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1. Einleitung

1.1 Koronare Herzkrankheit ( KHK)

Mit 358.985 Todesfallen waren Erkrankungen des Herz/Kreislaufsystems
die haufigsten Todesursachen im Jahr 2007 in Deutschland. lhnen erlag fast
jeder zweite Gestorbene (43,4 %). Die wichtigste spezifische
Todesursachengruppe war dabei die der ischamischen Herzkrankheiten
(139.808 Sterbefalle), darunter insbesondere der akute sowie der rezidivierende
Myokardinfarkt mit insgesamt 61.040 Gestorbenen (Quelle: Deutsches
Statistisches Bundesamt).

Begunstigend auf die Entstehung der Koronarsklerose wirken mehrere
Risikofaktoren. Zu den Hauptrisikofaktoren zahlen vor allem der Nikotinabusus,
die arterielle Hypertonie, der Diabetes mellitus, Fettstoffwechselstérungen,
familiare/genetische Disposition und erhdhtes Lebensalter (23).

Die koronare Herzkrankheit ist eine degenerative Veranderung der Intima
und Media der koronaren Gefalle. Hierbei kommt es durch Koronarstenosen zu
einem Missverhaltnis zwischen Sauerstoffbedarf und -angebot. Dies resultiert in
einer Myokardischamie. Sie ist eine Manifestation der Atherosklerose in den
Koronarien und kann uber Jahre bis Jahrzehnte symptomlos verlaufen, bis sie
sich durch Angina pectoris, Herzinfarkt oder plotzlichen Herztod manifestiert.

Die Atherosklerose ist eine multifaktorielle, systemische und chronisch in-
flammatorische Erkrankung der Gefallwande (74). Im Rahmen ihrer Entstehung
und Progression spielen entzundliche und immunologische Reaktionen eine
entscheidende Rolle (88). Grundlage der Erkrankung ist eine endotheliale Dys-
funktion, auf Grund derer es zu komplexen Interaktionen zwischen zirkulieren-
den Wachstumsfaktoren, Zytokinen und diversen Zelltypen, wie Endothelzellen,
Lymphozyten, Monozyten und glatten Gefalmuskelzellen kommt (114). Die
endotheliale Dysfunktion fuhrt zu einer erhdhten Permeabilitat des Endothels,
welche vor allem bei Hyperlipidamie eine Ablagerung von oxidierten Lipoprotei-
nen zur Folge hat. Hier spielt vor allem oxidiertes Low density Lipoprotein
(LDL) eine entscheidende Rolle (34, 54). Die Einlagerung von oxidiertem LDL

hat eine Entzindungsreaktion zur Folge, welche zu einer transkriptionellen Akti-



vierung des Vascular Cell Adhesion Molecule (VCAM) 1 Gens und somit zu ei-
ner Uberexpression von VCAMA1 fiihrt (32, 30). Dieses Adhdsionsmolekiil bindet
zirkulierende Monozyten und T-Lymphozyten, was zu einer Einwanderung die-
ser Zellen in die Gefalintima fuhrt. Die Monozyten differenzieren sich dann zu
ortsstandigen Makrophagen aus. Dies kann bereits im Kindesalter als Lipid-
fleck (fatty streak), einer entzindlichen Veranderung aus Makophagen und T-
Lymphozyten (98, 126) beobachtet werden. Das abgelagerte oxidierte LDL wird
durch die eingewanderten Makrophagen und andere Zellen phagozytiert. Gold-
stein bezeichnete diese Makrophagen mit intrazellularem oxidiertem LDL als
erster als ,Schaumzellen® (foam cells) (54). Die beteiligten Zellen sezernieren
zahlreiche Zytokine und Wachstumsfaktoren, welche auto-/ parakrin auf das
umliegende Gewebe einwirken, was schlieRlich zur Progression der atheroskle-
rotischen Lasionen vom Atherom bis zum Fibroatherom flhrt. Das Zytokin Mo-
nocyte Chemoattractant Protein-1 (MCP-1) wirkt beispielsweise chemotaktisch
auf Leukozyten und bewirkt so deren weitere Einwanderung in die Intima (88).
Die durch Platelet-Derived Growth Factor (PDGF) vermittelte Einwanderung
von glatten Gefalmuskelzellen in die Intima und ihre Proliferation spielen in den
Folgestadien eine entscheidende Rolle (41, 88). Glatte Gefallmuskelzellen sind
Hauptproduzenten der Extrazellularmatrix innerhalb der Gefallwand und modifi-
zieren die Art der sezernierten Matrixproteine nach atherogenen Stimuli (41).
Sie sind aul3erdem in der Lage diverse Rezeptoren flr die Lipoproteinaufnahme
und Adhesionsmolekile wie VCAM 1 oder intercellular adhesion molecule-1
(ICAM1) zu exprimieren (41). Zusatzlich sind sie in der Lage Wachstumsfakto-
ren und Zytokine, wie PDGF, Transforming Growth Factor-beta, Interferon gam-
ma, und MCP-1 zu produzieren, welche die Entzindungsreaktion initiieren und
propagieren (41). Die entstandenen Atherome kdnnen sich schliel3lich entweder
nach luminal oder nach abluminal ausdehnen.

Die primar luminale Ausdehnung fuhrt zu einer progredienten Stenosie-
rung des Gefalles, die zu verminderter Koronardurchblutung unter Belastung
mit entsprechender Ischamiereaktion und somit zur klinischen Manifestation,
der stabilen Angina pectoris fuhrt.

Die primar abluminale Ausdehnung hat zunachst keine Symptome zur
Folge. Die Einwanderung und Aktivierung von Entzundungszellen, apoptotische

Vorgange und die Bildung von Matrix-Metallo-Proteinasen (MMPs) flihren zur
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Entwicklung von so genannten ,instabilen Plaques® (Abb. 1). Die Ruptur dieser
atherosklerotischen Plaques fihrt durch die Freisetzung von thrombogenen
Substanzen wie ,tissue Factor” oder von Willebrand-Faktor zu einer partiellen
oder kompletten Gefallokklusion und somit zu einem akuten Koronarsyndrom

bzw. Myokardinfarkt (52, 85).

Endotheldysfunktion

I ab erster Dekade % ab dnner Dekade § ab vierter Dekade

Abb.:1: Entstehung, Verlauf und Folgeerscheinungen der Atherosklerose.
Schematische Darstellung der Bildung, Progression und Ruptur einer
atherosklerotischen Lasion. (Modifiziert nach Stary HC et al. 1994(126))



1.2 Platelet-derived Growth Factor (PDGF) und
Signalubertragung durch PDGF-Rezeptoren

PDGF ist ein dimeres Protein, welches von zahlreichen Zelltypen
produziert und sezerniert wird. Es besteht aus zwei von vier bekannten PDGF
Ketten (A, B, C und D), die Uber Disulfidbriicken verbunden sind (19, 63, 70, 87,
112). Dabei bilden die PDGF-Ketten sowohl Homo- (PDGF-AA, PDGF-BB,
PDGF-CC, PDGF-DD) als auch Heterodimere (PDGF-AB). Die verschiedenen
PDGF-Isoformen binden an PDGF-Rezeptoren, spezifische, transmembranare
Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK) (19, 63, 70, 87, 112). Es existieren zwei PDGF-
Rezeptor Subtypen, die als a- und B-PDGF Rezeptor (PDGFR) bezeichnet
werden. Es liegen hierbei unterschiedliche Affinitaten der einzelnen Isoformen
zu den Rezeptor-Subtypen vor. An den a-PDGFR bindet ausschlieBlich die
PDGFA-Kette, wahrend die B-Kette sowohl an den a- als auch an den [3-
Rezeptor bindet. PDGF-CC und -DD stellen insofern Sonderformen dar, als sie
zunachst in einer inaktiven Form sezerniert werden und daher noch
proteolytisch gespalten werden mussen, bevor sie PDGF-Rezeptoren aktivieren
kénnen (19, 71, 84). Dabei bindet die C-Kette nur an den a-Rezeptor, wahrend
die D-Kette vorwiegend an den B-Rezeptor bindet.

Der [B-PDGFR ist ein monomeres Protein. Durch die Bindung der dimeren
Liganden kommt es jedoch zu einer Dimerisierung des Rezeptors und zu einer
Erhéhung der intrinsischen Tyrosinkinase-Aktivitat, mit der Folge einer Trans-/
Autophosphorylierung des Rezeptors an verschiedenen Tyrosinresten (70). Es
kommt dabei zu einer Transphosphorylisierung zwischen den beiden
intrazellularen Anteilen der Rezeptormolekile (72). Die phosphorylierten
Tyrosinreste der intrazellularen Anteile des aktivierten B-PDGFR dienen nun
downstream gelegenen zytoplasmatischen Signaltransduktionsmolekulen als
spezifische Bindungsstellen (26). Bisher sind Src-Kinasen (Src), die
Phosphotyrosinphosphatase SHP-2, das GTPase-aktivierende Protein von Ras
(RasGAP), Phospholipase Cy-1 (PLCy) und Phosphatidylinositol-3-Kinase
(PI3K) als solche Signaltransduktionsproteine bekannt (130). Die Bindung und

Aktivierung dieser Signaltransduktionsmolekile aktiviert weiter downstream



gelegene Signalkaskaden und hat beispielsweise die Phosphorylierung von
MAP-Kinasen (Erk 1/2, p38, JNK) zur Folge (62, 146).

Die PDGFR-Subtypen unterscheiden sich in ihren biologischen
Eigenschaften und in ihren Signaltransduktionskaskaden. Der B-PDGFR spielt
eine entscheidende Rolle bei der Atherogenese, der Neubildung von Gefalden
und der Bildung von Neointima nach Gefal3lasionen (12, 33, 60, 78, 117). Er
wird unter anderem von glatten GefalRmuskelzellen und Fibroblasten exprimiert.
In atherosklerotischen Plaques, Neointima, bei Wundheilungsprozessen oder
bei chronischen Entzindungsreaktionen lasst sich eine Heraufregulation des
PDGFR beobachten (106, 107).

