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Einleitung und Fragestellung

1 Einleitung und Fragestellung

1.1 Arteriosklerose - Haufigkeit und Pathogenese

Kardiovaskulare Erkrankungen verursachten im Jd&g22weltweit 16,7 Millionen
Todesfalle. Das waren 29,2 % aller Todesfélle uedVdHO beflrchtet eine Zunahme
der Inzidenz: 2010 werden sie die Haupttodesursiactien Entwicklungslandern séin
Die in den meisten Fallen zu Grunde liegende Stjrulwrteriosklerose, ist ein
komplexes Erkrankungsbild, bei dem es zu einerienlizchen Veranderung der Wéande
vor allem der groRen und mittelgrof3en Arterien kdam8ie kann sich als koronare
Herzkrankheit (KHK), zerebrovaskulare Arterioskisgpviszerale Arteriosklerose oder
auch als periphere arterielle Verschlusserkrankuagifestieren. Ursachlich liegen der
Erkrankung verschiedene Risikofaktoren zu Grunde,stth in Umweltfaktoren wie
geringe korperliche Betatigung, Nikotinmissbrauctd dettreiche Erndhrung einerseits
und genetische Faktoren wie Dyslipoproteinamiegraatie Hypertonie, Diabetes
mellitus, Hyperhomozysteinamie und mannliches Gestlh andererseits unterteilen
lassen.

Nach der ,response to injury* Hypothese fiihren elieBaktoren zu einem
Entzindungsreiz in der GefaRwand, worauf das Eredi@itoinflamatorische Molekile
wie Wachstumsfaktoren, Adhé&sionsmolekile und chektisthe Substanzen bildet.
Diese Substanzen und die erhdhte Permeabilitat Efeothels fuhren zu einem
verstarkten Einwandern von im Blutstrom zirkulieden Monozyten und T-
Lymphozyten in die GefalBwand. Dariber hinaus véemit diese Faktoren die
Aktivierung, Proliferation und Differenzierung demononukledren Zellen zu
gewebsstandigen Makrophagen. Die Folge ist die #disiig eines ,fatty streaks®, der
Vorstufe einer arteriosklerotischen Plaque.

Entziindliche Prozesse fiuihren zu einem erhdhtenatweh Stress. Darunter versteht
man ein verstarktes Anfallen von freien Radikalerie wbeispielsweise des
Superoxidanions (£ oder des Hydroxylradikals (OHe). Diese oxidieterter anderem
in die GefalBwand eingelagerte ,low density lipopnot (LDL)-Partikel. Oxidativ
modifiziertes LDL (Ox-LDL) wird von den Makrophageaufgenommen, welche sich

daraufhin in fettreiche Schaumzellen umwandeln aiidziert werden. Dartber hinaus
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ist Ox-LDL ein chemotaktischer Reiz fir Makrophagesmrstarkt die endotheliale
Produktion von Makrophagen koloniestimulierendenktéia(MCSF) und Monozyten
chemotaktischen Protein (MCP-1) und kann selbseviéreie Radikale bildén

Bei anhaltender LDL-Ablagerung im Entzindungshererden von den aktivierten
Makrophagen und T-Zellen Zytokine und Wachstumsfiatt sezerniert, die zu einem
Einwandern von glatten Muskelzellen fuhren. Diesaskglzellen wandeln sich vom
kontraktilen in den sekretorischen Phanotyp um,lifereeren und bilden die
extrazellulare Matrix und die fibrose Kappe derdok Absterbende Schaumzellen
geben ihren Inhalt an die Umgebung ab, wodurch aictietthaltiger nekrotischer Kern
im Inneren des Herdes bildet. Zu Beginn erfolgt &fdachstum der L&sion nach
peripher, im spateren Verlauf kommt es jedoch auach einer Einengung des
GefalBlumens. Dieser Prozess wird als ,remodelingt &laque bezeichnet. Die
zunehmende Anzahl an Makrophagen fihrt zu einentidmder Konzentration von C-
reaktiven Protein und Fibrinogen im Plasma. Dieglktéren gelten als frihe Marker fur
Arterioskleroseentwicklung, scheinen aber aucharPtaquebildung beteiligt zu s&in
Bei fortbestehender Entziindungsaktivitat entstehe déortgeschrittene, komplizierte
Lasion. Die Makrophagen geben verschiedene Metaltemasen (unter anderen
Kollagenase und Elastase) an die Umgebung ab, ee@l&hextrazellulare Matrix und
die Plagque nach luminal abgrenzende fibrose Kappawen. In diesem Stadium
kommt es zusatzlich zum Einsprossen von Blutgefaiferdie Plaque und zur
Verkalkung der extrazellularen Matrix. Diese Prazefihren vor allem im Bereich der
Schulterregion der fibrosen Kappe zu einer Destadilng der Plaque. In diesem
Stadium wird die Lasion auch als vulnerable Plaheeeichnet. Kommt es zu einem
Aufbrechen der Kappe, so kann die Freisetzung vokgagulatorischem Kollagen und
tissue factor (TF) zum plotzlichen Verschluss defaBGes durch eine Aktivierung der
Blutgerinnung und Thrombusbildung fiihfeh Komplikationen wie Angina pectoris,
Myokardinfarkt, Schlaganfall und akute Extremitasehdmien kdnnen die Folge sein.

1.2 Cholesterin und Lipoproteine

Die Cholesterinverteilung im Korper ist in der Ragbnese der Arteriosklerose von
entscheidender Bedeutung. Als essentieller Memleistahdteil muss Cholesterin von
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den Orten der Bildung (vor allem der Leber) bezigjsweise der Resorption
(Duodenum) in alle Gewebe transportiert werdeneBaich um ein lipophiles, schwer
wasserlosliches Molekul handelt, muss es wie andezde an Apolipoproteine
gebunden in Form so genannter Lipoproteine im Bhanhsportiert werden. Die
Namensgebung erfolgt hier nach der Dichte der Lipigine, da sie eine Auftrennung
durch Ultrazentrifugation ermdglicht. Einen Ubechli Giber die verschiedenen

Lipoproteine verschafft Tabelle 1.1.

Chylo-
_ VLDL LDL HDL
mikronen
Dichte in g/ml 0,93 0,93-1,006 1,019-1,063  1,06311,
Durchmesser in nm 75-1200 30-80 18-25 5-12
Cholesteringehalt in % 5 19 50 19
Apo A-|
Enthaltene Apo A-l
. o Apo C ApO Bioo Apo A-ll
Apolipoproteine in Apo C
. Apo Biogo Apo E Apo C
absteigender Apo E
o Apo E Apo C Apo B
Haufigkeit Apo Bysg
Apo D und E

Tabelle 1.1: Zusammenstellung der Eigenschaften dererschiedenen Lipoproteine (nach)

Nach der Aufnahme des Cholesterins aus der Nahwurgh einen speziellen

Transportmechanismus bilden die Enterozyten wenigolé€sterin enthaltende

Chylomikronen und geben sie an die Lymphe ab. NBghAbgabe der hauptsachlich
enthaltenen Neutralfette an die Peripherie bezeicinman diese als Remnants. Sie
werden von der Leber aufgenommen und die enthaltStaffe metabolisiert.

Die Leber gibt ,very low density lipoproteins” (VU) ans Blut ab, welche in der

Leber synthetisierte Triglyceride und Cholesterin extrahepatischen Geweben
transportieren. Dann kehren sie als ,intermediatesdy lipoproteins” (IDLs) zur Leber

zurtck um in ,low density lipoproteins” (LDLs) umgandelt zu werden. LDL-Partikel

sind sehr cholesterinreich und werden von den &llelz mittels des LDL-Rezeptors
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phagozytiert. FUr den reversen Cholesterintranspamtder Peripherie zur Leber sind
die ,high density lipoproteins® (HDLs) zustandig ter Leber werden Gallensauren
aus Cholesterin gebildet, die in den Darm abgegetenden. Diese unterliegen dem
enterohepatischen Kreislauf. Die Leber stellt sondén einzigen Ort der
Cholesterinausscheidung dar

Den Apolipoproteinen kommt beim Transport nicht dig ,Verpackungsfunktion“ zu,
sie sind darlber hinaus auch von entscheidendezuBaulgy bei der Identifizierung und
Aufnahme der Lipoproteine durch die verschiedeneaw&be. Bei einer gestorten
Proteinstruktur oder einem Mangel des jeweiligeroligoproteins bzw. des mit ihm
interagierenden Rezeptors kann das Lipoproteintracis dem Blut entfernt werden,
kumuliert und lagert sich schlieRlich extrazelludé®. Normale Mause entwickeln keine
Arteriosklerose, fehlt ihnen jedoch das ApolipopmtE (ApoE-Ko), so kommt es
bereits nach wenigen Lebenswochen zur Ausbildumgarteriosklerotischen Plagdes
Das Fittern einer fettreichen ,western type* Diésdhleunigt diesen Prozess noch.
Dieses Tiermodell der Arteriosklerose ermdglicht die Pathomechanismen der

Erkrankung eingehend zu untersuchen.

1.3 Endotheliale Dysfunktion und Stickstoffmonoxid

Patienten mit arterieller Hypertonie, Dyslipopraotanie, Diabetes mellitus und
Raucher zeigen haufig eine gestorte Endothelfunki#doschnitte ihre Koronararterien
reagieren auf den Relaxationsfaktor Acetylcholih @mer paradoxen Vasokonstriktion
sowie einer verminderten flussmediierten Vasodiat® ° Die endotheliale
Dysfunktion wird auf eine verminderte endothelialRroduktion des Radikals
Stickstoffmonoxid zurtckgefuhrt, welches als ,erdium derived relaxing factor*
(EDRF) identifiziert werden konnt® ™ Im gesunden GefaR wird Stickstoffmonoxid
von der endothelialen NO-Synthase (eNOS, NOS kbilget. Die endotheliale NO-
Bildung wird auf verschiedenen Ebenen reguliert.wsa die Expression des eNOS-
Gens durch verschiedene Faktoren beeinflusst. tglekErkennungssequenzen fir eine
Reihe von Transkriptionsfaktoren. Die Regulierungolgt durch Insulin, den
Fibroblastenwachstumsfaktor und auch Scherkrafiechve die Bildung von eNOS
fordern, wohingegen die Proteinkinase C die eNOBr&ssion verringert. ,Vascular
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endothelial growth factor” (VEGF) steigert die St#t der eNOS mRNA und

konsekutiv die Proteinkonzentration. Das fertigeO&NProtein wiederum besitzt eine
Basalaktivitat die durch zellwandstandige Kompléklong der eNOS mit anderen
Proteinen aufrechterhalten wird und durch Schetéréjesteigert werden kann.
Zusatzlich kommt es durch Acetylcholin und Schetkrazu einem Anstieg der
intrazellularen  C&-Konzentration und hierdurch zur calmodulinabhéagig
Aktivierung des Enzynts.

