Furosemid(1) bzw.
Diuretikum 5 0 1

Spironolacton(1)

i | sosorbidmononitrat(2),
Nitrate . ) 3 0 0
Molsidomin(1)

Herzglykoside Digitoxin(3), Acetyldigoxin(2) 2 2 1

Die Ergebnisse der Blutuntersuchungen im Zentrallabor sind in den Abbildungen
4-28 und 4-29 und in Tabelle 4-10 am Ende des Kapitels a's Mittelwerte angegeben.

Bei der Kontrollgruppe lagen alle Mittelwerte der laborchemischen Untersuchungen
in den vom Zentrallabor angegebenen Referenzbereichen.

Die HDL-Cholesterin-Mittelwerte der vier Gruppen befanden sich innerhalb des
Referenzwertes, wobel sich der héchste Wert, und damit in diesem Fall der Beste, bei
der Kontrollgruppe fand. Fir alle anderen Parameter des Lipidstoffwechsels wies
Gruppe | mit nachgewiesener KHK die hdchsten Mittelwerte auf, die alle, wenn auch
zum Teil geringfigig, oberhalb des Referenzbereiches lagen. Bei Gruppe Il und 111
wurde der Referenzwert der Triglyceridkonzentration Uberschritten, bei Gruppe |11

waren aulRerdem noch die Werte fir VLDL erhoht.



74 Ergebnisse

400

L. T

200

Konzentration [mg/dl]

100

T T 1

HDL Lp(a) VLDL LDL Triglyceride Cholesterin

Kortrolle O Gruppe| M Gruppelll Gruppe I

Abb. 4-28: Laborchemische Parameter desLipidstoffwechsels
Dargestellt sind die Mittelwerte + S. D. der vier Gruppen: Kontrolle, Gruppe | (Patienten mit
nachgewiesener KHK), Gruppe Il (KHK ausgeschlossen) und Gruppe 111 (ohne KHK Verdacht).

Die durchschnittlichen Eiweil3-, Kreatinin- und Harnsdurekonzentrationen lagen fur
die Kontrollgruppe und die Patientengruppen | und Il innerhalb des vorgegebenen
Referenzbereiches. Bei Gruppe Il1 Uberschritten die Kreatinin- und die Harnsdure-
konzentration den Referenzwert. Letztere war bei Gruppe | und 111 im Vergleich zur
Kontrolle signifikant erhoht (Abb. 4-29).

10

Konzentration [g/dl]
bzw. [mg/dl]

EiweiR [g/dI] Kreatinin [mg/dI] Harnséure [mg/di]

Kontrolle O Gruppe | M Gruppe I Gruppe 1l

Abb. 4-29: Eiweil3-, Kreatinin- und Har nsaurekonzentrationen im Blut

Dargestellt sind die Mittelwerte + S D. aller vier Gruppen. Fur Harnsaure ist aul3erdem die Satistik
(bezogen auf Kontrolle) angegeben: t-Test **) p= 0,001, *) p= 0,1
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Die Bestimmung der Antioxidative Kapazitat des Plasma ergab keine signifikanten
Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe und den Patienten (Abb. 30). Bel den
Patienten ohne KHK-Verdacht (Gruppe 11I) war die Antioxidative Kapazitét im
Durchschnitt am grofiten und unterschied sich am stérksten von der Kontrollgruppe
(t-Test, p=0,5).

Fir die beiden anderen Gruppen konnte kein Unterschied zur Kontrolle festgestellt
werden. Allerdings ist zu beachten, dal3 Harnséure einen nicht unerheblichen Beitrag
zur Antioxidativen Kapazitdt des Plasma leistet (ungefahr 30 %, Wayner et al. 1985),
und dal3 Gruppe | und Gruppe Il signifikant hohere Harnsdurekonzentrationen
aufweisen als die Kontrolle (Abb. 4-29). Wird dies in Betracht gezogen, so ist davon
auszugehen, dai3 evtl. der ,verbleibende Rest” der Antioxidativen Kapazitdt fir die
Patienten mit nachgewisener KHK (Gruppe I) deutlich niedriger ausfallt als zunéchst
angenommen.
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Abb.4-30:  Antioxidative Kapazitét des Plasmas & 500 4
in den untersuchten Gruppen E
Dargestellt sind die Mittelwerte £+ S D. der vier 0 -
Gruppen: Gruppe | Patienten mit nachgewiesener
KHK, Gruppe Il KHK ausgeschlossen und Gruppe 11 Kontrolle 0 Gruppel|
kein KHK-Verdacht. W Gruppell Gruppe 11

Die Bestimmung der Aminogruppen in LDL durch Fluorescamin-Titration im
Plasma brachte einen deutlichen Unterschied zwischen der Kontrolle und allen
Patienten hervor (t-Test, p = 0,001). Der aus der Fluoreszenzmessung des isolierten
LDL gewonnene Wert bezogen auf den LDL-Cholesteringehalt war bel Gruppe 111 am
hochsten, gefolgt von Gruppe | und I1. Der Wert fur die Kontrollgruppe fiel dagegen
deutlich niedriger aus (Abb. 4-31).
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Zusétzlich wurde bei der Kontrollgruppe die lag-Phase der kupferinduzierten LDL-
Oxidation bestimmt. Die Korrelation des Wertes der Fluorescamin-Titration mit der
lag-Phase der LDL-Oxidation fiihrte zu dem in Abbildung 4-32 dargestellten Ergebnis.
Je langer die lag-Phase der LDL-Oxidation war, desto weniger Fluorescamin bezogen
auf Cholesterin war an freie Aminogruppen des LDL gebunden worden. Das heil, je

kleiner der ApoB / Cholesterinquotient war, desto besser war das LDL vor Oxidation

geschiitzt.
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Abb. 4-32:  Zusammenhang zwischen lag-Phase der L DL-Oxidation und Fluorescamin-Titration

von LDL im Plasma
Dargestellt sind die Werte der Kontrollgruppe. Die LDL-Oxidation wurde bei den Patientengruppen

nicht durchgefiihrt.
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Es konnte wie bel den Ausdauersportlern (Abb. 4-27 a) kein Zusammenhang
zwischen lag-Phase der LDL-Oxidation und der Antioxidativen Kapazitét des Plasma
festgestellt werden (Abb. 4-27 b) (dargestellt in 4.5.1).

Tab. 4-9: L abor chemische Parameter (Mittelwerte)
Gruppe | Gruppe 1 Gruppe 11
Parameter Kontrolle sonstige kardiol.
KHK KHK Patienten, kein
nachgewiesen ausgeschlossen Herzkatheter
HDL [mg/dl] 714 53,9 66,5 46,0
Lp(a) [mg/di] 3,2 293" 158 7,3
VLDL [mg/di] 9,0 3467 18,3 220"
LDL [mg/dl] 107,4 167,6 * 133,3 1333
Triglyceride  [mg/dl] 88,4 239,6* 1730 2245
Cholesterin [mg/dl] 191,0 2596 219,0 2175
Eiweil? [g/dl] 74 7.3 7,2 7,2
Kreatinin [mg/dI] 1,0 11 09 14%
Harnséure [mg/dl] 4.8 6,3 45 75"
Antioxidative
K apazitit [umoal/l] 1334,0 1320,0 1370,9 1537.4
Fluoreszenz pro mg Cholesterin 335,7 552,2 525,5 593,7
*: auRerhalb des Referenzbereiches
Referenzbereiche: HDL-Cholesterin Méanner / Frauen > 35/ 45 mg/dl
Lipoprotein(a) < 25 mg/d|
VLDL-Cholesterin < 20 mg/d|
LDL-Cholesterin < 160 mg/di
Triglyceride (nlichtern) < 150 mg/di
Cholesterin, gesamt <40 Jahre < 230 mg/dl
>40 Jahre < 250 my/dl
Eiweil3, gesamtes 6,5-8,5g/dl
Kreatinin 0,5-1,2 mg/dl
Harnsaure Manner, Frauen -postmenopausal 3,4 - 7,0 mg/dl
-pramenopausal 2,4- 5,7 mg/dl
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4.6 Beeinflussung der zelluldren Calciumhomoostase durch LDL

und Angiotensin ||

4.6.1 Akute Wirkung von kurzzeitig oxidiertem LDL auf glatte Muskelzellen

Um den akuten Effekt von nativem und oxidiertem LDL auf die Calciumhomoostase
in A7r5-Zellen zu untersuchen, wurden Fluoreszenzmessungen mit Fura-2
durchgefihrt. Das LDL wurde 3-4 Stunden oxidiert und am selben Tag verwendet.

Sowohl natives as auch oxidiertes LDL erhdhte akut appliziert die intrazellulére
Calciumkonzentration, wobei der Anstieg konzentrationsabhangig war. Als Beispiele
far den Verlauf der Furamessungen sind in Abbildung 4-33 a und b die Ergebnisse der
Applikation von nativem und oxidiertem LDL zu A7r5-Zellen mit jeweils 32 ug LDL-
Protein / ml dargestellt.

14 4

1.2 1

Ratio 340nm/380nm

nat LDL 32 ug Protein/ml Angiotensin [l 1uM

O T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Mef3punkt alle 5 sec

Abb. 4-33 a

Abb. 4-33 a: Akute Wirkung von nativem LDL auf die intrazellulére Calciumkonzentration
in glatten Muskelzellen (anschlieRend wurde zusatzlich mit Angiotensin |l

stimuliert)
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Abb. 4-33 b: Akute Wirkung von kurzzeitig oxidiertem LDL auf die intrazellulare

Calciumkonzentration in glatten Muskelzellen (anschlie3end wurde zusétzlich

mit Angiotensin Il stimuliert)

Wird allein der transiente maximale Anstieg der Ratio 340/330nm betrachtet, erhdhte in
unseren Versuchen natives LDL kurzzeitig die intrazellulére Calciumkonzentration
stérker alsoxidiertesLDL (Tab. 4-11).

Tab. 4-11: Effekt von nativem und Kkurzzeitig oxidiertem LDL auf die intrazeluldre
Calciumkonzentration (Maximalwert der Ratio 340nm/380nm)
Angegeben sind die Mittelwerte der Rati0z40/380nm-ZUnahmen + S D. bei der Furamessung. In
Klammern ist die jeweilige Anzahl untersuchter Zellen und eingesetzter Kulturen angegeben
(Zellzahl; Anzahl der Kulturen).

Natives LDL OxidiertesLDL

16 pg Protein / ml 0,205 +0,15 (49; 2) 0,18 +004 (27;2)

32 ug Protein / mi 0,33 £0,06 (53;4) 0,24 +0,09 (30;2)
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Wird aber berlicksichtigt, dal3 bei oxidiertem LDL ein Plateaueffekt auftritt, so
zeigte eine Auswertung der Area unter der Kurve (AUC) eine um 50 % grol3ere
Wirkung durch oxLDL als durch natives LDL (Abb. 4-34).

Ratio 340/380mm

Abb. 4-34:  Vergleich der Flache unter den Kurven (AUC) bel Applikation von nativem und
oxidiertem LDL
Dargestellt sind als Naherung die Mittelwertskurven aus Abb. 4-33 a + b. Die Flache unter der Kurve

ist bei oxLDL 1,5mal groRer als bei natLDL.

Nachdem die intrazellulare Calciumkonzentration wieder das Ausgangsniveau
erreicht hatte, wurde Angiotensin 11 appliziert. Es lief3en sich Unterschiede im
intrazellulédren Calciumanstieg in Abhangigkeit von der V orbehandlung feststellen:

Wurde zunédchst oxidiertes LDL auf die glatten Muskelzellen appliziert und
anschlief3end AT 11, so war der durch AT |1 ausgel 6ste Calciumanstieg grof3er als wenn
zuerst natives LDL appliziert worden war. Dieser Effekt ist in Abbildung 4-33 sichtbar,
trat aber nicht in allen Experimenten so deutlich auf.
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4.6.2 Chronische Wirkung von lang oxidiertem LDL auf glatte M uskelzellen

Die Ergebnisse einer 20stiindigen Inkubation der A7r5-Zellen mit jeweils zwei
Konzentrationen nativem und lang oxidiertem LDL bei 37°C sind in Abbildung 4-35
im Vergleich zu LDLfreien Kontrollzellen dargestellt. Im Anschlu3 an die
Inkubationsphase wurden die Zellen nach Beladung mit Fura-2 durch Angiotensin Il
stimuliert. Alle Zellen zeigten eine Reaktion auf die AT IlI-Applikation. Das durch
Angiotensin Il ausgeldste Calciumsignal war mit den Zellen, die mit der héheren
Konzentration oxidiertem LDL behandelt wurden, stérker als das Signal mit den

unbehandelten Kontrollzellen (=Vergleich).
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Abb. 4-35:  Inkubation von A7r5 mit LDL dber 20 h und anschlie3ender Stimulierung mit
Angiotensin |1

Die Zellen wurden mit nativem und oxidiertem LDL Uber 20h inkubiert bzw. in LDLfreiem Zustand
belassen. Die Hohe des durch AT Il ausgeldsten Calciumsignals der behandelten Proben wurde in
Beziehung zum AT II-Sgnal der LDLfreien Probe gesetzt. Bei einem Wert <1 [6st AT Il in den
unbehandelten Zellen eine starkere Calciumfreisetzung aus als in den behandelten Zellen. Bel einem
Wert >1 wird in den behandelten Zellen durch AT Il eine stdrkere Erhthung der intrazellularen
Calciumkonzentration ausgel 0st. Dargestellt sind die Mittelwerte.

