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Endotheliale Dysfunktion: ein Synonym fir
funktionelle Atherosklerose

Kurzfassung: Das Endothel bildet als die dem Blut-
strom zugewandte GeféRseite eine multifunktionelle
Grenzschicht, die nicht nur die Funktion als Blut-
container und semipermeable Barriere hat, sondern
dartiber hinaus als Sensor, Integrator und Signalgeber
aktiv zur Aufrechterhaltung des Blutflusses, der Regu-
lation der Fibrinolyse und der koagulativen und adhasi-
ven Eigenschaften der GefaBwand beitragt. Die endo-
theliale Dysfunktion spielt eine zentrale Rolle bei der
Entstehung atherosklerotischer Lasionen und stellt ei-
nen diagnostischen und prognostischen Parameter zur
Erfassung des kardiovaskularen Risikos dar.

Ursache der endothelialen Dysfunktion ist haufig
eine verminderte Synthese von Stickstoffmonoxid (NO)
bzw. eine reduzierte Bioaktivitat von NO. NO wirkt auf-
grund seiner vasodilatativen, antithrombotischen und
antiproliferativen Eigenschaften gefaRprotektiv. Expe-
rimentelle und klinische Studien belegen, daB der Dia-
betes mellitus mit einer endothelialen Dysfunktion eng
assoziiert ist. Als zentrale Mechanismen werden die
Inaktivierung von NO durch Sauerstoffradikale, die Re-
duktion der fiir die NO-Synthese bendtigten Co-Fakto-
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ren (Tetrahydrobiopterin, NADPH) sowie die Hemmung
der endothelialen NO-Synthase selbst durch Phospho-
rylierung (Proteinkinase C) und O-Glykosilierung disku-
tiert (Hexosaminstoffwechsel). Ein weitergehendes
Verstandnis der Mechanismen der endothelialen Dys-
funktion kann dazu beitragen, innovative diagnosti-
sche Methoden zur Fritherkennung einer GefaRscha-
digung und des kardiovaskularen Risikos sowie wirk-
samer gefalprotektiver MaRnahmen zu entwickeln.

Abstract: Endothelial Dysfunction: A Synonym for
Functional Atherosclerosis. The endothelium which
is facing the lumen of the vessel wall and the blood
stream, forms a multifunctional border layer, which
does not only function as a container for the blood and
as a semipermeable membrane, but contributes ac-
tively as sensor, integrator and signal generator to
maintain blood flow, regulation of fibrinolysis and the
coagulative and adhesive properties of the vessel wall.
Endothelial dysfunction plays a central role in the de-
velopment of atherosclerotic lesions and represents an

important diagnostic and prognostic parameter to esti-
mate the cardiovascular risk in a very early state.

Such an endothelial dysfunction is frequently
caused by a reduced bioactivity of nitric oxide (NO). NO
is able to protect the vessel wall because of its
vasodilatating, anti-adhesive and anti-proliferative ac-
tivities. Experimental and clinical studies demonstrate
that diabetes mellitus is closely associated with en-
dothelial dysfunction which may be the consequence
of a reduced bioactivity of NO. Central mechanisms
which may be of importance to explain this defect in
diabetes are the inactivation of NO by reactive oxygen
species, the reduction in the amounts of cofactors nec-
essary for NO-synthesis such as biopterin and NADPH
as well as the inhibition of endothelial NO-synthase by
phosphorylation (protein kinase C) and O-glycosylation
(hexosamine pathway). A better understanding of the
molecular basis of endothelial dysfunction will help to
develop innovative methods for an early diagnosis of
endothelial dysfunction and to take measure for pre-
vention and therapy. J Kardiol 9: 556-62.

B Einleitung

Die haufigste Ursache der bei Diabetes mellitus erhthten
Mortalitdt und Morbiditét ist die atherothrombotische Er-
krankung des GeféaRsystems. Zusétzlich zum Diabetes tragen
weitere Risikofaktoren wie Hypertension, Adipositas, Dys-
lipidémie und Rauchen zum vaskuldren und insbesondere
zum kardiovaskuldren Risiko dieser Patienten bel [1-3]. Der
Typ-2-Diabetes tritt hierbei in der Regel nicht als singulére
Erkrankung auf, sondern im Rahmen eines Netzwerkes von
Risikofaktoren, die jeder fir sich das vaskuldre Risiko erho-
hen. Eine die Atherothrombose begiinstigende Konstellation
ist bereits bei ,, pradiabetischen” Patienten nachweisbar; eine
verschlechterte Glukosetoleranz bzw. Insulinresistenz ist eng
mit dem atherothrombotischen Risiko assoziiert [4]. Auch
wenn die pathophysiol ogischen und -biochemischen Mecha-
nismen nur begrenzt bekannt sind, kann es a's gesichert gel-
ten, daid Stérungen der zellulédren Homeostase, der Wechsel -
wirkung zwischen dem Endothel, das das gesamte Gefal3-
system auf der dem BlutfluRR zugewandten Seite auskleidet,
und den Blutzellen (Blutpléttchen, Leukozyten), einen wich-
tigen Beitrag zur Entstehung einer atherothrombotischen Er-
krankung leisten. Nach dem gegenwaértigen Kenntnisstand
haben alle aufgeflhrten Risikofaktoren ein gemeinsames
Zielorgan, siebeeintréchtigen die Funktion des Endothel sund
provozieren eine, endotheliale Dysfunktion”, diealsinitialer,
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kausaler Faktor die Entstehung von atherosklerotischen L&
sionen initiiert und beglnstigt (Abb. 1) [5, 6].

