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Referat und bibliographische Beschreibung 

Erhöhte lokale und systemische Konzentrationen von Endothelin-1, nativem Low-Density-

Lipoprotein (nLDL) und oxidiertem LDL (oxLDL) werden als proarteriosklerotische 

Risikofaktoren angesehen. In dieser Arbeit wurde der Einfluss von nLDL und oxLDL auf die 

Expression von Genen des Endothelinsystems und die Induktion von Apoptose in 

Primärkulturen von humanen Endothelzellen (HUVEC) untersucht. Die Signaltransduktion 

wurde mit Inhibitoren von Proteinkinasen, Angiotensin-Rezeptor 1 (AT1), Endothelinrezeptor 

B (ETB), endothelialer NO-Synthase und Ca2+-Chelatoren untersucht. Die mRNA-Expression 

von Endothelin-converting enzyme-1 (ECE-1), Pre-Pro-Endothelin-1 (PPET-1) und dem 

endothelialen ETB wurde durch quantitative RT-PCR (% Kontrolle), die ECE-1-

Proteinexpression durch Western Blot, die Endothelin-Peptid-Freisetzung durch ELISA und 

die Apoptose durch DNA-Leiterassay quantifiziert. Darüber hinaus wurde die Aufnahme von 

DiI-markiertem oxLDL in HUVEC durch Fluoreszenz bestimmt.  

Die ECE-1-mRNA wird durch nLDL auf 256% und durch oxLDL auf 168% induziert. Die 

ECE-1-Induktion durch nLDL und oxLDL ist AT1- und ETB-vermittelt. Die Induktion 

beinhaltet Proteinkinasen. Die PPET-1-mRNA wird durch nLDL auf 172% und durch oxLDL 

auf 196% (jeweils max. 1 h, 100 µg/ml) induziert. Diese PPET-1-Induktion durch nLDL und 

oxLDL ist Proteinkinase C (PKC) und AT1-vermittelt. Der oxLDL-Effekt wird zusätzlich 

durch ETB mediiert. Der ETB-Rezeptor wird durch nLDL auf 135% und durch oxLDL auf 

231% induziert. Diese Induktion von ETB durch nLDL und oxLDL ist PKC-, AT1- und ETB-

vermittelt. Zeichen verstärkter Endothelzellapoptose waren ausschließlich bei der 

Maximaldosis mit oxLDL (100 µg/ml) nach 24 h nachweisbar. Darüber hinaus stimulieren 

Angiotensin II und ET-1 die oxLDL-Aufnahme in humane Endothelzellen. 

Diese Daten zeigen eine Stimulation der Endothelinsynthese und des ETB-Rezeptors durch 

nLDL und oxLDL in Endothelzellen. Die Ergebnisse sprechen für eine proarteriosklerotische 

Wechselwirkung von Low-Density-Lipoproteinen und Endothelin-1 in humanen 

Endothelzellen. Da Angiotensin II und Endothelin auch die Aufnahme von oxLDL 

stimulieren, kann ein früher proatherosklerotischer Circulus vitiosus postuliert werden, der 

medikamentös kontrolliert und therapeutisch positiv beeinflusst werden kann. 

 

Niemann, Bernd: Proarteriosklerotische Wechselwirkung von Lipoproteinen und 

Endothelinsystem in humanen Endothelzellen. Halle, Martin-Luther-Universität, Med. Fak., 

Diss., 77 Seiten, 09/2004 
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Abkürzungsverzeichnis 
 
 
ACE  Angiotensin Converting Enzyme 

aP alkalische Phosphatase 

AT Angiotensin 

AT1 Angiotensin II-Rezeptortyp 1 

AT2 Angiotensin II-Rezeptortyp 2 

ATP Adenosintriphosphat 

big-ET-1 Bigendothelin-1 (Proendothelin-1) 

big-ET-2 Bigendothelin-2 (Proendothelin-2) 

big-ET-3 Bigendothelin-3 (Proendothelin-3) 

BQ BQ-788 (ETB-Antagonist) 

BSA bovines Serumalbumin 

Ca2+  Kalziumionen 

cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat 

cDNA komplementäre Desoxyribonukleinsäure 

CSE-Hemmer Cholesterinsyntheseenzym-Hemmer 

CTP C-terminales Peptid 

DCM dilatative Kardiomyopathie 

DEPC Diethylpyrocarbonat 

dH2O deionisiertes Wasser 

DiI 1,1´-Dioctadecyl-3,3,3´,3´-tetramethylindocarbocyaninperchlorat 

DNA Desoxyribonucleinsäure 

ECE Endothelin-Converting Enzyme 

EDRF Endothelium-derived relaxing factor (NO) 

EDTA Ethylendiamintetraazetat 

ET-1 Endothelin–1 

ET-2 Endothelin-2 

ET-3 Endothelin-3 

ETA  Endothelinrezeptor A 

ETB Endothelinrezeptor B 

FC Fraction christalline 

Gi GTP-bindendes Protein (inhibierend) 

Gq GTP-bindendes Protein (aktivierend) 

G-Protein GTP-bindendes Protein 

GTP Guanosintriphosphat 

H7 Proteinkinaseninhibitor 

HBSS Hank´s gepufferte Salzlösung 

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

HUVEC Human umbilical vein endothelial cells 

HVSMC Human vascular smooth muscle cells 

ICAM intercellular adhesion molecule-1 

ICM ischämische Kardiomyopathie 

IgG  Immunglobulin G 

IL-1 Interleukin-1 
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IL-6 Interleukin 6 

IP3 Phosphoinositol-3-Phosphat 

L-NAME NG-Nitro-L-Arginin-methylester  

Los Losartan 

LOX-1 Lectin-like oxLDL-Rezeptor-1  

MAP Kinase mitogen activated protein kinase  

MCP-1 monocyte chemoattractant protein 

mRNA messenger Ribonucleinsäure 

nLDL natives low density lipoprotein 

n.s. nicht signifikant 

NEP neutrale Endopeptidase 

NO Stickstoffmonoxid 

NOS NO-Synthase 

oxLDL oxidiertes low density lipoprotein 

PBS Phosphat-buffered saline 

PCR Polymerase-Kettenreaktion 

PDGF platelet-derived growth factor 

PKC Proteinkinase C 

PLC  Phospholipase C 

ppET-1 preproEndothelin-1 

ppET-2 preproEndothelin-2 

ppET-3 preproEndothelin-3 

RAAS Renin-Angiotensin-Aldosteron-System 

RNA Ribonucleinsäure 

Ro-31-8220 PKC-Inhibitor 

RT reverse Transkription 

SDS Sodium dodecyl sulfate (Natriumdodecylsulfat) 

SEM  standard error of the mean 

SMC Smooth muscle cell 

SOD  Superoxiddismutase 

TBE Tris-Borat-EDTA-Puffer 

TBS-T Tris-gepufferte Salzlösung + Tween 

TE Tris-EDTA-Puffer 

TGF 1 ß transforming growth factor 1 ß 

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 

VCAM vascular cell adhesion molecule-1 

VIC vasoactive intestinal constrictor 

VSMC vascular smooth muscle cells 
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1 Einleitung  
 

1.1 Die Arteriosklerose 

 

Die Arteriosklerose erlangt als pathosphysiologische Grundlage einer Vielzahl von 

angiologischen, kardiologischen und neurologischen Krankheitsbildern eine immer wichtigere 

medizinische und volkswirtschaftliche Bedeutung. 

Bis zum heutigen Zeitpunkt wurden eine Vielzahl von Risikofaktoren, wie arterielle 

Hypertonie, die Hyperlipoproteinämie 2, der Diabetes mellitus, der Nikotinkonsum, die 

Hyperfibrinogenämie, die Hyperhomozysteinämie 3, genetische Faktoren, systemische 

Entzündungsreaktionen, das metabolische Syndrom, männliches Geschlecht, 

Bewegungsmangel, Stress, Alter, virale oder bakterielle Infektionen beschrieben 4. 

Während die Arteriosklerose noch vor einigen Jahren als degenerative Alterserkrankung mit 

führender Verfettung der Gefäße und daraus resultierender Gefäßverkalkung verstanden 

wurde, definiert man nunmehr die Arteriosklerose auch als eine chronisch entzündliche 

degenerative Erkrankung der Gefäße 5,6, deren pathologische Morphe aus endothelialer 

Dysfunktion resultiert 7. 

Die klinische Erscheinung ist das Resultat einer Mannigfaltigkeit pathosphysiologischer 

Einflüsse und daraus resultierender Alterierung von zellulären Stoffwechselprozessen, 

gestörter interzellulärer Kommunikation und endothelialer Dysfunktion.6 

Der klinische Therapieansatz umfasst bis zum heutigen Tag vor allem die medikamentöse, 

interventionelle und chirurgische Therapie und Sekundärprophylaxe von Folgeerscheinungen 

der Arteriosklerose wie pektanginöse Beschwerden bei Koronarsklerose, Herz- und 

Organinfarkten, peripherer arteriovenöser Krankheit und neurologischer Krankheitsbilder im 

Zusammenhang mit cerebrovaskulärer Insuffizienz.  

Eine definitive Therapie und eine restitutio ad integrum bleibt dem Kliniker aber bis dato 

unmöglich. Eine fortschreitende Optimierung und eine verbesserte Primärprophylaxe der 

Arteriosklerose kann durch das Verständnis pathophysiologischer und pathobiochemischer 

molekularer Mechanismen und Stoffwechselprozesse als Antwort der beteiligten Zellen und 

Organe auf proarteriosklerotische Stimuli erreicht werden.  

In der frühen Phase der Arteriosklerose-Entwicklung beobachtet man das Einwandern von 

Makrophagen in die subendothelialen Schichten der Gefäße und eine zunehmende 

Akkumulation von Lipiden mit daraus resultierendem morphologischem Wandel zu 

Schaumzellen. Histologisch ergibt sich das Bild des fatty streak (streifenförmige 
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Fetteinlagerung in der Gefäßwand), der sich in unterschiedlichen Gefäßabschnitten in 

unterschiedlichen Lebensdekaden manifestiert 4. Während der fatty streak als 

morphologisches Substrat der frühen Arteriosklerose klinisch nicht in Erscheinung tritt, wird 

durch die Rekrutierung von Makrophagen und glatten Gefäßmuskelzellen über die 

Anreicherung eines Debridements aus Stoffwechselprodukten, nekrotischen Materialien und 

Verkalkungen das Bild der intraluminar wachsenden, später stenosierenden, 

arteriosklerotischen Plaque erreicht. 

Als medizinischer Notfall und schwerwiegendste Komplikation stellt sich die Ruptur der mit 

einer fibrösen Kappe bedeckten entzündlichen arteriosklerotischen Plaque in der Spätphase 

dar. Aus ihr resultiert eine akute Okklusion des Gefäßes durch Bildung eines Thrombus und 

eine Infarzierung des gefäßabhängigen Versorgungsgebietes. 

Besondere Bedeutung für die Prozesse der arteriosklerotischen Frühentstehung haben neben 

anderen Mechanismen in den letzten Jahren das Endothelinsystem, das Angiotensinsystem 

und der Lipidstoffwechsel gewonnen.  

 

1.2 Das Endothelinsystem 

1.2.1 Endothelin 

 

Endothelin wurde erstmals aus dem Überstand porciner Endothelzellen isoliert. Die 

Endotheline sind eine Familie von 21 Aminosäuren umfassenden Peptiden mit zwei 

intramolekularen Disulfidbrücken. Im humanen Organismus sind bis zum jetzigen Zeitpunkt 

vier Isoformen bekannt (ET-1, ET-2, ET-3 und VIC – vasoactive intestinal constrictor / ET-4). 

Jede Isoform wird durch spezifische Gene kodiert 8. Zusätzlich werden in der Literatur seit 

kurzem 31 Aminosäuren umfassende Isoformen mit reduzierter biologischer Aktivität 

beschrieben, die aus alternativen katalytischen Wegen resultieren. 

ET–1 ist die dominierende Isoform im Endothel und vermittelt im humanen Organismus die 

meisten Aktivitäten. ET-1 gilt als der wahrscheinlich potenteste bekannte Vasokonstriktor und 

hat zusätzlich mitogene und positiv inotrope Eigenschaften 1. Endothelin reguliert die Salz- 

und Wasserhomeostase des Körpers, beeinflusst das RAAS und das Vegetativum 9. 

Hauptsächlich wird ET-1 im Endothel der Gefäße gebildet. Weitere Organe mit 

nachgewiesener, meist niedrigerer ET-Expression sind der Hypophysenvorderlappen, die 

Niere, glatte Muskelzellen, der Herz- und der Skelettmuskel 1,10. Die Bildung von ET–2 

erfolgt in Endothelzellen, Kardiomyozyten und den Epithelzellen der Niere 11,12. ET–3 wurde 
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im endokrinen System, im ZNS und im Gastrointestinaltrakt nachgewiesen. Ein weiteres im 

Gastrointestinaltrakt gebildetes Peptid aus der Familie der Endotheline ist ET-4 (vasoactive 

intestinal constrictor) 13. Im humanem Organismus ist Endothelin-1 das vorherrschende 

Isopeptid, während die anderen ET-Isoformen vergleichsweise spezialisierte physiologische 

Rollen spielen und meist deutlich niedriger exprimiert werden. Die Synthese der Endotheline 

beinhaltet eine Reihe proteolytischer Schritte. Das Primärtranskript ist Preproendothelin, ein 

Protein mit mehr als 200 Aminosäuren für alle Isoformen. Durch die Prohormonkonvertase 

(wahrscheinlich Furin) werden die Preprohormone in die Prohormone gespalten. Diese sind 

Vorstufen niederer biologischer Aktivität und umfassen isoformenspezifische 

Aminosäurensequenzen. Die resultierenden BigET-1 (38 Aminosäuren), BigET-2 (37 

Aminosäuren) und BigET-3 (41 Aminosäuren) unterliegen einer weiteren Proteolyse durch 

substratspezifische Endothelin-Konversions-Enzyme (Endothelin-converting enzyme, ECE), 

die die Abspaltung eines C-terminalen Peptids (CTP) generieren und das Endothelin-Peptid 

letztlich somit in die aktive biologische Form überführen. Die höchste Affinität aller ECE 

besteht hierbei für Big-ET-1. 

 

 

 

 

 

 

Abb. 1: Das Endothelinsystem. Die Synthese und die proteolytischen Prozesse zur 
Bildung von Endothelin-1, -2 und -3, sowie die Spezifität der Endothelinrezeptoren ist 
dargestellt. Modifiziert nach Lüscher & Barton 1. 
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1.2.2 Endothelin-converting enzyme 

 

Die Umsetzung von Big-ET durch Endothelin-Converting-Enzyme (ECE) stellt den 

geschwindigkeits- und aktivitätsbestimmenden Schritt der Endothelinsynthese dar. Seit der 

Erstbeschreibung des ECE wurden Isoenzyme in unterschiedlichen Spezies beschrieben und 

klassifiziert 1,14-21. Die ECEs gehören zur Familie der Zinkfinger-Metalloproteinasen (Matrix-

Metalloproteinasen). Bisher sind drei ECE-Familien (ECE-1 bis ECE-3) bekannt, in denen 

spezifische Isoenzyme nachgewiesen werden konnten. In humanen Geweben ist die häufigste 

und am weitesten verbreitete Isoform ECE-1. Von diesem sind 4 Unterformen (ECE-1a bis -

1d) bekannt, die ECE-1-Dimere formen können 22. 

Die Substrate werden durch die Proteinasen am C-terminalen Ende der Big–Endotheline 

erkannt. Die Spaltung der Prohormone erfolgt enzymspezifisch. So wird z.B. Big-ET3 von 

ECE-3 spezifisch gespalten, von ECE-1 jedoch kaum erkannt 20,23. Aufgrund der 

unterschiedlichen pH-Optima der ECEs (ECE-1-Isoformen: pH 6,8 - 7,0; ECE-2: pH 5,5; 

ECE-3: pH 6,6) geht man auch von einer unterschiedlichen intra- und extrazellulären 

Verteilung aus. Die Unterschiede der einzelnen Isoenzyme von ECE-1 beziehen sich auf die 

zytoplasmatische, N-terminale Aminosäuresequenz, während die transmembranären und 

katalytischen Domänen identisch sind. Die Bildung der einzelnen ECE-1-Isoformen erfolgt 

durch alternatives Splicing 19. 

Für die extra- oder intrazellulären Lokalisation der einzelnen ECE-1-Dimere sind die 

zytosolischen Anteile verantwortlich 22. Durch die unterschiedliche Lokalisation der ECE-

Isoformen ist eine extra- oder intrazelluläre Prozessierung von Big-Endothelin zu Endothelin 

möglich. Diese ist zell- und spezies-abhängig 19 24. In humanen Zellen findet man ECE-1a in 

der Plasmamembran, ECE-1b vornehmlich intrazellulär und ECE-1c kann intra- und 

extrazellulär lokalisiert werden 22.  

Das ECE-1 wird auch in Kardiomyzyten gefunden. Die ECE-1-mRNA-Expression ist bei 

Post-Infarkt-Patienten erhöht 25. In kultivierten Rattenkardiomyozyten ist eine erhöhte ECE-1-

Expression mit erhöhter ET-1-Bildung und Hypertrophie verbunden 26. Eine erhöhte ECE-

Aktivität wird zunehmend auch mit kardiovaskulären Risikofaktoren assoziiert 27. In Ratten-

Modellen konnten unter ECE-Blockade eine Normalisierung der erhöhten arterielle 

Kontraktilität und der gestörten Endothelfunktion gezeigt werden 28. Durch welche 

Signalmechanismen ECE reguliert wird, ist momentan noch weitgehend unbekannt. Die ECEs 

werden alle durch Phosphoramidon, jedoch im Gegensatz zu neutraler Endopeptidase nicht 
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durch Thiorphan gehemmt. Ein möglicher therapeutischer Ansatz wäre die spezifische 

Hemmung von ECE-Isoenzymen, z.B. um gezielt eine intra- oder extrazelluläre 

Endothelinsynthese zu beeinflussen. Der Ansatz einer ECE-Blockade ist prinzipiell viel 

versprechend, da beispielsweise eine Ang II-induzierte Schädigung des Myokards unter ECE-

Blockade reduziert werden kann 29. 

 

1.2.3 Endothelinrezeptoren 

 

Die Endotheline vermitteln eine auto- und parakrine Wirkung über G-Protein-gekoppelte 

Rezeptoren (Endothelinrezeptor-A und -B). Diese werden kardiovaskulär in Endothelzellen 

(vorrangig ETB), Monozyten, mesangialen Zellen, glatten Gefäßmuskelzellen und 

Herzmuskelzellen exprimiert 30. Die Rezeptoren besitzen 7 transmembranäre Domänen und 

sind über Gq- und Gi-Proteine an die intrazellulären Signalkaskaden gekoppelt. ETA hat eine 

selektiv höhere Affinität für ET-1, während ETB eine vergleichbare Affinität für alle 

Endotheline aufweist 13. 

Über das Gq–Protein wird via PLC Inositoltriphosphat (IP3) und Diacylglycerol freigesetzt. 

Hierdurch werden intrazelluläre Ca2+-Speicher entleert und die PKC aktiviert. Dies führt z.B. 

zur Kontraktion von Muskelzellen. Das Gi–Protein hemmt dagegen die Adenylatcyclase und 

damit die Bildung von cAMP. 

