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A. Grundlagen

l. Einleitung

».. Ich habe, um lhnen diese Schwierigkeiten in einem wichtigen und zugleich vielfach miBver-
standenen Prozesse etwas klarer zu machen, eine Reihe von Prdparaten von eigentlich athero-
matdsen Zustinden der Arterien angefertigt. Gerade bei diesen ist die Confusion ... vielleicht am
gréBten gewesen. Zu keiner Zeit im Laufe dieses Jahrhunderts hat man sich vollstéindig geeinigt,
was man unter dem Ausdrucke der atheromatdsen Verdnderung an einem GefdlBBe verstehen
wolle. ...«

Rudolf Virchow, 1858

Gut 145 Jahre nach dieser Klage R. Virchows herrscht in der medizinischen Forschung immer
noch verbliffend viel »Confusion« ob der Absenz eines schliissigen Modells der Arterio-
skleroseentstehung (Arteriosklerose, von aptnpia: Schlagader und oxinpos: hart, trocken). Dies
ist um so erstaunlicher, als die arteriosklerotisch bedingten Herz-Kreislauf-Erkrankungen mit in-
zwischen 48 % die haufigste Todesursache in Deutschland (Statist. Bundesamt 1996) sowie den
anderen Industriestaaten darstellen.

Insbesondere die von Virchow erwdhnte Variante der Atheromatose (Atherom, von afnpn:
Mehlbrei, Griitze) gilt als Ursache akuter arterieller Thrombosen bzw. Thromboembolien mit oft
letalen Verlaufsformen, etwa bei schweren Myokardinfarkten, bzw. mit der Folge erheblicher Be-
hinderungen, beispielsweise nach apoplektisch-ischamischen Insulten. Allgemein unter Arterio-
sklerose subsumiert man nach heute gangiger Auffassung eine Reihe individuell unterschiedlich
ausgepragter Vorgange, in deren Zentrum proliferative Prozesse der GefaBwand stehen, welche
tiber Zwischenstadien zur Plaquebildung fiihren, sich duBernd in der genannten Atheromatose.
Hierbei akkumulieren Lipide, insbesondere LDL, wodurch sich weiche, lipidreiche, instabile

Plagues ausbilden. Diese drohen durch vielfache Ausldser liber noch nicht véllig verstandene



Prozesse aufzubrechen (»Plaqueruptur«), so daB es zu einer Thrombusbildung und dem VerschluB
des BlutgefaBes kommen kann.

In den letzten Jahrzehnten wurden zahlreiche Mosaiksteinchen zusammengetragen, um ein Bild
der einzelnen beteiligten Prozesse zu erstellen. Man erhofft sich eine effektive Prophylaxe, eine
friihzeitigere und sicherere Erfassung der gefdhrdeten Personen und erfolgreichere thera-

peutische Interventionen.

Il. Stand der Forschung

1. Die Lipoproteine LDL und HDL

Die wasserunldslichen Lipide, v.a. Cholesterin, Cholesterinester, Triglyzeride, Phospholipide sowie
die Vitamine A, D, E und K, missen zum Transport mit Apolipoproteinen zu wasserlgslichen
Lipoproteinen komplexiert werden. Deren Klassifizierung erfolgt gemaB ihrer hydratisierten
Dichte, welche in Abhéngigkeit vom Protein-Lipid-Verhaltnis zwischen 0,9 g/ml und 1,21 g/ml
liegt (zur Einfiihrung z.B. Aufenanger und Kattermann, 1995). Mit den einzelnen Fraktionen
assoziiert finden sich bestimmte Apolipoproteine (Apo A-E), die in unterschiedlichem Ausmal
als Strukturproteine, Enzym-Kofaktoren oder Liganden fiir Zellrezeptoren fungieren. In dieser
Arbeit wurden die Lipoproteintypen niedriger (LDL) und hoher Dichte (HDL) untersucht, die
bekanntermaBen die hdchste pathophysiologische Relevanz fiir die Arterioskleroseprogression
aufweisen. Die wesentlichen Eigenschaften dieser beiden Spezies sind in Tabelle 1 (n&chste

Seite) gegeniibergestellt.



Tab. 1: Gegeniiberstellung von LDL und HDL (in Anlehnung an Gotto et al., 1986):

LDL HDL
Hydratisierte 1,019 - 1,063 g/ml HDL,: 1,063 - 1,125 g/ml
Dichte: HDL,: 1,125 - 1,210 g/ml
PartikelgroBe: 15-30 nm HDL,: 9-12nm
HDL: 5-9nm
Elektrophorese: (3 oL
Zusammen- Chol.: 45%, Phospholipide: 25%, Chol.: 20%, Phospholipide: 30%,
setzung: Triglyzeride: 10%, Protein: 20-25% Triglyzeride: 2-5%, Protein: 48-50%
Apolipoproteine: B, A ev.C E selten D
Assoziierte PAF-AH PAF-AH, PON, LCAT und andere
Enzyme:
Herkunft: Metabolisierungsprodukt von VLDL ~ Darm und Leber (als , diskoidal
(sekundar von der Leber) naszierendes HDL,") mit Ausformung
im Plasma (, spharisches HDL ")
Physiolog. Cholesterintransport von der Leber  u.a. Cholesterinriicktransport
Funktion: in die Kdrperperipherie

LDL und HDL differieren per definitionem in ihrer hydratisierten Dichte. Dariiber hinaus
unterscheiden sie sich in einer Reihe weiterer physikochemischer und physiologischer Parameter.
Interessanterweise weisen beide Spezies vergleichbare Mengen an Phospholipiden auf.

Serum-Lipoproteinprofil als Risikofaktor der Arteriosklerose
Inzwischen wurde in einer bemerkenswerten Anzahl klinischer Studien als auch experimenteller
Untersuchungen der EinfluB der Lipoproteinzusammensetzung im Blut auf arteriosklerotische
Lasionen untersucht, insbesondere mit Blick auf die klinischen Folgen Angina pectoris,
Myokardinfarkt  und  plétzlichem Herztod, sowie zerebralen Infarkten, arterieller
VerschluBkrankheit und Gesamtmortalitdt. Als Folge der erhobenen Befunde gilt die
Hypercholesterindmie als eigenstandiger Risikofaktor der Arteriosklerose, steil ansteigend bei
Werten tiber ca. 230 mg/dl (Wood, 1998). Ebenfalls anerkannt ist die gleichsinnige Korrelation
der Serumkonzentrationen fir LDL-Cholesterin oder Apo B-100 mit der Haufigkeit der
genannten Erkrankungen, was sich in den gangigen Richtlinien flir eine risikoadaptierte Therapie
widerspiegelt: In der Sekundarprophylaxe bei bekannter KHK wird ein LDL-Cholesterin sogar
unter 100 mg/dl angestrebt, in der Primarprophylaxe differieren die Empfehlungen der einzelnen
Fachgesellschaften - die Werte sollten 160-190 mg/dl nicht Gbersteigen.
Im Gegensatz dazu erwies sich HDL als negativ korreliert zum Auftreten arteriosklerosebedingter
Folgeerkrankungen; man spricht daher auch vom »negativen Risikofaktor« bei einem HDL-
Cholesterin > 60 mg/dl (NCEP, 2001) oder zieht Quotienten zur Risikoabschitzung heran
3



(Gesamtcholesterin/HDL > 5 bedeutet erhéhtes Risiko; Wood, 1998). Die Versuche, aus der in
sich heterogenen HDL-Population einen besonders protektiven HDL-Typ zu identifizieren,
erbrachten inkonsistente Ergebnisse. Einige Untersuchungen stuften das gréBere und etwas
weniger dichte HDL, als besonders protektiv ein (Miller, 1987), andere das kleinere und etwas
dichtere HDL, (Atger et al., 1995), wieder andere mit bestimmten Apolipoproteinen (z.B. Apo A-
bzw. Apo E) oder Enzymen (z.B. Paraoxonase) assoziierte HDL-Formen (jeweils Ohta et al., 1989;
Mahley, 1988; Mackness und Durrington, 1995; Blatter et al., 1993, Watson et al., 1995). Einige
Studien ergaben keinerlei derartige Unterschiede (Brook et al., 1982; Wallentin und Sundin,
1985). So wechselhaft wie die Ergebnisse sind auch die Begriindungen. Deshalb und da es sich
beziiglich Zusammensetzung und Funktion um verschiedenartige Makromolekiile handelt (Gotto
et al., 1986; Silverman et al., 1993), wird in dieser Arbeit zunichst zwischen HDL, und HDL,

unterschieden.

Komplexe Wechselwirkungen widerlegen vereinfachte Schemata

Erste Hypothesen begriindeten die atherogenen Eigenschaften des LDL mit dessen Akkumulation
in der wachsenden Plaque. LDL fungiert physiologischerweise als Cholesterin-Verteiler in die
Korperperipherie. Das Vorhandensein von Cholesterin in arteriosklerotischen Lésionen ist seit
langem bekannt (Virchow, 1858). Ganz analog sollten die tendenziell antiatherogenen
Eigenschaften des HDL in dessen Funktion als Cholesterinfanger und -riicktransporter begriindet
sein (Miller, 1985; Pieters et al., 1994). Aus heutiger Sicht ist dieses Modell in seiner
AusschlieBlichkeit nicht mehr haltbar: Genauso wie natives, d.h. frisches und unverdndertes LDL
nicht grundsatzlich als atherogen bezeichnet werden kann, etwa weil seine Aufnahme in die
Zelle den normalen Regulationsmechanismen unterliegt und somit sattigbar ist (Beisiegel,
1992), genauso gibt es Situationen, in denen HDL proinflammatorisch und atherogen wirkt,
beispielsweise bei Einwirken von Entziindungsreizen (van Lenten et al., 1995). Eine deutliche
Sprache sprechen diesbeziiglich immunologische Untersuchungen der in Plaques vorhandenen
Proteine und Peptide: Neben dem erwarteten Apo B fanden sich dort auch fiir HDL typische
Apolipoproteine wie Apo A-I, Apo A-Il und Apo E (Guyton und Klemp, 1996).



2. Lipid- und Lipoproteinoxidation

Das Modell der Kupfer-katalysierten Oxidation

Die Unzuldnglichkeit des vereinfachten Gedankenmodells vom atherogenen LDL und protektiven
HDL fiihrte D. Steinberg zu der Forderung weiterzublicken (» ... move beyond cholesterol ...«) und
damit zu seiner inzwischen anerkannten Hypothese der LDL-Oxidation (Steinberg et al., 1989).
Dabei stiitzte er sich unter anderem auf experimentelle Ergebnisse von M. S. Brown und J. L.
Goldstein (iber die Transformation von Makrophagen zu Schaumzellen bei der Aufnahme
azetylierten LDLs via den »scavenger-pathway«, auf Versuche von T. Henriksen et al., diese
Ergebnisse in einen physiologischeren Kontext zu stellen, namlich die Koinkubation von LDL mit
Endothelzellen oder glatten GefaBmuskelzellen, und schlieBlich die Erkenntnisse von U. P.
Steinbrecher et al. bzw. D. W. Morel et al., daB es sich bei den Veranderungen durch
Koinkubation mit Zellen letztlich um oxidative Verdnderungen handelt. Diese
Oxidationsvorgdange am LDL-Partikel konnten in vitro durch Antioxidantien verhindert werden.
Als einfacheres und reproduzierbareres Modell setzte sich daraufhin die Inkubation von LDL mit
mehrwertigen Kationen als Katalysatoren durch, meist unter Verwendung von Kupfer
(Esterbauer et al., 1990). Solche Kationen finden sich auch in den gingigen Zellkulturmedien.
Alternativ wird von manchen Gruppen mit bestimmten Radikalen direkt oxidiert, von anderen
eine meist ldngerfristige Autoxidation quasi abgewartet (Berliner er al., 1990). Der GroBteil
unserer Experimente wurde mit milde oxidiertem LDL (mox-LDL) durchgefiihrt, wie von

Weidtmann et al. (1995) beschrieben. Analog wurden auch HDL, und HDL, oxidiert.

Lipoproteinoxidation in vivo

Inzwischen ist eine betrachtliche Anzahl v.a. experimenteller Daten verfiigbar, die das

Vorkommen der Lipoproteinoxidation auch in vivo untermauern:

1. In atherosklerotischen Plaques finden sich parallel zum Fortschreiten der Lasion vermehrt
Lipidoxidationsprodukte, welche in ihrer Heterogenitat auf vorwiegend unspezifische, nicht-
enzymatische Reaktionen hindeuten kdnnten. Das extrahierte Material dhnelt in vielerlei
Hinsicht in vitro oxidiertem LDL, insbesondere sind die untersuchten biologischen Effekte im
wesentlichen identisch (YI4-Herttuala et al., 1989; Smith et al., 1992).

2. Aus dem normalen Plasma-LDL 4Bt sich eine Subfraktion isolieren (5-20% des Gesamt-LDL),
die u.a. in Hinsicht auf Elektronegativitdt, Gehalt an konjugierten Dienen und ihre rasche

Aufnahme durch Makrophagen dem in vitro oxidierten LDL dhnelt (Avogaro et al., 1988 und
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1991). Diese »LDL—« bezeichnete Subfraktion weist einen erhéhten Gehalt an Hydroperoxiden
auf (Sevanian et al., 1997). Wenn die Oxidationsvorginge intensiv genug waren, auch den
Proteinanteil verandert zu haben, finden sich im Serum Antikorper gegen oxidiertes LDL.
Spannenderweise  zirkulieren dort sogar oxidierte Lipide (7B-Hydroxycholesterol,
Hydroperoxide), die in ihrer freien Form, d.h. nicht an z.B. Aloumin gebunden, unvermindert
bioaktiv bzw. zytotoxisch sind (Salonen et al., 1992 und 1997). Wie vergleichende
Untersuchungen mittels Immunoassays ergaben, weisen Patienten mit koronarer
Herzerkrankung erhdhte Spiegel zirkulierender, oxidierter LDL-Spezies im Vergleich zu
gesunden Kontrollprobanden auf (Holvoet et al., 1998).

3. Des weiteren beschleunigen didtetisch zugefiihrte, artifiziell oxidierte Lipide das Wachstum
atherosklerotischer Lasionen im Tiermodell, wobei die Blutspiegel oxidierter Lipoproteine
direkt mit der Menge oxidierter Lipide in der Diét korreliert sind (Staprans et al., 1996).

4. Bei bestimmten chronischen Erkrankungen, insbesondere Diabetes mellitus, finden sich
gehauft solche Oxidationsprodukte (Meraji et al., 1992; Chisolm et al., 1992). Uberhaupt ist
die Lipidoxidation ein hadufiges pathogenetisches Phanomen im menschlichen Organismus.
Neben der Arteriosklerose spielt sie eine Rolle ganz allgemein bei Entziindungsreaktionen,
Infektionen, (exogen-) toxischen Zellschidigungen, der Karzinogenese sowie Ischimie und
Reperfusion von Organen (Dargel, 1992); im neurologischen Bereich beschaftigt man sich
zunehmend damit, da man fiir eine Reihe der an Bedeutung gewinnenden dementiellen

Erkrankungen eine Beteiligung oxidativer Vorgange postuliert.

Oxidationsmodell und biologische Wirkungen

Bei der Oxidation von Lipoproteinen laufen komplexe, sich z.T. zeitlich lberlappende Vorgange
ab. Je nach gewdhltem experimentellen Modell ergeben sich mehr oder minder stark oxidierte
Lipoprotein-Spezies mit teilweise differierenden physikochemischen oder biologischen
Eigenschaften (Esterbauer et al, 1990 und 1992; Berliner et al., 1995). Erste Unterschiede
ergeben sich schon bei der Wahl des metallischen Kations: Cu®" wirkt stérker oxidierend als Fe™,
v.a. weil es in einer LDL-Suspension leichter und rascher in die aktiv-oxidierende Form Cu"
tberflihrt wird (Lynch und Frei, 1993 und 1995). Bei konstanten duBeren Bedingungen, wie fixer
Temperatur (37°C), Dunkelheit, Stase bzw. kontinuierlicher Durchmischung etc., bestimmt das
molare Verhdltnis von Katalysator und Lipoprotein Ulber die Zeit das AusmalB der
durchschnittlichen Oxidation (Gieseg und Esterbauer, 1994). Da es sich bei LDL als auch bei HDL

aber um komplex zusammengesetzte Makromolekiile handelt (siehe Abbildung 1), veréndert sich



nicht das gesamte Partikel homogen, sondern die polareren Oberflachenlipide oxidieren -
aufgrund ihrer besseren Zuganglichkeit durch den Katalysator - vor den Kernlipiden (Tribble et

al., 1996) und vor dem Proteinanteil (Meyer et al., 1996).

Apo A-l,

Apo A-ll

und evtl. weitere
Apolipoproteine
der Gruppen E [ C

Apo B-100

Hiillipide:
Phospholipide,
freies Cholesterin
und andere Lipide
mit polaren

Kopfgruppen

Kernlipide:
Triglyceride,
Cholesterinester
und andere

hydrophobe Lipide

LDL HDL

Abb. 1:Struktur nativer Lipoproteine

Im prinzipiellen Aufbau dhneln sich LDL und HDL: Ein Kern aus hydrophoben Lipiden wird
von polaren Lipiden ummantelt, in die die einzelnen Lipoproteine eingebettet sind. Bei den

gdngigen Methoden diirfte die Oxidation der GuBeren Bestandteile rascher beginnen und
voranschreiten.

Zu diesen methodisch bedingten Unterschieden kommen nachhaltige individuelle Unterschiede
in der Empfénglichkeit von Lipoproteinen gegeniiber oxidativen Einflissen: Beispielsweise
variiert der endogene Gehalt von LDL an Antioxidantien wie Tocopherolen und Carotenen je
nach Blutspender (Raucher vs. Nichtraucher, Erndhrung, ..), was zumindest anfanglich

Auswirkungen auf die Geschwindigkeit der Oxidation hat (Ziouzenkova et al., 1996).

Simplifiziert [aBt sich feststellen, daB3 stark oxidierte Formen von Lipoproteinen eher zytotoxisch
wirken und rascher von z.B. Makrophagen phagozytiert werden (Coffey et al., 1995 bzw.
Staprans et al., 1996), wahrend die milder oxidierten Formen haufiger spezifische biologische

Reaktionen an Effektorzellen hervorrufen (Weidtmann et al., 1995; Berliner et al., 1995). Im
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pathophysiologischen Kontext von Plaquewachstum mit langjahriger Zellproliferation und
Thrombose mit der Aktivierung reagibler Thrombozyten scheinen diese bioaktiven Formen
interessanter.

Durch milde oxidierte Lipoproteine hervorgerufene Effekte wurden inzwischen an einer Vielzahl
von am AtheroskleroseprozeB beteiligten Zellsystemen untersucht, insbesondere an Endo-
thelzellen (Rajavashisth et al., 1990), Monozyten/Makrophagen (Berliner et al., 1990), glatten
GefiaBmuskelzellen (Augé et al., 1996; Cushing et al., 1990) und Thrombozyten (Meraji et al.,
1992: Weidtmann et al., 1995).

Erste Hypothesen zu wirksamen Konstituenten

Trotz dieser zahlreichen Untersuchungen hat man bisher nur wenige Hinweise auf etwaige
biologisch wirksame Komponenten der milde oxidierten Lipoproteine. Nur die Gruppe um J.
Berliner und A. M. Fogelman hat bislang aktive Substanzen des von ihnen untersuchten minimal
modifizierten LDL (mm-LDL) genauer charakterisiert: Es handelt sich um Phospholipide mit PAF-
ahnlicher Wirkung auf Endothelzellen bzgl. ihrer Fahigkeit, Monozyten zu binden (Berliner et al.,
1990). Mit Hilfe der Massenspektrometrie wurden hierbei zwei Molekiile identifiziert: 1-Pal-
mitoyl-2-(5-Oxovaleryl)-sn-Glycero-3-Phosphocholin und 1-Palmitoyl-2-Glutaryl-sn-Glycero-3-
Phosphocholin, welche aus dem sich wie mm-LDL verhaltenden Autooxidationsprodukt von 1-Pal-
mitoyl-2-Arachidonoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholin isoliert werden konnten. Die Prasenz dieser
beiden Lipide in arteriosklerotischen Ldsionen konnte man auch tierexperimentell an Kaninchen
bzw. Maus nachweisen (Watson et al., 1995 und 1997).

In der Bewertung dieser Experimente, sollte nicht libersehen werden, daB die konkret
identifizierten Oxidationsprodukte nicht aus einer Lipoproteinsuspension, sondern aus einem

isolierten Lipid, eben dem benannten Phosphatidylcholin, gewonnen wurden.

3. Thrombozyten und Arteriosklerose

Die Thrombozyten (Opoupos: Blutpfropf) erfiillen eine unverzichtbare Funktion bei der Himo-
stase, indem sie bei einer GefaBverletzung in kiirzester Zeit flir einen primaren WundverschluB3
sorgen. Wie beim Gerinnungs-Fibrinolyse-System besteht physiologisch auch im thrombozytdren
System ein ausbalanciertes Optimum zwischen petechialen Blutungen und Suffusionen einer-

seits und thrombotischem GefaBverschluB andererseits, bestimmt durch Menge und Reagibilitat
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der Thrombozyten. Folgerichtig ist die medikamentds bewirkte Verschiebung dieser Balance zur
Thrombose- und Emboliepravention mit Hilfe von Thrombozytenhemmstoffen, etwa Aspirin, bei
Krankheitsbildern, die den arteriellen Schenkel betreffen, seit langem Routine und wurde in den
letzten Jahren durch die Einflihrung potenter ADP-Rezeptorblocker und Glykoprotein [lb-Illa-
Antagonisten erweitert (Braunwald et al., 1998; Adgey, 1998; Huber, 2000).

Atherogene Rolle der Thrombozyten

Bereits im 19. Jahrhundert war bekannt, daB ein persistierender Thrombus organisiert und in die
GefdBwand inkorporiert wird und somit zur Progression arteriosklerotischer Ldsionen beitragt
(Virchow, 1858). Von solchen und #hnlichen in vivo stattfindenden Interaktionen zeugen
beispielsweise Reste phagozytierter Thrombozyten, die sich in Schaumzellen wiederfinden, sowie
deren Vorgéngern als Lipidquelle dienen (Sevitt, 1986). Die ldee einer atherogenen Rolle von
Thrombozyten weiterfiihrend konnten S. Moore et al. (1976) mittels einer experimentell
induzierten Thrombozytopenie verhindern, dal3 sich - wie sonst liblich - durch wiederholt in
GefaBwanden von Kaninchen gesetzte Mikroldsionen typische lipidreiche Plaques bildeten. In
etwas anderer Form macht man sich diesen Umstand heute bei Koronarangioplastien (PTCA) und
v.a. damit verbundenen Stentimplantationen zunutze, wo man durch die kurz- und mittelfristige
Applikation starker, kombinierter Thrombozytenhemmer die Restenoserate deutlich zu senken
vermag (Schémig et al., 1996). Wie heute vermutet wird, ist dies darauf zurilickzufiihren, daB
sich an der Lasion kein (neuerlicher) Thrombus zu formieren vermag und die lokale Freisetzung
von Zytokinen und Wachstumsfaktoren durch Blutpldttchen unterbunden wird.

R. Ross hat sich mit Wechselwirkungen zwischen endothelgeschadigter Intima und
Thrombozyten beschiftigt und v.a. den Plattchen-abgeleiteten Wachstumsfaktor (PDGF,
chemotaktische und mitogene Aktivitat) fiir die Proliferation glatter GefaBmuskelzellen in der
Plaque verantwortlich gemacht (Ross, 1989). Man geht davon aus, daB bereits aufgrund einer
geringen Endothelldsion Thrombozyten an der arteriellen GefaBwand adharieren und dabei - sei
es durch die unmaskierte subendotheliale Matrix, sei es mittels freigesetzter Mediatoren -
aktiviert werden, d.h. die Gestalt dndern, aggregieren und die Inhaltsstoffe ihrer Speichergranula
sezernieren (van Zanten et al., 1994). Die a-Granula entleeren sich bereits bei relativ niedrigen
Konzentrationen von Plattchenagonisten und setzen besagte biologisch hochaktive Substanzen
frei: Wachstumsfaktoren (PDGF, TGF-a. bzw. TGF-B, IGF-1, FGF, PD-ECGF) und adh&sions- und
gerinnungsfordernde Faktoren (z. B. Willebrand-Faktor, Fibronektin, Faktoren 1, V, VIII). Uber
spezifische Adhdsionsmolekiile wie das P-Selektin (CD 62, PADGEM, GMP-140), ein integrales



Membranprotein der a-Granula, finden hierbei auch gerichtete Interaktionen z. B. mit Mono-
zyten statt. Sodann setzen auch die elektronendichten Granula ihre aggregationsférdernden und
vasokonstriktiven Mediatoren frei (v.a. Serotonin, ADP, Ca®). Das autokrin ebenfalls
plattchenaktivierende und vasokonstriktiv wirksame Thromboxan A, (TXA,) wird Gber die rasche
Aktivierung eines speziellen Stoffwechselwegs gebildet und freigesetzt. Dasselbe gilt flir die
Lysophosphatidsdure (LPA), auf die in einem gesonderten Kapitel ndher eingegangen wird. Eine
Ubersicht tiber Aktivierungsmechanismen und hamostaseologische Funktion der Thrombozyten
gibt Siess, 1989. In Tabelle 2 sind die im Arterioskleroseproze potentiell bedeutsamen Faktoren

noch mal zusammengefaBt.

Tab. 2: Bei der Aktivierung von Thrombozyten freigesetzte Agonisten (Auswahl):

Wachstumsfaktoren und Entziindungsmediatoren

PDGF Platelet-derived Potentes Mitogen, Chemotaxis von Granulozyten,
growth factor Vasokonstriktion
PD-ECGF Platelet-derived endothelial Wachstum und Chemotaxis von Endothelzellen in
cell growth factor vitro, angiogene Aktivitat in vivo
FGF Fibroblast growth factor Stimuliert Wachstum und Motilitdt von
Fibroblasten, Keratinozyten und Endothelien
TGF-B B-transforming Chemotaxis von Makrophagen, stimuliert
growth factor Fibronektineinbau in die extrazelluldre Matrix
PAF Platelet-activating factor Stimulation von Chemotaxis und Phagozytose bei
Granulozyten und Makrophagen
LPA Lysophosphatidic acid Aggregationsfordernd, umfangliche Wirkungen als

Wachstumsfaktor, Entziindungsmediator etc.

Adhasions- und gerinnungsfordernde Faktoren

vWF Willebrand Faktor Ermdglicht Plattchenadhdsion an Kollagen,
Gerinnungs-Kofaktor

FN Fibronektin Ermdglicht Plattchenadhdsion an Gewebezellen,
Aktivierungsreaktionen

FI,FV.FVI Faktoren I, V, VIII Essentielle Gerinnungsfaktoren

ADP Autokriner Plattchenaktivator, wichtiger Verstarker

bei Aggregation und Sekretion

Vaskonstriktorische Faktoren

TXA Thromboxan A, Autokriner Plattchenaktivator, stark vasokonstriktiv

2

5-HT Serotonin Aktivator mehrerer Zellsysteme, schwach vasokonstriktiv

Aktivierte Thrombozyten liberieren eine ganze Reihe von Faktoren, denen eine potentielle Rolle
bei der Atherogenese zukommt.
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Auch klinische Studien neuerer Zeit interpretieren eindeutig eine intrinsisch gesteigerte
thrombozytare Reagibilitat als eigenstandigen Risikofaktor des Plaquewachstums. Beispielsweise
zeigte eine prospektive Studie einen eindeutigen Anstieg der KHK-assoziierten Mortalitdt nach
13,5 Jahren bei Personen mit relativ hoheren Thrombozytenkonzentrationen bzw. einer raschen,
leicht induzierbaren Aggregation (Thaulow et al, 1991). Des weiteren fand sich bei
Polymorphismusstudien das Allel PI** des fiir das Glykoprotein Illa kodierenden Gens signifikant

gehauft bei (v.a. jungen) KHK-Patienten (Weiss et al., 1996).

Interaktionen von Thrombozyten und Lipoproteinen

Bestimmte Formen der Hyperlipiddmie sind gemaB mehrerer Studien mit einer erhdhten
thrombozytiren Reagibilitit vergesellschaftet (Carvalho et al, 1974). Verschiedene
Untersuchungen ergaben eine gleichsinnige Korrelation zwischen der Aggregationsneigung von
Plattchen und dem Cholesteringehalt ihrer Membranen. M. Aviram und J. G. Brook konnten an
gelgefilterten Thrombozyten zeigen, daB deren langerfristige Koinkubation mit LDL (< 3
Stunden) zu einer Sensibilisierung gegeniiber Thrombin fiihrt, wihrend es nach einer HDL-
Inkubation sogar zu geringer ausgepragten bzw. langsameren Aggregationen kam; dabei konnte
keine Eigenaktivitdt dieser beiden Lipoproteine festgestellt werden. Allerdings scheinen diese
Effekte bei Probanden ohne deutlich gestdrten Lipidstoffwechsel eher maBig ausgepragt zu sein;
darliber hinaus erschweren methodologische Unterschiede der Sensibilitaitsmessung und der
Lipoproteinpréaparation (meist keine Untersuchung des Oxidationsgrades) eine korrekte Deutung

der Ergebnisse im Detail (Aviram und Brook, 1983).

Oxidationen der Lipoproteine ergaben hingegen regelmaBig Partikel mit deutlich Plattchen-
aktivierenden Eigenschaften. So konnten N. G. Ardlie et al. (1989) mit relativ stark oxidiertem
LDL im Dosisbereich tiber 200 mg/l und vorgelegtem Fibrinogen eine Aggregation gewaschener
Thrombozyten ausldsen. Auf gleiche Weise oxidiertes HDL verlor seine protektiven Eigenschaften
und wirkte aggregationsfordernd. Diese Effekte ergaben sich unverdndert auch nach Hemmung
der Zyklooxygenase. In systematischen Experimenten beschrieben S. Meraji und K. R.
Bruckdorfer eine Abhdngigkeit der Plattchen-aktivierenden Potenz oxidierten LDLs vom
Oxidationsgrad mit maximaler Aggregation durch relativ milde oxidierte Formen.
Lipidperoxidgehalte Gber 200 pmol/g LDL-Protein (photometrische Bestimmungsmethode)
schienen dagegen die Aggregation zu verhindern - unabhdngig von der Oxidationsmethode

(Cu*- oder Endothelzell-Inkubation). Die Autoren berichten auBerdem von einer groBen
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spenderabhdngigen Variabilitdt des Oxidationsgrades. Eine Glykosylierung des LDLs, wie sie bei
Diabetikern verstirkt zu finden ist, zeigte hingegen keine Effekte (Meraji et al., 1992). A.
Weidtmann et al. (1995) konnten bestatigen, daB nur milde oxidierte LDL-Spezies, unabhangig
von der Oxidationsmethode (Cu*- oder SIN-1-Inkubation), regelmiBig eine Aggregation zu
induzieren vermochten; die Analyse der maximal-aktiven LDL-Prdparationen ergab einen
geringen Anstieg von konjugierten Dienen (o.D.,: 0,28 = 0,04; o.D. : 0,55 £ 0,09) und
Thiobarbitursdure-reaktiven Substanzen (TBARS; c_.: O umol/g; c,_: 10,6 = 1,5 pmol/g) sowie
eine Abnahme der mehrfach ungesattigten Fettsduren um 12-30%; die elektrophoretische
Mobilitdt des Apo B-100 fand sich unverdndert, eine exogene a-Tocopherol-Substitution
beeinfluBte die Thrombozyten-aktivierende Wirkung des mox-LDL nicht. Im Gegensatz zu den
sensibilisierenden Eigenschaften des starker oxidierten LDLs N. G. Ardlies konnte die mox-LDL-
induzierte Aggregation mittels einer Zyklooxygenase- oder Phospholipase A,-Hemmung
vollstiandig unterbunden werden. Y. Takahashi et al. (1996) dehnten mit etwas stirkeren
Oxidationsverfahren die Untersuchungen auf HDL aus (TBARS: ¢, : 105 pmol/g; c,,: 35 pmol/qg).
In Dosisbereichen iber 6,5 mg/l ox.-LDL bzw. lber 40 mg/l ox-HDL konnten sie eine
Aggregation und einen Anstieg des intrazellularen Kalziumspiegels in gewaschenen
Thrombozyten auslésen (unabhingig von der Hemmung der Zyklooxygenase); im Gegensatz zu
den milde oxidierten Formen anderer Gruppen gelang dies allerdings nicht in PRP. Diese Effekte
der oxidierten Lipoprotein-Spezies lieBen sich durch natives HDL als auch natives LDL
dosisabhdngig hemmen.