Bl Vaskulares Endothelium: eine multi-
funktionelle Grenzschicht (Tab. 1) [5, 7]

Trotz seiner nur mikroskopischen Dimensionen (mit einer
Dicke, diehaufig geringer s 1 pmiist) stellt das Endothel eine
lebende ,,Membran“ und ein multifunktionelles Organ dar,
ohne dasein Blutfluf3 und ein funktionierender Kreislauf nicht
mdglich wéren, dessen Dysfunktion aber einen kritischen
Faktor fir die Entstehung vaskulérer Erkrankungen darstellt:

Dysllpldamle Hypertension

\ / -

Endotheliale
Dysfunktion

‘ Rauchen

wr

Atherothrombotisches Risiko

Abbildung 1: Endotheliale Dysfunktion als Schnittstelle zwischen kardiovaskuléren
Risikofaktoren und atherothrombotischem Risiko
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» DasEndothel ist zun&chst vor allem ein , Container” fir das
Blut, es stellt eine physikalische Barriere dar, die das
intraluminale Blutkompartiment von allen Geweben und Or-
ganen des Korpers trennt. Im gesunden Zustand bildet eseine
nichtthrombogene Oberflache fir die zirkulierenden Blut-
zellen; es verhindert die Adhasion und Aggregation von Blut-
zellen an der Gefal3oberflache und tragt damit wesentlich zur
Aufrechterhaltung des Blutflusses bei. Eine Verletzung oder
physikalische Unterbrechung der Endotheloberfléche selbst
mikroskopischen Ausmalfies hat eine hdmostatische Antwort
zur Folge. Der sich bildende Thrombus aus Blutpl &tchen und
Leukozyten verhindert bzw. begrenzt einerseits den Verlust
von Blut am Ort der Verletzung. Andererseits stellt eine akute
oder chronische Beeintréchtigung der nichtthrombogenen
Endothel oberflache aber einen wichtigen zur Thrombose dis-
ponierenden Faktor dar.

» Das Endothel ist eine selektive, permeable Barriere. Der
Transport von Makromolekilen vom bzw. zum intravasku-
laren Raum kann durch speziaisierte Strukturen des Endo-
thels, wie die Oberflachenglycocalyx, Zell-Zell-Verbindun-
gen, Mikrovesikel, transzelluldare Kandle sowie die sub-
endotheliale Matrix in Abhéangigkeit von ihren Eigenschaften,
vonihrer Grofe und L adung, sowohl verlangsamt al s auch be-
schleunigt werden. Aktive Transportprozesse ermdglichen
eine hohe Selektivitat und Spezifitét fir die zu transportieren-
den Molekiile. Eine erhdhte Permeabilitét fir plasmatische
Proteine wie Albumin ist charakteristisch fur inflammato-
rische Prozesse; der beschleunigte Transport von Lipo-
proteinen Uber die Endothelzellschicht tragt zur Entstehung
atherosklerotischer L&sionen bei.

« Eine weitere wichtige Funktion des Endothels stellt die F&-
higkeit dar, Signale aus der Blutbahn zu erkennen, zu integrie-
ren und in spezifische Signale zu Ubersetzen. Dies wird mog-
lich durch die Expression von Rezeptoren fir Zytokine (IL-
lo, IL-1B, IFNy, TGFB), Wachstumsfaktoren und weitere
Hormone, wie FGF (Fibroblast Growth Factor), VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor), Insulin, Insulinabhéngiger
Wachstumsfaktor (IGF), oder auch im Rahmen von Entziin-
dungen und Infektionen durch bakterielle Toxine.

 Das Endothel fungiert nicht nur al's Sensor und Empfénger,
sondern auch als Signalgeber durch die Bildung einer Reihe
von biologisch aktiven Stoffen, wie Lipidmediatoren, Zyto-
kinen, Wachstumsfaktoren, den Vasotonus modulierende Sub-
stanzen, wie Prostazyklin, Stickstoffmonoxid, Endothelin-1
und Angiotensin |1, und eine Reihe weiterer hormonahnlicher
Verbindungen, die als wirksame Effektoren wirken und eine
Vielzahl von Zellen und Geweben auf auto- und parakrinem
Wege beeinflussen, wobei die Wirkung sowohl zu einer streng
lokal begrenzten als auch zu einer systemischen Aktivierung
des Endothels fuhren kann. So werden hdmatopoietisch wir-
kende Wachstumsfaktoren (Colony Stimulating Factors) vom
Endothel in das Blut sezerniert und wirken analog zu klassi-
schen Hormonen. Andererseits kdnnen aktivierte T-Lympho-
zyten durch die Freisetzung von Zytokinen die prokoagula-
torisch wirkenden Gewebefaktoren und Adhésionsmolekiile
induzieren, die Blutpléttchen und Leukozyten an der
Endothel oberflache binden kénnen. Auch mechanische Reize,
wie der pulsatile Blutfluf? (Scherkréfte, Wandspannung), ge-

nerierenim Endothel Signale, dieflr die Adaptation des Blut-
flusses an die physiologischen Notwendigkeiten von Bedeu-
tung sind.