PDGF-BB
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Abb. 2: Signaliibertragung des B-PDGF-Rezeptors (iber intrazelluldre
Rezeptor-assoziierte  Signaltransduktionsmolekiile.  (modifiziert nach
Rosenkranz und Kazlauskas 1999 (112))



1.3 Bedeutung von Platelet-derived Growth Factor fur die

Atherogenese

Der peptidische Wachstumsfaktor PDGF ist Uber die Aktivierung von [3-
PDGF Rezeptoren an allen Stadien der Atherosklerose beteiligt (12, 89, 119). In
atherosklerotischen Lasionen zeigt sich sowohl eine erhohte Expression von
PDGF und PDGF Rezeptoren als auch eine erhéhte Phosphorylierung des [3-
PDGF Rezeptors (1, 112). Entscheidende Faktoren bei der Atherogenese sind
die B-PDGFR-vermittelte Proliferation und Migration von glatten Gefalimuskel-
zellen in die Gefaldintima.

Verschiedene Signalkaskaden des B-PDGF-Rezeptors vermitteln die
Proliferation. Die Aktivierung von Ras, zum einen Uber den Grb2-Sos-Komplex
und zum anderen Uber Shc und Grb2, fihrt zu einer Proliferationszunahme
(116, 118). Mit Hilfe pharmakologischer Inhibitoren der Signalmolekile PI3K und
PLCy, als auch mittels mutierter PDGF-Rezeptoren, konnte die Bedeutung die-
ser Signalmolekule fur die PDGF-induzierte Proliferation von Fibroblasten und
glatten Gefalmuskelzellen nachgewiesen werden (21, 133, 139). Diese Unter-
suchungen zeigten auch, dass fur die PDGF-vermittelte Chemotaxis ein koordi-
niertes Zusammenspiel von PI3K, PLCy und Sre notwendig ist (64, 111, 144).
Wichtige Downstream-Mediatoren sind Akt, Ras, MAP-Kinase (Erk 1/2) und
RasGAP (75, 79, 80). Die Behandlung mit einem monoklonalen Antikorper ge-
gen den B-PDGF-Rezeptor hatte in einem Affen-Modell im Gegensatz zur Be-
handlung mit einem a-PDGF-Rezeptorantikdrper eine 37%ige Reduktion der In-
timalasion zur Folge (53). Weitergehend zeigte die Inhibition von PDGF-Rezep-
toren durch Antikdrper oder spezifischen Tyrosinkinase-Inhibitoren in Athero-
sklerose-Tiermodellen eine Hemmung der Proliferation, und somit der Athero-
genese und Restenose-Bildung (16, 18, 44, 45, 69). Gleichzeitig zeigte sich in
einem genetischen Modell, dass die Ausschaltung der B-PDGR-vermittelten
PI3K- und PLCy-Aktivitat in vivo zu einer deutlichen Reduktion der Neointima-
Bildung flhrte (21).
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Abb. 3: Schematische Darstellung der PDGF-BB induzierten Signalkaska-
den und ihre Bedeutung fiir PDGF-induzierte zelluldre Effekte.



1.4 Low-Density Lipoprotein (LDL), LDL-Rezeptor (LDLR) und

LDLR-Knockout-Mause als Atherosklerosemodell

Low-Density Lipoprotein (LDL) ist ein Vertreter von mehreren Klassen
der Lipoproteine. Lipoproteine sind nicht kovalente Aggregate aus Lipid und
Protein. LDL dient dem Transport von hydrophoben Lipiden im Blut. Die Lipo-
proteine werden auf Grund ihres Verhaltens in der Elektrophorese oder die
durch Ultrazentrifugation bestimmbare Dichte in funf Gruppen unterteilt: Chylo-
mikronen, Very Low-Density Lipoprotein (VLDL), Intermediate-Density Lipopro-
tein (IDL), Low-Density Lipoprotein und High-Density Lipoprotein (HDL) (4, 54,
66). Jedes LDL Molekil enthalt ein Apolipoprotein B-100 (ApoB100), welches
als Enzym, Co-Faktor, Rezeptor-Ligand und Lipid-Transporter dient (120). Bis-
her sind zwei LDL-Subtypen bekannt, welche sich in Dichte und Grofe unter-
scheiden. Das LDL-B, welches kleiner und dichter ist als LDL-A und einen ver-
ringerten Triglycerid- und Cholestringehalt hat, ist insbesondere mit einem er-
hohten Risiko fur kardiovaskulare Erkrankungen assoziiert (129).

Lipoproteine dienen dem Transport von hydrophoben Substanzen. Dabei
dienen die unterschiedlichen Lipoproteine auch unterschiedlichen Transportwe-
gen. LDL transportiert Cholesterin von der Leber in die peripheren Gewebe. In
diesen Zellen wird es vor allem fur den Einbau in die Zellmembran und als Vor-
stufe fur Gallensauren und Steroidhormonen bendtigt. Da dieser Transportweg
auch bei der Atherosklerose eine entscheidende Rolle spielt und das durch LDL
transportierte Cholesterin den gréf3ten Anteil des im Blut zirkulierenden Choles-
terins ausmacht, wird es oft als boses Cholesterin bezeichnet. Da das an HDL
transportierte Cholesterin von der Peripherie zu der Leber transportiert wird,
wird dieses als gutes Cholesterin bezeichnet.

LDL wird Uber zwei Wege, den sogenannten ,Scavenger-Pathway“ (15%)
und Uber den LDL-Rezeptor aus der Blutbahn eliminiert. Makrophagen, aber
auch andere Zellen wie glatte GefaBmuskelzellen, fungieren als sogenannte
Scavenger Zellen, die durch Scavenger-Rezeptoren, chemisch modifiziertes
(oxidiertes) LDL ungehemmt und konzentrationsunabhangig aufnehmen und

speichern.



Der LDL Rezeptor ist ein Glycoprotein, welches in der Zellmembran na-
hezu aller Zellen des Kdrpers vorhanden ist (20). Circa 65% des im Blut vorhan-
denen LDL bindet an den LDL-Rezeptor und wird dann in sogenannten ,cla-
thrin-coated pits“ durch Endozytose in die Zellen aufgenommen (8, 9, 10, 11,
68). Kurz nach der Endozytose zerfallt die Clathrin-Hulle des Vesikels und es
wird so zu einem Endosom. In einem Reifungsprozess fallt der ph-Wert im Inne-
ren des Endosoms und in dem CURL (Compartment for Uncoupling of Receptor
and Ligand) genannten Stadium trennt sich aufgrund des sauren Milieus das
LDL vom LDL-Rezeptor (20, 125). Der Rezeptor wird nun entweder erneut an
die Oberflache der Zellmembran transportiert (Rezeptor-Recycling) oder abge-
baut (20, 55, 68). Das LDL-enthaltende Endosom verbindet sich dann mit einem
Lysosom zu einem sekundaren Lysosom und das LDL wird dort enzymatisch in
Aminosauren, Cholesterin und Fettsauren zerlegt. Der LDL-Rezeptor wurde
erstmals durch Brown und Goldstein 1973 identifiziert (54). Sie konnten zeigen,
dass die familidre Hypertonie durch Mutationen des LDL-Rezeptor Gens hervor-
gerufen wird, welche eine Funktionsstérung und Reduktion der Anzahl der LDL-
Rezeptoren zur Folge haben. Folge dieser Funktionsstorung ist eine erhohte
Plasma-LDL Konzentration. Dies resultiert in einem deutlich niedrigerem Mani-

festationsalter fur Myokardinfarkte.
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Genetische Mausmodelle dienen als exzellente, sichere und 6konomische Mo-
delle fur die experimentelle Untersuchung von Krankheitsprozessen. So wurden
verschiedene Mausmodelle fur die Erforschung der Pathomechanismen der
Atherosklerose etabliert (42, 67, 142, 145). Zu den etablierten Atherosklerose-
modellen zahlen die apolipoprotein E (ApoE)-Knockout und die LDL-Rezep-
tor-Knockout Maus sowie die ApoE*3Leiden (E3L) transgene Maus (142). In
diesen Modellen entstehen grofRere Lasionen und diverse Effekte auf den Lipid-
stoffwechsel (42, 145).

1.5 Effekte von Rotwein auf Atherosklerose-Entstehung und
KHK-assoziierte Mortalitat

In zahlreichen epidemiologischen Studien wurde ein Zusammenhang
zwischen cholesterinreicher Kost und der Mortalitatsrate durch kardiovaskulare
Erkrankungen nachgewiesen. Obwohl die Cholesterinaufnahme in Frankreich
ahnlich wie in anderen westlichen Landern ist, ist die Pravalenz der koronaren
Herzkrankheit deutlich niedriger als in anderen europaischen und amerikani-
schen Staaten (105). Eine Erklarung hierfir kénnte in dem hdheren Rotwein-
konsum in Frankreich liegen (31). Jedoch kdénnen auch andere Faktoren wie
unterschiedliche Nahrungsgewohnheiten, das Rauchverhalten, genetische Fak-
toren, Stress und korperliche Aktivitat Einflu auf die Pravalenz der KHK neh-
men.

Zahlreiche Studien beschrieben einen gunstigen Effekt von moderatem
Alkoholkonsum auf Gesamtsterblichkeit, Insulinsensitivitat, sowie die Pravalenz
und klinische Symptomatik bei peripheren arteriellen Erkrankungen, cerebro-
vaskularen Erkrankungen und kardialen Erkrankungen (3, 5, 22, 28, 36, 56, 95).
Eine von Di Castelnuovo durchgefuhrte Metaanalyse von 34 Studien, welche
Daten von Uber einer Millionen Personen und mehr als 94.500 Todesfallen ent-
halt, zeigt in einer J-Kurve, dass die Gesamtmortalitat bei einem moderatem Al-
koholkonsum von ungefahr 6g/Tag abnimmt und bei einem héheren Konsum
wieder zunimmt (38). Da dieser Benefit vor allem Manner und Frauen im mittle-

ren Alter betrifft und diese Altersgruppe ein erhdhtes Risiko fur die koronare
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Herzkrankheit aufweist, kdnnte man vor allem einen positiven Effekt von Alkohol
auf die KHK vermuten (122, 140, 141). Corrao zeigte 2000 in einer Metaanalyse
von 51 epidemiologischen Studien, dass das Risiko an KHK zu erkranken
durch moderaten Alkoholkonsum um ungefahr 20% reduziert wird (28). Auler-
dem wurde ein durch Alkoholkonsum gesenktes Risiko fir KHK in verschiede-
nen Populationen gezeigt, wie gesunden Erwachsenen (5, 22, 95), Patienten
mit koronaren Vorerkrankungen (36) und Diabetikern (3, 123).