Endotheline können die Transkription von Zielgenen und extrazellulären Signalkaskaden über 

MAP-Kinasen, z.B. ERK, steuern. Dabei werden Transkriptionsfaktoren (z.B. AP-1, Egr-1) 

aktiviert. Diese Mechanismen können die erhöhte Proteinsynthese und mitogene Potenz von 

Endothelin vermitteln 31,32. 

 

1.3 Pathophysiologie des Endothelinsystems bei kardiovaskulärer Erkrankungen 

 

Das ET-1 wurde initial als stärkster bekannter Vasokonstriktor beschrieben 8. Das 

Endothelinsystem hat Einfluss auf die kardiovaskuläre Homoestase, die Embryogenese, 

pulmonale Hypertonie und Bronchokonstriktion, Karzinogenese, Prostatawachstum, 

gastrointestinale und endokrinologische Funktion, Nierenfunktion sowie die Homoeostase des 

Ionengleichgewichts und des Säure-Basenhaushalts des Körpers 1. Endothelin-1 bewirkt in 

einer transienten ersten Phase durch Bindung an die endothelialen ETB–Rezeptoren und 

Freisetzung von EDRF (NO) und Prostazyklinen im Gefäß eine Dilatation. Kurz darauf setzt 
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eine lang anhaltende Vasokonstriktion ein, die durch eine stabile Bindung an den ETA –

Rezeptor der glatten Muskelzellen vermittelt wird 33-36. Die spezies- und organspezifische 

Verteilung der Rezeptoren ist dabei für die spezifische Endothelin-Wirkung verantwortlich. In 

dieser Arbeit wurden vorrangig humane Endothelzellen aus Nabelschnurvenen (HUVEC) 

untersucht. Diese exprimieren fast ausschließlich ETB 37. Die Endothelin-Clearance der 

Endotheline erfolgt durch Internalisierung mit Hilfe des endothelialen ETB-Rezeptors, z.B. in 

der Lunge und in der Niere, oder durch hydrolytische Spaltung mittels neutraler 

Endopeptidase (NEP). 

Zahlreiche kardiovaskuläre Krankheitsbilder sind mit erhöhter lokaler und systemischer ET-

Bildung assoziiert 1,38,39,40. Erhöhte ET-1-Bildung ist bei Myokardinfarkt 41, Herzinsuffizienz 
42,43,44, renaler Insuffizienz 45, pulmonaler Hypertonie 46 , manifester Arteriosklerose 39, 

Hyperlipoproteinämie 47, nach Ballonkatheterintervention 48, bei arterieller Hypertonie 49 und 

nach länger anhaltender Ischämie 50 beschrieben worden. Auch bei Patienten mit Angina 

pectoris und in infarziertem Myokard zeigen sich erhöhte ET-1-Spiegel 51,41,39. In 

arteriosklerotischen Läsionen finden sich erhöhte Level von ET-1 und ECE 39,52-54. ET-1 kann 

als proinflammatorischer Mediator die Freisetzung von IL-6 aktivieren und so zu einer 

entzündlichen Genese der Arteriosklerose beitragen 55.  

Endothelin kann an zahlreichen Stellen die Pathogenese der Arteriosklerose fördern 13. Das 

detaillierte Verständnis der Regulation der ET-Bildung und ET-Rezeptorbindung liefert dabei 

Ansätze für therapeutische Strategien 13. Bosentan, ein nichtselektiver ET-Rezeptorantagonist, 

zeigt bei essentieller Hypertonie therapeutische Effekte, die einer ACE-Hemmer-Therapie 

vergleichbar sind 56. Dies wird auch durch dem protektiven Effekt von ET-Rezeptorblockade 

bei Ang-II-induzierter arterieller Hypertonie im Rattenmodell deutlich 57,58. Ob eine selektive, 

z.B. ETA-spezifische, oder eine nichtselektive ET-Rezeptorblockade von Vorteil ist, kann 

nach derzeitigen Wissenstand noch nicht abschließend beurteilt werden. Während einige 

Arbeitsgruppen einen positiven Einfluss einer nichtselektiven Endothelinrezeptorblockade auf 

Gefäßhypertrophie und lokale Expression von ET-1 beschreiben 58,59, scheint dies nicht in 

allen Hypertoniemodelle zuzutreffen 60. 

In Bezug auf ETB wird eine Rolle in der Endothelin-Clearance 61 und ein Einfluss auf das NO-

System diskutiert. Die Studienlage ist derzeit noch nicht gesichert. Einerseits konnte eine 

ETB-vermittelte Synthese von NO in endothelialen Zellen 62, andererseits aber auch eine 

Blockade dieses Mechanismus gezeigt werden 63,64. Das NO-System soll auch über den ETA-

Rezeptor beeinflussbar sein. Die selektive Blockade von ETA verbessert spezifisch die 
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Endothelfunktion über einen endothelialen L-Arginin- / NO-Mechanismus, der durch ETB-

Blockade verhindert wird 64. 

Endothelin stimuliert durch vielfältige Mechanismen die Pathogenese der Arteriosklerose. Es 

induziert die Synthese interzellulärer Signal- und Adhäsionsmoleküle wie TGF ß-1, basic 

fibroblast growth factor, ICAM-1, VCAM-1, Selectin-1, IL-6, Epiregulin, MCP-1 oder PDGF. 

Es fördert so die Adhäsion von Thrombozyten und Neutrophilen an das Endothel und 

ermöglicht die Invasion von Monozyten in die Gefäßwand. Insgesamt werden dabei 

wachstumsfördernde Prozesse in arteriosklerotischen Läsionen beschleunigt und die 

Umbauprozesse der Gefäßwand in Bezug auf Bindegewebszusammensetzung und 

Sklerosierung vermittelt. So fördert Endothelin auch die Produktion von Kollagen Typ I und 

III durch die in arteriosklerotischen Läsionen angereicherten glatten Gefäßmuskelzellen.  

 

1.4 Hyperlipoproteinämie und Apolipoproteine 

 

Zahlreiche Befunde unterstützen eine Wechselwirkung von Endothelinsystem, Renin-

Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS), NO und erhöhten Lipoproteinplasmaspiegeln. Auch 

in unserer Arbeitsgruppe wurden Interaktion von Hyperlipoproteinämie, Endothelinsystem, 

NO 65 und RAAS 66-69 analysiert. In Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen wurde ein 

protektiver Effekt von Endothelinrezeptorblockade auf die Atherioskleroseentstehung  in 

apolipoproteindefizienten Mäusen nachgewiesen 70. Darüber hinaus führt 

Hypercholesterolämie zu erhöhten ET-1-Plasma- und Gewebespiegeln 1. Oxidierte 

Lipoproteine (oxLDL) können auch die PPET-1-Genexpression in Endothelzellen 71 sowie die 

ETA-abhängige Proliferation von glatten Gefäßmuskelzellen induzieren. 

Die Hyperlipoproteinämie ist ein bekannter Risikofaktor für endotheliale Dysfunktion und 

damit ein pathophysiologisch – morphologisches Korrelat der arteriosklerotischen 

Frühentstehung 72. In Abhängigkeit von der Serumkonzentration diffundieren Lipoproteine 

passiv in die Gefäßwand 73. Dieser Prozess ist bei erhöhten Lipoproteinspiegeln im Plasma 

von Patienten mit Hypercholesterinämie potenziert. In der Gefäßwand interagieren 

Lipoproteine über Apolipoprotein B mit Matrix-Proteoglykanen 74. Zusätzlich wird natives 

LDL neben einer zunehmenden Proteolyse und Lipolyse auch oxidiert 5. Diese oxidative 

Modifikation beschleunigt die Aufnahme der Lipoproteine in die Makrophagen und potenziert 

so deren Umwandlung in Schaumzellen 75. Die oxLDL stellen dabei das primär pathologische 

Substrat dar. In den Prozess der Oxidation  involvierte Enzyme sind unter anderem die 12/15-
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Lipooxygenase 76, die Myeloperoxidase, die sekretorische Phospholipase A2 (sPLA2) 77 und 

die Sphingomyelinase 78. Auch die NAD(P)H-Oxidase wird als eine der vaskulären 

Hauptquellen für reaktive Sauerstoffspezies und damit die oxidative Modifikation von LDL in 

der Gefäßwand diskutiert 79. 

In der Entstehung der Arteriosklerose wird eine Akkumulation von Lymphozyten und 

Monozyten in der Gefäßwand durch die Anreicherung von oxidierten Lipiden potenziert 5,78. 

Durch oxLDL wird in Endothelzellen eine Reihe von proarteriosklerotischen 

Wachstumsfaktoren und Adhäsionsmolekülen (P-Selektin, E-Selektin, ICAM-1, VCAM-1, 

MCP-1) induziert. Gleichzeitig wird die endotheliale NO-Synthase durch oxLDL  in 

arteriosklerotischen Läsionen herabreguliert. 

Oxidierte Lipoproteine können in hohen Konzentrationen bei lang anhaltender Stimulation 

zytotoxisch wirken sowie den programmierten Zelltod (Apoptose) in kultivierten  Endothel- 

und glatten Muskelzellen auslösen 80,81. Die bisherigen Studien differieren allerdings, 

wahrscheinlich in Abhängigkeit von Konzentration und Oxidationsgrad der verwendeten 

Lipoproteine. Oxidierte Lipide werden klassischerweise durch scavenger-Rezeptoren oder 

CD 36 aufgenommen 6,82. Auch für SR-A wurde eine oxLDL-Aufnahme beschrieben 83. In 

den letzten Jahren gewinnt der 1997 erstmals von T. Sawamura in Endothelzellen 

beschriebene Lectin-like oxLDL-Rezeptor LOX-1 84 an Bedeutung, der inzwischen auch in 

Makrophagen, Monozyten und glatten Gefäßmuskelzellen nachgewiesen wurde 85. 

Die Endothelfunktion ist in Gefäßen mit experimenteller Hypercholesterolämie verschlechtert, 

kann jedoch durch ETA-Blockade verbessert werden 86. Durch kombinierte Blockade der 

Endothelinrezeptoren beobachtet man in LDL-Rezeptor-defizienten Mäusen einen deutlichen 

Rückgang der Arteriosklerose, vorrangig durch Beeinflussung der Schaumzellbildung 70. Die 

Pathogenese der Hypercholesterinämie ist im Tiermodell und im Patienten nur bedingt 

vergleichbar 7,87,88. Dennoch erhöhen Endothelin und oxLDL auch in humanen Zellen 

synergistisch die Adhäsion von Monozyten an Endothelzellen 89. Die Endothelinsynthese wird 

durch oxLDL in Makrophagen und humanen glatten Muskelzellen stimuliert 47. Diese Daten 

stützen Untersuchungen zur Induktion der ET-1-Sekretion in Endothelzellen 90. Dabei wurde 

allerdings der zugrunde liegende Signalmechanismus nur unzureichend analysiert. Die Rolle 

des Endothelin-Converting-Enzymes und des endothelialen ETB-Rezeptors wurde bisher in 

diesem Zusammenhang noch nicht analysiert. In vivo wurden verstärkte Endothelin-1-

abhängige Vasokonstriktionen nach oxLDL-Gabe nachgewiesen 91. Außerdem konnte bei 

Hypercholesterinämie die Koronarfunktion unter der experimentellen Gabe von Endothelin-
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Rezeptorantagonisten verbessert werden 92,93. Diese Daten deuten auf eine Wechselwirkung 

von Endothelinsystem und Lipoproteinen in der Pathogenese der Arteriosklerose hin. 

 

 

1.5 Ziel der Arbeit 

 

In dieser Arbeit sollte der Einfluss von nativem und oxidiertem Low-Density-Lipoprotein 

(nLDL, oxLDL) auf die Expression von Genen des Endothelinsystems und die Induktion von 

Apoptose, sowie die Endothelin- und Angiotensin-vermittelte oxLDL-Aufnahme in 

Primärkulturen von humanen Endothelzellen untersucht werden.  

 

Dabei sollten folgende Fragen beantwortet werden: 

 

1. Welchen Einfluss haben nLDL und oxLDL auf die Expression des Endothelin-Converting 

Enzyme in humanen Endothelzellen? 

 

2. Wird der endotheliale ETB-Rezeptor durch natives oder oxidativ modifiziertes LDL 

reguliert? 

 

3. Welche Signaltransduktionsmechanismen sind in die Induktion von Komponenten des 

Endothelinsystems und die Endothelin-Synthese involviert? 

 

4. Induziert oxLDL in Endothelzellen Apoptose? 

 

5. Kann Endothelin und Angiotensin die Aufnahme von oxLDL in humane Endothelzellen 

steigern und damit eine Wechselwirkung von Low-Density-Lipoprotein, Endothelin-1 und 

Angiotensin II im Rahmen eines proarterioklerotischen Circulus vitiosus potenzieren? 
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2 Material und Methoden 

 

2.1 Chemikalien und Reagenzien 

 

Mit Ausnahme der gesondert aufgeführten Materialien wurden Chemikalien der Firmen Roth 

(Karlsruhe) und Sigma-Aldrich (Deisenhofen) verwendet. Die Materialien für die Zellkultur, 

sowie die Reagenzien für die reverse Transkription (RT) sowie für die Polymerase-

Kettenreaktion wurden von der Firma Invitrogen (Karlsruhe) und der Firma Promega 

(Mannheim) bezogen. 

 

2.2 Zellkultur 

 

2.2.1 Kultivierung von HUVEC 

 

Die Präparation von humanen Endothelzellen (human umbilical vein endothelial cells, 

HUVEC) erfolgt aus Nabelschnurvenen nach der Methode von Jaffe et al. (1973) 94. 

Die Nabelschnüre wurden direkt nach der Entbindung bei 4°C in Nabelschnurpuffer (PBS: 

0,14 M NaCl, 0,01 M Phosphatpuffer, 0,0003 M KCl; 1 PBS-Tablette in 500 ml dH2O; pH 

7,45); 1 x Antibiotika/Antimykotika (10.000 U/ml Penicillin; 10.000 µg/ml Streptomycin; 

25 µg/ml Amphotericin B; 25 µl in 0,85% (w/v) Kochsalzlösung) für maximal 24 h gelagert. 

Medien und Gelatinelösung (1% (w/v) Gelatine Type B in dH2O) wurden bei 4°C gelagert, 

Enzymsuspensionen, Hormone, Proteine und spezifische Zellkulturagenzien wurden lt. 

Herstellerangabe in der Regel bei –20°C gelagert. Alle unbeschichteten Kulturgefäße wurden 

mit 1% Gelatinelösung über 1 h bei 37°C im Inkubator vorbehandelt. Die Gelatine wurde 

direkt vor dem Plattieren der Zellen entfernt. 

Die Präparation der Endothelzellen erfolgte unter sterilen Bedingungen in einer laminaren 

Werkbank bei Raumtemperatur. Nach Kontrolle auf Verletzungen wurde die Nabelschnurvene 

bilateral kanüliert (Glaskanülen, Catgut-Ligatur). Blutreste wurden mit je 40 ml HBSS (HBSS 

ohne Kalzium, Magnesium und Phenolrot; 1 x Dulbecco´s PBS (D-PBS): D-PBS ohne 

Kalzium, Magnesium und Natriumbikarbonat) unter zweimaligem Spülen entfernt. 

Anschließend wurde die Vene mit 15 ml Collagenase IV-Lösung (7 mg Collagenase IV in 

15 ml D-PBS) unter leichtem Druck gefüllt, die beiden endständigen Kanülen wurden 

abgeklemmt. Anschließend folgte eine Inkubation der gefüllten Vene bei 37°C (Wasserbad), 
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für 12 min in einem mit vorgewärmten PBS I gefülltem Becherglas. Während dieser Zeit löst 

die Collagenase die Endothelzellen unter Abbau der extrazellulären Matrix von der 

Gefäßwand ab. Die gelösten Endothelzellen wurden nach der Inkubation mit 5 ml 

Endothelzellmedium: Medium 199 (mit modifizierten Earle´s Salzen, L-Glutamin, 1,25 g/l 

Natriumbicarbonat und Phenolrot); 0,5% bzw. 10% (v/v) newborn calf-Serum, 15 mM 2-[4-

(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-ethansulfonsäure (Hepes); 1 x Antibiotika/Antimykotika; 

(1:100 Fungizone; 1:100 endothelial cell growth supplement; mit 1 N NaOH auf pH 7,4 

eingestellt; kein Wachstumsfaktor) ausgespült. Die Zellen wurden anschließend durch 

Zentrifugation bei 250 rpm für 6 min sedimentiert.  

Das resultierende Zellpellet wurde in Endothelzellmedium (10% Serum, kein 

Wachstumsfaktor) resuspendiert. Bei Präparation mehrerer Nabelschnüre wurden die Zellen 

gepoolt. Die Zellzahl wurde mittels einer Neubauer-Zählkammer bestimmt und ca. 2.000.000 

Zellen wurden in die vorbeschichteten Kulturschalen ausplattiert. Die Zellen wurden über 

90 min im Brutschrank (NUNC-Wiesbaden) bei 37°C und 5% CO2-haltiger Atmosphäre 

inkubiert. Nach Sedimentation der Zellen wurde das Medium durch Endothelzellmedium 10% 

(v/v) mit Wachstumsfaktor (1,67 mg/ml endothelial cell growth supplement, ccpro, Neustadt), 

10% Serum (hitzeinaktiviert), 10.000 U/ml Heparin (stabilisatorfrei), Medium 199 (alles steril 

filtriert) ersetzt. Dabei wurden auch Gewebereste und nicht adherierte Zellen entfernt. Alle 

48 h erfolgte ein Medienwechsel. Vor Versuchsbeginn wurden die Endothelzellen jeweils für 

3 h mit neuen 0,5% Endothelzellmedium präinkubiert. 

Für eine weitere Kultivierung der Zellen wurden diese nach Erreichen der gewünschten 

Zelldichte mit HBSS gewaschen und durch Zugabe von Trypsin-Lösung (Sigma) gelöst und 

auf weitere Schalen verteilt. Nach Inkubation im Brutschrank erfolgte eine Kontrolle des 

Ablösens unter dem Lichtmikroskop. Bei vollständiger Separation der Zellen wurden diese in 

einem dreifachen Volumen Endothelzellmedium aufgenommen. Anschließend erfolgte die 

Sedimentation der Zellen bei 250 rpm für 6 min, die Zellen wurden resuspendiert, gezählt und 

entsprechend oben beschriebenen Protokoll weiter behandelt. 

 

2.2.2 Stimulation von HUVEC 

 

Die HUVEC wurden zeit- und dosisabhängig mit nLDL und oxLDL stimuliert. Die 

Inhibitorstudien wurden nach 1 h mit jeweils 100µg/ml nLDL und oxLDL durchgeführt.  
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Inhibitor   Hemmung   Vorinkubation 

 

Losartan    Ang-II–Rezeptortyp 1  30 min 

H7    Proteinkinasen   30 min 

L-NAME   eNOS    30 min 

BQ-788    ETB-Rezeptor   30 min 

Quin-2AM   Ca2+-Chelator   30 min  

Ro-31-8220   PKC-Inhibitor   30 min 

 

Zu den jeweiligen Zeitpunkten wurden interne zeitgleiche Kontrollen ohne Lipoprotein, im 

Fall von Inhibitorstudien zusätzlich Kontrollen mit entsprechenden Inhibitoren ohne 

Lipoprotein durchgeführt. 