Angesichts seiner anatomischen Lage als Grenzschicht, seiner
integrativen Signalgeberfunktion, des umfangreichen Reper-
toires an biologisch aktiven Mediatoren, die durch das Endo-
thel gebildet und freigesetzt werden kénnen, ist es nicht ver-
wunderlich, dal? das Endothel eine entscheidende Rolle bei
pathophysiologischen, die Gefél3wand betreffenden Prozes-
sen wie der Bildung von Atheromen spielt. Esist wichtig zu
erkennen, dal3 das Endothel jeweils Agonist und Antagonist
bilden kann und daf? das dynamische Gleichgewicht zwischen
beiden die GeféaRfunktion letztendlich bestimmt (Tab. 2) [5]:
Hamostase und Thrombose, Vasorelaxation und Vasokon-
striktion, vaskuldres Wachstum und Remodelling, inflamma-
torische und immunmodul atorische Vorgange. Faktoren und

Tabelle 1: Vitale Funktionen des vaskuldren Endothels

e Blutkompatibler Container
e Selektive Permeabilitatsbarriere

e Erkennung und Umsetzung von aus dem Blutkompartiment stam-
menden zelluldren Signalen

¢ Quelle und Ziel von Mediatoren biologischer Reaktionen

e Sensor und Integrator des lokalen pathophysiologischen Milieus
¢ Dynamische Regulation von Hdmostase und Thrombose

e Regulation des vaskularen Tonus

e Regulation des vaskularen Wachstums und von Remodelling-
Prozessen

¢ Inflammatorische und imunologische Reaktionen

Tabelle 2: Pathophysiologische Gleichgewichte, die durch
das Endothel reguliert werden

Antithrombotisch Prothrombotisch
Prostazyklin

Thrombomodulin
Heparin-Proteoglykane
Gewebeplasminogenaktivator

Urokinase

Plattchenaktivierender Faktor
Gewebefaktor

Von Willebrand-Faktor
PlasminogenaktivatorInhibitor-1
Andere Koagulationsfaktoren

Vasorelaxantien Vasokonstriktoren

Prostazyklin Endothelin-1
Stickstoffmonoxid (EDRF) Angiotensin Il

EDHF PDGF
Wachstumsinhibitoren Wachstumsfaktoren
TGF-B bFGF

Heparansulfate GAGs VEGF
Thrombospondin IGFs
Stickstoffmonoxid PDGF

Proinflammatorisch

Zytokine (IL-1B, IL-1a, M-CSF,
GM-CSF)

Antiinflammatorisch
Stickstoffmonoxid

Prostazyklin

Antioxidative Enzyme (SOD) Chemokine (IL-8, MCP-1)

Komplementregulierende Faktoren ELAMs

Kininase I E-, P-Selektine, ICAM-1, VCAM-1
|-Selektin-Liganden
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Bedingungen, die die funktionale Integritdt und den Aktivi-
tatszustand des Endothels modulieren, beeinflussen auch im-
mer das Gleichgewicht dieser Antagonistenprozesse. So sind
nichtaktivierte Endothelzellen nichtthrombogen, an der
Zelloberflache gebundene heparindhnliche Glykosamino-
glykane und Ecto-ADPasen hemmen prothrombogene Wir-
kungen, die auch vom Endothel freigesetzt werden kénnen.
Die kontrollierte Expression prothrombotischer Faktoren als
Antwort auf ein lokales Trauma kann als eine adaptive Reak-
tion im Sinne einer Response-to-1njury-Reaktion verstanden
werden. Andererseits trégt eine verminderte Synthese von
antithrombogenen und antifibrinolytischen Faktoren (Prosta-
zyklin, Stickstoffmonoxid, Thrombomodulin, Plasminogen-
Aktivator-Inhibitor) zur intravaskuldren Thrombose und da-
mit moglicherwei se zum Organschaden bei. In &hnlicher Wei-
se beeinflussen endothelabhéngig gebildete, glatte Muskel-
zellen relaxierende Stoffe, wie Stickstoffmonoxid, Prostazy-
klin, bzw. kontrahierende, wie Endothelin-1 und Angioten-
sinll, denlokalen BlutfluR und dariber hinausauch den syste-
mischen Blutdruck. Das Endothel ist somit sowohl die Quelle
fUr einige der potentesten vasodilatatorisch wirkenden Ver-
bindungen wie Stickstoffmonoxid und Prostazyklin; anderer-
seits stellen Endothelin-1 und das auf der Oberfléche des En-
dothels durch das angiotensinkonvertierende Enzym aus Vor-
stufen gebildete Angiotensin |l sowie das PDGF potente
Vasokonstriktoren dar. Unter normalen Bedingungen prolife-
rieren die Zellen der Gefé3wand nicht; nach einer Denudation
des Endothels kommt es jedoch zu einem Wachstums- und
Proliferationsschub, von dem wesentlich die medialen Muskel -
zellen betroffen sind. Auch die zellulére Antwort beim Wund-
heilungsprozef? spiegelt nicht nur die lokale Generation von
Wachstumsfaktoren wider, sondern auch eine transiente Defi-
zienz des Endothel s zur Synthese von entsprechenden Inhibi-
toren. Die sich ergebende Hyperplasie ist dhnlich dem Er-
scheinungsbild, das uns in frihen Phasen einer athero-
sklerotischen L&sion entgegentritt.