Bei der NO-Synthese kommt es unter Verbrauch vonDRA zum Einbau von

reduziertem Sauerstoff in die Guanidinogruppe ve#rginin, wodurch NO und

L-Citrulin entstehen. Als Kofaktoren werden Tetrdigbiopterin, Flavin-Adenin-

Dinukleotid und Flavinmononukleotid bendfiyjtAls Ursache fiir eine unzureichende
NO-Produktion kommen neben regulatorischen Effektanf Genebene ein
Substratmangel (L-Arginin) oder ein Kofaktormang€letrahydrobiopterin), ein

erhohter NO-Abbau oder eine Veranderung in Sigoakssen Uber die Zellmembran
hinweg, in Fragé" >

Um seine Wirkung zu entfalten diffundiert NO vomt @er Bildung, dem Endothel in
die glatten GefalBmuskelzellen, wo es die zytosedisGuanylatzyklase aktiviert. Der
folgende Anstieg der cGMP-Konzentration fuhrt zutisierung der Proteinkinase G,
welche durch Phosphorylierung einer Reife von RMmnete eine Relaxation der
Muskelzellen vermittelf. Mause in denen eNOS deletiert wurde, zeigen feinkende

endotheliale Relaxation und eine arterielle Hyp®EG.

1.4 Dyslipoproteindmie und ihre Therapie

Dyslipoproteinamie, also die Stérung der Lipopnazeisammensetzung des Blutes, ist
einer der haufigsten und wichtigsten Risikofaktdii@ndie Arterioskleroseentwicklung.
Am bedeutendsten ist dabei die LDL-Cholesterin Kamteation, die in Abhangigkeit
von weiteren Risikofaktoren mdglichst unter 160 B mg/dl liegen sollte. Dem
HDL-Cholesterin kommt bei kardiovaskuldren Erkramggen eine protektive Rolle zu.
Sein Spiegel sollte tber 35 mg/dl lie§erSollten supportive MaRnahmen, wie eine
Verbesserung der Erndhrungsgewohnheiten und desnkstils nicht ausreichen um
den Cholesterinspiegel zu normalisieren kommen chgdene Medikamente zum
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Einsatz. Die grof3te Rolle in den vergangenen Jabpsgiten dabei die HMG-CoA-
Reduktaseinhibitoren (so genannte Statine), die dashlisselenzym der
Cholesterinbiosynthese blockieren. Sie bewirker éibnahme des LDL-Cholesterins
und eine Zunahme des HDL-Cholesterinspiegels. Irschgéedenen Studien konnte
gezeigt werden, dass diese Medikamentengruppe detaMat kardiovaskularer
Erkrankungen zu senken vermdg. In Zellkulturexperimenten konnten fir diese
Praparategruppe eine Reihe zusatzlicher positiViekte auf die Pathomechanismen
der Arteriosklerose nachgewiesen werden, die rdolekt mit der Cholesterinsenkung
zusammenhangen. Zu diesen sogenannten pleiotrojbektele zahlt eine verbesserte
Endothelfunktion, eine Verringerung des oxidativBiresses, eine FoOrderung der
Neovaskularisierung, eine entziindungshemmende Witkieine Hemmung des
Zellwachstums und schlieRlich noch eine Plaqudiasiung??* Eine erhohte
endotheliale NO-Verfuigbarkeit spielt bei vielense Effekte eine entscheidende Rolle.
So wird die eNOS-mRNA-Stabilitat erhoht und die edNAktivitat Uber
Phosphorylierung des Enzyms im Zuge der Phosphitah@ Kinase
(PI13K)/Proteinkinase AKT Signalkaskade gestefdeff Da auch eine Senkung des
Plasmacholesterinspiegels durch Diat oder LDL-Apkarden oxidativen Stress und
damit die Endothelfunktion zu verbessern vermad, es schwierig zwischen
cholesterinabhanigen und cholesterinunabhangigeriektéh der Statine zu
unterscheider %

Aufgrund der moglichen Nebenwirkungen und Unvetichgeiten kann mit diesen
Praparaten jedoch nicht bei allen Patienten einsreahende Senkung des
Cholesterinspiegels erzielt werden. Bei dieseneRtgn kann ein neues Pré&parat
namens Ezetimib alleine oder in Kombination mite@n Statin eingesetzt werden.
Ezetimib und vor allem sein glucuronidierter Metbcdhemmen selektiv die
Cholesterinresorption im Darth * Dabei wird nicht nur in der Nahrung enthaltenes
Cholesterin an der Aufnahme gehindert, sondern aachenterohepatische Kreislauf
fur Cholesterin durchbrochen. Dies fuhrt zu einenkng des Cholesterinspiegels im
Blut um bis zu 20 9%. Als Wirkungsziel des neuen Wirkstoffes konnte désmann-
Pick C1-Like 1-Protein identifiziert werd&h In verschiedenen Saugetierspezies senkt
Ezetimib den Cholesterinspiegel in Abhangigkeit den Affinitdt zum Zielprotein und

es verringert die Plaquemasse in der apoE-Ko Rtad%*® Die bei den Statinen
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bekannten und zu einem wichtigen Teil Uber die #m@le NO-Produktion
vermittelten pleiotrope Effekte sind bei diesem Madent nicht bekannt.

Will man den Einfluss oder das Vorhandensein soléftekte auf das Krankheitsbild
der Arteriosklerose erforschen, so hilft die Betaag von Tiermodellen. Durch die
Inaktivierung der eNOS in apoE-Ko M&ausen mittelsn&eerung einer apoE/eNOS-
Doppelknockoutmaus (apoE/eNOS-Dko Maus) erhalt ndgm Moglichkeit, den
Einfluss der endothelialen NO-Produktion auf dighBgenese der Arteriosklerose zu
ergrinden. Diese Tiere weisen neben der Arterios&ée keine endotheliale NO-
Produktion auf und leiden folglich unter einer sein@n endothelialen Dysfunktion. Die
Plaquebildung ist in diesen Tieren beschleunigt kadliovaskulare Komplikationen
wie GefalRverschlisse, Aneurysmata, Myokardischamiend eine gestorte
linksventrikulare Funktion treten auf, die in apKB-Kontrolltieren nicht beobachtet
werded® ** Ein arterieller Hypertonus, den eNOS-defizienterd im Vergleich zu
Wildtypmausen auch aufweisen, gilt als unabhéangid@sikofaktor fur die
Arterioskleroseentwicklung. Man weil3 inzwischengeh, dass die Blutdruckerhéhung
in apoE/eNOS-Dko Mausen nicht die Zunahme der Rlagt und die beobachteten
kardiovaskularen Komplikationen erklart, da eineutBiucknormalisierung mittels
Hydralazin die Plaqueentwicklung in apoE/eNOS-Dierdn nicht beeinflus$t

1.5 Fragestellung

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es zu Uberprifdn Ezetimib die Plaqueprogression
vorbestehender arteriosklerotischer Lasionen inEapo Mausen vermindern kann.
Aus diesem Grund wurde die Behandlung mit Ezetinaibh Ablauf einer zehn Wochen
dauernden fettreichen Diat eingeleitet. Zu diesesitpdinkt zeigen apoE-Ko Mause
bereits eine deutliche Plaquebildung in der ABrt®es weitern untersuchten wir, ob
die Wirkung von Ezetimib unabhéngig von der Funktder eNOS vermittelt wird,
indem wir die messbaren Effekte in apoE-Ko Tiereih eienen in apoE/eNOS-Dko
Tieren verglichen. eNOS-Defizienz fuhrt in der agé& Maus im Vergleich zu apoE-
Ko Kontrolltieren zu einer dramatischen Zunahme Aeerioskleros&". SchlieBlich
untersuchten wir, inwieweit Ezetimib das Lipoprafaiofil und die in Blutgefal3en
gebildete eNOS—Expression beeinflusst.
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2 Materialien

2.1 Chemikalien

Foldende Chemikalien von den nachgestellten Hégstekamen zur Verwendung:

2,2.2-Tribromethanol
2-Methyl-2-Butanol

Sigma Chemie, Deisenhofen

Sigma Chemie, Deisenhofen

20x Natriumchlorid-Natriumzitrat-Puffer (SSC) Imagen/Gibco, Karlsruhe

B-Mercaptoethanol
Acrylamid/Bis-Acrylamid 29:1
Ampuwa-H0O

Aceton

Bovines Serum Albumin (BSA) Fraktion V

Bromophenol Blau
Chloroform

Ethanol, 100 %
Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Ficoll

Formamid

Glycerin

Glycin

Magermilchpulver

Mineralol

Natriumchlorid (NaCl)
Natrium-Deoxycholat
Natriumdodecyl-Sulfat (SDS)
Natronlauge (NaOH)
Nonidet P40

NuSieve GTG Agarose
Paraformaldehyd

Stratagene, La Jolla, CA, USA
Bio-Rad, Minchen
Fresenius, Friedberg
J.T. Baker, Deventer, Niederlande
Sigma Chepideisenhofen
Merck, Darmstadt
Sigma Chemie, Deisenhofen
J.T. Baker, Deventer, Niederlande
Sigma Chemie, Deisenhofen
Invitrogen/Gibcaréruhe
Sigma Chemie, Deisenhofen
Sigma Chemie, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Sigma Chemie, Deisenhofen
Bio-Rad, Minchen
Sigma Chemie, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Sigma Chemie, Deisenhofen
Sigma Chemie, Deiseahof
Merck, Darmstadt
Roche, Mannheim
Cambrex, Rockland, MA, USA

Merck, Darmstadt



Materialien

Phenol
Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol
Phosphat gepuffertes Kochsalz (PBS)
Polyvinylpyrrolidon

Salzséaure (HCI)

SeaKem GTG Agarose

Sudan IV

TAE

Tris

Tris-Aminomethan

Tween 20

Wasser fur die HPLC (HPLC-®)

2.2 Losungen und Puffer

Ambion, Austin, TX, USA
Sigma Chemie, Belsfen
Biochrom, Berl
Sigma Chemie, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Cambrex, Rockland, MA, USA
Sigma Chemie, Deisenhofen
Invitrogen, Paisley, UK
Sigma Chemie, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Sigma Chemie, Deisenhofen

AppliChem, Darmstadt

Alle Lésungen wurden, wenn nicht anders angegebgnAmpuwa-HO (Fresenius)

angesetzt.