Im Gegensatz zu den frihesten der angefiihrten Experimente mit oft langfristigen
Koinkubationen ungenau definierter LDL-Spezies konzentrierten sich die Forschungen in den
letzten Jahren also zunehmend auf rasche Aktivierungsreaktionen und deren Hemmung, wie sie

auch von uns untersucht wurden.

In vivo ergeben sich mehrere Maglichkeiten des intraluminalen Kontakts zwischen oxidiertem
LDL und Thrombozyten: Zum einen entleert sich bei Ruptur einer lipidreichen, arteriellen Plaque
ein Anteil des ox-LDL dhnelnden Kernmaterials ins GefaBlumen, fiihrt zur Plattchenaggregation
(Falk et al, 1995) und gegebenenfalls konsekutiv zur arteriellen Thrombose oder
Thromboembolie, ein akutes Krankheitsgeschehen. Zum zweiten werden Blutpldttchen beim
Kontakt mit atheromatdsen Lasionen, insbesondere exulzerierten Plaques, aktiviert; sie kénnen
entweder an der GefaBwand zu appositionellem Wachstum der Plaque fiihren oder in Form von

Mikroaggregaten im Gefa3 weitertransportiert bzw. abgespiilt werden. Zum dritten zirkulieren
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parallel zu den Thrombozyten die beschriebenen oxidierten LDL-Formen im Blut, beispielsweise
»LDL—« (Hodis et al., 1994; Sevanian et al, 1997). Hier finden mittel- und langfristig in

gewissem Umfang sich wiederholende Kontakte statt.

4. Lysophosphatidsaure und ihre biologische Wirkung

Die Lysophosphatidsaure (LPA) stellt das einfachste Glyzerophospholipid dar (1-Acyl-Glyzerol-3-
Phosphat). Seit langem bekannt als Vorstufe in der Phospholipid-Biosynthese beginnt man erst

in neuerer Zeit auch ihre Bedeutung als Signalmolekiil zu verstehen (Moolenaar, 1995).

Bildung und Vorkommen

Bislang kennt man zwei gesicherte Bildungswege, die zu einer Freisetzung fiihren und damit die
Wirkung als Mediator ermdglichen: Zum einen wird LPA von aktivierten Thrombozyten gebildet
und liberiert bzw. wird von aktivierten Thrombozyten freigesetztes Lysophosphatidylcholin (LPC)
durch eine plasmasténdige Lysophospholipase D (Lyso-PLD, Autotaxin) zu LPA katalysiert (Aoki
et al., 2002; Moolenaar, 2002). Folglich sind die Konzentrationen von LPA im Serum hdoher als im
Plasma (Baker et al., 2000). Etwa die Halfte der im Serum vorhandenen LPA-Menge entsteht
plattchenabhangig (Aoki et al., 2002). Im Serum ist LPA an Albumin gebunden und tragt in
dieser »Transportform« maBgeblich zur Aktivitit sog. gealterten Serums bei (Mauco et al., 1978;
Schumacher et al., 1979; Billah et al., 1981; Watson et al., 1985; Eichholtz et al., 1993; Tigyi
und Miledi, 1992).

Zum anderen hydrolysiert eine nicht-pankreatische, sekretorische Phospholipase A, (sPLA, oder
Typ Il PLA)) Phospholipide von Mikrovesikeln, wobei aus oberflachig angehéufter Phosphatid-
sjure (PA) LPA entsteht. Solche Mikrovesikel werden u.a. von Blutzellen unter dem EinfluB
inflammatorischer Stimuli (»StreBreize«) abgeschniirt (Fourcade et al., 1995).

Insgesamt findet sich Lysophosphatidsdure im Plasma in physiologisch wirksamen
Konzentrationen von 0,5-1uM (Gaits et al., 1997; Baker et al., 2001). DaB sich mit anderen
methodischen Ansdtzen hohere Mengen ergeben, wird durch postulierte, physiologisch in
Plasma bzw. Serum vorkommende LPA-3hnliche Molekiile erklart (Baker et al., 2000). Bei
malignen Erkrankungen, etwa dem Ovarialkarzinom, sind die Serumspiegel gegeniiber Gesunden
mindestens zehnfach erhoht (Ubersicht in Moolenaar, 1999). Zum Verstindnis der Ergebnisse

der vorliegenden Arbeit darf nicht vergessen werden, daB3 in Blut, Plasma und Serum der
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GrofBteil der Lysophosphatidsdure an andere Molekiile, insbesondere Albumin, gebunden ist und
der freie Anteil nur im niedrigen bis mittleren nanomolaren Bereich liegt (hierzu auch Siess,
2002). Zumindest fiir einen der drei bekannten LPA-Rezeptoren (EDG7 = LPA)) ist dariiber hinaus
ein direkter hemmender EinfluB von Albumin auf die LPA-Wirkung beschrieben (Hama et al.,

2002).

Biologische Wirkungen

Als friihe agonistische Eigenschaft der Lysophosphatidsdure fand man die aggregationsférdernde
Wirkung auf Thrombozyten (Gerrard et al., 1979; Schumacher et al., 1979), von der auch rasch
klar wurde, daB3 es sich um spezifische Vorgange durch extrazellularen Angriff handeln misse
(Watson et al., 1985). Dies ist insofern nicht selbstverstindlich, als LPA die Zellmembran zu
durchdringen vermag. Allerdings wirkt es im Gegensatz zu anderen Lysophospholipiden - etwa
Lysophosphatidylcholin (LPC) - nicht lytisch, vermutlich aufgrund der vergleichsweise sehr
kleinen Kopfgruppe. Uberhaupt wurden fiir LPA im Gegensatz zu anderen Lipidmediatoren -
beispielsweise PAF - bislang keine unspezifischen und Rezeptor-unabhdngigen Effekte beschrie-
ben. Jedoch kennt man inzwischen eine hohe Anzahl von Effektorzellen, die nach LPA-Stimu-
lation lber spezifische, G-Protein gekoppelte Rezeptoren unterschiedlichste Reaktionen zeigen.
Einige Autoren sprechen von LPA als dem wohl wichtigsten Wachstumsfaktor tberhaupt (van
Corven et al., 1989; Moolenaar, 1995). Dazu passend muBte festgestellt werden, daB kaum eine
Zellkultur unter Abwesenheit von LPA im Medium gedeiht. Tabelle 3 (nichste Seite) gibt eine

Ubersicht der wichtigsten biologischen Effektorsysteme und ihrer Reaktionen.
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Tab. 3: Biologische Effekte von Lysophosphatidséure (Auswahl):

Effektorzelle Reaktion
Thrombozyten: Formwandel, Aggregation (Erlduterungen im Text)
Fibroblasten: Proliferation, Phosphorylierung fokaler Adhasionskinasen, Fibronektin-

bindung, Depolarisierung durch CI'-Ausstrom, Strefaserbildung, iso-
metrische Kontraktion

Glatte GefaB-

muskelzellen: Proliferation, Kontraktion, Erhdhung des intrazelluliren Ca*"-Spiegels

Endothelzellen: Proliferation, Erhéhung des intrazelluliren Ca**-Spiegels,
StreBfaserbildung, Kontraktion und Erhdhung der Permeabilitat

Keratinozyten: Proliferation in vitro und in vivo, Differenzierung (Konfluieren)

Makrophagen und

T-Lymphozyten: Schutz vor Apoptose

Karzinomzellen: Erhohung des intrazelluldren Ca®-Spiegels, Tumorzellinvasion in vitro

Neuronale Zellinien: Kollaps des Axonhiigels und Retraktion des Axons, Freisetzung von
Neurotransmittern

Artfremde Zellen: Depolarisierung durch Cl™-Ausstrom (Xenopus Oozyten),
Chemotaxis (Dictyostelium Amgben)

Als Signalmolekiil und zentraler Wachstumsfaktor wirkt LPA auf eine Vielzahl von
Effektormolekiilen - meist proliferativ oder als StreBreiz (Ubersicht: Siess, 2002 bzw. Siess et al.,
2000. Zudem: Tigyi et al., 1992; Seufferlein und Rozengurt, 1994; Postma et al., 1996; Fuentes et
al., 1997; Jalink et al., 1997).

Hypothetische Funktionen in vivo

Das Verteilungsmuster der bekannten LPA-Wirkungen fiihrte bis zur Zeit der vorliegenden Arbeit

zunachst zu zwei Hypothesen der physiologischen LPA-Funktionen in vivo:

1. lhre Freisetzung durch aggregierende Thrombozyten und ev. auch durch verletzte Zellen
(»StreBreize«) zusammen mit den Reaktionen von Endothel- und Bindegewebszellen wurden
als Zeichen fiir eine wichtige Rolle bei der Wundheilung angesehen (Moolenaar, 1995).

2. Die Haufung von LPA-Rezeptoren im Gehirn und die Erregbarkeit neuronaler Gewebe lie3
manche Autoren auf eine neuromodulatorische Funktion schlieBen (van der Bend et al., 1992;
Thomson et al., 1994; Hecht et al., 1996).

Eine denkbare pathophysiologische Rolle wurde aber bis dahin in der Literatur nicht

beschrieben: Praktisch samtliche am Arterioskleroseprozel3 beteiligten Zellen sind auf die eine

oder andere Weise durch LPA erregbar (siehe Tabelle 3) und die Freisetzung dieses potenten

Mediators erfolgt durch aktivierte Thrombozyten direkt vor Ort, wodurch ein lokal stark
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atherogenes Mikroenvironment geschaffen wird (bei wohl vernachldssigbarer systemischer
Wirkung, da LPA von bestimmten intakten Zellen verhaltnismiBig rasch abgebaut wird).

Seither erweiterte sich das Wissen durch rege Forschungstdtigkeit dramatisch; das Bild LPA-
induzierter Effekte ist hoch komplex und es werden laufend neue Ergebnisse publiziert (Review:
Moolenaar, 1999). Beispielsweise wird LPA im Rahmen seiner migrationssteigernden Wirkung
eine wesentliche, pathophysiologische Rolle bei der Progression bestimmter Tumore
zugeschrieben, insbesondere hin zu einem invasiveren und metastasierenden Phanotyp
(Moolenaar, 2002), was in Einklang steht zu den erwédhnten erhohten LPA-Spiegeln im Rahmen

onkologischer Erkrankungen.

Ganz wesentlich auch im Kontext der vorliegenden Arbeit sind die Ergebnisse zu LPA-
Rezeptoren, die aus dem Willen zur Vereinheitlichung teilweise mehrfach umbenannt wurden.
So lieB sich etwa der erwdhnte, vom Gen Vzg-1 kodierte Rezeptor (Hecht et al., 1996) der
zweiten homologen Gruppe von drei LPA-Rezeptoren aus einer gréBeren Familie von
Lysophospholipid-Rezeptoren zuordnen, namlich der strukturell verwandten Familie der Edg-
Rezeptoren, benannt nach einem Gen, welches wahrend der friihen Endothelzell-Differenzierung
exprimiert wird (Hla und Maciag, 1990). Die erste homologe Gruppe hingegen zeigt ihre hochste
Affinitit gegeniiber Sphingosin-1-Phosphat (S-1-P), auf welches spater noch eingegangen wird.
Inzwischen hat sich die logischere Nomenklatur in LPA- und S1P-Rezeptoren, entsprechend des
bevorzugten Substrats durchgesetzt (Vorschlag: Chun et al., 1999; Ubersicht: Hla et al., 2001).
Der von der Gruppe um G. Tigyi klonierte LPA-Rezeptor PSP24 (Liliom et al., 1996; Guo et al.,
1996) kann keiner der beiden Gruppen zugerechnet werden; von diesem Rezeptor wird librigens
berichtet, er kénne durch Lidocain bzw. Bupivacain inhibiert werden, wodurch die klinisch
regelmaBig zu beobachtende verzégerte Wundheilung nach Verwendung dieser Lokalandsthetika
erklart wiirde (Nietgen et al., 1997). In der aktuelleren Literatur findet dieser Rezeptor allerdings
kaum mehr Erwdhnung.

Angesichts der zahlreichen beschriebenen LPA-Effekte gerade auch wahrend der
Embryonalentwicklung (iberraschen die ersten Ergebnisse aus Studien mit LPA-Rezeptor-
defizienten Mausen (Yang et al, 2002): Immerhin etwa die Halfte der LPA1[""]—Méuse war
liberlebensfahig, die neonatale Sterblichkeit sowie ein bis zu 30% reduziertes Korpergewicht
wurde auf ein gestortes Trinkverhalten zuriickgeflihrt. Neben kraniofazialen Dysmorphien und
selten frontalen Himatomen bei der Geburt fanden sich Veranderungen auf zellularem Niveau,

etwa eine deutlich hohere Adenylatzyklaseaktivitdat in Fibroblasten nach LPA-Stimulation bei
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gleichzeitigen Hinweisen auf kompensatorische Mechanismen. LPA ""-M3use entwickelten sich
sogar phanotypisch normal. Auf zellularer Ebene zeigte sich beispielsweise eine reduzierte PLC-
Aktivierung nach LPA-Stimulation an Fibroblasten. Folglich scheint ein einzelner LPA-Rezeptor-
defekt zumindest teilweise kompensierbar zu sein. Tabelle 4 stellt die drei vorwiegend unter-

suchten LPA-Rezeptoren gegeniiber; auf die angefiihrten G-Proteine wird spater eingegangen.

Tab. 4: LPA-Rezeptoren, nachgeschaltete G-Proteine (Siess, 2002),
Phénotyp Rezeptor-defizienter Mduse (Yang et al., 2002):

Neue Nomenklatur: LPA, LPA, LPAL
Edg-Nomenklatur: Edg-2 Edg-4 Edg-7
Sonstige Bezeichnungen: Vzg-1

G-Proteine: G;, G12/13, Gq? G;, Gq' G12/13 G;, Gq
Phanotyp bei 50% neonatale Letalitdt, Keine auffallenden -
»Knock-out«-Mdausen: Verhaltensdnderungen Veranderungen

beim gestillt werden,
leichter; selten: frontale
Hiamatome neonatal

Verhaltnis von Struktur zu biologischer Wirksamkeit

Streng betrachtet stellt »die Lysophosphatidsdure« eigentlich eine ganze Gruppe von
Glyzerophospholipiden dar, denn je nach Azylrest ergibt sich ein geringfligig anderes Molekiil.
Dies ist in diesem Kontext deshalb von Bedeutung, weil bei identischem Wirkmechanismus
gewisse quantitative Unterschiede in der Wirksamkeit der einzelnen Subspezies auftreten: Sind

langkettige Fettsdureseitenketten (C, bis C,) am Phosphoglyzerin-Riickgrat verestert,

16
beobachtet man maximale Aktivierung der Effektorstrukturen (Moolenaar, 1995).

Die h&ufigste durch Thrombozyten freigesetzte Subspezies stellt Palmitoyl-LPA dar (siehe
Abbildung 2, nichste Seite), gefolgt von Stearoyl- und Arachidonoyl-LPA (Gerrard und Robinson,
1989). Als haufigster Vertreter im Serum findet sich wiederum Palmitoyl-LPA, gefolgt von
Oleoyl-LPA (ebenfalls Abbildung 2). Bereits vor zwei Dekaden wurden systematische
Untersuchungen liber die aggregationsinduzierende Aktivitdit von LPA und LPA-dhnlichen
Lipiden durchgefiihrt, mit teilweise deutlich voneinander abweichenden Werten der EC,
(Tokumura et al., 1981).

Der Begriff der LPA-dhnlichen Lipide wurde in anderem Kontext von G. Tigyi et al. (1992)

aufgegriffen, der neben der eigentlichen Lysophosphatidsdure verschiedenste, chemisch mehr
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oder minder verwandte Lipide an Serumalbumin gebunden fand. Dies fiihrte zu der Hypothese,
LPA kdénnte zu einer neuen Familie von Phospholipidmediatoren mit zum Teil {iberlappenden
biologischen Aktivitatsmustern gehdren. Als solche wurden beispielsweise Sphingosinderivate
wie Sphingosin-1-Phosphat (S-1-P), von manchen Autoren sogar PAF-3hnliche, veretherte
Verbindungen mit einem kurzen Azylrest an der sn-2-Position benannt. Weitere Studien zeigten
allerdings, daB spezifische Reaktionen dieser Agonisten wohl eher lber distinkte Rezeptoren
vermittelt werden. Ausfiihrliche Untersuchungen wurden hierzu von K. Jalink et al. (1995) an
menschlichen A431-Karzinomzellen durchgefiihrt. Thrombozytenbezogen wird auf diese

Diskussion spater noch eingegangen werden.

LPA-Rezeptorantagonisten: NPTyrPA und NPSerPA

HO— F'D\>\/\n/\/\/\/\/\/\/\/

Palmitoyl-LPA

H0= P°\>\/W\/\/§_(\/\/\/\

Oleoy!-LPA
0
0 ) OH
|
HO—P—0 Y\/\/\/\/\/\/\/
NPTyrPA OH 0

Abb. 2: Strukturformeln der Lysophosphatidséure und ihres Antagonisten NPTyrPA

Dargestellt sind Palmitoyl-LPA als die hdufigste LPA-Variante im Plasma, Oleoyl-LPA (bei
Verwendung des radioaktiven Tracers [’H]-LPA waren die bezeichneten, der Fettsdure-
doppelbindung benachbarten Wasserstoffatome 9 und 10 tritiiert), sowie der LPA-Anta-
gonist NPTyrPA. Alle drei Molekiile wurden in den vorliegenden Versuchen eingesetzt.
Deutlich sind in der Gegendiiberstellung strukturelle Homologien zu erkennen; iiber die
biologische Potenz des Molekiils entscheidet u.a. die substituierte Fettsdureseitenkette.
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Die Gruppe um A. Tokomura synthetisierte im Zuge der erwdhnten systematischen
Untersuchungen quasi Extremvarianten der LPA-Struktur, die selektiv die LPA-induzierte
Thrombozytenaggregation verhinderten. Dabei handelte es sich um N-Palmitoyl-L-Tyrosin-
Phosphorsdure (NPTyrPA, siehe Abbildung 2) und um N-Palmitoyl-L-Serin-Phosphorséaure
(NPSerPA). Im folgenden wurde von R. Bittman die Synthese simplifiziert und von G. Tigyi der
Hemmechanismus ndher charakterisiert: Die beiden Stoffe stellen kompetitive Antagonisten am
LPA-Rezeptor dar; sie kamen auch in der vorliegenden Arbeit zur Anwendung (Sugiura et al.,

1994: Bittmann et al., 1996; Liliom et al., 1996).

5. Thrombozytare Signaltransduktion und Desensibilisierung von G-Proteinen

Regulation der Thrombozytenfunktion iiber distinkte Signalwege

Die durch eine Aktivierung im Thrombozyten ausgeldsten physiologischen Reaktionen kdénnen in
vitro einzeln als Adhasion, Gestaltwandel, Aggregation und Sekretion studiert werden, wahrend
sie in vivo im Rahmen der Hamostase eng miteinander verkniipft sind. Der Gestaltwandel
vollzieht sich in zwei Phasen: Zunichst nehmen die diskoiden (ruhenden) Plittchen eine
spharische Gestalt an; nach einer Latenzzeit von 1-3 sek. vergroBert sich auf Kosten des offenen
kanalikuldren Systems (SCS) die (Kontakt-)Oberflache, v.a. durch die Ausbildung von zunéchst
kurzen, dann langeren Pseudopodien (Vollbild des sog. Echinospharozyten; Hantgan et al., 1984).
Je nach Art und Konzentration des Agonisten setzt sich diese Aktivierungsreaktion tiber mehrere
Riickkopplungsprozesse, v.a. via Zyklooxygenase (COX) und die Bildung von Thromboxan A,
(TXA,), in die Vorgénge von Aggregation und Sekretion fort (Siess, 1989).

In der vorliegenden Arbeit interessierten nur physiologische und spezifische, lber exogene
Agonisten induzierte Aktivierungsvorgdnge, wie sie durch die Exzitation thrombozytérer
Oberflichenrezeptoren und nachgeschaltete Ubermittlung des Signals durch GTP-bindende
Proteine (G-Proteine) hervorgerufen werden. Uber verschiedene Second-Messenger-Systeme und
deren mannigfache Wechselwirkungen, die derzeit Gegenstand intensiver Forschungs-
bemihungen sind, bewirkt solch eine Rezeptoraktivierung letztlich eine oder mehrere der
genannten funktionellen Plattchenantworten. Die gemeinsame, zu einem Gestaltwandel
fihrende Endstrecke, stellt die Phosphorylierung der leichten Myosinketten dar, was zur

Initiation des kontraktilen Apparates fiihrt (Daniel et al., 1984). Zentrale, bislang als gesichert
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geltende Punkte der Signalkaskaden fiir die beiden in der vorliegenden Arbeit bedeutsamsten

Agonisten mox-LDL und LPA sind im folgenden kurz zusammengefaBt.

Mox-LDL-vermittelte Signaltransduktion

Auf bereits zahlreiche (Partikel-)Bindungsstudien mit Thrombozyten und unterschiedlich
oxidierten LDL-Spezies soll hier nicht eingegangen werden. Als die mox-LDL-Wirkung
vermittelnder Rezeptor konnte jlingst das Glykoprotein llb-Illa ausgeschlossen werden, u.a. da
die Thrombozyten thrombasthenischer, d.h. Gp Ilb-llla-defizienter Spender, auf mox-LDL
identisch reagierten wie die Kontrollplattchen Gesunder (Maschberger et al., 2000). Dies ist um
so bemerkenswerter, als in der Literatur oftmals gerade dieses Integrin als wichtige LDL-
bindende Struktur auf Thrombozyten beziffert wird. Auch die Beteiligung bestimmter
Lipidrezeptoren, beispielsweise des Plattchen-aktivierenden Faktors (PAF), konnte widerlegt
werden (Weidtmann et al., 1995); hierauf wird im Ergebnisteil noch weiter eingegangen werden.
Im Gegensatz zur mox-LDL-induzierten Aggregation spielt fiir die Auslosung des Gestaltwandels
die thrombozytdre Phospholipase A, (PLA,), die Zyklooxygenase (COX) sowie der EP/TXA, -
Rezeptor keine Rolle (Baumann-Siemons, 2000). Ebenso findet sich keine signifikante
Verminderung des Formwandels durch Hemmung der Proteinkinase C (Hemmstoff: Ro-31-8220).
Hingegen hatten Erniedrigungen des intrazelluldren Kalziumspiegels mit BAPTA-AM bzw.
BAPTA-AM/EGTA eine gewisse Verzégerung der Plattchenantwort zur Folge; allerdings scheint
ein Anstieg zytosolischen Ca*" fiir den Formwandel nicht essentiell zu sein (Maschberger et al.,

2000).

Bedeutung thrombozytarer Protein-Tyrosinkinasen

Den Stellenwert von Proteinkinasen fiir eine differenzierte Regulation der Funktion von
(Sduger-) Zellen kann man daran einschitzen, daB > 1% samtlicher Gene eines Organismus fiir
sie kodieren. Sie bilden zusammen mit einer Reihe weiterer Konstituenten, wie den kleinen GTP-
bindenden Proteinen, ein komplexes Netzwerk gezielt angreifender Phosphorylierungskaskaden,
die meist in einen bestimmten Endpunkt, eine spezifische physiologische Reaktion der Zelle
minden. Sie bilden damit eine unverzichtbare Erganzung zu den »groBen« Second-messenger-
Systemen, wie z.B. den Spiegeln von cAMP oder Ca”. Man unterscheidet zwischen Serin-
Threonin-Kinasen und Tyrosinkinasen, die jeweils Reste der namensgebenden Aminosauren ihrer

Proteinsubstrate phosphorylieren.
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Die Hemmung thrombozytdrer Protein-Tyrosinkinasen via Genistein unterbindet die Induktion
des Formwandel durch Agonisten wie den partiellen Thrombinrezeptor-Agonisten YFLLRNP und
eben auch mox-LDL (Negrescu et al., 1995). Uberraschenderweise scheint aber auch die
Tyrosinphosphorylierung von P62, P68, P130 und Syk keine Voraussetzung fiir den Formwandel
zu sein; vielmehr scheint die Aktivierung von Src-Kinasen und die nachfolgende Stimulierung

von Syk einen Weg zur Aktivierung des Glykoprotein Ilb-llla darzustellen (Bauer et al., 2001).

LPA-vermittelte Signaltransduktion

Relativ reichhaltig sind die Ergebnisse zu LPA-induzierten Signalkaskaden in Fibroblasten, die

mafgeblich von der Gruppe um W. H. Moolenaar erarbeitet wurden. Demnach stimuliert LPA

mindestens liber die G-Proteine G, G, und G,,,;:

1. Uber G, wird dabei die Adenylatzyklase gehemmt; dieser Weg |48t sich am Fibroblasten durch
Pertussistoxin (PTX) unterbinden (Moolenaar et al., 1997). Parallel findet sich die Aktivierung
von MAP-Kinasen bzw. eine Genaktivierung via G, Tyrosinkinasen und Ras.

2. Eine Phosphoinositid-Hydrolyse (IP,/DG-Produktion) mit nachfolgender Kalziummobilisation
und Stimulation der PKC wird PTX-insensitiv tber G, vermittelt.

3. Uber G_ .. findet die Aktivierung der GTPase Rho und damit der Rho-Kinase statt, was zur

1213
Phosphorylierung einer der Myosin-Leichtketten (MLC), zur Reorganisation des
Aktinzytoskeletts, und damit zu morphologischen Verdnderungen der Zelle flihrt
(Formwandel, Migration).

Nach Erstellen der vorliegenden Arbeit wurde die LPA-vermittelte Signaltransduktion auch in

Thrombozyten untersucht. Insbesondere bestatigte sich die Rho-vermittelte MLC-Phosphory-

lierung und der dadurch vermittelte Gestaltwandel (Retzer und Essler, 2000).

In Abbildung 3 ist ein Schema der zentralen Elemente der LPA-induzierten Signalkaskade

angefihrt.
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Abb. 3: Zentrale Elemente der LPA-induzierten Signalkaskade

Das Schema zeigt eine mdgliche Verkniipfung von Signalelementen nach Aktivierung von
LPA-Rezeptoren. Auf der linken Seite (dunkel unterlegt) sind die nach heutigen
Erkenntnissen auch in Thrombozyten vorhandenen Strukturen dargestellt. Die lbrigen
Elemente stellen schliissige, aber noch unbewiesene Ergdnzungen auch aus anderen
Zellsystemen dar. Im unteren Teil des Schemas sind die postulierten Effekte angefiihrt.

Desensibilisierung

Die zeitabhdngige, reversible Adaptation an hohe Konzentrationen eines signalisierenden
Liganden ermdglicht es einer Effektorzelle, ihre Empfindlichkeit auf das Ausmal3 des Reizes
einzustellen und dadurch Ulber einen groBen Bereich auf prozentuale Veranderungen der

Reizintensitat (Agonisten-/Ligandenkonzentration) zu reagieren. Allgemeines Prinzip fiir diesen
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Desensibilisierung benannten Vorgang ist eine negative Riickkopplung, die mit einer gewissen

zeitlichen Verzdgerung einsetzt. Zwei wesentliche Formen lassen sich unterscheiden:

1. Rasche Phosphorylierung aktivierter Rezeptoren mit dadurch bedingter Inaktivierung
derselben und Inaktivierung von G-Proteinen, meist gefolgt von der Internalisierung des
Rezeptorkomplexes.

2. Veranderung der Ausprdagung der den G-Proteinen nachgeschalteten Signaltransduktoren.

In der vorliegenden Arbeit wurde die rasche, d.h. innerhalb weniger Minuten vonstatten gehen-
de, und spezifische (in der Literatur auch oft als homolog bezeichnete) Desensibilisierung als
Hilfsmittel benutzt, die Identitat einzelner Agonisten aufzuzeigen, insbesondere der Thrombo-
zyten-aktivierenden Substanz in milde oxidierten Lipoproteinen.

Als an derartigen Adaptionsmechanismen beteiligte funktionelle Gruppe von Proteinen sind die
G-Protein-gekoppelten Rezeptorkinasen (GRK) gut untersucht, zuerst am Beispiel des B,-
adrenergen Rezeptors, der die Adenylzyklase via G, stimuliert. Hier wird der aktivierte Rezeptor
zum Substrat einer B-adrenergen Kinase (= GRK), die dessen zytoplasmatisch-karboxyterminales
Ende an mehreren Serin- und Threoninresten phosphoryliert. Dieses phosphorylierte Ende bindet
ein Hemmprotein, das B-Arrestin, was den Rezeptor daran hindert, G, zu aktivieren (Haunsdorff
et al., 1990). Dieses Hemmprinzip wurde inzwischen bei einer Reihe von G-Protein-gekoppelten
Signalwegen nachgewiesen (Lefkowitz, 1993). Hiufig folgt darauf die ebenfalls rasch vonstatten
gehende Internalisierung des Rezeptorkomplexes, der dann entweder in Lysosomen degradiert
wird oder zuriick an die Plasmamembran transportiert wird (Gray und Roth, 2002). Letzteres
»Recycling« flihrt zur Resensibilisierung der Zelle gegeniiber dem betreffenden Agonisten. Die
diesen Vorgdngen zugrundeliegenden Mechanismen sind erst ansatzweise aufgeklart. In neueren
Arbeiten wurden erste Proteine identifiziert, die an Steuerung und Sortierung internalisierter
Rezeptorkomplexe beteiligt sind: Demnach flihren etwa GASP und SNX-1 praferentiell zur
Degradierung (Einfiihrung in Gray und Roth, 2002).

Ein weiteres, allerdings weniger diskutiertes Prinzip der spezifischen Desensibilisierung wird von
der Proteinfamilie der Regulatoren der G-Protein-vermittelten Signaltransduktion (RGS-
Proteine) reprasentiert. Sie entfalten ihre Wirksamkeit primar, indem sie die Hydrolyse des an
aktivierte Gy-Untereinheiten gebundenen GTP stimulieren und damit die Rickfiihrung des G-
Protein-assoziierten Komplexes in den inaktiven Zustand beschleunigen (Dohlman und Thorner,

1997).
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Die Desensibilisierung von Thrombozyten gegeniiber dem starken Agonisten o-Thrombin und
verschiedenen partiellen Agonisten (PAF, Vasopressin, Endoperoxide) wurde von Crouch und
Lapetina (1989) untersucht. Sie bezogen allerdings nachgeschaltete Desensibilisierungs-
mechanismen {iber die Proteinkinase C (PKC) in ihre Untersuchungen mit ein.

Neuere Daten sind zu ADP verfligbar: ADP stimuliert Plattchen iiber zwei Rezeptoren, namlich
den G, -gekoppelten P2Y -Rezeptor, was u.a. zum thrombozytaren Formwandel fiihrt und den G-
gekoppelten P2Y12-Rezeptor, der durch Clopidogrel geghemmt werden kann. Interessanterweise
findet sich eine Desensibilisierung nur des P2Y -Rezeptors, dessen Internalisierung nach ADP-
Gabe inzwischen nachgewiesen werden konnte (Baurand et al., 2000), wahrend der P2Y12/G -
Signalweg mit konsekutiver Hemmung der Adenylatzyklase nicht desensibilisierbar ist.
Hochinteressant im Kontext der vorliegenden Arbeit sind friihe Ergebnisse von Schumacher et al.
(1979), in denen gezeigt wurde, daB LPA den wirksamen Bestandteil gealterten Serums darstellt
- genauer gesagt der damals so bezeichneten »Depressor-aktiven Substanz« (DAS). Diese
Bezeichnung ergab sich, da die Aktivitat gealterten Serums im Tierversuch festgestellt wurde,
wo sich nach seiner Injektion bei Katzen ein ausgepragter Blutdruckabfall aufgrund pulmonaler
Embolisation fand, welche wiederum auf eine initiale Thrombozytenaggregation zuriickgefihrt
werden konnte. Dieselbe Arbeitsgruppe konnte zwischen DAS wund LPA spezifische
Tachyphylaxieerscheinungen nachweisen, gerade auch an menschlichen Thrombozyten. Es wurde
des weiteren beschrieben, dal3 nur die Plattchen von Mensch und Katze durch DAS oder LPA zur
Aggregation gebracht werden kdnnen, nicht jedoch die von Schwein, Hund, Kaninchen,

Meerschweinchen oder Ratte.
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Substratumsatz
(Signalmolekil)

Abb. 4:Schema der Rezeptorinaktivierung durch G-Protein gekoppelte Rezeptorkinasen (GRK)

Nach ligandeninduzierter Aktivierung eines Rezeptors und des zugehérigen G-Proteins (a)
dissoziiert die Ga.-Untereinheit vom Rezeptorkomplex ab, um einen benachbarten Effektor
zu aktivieren; dieser bildet weitere Signalmolkiile. In seiner aktiven Konformation kann der
Rezeptor nun von GRK phosphoryliert werden (b). Als Folge davon kann sich ein weiteres
Protein (Arrestin) an den Komplex anlagern, wodurch der Eintritt in einen neuen
Aktivierungszyklus verhindert wird, vermutlich indem tiber sterische Mechanismen die
Reassoziation mit der Ga.-Untereinheit verhindert wird (c). Der G-Protein-gekoppelte
Rezeptor ist solange desensibilisiert (Schema in Anlehnung an Lefkowitz, 1993).