B Endotheliale Dysfunktion bei vaskularen
Erkrankungen

In der urspriinglichen Fassung der ,, Response-to-Injury“-Hy-
pothese schlugen Ross und Glomset 1976 [8, 9] vor, dal3 Risi-
kofaktoren wie Hypercholesterindmie, Hochdruck, Rauchen
oder Diabetes eine chronische Endothel schadigung durch De-
nudation bzw. Ulzeration verursachen, als deren Folge es zur
lokalen Aktivierung von Blutpléttchen und zur Freisetzung
von Wachstumsfaktoren kommt. Die Lasion des Endothels
wurde a's Ursache der Intimahyperplasie, der Akkumulation
von Lipiden und der Ausbildung einer atherosklerotischen
Plaque angesehen. Diese Hypothese wurde allerdings durch
morphologische Untersuchungen an menschlichem Biopsie-
material mit friihen atherosklerotischen L&sionen nicht besté-
tigt. Zusammen mit anderen Befunden wurde hingegen deut-
lich, daf? nicht zwangsléufig eine morphologisch erkennbare
L&sion des Endothels vorliegen muf3, sondern daf3 neben der
anatomischen Integritét der funktionelle Zustand der
Endothel schicht fir die Entwicklung von Gefél3erkrankungen
von entscheidender Bedeutung sein kann. Entsprechend der
verénderten pathophysiologischen Vorstellungen wurde der
Begriff ,,endotheliale Dysfunktion* vorgeschlagen [10, 11],
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um die phanotypische bzw. funktionelle Modulation der Ei-
genschaften des Endothels durch die Einwirkung von Risiko-
faktoren zu beschreiben. Dieser Zustand ist durch den Verlust
oder die schwerwiegende Beeintrdchtigung der homeo-
statischen Mechanismen gekennzeichnet, die im gesunden,
nichtaktivierten Endothel wirksam sind. Charakteristisch fir
eine endotheliale Dysfunktion sind somit

« eine veradnderte Vasoreaktivitét mit einer Einschrankung
der endothel abhangigen Relaxation,

* eine erhohte Permeabilitét der Geféfdwand fur Plasma-
proteine und

« eineselektive Hyperadhasivitét fir Leukozyten und throm-
botische Komplikationen, denen ein MiRverhdltnis zwi-
schen Hamostase und Fibrinolyse zugrunde liegt.

B Endotheliale Dysfunktion und veranderte
GefaRreaktivitat

Eine charakteristische Eigenschaft von intaktem Endothel ist
es, auf Acetylcholin mit einer Relaxation des Gefélles zu ant-
worten. Furchgott und Zawadski [12] konnten zeigen, dal3eine
derartige Relaxation durch die Freisetzung einer labilen, vom
Endothel gebildeten Substanz verursacht wird (der sog. EDRF
= Endothelial Dependent Relaxation Factor). In spateren Unter-
suchungen konnte EDRF as Stickstoffmonoxid identifiziert
werden [5, 13]. In nachfolgenden experimentellen In-vivo-Un-
tersuchungen wurde die Wichtigkeit von NO fur die Aufrecht-
erhaltung des vaskuldren Tonus gezeigt sowie nachgewiesen,
daR die endotheliale Antwort auf pathophysiologische Reize
verandert bzw. gestort ist. Ludmer et al. [14] beschrieben 1986
die segmental e Vasokonstriktion nach Acetylcholin-Infusionin
menschliche K oronararterien und wiesen damit zum ersten Mal
eine ,endotheliale Dysfunktion” in einer klinischen Situation
nach. Diese und eine Vielzahl von weiteren Untersuchungen
lassen den Schlufd zu, dafd die endothelabhéngige Relaxation
nicht nur bel fortgeschrittener Atherosklerose verschlechtert
ist, sondern bereits in angiographisch nichtauffélligen Arterien
von Risikopatienten mit Hypertension, Hypercholesterindmie
und Diabetes beeintréchtigt ist [15-18].

Durch die Anwendung der Messung der endothel-
abhéngigen Relaxation auf leichter zugéngliche Gefélie, wie
den Widerstandsgefalien des Unterarms, wurde es moglich,
die endotheliale Vasomotorfunktion as diagnostischen
Bioassay bei einer grofieren Anzahl von Patienten zu untersu-
chen [19, 20]. Aus Untersuchungen von Schéchinger et al.
[21] folgt, daR die , endotheliale Dysfunktion* die Prognose
der Progression der Atherosklerose und kardiovaskul &rer Er-
eignisse ermoglicht. Patienten mit gestérter Vasoreaktivitat
der Koronarien hatten diesen Untersuchungen zufolge eine
wesentlich schlechtere Prognose und wiesen eine verminderte
Uberlebenswahrscheinlichkeit in den néchsten 10 Jahren auf.
Die Vasoreaktivitat war ein signifikanter Pradiktor der koro-
naren Herzkrankheit, auch wenn die Daten fir die traditionel -
len Risikofaktoren adjustiert wurden. Die Untersuchung der
endothelabhéngigen Vasoreaktivitét stellt somit sowohl ein
diagnostisches al's auch ein prognostisches Werkzeug zur Er-
fassung des kardiovaskuléren Risikos dar.

