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|. Zusammenfassung

Apolipoprotein E-defiziente Méuse entwickeln eine ausgeprigte Hypercholesterindmie und
stellen ein geeignetes Tiermodell fiir die Entwicklung von Arteriosklerose dar. In den renalen
Widerstandsgefdlen der Méuse ist die Ang II-induzierte Vasokonstriktion gesteigert. Bei der
Pathogenese von Arteriosklerose und Bluthochdruck spielt die gesteigerte Produktion von
reaktiven Sauerstoffspezies eine wichtige Rolle, da diese die Zellmigration und Proliferation
von Zellen der glatten GefaBmuskulatur steigern. Angiotensin II kann, iiber die Bildung von
reaktiven Sauerstoffspezies, die p38 MAP-Kinase aktivieren und aktuelle Studien zeigen, dass
die p38 MAP-Kinase die vaskuldre Reaktivitit beeinflussen kann. Ang-(1-7), ein aktiver
Metabolit des Renin-Angiotensin Systems, aktiviert den Mas-Rezeptor und gilt als endogener
Antagonist von Angiotensin II. In vorangegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass eine
chronische  Ang-(1-7)-Behandlung die bestehende endotheliale = Dysfunktion in
Apolipoprotein E-defizienten Méausen verbessern kann, indem sie die Bioverfiigbarkeit von

Stickstoff erhoht und die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies reduziert.

Ziel dieser Arbeit war es, die Rolle von Ang-(1-7) auf die gesteigerte vaskuldre Reaktivitét in
Apolipoprotein E-defizienten Méusen zu untersuchen und den Einfluss von reaktiven
Sauerstoffspezies und MAP-Kinasen in diesem Zusammenhang zu kldren. Folgende Fragen
sollten hierbei bearbeitet werden: Lésst sich eine gesteigerte vaskuldre Reaktivitdt in
Apolipoprotein E-defizienten ~Maéausen durch eine chronische Ang-(1-7)-Behandlung
normalisieren? Senkt Ang-(1-7) die vaskuldre Reaktivitdt durch eine Erniedrigung der
Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies? Beeinflusst eine chronische Behandlung mit

Ang-(1-7) die Expression und den Aktivititsgrad der p38-MAP-Kinase?

Wildtyp- und Apolipoprotein E-defiziente-Mduse wurden {iiber zwolf Wochen mit einer
lipidreichen Nahrung gefiittert. Von der 12. bis zur 18. Lebenswoche wurden die Méuse mittels
osmotischer Minipumpen mit Ang-(1-7) oder physiologischer Kochsalzlgsung behandelt. Zur
Kldrung der Fragestellung wurde die vaskuldre Reaktivitét in isolierten perfundierten Nieren
gemessen, die p38-Aktivierung und NAD(P)H-Oxidase-Expression im Westernblot bestimmt

und die Isoprostan-8-Exkretion im Mauseurin ermittelt.

Eine chronische Ang-(1-7)-Behandlung normalisiert die vaskuldre Reaktivitit iiber eine
verminderte Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies. Dies fithrt zu einer geringeren
Aktivierung der p38-MAPK. Die Daten dieser Arbeit prédsentieren einen neuen
Wirkmechanismus von Ang-(1-7) in der Gefdlregulierung bei gesteigerter vaskulédrer

Reaktivitét in Apolipoprotein E-defizienten Mausen.
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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Renin-Angiotensin-System

Das Renin-Angiotensin-System (RAS) ist ein endokrines System, welches eine zentrale
Rolle im kardiovaskuldren System einnimmt, indem es den Blutdruck reguliert. Dieser
wird direkt durch eine Vasokonstriktion in den Widerstandsgefdlen gesteigert, zudem
steigert das RAS den Blutdruck {tber die Beeinflussung des sympathischen
Nervensystems, der Aldesteronfreisetzung und der Natriumriickresorption in der Niere.
Das RAS spielt eine entscheidende Rolle in der Entwicklung und Aufrechterhaltung von
kardiovaskuldren Erkrankungen: Angiotensin II (Ang II), der Haupteffektor des RAS,
fordert die Entwicklung von Arteriosklerose, endothelialer Dysfunktion und gesteigerter
vaskuldrer Reaktivitit in Apolipoprotein E-defizienten [ApoE (-/-)] -Miusen. ' Die
herausragende Bedeutung von Ang II bei der Entstehung von Arteriosklerose wird
durch Arbeiten unterstrichen, die zeigten, dass in ApoE (-/-)-Mausen bei denen der
Angiotensin-II-Rezeptor Subtyp 1 (AT1) ausgeschaltet wurde, die Entwicklung von
Arteriosklerose und endothelialer Dysfunktion abgeschwicht war. > * Es konnte zudem

gezeigt werden, dass bei Hypercholesterinimie die Aktivitit des RAS erhéht ist. 4

Ang I wird in einer Kaskade aus dem Vorlduferprotein Angiotensinogen gebildet. Dabei
wird zuerst Angiotensinogen durch Renin, einer Aspartyl-Protease aus den
juxtaglomeruldren Zellen der Niere, zu Angiotensin I (Angl), einem Decapeptid
gespalten. Danach wird Ang I durch das Angiotensine-Converting-Enzyme (ACE), zwei

Aminosduren am Carboxyende abgespaltet, wodurch das Octapeptid Ang II entsteht.

Ang II bindet sowohl an den ATi- als auch an den Angiotensin-II-Rezeptor Subtyp 2
(AT2). Seine Effekte werden hauptsichlich tliber die Aktivierung des ATi-Rezeptors
vermittelt: So fiihrt Ang I in den Widerstandsgefd3en zur Vasokonstriktion und somit
zu einer Blutdrucksteigerung. > ® Diese starke Vasokonstriktion wird iiber den AT:-
Rezeptor auf den glatten GefdBmuskelzellen (VSMC) vermittelt. 7 Zudem steigert
AnglIl durch die Bindung an den ATi-Rezeptor die Produktion reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS), was zu einem Stickstoffmonoxid (NO)-Abbau fiihrt. * Ang II
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fordert dariiber hinaus die Hypertrophie und Hyperplasie von VSMC, ein maf3geblicher
Schritt in der Pathogenese von Arteriosklerose.

Die Rolle des AT2-Rezeptor in der Blutdruckregulation ist weiterhin nicht vollstindig
geklart. Der AT2-Rezeptor ist in der Lage den ATi-Rezeptor-induzierten Effekten
entgegen zu wirken und wird deshalb in der Literatur hiufig als Gegenspieler des
ATi-Rezeptors beschrieben. 112 In Ratten konnte gezeigt werden, dass iiber den
AT2-Rezeptor die Renin-Biosynthese reduziert und die NO-Freisetzung stimuliert
wird. ¥ * Zudem konnte gezeigt werden, dass iiber den AT2-Rezeptor die Natrium-
Ausscheidung gesteigert wird. !° 1® Aktuelle Studien weisen jedoch darauf hin, dass der

AT:-Rezeptor in der GefiBregulation eine untergeordnete Rolle spielt. !7 18

1.2 Angiotensin-(1-7)

Seit kurzem ist bekannt, dass neben dem klassischen RAS auch andere wichtige
biologisch wirksame Metabolite entstehen kénnen. 71 Viele Gewebe verfiigen iiber ein
lokales RAS, bei welchem Ang I oder Ang Il durch ACE, Angiotensine-Converting-
Enzyme 2 (ACE2) oder Aminopeptidasen gespalten werden. Es entstehen die
Metabolite Angiotensin-(1-7) [Ang-(1-7)], des-Asp-Angiotensin I,
Angiotensin III (Ang III) und Angiotensin IV (Ang IV). ?* Die Metabolite besitzen sehr
unterschiedliche biologische Funktionen und Wirksamkeiten, sie konnen im Vergleich
zu Angl oder Angll gleich oder entgegengesetzt wirken, oder deren Wirkung

modulieren. 72!

Der Metabolit Ang-(1-7) ist besonders interessant, da er im direkten Abbau aus Ang II
entsteht und bei Therapie mit ACE-Hemmern und ATi-Blockern im Serum ansteigt. 2>
Die biologische Rolle und Relevanz von Ang-(1-7) blieb bis zur Entdeckung von ACE2
unbeachtet. Zwei voneinander unabhingige Forschungsgruppen beschrieben im Jahr
2000 in ihren Arbeiten die Entdeckung des ACE-Homologes, welches in Folge ACE2
genannt wurde. 2 2* Bei der Synthese von Ang-(1-7) nimmt ACE2 eine iibergeordnete
Rolle ein, Ang-(1-7) kann aber auch durch andere Peptidasen entstehen
(Propylcarboxypeptidase, Neutral-Endopeptidase, Aminopetidasen A und M). ACE2

spaltet von seinen Substraten, Ang II und Ang I, eine Aminosdure am Carboxyende ab,

wiahrend es Ang-(1-7) bzw. Angiotensin-(1-9), ein direktes Vorldauferpeptid von
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Ang-(1-7), generiert (s. Abb. 1). ACE2 spaltet Ang I und Ang II hochspezifisch und
Ang 11 gegeniiber Ang I mit 400-fach erhdhter katalytischer Aktivitét. 2> Ungleich zum
ACE spaltet ACE2 jedoch nicht Bradykinin, eine vasodilativ wirkende Substanz, dafiir
aber des-Arg’-Bradykinin, ein proinflammatorisch wirkendes Kinin. %

Ang II spielt in der Pathophysiologie vieler Krankheitsmodelle eine wichtige Rolle und
ist Angriffspunkt verschiedener medikamentdser Therapien. Durch die Entdeckung des

Abbauwegs tiber ACE2, stellt nun auch Ang-(1-7) einen mdglichen therapeutischen

Ansatzpunkt in den verschiedenen Krankheitsmodellen dar.

Angiotensinogen

=
>
m
=
=)
oq

Ang-(1-7)

=== <] =]=]

i
3
e
=i
é%@—g FAEEEEE

DOOFEEEEEEEEE

s W W

Abb. 1: Vereinfachtes Schema des Renin-Angiotensin-System. Die Peptide werden als
Aminosaureketten im Einbuchstabencode dargestellt. Die Enzyme zeigen mittels eines
Dreiecks auf die jeweilige Spaltstelle im Peptid; Die Zahlen unterhalb den der Kasten zeigen
an, aus wie vielen Aminosauren (AS) das jeweilige Peptid besteht; Gerade Pfeile, die auf die

Rezeptoren gerichtet sind, stehen fiir eine Peptid-Rezeptor-Interaktion.

Lange Zeit war nicht bekannt wie Ang-(1-7) seine Wirkung vermittelt. Erst im Jahre
2004 konnte gezeigt werden das Ang-(1-7) seinen eigenen Rezeptor aktiviert, den
G-Protein-gekoppelten-Rezeptor MAS: ¢ 27 Sowohl Ang-(1-7) als auch MAS-
Rezeptor-Agonist AVE0991 riefen einen erhohten NO-Anstieg in MAS-transfizierten
Chinese Hamster Ovary-Zellen hervor. Dieser Effekt lieB sich durch den
MAS-Antagonisten A-779, jedoch nicht durch AT1- oder AT2-Antagonisten, auftheben.
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Das Mas-Protoonkogen kodiert fiir ein Proteinprodukt von 324 Aminosduren und bildet
sieben hydrophobe Aminosiure-Dominen aus. 28 2° Diese Transmembrandomiinen sind
charakteristisch fiir die Familie der G-Protein-gekoppelten-Rezeptoren, die sich durch
exogene und endogene Liganden aktivieren lassen. Das Tiermodell der
MAS-defizienten-Mé&use, bei denen das Mas-Protoonkogen ausgeschaltet ist, bietet
neue Moglichkeiten in der Forschung an Ang-(1-7) und ist daher inzwischen weit

verbreitet.

Der Mas-Rezeptor wird héufig als Gegenspieler zum ATi-Rezeptor beschrieben, da die
Effekte von Ang-(1-7) denen von Ang II scheinbar entgegenwirken.* Anzeichen
hierfiir sind, dass Ang-(1-7) die vaskuldre Druckantwort, die sympathische
Neurotransmitterfreisetzung und die glomerulire Filtrationsrate beeinflusst. 3! ** Auch
in Bezug auf die Entwicklung von Arteriosklerose spielt Ang-(1-7) eine wichtige

Rolle. 3

Im Endothel fithrt Ang-(1-7), tlber eine NO- und Bradykinin-Kaskade, zur
Vasodilatation, es konnte gezeigt werden, dass Ang-(1-7) die endotheliale Dysfunktion
in  ApoE (-/-)-Méusen abschwédchen kann indem es die Produktion von ROS
beeinflusst. 3 Zudem fiihrt es zu einer Verbesserung der kardialen Funktion nach
Myokardinfarkt und hemmt das kardiale Remodelling. *>37 Untersuchungen zu
moglichen Effekten von Ang-(1-7) auf eine gesteigerte Vasokonstriktion und die
zugrundeliegenden Mechanismen sind bis zum jetzigen Zeitpunkt nicht bekannt und

Gegenstand dieser Arbeit.

In VSMC wird ACE2 und Mas exprimiert und entsprechend findet in VSMC ein
Ang-(1-7)-Metabolismus statt. Eine Studie an Rattenaorten zeigte, dass eine erniedrigte
ACE2-Expression in VSMC, eine reduzierte Menge an zellulairem Ang-(1-7) als Folge
hat. 3 Erst kiirzlich konnte von einer anderen Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass
MAS-Rezeptor-Agonist AVE0991 die Ang II-induzierte Proliferation von VSMC, iiber
die MAS/heme oxygenase-1/p38 MAPK-Signalkaskade, abschwichen konnte. *
Zudem konnte AVE(0991 in VSMC die Ang II-vermittelte Produktion von ROS
verringern. ** In der GefdBwand unterstiitzt Ang-(1-7) vasoprotektive Effekte. 404

Zudem fiihrt, in ApoE (-/-)-Méusen, eine genetische ACE2-Defizienz zu einer

verstirkten Entwicklung von Arteriosklerose. ** Entsprechend konnte gezeigt werden,
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dass eine pharmakologische Stimulation des MAS-Rezeptors die Entwicklung von
Arteriosklerose abschwiichen kann. ** Die Aktivierung des am Endothel lokalisierten
MAS-Rezeptors fiihrt, durch die Synthese von NO wund Prostaglandinen, zur
Vasodilatation. ¢ Entsprechend wurde in der Zellkultur von bovinen Endothelzellen
eine, durch Ang-(1-7) ausgeldste, NO-Freisetzung festgestellt. 4’ In Mas-Rezeptor-
defizienten Madusen zeigte sich eine erhohte Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-
Phosphat-[NAD(P)H]-Oxidase-Aktivitat, was folglich iiber die Entwicklung von ROS
zur endothelialen Dysfunktion und Bluthochdruck fiihrt. 4

Die Wirkungen von Ang-(1-7) auf den Gefdltonus werden kontrovers diskutiert,
sowohl vasokonstriktorische als auch vasodilative Wirkungen werden beschrieben. ¢ 34
4 49 Die vasodilativen Eigenschaften scheinen jedoch zu iiberwiegen: Erst kiirzlich
konnte gezeigt werden, dass Ang-(1-7) in Endothelzellen der menschlichen Aorta die
endotheliale NO-Synthase  (eNOS) iiber einen Mas-Rezeptor-Akt-Signalweg
stimuliert. > In verschiedenen Tiermodellen und in verschiedenen GefiBbetten konnten
die vasodilativen Effekte von Ang-(1-7) bestitigt werden: Dazu gehdéren Mausaorta 2’
51 Rattenaorta 2, Koronargefifle und A.cerebri media vom Hund 3 * sowie
Mesenterialgefde von normotensiven und spontaneously hypertensive (SHR) Ratten. *°
> Die Einfliisse von Ang-(1-7) auf den GeféBtonus beim Menschen sind nicht
vollstindig gekléart: Eine Studie zeigt, dass Ang-(1-7) in Unterarmgefdlen des
Menschen vasodilativ wirkt , wihrend in gleichen Gefdafen bei Patienten, die mit ACE-
Blockern behandelt wurden, kein vergleichbarer Effekt zu erkennen war. 3¢ 37 Im
Gegensatz zu den gut dokumentierten vasodilativen Effekten von Ang-(1-7), gibt es nur
sehr wenige Untersuchung die gegenteiliges zeigen. >’