 

2.2.3 Wasserqualität 

 

Die Lösungen und Reaktionsansätze wurde mit Wasser (dH2O) aus einer Reinstwasseranlage 

(Seralpur Delta UF, Seral, Ransbach-Baumbach) hergestellt.  

Das für RNA-Analysen notwendige DEPC-H2O wurde mit Diethylpyrocarbonat (DEPC) 

behandelt (100 µl auf 1 l Wasser), über Nacht inkubiert und das DEPC anschließend durch 

Autoklavieren inaktiviert.  

 

2.3 RNA-/DNA–Analytik 

2.3.1 RNA-Isolation 

2.3.1.1 Isolation mit TRI-Reagent 

 

Die Isolation der RNA mittels TRI-Reagent basiert auf der Methode von Chomczynski & 

Sacchi (1987) 95. Die konfluenten Endothelzellen wurden in den Zellkulturschalen zweimal 

mit PBS gewaschen. Die Lyse der Zellen erfolgte durch Zugabe von TRI-Reagent. Das 

Volumen richtete sich nach der Zellzahl. Nach Ablösen der Suspension mittels Zellschaber 

kann diese stabil bis zu einem Jahr bei – 80°C gelagert oder sofort weiterverarbeitet werden. 

Die weitere Präparation der mRNA erfolgte entsprechend dem Protokoll des Herstellers. Die 

Methode basiert auf einem Dichtegradienten nach Chloroform-Zugabe. Hierbei enthält die 

oberste Schicht des Gradienten die RNA. Nach Isolation und Trocknung der RNA wurde 

Tab 1 : Inhibitoren 
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diese in 50-80 µl DEPC-Wasser gelöst. Die RNA-Konzentration wurde spektrophotometrisch 

quantifiziert. Die Qualitätssicherung der RNA erfolgte anschließend durch Elektrophorese in 

einem 1%igem (w/v) Agarosegel. Nach Messung der Proben wurden diese auf gewünschte 

Konzentrationen eingestellt. Die RNA-Stammlösungen und -Verdünnungen wurden bei -80°C 

gelagert. 

 

2.3.1.2 Isolation mit Cäsiumchlorid 

 

Zur Isolation von RNA höchster Reinheitsstufe aus Endothelzellen wurde zusätzlich die 

Methode mit Cäsiumchlorid nach Chirgwin angewendet 96. Nach Inkubation der Zellen wurde 

das Medium entfernt. Die Zellen wurden durch die Zugabe von Guanidiniumisothiocyanat- 

Lösung (4 M Guanidiniumisothiocyanat; 1% (w/v) N-Lauroylsarcosin; 25 mM Natriumacetat, 

pH 6,0; 1 mM Ethylendiamin-N,N,N´,N´-tetraacetat (EDTA), pH 6,5; 1 M ß-Mercapto-

ethanol) suspendiert und lysiert.  

Zur weiteren Präparation wurde ein Dichtegradient genutzt. Hierzu wurde ein Kissen aus 

CsCl-Lösung (5,7 M CsCl; 100 mM EDTA, pH 6,5; 6 mM  ß-Mercaptoethanol) mit dem 

GTC-Homogenat in einem 4ml Zentrifugenröhrchen (Sorvall, Newton, USA) überschichtet 

und anschließend zentrifugiert (10.000 g, 24 h, RT). Während der Zentrifugation bildet sich 

ein CsCl-Gradient aus, die RNA wird sedimentiert, während DNA und Protein im Überstand 

verbleiben. Nach der Zentrifugation wurde das RNA-Pellet vorsichtig dekantiert und in 400 µl 

TSPE-Puffer (10 mM Tris-HCl, pH 7,0; 1% (w/v) N-Lauroylsarcosin; 5% (v/v) Phenol; 1 mM 

EDTA) resuspendiert. Die Fällung der RNA erfolgte über Nacht bei –20°C in 96% (v/v) 

Ethanol unter Zugabe von 40 ml 3 M Natriumacetat (pH 6,0, MG 82,03). Die anschließende 

Sedimentation der gefällten RNA erfolgt bei 10.000 g für 30 min bei –10°C. Das Pellet wurde 

in 300 µl DEPC-H2O gelöst und über Nacht erneut gefällt und anschließend sedimentiert. Das 

RNA-Pellet wurde in 70% Ethanol gewaschen, anschließend getrocknet und in 50-100 µl 

DEPC-H2O gelöst. Konzentrationsbestimmung, Qualitätskontrolle und Lagerung erfolgten 

wie in 2.3.1.1 beschrieben.  

 
2.3.2 DNA-Isolation 

 
Die Isolation der DNA erfolgte durch Modifikation der Methoden von Davis sowie 

Buffone 97,98 mit dem Puregene® DNA Isolation KIT der Firma Gentra (Minneapolis, USA). 
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Nach Inkubation der Zellen wurden diese mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden mit dem 

Lysepuffer des Herstellers lysiert. Die Proben sind unter diesen Bedingungen bei 

Raumtemperatur bis zu 18 Monaten stabil. Es wurde das Herstellerprotokoll für 1-2 Mio. 

Zellen angewendet. Die Fällung der DNA erfolgte in Isopropanol mit minimaler mechanischer 

Stimulation zum Schutz vor Strangbrüchen. Nach Sedimentation und kurzer Trocknung 

wurde die DNA in 20-50 µl Resuspensionslösung des Herstellers gelöst. Die Konzentration 

wurde spektrophotometrisch in 1:50-Verdünnungen vermessen. Die DNA wurde anschließend 

bei 4°C gelagert. 

 

2.3.3 Photometrische Quantifizierung 

 

Die Quantität der isolierten RNA oder DNA wurde photometrisch analysiert. Dazu wurden 

die Stammlösungen 1:50 mit dem jeweiligen Lösungsmedium verdünnt und die Absorption 

bei 260 nm und 280 nm gemessen (Ultrospec 2000, Fa. Pharmacia Biotech, Upsala 

Schweden). Für die Konzentrationsberechnung der Nukleinsäuren wurde die folgenden 

Koeffizienten zugrunde gelegt: 1 OD = 50 µg/ml doppelsträngige DNA bzw. 1 OD = 40 

µg/ml RNA. Der Quotient der Absorptionen A260/A280 zeigt Verunreinigungen mit Proteinen 

an. Er sollte zwischen 1,7 und 2,0 liegen 99,100. 

 

2.3.4 Reverse Transkription 

 

Die reverse Transkription (RT) dient dem Umschreiben von RNA in komplementäre (copy) 

DNA (cDNA) mit Hilfe des Enzyms „Reverse Transkriptase“. Die Sekundärstrukturen der 

RNA werden bei hohen Temperaturen gelöst. Nach Zugabe der reversen Transkriptase erfolgt 

anschließend das Umschreiben der RNA mit Hilfe von kurzen Primersequenzen in cDNA-

Fragmente.  

Der detaillierte RT-Ansatz ist in Tab. 2 zusammengefasst. Die Denaturierung der RNA 

erfolgte bei 72°C für 3 min. Danach wurde der Mastermix zugegeben und der Ansatz für 

30 min bei 42°C inkubiert. Durch Erhitzen auf 95°C für 1 min wurde die reverse 

Transkriptase inaktiviert. Nach anschließender Kühlung bei 4°C oder auf Eis erfolgte die 

weitere Amplifikation von Zielgenen durch PCR, oder die Lagerung bei –20°C. 
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Material / je Ansatz     Menge/ je Ansatz   

 

100 ng/µl Gesamt-RNA     500 ng  

DEPC-H2O      ad. 10 µl  

 

30 ng/µl Random Primer      3,0 µl 

5 × First Strand Buffer     5,0 µl  

12,5 mM Desoxyribonukleosidtriphosphat (dNTP)-Mix 1,0 µl  

40 U/µl RNaseOUT (Ribonuklease-Inhibitor)  0,5 µl  

200 U/µl SuperScript II Reverse Transkriptase  0,25 µl  

DEPC-H2O      5,25 µl  

 

2.3.5 Polymerasekettenreaktion (PCR) 

 

Die Polymerasekettenreaktion101 erlaubt die effiziente Amplifikation von DNA. Nach 

vorheriger reverser Transkription von mRNA ist damit eine sensitive Quantifizierung auch 

niedrig exprimierter Gene in Zell- und Gewebeproben möglich. Sie bietet gegenüber der 

klassischen Northern-Hybridisierung besonders bei kleinen verfügbaren Gewebeproben und 

niedriger Expression des Zielgens einen diagnostischen Vorteil. Die Amplifikation des 

Zielgens im Rahmen der PCR erfolgt exponentiell. Vor diesem Hintergrund ist bei einer 

semiquantitativen RT-PCR in Vorversuchen eine Bestimmung der optimalen Zyklenzahl 

notwendig, die zur Amplifikation eingesetzt wird. Die Messung sollte in der Mitte des 

exponentiellen Bereiches der Amplifikation erfolgen, um quantitative Unterschiede 

detektieren zu können. 

Für die Quantifizierung der mRNA-Expression der Gene für Preproendothelin-1, ECE-1 und 

den ETB-Rezeptor erfolgte durch semiquantitative RT-PCR. Parallel wurde in jeder Probe die 

Menge an 18SrRNA durch RT-PCR quantifiziert, und die Werte der Zielgene auf diesen 

internen 18SrRNA-Wert normalisiert. Der Ansatz erfolgte in einem Volumen von 25 µl je 

Ansatz im Mastermix entsprechend der zu untersuchenden Probenzahl entsprechend Tab. 3. 

Die PCR-Ansätze wurden jeweils mit identischen Volumina Mineralöl überschichtet und 

anschließend im PCR-Thermocycler amplifiziert. 

 

 

 

Tab. 2: Reverser Transkriptions (RT)-Ansatz 
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PCR-Komponenten      Menge (µl) 

 

10 × rTaq-Puffer     2,5   

100 µM dNTP-Mix                           3,0    

10 bzw. 20 pmol/µl sense-Primer                 1,0   

10 bzw. 20 pmol/µl antisense-Primer             1,0    

5 U/µl rTaq-DNA-Polymerase                    0,25    

cDNA                           1,0   

steriles dH2O                        16,25   

 

Die für die semiquantitative RT-PCR verwendeten sense- und antisense-Primer sind in Tab. 4 

zusammengefasst.  

 

 

 

Gen        Primersequenz (5´ - 3´) 

 

ECE    sense  GAA GCG GCT GGT GGT GGT GTT GGT G 

ECE    antisense GGT TGG CCT TGA TCC AGC 

ETB    sense   CGA GCT GTT GCT TCT TGG AGT AG 

ETB    antisense ACG GAA GTT GTC ATA TCC GTG ATC 

Prepro ET-1   sense  TGC TCC TGC TCG TCC CTG ATG GAT AAA GAG 

Prepro ET-1   antisense GGT CAC ATA ACG CTC TCT GGA GGG CTT  

ET-1    sense  CTC TGC TGT TTG TGG CTT GC 

ET-1    antisense TTG GCT AGC ACA TTG GCA TC 

18S    sense  GTT GGT GGA GCG ATT TGT CTG G 

18S    antisense AGG GCA GGG ACT TAA TCA ACG C 

 

 

Die PCR-Bedingungen wurden durch Temperaturgradienten und Zyklentests optimiert und in 

Tab. 5 dargestellt. 

 

 

 

 

 

Tab. 3 : PCR-Ansatz 

Tab. 4 : PCR-Primersequenzen 
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Gen    Annealing   Zyklenzahl  

 

ECE-1   66 °C     28  

ET-1   61 °C     28 

ET-B   62 °C    31  

Prepro ET-1  66 °C     28 

18 S rRNA  60 °C     11  

 

 

2.3.6 Gelelektrophorese 

 

Nukleinsäuren (DNA bzw. RNA) können entsprechend ihrem Molekulargewicht im 

Agarosegel aufgetrennt werden. Da sie eine negative Ladung tragen, wandern sie 

entsprechend ihrer Größe bzw. Länge im Spannungsfeld in den Agarosegelen in Richtung der 

positiv geladenen Katode. Durch Interkalierung des Farbstoffs Ethidiumbromid in den 

aufgetrennten Nukleinsäuren können diese durch ultra-violettes (UV)-Licht zur Fluoreszenz 

anregt und optisch nachgewiesen werden. 

Für die elektrophoretische Trennung von DNA und RNA wurde das Mini- bzw. Midi-Gel-

Elektrophorese-System von MWG-Biotech (Ebersberg) verwendet. Dazu wurde 1% (w/v) 

Agarose durch Erhitzen in 1 x Tris-Borat-EDTA (TBE)-Puffer (89 mM Tris-HCl, pH 8,0; 

89 mM Borsäure; 2,5 mM EDTA, pH 8,0) gelöst. Nach Abkühlen der Lösung wurde zum 

Nachweis von PCR-Fragmenten Ethidiumbromid (1 µl/100 ml; Endkonz. 0,1 µg/ml), zum 

Nachweis von DNA Sybr-Green (10 µl/200 ml; Endkonz. 0,5 µg/ml) zugesetzt. Die Lösung 

wurde in einen Gelträger gegossen. Das Gel wurde nach der Aushärtung in eine mit einfach-

konzentriertem TBE-Puffer gefüllte Gelelektrophoresekammer überführt. Die DNA- bzw. 

RNA-Proben wurden mit 0,1 Vol Probenpuffer (50% (v/v) 1 x Tris-EDTA(TE)-Puffer [10 

mM Tris-HCl, pH 8,0; 1 mM EDTA, pH 8,0]; 50% (v/v) Glycerol; 0,25% (w/v) 

Bromphenolblau) gemischt und in den Probentaschen aufgetragen. Die Proben wurden dann 

bei 80 - 120 V getrennt. Die Länge der DNA-Fragmente wurde mit Hilfe parallel 

aufgetrennter DNA-Längenstandards (100 bp-Leiter; Invitrogen, Karlsruhe) bestimmt. Die 

Gele wurden fotografiert (MP4+ Instant Camera System und Film Type 665; Polaroid, 

Cambridge, UK). Die Negative wurden mit einem Scanner mit Durchlichteinheit (ScanMaker 

X6; Microtex, Ratingen) ausgewertet und die weitere densitometrische Analyse erfolgte mit 

der Aida 2.0 Software; (Raytest, Straubenhardt). 

Tab. 5: PCR-Protokolle 
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2.3.7 Elektroelution von Nukleinsäuren  

 

Nach Auftrennung von DNA im Agarosegel können Fragmente definierter Größe aus dem Gel 

durch Elektroelution isoliert und weiter analysiert werden. Nach elektrophoretischer Trennung 

schneidet man den spezifischen Bereich des Gels mit dem gewünschten DNA-Fragment unter 

möglichst kurzzeitiger Exposition mit UV-Licht mit einem Skalpell aus. Die gewonnenen 

Gelstücke mit dem DNA-Fragment werden in einen Dialyseschlauch überführt (Spectra/Por.6, 

MWCO 1.000; Roth, Karlsruhe), dem ein kleines Volumen 1 x TE-Puffer zugesetzt wird. Der 

an beiden Enden verschlossene Schlauch wird in einer Elektrophoresekammer einem 

Spannungsfeld von 8 - 10 V/cm ausgesetzt. Die Nukleinsäuren wandern entsprechend ihrer 

Ladung aus dem Agarosegel in den TE-Puffer innerhalb der Dialysemembran. Nach 

erfolgreicher Elution wird aus dem Dialyseschlauch der Puffer mit der DNA in ein Röhrchen 

überführt, und die DNA mit 0,1 Vol. 3 M Ammoniumacetat-Lösung (pH 6,3) und 2,5 Vol 

96%igem (v/v) Ethanol über Nacht bei -20°C gefällt. Die gefällte DNA wird sedimentiert, in 

70%igem (v/v) Ethanol gewaschen und nach Trocknung in einem geeigneten Volumen TE-

Puffer bzw. sterilen dH2O gelöst.  

 

2.3.8 DNA-Fragmentierung 

 

Zum Nachweis apoptotischer DNA-Fragmentierung in den HUVEC wurden DNA-

Leiterassays nach 1h, 3h bzw. 24h Stimulation mit 25, 50, 75 und 100 µg/ml nLDL und 

oxLDL durchgeführt. Parallel wurden jeweils interne zeitgleiche Kontrollen analysiert. Die 

DNA wurde mit Sybr-Green hochsensitiv angefärbt, und die hochmolekulare DNA im 

Agarosegel aufgetrennt. Ein zunehmender apoptotischer Abbau von DNA würde zu einer 

DNA-Leiter aus Nukleosomen - assoziierten Fragmenten (Multimere von ca. 200 bp) führen. 

 

2.3.9 DNA-Sequenzierung 

 

Die Sequenzierung der DNA erfolgte nach der Kettenabbruch- bzw. Didesoxyribonukleosid-

Triphosphat (ddNTP)-Methode von Sanger 102. Dazu wurde der Thermo Sequenase Dye 

Terminator Cycle Sequencing Pre-Mix-Kit (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) 

verwendet. Dieser enthält fluoreszenzmarkierte ddNTPs, die in den DNA-Strang zufällig 

eingebaut werden und die DNA-Synthese danach abbrechen. Die Reaktionsbedingungen 
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wurden entsprechend dem Protokoll des Herstellers (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) 

gewählt. Die elektrophoretische Trennung der Probe und die automatisierte Auswertung der 

Sequenzierungsreaktion erfolgte im Zentrum für Medizinische Grundlagenforschung der 

Martin-Luther-Universität  Halle mit einem ABI Prism 373 DNA Sequencer (Perkin Elmer, 

Weiterstadt). Die Identität der Sequenzen wurde mit den bekannten Zielsequenzen der DNA-

Datenbanken (NCBI) verglichen. 

 

2.4 Proteinanalytik 

 

2.4.1 Proteinpräparation 

 

Die Endothelzellen werden mit nLDL oder oxLDL in der Konzentration 100 µg/ml stimuliert 

(24 h). Anschließend erfolgte eine Proteinpräparation durch Lyse mit SDS-Lysepuffer 

(Zytosol- und Membranfraktion) oder Sucrose-Puffer+NP40 (Zytosolfraktion). 

Die humanen Endothelzellen werden dazu mit nLDL oder oxLDL inkubiert und anschließend 

mit PBS gewaschen. Zur Zellyse wurden 100µl eines SDS-Lysepuffers (50 mM Tris-HCl, pH 

7,0; 1% (w/v) Natriumdodecylsulfat (SDS), 1:25 Proteinase-Inhibitor-Mix), bzw. 100 µl eines 

Sucrose-Lyse-Puffers (20 mM Tris-HCl, pH 7,2; 250 mM Sucrose; 1:25 Proteinase-Inhibitor-

Mix ; ad 25 ml dH2O; + NP40) verwendet. Die DNA wurde für 5 min bei 95°C (Kochen des 

Lysates) denaturiert und bei 6.000 g für 8 min sedimentiert. Bei Verwendung des 

Sucrosepuffers erfolgte nach der Lyse der Zellen die direkte Sedimentation von Zelltrümmern 

und DNA durch Zentrifugation. Der Überstand wurde abgenommen und bei 95°C über 5 min 

denaturiert. Der Zentrifugationsüberstand enthält dann die isolierten Proteine. 