Ein RGS-Protein wiirde durch Stimulation der Hydrolyse des an die Go.-assoziierten GTP zu
GDP den Schritt von (b) nach (c) beschleunigen (Dohlman und Thorner, 1997).
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6. Die HDL-assoziierten Enzyme Paraoxonase und PAF-Azetylhydrolase

Mehreren HDL-assoziierten Enzymen, die Reaktionen an Phospholipiden katalysieren, wird die
Fahigkeit zugeschrieben, den ProzeB der Lipidoxidation zu beeinflussen (Mackness und Durring-
ton, 1995). Die zahlreichen Untersuchungen zu diesem Themenkomplex in der Literatur
benennen insbesondere eine LDL- und HDL-assoziierte Azetylhydrolase (PAF-Azetylhydrolase,
kurz PAF-AH; Watson et al., 2/1995) sowie die vorwiegend HDL-assoziierte Paraoxonase (kurz
PON; Watson et al., 12/1995). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Hemmversuche dieser

beiden Enzyme durchgefiihrt.

Das HDL-assoziierte Enzym Paraoxonase

Der Name Paraoxonase erklart sich historisch, da das aus Sdugerserum isolierte Enzym zuerst
anhand der Hydrolyse des kiinstlichen Orthophosphatesters Paraoxon (Diethyl-p-Nitrophenyl-
Phosphat, DENP, E 600) klassifiziert wurde. In den folgenden Jahren charakterisierte die Gruppe
um E. G. Erdés diese A-Esterase (»A« flir Aryl- bzw. aromatisch) naher, ohne weitergehende
Erkenntnisse (ber deren physiologische Bedeutung zu gewinnen (Erdds et al., 1959). lhre
Ergebnisse lber zuverldssige Inaktivierungsmethoden, erganzt durch neuere Untersuchungen,
bildeten die Basis flir die in der vorliegenden Arbeit verwendete Inaktivierung durch
Kalziumentzug. Gil et al. (1995) zeigten das Maximum der Enzymaktivitit bei ca. 4mM Ca* und
nur minimale Aktivitdt bei Ca*-Konzentrationen von weniger als TmM. Dariiber hinaus wiesen
sie nach ldngerfristigen Inkubationen mit EDTA (bis 21 Stunden) dauerhafte EinbuBen der
Enzymaktivitat nach. Eine Bedeutung anderer Kationen schlossen sie aus.

Wie man heute weiB, ist die Paraoxonase (Aryldialkylphosphatase, EC 3.1.8.1) weitestgehend
HDL-assoziiert (Mackness et al., 1993). Untersuchungen zum Genpolymorphismus korrelierten
das PON-B-Allel mit einem erhohten Arterioskleroserisiko unter Diabetikern und
Nichtdiabetikern. PON-Null-Knockoutmause zeigen u.a. ein signifikant gesteigertes aortales
Plaquewachstum unter fettreicher Diat (Shih et al., 1998). Bei Patienten nach durchgemachtem
Myokardinfarkt fand sich im Mittel eine geringere Enzymaktivitdt als in der Kontrollgruppe
(Ubersicht: Mackness und Durrington, 1995). Experimentell gestiitzte Uberlequngen verkniipften
dies mit einem PON-katalysierten Abbau von oxidierten Phosphatidylcholinen, insbesondere

solchen mit einer kurzen Azylgruppe an der sn-2-Position (Watson et al., 1995).
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Das Lipoprotein-assoziierte Enzym PAF-Azetylhydrolase

Die PAF-Azetylhydrolase findet sich ausschlieBlich in der Lipoproteinfraktion und ist dort zu
etwa zwei Drittel mit LDL und zu einem Drittel mit HDL assoziiert (Mackness und Durrington,
1995). Sie stellt eine sezernierte, Ca”-unabhingige Phospholipase A, dar, spezifisch fiir
Phospholipide mit einer kurzen Azetylgruppe an der sn-2 Position, wie sie eben auch der
Plattchen-aktivierende Faktor (1-0-Alkyl-2-Azetyl-sn-Glyzero-3-Phosphocholin, PAF) aufweist.
Bereits diese Fahigkeit, PAF zu degradieren und damit unwirksam zu machen, weist auf die
bedeutsame antiinflammatorische Potenz dieses Enzyms hin. Entsprechend vermindert
rekombinante PAF-AH signifikant die GefiBleckage bei Pleuritis bzw. peripheren Odemen im
Tierversuch (Tjoelker et al., 1995).

Von verschiedenen Gruppen wird die Bildung PAF-dhnlicher Lipide wahrend der Lipo-
proteinoxidation postuliert (Stremler et al., 1989; Heery et al., 1995), weswegen der PAF-AH
eine zentrale Rolle zur Prdavention der verstarkten Wirksamwerdung solch bioaktiver
Verbindungen im Arterioskleroseproze3 zugeschrieben wird. Die Gruppe um U. P. Steinbrecher
hingegen fand durch PAF-AH-Inhibition wahrend der Oxidation zwar eine verminderte Hydrolyse
von Phospholipiden, aber keine Beeinflussung der mutmaBlich arterioskleroserelevanten
Parameter (Steinbrecher und Pritchard, 1989). Andere Gruppen vermuteten im Gegensatz dazu
atherogene Eigenschaften der PAF-AH, da durch ihr Wirken Lysophosphatidylcholin (LPC)
produziert werde; diese Hypothese findet Unterstiitzung in einer neueren klinischen Studie, der
zufolge erhohte PAF-AH-Spiegel einen starken, unabhdngigen Risikofaktor fiir die Entwicklung

einer koronaren Herzerkrankung darstellt (Packard et al., 2000).
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lll. Fragestellung und Zielsetzung

Den Interaktionen nativer und oxidierter Lipoproteinspezies mit Thrombozyten wird eine
gewichtige Rolle im Arterioskleroseproze3 zugesprochen, und dies liber die gesamte Spanne von
den ersten Schritten, wo die Plattchen an ein vorgeschadigtes Endothel adhadrieren und mit ihm
wechselwirken, bis zu den klinisch bedeutsamen Stadien des thrombotischen bzw. thrombo-
embolischen GefaBverschlusses. Dennoch sind die zugrundeliegenden Mechanismen weitgehend

unklar, die Literatur teilweise widersprichlich.

Die wichtigsten in der vorliegenden Arbeit angegangenen fragen waren:

1. Unterscheiden sich HDL, die Subgruppen HDL, bzw. HDL, und LDL in ihrer Wirkung auf Throm-
bozyten, sind sie in analoger Weise zu oxidieren und welche biologische Wirksamkeit haben
diese modifizierten Formen?

2. Welcher Natur ist der Hemmechanismus nativer Lipoproteine?

3. Ist die Thrombozyten-aktivierende Substanz in mox-LDL und mox-HDL identisch?

4. Welches ist die Thrombozyten-aktivierende Substanz in milde oxidierten Lipoproteinen?
Welche Strategie ist am effizientesten zur Kldarung dieser Fragestellung?

5. Welche Mengen an Lysophosphatidsaure (LPA) sind in LDL und HDL enthalten, welche biolo-
gische Aktivitat hat diese und reichen jene zur Erklarung der Thrombozyten-aktivierenden
Wirkung milde oxidierter Lipoproteine aus? Welche Wege sind denkbar zur Kldrung dieser
Fragestellung?

6. Sind spezifische LPA-Rezeptorantagonisten an humanen Thrombozyten erfolgreich einsetzbar?

7. Enthalt LDL noch weitere Thrombozyten-aktivierende Lipide?

8. Gibt es Wirkunterschiede zwischen reiner LPA und der Lipoprotein-assoziierten LPA? Sind die
Signalwege und die Plattchenantworten identisch?

9. Sind die Ergebnisse auf andere Arten der Lipoproteinmodifikation lbertragbar?

Entsprechend war das Hauptziel der vorliegenden Arbeit die ldentifikation der Thrombozyten-

aktivierenden Substanz in milde oxidierten Lipoproteinen.
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B. Materialien und Methoden

l. Materialien

Acrylamid

ADP: Adenosin-5-diphosphat
Adrenalin-Bitartrat
1-Amino-2-hydroxy-naphthalin-4-sulfonsdure
Ammoniumhexamolybdat
Anti-Maus-Antikérper
Anti-PY-Antikérper 4G10
Anti-PY-Antikérper PY20

Apo A-l (lyophilisiert)

Apyrase (ADPase)

Argon (Gas)

Aspirin: Azetylsalizylsaure

Azeton

BHT: Butyliertes Hydroxytoluen
Blutabnahmematerialien

BSA: Rinderserumalbumin
BSA-delipidisiert

1-Butanol

CaCl,

Chloramphenicol

Chloroform: CHCI,

Cholesterin liquicolor rapid (Enzymatischer Farbtest)
D-(+)-Glukose

Dialyseschlauch, MWCO 12-14000

2', 7'-Dichlorofluorescein-Sprayreagenz
DMSO: Dimethylsulfoxid

DTT: Dithiotreitol

e-Aminocaprosaure

EDTA: Ethylendiamintetraessigsdure
EGTA: Ethylenglykoltetraessigsaure
Eisessig: CH,COOH (absolut)

Ethanol: C,H.OH

Fat-Rot 7B (Elektrophorese-Farbeset)
Folin Ciocalteu's Phenol Reagenz
Glutaraldehyd (25% in Wasser, steril, unter Argon)
Hepes: 4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazin-ethansulfonsiure
4-Hydroxynonenal

lloprost

Isopropanol

Jod (doppelt sublimiert)

KBr

KCI

KH,PO,

Kupfersulfat: CuSO,

Amresco, Solon, Ohio, USA

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Amersham, Braunschweig

Upstate Biotechnology, Lake placid, NY, USA
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA
P. G. Lerch, Zentrallaboratorium, Bern
Sigma, Deisenhofen

Linde, Hollriegelskreuth

Fluka [ Sigma Aldrich, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen
Standardmaterialien des Innenstadtklinikums
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Baker, Griesheim

Rolf Greiner BioChemica

Sigma, Deisenhofen

SchultheiB, Miinchen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Baker, Griesheim; Merck, Darmstadt
Ciba Corning

Sigma, Deisenhofen

Serva [ Boehringer Ingelheim, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Schering AG

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen
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L-a-Phosphatidsdure: 1, 2-Diacyl-sn-glycero-3-phosphat
LPC: Lysophosphatidylcholin
Malachitgriin-Assay

Malondialdehyd: Tetramethoxypropan
Methanol

MgCl,

MgSO,

Na,CO,

Na,HPO,

NaCl

NaH,PO,

NaHCO,

NaN,: Natriumazid

Natrium-Cocodylat

Natriumdisulfit: Na,S,0,
Natriumhydroxidplatzchen

Natriumsulfit: Na,SO,

Natriumtartrat

NPSerPA: N-Palmitoyl-Serin-Phosphorsaure
NPTyrPA: N-Palmitoyl-Tyrosin-Phosphorsaure
Oleoyl-LPA: 1-Oleoyl-sn-glycero-3-phosphat
Oleoyl-LPA: 1-[Oleoyl-9, 10-"H]-sn-glycero-3-phosphat
Oxalsdure-Dihydrat

PA: Phosphatidsaure

PAF: Plattchen-aktivierender Faktor
Palmitoyl-LPA: 1-Palmitoyl-sn-glycero-3-phosphat
Paraoxon: Phosphorsaure-diethyl-4-nitrophenylester
PC: Phosphatidylcholin

Perchlorsdure: HCIO, (60%)

PMSF: Phenylmethylsulfonylfluorid

Primulin

Salzsgure: HCl (37%, rauchend)
Schwefelsaure: H,S0, (97%)

SDS: Natriumdodezylsulfat

SIN-1: 3-morpholino-sydnonimin-hydrochlorid
Sphingosin-1-Phophat

Stickstoff (Gas)

Suramin (Germanin®)

Temed

Thimerosal

Thrombin

Thromboplus-Z&hllgsung

Trichloressigsaure

Tris-HCI

Tween

Western-Blot-Blockldsung
Western-Blot-Fluoreszenzldsung
Western-Blot-Membranen: Hybond-C super
YFLLRNP

Zitronensaure

30

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY, USA
Sigma, Deisenhofen

Baker, Griesheim; Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

A. J. Reininger, Inst. f. Anatomie, TU-Miinchen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

R. Bittman, Queens College, New York
R. Bittman, Queens College, New York
Sigma, Deisenhofen

NEN, Boston, MA, USA

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Bachem, Heidelberg

Alexis GmbH, Griinberg

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Cassella AG, Frankfurt a. M.

Biomol, Plymouth Meeting, PA, USA
Linde, Hollriegelskreuth

Bayer AG, Leverkusen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sarstedt, Niirnbrecht

Sigma, Deisenhofen

Biomol, Hamburg

Bio-Rad, Hercules, CA, USA
Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Pierce, Rochford, IL, USA
Amersham, Braunschweig

Bachem, Heidelberg

Merck, Darmstadt



ll. Praparation und Modifikation der Lipoproteine

1. Praparation nativer Lipoproteine

Von gesunden 20- bis 35-jahrigen freiwilligen Spendern, die eine Medikamenteneinnahme
wahrend der letzten beiden Wochen sowie eine Nahrungsaufnahme innerhalb der letzten 12
Stunden verneinten, wurden jw. 75 ml vendses Blut entnommen, mit 4%-iger EDTA-L&sung
antikoaguliert und sofort mit einer Reihe von Zentrifugationsschritten bei jw. 10°C
weiterverarbeitet: bei 1850 g fiir 15 min.; das gewonnene Plasma ebenfalls bei 1850 g fiir
5 min.; der neuerliche Uberstand bei 13000 rpm fiir 10 min. in einer Beckman L5-50 bzw. -55
Ultrazentrifuge mit SW 40 Ausschwing-Rotor. Dieses Verfahren (nach Schulz et al., 1995)
gewahrleistete eine schonende sukzessive Abtrennung des Plasmas von allen zelluldren
Bestandteilen unter Vermeidung einer Freisetzung derer aktiver Substanzen, welche in unseren
Bioassays hdtten interferieren kénnen. Von einem kleinen Aliquot des Plasmas wurden Gesamt-,
LDL- und HDL-Cholesterin sowie Triglyzeride bestimmt, der Rest mit KBr auf eine Dichte von
1,41 g/ml eingestellt und in mit Azeton und destilliertem Wasser gereinigte Polyallomer-
Ultrazentrifugen-Réhrchen (Beckmann, 14ml) gegeben, typischerweise 4,5 ml Plasma pro
Rohrchen. Sodann wurde mit einem dreistufigen Dichtegradienten (1,080 g/ml: 3,5ml,
1,050 g/ml: 3ml und 1,000 g/ml: 3ml) iberschichtet, von denen jeder EDTA (0,24mM) als

Oxidationsschutz enthielt. LDL, HDL, und HDL, wurden Guber eine 22-stiindige

2
Ultrazentrifugation in o.a. Ausschwing-Rotor abgetrennt (siehe Abbildung 5, nachste Seite) und
dann bei 4°C in Dunkelheit dreimal 6-8 Stunden gegen jw. 51 Stickstoff-gesattigten Puffer
(pH 7,4) dialysiert, der NaCl (150 mM), EDTA (0,24 mM) und Chloramphenicol (0,15 mM)
enthielt. Die so gewonnenen nativen Lipoproteine wurden bis zum Versuch fiir maximal eine

Woche nach Blutabnahme bei 4°C in Dunkelheit und Stickstoff-lberschichtet gelagert.
Von einem kleinen Aliquot des Plasmas wurden Gesamt-, LDL- und HDL-Cholesterin sowie

Triglyzeride bestimmt (Enzymatischer Farbtest, Rolf Greiner, BioChemica; Ergebnisse: Tabelle 5,

nachste Seite).
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Der Proteingehalt der dialysierten Lipoproteine wurde nach M. A. K. Markwell et al. (1978), einer
leicht modifizierten Lowry-Prozedur, bestimmt und betrug typischerweise fiir LDL und fir HDL,
jw. 1,5 g/l sowie fiir HDL, 3,0 g/l. Die Eichkurve wurde jeweils mittels BSA bestimmt, zur

Qualitatskontrolle fand Serodos (Rolf Greiner, BioChemica) Verwendung.

Tab. 5: Serumlipide der Blutspenderinnen und Blutspender

[mg/di] Spenderinnen  Spender
(n=7) (n = 5)
Gesamtcholesterin: 180 + 28 206 £ 27
LDL-Cholesterin: 97 +£30 143 + 24
HDL-Cholesterin: 57 +13 46 £+ 3
Triglyzeride: 67 £20 87+3

Stichprobenhaft wurden die Lipidprofile der Blutspenderinnen und Blutspender erhoben.
Die Werte sind angegeben in MW + SA.

Dichtegradient 1
Dichtegradient 2

HDL,

. . HDL,
Dichtegradient 3

Restplasma

gefdilites Material

Abb. 5: Lipoproteinauftrennung (Kurzzeitpriparation)

Die Skizze zeigt ein ZentrifugenrGhrchen mit den separierten Lipoproteinen nach
22-stiindiger Ultrazentrifugation. Die Lipoproteinbanden konnten dann von der
Rdéhrchendffnung aus aspiriert werden.
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2. Modifikation der Lipoproteine

Milde oxidiertes LDL (mox-LDL) und mittels 3-Morpholino-Sydnonimin-Hydrochlorid leicht
oxidiertes LDL (SIN-1-LDL) wurden aus via Siulenpassagen (Econo-Pac 10DG, Bio-Rad) von
EDTA befreitem nativen LDL (20 g Protein/l) durch Inkubation mit CuSO, (640 puM) bzw. SIN-1
(10 mM) fiir 20-24 Stunden bei 37°C nach der Methode von Weidtmann et al. (1995)
hergestellt. Die Praparation von mox-HDL verlief vollig analog, nur da3 zum Konzentrieren des
EDTA-freien HDL Centricon-30-Konzentratoren (Amicon, Inc. USA) mit einer Membran
geringerer Porenweite verwendet wurden, welche nur flir Substanzen < 30 kDa durchldssig ist.
Minimal modifiziertes LDL (mm-LDL; Berliner et al., 1990) wurde durch spontane Autooxidation
nativen LDLs gewonnen: Entweder durch l4ngerfristige Lagerung (mehrere Wochen bis wenige
Monate) bei 4°C unter Anwesenheit von 0,24 mM EDTA (Verfahren 1), mittelfristige Lagerung
(eine bis wenige Wochen) ohne EDTA (Verfahren 2) oder durch 24-stiindige Inkubation am
Luftsauerstoff unter standigem vorsichtigen Schiitteln in einem Eppendorf-Thermomixer auf
niedrigster Stufe ohne EDTA bei 37°C (Verfahren 3). Im letzteren Falle wurden die ge6ffneten
Cups mit einer eingestochenen Folie bedeckt, um ein Eintrocknen zu verhindern.

Fiir die Herstellung starker oxidierten LDLs wurde EDTA-freies LDL in einer Konzentration von
0,8 g Protein/l mit CuSO, (20uM) fiir 24 Stunden bei 37°C inkubiert, wie von Y. Takahashi et al.
1996 beschrieben (ox.-LDL). Analog wurde das noch stérker oxidierte ox.-LDL préapariert, nur da3
die Inkubation bei einer LDL-Konzentration von 0,4 g Protein/l stattfand. Diese Lipoprotein-
|6sungen wurden anschlieBend in Centricon- bzw. Centriprep-Konzentratoren entsprechender

GroBe auf einsatzfahige Konzentrationen aufkonzentriert.

3. Physikochemische Eigenschaften der modifizierten Lipoproteine

Agarosegel-Elektrophorese

Die oxidationsbedingte Verdnderung des Proteinanteils der Lipoproteine wurde durch
Agarosegel-Elektrophorese (Ciba Corning, USA) entsprechend der Noble-Methode (1968)
ermittelt. Der dabei verwendete Farbstoff (Fat-Rot 7B) farbt die ungeséttigten Fettsduren der
Lipoprotein-assoziierten Lipide, wodurch indirekt die einzelnen, je nach Molekulargewicht und

Ladung unterschiedlich weit gewanderten Proteinbanden zur Darstellung kommen.

33



Diene und Triene
Diese Hydroperoxide mit zwei bzw. drei konjugierten Doppelbindungen absorbieren UV-Licht
(n

wozu das jeweilige Lipoprotein in PBS (50 mg Protein/l) in Quarzkiivetten pipettiert und in

= 234 nm, .. = 270 nm) und kdnnen somit direkt photometrisch quantifiziert werden,

Dien Trien

einem Uvicon 930-Spektralphotometer (Fa. Kontron, Neufahrn, Deutschland) vermessen wurde.
Nur bei SIN-1-LDL ergeben diese Messungen keinen Sinn, da SIN im Trienbereich selbst

absorbiert.

4. Enzymhemmungen

Hemmung der HDL-assoziierten Paraoxonase

Die verschiedenen Isoformen der Paraoxonase (PON) benétigen in unterschiedlichem AusmaB
Kalzium. Die Aktivitdit des plasmastandigen und HDL-assoziierten Typus geht bei einer
Kalziumkonzentration < TmM gegen Null. Zusatzlich wurde nach langerer Inkubation mit EDTA
(21 Stunden, Raumtemperatur) keine Reaktivierung der Paraoxonase durch die Zugabe freien
Kalziums festgestellt, was durch strukturelle Veridnderungen des Enzyms erklart wird (Gil et al.,
1994). Fiir orientierende Versuche wurde in Ca**-freiem PBS (KCI 2,7mM; KHPO, 1,5mM; NaCl
137mM; NaHPO, 8mM) aufgenommenes HDL, (1 g/l Proteinanteil) mit 3 mM EDTA unter
Stickstoff fiir 90 min. bei 37 °C im Eppendorf Thermomixer bei leichtem Schitteln inkubiert, das
EDTA nach dem fiir die Lipoproteinoxidation beschriebenen Verfahren {iber Econo-Pac-Saulen
mittels Ca**-freien PBS abgetrennt und das HDL, fiir nachfolgende Versuche an gewaschenen

Thrombozyten verwendet.

Hemmung der PAF-Azetylhydrolase

Zur Hemmung der PAF-Azetylhydrolase (PAF-AH) wurde HDL, (1 g/l Proteinanteil) mit 3 mM
PMSF (Stamml6sung in Ethanol) unter Stickstoff fiir 90 min. bei 37 °C im Eppendorf-
Thermomixer bei leichtem Schiitteln inkubiert. Die Abtrennung liber Econo-Pac-Saulen erfolgte
wie oben beschrieben.

Alternativ wurde HDL, (1,5 g/l) mit Paraoxon (= DENP, E 600; TmM; Stamm in DMSO), einem
Substrat der PON und Inhibitor der PAF-AH, durch eine einstiindige Inkubation bei 37°C

blockiert; anschlieBend erfolgte eine Passage liber Econo-Pac-Saulen wie beschrieben. Aufgrund
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der hohen Toxizitat von Paraoxon (u.a. Cholinesterase-Inhibitor, Katabolit von Parathion) fanden

diese Schritte unter entsprechenden VorsichtsmaBnahmen statt.

Gemeinsame Hemmung von Paraoxonase und PAF-Azetylhydrolase

Zur gemeinsamen Inaktivierung von PON und PAF-AH wurde in Ca*-freiem PBS aufge-
nommenes HDL, (1 g/l) zundchst zur Hemmung der PON wie beschrieben mit 3 mM EDTA unter
Stickstoff flir 90 min. bei 37 °C im Thermoblock bei leichtem Schiitteln inkubiert. Bei ausge-
schalteter PON wurde nun auch die PAF-AH mittels Paraoxon blockiert (60 min., 37 °C).
Alternativ wurde eine Hitzeinaktivierung beider Enzyme (mit geringer Priferenz der
Paraoxonase) durchgefiihrt, indem HDL, (Ausgangskonzentration aus der Lipoproteinpréparation)
unter Stickstoff fiir 10 min. (Simeon und Pavkovic, 1993) bzw. 40 min. (Gil et al., 1994) bei 56 °C

im Thermoblock inkubiert wurde.

lll. In-vitro-Studien an Thrombozyten

1. Thrombozytenpraparation

Zur Herstellung einer Suspension gewaschener Thrombozyten wurden gesunden 20- bis 35-
jahrigen freiwilligen Spendern, die eine Medikamenteneinnahme wahrend der letzten zwei
Wochen verneinten, 100-200 ml vendses Blut entnommen und mit 3,8%-iger Trinatriumzitrat-
Losung 1:10 antikoaguliert. Das Blut wurde bei 180 g und Raumtemperatur fiir 20 min.
zentrifugiert, um Erythrozyten und Leukozyten abzutrennen, das so gewonnene plattchenreiche
Plasma (PRP) abpipettiert und entweder fiir die Untersuchungen zum thrombozytiren
Gestaltwandel mit Azetylsalizylsdure (ASS, TmM) und Apyrase (ADPase-Aktivitat 0,6 U/I) fiir
15 min. bei 37°C inkubiert und sodann entweder (Verfahren 1) mit Zitronensaure (9 mM) und
EDTA (5 mM) versehen oder (Verfahren 2) fiir die Aggregationsversuche mit lloprost (100nM) fiir
10 min. bei 37°C inkubiert. ASS und Apyrase im ersten Verfahren verhinderten zuverldssig eine

spatere Zyklooxygenase-vermittelte Aggregation bzw. erhielten die Sensibilitdit der
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Thrombozyten gegeniiber ADP vollstandig (durch dessen raschen Abbau und Verhinderung der
Desensibilisierung der thrombozytiren ADP-Rezeptoren); das saure Milieu bzw. EDTA
verhinderte eine eventuelle Bindung von Fibrinogen an seinen Rezeptor und die damit
verbundene Mikroaggregat-Bildung. Das stabile Prostazyklin-Analogon lloprost im zweiten
Verfahren diente der Vermeidung einer Thrombozytenaktivierung wihrend der Praparation (Siess
und Lapetina, 1990).

Das PRP wurde sodann bei 800 g und Raumtemperatur 20 min. zentrifugiert und das
gewonnene Thrombozyten-Pellet im ersten Verfahren vorsichtig in einem auf 37°C
vorgewarmten leicht sauren Waschpuffer (pH 6,2) resuspendiert, der Hepes (20 mM), NaCl (138
mM), KCI (2,9 mM), MgCl, (1 mM), Glukose (5 mM) und Apyrase (0,6 U/I) enthielt. Nach einer
weiteren Zentrifugation fiir 20 min. bei 800 g wurde das Pellet erneut in einem Puffer
resuspendiert, der sich vom Waschpuffer nur durch den pH-Wert von 7,4 unterschied, die
Zellzahl auf 500 000/ul eingestellt (Thromboplus Tz-Speziallosung; Neubauer-Zahlkammer) und
die Suspension fiir mindestens 30 min. bei Raumtemperatur gelagert. Dadurch sollte
sichergestellt werden, daBB eventuelle Voraktivierungen und Desensibilisierungen abgeklungen
waren.

Im zweiten Verfahren wurde analog vorgegangen, allerdings enthielten die Puffer keine Apyrase;
zur Aggregationsmessung wurden wenn nicht anders angegeben kurz vor Versuchsbeginn
zusétzlich 2% plattchenarmes Plasma (PPP) zugefiigt, welches durch eine zweischrittige
Zentrifugation aus dem Restblut gewonnen wurde und als Fibrin- und Fibrinogenquelle diente.
In einzelnen Durchgdngen wurden die Thrombozyten zusatzlich mit 1 mM Kalzium oder einem

Gemisch von 1 mM Kalzium und 10 pM ADP vorstimuliert.

2. Thrombozytarer Gestaltwandel und Aggregation

Standardmessungen und Desensibilisierung

Die Aktivierung der Thrombozyten wurde in einem 2-Kanal-Aggregometer (Fresenius, Bad
Homburg, Deutschland) mit variabler Verstirkung gemessen, indem Proben von jw. 350-500 pl
der Thrombozytensuspension in Aggregometerkiivetten zundchst fiir 5 min. bei 37°C inkubiert
und dann fiir weitere 2 min. bei 37°C mit 1100 rpm geriihrt wurden. Sodann erfolgte die Zugabe
des jw. Agonisten (dabei: LPA-Stammlosung in Ethanol 1mM) und der thrombozytire

Gestaltwandel wurde iiber die Anderung der Lichttransmission gemessen und aufgezeichnet. Zu
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festgelegten Zeitpunkten wurden Aliquots fiir die Mikroskopie oder die Quantifizierung der
Tyrosinphosphorylierung via Western-Blot abgenommen. Als Vergleichswert wurde fiir jede
Thrombozytensuspension der maximal mogliche Gestaltwandel bestimmt. Dazu wurde eine
Probe mit EGTA (2 mM) fiir 20 min. bei 37 °C inkubiert, um etwaige interferierende
Mikroaggregationen zuverldssig zu verhindern (Dissoziation des Glykoprotein Ilb-llla-

Komplexes), und deutlich tiberschwellig mit 10 uM ADP stimuliert.

Um das AusmalB der Desensibilisierung zu bestimmen, wurde die jw. Probe dann fiir eine je nach
Fragestellung variable Zeitspanne (typischerweise 5-10 min.) beiseite gestellt und vor der

erneuten Stimulation fiir 1 min. geriihrt (siehe Abbildung 6).

Zugabe von ... Abnahme von ...

Wirmeblock (5 min.)
zusatzlich Rithrer {2 min.)

T SO + 1. Aliquot (1. Leerwert, - 10 sek.)
1. Agonist —

(LPA,2000M) L . + 2. Aliquot (Gw., 15/ 20 sek.)

Rihrer aus (4 min.)
Rihrer ein (1 min.)
————————————————————————— + 3. Aliquot (2. Leerwert, - 10 sek.)
2. Agonist, desensi-
bilisiert (z. B. mox-
LDL, 200 mg/l) e oo 4. Aliquot (desensib., 15 / 20 sek.)
evtl. Riihrer aus {4 min.)

Riihrer ein (1 min.)
Kontrollstimulus
(z.B.ADP, 100 nM)  fommmmmmm o + 5. Aliquot (Gw., Kontrollstimulus,
10 - 30 sek. je nach Stimulus)

Abb. 6: Zeitlicher Ablauf eines Desensibilisierungsversuches

Die Abbildung skizziert die Abfolge von Zugaben (linke Seite) und Abnahmen (rechte Seite)
wdhrend eines typischen Desensibilisierungsversuches im Aggregometer.
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Aggregometermessungen mit LPA-Rezeptorantagonisten

Bei der Arbeit mit den von R. Bittman synthetisierten LPA-Rezeptorantagonisten (Bittmann et al.
und Liliom et al., 1996) wurde die Probe unter Riihren und optischer Kontrolle bei 37°C mit N-
Palmitoyl-Tyrosin- (NPTyrPA, siehe Abbildung 2, S. 18; Stammldsung 10mM in Ethanol) bzw.
seltener auch N-Palmitoyl-Serin-Phosphorsdure (NPSerPA; Stammlosung 5 mM in Ethanol)
versetzt, weiterhin unter Rihren fiir 2-5 min. inkubiert und die Reaktion auf den zu priifenden
Agonisten vermessen. Durchgangig wurden Negativkontrollen mit ADP und YFLLRNP
durchgefiihrt.

Aggregometermessungen mit LPA-angereicherten Lipoproteinen

Zum Test, ob die alleinige Anwesenheit von LPA in Lipoproteinen zur Aktivierung von Thrombo-
zyten ausreicht, wurde natives LDL bzw. HDL mit LPA angereichert (anr-LDL bzw. anr-HDL).

Dazu wurde jw. kurz vor Durchfiihrung der Aggregometerversuche Palmitoyl-LPA in frischen
Eppendorf-Rohrchen vorgelegt, nat-LDL bzw. nat-HDL dazugegeben und unter vorsichtiger
Bewegung flir 10-15 min. bei 37°C inkubiert. Beispielsweise wurde fiir einen Versuch mit anr-
LDL einer finalen LPA-Konzentration (in der Plattchensuspension) von 1uM folgendermaBen
verfahren: Vorlage von 1ul der LPA-Stamml6sung (1mM in Ethanol), Zugabe von nat-LDL (200
ug Protein), Inkubation. Werden nun 40% des Volumens zur Plittchensuspension gegeben, so
ergeben sich final 200 mg/l LDL-Anteil und 1uM LPA-Anteil (bei 5 nmol LPA pro mg LDL-
Protein).