Puffer zur Gewinnung genomischer DNA (tail solulion

10 % SDS pH 7,2
0,5M EDTA
1M Tris pH 8,0

Gel-Ladepuffer (PCR):
0,25 % Bromophenol Blau
30 % Glycerin

Depurinierung (Southern Blot)
0,25M HCI




Materialien

Denaturierung (Southern Blot)
0,5M NaOH
1M NaCl

Neutralisation (Southern Blot)
1M Tris
1,5M NacCl

Denhardt’s-Lésung

1 mg/ml Ficoll
1 mg/ml Polyvinylpyrolidon
1 mg/ml BSA Fraktion V

Waschpuffer 1 (Southern Blot, “low stringency wash”
2x SSC
0,01 % SDS

Raumtemperatur

Waschpuffer 2 (Southern Blot, “high stringency wash
0,2x SSC

0,01 % SDS

68° C

Avertin (Narkoseldsung fur Mause):
375 mg 2,2,2-Tribromethanol

375 ul 2-Methyl-2-Butanol

14,625 ml NaCl-Lésung 0,9 %

Sudan IV Férbelésung:
0,5 % Sudan IV

35 % Ethanol

50 % Aceton
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RIPA Puffer (in 1x PBS):

1 % Nonidet P40

0,5 % Natrium-Deoxycholat
0,1 % SDS

Gel-Ladepuffer (Western Blot):

100mM Tris pH 6,8
4 % SDS

0,2 % Bromophenol Blau

20 % Glycerin

200mM B-Mercaptoethanol

Elektrophoresepuffer (Western Blot):
25mM Tris

250mM Glycin

0,1 % SDS

Transferpuffer (Western Blot):

24mM Tris-aminomethan
192mM Gilycin
20 % Methanol

Blockpuffer (Western Blot):

10mM Tris pH 7,5
100mM NacCl

0,1 % Tween 20

5 % Magermilchpulver

Waschpuffer (Western Blot):

10mM Tris pH 7,5
100mM NacCl

0,1 % Tween 20
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2.3 Antikérper
Actin (1-19) (200 pug/ml, Ziege)

eNOS/NOS Type Il (250 pg/ml, Maus)
anti mouse IgG HRP linked F(apfragment
(Schaf)

anti-goat IgG-HRP (400 pg/ml, Esel)

2.4 Enzyme

10x Restriktionspuffer BAM H1
BSA fur Restriktionsverdau
Proteinaseinhibitor (cOmplete)
Proteinase K
Restriktionsendonuklease BAM H1
Tag-DNS-Polymerase

2.5 Kits

Erstellung einer radioaktiv markierten Sonde:

Santa Cruz Bioteology, Santa
Cruz, CA, USA

BD, Franklinkes, NJ, USA
Amersham, Little Chalfont, UK

Santa Cruz @&bnhology, Santa
Cruz, CA, USA

New England Biolalbsankfurt a.M.
New England Biolabs,rfkfart a.M.
Roche, Mannheim

Sigma Chemie, Deisenhofen
New England BioJdbankfurt a.M.
Fermentas, St. Leon-Rot

Prime it Il Random Primer Labelling Kit (Stratagehkeidelberg)

Random Primers
5dCTP Puffer

Exo-Klenow-Enzym

Cholesterin Standard

Cholesterin-Kalibratorset (Sigma Chemie, Deisentpfe

100, 200, 400 mg/dI

Bestimmung der Cholesterin Konzentration:

Infinity Cholesterol (Thermo Electron, Melbourneygtralien)

Liquid Stable Reagent
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Bestimmung der Triglycerid-Konzentration:
TRIGLYCERIDE GPO-PAP (Randox, Krefeld)
Puffer
Enzym-Reagenz
Standard 200 mg/dl

Messung der Proteinkonzentration:
BCA™ Protein Assay Kit (Pierce, Rockford, IL, USA)

Chemiluminiszenznachweis von peroxidasemarkiertetikArpern:
ECL Plus Western Blotting Detection Reagents (Atmans, Little Chalfont, UK)

2.6 GrolRenstandards fur DNS

100bp DNA Ladder (PCR) New England BioLabs, Frarkém Main
1kb DNA ladder (Southern Blot) New England BioLaBsankfurt am Main

2.7 GrolRenstandard fur Proteine

Full Range Rainbow™ Leiter (10 kDa-250 kDa) Amemhaittle Chalfont, UK

2.8 Nukleotide, Oligonukleotide, DNS

10x PCR Puffer Fermentas, St. Leon-Rot
a-*P dCTP Amersham, Freiburg
dNTPs fur PCR Fermentas, St. Leon-Rot
Heringsperma-DNS Roche, Mannheim
MgCl,, 25mM fur PCR Fermentas, St. Leon-Rot
Primer MWG, Minchen

Oligonukleotid-Primer 180 (5- GCC TAG CCG AGG GA&C CG -3))
Oligonukleotid-Primer 181 (5= TGT GAC TTG GGA GCQITG CAG C -3)
Oligonukleotid-Primer 182 (5'- GCC GCC CCG ACT GART -3))
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2.9 Software

Image-Pro Plus Version 4.5.0.19
Stat View 4.51

Media CyberneBeshesda, MD, USA
Abacus Concepts, Piscataway, NJ, USA

Sigma Plot 2002 fur Windows Version 8.0 SPSS, Gjucél, USA

2.10 Gerate

35-mm Kamera

CCD Kamera
Elektrophoresekammer (PCR)
Elektrophoresekammer (Western)
ELISA Reader

FPLC-Anlage

Mikronadeln

PCR-Maschine

Rontgenfilm-Entwickler
Schwenker
Stereomikroskop

Superose 6 Saulen

Transferhalterung (Western)
Volt/Ampere-Meter

Zentrifuge

2.11 Verbrauchsmaterialien

96-well Platten
Farbdias

WILD MPS 52
COHU, High Performance CCD Camera
Bio-Rad, Wide Mini SWGT
Bio-Rad, MINI PROTNEIAM
Molecular Devices, Thermo max
Amersham Biosciences, Akta-BASIC
Fine Science Tools, Etched Tungsten
Micro Needles
Perkin Elmer, GeneAmp PCR System
2400
Kodak, M 35 X-OMAT
Heidolph, Duomax 1030
LEICA MZ6
Amersham Biosciences, Supert38@0
GL (Saulenvolumen 24 ml; PartikelgroRRe
13+£2 um)
Bio-Rad, MINI TRANS BLO
BIO-RAD, Power PAC 200
Eppendorf Centrifuge 5415C

Falcon, MICROTEST Zellkulturplatte
Fujifilm,  Fujichrome 64T Type I

Tungsten
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Nitrozellulosemembran (southern)
Nitrozellulosemembran (Western)

Rontgenfilm (Western)

Rontgenfilm (southern)

Spritzenfilter

Whatmanpapier

Amersham, Hybormd-X
Amershem, Hybond-EC
Noras, x-ray RETINA, medizscher
Rontgenfilm
Kodak, BioMax XAR Film 2430 cm
Pall Corporation, Acrodisc® Syringe
Filters mit 0,45 um Supor Membran
Schleicher und Schill
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3 Methoden

3.1 Versuchstiere

Alle Mause wurden mindestens zehn Generationen eédluaém C57BL/6J-genetischen
Hintergrund zurickgekreuzt. ApoE-Ko Tiere (a/a) dem von den Jackson
Laboratories (Bar Harbour, Me, USA) bezogen, eNQSTkere (e/e) wurden von Paul
Huang (Massachusetts General Hospital and Harvaediddl School, Boston, MA,
USA) zur Verfligung gestelit.

Zum Erzeugen von apoE/eNOS-Doppelknockouttieresm ), wurden apoE-Kos mit
eNOS-Kos gekreuzt, um in beiden Genen heterozy@aee zu erhalten (a/A;e/E).
Beim Verpaaren dieser Generation erhdlt man nach oendelschen Regeln
(uneingeschranktes Uberleben der Nachkommen vogaatd) bei einem sechzehntel
der Tiere der nachsten Generation, einen apoE/eDia@ifpelknockoutgenotyp. Die
Genotypisierung fur apoE erfolgte mit Hilfe der Yrukrasekettenreaktion, der eNOS-

Genotyp wurde mittels Southern Blot nachgewiesen.

3.2 Isolation genomischer DNS

Genomische DNS wurde aus einer Schwanzspitzenkiogsiiert. Ein Schwanzstiick
von einem Zentimeter Lange wurde in einem Eppen@aoip mit 500 pl Tailsolution
und 30 pl Proteinase K vermischt und Gber Nach8B&iC im Wasserbad inkubiert.
Die DNS-Extraktion erfolgte in drei Schritten. DAnsatz wurde nacheinander mit
jeweils 500 pl Phenol (dient der Entfernung von ¥nen oder zytoplasmatischen
Proteinresten), Phenol-Chloroform-Isoamylalkohold uachlieRlich mit Chloroform
versetzt. Zwischen den Schritten wurde gevortexd mahn Minuten bei 13000 rcf
zentrifugiert um die wassrige von der organisch&ase zu Trennen. Der wassrige
Uberstand wurde in ein frisches Eppendorf Cup iéféhgt und mit 500 pl des
folgenden Reagenz gemischt. Die Prézipitation dsiSDCerfolgte durch Zugabe von
1 ml 100 prozentigem Ethanol. Das Uberschissigarihwurde entfernt und das
Préazipitat fur 20 Minuten getrocknet. Die gereiri@®INS wurde in 50 pl Wasser fur die
HPLC aufgeldst und bei -80° C eingefroren.
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3.3 Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist eine hodarifipche und sensitive Methode
zur Vervielfaltigung von DNS Abschnitten, deren Basequenzen am 5 und am 3’
Ende bekannt sind. An diesen Enden binden die P@ReP (komplementére
Oligonukleotidsequenz) im Hybridisierungsschrittduarmdglichen dann einer DNS-
Polymerase die Synthese eines komplementaren $sang

Die Ausgangs-DNS wird zun&chst durch Erhitzen devext. Es wird ein Uberschuss
an Primern und Desoxynukleosidtriphosphaten (dNERBggfligt. Durch Abkihlen des
Reaktionsgemisches erfolgt die Hybridisierung demBr mit der DNS-Vorlage. Im
Anschluss wird die Temperatur auf das Optimum dEISBPolymerase erhoht welche
die DNS-Matrize verlangert. Man verwendet eine ninestabile Polymerase (z.B. Tag-
Polymerase), die bei den fur die Denaturierungl¥® noétigen Temperaturen von 94°
C nicht denaturiert, so dass eine einmalige ZugseEnzyms zum Reaktionsgemisch
zu Beginn der PCR genugt. Zur Verlangerung eineS{3angs werden neben den
dNTPs auch noch M&lonen benétigt, die mit diesen einen Iéslichen Ktewr bilden.
Auf diese Weise entsteht neue, doppelstrangige DN$ einer zur Matrize
komplementdren Sequenz. Dieser Kreislauf, bestehemuts Denaturierung,
Hybridisierung und Synthese wird vielfach wiedethoid flhrt zu einer exponentiellen
Zunahme des PCR-Produkts. Somit erreicht der Vialigungsfaktor fur die
doppelstrangigen DNS-Molekille am Ende von n Verme@szyklen ein theoretisches

Maximum von 2.