Auch die Effekte auf den Blutdruck sind Bestandteil intensiver Forschung. %0 In
aktuellen Studien werden die Effekte auf den Blutdruck bei Mas-Rezeptor-defizienten
Miusen mit verschiedenem genetischen Hintergrund verglichen: Wéhrend Mas-
defiziente Mduse mit FVB/N-Hintergrund signifikant erhohten Blutdruck entwickeln,
bleiben Mas-defiziente Miuse mit C57B1/6-Hintergrund normotensiv. *° ®' Die Ursache
hierfiir ist bis zum jetzigen Zeitpunkt nicht gekldrt. Ein Hinweis konnte in der
unterschiedlichen ROS-Produktion der verschiedenen Mausstimme zu finden sein.
Wihrend eine kurzfristige Gabe von Ang-(1-7) keinen Einfluss auf den Blutdruck hat,

oder ihn nur gering dndert, konnte bei Mas-defizienten Méusen eine geringere periphere
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Durchblutung festgestellt werden. ®* Zudem wurde bei Ratten unter Ang-(1-7)-Gabe ein
erhohter kardialer Auswurf als Folge eines erniedrigten Total-Periphereren-Widerstands
beobachtet. 46

Interessanterweise zeigte sich in einer Arbeit, dass die antihypertensiven Effekte einer
kombinierten Behandlung aus ACE-Hemmern und ATi-Blockern, mit hohen
Ang-(1-7)-Plasmaspiegeln einhergehen. > Zudem besitzt laut einer Studie Ang-(1-7)
einen blutdrucksenkenden Effekt, da die Behandlung mit Antikérpern gegen Ang-(1-7)

ein signifikantes Ansteigen des systolischen Blutdrucks zur Folge hat. ®

Mehrere Arbeiten deuten darauf hin, das Ang-(1-7) seine Effekte liber Mitogen-
activated-Protein (MAP)-Kinasen vermittelt: Es konnte gezeigt werden, dass Ang-(1-7)
die Ang Il-induzierte Aktivierung der extracellular-signal-regulated kinases (ERK) 1/2
in VSMC reduzieren konnte. %’ Arbeiten an Ratten-Cardiomyozyten zeigten ein
dhnliches Ergebnis. ® Ebenfalls konnte in proximalen Tubuluszellen der Ratte gezeigt
werden, dass eine Ang II-vermittelte Aktivierung der drei wichtigsten MAP-Kinasen
[ERK 1/2, c-Jun NH2-terminal kinase (JNK), und p38-MAPK (p38)] durch Ang-(1-7)
abgeschwicht werden konnte. Zudem konnte durch eine Ang-(1-7)-Behandlung eine
Reduzierung des vaskuldren Remodeling in autologen Jugularvenen-Transplantaten
festgestellt werden, welche tiber eine verminderte ERK1/2- und p38-Aktivitét vermittelt
wurde. ¢

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass iiber eine Beteiligung der MAP-Kinasen an den
vaskuldren Effekten von Ang-(1-7), bisher noch wenig bekannt ist. Diese Arbeit soll

einen moglichen Zusammenhang weiter untersuchen.

1.3 Mitogen-activated-protein Kinasen

MAP-Kinasen sind intrazellulire Serin/Threonin-Kinasen, die im Allgemeinen
extrazelluldre Signale weiterleiten. MAP-Kinasen werden in allen eukaryonten Zellen
exprimiert. Zu den wichtigsten Aktivatoren der MAP-Kinasen gehdren Zytokine,
Wachstumsfaktoren, Neurotransmitter, Hormone und zellulirer Stress:

Ang II aktiviert iiber die Bindung an den ATi—Rezeptor heterotrimere G-Proteine, die
zur Stimulation der Phospholipasen C und D und Inhibition der Adenylylcyclase
fiihren. 7° Diese biochemischen Reaktionen aktivieren auf direktem und indirektem Weg

(iiber die Bildung von ROS) Serin/Threonin-Kinasen. Ebenfalls fiihrt die Ang II-AT1—
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Rezeptor-Interaktion zu einer Aktivierung der NAD(P)H-Oxidase, welche iiber die
Produktion von ROS zu einer Aktivierung der p38-MAPK fiihrt. 7!

Die zelluldren Aufgaben von MAP-Kinasen sind vielfdltig: Sie spielen wichtige Rollen
in der zelluliren Proteinsynthese, Genexpression, Volumenregulation, Proliferation,

Migration, im zelluliren Transport und Zellwachstum. 37273

Drei Subtypen der MAP-Kinasen sind besonders gut charakterisiert: ERK1/2, JNK und
p38: 7% ERKI1/2 werden durch extrazellulire, JNK und p38 von zelluldren
Stresssignalen aktiviert. Zu den Aktivatoren von JNK und p38 gehdren: endotoxische
Lipopolysaccharide, inflammatorisch wirksame Zytokine und chemotaktische
Peptide. 77 ROS werden beim Mechanismus der zur Aktivierung von p38 fiihrt eine
besondere Rolle zugeteilt. Es konnte festgestellt werden, dass Antioxidantien die

Ang Il-induzierte p38-Aktivierung in VSMC der Ratte abschwiichen kénnen. 78

Die p38-MAPK verfiigt iiber verschiedene intrazellulire Rollen: Sie reguliert den
Zelltod, die Apoptose und Differenzierung, ist aber auch an der Ang Il-induzierten
Inflammation der GefiBwand beteiligt. 7 %° Die physiologischen Substrate, iiber die p38
seine zahlreichen zelluldren Wirkungen vermittelt, sind die
MAP-kinase-aktivated-protein (MAPKAP)-kinase-2, MAPKAP-kinase-3, und die
Transkriptionsfaktoren =~ DNA-damage-inducible protein 153 ~ und  E twenty-six-
like transcription factor 1.7* 7 Eine Phosphorylierung von p38 fiihrt zu einer
Aktivititssteigerung, welche konsekutiv zur Differenzierung, Inflammation, Apoptose
und Regulierung von Zelltod fiihrt. 3! Aktuelle Studien konnten zeigen, dass bei der
Ang Il-induzierten erhohten vaskuldren Reaktivitdt, neben der klassischen
Kalzium-/Calmodulin-vermittelten Vasokonstriktion, auch die Aktivierung der p38-
MAPK eine Rolle spielt. 7> 8 In Arbeiten an Rattenaorten konnte gezeigt werden, dass
die Ang II-induzierte p38-Aktivierung durch Wasserstoffperoxid (H202) ausgelost und
durch Antioxidantien blockiert werden konnte.® In weiteren Versuchen konnte
festgestellt werden, dass p38-Inhibitor SB 203580 eine, durch G-Protein gekoppelte
Rezeptoraktivierungen ausgeldste, Kontraktion von VSMC hemmt, was vermuten lésst,
dass aktiviertes p38 die Kontraktion der glatten Gefiamuskulatur steigert. 3 * Dieses
wird vermutlich nicht tiber die Phosphorylierung von Caldesmon, sondern iiber die

MAPKAP-2-Kaskade und folgende Phosphorylierung des
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Hitze Schock Proteins (HSP) 27 vermittelt. ® % Der genaue Mechanismus, mit den
HSP27 die Kontraktion in der glatten Gefdmuskulatur ausldst, ist noch nicht endgiiltig
geklirt. Es wird jedoch angenommen, dass es seine Wirkung in der Stabilisierung oder
Formation von Aktinpolymeren ausiibt. ¥’ Diese Annahme wird durch einen Versuch
unterstiitzt, bei dem Antikorper, die gegen HSP27 gerichtet waren, eine durch
Endothelin-1 ausgeldste Vasokonstriktion, in Pulmonalarterienringen von Hunden,

inhibieren konnten. %

1.4 Apolipoprotein-E-Knockout-Mausmodell und reaktive
Sauersoff Spezies

Das ApoE (-/-)-Mausmodell, ein Modell fiir ausgeprigte Hypercholesterindmie, ist ein
ausgezeichnetes und weit verbreitetes Modell fiir die Entstehung Arteriosklerose.
ApoE (-/-)-Méuse zeigen eine ausgeprigte Hypercholesterindimie und entwickeln
friihzeitig areriosklerotische Lisionen. 3! In ApoE (-/-)-Miusen ist eine gesteigerte
vasokonstriktorische Antwort auf Ang II zu beobachten. °*** ApoE ist ein Glykoprotein,
welches hauptsidchlich in der Leber und im Gehirn synthetisiert wird und in allen
Lipoproteinen, bis auf low-density Lipoproteinen, zu finden ist. Es dient als
Rezeptorligand und fiihrt zum vermehrten Abbau von Chylomicronen und very-low-
density Lipoproteinen. Durch die Fiitterung mit lipidreicher Western Diet (WD) kann
eine vierfache Erhdhung des Cholesterinspiegels erreicht werden. 3 % ApoE (-/-)-
Miuse entwickeln das vollstindige Spektrum an Lédsionen, die sich auch beim

Menschen in den verschieden Stadien der arteriosklerotischen Verinderung zeigen. *°

Die endotheliale Dysfunktion ist mit der Entwicklung von Arteriosklerose assoziiert
oder geht dieser voraus. Sie ist charakterisiert durch eine verminderte Vasodilatation in
Antwort auf Acetylcholin. °® Die Menge an biologisch aktivem NO besitzt eine
Schliisselrolle in der vaskuldren Homoostase und ist durch das Gleichgewicht zwischen
NO-Biosynthese und NO-Abbau bestimmt. Dieses Gleichgewicht wird unter anderem
durch ROS beeinflusst. *’

Seit ldngerem ist bekannt, dass eine Hypercholesterinimie die ROS-Produktion in
Gefillen von ApoE (-/-)-Mdéusen steigert. Intrazelluldr erhohte ROS entstehen durch
erhohte ROS-Produktion oder verminderten ROS-Abbau: Einen wichtigen Syntheseort
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fiir ROS stellt die membranstindige NAD(P)H-Oxidase dar. Ang Il fiihrt zu einer
erhohten NAD(P)H-abhingigen Superoxid-Produktion. **'% Zudem kann eine
entkoppelte eNOS Syntheseort fiir ROS sein. Bei Hypercholesterindmie kdnnen Lipide
in das Endothelium aufgenommen werden und zu einem Entkoppeln der eNOS fiihren,
ROS selbst konnen zum Entkoppeln der eNOS beitragen, indem sie
Tetrahydrobiopterin, ein Kofaktor in der NO-Synthese, abbauen.!®' 92 Die
Superoxiddismutase (SOD) und die Katalase sind biologisch wichtig fiir den Schutz vor
oxidativem Stress. Es konnte festgestellt werden, dass die SOD-Aktivitit in
ApoE (-/-)-Miusen, reduziert ist. > Obwohl die SOD-Protein-Expression in Aorten von
ApoE (-/-)-Méusen nicht verdndert ist, senken SOD-Mimetika die Superoxid-
Produktion und normalisieren die Acetylcholin-induzierte Relaxation in Aorten und

Karotiden von ApoE (-/-)-Miusen. 4103 104

Neben der beobachteten endothelialen Dysfunktion, gibt es bei ApoE (-/-)-Mausen
Hinweise, dass die gesteigerte vasokonstriktorische Antwort auf Ang II nicht
ausschlieBlich auf die verminderte NO-Bioverfiigbarkeit zuriickzufiihren ist. **

Aus diesem Grund soll in dieser Arbeit geklart werden, ob der zelluldre Mechanismus,
der zu einer verstirkten vaskuldren Reaktivitit in renalen Widerstandsgefdlen von
ApoE (-/-)-Mdusen, fiihrt, tiber eine Beteiligung von ROS und MAPK vermittelt wird

und ob dieser durch die chronische Behandlung mit Ang-(1-7) moduliert werden kann.
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2 Ziele der Arbeit

Der Entstehungsweg von Ang-(1-7) und die Zuordnung zum Mas-Rezeptor gelten als
geklart, die Effekte auf den Blutdruck sind Bestandteil aktueller Forschungen und die
Ergebnisse werden kontrovers diskutiert. In ApoE (-/-)-Mdusen ist eine verstirkte

vaskulédre Reaktivitét bei Ang II-Gabe zu beobachten.

Ziel dieser Arbeit ist es, zu kldren, welchen Einfluss Ang-(1-7) auf die verstirkte
vaskuldre Reaktivitdt in ApoE (-/-) Mausen hat und wie dieser zelluldr vermittelt wird.

Folgende Fragen sind in diesem Zusammenhang zu kléren:

1. Lisst sich eine gesteigerte vaskuldre Reaktivitdt bei Hypercholesterindmie im

ApoE (-/-) Mausmodell durch eine langfristige Ang-(1-7)-Gabe normalisieren?

2. Uber welche Mechansimen vermindert Ang-(1-7) die gesteigerte vaskulire
Druckantwort in der Niere von hypercholerstindimischen ApoE (-/-)-Mausen?
- welchen Einfluss hat Ang-(1-7) auf die ROS-Produktion?
- Welche Rolle spielt dabei die p38 MAP-Kinase?

3. Fiihrt eine 6-wochige Behandlung von ApoE (-/-) Méusen mit Ang-(1-7) zu
einer reduzierten Entwicklung von arteriosklerotischen Plaques in der

Mausaorta?
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3 Methoden

3.1 Versuchstiere

Fiir die Versuche wurden ApoE (-/-)-Méuse (C57BL6 Hintergrund) und Wildtyp (WT)-
Maiuse (C57BL6) verwendet. Die Tiere wurden von den Jackson laboratories (Bar
Harbor, USA) bezogen und unter konventionellen Bedingungen in der
Tierversuchsanlage Diisseldorf geziichtet. Die Untersuchungen stimmen mit den Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals (NIH Publication No. 85-23, revised 1996)
iiberein. '%°

Vor dem Beginn der Dissertation hat der Autor dieser Arbeit an einem, in der
Tierversuchsanlage der Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf veranstaltetem, Kurs der
Versuchtierkunde teilgenommen und diesen mit einer Priifung erfolgreich absolviert.
Die Aktenzeichen fiir Organentnahme bei der Tierversuchsanlage der HHU lauten
068/08 und G250/12, eine Tierversuchsgenehmigung hat vorgelegen. Die Tiere wurden
in Kifigen bei 45% Luftfeuchtigkeit, 20-22 °C und einem 12h-Tag-Nacht-Rhythmus
gehalten. Die Miuse erhielten lipidreiche Western Diet (42% Fett, 0,15% Cholesterol)
und Wasser ad libitum. Die Tierversuche wurden gemeinsam mit dem Betreuer der

Doktorarbeit durchgefiihrt.

Zum Beginn der 12. Lebenswoche wurden den Versuchstieren beider Mausstimme
subkutan liegende osmotische Minipumpen implantiert (s. Abb. 2). Sie wurden unter
Andisthesie mit Ketamin (100 mg/kgKG, i.p.) und Xylazin (5mg/kgKG@G, i.p.) subkutan
platziert und nach drei Wochen ersetzt. Bei der Hélfte der ApoE (-/-)-M&use waren sie
mit Ang-(1-7), bei der anderen Hilfte und bei den WT-Miusen mit physiologischer
Kochsalzlosung gefiillt. Sie ermoglichten eine, 6-wochige, kontinuierliche Behandlung
der Mause mit Ang-(1-7) (82ug/kgKG/h), beziehungsweise mit physiologischer

Kochsalzlosung.
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6 Wochen 6 Wochen

6 Wochen Western diet Western diet 18 Wochen
alte Tiere  ------------meeeeem »  12Wochen alte Tiere  ------------coeommmes > alte Tiere

Implantation einer
osmotischen Minipumpe

= 5 Behandlung mit physiologischer ) <;‘
¢
— W Kochsalzldsung WT

P e[ Behandlung mit physiologischer c ;b
=% ApoE (-} Kochsalzldsung — ApoE ()
[—$ Behandlung mit Ang-(1-7)

—= ApOE (-/-) s APOE (-/+)

+ Ang-(1-7)

Abb. 2: Behandlungsschema der Mausgruppen. Gestrichelte Pfeile: Ernahrungszeitraum, fiir
alle 3 Mausgruppen gliltig; Durchgezogene Pfeile: Behandlungszeitraum, fiir die jeweilige

Mausgruppe gliltig.

