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1 Einleitung

1.1 Athero- und Glomerulosklerose

Die Atherosklerose ist eine weitverbreitete Krankheit in der westlichen Gesell-
schaft. Als sogenannte ,Wohlstandserkrankung®“ nimmt ihre Pravalenz weltweit
zu und ihre Folgen — Herzinfarkt, Schlaganfall und fortschreitende Niereninsuffi-
zienz — werden zum immer groRer werdenden sozialen und auch wirtschaftli-
chen Problem. Deshalb muss die Entstehung dieser Gefallschadigung weiter
hinterfragt werden, um in Zukunft sowohl praventiv agieren zu kénnen, als auch
um die Behandlung dieser Erkrankung weiter zu verbessern.

In allen von ihr betroffenen Organen ist die Einengung der Gefalllumina ein ers-
tes sichtbares Zeichen. Anfangs entsteht die Verdickung der GefalRwand durch
Einwanderung von Monozyten in die Tunica intima, die sich dann in sogenannte
»~oCchaumzellen® umwandeln. Im Praparat hinterlasst dies einen sichtbaren
.Fettstreifen”. Zusatzlich ist diese Stelle des blutfihrenden Systems fir eine
Thrombusbildung auf dem Boden des erkrankten Endothels, das die Gefald-
wand auskleidet, gefahrdet. Spater bildet sich ein fibrindser Plaque, das soge-
nannte ,Atherom“, das eine Ansammlung unter anderem von Schaumzellen,
Zelltrimmern, Bindegewebe und Cholesterinkristallen darstellt, und das den
GefaRquerschnitt weiter einengt .

An den grof3en und mittleren GefalRen fuhrt dies beispielsweise auf kardialer
Ebene zu den klinischen Symptomen der Angina Pectoris. Wird ein Herzkranz-
gefall auf diese Weise immer weiter geschadigt, kann sich ein auf der Oberfla-
che entstandener Thrombus 16sen und abgeschwemmt werden, oder es kann
sich auch das Atherom er6ffnen, und das Gefal® wird durch die abgesprengten
Trummer oder ein neu gebildetes Gerinnsel auf dem Boden des erdffneten Pla-
ques akut verschlossen, was einen akuten Myokardinfarkt bedeutet 2. Da die
Atherosklerose auch an den kleinen und kleinsten GefalRen stattfindet, Iasst
sich beispielsweise in der Niere diese Schadigung an einer progredienten Ein-
schrankung der Nierenleistung erkennen. Ausdruck fur diese Veranderung der
Nierenkorperchen (Glomeruli) ist eine reduzierte glomerulare Filtrationsrate und

die Entwicklung einer Albumin- bzw. Proteinurie. Das Endbild dieser Verande-



rungen wird Glomerulosklerose genannt und fihrt, falls die Erkrankung nicht
frihzeitig behandelt wird, unaufhaltsam zum Verlust der Nierenfunktion und

somit zur Dialysepflichtigkeit des Patienten °.

1.2 Pathophysiologie der Athero- und Glomerulosklerose

1.2.1 Endotheliale Dysfunktion

Die Grundlage der Gefaliverkalkung bildet nach herrschender Lehrmeinung
eine Endotheldysfunktion *’. Mehrere Risikofaktoren sind hieran beteiligt, so
zum Beispiel die Hypertonie, die Hypercholesterinamie, ein Nikotinabusus und
ein bestehender Diabetes mellitus °. Unbeeinflussbare GréRen sind auRerdem
ein erhohtes Lebensalter, eine genetische Belastung und das mannliche Ge-
schlecht '. Jedoch stellen auch chronische Entziindungssituationen sowie die
Homocysteindmie unabhingige GroRen dieser Entwicklung dar 8. Ob virale
oder bakterielle Infektionen direkt die Entstehung der endothelialen Dysfunktion
und hiertber die Atherosklerose bewirken kdnnen, muss Gegenstand weiterer
Untersuchungen sein °.

Die endotheliale Schadigung bewirkt einen Verlust von physiologischen Barrie-
refunktionen des Endothels. So gelangen Plasmalipoproteine, v.a. die Low Den-
sitiy Lipoproteine (LDL) und die Very Low Densitiy Lipoproteine (VLDL), durch

10

vesikularen Transport und Konvektion in den subendothelialen Raum ™ und

werden beim Durchtritt durch diese Schicht oxidativ verandert (oxLDL) "3,

Auf den Endothelzellen werden nun spezifische Rezeptoren bzw. Adhasions-
molekule exprimiert, die zur Anlagerung sowohl von Monozyten als auch von
Thrombozyten flihren. Die Monozyten wandern in die Intima ein und setzen
dort, stimuliert unter anderem durch oxLDL, O,-Radikale frei "*'°. Diese hoch-
reaktiven Sauerstoffradikale bewirken ihrerseits eine gesteigerte Oxidierung der
Lipoproteine, was somit einen circulus vitiosus darstellt, und reagieren mit
Stickstoffmonoxid (NO) stdchiometrisch zu Peroxinitrit (ONOO") "®'. Sowohl
O, 8" als auch Peroxinitrit ?° induzieren wiederum eine Steigerung der Endo-

theldysfunktion.



1.2.2 Oxidativer Stress

Auf die Beteiligung von Stickstoffmonoxid (NO) und des Superoxidanions (Oy)
soll an dieser Stelle etwas genauer eingegangen werden.

Gesunde Arterien sind im Ruhezustand vorwiegend relaxiert, was vor allem
durch den ,Endothelial Derived Relaxing Factor* (EDRF) bewirkt wird %', der
mittlerweile als Stickstoffmonoxid identifiziert wurde ***%. Gebildet mit Hilfe von
verschiedenen NO-Synthasen aus L-Arginin entfaltet NO vorwiegend Uber ei-
nen cGMP (zyklisches Guanin-Mono-Phosphat) gekoppelten Prozess seine
relaxierende Wirkung.

Einer seiner physiologischen Gegenspieler, das Superoxidanion, wirkt demge-
genuber vasokonstriktorisch. Unterschiedliche Einflisse wie z.B. Rezeptorbin-
dungen flhren zu einer Sensibilisierung des kontraktilen Apparates fir Kalzium
24 bzw. zu einer vermehrten Mobilisierung von zytosolischem Kalzium % und
damit zu einer Kontraktion. O, wird im Endothel und in glatten Muskelzellen
hauptsachlich Uber die NADH/NADPH-Oxidase produziert, es existieren aber
uber Cytochrom P450 oder Cyclooxigenase vermittelte Wege auch andere Bil-
dungsméglichkeiten ?°. Zusétzlich sind Superoxidanionen und andere ,reactive
oxygen species‘ (ROS) an der unspezifischen Abwehr des Immunsystems be-
teiligt .

Im gesunden menschlichen Koérper stehen die Bildung von ROS und der Abbau
dieser Stoffe, z.B. durch die Superoxiddismutase (SOD) aber auch andere En-
zyme, im Gleichgewicht. Eine Verschiebung auf die Radikalen generierende
Seite wird als oxidativer Stress bezeichnet. Mittlerweile ist fur viele unterschied-
liche Stoffe in mindestens ebenso vielen Zellarten und Geweben gezeigt, dass

| 2 und auch fir

sie oxidativen Stress bewirken konnen, so z.B. fur Angiotensin |
die Hypercholesterinamie 22. Dies soll spater genauer erlautert werden.

Oxidativer Stress beeinflusst jedoch nicht nur die Kontraktilitat der Gefale,
sondern hat auch Auswirkungen auf den Zellzyklus. Unter verschiedenen Be-
dingungen kann hier ein Stillstand in der G4-Phase, der die Zelle hypertrophie-
ren lasst, oder auch ein Fortschreiten im Zellzyklus bewirkt werden, was wie-
derum entweder zur Proliferation fuhrt oder, bei fehlenden Substraten oder un-

zureichenden Lebensbedingungen, zur Apoptose der Zellen %°.



Vor diesem Hintergrund lassen sich nun die weiteren Vorgange im atheroskle-
rotischen Gefaly differenzierter betrachten. Diese zeichnen sich im Vergleich
zum gesunden Gefal} also auch durch einen erhohten Zellumsatz aus, was
wiederum die Ausbildung des Atheroms als auch dessen Stabilitat nachhaltig

beeinflusst 33,

1.2.3 ,Fatty streak” und Atherombildung

Durch die nun geringere Menge an verfiugbarem NO, das physiologisch eine
Aggregation von Thrombozyten zu verhindern vermag, lagern sich diese nun
am geschadigten Endothel an und bewirken ebenso wie die in die Intima ein-
gewanderten Monozyten (s.0.) eine Expression von verschiedenen
Adhasionsmolekilen wie VCAM-1 oder E-Selectin auf den Endothelzellen.
Lymphozyten und weitere Monozyten konnen in den subendothelialen Raum
einwandern, in dem letztere sich, stimuliert durch Wachstumsfaktoren wie CSF
(Colony stimulation factor), in Makrophagen umwandeln .

33,34 und

Makrophagen und Myozyten kdnnen nun LDL und oxLDL aufnehmen
werden zu sogenannten ,Schaumzellen®, die ihrerseits die Fahigkeit zur Migra-
tion verloren haben. Sie bilden zusammen mit den Lymphozyten und intimalen
Muskelzellen den sichtbaren Fettstreifen, den ,Fatty streak®.

Diese Veranderungen beantwortet der Korper mit einer Entzindungsreaktion,
auch ,response to injury“ genannt. Sie beginnt mit einer zusatzlichen Odembil-
dung und veranlasst alle bereits beschriebenen Zellen dazu, Chemokine, Zyto-
kine und verschiedenste Wachstumsfaktoren, z.B. Platelet derived growth factor
(PDGF) oder auch Interleukin-1 (IL-1) und Tumor necrosis factor a und 8 (TNF
a und B) zu synthetisieren. Myozyten aus der Media proliferieren und wandern
in die Intima ein. Ebenso werden Anteile der extrazellularen Matrix gebildet, wie
z. B. Kollagen, Elastin und Proteoglycane. Diese Atherombildung ist im Gegen-

satz zum ,fatty streak” irreversibel °.



1.2.4 Glomerulosklerose

Treten diese atherosklerotischen Veranderungen in der Niere auf, spricht man
von Glomerulosklerose. Diese ist einerseits durch die eben beschriebenen Vor-
gange an den Arteriolen gekennzeichnet, als auch durch organspezifische zu-
satzliche Ereignisse.

Auch im Glomerulum stellt unter anderem eine veranderte Lipidpermeabilitat als
Folge der Endothelschadigung den Beginn dieser Schadigung dar %%,

Die in den Glomeruli urspringlich nur als ,Stitzzellen” verkannten Mesangium-
zellen spielen bei den spezifischen Veranderungen eine besondere Rolle. Si-
cherlich stabilisieren sie und die von ihnen synthetisierte mesangiale Matrix die
Glomeruli, die teilweise sehr hohen Druckschwankungen ausgesetzt sind. Je-
doch kénnen auch sie bestimmte Zytokine freisetzen oder sind zur Phagozytose
von Immunkomplexen, wie sie bei verschiedenen glomerularen Erkrankungen
anfallen, befahigt % Im vorliegenden Fall ist ihre Fahigkeit hervorzuheben, O,'-
Radikale zu bilden *°. Auch juxtaglomeruldre Zellen, eine weitere spezifische
Zellart in direkter Nachbarschaft zum Glomerulum, konnen diese Metabolite
synthetisieren “*°. Oxidative Veranderung von Lipoproteinen wurde in den ge-
schadigten Glomeruli ebenso nachgewiesen *', wie proliferierte Mesangiumzel-
len, eingebettet in eine stark vermehrte Mesangialmatrix, die die Grundlage fur

die Verkalkung der Nierenkdrperchen darstellt 2.

1.3 Angiotensin Il

1.3.1 Stoffwechsel

Im menschlichen Korper bilden bei einer niedrigen Serumnatriumkonzentration
sowie einer eingeschrankten Nierenfunktion Epitheloidzellen der Vasa afferen-
tia, die sogenannten juxtaglomerularen Zellen, das Hormon Renin, das eine
Abspaltung des Dekapeptids Angiotensin | von Angiotensinogen bewirkt. Die-
ses wird v.a. durch das ,Angiotensin Converting Enzym“ (ACE), das vornehm-
lich in der Lunge aber auch im Blut und verschiedenen Geweben, zudem in ho-

her Konzentration auch in atherosklerotischen Lasionen ** zu finden ist, in das



Oktapeptid Angiotensin || umgewandelt. Angiotensin Il entfaltet seine Blutdruck
steigernde Wirkung einerseits Uber eine direkte Vasokonstriktion, andererseits
uber die vermehrte Ausschuttung von Aldosteron, was zur Natriumresorption im

Tubulusapparat und damit zur Wasserretention fiihrt 4.

1.3.2 Angiotensin lI-Rezeptoren

Angiotensin |l vermittelt seine biologische Aktivitat v.a. Uber zwei spezifische
Rezeptoren, den AT+- und den AT,-Rezeptor. Beide gehoren in die Familie der
7-Transmembran-Rezeptoren und sind G-Protein gekoppelt, bewirken im Ge-
webe jedoch sehr unterschiedliche Effekte, wobei die AT¢-Rezeptor vermittelten
zum aktuellen Zeitpunkt bereits detaillierter charakterisiert werden konnten.

Der AT¢-Rezeptor kann in vielen Geweben nachgewiesen werden, so z.B. in
Leber und Darm *°, jedoch auch in Zellen der Niere *® und des Herz-Kreislauf-
Systems *’. In vitro I4sst sich die Rezeptordichte unter anderem durch LDL “84°,

| %2 im Sinne eines

Insulin *° und Dexamethason *' steigern, durch Angiotensin |
negativen Feedback-Mechanismus, sowie durch NO *3 verringern.
Demgegenuber wird der AT,-Rezeptor vor allem im Uterus und den Ovarien

rt > jedoch nimmt die Rezeptordichte nach der Geburt deutlich ab .

exprimie
Aber auch in Zellen des Herz-Kreislauf-Systems *” und der Niere *" lasst sich
der Rezeptor nachweisen. Interessanterweise wird nach einer Verletzung der
Koronarien die AT»-Rezeptordichte in diesen GefaRen gesteigert *®. In vitro
lasst sich zudem die Expression durch Glucocorticoide und verschiedene

Wachstumsfaktoren sowie Zytokine beeinflussen *°.

1.3.3 Angiotensin Il und GefalRtonus

Wie schon erwahnt, ist der Ruhezustand der Gefalle mit einer endothelabhan-
gigen Dilatation zu beschreiben. Eine der herausragenden Wirkungen von An-
giotensin |l sind seine vasokontraktorischen Effekte, bzw. die Aufhebung dieses
dilatierten Ruhezustands ?’. Angiotensin Il bindet an den AT;-Rezeptor und
fuhrt zu einer Erhéhung der Kalziumkanalsensitivitat und hierdurch zu einer

Steigerung der zytosolischen Kalziumkonzentration, was zur Kontraktion des



kontraktilen Apparates fiihrt ©. Der spezifische AT;-Rezeptorantagonist Losar-
tan vermag diese Wirkung in Ratten abzuschwéchen °'. Auch im Rahmen einer
klinischen Studie, der TREND-Studie, auf die an spaterer Stelle genauer einge-
gangen werden soll, zeigte sich eine Reduktion dieser erhohten Kontraktilitat
durch die Gabe eines ACE-Hemmers %%,

Ebenso fuhrt eine ATi-Rezeptoraktivierung zu einer vermehrten Freisetzung
von Endothelin-1, einem ebenso potenten vasokonstriktorisch wirkendem Poly-
peptid &, das auRerdem die Gefale in einen hyperreagiblen Zustand versetzt.
Diese Effekte konnen wiederum durch einen spezifischen AT-Rezeptorblocker
beeinflusst werden ®*. Auf der anderen Seite wurde jedoch auch eine AT;-
Rezeptor vermittelte gesteigerte NO-Freisetzung gefunden, die die Angioten-
sin Il bedingte Kontraktion abzuschwéchen vermag . AuRerdem fiihrt die Bin-
dung von Angiotensin Il an den AT,-Rezeptor ebenso zu einer Freisetzung von
NO, das bekanntlich vasodilatatorisch wirkt °.

Insgesamt kann man also sicherlich von einer Steigerung der Kontraktion bzw.
einer Hyperreagibilitdt des Gefalttonus auf Angiotensin Il ausgehen, jedoch ist
das Gefalkendothel offensichtlich dazu in der Lage, diese Effekte zu modulieren

und auch abzuschwachen .

1.3.4 Angiotensin Il: Direkte Zellauswirkungen und Zellzyklus

Einige Schlusselschritte in der Entstehung der Atherosklerose sind die direkte
Folge von oxidativem Stress, oder, genauer gesagt, sind sie durch reaktive
Sauerstoffmetabolite, z.B. O,-Radikale, vermittelt. Einige bewirken ihrerseits
wiederum die weitere Entstehung von ROS bzw. fuhren direkt zur weiteren En-
dothelschadigung 8, andere beeinflussen den Zellzyklus.

Die Bindung von Angiotensin Il an den AT-Rezeptor fuhrt in glatten Gefalimus-
kelzellen zeit- und dosisabhangig zu einer Aktivierung der NADH/NADPH-
Oxidase, liber die O,-Radikale freigesetzt werden . In GefaRsegmenten konn-
te dieser Effekt durch ATi-Rezeptorantagonisten verringert werden 27 Aber
auch an Endothelzellen werden Uber diesen Weg vermehrt Sauerstoffradikale

freigesetzt "°.



An kultivierten GefalRmuskelzellen liel3 sich tber diesen Weg eine Angiotensin Il
induzierte Hypertrophie nachweisen ”', jedoch bewirkt Angiotensin Il an diesen
Zellen ebenso eine Proliferation 2. Auch apoptotische Wirkungen, fur die der
AT,-Rezeptor verantwortlich gemacht werden kann, wurden fur Angiotensin Il
beschrieben ", ebenso antiproliferative Effekte "*. Weitere Schritte in der Sig-
nalkaskade beider Angiotensin-Rezeptoren stellen z.B. STAT (,signal trans-
ducer and activator of transcription“) dar, an denen sich Effekte tber die beiden
Rezeptorsubtypen als ,Antagonisten” gegeniiber zu stehen scheinen "°.