3.3.1 Durchfiihrung der Polymerasekettenreaktion

Die Genotypisierung der Mause hinsichtlich des a@efs wurde mit folgendem

Reaktionsansatz durchgefuhrt:

19,46 pl HPLC- HO
3,66 pl 10x PCR-Puffer
2,88 ul 25mM Mgdl
0,72 ul 10mM dNTP
1,80 pl Primer A: oIMR 180
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1,80 ul Primer B: oIMR 181
1,80 ul Primer C: oIMR 182
0,36 ul Tag-Polymerase

4 ul DNS aus einer Schwanzbiopsie

Um eine Verunreinigung und Verdunstungen der Profdarend der Reaktion im
Thermocycler zu vermeiden, wurden 20 pl Mineraldif alas Reaktionsgemisch
Uberschichet. Die eingesetzte Doppelstrang-DNS svimdThermocycler bei 94° C fur
zwei Minuten in Einzelstrang-DNS denaturiert, ddndolgten 35 Zyklen, die aus
folgenden Schritten bestanden:

Denaturierung: 94° C fur 20 Sekunden
Hybridisierung: 68° C fur 40 Sekunden
Synthese: 72° C far zwei Minuten

Nach 35 Zyklen wurden die Proben im ThermocyclérdalC heruntergekihilt.

3.3.2 Elektrophoretische Analyse der amplifizierten DNS-Sequenzen

Die Analyse der amplifizierten DNS-Sequenzen et®ldurch Auftrennung mittels
Agarose-Gel-Elektrophorese. Es wurde ein zweiprigest Agarose-Gel mit
Ethidiumbromid (0,5 pl/ml) in TAE-Puffer hergestellEthidiumbromid ist ein
fluoreszierender Farbstoff, der in DNS interkaliartd bei UV-Bestrahlung sichtbar
macht. Als Elektrophoresepuffer diente TAE. Die #&no wurden fur vier Minuten bei
75° C denaturiert, mit 6 pl Ladepuffer versetzt ym@0 pl in eine Geltasche geladen.
Zur GroéfRenbestimmung der markierten DNS-Fragmentedsv prallel ein 100 bp-
GroRRenstandard geladen. Die Elektrophorese erfaldper eine Stunde bei einer

Spannung von 100 V.

3.4 Southern Blot

Southern Blotting ermdglicht den Nachweis der dptien Gensequenz fur eNOS in

einem Gemisch von elektrophoretisch aufgetrenntdB8-{Bragmenten.
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3.4.1 DNS-Verdau mit Restriktionsendonukleasen

Die Spaltung der DNS erfolgte mit Hilfe der Redinksendonuklease Bam H1. Dazu
wurden zu 10 pl DNS-L6sung folgende Substanzenugegeben:

2,50 ul 10x Restriktionspuffer

2,50 pl Restriktionsendonuklease Bam H1

0,25 pl  Albumin (BSA)

10,00 pul Ampuwa-bD

Die Probe wurde gemischt und zentrifugiert. Derdéer der Probe erfolgte Gber Nacht
bei 37° C.

3.4.2 Auftrennung der DNS durch Agarosegelelektroph  orese

Die Auftrennung der Restriktionsfragmente nach riherdol3e erfolgte in einem
horizontalen, einprozentigen Agarosegel. Dazu wdideAgarose in TAE-Puffer durch
Erhitzen gelést und mit dem DNS-FluoreszenzfarbsEthidiumbromid (0,5 pl/ml)
versetzt. Um die Laufstrecken der elektrophoretisgfgetrennten DNS-Fragmente im
Gel beurteilen zu kbénnen, wurden jeder Probe 6egslFarbstoffes Bromophenol Blau
zugesetzt. Ein 1 kbp DNS-GroRRenstandard wurde veteteund die Elektrophorese
Uber drei Stunden bei 50 V durchgefiihrt. Das Geldewnach der Elektrophorese unter
UV-Licht fotografiert.

3.4.3 Vorbereitung des Agarosegels fir den Transfer der DNS

Zunachst erfolgte die Depurinierung der DNS durahidgen des Gels in 0,25M HCI
fur 15 Minuten. Danach wurde die DNS in einer Lagans 0,5M NaOH und 1M NaCl
fur 30 Minuten denaturiert, um die Doppelstrang-DNB Einzelstrang-DNS

aufzutrennen. Anschliel3end erfolgte die Neutrabsatles Gels durch Einlegen in 1M
Tris und 1,5M NaCl far 30 Minuten. Alle drei Scheit erfolgten unter sanften

Waschbewegungen auf einem Drehschittler.
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3.4.4 Kapillartransfer der DNS auf eine Nitrozellul osemembran

Der Transport des Transferpuffers erfolgt, wie ibbA 3.1 dargestellt, durch das
Agarosegel und die Nitrozellulosemembran durch Hepillarkraft eines Stapels
Papierticher. Durch diesen nach oben gerichtetaasRlverden die DNS-Fragmente
von dem Agarosegel auf die Membran Ubertragen. Nach Transfer wurde die DNS

durch UV-Kreuzvernetzung auf der Membran fixiert.

—» Gewich
—>

A A

Fluss durch Papiertticher
Kapillarkrafte

} 3 Lagen Whatmanpapier

Agarosegel mit 0| === mmmmm—m e ——— — Nitrozellulosemembre
DNS Fragmentei®*— H S B EEEEEN
/ Whatmanpapit
Transferpuffer
(20x SSC)

Abb. 3.1: Nach oben gerichteter Kapillartransfer van DNS-Fragmenten aus dem Agarosegel auf
eine Nitrozellulosemembran.

3.4.5 Radioaktive Markierung der DNS-Sonde

Zu 10 pl eNOS-cDNS wurden 10 pl random primer udqilHPLC-HO gegeben. Die
Probe wurde fur funf Minuten gekocht, danach beiurR@mperatur abgekuihlt.
Anschlie3end erfolgte die Synthese der DNS Sonden€pit I, Random Primer
Labeling Kit, Stratagene) unter Verwendung des KlefEnzyms und?P dCTP. Die

Reaktion lief Gber eine Stunde bei 37° C. Anscldiel3wurde die Probe mit 500 ul
HPLC-H,O verdinnt.

3.4.6 Prahybridisierung und Hybridisierung

Bei der Hybridisierung wird durch komplementare &gsaarung der zu analysierenden
(Einzelstrang-)DNS und der radioaktiv markierten GENDNS-Sonde eine
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doppelstrangige Nukleinsaure erzeugt. Die der Sokaolmplementare genomische
Nukleinsduresequenz kann hierdurch hochspezifisabhgewiesen werden. Eine
Bindung der radioaktiv markierten Sonde an unspetié Stellen der Membran wird
verhindert, indem mit Heringsperma-DNS die unspsaiien Bindungsstellen der
Membran abgesattigt werden.

Die Prahybridisierungs-/Hybridisierungslosung setzh zusammen aus:

7,2ml HO
28,8 ml Formamid
0,6 ml 1M Tris

6,0 ml 50x Denhardts-Losung
3,0 ml 20x SDS
14,4 ml 20x SSC
Je 30 ml werden fiir 30 Minuten bei 42° C inkubiert.
PrahybridisierungFur die Prahybridisierung wurde die Membran in S$@efeuchtet,

zusammengerollt und mit der DNS-Seite nach innediénHybridisierungsglasréhre
gelegt. 30 ml Prahybridisierungslosung mit 300 ekarhter Heringsperma-DNS
wurden zugegeben und die Membran fur zwei Stundeer ustandigem Rollen bei
42° C im Hybridisierungsofen inkubiert.

Hybridisierung: Die radioaktiv markierte DNS-Sonde wurde durch fiftinttiges

Kochen denaturiert und anschlieBend auf Eis abdekiih einem zweiten Ansatz
wurden 300 pl Heringsperma-DNS denaturiert. DNSegonnd Heringsperma-DNS
wurden in die Hybridisierungslésung gegeben. Diéhibridisierungslésung wurde
gegen die Hybridisierungslésung ausgetauscht. Dydrilisierung erfolgte unter
standigem Rollen tber Nacht bei 42° C.

3.4.7 Waschen der Nirozellulosemembran

Unspezifisch gebundene DNS-Sonde wurde durch Wasdier Membran mit
Waschpuffern entfernt. Die Membran wurde in einem&tstoffschale zwei Mal bei
Raumtemperatur fur 15 Minuten mit Waschpuffer Jo\lstringency wash®) und bei
68° C fur 15 Minuten mit Waschpuffer 2 (,high stgeancy wash®) auf dem
Drehschittler gewaschen. Anschlielend wurde dieioRktvitdt der Membran
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gemessen und bei einem lokalisierten Signal vonimmex3000 cpm das Waschen
beendet.

3.4.8 Autoradiografie

Die Membran wurde luftblasenfrei in Kunststofffolieingeschweil3t, in eine
Rontgenkassette mit Verstarkerfolie und Rontgenfetegt und fir 24 Stunden bei
-80° C exponiert.

3.5 Diat

21 Tage nach der Geburt wurden die Tiere entwohat fiir 10 Wochen auf eine
.western type“ Diat (42 % der Gesamtkalorien autt, /815 % Cholesterin; Harlan-
Teklad: TD 88137) gesetzt. Im Anschluss wurdenMi@ise fir weitere 8 Wochen mit
einer ,western type“ Diat gefuttert, der zusatzlieh ppm Ezetimib (Shering Plough
Research Institute, Kenilworth, NJ) beigemengt wardHarlan Teklad: TD 04145),
beziehungsweise als Kontrolltiere auf der ,westgpe” Diat belassen.