3.2 Blutdruckmessung

Der systolische Blutdruck wurde mittels 7ail-cuff -Plethysmograph bestimmt. Hierfiir
wurden die 18 Wochen alten Maiuse, um Artefakte zu vermeiden, durch vier
aufeinander folgende Tage Ubung, an den die Blutduckmessungen gewdhnt.
AnschlieBend wurde an zwei folgenden Tagen zehn Blutdruckmessungen in stiindlichen

Abstinden durchgefiihrt.

3.3 Isolierte perfundierte Niere

Bei dem Versuch wurde ein System verwendet (s. Abb.3), in dem die isolierte
Mausniere in einer beheizbaren Glaskammer aufgehingt war und in konstanter
Flussgeschwindigkeit mit einer Krebs-Henseleit-Losung (s. Tabelle 2) perfundiert

wurde.
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Abb. 3: Versuchsaufbau der isolierten perfundierten Niere. Die schwarzen Pfeile zeigen die
Flussrichtung an; 1. Doppelwand-Glasbehalter als Reservoir mit Carbogen-gesattigter Krebs-
Henseleit-Losung; 2. Planetengetriebene Pumpe; 3. Filter; 4. Stechmembran; 5. Mausniere;

6. Doppelwand-Glasbehalter zur Aufhangung der Nieren; 7. Perfusor; 8. Druckaufnehmer und

Datenanalysesystem.

Hierbei wurde die Krebs-Henseleit-Losung in einer doppelwandigen Glaskammer auf
37°C erwéarmt und mit Carbogen (95% 02, 5% CO2) gesittigt. Eine planetengetriebene
Pumpe war dafiir zustindig, dass die Fliissigkeit von der Glaskammer {iber einen Filter
in das Schlauchsystem eingebracht wurde. Durch einen zwischengeschalteten
Druckaufnehmer war es moglich den zur Perfusion der Niere aufgebrachten Druck zu
registrieren. Diesem System konnte man zusétzlich Wirkstoffe der Krebs-Henseleit-
Losung beifiigen, indem man sie entweder in gewiinschter Konzentration in die
doppelwandige Glaskammer gab oder sie mit einem Perfusor (0,158 ml/min), iiber eine
zwischengeschaltete Stechmembran, hinzufiigte.

Der Perfusionsdruck wurde wihrend des folgenden Experimentes durch einen
Druckaufnehmer in ein elektronisches Signal iibersetzt und durch ein
Datenerfassungssystem am Computer aufgezeichnet. Das System wurde in

regelmifBigen Abstinden kalibriert.
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3.3.1 Isolierung der Nieren

Die 18 Wochen alten ApoE (-/-)- und WT-Méuse wurden mit Ketamin (100 mg/kg i.p.)
und Xylazin (5 mg/kg i.p.) andsthesiert. Mit einem Reflextest wurde die Narkosetiefe
iberpriift und bei ausreichender Anédsthesie mit der Isolierung der Nieren begonnen.

Die gesamte Operation erfolgte unter einem Mikroskop. Mit einer Préiparierschere
wurde ein medianer Hautschnitt durchgefiihrt, bei der die Haut mit einer kleinen
Pinzette bis zur Wirbelsdule abprapariert und die Bauchhohle in der Linea Alba erdftnet
wurde. Als nichstes wurde beidseitig nach lateral, auf mittlerer Hohe der medianen
Eroffnung, ein Entlastungsschnitt durchgefiihrt. Durch diesen Schnitt erhielt man eine
kreuzformige Eroffnung der Bauchhohle. Mit den Klammern wurden die vier Lappen,
die diese kreuzformige Eroffnung bilden, zuriickgezogen und fixiert. Dieses ermdglicht
den Bauchraum wéhrend der ganzen Operation erdffnet zu halten.

Als néchstes wurde, mit Hilfe eines Tupfers, der Darm des Tieres nach rechts cranial
verschoben und alle Strukturen im Bauchraum von Fettgewebe befreit, so dass die

Nieren, ihre Nierengefal3e, Ureteren, sowie Aorta und V. Cava gut sichtbar wurden.

Anschliefend wurde eine Schlinge aus Seidenfaden vorbereitet, die der spdteren Ligatur
diente. Sie wurde um die abdominale Aorta direkt cranial des Abgangs der A. renalis
dextra gelegt. Zur kurzfristigen Unterbrechung des Blutflusses wurde, zwischen Abgang
der A. renalis sinistra und der iliakalen Bifurkation, ein Mini-Gefédliclip auf die Aorta
gesetzt. Dadurch war es moglich, distal des Geféfclips, die Aorta mit einer Strabismus-
Federschere zu er6ffnen und mit einem Polyethylenschlauch zu kaniilieren. Dieser
Polyethylenschlauch wurde mit der vorbereiteten Ligatur in dieser Position abgedichtet
und fixiert.

Die Maus wurde direkt anschlieBend unter Eroffnung beider Jugularvenen und

Exartikulation im Occipitalgelenk mit Durchtrennung des Riickenmarkes euthanasiert.

Danach wurde, schnell aufeinander folgend, die Aorta cranial der A. renalis dextra mit
der vorbereiteten Schlinge unterbunden, die V. Cava zum Blutabfluss erdéffnet, der
Mini-Gefdlclip entfernt und die Nieren {iber den Polyethylenschlauch zur

Blutausschwemmung perfundiert.
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Bei der Perfusionslosung handelte es sich um, auf 37 °C erwédrmte, mit Carbogen
gesittigte,  Krebs-Henseleit-Losung.  Die  Perfusion  wurde  durch  eine
planetengetriebenen Pumpe, iiber einen 0.45 pm Filter, bei 7.25 ml/min/g Niere
konstant gehalten.

AnschlieBend wurde die Aorta jeweils gegeniiber dem Nierenarterienabgang inzidiert.
Beide Aa.renales wurden iiber diesen Schnitt mit einem Polyethylenschlauch kaniiliert
und im Lumen der Arterie, mit einer vorbereiteten Ligatur um die entsprechende A.
renalis, fixiert.

Danach wurden die von den Aa. renales abgehenden Gefile mit Ligaturen
verschlossen, um eine spétere Dichtigkeit der Aa. renales zu gewéhrleisten, und distal
der Ligaturen durchtrennt. Dann wurden die Vv. renales, die Aa. renales (proximal der
Kaniilierungen) und die Ureteren durchtrennt. Die Nierenkapseln wurden mit

anatomischen Pinzetten erdffnet und diese von der Niere abgetrennt.

Die Nieren konnten nun entnommen, in einer Authdngung positioniert, und mit dem
vorbereiteten Schlauchsystem verbunden werden. Dabei musste sichergestellt sein, dass
der Polyethylenschlauch gut in der A.renalis fixiert war. Der Zufluss der Krebs-
Henseleit-Losung wurde weiter iiber den Polyethylenschlauch sichergestellt. Die Niere

wurde anschliefend in eine beheizte Glaskammer (37°C) gehingt.

3.3.2 Allgemeiner Versuchsablauf

Der basale Perfusionsdruck der Niere durch die Carbogen gesittigte Krebs-Henseleit-
Losung wurde durch die planetengetriebene Pumpe (7.25 ml/min/g Niere) sichergestellt.
Dieser wurde am Beginn jedes Versuchs bestimmt (p basal). AnschlieBend wurde der
Druck, der durch eine zusitzliche Gabe von Krebs-Henseleit-Losung durch den
zwischengeschalteten  Perfusor (0,158 ml/min) erreicht wurde (nachfolgend
Perfusordruck genannt), ermittelt (p perfusor). Dann wurde die regelrechte Funktion der
praparierten Nieren durch eine Gabe von Kaliumchlorid (KCl) (0,001 M) durch den
Perfusor (0,158 ml/min) tiberpriift. Der, durch die Depolarisierung der GefaBmuskulatur
ausgeldste, Druckanstieg wurde solange verfolgt, bis er ein Maximum erreichte (p KCl).
Dann wurde die KCl-Zufuhr durch den Perfusor beendet und in einer 20-miniitigen

Auswasch- und Erholungsphase gewartet, bis der Druck auf wieder Ausgangsnivaeu
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abfiel. Der entsprechende Druckanstieg wurde errechnet, indem man vom maximalen
Druck unter KCI-Gabe (p KCl) den basalen Perfusordruck subtrahiert:
(Ap KCI =p KCI - p perfusor). Nieren die einen Druckanstieg unter KCI-Gabe (Ap KCI)

von mindestens 60 mmHg zeigten wurden in die Wertung genommen.

Nach Ablauf der Erholungsphase wurden bei den Versuchen ohne Zugabe von
Inhibitoren (s.5.2 und 5.3) nach 30 Minuten mit dem Schreiben der
Dosis-Wirkungskurve (DWK) begonnen. Bei den Inhibitionsversuchen, wurden im
Anschluss an die Erholungsphase die entsprechenden Inhibitoren dem Reservoir
hinzugefiigt und die Nieren 30 min mit ithnen perfundiert. Anschlieend wurde mit dem

Schreiben der DWK begonnen.

In den DWKs der isolierten perfundierten Niere wurden die Nieren mit AngII in
aufsteigenden Konzentrationen perfundiert:

Ang II (10 pM); Ang I1 (30 pM); AngII (100 pM); Ang II (300 pM); Ang II (1 nM);
Ang 1T (3 nM) ; Ang II (10 nM); Ang II (30 nM).

Ang I wurde zur Perfusion der Nieren in gewlinschter Konzentration iiber den
zwischengeschalteten Perfusor (0,158 ml/min) in das System gebracht und jeweils
vier Minuten lang perfundiert. Die nichste hohere Konzentration wurde jeweils direkt
im Anschluss gegeben, so dass die Dosis-Wirkungskurve aus acht, aufeinander

folgenden, vier-miniitigen, Ang II-Gaben bestand (s. Abb. 4).

SchlieBlich wurde Angll abgesetzt und Krebs-Henseleit-Losung durch den
zwischengeschalteten Perfusor (0,158 ml/min) gegeben. Es wird iberpriift ob sich
p perfusor nach dem Schreiben der DWK wiedereinstellte. War dies nicht der Fall
wurde die DWK nicht in die Wertung einbezogen.
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Abb. 4: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs. a) p basal; b) p perfusor; c) p KCI;
d1)-d8) p Ang I11-8 fir die Konzentrationen 1*10-11 M - 3*10-8 M; schwarze Pfeile: Krebs-
Henseleit-Gaben Uber Perfusor (0,158 mi/Min); griiner Pfeil: KCI-Gabe (1*10-3 M) Gber Perfusor
(0,158 ml/Min); rote Pfeile: Ang II-Gaben (1*10-11 M — 3*10-8 M) Uber den Perfusor

(0,158 ml/Min).

3.3.3 Auswertung der Druckkurven

Die renale Druckantwort wurde in jedem Versuch fiir alle acht Ang II-Konzentration
(p Ang I118) ermittelt. Die Druckantworten errechneten sich aus dem maximalen

Anstieg des Perfusionsdruckes iiber p perfusor.

3.4 Westernblot

3.4.1 Proteinisolierung aus dem Nierenkortex

Die Anésthesie der Tiere, sowie die ersten Schritte der Operation zur Isolierung der
Nieren, entsprachen dem Vorgehen bei den Versuchen der isolierten perfundierten
Niere (s. 2.2.1). Die Nieren wurden dabei zur Blutausschwemmung nicht mittels Krebs-
Henseleit-Losung sondern mit Phosphate Buffered Saline (PBS)-Losung perfundiert.
Die Nieren wurden wie oben beschrieben von ihrer Kapsel befreit und nahe des Hilus
von den Ureteren, Vv. und Aa. renales abgetrennt. Nun wurden die Nieren isoliert und
direkt danach, unter sterilen und eisgekiihlten Bedingungen, mit einem sterilen Skalpell
die Nierenpole abgetrennt. Diese wurden in vier gleich grof3e Stiicke geschnitten und in

SafeSeal Reagiergefdl gegeben. Zur Gewebezerkleinerung wurde jeweils ein
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Nierenstiick zusammen mit 150 ul PBS-Losung in einen 2 ml-Eppendorfbehélter
iiberfiihrt und mit dem TissueRuptor zerkleinert.

Bei der Lysierung wurde das zerkleinerte Gewebe mit einer Zentrifuge
(15,000 x g; 10min) abzentrifugiert. Der Eppendorfbehélter wurde von auflen mit Eis
gekiihlt und die Fliissigkeit iber dem Homogenisat abgesaugt. Danach wurde dem
Homogenisat Triton 1%-Lysispuffer (s. Tabelle 4) beigefiigt, und es wurde damit fiir
30 min inkubiert. SchlieBlich wurde die Suspension erneut abzentrifugiert und das Lysat

in einen frischen, eisgekiihlten Eppendorfbehilter tiberfiihrt.

3.4.2 Isolierung von praglomerularen Gefallen

Die ersten Schritte bei der Isolierung von priaglomeruldren Gefillen aus Mausenieren
entsprachen dem Vorgehen bei den Versuchen der isolierten perfundierten Niere.

Die Aorta wurde kaniiliert und der Kreislauf iiber 5 min mit eisgekiihlter PBS-Losung
perfundiert, bis die Nieren blass wurden. Darauf folgend wurde der Kreislauf mit 50 ml
Perfusionslosung (s. Tabelle 2) perfundiert. AnschlieBend wurde die Nierenkapsel
erdffnet und die Nieren dem Situs entnommen. Nun wurden mit einem Skalpell die
Nierenpole abgetrennt und das Nierenmark verworfen. Dazu wurden die Nieren lidngs in
zwei gleich grofle Hélften geschnitten, der Kortex vorsichtig von dem Nierenmark
getrennt und in eine gldserne Petrischale gegeben. AnschlieBend wurde er iiber 4 min
mit der Biigelklinge zerkleinert, bis eine breiige Masse entstanden war. Dann wurde
diese Masse in 20 ml PBS-Losung geldst und in ein 50 ml Gefd3 liberfiihrt. Der Inhalt
wurde anschlieBend dreimal mittels einer 20 ml-Spritze aufgezogen und durch eine
0,90 x 70 mm Kaniile gedriickt. Nun wurde gefiaBanteiliges Gewebe von Gewebe ohne
GefdBanteil getrennt, indem man einen starken Magneten an die Wand des
ProbengefdBles hielt. Somit konnte man die mit Eisenpartikeln geladenen
GefaBabschnitte zur Seite halten, wihrend man das restliche Gewebe abgieBen und
verwerfen konnte. Danach wurden die magnetisierten Teilchen erneut mit 20 ml PBS-
Losung suspendiert und siebenmal mittels einer neuen 20 ml-Spritze durch eine
0,60 x 25 mm Kaniile gedriickt. Mittels des Magneten wurden erneut die magnetisierten
Teilchen zuriickgehalten und der Uberstand abgekippt. AnschlieBend wurden die
Teilchen ein weiteres Mal mit PBS-Losung versetzt und danach mittels einer neuen

20ml-Spritze durch das vorbereitete Porensieb gespritzt. Das Netz wurde danach von
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unten mit einem Papiertuch getrocknet und die gewonnenen Teilchen wurden auf dem
Netz mit einem Skalpell abgekratzt. Die magnetisch isolierten praglomeruldren Gefiafe

wurden in Westernblot-Versuchen verwendet.

3.4.3 Allgemeiner Versuchsablauf

Es wurde zuerst das Trenngel (s.Tabelle5), dann das Sammelgel
(10% SDS) (s. Tabelle 6) nach Protokoll zwischen zwei Glasplatten gegossen und darin
mit einem Plastikkamm Taschen fiir die Probenfiillung freigehalten. Dann wurden die
Glasplatten mitsamt den Gelen in eine hierfiir vorgesehene Trennkammer eingespannt,
die mit Laufpuffer (s. Tabelle 7) gefiillt war.

Die Proben wurden mit Ldmmli Sample Buffer versetzt und darauf folgend wurden die
Taschen des Gels mit jeweils 15 pgProtein pro Probe und eine Tasche mit
10 pl Proteinmarker gefiillt. Danach wurde die Gelelektrophorese, mit einer
Sammelphase von 70 V iiber 30 min und einer Trennphase von 20 mA iiber 90 min,
durchgefiihrt.