In der Niere lassen sich ahnliche Vorgange unter anderem an Tubuluszellen
verfolgen, an denen die Bindung von Angiotensin |l an den AT;-Rezeptor zu
einer Superoxidanionenfreisetzung und durch Eingreifen in den Zellzyklus zur
Hypertrophie fiihrt "°. Ebenso kann dieser Stillstand im Zellzyklus (s.0.) in Mes-
angiumzellen beobachtet werden ”’, jedoch zeigte sich in anderen Studien ein
Fortschreiten im Zellzyklus, ausgedriickt durch eine gesteigerte Proliferation 2.
Die Regulation dieser zellzyklusbeeinflussenden Wirkungen, moglicherweise
(iber verstarkte oder verminderte Expression des Zyklinkinaseinhibitors p27 P’
877 ‘muss Gegenstand weiterer Untersuchungen sein.

Auch andere Vorgange im Rahmen der Athero- und Glomerulosklerose konnten
mittlerweile Angiotensin |l vermittelten Wirkungen zugeschrieben werden, z.B.
die Stimulation von GefaRmuskelzellen in die Intima einzuwandern ", die Ex-
pression von Adhasionsmolekiilen auf Endothelzellen %%, die Aktivierung von
Monozyten 82 oder die Produktion von Matrixproteinen durch Myozyten der Ge-
faRwand . Die Synthese von extrazelluldrer Substanz durch Angiotensin ||
wurde auRerdem fiir Mesangialzellen gezeigt ®, sowie auch die Inhibition des

Abbaus dieser Substanzen &°.

Somit kann Angiotensin Il zum momentanen Zeitpunkt als eine der Substanzen
angesehen werden, die einen betrachtlichen Beitrag zur Entstehung der Athero-
und Glomerulosklerose leisten, auch wenn mittlerweile Effekte nachgewiesen
werden konnten, die diese Veranderungen bremsen, oder wenigstens modulie-

ren kbnnen.



1.4 Plasmalipoproteine

1.41 Stoffwechsel

Mit der Nahrung aufgenommene Lipide werden als Triglyceride und Choleste-
rinester im Blut in wasserloslichen Lipid-Protein-Komplexen transportiert. Man
unterscheidet diese Lipoproteine nach GrofRe, Dichte, Lipidzusammensetzung
und ihren Apolipoproteinen, bestimmten Proteinkomplexen, die in der hydrophi-
len ,HUlle* der Lipoproteine eingebettet sind. Sie Ubernehmen einerseits Funkti-
onen als Strukturelemente und Enzymaktivatoren, andererseits wird Uber sie
die Bindung an die spezifischen Rezeptoren der Zielzellen reguliert.

Low Density Lipoproteine (LDL) spielen in der Entstehung der Atherosklerose
eine entscheidende Rolle, so flhrt ein Defekt im LDL-Rezeptor, wie er bei der
familiaren Hypercholesterinamie auftritt, zu massiv erhéhten LDL-Spiegeln mit
der Folge von ausgepragten atherosklerotischen Veranderungen . Auch konn-
te in Kklinischen und tierexperimentellen Studien LDL als das hauptsachlich an
den atherosklerotischen Veranderungen beteiligte Agens identifiziert werden °’.
In der Leber aus Intermediate Density Lipoproteinen (IDL) gebildet, enthalten
sie vor allem Cholesterinester, als Apolipoprotein lediglich Apo-B100. Dieses
reguliert die Bindung an die ApoE/ApoB100-Rezeptoren der Zielzellen in der
Peripherie 8, die dann die Lipoproteine (iber Endozytose aufnehmen und die
transportierten Cholesterine und Triglyceride ins Zytoplasma freisetzen. Wegen
seiner relativ geringen Affinitdt zum LDL-Rezeptor finden sich die LDL eine lan-

ge Zeit im Blut, was ihre Atherogenitat mit bedingt.

1.4.2 Oxidierte Low Densitiy Lipoproteine (oxLDL)

Sowohl tierexperimentell 2°

als auch in hypercholesterinamischen Patienten
konnte eine Akkumulation von LDL und von oxidativ veranderten LDL in der
atherosklerotisch veranderten GefaRwand gezeigt werden .

Wie bereits erwahnt, kdnnen LDL wohl auch ohne spezifische Rezeptorbindung
das geschadigte Gefallendothel durchdringen und werden hierbei und nach

Aufnahme in die Zielzellen oxidiert 2. Diesen modifizierten LDL, die in vivo in



unterschiedlichsten Oxidationsgraden vorliegen *°, kommen in den weiteren
Vorgangen entscheidende Rollen zu °".

Die Oxidation der LDL geschieht Uber verschiedene Reaktionen und Enzymsys-
teme, unter anderem durch Superoxidanionen %, Peroxinitrit ® und Hydroxyl-
radikale *, oder liber Myeloperoxidase *° und Lipoxygenase % vermittelte We-
ge. Zusatzlich entstehen hierbei Moleklle, denen ihrerseits wiederum spezifi-
sche Eigenschaften zukommen, wie z.B. Lysophosphatidylcholin (LPC) *’. Zu
den Zelltypen, die LDL oxidativ verandern konnen, zahlen neben Zellen der Ge-
faRwand wie Endothelzellen und Myozyten ®® gleichfalls Makrophagen *°, aber

auch Zellen der Niere, wie Mesangiumzellen " und Tubuluszellen .

1.4.3 OxLDL: Vasomotorik und oxidativer Stress

Als Ausdruck der endothelialen Dysfunktion, die in hypercholesterindmischen

Patienten nachgewiesen wurde %%

, sollen nun die Auswirkungen von oxidier-
ten LDL auf die Vasomotorik genauer betrachtet werden.

Im Gegensatz zu dem potenten Vasokonstriktor Angiotensin Il erbrachte die
Inkubation mit oxLDL in isolierten Kaninchenaortenringen keine Kontraktions-
antwort '®. Jedoch sind oxLDL dazu in der Lage, die Reagibilitat der GefaRe
auf konstriktorische und dilatierende Reize zu modulieren.

Oxidierte Lipoproteine beeinflussen die endothelabhangige Dilatation der Gefa-
Re Uber NO, so inhibieren sie sowohl zeit- und dosisabhangig die NO-Synthese
104 "als sie auch in der Lage sind, NO selbst zu inaktivieren '®. In Kaninchen-
femoralarterien konnte oxLDL eine bereits bestehende Kontraktion weiter ver-
starken %°.

Dass Endothelzellen diese Vorgange entscheidend beeinflussen, zeigen Versu-
che, bei denen in deendothelialisierten Gefalken oxLDL alleine eine deutliche
Kontraktion bewirkte "%, was vermuten lasst, dass das Endothel durch dilatie-
rende Einflisse dazu in der Lage ist, diese direkte konstriktorische oxLDL-
Wirkung abzuschwachen. Jedoch auch Endothelzellen sind durch Lipoprotein
stimulierte Endothelin-1-Freisetzung an vasokonstriktorischen Effekten betei-
ligt "8,
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Einen mittlerweile bekannten Signaltransduktionsweg fur oxLDL-Wirkungen
stellen, ebenso wie flr Angiotensin Il, O,-Radikale dar. In Gefallversuchen
konnte die oxLDL induzierte Wirkung durch Zugabe der O," abbauenden Super-
oxiddismutase abgeschwacht werden '%°.

Sauerstoffradikalbildung aufgrund einer Inkubation mit oxLDL konnte fur ver-
schiedene Zellsysteme, unter anderem Endothelzellen ''°, glatte GefaRmuskel-

11 11 40

' Makrophagen und Monozyten ''?, juxtaglomeruldre Zellen und

3

zellen

® gezeigt werden. Interessanterweise fiihrt auch Ly-
113 114

auch Mesangiumzellen

sophosphatidylcholin (LPC) an Endothelzellen und Myozyten Zu einer
Sauerstoffradikalfreisetzung.

Oxidativ veranderte LDL bzw. ihre ,Nebenprodukte“ konnen also als potente
Initiatoren fur oxidativen Stress angesehen werden. An dieser Stelle ist beson-
ders hervorzuheben, dass demgegenuber native LDL isoliert in kultivierten En-

dothelzellen und Mesangiumzellen nicht zur O,-Bildung fiihren '*°.

1.4.4 OxLDL: Direkte Zellauswirkungen und Zellzyklus

Oxidativer Stress beeinflusst ebenso wie die Kontraktilitat der Gefalle auch den
Zellzyklus einzelner Zellsysteme. Dass dies auch fur oxLDL induzierte Oj-
Freisetzung gilt, konnte unsere Arbeitsgruppe fir Endothelzellen nachweisen. In
ihnen flhrt die Inkubation mit oxLDL zu Sauerstoffradikalbildung Uber die

NADPH-Oxidase, was in niedrigen Konzentrationen zur Proliferation fiihrt '*°.

Proliferative Auswirkungen von oxLDL wurden zudem fiir Makrophagen "7,

"9 hachgewiesen. In héhe-

12

glatte Muskelzellen '*® aber auch Mesangialzellen

ren Konzentrationen bewirken oxLDL sowohl in Endothelzellen '?° als auch in

" und Mesangialzellen '*' Apoptose. Beide Vorgange stellen ein

Myozyten
Fortschreiten im Zellzyklus dar.

In anderen Versuchen konnten oxLDL eine Hypertrophie als Ausdruck eines
Zellzyklusarrestes der inkubierten Endothelzellen bewirken %2,

In diesen Vorgangen sind die genauen Signaltransduktionswege noch nicht
komplett aufgeklart. Eine tragende Rolle scheinen ROS zu spielen, die durch
die NADPH-Oxidase gebildet wurden ''®, eine andere die GTPase RhoA '%%"?2,

123

Auch Veranderungen in der zytosolischen Kalziumkonzentration und Ex-
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pressionsverminderungen oder -erhdhungen des im Zellzyklus wichtigen Zyklin-
kinaseinhibitors p27<*" 24 spielen in Zellzyklusentscheidungen eine Rolle.
Inwieweit sich diese Wege gegenseitig beeinflussen bzw. Ausdruck einer ge-
meinsamen Signaltransduktion sind, muss in weiteren Untersuchungen hinter-
fragt werden.

OxLDL selbst wirken konzentrationsabhangig auf verschiedene Zellkulturen
zytotoxisch und bewirken Nekrose **'#. Zudem sind sie in niedrigen Konzen-
trationen dazu in der Lage, in an der Athero- und Glomerulosklerose beteiligten
Zellen zur Expression verschiedener Adhasionsmolekile, wie ICAM-1 und
VCAM-1, und auch zur Produktion von Chemokinen und Cytokinen zu fihren.
Der ,Makrophagen Colony Stimulating Factor” und das ,Monozyten Chemotak-
tische Protein-1“ sind solche Chemokine, deren durch oxLDL bewirkte Freiset-
zung an der Schaumzellbildung und anderen Vorgangen im atherosklerotischen
GefaR beteiligt ist '2%"7.

Ausdruck fur die renale Schadigung ist u.a. die oxLDL bedingte TGF-f3 Freiset-
zung, die zur vermehrten Matrix-Produktion fiihrt ''°. Zusétzlich wird der Ma-

trixabbau durch oxLDL gehemmt '°'.

1.4.5 OxLDL-Rezeptoren

Oxidierte LDL besitzen nicht mehr ihr urspriingliches Apolipoprotein Apo-B100
und konnen somit nicht mehr Uber den LDL-Rezeptor in die Zelle gelangen.
Modifizierte LDL kdnnen Uber Scavenger-Rezeptoren (SR-A I/ll, SR-BI), CD 36
oder FcyRIl in die Zellen aufgenommen werden '?8, jedoch haben oxLDL eine
hohe Affinitat zum ,Lectin-like OxLDL-Rezeptor 1“ (LOX-1) '®. Dies konnte fiir
Endothelzellen, GefaBmuskelzellen, Makrophagen und auch fur Mesangialzel-

len 128,129

gezeigt werden. In Tubuluszellen der Niere scheinen zusatzlich ande-
re Mechanismen an der Internalisierung von oxLDL beteiligt zu sein '°".

Der LOX-1-Rezeptor ist ein Typ [l Membran-Protein und gehoért in die Familie
der C-Typ-Lectin-Rezeptoren "*°. Aktuell beschéftigt sich die Wissenschaft da-
mit, die oben aufgeflhrten Effekte von oxLDL den beteiligten Rezeptoren zuzu-
ordnen, unter anderem wurde eine LOX-1 vermittelte O,-Bildung in Endothel-

zellen nachgewiesen ™.
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Die LOX-1-Expression kann neben veranderten Stromungseigenschaften im
GefaB, sogenanntem ,Fluid shear stress“ "2, auch durch TNF-a '?®, Glucose

33 und Angiotensin 1l '

gesteigert werden. Interessanterweise bedingt oxLDL
selbst im Sinne eines positiven Feedbackmechanismus eine Zunahme der Re-

zeptordichte an der Zellmembran ™°.

Auch Lipoproteine spielen also in der Pathogenese der Athero- und Glomeru-
losklerose eine entscheidende Rolle, wobei den oxidativ veranderten Low Den-

sity Lipoproteinen eine besondere Bedeutung zukommt.

1.5 Angiotensin Il und oxidierte Lipoproteine

In atherosklerotischen Lasionen und im sklerotisch geschadigten Glomerulus
kénnen sowohl Angiotensin I, das Angiotensin Converting Enzym "*® und oxi-
dierte LDL "*" in enger Nachbarschaft gefunden werden. Dass dies nicht nur
eine Koinzidenz ist, sondern dass vielmehr oxLDL und Angiotensin Il gemein-
same Wirkungen entfalten kdnnen, lasst sich bei einer genaueren Betrachtung
der Vorgange auf Gewebs- und zellularer Ebene teilweise belegen, teils zumin-
dest postulieren. Auch Ergebnisse von Kklinischen Studien lassen solche

SchllUsse zu.

1.5.1 Zusammenwirken auf GefaB- und zellularer Ebene

Einer der gemeinsamen Effekte beider Substanzen stellt die Superoxidanionen-
Produktion Uber die NADPH-Oxidase dar (s.0.). In noch nicht veroéffentlichten
Versuchen unserer Arbeitsgruppe konnte in Endothelzellen sowohl durch
oxLDL als auch durch Angiotensin Il eine Oy - Freisetzung festgestellt werden.
Bei gemeinsamer Inkubation potenzierten sich diese im Vergleich zu den jewei-
ligen Einzeleffekten.

Auf zellularer Ebene liel3 sich auRerdem die Expression des einen Rezeptors
134,138

durch die Inkubation mit dem jeweils anderen Bindungspartner steigern

Interessanterweise fuhrt auch die Bindung von oxLDL an den LOX-1-Rezeptor
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zu einer vermehrten Produktion von Angiotensin Converting Enzym in Endo-
thelzellen ™.

Auch vasokonstriktorische Synergismen lieRen sich belegen. In Kontraktions-
versuchen mit isolierten Kaninchenaortenringen ergab die isolierte Inkubation
mit Angiotensin Il eine deutliche Kontraktionsantwort, die isolierte Inkubation mit
oxidierten LDL fuhrte jedoch zu keiner Kontraktion. Wurde jedoch zur Vorkon-
traktion mit Angiotensin Il die gleiche Konzentration oxLDL zugegeben, so po-
tenzierte sich die Kontraktion '%.

Welche Schritte hier nun die entscheidenden sind, dass die eine Substanz die
Wirkung der anderen verstarken kann, muss weiter hinterfragt werden, jedoch
bieten sich bereits einige Ansatzpunkte, bekannte Stationen der Signalkaskade

beider Substanzen, an denen dies Uberpruft werden kann.

1.5.2 Interaktionen in klinischen Studien

In vielen klinischen Studien konnte mittlerweile gezeigt werden, dass durch die
Hemmung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems durch ACE-Hemmer
und ATi-Rezeptorantagonisten sich nicht nur der Blutdruck effektiv senken
lasst, sondern sich diese Substanzklassen auRerdem durch protektive Wirkun-
gen sowohl fir die Herzkreislauf- als auch die Nierenfunktion auszeich-
nen 140,141.

In der TREND-Studie (,Trial on Reversal of ENdothelial Dysfunction”) wurde
speziell die Endothelfunktion unter einer Behandlung mit dem ACE-Hemmer
Quinapril untersucht. Bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit, jedoch weder
schwer hypertensiv noch mit eingeschrankter linksventrikularer Funktion und
ohne schwere Dyslipidamie (LDL < 160 mg/dl), liel3 sich eine Verbesserung der
endothelialen Funktion mittels koronarangiographisch gemessener Kontraktibili-
tat der Koronarien nachweisen .

Die HOPE-Studie (,Heart Outcome Prevention Evaluation”), eine gro3e Studie
an Hochrisikopatienten — niereninsuffizienten, hypertonen, hypercholesterina-
mischen Diabetikern — konnte in der Gruppe der mit einem ACE-Hemmer be-

handelten Patienten eine Reduktion der Mortalitat durch kardiovaskulare Ereig-
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nisse belegen. Ein Zusammenhang dieser chronischen Erkrankungen mit einer
endothelialen Dysfunktion wurde von den Autoren diskutiert "*°.

Ein mit der TREND-Studie vergleichbares Patientenkollektiv wurde in der
QUIET-Studie (,QUinapril Ischemic Event Trial“) ebenso mit dem ACE-Hemmer
Quinapril behandelt. Endpunkte stellten hier nun nicht die spezifischen Veran-
derungen an den Koronarien dar, sondern die Reduktion kardiovaskularer
ischamischer Ereignisse, sowie die angiographisch nachgewiesene Pro-
gressionsverzogerung der Koronarsklerose. Im Gesamtkollektiv liel} sich keine
statistisch signifikante Verbesserung in der Verumgruppe belegen, jedoch zeig-
te die Auswertung der Untergruppen, dass bei Patienten mit LDL-Spiegeln >125
mg/dl die Endothelfunktion durch den Einsatz des ACE-Hemmers wirkungsvoll
verbessert werden kann 42143,

In der SCAT-Studie (,Simvastatin/Enalapril Coronary Atherosclerosis Trial“)
wurden Patienten mit koronarer Herzkrankheit und einem durchschnittlichen
LDL-Spiegel von 130mg/dl — wiederum ohne erhohte Blutdruckwerte und nor-
maler bis milde eingeschrankter linksventrikularer Funktion — mit dem CSE-
Hemmer Simvastatin, mit dem ACE-Hemmer Enalapril oder mit beiden kombi-
niert gegen die entsprechenden Placebogruppen behandelt. Ein Fortschreiten
der Atherosklerose konnte nur in den mit dem Statin behandelten Patienten
festgestellt werden. Die Behandlung mit dem ACE-Hemmer allein ergab keine
Effekte '*.