Anzahl der verwendeten Zellen und Kulturen (Zellzahl; Anzahl der Kulturen):

Natives LDL Oxidiertes LDL
15 pg Protein / ml 28; 2 26; 2
28 ug Protein / ml 39; 3 60; 4
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4.6.3 Wirkung von Angiotensin Il und AT-1-Rezeptorblockade auf glatte
Muskelzellen

Angiotensin Il induzierte an glatten Muskelzellen eine wiederholbare Erhéhung
cytoplasmatischer Calciumionen und fihrte damit zu einem Cal cium-Fluoreszenzsignal
mit Fura-2. Dieses Signal wurde durch eine von Vasartan ausgeloste ATI1-
Rezeptorblockade unterdriickt (Abb. 4-36 a+ b).
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Abb. 4-36: Veranderungen der intrazellularen Calciumkonzentration in glatten Muskelzellen bei

Stimulation mit Angiotensin 11 mit (b) und ohne (a) AT 1-Rezeptor blockade
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In Abbildung 4-37 sind die Ergebnisse aus zwdlf Versuchen zur Stimulation von
glatten Muskelzelle mit Angiotensin 11 und direkter AT1-Rezeptorblockade
zusammengefal}t. Man findet eine Hemmung um ca. 40 %, die alerdings nicht

signifikant war.
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Abb.4-37:  Effekt von AT 1-Rezeptor Hemmung auf AT |l induziertes Calciumsignal (Valsartan
wurdedirekt mit AT Il appliziert)
Die Blockade der AT 1-Rezeptoren flhrte zu einem geringeren Anstieg der intrazellularen

Calciumkonzentration (n=12 Kulturen; Mittelwerte+ S D.).
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5. Diskussion

5.1 Unter suchungen zur oxidativen Modifizierung von LDL

Oxidiertes LDL riickte in den letzten zehn Jahren verstarkt in den Mittelpunkt der
Ursachenforschung tber den Pathomechanismus der Atherosklerose (Steinberg et al.
1989, Yla-Herttuala 1998). Die vor alem in in vitro Studien gefundenen atherogenen
Effekte von oxidiertem LDL stlitzen die LDL-Oxidationshypothese (Henriksen et al.
1981, Parthasarathy et al. 1992). Dazu gehort u. a, da3 oxLDL rasch von
Makrophagen aufgenommen wird und durch die Bildung von Schaumzellen einen
wichtigen Schritt in der Atherogenese enleitet (Steinberg 1997). Aufderdem wirkt
oxidiertes LDL zytotoxisch und immunogen, es hemmt die endothelide
Geférelaxation und férdert den Gerinnungsablauf (Penn und Chisolm 1994). Allein
diese Auswahl macht deutlich, welche zentrale Rolle diesen oxidativ veranderten
Partikeln in der Pathogenese der Atherosklerose zukommen kann.

Ein Modell der LDL-Oxidationsreaktion wurde in der in vitro Oxidation von
isoliertem LDL mit Kupferionen gefunden (Esterbauer et al. 1989). Bereits die
Gegenwart geringer Mengen Kupferionen katalysiert die Oxidation von LDL und fihrt
zu fortschreitenden Schadigungen (Kleinveld et al. 1992, Puhl et al. 1994). Das auf
diese Weise verédnderte LDL zeigt ein nahezu identisches Muster der entstandenen
Produkte wie das durch Endothelzellen oxidierte LDL (Esterbauer und Ramos 1995).
Aulerdem konnte dieser Prozel3 auch in vivo eine Rolle spielen, da Kupferionen in der
Arterienwand vorhanden sind und gezeigt wurde, dal3 Plaqueextrakte LDL in vitro
oxidieren konnen (Yan et al. 1997). Ferner kénnen mit dieser Methode potenzielle
antioxidative Eigenschaften von Testsubstanzen untersucht werden. Antioxidativ
wirksame Substanzen zeigen eine hemmende Wirkung auf die kupfervermittelte LDL-
Oxidation und haben damit méglicherweise hemmenden Einfluf3 auf die Atherogenese.
Dabel werden Testsubstanzen sowohl in vivo, wobel spédter dann das isolierte LDL

untersucht wird, als auch in vitro eingesetzt.
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511 Charakterisierung des kupferinduzierten L DL -Oxidationspr 0zesses

Die Mehrzahl der Forschungsaktivitdten zur Oxidation von LDL schenkten der
Fragestellung, was wéahrend des Oxidationsprozesses mit den Lipiden des LDLs
geschieht, ihre ungeteilte Aufmerksamkeit. Untersuchungen zu Veranderungen am
Apolipoprotein B wurden dagegen seltener durchgefiihrt. Das liegt wahrscheinlich
daran, dal3 primé& von einem Oxidationsbeginn an den ungeséttigten Fettsauren
ausgegangen wird (Esterbauer und Ramos 1995, Reaven 1994), einem daran
anschlief3enden Peroxidationsschritt (Parathasarthy et al. 1992) mit Oxidation der
Lipide zu Aldehyde und schliefdlich der Resktion dieser Aldehyde mit dem
Proteinanteil des Lipoproteins (Steinberg et al. 1989). Gut untersucht sind dabei die
Reaktionen von 4-Hydroxynonenal bzw. Maondialdenyd mit Histidin, Lysin und
Cystein (Esterbauer und Ramos 1995), wobei es zu einer Zunahme der entsprechenden
Fluoreszenz an ApoB kommt (Jurgens et al. 1987, Vanderyse et al. 1992).

In Proteinen reagieren allgemein vor allem die Seitenketten von Histidin, Arginin,
Lysin und Prolin empfindlich gegentiber metallkatalysierter Oxidation (Amici et al.
1989). Auch die Veradnderungen an ApoB in LDL gehen neben der Fragmentation mit
einem Verlust an Histidin, Lysin und Prolin einher (Steinbrecher et al. 1987) und
fUhren zu einer erhdhten elektrophoretischen Mobilitét. Dabei stellt sich die Frage, ob
dieser Verlust der Aminosduren durch die oben beschriebene Reaktion mit den

Aldehyden zustande kommt oder durch einen eigenen direkten Prozef3.

In den vorliegenden Untersuchungen konnte nun mit zwei Methoden, Fluorescamin
und TNBS, gezeigt werden, dal? bereits zu einem sehr friihen Zeitpunkt eine Abnahme
der bestimmbaren Aminogruppen in LDL mef3bar ist. Fur diese frihzeitige Erfassung
der Verdanderung in LDL war die Elektrophorese nur bedingt geeignet, da die
Wanderstrecken noch zu gering waren. Diese Beobachtung legt die Vermutung nahe,
dal3 Aminogruppen in LDL nicht nur durch die Reaktion mit Aldehyde modifiziert
werden, sondern auch anderen verandernden Mechanismen unterworfen sind.

Auch Arnold et al. (1989) fanden eine Abnahme an Aminogruppen in LDL mit
Fluorescamin, die aber unter Autooxidationsbedingungen erst nach Stunden feststellbar
war. AulBerdem wurden diese Daten nicht in direkten Zusammenhang zur Oxidation der

mehrfach ungeséttigten Fettsauren gebracht.
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Bei den durchgefiihrten Untersuchungen zeigte sich im betrachteten Zeitraum bis zu
sechs Stunden einerseits eine Abnahme in der Aminogruppenzahl um 60 % und
andererseits entstanden aus den Lipiden TBARS und Diene, deren Maximum ungefahr
am Ende des Zeitraumes erreicht war. Aul3erdem nahm die Zahl der Carbonylgruppen
zu. Unter nicht-oxidativen Kontrollbedingungen nahm weder die Zahl der
Aminogruppen ab, noch konnte ein Extinktionsanstieg durch die Diene bel 234 nm
beobachtet werden.

Der Vergleich der vorliegenden  Ergebnisse beider  Aminogruppen-
Bestimmungsmethoden zeigt einen paralelen Verlauf in der Abnahme der
Aminogruppen mit fortschreitender Oxidationszeit. Obwohl in beiden Fallen Lysin zur
Eichung verwendet wurde, lag das Ausgangsniveau der Fluorescamin-Methode
ungefdhr viermal hoher as das der TNBS-Methode. Dieser Befund spricht fir eine
unterschiedliche Zuganglichkeit der NH,-Gruppen durch die beiden Reagenzien oder
aber Fluorescamin bindet noch an andere Gruppen.

90 % der freien Aminogruppen in LDL werden nach Arnold et al. (1989) auf Lysin
zurlckgefuhrt, die restlichen sollen prosthetische Gruppen der Phospholipide
darstellen. Nach Seinbrecher (1987) héangt die Abnahme der TNBS-Reaktivitét
wahrend einer 20sttindigen LDL-Oxidierung ebenfalls vor allem mit der Modifizierung
der Lysinreste zusammen. Die Menge an Lysin wurde hier mit 377 mol Lysine/mol
ApoB angegeben, berechnet aus Aminosiurebestimmungen mit 4536 Aminosauren pro
mol ApoB. Vanderyse et al. (1992) gibt 356 Lysine an, von denen 324 TNBS-
Reaktivitat zeigten.

Weliterhin mul3 bel der Charakterisierung des LDL-Oxidationsprozesses der Frage
nachgegangen werden, aus welchen Bestandteilen des LDL Carbonylgruppen
entstehen: In Betracht kommen zum einen mehrfach ungeséttigten Fettsauren, die zu
freien Aldehyden zerfallen, zum anderen freie Aminogruppen des Apolipoproteins, die
zu proteinstandigen Carbonylverbindungen reagieren koénnen. Die durchgefihrte
Reaktion mit Dinitrophenylhydrazin und anschlief3ender Proteinfallung fuhrte zu dem
Ergebnis, da? Carbonylgruppen vor alem im Proteinanteil entstanden sind. Die
Gegenliberstellung der TBARS-Werte und des Carbonylgruppengehalts zeigte zwar
eine gute Korrelation, legt aber auch nahe, dald vor Malondialdehyd zuerst

Carbonylgruppen aus Aminogruppen mit einer htheren Bildungsrate entstanden sind.
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Die hier durchgefiihrte metallionenkatalysierte Oxidation von Proteinen erhdht
allgemein den Gehalt an Carbonylgruppen. Diese Zunahme dient auch als Biomarker
fur die Hohe der Schadigung von Proteinen (Stadtman und Oliver 1991). Ein
Ausgangspunkt fur die Carbonylgruppenbildung an ApoB wéahrend der
kupferinduzierten LDL Oxidation konnte die direkte Bindung von Kupfer an
spezifische Doménen des ApoB sein. Durch Entstehung freler Radikale an diesen
Stellen kann ein direkter Angriff auf die Aminosauren erfolgen. Mehr as 80 % des an
ein LDL-Partikel gebundenen Kupfers soll sich im Proteinanteil befinden (Kuzuya et
al. 1992). Die genaue Anzahl dieser Kupferbindungsstellen ist noch nicht bekannt
(Esterbauer und Jurgens 1993). Ramos et al. (1995) geben eine Zahl von 19
Kupferionen pro LDL fir eine 50prozentigeige Séttigung der Bindungsstellen an, Puhl
et al. (1994) gehen von 16 Kupfer pro LDL fir die LDL-Oxidation aus.

Ein zweiter Mechanismus konnte Uber Lipidperoxidationsprodukte laufen. Peroxyl-
radikale, die aus Lipidperoxiden in Gegenwart von Kupfer entstehen, kénnen in LDL
zum einen durch direkte Reaktion an Apolipoprotein B Carbonylbildung auslésen, zum
anderen durch Reaktion mit Lipidbestandteilen im Inneren des Lipoproteins die Lipid-
peroxidation dort voran bringen, was zur Propagation-Phase und der Bildung von
TBARS fiuhrt. Wird die Lipidperoxidation durch das lipidlésliche Antioxidans
Probucol verhindert, reduziert dies auch die Carbonylgruppenbildung am Protein (Yan
et al. 1997). Erst die Gegenwart von Lipidhydroperoxiden verstdrkt demnach die
kupfervermittelte Protein-Carbonylbildung. Dabel scheint Histidin eine Rolle zu
spielen. Untersuchungen von Wagner und Heinecke (1997) haben gezeigt, dal3 bei
LDL, das mit Diethylpyrocarbonat (DEPC) modifiziertes Histidin enthélt, die Lipid-
peroxidation wahrend der Propagation-Phase verlangert ist, aber die Reduktion von
Cu?* nicht verandert wird. Dies spricht wiederum dafirr, da3 es in LDL mindestens
zwel Arten fir die Kupferbindung gibt: Stellen mit Histidin, die die Lipidperoxidation
wahrend der Propagation-Phase fordern und andere, die Cu** reduzieren und kein
Histidin enthalten.

Die vorliegende Arbeit zeigt also, dal sich durchaus auch bei der von Esterbauer et
al. (1989) beschriebenen Methode der kupferinduzierten LDL-Oxidation unter den ge-
wahlten Bedingungen Verédnderungen am Proteinteil des LDLs nachweisen lassen, die

primér dort induziert wurden und parallel zu Veranderungen am Lipidteil einhergehen.
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51.2 Einflud von Therapeutika verschiedener Wirkstoffgruppen auf die

in vitro Oxidation von LDL
5121 Allopathische Wirkstoffe

Zunachst wurde der Effekt verschiedener allopathischer Wirkstoffe auf die in vitro
Oxidation von LDL unter einheitlichen Bedingungen untersucht. Dazu wurden zum
einen Pharmaka eingesetzt, die bel der Therapie von Atherosklerose-Risikopatienten
Anwendung finden. Fir diese Patienten ware es von Vorteil, wenn die verwendeten
Pharmakain ihrem Wirkspektrum zusétzlich eine antioxidative Komponente beinhalten
wirden und die LDL-Oxidierbarkeit hemmen konnten (Heller et al. 1998). Zum
anderen wurden Substanzen aus der Forschung untersucht, die als Antioxidantien in der
Pravention von Interesse sein kénnten. Allgemein ist dabel allerdings anzumerken, dafi3
die in der vorliegenden Arbeit zumindest ab einer Konzentration von 1 uM gemachten
pharmakol ogischen Beobachtungen eventuell keine klinische Relevanz mehr haben.