Einige Studien weisen darauf hin, dass Rotwein einen starkeren protekti-
ven Effekt auf die KHK ausubt, als andere alkoholische Getranke (39, 56, 57).
Demgegenuber lassen andere Studien keinen dominanten Effekt von Rotwein
erkennen (77, 108). Erklarungen fur diese unterschiedlichen Daten kdnnten die
unterschiedliche Risikofaktorauspragung bei Bier-, Wein- und Spirituosentrin-
kern (109), die Anwesenheit von beeinflussenden Lebenstilfaktoren (99) oder
unterschiedliche Wirksamkeiten der konsumierten Rotweine sein (135).

Neben epidemiologischen Daten deuten auch molekulare in vitro und in
vivo Studien daraufhin, dass Ethanol und polyphenolische Anteile des Rotweins
aktiv die Entstehung und Progression der Atherosklerose beeinflussen.

Der in Rotwein enthaltene Alkohol hemmt die Thromozytenaggregation,
verstarkt bei moderatem Konsum die Fibrinolyse und reduziert die Fibrinogen-
konzentration. Starker Konsum fuhrt hingegen zu einer Hemmung der Fibrinoly-
se, welches die gesteigerte kardiovaskulare Mortalitat bei hohem Alkoholkon-
sum erklaren kénnte (76). Desweiteren kommt es durch Alkohol zu einer ver-
minderten inflammatorischen Aktivitat, da Alkholkonsum zu einer Erniedrigung
des C- reaktiven Proteins (CRP) fuhrt (6). DarUber hinaus durfte die durch mo-
deraten Alkoholkonsum hervorgerufene Erhéhung des HDL-Cholesterins ent-
scheidend fur das kardiovaskulare Risiko sein, die sich Ubereinstimmend in
mehreren Studien zeigte (59, 134).

Nichtalkoholische Bestandteile des Rotweins, denen ein hohes antiathe-
rosklerotisches Potenzial zugeschrieben wird, sind insbesondere die Polyphe-
nole (102). Polyphenole sind durch die Maischegarung vor allem in Rotweinen
vorhanden und in Weillweinen nur in geringen Mengen nachweisbar (124). Sie
bewirken eine verbesserte Endothelfunktion durch eine gesteigerte Expression
der endothelialen NO Synthase (eNOS) Aktivitat, welche eine erhdhte NO Frei-

setzung zur Folge hat (136). Polyphenole regulieren zusatzlich das vasokon-
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striktorisch wirkende Endothelin-1 herunter und flhren so ebenfalls zu einer
Vasodilatation. Zusatzlich kommt es durch nichtalkoholische Polyphenole zu ei-
ner Inhibition der Proliferation und Migration von glatten Gefalimuskelzellen
(113). Dies lasst sich womoglich durch die Inhibition der ligandeninduzierten 3-
PDGF-Rezeptor-Aktivierung erklaren. Rotweinpolyphenole greifen zusatzlich in
den Lipoproteinmetabolismus ein, indem sie die Produktion von Apolipoprotein
B100 (ApoB100) hemmen (15) und die Expression von LDL-Rezeptoren herauf-
regulieren (104). Ausserdem sind sie antioxidativ wirksam, welches die Zellen
vor direktem oxidativen Stress schutzt (7). So inhibieren sie die Zell-gesteuerte
Oxidation von LDL (15). Hinzu kommt, dass Polyphenole Adhasionsmolekile
wie VCAM-1 und MCP-1 herunterregulieren und damit der Einwanderung von
Makrophagen in atherosklerotische Plaques entgegenwirken. Diese Ergebnisse
werden durch einige in vivo Studien unterstltzt. Beispielsweise bewirkte die
orale Applikation von Rotwein an Mausen, welche an Hypercholesterinamie lit-
ten, eine Heraufregulation von eNOS und eine Inhibition der Aktivierung von
proatherogenen Redox-sensitiven Genen (ELK-1 und p-JUN) (97). Desweite-
ren verhinderte alkoholfreies Rotweinextrakt arterielle Thrombosen bei Ratten
unter cholesterinreicher Kost (35), und ein alkoholfreies Polyphenolpulver fihr-
te bei Apolipoprotein E defizienten Mausen zu einer Reduktion der Flache athe-

rosklerotischer Lasionen (51).

T endothelial function
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Abb. 5: Potenziell vasoprotektive Effekte alkoholischer und nichtalkoholi-

scher Rotweinkomponenten. (Modifiziert nach Szmitko et al. 2005 (121))
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Zusammenfassend konnte in zahlreichen vorangegangen Studien ge-
zeigt werden, dass Alkohol- und insbesondere Rotweininhaltstoffe Uber ver-
schiedene Mechanismen der Atherogenese entgegenwirken. Unter anderem
wurde ein inhibitorischer Effekt von Rotwein auf die Phosphorylierung des PDG-
F-Rezeptors, die Aktivierung von downstream gelegenen Signaltransduktions-
molekilen und PDGF-induzierte zellulare Reaktionen, wie Proliferation und Mi-
gration von glatten Gefalimuskelzellen der Ratte nachgewiesen. Hierbei zeigte
sich jeweils ein inhibierender Effekt durch Rotwein, wahrend ein Effekt durch
Weillwein ausblieb. Der positive Effekt von Rotwein, wird vor allem den poly-
phenolischen Bestandteilen zu geschrieben, welche sich durch die Maischega-

rung im Rotwein anreichern.

1.6 Zielsetzung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte geprift werden, welche Effekte
Rotwein im Vergleich zu Weilwein auf PDGF-vermittelte Effekte in glatten Ge-
faBmuskelzellen der Maus austibt. Den Untersuchungen lag die Hypothese zu
Grunde, dass Rotwein, nicht jedoch Weildwein, die Liganden-induzierte Aktivie-
rung des PDGFR und PDGF-induzierte zelluldre Reaktionen (Proliferation, Mi-
gration) inhibiert. Diese PDGF-induzierten Prozesse spielen in der Entstehung
von atherosklerotischen Plaques eine entscheidende Rolle. Die hier verwende-
ten glatten Gefalimuskelzellen stammten von LDL-Rezeptor-Knockout Mausen.
Als sicheres und dkonomisches genetisches Mausmodell zahlt es zu den eta-
bliertesten flr weitere experimentelle Untersuchungen der Pathomechanismen

der Atherosklerose in vivo (142).
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Verwendete Substanzen

B--Mercaptoethanol, Sigma, Deisenhofen
6-Aminohexansaure, Sigma, Deisenhofen
Acrylamid, Merck, Darmstadt
Ammoniumperoxodisulfat, Merck, Darmstadt
Aprotinin, Sigma, Deisenhofen

Bromphenolblau, Sigma, Deisenhofen
Calciumchlorid, Sigma, Deisenhofen

Dodecylsulfat Na-Salz (SDS), Serva, Heidelberg
Ethanol, Roth, Karlsruhe
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA), Sigma, Deisenhofen
Glycerol, Merck, Darmstadt

Hepes, Sigma, Deisenhofen

High Molecular Weight Marker, Sigma, Deisenhofen
Kaliumchlorid, Merck, Darmstadt
Kaliumdihydrogenphosphat, Merck, Darmstadt
Magnesiumchlorid, Merck, Darmstadt

Methanol, Roth, Karlsruhe

Natriumazid, Merck, Darmstadt

Natriumchlorid, Roth, Karlsruhe
di-Natriumhydrogenphosphat, Merck, Darmstadt
Natriumorthovanadat, Sigma, Deisenhofen
PDGF-BB, PromoCell, Heidelberg
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF), Sigma, Deisenhofen
Pipes, Sigma, Deisenhofen

Protein-A Sepharose, Sigma, Deisenhofen
Rinderserumalbumin (BSA), Sigma, Deisenhofen

Rotwein: Chateau Chasse Spleen, Moulis, Bordeaux, 1990
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Sucrose, Sigma, Deisenhofen

TEMED (N’,N’,N’,N’-Tetramethylethylendiamin), Sigma, Deisenhofen
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS), Roth, Karlsruhe

Triton X-100, Sigma, Deisenhofen

Trockenmilch, Heirler Cenovis GmbH, Radolfzell

Tween, Sigma, Deisenhofen

WeilRwein: Chateau Lamothe de Haux, Bordeaux, 2006

2.1.2 Antikorper

Anti-Phosphotyrosin-Antikorper: PY20 und 4G10, Santa Cruz, USA
Anti-B-PDGFR (97A), Prof. A. Kazlauskas, Harvard Medical School,
Boston/USA

Anti-RasGAP, Prof. A. Kazlauskas, Harvard Medical School, Boston/USA
Anti-p42/44-Erk (Thr-202/Thr-204), New England Biolabs, USA

Anti-mouse-lgG (whole molecular) Peroxidase conjugate, Sigma, Deisenhofen
Anti-rabbit-IgG (whole molecular) Peroxidase conjugate, Sigma, Deisenhofen
Anti- Phospho-Akt, New England Biolabs, USA

2.1.3 Andere Materialien

DMEM (Dublecco's MOD Eagle Medium), Gibco Invitrogen Corporation,
Karlsruhe

FCS, Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe

Immuno-Blot PVYDF-Membran, Bio-Rad, Munchen
Western-Blot-Detektions-Reagenz ECL, Amersham Pharmacia Biotech Europe,
Freiburg

Hyperfilm MP, Amersham Pharmacia Biotech Europe, Freiburg

Cell Proliferation ELISA Kit, Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
Diff-Quick Solution, Baxter Healthcare Corp., Miami/USA

Trypsin, PAA Laboratories GmbH, Cdlbe
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Glatte GefaRmuskelzellen wurden aus Mausaorta (LDL—Rezeptor knock
out; Alter 6-10) isoliert und bei 37°C und 5% CO, im Nahrmedium (DMEM mit
100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin und 10% FCS) gehalten (24). Alle

Versuche wurden mit Zellen aus Passagen 5 bis 15 durchgefuhrt.