In der Zusammenschau kann also die Reduktion der Mortalitat von Patienten
mit kardiovaskularen Erkrankungen durch ACE-Hemmer, wie sie in der HOPE-
Studie belegt wurde, nicht auf eine Reduktion der Atherosklerose selbst zu-
ruckgeflihrt werden, sondern vielmehr auf eine Senkung des Blutdrucks und

eine Verbesserung der endothelialen Funktion.
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1.6 Zielsetzung

Es sprechen also einige Punkte dafur, dass Angiotensin Il und atherogene Low
Density Lipoproteine ihre Wirkung wenigstens teilweise Uber die gleichen Sig-
nalwege vermitteln und sich hierbei gegenseitig verstarken konnen.

In der vorliegenden Arbeit soll nun diese Hypothese an kultivierten GefalRmus-
kelzellen und Mesangiumzellen hinsichtlich der Proliferation untersucht werden.
Beide Zellen sind mesenchymalen Ursprungs und deshalb eng miteinander
verwandt, jedoch sollen die Effekte sowohl an Gefalzellen, als auch an spezi-

fisch renalen Zellen untersucht werden.

Als Grundlage sollen Dosis-Wirkungs-Beziehungen fur die isolierte Inkubation
sowohl mit Angiotensin II, als auch mit atherogenen Lipoproteinen, hier v.a. den
oxidierten LDL, aufgestellt werden. Die Beteiligung des AT-Rezeptors, Uber
den die proliferationsfordernden Effekte vermittelt zu sein scheinen, soll hierbei
durch spezifische Hemmung mit Losartan genauer charakterisiert werden.

Als WeiterfUhrung sollen dann die Zellkulturen mit beiden Substanzen, Angio-
tensin Il und atherogenen Lipoproteinen, gemeinsam inkubiert und die Prolifera-
tion gemessen werden.

Auf Proteinebene sollen hierbei die Angiotensin-Rezeptoren und ihre mogliche
Expressionsdichte nach verschiedenen Inkubationen und in verschiedenen

Zellkulturpassagen im Western Blot nachgewiesen werden.

Zur Spezifizierung der Interaktion von oxidierten Lipoproteinen mit der jeweili-
gen Zellkultur soll der LOX-1-Rezeptor auf Proteinebene im Western Blot dar-
gestellt werden. Die Aufnahme der oxidierten LDL soll mittels einer Fluores-
zenzmarkierung in der Histochemie veranschaulicht und mit Hilfe von Internali-

sierungsmessungen quantifiziert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Primarzellkultur

Fir die Versuche in dieser Arbeit wurden sowohl erworbene Zellen (Clonetics,
Walkersville, USA) verwendet, als auch Zellen aus den jeweiligen Geweben
selbst prapariert. Dies war im Rahmen des Forschungsprojektes geplant und

von der Ethikkommission genehmigt.

2.1.1 Menschliche Mesangialzellen (NHMC)

2.1.1.1 Praparation

FUr die Praparation von Mesangiumzellen aus einer menschlichen Niere
(NHMC = normal human mesangial cells) wurde der gesunde Pol einer Niere
verwendet, die aufgrund eines Tumors entfernt werden musste. Dieser Teil der
Niere ergab in der pathologischen Begutachtung keinen Hinweis auf ein tumo-
roses Geschehen.

Im Operationssaal wurde das Gewebestick in eiskaltes Transportmedium
(RPMI 1640-Medium mit zugesetztem Penicillin, Streptomycin und L-Glutamin)
aufgenommen und zur weiteren Aufarbeitung auf eine sterile Werkbank ge-
bracht. Dort wurde in einer Petrischale die Nierenkapsel geldst, die Nierenrinde
prapariert und diese mit einem Skalpell in kleine Stlicke zerkleinert. Nach er-
neuter Zugabe von Transportmedium wurden diese nun nacheinander durch
Siebe verschiedener Porengrofe (bis minimal 125 uym) gepresst, um schlieRlich
die Glomeruli zu isolieren. Das Medium mit den Glomeruli wurde nun aufge-
nommen und zentrifugiert.

Das Zellpellet wurde zur Separation der Podozyten in Medium mit Kollagenase
resuspendiert und fur zehn Minuten bei 37°C inkubiert. Nach einer weiteren
Zentrifugation wurde der Uberstand mit den gelésten Podozyten abgetrennt und
das Zellpellet der Mesangiumzellen in Kulturmedium (RPMI 1640-Medium mit

20% FCS und zugesetztem L-Glutamin, nichtessentiellen Aminosauren, Natri-
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umpyruvat, Insulin, Transferrin, Selenite, HEPES-Puffer, Penicillin und Strepto-

mycin) resuspendiert und ausgesat.

2.1.1.2 Typisierung mittels Immunhistochemie

Zur Charakterisierung der gewonnenen Mesangialzellen wurden diese in der 6.
Passage auf 24-well-plates ausgesat, und vor Erreichen eines konfluenten
Monolayers fixiert. Hierfur wurden die Zellen einmal mit PBS/1% BSA
gewaschen, und fur jeweils finf Minuten bei -20°C mit 80% Aceton/Ethanol,
80% Aceton und 50% Aceton fixiert. Nach weiteren drei Waschschritten mit
PBS/10% BSA konnten die Erstantikdrper in PBS/1% BSA fur eine Stunde
zugegeben werden. Diese waren:
¢ Anti-Vimentin, ein Protein des Zellgerusts von Zellen mesenchymalen
Ursprungs, zur Abgrenzung gegen Zellen epithelialen Ursprungs (Maus-
Antikérper, DAKO, Hamburg, Deutschland)
e Anti-Thy-1, ein spezifisches Oberflachenantigen, das v.a. an Mes-
angiumzellen exprimiert wird (Maus-Antikdrper, Chemicon, Temecula,
USA)
¢ Anti-von Willebrand-Faktor, dessen Vorhandensein auf den Mesangium-
zellen nicht, wohl aber auf Endothelzellen, erwartet wurde, und somit als
Kontrolle diente, dass nicht ein beliebiger Antikdrper eine Positivfarbung
ausloste (Maus-Antikorper, DAKO, Hamburg, Deutschland)
e Einem vierten Versuchsansatz wurde als Kontrolle kein Erstantikorper
zugesetzt.
Nach drei Waschschritten mit PBS/1% BSA wurde mit dem gegen Mausim-
munglobulin gerichteten Horseradish-Peroxidase (HRP)-konjugierten Zweitanti-
korper (Ziegen-Antikdrper, DAKO, Hamburg, Deutschland) in PBS/1% BSA fur
eine Stunde inkubiert und anschlielend wiederum dreimalig mit PBS/1% BSA
gewaschen.
Nach der Zugabe von Diaminbenzidin (DAB) als Substrat der HRP wurde die

Braunfarbung als Ausdruck der Positivimmunfarbung unter dem Mikroskop be-
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obachtet und DAB abgesaugt. Nach zweimaligem Waschen mit Aqua dest.
konnten die Wells mit Glyceringelatine eingedeckt werden.
Hierbei wiesen die Zellen alle Merkmale von Mesangiumzellen auf, die Daten

bzw. Fotos werden in dieser Arbeit nicht gezeigt.

2.1.1.3 Kultur

Die selbstpraparierten Mesangiumzellen wurden auf Kollagen Typ | - beschich-
teten Zellkulturmedien (BIOCOAT®, BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland)
bei 37°C und 5% CO3 kultiviert und bei Erreichen eines Monolayers im Verhalt-
nis 1:5 gesplittet. Hierzu wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen, mittels
Trypsin und EDTA (2 min, 37 °C) und durch leichtes Klopfen an die Zellkultur-
flasche von der Unterlage geldst und in Medium aufgenommen. Nach Abzentri-
fugieren der Zellen wurden diese wieder auf die jeweiligen Wells bzw. Ver-
suchswells ausgesat.

Die gekauften Mesangiumzellen wurden nach Herstellerempfehlung auf unbe-
schichteten Zellkulturflaschen und in einem anderen Kulturmedium bei 37°C,
5% CO, gezichtet (Basismedium MsBM mit 5% FCS und zugesetztem Genta-
micin und Amphoterecin B). Sie konnten in einem Verhaltnis von bis zu 1:7 ge-

teilt werden.

2.1.2 Glatte Muskelzellen aus der Rinderaorta (BSMC)

2.1.2.1 Praparation

Zur Gewinnung der BSMC (bovine aortic smooth muscle cells) wurde das Aor-
tenstlick vom Schlachthof in eiskaltem Transportmedium (Medium 199 mit zu-
gesetztem L-Glutamin, Penicillin und Streptomycin) ins Labor gebracht und dort
auf einer sterilen Werkbank auf einer Praparationsunterlage von Fett- und Bin-
degewebe befreit, der Lange nach erdffnet und auf der Unterlage befestigt.
Nach mehrmaligem Spulen der Tunica intima mit PBS wurden U-férmige Lap-
pen bis in die Tunica media prapariert. Aus dieser Schicht, die vornehmlich aus

glatten Muskelzellen besteht, wurden kleine Gewebsstliicke enthommen und in
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Transportmedium gesammelt. Die Muskelschichtstiicke wurden mit dem Skal-
pell weiter zerkleinert und auf Petrischalen gebracht. Zur Férderung des An-
wachsens der Gewebsstucke auf die Unterlage wurde nur sehr wenig Kultur-
medium (Medium 199 mit 20% FCS und zugesetztem L-Glutamin, Penicillin und
Streptomycin) zugesetzt und die Petrischalen fur zwei Stunden bei 37°C und
5% CO, bebritet. AnschlieRend wurde Kulturmedium im jeweiligen Volumen

zugesetzt.

2.1.2.2 Typisierung mittels Immunhistochemie

Die Typisierung dieser gewonnenen Zellen erfolgte nach dem gleichen Ver-
suchsprotokoll, wie fur die Mesangiumzellen beschrieben. Als Erstantikorper
wurden verwendet:
¢ Anti-SM-Actin, ein spezifisches Protein des kontraktilen Filamentsystems
(Maus-Antikorper, Progen, Wieblingen, Deutschland)
¢ Anti-Desmin, ein Intermediarfilamentprotein von Skelett- und auch glat-
ten Muskelzellen (Maus-Antikérper, DAKO, Hamburg, Deutschland)
¢ Anti-von Willebrand-Faktor, dessen Vorhandensein auch auf den glatten
Muskelzellen nicht erwartet wurde, und somit wiederum als Kontrolle
diente (Maus-Antikorper, DAKO, Hamburg, Deutschland)
e Ein vierter Versuchsansatz ohne Erstantikdrper wurde erneut als Kontrol-
le verwendet.
Hier lieRen sich die Zellen als glatte Muskelzellen charakterisieren, auch diese

Daten bzw. Fotos werden in dieser Arbeit nicht gezeigt.

2.1.2.3 Kultur

Die selbstpraparierten GefalBmuskelzellen konnten ebenso wie die gekauften
Zellen auf unbeschichteten Kulturmedien bei 37°C, 5% CO, gezlchtet werden,
jedoch wurde fir diese nach Empfehlung des Herstellers ein anderes Kulturme-
dium verwendet (Basismedium SmBM mit 5% FCS und zugesetztem Insulin,
humanem Fibroblastenwachstumsfaktor B (hFGF-B), humanem epidermalem

Wachstumsfaktor (hEGF), Gentamicin und Amphoterecin B). Nach Ausbildung
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eines Monolayers wurden die Zellen nach dem gleichem Protokoll wie dem der
Mesangiumzellen gesplittet, die selbstpraparierten im Verhaltnis 1:3, die ge-

kauften bis zum Verhaltnis 1:6.

2.2 Proliferationsnachweis

Zum Nachweis einer gesteigerten Proliferation der einzelnen Zellkulturen kam
sowohl ein Assay auf der Basis des Einbaus von radioaktiv markiertem Thymi-
din in neu synthetisierte DNA, als auch eine nichtradioaktive Methodik, die auf
der Umwandlung von 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl Tetrazoliumbro-
mid (MTT) in photometrisch messbares Formazan als Ausdruck der Proliferati-

on beruht, zur Anwendung.

2.21  *H-Thymidin-Einbau

Mesangialzellen wurden mit 1x10° Zellen der 7. bis 9. Passage auf 6cm-Petri-
schalen ausgesat, flir insgesamt 48 Stunden inkubiert, wovon die letzten 12
Stunden in Anwesenheit von *H-Thymidin erfolgten. Glatte Muskelzellen wur-
den mit 2x10° Zellen der 6. bis 8. Passage ausgesat und fiir insgesamt 23
Stunden, davon 7 Stunden mit *H-Thymidin, inkubiert. Soweit nicht anders an-
gegeben, bestand bei drei Versuchsansatzen sowohl die Kontrolle, als auch die
Inkubationsansatze in den jeweiligen Konzentrationen, aus serumfreiem Medi-
um. Anschlie3end wurden die Zellen mittels Trypsin/EDTA abgeldst und bei 4°C
und 1000 x g zentrifugiert. Das Pellet wurde in Lysepuffer mit Proteinase K auf-
genommen, Uber Nacht bei 56°C unter Schitteln lysiert und 15 Minuten bei
15000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, die DNA mittels
Phenol und Chloroform extrahiert, durch Isopropanol gefallt und wieder in TE-
Puffer gelost.

Die absolute DNA-Menge wurde photometrisch bestimmt (Perkin Elmer, Wel-
lesley, USA), die radioaktive Aktivitat im p-Counter (Canberra-Packard, Drei-
eich, Deutschland) als counts per minute (cpm) gezahlt. Diese Werte wurden

als cpm pro pg DNA aufeinander bezogen.
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222 MTT-Assay

FUr den Proliferationsassay mit Hilfe von MTT (MTT-Proliferation Kit |, Roche,
Mannheim, Deutschland) wurden 7x10° Zellen NHMC der 5. bis 8. Passage
bzw. 1x10* Zellen BSMC der 6. bis 8. Passage auf 96-well-plates ausgesit,
wobei die Mesangialzellen fur 48 Stunden inkubiert wurden, die glatten Muskel-
zellen lediglich 24 Stunden. Soweit nicht anders angegeben, bestand bei 12
Versuchsansatzen sowohl die Kontrolle, als auch die Inkubationsansatze in den
jeweiligen Konzentrationen, aus Kulturmedium mit 1% FCS.

Nach Herstellerangabe wurden den Zellen ,MTT-solution® fur vier Stunden und
»Solubilization-solution® Uber Nacht jeweils bei 37°C zugegeben und die Absorp-
tion im Photometer bei 570 nm gegen eine Referenzwellenlange von 700 nm

gemessen.

2.2.3 Auswertung und Statistik

Sowohl im Proliferationsassay mit *H-Thymidin-Einbau als auch im MTT-Assay
wurde die Kontrolle als 100% Proliferation gesetzt und die jeweils gemittelten
Versuchsansatze auf diesen Wert bezogen. Hieraus wurden Saulendiagramme
erstellt und die Standardabweichung (SEM) wurde positiv mit dargestellt.

Das Signifikanzniveau wurde, soweit nicht anders angegeben, mittels einseiti-
gem gepaartem T-Test bestimmt, wobei ein Wert von p < 0,05 (*) als signifikant
anzusehen war, Werte von p < 0,001 (**) und p = 0,0001 (***) Ausdruck einer

hohen Signifikanz waren.
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2.3 Western Blot

Zur Darstellung von verschiedenen Rezeptoren auf Proteinebene wurden so-
wohl NHMC und BSMC verwendet, als auch HUVEC (humane Umbilicalvenen
Endothelzellen) und die Zelllinie HBMEC (Mikrovaskulare Endothelzellen aus

dem menschlichen Gehirn) als Referenzzellen.

2.3.1 Versuchsdurchfiihrung

Zur Darstellung der ATq- und AT,-Rezeptordichte nach Stimulation mit ver-
schiedenen Substanzen wurden NHMC auf 75cm? Zellkulturflaschen mit diesen
in serumfreiem Medium fur 24 Stunden inkubiert. Danach wurden sie auf Eis in
hypotonem Lysepuffer aufgenommen, die DNA durch mehrmaliges Durchpres-
sen durch eine Kanule geschert. Ein Teil davon wurde im Verhaltnis 3:2 mit
0,3M NaOH versetzt und nach funf Minuten bei 95°C einer Proteinbestimmung

nach Lowry ™

zugefuhrt (Protein-Assay-Kit, Sigma, Deisenhofen, Deutsch-
land). Der andere Teil wurde ebenfalls 3:2 mit Probenpuffer gemischt und flr
funf Minuten bei 95°C unter Schitteln gekocht.
Gleiche Mengen an Protein wurden auf ein Polyacrylamid-Gel aufgetragen und
bei 40 bis 80mA getrennt. Nach Abtrennen des Sammelgels wurden die Protei-
ne in 90 Minuten bei 2A auf eine mit Methanol gewaschene PVDF-Membran
ubertragen.
Uber Nacht wurden in Blotto unspezifische Bindungen blockiert. Der Primaranti-
korper wurde in Blotto verdinnt fur eine Stunde auf der Membran belassen.
Nach viermaligem Waschen mit TBS-T wurde die Membran mit dem entspre-
chenden HRP-konjugierten Zweitantikdrper Uberschichtet. Nach weiteren vier
Waschschritten wurden die immungefarbten Banden mithilfe von ECL (ECL-
Plus Detection Kit, Amersham, Deutschland) entwickelt und auf Photofilme
(Fuji, Tokyo, Japan) belichtet.
Als Antikdrper wurden verwendet:

¢ Anti-AT4-Rezeptor (Kaninchen-Antikorper, Santa Cruz, California, USA)

e Anti-AT,-Rezeptor (Ziegen-Antikorper, Santa Cruz, California, USA)

e Anti-Actin (Maus-Antikorper, Santa Cruz, California, USA)
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o Anti-LOX-1-Rezeptor (selbsthergestellt durch Immunisierung von Kanin-
chen mit der LOX-1 Peptidsequenz H,N-CQKKANLRAQ-COOH, AS
264-273 '%9)

¢ Anti-Kaninchenimmunglobulin-HRP (Schwein-Antikorper, DAKO, Ham-
burg, Deutschland)

¢ Anti-Ziegenimmunglobulin-HRP (Esel-Antikorper, Santa Cruz, California,
USA)

e Anti-Mausimmunglobulin-HRP  (Ziegen-Antikorper, DAKO, Hamburg,
Deutschland)

2.3.2 Auswertung und Statistik

Die Western Blot-Banden wurden densitometrisch ausgewertet (,Quantity One*,
BioRad, Miinchen, Deutschland) und als Saulendiagramme mit der Standard-
abweichung dargestellt. Zusatzlich zum Proteinabgleich mittels Proteinbestim-
mung wurden die Membranen mit Anti-B-Actin als Referenzprotein gefarbt, um
eine gleichmalige Proteinbeladung zu verifizieren (Daten nicht gezeigt).

