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Endothelin and atherosclerosis:
causal role and therapeutic implications

Atherosclerosis accounts for the majority of
cardiovascular morbidity and mortality in in-
dustrialised countries. Endothelin-1 (ET-1), a
21-amino acid peptide, is increased in patients
with atherosclerosis, who also exhibit endo-
thelial dysfunction and reduced release and/or
bioavailability of NO. This article reviews the
experimental and clinical evidence for involve-
ment of ET-1 in functional and structural
atherosclerotic changes and discusses the effect
of chronic endothelin ET, receptor blockade
in apolipoprotein E-deficient mice. After 30
weeks of treatment with a high-fat diet to
accelerate atherosclerosis, extensive athero-

Atherosklerose ist die Hauptursache von
kardiovaskuldrer Morbiditit und Mortalitit in
Industrienationen. Endothelin-1 (ET-1), ein
aus 21-Aminosduren bestehendes Peptid, wird
vermehrt im Gewebe von Patienten mit Athe-
rosklerose exprimiert. Diese Patienten zeigen
typischerweise eine Abschwichung der Endo-
thel-vermittelten Dilatation der Koronararte-
rien, die u.a. durch verminderte Produktion
und/oder vermehrten Abbau von «Stickstoff-
monoxid» (NO) bedingt ist. Dieser Artikel dis-
kutiert die experimentellen und klinischen
Hinweise fiir eine Beteiligung von ET-1 an
funktionellen und strukturellen Verinderun-
gen der Atherosklerose sowie Wirkungen chro-

sclerosis, increased ET binding, and impaired
endothelium-dependent relaxation to acetyl-
choline was observed in the aorta. Chronic
treatment with the ET» antagonist LU135252
restored impaired endothelial function, re-
duced atherosclerosis and increased plasma
nitrate levels without affecting ET receptor
binding, plasma cholesterol levels or blood
pressure. Thus, ET-1 contributes to both
NO-mediated endothelial dysfunction and
atheroma formation. Inn summary, chronic in-
hibition of the endothelin system increases the
bioavailability of NO and provides a novel
approach for the treatment of atherosclerosis
and its vascular complications.

Keywords: coronary artery disease; endothelial
dysfunction; cholesterol; blood pressure

nischer Blockade des Endothelinsystems bei
experimenteller Atherosklerose. In unserer
Untersuchung bewirkte die 30wochige Be-
handlung Apolipoprotein-E-defizienter Miuse
mit einer fettreichen Didt eine Beschleunigung
der Atherosklerose-Entwicklung, eine Erho-
hung der ET-Rezeptorbindungkapazitit und
eine Abschwichung der Endothel-abhingigen
Relaxation in der Aorta. Die zusitzliche Be-
handlung mit dem Endothelin-ETs-Rezeptor-
Antagonisten LU135252 fiihrte zu einer voll-
stindigen Wiederherstellung der Endothel-
funktion, zu einem Anstieg der Plasma-Nitrat-
Spiegel und zur Verringerung der Athero-
sklerose. Diese Wirkungen waren unabhingig
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von Blutdruck, Plasmacholesterin und von der
ET-Rezeptorbindungskapazitat. Zusammen-
fassend hemmt eine chronische Blockade des
Endothelinsystems die Atherosklerose-Entste-
hung und fordert die Bioverfugbarkeit von NO

Gefassendothel und Atherosklerose
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und bietet somit eine neue Moglichkeit zur Be-
handlung von atherosklerotisch bedingten Ge-
fasserkrankungen und ihrer Komplikationen.
Keywords: endotheliale Dysfunktion; Blut-
druck; Cholesterin; koronare Herzkrankheit

Atherosklerose, eine chronische Systemer-
krankung des Gefissystems mit.entziindlicher
Komponente, ist fiir den Grossteil der Morbi-
ditat und Mortalitdt in den Industrienationen
verantwortlich. Bereits. im Mutterleib konnen
erste Gefdssveranderungen auf proatherogene,
sogenannte «fatty streaks» bei entsprechender
Konstellation des mutterlichen Organismus im
Fetus auftreten [1]. Diese potentiell reversiblen
Vorlaufer des atherosklerotischen Plaques las-
sen sich auch bei einem Grossteil von Jugend-
lichen nachweisen [2]. Sie bilden die Grundlage
fiir einen zunehmend gefiassokkludierenden
Prozess, der sich tiber Jahrzehnte fortsetzt und
bei Gefissverschluss zu Organverlust durch
Infarkt fuhrt [2, 3].