Sobald die Gelelektrophorese beendet war, wurde das Sammelgel abgetrennt und das
Trenngel auf eine in Transferfpuffer (s. Tabelle 8) getrinkte Nitrocellulosemembran
gelegt. AnschlieBend wurde das Gel, samt der Nitrocellulosemembran, zwischen zwei
in Transferpuffer getrinkten Papieren auf den Blotter gelegt. Der Anschlieende
Blottvorgang bei 12V dauerte 50 min. Um unspezifische Bindungsstellen zu
blockieren, wurde die Membran nach dem Blotten bei 4 °C auf einem
Shaker (Frequenz 50/min), fiir zwolf Stunden in 5%, in Protein-Waschpuffer gelosten,
Bovinen Serum Albumin inkubiert. Als ndchster Schritt wurde iiber weitere zwolf
Stunden, bei 4 °C auf einem Shaker (Frequenz 50/min), die Membran mit dem
Primiren Antikorper inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran in Protein-
Waschpuffer (s. Tabelle 9) dreimal, fiir jeweils 5 min auf einem
Shaker (Frequenz 80/min), gewaschen um ungebundene Antikérper zu entfernen.
Danach wurde die Membran mit Antikérpern inkubiert die gegen die
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) oder Alpha-Actin gerichtet
waren. Dies geschah fiir 60 min auf einem Shaker (Frequenz 50/min) bei 20 °C. Nach
drei weiteren 5-miniitigen Waschvorgingen in Protein-Waschpuffer wird die Membran

mit Sekundér-Antikorpern, fiir 60 min auf einem Shaker (Frequenz 50/min) bei 20 °C,
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inkubiert. Nach drei weiteren S-miniitigen Waschvorgéngen in Protein-Waschpuffer
wurde die Membran im Dunkeln fir eine Minute mit der Chemillumineszenz
Meerrettich Peroxidase-Substrat fiir Westernblots inkubiert und anschlieBend mit der
Kamera abfotografiert. Die Fotos wurden bei 5-miniitiger Belichtungszeit bei maximal

geoffneter Blende (F 1,8) angefertigt.

3.4.4 Densitometrische Auswertung

Die densitometrische Auswertung erfolgte mit der AlphaEase-Software am PC, mit
deren Hilfe die optische Dichte der Banden bestimmt werden konnte. Dabei wurde die
jeweilige Bande mit einer GAPDH- oder Alpha-Aktin-Bande auf der gleichen Membran

ins Verhiltnis gesetzt.

3.5 Bestimmung von 8-Isoprostane im Mauseurin

Fiir die Bestimmung von 8-Isoprostane wurden die Mause in metabolische Kéfige
gesetzt, und wihrend 24 Stunden Urin gesammelt. Die 8-Isoprostane Konzentrationen
im Urin wurde mittels eines Enzyme-Immunoassay-Kits bestimmt und zum Urin-

Kreatinin ins Verhiltnis gesetzt.

3.6 Quantifizierung arteriosklerotischer Plaques in
Mausaorten

3.6.1 Praparation der Mausaorten

Nachdem die Versuchstiere beim Versuch der isolierten perfundierten Niere (s. 2.3.1)
durch Eroffnung beider Jugularvenen und Exartikulation im Occipitalgelenk mit
Durchtrennung des Riickenmarkes euthanasiert wurden, konnte unter dem Mikroskop
die Aorta aus dem Maussitus entnommen werden. Hierzu wurde die Aorta proximal, am
Herz, und distal, am Zwerchfell, mit einer Federschere durchtrennt. AnschlieBend
wurde die Aorta mittels Federschere und Pinzette vorsichtig von prévertebral liegenden

Strukturen abpripariert und in eine Petrischale mit PBS-Losung gegeben. AnschlieBend
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wurde unter dem Mikroskop vorsichtig, mittels spitzen Pinzetten, die Adventitia von der

Media abgetrennt und mit einer Federschere ldngs erdffnet.

3.6.2 Farbung der Mausaorten

Oil Red O ist ein fettloslicher Diazofarbstoff, der zum Anfirben von Lipiden und
Triglyceriden in Geweben und Zellen geeignet ist. Die arteriosklerotischen Plaques der
Mausaorta wurden angefarbt, indem die praparierte Mausaorta bei Raumtemperatur fiir
Smin in 78 % Methanol &dquilibriert wurde. Danach wurde sie in die
Oil-Red-O-Farbelosung gegeben, und fiir 90 min bei Raumtemperatur inkubiert.
SchlieBlich wurde sie fiir 15 min in frisches 78 % Methanol gegeben.

3.6.3 Fotografie und Auswertung der gefarbten Mausaorten

Die gefarbte Aorta wurde auf einem Objekttrager, der leicht mit PBS-Losung benetzt
war, durch Adhésionskrifte in ldngs erdffneter Position positioniert, wobei das Endothel
nach oben zeigte. AnschlieBend wurde ein Deckglas auf die Aorta platziert und darauf
geachtet, dass sich keine Luftblasen zwischen Aorta und Deckglas befinden. Danach
wurde der Objekttrager mit Aorta auf einem Auflicht-Mikroskop platziert und mit einer
am trinokularem Aufsatz befestigten Mikroskopkamera fotografiert. Hierbei wurde
darauf geachtet, dass bei 10-facher Vergroferung die Beleuchtung und die
Belichtungszeit konstant gehalten werden.

Die Fotos der gefirbten Aorten wurden mit einem Computerprogramm ausgewertet,
indem die rotgefarbten Flidchen der Aorta erkannt und als Anteil der Fldche der

Gesamtaorta angegeben wurden.
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4 Material

4.1 Behandlung der Versuchstiere

Western diet (Sniff, Soest, BRD)

Osmotische Minipumpe: Model 1004 (Alzet, Cupertino, USA)

Ang—(1-7) (Bachem, Bubendorf, Schweiz)

Blutdruckmessgerit: BP-98A (Softron, Tokyo, Japan)

Kifige: Typ III Makrolon-Polycarbonat (Bioscape, Castrop-Rauxel, BRD)

4.2 Isolierte perfundierte Niere
4.2.1 Gerate und Hilfsmittel

Doppelwand-Glasbehélter (Harvard Apparatus, Holliston, USA)

Wirmebad mit Pumpe: Umwiélzthermostat DC10-P5/U (Roth, Karlsruhe, BRD)
Planetengetriebene Pumpe: Minipuls 2 (Gilson, Middleton, USA)

Pumpenschlauch (Gilson, Middleton, USA)

Filter: 0.45 um, Filtropur S 0.2 (Sarstedt, Niimbrecht, BRD)

Perfusor: Harvard Pump 11Plus Dual Syringe (Harvard Apparatus, Holliston, USA)
Stechmembran (Gilson, Middleton, USA)

Druckaufnehmer: APT 300 (Harvard Apparatus, Holliston, USA)

Datenerfassungs- und -analysesystem: Powerlab (ADInstruments, Sydney, Australien)
Mikroskop: Olympus CO11 (Olympus, Tokio, Japan)

Seidenfaden: Seraflex ®,1 EP (Serag Wiessner, Naila, BRD)

Mini-GeféaB3clip: nach Biemer 9 mm (KLS Martin, Tuttlingen, BRD)
Strabismus-Federschere: gerade, 11.5 cm (KLS Martin, Tuttlingen, BRD)
Priparierschere (KLS Martin, Tuttlingen, BRD)

Kleine Pinzette (Aesculab AG, Tuttlingen, BRD)

Anatomischen Pinzetten: fein, gebogen, 10.5 cm (KLS Martin, Tuttlingen, BRD)
Pinzetten: fein, gebogen, 10,5 cm (KLS Martin, Tuttlingen, BRD)
Mosquitoklemme: gebogen, 12,5cm, (KLS Martin, Tuttlingen, BRD)
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Polyethylenschlauch: ID 0.40 mm, AD 0.80 mm (Portex, Kent, UK)
Polyethylenschlauch: ID 0.28 mm, AD 0.61 mm (Portex, Kent, UK)

4.2.2 Reagenzien und LOosungen

Krebs-Henseleit-Losung: Die Losung hatte einen pH zwischen 7.38 und 7.41.

NaCl Merck, Darmstadt, BRD 6,895 g/l
KCI Merck, Darmstadt, BRD 0,35 g/
MgSo4 Merck, Darmstadt, BRD 0,11 g/
NaHCO3 Merck, Darmstadt, BRD 2,10 g/l
KH2PO4 Merck, Darmstadt, BRD 0,14 g/1
Glucose Merck, Darmstadt, BRD 1,9997 g/1
CaCl2 Merck, Darmstadt, BRD 0,37 g/l
EDTA Merck, Darmstadt, BRD 0,0249 g/l
Ascorbinsdure Riedel-de-Haen, Selze, BRD 0,012 g/l

Tabelle 1: Krebs-Henseleit-L6sung.

Angiotensin II (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
PD 98059 (Merck, Darmstadt, BRD)
SB 203580 (Merck, Darmstadt, BRD)

4.2.3 lIsolierung von praglomerularen Gefalien

PBS-Losung (Biochrom, Berlin, BRD)

Biigelklinge (Roth, Karlsruhe, BRD)

Skalpellklinge (Roth, Karlsruhe, BRD)

Chirurgische Pinzette (KLS Martin, Tuttlingen, BRD)
Glas-Petrischale (Roth, Karlsruhe, BRD)

Spritzen 20 ml (Braun, Melsungen, BRD)

Kantile 0,90 x 70 mm (Braun, Melsungen, BRD)
Kaniile 0,60 x 25 mm (Braun, Melsungen, BRD)

Netz mit 100 pm PorengroBe (Merck, Darmstadt, BRD)
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Dewargefal3 (Roth, Karlsruhe, BRD)
Eppendorf Safe-Lock Gefdll (Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, BRD)
Tri-Reagent (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

PBS-Losung Biochrom, Berlin, BRD 50 ml
Eisen(ILIII)-oxid Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 0,5¢g
BSA Albumin Fraktion V Roth, Karlsruhe, BRD 0,5¢g

Tabelle 2: Perfusionslésung

4.3 Westernblot
4.3.1 Antikorper

Bei den Versuchen wurden verschiedene

Konzentrationen verwendet (s. Tabelle 1):

Antikorper

in unterschiedlichen

p38 MAP Kinase Antibody Rabbit Cell Signalling 1:750
Technology ®

Phospho-p38 MAPK (Thr10/Tyr182) Rabbit Cell Signalling 1:1300

Antibody Technology ®

GAPDH (FL-335) IgG Rabbit Santa Cruz 1:200
Biotechnology ®

Anti-phospho-MLC(20)-Ab Rabbit | Acris Antibodys GmbH 1:500

Anti-p47-phox-Ab Rabbit Santa Cruz 1:500
Biotechnology ®

ECL Anti-rabbit IgG, HRP-Linked Donkey | GE Healthcare® 1:15000

F(ab")2 bei p38

ECL Anti-rabbit IgG, HRP-Linked Donkey | GE Healthcare® 1:12000

F(ab")2 bei p-p38

Tabelle 3: Im Westernblot verwendete Antikorper.
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4.3.2 Gele und Puffer

IM Tris pH 7,5 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 1 ml

3M KCl Merck, Darmstadt, BRD 2,5ml

0,5M EDTA Merck, Darmstadt, BRD 0,1 ml
Destilliertes H20 - 71,4 ml

1% Triton X-100 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 5ml

ImM Na3VO4 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 500 pl
Complete mini® Roche, Basel, Schweiz 1 Tablette
Tabelle 4: Triton 1% Lysispuffer.

Rotiphorese® Gel 30 Roth, Karlsruhe, BRD 3ml
Destilliertes H20 - 2,535 ml
Tris HC1 2M Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 0,81 ml

Tris Base 2M Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 2,265 ml
Sodium dodecyl sulfate 20% | Biomol, Hamburg, BRD 0,09 ml
Ammoniumpersulfate 10% Biomol, Hamburg, BRD 0,09 ml
Temed Roth, Karlsruhe, BRD 0,015 ml
Tabelle 5: Trenngel

Rotiphorese® Gel 30 Roth, Karlsruhe, BRD 0,535 ml
Destilliertes H20 - 2,35045 ml
Tris HC1 2M Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 0,40293 ml
Tris Base 2M Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 0,01332 ml
Sodium dodecyl sulfate 20% Biomol, Hamburg, BRD 0,0333 ml
Ammoniumpersulfate 10% Biomol, Hamburg, BRD 0,040 ml
Temed Roth, Karlsruhe, BRD 0,005 ml

Tabelle 6: Sammelgel.
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Tris Base (Trizma ® base) Sigma-Aldrich, St. Louis, | 29g
USA

Glycin AppliChem,  Darmstadt, | 144g
BRD

Sodium dodecyl sulfate Biomol, Hamburg, BRD 10g

Destilliertes H20

Auf 1 Liter aufgieBen

Tabelle 7: Laufpuffer.

Tris Base (Trizma ® base) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 6g

Glycin AppliChem, Darmstadt, BRD 288 ¢g

Methanol Roth, Karlsruhe, BRD 400 ml

Destilliertes H20 - Auf 2 Liter
aufgieBen

Tabelle 8: Transferpuffer.

Tris Base | M Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 170 ml

Natriumchlorid 5SM AppliChem, Darmstadt, BRD 340 ml

Tween® 20 Roth, Karlsruhe, BRD 17 ml

Tabelle 9: Protein-Waschpuffer

4.3.3 Gerate

Allprotect Tissue Reagent (Qiagen, Hilden, BRD)
TissueRuptor (Qiagen, Hilden, BRD)
SafeSeal Reagiergefdll 2 ml (Sarstedt, Niimbrecht, BRD)

Glasplatten, Kamm, Schaumstoff, Plastikklemmen, Plastikgestell, Lautkammer: Mini-
Protean® Tetra System (BIORAD, Hercules, USA)
Powersuply: PowerPac Universal (BIORAD, Hercules, USA)
Zentrifuge: Centrifuge 5417R (Eppendorf, Hamburg, BRD)
Blotter: Trans-Blot ®, SD (BIORAD, Hercules, USA)
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Shaker: HS 260 (IKA, Staufen im Breisgau, BRD)

Kamera: FluorChem® Western Blot Imaging (Cell Biosciences, Santa Clara, USA)
Software: AlphaEase® FC Software (Alpha Innotech Cooperation, San Leandro, USA)
Thermostat: Bio TDB-100 (Biosan, Riga, Lettland)

4.3.4 Reagenzien

Probenpuffer: Laemmli 2x Konzentrat (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
PBS-Losung (Biochrom, Berlin, BRD)

Nitrocellulosemembran: 0,45um PorengréBe (Protran®, Whatman, Dassel, BRD)
Bovines Serum Albumin 5%, Proteasefrei, pH 7,0 (Prolabo®, Radnor, USA)
Proteinmarker: Broad Range (New England BioLabs, Ipswich, USA)
Chemillumineszenz: Lumi-Light Western Blotting Substrate (Roche, Basel, Schweiz)

4.4 |Isoprostan-8-Enzymimmunoassay

Die 8-Isoprostane Konzentrationen im Urin wurden mittels eines Enzyme-

Immunoassay- Kits (Cayman Chemical Company) bestimmt.

4.5 Quantifizierung arteriosklerotischer Plaques in
Mausaorta

Oil-Red-O (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Oil-Red-O-Stammlosung: 0,4g Oil-Red-O in 80 ml MeOH techn.
Oil-Red-O-Férbelosung: 10 ml 1M NaOH und 35 ml Oil-Red-O-Stammldsung
Auflicht-Mikroskop Advance ICD (Bresser, Rhede, BRD)

Mikroskopkamera MikroCam 5.0 (Bresser, Rhede, BRD)

Software: ImageJ
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5 Ergebnisse

5.1 Einfluss von Ang-(1-7) auf den systolischen Blutdruck

Um einen moglichen FEinfluss der chronischen Ang-(1-7)-Behandlung auf den
Blutdruck zu untersuchen, wurden die systolischen Blutdriicke der drei Mausgruppen
erfasst und verglichen. Die erhobenen Werte wurden fiir jedes Tier gemittelt. In der
systolischen Blutdruckmessung zeigten sich zwischen WT- und ApoE (-/-)-Miusen,
sowie zwischen ApoE (-/-)-Médusen mit und ohne Ang-(1-7)-Behandlung, keine
signifikanten Unterschiede (s. Abb. 5).