Bei den NHMC-Versuchen zur Rezeptordichtestimulation wurde die Intensitat
der Kontrollzellen als 100% gesetzt, und die jeweiligen Intensitaten der Inkuba-
tionen darauf bezogen. Diese Daten wurden einer Signifikanzprufung durch ei-
nen zweiseitigen gepaarten T-Test unterzogen. Bei den Versuchen zum Ver-
gleich der Expression in verschiedenen Passagen wurde die Intensitat der
BSMC in der 7. Passage als 100% gesetzt. Auch in die Auswertung der Wes-
tern Blots zum Vergleich der Rezeptorexpressionen in unterschiedlichen Pri-
marzellen bzw. der Zelllinie HBMEC, ging die Intensitat der BSMC als 100% mit

ein.
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2.4 Histochemie — Dil-oxLDL-Interaktion

Zur Veranschaulichung der Interaktion von oxidierten Lipoproteinen mit den in-
kubierten Zellen wurde oxLDL verwendet, das mit 3,3’-Dioctadecylindocarbo-
cyanin (Dil) markiert war, im folgenden Dil-oxLDL genannt.

BSMC wurden mit 1x10° Zellen auf 6-well-plates, in denen ein Deckgldschen
lag, ausgesat. Bevor sich ein konfluenter Monolayer gebildet hatte, wurden die
Zellen mit den verschiedenen Konzentrationen von Dil-oxLDL inkubiert. Nach
der jeweiligen Inkubationszeit wurden die Deckglédschen herausgenommen,
zweimal mit PBS gewaschen, und die Zellen auf ihnen mit PBS/4% Paraform-
aldehyd fixiert. Nach weiterem zweimaligen Waschen mit Aqua dest. wurden
die Deckglaschen auf einem Objekttrager mit Mowiol 4-88 eingedeckt.

Am Fluoreszenzmikroskop (Zeiss, Jena, Deutschland) wurden die Zellen mit
einer konstanten Belichtungszeit von 30 Sekunden sowohl in der 40-fachen

VergrofRerung als auch in der 63-fachen Vergroferung fotografiert.

2.5 Dil-oxLDL-Internalisierung — fluorometrische Bestimmung

Zur weiteren Spezifizierung der Interaktion von oxLDL mit den Zellen wurde die

Dil-oxLDL-Internalisierung gemessen.

2.5.1 Versuchsdurchfiihrung

Hierzu wurden 3x10° Zellen NHMC auf 6-well-plates ausgesat und pro
Versuchsansatz drei Wells mit den verschiedenen Konzentrationen Dil-oxLDL
in 1% FCS inkubiert. Nach 14 bzw. 24 Stunden wurden die Zellen auf Eis
zweimal mit PBS gewaschen und in Lysepuffer aufgenommen. Wie zum
Western Blot wurde ein Teil mit 0,3M NaOH versetzt, funf Minuten bei 95°C
gekocht und der Proteinbestimmung nach Lowry '** zugefiihrt. Der andere Teil
wurde im Verhaltnis 5:1 mit Isopropanol gemischt und flr 15 Minuten bei 37°C
im Schuttler inkubiert. Nach Zentrifugation flr 15 Minuten bei 3000 x g wurde
der Uberstand dekantiert.
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Im Fluoreszenzspektrometer (Perkin Elmer, Wellesley, USA) wurde bei einer
Anregungswellenlange von 550 nm im Uberstand die Fluoreszenz bei einer
emittierten Wellenlange von 565 nm gemessen. Diese Werte wurden auf die
Werte einer Standardkurve bezogen, die mit bekannter Dil-oxLDL-

Konzentration im Fluoreszenzspektrometer gemessen wurden.

2.5.2 Auswertung und Statistik

Mit Hilfe von Standardkurven sowohl fur die Proteinbestimmung, als auch fur
die Konzentrationsbestimmung von Dil-oxLDL, konnten die Werte bestimmt und
in ng Dil-oxLDL pro ug Protein als Mittelwert der Dreifachbestimmungen aufein-
ander bezogen werden. Aus den Mittelwerten wurden Saulendiagramme er-
stellt, die Standardabweichung als positive Balken mit angezeigt.

Zur Ermittlung des Signifikanzniveaus wurden die Werte einem einseitigen ge-
paarten T-Test unterzogen, mit Bezug der jeweiligen Konzentration auf 5 pg/mi
Dil-oxLDL pro Inkubationsdauer. Hierbei waren wiederum Werte von p < 0,05
(*) bzw. von p < 0,001 (**) Ausdruck der Signifikanz.

2.6 Praparation der Lipoproteine

Die Praparation von Lipoproteinen, insbesondere der LDL und ihrer oxidativen
Modifizierung, ist eine standardisierte Prozedur, die nach einer Veroéffentlichung

der Laborleiter durchgefiihrt wird *°.

2.6.1 Low Density Lipoproteine (LDL)

Gepooltem Plasma von gesunden Blutspendern wurden sofort 2 mM EDTA zur
Verhinderung einer Autooxidation, als Proteinaseinhibitor 10000 Kallikrein-
Inaktivator Einheiten Aprotinin und als antimikrobielle Behandlung 16 mg/l Gen-
tamicin und 80 mg/l Chloramphenicol zugesetzt.

Nach Dichteeinstellung mit Hilfe von KBr auf 1,063 wurden die Plasmalipopro-

teine durch sequentielle Ultrazentrifugation (Beckmann, Vti 50 Rotor) mit
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200000 x g bei 4°C fur 8 Stunden getrennt. Hierdurch wurden zuerst die HDL
unterhalb des Puffers abgetrennt, LDL, VLDL, Chylomikronen und Triglyceride
befanden sich im Uberstand. Dieser wurde dekantiert und nach erneuter Ein-
stellung der Dichte auf 1,063 mit KBr einem zweiten Zentrifugationsschritt zuge-
fuhrt. Hier wurden bei 20000 x g und 4°C in drei Stunden die einzelnen Fraktio-
nen aufgespalten, wobei sich LDL in der Mitte des Zentrifugenréhrchens sam-
melte.

Diese Schicht wurde gewonnen, durch Filter unterschiedlicher Porengrof3e ste-
ril filtriert, und mittels einer Dialyse gegen PBS mit zugesetztem 200 uM EDTA
als Oxidationsschutz bei 4°C flr 48 Stunden von den zugesetzten Salzen be-
freit. Diese LDL-LOsung wurde fur drei Wochen unter Lichtabschluss bei 4°C
gelagert.

2.6.2 Oxidation der LDL

Zur Oxidation der nativen LDL wurde die LDL-Lésung zuerst gegen PBS mit
zugesetztem 1uM EDTA bei 4°C mit zweimaligem Pufferwechsel flr 72 Stun-
den dialysiert, um das EDTA als Oxidationshemmer weitgehend zu entfernen.

Nach Bestimmung der Lipoproteinkonzentration 145

wurde die Losung auf
1mg/ml LDL eingestellt und mit Hilfe einer nachsten Dialyse bei Raumtempera-
tur fr 40 Stunden gegen einen Kalium-Phosphat-Puffer, in dem CuSQO4 als Oxi-
dationsmittel zugesetzt war, oxidiert. Zur Beendigung dieser Oxidation wurde
10uM EDTA zugegeben. Ein letzter Dialyseschritt gegen CuSOg-freies Dialysat
konnte diese Substanz wieder entfernen.

Die so gewonnene oxLDL-L6sung wurde wiederum steril filtriert, ihr Proteinge-

halt bestimmt '°

und ebenfalls fur drei Wochen in Dunkelheit bei 4°C gelagert.

Der Oxidationsgrad der oxLDL wurde mittels einer Lipidelektrophorese (Lipi-
dophor®, Immuno, Wien, Osterreich) ermittelt. Grundlage hierfiir ist die im Ver-
gleich zu nativen LDL starker negative Ladung, was zu einem beschleunigten
Laufverhalten im Agarose-Gel filhrt '*". Im Vergleich zu standardisierten Mobili-
tatswerten fur native LDL zeigten die oxidativ veranderten LDL eine 2,0 bis 2,3-

fache Beschleunigung.
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2.6.3 Fluoreszenzmarkierung der oxidierten LDL

Um die oxidierten LDL mit dem fluoreszierenden Farbstoff 3,3’-Dioctade-
cylindocarbocyanin (Dil) zu markieren, wurde eine Methode nach Stephan und
Yurachek angewandt 8. Hier wurden 300 pg des Farbstoffs pro mg oxLDL-
Protein der Losung zugesetzt und diese fur 18 Stunden bei 37°C inkubiert. Da-
nach wurde die Dichte mit KBr auf 1,3 eingestellt und die wirklich markierte Dil-
oxLDL-Fraktion mittels einer Ultrazentrifugation fir drei Stunden bei 20000 x g
bei 12 °C von den Ubrigen Bestandteilen getrennt. Diese Bande wurde gewon-
nen und gegen PBS flur 48 Stunden zur Entfernung der zugefugten Salze dialy-
siert.

Nach Passage durch einen Sterilfilter und Bestimmung der Lipoproteinkon-

145

zentration wurde die Dil-oxLDL-Lésung flr drei Wochen unter strengem

Lichtabschluss bei 4°C gelagert.

2.7 Material

2.7.1 Substanzen

Folgende Substanzen von den einzelnen Herstellern wurden verwendet:

Amersham Biosciences, Braunschweig, Deutschland:
ACS Il (Szintillationsflussigkeit), ECL Plus Detection Kit, PVDF-Membran, 3H-
Thymidin

Biochrom, Berlin, Deutschland:
Fotales Kalber Serum (FCS), L-Glutamin, Natriumpyruvat, nichtessentielle Ami-

nosauren (NEA), Penicillin/Streptomycin, RPMI 1640, Trypsin/EDTA,

Boehringer, Mannheim, Deutschland:

Chloramphenicol, Kollagenase A, Insulin, Selenite, Transferrin
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Calbiochem, Schwalbach, Deutschland:
Mowiol 4-88

Chemicon, Temecula, USA:
Anti-Thy-1

Cell Systems, St. Katharinen, Deutschland:

Medium MsBM, Medium SmBM, FCS, Gentamicin, Amphoterecin B, Insulin,
humaner Fibroblastenwachstumsfaktor B (hFGF-B), humaner epidermaler
Wachstumsfaktor (hEGF)

DAKO, Hamburg, Deutschland:
Anti-Vimentin, Anti-Desmin, Anti-Faktor VII, Anti-Mausimmunglobulin-HRP, An-

ti-Kaninchenimmunglobulin-HRP

Dupont Merck & Co, Wilmington, USA:
2-n-butyl-4chloro-hydroxymethyl-1-[(2’-(1H-tetrazol-5-yl)-biphenyl-4-yl)-methyl]

Imidazol (Losartan)

Fuji Photo Film Co., Tokyo, Japan:

Medizinische Roéntgenfiime

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland:

SeeBlue, SeeBlue 2 (Proteinstandards)

Merck, Darmstadt, Deutschland:

Bromphenolblau, Calciumchlorid (CaCly), Gentamicin, Glycerin, Glyceringelati-
ne, Kaliumbromid (KBr), Kaliumchlorid (KCIl), Kaliumhydrogenphosphat
(K2HPO4), Kupfersulfat (CuSO4), Natriumchlorid (NaCl), Paraformaldehyd
(PFA), Salzsaure (HCI), Sodiumdodecylsulfat (SDS), Tris
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Molecular Probes, Leiden, Niederlande:
3,3’-Dioctadecylindocarbocyanin (Dil)

PAA Laboratories, Linz, Osterreich:
Phosphate buffered Saline (PBS)

Progen, Wieblingen, Deutschland:
Anti-SM-Actin

Roche, Mannheim, Deutschland:
Complete mini (Proteinase-Inhibitor), MTT-Proliferation Kit

Santa Cruz, California, USA:
Anti-AT-Rezeptor, Anti-AT,-Rezeptor, Anti-Actin, Anti-Ziegenimmunglobulin-
HRP

Sigma Aldrich, Miinchen, Deutschland:

Angiotensin I, Aprotinin, Bovines Serumalbumin (BSA), Chloroform, Diamin-
benzidin (DAB), Ethylendiamintetraacetat (EDTA), @ HEPES-Puffer (N-[2-
Hydroxyethyl]-Piperazine-N-[2-ethanesulfonic-acid]), Isopropanol, Medium 199,
B-Mercaptoethanol, Phenol, Proteinassay Kit nach Lowry, Proteinase K, Sucro-

se, Tween 20
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2.7.2 Losungen

Lysepuffer fiir *H-Thymidin-Einbau:
50 mM Tris/HCI pH 8,0, 1TmM EDTA, 20 mM NaCl, 1% SDS, 500 pg/ml Protei-
nase K

TE-Puffer fiir *H-Thymidin-Einbau:
10 mM Tris/HCI pH 7,4, 1mM EDTA

Lysepuffer fiir Western Blot:
10 mM HEPES, 10 mM KCI, 15 mM EDTA, 100 mM Sucrose, 1% Triton X-100,

pH 7,4, Proteinase Inhibitor ,Complete mini”

Probenpuffer:
0,2 M Tris, 6% SDS, 15% Glycerin, pH 6,7, Bromphenolblau, 10% B-Mercapto-

ethanol

Blotto:
3% fettfreie Trockenmilch in TBS-T

TBS-T:
20 mM Tris, 150 mM NaCL, 0,1% Tween-20

Lysepuffer zur fluorometrischen Dil-oxLDL-Messung:

50 mM HEPES, 50 mM NaCl, 20 mM EDTA, pH 7,5, 1% Triton X-100, Protei-

naseinhibitor ,Complete mini*
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3 Ergebnisse

3.1 Proliferationsnachweis mittels *H-Einbau in BSMC

Zu Beginn soll die Proliferation von glatten GefalRmuskelzellen durch Tritium-

Assays dargestellt werden.

3.1.1 Proliferation durch FCS

Mit Hilfe von verschiedenen Konzentrationen von FCS wurde die Methodik
etabliert, um eine signifikante Steigerung der Proliferation der kultivierten Zellen
nachweisen zu kénnen. So zeigten BSMC nach insgesamt 23 Stunden Inkuba-
tion mit 2%, 10% und 20% FCS, wobei die letzten 7 Stunden 3H-Thymidin Zu-
gesetzt war, eine signifikante Steigerung der Proliferationsrate um das funf-

bzw. neunfache gegenlber den Kontrollzellen ohne FCS (Abb.1).
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Abb.1: Gesteigerte relative 3H-Thymidin-Aufnahme pro ug DNA als Ausdruck
der erhéhten Proliferationsrate von BSMC durch Inkubation mit verschiedenen
Konzentrationen von FCS.

Die Sé&ulen stellen die Mittelwerte aus Dreifachbestimmungen von n = 5 unab-
héngigen Versuchen + SEM dar.
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3.1.2 Angiotensin Il

Nachdem fur glatte Muskelzellen und Mesangialzellen bereits eine gesteigerte

Proliferation durch Angiotensin Il gezeigt werden konnte "%

, sollte diese als
Basis fur die kombinierte Inkubation mit oxLDL nachgewiesen werden.

Jedoch liel3 sich unter den vorliegenden Versuchsbedingungen dieser Effekt bei
Angiotensin [I-Konzentrationen von 1 nM bis 1 uyM nicht nachvollziehen. Auch
eine spezifische Hemmung des AT-Rezeptors durch 1 uM Losartan, der als
verantwortlich fur die proliferationssteigernden Effekte durch Angiotensin Il
identifiziert wurde "%, erbrachte keine signifikante Verinderung der Proliferation

im Vergleich zu den Kontrollzellen.
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Losartan
Abb.2: Unverédnderte relative 3H-Thymidin-Aufnahme pro ug DNA von BSMC
durch Inkubation mit verschiedenen Konzentrationen von Angiotensin Il und
spezifischer Hemmung des AT-Rezeptors mit 10 uM Losartan.
Die Sé&ulen stellen die Mittelwerte aus Dreifachbestimmungen von n = 9 unab-
héngigen Versuchen + SEM dar. Die Priifung mittels zweiseitigem gepaartem

T-Test erbrachte keine Signifikanzen.
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3.1.3 Lipoproteine

Ebenso wurde die Wirkung von verschiedenen Konzentrationen nativer (5ug/ml,
10ug/ml, 50ug/ml) und oxidierter LDL (5ug/ml, 10ug/ml, 20ug/ml) auf das
Wachstumsverhalten von BSMC untersucht. Fir Endothelzellen konnte ein
steigernder Effekt in der Arbeitsgruppe des Laborleiters bereits nachgewiesen

"8 und Mesangialzellen .

werden "'®, ebenso fiir Myozyten
In unserer Versuchsdurchfuhrung konnte eine dosisabhangige Proliferati-
onssteigerung bis auf maximal das funffache gegenuber der Kontrolle nachge-
wiesen werden, eine weitere Erhohung der LDL-Konzentration erbrachte einen

erneuten Abfall dieser Proliferation. Der Inkubationsansatz mit 50pg/ml oxLDL

wurde bei stark eingeschrankter Proliferation, bzw. toxischer Schadigung **'?°
der Zellen durch eine Konzentration von 20ug/ml oxLDL ersetzt.
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Abb.3: Gesteigerte relative *H-Thymidin-Aufnahme pro ug DNA als Ausdruck
der erhbhten Proliferationsrate von BSMC durch Inkubation mit verschiedenen
Konzentrationen von nativen und oxidierten LDL.