Dies mifdte noch weitreichender untersucht werden.

Von den beiden untersuchten B-Blockern Metoprolol und Carvedilol zeigte
Carvedilol stérkerere antioxidative Eigenschaften bei der in vitro Oxidation von LDL
als Metoprolol. Fur die antioxidativen und radikal-abfangenden Effekte soll der
Carbazol-Anteil im Carvedilol-Molekil verantwortlich sein (Yue et al. 1992a). Auch in
anderen Vergleichen von B-Blockern liefd sich vor allem fir Carvedilol ein Einfluld auf
die LDL-Oxidation feststellen (Yue et al. 1992b). Dabel scheint die antioxidative
Wirksamkeit mit der Lipophilie der Substanzen zu korrelieren. Die in vivo beobachtete
antioxidative Wirkung von Carvedilol &3 sich nach den hier vorliegenden Ergebnissen
aber auch gut mit dem Einfluf3 des Carvedilol-Metaboliten BM91.0228 erklaren, der in
einer geringeren Konzentration in der Lage war, die LDL-Oxidation zu hemmen. Fir
die verstérkte antioxidative Aktivitat des Metaboliten scheint die Hydroxylgruppe am
Carbazol-Ring verantwortlich zu sein. Yue et al. (1992a) stellten fest, daf3
Hydroxylierung am Carbazol-Ring und, aber nicht ganz so ausgepragt, am ortho-
substituierten Phenoxylethylamin-Teil den antioxidativen Effekt verstarkt. BM91.0228
zeigte aber auch hier im Vergleich zu anderen hydroxylierten Metaboliten mit die
hochste Aktivitét.
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Alle drei untersuchten HM G-CoA -Reduktase-Hemmer (bzw. Cholesterin-Synthese-
Enzym-Hemmer) verzogerten die Bildung von Dienen bei der LDL-Oxidation, wobei
Lovastatin den starksten Einfluld zeigte, vor Simvastatin und Fluvastatin. Dieser Effekt
konnte sowohl von Giroux et al. (1993) in vitro mit Simvastatin as auch mit Lovastatin
von Aviram et al. (1992) in vitro und in vivo an vier Patienten festgestellt werden.

Der AT 1-Rezeptorantagonist Losartan dagegen zeigte nach den hier vorliegenden
Ergebnissen keinen antioxidativen Einflufd. Er wies vielmehr prooxidative Tendenzen
auf. Auch Heller et al. (1998) konnten keine signifikanten Verénderungen der LDL-
Oxidierbarkeit bel Bluthochdruck-Patienten, die Losartan bekamen, feststellen.

Die drel Substanzen aus der Antioxidantien-Forschung fuhrten zu einer deutlichen
Verzogerung der LDL-Oxidation. Ausgepragter als bei den beiden 21-Aminosteroide
U-74500A und U-74389G war die Wirkung des wasserloslichen Vitamin E-Derivates
U-83836E mit einem Trolox-und einem Aminosteroidanteil. U-74389G &dhnelt einem
sich in der klinische Forschung befindenden 21-Aminosteroid. Von beiden
Substanzklassen wird angenommen, dal3 sie Proteine Uber einen direkten antioxidativen
Mechanismus schitzen und die Lipidperoxidation hemmen kénnen (Braughler et al.
1987). Dabel scheint der Mechanismus fir die Lipidperoxidationshemmung bel
U-74500A, im Gegensatz zu Carvedilol, nicht Uber Scavengereigenschaften fur freie
Radikale zu laufen (Yue et al. 1992a). Yue et al. (1992a) fanden auf3erdem fur U-
74500A einen geringeren Einflul auf Fe**/Vitamin C-induzierte Lipidperoxidation als
far Carvedilol. Dies steht im Gegensatz zu dem hier gefundenen starkeren Effekt von
U-74500A auf die Cu**-induzierte Oxidation von LDL.

5122 Pflanzliche Wirkstoffe

Neben den allopathischen Therapeutika wurden Wirkstoffe pflanzlicher Herkunft in
der in vitro Oxidation von LDL getestet. Weil3dorn, besonders als Extrakt, wird bei
beginnender Herzinsuffizienz, insbesondere Koronarinsuffizienz, bei leichten Formen
der Herzmuskelinsuffizienz (Stadium I-11 nach New York Heart Association), beim
noch nicht herzglykos dbedirftigen Altersherz, bei Druck- und Beklemmungsgefuhl in
der Herzgegend und bei leichten Formen von bradykarden Herzrhythmusstorungen
eingesetzt. Auf Grund zahlreicher pharmakologischer und klinischer Prifungen ist
sichergestellt, dal} die oligomeren Procyanidine und Flavonoide die mal3geblichen
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Wirkstoffe darstellen. Standardisierte Crataegus-Extrakte verbessern die Durchblutung
des Myokards und der Koronargefél3e, die an der Toleranzsteigerung des Myokards
gegen Sauerstoffmangel mefbar ist (Wichtel 1989).

Es zeigte sich, da’ der Crataegus-Extrakt als Flavonoidmischung eine wesentlich
stérkere Wirkung auf die lag-Phase der LDL-Oxidation hatte als die getesteten Einzel-
substanzen. Die Oxidation von isoliertem LDL wurde deutlich hinausgezogert. Dies
spricht fur eine Potenzierung der Einzeleffekte. Die Verteilung der Inhaltsstoffe von
Crataegus ist sehr artspezifisch. Man findet neben Hyperosid und Vitexin die hier
untersuchten Substanzen Rutin, Luteolin-7-glucosid und Vitexinrhamnosid, aul3erdem
Vicenin-1 mit dem Aglykon Apigenin und Orientin mit dem Aglykon Luteolin
(Teuscher 1997).

Flavonoide fangen freie Radikale wie Superoxidanionen und Lipidperoxidradikale
ab, beenden die radikalische Kettenreaktion und schitzen damit die endogenen
Antioxidantien in LDL wie Vitamin E vor Oxidation. Fur die antioxidative Aktivitét
der polyphenolischen Flavonoide lassen sich gewisse Struktur-Wirkungsbeziehungen
feststellen (Rice-Evans 1996, Cook und Samman 1996; Strukturformeln im Anhang).
Von den beiden untersuchten Flavonolen Quercetin und Rutin ist Quercetin der
potentere Hemmstoff der LDL-Oxidation. Quercetin hat keinen Zuckerrest an Position
3 und je mehr Hydroyxlgruppen vorhanden sind, desto stérker scheint die Hemmung
der Lipidperoxidation zu sein (Ratty und Das 1988). Auf3erdem kann es in Quercetin
durch die Carbonylgruppe an Position 4 und den beiden freien Hydroxylgruppen an C3
und C5 zur Komplexbildung mit Metallionen kommen. In der in vitro-Bestimmung der
LDL-Oxidation mit Cu?* kénnte dies eine Rolle spielen. Fir in vivo kann aber
angenommen werden, dal3 bei der Aufnahme der hydrophileren Flavonoidglykoside in
den Korper und bei deren Metabolisierung die Zuckerreste abgespalten werden und
dann beide Substanzen zur Chelatbildung fahig sind. Allerdings gibt es hierfir noch
wenige und zum Teil widersprichliche Daten (Hertog et al. 1993).

Von den untersuchten Flavonen zeigte Luteolin mit den meisten Hydroxylgruppen
ebenfalls den grofiten Hemmeffekt auf die LDL-Oxidation. Eine Hydroxyl-Substitution
an Ring B in Position 3' verstarkt nach Ratty und Das (1988) den antiperoxidativen
Effekt zusétzlich.



92 Diskussion

Der Vergleich zwischen Flavonolen und Flavonen ist bel dieser Auswahl der
Substanzen durch Uberschneidende Strukturen nicht moglich. Alle untersuchten
Substanzen weisen eine Doppelbindung zwischen C2 und C3 auf, die ebenfalls einen
Einflul? auf den antiperoxidativen Effekt haben soll (Cook und Sammann 1996).

In der Zutphen Elderly Studie (Hertog et al. 1993) wurde der Gehalt von
Flavonoiden in der Nahrung u. a. von Quercetin, Apigenin und Luteolin bestimmt und
die Flavonoidaufnahme von dteren Mannern in Beziehung zu Myokardinfarkt und
Koronarer  Herzkrankheit gebracht, unter Beriicksichtigung verschiedener
Lebensgewohnheiten und der Vitaminaufnahme. Quercetin stellte mit 63% den
Hauptteil der aufgenommen Flavonoidmenge dar. Die Flavonoidaufnahme zeigte eine
signifikante negative Korrelation zu den Sterbefélen durch Koronare Herzkrankheit.
Die Signifikanz in Bezug auf Myokardinfarkt war dagegen grenzwertig. Die stérkere
Verbindung zur Koronaren Herzkrankheit deutet auf eine Wirkung der Flavonoide in
der Progression der Atherosklerose hin und auf ihren Einfluld auf das antioxidative
Geschehen in der Gefal3wand.

513 Einflul® von Antioxidantien und Carvedilol auf die in vitro Oxidation
von LDL in WHHL-Kaninchen

Nachdem antioxidativ wirkende Therapeutika, u. a. Carvedilol, direkt der in vitro
Oxidation von LDL zugesetzt worden waren und zum Teil einen hemmenden Effekt
auf die LDL-Oxidation gezeigt hatten, wurde Carvedilol und weitere antioxidative
Therapeutika in pharmakologischen Dosen systemisch hyperlipiddamischen WHHL-
Kaninchen verabreicht. Nach Versuchsende wurde LDL aus dem Plasma dieser Tiere
isoliert und die lag-Phase in der Oxidation bestimmit.

Dadiein vitro Oxidation von LDL starke individuelle Streuungen aufweisen kann
und auch die Vergleichbarkeit der Testmethode zwischen den verschiedenen
Laboratorien Grenzen hat, wurden Probucol und Tocopherol als Vergleich fir die hier
durchgefihrten Untersuchungen herangezogen. Aus anderen Untersuchungen ist
bekannt, dal? diese beiden Substanzen nach in vivo Applikation die in vitro Oxidation
von LDL stark verzégern kdnnen (O'Leary et al. 1996). Diese Annahme wurde durch
die Ergebnisse bestétigt. Die systemische Gabe von Probucol, aber auch von
Tocopherol, fuhrte zu einer dreimal bzw. doppelt so langen lag-Phase bei der
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durchgefihrten LDL-Oxidation. Bel den beiden Carvedilol-Konzentrationen war die
Hemmung bereits nicht mehr signifikant, aber immer noch geringfligig starker
ausgeprégt als bei den mit Ubichinon-10 gefltterten Tieren. Die Reihenfolge der
Antioxidantienaktivitét entspricht dem Ergebnis der direkten Oxidation von Plasma, die
von Kontush et al. (1997) durchgefuihrt wurde.

Auf eine Anayse unter Berlcksichtigung der Geschlechter wurde auf Grund
geringer Unterschiede in den Ergebnissen und kleiner Gruppengrof3e verzichtet, auch
wenn bei Kaninchen durch hormonale Schwankungen Auswirkungen auf den
Lipidstoffwechsel nicht ausgeschlossen werden kénnen.

Die Bestimmung wurde deshalb mit einer einzigen Konzentration Carvedilol an 20
mannlichen Tieren zu einem spateren Zeitpunkt wiederholt. Die hier gefundene
Verlangerung der LDL-Oxidation um 12 % durch die systemische Gabe von Carvedilol
war zwar nicht signifikant, bestdtigte aber die reinen in vitro Daten, bel denen fir
Carvedilol in einer Konzentration von 10 uM eine Hemmung der LDL-Oxidation um
26 % gefunden wurde, und fir den Carvedilol-Metaboliten BM91.0228 in einer
Konzentration von 1 uM eine Hemmung von 30 % zu messen war. Allerdings sind die
Plasmaspiegel, die bel den Kaninchen erzielt wurden, nicht bekannt. Die in der
Bluthochdruck-Therapie eingesetzte Dosierung liegt in der Daueranwendung bei
taglich 25 mg, die Tageshtchstmenge betrdgt 50 mg. Yue et al. (1992a) gibt eine
maximale Plasmakonzentration von 0,3 UM nach einmaliger, oraler Gabe von 50 mg
Carvedilol bei Freiwilligen an. Damit bleibt die klinische Relevanz der antioxidativen

Wirkung von Carvedilol weiterhin offen.
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5.2 Untersuchungen zum EinfluR von Antioxidantien und
Plasma auf die AAPH-Reaktion

In der sogenannten AAPH-Reaktion entstehen durch dessen spontanen Zerfall
Radikale, die durch Zugabe von antioxidativ wirkenden Substanzen abgefangen werden
konnen, wodurch eine Chemilumineszenz-Reaktion der Radikale mit Luminol
verhindern wird. Dieses Reaktionsprinzip wurde urspringlich verwendet um die
Antioxidative Kapazitéat des Plasmas zu bestimmen. In der vorliegenden Arbeit diente
diese Methode aber auf3erdem auch dazu, die Potenz von Antioxidantien in walrigem
Milieu zu testen.