Zur Bestimmung des Grades der LPA-Inkorporation in das eigentliche Lipoproteinpartikel wurde
an jw. 600 pl anr-LDL, das in der angegebenen Weise mit einer Mischung unmarkierter und
tritiierter LPA (1: 1000 bzw. 1: 10000; 1 nmol/mg bzw. 10 nmol/mg) angereichert worden war,
eine Sdulenpassage mittels Econopak-10DG-Saulen durchgefiihrt und das in 25pul-Aliquots
fraktionierte Sauleneluat am Fliissig-Szintillationszahler (Wallac 1410, Pharmacia) vermessen.
Es fanden sich nur Spuren von LPA im Medium (d.h. in den Fraktionen > Nr. 10), aber jw. 80-

90 % LDL-assoziiert (Fraktionen Nr. 5-9; siehe Abbildung 7).
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Abb. 7:Inkorporation von exogener Lysophosphatidsdure in natives LDL

Ein Gemisch von tritiierter und unmarkierter LPA wurde mit nat-LDL, inkubiert (finale
Konzentrationen von 5 bzw. 100 nmol/mg). Die nicht inkorporierte LPA wurde sodann
mittels einer Sdulenpassage abgetrennt und die Aktivitdt des fraktionierten Siuleneluats
am Szintillationszéhler gemessen. In den Proben 5-9 findet sich die LDL-assoziierte
Aktivitdt - dem inkorporierten LPA entsprechend, in den Proben 14-18 ist der nicht-
inkorporierte Anteil zu erkennen.

3. Phasenkontrast- und Rasterelektronenmikroskopie

Zur Rasterelektronenmikroskopie (REM) wurden Aliquots (50 ul) der Plattchensuspension in
Fixationslosung (450 pl) transferiert, welche Glutaraldehyd (2,5 %) und Natrium Cacodylat (75
mM) enthielt. Die weitere Probenverarbeitung und die Aufnahmen wurden von Dr. Reininger am
anatomischen Institut der TU Miinchen durchgefiihrt. Der Vollstandigkeit halber soll das Prinzip
hier kurz skizziert sein: Die Thrombozyten wurden auf Glasplattchen zentrifugiert und in einer
aufsteigenden Ethanol-Serie dehydriert. Nach einer Trocknung auf den kritischen Punkt mit
Kohlendioxid wurde die Probe mit Gold bedampft und an einem REM-Mikroskop visualisiert
(Maschberger et al., 2000).

Zusatzlich zu den eigentlichen REM-Proben wurden eine Vielzahl weiterer reprasentativer
Aliquots in der obengenannten Fixationslosung aufgenommen, jw. 5-7 ul auf Objekttrager

gegeben und am optischen Mikroskop (Leica RDM 3) im Phasenkontrast bei maximaler
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VergréBerung (Olimmersion) untersucht. Dies diente insbesondere der Unterscheidung zwischen

durch Lipide stark aktivierten und lysierten Thrombozyten.

4. Trennung der Thrombozytenproteine und Messung der
Proteintyrosinphosphorylierung

Die Proteine aus der Plattchensuspension wurden wie beschrieben mittels SDS-PAGE auf Gelen
mit 1,5 mm x 20 cm x 16 cm in einem vertikalen System (Bio-Rad) getrennt, auf
Nitrozellulosemembranen geblottet und detektiert (Maschberger et al., 2000; nach Negrescu et
al., 1995; ausfiihrliche Beschreibungen in vorangegangenen Dissertationen des Instituts):

Aliquots der 1:1 in zweifachem Laemmlipuffer aufgenommenen und bei 95°C erhitzten Proben
durchliefen zunachst ein schmales Band eines vierprozentigen Sammelgels und wurden danach
in achtprozentigem Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die Elektrophorese wurde durch ca. ein- bis
zweistiindiges Fokussieren abgeschlossen. Fiir das anschlieBende Blotten diente ein LKB 2117
Multiphor, semidry. Die Membran wurde dann mit BSA (5%) geblockt und mit TBST gewaschen.
AnschlieBend erfolgte der Nachweis von an Tyrosin phosphorylierten Proteinen. Die Verdiinnung
der vermischten primaren Anti-Phosphotyrosin-Antikérper PY20 und 4G10 betrugen jw. 1 : 2000
in TBST, die Verdiinnung der Meerrettichperoxidase-gebundenen sekundiren Antikérpers (Anti-
Maus-lg) betrug 1 : 15 000. Die Blots wurden mittels Chemoluminiszenz auf Rontgenfilm

visualisiert.

5. Analyse der Ergebnisse

Der Gestaltwandel wurde absolut am maximalen Schreiberausschlag in cm gemessen;
Besonderheiten bzgl. Oszillationsverminderung oder Anstiegssteilheit werden - falls gegeben -
diskutiert. Die geblotteten Proteinbanden wurden per Densitometrie (Sharp JX 325 und
Ultroscan XL, Pharmacia) gemessen. Die Daten sind in der gesamten Arbeit soweit nicht anders
angegeben dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung (MW =+ SA) der einzelnen

Experimente von verschiedenen Blutspendern.
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IV. Quantifizierung der Lysophosphatidsauren in Lipoproteinen

Prinzip:

Auftrennung der Lipoproteine und Isolierung der Lysophosphatidsduren mittels:
a) Lipidextraktion zur Gewinnung der relativ polaren Lipide
b) Diinnschichtchromatographie zur Auftrennung von LPA

Quantifizierung der Lysophosphatidsdure (der biologischen Aktivitat)

1. Sequentielle Lipidextraktion

Zunachst wurde eine Lipidextraktion der nativen bzw. modifizierten Lipoproteine durchgefiihrt,
mit dem Ziel, den LPA-Anteil quantitativ und moglichst vollstdndig zu extrahieren, bei
gleichzeitiger Elimination von Proteinanteil bzw. spater stérenden Neutralfetten und
Phospholipiden. Bei der Entwicklung des zweischrittigen Verfahrens (siehe Abbildung 8, S. 45)
griff ich auf Ergebnisse zurlick von K. S. Bjerve et al., 1974. Samtliche Schritte erfolgten unter

Stickstoff, zur Vermeidung artifizieller Lipidoxidation.

Eliminierung der Neutralfette

In einem ersten Schritt wurden mit einer leicht modifizierten neutralen Extraktion nach E. G.
Bligh und W. J. Dyer (1959) die Neutralfette und ein GroBteil der Phosphatidylcholine in die
untere Chloroform-Methanolphase extrahiert, wiahrend LPA nahezu vollstiandig (90-95%) mit
dem Proteininterface und der oberen Wasser-Methanolphase assoziiert blieb.

Dazu wurden die nativen Lipoproteine bei 4°C und mit TmM EDTA als Oxidationsschutz durch
Centricon-100 bzw. -30 Konzentratoren auf 3 mg/ml (Ziel) aufkonzentriert, so daB sich ein
Ausgangsvolumen von unter 1 ml pro Extraktionsrohrchen ergab. Die milde oxidierten Lipo-
proteine wurden mit Dialysepuffer auf 3 mg/ml verdiinnt. AnschlieBend wurden beide Proben
mittels erneuter Proteinbestimmung Gberpriift (Ausgleich von Verlusten wahrend des Konzen-
trationsvorgangs) und gegebenenfalls korrigiert auf gleiche Stoffmenge (typischerweise 1,2 mg)

sowie auf gleiches Volumen (typischerweise 0,4 ml). Sodann wurde der EDTA-Gehalt aller
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Proben auf TmM eingestellt, 1 ml Chloroform mit BHT (50 mg/l) als Antioxidans sowie 2 ml
Methanol zugegeben und kraftig gevortext. In diesem Stadium wurden jw. ca. 4000 Bqg.
entsprechend 1,9 pmol tritiierter Lysophosphatidsiure [Oleoyl-9,10-’H]-LPA in Chloro-
form/Methanol (1 : 2) als Tracer fiir Recoverymessungen und zur spateren LPA-Detektion auf
den Diinnschichtplatten zugegeben und nach vortexen und 10 min. ruhen der Ausgangswert am
Fliissig-Szintillationszahler (Wallac 1410, Pharmacia) bestimmt. Nach Zugabe von 1 ml Wasser
und weiteren 3 ml Chloroform wurden die Proben kurz bei -80°C eingefroren und wieder
aufgetaut, sodann 10 min. bei ca. 1000 g und Raumtemperatur zentrifugiert, wodurch sich zwei
durch das Proteininterface getrennte Phasen bilden, die Chloroformphase abgezogen, und die
Wasser-Methanolphase unter Stickstoff komplett eingedampft, in einzelnen Versuchen auch nur

reduziert (Wasserbad bei 40°C unter Stickstoff).

Extraktion der Lysophosphatidsédure

Im zweiten Schritt schlieBt sich eine butanolische Extraktion des erhaltenen Proteininterface an,
mit welcher das LPA mdglichst rein extrahiert werden soll (Bjerve et al., 1974; Gerrard und
Robinson, 1984; Watson et al., 1985; Shaikh, 1994). Dafiir wurden 1 ml Wasser und 2 ml
wassergesattigtes Butanol und nach einem ersten Schiitteln 2,5 mM EDTA zugegeben; in einem
groBeren Teil der Versuche wurden die Proben zur Verbesserung der Recovery mit Salzsdure auf
20 mM (bezogen auf den Wasseranteil) angesduert, wobei sich spater auf den DC-Platten
(Laufmuster) bzw. in den Versuchen (biologische Aktivitit) keine qualitativen oder relativ-
quantitativen Unterschiede zu den neutralen Extraktionen ergaben. Eine partielle Hydrolyse von
Esterbindungen der Lipide, wie sie fir z.T. hhergradige Ansdauerungen beschrieben wurden, sah
ich fiir dieses Protokoll und bezogen auf LPA somit nicht bestdtigt. Nach einer weiteren 10-
miniitigen Zentrifugation bei ca. 1000 g und Raumtemperatur konnte die obere Butanolphase
abgezogen und in einem weiteren Rohrchen unter Stickstoff das Butanol abgedampft werden.
Die verbleibenden Lipide (Lysophosphatidsduren sowie geringe Mengen anderer Lipide) wurden
in Ethanol aufgenommen und ein kleineres Aliquot dieses Extrakts zur Bestimmung der

biologischen Aktivitat beiseite gestellt.
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2. Diinnschichtchromatographie

Zur weiteren Abtrennung der Lysophosphatidsdaure von anderen Lysophospholipiden und
Phosphatidsaure (PA) wurde der Extrakt auf eine Oxalsdure-imprégnierte (500 mM in Methanol,
frisch zubereitet) und getrocknete Kieselgel-G-Diinnschichtchromatographieplatte aufgetragen
(Merck, DC60 KG oder Whatman 60 A, 250 pm Normalphasen DC-Platten mit Auftragstreifen).
Hier wurde auch jw. ein kleines Aliquot zur Bestimmung der Recovery abgenommen. Als
Standard liefen auf der Platte neben verschiedenen Stoffmengen an LPA (Oleoyl- oder
Palmitoyl-LPA, wovon ersteres aufgrund der Doppelbindung bereits bei geringeren Stoffmengen
detektierbar ist, und wovon beide praktisch auf gleicher Hohe laufen) auch Phosphatidsdure
(PA), Lysophosphatidylcholin (LPC) und Sphingosin-1-Phosphat (S-1-P) zur Kontrolle mit, die je
nach Laufmittel deutlich von LPA unterschiedene Rf-Werte aufweisen (siehe Tabelle 6). Meist
kam ein Laufmittel nach P. Cohen, A. Derksen et al. (1971) zum Einsatz mit einem Gemisch von
Chloroform, Ethanol und rauchender Salzsaure (87 : 13 : 0,5), alternativ auch das Laufmittel
nach Sugiura et al. (1994) mit einem Gemisch von Chloroform, Azeton, Methanol, Eisessig und
Wasser (9 : 4 :2:2,6: 1), wihrend sich verschiedene andere, wie etwa das nach A. Tokomura,

als deutlich unterlegen in Bezug auf ihre Trennscharfe erwiesen haben.

Tab. 6: Gegeniiberstellung der Rf-Werte von Lysophosphatidsdure (LPA)
und abzugrenzenden Lipiden in der Diinnschichtchromatographie (DC)

Cohen & Derksen Sugiura
LPA: 03 0.4
PA: 0,7 0,9
LPC: < 0,1 -
S-1-P: <0,1 inkonsistent

Die Rf-Werte von LPA und anderen Lysophospholipiden bzw. Phosphatidsdure (PA) unterscheiden
sich im System nach Cohen & Derksen deutlich. Sie knnen somit leicht voneinander abgegrenzt
werden. Die Rf-Werte der LPA-Subspezies (hier Palmitoyl- und Oleoyl-LPA) sind hingegen
praktisch identisch. Das sonst sehr brauchbare System nach Sugiura erbrachte bzgl. Sphingosin-
1-Phosphat (S-1-P) inkonsistente Ergebnisse (bei dlterer S-1-P-Charge); insgesamt scheint eine
graduiertere Auftrennung erreicht zu werden.

Zur Detektion der Phospholipide hat sich im Vergleich zu verschiedenen Sprays wie Primulin,
Dichlorofluoreszein oder Ammoniummolybdat (theoretisch vielversprechend, wegen der

Farbreaktion Uber die Phosphatgruppe, aber auch unspezifisch reagierend) als sensibelste und
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reproduzierbarste Methode sublimiertes Jod erwiesen; zur Absicherung der dennoch oftmals
verhaltnismaBig schwachen Farbung wurde zusatzlich immer mit Hilfe eines automatischen DC-
Linearanalysegerits der Fa. Berthold (Bad Wildbad, Deutschland) der tritiierte LPA-Standard
lokalisiert. Das Ergebnis eines typischen Laufs zeigt Abbildung 25 auf Seite 86.

3. Biologische Aktivitdtsmessung von Extrakten und Eluaten

Im Vergleich mit der Aktivitat oxidierter und milde oxidierter Lipoproteine sowie synthetisierter
LPA-Chargen (Oleoyl- oder Palmitoyl-LPA) wurde die biologische Aktivitdt der aus Lipoproteinen
aufgereinigten Lysophosphatidsduren quantifiziert. Hierzu wurden die butanolischen Extrakte
nach erfolgter Lipidextraktion verwendet, v.a. aber die LPA-Eluate nach der DC. Die betreffenden
Spots wurden an luftzugfreiem Ort mit einem breitklingigen Skalpell von der DC-Platte gekratzt
und das Kieselgel in frische Eppendorf-Réhrchen gefiillt; zusatzlich zu den eigentlichen Proben
wurde auch ein auf DC-Platten aufgetragener LPA-Standard ausgekratzt und quantifiziert.
Dreimal wiederholt wurden die Proben dann mit 1 ml Butanol oder alternativ 1 ml eines
Gemisches von Chloroform, Methanol und Wasser (1 : 2 : 0,8 v/v) 1 Stunde bei 45°C inkubiert,
darauf 5 min. bei 3000 g zentrifugiert und der Uberstand abgenommen, eingedampft, zum
Saubern der Wand in 100 pl Ethanol aufgenommen, erneut eingedampft und zuletzt in 5-10 pl
eines Ethanol-Hepes-Puffers (4:1 v/v; pH 7,4) aufgenommen und die Recovery bestimmt. Diese
gepufferte Losung wurde nun fir Versuche an Thrombozyten bis zu einer max.
Ethanolkonzentration von 0,5% eingesetzt, wobei die endogenen LPA-Konzentrationen liber
eine Standardkurve (Palmitoyl-LPA, seltener auch Oleoyl-LPA) riickgerechnet und als
»Aquivalenzstoffmenge« angegeben wurden (i.e. Aktivitdt des Extrakts/Eluats bezogen auf das
Ausgangslipoprotein pro mg Proteinanteil, die der Aktivitit von 1 nmol Palmitoyl-LPA

entspricht).
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4. Recoverymessungen mit tritiierter Lysophosphatidsaure

Anhand der tritiierten Lysophosphatidsdure wurden Effektivitdt, Verteilungsmuster und

Spezifitdt der gesamten LPA-Quantifizierung evaluiert. Fiir das genannte Protokoll ergaben sich

dabei die in Abbildung 8 dargestellten Werte.

Wasser-Methanol-Phase &

LPA (22 9%, eindampfen)
Interface & LPA
Bligh & Dyer (rechn. 76 %) Butanolische
. é ? Extraktion
Chloroform-Phase . w
(LPA: 2 %, verwerfen Butanol-Phase

bzw. beiseite fur zwei- (LPA: 81 %%, ein-
Lpp-Probe dimensionale DC) dampfen und Lipi
de in Ethanol Is.)

Interface (Rest-
LPA rechn. 14 %)

Wasser-Phase (Rest-
LPA 5 0o, verwerfen)

LPA-Spots

LPA-Spot eluieren und
biol. Aktivitdtsmessung

(Cohen/Derksen
oder Sugiura)

Biologische Aktivitdts-
messung des Extrakts

-~

Extrakt
(LPA*: 80 9%)

Abb. 8:Schritte der sequentiellen Lipidextraktion und der nachfolgenden

Quantifizierungsmethoden

Uber diese Methode IdBt sich LPA sauber und effektiv isolieren und quantifizieren. Den
einzelnen Schritten sind die Ergebnisse der LPA-Recoverymessungen mit Hilfe des
tritiierten Standards beigeordnet (*: immer bestimmt). Es zeigt sich, daB gut dreiviertel des
urspriinglichen LPA-Gehalts im butanolischen Extrakt gewonnen werden. Deutlich
geringer ist die Recovery bei den Eluaten, wofiir die Abtrennung von der Kieselgelmatrix
eine wesentliche Ursache zu sein scheint.
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5. Biologische Aktivitdtsmessung der anderen Lipidgruppen

Wahrend die Butanolphasen zur LPA-Aktivitaitsmessung weiterverwendet wurden, wurde in
einigen Experimenten zusatzlich die untere Chloroform-Methanolphase von nat- und mox-LDL
aus dem ersten Extraktionsschritt nach E. G. Bligh und W. J. Dyer weiter in verschiedene
Lipidfraktionen aufgetrennt, um deren tatsdchliche biologische Inaktivitdit gegeniber
gewaschenen Thrombozyten zu demonstrieren. Dies geschah mit Hilfe einer zweidimensionalen
Diinnschichtchromatographie in die Gruppen PC, LPC, SM, PE und Pl nach T. Eichholtz et al.
(1993). Die Lipidextraktion von 350 ul LDL-Suspension, hier einem Proteinanteil von 0,5 mg
entsprechend, erfolgte mit einem Gemisch von Chloroform (2 ml, mit BHT 50 mg/| versetzt) und
Methanol (4 ml); die Chloroformphase wurde gesammelt und die Extraktion mit 4 ml Methanol
wiederholt. Die unteren Phasen der beiden Schritte wurden gepoolt, unter Stickstoff
eingedampft, die gewonnenen Lipide in 25 pl Chloroform/Methanol (1:2) aufgenommen und auf
eine Dinnschichtchromatographieplatte (Merck, DC60 KG ohne Auftragsstreifen) aufgetragen.
Die zweidimensionale Trennung erfolgte mit Laufmittel 1 (CHCI, 450 ml; CH,0H 270 ml; H,0
27,5 ml; NH, 27,5 ml) und senkrecht dazu Laufmittel 2 (CHCI, 900 ml; CH,OH 400 ml; CH,COOH
120 ml; H,0 20 ml). Zur Lokalisation kam erneut sublimiertes Jod zum Ensatz. Die anschlieBende
Elution erfolgte zweimalig mit Chloroform/Methanol (1:2) fiir jeweils 30 Minuten auf einem
Eppendorfmixer und einmalig analog mit Chloroform/Methanol (1:4). Die Proben wurden unter
Stickstoff eingedampft und zum Versuch in einer Mischung aus Hepes (20 mM, pH 7,4) in NaCl
(0,9 %) und delipidisiertem BSA (molares Verhdltnis von 1 : 5 zu den jeweiligen Lipiden;
erwartete Lipidmengen gemaB bislang unverdffentlichter Vorergebnisse von C. Corrinth) zur

Losung gebracht und fiir die Versuche am Aggregometer verwendet.
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C. Ergebnisse

l. Lipoprotein-Eigenwirkungen auf Thrombozyten

Zur systematischen Suche nach Wirkungen von Agonisten und Antagonisten dienten
Suspensionen gewaschener Thrombozyten. Diese stellen ein ausgezeichnetes in-vitro-System
dar, weil Fremdeinfliisse durch andere Blut- bzw. Plasmabestandteile ausgeschaltet sind. Zur
quantitativen Erfassung der verschiedenen Wirkungen, wurde die initiale Plattchenreaktion, d.h.
der Formwandel und die Stimulation der Proteintyrosinphosphorylierung wahrend des
Formwandels untersucht. Positive Riickkopplungsprozesse, wie die Bildung von Endoperoxiden
bzw. Thromboxan A, und die Sekretion von ADP finden wéhrend des Formwandels nicht statt,

spielen somit fiir diesen auch keine Rolle (Siess, 1989).

1. Eigenwirkungen nativer Lipoproteine

Natives HDL, und natives HDL,

Frisches HDL (nat-HDL) aus der Kurzzeitpraparation wurde auf seine Fahigkeit hin untersucht,
einen thrombozytiren Gestalt- bzw. Formwandel (Gw., shape-change, s.c.) zu induzieren. Die
Experimente wurden nach HDL, und HDL, getrennt, von Konzentrationen stark unterhalb der
physiologisch {blichen, bis hin zu deutlich Gberhohten durchgefiinrt (25 mg/l bis 5 gfl,
Proteinanteil). Fiir den Bereich tiber 500 mg/l wurde das frisch dialysierte HDL noch durch einen
kurzen Zentrifugationsschritt mit Centricon 30-Konzentratoren auf eine hohere Ausgangs-
konzentration (5-20 g/l) gebracht, um den Verdiinnungseffekt wéhrend der Messungen am
Aggregometer zu minimieren.

Samtliche Messungen erbrachten keinerlei Eigenwirkungen von nativem HDL, oder nativem HDL,

iber den gesamten Dosisbereich und iliber das gesamte Zeitfenster (kontinuierliche
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Aggregometerauf-zeichnung unter Riihren bis zu maximal 30 min.; mikroskopische Kontrollen
bei t = 20 sek., t = 1 min. und t = 10 min.) Daher werden die Daten hier auch nicht bildhaft

dargestellt.

Natives LDL

Die Wirkung von nativem LDL (LDL aus einer langerdauernden, sequentiellen

L
Ultrazentrifugation) war bereits Gegenstand friiherer Untersuchungen. Methodische
Unterschiede flihrten allerdings dazu, diese Ergebnisse jetzt mit nat-LDL aus der
Kurzzeitpraparation (nat-LDL) zu iberpriifen. Vergleiche der physikochemischen Eigenschaften
und der biologischen Aktivitdt von LDL aus Kurz- und Langzeitpraparation legen nahe, daB3 es
sich bei LDL, noch um eine »nativere«, dem in-vivo-LDL nédherstehende Form handelt: Wahrend
LDL, fast immer eine Grundlinienverschiebung am Aggregometer in Richtung Abnahme der
Lichttransmission hervorrief, oftmals sogar einen geringfligigen Gestaltwandel, konnten fiir LDL,

keine Eigenwirkungen tber einen Dosisbereich von 25 mg/l bis 5 g/l und einen Zeitraum von

maximal 30 min. festgestellt werden. Auch diese Daten werden deshalb hier nicht abgebildet.

2. EinfluBB der Praparationsmethode auf die Lipoproteineigenschaften

Im Gegensatz zu der von mir bewul3t gewdhlten schonenden Kurzzeitpraparation existieren
zahlreiche andere Verfahren zur Gewinnung von Lipoproteinen. Bei der Aufarbeitung von
scheinbar meinen Ergebnissen widersprechender Literatur stieB ich regelmadBig auf solche
Unterschiede in der Prdparation (siehe Tabelle 7, néchste Seite): Arbeitsgruppen, die einen
aktivierenden Effekt von nativem HDL auf Plattchen, Endothelzellen oder Monozyten
beschreiben, verwenden Langzeitpraparationen, meist die sequentielle Ultrazentrifugation,
ungekiihlt Gber mehrere Tage mit z.T. deutlich abweichenden Protokollen zur Plasmagewinnung
und -behandlung (Schumaker und Puppione, 1986). Eine artifizielle oxidative Modifikation der
Lipoproteine bereits wahrend der Praparation ist dabei durchaus denkbar. Tatsachlich erbrachten
mehrere probehalber durchgefiihrte Langzeitpraparationen nach friiheren Protokollen
(Weidtmann et al., 1995) teilweise Plattchen-aktivierende LDL-Fraktionen von Spendern, wobei
nach der Kurzzeitpraparation gewonnenes LDL jedesmal inaktiv war. Eine Eigenaktivitdt von

nativem HDL fand sich allerdings weder nach Lang- noch nach Kurzzeitprdparation.
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Tab. 7: Vergleich der Lipoproteinprdparationen mittels Ultrazentrifugation

Langzeitpraparation

Kurzzeitpraparation

Plasmagewinnung
und -behandlung:

Intensive und teilweise langwierige
Plasmavorbehandlung (u.a. mit

PMSF), um bei unsterilem Vorgehen
Bakterienwachstum zu verhindern.

Schonend mehrschrittige und zii-
gige Befreiung des Plasmas von
Zellbestandteilen. Weiterverar-
beitung dieses nativen Plasmas.

Zentrifugations-

Sukzessive Abtrennung der Lipo-

Einmalige Ultrazentrifugation mit

verfahren: proteinfraktionen mit mehrfachen  Auftrennung sdmtlicher Lipopro-
Ultrazentrifugationsschritten. teinfraktionen.
Dauer: Ca. 3-5 Tage (je nach Lipidfraktion ~ Ca. 22 Stunden
und Waschschritten)
Temperatur: Meist Raumtemperatur (18-22°C) Kontinuierliche Kiihlung (4-10°C)
Ergebnis: Oftmals biologisch teilaktive LDL- ~ LDL und HDL praktisch immer

Praparationen, nur tendenziell ho-
here Ausgangs-Dien- und Trien-

biologisch inaktiv, allerdings nur
geringgradig niedrigere Ausgangs-

Gehalte Dien- und Trien-Gehalte

Wdhrend die Langzeitprdparation mehrfach aktive (teiloxidierte?) LDL-Fraktionen erbrachte,
erwiesen sich Lipoproteine aus der Kurzzeitprdparation als inaktiv. Beziiglich Rotationszeit und
-temperatur werden in der Literatur auch Ubergangsformen beschrieben.

3. Agonistische Wirkungen milde oxidierter Lipoproteine

Aggregometeruntersuchungen mit mox-LDL und mox-HDL

Milde oxidiertes LDL, (mox-LDL,) induzierte dosisabhingig im Bereich von 25 bis 500 mg/| einen
Gestaltwandel isolierter, Aspirin-behandelter Plattchen. Am Aggregometer konnte eine Abnah-
me der Lichttransmission und eine Verringerung der Oszillationen beobachtet werden als Aus-
druck der im Zuge der primaren Aktivierung erfolgenden Abkugelung der Thrombozyten, d.h. ich-
rem Wandel von der nativ-diskoiden in die aktiviert-sphérische Form (Abbildung 9).

Bei isolierten, nicht mit Aspirin vorbehandelten Pldttchen konnte ab individuell unter-
schiedlichen Schwellenkonzentrationen von 0,5 bis 1,5 g/l eine Thrombozytenaggregation
nachgewiesen werden. Im Aggregometer zeigte sich dies durch eine Zunahme der Transmission,
da die Anzahl streuender Einzelpartikel abnahm (Abbildung 11, S. 53).

Mox-LDL, (mit LDL aus der Kurzzreitpraparation) verhielt sich somit analog zu mox-LDL, (mit
LDL aus der sequentiellen Ultrazentrifugation), dessen Thrombozyten-aktivierende Wirkung aus

friheren Arbeiten bekannt war (Weidtmann et al., 1995; Baumann-Siemons, 2000).
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Interessanterweise zeigte analog oxidiertes HDL (mox-HDL, bzw. mox-HDL,) eine ebensolche
Thrombozyten-aktivierende Wirkung (Abbildung 9). Da die Absolutwerte des Gestaltwandels je
nach Sensitivitdt und Reagibilitdit der Thrombozytensuspension stark differieren
(unterschiedliche Spender), wurde in jedem Experiment der maximale Gestaltwandel durch eine
ADP-Stimulation ermittelt und zu den einzelnen Lipoprotein-induzierten Antworten ins

Verhéltnis gesetzt (Gw. in % des Gw.,_).

3 1 min b
—_
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Abb. 9: Durch mox-LDL und mox-HDL induzierter thrombozytdrer Formwandel

a) Formwandel im Aggregometer, induziert durch mox-LDL, bzw. mox-HDL,

b) Aktivitdtsunterschiede von mox-LDL, und mox-HDL, im Vergleich. Hier dargestellt ist
das AusmaB des durch 0,2 g/l mox-Lpp induzierten Gw. im Verhdltnis zum maximalen
Gw. nach ADP-Gabe (1uM). Mittelwerte + SA, Fallzahlen siehe Text.

Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede der Thrombozyten-aktivierenden Eigenschaften
von mox-LDL, mox-HDL, und mox-HDL,: Im einzelnen ergab sich fiir mox-LDL, 58,8% + 26,4%
(19 verschiedene Lipoproteinpréparationen, 37 verschiedene Plattchenpraparationen) und fiir
mox-HDL, 60,9% =+ 30,7% (13 Lipoproteinpraparationen, 28 Plattchenpraparationen) des
maximalen Formwandels (MW £ SA). Mox-HDL, wurde in zwei Praparationen Uberpriift und

induzierte einen dhnlichen maximalen thrombozytaren Formwandel wie mox-LDL, oder -HDL..
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Mit finalen Lipoproteinkonzentrationen um die 200 mg/l wurde am Aggregometer in der Regel
eine knapp submaximale Transmissionsabnahme erzielt, weshalb sie als Standarddosis in den

folgenden Experimenten Verwendung fand.

Morphologische Untersuchungen

Der thrombozytdre Gestaltwandel, induziert durch milde oxidierte Lipoproteine, ist im
Konzentrationsbereich von 25 bis 500 mg/l fiir gewdhnlich reversibel. Zum Zeitpunkt der
maximalen Transmissionsabnahme (ca. 25-35 sek.) entnommene Aliquots wurden am Phasen-
kontrastmikroskop morphologisch untersucht. Hier lassen sich tatsdchliche Aktivierungs-
vorgange von toxischen Reaktionen, beispielsweise einer eventuellen Zytolyse, zuverldssig
unterscheiden. Samtliche in der vorliegenden Arbeit beschriebenen agonistischen Effekte
wurden auf diese Weise verifiziert. Darliber hinaus wurden morphologische Details der
Aktivierungsreaktionen jeweils einer reprdsentativen Probe am Rasterelektronenmikroskop
untersucht; hier kann neben dem Wandel von einer diskoiden zu einer sphdrischen Form auch
die Ausbildung von irreqularen Membranfaltungen, Invaginationen, blaschenartigen
Abschniirungen und Pseudopodien dargestellt und charakterisiert werden.

Mox-LDL und mox-HDL induzierten gleichermaBBen einen typischen Formwandel, wie er in
bekannter Weise nach physiologischen Stimuli beobachtet wurde; zwischen mox-LDL und mox-
HDL ergaben sich diesbeziiglich keine wesentlichen Unterschiede (Abbildung 10b und 10d,

nachste Seite).

Untersuchungen zur Proteintyrosinphosphorylierung

Mit Hilfe von Western-Blot-Analysen wurde die Phosphorylierung der Tyrosinreste von P62, P68
und P130 untersucht, um eventuelle Unterschiede in diesen friilhen Stadien der
Signaltransduktion feststellen zu kénnen. Hierzu wurden Zeitverldufe an mox-HDL, -aktivierten
Thrombozyten durchgefiihrt und mit analog erhobenen Daten fiir mox-LDL, verglichen
(Baumann-Siemons, 2000).

Die Phosphorylierung der benannten Plattchenproteine verdnderte sich iber die Zeit in
vergleichbarer Weise bei mox-LDL- und mox-HDL-Stimulation: Bei mox-HDL zeigten sich die
Maximalwerte fiir P62 bei 30-60 sek., fiir P68 bei 20-30 sek. und fiir P130 bei 30 sek. (siehe
auch Abbildung 19a, S. 73). Bei mox-LDL wurden Maxima fiir P62 und P68 bei 30-60 sek. und
fuir P130 bei 30 sek. beschrieben (Baumann-Siemons, 2000).
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Abb. 10: Beurteilung der Plittchenmorphologie: Untersuchungen am Rasterelektronenmikroskop
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a) Diskoide Kontrollpldittchen (nach Wédrmeblock und Riihrer, aber unstimuliert)

b) Stimulation mit mox-LDL, (200 mg/I)

¢) Stimulation mit mox-LDL, (200 mg/l) unter Anwesenheit des LPA-Antagonisten NPTyrPA (10 uM)
d) Stimulation mit mox-HDL, (200 mg/l)

e) Stimulation mit mox-HDL, (200 mg/l) unter Anwesenheit des LPA-Antagonisten NPTyrPA (10 uM)
f) Stimulation mit LPA (0,5 uM)

g) Stimulation mit mox-LDL, (200 mg/l) 5 min. nach Desensibilisierung durch LPA (0,5 uM)



Untersuchungen zur Aggregation

Die Untersuchungen wurden auch in nicht mit Aspirin behandelten Thrombozyten durchgefiihrt,
um auch dem Gestaltwandel nachfolgende und positiven Riickkopplungsprozessen unterliegende
Reaktionen, v.a. die Aggregation, beurteilen zu konnen.