Die Konzentration der Proteine wurde mit dem BCATM Protein Assay und Rinderserum-

Albumin (BSA) als Standard (Pierce, Rockfort, USA) bestimmt. Je 50 µg oder 100µg Protein 

wurden in 1 x Lämmli-Puffer (4 x Lämmli-Puffer: 0,62 g DTT; 0,4 g SDS; 6 ml Glycerol; 

2 ml 1,25 M Tris-HCl, pH 6,8; 0,2 mg Bromphenolblau; ad. 10 ml dH2O) gelöst und 

anschließend bei -80°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.  

 

2.4.2 Polyacrylamid-Gelelektrophorese  

 

Proteine können in Polyacrylamidgelen durch Gelelektrophorese entsprechend ihrer Größe im 

Spannungsfeld aufgetrennt werden.  
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Für die Proteingelelektrophorese wurde das Mini-PROTEAN II Cell-System (Bio-Rad, 

München) verwendet. Die SDS-Gele wurden wie in Tab. 6 gezeigt hergestellt.  

 

Tab. 6 : Proteingele 

 

Material        Sammelgel (7,5%) Trenngel (10%ig)  

 

40 % (w/w) Acrylamid-Bisacrylamid (19:1)             1,0 ml                   3,0 ml  

Sammelgelpuffer (1 M Tris-HCl, pH 6,8)             1,0 ml                          -  

Trenngelpuffer (1 M Tris-HCl, pH 8,8)                    -                       4,5 ml  

dH2O                         5,9 ml                      4,3 ml  

10% (w/v) SDS                      80,0 µl                  120,0 µl  

10% (w/v) Ammoniumpersulfat (Merck, Darmstadt)50,0 µl                     100,0 µl  

TEMED                       10,0 µl                    10,0 µl  

 

 

Nach Aushärtung der Gele werden diese in die Elektrophorese-Kammer überführt. Die 

Kammer wird mit 1 x Laufpuffer (4 x Laufpuffer: 50 mM Tris-HCl, pH 8,8; 380 mM Glycin; 

0,1 % (w/v) SDS) gefüllt. Die denaturierten Proteinproben werden in Lämmli-Puffer auf das 

Gel aufgetragen. Zur Größenbestimmung wird ein Größenmarker parallel aufgetrennt. 

Die Proteine werden zunächst im Sammelgel bei einer Spannung von 14 V/cm gesammelt. 

Sobald der Bromphenolblau-Farbstoff das Trenngel erreicht, wird die Feldstärke auf 24 V/cm 

erhöht. Die Proteinelektrophorese wird beendet, sobald der Bromphenolblau-Farbstoff den 

unteren Rand des Gels erreicht hat. Das Molekulargewicht der Proteine wird mit Hilfe der 

bekannten Molekulargewichte des parallel aufgetrennten Proteinstandards (BENCHMARKTM; 

Invitrogen, Karlsruhe) bestimmt.  

 

2.4.3 Western Blot 

 

Zur weiteren Analyse wurden die gelelektrophoretisch aufgetrennten Proteine aus dem 

Polyacrylamidgel auf eine Nitrocellulose-Membran (0,45 µm; Schleicher & Schuell, Dassel) 

übertragen. Dafür wurde das Mini Trans-Blot Transfer Cell-System (Bio-Rad, München) 

verwendet. Die Nitrocellulose-Membran und 4 x 3MM Whatman-Papier (Whatman 

International Ltd., Maidstone, England) wurden auf Gelgröße zugeschnitten und 15 min in 

Transferpuffer (25 mM Tris-HCl, pH 8,2; 192 mM Glycin; 20% (v/v) Methanol; 0,1% (w/v) 
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SDS) äquilibriert. Der Western-Blot wurde nach dem Protokoll der Firma Bio-Rad (München) 

durchgeführt. Die Proteine wurden 1 h bei 130 V (für 2 Gele) aus dem Proteingel auf die 

Nitrocellulose-Membran unter Kühlung und ständiger Durchmischung des Transferpuffers 

transferiert. Zur Qualitätskontrolle der Übertragung wurde das Proteingel mit Coomasie- 

Farblösung (0,5 g Coomasiebrillantblau G-250 gelöst in 500 ml Methanol; Zugabe von 

100 ml Essigsäure und 400 ml dH2O) über Nacht gefärbt und mit Entfärberlösung (20% (v/v) 

Ethanol; 1% (v/v) Essigsäure) differenziert. Ziel ist der möglichst vollständige Transfer der 

Proteine auf die Nitrozellulose-Membran. Diese kann mit Ponceau-S-Farblösung [0,5 g 

Ponceau S gelöst in 1 ml Essigsäure; Zugabe von 100 ml dH2O] gefärbt und anschließend 

wieder mit dH2O gespült werden. 

 

Der Nachweis der Proteine erfolgte mit spezifischen Antikörpern. Die Bindung der primären 

Antikörper an ihre Antigene erfolgt mit Hilfe sekundärer Antikörper, die mit Peroxidase oder 

alkalischer Phosphatase markiert sind. Die sekundären Antikörper wurden durch 

Chemilumineszenz oder Farbreaktionen nachgewiesen. 

Die Nitrocellulose-Membran wurde nach dem Proteintransfer über Nacht bei 4°C in Tris-

gepufferter Salzlösung + Tween (TBS-T: 10 mM Tris-HCl, pH 7,3; 500 mM NaCl; 0,2% 

(v/v) Tween 20) + 3% (w/v) Milchpulver, fettfrei, Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg) zur 

Blockierung unspezifischer Proteinbindungen inkubiert. Nach Spülung der Membran mit 

TBS-T-Puffer (dreimal 5 min auf Schüttler) wurde die Membran mit den jeweiligen primären 

Antikörpern in einer Verdünnung von TBS-T-Puffer + 3% (w/v) Milchpulver + 0,02% (w/v) 

NaN3 inkubiert. Anschließend wurde die Membran 4 mal 5 Minuten mit TBS-T-Puffer 

gewaschen und mit dem jeweiligen artspezifischen sekundären Antikörper (siehe Tab. 9) für 

1 h inkubiert. Es wurden sowohl Peroxidase-markierte als auch mit alkalischer Phosphatase 

markierte sekundäre Antikörper verwendet. Danach wurden 5 x 5 min-Waschschritte mit 

TBS-T-Puffer durchgeführt. 

Zur Kontrolle der Auftrennung gleicher Proteinmengen und der internen Standardisierung 

wurden Analysen mit Anti-GAPDH-Antikörpern durchgeführt. Die eingesetzten 

Konzentrationen der jeweiligen Antikörper wurden zuvor in Konzentrationsreihen getestet. 

Zur internen Standardisierung wurde eine Positivkontrolle (rhu-ECE-1) sowie eine definierte 

Menge Proteinmix parallel analysiert. 
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Tab. 7 : Verwendete primäre und sekundäre Antikörper 

  

Antikörper   Herkunft   Verdünnung 

 

primäre Antikörper: 

anti-ECE-1 (mouse)  Knoll AG, BASF, Leverkusen 1:500 

anti-GAPDH (mouse)  Amersham, Freiburg  1:10.000 

 

sekundäre Antikörper  (Meerrettich-Peroxidase-Konjugate): 

Anti-Maus-IgG   Amersham, Freiburg  1:10.000 

 

sekundäre Antikörper (alkalische Phosphatase): 

Anti-Maus-IgG   Boehringer, Mannheim  1:10.000 

 

 

Der Nachweis der sekundären Antikörper mit Markierung durch Peroxidase erfolgte durch 

Chemilumineszenz. Bei Zugabe geeigneter Substrate wird Licht emittiert, das fotografisch 

nachgewiesen werden kann. 

Für die Chemilumineszenz-Reaktion wird das ECL oder ECL plus Western-Blot Detection-

System (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) verwendet. Die Membran wurde zur 

Inkubation in Frischhaltefolie verpackt und in der Dunkelkammer mit Hyperfilm ECL 

(Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) in einer Röntgenfilm-Kassette für 3 min oder bis 

zum vollständigen Abklingen des emittierten Lichts (bis zu 24 h) belichtet. Die Filme wurden 

danach in einer Curix 160-Apparatur (AGFA, Köln) entwickelt. 

Der Nachweis von phoshatasemarkierten Antikörpern erfolgte durch eine Farbreaktion, bei 

der BCIP der aP als Substrat dient. BCIP wird nach seiner Dephosphorylierung oxidativ in 

einen blauen Indigofarbstoff überführt. Als Oxidationsmittel wirkt NTB, das den Effekt 

amplifiziert. Durch die Wasserunlöslichkeit der Produkte kann der Nachweis beim Immunblot 

und in der Immunhistochemie erfolgen. Es wurden dabei NBT/BCIP-Ready-to-use-Tabletten 

der Firma Roche, Mannheim, nach der Methode von Horwitz 103 verwendet. Die Lösung 

wurde nach Herstellerangaben angesetzt. Dann wurden die Nitrocellulosemembranen bis zum 

Erreichen einer vollen Farbreaktion für 5 min bis 12 h über Nacht inkubiert. Die Negativfilme 

wurden anschließend wie unter 2.3.6 beschrieben gescannt und densitometrisch ausgewertet.  
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2.4.4 Endothelin-ELISA 

 

Der ELISA dient zur quantitativen Bestimmung spezifischer Proteine aus Flüssigkeiten. Nach 

Stimulation von HUVEC mit nLDL oder oxLDL wurden die Zellkulturüberstände 

abgenommen, zentrifugiert, bei –80°C gelagert oder sofort weiter analysiert. Die 

Proteinkonzentrationen wurden auf die Proteinmenge (BCA protein assay reagent, Pierce) 

normalisiert. Es wurden das Endothelin-1 ELISA-System (Amersham Pharmacia Biotech), 

sowie der Biomedica Endothelin ELISA (Biomedica, Wien) verwendet. Die Messungen 

wurden mit frischen sowie bei –80°C gelagerten Proben von Zellkulturüberständen 

durchgeführt und jeweils für das verwendete Medium standardisiert. Die densitometrische 

Auswertung erfolgte mit Hilfe eines Microplattenreaders (MR 5000) der Fa. Dynatech, 

Guernsey. 

 

2.5 oxLDL-Aufnahmestudien 

 

Natives LDL wurde durch sequenzielle Ultrazentrifugation aus humanem Spenderplasma 

isoliert. Zur Oxidation werden Cu2+-Ionen eingesetzt 104. Die nativen und oxidierten Lipide 

wurden freundlicherweise durch PD Dr. M. Barton, Kantonsspital Zürich zur Verfügung 

gestellt. 

Für die oxLDL-Aufnahmestudien wurden die oxidierten Lipide mit 1,1´-Dioctadecyl-

3,3,3´,3´-tetramethylindocarbocyaninperchlorat (DiI, Molecular Probes) markiert 84,105. Die 

Quantifizierung der oxLDL-Aufnahme erfolgte nach Extraktion mit Isopropanol. Die HUVEC  

wurden mit ET-1 oder AT II stimuliert und 5 h mit 100 µg/ml DiI-markiertem oxLDL 

inkubiert. Die Zellen wurden dann 5 x mit PBS gewaschen. Das aufgenommene DiI-markierte 

oxLDL wurde mit Isopropanol extrahiert und die Fluoreszenz in einem 

Fluoreszenzspektrometer bestimmt (520/564 nm). Die Fluoreszenzwerte wurden auf den 

Proteingehalt der Proben (BCA Protein Assay Reagent Kit mit BSA-Standards) normalisiert. 

 

2.6 Statistische Auswertung 

 

Die Ergebnisse werden als Mittelwert ± Standardfehler angegeben. Die statistische 

Auswertung erfolgte mit Hilfe des t-Tests bzw. der ANOVA-Methode (SigmaStat Software, 

SPSS Inc., Chicago). Ein Wert von P < 0,05 wurde als statistisch signifikant akzeptiert. 



 30
 

3 Ergebnisse 

 

Die Bedeutung pathogenetischer Einflüsse des Endothelinsystems und der 

Hyperlipoproteinämie für die Entstehung der Arteriosklerose sind in der internationalen 

Literatur oftmals beschrieben. Vor diesem Hintergrund sind hier die Daten aus den eigenen 

Untersuchungen dargestellt, die einen sich selbst verstärkenden Circulus vitiosus aus 

Hyperlipoproteinämie und Endothelinstoffwechsel beschreiben. Die Daten dieser Arbeit 

geben außerdem Hinweise auf eine Involvierung diverser Signaltransduktionskaskaden in 

diesen circulus vitiosus, weiter beschreiben sie Einflüsse des von unserem Labor schon vorher 

untersuchten Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS). Besonderes Interesse liegt auf 

den einzelnen Komponenten der Endothelinkaskade und deren Regulation unter 

Hyperlipoproteinämie, insbesondere auf der Regulation des Endothelin-Converting Enzyme 

(ECE), dessen Regulation in der Literatur bisher kaum beschrieben ist (3.1-3.5). An in vitro-

Kulturen von humanen umbilikalen Endothelzellen ist hier die Zellantwort in einem Modell 

für die Arteriosklerose untersucht werden. Die Aufnahme von Lipoproteinen in 

Endothelzellen nach Stimulation mit Angiotensin II und Endothelin I bestätigen dieses Modell 

als relevant für den Endothelzellstoffwechsel unter Bedingungen einer frühen Arteriosklerose, 

bei der Lipoproteine von Endothelzellen vor allem durch den Rezeptor LOX-1 (Lectin–like– 

oxLDL-Rezeptor) aufgenommen werden. Hier können deutlich erhöhte Lipoprotein-

aufnahmen im Zellkulturmodell nachgewiesen werden. Die entsprechenden Daten werden 

unter 3.6 dargestellt. Alle Versuche wurden, soweit nicht anders genannt, mit Fallzahlen zu 

n=9 durchgeführt. Die jeweiligen Inhibitoren werden nach den in der Literatur beschriebenen 

Angaben eingesetzt. Unsere Studien wurden einerseits mit nativem Lipoprotein niedriger 

Dichte (nLDL), andererseits mit oxidativ modifiziertem Lipoprotein niedriger Dichte (oxLDL) 

durchgeführt. Dabei ist nLDL die unter Hyperlipoproteinämie systemisch hoch konzentriert 

zirkulierende Isoform, oxLDL die auf lokaler Ebene der Endothelzelle nach oxidativer 

Modifikation hoch konzentriert dominierende Isoform. Durch  die Untersuchung der Antwort 

auf natives und oxidativ modifiziertes Lipoprotein wird hier somit einerseits die Antwort der 

Endothelzellen auf vorwiegend lokale, andererseits auf vorwiegend systemische 

pathophysiologische Wirkungsweise der Lipoproteine untersucht. Die nachfolgende 

Darstellung der Ergebnisse erfolgt grafisch in Prozent der jeweiligen internen Kontrolle. Die 

entsprechenden absoluten Werte finden sich entweder in der Legende der Abbildung oder im 

entsprechendem Textabschnitt. 
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3.1 Endothelin - Converting Enzyme 

3.1.1 Konzentrations- und Zeitstudien 

 

Zunächst wurden Zeit- und Konzentrationsverläufe nach Stimulation von HUVEC mit oxLDL 

und nLDL durchgeführt. 

 

    

 

 

 

 

In Abbildung 2 werden die Ergebnisse unserer Zeitverläufe an einer exemplarisch 

ausgewählten PCR dargestellt. Zu allen untersuchten Zeitpunkten sieht man eine deutliche 

Induktion der ECE-1 mRNA sowohl nach Stimulation mit oxLDL, als auch nach Stimulation 

mit nLDL. Aufgrund der maximalen Induktion zum Zeitpunkt von einer Stunde werden in 

dieser Arbeit Messungen von Konzentrationsversuchen zu 60 Minuten durchgeführt. 

 

 

 

 

 

Abb. 2: Semiquantitative ECE-1-PCR. Stimulation mit 100 µg/ml oxLDL / nLDL im Zeitverlauf 
1/3/7 h mit jeweils interner Kontrolle. Maximale Stimulation nach 3 h nLDL (nLDL: 0,37 ± 0,02 vs. 
K: 0,26 ± 0,02; p=0,029) sowie nach 3 h oxLDL (oxLDL: 3,28 ± 0,63 vs. K: 2,12 ± 0,45; p=0,02).  
 

Abb. 3: Semiquantitative ECE-1-PCR. Konzentrationsverlauf  oxLDL / nLDL (5 bis 100 µg/ml) mit 
interner Kontrolle. Maximale Stimulation nach 1 h nLDL (411% der Kontrolle) sowie nach 1 h 
oxLDL (204% der Kontrolle). 
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Die Ergebnisse der Konzentrationsverläufe nach Inkubation mit oxLDL und nLDL sind in 

Abbildung 3 dargestellt. Man sieht eine maximale Stimulation von ECE-1 mRNA nach 1 h  

Stimulation mit 100 µg/ml nLDL [411% der Kontrolle (nLDL: 3,57 ± 1,34 vs. K: 0,87 ± 0,25, 

p<0,05, n=9)] oder 100 µg/ml oxLDL [204% der Kontrolle (oxLDL: 0,85 ± 0,15 vs. K: 0,41 ± 

0,05, p < 0,05, n=9)].  

 
Diese Daten zeigen erstmals die Induktion von ECE-1 mRNA durch einen externen 

definierten Stimulus, hier durch oxidiertes Lipoprotein niedriger Dichte und natives 

Lipoprotein niedriger Dichte. ECE-1 ist das zentrale Enzym im Endothelinstoffwechsel und 

generiert aus der Vorstufe Big-Endothelin (Prohormon des Endothelins) das aktive 

Endothelin. Die Induktion von ECE-1 könnte im Rahmen einer Hyperlipoproteinämie auch in 

vivo eine entscheidende Rolle in der Pathogenese der Arteriosklerose spielen. Deshalb wurden 

die Signalwege, welche zur ECE-1 Induktion führen, im Detail untersucht. 

 

 

3.1.2 Inhibitorstudien 

 

Nach der Datenlage der Literatur lässt sich eine Abhängigkeit der ECE-1-Induktion von der 

Proteinkinase C, möglicherweise auch von intrazellulärem Calcium vermuten. Im Rahmen der 

endothelialen Dysfunktion wird weiter eine geringere NO-Verfügbarkeit beschrieben. Vor 

diesem Hintergrund der Pathologie der Arteriosklerose wird deshalb auch die Einbindung des  

NO-Stoffwechsels in die Signalwege untersucht. Aufgrund der Erfahrungen der Arbeitsgruppe 

mit dem RAAS kann man auch eine Quervernetzung mit dem Signalweg des Angiotensins 

vermuten. 

Neben den Einflüssen dieser schon erwähnten Mechanismen stellte sich weiter die Frage nach 

einer internen Rückkopplung des Endothelinsystems auf dem Weg des endothelial 

exprimierten Endothelinrezeptors B. 