Alle funf untersuchten Substanzen, Nordihydroguarsaure (NDHGA), das Vitamin E-
Derivat Trolox®, Vitamin C, Homocystein und Glutathion, zeigten die Fahigkeit
Radikale im Testsystem abfangen zu konnen. Dabel waren allerdings grof3e
Unterschiede festzustellen: So hemmte eine 2 pmolare NDHGA-L 6sung die Photonen-
emission der Chemilumineszenz genauso stark wie eine 40 pmolare Lésung von
Vitamin C oder Glutathion. Die im Plasma vorhandene Vitamin C- Konzentration wird
mit 30 bis 40 uM angegeben (Wissenschaftliche Tabellen Geigy 1979), Vitamin E mit
20 bis 25 uM, wobei bei Vitamin E die Aktivitét von Derivaten zu berticksichtigen ist.
Trolox® wurde in einer Konzentration von 1 bis 20 uM in der AAPH-Reaktion
eingesetzt.

Aufféllig war, dal3 im Anschlul3 an die lichtausldschende Phase unterschiedliche
Kurvenverlaufe bel den verschiedenen Substanzen festgestellt wurden. Die beiden
antioxidativ potentesten untersuchten Substanzen waren Trolox® und NDHGA, deren
Kurven nach der Ausldschungsphase wieder auf das Ausgangsniveau kamen und dort
blieben. Eine Erklérung dafir kénnte sein, dal? in diesen beiden Substanzen ein freies
Elektron durch Mesomeriestabilisierung fur eine radikalische Reaktion mit Luminol
nicht mehr zur Verfigung steht und die Chemilumineszenz unterbrochen wird. Fur
Vitamin C und Homocystein als mittelstarke Antioxidantien lief3 sich im Gegensatz
dazu ein konzentrationsabhangiger Anstieg Uber das Ausgangsniveau hinaus
beobachten, der Kurvenverlauf von Glutathion zeigte ein transientes Maximum mit
anschlief3enden niedrigeren Plateau, dessen Intensitét ebenfalls konzentrationsabhangig

war.
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Diese Befunde deuten darauf hin, dal? in diesem abgeschlossenen System nach einer
Phase der Radikalunterdrickung verstarkt solche gebildet werden. Solche
Beobachtungen sind bisher in der Literatur nicht beschrieben. Liss et al. (1991)
untersuchten zwar verschiedene Zusétze, u. a. Trolox, Glutathion, Vitamin C und
Cystein, in Gegenwart von AAPH, stellten aber die radikalabfangende Wirkung durch
die verminderte I naktivierung von Lysozym durch Radikale fest. Auch hier zeigten sich
bei der Veranderung der Lysozymaktivitét Uber die Zeit unterschiedliche Profile fir

verschiedene Zusétze.

Allgemein kann gesagt werden, dal3 Vitamin C ein sehr guter ,Fanger® fir
wasserlosliche Peroxylradikale darstellt. Eine Erklarung fir den Anstieg der
Radikalproduktion liefert moglicherweise ein zweiter Prozess, bei dem peroxidiertes
Semidehydroascorbat und/oder HO,* (O,¢) Radikale nach der Reaktion

O, + Semidehydroascorbat —> HO,» + Dehydroascorbat
beteiligt sind. Die Beobachtung, dal3 Vitamin C verstérkt Radikale bildet, unterstreicht
die Bedeutung des Zusammenspiels verschiedener antioxidativer Systeme beim Schutz

des KOrpers vor oxidativem Angriff.

Erhdhte Plasmakonzentrationen von Homocystein gelten as unabhangiger
Riskofaktor fur vaskulére Ereignisse. Das konnte damit zusammenhéngen, dafi
Homocystein bei der Entstehung von freien Radikalen beteiligt ist (Currie et al. 1996)
und damit unter bestimmten Bedingungen Lipdperoxidation auslésen kann (Toborek et
al. 1995). Andererseits kann Homocystein auf Grund der Thiolgruppe auch antioxidativ
wirken (Lynch und Frei 1997). Halvorsen et al. (1996) fanden z. B. fUr niedrige
Homocystein-Konzentrationen eine verstéarkte Lipidperoxidation von LDL,
wohingegen eine hohere Konzentration dieser thiolhaltigen Substanz LDL vor
oxidativer Modifizierung schitzte. Diese Befunde konnten durch die in der
vorliegenden Arbeit gemachten Beobachtungen gestiitzt werden, dal3 Homocystein

einerseits Radikale abfangen kann, aber andererseits verstarkt auch solche bildet.

Glutathion kann noch weniger von den Verhaltnissen in vivo getrennt werden als die
anderen, im Korper vorkommenden und hier untersuchten Antioxidantien, da es
zusammen mit den Enzymen Glutathion-Reduktase und Glutathion-Peroxidase eng in

Redoxreaktionen des Koérpers eingebunden ist. Lynch und Frei 1997 fanden sowohl
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pro- as auch antioxidative Eigenschaften bei der LDL-Oxidation, wobei sowohl
Homocystein als auch Glutathion die kupferinduzierte Oxidation Thiolgruppen-
unabhangig hemmte, eine durch Eisen katalysierte Oxidation aber durch freie SH-

Gruppen erleichtert war.

Fir die Tatsache, dal3 es noch Schwierigkeiten bei der Beurteilung des Verhaltens
der Antioxidantien gibt, sprechen auch die unterschiedlichen Ergebnisse aus der
Berechnung des stéchiometrischen Faktors, d. h. des Faktors, der angibt, wieviele
Radikalmolekile durch ein Molekul Antioxidans inaktiviert werden. Grundlage fur
solche Berechnungen sind zum einen direkte Einzelbestimmungen und zum anderen
Kalkulationen bezogen auf Serum. Der Wert fur Vitamin C zum Beispiel variiert dabei
zwischen 0,55 (Lissi et al. 1991), 0,7 (Wayner et al. 1985) und 1,7 (Whitehead 1992).
Fir Trolox® als Bezugssubstanz wird in alen Fallen 2 angegeben. Im walrigen Milieu
der AAPH-Reaktion erscheint Trolox® als Substanz, die die Chemilumineszenz und
damit die Radikalreaktion nicht in dem Mal%e fordert wie es z. B. fur Vitamin C
erscheint. Anders sieht die Betrachtung fir lipophile LDL-Partikel aus: sowohl fir
Vitamin C as auch fir o-Tocopherol werden pro- und antioxidative Effekte
beschrieben (Stait und Leake 1994, Bowry und Stocker 1993).

Durch Zugabe von Plasma zur AAPH-Reaktion kann ebenso wie bei den einzeln
gemessenen Antioxidantien eine Ausléschung des Lichtsignals erreicht werden. Uber
die Zeitdauer dieser Lichtausiéschung wird im Vergleich mit Trolox® a's Eichsubstanz
die Antioxidative Kapazitét des Plasmas berechnet (Wayner et al. 1985).

Hier soll zunachst nur kurz auf allgemeine Beobachtungen bel der Bestimmung der
Antioxidativen Kapazitdt des Plasmas und auf EinfluRBnahmemoglichkeiten durch
Antioxidantien, sowie auf LDL als Plasmabestandteil eingegangen werden. Die
Beurteilung von TRAP bei den untersuchten Gruppen erfolgt dann gesondert im
jewelligen Kapitel (5.3 und 5.4).

Der Anstieg der Radikalproduktion nach der Ausdschungsphase war auch bei
Plasma zu beobachten. Dabei fuhrten auch geringere Konzentrationen als die gezeigten
zu einem Anstieg, wobel die Phase der Lichtausldschung dann konzentrationsabhangig
kirzer wurde bzw. ganz ausfiel. Diese Befunde sind bisher in der Literatur nicht
beschrieben. Nur bei Metsa-Ketela 1991 findet sich ein Schaubild, das fir
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Plasmaproben einen zum Ausgangswert knapp doppelt so hohen Anstieg zeigt. Dieses
Verhalten wurde aber nicht kommentiert.

Die Einnahme von Vitamin E erhdhte die Antioxidative Kapazitdt des Plasmas um
44%. Vitamin E as lipophile Substanz schiitzt nach den vorliegenden Befunden im
Plasma vor Peroxidation, obwohl es nur einen geringen Beitrag zur Antioxidativen
Kapazitdt leistet (Wayner et al. 1985, Whitehead 1992). Die entstehenden
Tocopheroxyl-Radikale werden demnach Uber Wechselwirkungen mit sekundéren
Antioxidantien regeneriert und stehen dann einer weiteren Abwehr zur Verfigung.

Aufféllig war, dal3 das Plasma nach 6wochiger Vitamin E-Gabe ein geringeres
Maximum aufwies als die anderen Plasmaproben. Dies spricht dafr, dal3 durch eine
Anreicherung des Plasmas mit Vitamin E die verstéarkte Radikalproduktion im
AnschluR an die Ausléschungsphase abgeschwacht wird, ahnlich wie Trolox®, das
keine weitere Radikal produktion zeigte.

Ob diese Beobachtungen eine Bedeutung in vivo haben, ist noch nicht geklart. Die
Einnahme von Vitamin E as Schutz vor vaskuldren Ereignissen wird nach wie vor

kontrovers diskutiert.

Fir LDL wird in der Literatur ein dhnlicher Kurvenverlauf wie fur Vitamin E
angegeben (Whitehead 1992), das das Hauptantioxidans von LDL darstellt. Bel der
verwendeten Konzentration von nativem LDL kam es zu ener kurzzeitigen
Ausloschung der Lichtemission. Oxidiertes LDL zeigte keine Ausléschung mehr,
sondern bewirkte einen sofortigen Anstieg der Chemilumineszenz-Intensitdt auf
ungeféhr das Doppelte. Dies spricht dafir, dal3 kein antioxidativer Schutz mehr
vorhanden war und dartber hinaus die Lichtemission durch zusétzliche Radikale
gesteigert wurde.

Die Bestimmung der Antioxidativen Kapazitét stellt eine unspezifische Methode
dar, die aber ein breites Spektrum an Einflul3mdglichkeiten und Plasmabestandteilen
wie z. B. Proteine, wasserl6sliche Antioxidantien und die stark antioxidativ wirkende
Harnsaure mit einbezieht. In zahlreichen Studien konnte beispielsweise eine Zunahme
der TRAP-AKktivitéat bei korperlich trainierten Probanden festgestellt werde (Vasankari
et al. 1997), wohin gegen die Aktivitdt bel Rauchern (Sharpe et al. 1996) und
Diabetespatienten (Ceriello et al. 1997, Tsai et al. 1994) beeintréchtigt war.
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53 Unter suchungen Zu fUtterungsinduzierter Hyper-

cholesterinamiein Kaninchen

An Weilen Neuseeland-Kaninchen wurde wahrend sechs Wochen eine
Hypercholesterindmie Uber die Futterung induziert. Daran schlol3 sich eine
Regressionsphase an, in der die Tiere Normalfutter bekamen. Die Ergebnisse zur
Antioxidativen Kapazitét des Plasmas bel diesen Tieren wurden im Zusammenhang zur
Entwicklung des Cholesterinspiegels, der LDL-Oxidierbarkeit und der Plaquefléchen
gesehen, auf die deshalb kurz eingegangen wird (Schneider et al. 1999).

Bei der vorliegenden Untersuchung war der initiale, signifikante Anstieg der
Antioxidativen Kapazitat parallel zum Plasmacholesterinspiegel, der erwartungsgemald
am Ende der Cholesterinfitterung (6. Woche) seinen hochsten Wert erreichte, auffallig.
Eine Erklarung dafur kdnnte sein, dal? auch Cholesterin von AAPH attackiert werden
kann und Cholesterylester-Hydroperoxide gebildet werden (Noguchi 1994). Dennoch
fand unter den erhdhten Cholesterinwerten ab der 14. Woche ein Rilckgang der
Antioxidativen Kapazitdt unter das Ausgangsniveau statt, der auch nicht durch eine
Abnahme des Plasmaproteinspiegel erklart werden kann. Dieser war eher erhoht, so
dal3 sich daraus ein verbesserter antioxidativer Schutz ergeben hétte. Es stellt sich die
Frage, ob die verminderte Antioxidative Kapazitét aus erhohter Radikal produktion
gemal3 einer chronisch-inflammatorischen Reaktion resultierte, oder ob dafirr primér
eine Abnahme antioxidativ wirkender Substanzen im Plasma verantwortlich war, die
nicht ausgeglichen werden konnte.

Die lag-Phase der LDL-Oxidation stieg ebenfalls in der 6. Woche signifikant an,
verlangerte sich aber im Gegensatz zur Antioxidativen Kapazitét im Verlauf der
Untersuchungen weiter, wobei der hochste Wert in der 21. Woche erreicht wurde. Erst
am Ende des Beobachtungszeitraumes wies das LDL wieder die urspringliche
Oxidierbarkeit auf. Die Verlangerung der lag-Phase der LDL-Oxidation in vitro zeigte,
dal3 in diesem Modell offensichtlich trotz erhdhter LDL/VLDL-Spiegel eine
V erbesserung des Oxidationsschutzes von LDL erreicht wurde. Vermutlich ist dafir die
Vitamin E-Supplementierung des Kaninchenfutters verantwortlich, die standardméaliig
erfolgte, und auf die kein Einfluld genommen wurde. Auch in anderen Modellen war
unter Hypercholesterinamie eine Verlangerung der LDL-Oxidation gefunden worden

(personliche Mitteilung von Prof. Leonhardt, Dresden).
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Ungeachtet der Tatsache, dald sich das LDL der Kaninchen in vitro schwerer
oxidieren lief3, kam es zu einer, bis zur 6. Woche geringen, dann aber bis zur 21.
Woche verstarkten Zunahme der Plaquefldchen, mit nur geringer Regression in den
nachfolgenden Wochen (Abb. 5-1). Auffallig war dabei, da bei Rlckgang der
Antioxidativen Kapazitét ab der 6. Woche, die Plague-Entwicklung noch 15 Wochen
lang zunimmt, obwohl sich der Cholesterinspiegel weitgehend normalisierte und die

L DL-Oxidation immer noch verlangert war.