3.6 Entnahme der Aorta

Nach Abschluss der Diat wurden die Tiere mit et@@ fl Avertin (2,5 %) betaubt und
gewogen, das Abdomen er6ffnet und der rechte Mahtriransdiaphragmal zur
Blutentnahme punktiert. Nach Eroffnung des Thoramrde die untere Hohlvene
durchtrennt und das Tier mit 5 ml eiskaltem undklatviertem PBS mit pH 7,4 Uber
den linken Ventrikel perfundiert. Die Aorta und dieoximalen Anteile der aus ihr
entspringenden GefalRe wurden vom umgebenden FetBundegewebe unter einem
Stereomikroskop frei prapariert. Die abgehendendGefwurden durchtrennt und die
Schlagader samt Aortenklappe vom Herz abgesetztd2dall wurde am Stick bis zur
Bifurkation in die Beckenarterien entnommen. Zunfiagsen der Lasionsflache wurde
es Uber Nacht in vierprozentigem Paraformaldehycbrti oder alternativ fur spétere

Proteinanalysen in PBS tiefgefroren.
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3.7 Lipide und Lipoproteinprofile

Blut wurde mit einer mit EDTA benetzten Spritze wie Kapitel 3.6 beschrieben
abgenommen. Die zellularen Bestandteile wurdenhdaehnminttige Zentrifugation
bei 4° C und 10500 rcf entfernt.

3.7.1 Darstellung der Lipoproteinprofile mittels FP LC

Die Erhebung der Lipoproteinprofile erfolgte mit rdgFast Protein Liquid
Chromatography“ (FPLC). Dieses Verfahren berunt adém Prinzip der
GroRRenausschlusschromatographie. Partikel von hesener GroRRe, die in einer
mobilen Phase geldst sind, werden durch unterslativedinteraktion mit einer festen
Phase getrennt. In diesem Fall besteht die festseéPhus einer Agarose-Matrix, die
Poren einer gewissen Grol3e enthalt und sich inreémneiner Séule befindet. Entgastes
PBS (pH 7,4) als mobile Phase mitsamt den daridstgh Bestandteilen durchflief3t
diese Saule, wobei grol3e Partikel ein kleineresivein durchlaufen missen und daher
friher aus der Saule austreten. Kleine Teilcheteiten sich zuséatzlich noch auf das
Volumen der Poren, weshalb ein gréReres Volumemusdilen Phase ben6tigt wird,
um sie von der Séule zu waschen. Da sich die Lggepre nicht nur in ihrer Dichte,
sondern auch in ihrer Grof3e unterscheiden ist &uferennung mit diesem Verfahren
maoglich (vgl. Tabelle 1.1).

Pro Tier wurden 200 pl, durch einen Spritzenfikerfiltriertes Plasma Uber zwei in
Serie geschaltete Superose 6 Saulen aufgetrenni tirektionen a 0,5 ml aufgefangen
(Flussrate 0,3 ml/min, resultierender Druck 1,5 b MPa, Start der Fraktionierung
nach Durchlauf von 0,15 Saulenvolumen, Gesamtgrdlée Fraktionen 0,73
Saulenvolumen). Die grofRen VLDLs treten somit akteewieder aus der Saule aus,
gefolgt von den IDL/LDLs und den HDLs. In den Fiakien neun bis 52 wurden die
Cholesterin- und Triglyceridkonzentrationen mit demchfolgend beschriebenen

Methoden bestimmt.

3.7.2 Messung der Plasma-Cholesterinkonzentrationen

Gesamtcholesterin wurde im gewonnenen Plasma fat@ete bestimmt. Dazu wurden
die Proben mit HPLC-Wasser 1:1 verdunnt und Tripket2 pl in eine 96-well Platte
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pipettiert. Zur Bestimmung der Cholesterinkonzermdra in den durch FPLC-
Auftrennung gewonnenen Fraktionen wurden wegenstigkeren Verdinnung dieser
Proben 20 pl eingesetzt. Zur Ableitung einer Stetidave wurden 2 pl
Cholesterinstandard der Konzentrationen 100, 200 400 mg/dl in die Messung
eingeschlossen. Zu allen Proben wurden anschliefer?00 pul Reagenz aus dem
Infinity Cholesterol Kit hinzugefugt, der Ansatzrfdehn Minuten bei 37° C inkubiert
und die Absorption bei 490 nm im ELISA-Reader geseas Der Nachweis von
Cholesterin beruht auf der Oxidation von Cholestend Cholesterinestern, wodurch es
zur Bildung des roten Farbstoffs Quinoneimin konAtib. 3.2).

Der Farbstoff absorbiert Licht bei einer Wellenléngpn 490 nm. Je mehr Quinoneimin
entsteht, desto starker fallt diese Absorption dbDgs ermdglicht eine indirekte
Quantifizierung des Cholesterins und seiner E&igr.Werte der Standardreihe wurden
benutzt um eine Standardkurve zu bilden, aus dan daafisch die Werte fiur die

einzelnen Ansatze ermittelt wurden.

Cholesterinester [ Ehﬁlﬁtﬁ“ﬁeﬁtﬁaﬁf — Cholesterin + Fettsduren
Cholesterin + O, [ Ehﬂlﬁtﬁ”ﬁoﬁl%ﬁ -~ Cholest-4-en-3-on + H,0,
2H,0, + HBS + 4-AAP [ | - Quinoneimin + 4 H,O

,0, BRIPYRSS inoneimi ,

HBS: Hydroxybenzoesaure
4-AAP: 4-Aminoantipyrin

Abb. 3.2: Reaktionsgleichung der Cholesterinbestimong
3.7.3 Bestimmung der Triglyceridkonzentrationen im Plasma

Auch die Bestimmung der Triglyceridkonzentratiomeren FPLC-Fraktionen erfolgte
fotometrisch. Das verwendete Kit bedient sich higr GPO-PAP Methode:
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Triglyceride fuhren nach dem unten gezeigten Schéiid. 3.3) zur Bildung des
Farbstoffs Chinonemin.

100 pl Eluat wurden aus den oben genannten Fraktiondie wells gegeben. Mit Hilfe
des mitgelieferten Standards wurde eine Verdinmeitgs (200 mg/dl, 100 mg/dl, 50
mg/dl) erstellt. Puffer und Enzym-Reagenz aus denwikirden gemischt und je 100 pl
dieser Mischung den Proben hinzugefigt. Zur  Bestimgn der
Triglyceridkonzentrationen wurde die Absorbtion b&0 nm im ELISA-Reader
gemessen und die Konzentration in den Proben nti¢ lder Standardkurve grafisch

ermittelt.

Triglyceride [ HpﬁSﬁﬁ - Glycerin + Fettsauren

Glycerin + ATP [ ﬁl)ﬁeﬁl%'ﬁaﬁ? - Glycerin-3-Phosphat + ADP
. EPD? .
Glycerin-3-Phosphat + O, [ - Dihydroacetonphosphat + H,O,

H,O, + 4-AAP + 4 Chlorphenol [ %% -~  Chinonemin + HCI + 4 H,O

GPO: Glycerin-3-phosphat-Oxidase
4-AAP:  4-Aminoantipyrin
POD: Peroxidase

Abb. 3.3: Reaktionsgleichung der Triglyceridbestimnung

3.8 Planimetrie der aortalen Lasionsflachen

Die Aorten wurden in eine mit schwarzem Wachs ageggene Wanne, gefullt mit
PBS, unter dem Stereomikroskop mit Pinzette und rddighere von Fett- und
Bindegewebe befreit, longitudinal auf der Ventraéseroffnet und ,en-face” mit 125
um starken Mikronadeln festgepinnt. Im Bereich Aestenbogens musste wegen der
starken Krimmung zur planen Darstellung des Endothée vordere Halfte des

GefaRes segmentformig ausgeschnitten und sepangihngewerden. Die hier
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entspringenden supraaortalen Arterienabgange wuldeei langs erdffnet. Schwarz-
weild Bilder wurden mit Hilfe einer auf das Sterekimoskop montierten CCD Kamera
von der gesamten GefaRoberflache aufgenommen @\)p.

Zur besseren Darstellung der lipidreichen Plaquesden die Gefale mit Sudan IV-
Losung gefarbt: Die Préaparate wurden hierfur kurkz #8-%igem Ethanol gewaschen
und mit 500 pl gefilterter Farbelésung UberdeckaciN sechs Minuten Einwirkzeit
wurde unspezifisch gebundene Farbelésung mit 7@#&bidgthanol ausgewaschen.
Nachdem die Gefal3e wieder unter PBS gesetzt wureldolgte mit einer 35-mm

Kamera die Aufnahme von Farbdias als Referenz mssdren Identifizierung der
Lasionen.

Die Lasions- und Gesamtflache des Endothels wuritelmmage-Pro Plus in den

digitalen Bildern bestimmt: Unter Zuhilfenahme derrbdias wurden die Konturen der
gesamten Gefal3flache und jeder Plaque umfahremsordle Ausdehnung bestimmt.
Fir jedes Tier wurde der Quotient aus Lasions- esabtflache gebildet.

Abb. 3.4: schwarz-weil3 Bild eines ,en-face” prapagrten Aortenbogens; dichtere, plaquebeladene
Anteile kommen durch stérkere Lichtreflexion heller zur Abbildung.
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3.9 Proteinextraktion aus Aorten

Am Tag der Proteinextraktion wurde zum bendétigtefigWot RIPA-Puffer die
entsprechende Menge Proteinaseinhibitor gegebem (Eablette auf 20 ml RIPA-
Puffer). Die aufgetaute Aorta wurde in 20 pl dieBdBA-cOmplete Puffers in kleine
Stucke zerschnitten und in einen Mikromdrser trameft. Mit weiteren 50 ul des
Puffers wurden die Gewebsteile zermahlen und alefignid 30 Minuten auf Eis
inkubiert. Die Probe wurde in eine 1 ml Feindosmgsspritze aufgezogen und der
Morser mit 10 pl des RIPA-cOmplete Puffers gespldas gesamte Volumen
Proteinlysat wurde dreimal durch eine 22 Gage-Kamiileine 1 ml Spritze aspiriert,
um die in der Probe vorhandene DNS zu scheren. ddanairde die Probe in ein
Eppendorf Cup uberfiihrt und bei 4° C und 20000tcflO Minuten zentrifugiert. Der
die Proteine enthaltende Uberstand wurde abpipetiie ein frisches Eppendorf Cup
Ubertragen und bei den gleichen Bedingungen errentrifugiert. Wieder wurde die

flussige Phase gewonnen und in einem neuen Beh&kni20° C eingefroren.