150

100

Systolischer Blutdruck in mmHg
(4]
(=]

o

Abb. 5: Systolischer Blutdruck: Es besteht kein signifikanter Unterschied zwischen den
systolischen Blutdriicken der 3 Mausgruppen. Mittelwerte fir WT-Mause, ApoE (-/-)-Mause
und mit Ang-(1-7) behandelte ApoE (-/-)-Mause. WT (n=5); ApoE (-/-) (n=5); ApoE (-/-) +
Ang-(1-7) (n=6). Jeder Balken reprasentiert den Mittelwert + SD. n.s.= kein signifikanter
Unterschied (ungepaarter t-Test nach Student, P<0,05)

WT n=5 vs. ApoE n=5 vs. ApoE (-/-) + Ang-(1-7) n=6 (Mittelwert in mmHg +
Standardabweichung): 110,8+3,75 vs. 109,3+3,88 vs. 107+3.
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5.2 Erhohte renale Druckantwort auf Ang Il in ApoE (-/-)-
Mausen.

Im Versuch der isolierten perfundierten Niere galt es zu untersuchen, ob sich die
Ang II-induzierte renale Druckantwort von WT und ApoE (-/-)-Méusen unterscheidet.
Die Ang II-induzierte Druckantwort war in ApoE (-/-)-Mausen, im Vergleich zu WT-
Maiusen signifikant erhdht (s. Abb. 6), daraus lésst sich schlieBen, dass bei ApoE (-/-)-
Maiusen unter Ang II- Gabe die vaskuldre Reaktivitit in Widerstandsgefdfen gesteigert

ist.
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Abb. 6: Ang lI-Dosis-Wirkungs-Kurven fiir WT- und ApoE (-/-)-Mause: In ApoE (-/-)-
Mausen ist die Ang ll-induzierte renale Druckantwort signifikant gesteigert. WT (n=19);
ApoE (-/-) (n=14). Ang Il wurde alle 4 min in aufsteigender Konzentration der Perfusionslésung

hinzugefligt und jeweils die maximale Druckantwort gemessen. Jeder Punkt reprasentiert den
Mittelwert + SEM. * zeigt einen signifikanten Unterschied (One-way ANOVA fiir wiederholte

Messungen, gefolgt von ungepaarten t-Test nach Student, P<0,05; [erfolgte in gemeinsamer
Analyse mit ApoE (-/-) +Ang-(1-7), s. 5.3]).

WT n=19 vs. ApoE (-/-) n=14 (Mittelwert in mmHg = SEM): I1x10-11 M (2,3+0,96 vs.
2,6£0,94); 3x10-11 M (11£2,75 vs. 11,4+4,79); Ix10-10 M (26,13+4,61 vs. 18,2+3,8);
3x10-10 M (49,7+6,49 vs. 52,45+5,74); 1x10-9 M (73,64%6,02 vs. 83,6+7,17);
3x10-9 M (946,09 vs. 111,16%5,57); Ix10-8 M (110+6,43 vs. 132,2+5,24); 3x10-8 M
(93,6+7,51 vs. 115,7+7,83)
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5.3 Chronische Angiotensin-(1-7)-Behandlung reduziert die
renale Druckantwort in ApoE (-/-)-Mausen

Aktuelle Studien beschreiben Ang-(1-7) als endogenen Gegenspieler zu Ang II. Aus
diesem Grund stellte sich die Frage, ob Ang-(1-7) in der Lage ist, die erhhte Ang II-
induzierte Druckantwort bei ApoE (-/-)-Mdusen zu normalisieren. Um dies zu testen
wurde im Versuch der isolierten perfundierten Niere die Ang II-Dosis-Wirkungskurven
von chronisch Angiotensin-(1-7)-behandelten mit unbehandelten ApoE (-/-)-Mé&usen
verglichen. Eine chronische Behandlung von ApoE (-/-)-Médusen mit Ang-(1-7)
(82ug/kgKG/h) fithrt zu einer signifikant abgeschwichten Ang Il-induzieren renalen
Druckantwort im Vergleich zu unbehandelten ApoE (-/-)-Mausen (s. Abb 7).
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Abb. 7: Ang lI-Dosis-Wirkung-Kurve fiir mit Ang-(1-7) behandelte ApoE (-/-)-Mause: Eine
chronische Ang-(1-7)-Behandlung normalisiert die renale Druckantwort auf Ang Il in
ApoE (-/-)-Mausen. WT (n=19); ApoE (-/-) (n=14); ApoE (-/-) + Ang-(1-7)

[82ug/kgKG/h] (n=5). Ang Il wurde alle 4 min in aufsteigender Konzentration der
Perfusionsldsung hinzugefigt und jeweils die maximale Druckantwort gemessen. Jeder Punkt
reprasentiert den Mittelwert + SEM. * zeigt einen signifikanten Unterschied zwischen ApoE (-/-)

und ApoE (-/-) +Ang-(1-7) (One-way ANOVA fir wiederholte Messungen, gefolgt von
ungepaarten t-Test nach Student, P<0,05)

ApoE (-/-) + Ang-(1-7) n=5 vs. ApoE (-/-) n=14 (Mittelwert in mmHg = SEM):
Ix10-11 M (4,1£9,47 vs. 2,6+0,94); 3x10-11 M (5,1£13,7 vs. 11,4+4,79); Ix10-10 M
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(8,3+17,32 vs. 18,2,4+3,8); 3x10-10 M (17,9+15,89 vs. 52,45+5,74); 1x10-9 M +
(45,2+15,48 vs. 83,6+7,17); 3x10-9 M (78,2£21,67 vs. 111,16%5,57); 1x10-8 M +
(92,88+23,07 vs. 132,2+5,24); 3x10-8 M (99+28,28 vs. 115,7+7,83)

5.4 MLC(20)-Phosphorylierung in praglomerularen
Gefallen

Eine Erhohung des zytosolischen Ca™"-Levels bewirkt zusammen mit Calmodulin eine
Aktivierung der MLC-Kinase, welche die MLC(20) phosphoryliert. Die phosphorylierte
MLC(20) steigert die ATPase-Aktivitdt des Myosins und ist daher ein geeigneter
Marker fiir die gesteigerte vaskuldre Reaktivitit.

Der folgende Versuch dient der Untersuchung, ob die gesteigerte renale Druckantwort
in ApoE (-/-)-Méusen mit einem erhohten Phosphorylierungsgrad der 20 kDa regulatory
myosin light chain [MLC(20)] einhergeht und ob dieser durch eine chronische
Behandlung mit Ang-(1-7) reduziert werden kann.

In der Tat konnte in priaglomeruléren Gefdllen von ApoE (-/-)-Miusen, im Vergleich zu
WT-Mdéusen, eine signifikant starkere MLC(20)-Phosphorylierung im Vergleich zu WT
Maiusen gemessen werden. Diese konnen durch eine Behandlung mit Ang-(1-7)
signifikant gesenkt werden (s.Abb 8 und 9). Dieses Ergebnis steht somit im Einklang
mit den vorhergehenden Ergebnissen aus der isolierten perfundierten Niere (s. Abb 7),
bei denen die vaskulédre Reaktivitét bei ApoE (-/-)-Maiusen gesteigert ist und durch eine

chronische Ang-(1-7)-Behandlung normalisiert werden kann.

ApoE (-/-)
ApoE (-/-) +
Ang-(1-7)

WT

|
|

Phospho-MLC(20)

alpha-Actin

Abb. 8: Westernblot aus praglomerularen GefaRen von phospho-MLC(20). Reprasentative
Westernblotbanden fir phospho-MLC(20) bezogen auf alpha-Actin als ,Housekeeper*.
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Abb. 9: Westernblot: MLC(20)-Phosphorylierung in praglomeruldaren GefédRen: Eine
chronische Ang-(1-7)-Behandlung reduziert die erh6hte MLC(20)-Phosphorylierung in
praglomeruldren GefiaBen von ApoE (-/-)-Mausen. WT (n=8); ApoE (-/-) (n=7); ApoE (-/-) +
Ang-(1-7) (n=7). Die Banden wurden densitometrisch ausgewertet und mit einem internen
Standard (Alpha-Aktin) verglichen. Jeder Balken reprasentiert den Mittelwert £ SD. (ungepaarter

t-Test nach Student, *** zeigt einen signifikanten Unterschied p<0,001.

WT n=8 vs. ApoE n=7 vs. ApoE (-/-) + Ang-(1-7) n=7 (Mittelwert im Verhdltnis zu
Alpha-Aktin + SD): 0,77+0,15 vs. 1,37+0,26 vs. 0,47+0,23.

5.5 Ang-(1-7) reduziert ROS Produktion durch einen
p47phox-abhangigen Mechanismus

Hypercholesterindmie steigert die Produktion von ROS in ApoE (-/-)-Méusen, eine
erhdhte Menge an ROS in Gefédllen flihrt zu Arteriosklerose, endothelialer Dysfunktion
und GefidBverletzung. Um zu kldren, ob Ang-(1-7) die ROS-Produktion beeinflusst,
wurde im folgenden Versuch die Isprostane-8-Exkretion im Urin der drei Mausgruppen
gemessen.

Isoprostane sind eine Familie von Eicosanoiden nicht-enzymatischer Herkunft. Sie

entstechen infolge zufdlliger Oxidierung von Gewebephospholipiden durch
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Sauerstoffradikale. Isoprostane sind im Mauseurin messbar und spiegeln den oxidativen

Stress in der Niere sehr gut wider.

In Ang-(1-7)-behandelten ApoE (-/-)-M4iusen ist die Isoprostane-8-Exkretion sowohl im
Vergleich zu unbehandelten ApoE (-/-)-Maiusen, als auch zu WT-Maéusen signifikant
erniedrigt (s. Abb 10). Dieses Ergebnis zeigt, dass die Behandlung mit Ang-(1-7) die
Produktion von ROS in ApoE (-/-)-Miusen reduziert. Erstaunlicherweise zeigte sich
zwischen ApoE (-/-)- und WT-Maiusen kein signifikanter Unterschied. Die Ursache fiir

diese Beobachtung ist bisher nicht erklarbar.

Isoprostane-Creatinine-Ratioin pg/mg

4500

3500

2500

1500

|
-

AopE-/- AopE-/- + Ang 1-7

500 -

-500

Abb. 10: Enzymimmunoassay - Isoprostane-8-Exkretion im Mauseurin: Eine chronische
Ang (1-7)-Behandlung fiihrt zu einer signifikant reduzierten Isoprostane-8-Exkretion bei
ApoE (-/-)-Mausen. WT (n=10); ApoE (-/-) (n=10); ApoE (-/-) + Ang-(1-7) (n=9). Isoprostan-
Creatinin-Verhaltnis im Mauseurin. Jeder Balken reprasentiert den Mittelwert £ SD. * zeigt einen
signifikanten Unterschied (Kruskal-Wallis-Test gefolgt von Mann-Whitney-U-Test, P<0,05).

WT n=10 vs. ApoE n=10 vs. ApoE (-/-) + Ang-(1-7) n=9 (Mittelwert Isoprostan-
Creatinin-Ratio im Mduseurin in pg/mg + Standardabweichung): 3147,8+1382 vs.
3258,5+1431,3 vs. 1786,4+583,8.

Die NAD(P)H-Oxidase ist ein wichtiger Syntheseort fiir intrazelluldr produzierte ROS,

welche in der Lage sind vasoaktives NO abzubauen und somit die NO-Bioverfiigbarkeit
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herabzusetzen. Die p47-Phox ist eine wichtige Untereinheit der NAD(P)H-Oxidase und
nimmt bei der Produktion von ROS eine Schliisselrolle ein.

Im Westernblot aus dem Nierenkortex von ApoE (-/-)-M4iusen (s. Abb 11) konnte im
Vergleich zu WT-Maiusen eine signifikant erhohte p47-Phox-Expression gemessen
werden. Diese erhohte p47-Phox Expression lief3 sich durch die Behandlung von

ApoE (-/-) mit Ang-(1-7) signifikant senken (s. Abb 12). Aus diesen Versuchen ldsst
sich schlussfolgern, dass die chronische Ang-(1-7)-Behandlung die Synthese von p47-
Phox in der Niere signifikant reduziert, was schlieBlich zu einer signifikant

verminderten ROS-Produktion durch die NAD(P)H-Oxidase fiihrt.

WT ApoE (--) ApoE (-/-) + Ang-(1-7)
p47-Phox ” _— a-
GAPDH —— — ——

Abb. 11: Westernblot von p47-Phox im renalen Kortex. Reprasentative Westernblotbanden

fur p47-Phox bezogen auf GAPDH als ,Housekeeper*.

p47-phox expression in renal cortex
2.5
2
* * %
I ™
1.5
1
0.5
0
WT ApoE-/- ApoE-/- + Ang-1-7

Abb. 12: Westernblot: Expression von p47-Phox im renalen Kortex: Eine chronische
Ang-(1-7)-Behandlung reduziert die gesteigerte p47-phox-Expression in ApoE (-/-)-
Mausen. WT (n=4); ApoE (-/-) (n=4); ApoE (-/-) + Ang-(1-7) (n=4). Die Banden wurden
densitometrisch ausgewertet und mit einem internen Standard (GAPDH) verglichen. Jeder
Balken reprasentiert den Mittelwert + SD. * und ** zeigen signifikante Unterschiede
(ungepaarter t-Test nach Student, P<0,05 bzw. P<0,01).
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WT n=4 vs. ApoE n=4 vs. ApoE (-/-) + Ang-(1-7) n=4 (Mittelwert der p47-Phox-
GAPDH-Ratio im Verhdltnis zu WT + Standardabweichung): 10,29 vs. 1,52+0,61 vs.
0,85+0,19.

5.6 Chronische Ang-(1-7)-Behandlung normalisiert die
vaskulare Reaktivitat durch eine Reduktion der p38-
Aktivierung

Die p38-MAPK ist bei Hypercholesterindimie vermehrt aktiviert und es ist bekannt,
dass ROS in der Lage sind diese zu aktivieren. Uber eine Rolle von p38 bei der
Regulation des GefaBtonus ist jedoch bisher noch wenig bekannt. SB 203580 ist ein
spezifischer Inhibitor der p38-MAPK. Es hemmt die Homologe p38a, p38p und p38p2
kompetetiv an der Adenosintriphosphat-Bindungsstelle. Im vorausgegangenen Versuch
(s. 5.5) konnte gezeigt werden, dass p47-Phox, eine Untereinheit der NAD(P)H-
Oxidase, im renalen Kortex von ApoE (-/-)-Méusen verstirkt exprimiert wird. Da ROS
die p38-MAPK aktivieren, war es interessant zu untersuchen, ob in ApoE (-/-)-Méusen
die p38-MAPK bei der gesteigerten renalen vaskuldren Reaktivitit auf Ang II eine
Rolle spielt.

Als erstes wurde der Einfluss einer p38-MAPK-Inhibition (SB203580 5uM) auf die
renale Druckantwort in der isoliert perfundierten Niere von WT Méiusen untersucht:
Eine akute p38-Inhibition zeigte keinen Effekt auf die Ang II-induzierte Druckantwort
in der isoliert perfundierten Niere von WT Méusen (s. Abb. 13).
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Abb. 13: Ang lI-DWK bei WT-Mausen mit Inhibition der p38: In WT-Mausen fiihrt eine
akute p38-Inhibition zu keiner signifikanten Anderung der Ang ll-induzierten renalen
Druckantwort. WT (n=19); WT + SB 203580 (n=10). Ang Il wurde alle 4 min in aufsteigender
Konzentration der Perfusionslésung hinzugefiigt und jeweils die maximale Druckantwort
gemessen. Jeder Punkt reprasentiert den Mittelwert £+ SEM. n.s. = kein signifikanter
Unterschied (One-way ANOVA fiir wiederholte Messungen, gefolgt von ungepaarten t-Test

nach Student; [erfolgt in gemeinsamer Analyse mit den in Abb.14 dargestellten Daten]).

WTvs. WT + SB203580 SuM: 1x10-11 M (2,3+0,96 vs. 0,3£0,81); 3x10-11 M (11%2,75
vs. -0,3+1,11); Ix10-10 M (26,13+4,61 vs. 11%4,18); 3x10-10 M (49,7+6,49 vs.
48,6+8,4); 1x10-9 M (73,64+6,02 vs. 83,5+11,76); 3x10-9 M (101,8+13,88 vs.
111,16%5,57); 1x10-8 M (110+6,43 vs. 114,3+13,82); 3x10-8 M (93,6751 vs.
106,9+11,95).