Die Séulen stellen die Mittelwerte aus Dreifachbestimmungen von n = 4 unab-
héngigen Versuchen + SEM dar.
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3.1.4 Angiotensin Il und Lipoproteine

Eine Potenzierung der Effekte der jeweiligen Einzelsubstanzen konnte bereits
nachgewiesen werden ', weshalb hier die kombinierte Inkubation von Angio-
tensin Il und LDL auf Proliferationsebene untersucht werden sollte.

Mit n = 3 wurden nur wenige Versuche durchgefuhrt, es zeigen sich abgesehen
von den hohen Standardabweichungen sehr uneinheitliche Ergebnisse in den
verschiedenen Versuchsansatzen. So ist eine Versechsfachung der Proliferati-
on bei 5 pg/ml oxLDL und 100 nM Angiotensin Il wohl sehr kritisch zu sehen,
wenn die gleiche Angiotensin |I-Konzentration bei einer gesteigerten Proliferati-

on durch 10 pg/ml native bzw. oxidierte LDL zu einer Hemmung derselben fuhrt.
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Abb.4: Relative 3H—Thymidin-Aufnahme pro ug DNA als Ausdruck der Prolifera-
tion von BSMC durch Inkubation mit verschiedenen Konzentrationen von LDL
(graue Séulen) und Kombination dieser mit 10 nM Angiotensin Il (schwarze
Séulen) bzw. 100 nM Angiotensin Il (weille S&ulen).

Die Séulen stellen die Mittelwerte aus Dreifachbestimmungen von n = 3 unab-
héngigen Versuchen + SEM dar. Im zweiseitigen gepaarten T-Test konnten

keine Signifikanzen errechnet werden.
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3.2 Proliferationsnachweis mittels *H-Einbau in NHMC

Auch in menschlichen Mesangialzellen wurden die Proliferationsassays mit *H-
Thymidin durchgefuhrt, um die Effekte der verschiedenen Substanzen zu unter-

suchen.

3.2.1 Proliferation durch FCS

Die Methodik wurde auch in diesen Primarzellkulturen mit Hilfe von verschiede-
nen Konzentrationen von FCS etabliert, um signifikante Veranderungen der
Proliferationsrate erfassen zu kdnnen. Es zeigte sich wiederum eine um das
drei- bis sechsfache gegenuber der Kontrolle ohne FCS gesteigerte Proliferati-
on durch 2% bzw. 5% FCS. Hier wurde jedoch bei insgesamt langsamerem
Wachstum der NHMC — verglichen mit den BSMC — eine Inkubationszeit von 48
Stunden gewahlt, wobei hier die letzten 12 Stunden in Anwesenheit von 3H-

Thymidin erfolgten.
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Abb.5: Gesteigerte relative 3H-Thymidin-Aufnahme pro ug DNA als Ausdruck
der erhéhten Proliferationsrate von NHMC durch Inkubation mit verschiedenen
Konzentrationen von FCS.

Die Sé&ulen stellen die Mittelwerte aus Dreifachbestimmungen von n = 5 unab-

héngigen Versuchen + SEM dar.
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3.2.2 Angiotensin Il

Wie schon erwahnt, war eine Steigerung der Proliferation durch Angiotensin Il
in verschiedenen Konzentrationen bereits fur verschiedene Zellen gezeigt, unter
anderem auch fiir die Mesangiumzellen . Folglich sollte das Proliferations-
verhalten auf Inkubation mit diesen Konzentrationen die Grundlage fur die
nachfolgenden Versuche darstellen.

Jedoch konnte — wie schon bei den BSMC — bei hohen Standardabweichungen
keine Veranderung der Proliferation im Vergleich zu den Kontrollzellen durch
die einzelnen Angiotensin |I-Konzentrationen (1 nM bis 100 nM) nachgewiesen
werden. Ebenso blieb die spezifische Hemmung des ATq-Rezeptors durch 1 uM

Losartan ohne signifikanten Effekt.
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Abb.6: Unverdnderte relative 3H-Thymidin-Aufnahme pro ug DNA von NHMC
durch Inkubation mit verschiedenen Konzentrationen von Angiotensin Il und
spezifischer Hemmung des AT-Rezeptors mit 10 uM Losartan.

Die Séulen stellen die Mittelwerte aus Dreifachbestimmungen von n = 3 unab-
héngigen Versuchen + SEM dar. Die Priifung mittels zweiseitigem gepaartem

T-Test ergab keine Signifikanzen.
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3.2.3 Lipoproteine

Auch NHMC wurden mit verschiedenen Konzentrationen nativer LDL (5ug/ml,
10ug/ml, 50ug/ml) und 3ug/ml oxidierter LDL untersucht. Der bereits nachge-

wiesene Effekt "°

sollte somit auch in unserem Versuchsansatz bestatigt wer-
den.

So konnte eine im Vergleich zu den Kontrollzellen signifikante Steigerung der
Proliferation bis auf ca. 140 % bei 3 pg/ml und 10 pg/ml natLDL gefunden wer-
den. Wie bereits in den Versuchen zuvor, ergaben sich teilweise sehr hohe
Standardabweichungen als Ausdruck von gro3en Schwankungen in den einzel-
nen Ansatzen. So zeigte sich zwar bei 3ug/ml oxLDL eine deutlich erhdhte mitt-
lere Proliferation von 185 %, jedoch erreichte dieser Wert bei n = 2 kein Signifi-
kanzniveau. Der Versuchsansatz mit 30 pg/ml oxLDL zeigte neben einer ver-

minderten Proliferation bereits eine toxische Schadigung der Zellen.
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Abb.7: Gesteigerte relative *H-Thymidin-Aufnahme pro ug DNA als Ausdruck
der erh6hten Proliferationsrate von NHMC durch Inkubation mit verschiedenen
Konzentrationen von nativen und oxidierten LDL.

Die Sé&ulen stellen die Mittelwerte aus Dreifachbestimmungen von n = 2 unab-

héngigen Versuchen + SEM dar.

38



3.24 Angiotensin Il und Lipoproteine

Die Hypothese, dass die Kombination von Angiotensin Il und Lipoproteinen die
Summe der Einzeleffekte potenzieren konnte, wie sich aus dem bisher Verof-
fentlichten vermuten liel3 (siehe 1.5.), sollte hier untersucht werden. So wurde
den jeweiligen LDL-Ansatzen sowohl 10 nM Angiotensin Il als auch 100 nM An-
giotensin Il zugegeben.

Auch hier zeigte sich das Problem der gro3en Schwankungen in den einzelnen
Versuchsansatzen, so dass die Ergebnisse insgesamt sehr uneinheitlich ausfie-
len, und ein Erreichen eines Signifikanzniveaus hierdurch verhindert wurde.
Dennoch zeigte sich wie bei den BSMC die Tendenz, dass die Proliferation von
mit 3 pg/ml sowohl nativen als auch oxidierten LDL inkubierten NHMC durch die

Zugabe von 100 nM Angiotensin [l gehemmt wurde.
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Abb.8: Relative 3H-Thymidin-Aufnahme pro ug DNA als Ausdruck der Prolifera-
tion von NHMC durch Inkubation mit verschiedenen Konzentrationen von LDL
(graue Séulen) und Kombination dieser mit 10 nM Angiotensin Il (schwarze
Sé&ulen) bzw. 100 nM Angiotensin Il (weille Sé&ulen).

Die Sé&ulen stellen die Mittelwerte aus Dreifachbestimmungen von n = 2 unab-
héngigen Versuchen + SEM dar. Im zweiseitigen gepaarten T-Test konnten

keine Signifikanzen errechnet werden.
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3.3 Proliferationsnachweis mittels MTT-Assay in BSMC

Nachdem in den Versuchslabors parallel zum *H-Thymidin-Einbau eine andere
Methodik zum Nachweis von Proliferation etabliert wurde, der MTT-Assay, wur-
den die Methoden verglichen und zusatzlich auch die Proliferation mittels Zell-
zahlung bestimmt. Hier erwiesen sich die Methoden als gleichwertig bezuglich
der Aussage einer gesteigerten Proliferation bezogen auf Kontrollzellen (Daten
nicht gezeigt).

Jedoch sprachen sowohl die einfache Durchfuhrbarkeit und der Verzicht auf
Radioaktivitat dafur, Teile der vorgesehenen Fragestellung nochmals mit dieser
neuen Methode zu bearbeiten. Zusatzlich konnten die teilweise immensen
Standardabweichungen in den Dreifachansatzen des °H-Thymidin-Einbaus
durch die Zwolffachbestimmungen im MTT-Assay deutlich reduziert werden.

Die absolute Inkubationszeit der BSMC wurde zwar beibehalten, jedoch wurde
die Zeit reduziert, in der das Substrat, das die Proliferation letztendlich anzeigen
sollte, dem jeweiligen Testansatz zugegeben wurde. Aullerdem wurden die
Testansatze nicht mehr in serumfreiem Medium durchgeflhrt, sondern es wur-
de 1% FCS zugesetzt. Hierdurch sollte die Vitalitat der Zellen verbessert wer-
den, als Grundlage fur physiologische Reaktionen auf die Testsubstanzen.
Durch diese beiden Veranderungen ist die insgesamt verringerte maximale Pro-
liferationszunahme gegeniiber den Ergebnissen aus dem *H-Thymidin-Einbau

zu erklaren.
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3.3.1 Oxidierte LDL

Zur genaueren Charakterisierung des Effektes durch die an der Atherosklerose
vornehmlich beteiligten schadlichen Einflisse der oxidierten LDL wurden BSMC
mit verschiedenen Konzentrationen (1ug/ml, 5ug/ml, 10ug/ml, 20ug/ml,
50ug/ml, 100pug/ml und 200ug/ml) oxLDL fur 24 Stunden inkubiert.

Hier konnte in n = 4 eine deutliche, statistisch signifikante Dosis-Wirkungs-
Beziehung gefunden werden, wobei die maximale Steigerung der Proliferation
bezogen auf die Kontrollzellen bei ca. 120% im Bereich von 10ug/ml bis
20ug/ml oxLDL lag. In héheren Konzentrationsbereichen (50ug/ml bis 200ug/ml
oxLDL) nahm die Proliferation dann wieder ab, und die toxischen Effekte kamen
zum Tragen, ausgedruckt durch eine verringerte Proliferation im Vergleich zu

den Kontrollzellen.
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Abb.9: Relative Absorptionszunahme bei 570 nm als Ausdruck der gesteigerten

Proliferation von BSMC durch Inkubation mit verschiedenen Konzentrationen
von oxLDL.

Die Séaulen stellen die Mittelwerte aus Zwélffachbestimmungen von n = 4 unab-
héngigen Versuchen + SEM dar. Durch zweiseitigen gepaarten T-Test erwiesen
sich die Ergebnisse als signifikant bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,05
(durch * dargestellt) und hoch signifikant bei p < 0,001 (durch ** dargestellt).
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3.3.2 Angiotensin Il

Ebenso sollte eine ahnliche Wirkung von Angiotensin Il laut herrschender
Lehrmeinung in den Zellen nachgewiesen werden kdnnen. BSMC wurden mit
den veroffentlichten Konzentrationen Angiotensin Il fir wiederum 24 Stunden
inkubiert, und die Proliferation mittels MTT-Assay gemessen.

Auch wenn nur ein Versuch durchgefuhrt wurde, so lasst sich hier schon vermu-
ten, dass sich auch durch eine andere Methode in der vorliegenden Primarzelle

keine Proliferationssteigerung durch Inkubation mit Angiotensin Il nachweisen
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Abb.10: Relative Absorption bei 570 nm in BSMC durch Inkubation mit ver-
schiedenen Konzentrationen von Angiotensin .

Die Sé&ulen zeigen die Mittelwerte aus Zwélffachbestimmungen eines Ver-

suchsansatzes.
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3.4 Proliferationsnachweis mittels MTT-Assay in NHMC

Vergleichbar den Veranderungen, die in den Versuchen mit BSMC durchgeflhrt
wurden, blieb die Inkubationsdauer mit 48 Stunden im MTT-Assay bei NHMC
gleich, jedoch wurde ,MTT-solution® laut Herstellerangabe fir lediglich vier
Stunden zugegeben. Auch wurde allen Versuchsansatzen mit Mesangialzellen

nun 1% FCS zugesetzt.

3.4.1 Oxidierte LDL

Hier konnten nun gleichfalls statistisch signifikante Dosis-Wirkungs-
Beziehungen dargestellt werden, in denen eine gesteigerte Proliferation bis auf
137%, bezogen auf die Kontrollzellen, nachgewiesen werden konnte. Vergli-
chen mit den BSMC war die Proliferationszunahme somit nochmals erhoéht, je-
doch fiel in den Mesangiumzellen eine deutlichere Vulnerabilitat bezlglich ho-
herer Konzentrationen von oxidierten LDL auf. Dies zeigte sich in einer deutli-
chen Verringerung der Proliferation schon in einem Bereich von 50ug/ml oxLDL.
In diesen Versuchsansatzen war die Zellzahl als Ausdruck der toxischen Wir-

kung bereits drastisch reduziert (Daten nicht gezeigt).
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Abb.11: Relative Absorptionszunahme bei 570 nm als Ausdruck der gesteiger-

ten Proliferation von NHMC durch Inkubation mit verschiedenen Konzentratio-

nen von oxLDL.

Die Séulen stellen die Mittelwerte aus Zwélffachbestimmungen von n = 5 unab-

héngigen Versuchen + SEM dar. Durch zweiseitigen gepaarten T-Test erwiesen

sich die Ergebnisse als signifikant bei einer Irrfumswahrscheinlichkeit p < 0,05
(durch * dargestellt) und hoch signifikant bei p < 0,001 (durch ** dargestellt)
bzw. p < 0,0001 (durch *** dargestellt).
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3.4.2 Angiotensin Il

Abschlieend fur die Zahl der Proliferationsversuche soll nun ein Versuch zur
Steigerung der Proliferation nach Stimulation mit Angiotensin Il gezeigt werden.

Auch dieser wurde mit den bereits beschriebenen Konzentrationsansatzen

durchgefuhrt, wiederum in Medium mit 1% FCS.

Hier liel® sich nun erstmals, wenn auch nur bei n = 1, eine Zunahme der Wachs-
tumsrate von ca. 140% in NHMC bezogen auf die Kontrollzellen zeigen. Wie
spater noch genauer erlautert werden wird, soll an dieser Stelle festgestellt

werden, dass dieser Versuch mit Zellen in der 3. Passage durchgefuhrt wurde,

also einer sehr ,jungen® Mesangialzellenpopulation.
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Abb.12: Relative Absorptionszunahme bei 570 nm als Ausdruck der gesteiger-

ten Proliferation von NHMC durch Inkubation mit verschiedenen Konzentratio-

nen von Angiotensin Il.

Die Sé&ulen stellen die Mittelwerte aus Zwédlffachbestimmungen von einem Ver-

such mit NHMC in der 3. Passage dar.
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3.5 Rezeptornachweis mittels Western Blot

Insgesamt ergaben sich in samtlichen Proliferationsversuchen wohl Effekte
durch Inkubation mit Lipoproteinen, aber keine statistisch signifikanten Ergeb-
nisse bezuglich einer Stimulation mit Angiotensin Il. Wie bereits angesprochen,
sind mittlerweile viele Daten publiziert, die diese Angiotensin Il bedingten Effek-
te zeigten, und die auch deren Zusammenhang mit den jeweiligen Angioten-
sin Il-Rezeptoren nachweisen konnten """®. Folglich sollte nun sowohl der AT;-
als auch der AT,-Rezeptor auf Proteinebene im Western Blot nachgewiesen

werden.

3.5.1 Stimulation der Rezeptordichte in NHMC

3.5.1.1 ATi-Rezeptor

Zum Nachweis des AT-Rezeptors wurden zusatzlich zu Kontrollen in serum-
freiem Medium und Kulturmedium Inkubationsansatze gewahlt, die die Expres-
sionsdichte des Rezeptors andern sollten. Dies stellten im positiven Sinne ei-

8 und oxidierten '3 Li-

nerseits verschiedene Konzentrationen von nativen
poproteinen dar, andererseits die Inkubation mit 1uM Dexamethason °'. Als
Kontrolle bezuglich einer Herabregulation der AT-Rezeptordichte wurde der
Versuchsansatz mit 1 nM Angiotensin Il inkubiert 2.

In vorliegenden Versuchen konnte keine Anderung in der Expressionsdichte
nachgewiesen werden. Auch die Inkubation mit Dexamethason und Angioten-

sin Il ergab keine signifikante Anderung.
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Abb.13: Western Blot zum Nachweis des AT-Rezeptors auf Proteinebene in
NHMC nach Stimulation mit verschiedenen Konzentrationen nativen und oxi-
dierten LDL, 1 uM Dexamethason als Positivkontrolle, 1 nM Angiotensin Il als
Negativkontrolle. Aufgetragen waren 50 ug Protein in einem 10 % Polyacryla-
mid-Gel.

Die Saulen stellen die Mittelwerte aus Densitometriemessungen von n = 2 un-
abhéngigen Versuchen + SEM dar. Im zweiseitigen gepaarten T-Test konnten

keine Signifikanzen errechnet werden.
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3.5.1.2 AT.-Rezeptor

Fur Effekte durch Angiotensin Il, die Uber den AT,-Rezeptor vermittelt werden,
war im vorliegenden Fall v.a. die Proliferationshemmung " interessant, weshalb
in den gleichen Inkubationsansatzen wie fir den AT-Rezeptor, diesmal der
AT,-Rezeptor auf Proteinebene nachgewiesen werden sollte.