Eine Stérung der endothelabhéngigen Vasomotion liegt
nach neueren Untersuchungen aber nicht nur bei Patienten mit



den klassischen Risikofaktoren vor, sondern auch bereits bei
Patienten mit gestorter Glukosetoleranz, bei denen ein Diabe-
tes noch nicht manifest wurde, und bei Patienten mit einem
»metabolischen Syndrom*, d. h. Patienten, die bezliglich des
Kohlenhydratstoffwechsels insulinresistent sind [22, 23].
Diese Beobachtungen sind insofern von Bedeutung, als kiirz-
lich nachgewiesen wurde, dal3 I nsulin nicht nur auf die klassi-
schen Effektorsysteme wie Leber, Skelettmuskel und Fettge-
webe einwirkt, sondern auch das Endothel ein Wirkungsort
von Insulin ist. Es besteht eine inverse Korrelation zwischen
der endothel abhéngi gen Relaxation auf Acetylcholin und dem
Gehalt an Korperfett. Adipositas und Insulinresistenz sind
assoziiert mit einer gestérten NO-abhéngigen Vasomotion;
Insulin ist weiterhin bei diesen Patienten nicht in der Lage,
Uber dieAktivierung der ecNOS den Gefal3durchmesser zu er-
héhen, d. h., derartige Patienten sind durch eine ,endotheliale
Dysfunktion“ und eine Resistenz des Endothels fur Insulin
bzw. die insulinvermittelte endothelabhangige Relaxation
charakterisiert [22, 23].

Am Herzen wurde diese Insulinresistenz kirzlich beson-
ders eindrucksvoll nachgewiesen [24]. Dabei zeigte sich, dai3
bei Typ-2-diabetischen Patienten Insulin in der Lage war, den
Umsatz und die Aufnahme von Glukose in einem dhnlichen
Ausmal? zu steigern wie bei gesunden Personen, dai aber die
bei gesunden Personen beobachtete Steigerung des koronaren
Flusses im Diabetes ausblieb. Die Typ-2-diabetischen Patien-
ten wiesen somit eine spezifische Insulinresistenz der koro-
naren Strombahn, nicht aber des Herzmuskels auf. Es wird
derzeit intensiv diskutiert, ob die endotheliale Dysfunktionin
der arterioldren und kapill&ren Strombahn eine primére Rolle
fur die Entwicklung der Insulinresistenz selbst spielt [6], ihre
Bedeutung fur die Entwicklung der Mikro- und Makroangio-
pathie ist aber unstrittig, da diese der Mikroalbuminurie, ei-
nem anerkannten Indikator der GeféRveréanderungen im Dia-
betes, vorausgeht [24].

B Synthese von Stickstoffmonoxid durch
das vaskulare Endothel

Die Identifikation von EDRF als Stickstoffmonoxid (NO)
oder as verwandte Nitroso-Verbindung fihrte zu einer
raschen Aufklérung der Synthesewege und der Erkenntnis,
da3 NO nicht nur fir die Regulation des Vasotonus von
Bedeutung ist, sondern eine vielféltige Rolle in Gefak-
prozessen spielt. NO wird durch eine Familie von drei
Isoenzymen (NO-Synthasen = NOS) gebildet, die struktu-
relle Homol ogien aufweisen, aber in unterschiedlichen Ge-
weben lokalisiert sind (Typ 1 = neuronale NOS [nNOS];
Typ 2 = induzierbare NOS [iNOS], vorwiegend in Monozy-
ten und Makrophagen; Typ 3 = die endotheliale, konstitutiv
exprimierte NOS [ecNOS]), und deren Regulationen sich
voneinander unterscheiden [26, 27]. Wahrend die Typ-2-
NOS durch proinflammatorische Zytokine wie |FNy hoch-
reguliert wird und dann toxische Konzentrationen an NO
produziert, synthetisiert die ecNOS Stickstoffmonoxid im
physiologisch regulierenden Konzentrationsbereich (nmolar)
[14, 26-28].