3.10 Messung der Proteinkonzentration

Zur Messung der Proteinkonzentration bedientenums des BCA™ Protein Assay
Kits der Firma Pierce. Proteine reduziererf'@ationen im alkalischen Medium zu
Cu'* (die so genannte Biuret Reaktion). Zwei Molekiiieifhonische Saure (BCA)
bilden dann mit einem C+Molekiil einen farbigen Chelatkomplex. Der wassgitie
Komplex weist eine starke Lichtabsorption bei 562 auf, welche zur Quantifizierung
genutzt werden karth

13 pl Proteinlésung wurden nach dem Auftauen miuB&#IPLC-Wasser 1:4 verdinnt
und davon 10 pl in die Vertiefung einer 96-welltRigipettiert. Eine Standardreihe mit
den Konzentrationen 0,1 mg/ml, 0,2 mg/ml, 0,4 mg mg/ml, 0,8 mg/ml und 1,0
mg/ml wurde aus dem mitgelieferten Albumin Stand@dng/ml) erstellt und diente
zur Erzeugung einer Standardkurve. Eine ausreiechdhehge Reaktionsagenz wurde
im Verhaltnis 5 ml zu 100 ul aus den Reagenziemd B des Kits angesetzt und davon
jeweils 200 ul in die wells gegeben. Nach 30 Minuttekubation bei 37° C wurde die

Absorption bei 550 nm gemessen und die Konzentratialen Proben ermittelt.
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3.11 Western Blot

Der Western Blot ermdglicht den Nachweis und diea@ifizierung von einzelnen
Proteinen aus einem Proteingemisch nach elektrepisher Auftrennung. Die
Proteine durchwandern dabei zunachst ein Sammalwytlwerden danach in einem
Trenngel nach der GrolRe aufgetrennt. Die Probendemerdaraufhin auf eine
Nitrozellulosemembran Ubertragen, auf der mittelsezefischer Antikorper die
Darstellung des gesuchten Proteins erfolgt. Daleddd zun&chst ein spezifischer
Primarantikdrper an das gesuchte Protein. Ein ekagjungierter Sekundarantikorper
bindet dann an diesen Komplex und ermdglicht eieenymatischen Nachweis des

gesuchten Proteins.

3.11.1 Auftrennung der Proteine durch Acrylamidgele lektrophorese

Das Proteingemisch wird in einem siebenprozentigenylamid/Bis-Acrylamidgel
getrennt, welches 0,1 % SDS enthalt. Das SDS fiumtDenaturierung der Proteine,
maskiert durch seine negative Ladung die Eigenlgdder Proteine und ermoglicht
somit eine Auftrennung nach der Molekiilmasse. (#isen Trenngel befindet sich das
Sammelgel (3 % Acrylamid/Bis-Acrylamid, 0,1 % SD&glches zur Aufkonzentration
der schmalen Lauffront fuhrt.

15 pg Protein werden mit Ladepuffer auf ein Volunvem 25 ul gebracht, kurz auf
95° C erhitzt und in eine Tasche des Sammelgekdgal Als Grélienstandard diente
eine Full Range Rainbow™ Leiter. Anschliel3end wuilde Elektrophorese mit 70 V
im Elektrophoresepuffer gestartet. Nach 20 Minusarrde die Spannung auf 120 V
erhoht und fur 45 Minuten beibehalten.

3.11.2 Durchfuihrung des Nasstransfers mit anschlie  endem

Blocken der Membran
Im Anschluss an die Elektrophorese wurde das Gél emme mit Transferpuffer
angefeuchtete Nitrozellulosemembran gelegt, besilerszwei Lagen feuchtes
Whatmanpapier und eine Lage in Transferpuffer degies Flie3 hinzugefiigt und das

ganze in eine Halterung geklemmt, um die Protelekt®phoretisch auf die Membran
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Ubertragen zu kénnen. Dies erfolgte in Transfegufind guter Kuhlung bei einer
Stromstéarke von 0,25 Ampere fir 90 Minuten.

Die Membran wurde aus der Elektrophoresekammeroemren und tber Nacht in
Blockpuffer eingelegt um das unspezifische Binden YAntikorpern an die Membran

zu verhindern.

3.11.3 Proteinidentifikation mittels Antikdrpern

Nach dem Blocken wurde der Teil mit der Leiter dbgent und die Membran
horizontal in Hohe der gelben Markierung der Leifeés kDa) durchgeschnitten. Der
obere Teil, auf dem sich bei einem Molekulargewiotih 140 kDa die eNOS-Banden
befanden und die untere Halfte, die zur Darstelldeg 43 kDao—SMC-Aktinbande
diente, wurden daraufhin mit den Priméarantikorpekubiert. Dazu wirkten der eNOS-
Antikérper 1:200 und der Aktinantikdrper 1:500 msgesamt 8 ml fur eine Stunde auf
einem Schwenker auf die entsprechenden MembramigileAnschlieRend wurden die
Membranen eine halbe Stunde in Waschpuffer geteib@bei wurde die Pufferlésung
alle funf Minuten ersetzt. Der Sekundarantikorpagr éNOS (anti mouse IgG-HRP
linked F(ab’} fragment) wurde 1:2000, der fur Aktin (anti-gogiGFHRP) 1:4000
verdinnt und die Membranteile wiederum fur einen8&uidarin inkubiert. Abschliel3end

wurde erneut fur 30 Minuten gewaschen um nicht gdboe Antikdrper zu entfernen.

3.11.4 Chemiluminiszenznachweis der Sekundarantikor  per

Die verwendeten Sekundarantikérper sind mit depXdase des Meerrettichs (HRP)
konjugiert. Das ECL Plus Nachweiskit enthalt dasnigen PS-3 Acridan, welches in
Anwesenheit von Peroxid und HRP zu Acridiniumestadiert wird. Dieser wird unter
dem Einfluss des ebenfalls enthaltenen Peroxidsrohygiert, wobei Licht der
Wellenlange 430 nm emittiert wird. Die Detektioriodgt mittels eines Rontgenfilms.
Der Grad der Schwarzung des Films entspricht ddeeiMenge des entstandenen
Lichts an der entsprechenden Stelle der Membrarduwebh eine Abschéatzung der
Antikdrpermenge und damit auch der Proteinmengeliotogst. Aktin dient dabei als

Standard, da es im Gewebe in konstanter Mengerabgstiwird.
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Unter Lichtabschluss wurden acht ml der Lésung A Ki#s mit 200 ul der Lésung B
gemischt und jeweils 4 ml auf die Membranen gegebagch finf Minuten wurden die
Teile enthommen, mit dem Leiterabschnitt in deiptiiaglichen Konfiguration in eine
Klarsichtfolie eingeschweil3t und in einer Entwigkigssette mit Klebeband fixiert. In
der Dunkelkammer wurden Rontgenfilme in die Kassedingelegt und nach 30

Sekunden beziehungsweise einer Minute entwickelt.

3.12 Statistik

Zum Vergleich wurden fir alle Gruppen MittelwertduStandardabweichung bestimmt
und ein Vergleich mittels ANOVA durchgefuhrt. Ansefdend wurden die Ergebnisse
dem Scheffe’'s F-Test unterzogen (Stat View 4.51im2Vergleich zweier Gruppen
wurde der Student’s t-Test herangezogen. Einentistiahrscheinlichkeit von<g®,05
wurde als signifikant angenommen. Alle Daten werdals Mittelwert mit

Standardabweichung angegeben.
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4 Ergebnisse

4.1 Bestimmung des Genotyps fur apoE (PCR)

Die erwarteten PCR-Produkte liegen fir apoE-Wildbgd 155 bp und flr apoE-Ko bei

245 bp. Bei einer homozygoten Knockout Maus siedwh mur eine Bande, genauso wie
bei einem homozygoten Wildtyptier. Heterozygoter&ieeigen in der PCR beide

Banden. Eine Darstellung eines PCR-Ergebnisses Ably 4.1.

Knockout (Kontr.)
Wildtyp (Kontr.)
Negativkontrolle
Knockout
Knockout
Heterozygot
Knockout
Knockout
Knockout
Heterozygot
Heterozygot
Heterozygot
Heterozygot
Knockout
Heterozygot
Knockout
Knockout
Knockout

j=
]
S
c
S
(99}

Abb. 4.1: Fotografie eines beispielhaften apoE-PCRgarosegels zur Genotypisierung.

4.2 Bestimmung des Genotyps fur eNOS (Southern Blot )

Nach dem Verdau der genomischen DNS mittels Résingendonukleasen entsteht ein
4 kb Fragment fir eNOS-Ko Allele und ein 7 kb Fraginfur eNOS-Wildtyp Allele
(Abb. 4.2).

5 z

< 5 = Knockouts
— c

5 T ¢

o 2 £

T ¥ =

Abb. 4.2: Exemplarischer Rontgenfilm eines southermlots fiir eNOS.
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4.3 Lipide und Lipoproteinprofile

4.3.1 Die Behandlung mit Ezetimib nicht aber der eN  OS-Genotyp
verringert die Konzentration von Cholesterin und Tr iglyceriden
in den VLDL- und LDL-Fraktionen der FPLC

% Méannchen Weibchen
=
£ 1207 707 VLDL
S 1007 VLDL 60 1 Py
®
T i 50
c 80
he] | 40
£ 6071 [
of |
£ 407 ‘\
5 ' 20 |4
Q \1’ IDL/LDL ‘ * IDL/LDL
S 201 ‘ iy |
2 | § Soann, HDL 107
E_) 0(:::’:;{* P99 ey 0+
2 ‘
Q
o
6 -20 T T T T T -10 T T T T T
10 20 30 40 50 10 20 30 40 50
Nummer der Fraktion aus der FF Numme der Fraktiol aus der FPL
n ( mannl./weibl.’ . . .
—v— apoE-Ko, EZ 4/ Abb. 4.3: Bestimmung der Cholesterinkonzentration po
. apoE_Ko' WD 4/5 eluierter Fraktion der FPLC. Dargestellt sind Mittelwerte mit
—+ Do EZ‘ a3 Standardfehler. EZ: Ezetimib-behandelte Tiere, WD:
‘ Kontrolltiere, die lediglich ,western type* Diat er hielten.
Dko, WD 3/3

Die Analyse der Plasmaproben in der FPLC ergab smwfikante Verringerung der
Cholesterin- und Triglyceridkonzentration in denML-, IDL- und LDL-Fraktionen in
den Ezetimib behandelten Gruppen im Vergleich nmen dunbehandelten Tieren,
wohingegen der Genotyp keinen Einfluss auf die pipteinprofile hatte. (Abb. 4.3
und 4.4).
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—v— apoE-Ko, EZ 44 Abb. 4.4: Bestimmung der Triglyceridkonzentration pro

—e— apoE-Ko, WD 2/5 eluierter Fraktion der FPLC. Die Fehlerbalken
- Btg' 5\/ZD ‘S‘g entsprechen dem Standardfehler.