Es zeigten sich keine grundlegenden Unterschiede zwischen mox-LDL, und mox-LDL : mit beiden
konnte in den allermeisten Fillen eine Aggregation ab einer Dosis von ca. 0,5 g/l ausgeldst
werden. Hingegen konnte durch mox-HDL, (5 Praparationen, unterschiedl. Spender) in einem
Dosisbereich von 0,5-8 g/l ohne Vorstimulierung der Thrombozyten keine Aggregation ausgeldst

werden (Abbildung 11).

mox-LDL, mox-HDL:
(1 a/):

Transmission

Abb. 11: Untersuchungen zur Aggregation: mox-LDL, und mox-HDL,

In fiinf Prdparationen wurde orientierend die Potenz der einzelnen Lipoproteinprd-
parationen untersucht, eine Aggregation auszulGsen. Im angegebenen Beispiel erfolgten
die Versuche unter Anwesenheit von 2% pldttchenarmem Plasma (PPP) ohne Vorstimu-
lierung der Thrombozyten.
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4. Vergleich mit anderen Verfahren der Lipoproteinmodifikation

Jedes Verfahren zur Lipoproteinmodifikation stellt nur ein Modell der Situation in vivo dar.
Findet sich eine untersuchte Eigenschaft in verschiedenen Modellen in vitro wieder, erscheint
ein RiickschluB auf die Situation in vivo eher zuldssig. Neben dem Vergleich von Kurz- und
Langzeitpraparation sowie von HDL, und HDL, wurden daher den mittels Kupfer milde oxidierten
mox-Lpp auch anders modifizierte Lipoproteine gegeniibergestellt:

Im Verlauf der eigenen Experimente wurden die Ergebnisse einer japanischen Arbeitsgruppe
verdffentlicht, wo fiir eine in ihrem Oxidationsgrad wohl zwischen mox- und ox.-LDL liegende
LDL-Préparation (hier als ox,-LDL bezeichnet) die Fahigkeit beschrieben wurde, eine Aggregation
auszulosen (Takahashi et al., 1996). Nach dieser Methode oxidierte Lipoproteine wurden in der
vorliegenden Arbeit ebenso untersucht, wie durch unterschiedlich lange Autooxidation unter
Abwesenheit von EDTA gewonnenes mm-LDL bzw. mm-HDL sowie durch das Sydnonimin SIN-1

direkt (Metallionen-unabhéngig Gber Hydroxylradikale) oxidierte Lipoproteine.

Vergleich der physikochemischen Parameter

Der Grad der oxidativen Verdnderung von Lipoproteinen kann durch die Veranderung ihrer
physikochemischen Eigenschaften erfaBt werden (Witztum und Steinberg, 1991; Esterbauer et
al., 1992).

Erstens erhoht sich wahrend der Oxidation der Nettobetrag negativer Ladungen des
Proteinanteils der Lipoproteine, was zu einer erhdhten elektrophoretischen Mobilitat im
Agarosegel fiihrt. Man begriindet dies mit der Reaktion von (bei der Lipidperoxidation
entstehenden) Aldehyden mit den e-Aminogruppen von Lysinresten der Apolipoproteine - ein
Vorgang, der seiner Natur nach v.a. bei intensiveren Oxidationsprozessen auftritt.
ErwartungsgemaB3 fanden sich keine Unterschiede in der elektrophoretischen Mobilitat
beziiglich der Praparationsverfahren (LDL, vs. LDL)) sowie zwischen HDL, und HDL,. Ebenfalls wie
erwartet zeigte sich keine signifikante Anderung der Mobilitst fiir die milde oxidierten Formen
(mox-Lpp, SIN-Lpp) gegeniiber den nativen (nat-Lpp), wahrend fiir stérker oxidiertes LDL (ox,-
LDL) ein deutlicher Anstieg zu verzeichnen war (Tabelle 8). Es sei nochmals darauf hingewiesen,
daB ox,-LDL beziiglich der Stérke der Oxidation zwischen den von Weidtmann untersuchten ox,-
LDL und mox-LDL einzuordnen ist; dennoch ist die elektrophoretische Mobilitdt schon
verschoben (B — a). Hingegen deutet die unverdnderte Mobilitit der milde oxidierten

Lipoproteine darauf hin, daB in diesen Praparationen keine signifikante Modifikation des

54



Proteinanteils stattfindet. Damit wurde nachgewiesen, daB3 fiir HDL analog gilt, was fiir LDL,
bereits gezeigt worden war (Weidtmann et al., 1995).

Zweitens werden in der friihen Phase der Oxidation mehrfach ungesattigter Fettsduren in den
Lipoproteinen Diene und Triene gebildet, deren Konzentrationen nach einer anfanglichen Pause
(rlag-time«), deren Linge v.a. durch den Gehalt an Antioxidantien bestimmt wird, einer
charakteristischen Kinetik folgend ansteigen. Obwohl die Absolutwerte fiir Diene und Triene
keine sicheren Pradiktoren der biologischen Aktivitat darstellen, besteht eine gewisse
Korrelation: Die starksten agonistischen Effekte auf Thrombozyten wurden bei einer
Verdnderung der Dienabsorption wadhrend der Oxidation von AE = 0,3 o.D. beschrieben
(Weidtmann et al., 1995). Tatséchlich bewegen sich in diesem Bereich die ermittelten Werte der
milde oxidierten Lipoprotein-Spezies, wahrend die stark oxidierten Formen einen deutlich
dariiber hinausgehenden Anstieg aufweisen (Tabelle 8). Zwischen nat-LDL, und nat-LDL sowie
zwischen nat-HDL, und nat-HDL, sind die Unterschiede geringer als die Schwankungen zwischen
den einzelnen Praparationen. Interessanterweise liegen sowohl die Dien- als auch die Trienwerte
fir HDL durchgehend unter denen fiir LDL; dies gilt sowohl in der nativen, als auch in der milde
oxidierten Form und ebenso fiir die Veranderung wahrend der Oxidation AE (Tabelle 8). Bis zu
einem gewissen Grad koénnte dies dadurch erklart werden, daB die Konzentration der
Lipoproteinsuspensionen uber den Proteinanteil eingestellt wurde, somit der Lipidanteil bei HDL
geringer war als bei LDL. Tendenziell héhere Dienwerte ergaben sich auch fiir mox-HDL,

gegeniiber mox-HDL,, wobei allerdings letzteres nur zweimalig prépariert wurde (Tabelle 8b).

Tab. 8: Gegeniiberstellung von zentralen physikochemischen Parametern verschiedener
nativer und modifizierter Lipoproteine

ad LDL-Priparationen:

nat-LDL, nat-LDL, mox-LDL, mox-LDL, mm-LDL  SIN-LDL, ox-LDL,

Elektrophorese: 3 B B£0,1 B£0,1 nicht best. B+0,15 Héhe o,

Diene: 0,3083 03287  0,5244 0,5048 0,4728 nicht 1,1551
+0,0872 +£0,0778 +0,1522 +0,1065 best.

AE, o 02210 01928  0,1738 0,8004

+0,1216  £0,1201

Triene: 00933 0,0989  0,2257 0,2165 0,1917 nicht 0,4338
+0,0268 £0,0205 +0,0678 +0,0479 best.

AE, oo 01324 01176  0,1086 0,3495

+0,0564 +0,0422
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b HDL-Prdparationen:

nat-HDL, mox-HDL, nat-HDL, mox-HDL, mm-HDL, ox-HDL,
Elektrophorese: a, o, £ 0,1 o, o, £ 0,1 nicht best. nicht best.
Diene: 0,2008 0,2704 0,2258 0,3528 0,4291 1,4310
+0,0173 +0,00561 +0,0672 +0,0666
A\ S 0,0695 0,1212 0,2949 1,1219
+0,0122 + 0,0674
Triene: 0,0547 0,1263 0,0566 0,1341 0,1177 nicht best.
+0,0028 +0,0083  +0,0150 +0,0204
AE, o mion: 0,0716 0,0758 0,0837
0,0111 + 0,0208

In der Zeile zur Elektrophorese ist jw. der Bandenname angegeben, wo das entsprechende
Lipoprotein wanderte; + x bezeichnet eine mehr oder minder unscharfe Bande. Ubrige Angaben in
MW + SA. Anzahl der Priparationen: nat-LDL : 16, nat-LDL: 19, nat-HDL,: 2, nat-HDL,: 19; mox-
LDL: 14, mox-LDL: 17, mox-HDL,: 2, mox-HDL,: 18. Jeweils eine Prdparation bei mm-LDL,, ox,-
LDL,, mm-HDL,, ox,-HDL,.

Vergleich der biologischen Aktivitat

In der vorliegenden Arbeit wurde das Augenmerk auf die Fahigkeit zur Induktion eines
Gestaltwandels gerichtet. Die in diesem Sinne geringste biologische Aktivitdt von im Mittel etwa
10% des maximal (mit 1uM ADP) induzierbaren Gw. wies mm-LDL, auf, das mit 20 g/l einen Tag
lang ohne EDTA und ohne Zugabe von Cu*" bei 37°C inkubiert wurde (Verfahren 3; vgl. Seite 33).
Analog préapariertes mm-HDL wies nur in einer von drei Praparationen eine gewisse Aktivitat auf
(im Mittel < 10% Gw._, ). Im Gegensatz zu nat-HDL war aber auch bei den beiden scheinbar
inaktiven Prdparationen eine leichte pldttchensensibilisierende Wirkung gegenilber anderen
Agonisten festzustellen, etwa eine raschere und groBere Plattchenaggregation nach Zugabe von
Adrenalin 10 Sekunden spater.

Potenter zeigte sich SIN-LDL,, womit etwa ein Drittel des maximalen Gestaltwandels induziert
werden konnte. Das in einer Praparation erzeugte SIN-HDL war etwas weniger bioaktiv als das
entsprechende SIN-LDL.

Schwer einzuordnen ist hier das durch l4dngerfristige Lagerung gewonnene mm-LDL (Verfahren 1
oder 2; vgl. Kapitel B, S. 33), denn damit wurden die gréBten Schwankungen festgestellt (nahezu
inaktiv bis anndhernd mox-LDL-Aktivitdt). Bei gleich langer Lagerung war dabei mm-LDL

durchgehend potenter als mm-HDL.
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Von A. Weidtmann et al. (1995) wurden systematische Untersuchungen an diversen
modifizierten LDL-Spezies durchgefiihrt, wie weit sie eine Aggregation auszul6sen vermochten.
Wie bereits erlautert, zeigten sich SIN-LDL, und mehr noch mox- LDL_am aktivsten, wéhrend
das stark oxidierte ox.-LDL keine solche Aktivitdt zeigte. Beziiglich seiner Fahigkeit, eine
Plattchenaggregation auszulGsen, beschrieben Weidtmann et al. (1995) sozusagen ein
Aktivitatsplateau bei milden Oxidationsstufen (SIN und v.a. mox). Eine im Oxidationsgrad
zwischen mox- und ox.- liegende LDL-Spezies, wie sie nach Takahashi et al. (1996) oxidiertes
LDL (ox,-LDL) darstellt, wurde damals nicht untersucht.

In der vorliegenden Arbeit wurden deutliche Gestaltwandel nach Plattchenaktivierung mit milde

: S.0.).

max.!

oxidierten Lipoproteinen nachgewiesen (mox-LDL,: 58% und mox-HDL,: 60% des Gw.
Das stdrker oxidierte ox-LDL zeigte sich bezliglich des Formwandels aber dhnlich potent: Nur in
einem von drei Versuchen lagen die ox,-LDL-induzierten Gw. geringfiigig unter denen von mox-
LDL, in den beiden anderen sogar leicht dariiber. Noch stérker oxidiertes ox.-LDL (wie bei
Weidtmann) kam in der vorliegenden Arbeit nicht zum Einsatz. Das AusmaB der durch SIN-Lpp
induzierten Formwandel lag im Mittel etwas unter dem von mox-Lpp.

Da die Ergebnisse spenderabhéngig schwanken, sei hier exemplarisch ein Versuch angefiihrt, in
dem zwei verschiedene mox-LDL,- und jw. eine SIN- und ox,-LDL-Prdparation zur Verfiigung

standen:

Tab. 9: Typisches Beispiel fiir die Induktion eines thrombozytédren Formwandels
durch verschieden oxidierte LDL-Spezies

SIN-LDL  mox-LDL 1 mox-LDL 2 ox.-LDL

Gw. incm 1,6 3,8 6,1 4,0
Gw.in % Gw. , 24 56 91 60

Die Gestaltwandel durch oxidierte Lipoproteine differieren von Prdparation zu Prédparation. Hier
sind beispielhaft die Ergebnisse fiir vier verschiedene LDL-Varianten dargestellt, die an derselben
1z.-Suspension eingesetzt wurden.
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Il. Hemmeffekte und Interaktionen

1. Effekte nativer Lipoproteine

Wechselwirkungen zwischen nativen Lipoproteinen und physiologischen Thrombozyten-
stimuli

Wir untersuchten systematisch den durch verschiedene Agonisten hervorgerufenen Gestalt-
wandel Aspirin-vorbehandelter Plattchen in Anwesenheit oder Abwesenheit nativer Lipo-
proteine. Weder nat-LDL,, noch nat-HDL, noch nat-HDL, verdnderten den durch ADP oder den
partiellen Thrombinrezeptor-Agonisten YFLLRNP induzierten Gestaltwandel. Die getesteten
Konzentrationen von nat-LDL, und nat-HDL, lagen im Bereich von 25 mg/l bis 1 g/I, die von nat-
HDL, wegen seiner geringen Ausgangskonzentration im Bereich von 25 mg/l bis 250 mg/I. Die
Agonisten wurden in einem Dosisbereich knapp submaximaler Wirkung (in der Regel 500 nM
ADP bzw. 300 pM YFLLRNP) eingesetzt. Die Zeitspanne zwischen der Zugabe der Lipoproteine
und des jeweiligen Agonisten wurde dabei von O sek. (d.h. gleichzeitige Zugabe) bis 5 min.
variiert; fiir die Zeitspanne von 15 sek. wurden auch morphologische Untersuchungen am
Phasenkontrastmikroskop durchgefiihrt und die Proteintyrosinphosphorylierung gemessen. Diese
ergaben ebenfalls keine signifikanten Unterschiede bzgl. An- vs. Abwesenheit nativer
Lipoproteine.

Stichprobenartig wurden am Aggregometer auch weitere Agonisten, wie Serotonin, Thrombin
oder PAF untersucht, deren Aktivititen durch nat-Lpp ebenfalls nicht signifikant beeinfluBt

wurden. Diese Ergebnisse werden deshalb hier nicht bildlich dargestellt.

Native Lipoproteine hemmen den Thrombozyten-aktivierenden Effekt modifizierter Lipo-
proteine

Im Gegensatz zu den Ergebnissen mit den physiologischen Plattchenstimuli war der
Thrombozyten-aktivierende Effekt milde oxidierter Lipoproteine durch vorherige Gaben von
nativen Lipoproteinen beeinfluBbar: Natives HDL oder LDL, hemmt jeweils die rasche
Pldttchenaktivierung durch mox-LDL oder mox-HDL. Ein Hemmeffekt konnte dabei unabhéngig
von der Lipoproteinspezies nachgewiesen werden, d.h. nat-HDL,, nat-HDL, oder auch nat-LDL,

hemmen gleichermaBen den thrombozytaren Formwandel induziert durch mox-LDL,, mox-HDL,
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oder mox-HDL,. Ein typisches Beispiel der Aufzeichnung des Formwandels im Aggregometer ist
in Abbildung 12 dargestellt.

Innerhalb jeweils eines Versuches sind die Ergebnisse ab einer Hemmstoffkonzentration von
[nat-Lpp] = 200 mg/l hochsignifikant (— vergleichbare Konzentration von nativ-hemmender
und modifiziert-aktivierender Lipoproteinspezies). Allerdings zeigen sich deutliche Unterschiede
der halbmaximalen Hemmstoffkonzentration zwischen den einzelnen Versuchen und
Praparationen (Lipoprotein- und Thrombozytenpraparationen eines individuellen Spenders).
Insofern lassen sich auch nach einer ganzen Serie von Untersuchungen keine signifikanten
Unterschiede bzgl. der Hemmwirkung nat-LDL, vs. nat-HDL, vs. nat-HDL, ableiten und auch
keine signifikanten Unterschiede bzgl. der Hemmwirkung nach Stimulation mit mox-LDL, vs.
mox-HDL, vs. mox-HDL,.

Abbildung 13 zeigt den EinfluB verschiedener Konzentrationen von nat-HDL, (a), nat-HDL, (b)
oder nat-LDL, (c) auf den durch milde oxidierte Lipoproteine (mox-LDL und mox-HDL)

induzierten Formwandel von Thrombozyten.

Dialysepufferkontrolle nat-HDL,-Hemmung
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Abb. 12: Hemmung des mox-LDL-induzierten Gestaltwandels durch nat-HDL

Dargestellt ist ein typisches Beispiel des Formwandels im Aggregometer. Durch den
Verdiinnungseffekt bei Zugabe von Dialysepuffer bzw. nat-HDL, nimmt die Transmission
zundchst zu; durch das konzentriertere und daher triibere mox-LDL kommt es zu einer
geringen gegenldufigen Grundlinienverschiebung. Danach zeigt sich im dargestellten
Beispiel bei der Kontrolle eine fast fiinffach stdrkere Abnahme der Transmission und eine
ausgeprdgtere Verringerung der Oszillationen, als nach vorheriger Gabe von nat-HDL.
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Abb. 13: Dosisabhdngigkeit des Hemmeffektes von nat-Lpp auf den mox-Lpp-induzierten
Formwandel

Jeder Punkt einer Abbildung gibt das AusmaB des mox-LDL- bzw. mox-HDL -induzierten
Gestaltwandels am Aggregometer nach Hemmung durch nat-HDL,, nat-HDL, oder nat-
LDL gegeniiber der Dialysepufferkontrolle (100%) wieder. Der Gw. nimmt mit steigender
nat-Lpp-Dosis ab.

Derselbe signifikante und dosisabhédngige, je nach Prdparation unterschiedliche Hemmeffekt
zeigte sich in einzelnen Untersuchungen mit mm-LDL oder ox,-LDL als Agonisten.

Fiir den beschriebenen Hemmeffekt bestand keine Zeitabhangigkeit, d.h. unabhdngig davon, ob
nat-Lpp und mox-Lpp gleichzeitig oder mit einer Verzégerung von 15 sek. bis sogar 60 min. der
Plattchensuspension zugegeben wurden, ergab sich eine quantitativ identische Reduktion des

mox-Lpp-induzierten Gestaltwandels (nicht bildlich dargestellt).

Die morphologischen Untersuchungen an Phasenkontrastmikroskop bestdtigen die aggrego-
metrischen Ergebnisse: Unter Anwesenheit nativer Lipoproteine stimulierte Thrombozyten sind
deutlich diskoider und haben weniger Pseudopodien ausgebildet, als die kontrollstimulierten

Plattchen und sind somit weniger stark aktiviert (nicht bildlich dargestellt).
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Untersuchungen zur Proteintyrosinphosphorylierung

Fiir den Hemmeffekt nativen HDLs auf den mox-LDL-induzierten Formwandel wurde auch die
Tyrosinphosphorylierung  bestimmt: Wihrend in  Ubereinstimmung mit den fehlenden
Eigeneffekten bzgl. der Tz-Morphologie keine signifikante Anderung der basalen
Phosphorylierung durch nat-HDL, oder nat-HDL, zu verzeichnen war (Abnahme der Aliquots
nach 15 Sekunden), wurde durch nat-HDL, die Stimulation der Tyrosinphosphorylierung von P62,
P68 und P130 nach mox-LDL komplett gehemmt (Abbildung 14). Analog zu den Ergebnissen
zum Formwandel war auch der Effekt auf die Tyrosinphosphorylierung dosisabhdngig

(Experimente mit [nat-HDL] = 100-500 mg/l).

Abb. 14: Hemmeffekt von nat-HDL, nat-HDL — i
auf die mox-LDL-induzierte mox-LDL __ — +
Proteintyrosinphosphorylierung

T
— T

Die  Plattchenstimulation  mit
mox-LDL (0,2 g/l) fiihrt zum
Anstieg der detektierbaren Men-
ge phosphorylierter Proteine, da-
runter P 62, P 68 und P 130
(Bahn 2). Nach vorausgegangener
Hemmung durch 500 mg/| nat- P68 p . -
HDL, ist dieser Effekt deutlich

geringer ausgepragt (Bahn 4). Die i
Abnahme der Aliquots erfolgte P62 b we B -

15 Sekunden nach Zugabe von ..“

Dialysepuffer (Bahn 1 zur Kon- - -

trolle) oder von nat-HDL, (Bahn 3) - —— —
bzw. am  Scheitelpunkt des

Gestaltwandels etwa 25 sek.

nach Plattchenstimulation mit

mox-LDL (Bahnen 2 und 4). 1 2 G 4
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Untersuchungen zur Aggregation

Der Hemmeffekt nativer auf milde oxidierte Lipoproteine ist analog auch bzgl. der Induktion
einer Aggregation festzustellen. Am deutlichsten ist er wiederum bei einer mindestens ebenso
hohen Konzentration der nativ-hemmenden im Vergleich zur modifiziert-aktivierenden

Lipoproteinspezies, d.h. hier insgesamt héheren Dosierungen zwischen 0,5 und 2 g/I.

Abb. 15: Hemmung der mox-LDL- Dialysepuffer- nat-HDL-

induzierten Aggregation kontrolle: Hemmung:
durch nat-HDL

In der linken Kurve ist
die Auslésung einer
Aggregation durch mox-
LDL, (1g/l), 15 Sekunden
nach Zugabe von Dia- 2 v
lysepuffer  (Kontrolle),
dargestellt. Rechts wur-
de anstelle des Dialy-
sepuffers nat-HDL (2g/1)
in die Aggregometer-
kiivette pipettiert. Die
durch 15 Sekunden spd-
ter zugegebenes mox-
LDL, (1g/l) induzierte
Aggregation fallt hier im
Vergleich deutlich schwid-
cher aus.

Dialyse- mox-LDL, nat-HDL mox-LDL,
puffer (1ol 29/l (Tl

Transmission

1 min
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2. Hemmung HDL-assoziierter Enzyme

Uberlegungen zur Natur des Hemmeffektes nativen HDLs

Zur weiteren Analyse der Natur des festgestellten Hemmeffektes nativer Lipoproteine, wurden
im folgenden die HDL-assoziierten Enzyme PAF-Azetylhydrolase (PAF-AH, eine Phospholipase A))
bzw. Paraoxonase (PON, eine Arylesterase) gehemmt. Dies basierte auf der Vorstellung, daB3 die-
se, den Lipidmetabolismus beeinflussenden Enzyme, bestimmte, wahrend der Lipoproteinoxi-
dation entstandene Lipidagonisten rasch abbauen und dadurch den Thrombozyten-aktivierenden
Effekt einer mox-Lpp-Gabe abschwachen, weil nur noch ein geringer Teil aktivierender Lipide die

Thrombozyten erreicht.

EDTA (3mM, 90');
Hitzeinaktivierung

bioaktive, oxi-

dierte Phospha- J_ inaktive
tidylcholine Lipidspezies
(PL, verestert
mit kurzen FS) @
Lipide mit Lipide mit
hoherer niedrigerer
Aktivitat Aktivitat
bioaktive, @
oxidierte LPC
Phosphatidyl-
choline T
(PAF-3hnli-
che Lipide) PMSF (3mM, 90);

DENP (1mM, 60°);
Hitzeinaktivierung

Abb. 16: Arbeitshypothese zur Wirkung der HDL-assoziierten Enzyme Paraoxonase (PON)
bzw. PAF-Azetylhydrolase (PAF-AH):

Den Versuchen mit Enzymhemmung lag folgende Arbeitshypothese zugrunde:

In milde oxidierten Lipoproteinen befinden sich Phospholipide mit hoher biologischer
Aktivitdt (links dargestellt), welche den thrombozytiren Gestaltwandel induzieren. Diese
oxidierten Phospholipide werden durch die in nativem HDL enthaltenen Enzyme PON
bzw. PAF-AH rasch zu weniger aktiven Lipiden (rechts dargestellt) abgebaut.

In den Experimenten kamen mehrere Alternativmethoden zur Enzyminaktivierung zum
Einsatz (oben kursiv gedruckt): Fiir PON Kalziumentzug durch EDTA, fiir PAF-AH Inku-
bationen mit PMSF oder DENP, fiir die gemeinsame Hemmung die Inkubation bei 56°C.
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Die Enzyme selbst wiirden - so die Vorstellung - wéahrend der Oxidation geschidigt (Dentan et
al., 1994) und ldgen somit in mox-Lpp selbst nicht mehr bzw. nur in weitestgehend inaktiver
Form vor. Dieses Modell geht also von einer reinen Lipoprotein-Lipoprotein-Interaktion aus, die
Thrombozyten dienen hier lediglich als Detektorsystem. In Abbildung 16 wird die den

Enzyminaktivierungen zugrundeliegende Arbeitshypothese skizziert.

Ergebnisse zur Hemmung der Paraoxonase

Es zeigte sich, daB die Inaktivierung der HDL-assoziierten Paraoxonase mittels EDTA keinen
nennenswerten EinfluB auf den mox-Lpp-induzierten Gestaltwandel hat: Bei Aktivierung via
mox-LDL, ergaben sich fiir nat-HDL, Gestaltwandel von 98% * 26% der PON-inhibierten Proben
vs. Kontrolle, fiir nat-HDL, 96% + 15% (MW + SA; vier Vesuchsdurchgénge). Die zwei mit mox-
HDL, und nat-HDL, durchgefiihrten Versuche ergaben identische Gestaltwandel der PON-
inhibierten Proben vs. Kontrolle. Die Versuche wurden in einem Dosisbereich von 100 mg/I bis
250 mg/l HDL durchgefiihrt, die Zeit der HDL-Vorinkubation betrug im Mittel 15 sek. Keine der
Proben wies ein signifikant von den Standard-Hemmversuchen abweichendes Ergebnis auf

(daher hier nicht bildlich dargestellt).

Ergebnisse zur Hemmung der PAF-Azetylhydrolase

In unseren Versuchen kamen zwei verschiedene Methoden zur PAF-AH-Inhibition zum Einsatz,
die beide als Standardverfahren in der Literatur angefiihrt werden (Inkubation mit PMSF oder
mit DENP = Paraoxon). Als selektivere Methode diirfte wohl die Inkubation mit Paraoxon gelten.
Wie wirksam dies unter gleichzeitiger Anwesenheit der PON angesehen werden kann, ist zu
diskutieren. Tatsachlich ergaben sich etwas inkonsistente Ergebnisse zwischen beiden Verfahren:
Nach Koinkubation von nat-HDL, mit PMSF zeigte sich iiberraschenderweise ein gering
reduzierter mox-LDL-induzierter Gestaltwandel von ca. 80% =+ 25% vs. nat-HDL,-Kontrolle
(nicht signifikant; vier Versuchsdurchginge). Die Paraoxon-Methode (ohne gleichzeitige PON-
Inaktivierung) hingegen zeigte eine Tendenz in der urspriinglich erwarteten Richtung von etwa
135% =+ 60% des PAF-AH-inhibierten- vs. nativem HDL, (allerdings ebensowenig signifikant;
drei Versuchsdurchginge). Der mit mox-HDL, und nat-HDL, durchgefiihrte Versuch (PMSF-
Methode) ergab identische Gestaltwandel der PAF-AH-inhibierten Proben vs. Kontrolle. Die
Versuche wurden in einem Dosisbereich von 50 mg/l bis 500 mg/l HDL durchgefiihrt, die Zeit der
HDL-Vorinkubation betrug im Mittel 15 sek. Erneut wies keine der Proben ein signifikant von

den Standard-Hemmversuchen abweichendes Ergebnis auf (deshalb nicht bildlich dargestellt).
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Gemeinsame Hemmung von Paraoxonase und PAF-Azetylhydrolase

Die zwei folgenden Methoden, die beide Enzyme ausschalten sollten, erbrachten ebenfalls etwas
voneinander abweichende Ergebnisse: Die Hitzeinaktivierung bei 56°C wirkt auf die Paraoxonase
gering praferentiell. Entsprechende Inkubation des HDL, fiir 10 oder 40 Minuten ergab
Gestaltwandel von 829% + 21% nach mox-LDL (enzyminaktiviertes nat-HDL, vs. unbehandeltes
HDL,), wahrend die Koinkubation mit EDTA und Paraoxon mit 187% =+ 75% Formwandel eine
nennenswerte Tendenz gemaB der urspriinglichen Hypothese zeigte (jedoch mit n = 3 nicht
signifikant). Der Dosisbereich deckte 100-500 mg/l (Temperaturmethode) bzw. 125-250 mg/I
(Koinkubation).

Bewertung der orientierenden Versuche zu Enzymhemmungen

Zusammenfassend deuten die durchgefiihrten Enzymhemmungen nicht darauf hin, daB3 sich der
Hemmeffekt nativer Lipoproteine auf den durch milde oxidierte Lipoproteine induzierten
Formwandel von Thrombozyten durch spezifische, enzymatisch bedingte Lipoprotein-
interaktionen zuriickfiihren lieBe. Insbesondere spielt der potentiell denkbare Abbau PAF-
ahnlicher Lipide, wie fiir Iangerfristige mm-LDL-Effekte von der Gruppe um A. D. Watson und A.
M. Fogelman vorgeschlagen (Watson et al., 1997), fiir unsere Fragestellung an rasch vonstatten

gehenden Reaktionen offensichtlich keine Rolle.

lll. Charakterisierung der mox-Lpp-induzierten
Thrombozytenaktivierung auf Rezeptorebene:
Desensibilisierungsassay und Rezeptorantagonisten

1. Entwicklung eines Desensibilisierungsassays gewaschener Plattchen

Untersuchungen zur homologen Desensibilisierung gewaschener Plattchen durch mox-LDL

Fiir viele physiologische Thrombozytenstimuli ist das Phdanomen der homologen
Desensibilisierung bekannt. Interessanterweise wurde dies auch fir die Wirkung von mox-LDL
gefunden (Abbildung 18a, S. 71): Durch die einmalige Gabe von mox-LDL, (im Beispiel die
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tibliche Dosis von 200 mg/l) wird in typischer Weise ein Gestaltwandel hervorgerufen. Wartet
man nun, bis diese Aktivierung abgeklungen ist (im Beispiel der Gbliche Zeitraum von 5 min.), so
|aBt sich durch eine weitere mox-LDL-Gabe identischer Stoffmenge kein erneuter Gestaltwandel
hervorrufen: Die Thrombozyten sind desensibilisiert. Dieser Vorgang ist hochselektiv: Die
darauffolgende Gabe eines anderen Agonisten (d.h. eines Agonisten, der einen anderen
thrombozytiren G-Protein gekoppelten Rezeptor stimuliert) bewirkt eine ganz normale, im
Vergleich zur Kontrolle unbeeinfluBte und unveridnderte Thrombozytenaktivierung (im Beispiel
ADP und YFLLRNP). Die mikroskopischen Untersuchungen untermauern die Tatsache, daB3 es sich
um eine Desensibilisierung handelt. In Zeitverldufen 1Bt sich die Riickkehr zur diskoiden Form
einige Minuten nach der Stimulation durch mox-LDL beobachten; die zweite mox-LDL-Gabe
flihrt dann zu keiner erneuten Reaktion (nicht bildlich dargestellt). Auch die Bestimmung der
Proteintyrosinphosphorylierung zeigt eine homologe Desensibilisierung: Finf Minuten nach
einer ersten Stimulation ist die Phosphorylierung der Proteine P62, P68 und P130 wieder auf das
jeweilige basale Niveau abgefallen. Die erneute mox-LDL-Gabe fiihrt zu keiner zweiten Zunahme

der Phosphorylierung (siehe Abbildung 19b, S. 74).