2.2.2 Immunprazipitation des B-PDGF-Rezeptors und Western Blotting

Immunprazipitation:

Zu circa 90 % konfluente Zellkulturschalen mit glatten
Gefallmuskelzellen wurden Uber Nacht in 5 ml Hungermedium bei 37°C
inkubiert. Die gehungerten Zellen wurden anschlieBend fur 30 Minuten mit
unterschiedlichen Konzentrationen Rotwein oder Weisswein bei 37°C
prainkubiert und mit PDGF-BB (50 ng/ml) funf Minuten bei 37°C stimuliert. Auf
Eis wurden die Zellen dann zweimal mit Waschpuffer (pH 7,4: 150 mM Hepes,
18,3 mM NaCl, 2 mM NazVOy; durch 0,45 pym Filter filtriert) gewaschen und in 1
ml Lysepuffer (pH 7,2: 1% Triton X-100; 10 mM Tris-HCI, pH 7,4; 10 mM EDTA,;
50 mM NaCl; 50 mM NaF; 20 yg/ml Aprotinin, 0,1% BSA, 2 mM NazVO,4, 1 mM
PMSF) lysiert. Nach erfolgter Lyse wurden die Proben dann mittels Zellscrapern
in Eppendorfer Safe Lock Tubes uberfuhrt. Anschlielend wurden die Proben
fur 15 min bei 13.000 rpm und 4°C zentrifugiert, das Pellet verworfen, und der
Uberstand mit einem Antikdrper (97A) gegen den B-PDGF-Rezeptor fiir 90 min
auf Eis inkubiert. Fur 30 min wurden die Proben dann mit Protein-A-Sepharose
inkubiert (42). AnschlieBend folgte die Zentrifugation durch Lysepuffer/10%
Sucrose (20 min bei 2500 rpm und 4°C). Die Proben wurden dann je dreimal in
1 ml Lysepuffer und 1 ml PAN (10 mM Pipes, pH 7,0; 100 mM NaCl; 20 ug/ml
Aprotinin) gewaschen und zentrifugiert (5 min bei 8.000 rpm und 4°C). Danach
wurde das Pellet in 60 pl Probenpuffer (2,0 ml Glycerol, 2.0 ml 10% SDS, 0,025
mg Bromphenolblau, 2,5 ml Stacking Gel Buffer (pH 6,8: 6,06 g Tris, 4,0 ml
10% SDS ad 100 ml Aqua dest.), 500 pl 3-Mercaptoethanol ad 10 ml Aqua

16



dest.) resuspendiert, die Proben drei Minuten bei 95°C gekocht und eine Minute

bei 8.000 rpm und Raumtemperatur zentrifugiert.

Western Blotting:

Nach der Zentrifugation wurden die Immunprazipitate auf 7,5%-ige
Natrium-dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese-(SDS-PAGE)-Gele
geladen und bei einem Gleichstrom von 20 mA Udber 2 Stunden
elektrophoretisch aufgetrennt. Zur Bestimmung der Position der gesuchten
Proteine wurde auf das SDS-PAGE-Gel ein Markerproteingemisch
(Molekulargewicht zwischen 53 und 233 kDa) aufgetragen und parallel zu den
Proben aufgetrennt. Die aufgetrennten Proteine wurden im Semi-Dry-Verfahren
(Semiphor Hoefer, Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, UK) mit einem
diskontinuierlichen Puffersystem auf eine PVDF-Membran (Bio-Rad, 0,2 pm
PorengréRe) transferiert, indem das Gel und die PVDF-Membran auf in
Anodenlosung | (300 mM Tris, 20% Methanol) und Anodenlésung Il (25 mM
Tris, 20% Methanol) getrankte Filterpapierblatter aufgelegt und mit in
Kathodenlésung (40 mM 6-Aminohexansaure, 0,01% SDS, 20% Methanol)
getrankten Filterpapierblattern GUberdeckt wurde. Der Transfer erfolgte bei einem
Gleichstrom von 100 mA uber 1 Stunde.

Anschlie®end wurde die PVDF-Membran in Sticke geschnitten, wobei die
sichtbaren Banden der Markerproteine als Orientierung dienten. Die
Membransticke wurden dann in Blocking Solution (10 mM Tris-HCI pH 7,5, 150
mM NaCl, 10 mg/ml BSA, 10 mg/ml Ovalbumin, 0,05% Tween, 0,005% NaN3)
bzw. in Trockenmilch (5% in PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na;HPO.,
1,76 mM KH.PO,)) eine Stunde bei Raumtemperatur geblockt und
anschlieend eine Stunde in PBS gewaschen. Zur Ermittlung der liganden-
induzierten Aktivierung wurde die Tyrosin-Phosphorylierung des B-PDGF-
Rezeptors untersucht. Hierzu wurde der entsprechende Membranabschnitt
(~190 kD) fur 60 min mit Phosphotyrosin-(P-Y)-spezifischen primaren
Antikorpern (4G10, PY 20; je 1:2000) inkubiert, anschlieend funf mal je funf
Minuten in PBS gewaschen, und fur 60 Minuten mit einem Peroxidase-
konjugierten sekundaren Antikdrper (anti-mouse 1:2000) inkubiert. Nach
erneutem funfmaligen Waschen der Membransticke (je 5 min.) folgte die

Entwicklung mittels Western-Blot-Detektions-Reagenz ECL (Amersham
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Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg), wobei sich die Proteinbanden auf
den aufgelegten Roéntgenfilmen (Hyperfilm MP, Amersham Pharmacia Biotech

Europe GmbH, Freiburg) schwarz darstellten.

2.2.3 Aktivierung von ,,downstream targets“-MAP-Kinase (Erk 1/2) und Akt

Die Effekte von Rotwein und Weillwein auf die PDGF-BB-induzierte
Phosphorylierung von p42"A"X und p44"*P% (Erk 1/2) sowie die Phosphorylierung
von Akt wurden mittels Western-Blotting mit phospho-spezifischen Antikdrpern
untersucht. Subkonfluente (ca. 80%) VSMCs wurden fir 12 Stunden in DMEM
gehungert und somit synchronisiert, anschlielend far 30 min mit
unterschiedlichen Konzentrationen von Rotwein oder Weillwein vorinkubiert,
und dann mit PDGF (50 ng/ml) bei 37°C stimuliert. Die Zellen wurden dann auf
Eis zwei mal mit Waschpuffer (pH 7,4: 150 mM Hepes, 18,3 mM NaCl, 2 mM
NaszVO,; durch 0,45 um Filter filtriert) gewaschen und dann in Lysepuffer ohne
BSA (pH 7,2: 1% Triton X-100; 10 mM Tris-HCI, pH 7,4; 10 mM EDTA; 50 mM
NaCl; 50 mM NaF; 20 pg/ml Aprotinin, 2 mM Nas;VO4, 1 mM PMSF) lysiert. Die
Lysate wurden 15 min bei 13.000 rpm und 4°C zentrifugiert, das Pellet
verworfen und der Uberstand mit Probenpuffer (2,0 ml Glycerol, 2.0 ml 10%
SDS, 0,025 mg Bromphenolblau, 2,5 ml Stacking Gel Buffer (pH 6,8: 6,06 g
Tris, 4,0 ml 10% SDS ad 100 ml Aqua dest.), 500 ul R-Mercaptoethanol ad 10
ml Aqua dest.) versetzt und fir 3 min bei 95°C gekocht. AnschlieBend wurden
gleiche Mengen Protein (ca. 30 pg) per SDS-PAGE elektrophoretisch
aufgetrennt und per Western Blotting mit spezifischen Antikdrpern gegen
phosphoryliertes Erk 1/2 (anti-p42/44-Erk (Thr-202/Thr204) 1:1000) sowie
gegen phosporyliertes Akt (anti-pAkt-1, 1:1000) untersucht. RasGAP wurde mit
dem spezifischen Antikorper Anti-RasGap (1:5000) als interner Standard zur
Kontrolle untersucht um sicherzustellen, dass bei den unterschiedlichen Proben

gleiche Proteinmengen geladen waren.
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2.2.4 DNA-Synthese

Die quantitative Messung der DNA-Syntheserate erfolgte anhand der
Inkorporation des Pyrimidinanalogons 5-Bromo-2-Desoxyuridin (BrdU) in die
DNA mittels eines kommerziellen Cell Proliferation ELISA Kits (Roche Molecular
Biochemials, Mannheim). Die Zellen wurden in 96-well-Plates ausgesat und bei
90%-iger Konfluenz fur 24 Stunden in DMEM synchronisiert. Danach wurden
die Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen von Rotweinen oder
Weillweinen vorbehandelt und fir 24 Stunden mit PDGF-BB (50 ng/ml)
stimuliert. Anschlieend wurde BrdU zu den Proben zugegeben und die
Inkubation um weitere 16 Stunden verlangert. Danach wurden die Zellen mit
FixDenat fixiert und die DNA gleichzeitig denaturiert (30 min bei RT). Im
Anschluss wurden die Proben 90 Minuten lang mit monoklonalen Peroxidase-
konjugierten Antikdrpern gegen BrdU inkubiert und nach dreimaligem Waschen
mit Waschpuffer (PBS) mit Hilfe von Tetramethylbenzidin (TMB) entwickelt. Die
entsprechende Farbreaktion korrelierte mit der Menge der synthetisierten DNA
bzw. mit der Proliferationsantwort der Zellen in entsprechenden Proben. Die
Auswertung erfolgte in einem Spektrophotometer (ELISA-Reader, Milenia

Kinetic Analyser, Diagnostic Products Corporation).