Im Gegensatz dazu reduzierte die akute Gabe von SB 203580 in ApoE (-/-)-Méiusen die
Ang II-induzierte Druckantwort signifikant (s. Abb 14). Aus diesen Versuchen 14t sich
schlussfolgern, dass in renalen Widerstandsgefd3en von ApoE (-/-)-Méusen, die p38-

MAPK eine wichtige Rolle bei der Vasokonstriktion unter Ang II -Gabe spielt.
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Abb. 14: Ang II-DWK bei WT-Mausen mit Inhibition der p38: Die akute p38-Inhibition fuhrt
in ApoE (-/-)-Mausen zu einer signifikant reduzierten Ang ll-induzierten renalen
Druckantwort. ApoE (-/-) (n=12); ApoE (-/-) + SB203580 (n=8). Ang Il wurde alle 4 min in
aufsteigender Konzentration der Perfusionslésung hinzugefugt und jeweils die maximale
Druckantwort gemessen. Jeder Punkt reprasentiert den Mittelwert £ SEM. . ** und *** zeigen
signifikante Unterschiede (One-way ANOVA fir wiederholte Messungen, gefolgt von
ungepaarten t-Test nach Student, P<0,01 bzw. P<0,001; [erfolgt in gemeinsamer Analyse mit
den in Abb.13 dargestellten Daten]).

ApoE (-/-) + SB203580 S5uM vs. ApoE (-/-) (Mittelwert in mmHg + SEM): 1x10-11 M
(0,8+0,74 vs. 2,6+0,94); 3x10-11 M (0,3+£1,52 vs. 11,4%4,79); Ix10-10 M (9,8+1,64 vs.
18,2,4+3,8); 3x10-10 M (25+2,41 vs. 52,45+5,74); Ix10-9 M (43,6+5,68 vs.
83,6+7,17); 3x10-9 M (597,93 vs. 111,16+5,57); Ix10-8 M (75,6+14,86 vs.
132,2+5,24); 3x10-8 M (67,3+11,22 vs. 115,7+7,83).

5.7 p38-Phosphorylierung im renalen Kortex

Im folgenden Versuch sollte iiberpriift werden, ob sich die in ApoE (-/-)-Méusen
gezeigten Auswirkungen auf die Vasokonstriktion (s.5.6) in den renalen
Widerstandsgefdlen zusitzlich in einem verdnderten Verhiltnis aus phosphoryliertem
zu unphosphoryliertem p38 im renalen Kortex widerspiegeln. ROS und verschiedene
Proteinkaskaden konnen zu einer Phosphorylierung von p38 fiihren, dabei entspricht

eine Phosphorylierung an Threoninl80 und an Thryrosinl82 einem hoheren
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Aktivitdtsgrad der Kinase. Im Einklang mit den Inhibitionsversuchen mit SB 203580 im
Versuch der isolierten perfundierten Niere, zeigt sich im Westernblot (s. Abb. 15) ein
signifikant erhéhter Phosphorylierungsgrad von p38 in ApoE (-/-)-Médusen im Vergleich
zu WT-Miusen. Dieser ldsst sich durch die chronische Behandlung mit Ang-(1-7)
signifikant senken (s. Abb. 16). Eine chronische Behandlung mit Ang-(1-7) reduziert
demnach den Aktivitdtsgrad der p38-MAP-Kinase.

ApoE |-/-} ApoE {-/-) + Ang4{1-T}

WT
p3s — — . m — ——
GAPDH — e — —
phespho-p33 — -

GAPDH —— — — —— — S—

Abb. 15: Westernblot renaler Kortex. Reprasentative Westernblotbanden fiir p38 und

phospho-p38 Giber GAPDH als ,Housekeeper®.
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Abb. 16: Auswertung Westernblot renaler Kortex: Ein gesteigerter
Phosphorylierungsgrad bei ApoE (-/-)-Mausen lasst sich durch eine chronische
Ang-(1-7)-Behandlung signifikant senken. WT (n=4); ApoE (-/-) (n=4); ApoE (-/-) + Ang-(1-7)
(n=4). Ratio aus p38 und p-p38, densitometrisch ermittelt. Angegeben als Vielfaches von WT.
Jeder Balken reprasentiert den Mittelwert £ SD. (ungepaarter t-Test nach Student, * zeigt einen

signifikanten Unterschied P<0,05).

WT n=4 vs. ApoE n=4 vs. ApoE (-/-) + Ang-(1-7) n=4 (phospho-p-38 im Verhdltnis zu
p38, als vielfaches von WT + Standardabweichung): 1£0,08 vs. 2,83+0,48 vs.
1,29+0,19.
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5.8 p38-phosphorylierung in praglomerularen GefaRen

Um zu untersuchen, ob die Unterschiede in der p38-Phosphorylierung zwischen den
Mausgruppen nicht nur im Nierenkortex (s.5.7), sondern explizit auch in den
praglomerulidren GefdBlen zu finden sind, wurden diese Gefélle isoliert. AnschlieBend
wurde im Westernblot (s. Abb. 17) die phospho-p38-MAP-Kinase densitometrisch

quantifiziert.

Konkordant zu den Ergebnissen im Nierenkortex, zeigt dieser Versuch, dass im
Vergleich zu WT-Madusen, in priaglomeruliren Gefilen von ApoE (-/-)-Méusen
phospho-p38-MAPK signifikant erhoht ist. Zudem fiihrt die Ang-(1-7)-Behandlung in
ApoE (-/-)-Méusen zu einem signifikanten Abfall der phosphorylierten p38-MAPK in
praglomeruldren Gefaflen (s. Abb. 18).

ApoE (-/-)
ApoE (-/-) +
Ang-(1-7)

-
=
phospho-p38-MAPK ‘ﬁ

alpha-Actin -_— —— —

Abb. 17: Westernblot aus praglomeruldaren GefaBen. Reprasentative Westernblotbanden fur

Phospho-p38 und Alpha-Actin als ,Housekeeper”.



Ergebnisse 40

phospho-p38

T 3.00
£
=]
®
c £
S5 250
‘t"' [
=2
(=l -
£ ¢ 200
v o=
o m®
it
x 8 150
q [}
g8
2 % 1.00
o
2
Z
E
T 0.50
0.00

ApoF -/- ApoE -/- + Ang-(1-7)

Abb. 18: Westernblot: p38-Phsphorylierung in praglomerulédren GefaBen: Ein gesteigerter
Phosphorylierungsgrad bei ApoE (-/-)-Mausen lasst sich durch eine chronische
Ang-(1-7)-Behandlung signifikant senken. WT (n=4); ApoE (-/-) (n=4); ApoE (-/-) + Ang-(1-7)
(n=4). Die Banden wurden densitometrisch ausgewertet und mit dem internen Standard (Alpha-
Aktin) verglichen. Jeder Balken reprasentiert den Mittelwert £ SD (ungepaarter t-Test nach

Student, *** zeigt einen signifikanten Unterschied p<0,001).

WT n=8 vs. ApoE n=7 vs. ApoE (-/-) + Ang-(1-7) n=7 (Mittelwert im Verhdltnis zu
Alpha-Aktin + Standardabweichung): 0,66+0,31 vs. 2,01+0,48 vs. 1,14+0,28.

5.9 Inhibition der ERK1/2 MAP-Kinase durch PD 98059

ERK1/2 gehort ebenfalls zu den MAPK und wird durch extrazelluldre Signale aktiviert,
was letztendlich zu verschiedenen zelluliren Effekten, wie zum Beispiel Mitose,
Differenzierung, Proliferation oder Apoptose fiihrt. Uber eine mdgliche Beteiligung der
ERK1/2 MAP-Kinase an der Vasokonstriktion ist bisher nur wenig bekannt. Es gibt
Hinweise, dass ERK1/2 durch AngII aktiviert wird und an der Vasokonstriktion
beteiligt sein konnte. Daher war es interessant zu untersuchen, ob neben p38 auch
ERK1/2 fiir die verstirkte renale Vasokonstriktion in ApoE (-/-)-Mausen verantwortlich
ist. Bei PD 98059 handelt es sich um einen spezifischen ERK1/2-Inhibitor. Es zeigten
sich  weder zwischen WT und WT +PD 98059 noch zwischen ApoE (-/-) und
ApoE (-/-) + PD 98059 signifikante Unterschiede (s. Abb. 19).
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Abb. 19: Ang lI-DWK mit Inhibition der ERK1/2 MAP-Kinase: Eine akute Inhibition der
ERK1/2 MAP-Kinase fiihrte zu keiner signifikanten Anderung der Ang ll-induzierten
renalen Druckantwort bei WT- und ApoE (-/-)-Mausen. WT (n=19); WT + PD98059 (n=11)
ApoE (-/-) (n=12); ApoE (-/-) + PD98059 (n=4). Ang Il wurde alle 4 min in aufsteigender
Konzentration der Perfusionsldosung hinzugefugt und jeweils die maximale Druckantwort
gemessen. Jeder Punkt reprasentiert den Mittelwert £+ SEM. n.s.= kein signifikanter Unterschied
zwischen WT und WT + PD98059 bzw. ApoE (-/-) und ApoE (-/-) + PD98059 (One-way ANOVA
fur wiederholte Messungen, gefolgt von ungepaarten t-Test nach Student).

WT n=19 vs. WT +PD 98059 5uM n=11 und ApoE (-/-) + PD 98059 5uM n=4 vs.
ApoE (-/-) n=12 (Mittelwert in mmHg/£SEM), es zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede (ungepaarter t-Test nach Student, P<0,05): 1x10-11 M (2,3+0,96 vs.
3+1,55 und 0,8+4,03 vs. 2,6+£0,94); 3x10-11 M (11+2,75 vs. 6,4+2,38 und 1£6,38 vs.
11,4+4,79); Ix10-10 M (26,13+4,61 vs. 20,4+5,28 und 23,3+8,54 vs. 18,2,4%3,8),
3x10-10 M (49,7+6,49 vs. 50+9,45 und 40,3+10,5 vs. 52,45+5,74); Ix10-9 M
(73,64+6,02 vs. 86+13,32 und 70,3+28,09 vs. 83,6+7,17); 3x10-9 M (94+6,09 vs.
105,6+11,94 und 89+31,44 vs. 111,16+5,57); Ix10-8 M (110+6,43 vs. 123+13,7 und
105+33,42 vs. 132,2+5,24); 3x10-8 M (93,6+7,51 vs. 113,5+11,74 und 98,3+29,37 vs.
115,7+7,83).
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5.10 Quantifizierung arteriosklerotischer Plaques in der
Mausaorta

Um festzustellen ob sich eine 6-wdochige Behandlung von ApoE (-/-)-Médusen mit
Ang-(1-7) nicht nur in einer Normalisierung der renalen Druckantwort &duflert, sondern
sich auch auf die Entwicklung von Arteriosklerose auswirkt, wurden die Aorten der drei

Mausgruppen verglichen.

In den Versuchen wurde ausschlieBlich der thorakale Anteil der Mausaorta verwendet,
die fotografierten Aorten wurden mit einem Computerprogramm optisch
ausgewertet (s. Abb. 20) und der durchschnittliche Plaquesflachenanteil, zu ApoE (-/-)-

Mausen, ins Verhiltnis gesetzt.

In den Aorten von ApoE (-/-) Midusen war eine signifikant erhohte Plaquesfliche
festzustellen, eine 6-wochige Behandlung von ApoE (-/-) Mausen mit Ang-(1-7) flihrte
zu einer Reduktion der durchschnittlichen Plaquesfliche um 14,77%, die jedoch nicht

die Signifikanzgrenze erreichte (s. Abb. 21).

al) a2)

b2) c2)

Abb. 20: Fotografien von gefarbten Mausaorten und deren optischen Auswertungen.
Reprasentative Abbildungen in 10-facher VergroRerung; a1): Fotografie einer gefarbten WT-
Mausaorta. b1): Fotografie einer gefarbten ApoE (-/-)-Mausaorta. c1): Fotografie einer gefarbten
Mausaorta einer ApoE (-/-) Maus, die Uber 6 Wochen mit Ang-(1-7) behandelt wurde. a2); b2);
c2): optische Auswertungen der entsprechenden Mausaorten. Blau markierte Flachen wurden
als arteriosklerotische Plaques gewertet, die Aortenflache als Flache vor dem weil3en

Hintergrund erfasst.
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Abb. 21: Durchschnittliche arteriosklerotische Plaquesflache anteilig an der
durchschnittlichen ApoE (-/-)-Plaquesflache. Eine chronische Ang-(1-7)-Behandlung fiihrt
zu einem nicht signifikanten Riickgang von 14,77% bei ApoE (-/-)-Mausen. WT (n=14);
ApoE (-/-) (n=12); ApoE (-/-) + Ang-(1-7) (n=18). Jeder Balken reprasentiert den Mittelwert +
SD. (ungepaarter t-Test nach Student, ** zeigt einen signifikanten Unterschied, P<0,01; n.s.=

kein signifikanter Unterschied).

WT n=14 vs. ApoE n=12 vs. ApoE (-/-) + Ang-(1-7) n=I18 (durchschnittliche
Aortenplaquesfldiche, als Anteil von ApoE (-/-) £ Standardabweichung): 0,376+0,011
vs. 1£0,025 vs. 0,852+0,015.
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6 Diskussion

Die gesteigerte vaskuldre Reaktivitit bei endothelialer Dysfunktion im ApoE (-/-)-
Mausmodell lésst sich eine durch eine langfristige Ang-(1-7)-Gabe normalisieren. Diese
Beobachtung spiegelt sich auf zelluldrer Ebene in einer erhohten Phosphorylierung der
MLC(20) wider. Die Ang-(1-7)-Behandlung von ApoE (-/-)-Méusen erniedrigt die
Produktion von ROS. Die p38 MAPK spielt bei der gesteigerten vaskuldren Reaktivitit
im ApoE (-/-)-Mausmodell eine wichtige Rolle, die Behandlung mit Ang-(1-7) kann die
Expression und den Aktivititsgrad der p38 MAPK senken. Eine 6-wdchige Behandlung
von ApoE (-/-) Miusen mit Ang-(1-7) fiihrt zu einer nicht-signifikanten Reduktion der
durchschnittlichen Plaquesflache um 14,8% im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Der Normalisierung der renalen Druckantwort im ApoE (-/-) Mausmodell unter
Ang-(1-7)-Behandlung liegen somit zwei wesentliche Ursachen zu Grunde: Zum einen
eine Reduktion der ROS-Produktion durch eine verminderte p47-Phox-Expression und
zum anderen eine erniedrigte p38 MAPK-Expression und erniedrigten —Aktivititsgrad

(s. Abb. 22).

Angiotensin 11
ApoE (-/-)
Mausmodell |

AT,
|

NAD(P)H-Oxidase-
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Ang-(1-7) ROS

}
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Abb. 22: Das Schaubild zeigt die Normalisierung der Ang ll-induzierten renalen
Druckantwort durch eine chronische Ang-(1-7)-Behandlung in ApoE (-/-)-Mausen, sowie
deren zugrunde liegenden zelluliren Mechanismus. Griine Pfeile stellen eine
Abschwachung durch Ang-(1-7) dar.
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6.1 Vergleich der Blutdriicke

Es wird davon ausgegangen, dass ApoE (-/-)-Miuse, durch das Vorliegen von
arteriosklerotischen Verdnderungen und endothelialer Dysfunktion, anfillig flir die
Entwicklung von Ang II-induziertem Bluthochdruck sind. '

Trotz gesteigerter vaskuldrer Reaktivitit konnte in dieser Arbeit kein signifikanter
Blutdruckunterschied zwischen WT- und ApoE (-/-)-Méausen festgestellt werden
(s. Abb. 5). Dieses steht im Widerspruch mit den FErgebnissen einer anderen
Arbeitsgruppe, bei denen in 7,5 Monate alten ApoE (-/-)-Méusen im Vergleich zu WT-
Miusen ein um 15% erhohter mittlerer arterieller Druck zu finden war. 1% Die Ursache
fiir diese Diskrepanz ist nicht vollstindig geklart. Es konnte jedoch zum einen mit der
der Tail-Cuff-Methode erkldrbar sein, welche Nachteile in der Erkennung geringer
Blutdruckunterschiede hat. Zum anderen konnte sie auch mit dem Alter oder
genetischen Hintergrund der Tiere zusammenhingen. 4° ¢!