 

Zur Untersuchung dieser Mechanismen wendeten wir folgende Inhibitoren an: 

- Quin 2 AM (als Chelator intrazellulären Calciums)  

wurde zur Untersuchung des Einflusses von Ca2+ eingesetzt 

- H7 (als Inhibitor eines breiten Spektrums von Proteinkinasen) 

und  

- RO- 31-8220 (als PKC-spezifischer Inhibitor) 
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wurden zur Untersuchung der Einbindung von Proteinkinasen verwendet 

- L-NAME (als Inhibitor der NO-Synthase)  

wurde eingesetzt, um den möglichen Einfluss des NO-Systems zu untersuchen.  

- Losartan (Angiotensinrezeptor 1 - Antagonist)  

wurde zur Untersuchung der Verbindung zum RAAS eingesetzt 

- BQ- 788 (ETB – Antagonist) 

wurde zur Blockade des ETB-Rezeptors eingesetzt, um die vermuteten 

Rückkoppelungen zu untersuchen.  

 

Die Involvierung verschiedener Mechanismen der Induktion von ECE-1 konnte im Rahmen 

dieser Arbeit gezeigt werden. 

 

In Abbildung 4 werden die Ergebnisse zum Einfluss von Angiotensinrezeptor 1 - Blockade 

und Endothelinrezeptor B – Blockade auf die Induktion der ECE-1 mRNA dargestellt. Die in 

Abbildung 4 gezeigten Daten zeigen nach Präinkubation mit Losartan weder nach oxLDL -

Stimulation (oxLDL/Los: 0,83 ± 0,07 vs. K: 0,8 ± 0,06; p<0,05) noch nach nLDL - Zugabe 

(nLDL/Los: 0,42  ± 0,01 vs. K: 0,33 ± 0,05; n.s.) eine signifikante Induktion, während die 

zeitgleiche Kontrolle jeweils induziert wird (Abbildung 3 und 4). Die Induktion der ECE-1-

mRNA wird somit in diesen Untersuchungen durch einen Mechanismus via 

Angiotensinrezeptor II verstärkt.  

 

Die weitere Annahme einer autokrinen Funktion der Endothelzelle bestätigte sich durch die 

im Folgenden beschriebenen ETB-Rezeptor–Untersuchungen. Die entsprechenden Daten sind 

in Abbildung 4 dargestellt. ECE-1-mRNA wurde nach Präinkubation mit BQ-788 (10-8 mM; 

0,5 h) durch oxLDL (oxLDL/BQ 788: 1,01 ± 0,28  vs. K: 0,83 ± 0,07; n.s.) nicht weiter 

signifikant induziert. Auch durch nLDL (nLDL/BQ788: 0,40 ± 0,08 vs. K: 0,33 ± 0,05; n.s.) 

wird die ECE-1 mRNA nach Präinkubation mit dem Endothelinrezeptor B – Antagonisten BQ 

788 nicht induziert. Die zeitgleiche Kontrolle wird dagegen jeweils induziert.  

Wie in Abbildung 4 dargestellt, bestätigt sich folglich die Annahme einer Signaltransduktion 

via Angiotensinrezeptor 1, wie auch die Annahme einer über ETB rückkoppelnden Wirkung 

von Endothelin 1 auf die Endothelzellen selbst. 
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Die Ergebnisse der Untersuchung zur Bedeutung der Proteinkinasen für die 

Signaltransduktion zeigt Abbildung 5. Die hier dargestellten Daten beschreiben insbesondere 

einen Einfluss von Poteinkinase C. Diese ergibt sich nach Stimulation der ECE-1 mRNA 

durch oxLDL (Abb.5) aus der ausbleibenden Induktion nach vorheriger Inkubation mit den 

Inhibitoren H7 bzw. Ro-31-8220 (H7; oxLDL: 1,10  ± 0,09  vs. K: 0,76 ± 0,007; p<0,05) (Ro-

31-8220; oxLDL: 0,9 ± 0,09 vs. K: 0,76 ± 0,007; n.s.). Nach nLDL-Stimulation (Abb. 5) 

erkennt man ebenfalls den Einfluss der Proteinkinase C (H7; nLDL: 0,99 ± 0,30 vs.  K: 0,45 ± 

0,02; n.s.) (Ro-31-8220; nLDL: 0,70  ± 0,04 vs. K: 0,45 ± 0,03; n.s.). Aus Abbildung 5 ist 

weiter zu entnehmen, dass es eine nur tendenzielle, jedoch keine signifikante Reduktion der 

Stimulation nach genereller Proteinkinaseblockade bezogen auf die zeitgleiche Kontrolle nach 

oxLDL Stimulation gibt. Diese Daten sprechen für eine Einbindung der Proteinkinasen, 

insbesondere Proteinkinase C, in die Signaltransduktion nach Stimulation mit oxidierten und 

nativen Lipoproteinen. Eine generelle Blockade der Proteinkinasen (durch Inhibitor H7) 

scheint die ECE-1-mRNA-Expression geringer zu reduzieren, als eine spezifische Hemmung 

der Proteinkinase C. Die Interpretation der ECE-1-mRNA-Ergebnisse in Bezug auf den 

Inhibitor H7 sollte daher vorsichtig erfolgen. 

 

 
 

Abb. 4 : Semiquantitative ECE-1-PCR. Stimulation mit 100 µg/ml oxLDL / nLDL, jeweils 1 h mit 
interner Kontrolle. Losartan (Los, 10-7 M) BQ-788 (BQ, 10-8 M) jeweils 30 min Präinkubation. Die 
Inkubation mit den Inhibitoren allein führte nicht zur Induktion (nicht gezeigt). 
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Mögliche Interaktionen von NO-System und Endothelin-System wurden in weiteren 

Experimenten untersucht. Die jeweiligen Daten sind in Abbildung 6 dargestellt.  

Die Ergebnisse der Versuche belegen Zusammenhänge zwischen ECE-1 mRNA Expression 

und der Aktivität der NO-Synthase. Hemmt man diese durch L-NAME, so erreicht man bei 

Stimulation durch oxLDL eine signifikante Reduktion der ECE-1 mRNA Induktion (oxLDL/-

L-NAME: 0,79  ± 0,35 vs. K: 1,75 ± 0,12; p<0,05) (Abb. 6). Nach nLDL-Gabe hingegen ist 

keine signifikante Reduktion der ECE-1-mRNA Induktion zu messen (nLDL/L-NAME 0,63 ± 

0,19 vs. K: 0,26 ± 0,11; n.s.) (Abb.6). Somit ist in dieser Arbeit die Regulation von ECE-1 

mRNA nach Stimulation durch nLDL oder oxLDL unterschiedlich von der Aktivität der  NO-

Synthase abhängig. Stimulation mit oxLDL scheint hierbei deutlichere Effekte auszulösen.  

Die Ergebnisse zum Einfluss von intrazellulärem Calcium werden ebenfalls in Abbildung 6 

dargestellt. Durch Quin-2AM wird eine signifikante Reduktion der ECE-1 mRNA-Expression 

im Vergleich zur Stimulation mit nLDL erreicht (K: 0,26 ± 0,11 vs. nLDL: 0,8770 ± 0,11 vs. 

nLDL/Quin 2AM: 0,5 ± 0,2; p<0,05). Die Stimulation der ECE-1-mRNA kann unter 

Inkubation mit oxLDL nicht signifikant durch Präinkubation mit Quin-2AM verhindert 

werden (oxLDL: 1,7460 ± 0,1200 vs. oxLDL/Quin 2 AM: 1,4620 ± 0,4290; p>0,05). Nach 

diesen Untersuchungen sind Ca2+ Ionen an der nLDL-vermittelten Signaltransduktion unter 

den hier gewählten Untersuchungsbedingungen beteiligt, nicht jedoch an durch oxLDL 

induzierten Mechanismen. 

 

 

Abb. 5: Semiquantitative ECE-1-PCR. Stimulation mit 100 µg/ml oxLDL / nLDL, jeweils 1 h mit 
interner Kontrolle. H7 (10-5 M), Ro-31-8220 (10-7 M) jeweils 30 min Präinkubation. Die Inkubation 
mit den Inhibitoren allein führte nicht zur Induktion (nicht gezeigt). 
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Die Ergebnisse zeigen sich eine zeit- und dosisabhängige Stimulation der ECE-1 mRNA 

durch Lipoproteine. In Untersuchungen zu den Signaltransduktionsmechanismen sieht man 

Einflüsse des NO-Systems, des RAAS über den AT1-Rezeptor, des Endothelinsystems via 

ET-B-Rezeptor und intrazellulärer Mechanismen durch PKC.  

 

Die bisher dargestellten Messungen auf mRNA - Ebene wurden im Folgenden durch 

Untersuchungen auf Proteinebene erweitert.  

 

3.1.3 Proteinexpression 

 

Die verstärkte ECE-1 mRNA-Expression sollte eine erhöhte Proteinbildung zur Folge haben. 

Daher wurden Proteine aus Zellysaten von Endothelzellkulturen nach Stimulation mit nLDL 

und oxLDL untersucht. Um den Zellen ausreichend Zeit für die Translation der mRNA zu 

ermöglichen, wurden Konzentrations- und Zeitkurse durchgeführt (nicht gezeigt). Aufgrund 

dieser Untersuchungen wurden die Messungen der ECE-1-Proteinexpression nach 24 h 

Inkubation mit 100 µg/ml Lipoprotein durchgeführt. Aufgrund zuvor in der Literatur 

beschriebenen Induktion apoptotischen Zelltodes wurden die Endothelzellen dabei stets 

lichtmikroskopisch kontrolliert. Die Zellen sahen auch nach langer Inkubation mit hohen 

Konzentrationen von Lipoproteinen lichtmikroskopisch vital aus. Darüber hinaus wurden 

DNA-Leiterassays durchgeführt (Kap. 3.5). 

 

Abb. 6: Semiquantitative ECE-1-PCR. Stimulation mit 100 µg/ml oxLDL / nLDL, jeweils 1 h mit 
interner Kontrolle. Quin 2 AM (Quin, 10-4 M) und L-NAME (LN, 10-5 M), jeweils 30 min 
Präinkubation. Die Inkubation mit den Inhibitoren allein führte nicht zur Induktion (nicht gezeigt). 
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Die Ergebnisse der Western – Blots werden exemplarisch in Abbildung 7 gezeigt, die 

zugehörigen statistischen Daten sind in Abbildung 8 dargestellt. 

 

          

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Unter Stimulation mit oxLDL sieht man eine konzentrationsabhängige signifikante 

Stimulation der ECE-1-Proteinexpression (Abb. 8) mit maximalen Werten bei 100 µg/ml 

oxLDL auf 256 % der Kontrolle (oxLDL: 1,28 ± 0,15 vs. K: 0,52 ± 0,025; p<0,001). Nach 

Stimulation mit nLDL (Abb. 8) sieht man im Vergleich zur Kontrolle bei Stimulation mit 

100 µg/ml Lipoprotein eine Induktion auf 258 % der Kontrolle (nLDL: 1,68 ± 0,25 vs. K: 0,65 

± 0,15; p<0,001), die ebenfalls statistisch signifikant ist. Damit führt die erhöhte ECE-1-

mRNA-Expression im Anschluss zu einer erhöhten ECE-1-Proteinexpression. Dies könnte 

funktionell zu einer Steigerung der ET-1 – Bildung führen.  

 

Abb. 7 : ECE-1 Western-Blot. Stimulation mit unterschiedlichen nLDL- bzw. oxLDL-
Konzentrationen über 24 h mit interner Kontrolle. Als interne Positivkontrolle wurde rekombinantes 
humanes ECE (rhu-ECE-1) sowie ein Standard (Stnd) parallel aufgetrennt. Abgleich auf GAPDH-
Western Blot (nicht gezeigt). (prim. Antikörper 1:500; sek. Antikörper 1:10.000), 50 µg Protein/slot). 
 

Abb. 8 : ECE-1 Western-Daten. Stimulation mit unterschiedlichen oxLDL- bzw. nLDL-
Konzentrationen für 24 h mit interner Kontrolle. Abgleich auf GAPDH-Western Blot. 
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3.2 Endothelinrezeptor B  

3.2.1 mRNA-Expression 

 
Der Endothelin B – Rezeptor ist der einzige auf Endothelzellen exprimierte Endothelin-

Rezeptor. Die Annahme einer autokrinen Endothelin – Funktion ist abhängig von der 

Expression eines entsprechenden Ziel-Rezeptors. Es wurde daher die Stimulierbarkeit und die 

Möglichkeiten einer Regulation der ETB-mRNA unter Bedingungen der experimentellen 

Hyperlipoproteinämie untersucht. Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher zunächst die Zeit- 

und Konzentrationsabhängigkeit der ETB-mRNA-Induktion untersucht. 

Die ET-B-mRNA wurde nach Stimulation mit nLDL und oxLDL in vergleichbarer Weise wie 

ECE-1 zeit- und konzentrationsabhängig induziert. Entsprechend der maximalen Stimulation 

zum Zeitpunkt von einer Stunde wurden auch zur Vergleichbarkeit mit den oben gezeigten 

ECE-1-Daten (Abb. 2 und 3) die Versuche  bei 1 h Stimulation durchgeführt. Die Darstellung 

der Zeitabhängigkeit der Induktion erfolgt in Abbildung 9. 

 

 

     
 

 

 

 

 

Die grafische Darstellung der Konzentrationsabhängigkeit erfolgt in Abbildung 10. Nach 

Stimulation mit oxLDL (100 µg/ml) über 1 h wird die Expression auf 257 % der Kontrolle 

gesteigert (oxLDL: 2,15 ± 0,19 vs. K: 0,88  ± 0,34; p<0,05). nLDL (100 µg/ml) induziert 

ebenfalls die ETB – mRNA. Es erfolgt eine Induktion auf 199% der Kontrolle (nLDL: 1,38 ± 

0,38 vs. K: 0,69 ± 0,33; p<0,05). Die Induktion der ETB-mRNA ist im Vergleich der 

eingesetzten Lipoproteine somit relativ gleichmäßig.  

 

 

Abb. 9 : Semiquantitative Endothelinrezeptor B – PCR . Stimulation mit 100 µg/ml oxLDL / nLDL 
im Zeitverlauf 1/3/7 h mit jeweils interner Kontrolle. Maximale Stimulation nach 1 h nLDL (0,14 ± 
0,05 vs. 0,54 ± 0,07; p = 0,011) sowie nach 1 h oxLDL (0,14 ± 0,04  vs. 0,85  ± 0,22; p = 0,03).  
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Die Induktion der ETB-mRNA könnte den postulierten circulus vitiosus via ETB-Rezeptor 

zusätzlich verstärken, falls die erhöhte mRNA-Induktion mit der Kombination von erhöhter 

ETB- Proteinproduktion, -expression und -funktion einhergeht.  

 

3.2.2 Inhibitorstudien 

 

Die Endothelinrezeptor B-mRNA wird unter oxLDL und nLDL entsprechend der bisher 

beschriebenen Versuche (Abbildung 9 und 10) induziert. In weiteren Experimenten wurden 

intra- und extrazelluläre Regulationsmechanismen der Induktion von ETB-mRNA untersucht. 

Diese Untersuchungen erfolgten entsprechend der Analysen zur Induktion der ECE-mRNA 

mittels der in Kap. 3.2.2 beschriebenen Inhibitoren. 

 

In Abbildung 11 sind die Daten der Untersuchungen der Einflüsse über Endothelinrezeptor B 

und Angiotensinrezeptor 1 dargestellt. 

 

 

 

 

 
 

Abb. 10 : Semiquantitative Endothelinrezeptor B – PCR. Stimulation mit unterschiedlichen 
Konzentrationen (5 bis 100 µg/ml) oxLDL / nLDL für 1 h mit interner Kontrolle. Maximale 
Stimulation erfolgt jeweils bei 100 µg/ml Lipoprotein. 
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Nach Präinkubation mit Losartan erfolgte keine Induktion der ET-B-mRNA nach Stimulation 

mit nativem oder oxidierten Lipoprotein [oxLDL: 110% der Kontrolle (oxLDL/Losartan: 1,17 

± 0,17 vs. K: 1,06 ± 0,03; n.s.)], [nLDL: 113% der Kontrolle (nLDL/Losartan: 0,75 ± 0,08 vs. 

K: 0,66 ± 0,19; n.s.)].  

 

Die Daten unterstützen die Annahme einer autokrinen Endothelin - Wirkung auf 

Endothelzellen bei hyperlipoproteinämischen Bedingungen. Während die ETB-mRNA durch 

Lipoproteine induziert wird, bleibt diese Induktion nach Präinkubation mit BQ-788 aus. Die 

Daten sind für oxLDL und nLDL in Abbildung 11 dargestellt (oxLDL: 114% der Kontrolle 

(oxLDL / BQ-788: 1,22 ± 0,34 vs K: 1,06 ± 0,03; n.s.); (nLDL: 126% der Kontrolle (nLDL 

/BQ-788: 0,84 ± 0,08 vs K: 0,66 ± 0,1930; n.s.). 

 

Somit bestätigt sich hier ein circulus vitiosus über den ETB-Rezeptor. Einerseits erkennt man 

eine Eigenstimulation der Endothelzelle über den Endothelinrezeptor B, die unter 

Hyperlipoproteinämie zu einer immer weiter ansteigenden Expression des Rezeptors selbst 

führen kann, andererseits aber auch zu einer weiteren Akzeleration der Pathogenese der 

Arteriosklerose durch die Induktion des Endothelinsystems führen kann. 

 

Es wurde damit gezeigt, dass über Rezeptoren des RAAS- und des Endothelinsystems 

verstärkende Mechanismen zur Entstehung einer Arteriosklerose unter Bedingungen einer 

Hyperlipoproteinämie auf die Zelle selbst zurückwirken können. 

Abb. 11: Semiquantitative ETB-PCR. Stimulation mit 100 µg/ml oxLDL / nLDL, jeweils 1 h mit 
interner Kontrolle. Losartan (Los, 10-7 M) BQ-788 (BQ, 10-8 M) jeweils 30 min Präinkubation. Die 
Inkubation mit den Inhibitoren allein führte nicht zur Induktion (nicht gezeigt). 
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Anschließend wurde der Einfluss von Proteinkinasen, insbesondere Proteinkinase C 

untersucht. Präinkubation mit Hemmern der Proteinkinasen (H7) sowie der Proteinkinase C 

(Ro-31-8220) hemmt die signifikante Induktion der ETB-mRNA durch oxLDL und nLDL 

(Abb. 12). Die spezifische Hemmung von Ro-31-8220 spricht für eine Einbindung von PKC 

in die Signaltransduktion zur ETB-mRNA Induktion nach Stimulation mit oxidiertem oder 

nativen LDL. 

 

 

 

 

 

Die Ergebnisse zum wechselseitigen Einfluss von NO-System und Endothelinsystem auf die 

ETB-mRNA Expression sind in Abbildung 13 dargestellt. Die Stimulation der ETB-mRNA 

durch oxLDL und nLDL kann nach Vorinkubation mit dem NO-Synthase-Hemmer L-NAME 

verhindert werden. Die Daten nach oxLDL- und nLDL-Stimulation zeigen dabei vergleichbare 

Ergebnisse (oxLDL/L-NAME: 0,27 ± 0,10 vs. K: 0,15 ± 0,06; p<0,05); (nLDL/L-NAME: 

0,28 ± 0,07 vs. K: 0,16 ± 0,09; n.s.). Statistische Signifikanz erreichen jedoch nur die oxLDL-

Ergebnisse mit L-NAME. Die Ergebnisse deuten somit darauf hin, dass die Lipid-induzierte 

Expression des ETB-Rezeptors nach Blockade der NO-Synthase reduziert sein könnte.  