2.2.5 Chemotaxis

Die PDGF-abhangige Migration glatter Gefalmuskelzellen wurde mit
Hilfe einer modifizierten 48-well-Boyden-Kammer (NeuroProbe Inc., Baltimore,
MD) gemessen (112). Diese Kammer besteht aus zwei Teilen. Die Offnungen
der unteren Kammerhalfte wurden mit Hungermedium (DMEM) sowie 50 ng/ml
PDGF-BB bzw. Puffer (HAC/BSA) in An- bzw. Abwesenheit von Rotwein oder
Weillwein geflllt. Zwischen unterer und oberer Kammerhalfte wurde ein mit
Kollagen Typ | (50 mg/ml) (Collaborative Biomedical Products, Bedford, MA)
beschichteter PVP-freier Polycarbonatfilter (PorengréRe 8 um) (Poretics Corp.,
Livermore, CA) eingebracht. Die obere Kammerhalfte weist durchgehende
Offnungen auf, in die die Zellen eingebracht wurden. Glatte GefaRmuskelzellen

wurden trypsiniert, gewaschen und im Hungermedium bis zur Konzentration
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von 4x10° Zellen/ml verdinnt. Von dieser Zellsuspension wurden 50 pl in jede
Offnung der oberen Kammerhalfte pipettiert. Fir jede getestete Substanz wurde
eine achtfach-Bestimmung durchgefuhrt. Die Kammer wurde dann fur funf
Stunden bei 37°C inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Kammer
auseinandergebaut und die Zellen auf der Oberseite des Filters entfernt. Die
Zellen auf der Unterseite wurden fixiert und mit Diff-Quick (Baxter Healthcare
Corp., Miami, FL) gefarbt. Die Quantifizierung der migrierten Zellen erfolgte
durch Zellzahlung reprasentativer Areale unter dem Lichtmikroskop (20x
VergroRerung) mit Hilfe eines 10x10mm Rasters. Pro Versuchsbedingung
wurden mindestens vier der acht Bestimmungen ausgewertet. Die
angegebenen Werte entsprechen Mittelwerten +/- S.E.M. aus mindestens 3
unabhangigen Versuchen. Die Zellwanderung ist hier primar auf Chemotaxis
zurtckzufihren, da die Zugabe von PDGF-BB in die oberen Kammeroffnungen
zu einer Reduktion der durch den Filter gewanderten Zellen um 70 Prozent fuhrt
(112).

2.2.6 Quantitative Analyse der Weinkomponenten

(Durchgefiihrt von Prof. Dr. rer. nat. H. Dietrich, Institut fir Onologie und
Getrankeforschung, Forschungsanstalt Geisenheim)

Die quantitative Analyse polyphenolischer Weininhaltsstoffe erfolgte
mittels HPLC (High perfomance liquid chromatography) (Pour Nikfardjam et al.,
1999). Eine Merck-Hitachi L-6200 Pumpe wurde mit einem UV/VIS-
Wellenlangen-Detektor (ERC-7217) verbunden. Eine ,Merck reversed-phase
LiChroCART 100RP-18"-Saule (5 ym, 3 id. x 250 mm lang) wurde zur
analytischen Separation herangezogen. Die Wellenlange betrug 280 nm. Die
Chromatographie wurde bei einer FluBR-Rate von 0,5 ml/min und
Raumtemperatur mit einem Wasser/Ameisensaure/Acetonitril-Gradienten
durchgefuhrt. Das injizierte Volumen betrug 10 pl, die Retentionszeiten flr
Gallussaure, Catechin und Epicatechin waren 7, 28 und 40 Minuten. Die

Quantifizierung wurde mit Hilfe einer externen Standardisierung durchgefinhrt.
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2.2.7 Statistik

Alle quantitativen Daten sind als Mittelwert £ Standardabweichung (SD)
bzw. Standardfehler des Mittelwertes (S.E.M.) angegeben. Die statistische Aus-
wertung erfolgte mittels nicht-parametrischer Analyse. Statistische Signifikanz

wurde angenommen flr P < 0.05.

3. Ergebnisse

3.1 Rotwein inhibiert die PDGF-BB-induzierte
Tyrosinphosphorylierung des p-PDGF-Rezeptors in glatten
GefaBRmuskelzellen der LDLR” Maus

Um einen inhibierenden Effekt des Rotweins auf die ligandeninduzierte
Aktivierung des [B-PDGF-Rezeptors glatter Gefallmuskelzellen der Maus
nachzuweisen, untersuchten wir die Tyrosinphosphorylierung des Rezeptors in
Anwesenheit von Rotwein (Chateau Chasse Spleen) und Weildwein (Chateau
Lamothe de Haux). Die glatten Gefalmuskelzellen wurden 30 Minuten mit
unterschiedlichen Konzentrationen von Rotwein oder WeilRwein vorinkubiert
und dann mit PDGF-BB (50 ng/ml) fir 5 Minuten bei 37 ° C stimuliert. Nach
Lyse der Zellen wurde der B-PDGF-Rezeptor immunprazipitiert und mittels
Western Blot mit Antikbrpern gegen Phosphotyrosin bzw. B-PDGF-Rezeptor
analysiert. Der obere Blot in Abbildung 7A zeigt den B-PDGF-Rezeptor und
dient als Nachweis, dal} gleiche Mengen an Rezeptor in den einzelnen Proben
vorhanden waren. Der untere Blot in der Abbildung 7A zeigt die
Tyrosinphosporylierung des Rezeptors. Hier zeigt sich bei einer Vorinkubation
mit einer Rotwein-Konzentration von 0,3 % vol/vol eine teilweise Inhibition. Ab
einer Rotwein-Konzentration von 1% vol/vol kam es zu einer kompletten
Hemmung der ligandeninduzierten Phosphorylierung des Rezeptors.

Abbildung 8 zeigt die Effekte von Weildwein auf die PDGF-BB induzierten
Prozesse in glatten GefaRmuskelzellen der LDLR"Maus. Auch hier sieht man

im oberen Blot der Abbildung 8 A gleiche Mengen an Rezeptor in jeder Probe.
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Hier zeigt sich bei einer Vorinkubation mit Weillwein-Konzentrationen von 0,01
bis 3 % vol/vol jedoch keine Hemmung der Liganden-induzierten Aktivierung
des B-PDGF-Rezeptors.

3.2 Inhibition von PDGF induzierten , downstream*

Signaltransduktionskaskaden durch Rotwein

Die Aktivierung des PB-PDGF-Rezeptor flhrt zur Bindung von
Signalmolekilen an die phosphorylierten Tyrosinreste des Rezeptors und dies
fuhrt zur transienten Aktivierung von MAP-Kinasen (extracellular regulated
kinase 1/2; Erk '2) und Akt. Diese Prozesse haben eine entscheidende
Bedeutung fur PDGF-induzierte zellulare Reaktionen wie Proliferation und
Migration von glatten Gefallmuskelzellen. Deshalb wurden die Wirkung von
Rotwein und Weillwein auf die PDGF-induzierte Phosphorylierung von Akt
sowie der MAP-Kinase-Isoformen p42YA"K und p44MAPX (Erk 1/2) untersucht.
Wie Abbildung 7B zeigt, hemmt Rotwein die Phosphorylierung der MAP-Kinase-
Isoformen p42Y*°K und p44™APK (Erk 1/2) und Akt ab einer Konzentration von 1
% vol/vol. Die Vorinkubation mit Weillwein hingegen hatte keinen
inhibitorischen Effekt (Abbildung 8B). RasGAP diente hierbei als interne

Kontrolle zum Nachweis gleich grol3er Proteinmengen.
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Rotwein Chateau Chasse Spleen 1990
Tyrosinphosphorylierung RBPDGFR

" | we:RPDGFR
W IP: RBPDGFR
Gl : | WB:P-Tyr
PDGF-BB: - +4++ +4+4+ 4+
0010030103 1 3
Rotwein (vollvol %)
1]
3 ,Downstream Targets
s RasGap
E — e —— p_Akt
. mmmma p-Erk
PDGF-BB: -ttt d 4 +
0,010,0301031 3
Rotwein (vol/vol %)

Abb. 7: Konzentrationsabhédngige Effekte von Rotwein auf die
ligandeninduzierte Phophorylierung des B-PDGF-Rezeptors und die
PDGF induzierte Aktivierung von ,downstream*
Signaltransduktionskaskaden.

A: representative Phosphotyrosin- (P-Y) und B-PDGF-Rezeptor- Western Blots
von Immunprézipitaten des 8 -PDGF-Rezeptors aus glatten GefalBmuskelzellen
der LDLR Maus nach Vorinkubation mit Rotwein (0,01-3,0% vol/vol) und
Stimulation mit PDGF-BB (50 ng/ml). B: representative p-Akt und p-Erk-
Western Blots von Lysaten aus glatten GefaBmuskelzellen der LDLR” Maus
nach Vorinkubation mit Rotwein (0,01-3,0% vol/vol) und Stimulation mit PDGF-
BB (50 ng/ml).
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Weisswein Chateau Lamothe de Haux 2006

Tyrosinphosphorylierung BPDGFR
IP: BPDGFR
' WB: RPDGFR
IP: RPDGFR
- s s s —
.BB: -+++ ++++
Ltk 0010030103 1 3
Weisswein (vol/vol %)
B .Downstream Targets"
e ' RasGap
p-Akt
p-Erk
PDGF-BB: -ttt +++++
0010030103 1 3
Weisswein (vol/vol %)

Abb. 8: Konzentrationsabhangige Effekte von WeiBwein auf die
ligandeninduzierte Phophorylierung des B-PDGF-Rezeptors und die
PDGF-induzierte Aktivierung von ,adownstream*
Signaltransduktionskaskaden.