Gegeniiberstellung von Desensibilisierung und Hemmeffekt

Im folgenden sind die in Kap. Il beschriebenen Hemmeffekte durch native Lipoproteine und das
jetzt dargestellte Phdnomen der Desensibilisierung auseinanderzuhalten. Die unterschiedlichen
wirksamen Dosisbereiche geben den ersten Hinweis zur Differenzierung: Fiir eine komplette
Hemmung des Effekts von 200 mg/l mox-LDL waren mindestens 1000 mg/l nat-Lpp vonnéten.
Eine komplette Desensibilisierung zeigt sich bereits bei einer identischer Mengenvorgabe von
200 mg/l. AuBerdem ist die Hemmung nach Desensibilisierung zeitabhingig: Die minimale
Aktivierbarkeit der Thrombozyten findet sich hier unmittelbar nach dem Abklingen des durch die
Erststimulation induzierten Gestaltwandels. Hingegen ist der Hemmeffekt durch native
Lipoproteine praktisch unabhdngig davon, welcher Zeitraum bis zur Zugabe von mox-LDL bzw.
mox-HDL verstreicht. Eine exemplarische Gegeniiberstellung zeigt Abbildung 18c.

Im Gegensatz zu den beschriebenen Hemmeffekten kann die Desensibilisierung je nach
Thrombozytenspender individuell unterschiedlich stark ausgeprdgt sein: Meist 1Bt sich durch
die zweite, eigentlich tberschwellige (> 100 mg/l) Gabe einer der Erstgabe entsprechenden
Stoffmenge liberhaupt keine Thrombozytenaktivierung auslosen. Vereinzelt findet sich nur eine
Reduktion der Zweitantwort auf bis zu 50% der Erstantwort; um auch hier eine komplette

Refraktion zu erreichen, muf3 entweder die Dosis der beiden Stimulationen weiter erh6ht werden
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(> 200-250 mg/l) oder mehrere Vorstimulationen mit einer relativ niedrigeren Dosis (z. B. 2-
3 mal 100 mg/l in jw. flinfminiitigen Abstinden) erfolgen. Tabelle 10 gibt reprasentative Ergeb-

nisse eines Versuchsdurchgangs wieder.

Tab. 10: Hohere Dosen mox-Lpp fiihren gewdhnlich zur kompletten Desensibilisierung

1. Stimulus  Gw. 2. Stimulus Gw. ggf. 3. Stimulus  Gw. abschlieBende

mox-LDL incm  mox-LDL incm  mox-LDL nach incm  ADP-Kontrolle,
nach 5 min. weiteren 5 min. Gw. incm

20 mg/! 3,8 20 mg/| 3,8 - - -

50 mg/! 7,5 50 mg/! 33 50 mg/| 0,7 8,2

200 mg/I 10,0 200 mg/I 0,0 - - 8,8

Innerhalb eines Versuches wurde das AusmaBB der Desensibilisierung fiinf Minuten nach einer
mox-LDL-Gabe registriert. Wie in den meisten Fillen lieB sich tber 100 mg/l bereits eine
komplette Desensibilisierung gegentiber einer zweiten Gabe feststellen, wéahrend sie bei
niedrigeren Dosierungen noch inkomplett ist. Wiederholte Gaben innerhalb eines gewissen
Dosisbereichs, im dargestellten Fall 50 mg/l, kénnen den Effekt ebenfalls verstirken. Der Gw.
durch ADP als anschlieBende Kontrolle ist auch dann nicht verédndert.

Verwendung der Desensibilisierung als Assay

Der selektive Charakter der Desensibilisierung eréffnet dem Untersucher nun die Mdglichkeit,
auch ohne genaue Kenntnis der an der mox-LDL-Wirkung beteiligten thrombozytdren
Rezeptorstrukturen systematisch nach dem darin wirksamen Prinzip zu suchen: Via mox-LDL
desensibilisierte Thrombozyten miissen sich gegeniiber all den (und nur den) Agonisten refraktar
zeigen, die dieselbe Wirksubstanz enthalten oder zumindest ihre Wirksamkeit liber denselben
Rezeptor entfalten. AuBerdem muB3 die Desensibilisierung dann auch in der umgekehrten
Reihenfolge erfolgen kdnnen.

Die bisherigen Ergebnisse deuten auf ein Lipid oder Lipidderivat als Trager der biologischen
Wirksamkeit: Dafiir spricht, (1) daB HDL durch die milde Oxidation ebenso an biologischer
Aktivitat gewinnt wie LDL (trotz anderer Proteinbestandteile) und (2) der Gewinn biologischer
Aktivitat weitgehend unabhéngig von der Art des Modifikationsverfahrens (trotz Unterschiede
bei der von Proteinverdnderungen abhangigen elektrophoretischen Mobilitdt, beispielsweise

zwischen mox- und ox,-LDL).

Gegenseitige Desensibilisierung von mox-LDL und mox-HDL
Zuerst konnte mittels dieses Desensibilisierungsassays belegt werden, daB mox-LDL und mox-

HDL dasselbe Wirkprinzip besitzen: Eine bestimmte Menge des einen milde oxidierten

68



Lipoproteins desensibilisierte die Thrombozyten fiir die identische Menge des jeweils anderen
(Abbildung 18b). Auch die einzelnen HDL-Subgruppen mox-HDL, und mox-HDL, erwiesen sich
als gleichwertig und austauschbar. In Tabelle 11 sind die Desensibilisierungsversuche mit
verschiedenen oxidierten Lipoproteinen zusammengestellt: Sowohl LDL bzw. HDL, als auch milde
oxidierte (mox-Lpp) bzw. minimal modifizierte (mm-Lpp) Lipoproteine desensibilisieren
Thrombozyten untereinander, d.h. der zweite Agonist ruft keinen nennenswerten Formwandel
mehr hervor. Die Thrombozytenantwort auf stirker oxidierte LDL-Spezies 1aBt sich hingegen
nicht vollig desensibilisieren; insbesondere ox.~-LDL zeigt nur einen geringen Desensibili-

sierungseffekt.

Tab. 11: Desensibilisierung der Plittchenantwort durch zweimalige Gabe von
Lipoproteinsuspensionen

1. Agonist 2. Agonist n Gw.incm Gw. in cm Gw. in %
(min.-max.) (MW +£SA) des nicht
2. Agonist 2. Agonist desensibili-

sierten
Stimulus
1. mox-LDL mox-LDL 12 0,0-0,4 0,0+0,1 06+19
(63-500 mg/l)  (63-500 mg/l)
2. mox-HDL,, mox-HDL,, 7 0,0-11 03*0,5 52+99
(125-500 mg/l) (125-500 mg/I)
3. mox-LDL mox-HDL, 4 0,0-0,6 0,1+0,3 29+58
(63-500 mg/l)  (63-500 mg/l)
4. mox-HDL, mox-LDL 5 0,0 00+0,0 00+0,0
(63-500 mg/l)  (63-500 mg/l)
5. mm-LDL mox-HDL, 1 0,0 0,0 0,0
(125 mg/l) (125 mg/l)
6. SIN-LDL SIN-LDL 2 1,0-2,0 1,5+0,7 33,6 £ 16,8
(300-500 mg/l) (300-500 mg/l)
7. mox-LDL ox,LDL 1 0,8 08 8,3
(200 mg/1) (100 mg/l)
8. ox.-LDL ox,-LDL 2 3,9-4,0 39401  799+127
(100 mg/1) (100 mg/l)

Desensibilisierung zwischen verschiedenen oxidierten Lipoproteinen. Aufgefiihrt ist der
thrombozytire Gestaltwandel (Gw.) nach Zugabe des zweiten Agonisten als Absolutwert in cm
bzw. im Verhdltnis zur undesensibilisierten Pldttchenantwort.

Zum Vergleich die Absolutwerte undesensibilisiert: mox-LDL: 1,8-10,4 cm/6,7 £ 2,6 cm; mox-
HDL,: 1,5-12,0 cm/5,1 + 2,7 cm; SIN-LDL: 2,0-4,6 cm/3,4 £ 1,2 cm; ox,-LDL: 2,3-6,0 cm/4,1 + 2,6
cm, ox.-LDL: 4,5-5,5 cm/4,8 + 0,6 cm.
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2. Kreuzdesensibilisierung zwischen modifizierten Lipoproteinen und
Lysophosphatidsdure

Milde oxidierte Lipoproteine und Lysophosphatidsaure

Mit Hilfe des Desensibilisierungsassays wurden systematisch als Wirksubstanz in Frage
kommende Lipidmolekiile getestet. Einige Verbindungen wie Plattchen-aktivierender Faktor
(PAF) und via den PAF-Rezeptor agierende Derivate, konnten bereits in friiheren Untersuchungen
ausgeschlossen werden (Weidtmann et al., 1995). Die UnbeeinfluBbarkeit des oxidations-
bedingten Aktivitdtsanstiegs durch die verschiedenen Enzymhemmungen sprach ebenfalls gegen
PAF-3hnliche Lipide, etwa 1-Palmitoyl-2-(5-Oxovaleryl)-sn-Glycero-3-Phosphocholin und 1-Pal-
mitoyl-2-Glutaryl-sn-Glycero-3-Phosphocholin, wie sie von Watson et al. (1997) als Trager der
biologischen Aktivitdit von mm-LDL auf Endothelzellen gefunden worden waren. Erwar-
tungsgemdf fand sich keine Kreuzdesensibilisierbarkeit zwischen PAF und mox-Lpp. Lysophos-
phatidylcholin (LPC) als h3ufigstes der einfacheren Lipide zeigte bei hoheren Konzentrationen
lytische Wirkung auf die Plattchen. Allerdings steigt der LPC-Gehalt von LDL wahrend der
milden Oxidation an (C. Corrinth, unverdffentlichte Daten).

Das Fehlen einer Kreuzdesensibilisierbarkeit zu mox-Lpp widerlegte nun eine gréBere Rolle von

LPC als Wirksubstanz (Abbildung 17).

1 min

Transmission

T T T

mox-LDL LPC mox-LDL
(0,5 g/1) (15uM) (0,5 g/)
Kontrolle nach 5'

Abb. 17: Keine Desensibilisierung des mox-LDL-induzierten thrombozytiren Formwandels durch
Lysophosphatidylcholin (LPC)

Links ist der thrombozytire Formwandel, induziert durch 500 mg/l mox-LDL dargestellt
(Kontrolle, Probe a). Die mittlere Kurve gibt den Gw. einer anderen Probe (b) nach Gabe
von 15uM LPC wieder, welcher nach 5 Minuten abgeklungen ist. Stimuliert man nun diese
zweite Probe mit 500 mg/I mox-LDL, zeigen sich keine Unterschiede zur Kontrolle.
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Anders lagen die Verhiltnisse bei den Versuchen mit Lysophosphatidséure (LPA): Nach der Gabe

einer hinreichenden Menge Oleoyl- oder Palmitoyl-LPA (200 nM bis 1 pM) war mit mox-LDL (200 mg/l)

kein weiterer Gestaltwandel mehr auslosbar (Abbildung 18d). Ebenso konnte die durch mox-HDL,

oder mox-HDL, induzierte Plattchenantwort mit LPA desensibilisiert werden (Abbildung 18e).

Die durch andere physiologische Thrombozytenstimuli induzierten Formwandel hingegen blieben

unbeeinfluBt (im Beispiel ADP und YFLLRNP, aber auch nach Lipidagonisten wie PAF oder LPC).
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Abb. 18: Phdnomen der Desensibilisierung (Aggregometermessungen, Gestaltwandel)

a) Homologe Desensibilisierung mit mox-LDL,

b) Kreuzdesensibilisierung zwischen mox-HDL,und mox-LDL,

c) Gegeniiberstellung von Desensibilisierung und nat-Lpp-vermitteltem Hemmeffekt

d) Kreuzdesensibilisierung zwischen LPA und mox-LDL,

e) Kreuzdesensibilisierung zwischen LPA und mox-HDL,, LPA und mox-HDL,
Hier ist jw. links die undesensibilisierte Kontrolle des oxidierten Lipoproteins
dargestellt und rechts daneben die Plidttchenantwort fiinf Minuten nach LPA-Gabe.
(Mox-HDL, und mox-HDL, stammen aus verschiedenen Lipoproteinpréparationen.)
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Auch in umgekehrter Reihenfolge zeigten sich die Thrombozyten durch mox-Lpp fir eine
nachfolgende LPA-Gabe desensibilisierbar: In Abbildung 18d ist ein Beispiel wiedergegeben, wo
5 min. nach Gabe von 200 mg/I mox-LDL kein Formwandel durch 500nM LPA induziert werden
kann. Hier mag es zwar zu einer Uberlagerung von Lipoprotein-bedingtem Hemmeffekt und
Desensibilisierung kommen (denn das LDL verbleibt ja in der Kiivette), doch durch den
Hemmeffekt von 200 mg/l LDL alleine kdme es lediglich zu einer Reduktion des LPA-induzierten
Gestaltwandels anstelle des abgebildeten vélligen Ausbleibens der Plattchenreaktion (Gegen-
tiberstellung von Desensibilisierung und Hemmeffekt: Abbildung 18c).

Mox-Lpp induzieren den thrombozytdren Gestaltwandel also liber dieselbe Signalkaskade bzw.
den-/dieselben Rezeptor(en) wie LPA.

Zwischen Aktivitat und Verhalten von Oleoyl- und Palmitoyl-LPA fanden sich in unserem Ver-
suchsaufbau keine signifikanten Unterschiede. Interessanterweise nahm die Lichttransmission
am Aggregometer bei submaximalen Dosen reiner LPA durchschnittlich etwas rascher ab, als bei
den komplex strukturierten mox-Lpp. Dies kdnnte beispielsweise als die Zeit gedeutet werden,
die am Lipoproteinpartikel gebundene LPA zur Ablosung (und Diffusion) an den thrombozytaren

Rezeptor bendtigt.

Morphologie und Proteintyrosinphosphorylierung

a Mox-HDL (200mg/l) LPA (0,5uM)
1 1 ] 1
P130 p» T - - D S w—— D W w— s
P68 » - -
P62 » T - .-, .. - -

1 2 3 4 5 67 8 9101112
oo+ £+ + 0+ + o+
oo O O 0O OO0 o0 oo o o o
3 8 38 383 338 3 8
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Abb. 19: Proteintyrosinphosphorylierung induziert durch mox-HDL, mox-LDL und LPA:
Kinetik und Desensibilisierung

a) Die Abbildung gibt die Kinetik der Tyrosinphosphorylierung nach einem mox-HDL,-
bzw. LPA-Stimulus wieder. Auf den Bahnen 1-6 wurden die Aliquots nach Stimulation
mit mox-HDL, (200 mg/l) aufgetragen, auf den Bahnen 7-12 nach LPA (0,5 uM). Die
Jeweils ersten beiden Bahnen geben Kontrollwerte wieder (Bahnen 1 und 7: 15 sek.
vor Agonistenexposition; Bahnen 2 und 8: 10 sek. vorher). Auf den anderen Bahnen
wurden Aliquots nach Stimulation aufgetragen (Bahnen 3 und 9: 10 sek. nachher; 4
und 10: 20 sek.; 5 und 11: 30 sek.; 6 und 12: 1 min. nach Stimulation).

b) Die Abbildung gibt die Tyrosinphosphorylierung im Verlauf einer homologen De-
sensibilisierung (mox-LDL/mox-LDL, Bahnen 1-5) und einer Kreuzdesensibilisierung
(LPA/mox-LDL, Bahnen 6-10) wieder.

Innerhalb einer Kiivette abgenommene Aliquots einer homologen Desensibilisierung:

Bahn 1: Leerwert, Bahn 2: 200 mg/l mox-LDL, Bahn 3: abgeklungene Phospho-
rylierung 5 min. nach erstem mox-LDL-Stimulus, Bahn 4: erneute Gabe von
200 mg/l mox-LDL (Aliquotierung zum Zeitpunkt maximaler Transmissionsabnahme,
ca. 25 sek.), Bahn 5: nachfolgende ADP-Positivkontrolle.

Innerhalb einer Kiivette abgenommene Aliquots einer Kreuzdesensibilisierung:

Bahn 6: Leerwert, Bahn 7: 1 uM LPA (maximale Transmissionsabnahme, ca. 20 sek.),
Bahn 8: abgeklungene Phosphorylierung 5 min. nach LPA-Stimulus, Bahn 9:
200 mg/l mox-LDL, Bahn 10: nachfolgende ADP-Positivkontrolle.
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Die Studien am Phasenkontrast- und Rasterelektronenmikroskop bestdtigen die Aggrego-
meterergebnisse (siehe Abbildung 10, S. 52): Die durch mox-LDL, mox-HDL und LPA aktivierten
Thrombozyten waren bei geeigneter Dosiswahl morphologisch nicht voneinander zu unter-
scheiden; eine mox-LDL-induzierte Abkugelung und Pseudopodienbildung war durch eine vor-
herige LPA-Gabe im Sinne der Desensibilisierung zuverlassig zu verhindern (und vice versa).
Auch die Analyse der Proteintyrosinphosphorylierung fligt sich in die librigen Ergebnisse ein: Mit
LPA desensibilisierte Thrombozyten, bei denen die Tyrosinphosphorylierung nach 5 min wieder
auf Kontrollniveau abgeklungen war, reagierten mit keinem neuerlichen Anstieg derselben auf
einen mox-Lpp-Stimulus - im Gegensatz zur Gabe von Kontrollagonisten (im Beispiel ADP;
Abbildung 19b). So wie sich die Aggregometerkurven bei LPA- und mox-Lpp-Stimulation dhneln,
sind auch die Kinetiken der Tyrosinphosphorylierung vergleichbar, wobei der gesamte Ablauf bei
einer Stimulation mit LPA (0,5 uM) fast doppelt so schnell vonstatten geht, wie bei mox-HDL,
(200 mg/I; Abbildung 19a).

Abgrenzung gegeniiber LPA-dhnlichen Lipiden

Eine fiir unsere Fragestellung weitergehende Bedeutung von LPC, PAF und via den PAF-Rezeptor
signalisierenden, strukturell verwandten Lipiden, konnte, wie erwdhnt, bereits im Vorfeld ausge-
schlossen werden. Dasselbe gilt fiir die groBe Gruppe der Phosphatidylcholine (PC).
Phosphatidsiure (PA) in der uns zur Verfiigung stehenden Aufbereitung zeigte scheinbar einen
LPA-identischen Effekt in etwa 10- bis 20-fach hdheren Konzentrationen. Eine orientierende
analytische Chromatographie offenbarte jedoch eine ca. 5- bis 10-prozentige LPA-Verun-
reinigung der PA-Probe; die eluierte, nun reine PA zeigte keine Thrombozyten-aktivierende Wir-
kung mehr, so daB3 auch sie aus der weiteren Betrachtung ausgeschlossen werden konnte.

Fiir Sphingosin-1-Phosphat (S-1-P) ergaben unsere Untersuchungen um mindestens zwei
Zehnerpotenzen niedrigere Aktivitaten als fir Palmitoyl-LPA: S-1-P zeigte sich wirksam ab ca.
20 uM gegeniiber LPA ab ca. 50 nM; innerhalb eines Versuches konnte mit 20uM S-1-P ein
Formwandel wie mit 100nM LPA oder 100mg/l mox-LDL induziert werden. Damit ergaben sich
auch gewisse Probleme, S-1-P in den erforderlichen Konzentrationen hinreichend in Losung zu
halten, ohne finale Ethanolkonzentrationen von 0,5% zu liberschreiten, welche Artefakte
(unspezifische Eigenaktivitat) ergeben hitten. Fiir Konzentrationen > 20 uM wurde S-1-P daher
an delipidisiertes BSA gebunden oder in natives (inaktives) HDL, inkorporiert.

In der Reihenfolge LPA — S-1-P auch konnten komplette Desensibilisierungen nachgewiesen

werden. Aufgrund des untersuchten, begrenzten Dosisbereiches fiir S-1-P wurde in der
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Reihenfolge S-1-P — LPA hingegen nur eine Reduktion und keine vollstandige Hemmung des
LPA-induzierten Formwandels festgestellt. Dies diirfte methodisch bedingt sein und prinzipiell
eine Kreuzdesensibilisierbarkeit zwischen beiden Agonisten vorliegen, allerdings mit weit

hoherer EC,, fiir S-1-P als flir LPA.

Ausdehnung auf andere Formen der Lipoproteinmodifikation

Das fiir milde oxidierte Lipoproteinspezies Gesagte |al3t sich weitestgehend auf in anderer Weise
gering modifizierte Lipoproteine ausdehnen. Mm-LDL und mm-HDL, verhielten sich analog zu
mox-LDL und mox-HDL,. Desensibilisierungen lieBen sich in jeder Kombination durchfiihren,
wobei die Experimente nur mit bioaktiven mm-Lpp-Spezies durchgefiihrt wurden, damit sich die
lipoproteineigenen Hemmeffekte nicht mit der eigentlichen Desensibilisierung uberlagerten.
Dieser Punkt stellte auch das Problem bei den SIN-LDL- und insbesondere SIN-HDL-
Untersuchungen dar, welche oftmals eine eher geringe Aktivitdt aufwiesen. Nach LPA-Erstgabe
konnte jedenfalls eine deutliche Reduktion des SIN-LDL-induzierten Gestaltwandels festgestellt
werden, was die Ubertragbarkeit der bisherigen Uberlegungen auch auf SIN-1-modifizierte
Lipoproteine nahelegt. Nach SIN-Gaben war allerdings auch der Formwandel durch
nachfolgende andere physiologische Agonisten, etwa ADP gehemmt, was durch die direkte
Wirkung von SIN-1 auf die Thrombozyten erklart wird.

Auch die Plattchenreaktion durch Gabe von stédrker oxidiertem ox-LDL oder ox,-HDL, fiel nach
vorangegangener LPA-Stimulation aus, wéhrend sich fiir das noch stdrker oxidierte ox,-LDL
keine vollstiandige Desensibilisierung mehr nachweisen lieB (Abbildung 20, libernéchste Seite).
Dabei konnte die Restreaktion durch hier in relevanten Mengen zusatzlich gebildete weitere
Agonisten (z.B. LPC) erklart werden, die ihre Stimulation nicht lber einen so deutlich de-
sensibilisierbaren Signalweg vermitteln. Die Signifikanz dieses Ergebnisses ist allerdings ein-
geschrankt (nur zwei ox,- und eine ox.-Praparation). Tabelle 12 stellt die Desensibilisierungs-

ergebnisse der einzelnen Lipoproteine gegendiiber. (Vgl. zudem Tabelle 11, S. 69.)
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Tab. 12: Desensibilisierbarkeit der Pldttchenantwort auf modifizierte Lipoproteine und LPA

d Kreuzdesensibilisierung zwischen Lipoproteinsuspensionen und LPA

1. Agonist 2. Agonist n  Gw.incm Gw. in cm Gw. in %
(min.-max.) (MW +SA) des nicht
2. Agonist 2. Agonist  desensibil.
Stimulus
1. LPA,., LPA, .. 8 0,0-58 1,7+2.2 21,6 £27,0
(0,2-1uM) (0,2-1puM)
2. LPA mox-LDL 21 0,0-5,7° 11+£18 14,1 +22,4
(50nM-5uM) (200-500 mg/1)
3. LPA mox-HDL 6 0,0-4,9 1,8%22 21,0+£219
(0,2-1uM) (200-500 mg/l)
4. mox-LDL LPA (1uM) 2 1,4-3,0 22111 22,7 £ 5,7
(200 mg/1)
5. mox-HDL LPA (1uM) 2 1,0-2,7 1,8+1,2 26,7 £ 13,0
(200 mg/1)
6. LPA SIN-LDL 6 0,0-2,6 1,2+1,2 382t 41,7
(50nM-1pM) (200-500 mg/l)
7. LPA ox,LDL 2 0,0 0,0 0,0
(0,5-1uM) (25-50 mg/l)
8. LPA (1uM) ox.-LDL 1 2,5 2,5 56,8
(100 mg/l)
b Abgrenzung gegeniiber LPA-dhnlichen Lipiden
1. Agonist 2. Agonist n  Gw.incm Gw. in cm Gw. in %
(min.-max.) (MW +SA) des nicht
2. Agonist 2. Agonist  desensibil.
Stimulus
1. LPA (1uM) LPC (30uM) 1 3,8 3,8 92,7
2. LPC (30uM) LPA (1uM) 1 -2 - -
3. LPC(15-30uM) LPC (15-30uM) 2 2,9-3,3 3,1£0,3 73+ 17
4. LPA (1uM) PAF (1uM) 1 > 9,2 > 9,2 -
5. LPC (15uM) mox-LDL 1 39 3.9 92,9
(500 mg/l)
6. mox-LDL LPC (15uM) 1 1,3° 13 31,0
(500 mg/l)

Aufgefiihrt ist der thrombozytire Gestaltwandel (Gw.) nach Zugabe des zweiten Agonisten als
Absolutwert in cm bzw. im Verhdltnis zur undesensibilisierten Pldttchenantwort.

Zum Vergleich die Absolutwerte undesensibilisiert: LPA: 3,8-11,2 ¢cm/7,7 + 2,4 cm; mox-LDL: 1,8-
10,4 cm/6,7 £ 2,6 cm; mox-HDL,,: 1,5-12,0 cm/5,1 £ 2,7 cm; SIN-LDL: 2,0-4,6 cm/3,4 £ 1,2 cm;

ox,-LDL: 2,3-6,0 cm/4,1+ 2,6 cm; ox,-LDL: 4,4 cm.

(1) In 16 von 21 Versuchen komplette Desensibilisierung auf 0,0 cm.
(2) Gw. nach 30uM LPC nicht reversibel, daher hier keine sinnvollen Angaben mdéglich.
(3) Hierbei ist auch der grundsdtzliche Hemmeffekt von Lipoproteinen (nat und mox) zu beachten.
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Abb. 20: Desensibilisierung bei ox-LDL (Aggregometermessungen, Gestaltwandel)

a) Kreuzdesensibilisierung zwischen LPA und nach Takahashi oxidiertem ox,-LDL. Links ist
die undesensibilisierte Kontrolle dargestellt, rechts das Ausbleiben des ox,-LDL-
induzierten Formwandels der Plittchen fiinf Minuten nach ihrer Desensibilisierung
durch TuM LPA.

b) Teilweise Kreuzdesensibilisierung zwischen LPA und stark oxidiertem ox,-LDL. Der
thrombozytire Formwandel fiinf Minuten nach LPA-Gabe ist nur vermindert.

Untersuchungen zur Aggregation

Die Aggregometerkurven dhneln sich fir LPA und mox-LDL stark innerhalb einer Praparation.
Auch variiert die Sensitivitat der Plattchen jw. fiir beide gemeinsam; es fand sich also
beispielsweise keine Tz.-Suspension wo mit LPA erst hochdosiert eine Aggregation ausgeldst
werden konnte, aber bereits niedrigdosiert mit mox-LDL. Die Sensitivitdt gegeniiber anderen
Agonisten (z.B. Adrenalin) war hiervon unabhéngig.

Mox-LDL- oder LPA-induzierte Aggregationen konnten in identischer Weise durch vorherige
Gabe einer der beiden Substanzen unterbunden werden, wie dies fir den Gestaltwandel
festgestellt worden war. Da es nicht angemessen erschien, Thrombozyten wiederholt reversiblen
Aggregationen zu unterwerfen, erfolgte die erste Gabe des Agonisten in unterschwelliger, d.h.
selbst nicht aggregationsauslésender Dosis; auch wurden PPP und - soweit notig - ADP erst vor

der zweiten Agonistenexposition zugegeben. Ein Beispiel gibt Abbildung 21 wieder.

78



Kontrolle Desensibilisierte Tz.
(LPA, 15uM, 5min.)

—»
—

Transmission
mox-LOL, (2g/l)
mox-LDL_ (2g/l] —>

Kantrollstimulus (ADP + Adrenalin}

Abb. 21: Phinomen der Desensibilisierung (Aggregometermessungen, Aggregation)

Links ist die Aggregation nach Gabe von 2 g/l mox-LDL, dargestellt. Die rechte Kurve zeigt
das Ausbleiben dieser Aggregation fiinf Minuten nach Desensibilisierung mit 15uM LPA.
Versuche unter Anwesenheit von 2% PPP.

3. LPA-Rezeptorantagonisten

Suramin

Suramin (= Germanin®) wird eigentlich als Kurzinfusion zur Therapie der afrikanischen
Trypanosomiasis bzw. der Onchozerkose eingesetzt. Von der Gruppe um W. H. Moolenaar wurde
Suramin, ein komplexes, LPA in keiner Weise ahnelndes Molekiil, als spezifischer LPA-Inhibitor
bei Fibroblasten beschrieben (van Corven et al., 1992). An Thrombozyten zeigte sich in unseren
Experimenten eine unspezifische Wirkung: Zum einen weist Suramin einen ausgesprochen
starken agonistischen Eigeneffekt auf, der in AusmaB und Verlauf sehr ungewdéhnlich ist. Bei den

fiir Fibroblasten beschriebenen Dosen von 70uM kommt es zu einer Gber Minuten progredienten
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und irreversiblen Transmissionsabnahme im Aggregometer, im Ausmal starker als mit jedem
anderen Agonisten (Abbildung 22); es finden sich hier vereinzelt lysierte Plattchen im
Mikroskop. Zum zweiten waren die Thrombozyten auch nach geringen Dosen um die 2,5uM,
durch die die Oszillationen im Aggregometer meist zunahmen, wdahrend die Trans-
missionsdnderung in Richtung und AusmalB variierte, durch fast keinen Agonisten mehr sti-
mulierbar (z.B. zeigten selbst 10 uM ADP keinerlei Wirkung) ausgerechnet abgesehen von LPA,
welches immer noch Gestaltwandel in Héhe von 80-90 % der Kontrolle induzierte (Tabelle 13,

nachste Seite).

1 min
c
o
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7))
£
v
| =4
(4]
}
-
v
Suramin Suramin LPA
(70pMm) (2.5uM) (1uM)

Abb. 22: Effekt von Suramin auf isolierte Thrombozyten

Die linke Kurve gibt die Pldttchenreaktion auf 70uM Suramin wieder; es zeigt sich eine
Transmissionsabnahme, die in Dauer und AusmalB3 den Gestaltwandel durch andere
physiologische Agonisten bei weitem (bertrifft. Verzogert nehmen auch die Oszillationen
dauerhaft ab. Bei der rechten Kurve wurde Suramin mit 2,5uM niedriger dosiert; es zeigt
sich eine Oszillationszunahme bei abnehmender Transmission. Eine anschlieBende
Stimulation mit TuM LPA hat einen kaum beeinfluBten thrombozytdaren Formwandel zur
Folge.
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Tab. 13: Hemmeffekt von Suramin auf unterschiedliche Pldttchenagonisten

Agonist finale Konzentration des Agonisten Gw. in % der Kontrolle
ADP 1-10uM 0

YFLLRNP 300uM 0

Thrombin 0,1U 0

mox-LDL 200 mg/! 76

LPA(18:1)  1uM 82

PAF 50nM 90

LPC(16:0)  30uM 98

Der Suramin-Hemmeffekt auf Thrombozyten ist unspezifisch. Die links aufgefiihrten Agonisten
wurden zu mit 5-10uM Suramin vorbehandelten isolierten Plédttchen gegeben und der
resultierende Formwandel in Relation zur nicht-vorbehandelten Kontrolle angegeben.

N-Palmitoyl-Tyrosin- und N-Palmitoyl-Serin-Phosphorsdaure (NPTyrPA, NPSerPA)

Von den Gruppen um A. Tokomura, G. Tigyi und R. Bittman wurden N-Palmitoyl-L-Tyrosin-
Phosphorsdure (NPTyrPA, siehe Abbildung 2, S. 18) und N-Palmitoyl-L-Serin-Phosphorséure
(NPSerPA) als spezifische kompetitive Antagonisten von LPA-Rezeptoren beschrieben - zwei
Molekiile mit einer gewissen Strukturverwandtschaft zu (Palmitoyl-)LPA. Beide Substanzen
besitzen an Plattchen eine geringe agonistische Eigenaktivitdit, hemmen jedoch die
Thrombozytenaggregation durch LPA (Sugiura et al., 1994). In unseren Experimenten zeigte sich
die Hemmwirkung von NPTyrPA anfangs der von NPSerPA iiberlegen (wohl chargenbedingt),
weshalb in den folgenden Experimenten bevorzugt das Tyrosinderivat verwendet wurde. Wie in
Abbildung 23a (nachste Seite) dargestellt, verhinderte bzw. reduzierte es dosisabhingig den
thrombozytaren Gestaltwandel durch Oleoyl- oder Palmitoyl-LPA ebenso, wie den durch
modifizierte Lipoproteine (getestet an mox-LDL, mox-HDL, ox.-LDL), wahrend alle sonstigen
getesteten Agonisten in ihrer Wirkung nicht beeinfluBt waren (ADP, YFLLRNP). Zu einer
vollstindigen Hemmung waren meist Konzentrationen von 10-20 uM nétig (Tabelle 14, S. 84; es
sind die reinen Aggregometerversuche in relevanten Dosisbereichen dargestellt; die Ergebnisse
der zahlreichen zusatzlichen Experimente, beispielsweise mit Aliquotabnahme oder in anderen
Dosisbereichen, decken sich mit den dargestellten). Bei hoheren Dosierungen zeigten NPTyrPA
und NPSerPA zunehmende Eigenaktivitdt, wodurch nur noch bedingt gegeniliber einem

Desensibilisierungseffekt unterschieden werden konnte (Abbildung 23c).
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Abb. 23: Hemmung der durch mox-LDL induzierten Thrombozytenantwort
durch den LPA-Rezeptorantagonisten NPTyrPA (Aggregometer)

a) Durch fiinfminiitige Vorbehandlung isolierter Thrombozyten mit 10uM NPTyrPA wird
der Formwandel durch 200 mg/I mox-LDL gehemmt.

b) Durch fiinfminiitige Vorbehandlung isolierter Thrombozyten mit 50uM NPTyrPA wird
die Aggregation durch 1 g/l mox-LDL gehemmt. Experimente unter Anwesenheit von
2% PPP; 15 Sekunden vor Zugabe von mox-LDL wurde TmM Ca** vorgelegt.
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Abb. 24: Hemmung der durch mox-LDL induzierten Proteintyrosinphosphorylierung in
Thrombozyten durch LPA-Rezeptorantagonisten

Die Plittchensuspension wurde mit NPTyrPA (Bahnen 3, 4, 6, 8) bzw. dem Lésungsmittel
Ethanol (Bahnen 1, 2, 5, 7) fiir 5 min. vorinkubiert. Danach wurde Pufferlosung (Bahnen
1 und 3), 200 mg/l mox-LDL (Bahnen 2 und 4), 1 uM LPA (Bahnen 5 und 6) oder 1 uM
ADP (Bahnen 7 und 8) zugegeben.