N

Plagueflache [mm?]
()]

’] 0
0. 6. 14. 21. 29, 40,
Woche

Abb. 5-1: Plaqueflachen bei den bis zur 6. Woche cholesterinreich und danach normal
gefltterten Kaninchen (Mittelwerte + S.D.)

Auf die zugrunde liegenden Mechanismen und Zusammenhdnge zwischen
Hypercholesterindmie, Verlauf der Antioxidativen Kapazitét, LDL-Oxidation und
Plague-Entwicklung kann aus den vorliegenden Daten nicht geschlossen werden. Doch
kann von einem verminderten antioxidativen Schutz des LDL in der Geféf3wand
ausgegangen werden und es konnten sich weitere wertvolle Hinweise zum
atherosklerotischem Risiko bei Hypercholesterindmie ergeben. Die Betrachtung der
Oxidation des isolierten LDL scheint alleine nicht auszureichen, um Ruckschltisse auf

die Plague-Entwichklung ziehen zu konnen.
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54 Unter suchungen am Menschen zur LDL-Oxidierbarkeit und

Antioxidativen K apazitat

54.1 Beeinflussung der LDL-Oxidierbarkeit und Antioxidativen Kapazitéat
durch Akutbelastung und Ausdauertraining

Regelmaldige sportliche Betdtigung hat gesicherte positive Auswirkungen auf
Plasmalipide und Plasmaipoproteine (Berg et al. 1994). Wahrend korperlicher
Belastung konnen jedoch reaktive Sauerstoffradikale entstehen (Alessio 1993), die bel
ungeniigendem antioxidativem Schutz Zellbestandteile schadigen konnen. Auf der
anderen Seite kann es zu einer Anpassung des antioxidativen Systems an
belastungsinduzierte Sauerstoffradikalanstiege kommen (Robertson et al. 1991).
Deshalb wurde angenommen, dal3 es bei regelmaiigen Ausdauerbelastungen zu einer
Veranderung im Schutz der LDL-Partikel vor Oxidation und im gesamten
antioxidativen Potential des Plasmas kommen wirde. ES wurde sowohl der Einfluf3
einer einmaligen als auch einer regelmaidigen korperlichen Belastung bei Untrainierten

auf die Oxidierbarkeit von LDL untersucht.

Alle gemessenen korperlichen Leistungsparameter zum Trainingseffekt veranderten
sich signifikant. Damit erzielten alle Teilnehmer durch das Ausdauertraining eine

verbesserte Ausdauerleistungsfahigkeit.

Als Mal3 fur die Lipidperoxidation im Plasma wurde der Gehalt an TBARS
gemessen. Dieser stieg bei den weiblichen Probanden jeweils unmittelbar nach der
Laufbandbelastung signifikant an. Bei den méannlichen Probanden nahm die MDA-
Konzentration zunéchst direkt nach der Ausbelastung ab, um erst 15 Minuten spéter
Uber den Ruhewert hinaus anzusteigen.

Die Bestimmung der Lipidperoxidation Uber die TBARS-Methode ist eine
weitverbreitete, aber vor allem im niedrigen Konzentrationsbereich relativ ungenaue
Methode. Abhéngig von Methodik, Trainingsintensitéat und Erndhrungsstatus zeigt sich
in der Literatur ein uneinheitliches Bild der Ergebnisse zur Lipidperoxidation wahrend

sportlicher Betétigung (Alessio 1993). Beim Vergleich von Sportlern mit Nicht-
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Sportlern zum Beispiel stellten Shern-Brewer et al. (1998) keinen Unterschied bel den
TBARS-Werten fest.

Korperliche Akutbelastung hatte in der vorliegenden Untersuchung keine
Auswirkungen auf die Oxidierbarkeit von LDL-Partikeln in vitro. Damit war entweder
der Anstieg der Sauerstoffradikale im Plasma zu gering um weitreichendere
Verénderungen an LDL zu bewirken, oder aber die Antioxidative Kapazitat im Plasma
bzw. der Vitamin E-Gehalt des LDL war grof3 genug um die LDL-Partikel vor
oxidativem Angriff zu schitzen. Andere Gruppen berichteten von angeblich
»Signifikanter” Verkirzung der lag-Phase durch korperliche Belastung: Wetzstein et al.
(1998) stellten bei 23 Probanden (11 Trainierte und 12 Untrainierte) eine Abnahme der
lag-Phase von 96,1 = 23,5 min auf 92,1 + 23,3 min durch 30minitige moderate
Laufbandbelastung fest. Die Arbeitsgruppe um Sanchez-Quesada untersuchte gut
trainierte Laufer vor und nach einem vierstiindigem Lauf, wobel sie einmal bel sechs
Laufern eine Verkirzung der lag-Phase um 13 % (Sanchez-Quesada et al. 1995) und
ein anderes Mal bei sieben Laufern eine Verkirzung um 9 % (Sanchez-Quesada et al.
1998) zeigen konnten. Bel Marathon-Laufern wurde von Liu et al. (1999) ene
deutliche Zunahme der LDL-Oxidierbarkeit festgestellt. Damit wird deutlich, dal3 die
Auswirkungen der oxidativen Belastung auf die LDL-Oxidation in vitro stark von der

jewelligen Belastung abhangt, die in unserem Fall wohl zu gering war.

Das Ausdauertraining hatte ebenfalls keine direkten Auswirkungen auf die
Oxidierbarkeit der LDL-Partikel. Die Veranderungen bei den Ruhewerten der lag-
Phase vor und nach dem Ausdauertraining waren bei den einzelnen Probanden sehr
unterschiedlich. Bei sieben Probanden wurde die lag-Phase kirzer, bel zwel
Teilnehmern blieb sie unverandert und bei sechs verlangerte sie sich. Zum Zeitpunkt
der Versuchsdurchfihrung lagen keine anderen Untersuchungen vor, die die
Auswirkungen eines Ausdauertrainings auf die Oxidierbarkeit von LDL in vitro
gemessen haben. In einer 1998 verdffentlichten Untersuchung (Vasankari et al. 1998)
gehen die Autoren von einer Abnahme an oxidativ veranderten LDL-Partikeln nach
einem zehn Monate dauernden Bewegungsprogramm aus, an dem insgesamt 105
untrainierte Frauen und Mannern teilnahmen: gemessen wurde neben dem Grundgehalt
an konjugierten Dienen in LDL das antioxidative Potential von LDL. Ein Vergleich

von Sportlern mit unsportlichen Probanden zeigte, dal3 das LDL von Sportlern



102 Diskussion

moglicherweise eine geringere Empfindichkeit gegentber Okxidation aufweist
(Sanchez-Quesada et al. 1997).

Bei der vorliegenden Untersuchung waren die Teilnehmer gebeten worden ihre
Ernahrungsgewohnheiten fir die Dauer des Ausdauertrainings beizubehalten, dennoch
kann dieser Aspekt bel der Betrachtung der recht unterschiedlichen Ergebnisse nicht
ganz vernachlassigt werden, da der endogene Gehalt an Antioxidantien in LDL, vor
allem der Gehalt an Vitamin E, direkt proportional zur Lange der lag-Phase der LDL-
Oxidation sein soll (Esterbauer und Jurgens 1993). Andere Autoren fanden alerdings
keine Korrelation zwischen dem Vitamin E-Gehalt in LDL und der lag-Phase
(Kleinveld et al. 1992) bzw. sie fanden unterschiedliche Langen der lag-Phase bei
gleichem Vitamin E-Gehalt fur verschiedene LDL-Dichteklassen (de Graaf et al.
1991). Auch andere Untersuchungen legen die Vermutung nahe, dal3 nicht nur der
Antioxidantiengehalt in LDL fir die in vitro Oxidation eine Rolle spielt, sondern auch
die Zusammensetzung der LDL-Fraktion: Kleinere, dichtere LDL-Partikel reagieren
gegenuber Oxidation empfindlicher als gréf3ere LDL-Pratikel mit geringerer Dichte.

In der vorliegenden Untersuchung wurden die maximal erreichten Extinktionen
wahrend der LDL-Oxidation mit Kupfer verglichen. Dabel konnte festgestellt werden,
da3 die Konzentration an konjugierten Dienen zum einen durch akute koérperliche
Belastung anstieg, aber auf der anderen Seite an allen drel gemessenen Zeitpunkten
nach dem Ausdauertraining eine niedrigere maximale Extinktion im Vergleich zu den
entsprechenden Zeitpunkten vor dem Training festzustellen war. Dabel war der
Ruhewert nach dem Ausdauertraining signifikant erniedrigt.

Durch die akute Belastung stieg die Konzentration konjugierter Diene direkt nach
Belastungsabbruch an und fiel dann 15 Minuten spéater wieder ab. Fur die weiblichen
Teilnehmern war der Anstieg nach dem Ausdauertraining signifikant. Méglicherweise
fUhrte die Belastung auf dem Laufband zu einem strukturell modifizierten LDL, in dem
sich eine Radikalkettenreaktion schneller ausbreiten konnte as in einem intakten
Partikel. Oder aber die kurzzeitige Erhéhung der Dien-Konzentration wahrend der
LDL-Oxidation kam durch einen Anstieg an mehrfach ungeséttigten Fettsduren in den
LDL-Partikeln zustande, bedingt durch die verdnderte Stoffwechsellage zur
Bereitstellung von Energie. Nach Baumstark et al. (1993) beeinfluft sportliche
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Aktivitéat Uber den Triglycerid- und Fettsdurestoffwechsel die Regulation der LDL-
Subfraktion-K onzentrationen.

Auch wenn die durchgefiihrte Ausbelastung bzw. das Ausdauertraining keinen
direkten EinfluR auf die LDL-Oxidierbarkeit hatte, so ist die Zu- bzw. Abnahme der
maximalen Extinktion doch ein Hinweis darauf, dal3 es zu Veranderungen in der
Zusammensetzung der LDL-Partikel kam, die eventuell Grof3endnderungen nach sich
zogen. Ein niedrigerer Gehalt an mehrfach ungeséttigte Fettséuren in grof3en, weniger
dichten LDL-Partikeln fuhrte bei de Graaf et al. (1991) zu einem geringeren Anstieg an
konjugierten Diene als dies bei kleineren, dichteren Partikeln der Fall war. Zahlreiche
mit Sportlern durchgefihrte Studien deuten auf eine Veranderung in der LDL-
Zusammensetzung und im Partikeldurchmesser hin: Zum einen konnte mittels
Protonen-NM R-Spektroskopie festgestel It werden, dal3 nach einem extremen Triathlon-
Wettkampf die Konzentration an kleinen, dichten LDL-Partikeln abnahmen (Yu et al.
1999). Zum anderen wurde bei Ausdauersportlern groflere, leichtere LDL-Partikel
gefunden (Williams et al. 1986) bzw. es &nderte sich die chemische Zusammensetzung
der LDL-Partikel bereits nach einem zweiwd6chigen Ausdauertraining durch Erhohung
des Gehalts an freiem Cholesterin, Cholesterinestern und Phospholipiden, wodurch
auch das Verhdtnis von Lipid- zum Proteinanteil anstieg (Houmard et al. 1994).

Dain der vorliegenden Arbeit keine Unterteilung der LDL-Fraktion vorgenommen
wurde, kann nur auf Grund des Rickgangs an konjugierten Dienen wahrend der LDL-
Oxidation auf solche Verdnderungen geschlossen werden. Diese Veranderungen aber
waren wiederum zu gering um Auswirkungen auf die LDL-Oxidierbarkeit selbst zu
haben. Dabei kann auch eine Rolle gespielt haben, dal3 elf der 16 Teilnehmer weiblich
waren. Der hohe weibliche Anteil kénnte das Ergebnis in bestimmter Weise beeinfluf3t
haben (Shern-Brewer et al. 1998). Praemenopausale Frauen zeigen einen estrogen-
abhéngigen kardiovaskuléaren Schutz, der unter anderem auf verdnderten
Lipidstoffwechsel und antioxidative Eigenschaften des 17(3-Estradiols zurtickzufihren
ist. Bel Frauen liegt genetisch bedingt bereits eine Veranlagung zu grof3en, weniger
dichten LDL-Partikeln vor (Campos et al. 1992). Dafur spricht auch, dal3 bei den
weiblichen Probanden niedrigere Konzentrationen konjugierter Diene gemessen
wurden als bei den mannlichen Teilnehmern (durchschnittliche maximale Extinktion
bei den Frauen 0,613 und bei den Mannern 0,546).
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Um die Auswirkung des Ausdauertrainings auf das antioxidativen Systems zu
erfassen, wurde die Antioxidative Kapazitdt des Ruhewertes im Plasma nach der
TRAP-Methode bestimmt. Die Mehrzahl der Probanden zeigte vor dem
Ausdauertraining eine hohere Antioxidative Kapazitdt als nach dem Training. Ein
Zusammenhang zwischen lag-Phase der LDL-Oxidation und der Antioxidativen
Kapazitat konnte nicht hergestellt werden. Beide Werte hangen offensichtlich von
unterschiedlichen physiologischen Parametern ab (Tsai et al. 1994).