A: representative Phosphotyrosin- (P-Y) und B-PDGF-Rezeptor- Western Blots
von Immunprézipitaten des B-PDGF-Rezeptors aus glatten GefalBmuskelzellen
der LDLR” Maus nach Vorinkubation mit WeiBwein (0,01-3,0% vol/vol) und
Stimulation mit PDGF-BB (50 ng/ml). B: representative p-Akt und p-Erk-
Western Blots von Lysaten aus glatten GefdaBmuskelzellen der LDLR” Maus
nach Vorinkubation mit WeiBwein (0,01-3,0% vol/vol) und Stimulation mit
PDGF-BB (50 ng/ml).
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3.3 Inhibition PDGF-BB vermittelter zellularer Reaktionen in

glatten GefaBmuskelzellen der LDLR’ Maus durch Rotwein

3.3.1 Proliferation

Um die Effekte von Rot- bzw. Weillwein auf die PDGF-induzierte
Proliferation von Maus-VSMC aus LDLR-/- -Mausen zu untersuchen, wurde die
DNA-Syntheserate nach PDGF-Stimulation anhand der Inkorporation des
Pyrimidinanalogs 5-Bromo-2-Desoxyuridin (BrdU) in die DNA gemessen.
Zunachst wurde eine Dosis-Wirkungskurve fir PDGF ermittelt. Die Zellen
wurden hierfir mit verschiedenen PDGF-BB-Konzentrationen stimuliert und die
BrdU-Inkorporation mittels ELISA gemessen. Abbildung 9A zeigt, dass es durch
die Stimulation mit PDGF-BB zu einer konzentrationsabhangigen BrdU-
Aufnahme kam. Der Maximaleffekt wurde bei 30ng/ml PDGF-BB erzielt
(5,97+0,65 -facher Anstieg).

Bei einer gesattigten Konzentration von PDGF (50 ng/ml) und in
Anwesenheit von verschiedenen Konzentrationen Rotwein zeigte sich eine
Inhibition der PDGF induzierten Antwort ab einer Rotweinkonzentration von 0,1
% vol/vol (Abbildung 9B). Eine komplette Hemmung wurde bei einer
Konzentration von 1 % vol/vol erzielt. Die Vorinkubation mit Weillwein fuhrte

hingegen zu keinem wesentlichen inhibierendem Effekt (Abbildung 9C).
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Abb. 9: Konzentrationsabhédngige Effekte von PDGF-BB, Rot- und
Weisswein auf die PDGF-abhédngige Proliferation. Die Messung der
Proliferation erfolgte mittels BrdU-Inkorporation nach PDGF-BB-Stimulation (60
ng/ml) mit und ohne Rot-/Weisswein in verschiedenen Konzentrationen (0,01-
3,0 % vol/vol.). Die Ergebnisse reprasentieren Mittelwerte +SEM von
mindestens drei unabhédngigen Experimenten. (*P<0,01 gegen PDGF-BB)
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3.3.2 Chemotaxis

Die Messung der PDGF-induzierten Chemotaxis erfolgte mittels einer
modifizierten Boydenkammer. Die ausgezahlten Zellen sind hierbei durch einen
kollagenbeschichteten Polycarbonatfilter gegen einen PDGF-BB-Gradienten
gewandert. Wie in Abbildung 10 A und B gezeigt wird, kam es nach Stimulation
mit 10 ng/ml PDGF-BB im Vergleich zu unstimulierten Zellen zu einem Anstieg
der Migration auf das 4,49+1,94-fache ( P<0,05). Die Anwesenheit von Rotwein
(1% vol/vol) fuhrte konzentrationsabhangig zur vollstandigen Inhibierung der
PDGF-induzierten Migration (komplette Hemmung bei 1,0%vol/vol. Die
Anwesenheit von Weillwein fuhrte hingegen zu keiner signifikanten Inhibition
der PDGF-abhangigen Zellwanderung (Abbildung 10 Aund 10 B).
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Abb. 10: Konzentationsabhédngige Effekte von Rotwein und Weisswein auf
die PDGF-induzierte Chemotaxis von glatten GefaBmuskelzellen der
LDLR" Maus. Nachdem die Zellen trypsiniert, gewaschen und gehungert
wurden, wurde die Chemotaxis mittels einer modifizierten Boydenkammer
gemessen. Als chemotaktischer Reiz diente PDGF-BB (10 ng/ml) in An- bzw.
Abwesenheit von Rot- und WeilBwein ( 1 % vol/vol). A: reprédsentative Original-
Bilder der Filtermembran eines Versuches vom 02.10.2007. B: Mittelwerte +
SEM aus drei unabhéngigen Experimenten zur PDGF-induzierten Zellmigration
(*P<0,05 gegen PDGF-BB; *P<0,05 gegen Puffer)

28



3.4 Analyse der nichtalkoholischen Weininhaltsstoffe des Rot-

und WeiRweins

Vorarbeiten haben gezeigt, dal} Rotweine im Vergleich zu WeilRweinen
eine hohere Gesamtmenge an Polyphenolen (113, 124) enthielten. AuRerdem
lieR sich ein inhibierender Effekt der in Rotwein und Griinen Tee vorkommenden
polyphenolischen Inhaltsstoffe auf die PDGF-abhangige Signaltransduktion in
glatten GefalBmuskelzellen der Ratte nachweisen (13, 113). Um auch in den
hier verwendeten Weinen die Substanzen zu indentifizieren, die fur die
hemmenden Effekte des Rotweins auf die B-PDGF-Rezeptor-Aktivierung
verantwortlich sind, wurden die polyphenolischen Bestandteile sowie die
Farbstoffe in Rot- und Weillwein mittels HPLC (high performance liquid
chromatography) quantitativ analysiert. Tabelle 1 zeigt, dass die Gesamtmenge
der Polyphenole, die den Hauptanteil der Tannine ausmachen, wie erwartet
beim Chateau Chasse Spleen (Rotwein) deutliche hoher ausfallt als beim
Chateau Lamothe de Haux (Weildwein). Erhebliche Unterschiede zeigen sich
bei Gallussaure und Flavonoiden der Catechin-Familie, wie (+)-Catechin, (-)-
Epicatechin und Procyanidin B2, welche nur im Rotwein in relevanten
Konzentrationen nachzuweisen waren. Der Rotwein hat aufgrund seines Alters
keine freien (monomeren) Anthocyane mehr. Die antioxidative Kapazitat ist aber

recht hoch, was auf die Bildung von sog. polymeren Anthocyanen hindeutet.
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Chateau Chéateau Chasse-

Lamothe Spleen
Land Frankreich Frankreich
Region Bordeaux Bordeaux
Jahrgang 2006 1990
Dichte 20/20 0,9927 0,99317
Gesamtalkohol g/L 94,2 103,1
Gesamtalkohol % Vol 11,9 13,1
Alkohol vor. g/L 92,4 102,3
Alkohol vor. % Vol 11,7 13
Alkohol dekl. % Vol 12 12,8
Gesamtextrakt g/L 21,2 26,1
reduktionsfreier Extrakt g/L 17,2 243
reduzierende Zucker g/L 4,0 1,7
Glucose g/L 0,3 <0,1
Fructose g/L 3,1 0,8
pH 3,41 3,87
Gesamtsaure g/L 4,33 4,86
Weinsaure g/L 1,07 1,72
Milchsaure g/L n.n. 2,16
Apfelsaure g/L 2,1 0,1
fluchtige Saure g/L 0,41 0,62
Glycerin g/L 5,43 7,87
Antioxidative Kapazitat mmol/L 4,5 32,5
(Teac, ABTS Radikal) Trolox
Gesamtphenole (Folin) mg/L 259 2511
HPLC Phenole
Gallussaure mg/L n.n. 21,6
Protocatechuesaure mg/L 2,1 0,0
B1 mg/L 1,6 5,0
Tyrosol mg/L 5,9 14,3
Catechin mg/L 0,0 5,9
B2 mg/L 0,0 1,8
Caftarsaure mg/L 7,0 3,0
GRP mg/L 4,8 0,0
Coumaroylderivat mg/L 0,6 0,0
Kaffeesaurederivat mg/L 7,3 8,6
Coutarsaure mg/L 0,0 0,9
Coumarsaure mg/L 1,1 2,7
Summe HPLC Phenole mg/L 30,4 64,0
keine Anthocyane
keine Piceide
Monomerindex 0,3

Weine

(Prof.

Dietrich,
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Institut

Tab. 1: Quantitative Analyse der polyphenolischen Inhaltsstoffe der
getesteten
Getrankeforschung, Forschungsanstalt Geisenheim)

fir Onologie und



4. Diskussion

Die hier vorliegende Arbeit untersuchte die Effekte von Rotwein
(Chateau Chasse Spleen 1990) und Weildwein (Chateau Lamothe de Haux
2006) auf PDGF-vermittelte Prozesse in glatten GefalRmuskelzellen aus LDL-
Rezeptor-knockout Mausen. Im Einklang mit den bereits bekannten Effekten in
glatten GefalBmuskelzellen der Ratte und humanen glatten GefaBRmuskelzellen
(2, 91, 113, 124) zeigte sich ein inhibierender Effekt von Rotwein auf die
Liganden-induzierte Aktivierung des PDGF-Rezeptors, die Phosphorylierung
der downstream gelegenen Signaltransduktionsmolekile Akt und MAPK
(Erk1/2) und PDGF-induzierte zelluldre Reaktionen, wie Proliferation und
Migration. Hierbei zeigte sich bei der Aktivierung des PDGF-Rezeptors und
allen untersuchten PDGF-induzierten Prozesse eine vollstandige Inhibition ab
einer Rotweinkonzentration von 1 % vol/vol, entsprechend den Effekten bei
vorherigen Untersuchungen an glatten Gefalmuskelzellen der Ratte (113, 124).
Im Gegensatz dazu vermittelte WeilRwein keine inhibierenden Effekte auf die
Signaltransduktion von PDGFR. Weinanalysen der verwendeten Weine
ergaben, dass der Rotwein einen weitaus hoheren Polyphenolgehalt hatte als
der Weillwein. Insbesondere zeigte sich eine weitaus hdhere Konzentration an
Flavonoiden der Catechinfamilie. Vorangehende Arbeiten hatten gezeigt, dass
diese Inhaltsstoffe inhibierend auf PDGFR-Signaling wirken (113, 124). Die
erzielten Ergebnisse bieten die Voraussetzungen fur in vivo Studien zur

Atherogenese am LDL-Rezeptor-knockout Mausmodell.
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4.1 Mechanismus und Bedeutung der Inhibition der 3-PDGF-

Rezeptor induzierten Signaliibertragung durch Rotwein

Die hier vorliegenden Daten zeigen, dass Rotwein im Gegensatz zu
Weilwein einen inhibierenden Effekt auf die PDGF-Rezeptor Aktivierung und
PDGF-induzierte atherogene zellulare Reaktionen in vitro ausubt.