 

Die Daten zur ETB-mRNA Expression nach Präinkubation mit Quin-2AM werden ebenfalls 

in Abbildung 13 dargestellt.  

 
 

Abb. 12 : Semiquantitative ETB-PCR. Stimulation mit 100 µg/ml oxLDL / nLDL, jeweils 1 h mit 
interner Kontrolle. H7 (H7, 10-5 M) Ro 31-8220 (Ro, 10-7 M) jeweils 30 min Präinkubation. Die 
Inkubation mit den Inhibitoren allein führte nicht zur Induktion (nicht gezeigt). 
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Durch Quin-2AM als Chelator des intrazellulären Calciums wird in dieser Arbeit ein 

möglicher Einfluss des sekundären Botenstoffes Calcium in der Endothelzelle auf die 

Expression der ETB-mRNA untersucht.  

 

Sowohl nach Inkubation mit oxLDL (oxLDL/Quin 2AM: 0,33 ± 0,09 vs. K: 0,16 ± 0,09; n.s.), 

als auch mit nLDL (nLDL/ Quin 2AM: 0,40 ± 0,06 vs. K: 0,15 ± 0,06; n.s.) konnte kein 

signifikanter Einfluss des intrazellulären freien Calciumspiegels auf die Lipid-induzierte 

mRNA-Expression des Endothelinrezeptors B nachgewiesen werden.  

 

3.3 Prä-Pro-Endothelin-1 

3.3.1 Konzentrations- und Zeitverläufe 

 

In weiteren Experimenten wurde die Prä-Pro-Endothelin-1 (ppET-1)-Expression untersucht. 

Abbildung 14 zeigt exemplarisch Ergebnisse zur Untersuchung der Zeitabhängigkeit der 

Induktion von ppET-1-mRNA durch RT-PCR. Diese Ergebnisse werden auf die 18S-rRNA-

Expression (nach RT-PCR) abgeglichen. Zu allen untersuchten Zeitpunkten sieht man eine 

deutliche Stimulation der ppET-1-mRNA-Expression durch oxLDL und nLDL. 

 

 
 

Abb. 13: Semiquantitative ETB-PCR. Stimulation mit 100 µg/ml oxLDL / nLDL, jeweils 1 h mit 
interner Kontrolle. Quin 2 AM (Quin, 10-4 M) und L-NAME (LN, 10-5 M) jeweils 30 min 
Präinkubation. Die Inkubation mit den Inhibitoren allein führte nicht zur Induktion (nicht gezeigt). 

LN 
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Die Expression der ppET-1 mRNA wird nach Inkubation mit 100 mg/ml Lipoprotein maximal 

gesteigert. Die in Abbildung 15 dargestellten Ergebnisse zeigen eine Induktion der ppET-1–

mRNA-Expression auf 441 % der Kontrolle nach oxLDL-Stimulation (oxLDL: 1,08 ± 0,54 

vs. K: 0,24 ± 0,04; p<0,05), sowie auf 192 % der Kontrolle nach Stimulation mit nLDL 

(nLDL: 0,7 ± 0,18 vs. K: 0,36 ± 0,08; p<0,05). 

 

 

 

 

 

 

Damit konnte eine Induktion der ppET-1-mRNA durch nLDL und oxLDL nachgewiesen 

werden. In Analogie zu den vorhergehenden Untersuchungen der ECE-1- und 

Endothelinrezeptor B-mRNA-Expression wurden die Experimente zur Signaltransduktion 

nach jeweils 1 h Stimulation mit 100 µg/ml Lipoprotein durchgeführt. 

 

Abb. 15 : Semi-quantitative präpro - Endothelin - 1 - PCR. Stimulation mit unterschiedlichen 
Konzentrationen (5 - 100 µg/ml) oxLDL / nLDL für 1 h mit interner Kontrolle. Maximale Stimulation 
jeweils bei 100 µg/ml Lipoprotein. 
 

Abb. 14 : Semi-quantitative präpro - Endothelin - 1 - PCR . Stimulation mit 100 µg/ml oxLDL / 
nLDL im Zeitverlauf 1 / 3 / 7 h mit jeweils interner Kontrolle. Maximale Stimulation nach 1 h oxLDL 
bzw. nLDL. 
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3.3.2 Inhibitorstudien 

 

Zuvor wurde für ECE-1 und den Endothelinrezeptor B eine Abhängigkeit der jeweiligen 

mRNA-Expression vom Angiotensinrezeptor 1 gezeigt. Eine erhöhte Endothelin-

Peptidexpression kann vorrangig durch erhöhte mRNA- oder Proteinexpression von ppET-1, 

verstärkte Prozessierung durch katalytische Enzyme wie ECE-1 oder aus einer Kombination 

beider Mechanismen resultieren. Es wurde daher im Folgenden die Signaltransduktion der 

ppET-1-mRNA-Expression nach Stimulation mit Lipoproteinen untersucht.  

Nach Präinkubation mit Losartan ist die Induktion der ppET-1-mRNA durch oxLDL und 

nLDL reduziert (Abbildung 16). Die Ergebnisse sind sowohl für oxLDL, als auch für nLDL 

signifikant. Der Effekt ist für oxLDL allerdings deutlicher. 

Es wurde weiter der Einfluss einer Aktivierung des Endothelinsystems über den 

Endothelinrezeptor B und damit ein möglicher cirulus vitiosus untersucht. Der 

Endothelinrezeptor B wurde durch BQ-788 selektiv blockiert. Die in Abbildung 16 

dargestellten Daten zeigen eine deutliche Reduktion der durch oxLDL und nLDL induzierten 

ppET-1 mRNA nach ETB-Blockade. Dabei ist der Effekt mit oxLDL (oxLDL/BQ-788: 1,05 ± 

0,04 vs. K: 1,34 ± 0,61; n.s.) erneut deutlich stärker, als mit nLDL (nLDL/BQ-788: 0,97 ± 

0,05 vs. K: 0,65 ± 0,07; n.s.). Nach diesen Daten induziert Endothelin durch seinen 

endothelialen Rezeptor die Expression seiner eigenen mRNA und schließt damit den 

vermuteten circulus vitiosus. Insgesamt sprechen diese Daten für eine gegenseitige 

Beeinflussung der Signaltransduktionsmechanismen von Endothelin-System und RAAS, die 

eine Verstärkung der ppET-1-mRNA-Expression via Angiotensinrezeptor 1 bewirken. 

 

 

 

 
Abb. 16 : Semi-quantitative präpro - Endothelin - 1 - PCR. Stimulation mit 100 µg/ml oxLDL / 
nLDL, jeweils 1 h mit interner Kontrolle. Losartan (Los, 10-7 M), BQ-788 (BQ, 10-8 M), jeweils 30 
min Präinkubation. Inkubation mit den Inhibitoren allein führte nicht zur Induktion (nicht gezeigt). 
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Es wurde weiter eine intrazelluläre Signaltransduktion über PKC-abhängige Mechanismen 

nach Stimulation mit oxidierten und nativen Lipoproteinen getestet. Die Ergebnisse der 

entsprechenden Untersuchung sind in Abbildung 17 dargestellt.  

 

 

 

 

 

 

 

Nach Präinkubation mit H7 und Ro-31-8220 wird die ppET-1-mRNA nach oxLDL – 

Stimulation (oxLDL/H7: 1,04 ± 0,15 vs. K: 0,65 ± 0,08; n.s.) / ( oxLDL/Ro-31-8220: 0,63 ± 

0,09 vs. K: 0,65 ± 0,08; n.s.) und nLDL-Stimulation (nLDL/H7: 0,24 ± 0,03 vs. K: 0,17 ± 

0,04; p<0,05) / (nLDL/Ro-31-8220: 0,22 ± 0,03 vs. K: 0,17 ± 0,04; n.s.) deutlich geringer 

induziert. Da diese Reduktion bei genereller Proteinkinaseblockade und spezifischer PKC-

Blockade beobachtet wurde, sprechen die Daten für eine PKC-Abhängigkeit der 

Signaltransduktion.  

Damit sind sowohl auf der Stufe der katalytischen Enzyme, der Ebene der Rezeptoren und der 

Peptidsynthese PKC-abhängige Mechanismen in die Signaltransduktion involviert. Die trotz 

genereller Blockade der Proteinkinasen gemessene signifikante Induktion der ET-1-mRNA 

nach nLDL-Stimulation sollte dabei vorsichtig interpretiert werden, da ein spezifischer 

Inhibitor der Proteinkinase C auch diese Induktion hemmt (Abb. 17). 

 

Endothelin-1 ist der stärkste bekannte Stimulus für die Vasokonstriktion der Gefäße. 

Stickstoffmonoxid (NO) ist der wichtigste Botenstoff zur Vermittlung einer Gefäßrelaxation. 

Die Beeinflussung der Endothelin-mRNA-Expression durch den intrinsischen Endothelin-

Abb. 17 : Semi-quantitative präpro - Endothelin - 1 - PCR. Stimulation mit 100 µg/ml oxLDL / 
nLDL, jeweils 1 h mit interner Kontrolle. H7 (H7, 10-5 M) Ro 31-8220  (RO, 10-7 M), jeweils 30 min 
Präinkubation. Die Inkubation mit den Inhibitoren allein führte nicht zur Induktion (nicht gezeigt). 
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Gegenspieler NO wurde durch Blockade der NO-Synthase mit dem Hemmstoff L-NAME 

untersucht. Die Daten sind in Abbildung 18 dargestellt. 

 
 

 

 

 

 

 

Die Blockade der NOS führte bei oxLDL (oxLDL / L-NAME: 3,19 ± 0,77 vs. K: 1,74 ± 0,14; 

p<0,05), aber auch bei nLDL (nLDL/ L-NAME: 0,33 ± 0,008 vs. K: 0,22 ± 0,03; p=0,05) zu 

einer Reduktion der Lipid-induzierten ppET-1-mRNA-Expression. Nach oxLDL-Stimulation 

sieht man eine hohe Standardabweichung, wodurch die Daten nicht die Signifikanz erreichen. 

Nach nLDL-Stimulation erreicht die Induktion trotz L-NAME-Gabe die statistische 

Signifikanz. Bei vorsichtiger Interpretation zeigen die gemessenen Daten jedoch 

zusammenfassend eine geringe Reduktion der ETB-mRNA durch NO-Blockade. Dem Verlust 

der vasorelaxierenden Wirkung von NO stände somit keine entsprechende Reduktion der 

Gefäßtonisierung durch Endothelinreduktion gegenüber, sollten keine anderen regulatorischen 

Mechanismen wie Translations- und Expressionskontrolle in die Signalkaskaden eingreifen. 

 

In Abbildung 18 werden weiter die Daten zum Einfluss einer intrazellulären Calciumblockade 

dargestellt. Durch Quin-2AM wird eine Reduktion der ppET-1mRNA-Expression nach 

Stimulation mit oxLDL (oxLDL/Quin 2AM: 3,04 ± 1,39 vs. K: 1,74 ± 0,14; p=0,06) als auch 

mit nLDL (nLDL/Quin 2AM: 0,31 ± 0,04 vs. K: 0,22 ± 0,03; n.s.) nicht erreicht. Aufgrund 

einer hohen Standardabweichung sollte eine Interpretation der Ergebnisse, insbesondere nach 

oxLDL-Stimulation, vorsichtig erfolgen, auch wenn Quin 2AM-Gabe zu einer 

Abb. 18 : Semiquantitative präpro-ET-1-PCR. Stimulation mit 100 µg/ml oxLDL / nLDL, jeweils 1h 
mit Kontrolle. Quin 2 AM (Quin, 10-4 M) und L-NAME  (LN, 10-5 M) jeweils 30min Präinkubation. 
Die Inkubation mit den Inhibitoren allein führte nicht zur Induktion ( nicht gezeigt ). 
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nichtsignifikanten Stimulation unter oxLDL führt. Nach den Daten dieser Arbeit kann man 

nicht von einem Einfluss des intrazellulären freien Calciums auf die ppET-1-mRNA-

Expression ausgehen.  

 

3.3.3 Proteinnachweis durch ET- 1 ELISA 

 

Endothelin-1 muss vor seiner biologischen Wirkung extrazellulär sezerniert werden. Daher 

wurde die Konzentration des Peptids im Zellkulturüberstand quantifiziert. Indirekt kann eine 

erhöhte Freisetzung von ET-1 auch Hinweise auf eine erhöhte ECE-1-Aktivität liefern. 

Inwieweit diese jedoch auf einer vermehrten ECE-1-Synthese, einer enzymatischen 

Aktivierung, einem erhöhtem Substratangebot oder einer Kombination dieser Faktoren beruht, 

lässt sich mit dieser alleinigen ET-1-Messung nicht detailliert klären.  

Mit dem ELISA - System konnte gezeigt werden, dass Stimulation sowohl mit oxLDL, als 

auch mit nLDL zu einem Anstieg der Endothelinkonzentration im Serumüberstand von 

Endothelzellen in vitro führt. Die entsprechenden Daten sind grafisch in Abb. 19 dargestellt.  

 

 

 

Entsprechend Abbildung 19 wurden die Messungen zu zwei Zeitpunkten durchgeführt, einem 

frühen Zeitpunkt nach 1 h und einem späteren Zeitpunkt nach 7 h. Nach 1 h sah man eine  

 

Die  Effekte zu unterschiedlichen Zeitpunkten sind eventuell auf eine rasche Antwort mit 

nahezu identische Reaktion auf oxLDL, wie auf nLDL (oxLDL: 212% der Kontrolle, oxLDL: 

3,16 ± 0,37 vs. K: 1,49 ± 0,15; p<0,005) (nLDL: 194 % der Kontrolle, nLDL: 2,79 ± 0,06 vs. 

Abb. 19: Endothelin – ELISA . Messungen nach 1 h und 7 h Stimulation mit 100 µg/ml oxLDL / nLDL, 
jeweils mit interner Kontrolle, je n = 20. Lagerung der Zellkulturüberstände bei –80° C, Abgleich auf 
Zellkulturmedium – Referenz, interne Kontrolle sowie Gesamtproteinmessung.  
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K: 1,54 ± 0,11; p<0,001) zurückzuführen. Nach 7 h sah man trotz höherer basaler Endothelin-

Freisetzung sogar stärkere Effekte bei nLDL (nLDL: 60,76 ± 4,95 vs. K: 6,70 ± 1,59; 

p<0,001) und oxLDL (oxLDL: 12,29 ± 0,4 vs. K: 4,39 ± 0,18; p<0,005). Während der Effekt 

zum Zeitpunkt von einer Stunde noch nahezu identisch ist, so sieht man zum Zeitpunkt von 

7h einen stärkeren Effekt von oxLDL (Abbildung 19). Die verstärkte ET-1-Freisetzung nach 

7 h Stimulation kann neben den genannten Effekten auf eine erhöhte Peptidproduktion, eine 

erhöhte katalytische Aktivität oder einer Neusynthese von katalytischen Enzymen 

zurückzuführen sein. 

 

3.4 DNA – Leiterassay 

 

Da langanhaltende Stimulation von Endothelzellen mit hohen Lipoprotein – Konzentrationen 

laut Literaturangaben zu Apoptose führen kann, wurde neben der regelmäßigen 

lichtmikroskopischen Kontrolle der Zellen zur weiteren Objektivierung der Zellvitalität 

DNA–Leiterassays zum Ausschluss von Lipoprotein-induzierter Apoptose durchgeführt.  

HUVEC wurden dabei chargenspezifisch mit den jeweiligen Lipoproteinen in 

Konzentrationen von 25 - 100 µg/ml über 24 h inkubiert und erreichten damit z.T. 

Konzentrationen und Inkubationszeiten, die in der Literatur zuvor zur Apoptoseinduktion 

beschrieben wurden (Abbildung 20). 

 

 

 

 

 

 

Abb 20 : DNA – Leiterassay . Stimulation mit unterschiedlichen Konzentration von nLDL / oxLDL 
für jeweils 24 h. Parallel zeitgleiche Kontrolle ohne Lipoprotein. Jeweils 1000 ng DNA / slot.  
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Unter unseren Versuchsbedingungen wurden jedoch nach DNA - Gelelektrophoresen keine 

verstärkten DNA- Leitern nachgewiesen (Abbildung 20). Es wurde damit kein Ansatz für die 

Induktion apoptotischen Zelltodes in unseren Zellkulturen selbst bei maximalen 

Lipoproteindosierungen (100µg/ml) nach 24 h geliefert. Die Zellen wurden außerdem 

lichtmikroskopisch kontrolliert. Es ließen sich ebenfalls keine morphologischen 

Veränderungen in den Endothelzellen nach Lipidstimulation nachweisen. 

 
 
 
3.5 Aufnahme von oxLDL 
 

Die Aufnahme von Lipoproteinen durch HUVEC wurde nach Stimulation mit Angiotensin II 

und ET-1 quantifiziert. Diese Untersuchungen konnten bereits publiziert werden 66, 67. Nach 

Stimulation von humanen Endothelzellen mit Angiotensin II kommt es zu einer Erhöhung der 

oxLDL-Aufnahme (200% der Kontrolle, 100 µg/ml, 3 h, p<0,05) (Abbildung 21).  

 

 

 

 

 

 

 

Die Angiotensin-II-vermittelte oxLDL–Aufnahme erfolgt dabei zeitabhängig (max. 680%, 24 

h, p<0,05). Diese oxLDL-Aufnahme in HUVEC ist AT1-vermittelt, da sie durch AT1-

Rezeptorantagonisten (1 µM Losartan, 100 nM Candesartan, nicht gezeigt) verhindert werden 

kann (Abbildung 21). 

 

ET-1 induziert in HUVEC dosisabhängig die oxLDL-Aufnahme (max. 220% der Kontrolle, 

100 nM ET-1, 1 h, p < 0,05). Diese erhöhte oxLDL-Aufnahme nach ET-1-Inkubation ist ETB 

Abb. 21: oxLDL-Aufnahme nach Stimulation mit Ang II (100nM) für 3 / 7 / 24 h. Darstellung in 
Prozent der Kontrolle. n = 18. Reduktion der Stimulation auf Kontrollniveau bei Präinkubation mit 
Losartan (30 min, 10-7 mM). Normalisierung auf Gesamtprotein. 
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vermittelt. Nach Inkubation mit einem ETB-Antagonisten bleibt die gemessene 

Lipoproteinaufnahme trotz ET-1-Stimulation auf Kontrollniveau (Abbildung 22). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Zusammenfassend sprechen diese Daten für eine vermehrte Aufnahme der Lipoproteine nach 

Stimulation durch Angiotensin und Endothelin. Darüber hinaus zeigen die Daten im ersten 

Teil der Arbeit eine Stimulation des Endothelin-Systems durch natives und oxidiertes 

Lipoprotein (Kap. 3.1– 3.3). Das induzierte Endothelin-System kann anschließend eine 

weitere erhöhte Aufnahme von Lipoproteinen bewirken und schließt somit den von uns 

postulierten circulus vitiosus. Vergleichbare Daten wurden durch unsere Arbeitsgruppe schon 

auf der Ebene des RAAS veröffentlicht. Damit zeigen RAAS und Endothelin-System nach 

unseren Daten potenzielle pathophysiologische Beziehungen zur Pathogenese der 

Arteriosklerose.  