Auch hier ergaben sich keine signifikanten Ergebnisse, jedoch Tendenzen,
dass LDL in niedrigen Konzentrationen (nativ 5 bis 100 ug/ml, oxidiert 3 ug/ml)
die Expressionsdichte steigern konnen. Dexamethason scheint keine Verande-
rung zu bewirken, Angiotensin Il selbst wohl eher eine Reduktion der Rezeptor-
dichte.
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Abb.14: Western Blot zum Nachweis des AT,-Rezeptors auf Proteinebene in
NHMC nach Stimulation mit verschiedenen Konzentrationen nativen und oxi-
dierten LDL, 1 uM Dexamethason und 1 nM Angiotensin Il. Aufgetragen waren
50 ug Protein in einem 10 % Polyacrylamid-Gel.

Die Séulen stellen die Mittelwerte aus Densitometriemessungen von n = 2 un-
abhéngigen Versuchen + SEM dar. Im zweiseitigen gepaarten T-Test konnten

keine Signifikanzen errechnet werden.
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3.5.2 Rezeptordichte in hoheren Zellkultur-Passagen

FUr die vorherigen einzelnen Versuche wurden NHMC ebenso wie fur die
Proliferationsversuche in der 7. bis zur 9. Passage verwendet. Es zeigten sich
insgesamt teilweise sehr starke Standardabweichungen und dadurch sehr
unterschiedliche Effekte, weshalb nun die Rezeptorexpression in BSMC und

NHMC in unterschiedlichen Passagen untersucht werden soll.

3.5.2.1 AT4-Rezeptor

BSMC und NHMC wurden ohne spezifische Inkubation in Kulturmedium ange-
zlchtet und fur die Proteindarstellung im Western Blot geerntet.

Auch wenn die Ergebnisse aus nur einem Versuchsansatz gewonnen wurden,
so zeigt sich sowonhl fur die BSMC als auch die NHMC eine Verringerung der
ATq-Rezeptordichte, je alter die Zellen werden. Diese sehr unterschiedliche Ex-
pression des Rezeptors kdnnte somit fur die teilweise sehr uneinheitlichen Proli-

ferationseffekte mit hohen Schwankungen verantwortlich gemacht werden.
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Abb.15: Western Blot zum Nachweis des AT-Rezeptors auf Proteinebene in
BSMC und NHMC in verschiedenen Passagen. Aufgetragen waren 20 ug Pro-
tein in einem 13 % Polyacrylamid-Gel.
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3.5.2.2 AT,-Rezeptor

Ebenso sollte in den gleichen Passagen der AT,-Rezeptor nachgewiesen wer-
den. Hier zeigt sich ein umgekehrtes Bild im Vergleich zum ATi-Rezeptor. Je
alter die Zellen werden, umso hoher wird die AT,-Rezeptordichte. Auch dies
konnte in der Zusammenschau die teilweise sehr gro3en Unterschiede und un-
einheitlichen Ergebnisse der einzelnen Versuche erklaren.

Auch wenn wiederum nur ein Versuch ausgewertet wurde, so kann zusatzlich
schon hier ein Unterschied zwischen der AT;-Rezeptor-Basisexpression in
BSMC und NHMC vermutet werden.
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Abb.16: Western Blot zum Nachweis des AT,-Rezeptors auf Proteinebene in
BSMC und NHMC in verschiedenen Passagen. Aufgetragen waren 20 ug Pro-

tein in einem 13 % Polyacrylamid-Gel.

50



3.5.3 Rezeptordichte in unterschiedlichen Primarzellen bzw. Zelllinien

Um den Rezeptor in den vorherigen Versuchen auf Proteinebene im Western
Blot Uberhaupt darstellen zu kdnnen, war insgesamt sehr viel Protein nétig (bis
50 pg), das pro Spur geladen wurde. AbschlieRend sollten nun die jeweiligen
Rezeptoren in unterschiedlichen Primarzellen bzw. Zelllinien nachgewiesen
werden, um die Basisexpression der Rezeptoren miteinander vergleichen zu
konnen.

Als Kontrollzellen zu den BSMC und NHMC wurden humane Umbilicalvenen
Endothelzellen (HUVEC) und eine Zelllinie aus mikrovaskularen Endothelzellen
aus humanem Gehirn (HBMEC) verwendet, beides Zellen, deren Kultur in der
Arbeitsgruppe des Laborleiters etabliert ist. Wie in den vorangegangenen Ver-
suchen wurden die Zellen lediglich in Kulturmedium angezuchtet, bevor sie zum

Proteinnachweis im Western Blot geerntet wurden.
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3.5.3.1 AT4-Rezeptor
Innerhalb der Priméarzellen BSMC, NHMC und HUVEC zeigten sich bezuglich

des AT¢-Rezeptors keine Unterschiede in der Expressionsdichte. Einzig
HBMEC scheinen eine (wenn auch bei niedriger Versuchsanzahl nicht

signifikant) erhohte Basisexpression zu besitzen.
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Abb.17: Western Blot zum Nachweis des AT-Rezeptors auf Proteinebene in
unterschiedlichen Zellkulturen. Aufgetragen waren 15 ug Protein in einem 13 %
Polyacrylamid-Gel.

Die Sé&ulen stellen die Mittelwerte aus Densitometriemessungen von n = 2 un-
abhéngigen Versuchen + SEM dar. Im einseitigen gepaarten T-Test konnten

keine Signifikanzen errechnet werden.
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3.5.3.2 AT2-Rezeptor

Ebenso wurden diese Zellen bezuglich des AT,-Rezeptors gepruft. Hier zeigten
sich bei n = 2 zwar keine signifikanten Unterschiede, jedoch liel} sich eine er-
héhte Basisexpression des Rezeptors fur die NHMC vermuten, wahrend BSMC,
HUVEC und HBMEC eine eher niedrige Rezeptordichte aufwiesen.
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Abb.18: Western Blot zum Nachweis des AT,-Rezeptors auf Proteinebene in
unterschiedlichen Zellkulturen. Aufgetragen waren 15 ug Protein in einem 13 %
Polyacrylamid-Gel.

Die Sé&ulen stellen die Mittelwerte aus Densitometriemessungen von n = 2 un-
abhéngigen Versuchen + SEM dar. Im einseitigen gepaarten T-Test konnten

keine Signifikanzen errechnet werden.
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3.5.3.3 LOX-1-Rezeptor

Sowohl BSMC als auch NHMC zeigten eine gesteigerte Proliferation auf native,
aber v.a. auch auf oxidierte LDL. Einen Rezeptor, der oxLDL bindet, und tber
den diese Effekte vermittelt sein kdnnten, stellt der LOX-1-Rezeptor dar "', Mit-
tels eines durch Immunisierung von Kaninchen selbst hergestellten LOX-1-
Antikorpers konnte dieser Rezeptor in den untersuchten Zellen im Western Blot
nachgewiesen werden. In einem einzelnen Versuch zeigten sich keine Unter-

schiede in der Expression.
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Abb.19: Western Blot zum Nachweis des LOX-1-Rezeptors auf Proteinebene in
unterschiedlichen Zellkulturen. Aufgetragen waren 15 ug Protein in einem 13 %

Polyacrylamid-Gel.
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3.6 Interaktion von Dil-oxLDL in der Histochemie in BSMC

Zur genaueren Charakterisierung der Interaktion von oxLDL mit den jeweiligen
Zellen wurden oxLDL mit einem Fluoreszenzfarbstoff (Dil) markiert, die Zellen
mit 5 ug/ml bzw. 20 ug/ml Dil-oxLDL inkubiert und zu verschiedenen Zeitpunk-
ten (5, 15 und 60 Minuten, sowie nach 24 Stunden) fur die Betrachtung unter
dem Fluoreszenzmikroskop fixiert.

In den Ubersichtsbildern kann eine zeitabhangige Steigerung der Fluoreszenz-
markierung der Zellen, als Ausdruck der vermehrten Aufnahme von Dil-oxLDL
in die Zellen beobachtet werden, die bis zu 24 Stunden nachweisbar ist
(Abb. 20). In der starken VergroRerung sieht man, dass diese Internalisierung
uber Vesikel geschieht. Sind nach funf Minuten die Zellen eher homogen ange-
farbt mit nur wenigen kleinen Vesikeln, so sind diese nach einer Stunde bereits
deutlich zu sehen. Nach 24 Stunden ist ein Groliteil des Zytoplasmas mit Vesi-

keln angefillt, die Zelle scheint fast zu bersten (Abb. 21).

Abb.20: Histochemische Féarbung von BSMC zum Nachweis der Interaktion
und Kinetik von 5 ug/ml Dil-oxLDL nach 5, 15 und 60 Minuten bzw. nach 24
Stunden. Vergré3erung 40-fach, Belichtungszeit 30 sec.
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Abb.21: Histochemische Féarbung von BSMC zum Nachweis der Interaktion
und Kinetik von 20 ug/ml Dil-oxLDL nach 5 und 60 Minuten bzw. nach 24 Stun-

den. VergréBBerung 63-fach, Belichtungszeit 30 sec.
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3.7 Dil-oxLDL-Internalisierung in NHMC

Zur Quantifizierung dieser Interaktion und Aufnahme der Dil-oxLDL in die Zellen
wurden die internalisierten Dil-oxLDL separiert und deren Fluoreszenz am
Spektrometer gemessen. Es liel® sich eine konzentrationsabhangige Aufnah-
mesteigerung der markierten oxLDL nachweisen, wobei bereits nach 14 Stun-
den ein Groftteil internalisiert zu sein scheint, somit nach dieser Inkubationszeit

die Aufnahme sattigbar erscheint.
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Abb.22: Dil-oxLDL Internalisierung gemessen mittels Fluoreszenzspektrometer
an NHMC nach 14 Stunden (graue Sé&ulen) bzw. 24 Stunden (schwarze Sé&ulen)
Inkubation mit 5, 10, 20, 50 und 100 ug/ml Dil-oxLDL.

Die Séulen stellen die Mittelwerte aus Fluoreszenzmessungen von n = 2 unab-
héngigen Versuchen + SEM dar. Im einseitigen gepaarten T-Test bezogen auf
den jeweiligen Wert der 5 ug/ml Dil-oxLDL Inkubation in den verschiedenen
Inkubationsreihen, erwiesen sich die Ergebnisse als signifikant bei einer Irr-
tumswahrscheinlichkeit p < 0,05 (durch * dargestellt) und hoch signifikant bei
p < 0,001 (durch ** dargestellt).
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit sollte die Proliferation von glatten GefaRmuskelzellen
(BSMC) und Mesangiumzellen (NHMC) auf die Inkubation mit Angiotensin Il
und atherogenen Lipoproteinen untersucht werden, beides Agenzien, die in der
Pathogenese der Arteriosklerose eine Schlisselrolle einnehmen. Diese
Substanzen sind sowohl dazu in der Lage, den Gefaldtonus zu verandern, als
auch auf zellularer Ebene Reaktionen zu bewirken, die zum Fortschreiten der
gefalRschadigenden Vorgange fuhrt. Diese stellen unter anderem Eingriffe in die
Regulation des Zellzyklus dar, weshalb vor diesem Hintergrund die
proliferationsbeeinflussenden Wirkungen untersucht werden sollten.

Die Grundlage flr eine Interaktion von Angiotensin |l und atherogenen Lipopro-
teinen, die durch den aktuellen Stand der Forschung wohl angenommen wer-
den kann (s.0.), bildeten Dosis-Wirkungs-Beziehungen flr die jeweiligen Einzel-
substanzen, um eine mogliche Potenzierung des Effektes quantifizieren zu
konnen.

Zur Charakterisierung der spezifischen Effekte durch oxidierte LDL sollte der
LOX-1-Rezeptor in den untersuchten Zellsystemen nachgewiesen werden, als
Hinweis auf seine mdogliche Beteiligung in der Signalkaskade. So stellt der
LOX-1-Rezeptor einen spezifischen Rezeptor fur oxidierte Lipoproteine dar, der
bereits an den untersuchten Zellarten nachgewiesen werden konnte %129 Oxi-
dierte LDL werden tber den LOX-1-Rezeptor '*° — ebenso wie native Lipopro-
teine Uiber den ApoE/ApoB-100 Rezeptor ® — (iber Endozytose in die jeweilige
Zielzelle aufgenommen, weshalb sowohl die Wechselwirkungen von oxLDL
nach Fluoreszenzmarkierung qualitativ, als auch die Internalisierung quantitativ
bestimmt werden sollten.

Ebenso sollten die Angiotensin Il bedingten Effekte durch den Nachweis der
Rezeptoren AT¢ und AT, auf Proteinebene spezifiziert werden, bzw. durch die
Hemmung des ATq-Rezeptors durch Losartan eingegrenzt werden, sind ja fur
beide Signalwege antagonistische Auswirkungen insbesondere auf den Zellzyk-

lus beschrieben.
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4.1 [Effekte atherogener Lipoproteine

411 LDL induzieren Proliferation in BSMC und NHMC

Sowohl in kultivierten glatten Gefalmuskelzellen als auch in Mesangiumzellen
induzierte die Inkubation mit Low Density Lipoproteinen eine Steigerung der
Proliferation bezogen auf die Kontrollzellen.

In BSMC resultierte im Proliferationsassay mit Tritium eine zunehmende Prolife-
ration mit steigender Inkubationskonzentration mit nativen LDL. Ein Maximum
wurde bei 10 ug/ml erreicht, hier lag die Proliferation beim 4,5-fachen bezogen
auf das Kontrollniveau. Eine weitere Steigerung der Konzentration auf 50 pg/ml
fuhrte wieder zu einem Abfall der Proliferation. Oxidierte LDL bewirkten
ebenfalls eine konzentrationsabhangige Zunahme der Proliferation, hier lag das
Maximum beim 3,5-fachen bei einer Konzentration von 20 ug/ml oxLDL.
Vergleichbare Ergebnisse lieferten die Tritium-Assays bei den Mesangialzellen
NHMC. Auch hier flihrte sowohl die Inkubation mit nativen als auch mit
oxidierten LDL zu einer gesteigerten Proliferationsrate, wenn auch in weitaus
geringerem Male: 10ug/ml native LDL fuhrten hier lediglich zu einer Steigerung
auf das 1,5-fache, 3 pyg/ml oxidierte LDL zu einer nicht signifikanten Steigerung
auf das knapp 2-fache.

Wie bereits angesprochen ist die Quantifizierbarkeit dieser Daten aufgrund der
teilweise sehr hohen Standardabweichungen in den jeweiligen Versuchsansat-
zen sehr kritisch zu sehen, weshalb sich nach Anderung der Methodik und der
Versuchsbedingungen die Ergebnisse deutlicher nachvollziehen lassen.

Im MTT-Assay liel sich nun in vaskularen Myozyten eine signifikante Dosis-
Wirkungs-Beziehung darstellen, in der nach Inkubation mit 20 pg/ml oxidierten
LDL ein Maximum von 120%, bezogen auf die Kontrollzellen, erreicht wurde.
Eine Steigerung der Inkubationskonzentration fuhrte wiederum zu einer Reduk-
tion dieses Effektes, der dann in Konzentrationsbereichen ab 100 pyg/ml zu ei-
ner Schadigung der Zellen und damit zu einer reduzierten Proliferation bezogen
auf die Kontrollzellen fuhrte.

In NHMC zeigte sich diese Dosis-Wirkungs-Kurve nach links verschoben, so

fuhrten bereits 10 mg/ml oxLDL zu einer Zunahme der Proliferation auf fast
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140%, die Schadigung der Zellen liel} sich bei einer Konzentration von 50 pg/mli

deutlich erkennen.

Diese Steigerung der Proliferation in den jeweiligen Zellen war also in den bei-

den Methoden durchaus vergleichbar, jedoch konnte man erhebliche Unter-
schiede feststellen, was das Ausmal} der Effekte anging. Dies lasst sich durch
zwei entscheidende Anderungen im Versuchsansatz erklaren:

1) Im Tritium-Assay wurden die Zellen mit radioaktivmarkiertem Thymidin Uber
insgesamt sieben Stunden bei den BSMC und 12 Stunden bei den NHMC
inkubiert. Im MTT-Assay wurde das proliferationsdetektierende Agens da-
gegen lediglich fur vier Stunden zugegeben.

2) Beim Wechsel der Methoden wurde zudem das Versuchsmedium geandert:
Wurden beim Tritiumeinbau die Zellen in serumfreiem Medium inkubiert,
geschah dies beim MTT-Assay in Medium mit 1% FCS. Hierdurch ver-
sprach man sich Uber verbesserte Lebensbedingungen eine bessere Vitali-
tat der Zellen, auch wenn die proliferationssteigernden Effekte bezogen auf
das Kontrollniveau dadurch nicht so deutlich ausfielen wie im Tritium-Assay.

Somit war der MTT-Assay unter den hier verwendeten Versuchsbedingungen

dem Tritiumeinbau hinsichtlich der Sensitivitat tGberlegen; eine Beobachtung,

auf die spater noch genauer eingegangen werden soll.

4.1.2 OxLDL wird liber Endozytose internalisiert

Durch Fluoreszenzmarkierung der oxidierten LDL mit Dil 148 konnte die Interak-
tion zwischen oxLDL und den inkubierten Zellkulturen sowohl sichtbar als auch
messbar gemacht werden.

Dil-oxLDL wurden von den Zellen in einem zeitabhangigen Prozess mittels En-
dozytose in Vesikeln aufgenommen %8'%_ Dies begann bereits nach fiinf Minu-
ten, und war nach 60 Minuten deutlich zu sehen. Nach 14 Stunden schien diese
Internalisierung eine Sattigung zu erreichen, d.h. die Dil-oxLDL-Menge, die
auch aufgenommen werden sollte, ist bereits nach dieser Zeit internalisiert, es
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen 14 und 24 Stunden In-

kubation.
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Diese Internalisierung war zudem konzentrationsabhangig, je hoher die Inkuba-
tionskonzentration war, umso mehr Dil-oxLDL wurde in der gleichen Zeit in die
Zelle aufgenommen, bis nahezu das gesamte Zytoplasma mit Dil-oxLDL-

Vesikeln angefullt war, man konnte fast sagen, ,bis die Zelle zerbarst".