Diese inhibierende Wirkung des Rotweins kann am ehesten den gegenuber
Weillwein hoheren Konzentrationen an Flavonoiden der Catechinfamilie zu
geschrieben werden (113, 124). Dies sind hydrophobe Stoffe, welche einen
gewissen Alkoholgehalt bendtigen, um in Losung zu gehen. Durch die bei
Rotwein stattfindende Maischegarung besteht eine langere Kontaktzeit des
Mostes mit Traubenschalen und Traubenkernen und eine standig steigende
Alkoholkonzentration. So entsteht eine gegeniber Weisswein erhohte
Konzentration an Flavonoiden im Rotwein (113, 124). Durch Simulation der
Maischegarung (Inkubation mit Traubenkernschrot) konnten WeiRweine
nachtraglich mit Polyphenolen angereichert werden, was dann mit einer dem
Rotwein ahnlichen Inhibition der B-PDGF-Rezeptor vermittelten Signalwege
einherging (124). Zusatzlich konnte flr polyphenolangereicherten Weilwein
eine Wiederherstellung der beeintrachtigten antioxidativen Kapazitat in einem
Tiermodell gezeigt werden (82). Fur Flavonoide der Catechinfamilie konnte
sowohl eine direkte Hemmung des Signalling des p-PDGF-Rezeptors
nachgewiesen werden (2, 113), als auch eine Hemmung der Migration glatter
GefaBmuskelzellen durch die Basalmembran (91). Unter Verwendung von
radioaktiv markiertem ['*|J-PDGF-BB konnte fiir Rotwein-Flavonoide eine
Inhibierung der Bindung von PDGF-BB an den B-PDGF-Rezeptor gezeigt
werden (124). Zusatzlich konnte in einer weiteren Studie eine Inhibierung der
Proliferation und Migration von menschlichen glatten GefalBmuskelzellen der
Aorta durch eine ATP-kompetetive Bindung von Piceatannol, einem Metabolit
des Rotweinpolyphenols Resveratrol, an die PI3Kinase gezeigt werden(26).
Somit |asst sich die Inhibierung der PDGF-BB-induzierten
Tyrosinphosphorylierung des B-PDGF-Rezeptor durch Rotwein sowohl durch

eine Verhinderung der Bindung von PDGF-BB an den Rezeptor als auch durch
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ein Deaktivieren der intrazellularen Tyrosinkinaseaktivitat des Rezeptors
erklaren.

In der komplexen Pathogenese der Atherosklerose, sowie der

Restenosebildung nach koronarem Stenting und Kathetherintervention spielt die
Aktivierung des B-PDGF-Rezeptors und die PDGF-induzierte Proliferation und
Migration glatter Gefallmuskelzellen eine entscheidende Rolle (63, 89, 114,
119, 131). Obwohl es schwierig ist, bei diesem komplexen in vivo Prozess die
Rolle des B-PDGF-Rezeptors als einer einzelnen von vielen beteiligten
Tyrosinkinasen hervorzuheben, zeigen zahlreiche Studien Ubereinstimmend,
dass die gezielte Inhibition der B-PDGF-Rezeptor Signalkaskade eine
Reduktion der Neubildung und des Fortschreitens von atherosklerotischen
Plaques zur Folge hat.
PDGF und PDGF-Rezeptoren sind in atherosklerotischen Plaques deutlich
heraufreguliert (89, 114, 131) und B-PDGF-Rezeptoren wiesen in menschlichen
Atherektomieproben eine ausgepragte Tyrosinphosphorylierung (Aktivierung)
auf (1). In weiteren Studien zeigte eine spezifische Inhibierung des B-PDGF-
Rezeptors eine Reduzierung der Neointimaformation in vivo (16, 17, 18, 33, 45,
60, 117). So flhrte die Injektion eines monoklonalen Antikorpers in
Apolipoprotein E-defiziente Mause, um den B-PDGF-Rezeptor zu blockieren, zu
einer Reduzierung von zum einen der Flache atherosklerotischer Plaques in der
Aorta sowie der Zahl intimaler glatter GefaBmuskelzellen um 67% bzw. 80%
(117). Zu vergleichbaren Ergebnissen fuhrte die Injektion eines chimaren anti-
B-PDGF-Rezeptor-Antikdorpers nach  Katheterintervention, welche eine
Reduktion der Intimaflache sowie der Intima/Media-Ratio in nichtmenschlichen
Primaten um 53% bzw. 40% zur Folge hatte (60). SchlieRlich fuhrte die Gabe
von Tyrosinkinaseinhibitoren des PDGF-Rezeptor in vivo in unterschiedlichsten
in vivo Modellen zu einer Reduktion der Plaqueflache, der VSMC-
Einwanderung und der Neointimaformation (16, 17 ,18, 45). Gleichzeitig zeigte
sich in einem genetischen Modell, dass die Ausschaltung der B-PDGR-
vermittelten PI3K- und PLCy-Aktivitat in vivo zu einer deutlichen Reduktion der
Neointima-Bildung fuhrte (21).

Somit zeigen diese Studien zusammengenommen, dass die Inhibition
der B-PDGF-induzierten Prozesse durch Rotwein einen wirksamen Ansatz zur

Pravention der Neubildung und des Fortschreitens von Atherosklerose darstellt.
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4.2 Weitere Effekte von Rot- und WeiRweinen auf molekulare

Mechanismen der Atherogenese und das Lipidprofil im Serum

Diverse epidemiologische Studien zeigen eine inverse Relation zwischen
gemaligtem Weinkonsum und der kardiovaskularen Mortalitat (31, 36, 39, 47,
56). Die vorliegende Studie zeigt eine inhibierende Wirkung von Rotwein auf
PDGF-vermittelte  Mechanismen der Atherogenese. Neben diesem
Mechanismus konnten auch diverse weitere Effekte von Rot- und Weillweinen
auf molekulare Mechanismen der Atherogenese gezeigt werden. So konnten in
in vitro-Studien spezifische Wirkungen von Rot- und WeilRweinen auf zellulare
Mechanismen inklusive Genexpression von MCP 1, Cyclin A, MMP-2, eNOS,
ET-1 und monocyte tissue factor, sowie Thrombogenitat, Proliferation glatter
Gefallimuskelzellen, Reduktion der Neointima-Bildung und Vasorelaxation von
Koronararterien nachgewiesen werden (24, 29, 43, 47, 65, 86, 101, 103, 137).
Einige dieser Arbeiten machten auch Polyphenole des Rotweins flr ihre
Ergebnisse verantwortlich. Andere Studien untersuchten hingegen direkt die
positiven Effekte von Polyphenolen auf Atherosklerose foérdernde bzw.
hemmende zellulare Mechanismen wie die Apoptose von Kardiomyozyten, dem
Schutz vor oxidativem Stress, die NO-abhangige Vasodilatation und die
endotheliale Exozytose (46, 121, 143). Ausserdem konnte fur die
Langzeiteinnahme des Flavonoids Anthocyanin ein  Schutz  vor
Reperfusionsschaden an Kardiomyozyten nach temporarer Ischamie
nachgewiesen werden (132).

Weitere wichtige Effekte von Wein und seinen Inhaltstoffen sind die
Modulation des Lipidprofils und antioxidative Effekte (47, 113, 122). So zeigten
verschiedene Studien eine Konzentrationserhhung von HDL-Cholesterin bei
regelmaligem Alkoholkonsum (100), und eine andere demonstrierte, dass
Rotweinkonsum zu einem Anstieg der antioxidativen Aktivitat im Serum fuhrt,
welches eine Minderung der LDL-Oxidierung und somit eine Reduzierung der
proatherogenen Wirkung von LDL-Cholesterin zur Folge hat (49). Weitere
Studien bestatigten die effektive Hemmung der LDL-Oxidierung durch
Weinpolyphenole (15, 73, 93, 134) und zeigten, dass diese weitgehend
alkoholunabhangig ist (14, 110). Somit lie3en sich die hemmenden Effekte des
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Rotweins auf die Atherogenese sowohl durch die in diesen Studien
untersuchten Effekte auf den PDGF-Rezeptor als auch durch diverse weitere

Effekte erklaren.