Entsprechend seiner Bedeutung geschieht die Regulati-
on der ecNOS auf komplexe Weise [29, 30] durch hamo-
dynamische Scherkréfte und eine Reihe von kalziummobi-

lisierenden Agonisten, wie Bradykinin und Acetylcholin
(Abb. 2). Fur die Synthese von NO benétigt die ecNOS da-
bei a's Kofaktoren molekularen Sauerstoff und NADPH so-
wie eine Reihe von redoxsensitiven Kofaktoren wie Ham
und Tetrahydrobiopterin, um die Aminoséaure L-Arginin in
Stickstoffmonoxid und L-Citrullin umzuwandeln. Jede Ver-
anderung im Redoxstatus der Zelle wird somit auch die
Synthese und damit die Bioverfligbarkeit von NO beein-
flussen. Aber auch das Enzym selbst unterliegt posttrans-
lationalen Modifikationen, wie der Acylierung durch die
Fettsduren Palmitat und Myristat. Zusétzlich wird die Ak-
tivitdt der ecNOS durch Phosphorylierung moduliert.
Bradykinin, Sphingosin-1-Phosphat, VEGF und Insulin
fahren zur Phosphorylierung von ecNOS durch Aktivie-
rung spezifischer Proteinkinasen. Auch die subzelluldre
Verteilung des Enzyms spielt fur seine Regulierung und
Aktivitét eine nicht unerhebliche Rolle. ecNOS ist Uber-
wiegend in spezifischen Mikrodoménen der Plasma-
membran lokalisiert, die als Caveolae bezeichnet werden
[31]. Caveolin, ein Netzwerkprotein der Caveolae, inhibiert
die ecNOS tonisch; die Bindung von Kalzium und die An-
derung der Acylierung des Enzyms gehen mit einer Ande-
rung der subzelluldren Lokalisation der ecNOS und ihrer
Aktivierung einher. Interessanterweise ist auch der Insulin-
rezeptor in den Caveolae, d. h. in Nachbarschaft zur ecNOS
lokalisiert. Die Komplexitét der ecNOS-Regulation und die
Kurzlebigkeit des Produkts NO implizieren, dal3 sich patho-
physiologische Zusténde unmittelbar auf die Synthese von
NO und das NO-Signalling auswirken. Dabei wird die NO-
Synthese beeinflufd durch: Veranderungen in der Verfiig-
barkeit des Substrates L-Arginin, durch Verénderung in der
Genexpression bzw. die mRNA-Stabilitét, durch Defekte in
der Signalkaskade, die die Rezeptoren auf der Zellober-
flache mit der NO-Synthese-Maschinerie verknipft, durch
Veradnderung im Gehalt an Tetrahydrobiopterin oder NADPH,
durch Inaktivierung von NO durch Glukose, Lipoproteine
oder Sauerstoffradikale. Eine defekte NO-Synthese und

¢\

BH, BH, PKC

\% NO

\-\

NO-Synthase |
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Abbildung 2: Regulation der endothelialen Stickstoffmonoxid (NO)-Synthase und
ihre Beeinflussung durch Proteinkinase C, durch Insulin und 0-Glykosilierung; BH, =
Tetrahydrobiopterin, DH,= Dihydrobiopterin, NADPH = Nikotinamiddinukleotidphos-
phat, Akt = Akt-Kinase, PI3K = Phosphoinositol-3-Kinase, VEGF = Vascular Endothelial
Growth Factor, PKC = Proteinkinase C, UDP-GIcNAc = Uridindiphosphat-N-Acetyl-
glucosamin
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NO-Freisetzung und damit eine , endotheliale Dysfunk-
tion* kann somit auf unterschiedlichsten molekularen Me-
chanismen beruhen [29, 30]. Fir die Hypertension, die
Hypercholesterindmie und den Diabetes mellitusist gezeigt
worden, dai die Inaktivierung von NO und mdglicherweise
auch der ecNOS, die Oxidation von Tetrahydrobiopterin
und die Veranderungen im Redoxstatus der Zelle wahr-
scheinlich auf die vermehrte Bildung von reaktiven
Sauerstoffradikalen zuriickzufiihren sind. Im Diabetes mag
zusétzlich die kirzlich beschriebene O-Glykosilierung von
Bedeutung sein [32, 33]. Die Bildung von ROS stimuliert
im Diabetes den Hexosamin-Stoffwechsel und damit die
Bildung von N-Acetylglucosamin, das dann Uber die
O-Glykosilierung zu einer weiteren posttranslationalen
Modifikation der ecNOS fuhrt und die Aktivierbarkeit
durch Phosphorylierung am Ser 1177 einschrankt. Es spricht
vieles dafur, da3 die unterschiedlichen initialen patho-
physiologischen Signale letztlich in einer gemeinsamen
Wegstrecke minden, der reduzierten Aktivierbarkeit der
ecNOS und der beschleunigten Inaktivierung von NO. Eine
verminderte Bioverfligbarkeit von NO ist ein entscheiden-
der Faktor fur die beschleunigte Entwicklung atherothrom-
botischer Komplikationen, wie sie typischerweise bei kardio-
vaskuldren Risikopatienten beobachtet wird. Die Aktivie-
rung der iNOS und damit die Generation von toxischen
Konzentrationen an NO wére nach diesen pathophysio-
logischen Konzepten eine Folge der priméren ,endo-
thelialen Dysfunktion“ und der verminderten tonischen
Bildung von NO durch ecNOS.