 

 

Abb. 22: oxLDL-Aufnahme nach Stimulation mit ET-1(100 nM) für 3 h. Darstellung in Prozent der 
Kontrolle, n = 18. Reduktion der Stimulation auf Kontrollniveau bei Präinkubation mit BQ-788 
(30 min, 1 µM). Normalisierung auf Gesamtprotein.  
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4 Diskussion  

 

In dieser Arbeit wurde die Wechselwirkung von Genen des Endothelin-Systems und 

Lipoproteinen im Endothel untersucht. Diese Mechanismen könnten in der 

arteriosklerotischen Frühentstehung eine Rolle spielen und als experimentelle Grundlage für 

therapeutische Ansätze dienen. 

Das Endothelinsystem ist in die Pathogenese von kardiovaskulären Erkrankungen involviert 
10. Die Endothelinspiegel sind in Serum und arteriosklerotisch veränderten Geweben von 

Patienten erhöht 39. Auch in Koronarplaques instabiler pektanginöser Patienten wird vermehrt 

ET-1 nachgewiesen 40. Die Endothelin-1- und ETB-Expression ist in humanen 

arteriosklerotischen Läsionen erhöht 106. In HSMC-Kulturen aus arteriosklerotischen Läsionen 

von Patienten mit koronarer Herzkrankheit konnte eine erhöhte ET-1-Sekretion  beschrieben 

werden 30,40. Bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung 39 und Hypertonie 107 werden 

ebenfalls klinisch erhöhte Serum-Spiegel von ET-1 systemisch bzw. renal gemessen 108. 

Endothelin und das Endothelinsystem wirken hierbei auch als inflammatorisch aktivierende 

Komponente 1. Tierexperimentell gibt es zudem Hinweise auf einen positiven Effekt von 

Endothelin-Rezeptorantagonisten bei kardiovaskulären Erkrankungen 44,109-111. 

Es gibt zahlreiche Hinweise für additive Wechselwirkungen zwischen Endothelin- und Renin-

Angiotensin-System 111,57, die auch therapeutisch von Bedeutung sein könnten 112,53. Darüber 

hinaus scheinen sich Endothelinsystem, Renin-Angiotensin-System und 

Lipoproteinstoffwechsel gegenseitig im Rahmen der Pathogenese der Arteriosklerose zu 

verstärken 1,4. Hyperlipoproteinämie und die dabei verstärkte Oxidation von Lipoproteinen 

werden als wichtiger Risikofaktor für die Pathogenese der Arteriosklerose angesehen 5.  

Native Lipoproteine werden durch Sauerstoffradikale, z.B. als Produkt der endothelialen 

NADPH-Oxidase 113,114, zu oxidiertem LDL (oxLDL) modifiziert. Die Induktion der 

NADPH-Oxidase erfolgt sowohl durch Endothelin-1 65, als auch durch Angiotensin-2 66. Für 

oxLDL konnte schließlich eine weiter verstärkende Induktion der NADPH-Oxidase 

nachgewiesen werden 115. 

Die komplexe Ätiologie der Arteriosklerose beruht somit neben einer Vielzahl von 

Risikofaktoren auch auf Auswirkungen der Hyperlipidämie. Durch Vorarbeiten unserer 

Arbeitsgruppe konnte u.a. eine Induktion der oxLDL-Aufnahme via LOX-1 nach Stimulation 

durch ET-1 nachgewiesen werden 68. Umgekehrt beschreiben mehrere Arbeitsgruppen in 

unterschiedlichen Tier- und Zellmodellen einen Einfluss von Hyperlipidämie auf das 
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Endothelinsystem. Durch Blockade des ETA-Rezeptors wird die Frühentstehung von 

Arteriosklerose im Tiermodell unter Cholesterindiät verhindert 86. Im Mesangium der Ratte 

stimuliert oxLDL die Produktion von ET-1 116 und in Cerebralarterien kann ein ET-1-

bedingter und PKC-abhängiger Tonusanstieg nach oxLDL-Stimulation gemessen werden 91. 

Humane Endothelzellen zeigen nach Stimulation mit LDL und VLDL eine erhöhte 

Endothelin-1-Sekretion 117. Auch arterielle HSMC und humane Makrophagen setzen nach 

Stimulation mit nLDL und oxLDL verstärkt ET-1 frei 47. Die Interaktion von Endothelzellen 

und Makrophagen zeigt eine Kopathogenität von Endothelin-1 und oxLDL bei der 

Zelladhäsion 89. Hypercholesterinämische Patienten haben ebenfalls eine systemisch erhöhte 

ET-1-Sekretion 118.  

Vor diesem pathophysiologischen Hintergrund wurde der Einfluss von nativem und 

oxidiertem Low-Density-Lipoprotein (nLDL, oxLDL) auf die Expression von Genen des 

Endothelinsystems und die Induktion von Apoptose, sowie die Endothelin- und Angiotensin-

vermittelte oxLDL-Aufnahme in humanen Endothelzellen untersucht. 

 

4.1 Endothelin-converting enzyme-1  

 

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass ECE-1 in humanen Endothelzellen durch nLDL 

und oxLDL induziert werden kann. Diese Induktion ist zeit- und konzentrationsabhängig. 

Oxidiertes LDL führt dabei zu stärkeren Effekten als natives LDL.  

Dies ist damit die erste Arbeit, die eine Induktion von ECE-1 durch einen pathophysiologisch 

relevanten Stimulus zeigt. ECE-1 wird im humanen Organismus weit verbreitet exprimiert. Es 

ist im Endothel der Gefäße des Gehirns, der Lunge, des Herzens (Koronarien), der Nieren, des 

Splanchnikus, der Nebenniere und der Muskulatur nachweisbar 119. Hierbei entspricht die 

Verteilung von ECE im Bild histochemischer Färbungen weitestgehend dem der Verteilung 

von Endothelin und Big-Endothelin 120-124. Die kardiovaskulär dominierende ECE-Form ist 

ECE-1 und wird auch in humanen glatten Muskelzellen exprimiert 125. Die ECE-1-Aktivität 

ist intra- und extrazellulär nachweisbar 16,124,126. Während einige Arbeiten auf einen 

dominanten Anteil der ektopischen Aktivität verweisen 24,126 und damit eine Spaltung 

vornehmlich nach Sekretion von Big ET-1 zu ET-1 favorisieren, sehen andere Arbeitsgruppen 

eine primäre Aktivität in intrazellulären Kompartimenten 122,127,128. Immunhistochemische 

Studien konnten eine vorrangige Lokalisation des ECE in intrazellulären Organellen bei 

geringerer Anfärbung der Plasmamembran von HUVEC zeigen 123. Ein funktionell höherer 



 53
 

Umsatz von Big-ET-1 zu ET-1 (ca. 85% der Gesamtaktivität) wurde ebenfalls für 

intrazelluläre ECE-Fraktionen im Vergleich zu extrazellulären Fraktionen beschreiben 122. 

Diabetes mellitus erhöht ECE-1-mRNA und –Aktivität in humanen Endothelzellen 129. Das 

Endothelinsystems ist auch in der Frühentstehung von dilatativer Herzinsuffizienz aktiviert. 

Hierbei wurden signifikante Erhöhungen von ECE-1 auf mRNA- und Proteinebene gemessen 
130. Unsere Arbeitsgruppe konnte eine erhöhte ECE-1-Expression im Myokard von 

herzinsuffizienten Patienten zeigen 131 69. Diese verstärkte ECE-1-Expression war durch ACE-

Hemmer-Therapie in Patienten mit Herzinsuffizienz 131 und koronarer Herzkrankheit66 partiell 

reduziert. Diese Daten sprechen wie zahlreiche weitere Befunde für eine wechselseitige 

Beeinflussung von Endothelinsystem und Renin-Angiotensin-System 53,58,111. 

In dieser Arbeit wird die Induktion von ECE-1 durch Lipoproteine mit AT1-Rezeptorblockade 

durch Losartan verhindert. Dies spricht für eine Lipid-induzierte Ang II-Freisetzung, die dann 

die ECE-1-Expression stimuliert. Da jedoch auch Blockade des endothelialen ET-1-Rezeptors 

ETB die ECE-1-Induktion durch beide untersuchten Lipoproteine verhindert, scheinen sich 

auch hier Ang II und ET-1 wechselseitig zu beeinflussen. Eine derartige wechselseitige 

Stimulation von Ang II und ET-1 wird durch zahlreiche Befunde aus der Literatur unterstützt 
132 28,66,68,112. Außerdem kann eine Aktivierung von ECE-1 bei Hyperlipoproteinämie durch 

AT1-Rezeptorblockade und durch ETB-Blockade reduziert werden 133,134. 

Die Aktivierung von ECE-1 durch nLDL und oxLDL ist durch Blockade der Proteinkinase C 

spezifisch hemmbar. In glatten Muskelzellen aktiviert nLDL die Freisetzung von reaktiven 

Sauerstoffspecies und die redox-sensitive ERK 1/2 mitogen-aktivierte Proteinkinase, die 

anschließend die Proliferation steigert 135. Dies unterstreicht die Bedeutung von 

Proteinkinasen bei der Aktivierung von Gefäßzellen durch Lipoproteine. 

Patienten mit arteriosklerotischen Folgeerkrankungen weisen erhöhte Endothelinspiegel 1,2,27 

und gehäuft eine hypercholesterinämische Stoffwechsellage auf 4,6,27,118. Während 

vorhergehende Studien auf Endothelin-Plasmaspiegel sowie die Rezeptoren des 

Endothelinsystems fokussierten, zeigt sich im hier genutzten Modell eine direkte 

Abhängigkeit von ECE-1-mRNA- und Proteinexpression. Ruschitzka et al fanden in Patienten 

mit koronarer Herzkrankheit eine inverse Korrelation von Serum-LDL-Spiegeln und 

vaskulärer ECE-Aktivität27. Chronische Applikation von Lipoproteinen führte außerdem in 

dieser Untersuchung zu einer Herabregulation der ECE-Proteinexpression in Endothelzellen 

der A. mammaria27. Dieser Befund ist überraschend vor dem Hintergrund der in zahlreichen 

Arbeiten, die eine erhöhte ET-1-Plasma- und Gewebekonzentration von ET-1 bei koronarer 
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Herzkrankheit zeigen, und wird als kompensatorischer Mechanismus diskutiert. Die Induktion 

von ECE-1 in der vorliegenden Arbeit könnte durch Unterschiede in akuten und langfristigen 

Effekten der Lipoprotein-Stimulation erklärt werden. Eine weitere Möglichkeit ist der 

potenziell proapoptotische Effekt in Abhängigkeit vom Oxidierungsgrad von Lipoproteinen 

auf Endothelzellen. In unseren Untersuchungen bewirkte nLDL und oxLDL allerdings auch 

nach 24 h Inkubation eine Induktion des ECE-1-Proteins. Wir sahen dabei keine Zeichen einer 

erhöhten Apoptose in unseren Zellen. Außerdem könnten funktionelle Unterschiede zwischen 

arteriellen und venösen Zellen für die beobachteten Unterschiede verantwortlich sein, da in 

der oben genannten Arbeit in der Vena saphena kein Einfluss auf die ECE-Aktivität gefunden 

wurde. Prinzipiell können daneben auch kompensatorische Mechanismen in vivo in die 

beobachteten Unterschiede involviert sein. Bei der Bewertung von ECE-1-Aktivitäten muss 

außerdem die durch Russell und Davenport beschriebene spezifische intra- bzw. extrazellulär 

Verteilung des Enzyms in Betracht gezogen werden 124. 

Die Induktion von ECE-1 durch Lipoproteine ließ sich mit einen Hemmer der NO-Synthase 

reduzieren. Diese Daten sind erste Hinweise auf eine mögliche Interaktion von NO und 

Endothelinsystem bei der ECE-Induktion, sollten aber vorsichtig interpretiert werden. 

Mögliche Signalwege sind die NO-abhängige Regulation von Transkriptionsfaktoren oder 

eine durch Superoxidanionen regulierte NO-Verfügbarkeit. Für eine Wechselwirkung von NO 

und dem Endothelinsystem sprechen auch Arbeiten, die unter hypercholesterinämischen 

Bedingungen nach Behandlung mit ET-Rezeptor-Antagonisten eine verbesserte eNOS-

Aktivität zeigen 93,136. Vor diesem Hintergrund sind weitergehende Analysen notwendig, um 

die komplexe Wechselwirkung von NO und Endothelinsystems detaillierter aufzuklären. 

Die Abhängigkeit der Aktivierung des Endothelinstoffwechsels von Calcium 119, konnte in 

den Versuchsreihen dieser Arbeit nur tendenziell und nicht signifikant nachvollzogen werden. 

Tendenziell entsprechen die hier gezeigten Daten bei vorsichtiger Interpretation der Literatur 

und zeigen eine mögliche Abhängigkeit der ECE-1-Aktivierung von intrazellulärem Ca2+. 

Insgesamt unterstützen unsere Daten eine Aktivierung von ECE-1 durch erhöhte nLDL- und 

oxLDL-Spiegel. In therapeutischer Hinsicht scheint dabei eine medikamentöse Behandlung 

mit Statinen, ACE–Hemmern bzw. AT1-Rezeptor-Antagonisten einen protektiven Effekt zu 

haben. Als weiterer Ansatzpunkt ist eine direkte Hemmung der ECE-1 wünschenswert, die 

einer pathophysiologischen Erhöhung des Endothelinspiegels entgegenwirken könnte. 
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4.2 ETB-Rezeptor 

 

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass unter dem Einfluss von Lipoproteinen (oxLDL 

und nLDL) die Expression der ETB-mRNA zeit- und dosisabhängig stimuliert wird. Die 

Stimulation wird auto- bzw. parakrin durch Endothelin vermittelt. Sie wird durch den AT1-

Rezeptor potenziert bzw. dessen Blockade verhindert. Darüber hinaus war sie sowohl für 

oxLDL, als auch für nLDL PKC-abhängig. Die durch oxLDL hervorgerufene Stimulation ist 

durch Hemmung der eNOS durch L-NAME signifikant reduzierbar. Bei nLDL zeigt sich eine 

ähnliche Tendenz, ohne jedoch statistische Signifikanz zu erreichen.  

In dieser Arbeit genutzte HUVEC exprimieren lediglich den ETB-Rezeptor 37. Die 

endothelialen ETB-Rezeptoren stimulieren die Freisetzung von NO und Prostacyclin, 

verhindern Apoptose, vermitteln einen negativen Feedback auf die ECE-1-Expression und 

sind für Serum-Clearance von Endothelin, vorrangig in der Lungenstrombahn verantwortlich 
13. In Endothelzellen besteht eine Autoregulation dieses Systems durch ETB via negativem 

Feedback, dessen Dysbalance zur Pathogenese der Arteriosklerose führen könnte. Eine 

erhöhte Expression der ETB-mRNA nach Induktion des Endothelinsystems wurde bereits in 

früheren Arbeiten beschrieben 137. Dabei wird der ETB-Rezeptor als Clearance-Rezeptor 

diskutiert, der bei hohem ET-1 Angebot verstärkt exprimiert wird. In vivo in 

arteriosklerotischen Läsionen werden vermehrt ETB-Rezeptoren gefunden, während 

gleichzeitig die ETA-Rezeptoren in VSMC herabreguliert sind 106. Eine Ang II-abhängige 

Stimulation von ETB-Rezeptoren wurde bereits gezeigt 10. Neben dem Clearance-Effekt wird 

von einem PLC-abhängigen autokrin stimulierenden Mechanismus ausgegangen, der über IP3 

die Freisetzung von intrazellulären Ca2+ triggert und PKC aktiviert 10. Eine signifikante 

Beeinflussung der ETB-mRNA-Expression durch Quin 2AM, einen Chelator von 

intrazellulärem Ca2+, konnte in der vorliegenden Arbeit weder nach Stimulation mit nLDL, 

noch mit oxLDL wie beschrieben gezeigt werden 138. Der PKC-abhängige Signalweg wird 

dagegen sowohl für oxLDL, als auch für nLDL bestätigt.  

Die Hemmung von eNOS durch L-NAME verhindert hier die Stimulation von ETB durch 

oxLDL und nLDL. Eine mögliche Stimulation von ETB via eNOS könnte einen 

Überlebensmechanismus der Endothelzelle darstellen, der einer endothelialen Dysfunktion 

unter Hyperlipoproteinämie durch erhöhte ET-1 Clearance und verstärkte Bereitstellung von 

Vasodilatatoren entgegenwirken könnte.  
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In hyperlipoproteinämischen Tieren wurde eine Aktivierung von eNOS und eine 

Normalisierung der endothelialen Funktion durch ETA- sowie kombinierte ETA/ETB-

Rezeptorblockade gezeigt 136. Dafür könnte eine posttranskriptionelle Regulation der eNOS 

verantwortlich sein, die wahrscheinlich durch erhöhte ET-1-Level bei ETB-Blockade 

beeinflusst wird. 

 

Unsere Daten geben Hinweise, dass ETB-Blockade eine signifikante Induktion der ETB-

mRNA durch native und oxidierte Lipoproteine verhindert. Dieser Befund bestätigt die 

Annahme einer auto- oder parakrinen Regulation der Endothelzelle und ihres 

Endothelinsystems bei Hyperlipoproteinämie. Dies wird durch Untersuchungen in 

unterschiedlichen Zelltypen unterstützt 47,139,140, wobei in anderen Zelltypen neben ETB auch 

der ETA-Rezeptors involviert zu sein scheint 141.  

 

Der Einfluss des Renin-Angiotensin-System konnte durch Hemmung der lipidinduzierten 

Expression der ETB-mRNA mit spezifischer Blockade des AT1-Rezeptors hier nachgewiesen 

werden. Endothelin als potentes Mitogen 62 ist ein bekannter Stimulus für die Synthese und 

Aktivität von Wachstumsfaktoren, z.B. PDGF 142, EGF und bFGF 143,144 und die Produktion 

extrazellulärer Matrix. ET-1 und PDGF können ihre Expression wechselseitig stimulieren 145. 

Der ETB-Rezeptor könnte neben diesen proatherosklerotischen Prozessen damit auch an einer 

Induktion der Zellproliferation durch Zytokine beteiligt sein. 

 

Somit ergeben sich therapeutische Einflussmöglichkeiten durch Endothelinrezeptorblockade 

bei arterieller oder pulmonaler Hypertonie, Arteriosklerose, pAVK, KHK, Restenose-

Therapie, Herzinsuffizienz und renaler Insuffizienz 1,110. Der nicht-selektive ET-

Rezeptorblocker Bosentan ist dabei seit kurzem zur Behandlung von pulmonaler arterieller 

Hypertonie zugelassen. Erste Erfahrungen sprechen für eine Verbesserung der klinischen 

Parameter und der Lebensqualität der PAH-Patienten. Eine ET-Rezeptorblockade könnte auch 

einen positiven Effekt auf die Endothelfunktion haben 92,93,146. Unsere Daten stützen einen 

theoretisch präventiven Benefit einer ETB-Blockade auf endothelialer Ebene bei 

Hypercholesterinämie. Dabei könnte durch Endothelinrezeptorblockade die geringere 

Aktivierung von proliferativen Signalkaskaden auch im vaskulären Endothel positive Effekte 

haben. Entsprechende tierexperimentelle Untersuchungen von Barton und Mitarbeitern zur 
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Inhibition der Hypertrophie glatter Gefäßmuskelzellen durch ET-Rezeptor-Blockade 

unterstützen diese Hypothese in einem Hypertoniemodell in vivo 147. 