4.3 Bedeutung und Mechanismen der kardioprotektiven Effekte

von Rotwein und seiner Komponenten in vivo

Wie bereits beschrieben, erklaren die vorliegende als auch zahlreiche
weitere Studien die kardioprotektiven Effekte des Rotweins mit seinem Gehalt
an speziellen Flavonoiden der Catechinfamilie. Die inhibitorischen Effekte
verschiedener Rotweine auf speziell das PDGF-Signalling korrelieren mit ihrem
Gehalt an diesen Flavonoiden (113, 124). Dem entsprechend liel3en sich, in der
hier vorliegenden Studie, die Flavonoide der Catechin-Familie, wie (+)-
Catechin, (-)-Epicatechin und Procyanidin B2 nur im Rotwein (Chateau Chasse
Spleen) und nicht im WeiBwein (Chateau Lamothe) in relevanten
Konzentrationen  nachweisen.  Entscheidend fur einen  mdglichen
kardioprotektiven Effekt in vivo ist demnach die Bioverfugbarkeit dieser
Polyphenole. In einer Bioverfligbarkeitsstudie am Menschen wurden Catechin-
Serumspiegel von ca. 600 pjg/l nach Rotweingenul® (ca. 2 Glaser)
nachgewiesen (115). Die Konzentration an Catechin, der hier vorliegenden
Studie, im Nahrmedium der Zellen lag nach Zugabe von 1,0% vol/vol Rotwein
bei ca. 59 ug/l. Somit erreichen wir in vitro ahnliche Konzentrationen wie in vivo
nach moderatem Weinkonsum. Weitere Studien bestatigen diese relevanten
Konzentrationen von Catechinen nach Weinkonsum (40). Basierend auf
quantitativen Analysen von franzdsischen Weinen und dem bekannten
durchschnittlichen Weinkonsum von 180ml/Tag/Person lasst sich ausserdem
eine tagliche durchschnittliche Aufnahme der wichtigsten Weincatechine
(Catechin, Epicatechin und Procyanidin B1-B4) fur die Bevolkerung Frankreichs
auf 5mg/Person/Tag fur Weissweintrinker und 32 mg/Person/Tag fur

Rotweintrinker berechnen (83).
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In vivo konnte fur Catechine auch eine entscheidende Rolle in der
Hemmung der Atherogenese in tierexperimentellen und epidemiologischen
Studien nachgewiesen werden. So konnte in einem Apolipoprotein-E-
defizienten Mausmodell nach Rotwein- bzw. Catechinaufnahme eine
Flachenreduktion von atherosklerotischen Lasionen um 48% bzw. 39% gezeigt
werden (61). Des weiteren fluhrte die orale Aufnahme von einem
Catechingemisch aus EC, ECG, EGCG, EGC und GCG in Apolipoprotein-E-
defizienten Mausen zu einer Reduzierung von atherosklerotischen
Veranderungen um 23% (94). Auch die Aufnahme von Epigallocatechingallat
inhibierte die Bildung von atherosklerotischen Lasionen in Apolipoprotein-E-
defizienten Mausen. In einer Fall/Kontrollstudie fuhrte eine tagliche Aufnahme
von durchschnittich 21 mg Flavonoiden zu einer Reduktion des
kardiovaskularen Risikos um 24% (81). Hierbei erfolgte die Aufnahme sowohl
durch Wein als auch durch grinen Tee (81). Die Zutphen Elderly Studie zeigte
bereits 2001 an Hand einer langzeit prospektiven Kohortenstudie mit 806
Mannern zwischen 65 und 84 Jahren eine inverse Korrelation zwischen der
Aufnahme von Catechin und der kardiovaskularen Sterblichkeit (13). Diese
inverse Beziehung bestatigte sich 2009 nach Fortfihrung der Studie mit 1373
Mannern. Auch hier konnte ein deutlich gesenktes Risiko fur kardiovaskulare
Erkrankungen und niedrigere Sterblichkeit nach 40 jahrigen moderaten
Weinkonsum gezeigt werden. Unabhangig vom soziookonomischen Status der
Manner war die Lebenserwartung im Durchschnitt um § Jahre verlangert bei
Langzeitweinkonsum von etwas weniger als einem Glas Wein pro Tag (128).
Ahnlich lieRe sich auch durch die Catechinaufnahme die PRIME-Studie
erklaren, welche einen inversen Zusammenhang zwischen Alkoholkonsum und
kardiovaskularem Risiko in Frankreich, einem Land mit vielem Rotweinkonsum,
nachweist, wahrend in Nordirland, wo der Rotweinkonsum deutlich niedriger ist,
kein relevanter Zusammenhang nachgewiesen werden konnte (92). Zu
ahnlichen Ergebnissen kam auch eine Studie, in der finnische Manner mit dem
hochsten Langzeitkonsum an Flavonol und Flavan-3-ol ein deutlich gesenktes
Risiko fur ischamische Schlaganfalle und eine reduzierte kardiovaskulare
Mortalitat aufwiesen (96). Somit konnten sowohl in vivo als auch in
epidemiologischen Studien positive Zusammenhange zwischen

Rotweinkonsum bzw. Flavonoidaufnahme gezeigt werden.
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4.4 Fazit: Inhibierung B-PDGF-Rezeptor-vermittelter Signalwege
durch Rotwein in glatten GefaBmuskelzellen-Eine Erklarung fiir

das ,,French Paradoxon“?

In der hier vorliegenden Arbeit als auch in diversen anderen in vitro
Studien lieen sich Prozesse nachweisen, welche einen positiven Effekt auf die
Atherogenese bedeuten konnten. Auch in vivo und in epidemiologischen
Studien lasst sich dieser, den in Rotwein enthaltenen Flavonoiden
zugeschriebene, Effekt wiederholt bestatigen. Doch diese positiven Einflisse
sind viel vielfaltiger als die hier untersuchten Effekte von Rotwein auf die -
PDGF-Rezeptor-vermittelter Signalwege und mussen sicherlich kombiniert
betrachtet werden. Desweiteren gibt es auch einige epidemiologische Studien,
die ahnliche Zusammenhange zwischen Rotwein/Flavonoidkonsum und
kardiovaskularer Mortalitat oder eine besondere Wirkung von Rotwein
verglichen zu anderem moderatem Alkoholkonsum nicht bestatigen konnen (48,
77, 90, 95, 102, 108). Zusatzlich hierzu ist die Studienlage zu diesem Thema in
vivo noch nicht ausreichend und der Metabolismus und die Bioverfligbarkeit von
Flavonoiden noch nicht vollstandig geklart (37). AbschlieRend sollte man mit der
Empfehlung, Rotwein als Praventionsmittel fur Atherosklerose propagieren
aulderst vorsichtig sein, da Alkohol in groRen Mengen eindeutig schadlich ist,
und da der kausale Zusammenhang zwischen Rotweinkonsum und
kardiovaskularer Sterblichkeit im Rahmen von Studien nicht zu belegen ist (90).
Dies gilt vor allem bei Patienten, bei denen auf Grund von Vorerkrankungen wie
der Leberzirrhose oder potentieller Polytoxikomanie, regelmaliger
Alkoholkonsum komplett vermieden werden sollte. Bei gesunden Patienten
scheint jedoch eine Empfehlung zu einem Glas Rotwein pro Tag zur Mahlzeit im

Hinblick auf das kardiovaskulare Risiko gerechtfertigt zu sein (102).
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5. Zusammenfassung

Erkrankungen des Herz/Kreislaufsystems, hierunter vor allem die durch
Atherosklerose bedingte ischamische Herzkrankheit, sind weiterhin die
haufigsten Todesursachen in der westlichen Welt. In der Entstehung der
Atherosklerose spielt neben der Ablagerung von oxidiertem Low density
Lipoprotein auch die durch Platelet-Derived Growth Factor (PDGF)-vermittelte
Proliferation und Migration von glatten GefaBmuskelzellen (VSMC) in die
Gefaldintima eine wichtige Rolle. Entscheidend fur die Induktion der PDGF-
abhangigen zellularen Prozesse ist die liganden-induzierte
Tyrosinphosphorylierung und Aktivierung des Platelet-Derived Growth Factor
(PDGF) B-Rezeptors und die anschlieRende Rekrutierung von ,downstream’
gelegener Signalmolekdile.

Zahlreiche epidemiologische Studien zeigten, dass die Pravalenz der
koronaren Herzkrankheit in Frankreich trotz vergleichbarer
Cholesterinaufnahme deutlich niedriger als in den europaischen und
amerikanischen Staaten ist (,French Paradoxon®). Dieser Effekt wird vor allem
dem gemassigten Rotweinkonsum zu geschrieben. Ein protektiver Effekt von
gemassigtem Alkohol- bzw. Rotweinkonsum in Hinblick auf die Atherogenese
wurde in vielen Arbeiten beschrieben.

Der positive Effekt von Rotwein, wird vor allem den Polyphenolen zu
geschrieben, welche sich durch die Maischegarung im Rotwein anreichern.

Die hier vorliegende Arbeit konzentriert sich auf die Effekte von Rotwein
und Weildwein auf PDGF-vermittelte Prozesse in VSMC der Maus. Die hier ver-
wendeten VSMC stammen von LDL-Rezeptor-knockout Mausen, um die néti-
gen Voraussetzungen fur spatere in vivo Studien am Atherosklerose-Modell der
LDL-Rezeptor-knockout Maus zu schaffen.

Es konnte gezeigt werden, dass der hier verwendete Rotwein (Chateau
Chasse Spleen, Moulis, Bordeaux, 1990) in der Lage war, die ligandeninduzier-
te Tyrosinphosphorylierung (Aktivierung) des B-PDGF-Rezeptors, die PDGF-in-
duzierte Erk- und Akt-Phosphorylierung, sowie PDGF-abhangige zellulare Re-
aktionen (Migration und Proliferation glatter Gefalimuskelzellen) konzentrations-

abhangig zu inhibieren, wahrend Weillwein (Chateau Lamothe de Haux, Bor-
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deaux, 2006) nicht in der Lage war, das PDGF-Rezeptor-Signaling zu beeinflus-
sen. Fur Rotwein konnte in Weinanalysen im Gegensatz zu WeiRwein ein hoher
Gehalt an Flavonoiden nachgewiesen werden, von denen bereits gezeigt wur-
de, dass sie PDGF-induzierte Effekte in VSMC inhibieren. Aus den gezeigten
Ergebnissen kann gefolgert werden, dass Rotwein, mutmallich durch den ho-
hen Gehalt an Flavonoiden, die PDGF-induzierte Signaltransduktion in VSMC
inhibiert und vor atherogenen Gefallveranderungen schutzt. Die Daten liefern
somit eine molekulare Erklarung fur das ,French Paradoxon® und liefern die

Grundlage fur weitergehende in vivo Untersuchungen.
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