B Endotheliale Dysfunktion und Per-
meabilitat fir Low Density-Lipoprotein

Eine weitere friihe Manifestation der arteriellen endothelialen
Dysfunktion ist die generalisierte Zunahme der Permeabilitét
der Intima fir Plasmaproteine und insbesondere Lipo-
proteine, die dazu fihrt, da3 sich Low Density-Lipoproteine
an spezifischen Stellen der GefélRwand akkumulieren, an de-
nen sich im folgenden bevorzugt Fettablagerungen (fatty
streaks) bilden [5, 8, 9, 34]. Sowohl der transzelluldre (mikro-
vesikul&re) wie der perizellul&re (interzellulére Spalten) Ein-
strom von LDL-Partikeln ist erhdht, weil apolipoprotein-B-
enthaltende LDL-Partikel bevorzugt von der extrazelluldren
Matrix im subendothelialen Raum gebunden werden. Ein ty-
pisches Beispiel sind die sog. extrazelluldren Liposomen, die
im Stadium der beginnenden Atherosklerose vermehrt nach-
zuweisen sind. Die dadurch verléngerte Speicherung von
LDL-Partikeln in der arteriellen Intima sowie die Nachbar-
schaft zu aktivierten Gefélzellen und adhérierenden mono-
nuklegren Leukozyten erleichtern bzw. ermdglichen die
oxidative Modifizierung dieser Partikel, wodurch es zu einer
zusétzlichen Aktivierung von Endothel- und anderen Gefalz-
zellen kommt. Nach Speicherung und Oxidation werden die
LDL-Partikel von Makrophagen resorbiert, die dadurch in
Schaumzellen tbergehen und ihre biosynthetischen Funktio-
nen so verdndern (Bildung von Wachstumsfaktoren und
Zytokinen), dal3 die betroffene Geféliregion proinflamma-
torischen, die Bildung von atherosklerotischen L&sionen be-
gunstigenden Wirkungen und Effektoren ausgesetzt ist [8, 9,
34, 35].
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B Endotheliale Dysfunktion und Adhasion
von Leukozyten und Thrombozyten

Ein weiterer friher Ausdruck der endothelialen Dysfunktion
ist die akzelerierte Adhasion von mononukledren Leukozyten
(Monozyten und spezifische T-Lymphozyten) und Thrombo-
zyten an die Endothel oberfléche, insbesondere an den Stellen,
an denen nachfolgend Schaumzellen entstehen. Diese
Hyperadhésivitét ist einerseits Folge der partiell aktivierten
Blutzellen, andererseits ist aufgrund der endothelialen
Dysfunktion ein wichtiger antithrombotischer und anti-
adhasiver Mechanismus gestort: die Freisetzung von NO. Zu-
sétzlich werden auf aktiviertem Endothel Adh&sionsmolekiile
exprimiert, die eine Anheftung von Blutzellen an das Endo-
thel ermdglichen; dazu gehdren VCAM-1, das Vascular
Adhesion Molecule-1, das Uber die Bindung von VLA-4, ei-
nem B1-Integrin-Rezeptor auf der Oberfldche von Monozyten
und T-Lymphozyten, diese Blutzellen an die Endothel-
oberflache adhériert. Nach Verabreichung einer atherogenen
Didgt kommt es sehr rasch zu einer Expression dieser
Adhéasionsmolekile, die auf ruhendem Endothel nicht nach-
zuweisen sind, ein Ereignis, das dem Recruitement von
mononukledren L eukozyten vorausgeht.

Zusétzlich zuV CAM-1 spielen weitere endothel abhangige
Mechanismen flr das Recruitement von Blutzellen eine Rol-
le, so P- und E-Selektine, die mit komplexen Kohlenhydrat-
Liganden auf der Leukozytenoberflache in Wechselwirkung
treten und die Expression weiterer Adhasionsmolekiile, wie
des L-Selektins, induzieren. Weiters stellt ICAM-1, das
Intercellular Adhesion Molecule-1, eine weit verbreitete
Gruppe von Adhésionsmolekilen der Immunoglobulin-
Superfamilie dar, das bei endothelialer Dysfunktion hoch-
reguliert wird und mit dem 2-1ntegrin-Rezeptor auf zirkulie-
renden Leukozyteninteragiert. PECAM-1 (CD31) ist schlief3-
lich ein Adhasionsmolekiil, das in endothelialen Verbindun-
gen lokalisiert ist und homotypisch mit mononukledren Leu-
kozyten reagiert [36-39].

Die Aktivierung von Endothel bzw. die endotheliale
Dysfunktion ist somit mit der Expression eines Spektrums
von Proteinen verbunden, die die Bindung von mononukle-
aren Monozyten, T-Lymphozyten und Thrombozyten an die
Endothel oberflache erméglichen, diese Bindung stabilisieren
und damit die Migration dieser Blutzellen Uber die Gefal-
wand erst ermdéglichen; ein Vorgang, der im Rahmen der Ent-
wicklung atherosklerotischer L&sionen von eminenter Bedeu-
tung ist.

B Molekulare Risikofaktoren: Gibt es einen
gemeinsamen biochemischen Mechanis-
mus der endothelialen Dysfunktion?