Im Jahr 1980 wurde an isolierten Kaninchen-

Endothelin

arterien gezeigt, dass das Gefdssendothel den
Spannungszustand der Gefassmuskulatur ver-
andern kann: Robert Furchgott beschrieb die
Freisetzung eines gefasserweiternden Stoffes
aus Gefdssendothelzellen, den sogenannten
«endothelium-derived relaxing factor» (EDRF)
[4], der spater als Stickstoffmonoxid (NO)
identifiziert wurde [5]. Bereits vor Ausbildung
struktureller atherosklerotischer Veranderun-
gen kommt es zur funktionellen Schidigung
des Gefissendothels [2], was sich unter anderem
in einer Abnahme von Synthese und Wirkung
gefassdilatierender Substanzen [6-8] sowie
einer erhohten Freisetzung vasokonstriktiver
und proliferationsfordender Substanzen be-
merkbar macht [9].

Nur wenige Jahre nach Entdeckung des
«EDRF» wurde von zwei Arbeitsgruppen eine
weitere Substanz isoliert, die ebenfalls von
Endothelzellen produziert wurde, jedoch ge-
fissverengend wirkte [10-12]; die Gensequenz
dieser neuen Substanz wurde 1987 in Japan
entschliisselt (Abb. 1) und das Protein seiner
Herkunft entsprechend Endothelin genannt
[13-15]. Endothelin-1,-51), die wichtigste Iso-

Abbildung 1

Biosynthese von Endothelin-1(121) und Endothelin_s).
Nach Bildung von Preproendothelin mRNA und
Translation kommt es zur Bildung von preproET-1,
einem aus 203 Aminosiuren bestehenden Peptid, das

form der Endotheline, ist ein starker Vasokon-
striktor und ein potenter Stimulus des Zell-
wachstums (Abb. 2). Inzwischen haben zahl-
reiche Studien gezeigt, dass das Endothelinsy-
stem in fast ausnahmslos allen Herz- und Ge-
fisserkrankungen aktiviert ist. Hierzu zahlen
Bluthochdruck [16, 17], Atherosklerose [18],
Herzinfarkt [19] und Herzinsuffizienz [20]. In
histologischen Schnitten von Plaquematerial

prepro Endothelin-1 mRNA
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das von einer Reihe von Enzymen zu ET-1(;.;) gespalten 1o
werden kann, u. a. von Endothelin-Converting-Enzymen
(ECE), Mastzell-Chymase, Chymase in glatten Muskel-
zellen und non-ECE-Metalloproteasen (links). Alternativ
hierzu kann Mastzell-Chymase aus big-ET sogenanntes
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ET-1(131) bilden, eine neue Endothelin-Isoform, die aus
31 Aminosiuren besteht (rechts) (modifiziert nach [13]).
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Abbildung 2

Schematischer Uberblick der proatherosklerotischen Wirkungen von Endothelin auf die Gefisswand. Endothelin wird sowohl
unter basalen Bedingungen als auch durch Stimuli wie vasoaktive Substanzen oder oxidierte Lipoproteine in Endothelzellen
und glatten Gefdssmuskelzellen gebildet. Eine Stimulation endothelialer ETp-Rezeptoren stimuliert die Freisetzung von NO
und fiihrt zur Geféssrelaxation, wihrend eine ETa-Rezeptoraktivierung eine Kontraktion sowie Gefissmuskelwachstum be-
wirkt. ET-1 fordert die Bildung von Interleukinen and TNF-ot in Monozyten, es bewirkt eine Steigerung der Leukozyten-
Adhirenz und Thrombozytenaggregation und steigert die Bildung von Adhésionsmolekiilen. Ausserdem potenziert ET-1 die
Wirkung von anderen Wachstumsfaktoren, stimuliert DNA and Proteinbiosynthese und steigert die Aktivitdt des Zellzyklus.
Abkiirzungen: Ang II = Angiotensin II; ONOO- = Peroxynitrit; ET-1 = Endothelin-1; ET, = Endothelin-A-Rezeptor, ETp, =
Endothelin-B-Rezeptor; NO = Nitric Oxide; NOS = Nitric Oxide Synthase; MCP-1 = Monocyte Chemoattractant Protein-1;
ICAM-1 = Intracellular Adhesion Molecule-1; VCAM = Vascular Cell Adhesion Molecule-1; LDL = Low Density Lipoprotein;
oxLDL = oxidized Low Density Lipoprotein; O,- = Superoxide Anion; LOX = oxidized LDL Rezeptor; IL-1 = Interleukin 1;

IL-6 = Interleukin 6; IL-8 = Interleukin 8; TNF-0. = Tumor Necrosis Factor o; TGF-B; = Transforming Growth Factor B-1;
phox = NADPH Oxidase; (+) = Stimulation, (~) = Hemmung (nach [20]).
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von Patienten mit koronarer Herzkrankheit
wurde Endothelin sowohl im Plaque wie auch
in Makrophagen nachgewiesen [18]. Zeiher
und Mitarbeiter zeigten, dass in Patienten mit
koronarer Herzkrankheit das Ausmass des
im Plaquematerial nachgewiesenen Endothelins
mit dem klinischen Schweregrad korreliert
[21]. Hierzu passend sind Untersuchungen an
Koronararterien von Schweinen mit Hyper-
cholesterinimie, bei denen sowohl eine Ab-
schwichung der Endothel-abhingigen koro-