4.3.2 Ezetimib verringert im Gegensatz zum eNOS-Gen otyp die

Gesamtcholesterinkonzentration im Plasma

Die Gesamtcholesterinkonzentrationen im Plasma evwurth allen Gruppen durch
Behandlung mit Ezetimib signifikant vermindert. BEn mannlichen apoE-Ko Tieren
sank der Spiegel von 982,2 + 224,0 mg/dl (n=7) uh¥ &6 auf 346,5 + 106,9 mg/dI
(n=14). Bei den apoE/eNOS-Dko Mausen betrug dieuRismh 53,1 % (839,7 + 152,6
mg/dl auf 393,5 = 131,7 mg/dl; n=7 und n=9). Beind&/eibchen nahm die
Gesamtcholesterinkonzentration bei den apoE-Keefiem 59,1 % von 608,9 + 115,0
mg/dl (n=7) auf 249,2 + 100,6 (n=9) mg/dl ab. BendapoE/eNOS-Doppelknockout
Mausen betrug der Rickgang 69,3 % (von 789,0 +71iy/dl auf 242,0 + 61,4; n=8
und n=11; Abb. 4.5). Der eNOS-Genotyp hatte keisigmifikanten Einfluss auf die

Gesamtcholesterinkonzentration der Tiere.
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Abb. 4.5: Gesamtcholesterinkonzentrationen der

M apoE-Ko, Ezetimib Versuchstiere. Die Fehlerbalken
B apoE-Ko, ,western type" Diat kennzeichnen den Standardfehler. *: p<0,05;
B Do, Ezetimib

Dko, ,western type*“ Di¢

4.4 Messung der Plaguemasse in den Aorten

Arteriosklerotische Plaques entstehen im apoE-Kerriodell an Pradilektionsstellen
mit gestortem laminarem Blutfluss (Abb. 4.7).

anoE-Ko anoE/eNOS-Dko
ohne Ezetimib mit Ezetimib ohne Ezetimib mit Ezetimib

Abb. 4.7: Sudan IV geféarbte Aorten weiblicher Tiere im Bereich des Aortenbogens musste
aufgrund der Krimmung ein Segment herausgeschnittemwerden.

34



Ergebnisse

Einen Uberblick Uiber die mittlere arteriosklerotiecLasionsflache in den Aorten der
fur diese Studie untersuchten Tiere vermittelnTdibellen 4.1 und 4.2.

Tabelle 4.1: Anteil der Plaqueflache an der Gesaniéiche der Aorten méannlicher Tiere mit
Standardabweichung:

Genotyp: Mit Ezetimib behandelt: Lediglich ,westaype” Diat:
apoE-Ko 10,2 + 3,6 % (n=14) 19,2 + 5,3 % (n=7)
apoE/eNOS-Dko 18,5+ 7,4 % (n=10) 28,1+ 7,3 % jn=7

Tabelle 4.2: Anteil der Plaqueflache an der Gesani#iche der Aorten weiblicher Tiere mit
Standardabweichung:

Genotyp: Mit Ezetimib behandelt: Lediglich ,westeype“ Diat:
apoE-Ko 12,5 + 2,2 % (n=10) 17,2 £ 3,3 % (n=10)
apoE/eNOS-Dko 15,7 £ 2,9 % (n=12) 21,1+ 3,5 % {n=8

4.4.1 Bei eNOS-Deffizienz nimmt die Plaquemasse von  ApoE-Ko

Tieren zu
apoE/eNOS-Dko Tiere entwickeln im Vergleich zu aptE Mausen vermehrt
arteriosklerotische Plaques. Bei dieser Studie ugetdie Zunahme bei den
ausschlieRlich ,western type" Diat gefutterten Mémen signifikante 46,4 % (von
einem Anteil von 19,2 % an der aortalen Gesamtédabf 28,1 % (p=0,01). Bei den
weiblichen Tieren stieg der Plaqueanteil von 17,8r#622,7 % (p=0,036) auf 21,1 %.

4.4.2 Behandlung mit Ezetimib reduziert die Plaguem  asse bei jedem
Genotyp, bei mannlichen apoE/eNOS-Doppelknockout Ti  eren
jedoch weniger als in den entsprechenden apoE-Knock out
Mausen

Durch Ezetimibfutterung konnte der Anteil erkramkt®efallabschnitte in allen vier

Gruppen signifikant reduziert werden. Bei mannlich@&oE-Ko Tieren nahm der
Plagueanteil von 19,2 % um 46,9 % auf 10,2 % al®,@304). Die Reduktion bei den

35



Ergebnisse

Dko Mausen betrug 34,2 % (von 28,1 % auf 18,5 %0,@3). Bei den Weibchen konnte
in der apoE-Ko Gruppe ein Ruckgang von 17,2 % u3 24 auf 12,5 % verzeichnet
werden (p=0,002). Die apoE/eNOS-Dko Weibchen ednlgine Plagueabnahme von
25,6 % (von 21,1 % auf 15,7 %; p=0,003).

Beim Vergleich der Reduktion der Plaqueflachen ehes den apoE/eNOS-Dko und
den apoE-Ko Gruppen durch Ezetimib féllt fur die rvléhen ein deutlich
unterschiedlicher Rickgang von 34,2 % fiur Dko ur@94% fur apoE-Ko auf,
wohingegen die Reduktion bei den Weibchen mit 2b,@ko) und 27,3 % (apoE-Ko)
nicht signifikant differiert.

4.4.3 Auch unter Ezetimibbehandlung haben apoE/eNOS -
Doppelknockouttiere eine grofRere Plaquelast als apo  E-
Knockoutmause

Im Vergleich zu mit Ezetimib behandelten apoE-Ke@rén, zeichnen sich Ezetimib
gefutterte Dko Tiere beider Geschlechter durch esignifikant vergroRerte
Plaqueflache der Aorten aus (mannlich apoE-Ko: 19,2méannlich Dko: 18,5 %;
p=0,003; weiblich apoE-Ko: 12,5 %, weiblich Dko:,7%6; p=0,02). Einen Uberblick
Uber diese Zahlen vermittelt Abbildung 4.8.

Mannchen Weibchen
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S 104
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©
E
g 0 0
B apoE-Ko, Ezetimib Abb. 4.8: Anteile der Lasionsflachen an den
B apoE-Ko, ,western type* Diét Gesamtflachen der entnommenen Aorten;
B  Dko Ezetimib Fehlerbalken kennzeichnen den
' y Standardfehler; *: p<0,05
Dko, ,western type"“ Di¢
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Die verschiedenen Gruppen unterschieden sich ricigichtlich des Gewichts der
Tiere (31,7 £ 8,7 Gramm) und der Gesamtflache aetad(87,1 £ 9,9 mm?).

4.5 Weder Geschlecht noch Behandlung mit Ezetimib

beeiflussen die Menge an eNOS-Protein in der Gefallw and

von apoE-Ko Mausen

Das eNOS-Protein hat ein Molekulargewicht von 14Dakund wandert deshalb
langsamer durch das Polyacrylamidgel als dibntereinheit des SMC-Aktin mit

75 kDa welches beim Western Blot der Standardisgeidient. Wie man in Abbildung

4.9 sehen kann ist sowohl die eNOS-Bande als aigcBahde des Aktin im Western
Blot aus Proteinlysat von Aorten aus Tieren inralleer apoE-Ko Gruppen gleich stark
ausgebildet. Das bedeutet, dass weder das Geschiech eine Behandlung mit
Ezetimib einen Einfluss auf die eNOS-Menge im GéfaBen.

eNOS-Bande
(140 kDa)
AKIIN-Bande e e wm— am—
(43 kDa)
BT BT
&) &)
[0 [0
o o
2 .2 .
L - O < c £ o
Ss SE €8 £E
3¢ 38 8¢ &8
== 2z = 0

Abb. 4.9: reprasentative Darstellung eines WesterBlots fir eNOS; die Blots wurden pro Gruppe
mindestens dreimal mit &hnlichem Ergebnis durchgeffirt
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5 Diskussion

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, ist @dpoE-Ko Maus ein fur die
Arterioskleroseforschung sehr niitzliches Tiermdd&ind diese Tiere zusétzlich noch
Defizient fur die NO-Synthese der eNOS, verstarkh gler Krankheitsverlauf noch
weiter, da Uber die endotheliale NO-Produktion éiteenmung der Proliferation glatter
Muskelzellen, eine Unterdriickung der Aktivierungwvbhrombozyten und Leukozyten,
eine Reduzierung des oxidativen Stresses sowie e@rminderte Degranulation
proinflammatorischer Vesikel vermittelt witd *°°° Um die Rolle der eNOS an der
antiarterosklerotischen Wirkung von Ezetimib zu elbehten, verglichen wir die
Medikamentenwirkung in apoE/eNOS-Dko Tieren mit derapoE-Ko Mausen. Um
glltige Schlisse aus diesem Vergleich ziehen zméwnist es notwendig, dass andere
die Wirkung beeinflussende Parameter wie die Abreabes Cholesterinspiegels durch
Ezetimibbehandlung in allen Gruppen gleich staralen.

5.1 Veranderungen der Lipide und Lipoproteine

Die Behandlung mit Ezetimib fihrte in allen untedsien Gruppen zu einer
signifikanten Abnahme von Gesamtcholesterin, VLDhe@sterin und Triglyceriden.

Vergleicht man unbehandelte apoE-Ko Tieren mit habeelten apoE/eNOS-Dko
Tieren, so zeigte sich jeweils kein signifikantentérschied in den Cholesterin- und
Triglyceridspiegeln. Analog haben mit Ezetimib beddelte Tiere unabhangig vom
eNOS-Genotyp identische Blutfettwerte. Es ist fiolylvon einer von der eNOS-
Funktion unabhangigen Wirkung von Ezetimib auf di€holesterin- und

Triglyceridspiegel auszugehen.