Die mikroskopischen Untersuchungen bestatigten die aggregometrischen Ergebnisse (Abbildung 10,
Seite 52).

Ebenso konnte mit den LPA-Rezeptorantagonisten der Anstieg in der Tyrosinphosphorylierung
der Plattchenproteine P62, P68 und P120 via LPA, mox-LDL oder mox-HDL verhindert werden,
wahrend er fiir andere Agonisten unbeeinfluBt blieb (Abbildung 23).

Auch die durch mox-LDL induzierte Thrombozytenaggregation konnte durch NPTyrPA gehemmt
werden (Abbildung 23b).
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Tab. 14: Hemmung des mox-Lpp-induzierten Formwandels durch LPA-Rezeptorantagonisten

Antagonist  Agonist Anzahl der Gw. in %
(NPTyrPA) Versuche der Kontrolle
MW + SA

5 uM LPA (0,5-1 uM) n=3 44 + 39 %
10 uM LPA (0,4-1 pl\/l) n=11 28 £27 %
20 uM LPA (0,5 uM) n=1 0 %

5uM mox-LDL, (200-500 mg/l) n=5 18 + 30 %
10 uM mox-LDL, (200 mg/l) n= 8+ 14 %

5 uM mox-HDL, (200 mg/l) n= 52 %
10 uM mox-HDL, (200 mg/I) =3 12+ 12 9%
10 uM ox,-LDL (200 mg/l) =2 47 £ 11 %
10 uM ADP (1 pl\/l) =3 111 £18 %
10 uM YFLLRNP (300 puM) =2 97 + 9 %

IV. Bestimmung der Lysophosphatidsaure in Lipoproteinen

1. Biologische Aktivitatsmessung von Extrakten und Eluaten

Die bisher erzielten Ergebnisse lieBen vermuten, daB wahrend der milden Oxidation von
Lipoproteinen Lysophosphatidsaure entsteht, die fiir die Thrombozyten-aktivierende Wirkung
verantwortlich ist. Diese Hypothese sollte im Rahmen der folgenden chemischen Analyse

bewiesen werden.

Biologische Aktivitat von Lipidextrakten

Im ersten Schritt wurde eine zweiphasige Lipidextraktion der Lipoproteine in Anlehnung an E. G.
Bligh und W. J. Dyer (1959) durchgefiihrt. Die Chloroform-Methanolphase enthielt insbesondere
Neutralfette, Phosphatidylcholine und Lysophosphatidylcholine (LPC). Die so gewonnenen Lipid-
extrakte riefen nur geringe Thrombozytenantworten hervor, etwa Grundlinienverschiebungen in
Richtung einer geringeren Transmission. Dabei zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen Extrakten nativer und modifizierter Lipoproteine. Auch war in diesen Extrakten kaum

[’H]-LPA-Tracer nachweisbar (ca. 29 der eingesetzten Gesamtaktivitit).
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Im ndchsten Schritt wurde eine butanolische Extraktion des verbliebenen Proteininterfaces
durchgefiihrt: Die butanolischen Extrakte modifizierter Lipoproteine, die den GroBteil an LPA
enthielten (ca. 80% der eingesetzten Gesamtaktivitit des [*H]-LPA-Tracers; Abbildung 8),
induzierten einen deutlichen Gestaltwandel der Thrombozyten (n = 8). Diese Formwandel waren
im Mittel sogar starker ausgepragt, als die durch die analogen mox- oder mm-Lpp-Gaben direkt
verursachten. Bei allen Extrakten kam es zu einem ausgepragten Aktivitdtsanstieg wahrend der
milden Oxidation (jw. LDL und HDL: n = 3), lediglich in einem Versuch rief auch der nat-LDL-
Extrakt einen nennenswerten Formwandel hervor. Vor allem bei HDL wurden zur Abschatzung
der Aktivitdt der Extrakte Dosis-Wirkungskurven mit LPA(18:1), vereinzelt auch LPA(16:0)
gegeniibergestellt: Wahrend die Aktivitdt der nat-HDL-Extrakte im Mittel verschwindend gering
war (in zwei von drei Experimenten keine Aktivitat, im dritten deutlich unter 0,5 nmol LPA pro
mg HDL-Proteinanteil), konnte fiir die mox-HDL-Extrakte eine Aktivitit festgestellt werden, die
in der Gr6Benordnung von 0,5-1 nmol LPA pro mg HDL-Protein lag (n = 3; Tabelle 15a). Die
Extrakte von nat-LDL zeigten eine geringe Eigenaktivitdt (im gegen eine LPA-Eichkurve
abgeglichenen Versuch < 0,4 nmol/mg LDL-Protein). Die Aktivitat der Extrakte von mox-LDL lag
jeweils dariiber (im gegen eine LPA-Eichkurve abgegelichenen Versuch ca. 1-2 nmol/mg LDL-

Protein; Tabelle 15a).

Biologische Aktivitdt von in Lipoproteinen enthaltener Lysophosphatidsdure (LPA-Eluate)
und deren Veranderung wahrend der Oxidation

Auf Ebene der Extrakte arbeitet man immer noch mit Lipidgemischen, wahrend nach ihrer
diinnschichtchromatographischen Auftrennung in den Eluaten die nur durch LPA verursachte
Aktivitat erfaBt werden kann. Dazu wurde die jw. Lysophosphatidsdure von der DC-Matrix
eluiert und der durch das Eluat verursachte Gestaltwandel quantifiziert (CH-LPA-Recovery ca.
15%). Die Ergebnisse sind in Tabelle 15b wiedergegeben (n = 7). Es ist ein deutlicher Anstieg der
Aktivitat wéhrend der milden Oxidation festzustellen. Soweit innerhalb des jw. Experiments
auch Dosis-Wirkungskurven mit synthetisiertem LPA zum Vergleich angefertigt wurden, konnte
die Aktivitdt der einzelnen Eluate eingeschdtzt werden: Dabei wies mox-LDL die deutlichste
Aktivitat auf, mit gut einem Drittel darunter folgte mox-HDL; die individuellen Schwankungen
waren jedoch groBer, als dieser Unterschied (Tabelle 15b). Insgesamt lag die Aktivitit der Eluate
milde oxidierter Lipoproteine in der GréBenordnung von 1 nmol/mg Proteinanteil. Wie schon die

Extrakte, so zeigten auch die Eluate starkere biologische Aktivitaten, als die korrespondierenden
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Lipoproteinsuspensionen. Dieser Effekt erschien im Vergleich zu den Extrakten nicht wesentlich

starker oder schwacher ausgepragt.

reg. Zerfille

PHILPA,

— 40

(=
Transmission

N |

Abstand zum Auftragspunkt

Abb. 25: LPA-Quantifizierung mittels biologischer Aktivitdtsmessung
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Hier ist die Auftrennung der Extrakte auf einer Whatman-DC-Platte im System nach
Cohen und Derksen fiir nat-LDL (a) und mox-LDL (b) dargestellt. Uber dem Photostreifen
der Jod-exponierten Bahn ist das zugehdrige Ergebnis des DC-Linearanalysegerates
abgebildet,; der Gipfel riihrt von der Strahlung her, die durch den tritiierten LPA-Standard
emittiert wird (registrierte Zerfille = counts). Zur Rechten ist eine reprasentative Kurve
des Formwandels nach Plattchenstimulation durch das entsprechende LPA-Eluat
angefiihrt. Eluate von Zonen, die wenige mm unter- oder oberhalb des [ H]LPA-Peaks
gewonnen wurden, enthielten keine Aktivitat mehr (nicht abgebildet).



Tab. 15: Biologische Aktivitadt von butanolischen Lipidextrakten und LPA-Eluaten
von Lipoproteinpraparationen

a) Extrakte

Versuch Lipoprotein ~ Recovery Gw. in cm Biologisch gemessene
(Bsp.) LPA-Menge
1 nat-LDL 41 2,2 < 0,4 nmol/mg Prot.
mox-LDL 39 9,5 1-2 nmol/mg Prot.
2 nat-LDL 96 6,7 -
mox-LDL 64 8,2 -
3 nhat-LDL 54 2,1 -
mox-LDL 65 9,5 -
4 nat-HDL 42 0 -
mox-HDL 34 13 [rev. Agg. -
5 nat-HDL 18 0 . 0" nmol/mg Prot.
mox-HDL 33 3,6 1 nmol/mg Prot.
6 nat-HDL 40 0 . 0" nmol/mg Prot.
mox-HDL 60 5,7 0,25-0,5 nmol/mg Prot.
7 nat-HDL 58 0 -
mox-HDL 55 4.4 -
8 nat-HDL 74 3 << 0,5 nmol/mg Prot.
mox-HDL 75 8,8 0,5-1 nmol/mg Prot.
b) Eluate
Versuch Lipoprotein Recovery Gw. in cm Biologisch gemessene
(Bsp.) LPA-Menge
1 mm-LDL 6 8,1 0,15-0,25nmol/mg Prot.
2 nat-LDL 16 3,9 -
mox-LDL 17 5,2 -
3 nat-LDL 2 0,7 0,2 nmol/mg Prot.
mox-LDL 3 3,2 1,2 nmol/mg Prot.
4 nat-LDL 13 1,4 0,3 nmol/mg Prot.
mox-LDL 15 6,6 1,3-1,5 nmol/mg Prot.
5 nat-HDL 7 3,5 < 0,2 nmol/mg Prot.
mox-HDL 8 12,1 0,75 nmol/mg Prot.
6 nat-HDL 7 0 -
mox-HDL 5 53 -
7 nat-HDL 3 50 -
mox-HDL 5 6,4 -

Biologische Aktivitit von butanolischen Extrakten (a) und LPA-Eluaten (b): Fiir eine jw.
identische Menge im Vergleich von nativem zu milde oxidiertem Lipoprotein ist beispielhaft
auch der erzielte Gw. angegeben. Die LPA-Aquivalenzstoffmenge (rechte Spalte) ist nur
angegeben, soweit parallel Standardeichkurven mit synthetisiertem LPA(meist: 18:1)
durchgefiihrt wurden. Es zeigt sich durch die milde Oxidation im Mittel ein Anstieg der
biologischen Aktivitit auf die GréBenordnung von etwa einem nmol pro mg Lpp-Proteinanteil.
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2. Biologische Aktivitat anderer Lipidfraktionen

Aktivitat der Eluate anderer Lipidfraktionen

Es wurde in einem weiteren Ansatz geklart, ob LPA die einzige relevante, rasch wirksame
Thrombozyten-aktivierende Substanz in modifizierten Lipoproteinen darstellt. Hierzu wurden die
Gesamtlipide von nat-LDL, und von mox-LDL, in einem zweidimensionalen DC-System
fraktioniert, in einem Albuminpuffer geldst und zur Plattchensuspension gegeben. Es fand sich
eine geringe Aktivitat der Lysophosphatidylcholin-Fraktion (LPC) aus mox-LDL,, wie sie aus
Vorarbeiten von C. Corrinth et al. bereits angedeutet worden war (unveréffentlichte Daten bzw.
Siess et al., 1999). LPC konnte im Sinne der Fragestellung aber ausgeschlossen werden, weil es
(1) eher unspezifisch-lytische als gezielt-agonistische Effekte hervorrief, weil es (2) keinerlei
Desensibilisierungseffekte zeigte und weil (3) die Aktivitat der LPC-Fraktion auch relativ niedrig
war (jw. ca. 5-20% des butanolischen Extrakts bzw. LPA-Eluats). Dariiber hinaus konnte der
LPC-Effekt nicht durch NPTyrPA oder NPSerPA antagonisiert werden. LPC reichert sich bei einer
Extraktion nach E. G. Bligh und W. J. Dyer nahezu vollstandig in der Chloroformphase an und
mag somit zu einem gewissen Grad zur geringen Aktivitat dieser Chloroformextrakte beitragen.
In keiner der Ubrigen Lipidfraktionen konnte eine Thrombozyten-aktivierende Wirkung nach-
gewiesen werden, insbesondere auch keine Aktivitdtsanstiege wahrend der Oxidation (siehe Ta-

belle 16).

Tab. 16: Aktivitdt der einzelnen Lipidfraktionen aus nativem und milde oxidiertem LDL

Lipidfraktion nat-LDL mox-LDL
(Gw. in % d. Ktr.) (Gw. in % d. Ktr.)
Neutrallipide: 0 0
Sphingomyelin (SM): 0 0
Phosphatidylcholin (PC): 0 0
Phosphatidylethanolamin (PE): 0 0
Lysophosphatidylcholin (LPC): 26 21
Lysophosphatidsiure (LPA): 40 100 (Ktr.)

Wie die Tabelle anhand der Ergebnisse einer Prdparation zeigt, stellt LPA fiir die
Plittchenaktivierung die einzige nennenswerte aktive Substanz dar. Die LPA-Eluate wurden wie
(iblich mit Hilfe der sequentiellen Lipidextraktion prdpariert. Die Eluate der (ibrigen Lipide wurden
durch eine zweidimensionale Diinnschichtchromatographie aus der Chloroform-Methanolphase
gewonnen und einer Menge von 100 ug LDL (Proteinanteil) entsprechend dosiert. Die mit Abstand
héchste Aktivitit fand sich erwartungsgemdB in der LPA-Fraktion von mox-LDL (als 100%
gesetzt).
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Exkurs: Prozentuale Verinderung der Lipidgruppen in HDL wahrend der milden Oxidation

In einem orientierenden Versuch wurden (anaolg zu friiheren Experimenten an LDL) die
Stoffmengen der Lipidgruppen in HDL, und ihre Verdnderung wahrend der milden Oxidation
bestimmt. Die mittels einer zweidimensionalen DC aufgetrennten Lipide wurden durch eine
Phosphatbestimmung quantifiziert (Bartlett, 1959). Im Gegensatz zu LPA sind die Stoffmengen
hier ausreichend. Es zeigte sich ein Anstieg der LPC-Fraktion wahrend der milden Oxidation von
< 1% auf ca. 8-9% der gesamten mit Chloroform/Methanol extrahierbaren Lipide. Eine &hnlich
deutliche, gegenliufige Veranderung konnte nur fiir Phosphatidylethanolamin (PE) festgestellt

werden, welches von ca. 6% auf < 1% abnahm (Tabelle 17).

Tab. 17: Prozentualer Anteil der Lipidgruppen in HDL, und
ihre Verdnderung wéhrend der milden Oxidation

nat-HDL, mox-HDL,

Lysophosphatidylcholin (LPC) 0,2 % 8,9 %

Sphingomyelin (SM) 10,9 % 15,3 %
Phosphatidylinositol (Pl) 5,6 % 5,2 %
Phosphatidylcholin (PC) 75,5 % 70,2 %

Phosphatidylethanolamin (PE) 5,9 % 0,3 %

3. Versuche mit LPA-angereicherten Lipoproteinen

In weiteren Experimenten wurden native Lipoproteine mit unterschiedlichen Mengen LPA
angereichert und 10 min. bei 37°C inkubiert (anr-LDL bzw. anr-HDL), um zu sehen, ob die
alleinige Anwesenheit von LPA in Lipoproteinen zur Aktivierung von Thrombozyten ausreicht und
ggf. die resultierende Aktivitdt zu bestimmen. Sowohl mit LPA angereichertes LDL als auch HDL
zeigten die erwartete Bioaktivitidt. Dosis-Wirkungskurven fiir LPA-angereichertes LDL zeigten
eine geringere Aktivitdt, als fiir freie LPA gleicher finaler Konzentration (Tabelle 18, nachste
Seite). Dies paBt zu dem bereits ausgefiihrten Befund, daB auch Lipidextrakte und LPA-Eluate

starkere Plattchenantworten hervorrufen, als das intakte, milde oxidierte Lipoproteinpartikel.
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Tab. 18: Dosis-Wirkungsverhéltnis bei LPA-angereichertem LDL;
Vergleich mit freier LPA und mox-LDL

Gw. in cm
LDL (= nat-LDL) 0,0
LDL + LPA 0,2 uM (= anr-LDL) 1,6
LDL + LPA 0,5 uM (= anr-LDL) 1,7
LDL + LPA 1 uM (= anr-LDL) 4,0
LDL + LPA 2 uM (= anr-LDL) 6,2
LDL + LPA 5 uM (= anr-LDL) 7.3
LDL + LPA 10 uM (= anr-LDL) 7,7
LPA 0,5 uM (in Ethanol) 6.8
LPA 1uM (in Ethanol) 7.5
mox-LDL 0,2 g/l, Charge 1 5,6
mox-LDL 0,2 g/l, Charge 2 3,8

Innerhalb einer Priparation wurde nat-LDL mit unterschiedlichen Mengen LPA angereichert
(anr-LDL), jw. 10 min. inkubiert und mit fixer finaler Konzentration von 200 mg/l LDL bei
zwischen 0 und 10 uM variierender Konzentration von LPA zur Pldttchensuspension gegeben.
Innerhalb derselben Praparation wurden durch LPA (0,5 uM, frei, in Ethanol geldst) 6,8 cm Gw.
und 1 uM 7,5 cm Gw. erreicht, also merklich stérkere Effekte als fiir anr-LDL, das mit 0,5 bzw. 1
uM LPA  angereichertworden war. In diesem Versuch sind fiir identisch starke
Aktivierungsreaktionen in anr-LDL ca. fiinffach hohere LPA-Mengen erforderlich, als in der
freien Form. Mit zwei verschiedenen mox-LDL-Préparationen wurden Gw. mit 5,6 bzw. 3,8 cm
ausgelost.
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D. Diskussion

l. Methodendiskussion

1. Mox-LDL als in-vitro-Modell der atheromatdsen Lasion

Durch kupferkatalysierte Oxidation von LDL in vitro konnen auf reproduzierbare und
verhdltnismaBig einfache Weise im Oxidationsgrad variier- und steuerbare LDL-Formen
hergestellt werden, die in ihren Eigenschaften den unterschiedlichen, in vivo vorkommenden
oxidierten LDL-Spezies &hneln. A. Weidtmann et al. (1995) etablierten unlangst eine
vergleichsweise hochkonzentrierte, eher leicht oxidierte Variante (mox-LDL), das in Versuchen
zur Aggregation maximale biologische Wirkung zeigte und auch in der vorliegenden Arbeit
Verwendung fand. Weitere Versuche zum thrombozytdren Formwandel wiesen nach, dal mox-
LDL wie ein physiologischer Agonist wirkt (Baumann-Siemons, 2000). Zudem bietet der
konzentrierte Ansatz methodische Vorteile, insbesondere werden Verdiinnungseffekte bei der
Addition zum Effektor-Zellsystem, hier isolierten Thrombozyten, vermieden.

Das HDL analog zu oxidieren, fand seine Rechtfertigung zundchst in der physikochemischen
Beschaffenheit: LDL und HDL wiesen hier weitgehende Ahnlichkeiten auf, Diene, Triene und
biologische Aktivitdt verdnderten sich in etwa vergleichbar in Geschwindigkeit, Verlauf und
GesamtausmaB, wahrend der Proteinanteil in beiden Fillen nicht erkennbar oxidativ modifiziert
wurde (Tabelle 8, S. 551).

AuBerdem wurden in der vorliegenden Arbeit Vergleiche mit anderen Modifikationsverfahren
durchgefiihrt. Den einzelnen Methoden lagen verschiedene Mechanismen zugrunde: Mox-, ox,-
und ox.-Lpp wurden durch unterschiedlich intensive kupferkatalysierte Oxidation erzeugt, SIN-
Lpp durch direkten Angriff von Radikalen und mm-Lpp durch eine Autoxidation (liber einen
langeren Zeitraum. Die biologischen Aktivitaten schwankten zwischen einzelnen Blutspendern

und der individuellen Praparation mehr, als in Abhdngigkeit vom gewdhlten Oxidations-
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verfahren; dies gilt gerade auch fiir die beiden leichter oxidierten und zugleich bioaktivsten
Versionen, mox- und mm-Lpp. Eine direkte Korrelation der biologischen Aktivitdt zum Gehalt
konjugierter Diene lieB sich nicht nachweisen.

In der Gesamtschau behauptete sich die milde Oxidation nach A. Weidtmann et al. als
eleganteste Methode. Sie fiihrt am reproduzierbarsten zu stark Thrombozyten-aktivierenden
Lipoproteinen, ist mit den wenigsten Fehlermdglichkeiten behaftet und bietet gegeniiber der
minimalen Modifikation nach J. A. Berliner et al. den Vorteil ungleich ziligigerer Ablaufe und
damit besserer Planbarkeit. Es liegt in konzentrierter Form vor und kann direkt fiir die Versuche
an isolierten Thrombozyten eingesetzt werden, wahrend im Gegensatz dazu die bei starken
Verdiinnungen zu oxidierenden ox,- und ox,-Prdparationen erst langwierig konzentriert werden
missen, um nicht allzu groBe Verdiinnungsartefakte im Aggregometer auszulésen. Die Oxidation
mit SIN-1 in der von A. Weidtmann vorgeschlagenen Form ist im Vergleich geringfiigig
unzuverldssiger und fiihrt zu etwas weniger aktiven Lpp-Spezies; auBBerdem schlieBen SIN-1-

Reste in der Lipoproteinsuspension eine addquate Messung der Desensibilisierung aus.

2. Desensibilisierungsassay mit gewaschenen Thrombozyten

Gewaschene Thrombozyten stellen ein seit langem etabliertes Modellsystem zur Untersuchung
von Aktivierungsvorgingen dar. Gegeniiber Vollblut oder plattchenreichem Plasma (PRP) sind bei
der Arbeit mit einer reinen Plattchensuspension maskierende, meist hemmende Fremdeinflisse,
etwa durch Albumin oder endogene Lipoproteine, ausgeschlossen; das System gewinnt somit an
Sensitivitat als auch an Spezifitdit. Im Vergleich zu anderen Zellkulturen lassen sich
Thrombozyten rasch und unproblematisch gewinnen und préaparieren, was zusatzlich den Vorteil
bietet, eine Vielzahl von Spendern zu untersuchen. Die Verwendung humaner Zellen ermdglicht
unmittelbarere Riickschlisse auf die pathophysiologische Relevanz der Befunde: Nur Plattchen
von Schafen und Katzen antworten (neben humanen Thrombozyten) auf LPA (Gueguen et al.,
1999). Leider reagieren auch die Pl4ttchen von M3usen nicht auf LPA (eigene Beobachtungen).

Die Vorteile der isolierten Thrombozyten kommen insbesondere wahrend der Arbeit mit dem
Desensibilisierungsassay zum tragen: Das Abklingen der Erstantwort kann im Aggregometer in
Echtzeit beobachtet werden. Bei geeigneter Wahl der Konzentrationen sind die Plattchenant-
worten auf LPA oder mox-Lpp wirklich vollstdndig reversibel; dies gilt flir den Formwandel, ge-

messen im Aggregometer oder morphologisch, und ebenso fiir die Proteintyrosinphosphorylierung.
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Die Verwendung des Desensibilisierungsassays war zur Charakterisierung der Thrombozyten-
aktivierenden Substanz in mox-Lpp entscheidend. Die systematische Fraktionierung und
biologische Testung von LDL- oder HDL-Lipiden ohne die Zielvorgabe LPA ware nicht nur
ungleich aufwendiger gewesen, sondern die relativ hydrophile Lysophosphatidsdaure wére aus
methodischen Griinden durch die klassische Lipidextraktion mit Chloroform und Methanol

vermutlich nie erfaBt worden (vgl. Bjerve et al., 1974).

3. Quantifizierung der Lysophosphatidsaure in Lipoproteinen

Entwicklung eines geeigneten Verfahrens zur quantitativen Erfassung von in Lipoproteinen
enthaltener Lysophosphatidsaure
Fiir die exakte Quantifizierung der in Lipoproteinen enthaltenen Lysophosphatidsdure waren

mehrere Probleme zu beachten:

1. Die LPA-Konzentrationen sind insbesondere in nat-Lpp (mit < 0,1 nmol/mg Protein)
ausgesprochen niedrig, die Quantifizierungsverfahren muBten somit sehr sensitiv sein.

2. Den relativ geringen LPA-Mengen stehen groBe Mengen anderer Lipide gegeniiber, es muften
also sehr potente Trennungsverfahren eingesetzt werden.

3. Aufgrund seiner untypisch polaren Natur wurde mit den bislang gdangigen Methoden der
Lipidextraktion von Lipoproteinen LPA nicht extrahiert; somit mufBte eine neue Methode zur
quantitativen und moglichst kompletten Extraktion von LPA aus Lipoproteinen entwickelt

werden.

Diese Schwierigkeiten konnten weitestgehend durch die Etablierung eines mehrschrittigen
Verfahrens in den Griff gebracht werden, welches im wesentlichen auf der relativen Polaritdt
von LPA beruht. Obschon sich die einzelnen Elemente der Lipidfraktionierung aus bewdhrten
Verfahren rekrutieren, wurden in der speziellen Kombination neue Wege beschritten. Die
zweischrittige Lipidextraktion erwies sich als sehr probates Mittel, unter Elimination des
GroBteils der Lipoproteinlipide (Cholesterin, Cholesterinester, Phosphatidylcholin, Sphingo-
myelin) die Lysophosphatidsiure quantitativ und maglichst rein zu erhalten. Recoverymessungen
bestatigten die Zuverldssigkeit der Methode, allerdings erfordert sie gewissenhaftes Vorgehen;

insbesondere muB angesichts der verhaltnismaBig hohen Stoffmengen darauf geachtet werden,
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daB keine Uberladung der jeweiligen Phasen mit den einzelnen Lipiden stattfindet. Die sich
anschlieBende Diinnschichtchromatographie (DC) stellt einen klassischen und vielbeschrittenen
Weg zur Analyse und Gewinnung von LPA dar (Cohen et al., 1971, Gerrard et al., 1984); die
Ergebnisse sind - auch dank des tritiierten Standards - eindeutig und reproduzierbar. Ein
weiteres Problem stellte die mdglichst weitgehende Elution der Proben von der Kieselgelmatrix
dar, wie sie fir die biologische Aktivitatsmessung erforderlich war: Trotz der wiederholten
Elution konnte in diesem Schritt jeweils nur ein Teil der LPA-Menge von der Kieselgelmatrix

abgelost werden, so daB die finale Recovery von LPA mit ca. 15% relativ niedrig war.

Schwierigkeit einer direkten Stoffmengenmessung mittels Phosphatbestimmung

Neben der LPA-Quantifizierung mittels biologischer Aktivititsmessung ware selbstverstandlich
auch eine direkte Stoffmengenmessung wiinschenswert. Die unterschiedlichen LPA-Spezies
konnten in ihrer Gesamtheit am ehesten mit Hilfe einer Phosphatbestimmung erfal3t werden,
wie sie auch fiir die gréBeren Lipidgruppen durchgefiihrt wurde (Kapitel C IV). Dieser stehen
allerdings die genannten Schwierigkeiten ganz besonders entgegen, da klassische Phosphat-
Assays eine fiir unsere MaBgaben zu geringe Sensitivitdt aufweisen (Bartlett 1959). Dabei
storten hohe Werte von »Blanks« (i.e. von leeren Stellen der DC-Platte). Zuverldssige Messungen
lieBen sich nur Uber ca. 5 nmol erreichen. Sensitivere Methoden mittels Farbverstarkern
scheiterten u.a. an Interaktionen mit der Kieselgelmatrix; so wurde etwa das in diesem Kontext
bevorzugt verwendete Malachitgriin (Hess und Derr, 1975; zuverlissig tber ca. 0,5 nmol) in
unseren Untersuchungen sofort gebunden und damit ausgefdllt. Vermutlich bdte hier eine
Flissigkeitschromatographie Vorteile gegeniiber der einfachen DC. Die Gruppe um G. Tigyi aus
Tennessee etablierte unldangst ein Verfahren, mit einer Kombination von Flissigkeits-
chromatographie und Massenspektrometrie LPA in Plasma zu bestimmen (Baker et al., 2000 und

2001). Mit diesem Verfahren kénnte LPA in Lipoproteinen quantifiziert werden.

Quantifizierung mittels biologischer Aktivitdtsmessung

Die Quantifizierung der biologischen Aktivitdit bietet gegeniiber der reinen Stoff-
mengenbestimmung eine Reihe von Vorteilen: Rein methodologisch ist die ausgesprochen hohe
Sensitivitat des Testverfahrens hervorzuheben, weshalb es im Gegensatz zur Phosphat-
bestimmung im Bereich der optimalen Auflésung eingesetzt werden konnte und somit
zuverlassige Werte erbrachte. Es besteht keine Gefahr, die Losungsmittelphasen wahrend des

Extraktionsverfahrens zu Ulbersattigen, es wird bei diesen geringeren Stoffmengen eine gute
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Trennscharfe mit der DC-Methode erreicht, die Kontrolle der Recovery kann iber das gesamte
Experiment bequem gemessen werden.

Aus medizinischer Sicht ist der Anstieg der biologischen LPA-Aktivitdit wadhrend der
Lipoproteinoxidation ohnehin interessanter, als der zu erwartende Anstieg der LPA-Stoffmenge,
da die LPA-Aktivitat unter anderem je nach Fettsdureseitenkette variiert, somit nicht einfach
von der Stoffmenge auf die Thrombozytenantwort umgerechnet werden kann.

Mit der Quantifizierung der biologischen Aktivitdt ist alleine nicht der Anstieg der LPA-
Stoffmenge wahrend der Lipoproteinoxidation definitiv bewiesen, sondern der Anstieg
biologischer Aktivitdt eines Uber den LPA-Rezeptor wirkenden Agonisten, der sich
chromatographisch wie LPA verhilt. Allerdings erscheint diese SchluBfolgerung Vereinfachung
zuldssig (und wird in der folgenden Diskussion auch so durchgefiihrt) angesichts: (1) der
bisherigen Ergebnisse zur hohen Spezifitit des/der thrombozytiren LPA-Rezeptors/-en, welche(r)
nicht einmal durch strukturell sehr dhnliche Lipide wie Sphingosin-1-Phosphat nennenswert
aktiviert wird/werden - nach neueren Beobachtungen EC_ von S-1-P: 13 £ 7uM in Vergleich zu
LPA(18:0): 15 + 5nM (E. Rother, unvertffentlichte Daten); (2) der exakten Chromatographie der
biologischen Aktivitdt mit radioaktiven LPA-Markern in verschiedenen DC-Systemen; (3) der

praktischen Abwesenheit von Thrombozyten-aktivierender Wirkung anderer Lipidfraktionen.

4. Lysophosphatidsaure und LPA-dhnliche Lipide

Aktivitatsunterschiede zwischen verschiedenen LPA-ahnlichen Lipiden

Die Frage nach der Spezifitdit des thrombozytdaren LPA-Rezeptors soll hier aus anderer
Perspektive nochmals aufgegriffen werden. Beide untersuchte LPA-Spezies zeigten einen
deutlichen thrombozytaren Gestaltwandel bei unterschiedlichen Dosen im nanomolaren Bereich
(Oleoyl- nicht signifikant aktiver als Palmitoyl-LPA).