Der Einsatz nicht-selektiver oder primär ETA- (oder ETB-) selektiver Rezeptorblockade wird 

kontrovers diskutiert. Eine Hemmung von ETB führt zu einem Anstieg des systemischen 

Kreislaufwiderstandes durch einen erhöhten Serumspiegel von ET-1. ETB-knockout-Tiere 

zeigen eine ausgeprägte Hypertonie, was auf einen möglichen zusätzlichen vasodilatorischen 

Effekt via ETB-vermittelter NO-Freisetzung schließen lässt. Da zahlreiche nachteilige Effekte 

in Gefäßen und Myokard ETA-vermittelt sind, wird auch das Konzept einer ETA-selektiven 

Rezeptorblockade diskutiert. Bisherige klinische Studien mit ETA-Rezeptorblockade zeigten 

jedoch bisher keinen entscheidenden Vor- oder Nachteil im Vergleich zu einer 

medikamentösen Therapie mit unspezifischer ET-Rezeptorblockade 13. Vor diesem 

Hintergrund kann diese Frage der Selektivität möglicher ET-Rezeptorblocker 

indikationsabhängig noch nicht abschließend beantwortet werden. 

 

 

4.3 Präpro-Endothelin –1 / Endothelin-1  

 

In der vorliegenden Arbeit konnte eine deutliche Induktion von präproET-1-mRNA und ET-1-

Proteinsynthese sowohl durch oxLDL als auch durch nLDL nachgewiesen werden. OxLDL 

induzierte ET-1 stärker als nLDL. Dies unterstützt die Hypothese, dass vorrangig oxidiertes 

LDL die Pathogenese kardiovaskulärer Erkrankungen fördert, aber auch natives LDL in 

höherer Konzentration bereits die Endothelfunktion beeinträchtigen kann 89,116,148. 

 

Die Expression von präproEndothelin-1 kann durch oxidativen Stress 149, Hypoxie150, oder 

Entzündungsmediatoren wie Lipopolysacchariden, IL-1α, IL-1β, TNFα150 induziert werden. 

PräproEndothelin-1 wird außerdem in glatten Muskelzellen durch PDGF, Angiotensin II, 

Vasopressin und ET-1 selbst induziert, und wirkt autokrine und parakrin 145. Neben koronaren 

glatten Muskelzellen wird auch in Makrophagen die PräproEndothelin-1-mRNA durch 

Lipoproteine induziert 47. 

 

Die Induktion des Endothelinsystems durch Lipoproteine könnte die arteriosklerotische 

Pathogenese schon in der Frühphase (vor anatomisch makroskopisch und mikroskopisch 

fassbaren endothelialen Veränderungen) fördern und führt zu einer endothelialen 
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Dysfunktion.4 Mögliche therapeutische und prophylaktische Ansätze ergeben sich somit aus 

einer Lipoproteinkarenz, einem Oxidationsschutz und der Hemmung einer autokrinen 

Stimulation von Lipoproteinstoffwechsel und Endothelin-Rezeptoren, z.B. durch CSE-

Hemmer und Endothelinrezeptorblockade 1,133. Der proliferative Effekt von ET-1 in glatten 

Muskelzellen wird durch Ang II gesteigert 151. Eine AT1-Rezeptorblockade vor 

Lipoproteininkubation kann die Induktion der ppET-1 mRNA verhindern 58. Erste Befunde 

unterstützen auch eine Kombination von AT1- und ET-Rezeptorblockade bei der Entwicklung 

von ICMP im Tiermodell 152. Die oxLDL-vermittelte Stimulation könnte auch durch einen 

bradykininabhängigen Mechanismus vermittelt sein, der unter AT1-Inhibition positiv 

beeinflusst wird 153. Darüber hinaus unterstützen auch die Befunde dieser Arbeit zur 

verstärkten ox-LDL-Aufnahme via LOX-1 durch ET-1 und AT-II diese Hypothese 66-68. Somit 

ergeben sich durch diese Arbeit weitere Hinweise für eine therapeutisch nutzbare gegenseitige 

Beeinflussbarkeit des Endothelinsystems und Renin-Angiotensin-Systems.  

 

Wir konnten in dieser Arbeit eine Abhängigkeit des Signalwegs von Proteinkinasen, 

besonders der PKC, zeigen. Dies wird unterstützt durch die Daten von Xie et al. 91 sowie 

Rossi et al. 53. Insgesamt ist damit die mRNA-Induktion von ECE-1, ETB und ppET-1 durch 

oxLDL und nLDL jeweils PKC-vermittelt.  

 

Eine Induktion der Endothelinkaskade in HUVEC ist von anderen Laboren in Abhängigkeit 

von PLC, PKC und intrazellulärem Ca2+  beschrieben worden 138. Dagegen konnte hier kein 

Einfluss auf die intrazellulären Signaltransduktion nach Stimulation mit nLDL und oxLDL 

durch Entfernung von intrazellulärem Ca2+ gezeigt werden.138,154. Möglicherweise ist dabei 

auch eine zu geringe Konzentration des Inhibitors Quin-2AM denkbar. Obwohl die 

Interpretation der letztgenannten Ergebnisse daher nur vorsichtig erfolgen sollte, sind diese 

Befunde im Einklang mit anderen Arbeiten 53,155.  
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4.4 DNA-Leiterassay 

 

Die gewählten maximalen Konzentrationen der Lipoproteine von 100 µg/ml nLDL bzw. 

oxLDL wurden in zahlreichen früheren Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen eingesetzt. 

Obwohl einige Gruppen durch langfristige Inkubation mit maximal oxidierten LDL in diesem 

Konzentrationsbereich bereits Apoptose in Endothelzellen auslösen konnten 80,81,156, waren in 

unseren Zellen mit nLDL und oxLDL keine Zeichen für proapoptotische DNA-

Fragmentierung nachweisbar. Auch lichtmikroskopisch waren keine Hinweise auf eine 

Zellschädigung durch Inkubation mit Lipoproteinen unterschiedlicher Konzentration 

nachweisbar. Dies spricht gegen eine proapoptotische Schädigung unserer Endothelzellen und 

unterstreicht die Spezifität der erzielten Ergebnisse. 

 
 
4.5 LDL-Aufnahmestudien 
 
 

Lipoproteine können vorrangig in der Intima durch reaktive Sauerstoffspezies oxidiert werden 
113. Durch die Oxidation wird die Aufnahme in die Endothelzellen und Makrophagen 

erleichtert. Die Aufnahme in die Zellen erfolgt vorrangig über Rezeptoren wie CD36 und den 

1997 durch Sawamura et al. identifizierten oxLDL-Rezeptor LOX-1 84. Wie auf funktioneller 

Ebene in dieser Arbeit dargestellt, führt Stimulation mit Endothelin oder Angiotensin zu einer 

erhöhten Aufnahme von oxLDL in Endothelzellen. Die Daten der hier vorliegenden Arbeit 

fanden Eingang in die entsprechenden Veröffentlichungen, die als Mechanismus eine 

Induktion von LOX-1 auf mRNA- und Proteinebene durch Endothelin 67,69 und Angiotensin II 

demonstrieren 66,157. Dabei ist die erhöhte oxLDL-Aufnahme durch Ang II AT1-Rezeptor-

vermittelt, während der ET-1-Effekt über ETB nachweisbar ist. 

Die aufgenommenen Lipoproteine stimulieren ihrerseits weiter die Bildung von reaktiven 

Sauerstoffspezies 158 und reduzieren die endothelial vermittelte Gefäßrelaxation durch 

verminderte Expression von eNOS 159. Die in dieser Arbeit gezeigte weitere Induktion der 

Endothelinkaskade durch die Lipoproteine bedeutet einen amplifizierenden Effekt eines 

potenziellen Circulus vitiosus der frühen Arterisklerose-Entstehung (Abb. 23).  
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Abb 23: Proarteriosklerotischer Circulus vitiosus aus NAD(P)H-Oxidase-Aktivität, oxidativem 
Stress, oxidativer Modifikation von LDL, oxLDL-Aufnahme und weiterer Steigerung der NAD(P)H-
Oxidase-Expression in humanen Endothelzellen. Dieser Kreislauf wird durch Ang II und ET-1 
potenziert. Die Stimulationen des Endothelinsystem nach Aufnahme von Lipoproteinen amplifiziert 
und beschleunigt diesen Kreislauf. Modifiziert nach Rueckschloss et al., 2003115. 
 

 

LOX-1 kann dabei ein Bindeglied zwischen Hypertonie und Arteriosklerose darstellen 160. 

Sowohl die Pathogenese der Hypertonie, als auch der Arteriosklerose sind eng mit dem 

Endothelinsystem verbunden. LOX-1 und Endothelin können bei Hypercholesterinämie 

wechselseitig zur Entstehung und Progression von kardiovaskulären Erkrankungen beitragen.  

Unsere Arbeitsgruppe konnte außerdem zeigen, dass ET-1 gp91phox, eine Untereinheit der 

NADPH-Oxidase, induziert 65 und dadurch die Bildung von Superoxidanionen erhöht. Diese 

Induktion ist ebenfalls ETB-Rezeptor vermittelt. Dies unterstützt unsere Daten, dass HUVEC 

nahezu ausschließlich ETB exprimieren 37. Die wechselseitige Stimulation von Renin-

Angiotensin-System und Endothelinsystem kann außerdem durch die vermehrte Bildung von 

reaktiven Sauerstoffspezies durch Ang II potenziert werden 161 Durch diese Bildung von 

Superoxidanionen wird der oxidative Stress erhöht. 

Erhöhte Plasma-LDL-Spiegel in Patienten mit Hypercholesterinämie führen zu erhöhter 

subintimaler Anreicherung von nLDL 162. Das daraufhin hier gezeigte aktivierte Endothelin-

Systems kann zu einer vermehrten Sauerstoffradikalbildung führen. Damit ist auch eine 

verstärkte Oxidation von nLDL zu oxLDL wahrscheinlich. OxLDL selbst kann auch die 
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Superoxidanionenbildung über die NAD(P)H-Oxidase steigern 115. Dieses oxidativ 

modifizierte LDL wird dann durch die Endothelzellen via LOX-1 aufgenommen 84,113,114. 

Endothelin I 65, Angiotensin II 66 und oxLDL 163 stimulieren dabei die Aufnahme von oxLDL 

durch die vermehrte Expression von LOX-1. 

Zusammenfassend konnte damit in dieser Arbeit gezeigt werden, dass natives und oxidiertes 

LDL das Endothelsystems aktiviert, und Endothelin und Ang II die Aufnahme von oxLDL 

stimulieren. Zwischen Endothelin und oxLDL scheint somit eine bidirektionale Aktivierung 

zu bestehen, die in dem postulierten Circulus vitiosus einen eigenen 

Amplifikationsmechanismus unterhält und die Frühentstehung der Arteriosklerose weiter 

stimuliert. 

 



 62
 

5 Zusammenfassung 

 

Das Endothelinsystem ist an der Frühentstehung der Arteriosklerose wesentlich beteiligt. Ein 

wichtiger Risikofaktor die Entstehung einer Arteriosklerose ist die Hyperlipoproteinämie. In 

dieser Arbeit wurde eine mögliche Wechselwirkung von Lipoproteinen und Endothelinsystem 

untersucht. Den Schwerpunkt bildete der Einfluss von nativem und oxidiertem Low-Density-

Lipoprotein (nLDL, oxLDL) auf die Expression von Genen des Endothelinsystems und die 

Induktion von Apoptose, sowie die Endothelin- und Angiotensin- vermittelte oxLDL-

Aufnahme in Primärkulturen von humanen Endothelzellen.  

Wir konnten erstmals zeigen, dass Endothelin-converting enzyme-1 (ECE-1) durch erhöhte 

nLDL-Konzentrationen (max. 100µg/ml) vermehrt exprimiert wird. Auch oxLDL stimuliert 

ECE-1. Maximale Effekte erzielten wir auf mRNA-Ebene schon nach 1 h, auf Proteinebene 

nach 24 h Stimulation. Die Induktion von ECE-1 erfolgt über den Angiotensin II-Rezeptortyp 

1 (AT1), den Endothelinrezeptor B (ETB) und kann durch PKC- und NOS-Hemmung 

reduziert werden. Auch Ca2+-Ionen scheinen involviert zu sein. 

OxLDL und nLDL induzieren weiterhin die Expression der ETB–mRNA zeit- und 

dosisabhängig (max. 1 h, 100 µg/ml Lipoprotein). Die Induktion der ETB-mRNA ist von 

PKC, Calcium und Angiotensin II abhängig. Wir konnten weiter eine Regulation über ETB 

selbst nachweisen. 

Endothelin ist das wirksame Produkt des Endothelin-Systems. Wir konnten eine erhöhte ET1-

mRNA-Expression und eine Induktion der ET-1-Peptidbildung und –freisetzung durch 

Endothelzellen nach Stimulation mit nLDL und oxLDL zeigen. Die Induktion der 

Präproendothelin-1-mRNA verläuft PKC-abhängig. Die Blockade von ETB- und AT1-

Rezeptor hemmt diese Induktion. Calciumionen scheinen in diesem Fall nicht essenziell zu 

sein.  

Endothelin und Angiotensin II erhöhen die Aufnahme von oxidierten Lipoproteinen in 

humane Endothelzellen.  

Selbst bei maximaler Stimulation mit nLDL oder oxLDL (100 µg/ml, 24 h) sahen wir in 

unseren Zellen keine Hinweise im DNA–Leiterassay auf apoptotischen Zelltod.  

Endothelin und Angiotensin können damit die Aufnahme von oxLDL in humane 

Endothelzellen steigern und eine Wechselwirkung von Low-Density-Lipoprotein, Endothelin-

1 und Angiotensin II im Rahmen eines proarterioklerotischen Circulus vitiosus potenzieren. 
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7. Thesen 
 

1. Die Arteriosklerose ist eine von vielfältigen Risikofaktoren beeinflusste vornehmlich 
inflammatorische Erkrankung des arteriellen Stromgebietes. Die klinische Diagnostik 
und Therapie erfasst erst die Spätphasen des Krankheitsbildes. 

 
2. Die Hyperlipoproteinämie, ein aktiviertes Renin-Angiotensin-Aldosteron-System und 

Endothelinsystem sind an die Frühentstehung der Arteriosklerose beteiligt. Diese 
eigenständigen proarteriosklerotischen Risikofaktoren können sich gegenseitig 
potenzieren. 

 
3. Patienten mit arteriosklerotischen Läsionen weisen erhöhte systemische 

Endothelinspiegel, vermehrte lokale Endothelinrezeptor-Expression und gehäuft 
erhöhte systemische Konzentrationen von nativem Low-Density-Lipoprotein (LDL) 
auf.  

 
4. Natives LDL wird kann durch vermehrte Bildung von reaktiven Sauerstoffradikalen 

lokal zu oxidiertem LDL (oxLDL) modifiziert werden. OxLDL erreicht dabei lokal 
Konzentrationen von pathophysiologischer Relevanz.  

 
5. Endothelin-1 ist neben weiteren Isoformen das bedeutendste Isopeptid der 

Endothelinfamilie und gleichzeitig der stärkste bekannte Vasokonstriktor. Neben 
dieser Funktion ist es in eine Vielzahl von Pathomechanismen eingebunden.  

 
6. Das Endothelin-converting enzyme-1 ist im humanen Organismus die dominierende 

Isoform der Endothelinkonvertasen und stellt die Hauptquelle für die Bildung von 
biologisch aktiven Endothelin-1 dar.  

 
7. Die Wirkung der Endotheline wird über die Endothelinrezeptoren A und B vermittelt. 

Die in dieser Arbeit untersuchten Endothelzellen exprimieren ausschließlich den 
Endothelinrezeptor B.  

 
8. Das Endothelinsystem wird durch natives und oxidativ modifiziertes LDL induziert. 

Die Induktion ist zeit- und dosisabhängig. Die Pre-Pro-Endothelin-1-mRNA und das 
Endothelin-1-Peptid werden vermehrt exprimiert. Die Signalvermittlung ist abhängig 
von Endothelinrezeptor B, Proteinkinase C, Angiotensin II und Calciumionen.  

 
9. Die Endothelinrezeptor B-mRNA wird ebenfalls zeit- und dosisabhängig durch 

Lipoproteine induziert. Diese Induktion ist abhängig von Proteinkinase C, Angiotensin 
II und Calcium. Besonders interessant ist die Regulation durch Endothelin über den 
Endothelinrezeptor B selbst.  

 
10. Erstmals wird ein pathophysiologisch relevanter Mechanismus beschrieben, der zu 

einer vermehrten Expression von Endothelin-converting enzyme-1-mRNA und  
-protein führt. Die Signalvermittlung ist dabei abhängig von Proteinkinase C, 
Angiotensin II, Calciumionen und Endothelin (via Endothelinrezeptor B). Die 
Hemmung der endothelialen NO-Synthase führt zu einer Reduktion dieser Induktion.  
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11. Native und oxidierte Lipoproteine können in Endothelzellen Apoptose induzieren. 

 
12. Sowohl Angiotensin II, als auch Endothelin-1 induzieren die Aufnahme von 

oxidiertem und nativem LDL in humane Endothelzellen.  
 

13. Durch die Ergebnisse dieser Arbeit schließt sich ein proarteriosklerotischer Circulus 
vitiosus, in dem Angiotensin II und Endothelin-1 einen Kreislauf aus NAD(P)H-
Oxidaseaktivität, oxidativem Stress, oxidativer LDL-Modifikation und oxLDL-
Aufnahme in humanen Endothelzellen potenzieren. 

 
14. Die Prävention der Arteriosklerose sollte in Anbetracht der zur Zeit klinisch 

vornehmlich nicht kurativ, sondern funktionell vielmehr palliativ zu bewertenden  
Behandlungsstrategien stärkere Beachtung finden.  

 
15. Durch das Verständnis der Grundlagen und der Mechanismen der frühen Entstehung 

der Arteriosklerose könnten Strategien entwickelt werden, die den postulierten 
Circulus vitiosus der Arteriosklerose unterbrechen. Dazu könnten die therapeutische 
Hemmung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems, die Senkung der systemischen 
LDL-Konzentration, die Hemmung der oxidativen Modifikation von Lipoproteinen, 
die Reduzierung der zellulären LDL-Aufnahme, sowie eine pharmakologische 
Intervention im Endothelinsystem beitragen.  

 
16. Die Hemmung des Endothelinsystems durch Rezeptorblockade gewinnt in der 

Therapie der primären pulmonalen Hypertonie klinische Bedeutung. Als ein weiterer 
Ansatz zur therapeutischen Hemmung des Endothelinsystems ist die Entwicklung von 
Endothelin-converting enzyme-1-Inhibitoren Gegenstand der pharmazeutischen 
Forschung. Die therapeutische Beeinflussung der Arteriosklerose auf der Basis des 
Endothelinsystems sollte Gegenstand weiterer Untersuchungen sein. 
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