Obwohl zahlreiche Untersuchungen vorliegen, die eine Adaption des antioxidativen
Systems an regelméldige Ausdauerbelastungen zeigen, fand sich keine Arbeit, die
Ausdauertraining und die gesamte peroxylradikalabfangende antioxidative Kapazitét
im Plasma (TRAP) untersucht hat. Akuter physiologischer oxidativer Stress, erzeugt
durch Langstreckenlauf (31 km) bzw. Marathon-Lauf, fuhrte bel zwei Arbeitsgruppen
zu einer Erhdhung der Antioxidativen Kapazitat, wobei bel einer Untersuchung ein
Zusammenhang zum Vitamin E-Anstieg bestand (Vasankari et al. 1997), in der
anderen aber kein Anstieg von Vitamin E oder anderen antioxiativ wirkenden
Vitaminen zu beobachten war (Liu et al. 1999). Beide Untersuchungen wurden an gut
trainierten Laufern und trainierten Freizeitsportlern durchgefihrt, die damit eine
Aktivierung ihres antioxidativen Systems als Reaktion auf oxidative Belastung zeigten.
Da wir die Antioxidative Kapazitét nur als Ruhewerte untersucht haben, kann eine
veranderte Aktivierung des antioxidativen Systems nach dem Ausdauertraining unter
Belastung nicht gezeigt werden. Ein Grund fir den niedrigeren Ruhewert der
Antioxidativen Kapazitét nach dem Ausdauertraining koénnte méglicherweise der
erh6hte Verbrauch an Antioxidantien durch die regelmélligen Trainingseinheiten sain,
der durch unveranderte Nahrungszusammensetzung nicht ausgeglichen werden konnte.
Dies hatte aber noch keine Konsequenzen fur die Oxidierbarkeit von LDL in vitro.
Trotzdem wirde diese Tatsache fur eine Substitution mit Antioxidantien auch bei

moderat trainierenden Sportlern sprechen.
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54.2 Bestimmung der Antioxidativen Kapazitat des Plasma bei Koronarer

Herzkrankheit

Da sich durch die Versuchsreihe mit den cholesteringef itterten Kaninchen (5.3) der
Verdacht ergab, dal3 moglicherweise ein Zusammenhang zwischen Antioxidativer
Kapazitdt im Plasma und Plaqueprogression besteht, wurde in der vorliegenden Arbeit
der Frage nachgegangen, ob sich auch bei verschiedenen kardiologischen
Patientengruppen Hinweise auf Veranderungen zur Antioxidativen Kapazitét feststellen
und in Zusammenhang zu Koronarer Herzkrankheit bringen lassen. Ausgangspunkt war
wiederum die LDL-Oxidationshypothese zur Atherogenese und die Fragestellung, ob
diese in einem schlechten antioxidativen Milieu verstarkt zum Tragen kommen konnte.
Es wurden sowohl Patienten mit nachgewiesener KHK untersucht, als auch Patienten,
bei denen KHK ausgeschlossen worden ist bzw. kein Verdacht fur diese Krankheit
vorlag. Eine Gruppe, nach eigenen Angaben Gesunder, diente als Kontrollgruppe.

Betrachtet man zunachst die einzelnen Patientengruppen, so ist festzustellen, dal3 nur
die Gruppe der Patienten ohne KHK Verdacht (Gruppe 111) eine erhéhte Antioxidative
Kapazitdt aufwies. Die Kontrollgruppe war weder von der Patientengruppe mit
nachgewiesener KHK noch von der Patientengruppen mit ausgeschlossener KHK zu
unterscheiden. Dies liegt sicherlich am geringeren  Altersdurchschnitt  der
Kontrollgruppe, und dal? hier der Zustand der Gefél3e, wie bel den Patienten ohne KHK
Verdacht, nicht erfadt worden ist. Pauschal kann somit keine Aussage zur
Kontrollgruppe  getroffen  werden. Interessant wéare vielmehr, einzelne
Versuchspersonen Uber enen langeren Zeitraum zu beobachten, um dann im
nachhinein RickschlUsse darauf ziehen zu konnen, ob eine verringerte Antioxidative
Kapazitat an der Atherogenese mitbeteiligt sein konnte. Denn auch der Vergleich von
Patienten mit nachgewiesener KHK mit den Patienten mit ausgeschlossener KHK legt
die Vermutung nahe, dal3 die Antioxidative Kapazitat des Plasmas, auf diese Art und
Weise betrachtet, keine Aussagen tber das Ausmal3 der Gefal3verénderungen zul .

Bezieht man aber die Harnsdure-Konzentrationen und die Tatsache, dal3 Harnsdure
einen nicht unerheblichen Beitrag zur Antioxidativen Kapazitét des Plasma leistet, in
die Uberlegungen mit ein, kénnte sich der gemessene Wert fir die Antioxidative
Kapazitat fur die Gruppen | (Patienten mit nachgewiesener KHK) und I11 (ohne KHK-
Verdacht) reduzieren. Der ,verbleibende Rest* der Antioxidativen Kapazitét von
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Gruppe | wirde dann niedriger ausfallen als bel den anderen Gruppen und kdnnte so
far die Vermutung sprechen, dal3, ebenso wie bei den cholesteringefitterten NZW-
Kaninchen, das antioxidative Milieu Einflu® auf Verdnderungen an den Blutgefal3en
haben konnte. Allerdings ist damit noch nicht geklart, ob erhdhte Harnsaurewerte
ursdchlich an Gefdlveranderungen, z. B. durch verstarkte Pléttchenaggregation
beteiligt sind, oder ob sie eine Folge der Gefal3erkrankung sind.

In einer kurzlich erschienenen Publikation (Nieto et al. 2000) wird ebenfalls die
Hypothese aufgestellt, dal3 erhohte Harnsaurekonzentrationen fur unerwartet hohe
Antioxidative Kapazitédten im Serum von Patienten mit Carotis-Atherosklerose
verantwortlich sein konnten. Aulerdem bestand ein signifikanter Zusammenhang
zwischen den Harnsdurewerten und dem Auftreten von Carotisveranderungen, die 13
Jahre spéter gemessen wurden. Diese Befunde legen die Vermutung nahe, dai3 die
Antioxidative Kapazitét durch Harnsaure nur scheinbar erhdht wird. Eine Erkléarung fur
das Auftreten von Hyperurikémie bei Patienten mit atherosklerotischen Veranderungen
konnten experimentelle Beweise liefern, die belegen, dal? erhéhte Harnsaurewerte beim
Menschen den Versuch einer kompensatorischen Antwort auf oxidativen Stress

darstellen, der bekanntermal3en zu Alterung und Lipidperoxidation fuhrt.

543 Bestimmung von Aminogruppen in LDL durch Fluorescamin-Titration

im Plasma bel Koronarer Her zkrankheit

Nachdem bei der in vitro Oxidation von LDL eine Abnahme an freien Amino-
gruppen mit Fluorescamin gefunden worden war, stellte sich die Frage, ob sich mit
diesem Reagenz auch Verdnderungen an LDL direkt aus dem Plasma nachweisen
lassen. Verdnderungen am Proteinantell des LDL sind mit einer Verschiebung der
Gesamtladung zum negativem hin verbunden und konnten in der vorliegenden Arbeit
auch elektrophoretisch dargestellt werden. In vivo sollen 1-10% des gesamten LDL auf
negativ geladenes LDL entfalen (Jankowski et al. 1998). Um dieses in vivo
modifizierte LDL erfassen zu konnen, wurde Fluorescamin direkt dem Plasma
zugesetzt und anschlieffend LDL isoliert. Die dann gemessene Fluoreszenz des
isolierten LDL wurde als Mal3 fur die freien Aminogruppen verwendet, das zur

Standardisierung auf den Cholesteringehalt der jeweiligen LDL-Probe bezogen wurde.
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Uberraschenderweise wurden bei alen Patientengruppen hoéhere Fluoreszenz-
intensitdten bezogen auf den LDL-Cholesteringehalt gefunden als bel den Kontroll-
gruppen. Dieses Ergebnis entsprach nicht den Erwartungen. Es war davon ausgegangen
worden, dal3 bel Patienten mit einem erhthten Atherosklerose-Risiko LDL zumindest
schon zum Teil im Plasma modifiziert vorliegen konnte, und deshalb weniger freie
Aminogruppen zur Verfligung stehen wirden, die mit Fluorescamin zu einem
fluoreszierendem Produkt reagieren konnten.

Allerdings deckt sich das vorliegende Ergebnis mit den von Schreier et al. 1996
gemachten Beobachtungen. Sie untersuchten sowohl normo- als auch dyslipidamische
Patienten mit krankhaften atherolsklerotischen kardiovaskuldren Verénderungen im
Vergleich zu Gesunden. Das LDL der Patientengruppe war zum einen
triglyceridreicher als das der Kontrollgruppe und zum anderen waren die LDL-ApoB
Konzentration im Plasma und der ApoB/Cholesterin-Quotient, unabhéngig ob normo-
oder dydlipidamisch, signifikant hoher. Dies legt die Vermutung nahe, dal3 das Plasma
von Individuen mit kardiovaskularen Veranderungen vermehrt LDL-Partikel mit einer
anderen chemischen Zusammensetzung enthalt, und dal3 diese Veradnderung zu einer
relativen Zunahme von ApoB bezogen auf den Cholesteringehalt fuhrt. Auch andere
Autoren haben solch einen Zusammenhang bei Patienten mit fortgeschrittener
Koronaratherosklerose (Snhiderman et al. 1982) und bei Koronarer Herzkrankheit (Vega
und Grundy 1984) gefunden. Letztere kommen zu dem Schiuf3, dald3 Alter,
Korpergewicht und Triglyceridkonzentration zu einem verénderten LDL-ApoB/LDL-
Cholesterin-Quotienten beitragen konnten. Dies wurde von Swinkels et al. 1989 weiter
untersucht. Diese Arbeitsgruppe kommt zu dem Schlul3, dal3 das Vorhandensein eines
proteinreichen LDL nicht als eindeutiger Hinweis fur ein KHK-Risiko gewertet werden
kann, da ein deutlicher Zusammenhang zwischen LDL-Cholesterin/LDL ApoB und
Alter bzw. Serumtriglyceriden bzw. HDL-Cholesterol bestand. In der vorliegenden
Arbeit konnte dagegen in der zweiten, gréf3eren und genauer untersuchten Gruppe des
Hauptversuches kein Zusammenhang zwischen Alter und dem Fluoreszenz/LDL-
Cholesterin-Quotienten festgestellt werden, was auf Grund der unterschiedlichen
Zusammensetzung der Patienten- und Kontrollgruppe durchaus eine Erklérung fur das
Ergebnis hétte sein kdnnen. Auch die Trigylceridkonzentrationen zeigten keine
eindeutige Korrelation mit dem Fluoreszenz/L DL -Cholesterin-Quotienten, womit der

hohe Wert der Gruppe Il mit ausgeschlossener KHK ebenfalls eine Erklarung hétte
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finden kdnnen. Diese Gruppe unterschied sich allerdings wegen der geringen Anzahl

auch nicht signifikant von der Kontrollgruppe.

Auch diese Beobachtungen stehen im Zusammenhang mit der Tatsache, dal’3 LDL
eine sehr uneinheitliche Gruppe von Partikeln darstellt, die sich in Grofse, Dichte,
elektrischer Ladung und chemischer Zusammensetzung unterscheiden. Nimmt die
Triglyceridkonzentration in LDL zu, was im Austausch mit Chol esterinestern geschieht
(lkeda et al. 1998), wird das LDL-Partikel kleiner und das Verhdtnis von LDL-
Cholesterin zu ApolipoproteinB nimmt ab (Swinkels et al. 1989). Das heil, der von
uns untersuchte LDL-Protein/Cholesterin-Quotient wird mit abnehmendem LDL-
Partikeldurchmesser grofer. Das LDL-Cholesterin/LDL-ApoB-Verhdtnis soll deshalb
den Gehalt an kleinem dichten LDL widerspiegeln (Hattori et al. 1998), das leichter
oxidiert werden kann als gréf3eres LDL mit geringerer Dichte. Dies wird einerseits auf
eine labilere Oberflache der LDL-Partikel (Tribble et al. 1995) zurickgefuhrt,
andererseits auf das Vorhandensein von negativ geladenem LDL in den dichteren
Fraktionen von LDL, das durch einen hohen Gehalt an L pidperoxidations-produkten as
Pro-Oxidans auf unverandertes LDL wirken soll (Sevanian et al. 1996). Deshalb ist
anzunehmen, dal3 Personen mit einem hoheren Anteil an kleinem dichterem LDL
einem groRRerem Risiko fir atherosklerotische Ereignisse unterliegen (Austin et al.
1988; Hattori et al. 1998). Dabei spielt moglicherweise auch ein verminderter Gehalt
an Sialinsaure in kleinen, dichten LDL-Partikeln eine Rolle (Jaakkola et al. 1993,
Campos et al. 1992). Interessant ist auch, dal? durch ein ausdauerorientiertes Training
das LDL-Lipid / Protein-Verhdtnis um 7 % anstieg, was als kardioprotektiver Effekt
gewertet wurde (Houmard et al. 1994).