Eine endotheliale Dysfunktion kann durch eine Reihe unter-
schiedlicher pathophysiologischer Faktoren ausgeldst wer-
den; dazu gehtren oxidierte LDL, Homocystein, Advanced
Glycation Endproducts, aber auch die postprandiale Hyper-
glykéamie, Zytokine, bakterielle Stoffwechselprodukte und
hadmodynamische Stref¥faktoren. Damit stellt sich die Frage,
ob diesen so unterschiedlichen pathophysiol ogischen Stimuli
nicht ein gemeinsamer pathobiochemischer M echani smus zu-
grunde liegt.
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Aufgrund des gegenwértigen Wissensstandes [40-42] ge-
hen wir davon aus, daR die Bildung von reaktiven Sauerstoff-
radikalen (oxidativer Stref3, ROS) und der intrazelluldre
Redoxzustand eine zentrale Rolle bei der Entstehung einer
endothelialen Dysfunktion im Rahmen von GefélRerkrankun-
gen, wie Atherosklerose und Hypertension, spielen. Das En-
dothel synthetisiert konstitutiv reaktive Sauerstoffmolekiile,
wie Superoxidanionen, Hydroxylradikale, Peroxide u. a. Zu-
sétzlich kénnen diese hochreaktiven Molekile durch Leuko-
zyten beim sog. ,oxidative burst*, im Rahmen der Phago-
zytose entstehen. Diese ROS schéadigen, wenn sie in hinrei-
chenden K onzentrationen gebildet werden, nicht nur zellulére
Membranen, sondern verandern auch die Struktur und Funk-
tion von Makromolekillen (Proteine, DNA) und fihren zur
Aktivierung proinflammatorischer M echanismen (Abb. 3), da
die endotheliale Genexpression durch redoxsensitive Mecha-
nismen beeinfluld wird [43, 44]. So werden die beiden
Transkriptionsfaktoren NFkB und AP-1 dynamisch durch
ROS reguliert. Die Aktivierung dieser Faktoren verandert die
Expression wichtiger Gene im Endothel (Adhésionsproteine,
proinflammatorische Zytokine), so dal die Adhasivitat des
Endothels und die Freisetzung proinflammatorischer Zyto-
kine deutlich zunehmen. Letztlich sind ROS auch in der Lage,

NO-Inaktivierung

'
Adhasions- Apoptose
proteine
Metallo- ROS ) Li;‘:idplep
proteinasen oxidation
Zytokine Chemokine
v

Proliferation und
Migration von
glatten Muskelzellen

Abbildung 3: Wirkungen von reaktiven Sauerstoffradikalen (ROS) auf die GefaR-
wand, die zur Entwicklung von atherosklerotischen Lasionen beitragen
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Abbildung 4: Endotheliale Dysfunktion als zentrale, initiale Ursache der GeféRscha-
digung, ihre Folgen und Konsequenzen fiir die Erhdhung des atherothrombotischen
Risikos; SMC = glatte Muskelzellen, ROl = reaktive Sauerstoffintermediate, oxLDL =
oxidierte Low Density-Lipoproteine, HDL = High Density-Lipoproteine

direkt mit NO zu reagieren, wodurch einerseits die biologi-
sche Aktivitdt von NO vermindert wird, andererseits aber das
zytotoxische Peroxynitrit entsteht.

Die Endothelzelle ist zwar mit einer Reihe von antio-
xidativen Mechanismen, wie der Superoxid-Dismutase, der
Kataase, der Glutathion-Reduktase, Glutathion und Vitamin C
ausgestattet, um das Redoxgl eichgewicht aufrechtzuerhalten.
Auf der anderen Seitesind oxidierteLDL, Homocystein, AGE
und erhdhte postprandiale Glukosekonzentrationen effektive
Stimuli der ROS-Bildung. Das Endothel kann somit als Sen-
sor von oxidativem StreR? betrachtet werden. Ubersteigt der
oxidative Stref3 aber die antioxidative Kapazitdt des Endo-
thels, wird eine Kaskade von Reaktionen ausgel0st, die zu
einer endothelialen Dysfunktion fiihren und eine vaskuldre
Lasion initiieren bzw. deren Progression beschleunigen
(Abb. 4).

B Ausblick

Um geeignete therapeutische Mal3nahmen friihzeitig ergrei-

fen zu kénnen, ist es wichtig, eine endotheliale Dysfunktion

moglichst frih zu erkennen, wobei die diagnostischen M6g-

lichkeiten derzeit begrenzt sind und ein Konsensus Uber die

notwendigen diagnostischen Mal3nahmen noch nicht erreicht

wurde. Als Parameter werden derzeit diskutiert:

e die Bestimmung der endothelabhangigen Relaxation
(Bioassay),

e die Anayse von Adhéasionsproteinen, wie VCAM-1,
ICAM-1, E-Selektin, im Plasma und

e die Bestimmung von endothelgebundenen Effektormole-
kilen wie Thrombomodulin und dem von Willebrand-Fak-
tor.

Ein weitergehendes Verstandnis der Stimuli und der Konse-

guenzen der endothelialen Dysfunktion auf zellul&rer und mo-

lekularer Ebene 1813 neue grundsétzliche Erkenntnisse tber

die Pathogenese kardiovaskulérer Erkrankungen erwarten,

die eine innovative Diagnostik und neue therapeutische An-

sdtze ermoglichen werden.
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