Die Aufnahme von oxLDL geschieht also Uber Endozytose in einem konzentra-
tions- und zeitabhangigen Prozess, der nach 14 Stunden eine Sattigung er-
reicht hat. Hohe Konzentrationen an oxLDL (bis 100 pg/ml) hemmen die Inter-
nalisierung nicht, im Gegenteil fihren sie zu einem Maximum der Aufnahme. In
diesen Konzentrationen von 100 pg/ml entfalten oxLDL bereits apoptotische
Effekte, bzw. sind bereits zytotoxisch und filhren zu Nekrose ''1120:121,

Die Auswirkung von oxLDL in den verschiedenen Konzentrationen, folglich
auch die proliferationssteigernde durch niedrige OxLDL-Konzentrationen "%,

konnte also uUber ihre Internalisierung in die Zelle vermittelt werden.

4.1.3 Der LOX-1-Rezeptor wird auf BSMC und NHMC exprimiert

Ein bekannter Rezeptor, der spezifisch oxidativ veranderte LDL bindet, ist der
Lectin-like oxLDL-Rezeptor-1 (LOX-1) *°. Nach Herstellung eines polyklonalen
Antikérpers, der gegen den N-Terminus dieses Rezeptors gerichtet ist '2°, lieR
sich das Rezeptorprotein in den beiden Primarzellkulturen und anderen Refe-
renzzellen mittels Western Blot-Analyse nachweisen.

Hier ergaben sich keine signifikanten Unterschiede in der Expressionsdichte in
BSMC und NHMC. Die Endothelzelllinie HBMEC scheint eine héhere, die Pri-
marzelle HUVEC eine eher niedrige Basisexpression des Rezeptors zu besit-
zen.

Dieser Rezeptor, der erstmals in Endothelzellen beschrieben wurde "*°, ist also
auch auf anderen Zellen, die an der Athero- und Glomerulosklerose beteiligt
sind, zu finden '?°. Inwieweit er fiir die beschriebenen Effekte, d.h. die Internali-
sierung von oxLDL und moglicherweise hieruber die gesteigerte Proliferation
oder apoptotische Prozesse, verantwortlich gemacht werden kann, muss in Zu-

kunft weiter geklart werden.
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4.1.4 Die Rolle von LDL im Zellzyklus

Low Density Lipoproteine und ihre oxidativ veranderten Formen, die oxLDL,
entfalten ihre Effekte in unterschiedlichen Gebieten und Schritten in athero- und
glomerulosklerotischen Prozessen.

OxLDL verandern die Kontraktibilitat von Gefal3en, auch wenn sie alleine keine
Vasokonstriktion hervorrufen konnen. Die Beteiligung der GTPase RhoA in der
Signalkaskade wurde in diesen Versuchen nachgewiesen '°. Diese RhoA-
Aktivierung bewirkt eine Phosphorilierung der Myosin-Leicht-Kette und ist somit
als ein entscheidender Schritt in der Vermittlung des oxLDL-Effektes fur eine
Kontraktion anzusehen '*°.

An anderer Stelle konnte unsere Arbeitsgruppe bereits zeigen, dass oxidativ
veranderte LDL in HUVEC uber Oy -Produktion durch die NADPH-Oxidase zu
Proliferation ' und in hohen Konzentrationen zu Apoptose '?° fiihren. Die Ar-
beitsgruppe um Seasholtz konnte 2001 die Uber eine RhoA-Aktivierung vermit-
telte Proliferation tiber die Herabregulation des Zyklinkinaseinhibitors p27*""
erklaren "%,

Nimmt man diese Ergebnisse zusammen, kann man postulieren, dass oxLDL
(iber eine RhoA-Aktivierung eine Suppression von p27"! bewirken, und dass
daran Superoxidanionen, die Uber die NADPH-Oxidase gebildet wurden, betei-
ligt sind. Hieraus wurde ein Fortschreiten im Zellzyklus resultieren, das in nied-
riger OxLDL-Konzentration zur Proliferation fuhrt, in hoherer Dosis zur Apopto-
se.

Ein Teil dieser Hypothese konnte bislang bestatigt werden, so bewirkten oxLDL
tatsachlich in niedrigen Konzentrationen uber einen RhoA vermittelten Weg ei-
ne p27*'-Suppression und dadurch eine Proliferation. Bei Inkubation mit héhe-
ren OxLDL-Konzentrationen lieR sich diese p27""'-Veranderung nicht beob-
achten, die Zellen verharrten in der G-Phase des Zellzyklus und hypertrophier-
ten 122,

Dass diese oxLDL induzierte Proliferation moglicherweise uUber den LOX-1-
Rezeptor vermittelt ist, lasst sich mit Grund vermuten. OxLDL werden uber ih-
ren spezifischen LOX-1-Rezeptor {iber Endozytose aufgenommen '?°. Salvayre

beschreibt die Wege, Uber die diese internalisierten oxLDL via gesteigerten oxi-
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dativen Stress zur Apoptose fiihren '*°. Zusétzlich kann eine sehr schnelle —
wohl internalisierungsunabhangige — Freisetzung von ROS bereits durch die
Bindung von oxLDL an den LOX-1-Rezeptor beobachtet werden '°'. Dass diese
ROS nicht notwendigerweise auch Superoxidanionen darstellen mussen und
dies trotzdem zur Apoptose und zum Zelltod fuhren kann, zeigte Asmis kirzlich
in Makrophagen "*2.

Hieraus lasst sich also durchaus auch erklaren, weshalb in den vorliegenden
Versuchen eine Steigerung der Proliferation durch native LDL gefunden werden
konnte, obwohl Ding und van Goor bereits 1997 nachwiesen, dass die Inkubati-
on von Endothelzellen und Mesangiumzellen mit nativen LDL nicht zu einer
vermehrten O,-Bildung filhrt ''°. Somit scheint auch in der Signalkaskade von
nativen LDL ein von Superoxidanionen unabhangiger Weg zum Fortschreiten

im Zellzyklus und damit zur Proliferation fuhren zu kdnnen.

Um die Rolle des LOX-1-Rezeptors weiter aufzuklaren, bieten sich Versuche
an, in denen die untersuchten Zellen mittels Transfektion spezifischer DNA-
Sequenzen den LOX-1-Rezeptor Uberexprimieren bzw. dessen Expression
durch siRNA-Transfektion kontrolliert verhindert wird.

Auch die beteiligten Signalwege Uber RhoA bzw. O,-Bildung uber die NADPH-
Oxidase konnten hierbei genauer charakterisiert werden. Eine Mdglichkeit bie-
ten Hemmungen der Signale einerseits durch den Rho-Kinase-Inhibitor y27632
193 andererseits durch Superoxiddismutase und Katalase, die die gebildeten
reaktiven Sauerstoffradikale abfangen und metabolisieren kdnnen. Auch er-
scheint die Transfektion mit Konstrukten sinnvoll, die bereits eine aktivierte
Form bzw. eine inaktivierte Form, sogenannte ,dominant positive bzw. negative®

Form, von RhoA kodieren '°4,
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4.2 Effekte von Angiotensin Il

4.2.1 Angiotensin Il und Proliferation

Angiotensin |l ist nicht nur einer der starksten endogenen Vasokonstriktoren,
sondern ist auch an vielen Schritten der Entstehung von Athero- und Glomeru-
losklerose beteiligt. Regulatorische Eingriffe in den Zellzyklus wurden beschrie-

ben 76-78

, weshalb als Grundlage fur die kombinierte Inkubation mit atherogenen
Lipoproteinen Dosis-Wirkungs-Kurven hinsichtlich einer gesteigerten Proliferati-
on auf Angiotensin Il erstellt werden sollten. Dies konnte fur die untersuchten

Zellen bereits gezeigt werden 8.

Sowohl in vaskularen Myozyten als auch in Mesangiumzellen konnte mittels
des Thymidineinbaus keine signifikante Proliferationssteigerung nachgewiesen
werden. Tendenzen, dass eine niedrige Angiotensin |lI-Konzentration (1 nM) zu
einer Verringerung der Proliferation fuhrt, wurden beobachtet.

Betrachtet man diese Versuchsreihen in den einzelnen Primarzellkulturen kri-
tisch, so fallen trotz angemessener Versuchsanzahl sehr hohe Standardabwei-
chungen auf, die das Erreichen eines Signifikanzniveaus verhinderten. Den-
noch war keine massive Proliferationssteigerung unter den herrschenden Ver-
suchsbedingungen zu erwarten, wenn also relativ schwache Effekte auftreten
sollten, wirden diese durch die Ungenauigkeit des Tritiumeinbaus eventuell
ubersehen werden.

Nach dem bereits beschriebenen Wechsel der Methodik, wurden die Versuche
wiederholt. Jedoch auch mittels MTT-Assay konnte fur BSMC keine Proliferati-
onssteigerung durch Angiotensin Il in verschiedensten Konzentrationen belegt
werden, die Tendenz zu einer verringerten Proliferation durch eine niedrige In-
kubationsdosis (0,5 nM) zeigte sich auch hier.

In den untersuchten Mesangiumzellen kristallisierten sich andere, weitreichen-
dere Effekte heraus. Erstmals konnte eine Dosis-Wirkungs-Kurve erstellt wer-
den, in der 50 nM Angiotensin Il eine Zunahme der Proliferation auf ca. 140% —
bezogen auf das Kontrollniveau — bewirkte. Niedrige (0,5 nM) und auch hohere

Konzentrationen (500 nM) schienen hinsichtlich der in diesem Test detektierten
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Proliferation keine Auswirkung zu haben, jedoch kann eine Schadigung der Zel-
len, eventuell Uber apoptotische Vorgange durch hohe Konzentrationen von

Angiotensin I, vermutet werden ">,

Bemerkenswert war, dass diese Daten
mit einer sehr jungen Zellpopulation von NHMC (3. Passage) gewonnen wur-
den, was Anlass zu weiteren Untersuchungen war.

Zudem erbrachte in allen durchgeflihrten Versuchen die Koinkubation mit dem
spezifischen ATq-Rezeptor-Antagonisten Losartan keine Anderung der Prolife-
ration. AT4- und AT2-Rezeptor vermittelte Effekte bewirken hinsichtlich der Proli-
feration entgegengesetzte Effekte, erstere wurden mit einer Steigerung "%, zwei-
tere mit einer Reduktion der Proliferation " beschrieben. Die Hemmung des
AT1-Rezeptors sollte diesbezuglich eine reduzierte Proliferation auf Angioten-
sin ll-Inkubation ergeben.

Losartan gehort wie alle ,Sartane“ in die Gruppe der Imidazolderivate und
zeichnet sich durch eine kompetitive Hemmung des ATs-Rezeptors aus '*°. Das
bedeutet, dass der eigentliche Rezeptorbindungspartner und der Antagonist in
Konkurrenz zum Rezeptor stehen. Die Hohe der Affinitdt zum Rezeptor be-
stimmt zum einen seine ,Starke“ gegentber dem Gegenspieler, zum anderen
auch seine Wirkungsdauer. Losartan ist ein Antagonist, dessen Bindung an den
Rezeptor reversibel und uberwindbar ist. Zusatzlich macht eine Uber eine Ago-
nisten-Bindung vermittelte Signalkaskade den ATi-Rezeptor fur eine weitere

Bindung unempfindlicher "°.

Diese Beobachtungen als Grundlage fuhrten da-
zu, dass die Zellen bereits vor Zugabe des Angiotensin Il mit Losartan inkubiert
wurden, und im Lauf der Angiotensin ll-Inkubation zweimalig Losartan neu zu-

gegeben wurde.

Die Ergebnisse, dass in ,alteren“ Zellen Angiotensin Il keine Proliferation be-
wirkte, dieser Effekt jedoch in ,jungeren® Zellpopulationen — zumindest in Mes-
angiumzellen — nachweisbar erschien, und auch der fehlende Effekt einer AT;-
Rezeptorblockade fuhrten dazu, die AT4- und auch die AT,-Rezeptorexpression

in den einzelnen Zellen auf Proteinebene im Western Blot zu Uberprifen.
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4.2.2 Angiotensin lI-Rezeptoren

In den durchgefuhrten Western Blot-Analysen konnten beide Rezeptoren zu
jeder Zeit nachgewiesen werden, jedoch ergaben sich einige Auffalligkeiten, die
hier diskutiert werden sollen.

Inkubation mit verschiedenen Agenzien sollte laut dem bisherigen Stand der
Forschung die Expression des ATi-Rezeptors, aber auch des AT,-Rezeptors
verandern. Zur Steigerung der Rezeptordichte wurden die Zellen mit verschie-
denen Konzentrationen nativen und oxidierten LDL und Dexamethason inku-
biert 31138 Angiotensin Il selbst sollte {ber einen negativen Feedback-
Mechanismus die Rezeptordichte verringern 2. In den vorliegenden Versuchs-
bedingungen liel3 sich der AT -Rezeptor auf Proteinebene zwar nachweisen,
jedoch waren einerseits sehr gro3e Proteinmengen und eine lange Belich-
tungszeit notig (bis 50 pg), andererseits zeigten sich keine signifikanten Ex-
pressionsveranderungen auf die verschiedenen Inkubationen.

Im Gegensatz dazu waren beim AT,-Rezeptornachweis bei gleicher Protein-
menge deutlich kurzere Belichtungszeiten nétig, bzw. konnte weniger Protein
pro Spur aufgetragen werden, um das Rezeptorprotein nachzuweisen. Signifi-
kante Veranderungen ergaben sich zwar auch hier nicht, jedoch Tendenzen,
dass sich die AT>-Rezeptordichte durch die Inkubation mit nativen LDL steigern
und durch Angiotensin Il verringern liel3.

Allein hieraus kann schon gefolgert werden, dass die basale Expression des
AT,-Rezeptors hoher war als die des AT¢-Rezeptors und sich durch verschie-
dene Inkubationen regulieren liel3.

Aufgrund der Proliferationsunterschiede bei gleicher Angiotensin Il-Inkubation in
den verschiedenen Zellkulturpassagen wurden nun diese Zellen auf ihre Rezep-
torexpression hin Uberpruft. Es ergab sich das bemerkenswerte Bild, dass sich
sowohl in BSMC als auch in NHMC der AT4-Rezeptor in ,jungen® Passagen
deutlich nachweisen liel}, sich seine Expressionsdichte jedoch in ,alteren“ Pas-
sagen deutlich reduzierte. Fur den AT2-Rezeptor zeigte sich ein umgekehrtes

Bild. Dessen Expression schien sich im Lauf der Passagen zu erhéhen.

66



Zum Vergleich der Basisexpressionen der Rezeptoren wurden BSMC und
NHMC mit im Labor etablierten anderen Zellkulturen, der Primarzelle HUVEC
und der Zelllinie HBMEC verglichen. Bezuglich des AT-Rezeptors schienen die
Primarkulturen BSMC, NHMC und HUVEC eine gleiche, niedrige Expression zu
besitzen, HBMEC eine deutlich hdhere. AT,-Rezeptoren schienen demgegen-
uber v.a. auf Mesangiumzellen verstarkt nachweisbar, weitaus weniger in
BSMC, HUVEC und HBMEC. Gesetzt den Fall, man mochte Versuche mit einer
Zelle unternehmen, die sich einerseits durch eine hohe AT{-Rezeptorexpres-
sion bei gleichzeitig niedriger AT,-Rezeptordichte auszeichnet, béten sich hier-
fur folglich HBMEC an.

4.2.3 Die Rolle des AT¢- und AT,-Rezeptors im Zellzyklus

Die Effekte von Angiotensin Il werden Uber spezifische Rezeptoren (AT und
AT,) vermittelt, wobei bislang vor allem der ATi-Rezeptor genauer
charakterisiert werden konnte. Dennoch sollen hier auch die Auswirkungen
einer Aktivierung des AT,-Rezeptors in Hinblick auf mégliche antagonistische
Wirkungen genauer beleuchtet werden.

Angiotensin |l fuhrt Gber die Bindung an den AT1-Rezeptor sowohl in vaskularen

Myozyten %

als auch in Mesangiumzellen zu Veranderungen im Zellzyklus.
Diese Vorgange werden Uber von der NADPH-Oxidase gebildete O, -Radikale
vermittelt. Dosisabhangig fuhrt die Angiotensin ll-Inkubation entweder zu Proli-
feration oder Hypertrophie "°. In beiden Versuchsansatzen lieR sich mit den
MAP-Kinasen ein weiterer Schritt in der Signalkaskade identifizieren. Auch
apoptotische Effekte, die Uber oxidativen Stress vermittelt sind, wurden fir den
AT;-Rezeptor nachgewiesen 8.

Seshiah konnte die Generierung von ROS durch Angiotensin I, die in diesen
Vorgangen eine bedeutende Stellung einnimmt, genauer charakterisieren. Sie
lasst sich in zwei Phasen unterteilen, eine schnelle erste Phase, die Protein-
kinase C vermittelt bereits nach 30 Sekunden zum Anstieg von ROS fuhrt. Die
zweite Phase, die nach ca. 30 Minuten nachweisbar ist, ist stark NADPH-
Oxidase abhangig '*°, genauer gesagt ist sie abhingig von der Aktivierung

einer kleinen Untereinheit der NADPH-Oxidase, der GTPase Rac1 '%°. Dass
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diese GTPase eine Schlusselrolle in Zellzyklusentscheidungen einnehmen und
damit unter anderem zur Proliferation fihren kann, wurde bereits 1997
beschrieben '®'.

Angiotensin II-Wirkungen, die AT -vermittelt zur Hypertrophie von Zellen flhren,
konnten einem weiteren Eckpfeiler in der Signalkaskade zugeordnet werden.
Die Expression des Zyklinkinaseinhibitors p27 "' wird sowohl in SMC '®? als
auch in Tubuluszellen der Niere "® durch die Generierung von ROS gesteigert,
was einen Arrest im Zellzyklus bedingt.

Jedoch nicht nur Rac1 als ein Mitglied der GTPasen-Familie scheint an den
komplexen Angiotensin |I-Wirkungen beteiligt zu sein, sondern auch das bereits
angesprochene RhoA. In Kontraktionsversuchen konnte in Kaninchenaortenrin-
gen die Angiotensin Il induzierte Vasokontraktion mit dem Rho-Kinase-Inhibitor
y27632 deutlich abgeschwécht werden '%. Auch fiir Mesangiumzellen konnten
RhoA-Wirkungen belegt werden .