Endothelin-Antagonisten
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Kurz nach Entdeckung des Endothelins wur-
den zwei Endothelin-Rezeptoren (ET und
ETg) charakterisiert und kloniert [23], was die
Entwicklung spezifischer Endothelin-Antago-
nisten ermoglichte. Diese neue Substanzgrup-
pe bindet entweder selektiv an einem oder an

naren Dilatation als auch ein Anstieg des
Endothelins in histologischen Schnitten zu
beobachten war, ein Befund, der sich spiter
bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit
bestitigen liess [22]. Unklar blieb jedoch, ob
es sich bei diesen Beobachtungen um Epi-
phdnomene handelt oder ob die vermehrte
Expression des Endothelins fiir die funktio-
nellen und strukturellen Verinderungen mog-
licherweise eine kausale Rolle spielt.

beiden Rezeptoren. Einige dieser Medikamente
sind, wie der selektive ETs-Rezeptorantagonist
LU135252 [24], oral wirksam und erlauben es,
chronisch die Wirkungen des Endothelins zu
blockieren und so die pathophysiologische
Bedeutung des Endothelins zu erforschen.
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In einem Modell chronischer Hypercholeste-
rindmie, einem Hauptrisikofaktor fir koro-
nare Herzkrankheit, liess sich durch chro-
nische Behandlung mit einem Endothelin-
ETa-Rezeptorantagonisten die Adhision von
Makrophagen an die Gefdsswand sowie
die Ausbildung von «fatty streaks» giinstig be-
einflussen [25]. Obwohl der Atherosklerose-
forschung eine Reihe von Tiermodellen zur
Verfligung steht, ist die Untersuchung des voll-
standig entwickelten atherosklerotischen Pla-
ques («advanced lesion») aufgrund fraglicher
Ubertragbarkeit auf den Menschen schwierig:
so miissen entweder sehr hohe (z.T. toxische)
Cholesterinmengen verabreicht werden, und/
oder die Plaguemorphologie unterscheidet sich
wesentlich von der des Menschen. Neue Tier-
modelle wie die Apolipoprotein-E (ApoE)-de-
fiziente Maus [26, 27], der durch homologe re-
kombinante Genmanipulation in embryonalen
Stammzellen die Gensequenz des Apolipopro-
tein E entfernt wurde, entwickeln spontan eine
schwere Hypercholesterinimie und athero-
sklerotische Gefdssverdnderungen. Lasionen in
den homozygoten Tieren sind morphologisch
der menschlichen Atherosklerose sehr dhnlich
und lassen sich in ihrer Ausbildung durch eine

Abbildung 3

Histologie (oben) und Auto- a
radiographie (unten) der

Aorta von C57BL/6-Kon-
trollmiusen ohne Athero-

sklerose und ApoE-defi-

zienten Mausen. Represen-

tatives histologisches

Praparat der Aorta eines
C57BL/6-Kontrolltieres (a)

und einer atheroskleroti-

schen ApoE-defizienten

Maus (b). Beachte die gros-

se, das Lumen weit aus-

fiillende atherosklerotische

Plaque in der Aorta der
ApoE-defizienten Maus (b).

Im Vergleich zum Kontroll-

tier (¢) war in diesen Tieren

die Bindungskapazitat fir c
radioaktiv markiertes
I5LET-1 sowohl in der
Gefisswand wie auch im
Bereich der Plaque deutlich
erhoht (d). Himatoxylin-
Eosin-Firbung, Original-
vergrosserung 10X,
Balken : 1000 pm

(aus [28]).

(Reproduziert mit Ge-
nehmigung der National
Academy of Sciences,
Washington, USA)

fettreiche Didt beschleunigen, die vergleichs-
weise wenig Cholesterin enthalt [26].

Um eine mogliche kausale Beteiligung von
Endothelin an der Atherosklerose-Entstehung
zu untersuchen, haben wir in unserer Arbeits-
gruppe ApoE-defiziente Mduse und entspre-
chende Kontrolltiere sieben Monate lang mit
dem ETs-Rezeptorantagonisten LU135252 be-
handelt [28]. In unbehandelten ApoE-defizien-
ten Miusen zeigten sich in der Aorta makro-
skopisch sichtbare Lisionen, die etwa zwel
Drittel der Aortafliche bedeckten. Histolo-
gisch waren ausgepriagte atherosklerotische
Plaques mit Cholesterinkristallen, Kalzifizie-
rungen und sogenannten «fibrous caps» zu
beobachten, die charakteristischerweise auch
beim Menschen auftreten und fiir die Plaque-
ruptur eine wichtige Rolle spielen. Neben
einem Anstieg des Endothelins in der athero-
sklerotischen Aorta kam es in den athero-
sklerotischen Tieren zu einer ausgepridgten
Zunahme der Endothelin-Bindungskapazitat
(Abb. 3d). Ubereinstimmend mit Untersu-
chungen an atherosklerotischen Arterien von
Menschen, Primaten und Kaninchen war in
isolierten Aortenringen der ApoE-defizienten
Miuse eine deutliche Abschwichung der NO-