Inzwischen wurden von mehreren Arbeitsgruppen zahlreiche LPA-dhnliche Lipide synthetisiert,
die sich zum Teil in zentralen Strukturmerkmalen unterscheiden und entsprechend deutlich
unterschiedliche Wirkung auf die bislang charakterisierten Rezeptoren bzw. ihre Zellsysteme
ausiiben. In einer frilhen Arbeit stellten A. Tokumura et al. (1981) diesbeziiglich erste
systematische Untersuchungen an Thrombozyten an. Sie betonten dabei die Bedeutung einer
keilformigen Molekilstruktur flir eine maximale aggregationsinduzierende Wirkung. Von

unmittelbar PAF-3hnlichen Verbindungen (allerdings mit Esterbindung in sn-1-Position)
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abgesehen, zeigten Varianten mit einer Kopfgruppe am Phosphatrest (z. B. LPC, LPE) in
Ubereinstimmung mit unseren Untersuchungen keine Aktivitit. Die Variation der
Fettsaureseitenkette in der sn-1-Position ergab ein Aktivititsmaximum fiir (16:0)-LPA (das auch
von uns verwendete Palmitoyl-LPA). Lingere Fettsdurereste fiihrten zu einer graduellen
Abnahme der aggregationsauslosenden Wirkung, bei Veresterung kiirzerer Fettsdurereste stellten
sich rasche Wirkverluste ein, so muBte etwa (12:0)-LPA bereits ca. 30-fach hoher dosiert werden
als (16:0)-LPA. SchlieBlich wurden in dieser Arbeit auch LPA-hnliche Verbindungen untersucht,
bei denen zusidtzlich kurze Fettsdurereste an die sn-2-Position verestert wurden;
interessanterweise fand sich fiir diese Verbindungen ebenfalls eine kontinuierliche Abnahme
ihrer Aktivitat, die fiir (16:0/4:0)-PA immerhin noch ca. 10% der (16:0)-LPA-Wirkung betrug. Ein
Angriff auch dieser Substanzen an einem LPA-Rezeptor scheint folglich glaubhaft, obschon ihre
Potenz deutlich geringer zu sein scheint. Theoretisch kdnnten derartige Lipide wahrend der
Lipoproteinoxidation durch einen Bruch der Fettsdureseitenkette (im angefiihrten Beispiel an der
sn-2-Position) aus Phosphatidsiure (PA) entstehen. Interessant ist auch der Vergleich mit
Lipiden, die andere Kopfgruppen am Phosphatrest tragen: Dort kommt es bei Veranderungen von
Seitenketten nicht zu graduellen, sondern ausgeprdgten Verdnderungen der Aktivitat:
Beispielsweise kann die Substitution (Azylierung) einer 2:0-Seitenkette in die sn-2-Position von
LPC (inaktiv) zu einer PAF-3hnlichen Verbindung mit maximaler Aktivitat fiihren - dann wohl
allerdings mit Angriff am PAF-Rezeptor.

In einer spateren Arbeit (Sugiura et al., 1994) wurden schwerpunktmaBig PAF-3hnliche und
LPA-3hnliche Verbindungen gegeniibergestellt. In Ubereinstimmung mit lteren Ergebnissen
einer franzosischen Arbeitsgruppe (Simon et al., 1982) zeigten sich die Alkyl-LPA-Spezies
potenter, eine Aggregation zu induzieren, als die Azyl-LPA-Molekiile; z. B. muBte (16:0)-Azyl-
LPA fast 20-fach hoher dosiert werden, als (16:0)-Alkyl-LPA. Daneben wurden Aktivitdtsprofile
einer Reihe, z. T. bizarrer, aufwendig synthetisierter Strukturen untersucht, im Zuge dessen auch
die von uns verwendeten LPA-Antagonisten NPTyrPA und NPSerPA erstmals Erwdhnung fanden.
In diesem Kontext sollte erwahnt werden, dal3 auch in an die vorliegende Arbeit anschlieBenden
Experimenten unserer Arbeitsgruppe mit einem zweidimensionalen DC-System, welches
zusatzlich zu S-1-P auch 1-Alkenyl-LPA und weitere LPA-dhnliche Verbindungen zu separieren
vermag, die Thrombozyten-aktivierende Substanz in mox-LDL mit Azyl-LPA komigrierte (Siess et

al,, 1999).
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LPA-Rezeptorbesatz auf Thrombozyten

Nachdem in den letzten Jahren die G-Protein-gekoppelten LPA-Rezeptoren naher charakterisiert
worden waren (Ubersichten in Goetzl und An, 1998; Lynch und Im, 1999; Hla et al., 2001),
wurden von mehreren Arbeitsgruppen erneut Untersuchungen mit fraglichen LPA-Analoga an
Thrombozyten aufgegriffen. In Ubereinstimmung mit unseren Ergebnissen erwies sich
Sphingosin-1-Phosphat nur als schwacher Agonist in héheren Dosen um 40 uM (Gueguen et al.,
1999; Motohashi et al., 2000). Mit zyklischem 1-Azyl-sn-glycero-3-phosphat (cPA) und einem
Dioxazaphosphocan-Derivat (DOXP-H) wurden zusétzliche, konzentrationsabhingig inhibitorisch
wirksame Verbindungen charakterisiert (Gueguen et al., 1999). In derselben Arbeit konnte eine
Desensibilisierung der Plattchen gegeniiber LPA nach Gabe wund anschlieBendem Entfernen
schwach wirksamer Agonisten (hier v.a. Sphingosin-1-Phosphat erwihnenswert) gezeigt
werden. AuBerdem mutmaBten die Autoren, der thrombozytdre LPA-Rezeptor sei nicht
identisch mit LPA, oder LPA,, da sie keine mRNA fiir Edg-1 bis Edg-4 nachweisen konnten. Dies
steht im Widerspruch zu den Ergebnissen der Gruppe um Motohashi (2000), die in Plattchen
mittels RT-PCR die Expression aller drei bislang beschriebenen LPA-Rezeptoren nachweisen zu
konnen glauben und zusatzlich mit S1P, (= Edg 6) einen Rezeptor fiir Sphingosin-1-Phosphat.
Eine schlissige Erklarung fir diese Widerspriiche kann von den Beteiligten derzeit noch nicht
gegeben werden, von Gueguen wird auf technische Probleme angesichts des bekanntermafBen
geringen Vorkommens von mRNA in Plattchen verwiesen. Allerdings stiinden auch beide
Erklarungsmodelle in keinem Widerspruch zu unseren Ergebnissen, die auch mit der postulierten

Prasenz mehrerer LPA-Rezeptoren auf Plattchen in Deckung gebracht werden konnen.

Im Rahmen der bereits angesprochenen Untersuchungen mit Hilfe einer Flissigkeits-
chromatographie/Massenspektrometrie konnen zukiinftig die bei der Lipoproteinoxidation
entstehenden LPA-Spezies naher charakterisiert werden (Baker et al, 2001). Es st

wahrscheinlich, daB die entstehende LPA ein Gemisch verschiedener Subspezies darstellt.
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Il. Lysophosphatidsaure als Risikofaktor kardiovaskularer
Erkrankungen?

1. LPA-Entstehung durch Oxidation von Lipoproteinen

Erstbeschreibung eines neuen Weges der LPA-Bildung wdhrend der Lipoproteinoxidation

Wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte, entsteht durch die milde Oxidation von
1 mg LDL oder HDL (Proteinanteil) eine Aquivalenzstoffmenge entsprechend 0,8-1 nmol LPA.
Damit wird neben aktivierten Thrombozyten in Verbindung mit exogener Lyso-PLD und anderen,
in Kapitel A, Seite 13 angeflihrten Wegen zur LPA-Bildung, ein weiterer, bislang unbekannter
Bildungsweg dieses hochpotenten Lipidmediators beschrieben. Bei den bisher beschriebenen
Fallen wird LPA gewdhnlich ins Blut freigesetzt und dort rasch an Albumin und andere
Plasmaproteine - vermutlich in geringerem Umfang auch an die dort zirkulierenden Lipoproteine
- gebunden. Wenn man hingegen eine der Situation in vitro vergleichbare Lipoproteinoxidation
auch im Subendothelialraum postuliert, kann sich LPA dort anreichern und unmittelbar
stimulierend auf die benachbarten Zellen wirken, insbesondere Endothelzellen, Fibroblasten und
glatte GefaBmuskelzellen, was Entstehung und Wachstum von Plaques stark beschleunigen

diirfte.

Mechanismus der LPA-Bildung noch unklar

Der genaue Mechanismus der LPA-Entstehung wahrend der Oxidation ist noch nicht geklart. Es
konnten einerseits Enzyme daran beteiligt sein. Andererseits konnte es sich um chemische
Prozesse im Sinne direkter Oxidationsfolgen handeln. Beide Hypothesen haben ihr »fiir und
wider«:

Sollten an der LPA-Entstehung wahrend der Lipoproteinoxidation Enzyme beteiligt sein, miiBten
diese gleichermaBBen assoziiert mit LDL, HDL, und HDL, vorkommen, da alle drei
Lipoproteinspezies in unseren Experimenten gleichermalBBen wahrend der milden Oxidation an
biologischer Aktivitat gewannen.

Als attraktive Hypothese erscheint die Bildung von LPA aus Lysophosphatidylcholin (LPC),
katalysiert durch die Lysophospholipase Lyso-PLD. Ein Anstieg der LPC-Fraktion in LDL wahrend
der milden Oxidation konnte in friiheren Arbeiten nachgewiwesen werden (C. Corrinth,

unverdffentlichte Ergebnisse), analoge Ergebnisse fiir HDL, erbrachte die vorliegende Arbeit. LPC
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konnte katalysiert durch die Phospholipase PLA, aus Phosphatidylcholin (PC) gebildet werden.
Dieses Ausgangsmaterial PC ist in LDL, HDL, und HDL, jeweils reichlich vorhanden, sein Anteil
unterscheidet sich zwischen den drei Lipoproteinspezies nicht wesentlich. PLA, findet sich im
Plasma und ist dort zu ca. 70% assoziiert mit LDL und zu ca. 30% mit HDL (Stafforini et al.,
1987). GemaB detaillierterer Untersuchungen findet sich die PLA -Aktivitat v.a. assoziiert mit
kleineren und dichteren LDL- bzw. HDL-Subfraktionen (LDL-5: ca. 24% der Gesamtaktivitat im
Plasma; V-HDL: ca. 20%; Tselepis et al., 1995). Mehrere Gruppen sprechen dieser PLA, zu,
bevorzugt kurze Fettsdureseitenketten an der sn-2-Position zu hydrolysieren, also Molekiile als
Substrat zu haben, wie sie im Rahmen der oxidativen Fragmentierung mehrfach ungesattigter
Fettsduren entstehen (Stremler et al., 1989; Tew et al., 1996). Es wurde gefunden, daB diese PLA,
mit der in der vorliegenden Arbeit bereits diskutierten PAF-AH identisch ist (Tew et al., 1996).
Interessanterweise zeigten klinische Studien, daB eine erhdhte Plasmakonzentration der
lipoproteinassoziierten PLA, einen unabhédngigen Risikofaktor fir kardiovaskuldre Erkrankungen
darstellt (Packard et al., 2000). Auch eine PLD-Aktivitat findet sich im Plasma, insbesondere auf
die bereits angesprochene Lysophospholipase (Lyso-PLD), die LPC zu LPA hydrolysiert sei hier
verwiesen (Aoki et al., 2002). Eine Assoziation mit Lipoproteinen ist bislang nicht nachgewiesen.
Interessanterweise ist diese Lyso-PLD identisch mit Autotaxin, eine die Motilitdt von
Tumorzellen stimulierende Ektophophodiesterase, der auch eine Rolle in der Angiogenese
zugeschrieben wird (Moolenaar, 2002).

Diesen Uberlegungen einer allein enzymatisch bedingten LPA-Entstehung steht entgegen, daB
analog zur milden Oxidation iiber 24 Stunden, aber ohne Cu®* bzw. ohne SIN-1 pripariertes
mm-LDL nur einen geringen biologischen Aktivitatsanstieg wahrend der Inkubation bei 37°C
zeigte, wahrend SIN-1-LDL und v.a. mox-LDL jedesmal eine deutliche Bioaktivitdt aufwiesen.
Durch 24-stiindige Inkubation entsprechend gewonnenes mm-HDL induzierte sogar in zwei von
drei Fillen keinen thrombozytiren Formwandel. Da zumindest fiir SIN-1 schwer vorstellbar ist,
daB es die enzymatische Katalyse beschleunigt, spricht dieses Ergebnis fiir eine Rolle oxidativer
Prozesse. Des weiteren beeinfluBten im Zuge unserer Experimente orientierend durchgefiihrte
Hemmungen der PAF-AH (= PLA) widhrend der milden Oxidation die Bildung rasch
Thrombozyten-aktivierender Substanzen nicht oder zumindest nur unwesentlich (C. Corrinth,
unveroffentlichte Daten).

Sollte LPA hingegen im Rahmen direkter Oxidationsprozesse entstehen, verwundert, dal3 die
klassischen Oxidationsparameter, die sonst flir die Lipidperoxidation herangezogen werden

(konjugierte Diene, Triene wund die orange Firbung des LDL als Marker des
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Antioxidantiengehalts), nicht streng mit der biologischen Aktivitat oxidierter Lipoproteine bzw.

dem LPA-Gehalt korrelieren.

2. LPA stellt die Thrombozyten-aktivierende Substanz oxidierter Lipoproteine dar

Die wihrend der milden Oxidation von Lipoproteinen (LDL und HDL) gebildete
Lysophosphatidsdure (LPA) ist verantwortlich fiir deren Thrombozyten-aktivierende Wirkung.
Dies wird durch das AusmalB3 der Aktivierungsreaktion, die Abwesenheit weiterer wesentlicher
Plattchenstimuli in milde oxidierten Lipoproteinen und die identische Signaltransduktion
(reversible Stimulation der Proteintyrosinphosphorylierung) belegt. Interessanterweise liegt die
Aktivitat des reinen LPA-Eluates sogar lber der des jw. mox-Lpp-Gesamtpartikels, was durch an
die vorliegende Arbeit anschlieBende Rekonstitutiosversuche (LPA-Eluat mengenéquivalent mit
nat-LDL desselben Spenders rekonstituiert) unserer Arbeitsgruppe noch unterstrichen wurde:
Hier zeigten die reinen Eluate die drei- bis vierfache Aktivitdt gegenliber den jw. entsprechenden
LDL-Priparationen (Siess et al., 1999). Dies kdnnte (iber eine geringere Zuganglichkeit der Lpp-
gebundenen LPA-Molekiile erkldart werden (beispielsweise vergleichbar dem erwéhnten
Dissoziationsgleichgewicht von freier und Albumin-gebundener LPA). MutmaBlich beruht der
Hemmeffekt nativer Lipoproteine auf den thrombozytdren Formwandel induziert durch mox-LDL,
mox-HDL oder LPA auf demselben Mechanismus, zumindest deuten die Versuche mit anr-Lpp in

diese Richtung.

3. Mégliche Bedeutung der Ergebnisse fiir die Situation in vivo

Uberlegungen zur arteriellen Thrombose und spiten Stadien der Arteriosklerose

Wahrend liber die mdgliche pathophysiologische Relevanz des Vorkommens von LPA im
Subendothelialraum fiir die friihe Phase der Arterioskleroseentstehung derzeit noch keine
zuverlassige Aussage getroffen werden kann, liegen die Implikationen fiir die fortgeschrittenen
Stadien der Arteriosklerose, insbesondere die Ausldsung einer akuten Thrombusbildung nach
Plaqueruptur recht nahe. Wenn das Material im Lipidkern weicher Plaques den oxidierten
Lipoproteinen gleicht, wiirde bei einer Plaqueruptur LPA ins GefaBlumen freigesetzt und triige

dann maBgeblich zur Aktivierung zirkulierender Thrombozyten bei. Dieser Mechanismus wiirde
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erkldren, wieso nach Beobachtungen der Gruppe um V. Fuster das atheromatdse Material aus
dem Zentrum lipidreicher Plaques bis zu sechsfach thrombogener wirkt als andere, auch weit
kollagenreichere Plagueanteile (Fernandez-Ortiz et al., 1994). Dieser Pathomechanismus konnte
die Basis fulminanter arterieller Thrombosen und Thromboembolien und somit z.B. letaler
Infarkte bilden. Die Aktivierung von Thrombozyten an ulzerierten Plaques hatte wiederholte
Mikroemboli zur Folge. Derart gebildete Mikroaggregate kdnnen beispielsweise im Stromgebiet
der Carotiden bereits apparativ im klinischen Bereich nachgewiesen werden. Plattchen-
aktivierung durch LPA kénnte zudem die Apposition von Thrombozyten an kleine und kleinste
Fissuren der fibrosen Kappe auslosen, welche ein grundlegender Mechanismus der instabilen
Angina pectoris sein diirfte.

Mit der in dieser Arbeit beschriebenen und anschlieBend weiterentwickelten LPA-
Quantifizierungsmethode wurden lipidreiche Plaques aus Carotis- und Femoralarterien-
desobliterationen untersucht (Siess et al., 1999). Im Vergleich zu plaquefreier arterieller Intima
zeigte das Endatherektomiematerial einen erhohten LPA-Gehalt von 10-49 pmol/mg
Feuchtgewicht (gegeniiber 1,2-2,8 pmol/mg), und Lipidextrakte bzw. DC-Eluate induzierten
einen thrombozytdren Formwandel tber die Aktivierung des LPA-Rezeptors. Der hochste LPA-
Gehalt wurde in der Kernregion nachgewiesen, wo sich histologisch groBe Lipidablagerungen
und zahlreiche Schaumzellen fanden, wahrend die lipidarmeren und bindegewebigen Bereiche
(Plagqueschulter und distaler Bereich) nur wenig LPA enthielten. Auch fand sich keine
nennenswerte Aktivitdt in anderen Lipidgruppen. Insofern scheinen die in der vorliegenden

Arbeit erhobenen Befunde durchaus Relevanz fiir die Situation in vivo zu besitzen.

Uberlegungen zu Initiation und friihen Stadien der Arteriosklerose

Bereits im Verlauf der meist langwierigen Arterioskleroseentwicklung eingreifen zu kdnnen,
ware zweifellos weit attraktiver, als in fortgeschrittenen Stadien »die Notbremse zu ziehen« und
dadurch zumindest thrombotische bzw. thromboembolische Komplikationen zu vermindern bzw.
vermeiden. Daher sollen neben den naheliegenden Implikationen der Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit auf Plaqueruptur und Thrombose auch die friiheren Stadien kurz diskutiert

werden.

Intravasale Wechselwirkung
Im Gegensatz zu ox-LDL diirften mox- oder mm-LDL kaum (iber rasche Sduberungsmechanismen

der Leber (»Clearance-Funktion«) aus dem Intravasalraum entfernt werden, weil das Apo B-100
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nahezu unverandert ist und somit nicht als Ligand des Scavenger-Rezeptors fungiert.
Tatsachlich wurde von verschiedenen Autoren, insbesondere der Gruppe um P. Avogaro, die
Existenz einer elektronegativen bzw. kleinen und dichten LDL-Subfraktion beschrieben, die
Eigenschaften leicht oxidierter LDL-Spezies aufweist und bzgl. mehrerer physikochemischer
Parameter dem LPA-enthaltenden mm-LDL &Zhneln soll (Avogaro et al., 1988 und 1991);
inzwischen wurde diese als »LDL—« (elektronegatives LDL) bezeichnete Fraktion naher
charakterisiert (Hodis et al., 1994; Sevanian et al., 1997). Eine weitere Arbeitsgruppe fand eine
ahnliche, rascher oxidierbare LDL-Subpopulation allerdings nur in geringen Mengen (< 1% des
Gesamt-LDL; Shimano et al., 1991). Es wire interessant, den LPA-Gehalt in diesen LDL-Spezies
zu bestimmen. Bei einem Anteil von 5-20% des Gesamt-LDL kdnnte diese durchaus von
Bedeutung sein: Eine Interaktion zwischen LPA-reichen Lipoproteinen und Thrombozyten auch
in der Zirkulation ware denkbar, die beispielsweise zu einer erhohten Plattchenaggregabilitat
fiihren kdnnte, wie sie bei Patienten mit kardiovaskuldren Erkrankungen beobachtet wurde.
Dazu passend wurde eine hohere Pravalenz der benannten atherogenen LDL-Subfraktion bei
KHK-Patienten beschrieben. Nach derzeitigem Erkenntnisstand kdnnten Interaktionen zwischen
zirkulierenden, gering oxidierten LDL-Subfraktionen und Blutplattchen die intravaskulare
Thrombenbildung an hamodynamisch kritischen Stellen mit turbulenten Strémungen und hohem

ScherstreB begiinstigen.

Subendotheliale Wechselwirkung

Wie schon mehrfach erwahnt, wirkt LPA auf eine ganze Reihe arterioskleroserelevanter Zellen
(siehe Tabelle 3, S. 15). Die Reizschwelle von Endothelzellen, Fibroblasten und glatten GefaB-
muskelzellen lage niedrig genug, daBB Aktivierungsreaktionen durch mox-LDL-dhnliches Material
zu erwarten wdaren. Da diese Zellen im Subendothelialraum gebildeter LPA wohl auf Dauer
ausgesetzt waren und nicht - wie die Thrombozyten in den vorliegenden Experimenten - nur zu
einem bestimmten Zeitpunkt, ist allerdings vollig unklar, welche Rolle in diesem Kontext
Desensibilisierungsvorgdnge spielen. Ebenso offen ist, ob die LPA-bedingte Zellproliferation zu
einer Lumenverengung, aber parallelen Plaquestabilisierung fiihren wiirde oder ob
destabilisierende Wirkungen im Vordergrund stiinden, etwa aufgrund zellularer StreBreaktionen
und der Aktivierung von Makrophagen mit der konsekutiven Degradierung fibroser
Plaquestrukturen.

Inzwischen liegen Ergebnisse zu LPA- und mox-LDL-induzierten Effekten an Endothelzellen vor.

LPA und das in mox-LDL enthaltene LPA (Siess et al., 1999) fiihrt liber die Aktivierung von Rho
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und Rho-Kinase zur Phosphorylierung leichter Myosinketten (Essler et al., 2000). Es kommt zur
Bildung von Aktin-Stressfasern, zur Kontraktion von Endothelzellen und damit zur Bildung
interzelluldrer Zwischenraume. Dieser Effekt wird verstarkt durch die Rho-mediierte Lockerung
von Tight junctions/Zonulae occludentes (Ubersicht: Siess, 2002). Interessanterweise kann die
LPA-induzierte Beeintrachtigung der endothelialen Barrierefunktion durch HMG-CoA-Reduk-
taseinhibitoren (Statine) abgemildert werden (Essler et al., 2000; van Nieuw Amerongen et al.,
2000). Dariiber hinaus erhéht LPA in Endothelzellen die Genexpression von Adhdsionsmolekiilen
(E-Selektin, ICAM-1, IL-8, MCP-1) und fiihrt so zu einer erhohten Adhasion und Transmigration
von Monozyten am Endothel (Ubersicht: Siess: 2002). Allerdings kann die Expression von LPA-
Rezeptoren auf Endothelzellen je nach Herkunft (z.B. arteriell, vends) und Kulturbedingungen
variieren (siehe Siess, 2002).

Abbildung 26 spiegelt den Versuch wider, mogliche Stellen des Wirksamwerdens von LPA im

Arterioskleroseprozel3 aufzuzeigen.
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Abb. 26: Mdgliche Funktionen von oxidierten Lipoproteinen und darin enthaltener
Lysophosphatidsdure in der Pathogenese von Arteriosklerose und Thrombose

(Lam. Elast.: Lamina elastica; GGMZ: Glatte GefdBmuskelzellen.)

a) Friihe Ldsion: Zirkulierendes mox-LDL (WLDL—«) kénnte intravasal zur Aktivierung von
Thrombozyten fiihren (1) oder auf Endothelzellen einwirken (2) und beispielsweise die
Barrierefunktion des Endothels verringern. Ebenso sind Wechselwirkungen zwischen
subendothelialem mox-LDL und Endothelzellen vorstellbar (3).

b) Plaqueruptur und Thrombusbildung: Bei der Ruptur einer lipidreichen Plague kommt
es zur Freisetzung des Kernmaterials. Die darin enthaltene Lysophosphatidsdure fiihrt
zur Thrombozytenaggregation und damit zur Bildung eines arteriellen Thrombus.

lll. LDL und HDL: Gegenspieler mit Gemeinsamkeiten

DaB3 LDL und HDL in vivo als Gegenspieler angesehen werden, fuBBt auf klinischen Unter-
suchungen sowie ihrer antagonistischen Rolle im Cholesterintransport, wonach insbesondere ein
erhohter LDL-HDL-Quotient stark atherogen wirken soll. Diese Theorie ist allerdings nicht véllig
unumstritten - zumindest was die scheinbar protektive Wirkung des HDL betrifft. Eine Reihe
widerspriichlicher Ergebnisse fiihrte zu Versuchen, die Lipoproteingruppen nicht primdr nach
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ihrer hydratisierten Dichte, sondern nach physiologischen Gesichtspunkten einzuteilen und
solche mit besonderen Eigenschaften zu selektieren, wie dies in Form von Lp(a) und der oben
benannten dichten LDL-Subfraktion bzw. »LDL—« fiir einige Uberdurchschnittlich atherogene
Spezies gelungen zu sein scheint. Weit fraglicher stellt sich die Situation fir mutmaBlich
protektive Spezies dar. Fiir HDL sind Situationen beschrieben, in denen es seine protektive Wir-
kung einbiiBt und beispielsweise proinflammatorisch wirkt (van Lenten et al., 1995). Manche
Befunde, wie etwa das Vorhandensein verschiedener HDL-Reste in Plaques (Guyton und Klemp,
1996), fiihrten sogar zu der Theorie, Erniedrigungen des HDL-Spiegels seien nur Folge von
Veranderungen mit ihm verkniipfter und unmittelbarer arteriosklerosebezogener Faktoren (z.B.

gegensinnig erhohte Triglyzerinspiegel), anstatt unmittelbare Ursache einer Progression.

In der vorliegenden Arbeit waren keine Unterschiede zwischen mox-HDL und mox-LDL, einen
Formwandel von Thrombozyten hervorzurufen, festzustellen. Ebenso fand sich bei der LPA-
Quantifizierung der Extrakte und Eluate kein signifikanter Unterschied zwischen mox-LDL oder -
HDL; beide lagen in der GroBenordnung von etwa 1 nmol Palmitoyl-LPA/mg (bei allerdings noch
geringen Fallzahlen; Tabelle 15, S. 87).

Dem stehen folgende Unterschiede entgegen:

1. Von den zahlreichen Praparationen zeigte niemals nat-HDL eine Thrombozyten-aktivierende
Eigenschaft, auch das aus der Langzeitpraparation stammende nicht, ganz im Gegensatz zu
LDL. Dies spiegelt sich auch bei der Aktivitat der Extrakte nativer Lipoproteine wieder, wo in
drei von vier Versuchen durch den nat-HDL-Extrakt kein Formwandel von Plattchen ausgeldst
werden konnte (Tabelle 15a, S. 87); der LPA-Gehalt von nat-HDL diirfte somit niedriger
liegen, als der von nat-LDL. Es kann spekuliert werden, ob dies auf einen Anteil bereits milde
oxidierten, zirkulierenden LDLs (nLDL—«, elektronegatives, dichtes LDL) zuriickgefiihrt werden
konnte. Unterschiede der hepatischen Clearancefunktion beziiglich LDL oder HDL kdnnten
hier zum Tragen kommen.

2. Im Gegensatz zum Gestaltwandel konnte mit mox-HDL zudem keine eindeutige Thrombo-
zytenaggregation ausgelost werden. Es ware denkbar, daBl mox-LDL Substanzen enthilt, die
die LPA-Wirkung verstarken. Dies wurde etwa fiir Lysophosphatidylcholin (LPC) gezeigt (C.
Corrinth, unveréffentlichte Daten und eigene Beobachtungen). Allerdings konnte auch bei
HDL ein Anstieg der LPC-Fraktion wahrend der milden Oxidation von < 1% auf ca. 8-9% der
gesamten mit Chloroform/Methanol extrahierbaren Lipide nachgewiesen werden, so daB

dieser Unterschied zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht ausreichend erklart werden kann.
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IV. Perspektive

Noch ist der Mechanismus der LPA-Entstehung wahrend der milden Oxidation von Lipoproteinen
ungeklart. Ein detailliertes Verstandnis der hieran beteiligten Vorgdange bote unter Umstanden
die Mdglichkeit, friihzeitig pharmakologisch zu intervenieren. Insbesondere ware es interessant,
ob Enzyme, wie die benannten Phospholipasen PLA, und (Lyso-)PLD daran beteiligt sind, denn sie
stellten mdglicherweise spezifisch beeinfluBbare Zielstrukturen dar.

Die bislang bekannten Antagonisten der LPA-Rezeptoren weisen entweder eine relevante
intrinsische Aktivitdt auf oder wirken nur in vitro. Die Entwicklung von in vivo wirksamen,
spezifisch die einzelnen thrombozytdren LPA-Rezeptoren hemmenden Substanzen erscheint
somit dringend wiinschenswert. Neben der Vorbeugung thrombotischer bzw. thrombo-
embolischer Ereignisse lieBe sich mit solchen Mitteln vielleicht auch die Rate Gp Ilb-Illa-
Antagonisten bedingter Blutungskomplikationen wahrend interventioneller Eingriffe senken.
Sobald man den spezifischen Rezeptorbesatz einzelner Zielzellen kennt und zu inhibieren
vermag, konnte man einerseits die verschiedenen physiologischen und pathophysiologischen
Wechselwirkungen ungleich besser einschdtzen und andererseits auch gezieltere Modelle
pharmakologischer EinfluBnahme entwickeln. Allerdings ist eher ein komplexes Muster an
Interaktionen zu erwarten, denn LPA stellt einen bedeutenden Wachstumsfaktor fiir vielerlei
Zelltypen dar. In diesem Kontext ist zu erwdhnen, daB in vitro sogar ein und dieselbe
Endothelzellinie ithr Muster der LPA-Rezeptorexpression im Rahmen unterschiedlicher
Kulturbedingungen verédnderte (siehe Siess, 2002). Es ist vorstellbar, daB Veranderungen der
Genexpression einzelner Zellspezies auch in vivo stattfinden. Ebenso ist die Rolle von
Desensibilisierungsreaktionen in vivo derzeit noch véllig unklar.

SchlieBlich stellt sich angesichts oxidativ verdnderter, zirkulierender LDL-Spezies (»LDL—«) die
epidemiologisch und prophylaktisch bedeutsame Frage, inwieweit klinisch der LPA-Spiegel im
Blut bzw. Plasma oder auch der LDL-assoziierte LPA-Gehalt als Risikofaktor fiir atherosklerotisch

bedingte Erkrankungen angesehen werden kann.
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E. Zusammenfassung

Lysophosphatidsdure gilt als einer der grundlegendsten und wichtigsten Mediatoren hdherer
Organismen, sie wirkt als Wachstumsfaktor bzw. Aktivator auf eine Vielzahl von Effektorzellen.
In der vorliegenden Arbeit wird ein bislang unbekannter Weg der LPA-Entstehung wahrend der
Modifikation von Lipoproteinen nachgewiesen und die entstandene LPA mit Hilfe einer neu
etablierten Methode der sequentiellen Lipidextraktion von Lipoproteinen quantifiziert. So findet
sich wahrend der milden Oxidation von LDL ein deutlicher Anstieg des LPA-Gehalts auf eine
Aktivitat von etwa ein nmol Palmitoyl-LPA/mg mox-LDL-Protein. Dies ist eine Menge, die bei
den bislang beschriebenen Zellsystemen nachweislich Effekte hervorruft.

Hier wurde dies flr Thrombozyten aufgezeigt: Die in mox-LDL enthaltene LPA ruft
dosisabhdngig Gestaltwandel oder Aggregation in gewaschenen Thrombozyten hervor. Damit
wurde erstmals die Thrombozyten-aktivierende Substanz in milde oxidierten Lipoproteinen
benannt, quantifiziert und in einen funktionellen Kontext gestellt. Vergleichbare Resultate
ergaben sich fir verschiedene andere milde LDL-Modifikationsformen, wie mm-LDL und
interessanterweise auch flir analoge Modifikationen von HDL. Ganz wesentlich trug die
Verwendung eines Desensibilisierungsassays zum Beweis bei, daB LPA der in all diesen
modifizierten Lipoprotein-Spezies enthaltene, allein relevante Plattchenagonist ist.

Da oxidierte Lipoproteinspezies als Schlisselelemente in der Pathogenese von Arteriosklerose,
Thrombose und kardiovaskuldren Erkrankungen erachtet werden, riickt LPA ins Zentrum der
Abldufe bei Plaqueruptur und arterieller Thrombose; es diirfte ebenfalls eine relevante Rolle
spielen bei Initiation und Progression atheromatdser Verdnderungen. Es ist zu erwarten, daf3
mox- und mm-Lpp in zu Plattchen vergleichbarer Weise auch weitere Effektorzellen aktivieren
und beispielsweise zur Proliferation anregen, etwa Endothelzellen, Fibroblasten und glatte

GefaBmuskelzellen.
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