Die Blutdrucksenkende Wirkung von Ang-(1-7) ist bei normotensiven Tieren
limitiert. '°7 Entsprechend konnte auch in unserer Arbeit bei ApoE (-/-)-Miusen keine
zusdtzliche Blutdrucksenkung durch eine chronische Ang-(1-7)-Behandlung erreicht
werden. Bei hypertensiven SHR hingegen konnte gezeigt werden, dass eine 14-tigige
Infusion von Ang-(1-7) in die Jugalarvene, den Blutdruck kurzfristig normalisieren
kann. '® Entsprechend konnte in mehreren Tiermodellen fiir Bluthochdruck, zum
Beispiel in SHR stroke-prone- und SABRA-Ratten, gezeigt werden, dass die
ACE 2-messenger-Ribonukleinsdure (mRNA) und -Proteinexpression im Vergleich zu

Kontrollgruppen erniedrigt war. '%

In transgenen SHR stroke-prone-Ratten, die
menschliches ACE 2 in VSMC exprimierten, konnten normalisierte Blutdruckwerte und
eine verminderte vasokonstriktorische Antwort auf Ang II beobachtet werden. In diesen
Tieren waren, entsprechend der transgenen ACE 2-Expression, die Serumspiegel fiir
Ang-(1-7) erhoht. '°

Das ApoE (-/-)-Mausmodell zeichnet sich als hervorragendes Tiermodell zur
Erforschung von Arteriosklerose und endothelialer Dysfunktion aus, ein signifikant
verdnderter Blutdruck ist in dieser Arbeit in 18 Wochen alten ApoE (-/-) Méusen nicht
festzustellen. Dieses Ergebnis stellt eine wichtige Voraussetzung filir die weiteren

Versuche dieser Arbeit dar, da somit die Effekte von Ang-(1-7) auf die vaskulére
Reaktivitdt Blutdruck-unabhingig sind.
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6.2 Angiotensin-(1-7) normalisiert die renale Druckantwort

Die isolierte perfundierten Niere ist ein ideales Modell zur Untersuchung der vaskuldren
Reaktivitdt von Widerstandsgefdflen. Es konnte in unseren Versuchen gezeigt werden,
dass die vaskulédre renale Druckantwort in ApoE (-/-)-Maiusen unter Ang II-Gabe, im
Vergleich zu WT-Maiusen signifikant erhoht ist (s. Abb. 6). Durch die chronische
Ang-(1-7)-Behandlung normalisierte sich die renale vaskuldre Reaktivitit von
ApoE (-/-)-Méusen. Interessanter Weise zeigte sich selbst im Vergleich zu WT-Miusen
eine niedrigere Druckantwort auf Ang II (s. Abb. 7). Auch in afferenten Arteriolen von
New Zealand white rabbits konnte Ang-(1-7), bei Vorkontraktion mit Noradrenalin, zu
einer Vasorelaxation fiihren. ! In unserer Arbeit erfolgte die Ang-(1-7)-Behandlung
der ApoE (-/-) Miuse iiber einen Zeitraum von 6 Wochen, eine andere Arbeitsgruppe
konnte zeigen, dass bereits eine 60-miniitige akute Ang-(1-7)-Infusion eine
Vasodilatation verstirken kann. !'>  Welcher Mechanismus am meisten zur
Abschwichung der Vasokonstriktion beitrdgt ist von der Spezies abhéngig und variiert

mit der Lokalisation des GefaBbettes. '3

In dieser Arbeit konnte die Beteiligung anderer Rezeptoren an den beobachteten
Effekten nicht ausgeschlossen werden. In einer aktuellen Studie unserer Arbeitsgruppe
konnte jedoch festgestellt werden, dass sich die Normalisierung der vaskuldren
Reaktivitit unter Ang-(1-7)-Behandlung bei einer Mas-defizienz in ApoE (-/-)-Méusen
nicht zeigte, was eine klare Zuordnung der Wirkung von Ang-(1-7) am Mas-Rezeptor
erlaubt. ''* In weiteren Arbeiten unserer Arbeitsgruppe an isolierten perfundierten
Nieren konnte bereits gezeigt werden, dass eine spezifische Mas-Rezeptor-Inhibition
mit D-Ala-Ang-(1-7) die Ang-(1-7)-induzierte Verbesserung der endothelialen
Dysfunktion aufhebt. ** Die alleinige Behandlung mit dem Mas-Rezeptor-Antagonisten
fiihrte zu keiner Beeinflussung der Vasorelaxation. Zudem konnte in ApoE (-/-)-Méusen
gezeigt werden, dass weder die RNA-Expression des Mas-Rezeptors, noch die des AT -
Rezeptors, durch eine chronische Ang-(1-7)-Behandlung beeinflusst werden. ** Es
sprechen zudem die Ergebnisse anderer Arbeiten fiir die Beteiligung des Mas-
Rezeptors: In Mausaorten war eine Ang-(1-7)-induzierte Vasorelaxation in Mas-
defizienten Miusen nicht ausldsbar. >’ Eine #hnliche Arbeit zeigt, dass in Mas-

defizienten, sowie mit dem Ang-(1-7)-Antagonisten A-779 behandelten Méusen, die
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Angiotensin-(1-7)-induzierte = Vasorelaxation in isolierten = Mesenterialarterien

abgeschwiicht war. '1°

6.3 MLC(20)-Phosphorylierung

Die Phosphorylierung von MLC(20) nimmt eine Schliisselrolle in der Kontraktion von
glatten Muskelzellen ein. Die Ca™"/Calmodulin-abhidngige Myosin-Leichte-Kette-
Kinase und die Myosin-Leichte-Kette-Phosphatase werden als Regulatoren der

MLC(20)-Phosphorylierung betrachtet.

Eine hoéhere basale MLC(20)-Phosphorylierung steigert die Kontraktion bei einer
gegebenen Ca'"-Konzentration. Da der p38 MAPK/MK2-Signalweg zu einer
MLC(20)-Phosphorylierung fiihrt und ROS die p38-MAPK aktiviert, ldsst sich
annehmen, dass die ROS-induzierte p38-MAPK-Aktivierung die GefalBkontraktilitit
tiber die MLC(20)-Phosphorylierung regulieren kann.

Wihrend die Ca™- und Calmodulin-vermittelte Phosphorylierung der MLC(20) oft als
essenzielle Voraussetzung flir die Initilerung einer Kontraktion der glatten
GefdaBmuskulatur beschrieben wird %, scheinen fiir die Aufrechterhaltung der
Muskelkraft alternative Signalwege verantwortlich zu sein. ''”"'"” Man vermutet zudem
eine Beteiligung alternativer Wege an der Entwicklung einer Maximalkraft in glatter
Muskulatur. 58

Zwar wird in einigen Arbeiten beschrieben, dass eine aktivierte p38-MAPK MCL(20)
phosphorylieren kann, jedoch wurde in einer anderen Arbeit gezeigt, dass eine p38-
MAPK-Inhibition weder in normotensiven noch in hypertensiven Ratten eine durch

Endothelin-1 ausgeldste Phosphorylierung von MLC(20) beeinflussen konnte, 82 83 88 120

In unseren Versuchen konnte gezeigt werden, dass in priglomeruldren Gefdflen von
ApoE (-/-)-Médusen, im Vergleich zu WT-Maiusen, signifikant erhohte Mengen an
phosphorylierter MLC(20) vorliegen. Diese konnen durch eine Behandlung mit
Ang-(1-7) signifikant gesenkt werden (s. Abb. 9). Dieses Ergebnis spiegelt sehr gut den
Vergleich der Druckkurven (s. Abb. 7) auf zelluldrer Ebene wider: Wir konnten zeigen,
dass die gesteigerten vaskuldren Reaktivitit in ApoE (-/-)-Méausen mit einer gesteigerten

Menge an phosphorylierten MLC(20) korreliert. Ebenso korreliert die Normalisierung
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der vaskuldren Reaktivitit unter einer chronischen Ang-(1-7)-Behandlung in
ApoE (-/-)-Médusen mit dem Riickgang an phosphoryliertem MLC(20) in

priaglomeruldren Geféaf3en.

6.4 Gesteigerte ROS-Menge und gesteigerte NAD(P)H-
Oxidase-Expression

Da ROS die Proliferation und Migration von VSMC beeinflussen, spielen sie eine
wichtige Rolle in der Pathogenese verschiedener Krankheitsmodelle. Arteriosklerose
und Bluthochdruck sind durch eine gesteigerte ROS-Produktion in den Gefdflen
gekennzeichnet. Um der Frage nachzugehen, ob die chronische Behandlung mit
Ang-(1-7) die ROS-Menge beeinflusst und dariiber hinaus die vaskuldre Reaktivitdt
steigert, wurde im Enzymimmunoassay die Isoprostane-8-Exkretion im Maiuseurin
gemessen. In unserem Versuch konnte gezeigt werden, dass die Behandlung mit
Ang-(1-7) die Produktion von ROS in ApoE (-/-)-Méusen senkt: Die Isoprostane-8-
Exkretion ist in Ang-(1-7)-behandelten ApoE (-/-)-Miusen im Vergleich zu
unbehandelten ApoE (-/-)-Mausen signifikant erniedrigt (s Abb. 10).

Isoprostane finden sich physiologisch Bedingungen im Maiuseurin und sind bei
oxidativen Stress erhoht. Die 8-Isoprostane-Messung stellt daher eine Moglichkeit dar,
oxidativen Stress indirekt zu messen. In ApoE (-/-)-Miusen ist der Abbau von LDL-
Partikeln reduziert, was dazu fiihrt dass diese vermehrt oxidiert werden. Die gesteigerte
Anwesenheit oxidierter Partikel in den Gefdfen fiihrt zu einer gesteigerten Entwicklung
von oxidativem Stress und Arteriosklerose. Dieses fiihrt zu einer gesteigerten ROS-
Menge und verringerten ROS-Abbaumechanismen in ApoE (-/-)-Miusen. > In einer
anderen Studie konnten erh6hte ROS-Mengen in GefdB3betten von ApoE (-/-) Méusen
nachgewiesen werden. '>! Entsprechend konnte Tempol, ein Radikalfinger der ROS
abbaut, die endothelabhingige Vasorelaxation dieser Tiere verbessern. ** 122 Analog zu
unseren Ergebnissen, konnte eine andere Studie zeigen, dass der MAS-Rezeptor-
Agonist AVE0991 in VSMC der Ratte die ROS-Produktion signifikant senken
konnte. *° In Mas-defizienten Miusen konnten Isoprostane ebenfalls signifikant erhdht
im 24-Stunden-Urin gemessen werden. ®' Zusitzlich konnte in VSMC von Mas-
40115

Rezeptor-defizienten Méusen eine erhohte ROS-Produktion nachgewiesen werden.

Zudem waren Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), welche weit verbreitet
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als sensitive und stabile Biomarker fiir Lipid-Peroxidation eingesetzt werden, in Mas-
defizienten Miusen erhdht nachgewiesen worden. 4

Bei den durch Ang-(1-7) gesenkten Isoprostane-8-Spiegeln muss man zusétzlich in
Erwdgung ziehen, dass Ang-(1-7) nicht nur die ROS-Produktion in den GefiBlen
erniedrigt, sondern auch zu einem gesteigerten ROS-Abbau fithren kann. ROS werden
kontinuierlich in allen Zellen, zum Beispiel durch die Atmungskette an den
Mitochondrien, produziert. Entsprechend gibt es auch zellulire Mechanismen, die fiir
den Abbau von ROS zustindig sind: Die SOD ist eine Gruppe von Enzymen, die
Superoxid-Anionen zu H202 umwandeln konnen. H2O2 kann vom Enzym Katalase
weiter zu H20 und Oz abgebaut werden. Es konnte in Aortenbogen von 6-Wochen alten
ApoE (-/-)-Méusen gezeigt werden, dass die Expression von SOD und Katalase im
Vergleich zu WT-Miusen gesteigert war. '2° Die erhdhte Expression von antioxidativen
Enzymen in ApoE (-/-) Maiusen, konnte man als Reaktion der GefaBzellen auf
vermehrten Oxidativen Stress interpretieren. Interessanterweise waren in einer anderen
Arbeit sowohl die SOD- als auch die Katalase-Aktivitéit in Mas-defizienten WT-Mé&usen
mit FVB/N-Hintergrund, im Vergleich zur Kontrollgruppe, signifikant erniedrigt. °
Dieser Unterschied zeigte sich in Miusen mit C57B1/6-Hintergrund nicht. ! Der Frage,
ob Ang-(1-7) in VSMC von ApoE (-/-) Médusen auch die antioxidativ wirkenden
Enzyme reguliert, wird in dieser Arbeit nicht weiter nachgegangen, bietet aber ein

interessanten Ansatz fiir weitere Studien.

Die klassische Renin/Ang II/AT1-Achse ist ein stark prooxidativ wirkendes System in
GefiBbetten: Die NAD(P)H-Oxidase in VSMC wird von Angll stimuliert. '** In
verschiedenen Studien konnte belegt werden, dass die NAD(P)H-Oxidase eine wichtige
Rolle in der intrazelluldren Signalverarbeitung spielt, indem sie oxidativen Stress
generiert. 228 Dabei nimmt die NAD(P)H-Oxidase-Untereinheit p47-Phox bei der
ROS-Produktion im GefdBlbett und der Entwicklung von Arteriosklerose eine
Schliisselrolle ein. Im Einklang mit diesen Beobachtungen konnte in einer aktuellen
Studie gezeigt werden, dass eine p47-Phox-Deletion in Méusen zu einer
abgeschwichten Vasokonstriktion in afferenten Arteriolen und einer erniedrigten ROS-
Produktion im Nierenkortex fiihrte. '?° In einer aktuellen Studie konnte in Aorten von
diet-induced-obesety-Maiusen eine gesteigerte p47-Phox-Menge nachgewiesen werden,
welche sich durch eine chronische Ang-(1-7)-Behandlung reduzieren lieB. '3 Um der

Frage nachzugehen, ob die gesteigerte ROS-Menge in den Nieren von
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ApoE (-/-)-Méusen auf eine gesteigerte NAD(P)H-Oxidase zuriickzufiihren ist wurde
die Expression von p47-Phox im Westernblot untersucht: Es zeigte sich eine signifikant
erhohte p47-Phox-Expression im renalen Kortex von ApoE (-/-)-Méusen, welche sich
durch die Behandlung mit Ang-(1-7) signifikant senken lieB (s. Abb. 11 und Abb. 12).
Daraus ldsst sich schlussfolgern, dass Ang-(1-7) die Synthese der NAD(P)H-Oxidase im
renalen Kortex erniedrigt. Ang-(1-7) verbessert demnach die gesteigerte vaskuldre
Reaktivitdt durch eine Senkung der ROS-Produktion.

Dieses Ergebnis wird durch eine Studie ergénzt, die zeigen konnten, dass, Ang-(1-7) die
von Ang Il ausgeloste Aktivierung der NAD(P)H-Oxidase abschwiichen konnte. ¢’
Ahnliche Ergebnisse zeigten sich in einer Arbeit, in der ACE2-defiziente Miuse
chronisch mit Ang-(1-7) behandelt wurden. '** Auch im Tiermodell der diabetischen
hypertensiven Ratte konnte Ang-(1-7) die NAD(P)H-Oxidase-Aktivitit und -Expression
senken. 22 In der Mausaorta von Mas-defizienten WT-Miusen konnte, im Vergleich zur
Kontrollgruppe, im Westernblot eine signifikant erhdhte Konzentration fiir NOX2, eine
weitere katalytischen Untereinheit der NAD(P)H-Oxidase, gefunden werden.
Entsprechend war die mRNA fiir NOX2 in diesen Tieren hoher als in der
Kontrollgruppe °!.

6.5 Die Rolle von p38 und ERK1/2 bei der gesteigerten
vaskularen Reaktivitat in ApoE-(-/-) Mausen

In den Perfusionsversuchen konnte festgestellt werden, dass die spezifische Inhibition
der p38-MAPK die gesteigerte renale Druckantwort auf Ang II in ApoE (-/-)-Méusen
signifikant reduziert (s. Abb. 14). Kein signifikanter Unterschied lieB3 sich hingegen in
WT-Maiuse feststellen (s. Abb. 13). Die Inhibition von ERKI1/2 zeigte sowohl in
ApoE (-/-)- als auch in WT-Miusen keinen Effekt (s. Abb. 19). Diese Ergebnisse lassen
daher die Schlussfolgerung zu, dass im ApoE (-/-)-Mausmodell, die p38-MAP-Kinase
eine wichtige Rolle bei der gesteigerten vaskuldren Reaktivitit spielt.