b
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Abbildung 4

Wirkungen chronischer ETa-Rezeptorblockade (schwarz) mit E:? 4000 4 O_b O_C
LU135252 auf die ET-1-Proteinkonzentration und Endothel- 7 'g =
abhingige Relaxation in isolierten Aortenringen in apoE- ‘; = '% 20
defizienten Mausen im Vergleich zu unbehandelten Tieren \g 3000 B 204 s
(weiss). Endothelinblockade senkte das Ausmass der Athero- = T 5 &
sklerose um etwa 30% und normalisierte die aortalen ET-1- 5 § .40 ) 40y
Proteinspiegel auf das Niveau nicht-atherosklerotischer 5 & I
C57BL6J- Miuse (a). LU135252 verhinderte die Ab- S 2000+ 5 g 80
schwichung der NO-vermittelten Endothel-abhingigen Rela- k9] o -60- @

xation nach Gabe von Acetylcholin und ging mit einer Er- % < < -801
hohung der Plasma-Nitrat-Spiegel einher, die als indirektes £ 10004 é -804 é

Mass fiir die endogene endotheliale NO-Bioverfiigbarkeit g g £ -1004
dienen (b). Das Ausmass der Relaxation korrelierte invers g % %

mit der H6he der vaskuldren Endothelinspiegel. Die Sensiti- 5 0 ~-100 e = 120 R e

vitdt fiir exogenes NO war leicht erhoht (c), was moglicher-
weise auf eine Verbesserung der Gefissstruktur durch Ab-
nahme der Atherosklerose zuriickzufiihren ist. Die Wirkun-
gen von LU135252 waren unabhéngig von Blutdruck oder
Plasmalipiden (aus [28]). (Reproduziert mit Genehmigung
der National Academy of Sciences, Washington, USA)

Acetylcholine (-log M/L) Nitroprusside (-log M/L)

vermittelten Endothel-abhingigen Relaxation
zu beobachten. Dieses Phanomen wurde von
einer Abnahme der Plasma-Nitrat-Werte be-
gleitet, die ein indirektes Mass fiir die endo-
theliale NO-Bioverfiigbarkeit darstellen.

gische Morphologie der Plaques zu beeinflus-
sen. Obschon die Atherosklerose-Ausbildung
nur zum Teil gehemmt werden konnte, zeigte
sich eine vollstindige Normalisierung der in
unbehandelten Tieren stark eingeschrinkten

Obwohl die mit dem Endothelin-Antagonisten
behandelten Tiere vergleichbare Blutdruck-
und Lipidwerte wie die unbehandelten Tiere
zeigten, war das Ausmass der makroskopisch
sichtbaren atherosklerotischen Plaques um gut
ein Drittel reduziert, ohne jedoch die histolo-

Klinische Implikationen

Zusammenfassend zeigen unsere Untersuchun-
gen erstmals, dass Endothelin nicht nur eine
Blutdruck- und  Cholesterin-unabhingige
Atherosklerose-fordernde  Wirkung Dbesitzt,
sondern auch kausal an Verinderungen der
Endothelfunktion beteiligt ist. Die Normalisie-
rung NO-vermittelter Vasodilatation mittels
Endothelin-Rezeptorblockade, ein Prinzip, das
mittlerweile auch fiir experimentelle Hyper-
cholesterindamie [29], Hypertonie [17] und
Herzinsuffizienz [30] demonstriert wurde,
stellt ein neues therapeutisches Konzept dar,
das Risikofaktor-bedingten funktionellen und

=R
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NO-vermittelten Endothel-abhiangigen Dilata-
tion (Abb. 4b) sowie eine Zunahme der Plasma-
Nitrat-Spiegel. Interessanterweise senkte die
Behandlung mit LU135252 auch die Endo-
thelin-Gewebespiegel auf das Niveau der Kon-
trolltiere ohne Atherosklerose (Abb. 4a).

strukturellen Gefassverdanderungen entgegen-
wirken kann. Klinische Untersuchungen mit
Endothelin-Antagonisten bei Patienten mit
koronarer Herzkrankheit und anderen kardio-
vaskuldaren Erkrankungen werden zeigen, ob
diese neuen Medikamente auch am Menschen
eine Verringerung der Atherosklerose und
ihrer Komplikationen bewirken konnen.
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