5.2 Veranderungen der Gesamtlasionsflache

Bei der Beurteilung der Gesamtflache der arter@rskischen Lasionen konnte gezeigt
werden, dass Ezetimib zu einer deutlichen ReduldienPlaqueoberflache und somit
auch der Plaguemasse bei behandelten Tieren fibieser Effekt war bereits nach
achtwochiger Therapiedauer bei Tieren nachweisbar, denen die Plaquebildung
bereits eingesetzt hatte. Eine Wirkung konnte lienalintersuchten Gruppen beobachtet

werden, eine endotheliale NO-Produktion ist fir di@eroprotektive Wirkung von
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Ezetimib folglich keine Vorraussetzung. In weibkechTieren fiel die Verzogerung des
Plaguewachstums durch Ezetimib in apoE-Ko und ioE&NOS-Dko Tieren gleich
stark aus. Ezetimib schitzte hier sowohl Tiere miakter als auch mit fehlender
endothelialer NO Produktion im gleichen Ausmal3 moteriosklerose. Additive Uber
die Cholesterinsenkung hinausgehende Effekte wiaratiese Tiere nicht zu belegen.
Im Gegensatz dazu erfuhren mannliche apoE-Ko Mé&adsegn endotheliale NO-
Produktion nicht gestort ist, durch Ezetimibfutieguein signifikant langsameres
Plaguewachstum im Vergleich mit méannlichen apoE/8Nixo Tieren. In dieser
Gruppe verbesserte die intakte endotheliale NO+ktomh die Wirkstarke von
Ezetimib. Die Ursache dafir, dass dieses Phanomietteld weiblichen Tieren in dieser
Versuchsanordnung nicht nachweisbar war, konntederen absoluter Plaquemasse
liegen. Diese war bei den weiblichen Mausen ddutligeringer als in den
entsprechenden méannlichen Gruppen. Es ist alsobdenklass diese zusétzlichen
Effekte erst bei fortgeschrittener Arteriosklerogam Tragen kommen. Andere
geschlechtsabhangige Effekte von Ezetimib kdnnerdbstserstandlich nicht
ausgeschlossen werden.

Da es im Western Blot in Abhangigkeit von der Ballang zu keiner Anderung der
eNOS-Proteinmenge in den Gefallen der eNOS-kompetdnere kam, ist nicht von
einer ezetimibabhangigen ExpressionsveranderungdigireNOS auszugehen. Eine
erhohte NO-Produktion kann jedoch auch durch eieestéirkte Aktivierung der
vorhandenen eNOS erreicht werden. Es ist bereiiarve, dass sich Veranderungen der
Lipoproteinkonzentrationen auf die endotheliale R@duktion auswirken. So bewirkt
eine erhdhte Konzentration an oxidiertem LDL soweimne Inaktivierung des eNOS-
Proteins als auch eine Translokation des Proteuss den zellmembranstandigen
Caveola®. eNOS wirkt in gesunden Zellen in diesen Cavealad wird dort von
Caveolin regulieff. Folglich vermindert oxidiertes LDL die konstituéi endotheliale
NO-Produktion. HDL andererseits vermag die ungidesti Auswirkungen von
oxidiertem LDL auf die eNOS Aktivitit zu verhindén Auch dieser
Pathomechanismus konnte die unterschiedliche Wirkstvon Ezetimib in mé&nnlichen
Tieren erklaren. Wéahrend in der apoE/eNOS-Dko Geugig eNOS Funktion durch
Ezetimib nicht verbessert werden kann, verbesseie &holesterinsenkung
maoglicherweise die NO-Bioverfiigbarkeit in eNOS katgnten apoE-Ko Mausen.
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Diskussion

Uber die eingangs erwahnten Mechanismen bewirkt g@steigerte NO-Konzentration
in der Gefallwand ein langsameres FortschreiteAderiosklerose.

Um eine Aussage Uber die eNOS-Aktivitat im Gefé@dfen zu konnen, fihrten wir im
Anschluss an die hier beschriebenen Experimenteordaktivitismessungen durch.
Hierbei wird in der préparierten thorakalen Aorta Organbad durch beigesetzte
Pharmaka wie Acetylcholin die endotheliale NO-Pidahn stimuliert und die daraus
resultierende GefalRerschlaffung nach VorkontrakétsnMarker der Endothelfunktion
gemessen. Hierbei konnte keine verbesserte Enfilotkébn bei ezetimibbehandelten
Tieren festgestellt werden. Das Ausmald der Kontrakbach Acetylcholingabe ist in
den untersuchten apoE-Ko Tieren beider Geschlechiteund ohne Ezetimibtherapie
gleict’®. Da es sich bei der Vasoreaktivitat um einen #ldien Nachweis der NO-
Produktion handelt, der moglicherweise einer gréfi&toranfalligkeit unterliegt, ist es
hilfreich, auf Methoden zurtickzugreifen, welche dd®-Radikal direkt nachweisen
konnen. Hierzu kommt die Methode des elektronisclpamamagnetischen ,spin
trapping® in  Frage. Hierbei reagiert das NO-Radikahit Eisen-(ll)-
Diethyldithiocarbamt zu einer stabilen Form, welcBgEh mittels elektronischer
Spinresonanzspektrometrie nachweisen und quaetiéizilasst. Bei der Bestimmung
der NO-Produktion in den Aorten der hier beschmemeapoE-Ko Tieren lasst sich
keine Steigerung in den Ezetimib gefiitterten Tienachweiself. Diese Ergebnisse
sprechen gegen eine erhdhte eNOS-Aktivitdt in dehabdelten Tieren. Die
Vasoreaktivitismessung kann jedoch nicht in stameriasklerotisch veranderten
GefalRabschnitten eingesetzt werden, da groR3voluiiggues die Gefal3kontraktion
aus mechanischen Grunden behindern wirden und dechNO-Nachweis mittels
elektronischen paramagnetischen ,spin trappingshgienur fir das gesamte Gefal.
Eine Auflosung der endothelialen NO-Produktion ier dlirekten Umgebung einer
Plaque ist hiermit bisher nicht moglich. Eine moélgé Erklarung fiur den grofR3eren
Nutzen von Ezetimib in mannlichen apoE-Ko Tierert mso die begrenzte
Verbesserung der endothelialen NO-Produktion bzsv. NIO-Bioverfligbarkeit in der
direkten Umgebung arteriosklerotischer Plaques.hfierdurch kénnte NO Uber die

oben genannten Mechanismen den Krankheitsverlaifipbeeinflussen.
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Diskussion

Hinweise hierfur gibt es auch durch klinische S¢éndiln Kombination mit Atorvastatin
konnte Ezetimib die Endothelfunktion in Patienteit metabolischem Syndrom im
Vergleich zur Statinmonotherapie signifikant vesss®.

Zusammenfassend zeigt die vorliegende  Studie, daBgetimib die
Arterioskleroseentwicklung unabhangig von der Salewder Erkrankung und einer
intakten Endothelfunktion erheblich verztgert. Epdi hat dabei keinen direkten
Einfluss auf die eNOS Expression. Die in den mameln Tieren beobachtete verstarkte
Wirkung von Ezetimib bei erhaltener eNOS-Funkti@nk auf einer Verbesserung der
NO-Bioverfugbarkeit beruhen, welche Uber die Vegindg des Lipoproteinprofils

vermittelt sein kann.
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Zusammenfassung

6 Zusammenfassung

Hypercholesterindmie ist ein wichtiger Risikofaktiiir die Arteriosklerose und ihre
Folgeerkrankungen. Zur Pravention kardiovaskulairkrankungen zahlt eine
cholesterinsenkende Therapie heute zum Ublichemd&td. Die bislang am haufigsten
eingesetzte Praparate, die Statine verfligen nebemridndren cholesterinsenkenden
Wirkung auch dber sogenannte pleiotrope Effektedeas den Krankheitsverlauf
gunstig beeinflussende Wirkungen, die unter Anderéiver eine verbesserte
endotheliale NO-Verfugbarkeit vermittelt werden.

Ezetimib ist ein neuartiges Medikament, welches @imlesterinresorption im Darm
hemmt, das ebenfalls die Arterioskleroseentwicklbngmst und von dem wenig tber
zusatzliche, von der Cholesterinsenkung unabhéarigfigéte bekannt ist. Um die Rolle
der endothelialen NO-Synthase fur die arterioptotekWirkung von Ezetimib ndher
beleuchten zu kdnnen wurde apoE-Ko und apoE/eNQ&p&knockoutmausen eine
fetthaltige Diat mit oder ohne 0,05 % Ezetimib \oeacht.

Sowohl in apoE-Ko, als auch in apoE/eNOS-Dko Tielmwirkte Ezetimib eine
deutliche Senkung der Konzentration des Gesamtstesies und der atherogenen
Lipoproteine. Aorten von apoE-Ko Mausen, die mitetinib gefuttert wurden,
enthielten die gleiche Menge eNOS wie die von Tieenen Ezetimib vorenthalten
wurde. In allen Gruppen konnte die Krankheitspregi@, gemessen an der
Gesamtflache der arteriosklerotischen L&sionen @m dhorten, durch Ezetimib
signifikant gunstig beeinflusst werden. Im Verglettles Ausmal3es der Plaquereduktion
zwischen apoE-Ko und apoE/eNOS-Dko Tieren fiel aleatlich verstarkte Wirkung
von Ezetimib in den mannlichen apoE-Ko Mausen &biwohl in weiterfihrenden
Untersuchungen weder eine Hochregulierung der Bspme noch der Aktivitat von
eNOS durch Ezetimib nachzuweisen war, konnte did8e&nomen durch eine
Verbesserung der Bioverfligbarkeit von NO in direRRaquenahe zu erkléaren sein.
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Verwendete Abklrzungen

%

°C
Mg

ul
pHm
Abb.
apoE
bp
ca*
cGMP
cpm
Dko
dNTP
DNS
EDTA
EDRF
eNOS
FPLC
g
H,O
H20;
HCI
HDL
HMG-CoA
HPLC
HRP
IDL

g

kb

Prozent

Grad Celsius

Mikrogramm

Mikroliter

Mikrometer

Abbildung

Apolipoprotein E

Basenpaare

Kalziumkation

zyklisches Guanosinmonophosphat
counts per minute

Doppelknockout
Desoxynukleosidtriphosphat
Desoxyribonukleinséure
Ethylendiamintetraazetat

endothelium derived relaxing factor
endotheliale Stickstoffmonoxid-synthase
fast protein liquid chromatography
Gramm

Wasser

Wasserstoffperoxid

Salzsaure

high density lipoprotein
B-Hydroxy{$-methylglutarylcoenzym A
high performance liquid chromatography
horseradish peroxidase: Peroxidase des Meehneet
intermediate density lipoprotein
Immunglobulin

Kilobasen
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kDa
KHK
Ko
LDL
mg
ml
mm?2
mM

NacCl
NaOH
nm
NO
O,
PBS
PCR
ppm
rcf

SDS
SSC

val.
VLDL

Kilodalton
koronare Herzkrankheit
Knockout
low density lipoprotein
Milligramm
Milliliter
Quadratmillimeter
Millimolar
Molar
Natriumchlorid
Natronlauge
Nanometer
Stickstoffmonoxid
Sauerstoff
Phosphat gepufferte Kochsalzlésung
Polymerasekettenreaktion
parts per million
relative centrifuge force: Beschleunigung
Erdbeschleunigung von 9,81 m/s?
Natriumdodecyl-Sulfat
Natriumchlorid-Natriumzitrat-Puffer
Volt
vergleiche

very low density lipoprotein
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