Es konnten in anderen Arbeiten gezeigt, dass neben der Aktivierung des klassischen
IP3-Signalweges auch andere Signalkaskaden einen entscheidenden Einfluss bei der
Ang Il-induzierten Vasokonstriktion haben: Der Aktivierung der p38-MAPK scheint
dabei eine wichtige Rolle zuzukommen. '° Dabei wird die Beteiligung der p38-MAPK
an der Kontraktion von VSMC im engen Zusammenhang mit einer erhohten ROS-

Produktion und folglicher p38-Aktivierung beschrieben. Ang II ist, iiber die Interaktion
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mit dem ATi-Rezeptor, in der Lage, die NAD(P)H-Oxidase zu aktivieren und zur
Produktion von ROS anzuregen. ROS konnen die Phosphorylierung von p38, ERK1/2
und JNK begiinstigen, wobei die ROS-Sensitivitit bei p38 und JNK grofer ist als bei
ERK1/2. 13! Entsprechend fiihrte in einer Arbeit die Gabe von Tempol, einem SOD-

Mimetikum, zu einer reduzierten Aktivierung der vaskuliren MAPK durch Ang II. '*

p38-MAP-Kinase

In der isolierten perfundierten Niere konnte im Inhibitionsversuch mit SB203580
gezeigt werden, dass p38 eine wesentliche Rolle bei der gesteigerten vaskuldren
Reaktivitit im ApoE (-/-)-Mausmodell spielt (s. Abb. 14). Ebenso konnte im
Westernblot ein signifikant erhdhter p38-Phosphorylierungsgrad im Nierenkortex und
eine erhohte Phospho-p38-MAPK-Menge in priaglomeruldren GefdBlen festgestellt
werden (s. Abb. 16 und 18). Die beiden genannten Verdnderungen, lassen sich durch
eine chronische Ang-(1-7)-Behandlung auf WT-Niveau normalisieren.

Ahnlich zu unseren Versuchen konnte in einer aktuellen Studie gezeigt werden, dass die
p38-MAPK, welche bei Hypercholesterindmie verstirkt aktiviert ist, eine wichtige Rolle
in der Regulierung des GefiBtonus und der ROS-Produktion einnimmt. '** Zudem
konnte in isolierten VSMC aus der Rattenaorta eine Ang II-induzierte p38-MAPK-
Phosphorylierung durch AVE0991, ein Ang-(1-7)-Agonist, abschwiicht werden. *° In
proximalen Tubuluszellen der Ratte konnte Ang-(1-7) eine Ang Il-induzierte p38-
Aktivierung signifikant senken. '** Wir folgern aus unseren Versuchen, dass die p38-
Aktivierung mit der verstdrkten vaskuldren Reaktivitit im ApoE (-/-)-Mausmodell

einhergeht und durch Ang-(1-7) beeinflusst wird.

Zusammenhang zwischen p38 und ROS

Die p38-MAPK wird durch Oxidativen Stress aktiviert. Umgekehrt erhdht die aktivierte
p38-MAPK die Expression der NAD(P)H-Oxidase, die dadurch vermehrt ROS
produziert. Die p38-MAPK nimmt daher die Rolle eines Verstirkers ein. '*> Wir
konnten in dieser Arbeit sowohl zeigen, dass durch die Ang-(1-7)-Behandlung in
ApoE (-/-) Méusen die Expression der NAD(P)H-Oxidase-Untereinheit p47-Phox
reduziert wird, als auch das die Isoprostane-8-Exkretion im M4iuseurin, ein indirekter
Marker fiir oxidativen Stress, gesenkt wird. Dass der, durch die Ang-(1-7)-Behandlung,

gesenkte oxidative Stress zu der gezeigten verminderten p38-Aktivierung in
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praglomeruldren Gefdlen fiihrt, ist anzunechmen, da sich die Normalisierung unter
Ang-(1-7)-Behandlung in Richtung des WT-Zustands, in den verschiedenen Versuchen
dieser Arbeit wiederholt (s. Abb. 12, 16 und 18).

Zusammenhang zwischen p38, Vasokonstriktion und Hypertonie

Ein Zusammenhang zwischen p38 und der Regulation des Gefd3tonus wurde bereits in
anderen Arbeiten in vitro und in vivo beschrieben. % 1*6 Zudem konnte gezeigt werden,
dass Ang II seine langfristigen vasokonstriktorischen Effekte iiber den p38-MAPK-
Signalweg vermittelt. 37 In einer aktuellen Studie unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt
werden, dass nicht nur die akute p38-Inhibition mit SB 203580, sondern ebenfalls die
chronische  p38-MAPK-Inhibition mit BIRB796 zu einer Normalisierung der
gesteigerten Vasoreaktivitit in ApoE (-/-) Miusen fiihrt. !'* In einer aktuellen Studie an
diabetischen Ratten konnte gezeigt werden, dass die p38-MAPK in der GefiaBwand
verstirkt aktiviert ist und eine p38-MAPK-Inhibition zu einer Senkung des mittleren
arteriellen Drucks und des renalen Blutfluss fiihrt. 1*® Ebenfalls konnte eine p38-
MAPK-Inhibition die Abschwidchung der spiten Kontraktionsphase bei der
hypoxischen pulmonalen Vasokonstriktion in Ratten bewirken und eine p38-MAPK-
Stimulation die Vasodilatation der Pulmonalarterien abschwichen. *® In anderen
Versuchen konnte in Aorten von Ratten eine Endothelin-induzierte Vasokonstriktion
durch eine p38-MAPK-Inhibition abgeschwicht werden.® Die Inkubation von
vorkontrahierten renalen Arterien diabetischer Ratten mit einem p38-MAPK-Inhibitor
fiihrte zu einer signifikanten Vasorelaxation. '*® Ahnlich wie in unserem Versuch fiihrte
eine SB 203580-Behandllung in Rattenaorten zu einer signifikant geringeren
Vasokonstriktion unter Ang II-Gabe, wobei der zugrundeliegende Mechanismus die
Aktivierung von HSP27 beinhaltet. %  Auch andere Arbeiten konnten den
Zusammenhang zwischen p38-MAPK, HSP27 und Vasokonstriktion herstellen. % 88 139
140 Aktiviertes HSP27 erhoht die Stabilitit von polymeren Aktin-Mikrofilamenten,
welche die Kontraktion von glatter Muskulatur regulieren. ¥’ ** Ob die, durch die p38-
MAPK-Inhibition ausgeloste, gesenkte Druckantwort ebenfalls {iber eine verminderte
Aktivierung von HSP27 vermittelt wird, wird in dieser Arbeit nicht weiter geklért.

In Gefdflen von hypertensiven Tieren konnte in anderen Arbeiten molekularbiologisch
eine verstirkte Aktivierung der p38-MAPK nachgewiesen werden. Entsprechend fiihrte
umgekehrt eine p38-MAPK-Aktivierung zur endothelialen Dysfunktion in Tiermodellen
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fiir Bluthochdruck. '*' ¥2 In der Aorta von spontaneously SHR stroke-prone-Ratten
konnte phospho-p38-MAPK mittels Immunohistochemie detektiert werden, wiahrend es
in Aorten von normotensiven Ratten nicht zu auffindbar war. '*! Wir konnten in dieser
Arbeit bei ApoE (-/-)-Miusen phospho-p38-MAPK in praglomeruldren Gefillen

nachweisen.

Die Zusammenschau dieser Studien entspricht den Beobachtung in unserer Arbeit, bei
denen eine chronische Gabe von Ang-(1-7) die gesteigerte vaskuldre Reaktivitdt, durch
eine Verminderung der p38-MAPK-Aktivitdt, in den renalen Widerstandsgefdflen von

ApoE (-/-)-Méusen normalisieren kann.

ERK 1/2

ERK1/2 ist eines der drei wichtigen Mitglieder der MAPK-Familie und stellt einen
wichtigen Schritt in der Signaltransduktion von Wachstumsfaktoren, Mitogenen,
Neurotransmittern und Hormonen dar. Uber die Beteiligung an der Regulation des
Gefdltonus ist bislang wenig bekannt.

In der vorliegenden Arbeit sollte deshalb neben dem Einfluss der p38-MAPK auch die
Rolle von ERK1/2 bei der gesteigerten vaskuldren Reaktivitit in ApoE (-/-)-Méusen
untersucht werden. Ein Einfluss von ERK1/2 auf die gesteigerte vaskuldre Reaktivitit
im ApoE (-/-)-Mausmodell konnte, im Versuch der isolierten perfundierten Niere, durch

eine Inhibition durch PD 98059 ausgeschlossen werden (s. Abb. 19).

Im Gegensatz zu unseren Ergebnissen konnte in zwei unabhédngigen Arbeiten in
hypertensiven Ratten gezeigt werden, dass Ang II iiber eine NAD(P)H-Aktivierung den
ERK1/2-Signalweg aktiviert und dadurch an der Vasokonstriktion beteiligt ist. 143 144 In
bovinen Koronararterien und Pulmonalarterien konnte durch einen Dehnungsreiz oder
Peroxidapplikation, eine Vasokonstriktion ausgeldst werden, die iiber die Aktivierung
der ERK1/2 vermittelt war. '*° 46 Zudem zeigte ein Versuch in vitro, dass PD 98059
eine Ang Il-induzierte Vasokonstiktion in humanen WiderstandsgefiBen blockiert. 147

Der Grund fiir die Diskrepanz zwischen unseren Erbnissen und den Beobachtungen

anderer Studien lasst sich in dieser Arbeit nicht kldren.
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6.6 Einfluss von Ang-(1-7) auf die Entwicklung von
Arteriosklerose

Endotheliale Dysfunktion ist mit den frithen Stadien der Arteriosklerose assoziiert und
gilt als ein wichtiger Faktor beim Fortschreiten von Arteriosklerose. In unseren
Versuchen wurde gezeigt, dass eine Ang-(1-7)-Behandlung die vaskuldre Funktion in
ApoE (-/-) Maiusen verbessert. Daher war es interessant zu untersuchen, ob eine
chronische Ang-(1-7)-Behandlung das Fortschreiten arteriosklerotischer Verdnderungen
verlangsamen kann.

Eine sechswochige Behandlung von ApoE (-/-) Miusen mit Ang-(1-7) fiihrt in unserem
Versuch zu einem Riickgang der durchschnittlichen Plaquesfliche um 14,77%
(s. Abb. 20 und Abb. 21), welcher jedoch nicht signifikant war.

In einer aktuellen Studie konnte in ApoE (-/-)-Maiusen ebenfalls gezeigt werden, dass
eine  chronische  Ang-(1-7)-Behandlung  dosisabhingig die Bildung von
arteriosklerotischen Léasionen abschwichen, sowie die VSMC-Proliferation und
-Migration iiber einen p38-MAPK-abhingigen Mechanismus hemmen konnte. ' In
einer anderen Studie, konnte in ApoE (-/-) Médusen, die kiirzer und mit einer geringeren
Ang-(1-7)-Dosis als in unserem Versuch behandelt wurden, eine signifikante
Abschwichung der arteriosklerotischen Verinderung beobachtetet werden. ** In einer
weiteren Studie wurde zudem gezeigt, dass eine ACE2-Uberexpression, welche zu einer
gesteigerten Ang-(1-7)-Produktion fiihrt, die Entwicklung von Arteriosklerose in
ApoE (-/-)-Miusen senken kann. '*° Bei Ratten, welchen Stents implantiert wurden,
konnte Ang-(1-7) die Neointimabildung abschwichen. '3

Welche Rollen die Ang-(1-7)-Behandlungsdauer und -Behandlungsdosis, im Vergleich
mit den Ergebnissen anderer Arbeiten, spielen, bleibt unklar. Ebenfalls liegen
methodische Unterschiede vor: In dieser Arbeit wurde ausschlieBlich die thorakale
Aorta untersucht, zudem unterscheiden sich Alter der Tiere und die Fallzahlen in den
Studien.

In dieser Arbeit konnte in ApoE (-/-)-Méusen durch die Ang-(1-7)-Behandlung eine
Reduktion der durchschnittlichen Plaques-Flache um 14,77% gezeigt werden.



Schlussfolgerung 55

7 Schlussfolgerunqg

Das ApoE (-/-)-Mausmodell ist ein ausgezeichnetes Tiermodell fiir die Forschung an
Hypercholesterinimie, endothelialer Dysfunktion und Arteriosklerose. Zundchst wurde
tiberpriift, ob sich die systolischen Blutdriicke zwischen WT-Maiausen, ApoE-
(-/-)-Méausen und Ang-(1-7)-behandelten ApoE-(-/-)-Mausen unterscheiden. Unser
Ergebnis zeigt, dass kein signifikanter Unterschied zwischen den Mausgruppen besteht,
was eine wichtige Voraussetzung fiir die weiteren Versuche ist. Wir konnten in dieser
Arbeit zeigen, dass sich durch eine chronische Ang-(1-7)-Behandlung von
ApoE (-/-)-Méusen die gesteigerte vaskuldre Reaktivitdt bei Ang I1-Gabe normalisieren
kann. Dieses Ergebnis spiegelt sich auf zelluldrer Ebene in Form einer erhohten
Phosphorylierung von MLC(20), und deren Normalisierung durch eine chronische
Ang-(1-7)-Behandlung wider. Anschliefend wurde untersucht, iiber welche zelluldren
Mechanismen Ang-(1-7) die Normalisierung der vaskuldren Reaktivitit in
ApoE (-/-)-Méusen vermittelt.

Wir konnten in dieser Arbeit feststellen, dass die chronische Ang-(1-7)-Behandlung die
Isoprostane-8-Urinexkretion, ein Marker fiir ROS, in ApoE (-/-)-Méusen erniedrigt und
die p47-Phox-Expression im renalen Kortex senkt. Es stellte sich die Frage, ob
gesteigerte ROS-Mengen in der Niere, iiber die Aktivierung von MAP-Kinasen, zu der
gesteigerten vaskuldren Reaktivitdt in ApoE (-/-)-Maiusen beitragen.

Entsprechend wurde untersucht, welchen Einfluss die, von ROS aktivierbare, p38-
MAPK auf die gesteigerte vaskuldre Reaktivitit im ApoE (-/-)-Mausmodell hat: Wir
konnten in dieser Arbeit im Nierenkortex und priaglomeruliren Gefillen von
ApoE (-/-)-Méusen zeigen, dass die p38-MAPK verstarkt aktiviert ist und sich dies
durch chronische Ang-(1-7)-Behandlung zum WT-Zustand zuriickfiihren ldsst. Es zeigte
sich zudem, dass eine p38-Inhibition zu einer Normalisierung der gesteigerten
vaskuldren Reaktivitdt bei ApoE (-/-)-Méusen fiihrt. Dieses ldsst den Schluss zu, dass
die aktivierte p38-MAPK die gesteigerte vaskuldre Reaktivitit in den renalen
Widerstandsgefden aufrecht erhélt und dass Ang-(1-7) seinen positiven Einfluss iiber
die Erniedrigung der p38-Aktivitit vermittelt. SchlieBlich wurde der Einfluss der
chronischen Ang-(1-7) Behandlung auf die Arteriosklerose-Entwicklung in der
thorakalen Aorta von ApoE (-/-)-Mausen untersucht. Hierbei lie3 sich in Aorten von

ApoE (-/-)-Méusen durch eine chronische Ang-(1-7)-Behandlung eine Reduktion der



Schlussfolgerung 56

durchschnittlichen Plaques-Fliche um 14,77% feststellen, die aber in unserem Versuch
nicht signifikant war.

Ang-(1-7) ist ein neuer und bisher wenig erforschter Metabolit im RAS, der einen
vasoprotektiven Effekt bei endothelialer Dysfunktion besitzt. Moglicherweise kann es
einen protektiven Effekt auf die Entwicklung von kardiovaskuldren Erkrankungen
ausiiben, so dass Ang-(1-7) ein neuer therapeutischer Ansatzpunkt im RAS werden

konnte.
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