Inwieweit der ApoB/Cholesterin-Quotient des LDL und die hier verwendete, relativ
einfache Bestimmungsmethode mit Fluorescamin wirklich als Indikator fur atypische
LDL-Partikel verwendet werden konnen, mufdte weiter untersucht werden. Die
gefundenen Ergebnisse zeigen aber auch, dald die Lipidkonzentrationen im Plasma
nicht zwangslaufig den LDL-Charakter widerspiegeln, der aber fur die Oxidations-
hypothese der Atherosklerose eine Rolle spielt. In der vorliegenden Arbeit konnte an
den 21 Mannern und Frauen der Kontrollgruppe gezeigt werden, dal3 ein gewisser
Zusammenhang zwischen dem ermittelten Fluorescaminquotienten und der Dauer der
lag-Phase bestand: Je kirzer die lag-Phase der LDL-Oxidation war, desto mehr
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Fluorescamin bezogen auf Cholesterin konnte in der LDL-Bande gebunden werden.
Auch dieses Ergebnis deckte sich nicht mit den Erwartungen. Bel einer kiirzeren lag-
Phase war von einem LDL ausgegangen worden, bei dem eventuell Aminogruppen
schon modifiziert vorliegen konnten und deshalb weniger Fluorescamin an freie
aminogruppen binden wirde. Das Gegenteil scheint allerdings der Fall zu sein. Ob aber
die PartikelgrofRe priméar der Grund fur diese Beobachtung ist, mifie in weiteren
Untersuchungen geklart werden. In der Framingham Offspring Studie (Campos et al.
1992) wurde deutlich, dal3 auch die LDL-Partikelgrof3e in einer Populationsstudie allein
nicht fur die Bewertung des KHK-Risikos ausreicht. Zwar bestand ein Zusammenhang
zwischen Grof3e des LDL und dem Triglycerid- und ApoB-Gehalt, und die héchsten
LDL-Cholesterol/ApoB-Quotienten waren bei Personen mit hohem LDL-Cholesterin
und groféen LDL-Partikeln zu finden, aber interessanterwei se hatten Personen mit LDL -
Cholesterin > 160 mg/dl 11 % hdhere LDL-Cholesterin /ApoB-Werte als die Personen
mit LDL-Cholesterin < 130 mg/dl. Diese Beobachtung kdnnten eine weitere Erklarung
dafir liefern, warum es bei erhdhtem Cholesterinspielgel grof3e Unterschiede im
Ausmal3 von KHK gibt. Auch familidre Hypercholesterindmie und ein lebenslang
erhohter LDL-Plasmaspiegel zeigen signifikante Unterschiede in der Ausprégung der
Atherosklerose (Witztum 1993) bzw. in der in vitro LDL-Oxidierbarbeit (Raal et al.
1995), wodurch der multifaktoriellen Charakter der Atherogenese ebenfals
widergespiegelt wird.
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55 Einflisse von LDL und Angiotensin Il auf glatte Muskel-

zellen

Zahlreiche zelluldre Prozesse, die bel der Atherosklerose auftreten, wie z. B. Zéll-
proliferation, Zellmigration und veranderte Kontraktilitét glatter Muskelzellen, werden
durch Anderungen der intrazellularen Calciumionenkonzentration hervorgerufen.
Calciumionen sind wichtige Bestandteile von rezeptorvermittelten, intrazellul&ren
Signal Ubertragungswegen. Damit Uben freie Calciumionen eine Schltsselstellung bei
der Kontrolle der Zellreaktivitdt aus. Interessant ist deshalb die Wirkung von
gefal3aktiven Substanzen wie atherogenem oxidiertem LDL und Angiotensin Il auf die
Calciumhomoostase von vaskuldren glatten Muskelzellen und die Beeinflussung des
Einstroms und der Freisetzung von Calciumionen in diesem Zusammenhang. Als
geeignetes Modell fir Untersuchungen der Ca*-Homdostase gelten die hier
verwendeten glatten Muskel zellen A7r5 aus Rattenaorta (Lapidot et al. 1996).

551 Akute Wirkung von LDL auf glatte Muskelzellen

In der vorliegenden Arbeit |6ste oxidiertes LDL eine insgesamt starkere Anderung
der intrazelluldren Calciumkonzentration aus als das verwendete native LDL. OxLDL
zeigte einen gewissen Plateau-Effekt und damit eine langer andauernde Erhdhung der
intrazelluléren freien Calciumionen, wodurch die Flache unter der Kurve hier 1,5mal
grofller war as bei nativem LDL. Dies konnte fir eine gréfere Gesamtwirkung des
oxidierten LDL auf die Freisetzung von Calcium sprechen. Im Gegensatz dazu fihrte
natives LDL zu einer Kkurzzeitig starkeren Anderung der intrazelluldren
Calciumkonzentration.

Sowohl die Arbeitsgruppe um Weisser et al. (1992) als auch die um Wells et al.
(1996) konnten fir oxidiertes LDL ebenfalls einen groferen Effekt auf das
intrazellulére Calcium nachweisen as fir natives LDL. Vorhandene Unterschiede in
der Ausprégung der Ergebnissen konnten sich mit dem Oxidationsstatus des
verwendeten LDL erkléren lassen. Beide zitierte Arbeitsgruppen verwendeten LDL,
das 24 Stunden mit 5 bzw. 10 uM CuSO, oxidiert wurde, anschlief3end dialysiert wurde
und das zumindest im zweiten Fall innerhalb 14 Tagen aufgebraucht wurde. Das fur die

hier beschriebenen Versuche verwendete LDL wurde entsprechend dem LDL oxidiert,
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das fur die Aminogruppenbestimmung wahrend des Oxidationsprozesses verwendet
wurde. Die Oxidationsdauer betrug 3-4 Stunden. Das LDL zeigte danach eine deutliche
Entfarbung und der Extinktionsanstieg beli 234 nm lag zwischen 0,5 und 0,7, wodurch
auf oxidative Veranderungen geschlossen wurde. Auf eine Dialyse im Anschlul? an die
Oxidation wurde verzichtet, da Lange (1997) keinen Effekt mit dialysiertem,
oxidiertem LDL auf die NO-Synthese in Endothelzellen fand, wohingegen mit nicht
dialysiertem LDL ein Einfluf3 festzustellen war.

Ein Vergleich dieser Ergebnisse legt die Vermutung nahe, dal3 langer oxidiertes
LDL einen stérkeren Einfluld auf den Calciumanstieg hat als weniger lang oxidiertes
LDL, bel dem trotzdem von oxidativen, sich vermutlich auch auf den Proteinanteil des
LDL erstreckende, Verdnderungen auszugehen ist.

Ein weiterer Einflu auf das Ausmald des Calciumsignals konnte vom Grad der
Zelldifferenzierung kommen. OxLDL soll unter anderem den L-Typ Ca’*-Kanal von
AT7r5 Zellen aktivieren, unabhéngig von der cAMP/PKA-Signallbertragung. Der L-
Typ Kanal stellt ein Merkmal fur die Differenzierung glatter Geféal3muskelzellen dar.
Uber den molekularen Mechanismus der intrazellularen Calciumerhéhung durch LDL
ist noch wenig bekannt. Es ist aber davon auszugehen, dal3 verschiedene Wege daran
beteiligt sind, aso sowohl ein kanaabhangiger Calciumeinstrom als auch
rezeptorvermittelte Effekte. Dariiber hinaus sollen Anderungen der cytosolischen
Calciumkonzentration an der Oxidation von nativem LDL beteiligt sein (Wells et al.
1997). Dies soll zu einem autogenen Verlauf des LDL-Oxidationsprozesses fuhren, in
dem schon oxidiertes LDL eine intrazelluldre Calciumerhéhung bewirken soll, was

wiederum die weitere Oxidation von nativem LDL voran bringen wrde.

55.2 Wirkung von LDL auf den zellularen Angiotensin || -Effekt

Da die kurzzeitige Applikation von LDL auf glatte Muskelzellen A7r5 nicht den
erwarteten Effekt hatte, wurde langer oxidiertes LDL in Inkubationsversuchen tber
20 Stunden verwendet. Um eine Anderung in der Calciumhomodstase messen zu
kénnen, wurde Angiotensin |1 als stark geféf3aktive, endogene Substanz verwendet.

Angiotensin Il erhdht u. a in glatten Muskelzellen die intrazelluldre Calcium-
konzentration (Smith 1986) und induziert vaskulére Kontraktionen. Dartiber hinaus

erhéht Angiotensin 1l in kultivierten Rattengefal3muskelzellen Uber eine
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NADH/NADPH-abhangige Oxidase die Produktion von Superoxidanionen, die als
wichtige second messenger der AT II-Wirkung z. B. auf Zelhyperthrophie bzw.
Hyperplasie, angesehen werden (Maytin et al. 1999). AulRerdem kommt es durch AT I
in Makrophagen zu einer Erhéhung der Lipoxygenase, was die Oxidation von LDL
fordert.

Angiotensin Il fuhrte in alen vorbehandelten Zellen zu einem Calciumsignal. In den
Zéellen, die mit der hoheren Konzentration an oxidiertem LDL inkubiert worden waren,
lag dieses Signal deutlich Uber dem der unbehandelten Kontrollzellen. Dies legt die
Vermutung nahe, dald die chronische Gegenwart von oxidiertem LDL eine durch
Angiotensin || ausgel 0ste Calciumerhthung verstarkt.

Diese Vermutung konnte auch durch die Ergebnisse der kurzzeitigen LDL-
Applikation mit anschliefRender Angiotensin II-Stimulation gestiitzt werden. Bezieht
man das Angiotensin I1-Signal auf das vorangegangene LDL-Signal, so ist auch hier
der Effekt von Angiotensin Il auf die Calciumkonzentration bei Zellen, die mit der
hoheren Konzentration an oxidiertem LDL behandelt wurden, am hdchsten.

Mit Angiotensin 11 konnten in A7r5-Zellen wiederhohlbare Veranderungen der
Calciumkonzentration ausgel st werden. Die Hohe der Anderungen war dabei ungefahr
gleich. Bei der Inkubation der Zellen mit oxidiertem LDL und anschlief3ender
Applikation von Angiotensin Il war in der Regel nur eine Stimulation méglich, bei der
Inkubation mit nativem LDL konnte bei einigen Experimenten eine zweite schwache
Stimulation erzielt werden. Dieses LDL liegt vermutlich nach 20 Stunden bel 37°C
trotz antioxidativer Pufferung nicht mehr im , nativen* Zustand vor. Im Vergleich dazu
kann bel in vitro Gefakontraktionen an Rattenaorten und Kaninchencarotiden
ebenfalls nur eine Kontraktion mit Angiotensin Il trotz wiederholter Anwendung
ausgelost werden. Dies wird Tachyphylaxie genannt. Durch Zugabe von
Reduktionsmitteln konnte in unserem Labor diese Reaktion abgeschwécht werden, was

moglicherweise fir die Betelligung von Oxidation an Tachyphylaxie spricht.
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55.3 Wirkung von Angiotensin Il und AT 1-Rezeptorblockade auf glatte
Muskelzellen

Durch eine AT 1-Rezeptorblockade mit Valsartan konnte die intrazellulére
Calciumerhdhung, die durch Angiotensin 11 ausgel 6st wurde, abgeschwacht werden.

AT-1-Rezeptoren vermitteln die bekannten biologischen Wirkungen von
Angiotensin |l Uber eine Vielzahl von Ubertragungswegen, z. B. die Aktivierung der
Phospholipasen C und A2, die Hemmung der Adenylatcyclase, die Offnung von
Cacium-Kandlen und die Aktivierung von Tyrosinkinasen (Ardaillou 1999).
Allgemein blockiert Valsartan die von Angiotensin |1 Gber diesen Rezeptor vermittelte
Wirkung. Angiotensin 11 ist das priméar aktive Hormon des Renin-Angiotensin-Systems
und ein potenter Vasokonstriktor. Aul3erdem setzt Angiotensin Aldosteron frei und
stimuliert die Proliferation glatter Muskelzellen. AT 1-Rezeptorblocker werden zur
Blutdrucksenkung bel Patienten mit Hypertonie eingesetzt. Da diese Patienten auch ein
erhohtes Risiko zu vaskuldren Ereignissen aufweisen und Angiotensin 1l die LDL
Oxidation durch Makrophagen erhthen soll, kénnten diese Patienten durch die
Blockade des Rezeptors durch zusétzliche Wirkungen auf die Atherogenese profitieren.
Bei Heller et al. (1998) und in eigenen Befunden fanden sich allerdings keine
Anhaltspunkte fir eine Verdnderung der LDL-Oxidierbarkeit durch Losartan, ein
weiterer AT 1-Rezeptorblocker. Die Wirkung von Angiotensin |1-Rezeptor-Blockern
auf den second messenger Calcium ist auch sicherlich nicht vergleichbar mit dem
Einflul3, den geféidselektiven Inhibitoren wie Nifedipin u. a. haben. Solche spezifische
Substanzen sind im Gespréch als weiterer Ansatz in der Prévention / Therapie der
Atherosklerose (Howes et al. 1997, Wells et al. 1997).






Zusammenfassung 115

6 Zusammenfassung

Es gibt zahlreiche Hinweise darauf, dal3 oxidativ verandertes LDL in der
Pathogenese der Atherosklerose eine bedeutende Rolle spielt. Grundlage fir diese
Hypothese sind Studien, die belegen, dal? modifiziertes LDL u. a. chemotaktisch fur
Monozyten, zytotoxisch fur Endothelzellen, immunogen und plattchenaggregierend

wirkt, sowie in humanen und experimentellen Plagues gefunden wurde.

In der vorliegenden Arbeit wurde zunéchst den chemischen Veranderungen in LDL
wahrend kupferkatalysierter Oxidation nachgegangen. Dabei stand neben dem
Lipidanteil vor allem der Proteinanteil im Vordergrund. Es konnte mit zwei Methoden,
Fluorescamin und TNBS, gezeigt werden, dal3 neben Reaktionen am Lipidteil, die
durch Dien- und TBARS-Bildung nachgewiesen wurden, bereits zu einem friihen
Zeitpunkt Aminogruppen des Proteins modifiziert werden. Eine quantitative
Betrachtung legt nahe, dal’3 der Hauptteil der nachgewiesenen Carbonylgruppen aus den

Aminogruppen des Apolipoproteins entstanden sind.