Die Bindung von Angiotensin Il an den AT4-Rezeptor fuhrt also zu einer Gene-
rierung von Superoxidanionen, die zeitabhangig in zwei Phasen aufgeteilt wer-
den kann. An verschiedenen Stellen der Zellzyklusregulation, aber auch der
Kontraktibilitat, konnte bislang eine ATq-Beteiligung nachgewiesen werden, je-
doch steht die endgultige Erklarung der unterschiedlichen Signalwege zum ak-

tuellen Zeitpunkt noch aus.

Um das Verstandnis der Angiotensin lI-Wirkungen zu spezifizieren, muss auch
der AT,-Rezeptor betrachtet werden. In adulten Zellen ist er bei weitem nicht so
genau charakterisiert wie der AT-Rezeptor, trotzdem lassen sich einige grund-
legende Prinzipien seiner Wirkungsweise darstellen.

Wie bereits angesprochen ist die O, -Produktion Uber die NADPH-Oxidase ein
ausschlaggebender Schritt in der Angiotensin [I-Wirkung. Die Aktivierung des
AT,-Rezeptors kann funktionell diese Superoxidanionenfreisetzung antagonisie-
ren '®. Eine mdgliche Erklarung lieferten Seebach " und Horiuchi ", die einen
antagonistischen Crosstalk auf Ebene von STAT beschrieben. So ist der Uber
den AT>-Rezeptor aktivierte STAT 1 dazu in der Lage, die Phosphorilierung von
STAT 1a/B, 2 und 3 zu hemmen, die neben STAT 5 die AT-Wirkungen vermit-
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teln. Zudem sind antiproliferative und Apoptose induzierende Effekte, aber auch
die gesteigerte Produktion von extrazellularer Matrix auf AT,-Effekte zurtickzu-
fuhren. Auch was die Kontraktionsbeeinflussung betrifft, sind die Auswirkungen
des AT,-Rezeptors vielfaltig und nicht ganzlich geklart. Neben vasokonstriktori-
schen Effekten Uberwiegt wohl eine NO vermittelte Vasodilatation, auch hier

also eine dem AT;-Rezeptor gegeniiber antagonistische Wirkung "°.

In der Zusammenschau dieser Erkenntnisse lasst sich somit die fehlende Proli-
feration in den vorliegenden Versuchsansatzen mit BSMC und NHMC wenigs-
tens teilweise erklaren. Die niedrige Basisexpression des AT{-Rezeptors in den
verwendeten Zellpassagen, die sich in hoheren Passagen zudem noch weiter
verringert, kann fur sich selbst nicht zu einer starken proliferationssteigernden
Wirkung fuhren. Der mogliche geringe Effekt kdnnte durch die relativ hohe AT,-

Rezeptordichte antagonisiert werden.

Weshalb allerdings die Inkubation mit verschiedenen Agenzien die ATi-
Rezeptordichte nicht steigern konnte, bleibt unklar. Dennoch waren in Zukunft
Versuche mit dem sensitiven MTT-Proliferations-Assay interessant, die bei-
spielsweise an jungen Mesangiumzellen oder an HBMEC durchgefuhrt werden.
Diese sollten entweder nativ unter Hemmung des AT,-Rezeptors mit PD
123319 oder des AT;-Rezeptor mit einem ,Sartan“ erfolgen, oder nach Uberex-
pression des AT-Rezeptors mittels Transfektion. Auch eine Expressionshem-
mung des AT2-Rezeptors durch siRNA erscheint denkbar. Weiterfuhrend konn-
ten diesbezuglich die beteiligten Signalwege Uber Rac1 und RhoA untersucht

werden.
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4.3 Interaktion von LDL und Angiotensin Il

4.31 Modifikation der Einzeleffekte

Primares Ziel dieser Arbeit war es, nach Erstellung von Dosis-Wirkungs-
Beziehungen fir die Einzelsubstanzen Angiotensin Il und atherogene Lipopro-
teine die Proliferation hinsichtlich einer gemeinsamen Inkubation zu Uberprufen
und die erwartete Potenzierung der Einzeleffekte zu quantifizieren.

Die Ergebnisse sowohl in den BSMC als auch den NHMC sind jedoch auRerst
kritisch zu werten: Ein Teil der Problematik wurde bereits fur die Einzelinkubati-
on mit Angiotensin |l diskutiert, ein anderer Teil soll hier nur beispielhaft aufge-
fuhrt werden.

1) Flhrte in BSMC die Koinkubation mit 100 nM Angiotensin Il und 5 pg/ml
oxLDL zu einer deutlichen Steigerung der Proliferation, so bewirkte die glei-
che Dosis Angiotensin Il bei 10 pg/ml oxLDL keinerlei Effekt.

2) 100 nM Angiotensin Il schien in den gleichen Zellen bei Inkubation mit nati-
ven LDL zu einer Reduktion der Proliferation zu fuhren.

3) Die gleichen Inkubationsansatze in NHMC dagegen zeigten komplett ge-
gensatzliche Effekte.

Es ergaben sich unter den vorherrschenden Versuchsvoraussetzungen weder

einheitliche Ergebnisse, noch ein einheitlicher Trend in den untersuchten Inku-
bationsdosierungen und Kombinationen.

Aus den bisher dargestellten Grundlagen sind die Wirkungen beider Substan-
zen Uber ihre spezifischen Rezeptoren und teilweise gemeinsamen, teilweise
antagonistisch wirkenden Signalkaskaden komplex miteinander verknipft, so
dass in weiteren Versuchen einige Aspekte verandert werden sollten, um die

Effekte voneinander trennen bzw. um einheitliche Versuchsbedingungen schaf-

fen zu kdnnen.

Die Proliferationsmessungen sollten konsequent mit Hilfe des MTT-Assays er-

folgen, um nicht durch hohe Standardabweichungen maogliche schwache Effek-
te zu ,ubersehen”. Es sollten Zellen verwendet werden, die sich durch eine ho-
he AT;- bei gleichzeitig niedriger AT,-Rezeptor-Expression auszeichnen. Diese

kdnnten entweder ,junge“ Populationen von NHMC darstellen oder méglicher-
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weise die Zelllinie HBMEC. Hemmungen beider Angiotensin |I-Rezeptoren
durch ein ,Sartan“ bzw. PD 123319 sollten dann die Beteiligung der jeweiligen
rezeptorvermittelten Wege detektieren konnen. Des Weiteren erscheinen auch
hier Uberexpressionsmodelle mit Hilfe von Transfektionen einen vielverspre-
chenden Ansatzpunkt zu bieten, lassen sich doch mittels verschiedener Kon-

strukte bestimmte Signalschritte oder Rezeptoren spezifisch untersuchen.

Mittlerweile konnte die postulierte Potenzierung der Proliferationssteigerung
durch kombinierte Inkubation mit Angiotensin Il und atherogenen Lipoproteinen

186 als auch in Mesangiumzellen " nachgewie-

sowohl in vaskularen Myozyten
sen werden. In beiden Zellarten wurde dieser Effekt durch die Freisetzung von
ROS bewirkt und konnte durch ein Sartan gehemmt werden und erwies sich
somit als AT¢-Rezeptor vermittelt.

Auch der in den vorliegenden Versuchen beobachtete Proliferationsunterschied
zwischen ,jungen® und ,alten® Mesangiumzellen konnte genauer untersucht
werden. Die Arbeitsgruppe um Okada isolierte Mesangiumzellen von diabeti-
schen Ratten nach 12 bis 14 bzw. nach 48 bis 50 Wochen. Die ,jungen® Zellen
zeigten eine deutlich erhdhte Proliferationsrate auf Inkubation mit nativen und
oxidierten LDL gegenuber den ,alten Zellen. Ebenso verhielt sich die DNA-
Neusynthese nach Inkubation mit Angiotensin Il. Leider wurden diesbezulglich
weder die Rezeptoren charakterisiert, noch wurde eine Koinkubation mit beiden
Substanzen untersucht. Bemerkenswert ist, dass die ,alten“ Mesangiumzellen
sowohl auf Angiotensin Il als auch auf LDL mit einer im Vergleich zu den ,jun-
gen“ Zellen vermehrten Bildung von extrazellularer Matrix reagierten 188 " ein
Effekt, der moglicherweise auf einer gesteigerten Expression des AT,-

Rezeptors beruht '®°.

4.3.2 Therapeutische Ansatze

Angiotensin Il und atherogene Lipoproteine weisen also Synergismen auf, die
die Entstehung und Progression von Athero- und Glomerulosklerose begunsti-
gen und unterhalten. Auch klinische Studien erlauben die Schlussfolgerung,

dass eine kombinierte Hemmung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems
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mit einer Behandlung mit einem ,Statin“ positive Auswirkungen auf die endothe-
liale Funktion und die Gesamtsterblichkeit in einem kardiovaskularen Risikokol-
lektiv hat "*%'**_ Dieser Effekt beruht einerseits zu einem groRen Anteil auf der
blutdrucksenkenden Wirkung des ACE-Hemmers, einem eigenstandigen Risi-
kofaktor bezlglich der Ausbildung einer Atherosklerose. Andererseits kann die
ausfuhrlich diskutierte spezifische Hemmung der Angiotensin II-Wirkungen die
,gefalprotektiven” Effekte steigern.

Ebenso kann mit Hilfe einer Statin-Behandlung das Serum-LDL deutlich ge-
senkt werden, auch dies ein separater Arterioskleroserisikofaktor. Interessan-
terweise konnten zusatzliche Wirkungen charakterisiert werden, die von der
alleinigen LDL-Senkung unabhangig waren.

Diabetische Ratten wurden mit einem Sartan und einem Statin bzw. mit den
jeweiligen Einzelsubstanzen behandelt und die Nierenfunktion im Verlauf unter-
sucht. Jeder Effekt der Einzelsubstanzen wurde durch die kombinierte Therapie
noch potenziert, was mit einem niedrigeren Serumkreatinin und -harnstoff bzw.
einer verminderten Albuminurie einherging. Diese Effekte waren unabhangig
von den gemessenen LDL-Spiegeln '®°. Eine vergleichbare Auswirkung wurde
durch eine Kombinationstherapie mit einem ACE-Hemmer und einem Statin in
Ratten mit schwerer Nephropathie beobachtet. Auch hier zeigte sich diese Me-
dikation den jeweiligen Monotherapien deutlich Uberlegen, eine signifikante Kor-
relation zwischen Ausmal} der Proteinurie und des Serumcholesterins konnte
jedoch zusatzlich beobachtet werden '°.

Diese Effekte der Statine, also protektive Wirkungen unabhangig von der LDL-
Senkung, werden ,pleiotrope Effekte® genannt. Die Wissenschaft beschaftigt
sich nun damit, diese genauer zu charakterisieren. Fur unsere Fragestellung ist
naturlich die Beeinflussung der diskutierten Signalwege interessant.

In Endothelzellen konnten Statine die Superoxidanionen-Freisetzung durch die
NADPH-Oxidase im Sinne eines antioxidativen Wirkungspotentials reduzieren,

71 In vaskularen

indem sie die Expression der NADPH-Oxidase reduzierten
Gefalmuskelzellen wurden die Angiotensin Il vermittelten Effekte mit Hilfe von
Koinkubationen mit einem Sartan und einem Statin untersucht. Auch hier konn-

ten die AT, vermittelten Wirkungen Uber den STAT-Signalweg, Rac1 und
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ERK/MAP-Kinasen durch das Statin wirkungsvoll reduziert, eine ,Sartan be-
dingte* Hemmung durch das Statin noch potenziert werden 2. Auch die Betei-
ligung des RhoA-Pathways konnte in Mesangiumzellen durch Statine belegt

werden, indem sie die RhoA vermittelte Proliferation verringerten ">,

Die Hemmung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems und die Behandlung
mit einem Statin bewirkt also in verschiedensten Schritten der Signalkaskade
von athero- und glomerulosklerotischen Vorgangen protektive Auswirkungen.
Die kombinierte Behandlung kann die jeweiligen Einzeleffekte wohl potenzieren,
und scheint zusatzlich zur Blutdrucksenkung durch RAAS-Inhibitoren und der
LDL-Senkung durch Statine andere Wirkungen zu haben, die fur die Statine als

wpleiotrope Effekte” beschrieben wurden.
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5 Zusammenfassung

An der Entstehung von Athero- und Glomerulosklerose sind Angiotensin Il und
atherogene Lipoproteine mafgeblich beteiligt. Sowohl klinische Studien als
auch experimentelle Beobachtungen weisen auf eine Interaktion beider Sub-
stanzen hin. Effekte der singularen Inkubationen kénnen durch eine gleichzeiti-
ge Gabe potenziert werden.

Vor diesem Hintergrund sollten in der vorliegenden Arbeit die Auswirkungen
von Angiotensin Il und nativen und oxidierten Low Density Lipoproteinen auf
den Zellzyklus von kultivierten vaskularen Gefalimuskelzellen und Mesangium-
zellen im Sinne einer Proliferationsanderung untersucht werden. Sowohl die
Effekte der Einzelinkubationen als auch der kombinierten Inkubationen sollten
quantifiziert werden. Die Interaktion von oxidierten LDL mit den Zellen sollte
mittels Fluoreszenzmarkierung sichtbar und messbar gemacht werden. Zusatz-
lich sollte die Expression der beteiligten Rezeptoren (LOX-1, AT1 und AT;) auf
den verwendeten Zellen untersucht werden.

Sowohl native als auch oxidierte LDL waren dazu in der Lage, die Proliferation
in BSMC und NHMC zu steigern. Das Maximum lag im Tritiumeinbau bei Myo-
zyten bei ca. 450% bezogen auf die Kontrollzellen bei 10 ug/ml natLDL, und bei
ca. 350% bei 20 pg/ml oxLDL. In NHMC fiel der Anstieg der Proliferation weni-
ger stark aus, ca. 150% bei 30 ug/ml natLDL und ca. 180% bei 3 pg/ml oxLDL.
Im MTT-Assay konnten signifikante Dosis-Wirkungs-Beziehungen erstellt wer-
den, jedoch mit einer geringeren absoluten Proliferationssteigerung (BSMC
120%, NHMC 140%). Fluoreszenzmarkierte oxLDL wurden Uber Endozytose in
einem konzentrations- und zeitabhangigen Prozess mit einer Sattigung nach ca.
14 Stunden in die Zellen aufgenommen. Der oxLDL-spezifische LOX-1-

Rezeptor konnte jederzeit nachgewiesen werden.
Unter den vorliegenden Versuchsbedingungen konnte keine Proliferationsstei-

gerung durch Angiotensin |l gezeigt werden, weshalb auch die kombinierte In-

kubation der Zellen mit Angiotensin Il und atherogenen Lipoproteinen keine sig-
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nifikanten Ergebnisse erbrachte. Die fehlende bzw. sehr unterschiedliche Wir-
kung durch Angiotensin Il lasst sich Uber die Expression der beteiligten Rezep-
toren erklaren. War gerade in Zellen in hoheren Passagen der proliferations-
vermittelnde ATq-Rezeptor kaum nachweisbar, so war in diesen Zellpopulatio-
nen der antagonistisch wirkende AT,-Rezeptor stark exprimiert. Moglicherweise
war die AT -Rezeptorexpression und die dartber vermittelten Effekte so gering,
dass sie mit dem angewendeten Testverfahren nicht detektiert werden konnten,
und auch die spezifische Hemmung des Rezeptors mit Losartan keine signifi-
kanten Anderungen erbrachte. Auch die Inkubation der Zellen mit Agenzien, die

die AT¢-Rezeptordichte erhdohen sollten, erbrachte keine Veranderungen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass atherogene Lipoproteine zeit- und
konzentrationsabhangig moglicherweise Uber eine LOX-1 vermittelte Endozyto-
se den Zellzyklus im Sinne einer Proliferationssteigerung beeinflussen. Die un-
einheitlichen und deshalb nicht signifikanten Angiotensin Il-Effekte konnen
durch die starken Expressionsschwankungen der antagonistisch wirkenden An-
giotensin |I-Rezeptor-Subtypen (AT; und AT,) vor allem in unterschiedlich alten
Zellpopulationen erklart werden. Wodurch diese Expressionsveranderungen
verursacht sind, bleibt offen, ebenso, ob diese Effekte im atherosklerotischen

Plaque in vivo nachweisbar und von Bedeutung sind.
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IDL

IL-1

LDL

Lp(a)
LPC
LOX-1-Rez.
MAP-Kinase
MTT
NAD(P)H
NHMC

Tritium

angiotensin converting enzyme
Angiotensin |l

Angiotensin II-Rezeptor Typ 1
Angiotensin |I-Rezeptor Typ 2

bovine serum albumine

bovine aortic smooth muscle cells
cyclic guanin-mono-phosphate
guanin-tri-phoshate

colony stimulating factor

mit 3,3’-Dioctadecylindocarbocyanin markierte oxLDL
desoxyribonucleic acid

endothelial derived relaxing factor
fetal calf serum

human brain microvascular endothelial cells
Heart Outcome Prevention Evaluation
horse radish peroxidase

human umbilical vein endothelial cells
intercellular adhesion molecule-1
Intermediate Density Lipoproteine
Interleukin-1

Low Density Lipoproteine

Lipoprotein (a)
Lysophosphatidylcholin

Lectin-like oxLDL-Rezeptor-1

mitogen activated protein-Kinase

3-(4,5-Dimethylthiazid-2-yl)-2,5-diphenyl Tetrazoliumbromid

Nikotinamidadenindinukleotid(phosphat)

normal human mesangial cells
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NO

Or
ONOO
OxLDL
PBS
PDGF
QUIET
RAAS
ROS
SCAT
SIRNA
SOD
STAT
TGF B
TNF o/ B
TREND
VCAM-1
VLDL

Stickstoffmonoxid

Superoxidanion

Peroxinitrit

oxidierte Low Density Lipoproteine

phosphate buffered saline

platelet derived growth factor

QUinapril Ischemic Event Trial
Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
reactive oxygen species

Simvastatin/Enalapril Coronary Atherosclerosis Trial
small interfering ribonucleic acid
Superoxiddismutase

signal transducer and activator of transcription
transforming growth factor 8

tumor necrosis factora /3

Trial on Reversal of ENdothelial Dysfunction
vascular cell adhesion mulecule-1

Very Low Density Lipoproteine
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