Im Zusammenhang mit der kupferkatalysierten LDL-Oxidation wurde auch die
Wirkung verschiedener Antioxidantien bzw. Herz-Kreislauf-Therapeutika sowohl in
vitro as auch in vivo auf die Oxidierbarkeit von LDL getestet.

In den in vitro Versuchen zeigten sich vor alem in Bezug auf pharmakologische
Dosen nur geringe antioxidative Effekte bei den engesetzten CSE-Hemmern
Lovastatin, Simvastatin und Fluvastatin und dem B-Blocker Carvedilol, wobei dessen
Metabolit BM91.0228 eine stéarkere Wirkung hatte. Ein weiterer [3-Blocker,
Metoprolol, und der AT 1-Rezeptorblocker Losartan wiesen eher prooxidative
Tendenzen auf. Die stérkste verzogernde Wirkung auf die LDL-Oxidation war bel dem
Vitamin E-Derivat U-83836E und den 21-Aminosteroiden U-74500A und U-74389G
festzustellen. Im Vergleich zu den alopathischen Therapeutika fihrten die
Untersuchungen mit Substanzen pflanzlichen Ursprungs zu einer deutlich stérkeren
Verlangerung der lag-Phase, z. B. war Luteolin ein stérkeres Antioxidans als das
Vitamin E-Derivat U-83836E. Aber auch Quercetin, Luteolin-7-glucosid und Rutin
hemmten die LDL-Oxidation besser als die untersuchten CSE-Hemmer und 3-Blocker.

Bei Apigenin-7-glucosid war der Effekt nicht mehr ganz so ausgepragt und bel
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Apigenin und Vitexin-2-O-rhamnosid zeigte sich kaum noch eine antioxidative
Wirkung. Am Beispiel eines Crataegus-Extraktes wurde auf}erdem die Potenzierung
dieser antioxidativen Einzeleffekte der Flavonoide deutlich gemacht, da dieser Extrakt
in der Lage war, die LDL-Oxidation bereits in einer geringeren Konzentration stérker
zu hemmen.

Die in vivo Versuche wurden an hypercholesterinamischen WHHL-Kaninchen
durchgefihrt, wobei das isolierte LDL auf seine Oxidierbarkeit hin untersucht wurde.
Probucol zeigte eine dreimal langere und Tocopherol eine doppelt so lange lag-Phase
im Vergleich mit den Kontrolltieren. Mit Ubichinon Q10 und Carvedilol (zwei
Konzentrationen) waren nur marginale Effekte auf die LDL-Oxidierbarkeit zu

verzeichnen.

Als Waelterfiuhrung der Reaktion von Fluorescamin zum Nachweis der
Aminogruppenanderungen in isoliertem LDL wurde eine Fluorescamin-Titration im
Plasma entwickelt, aus dem anschlief3end LDL isoliert und fluorimetrisch untersucht
wurde. Der Wert dieser Fuoreszenzmessung wurde als Ergebnis auf den
Cholesteringehalt des isolierten LDL bezogen. Die Testung dieser Methode erfolgte an
kardiologischen Patienten und an gesunden Kontrollpersonen. In zwei Studien zeigte
sich, dal3 sich fir Patienten hohere Werte ergaben als fir die Kontrollpersonen, wobei
vor allem bel Patienten mit nachgewiesenen Gefélverénderungen der Unterschied
signifikant war. Die Ursache fur dieses Ergebnis konnte noch nicht abschlief3end
geklart werden. Vieles spricht dafir, dal3 mit dieser neuen Methode Unterschiede in der
Zusammensetzung von LDL nachgewiesen werden kénnen, die mdglicherweise auf ein
verandertes vaskul dres Risiko hindeuten.

In elner weiteren Probandenstudie wurde der Frage nachgegangen, inwieweit
oxidativer Stress, induziert durch sportliche Aktivitat, Auswirkungen auf die LDL-
Oxidierbarkeit und die Antioxidative Kapazitat des Plasmas hat. Zwar beeinfluf3ten auf
der einen Seite weder das durchgefiihrte Ausdauertraining noch die Akutbelastungen
die in vitro Oxidierbarkeit von LDL selbst nicht, auf der anderen Seite fuhrte das
Ausdauertraining aber zu einer Abnahme bzw. die Akutbelastung zu einer leichten
Zunahme an konjugierten Dienen, die wéahrend der in vitro Oxidation von LDL
entstehen. Diese Beobachtungen legen die Vermutung auf Veranderungen in der LDL-

Zusammensetzung nahe, deren Ursachen und Auswirkungen aber ebenfalls noch einer
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Klarung bedirfen. Die Antioxidative Kapazitét des Plasmas nahm zwar durch das
Ausdauertraining geringfligig ab, hatte aber offensichtlich keine Auswirkungen auf die
LDL-Oxidierbarkeit in vitro.

Neben den chemischen und strukturellen Veranderungen des LDL stellt sich im
Zusammenhang mit der Oxidationshypothese der Atherogenese als weitere Frage,
welche Rolle nicht-LDL-assozierte Antioxidantien, d. h. Antioxidantien des Plasmas
bzw. extrazellulérer Flissigkeiten spielen. Dazu wurde am Tiermodell der Versuch
unternommen, durch Bestimmung der Antioxidativen Kapazitdét im Plasma ein
Zusammenhang zu vaskuléren Verénderungen herzustellen. An Kaninchen, die sechs
Wochen lang cholesterinreich erndhrt wurden und anschlief3end wieder Normalfutter
bekamen, konnten die Beobachtungen zur Plaqueprogression besser mit der
verminderten Antioxidativen Kapazitét des Plasmas erklart werden als mit der LDL-
Oxidierbarkeit in vitro, die durch eine verlangerte lag-Phase charakterisiert war.

Im Gegensatz dazu lief3 sich alein auf Grund der Daten zur Antioxidativen
Kapazitat bei kardiologischen Patienten mit teilweiser Koronarer Herzkrankeit nicht
auf vaskuléare Veranderungen schlief}en, da sich kein signifikanter Unterschied
zwischen Kontrollpersonen und Patienten zeigte. Bezieht man alerdings die
gemessenen Harnsdurekonzentrationen, die zur Antioxidativen Kapazitét beitragen, und
die bei den Patienten mit KHK im Vergleich zur Kontrollgruppe deutlich hoher lagen,
mit ein, so ergibt sich tatsachlich ein geringerer Wert fur die Antioxidative Kapazitét
bei Patienten mit koronaren Gefé3veranderungen. Moglicherweise steht die Zunahme
an Harnsdure im Plasma von Patienten mit atherosklerotischen Verdnderungen im
Zusammenhang damit, daf3 dadurch ein Mangel an Antioxidantien kompensiert werden
soll, der entweder primdr vorhanden ist, oder der als Folge einer erhdhten
Radikal produktion, z. B. im Verlauf einer chronischen Entziindung, auftritt.

In der fUr die Bestimmung der Antioxidativen Kapazitdt verwendeten AAPH-
Reaktion konnte auf3erdem die unterschiedliche Wirkung verschiedener Antioxidantien
dargestellt werden. Es lie3 sich in alen Fallen ein konzentrationsabhangiger,
radikalabfangender Effekt feststellen, wobei Nordihydroguarsdure vor dem Vitamin E-
Derivat Trolox® die gréfte Wirkung zeigte. Geringeres antioxidative Potential in dieser
Reaktion wiesen Homocystein, Vitamin C und Glutathion auf. Die Problematik der
Pro- und Antioxidation in einem abgeschlossenen System wurde dadurch deutlich, daf
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im Anschlul? an die radikalabfangende Reaktion eine verstérkte Radikal produktion bei
Vitamin C, Homocystein, Glutathion und Plasma auftrat.

Zur ndheren Betrachtung der zelluldren Wirkungen von LDL  wurden
fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen zur Calciumhomd@ostase an kultivierten
glatten Muskelzellen durchgefihrt. LDL fuhrte akut appliziert zu einem intrazelluléren
Calciumanstieg, der bel oxidiertem LDL verstarkt auftrat. Bel mit oxidiertem LDL
vorbehandelten Zellen bewirkte Angiotensin Il eine stdrkere Erhéhung der zelluléren
Calciumkonzentration im Vergleich zu nativem LDL. Unabhangig davon schwéachte
eine AT 1-Rezeptorblockade mit Valsartan den Angiotensin-Effekt ab. Diese
Beobachtungen legen die Vermutung nahe, dal3 das Zusammenspiel von oxidiertem
LDL und gefaRaktivem Angiotensin I zu deutlichen Anderungen im zelluldren
Calciumhaushalt fuhrt, und dal3 dadurch die Wirkung von oxidiertem LDL auf Zellen
verstarkt zum Tragen kommt. Eventuell konnte dieser Prozef3 durch AT 1-

Rezeptorblocker vermindert werden.
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Anhang

Abktrzungen

AAPH

ApoB

AT I

AT Il

BHT

BSA

cAMP
CSE-Hemmer

DMSO
DNPH
EDTA
EGTA
Fura-2AM
GH, GSG
HAc
HDL
HMG-CoA-Reduktase
kd

KHK
LDL
Lp(2)

m

MDA
natLDL
NDHGA
NZW
oxLDL
PBS
PKA
PUFA
S D.
TBA
TBARS
TNBS
TRAP
TRIS
VLDL

w
WHHL

2,2'-az0-bis(2-amidinopropan)-dihydrochlorid
Apolipoprotein B100

Angiotensin |

Angiotensin |1

Butylhydroxytoluol

Bovine Serum Albumin, Rinderserumal bumin
Zyklisches Adenosinmonophosphat
Cholesterin-Synthese-Enzym-Hemmer bzw.
3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA-Reduktase-Hemmer
Dimethylsulfoxid

2,4-Dinitrophenylhydrazin
Ethylendiamintetraessigsaure
Ethylenglykol-bis(2-aminoethylether)-N,N-tetraessigsaure
Fura-2-Acetoxymethylester

Glutathion, oxidiertes Glutathion

Essigsaure

High Density Lipoproteins
3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA-Reduktase
Kilodalton, 10° Dalton

Koronare Herzkrankheit

Low Density Lipoproteins

Lipoprotein (a)

méannlich

Malondialdehyd

Native, nicht modifizierte Low Density Lipoproteins
Nordihydroguarsaure

Wei3e Neuseeland-Kaninchen

Oxidativ modifizierte Low Density Lipoproteins
Phosphat Buffered Saline

Proteinkinase A

mehrfach ungeséttigte Fettsduren
Standardabweichung

Thiobarbitursaure

mit Thiobarbitursdure reagierende Substanzen
2,4,6-Trinitrobenzenesulfonsaure

Total peroxyl radical-trapping capability of plasma
Tri-(hydroxymethyl)-aminoethan

Very Low Density Lipoproteins

weiblich

Watanabe Heritable Hyperlipidemic-Kaninchen
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Strukturformeln

1. U-74389G (The Upjohn Company). C37HsoNeO2 C4H4O4
21-[4-(2,6-di-1-Pyrrolidinyl-4-pyrimidinyl)- 1-piperazinyl]-pregna-
1,4,9(11)-triene-3,20-dione (Z)-2-butenedioate

2. U-74500A (The Upjohn Company). CzgHs7NsO, x HCI
21-[4-[5,6-bis (diethylamino)-2-2pyridinyl]-1-piperazinyl]-16-methyl-
pregna-1,4,9(11)-triene-3,20-dione, hydrochloride

i
i
C‘ZH — OQN_ CH,CH,
C=0 |‘\1—CH2CH 3
- CH3 ‘CHZ
CH,

« XHCI

3. U-83836E [(-) Enantiomer von U-78517F], (The Upjohn Company).
CzoH44N6O2 2 HCI H,O
(-)-2-[[4-(2,6-di-1-pyrrolidinyl-4-pyrimidinyl)-1-piperazinyl ] methyl]-3,4-
dihydro-2,5,7,8-tetramethyl-2H-1-benzopyran-6-ol, dihydrochlorid

H
H H, O

CH,

« 2HC
*HO
(-)-Enantiomer
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4. Homocystein

c—~cC

5. Glutathion:
A\
/
o
6. Vitamin C
7. Trolox®

8. Nordihydroguarsaure

9. Ubichinon Q10

o |
N\
\C—C—CHz—CHz—SH
_O/ |
NH:
Glu Cys Gly
NHs o) H O
)
[ | /
_CHz_CHz_C_N _C_C_N_CHz_C\
| | o
H CH: H
|
SH
CH-OH
“H
CH,
HO
COOH
HC |
CH H

H3CO (CHz_ CH=—C— CHz)lo_ H

H.CO CH,
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10. Flavonoide — allgemeine Struktur

— Flavonole:

a) Quercetin (= Aglykon von Rutin)

OH
OH
HO
OH
HO

b) Rutin (= Quercetin-3-O-(6-O-rhamnosyl)glucosid

OH
OH
O
O-Rutinose
HO
OH
t _OH
HO
b) Luteolin-7-glucosid
OH
OH
Glucose-O
HO

— Flavone:

a) Luteolin

H
HO
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c) Apigenin
OH
HO
HO
d) Vitexin (= 8-C-Glucosyl-apigenin)
Glucose OH

HO

HO

OCH
@]
/\/

QL 1O
H

OCH
@]
N
O/ﬁ(;\u \@

o

11. Carvedilol

3

12. BM 91.0228

3

I=

13. Metoprolol
OCH,

@]
OH
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