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1 Einleitung

Bereits 1898 legten Tiegerstedt und Bergmann den Grundstein fiir die heutige
Bluthochdruckforschung, als sie durch die Injektion eines aus frischen Nieren
gewonnen Extraktes einen deutlichen Anstieg des Blutdruckes der Versuchstiere
feststellten und eine blutdrucksteigernde Substanz als Ursache vermuteten[1] . Eine
erste Bestitigung dieser Hypothese gelangen Goldblatt et al. mit dem Nachweis einer
Hypertonie durch Nierenarteriendrosselung 1934[2].

Seit der Entdeckung des Angiotensins durch Braun-Mendez et al. sowie Page et al.
1939/40 konnten die Wirkmechanismen des Angiotensins sowohl physiologisch als
auch molekularbiologisch nahezu vollstindig gekldrt werden[3], [4].

Etwa 1913 stieBen Anitschkow und Chalatow mit ihrer Feststellung, dafl Kaninchen,
welche einer cholesterinreichen Didt unterzogen werden, Lasionen entwickeln, die der
Atherosklerose des Menschen vergleichbar sind, die wissenschaftlichen Arbeiten auf
dem Gebiet der Pathogenese der Atherosklerose und der therapeutischen Mdglichkeiten
an[5],[6]. Durch die Feststellung von Potter et al., da3 sowohl Angiotensin II als auch
OxLDL in atherosklerotischen Plaques vorliegen, erhielten beide Forschungsrichtungen

wesentliche neue gemeinsame Impulse[7].

1.1 Physiologie und Pathophysiologie der Vasomotorik

Bei der Entstehung des Hypertonus spielt die Variationsbreite der vasomotorischen
Reaktion die entscheidende Rolle.

Die optimale Durchblutung der Organe wird durch viele verschiedene Faktoren
beeinflusst. Mechanische Belastung (shear stress, pulsatile Wanddehnung),
Anderungen der metabolischen Vorgiinge und der Freisetzung von vasoaktiven
Substanzen stellen fiir die Gefdlle des Kreislaufs Stresssituationen dar, auf welche sie
binnen kurzer Zeit mit Verdnderungen des Tonus reagieren miissen.

Diese Verdnderungen des Gefaf3tonus werden in erster Linie durch das Zusammenspiel

zwischen relaxierenden und kontrahierenden Faktoren gesteuert.



Die von Furchtgott und Zawadzki [8]* als Endothelium Derived Relaxing Factor
bezeichnete und spéter als NO identifizierte Substanz[9]° steuert hierbei den relaxierten

Zustand in dem die Arterien physiologischerweise vorliegen.

1.1.1 Vasomotorische Relaxation

Nach rezeptorabhingiger oder —unabhéngiger Stimulation des Endothels durch
Agonisten erfolgt die Bildung des NO durch die Aktivitdt endothelialer NO-
Synthetasen.

Hierbei wird NO durch Abspaltung von L-Arginin gebildet und freigesetzt. NO aktiviert
eine Guanylatzyklase und fiihrt iiber die Bildung von cGMP zur Relaxation der glatten

GefaBmuskulatur.

L-Arginin

A

NO-Synthase L-OH-Arginin

SN

NO

Zielzelle l

Guanylatzyklase

Relaxation

Abb.1: Synthese von NO aus der Aminosadure L-Arginin unter der Einwirkung des
Enzyms NO-Synthase. Die iiber NO aktivierte Guanylatzaklase der Zielzellen bildet
zyklisches Guanosin-Monophosphat (cGMP) aus Guanosintriphosphat (GTP), welches

die Relaxation der glatten Muskelzellen vermittelt.



1.1.2 Vasomotorische Kontraktion

Neben der Vasodilation durch NO und andere endotheliale Faktoren hat sich die
agonistenvermittelte Vasokonstriktion in den letzten Jahren zunehmend als ebenso
bedeutend in der Pathogenese des Bluthochdrucks, insbesondere im Zusammenhang mit
Atherosklerose, gezeigt.

Durch Rezeptorbindung verschiedener Vasokonstriktoren und Aktivierung eines
stimulierenden G-Proteins, 6ffnen sich Ca2+-Kanéile, durch welche es zu einem Anstieg
der Ca*"-Ionenkonzentration in der Zelle kommt. Diese freigesetzten Calciumionen
bilden mit Calmodulin einen Komplex, der in der Lage ist, die Myosin-Leichtketten-
Kinase (MLCK) zu aktivieren. Im aktivierten Zustand phosphoryliert diese MLCK die
Myosin-Leichtketten (MLC), worauf es diesen mdglich wird, mit Aktin zu interagieren
und eine Kontraktion hervorzurufen. Die Dephosphorylierung der Myosinleichtketten
fiihrt zu einer Inaktivierung und Relaxation. Diese wird durch die Myosin-

Leichtketten-Phosphatase vermittelt[10].
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Abb.2: Rezeptorgekoppelte Induktion der glattmuskulidren Kontraktion und die Myosin-

Leichtketten-Phosphatase vermittelte Relaxation

1.2 Regulationsmechanismen der Vasomotorik

Die Kontraktion ermdglichenden Mechanismen Phosphorylierung und
Dephosphorylierung sind pradisponiert, um als regulierende Einheiten der Vasomotorik
zu wirken.

Bradley et al.[11], Himpens et al.[12] und Rembold et al.[13] beschrieben als erste eine
wesentlich hohere Kraft/Calcium-Ratio durch Agonisten vermittelten als durch einen
depolarisationsbedingten Anstieg der Calciumionenkonzentration. In verschiedenen

weiteren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass es trotz einer stabilen intrazelluldren



Calciumionenkonzentration zu einer Abnahme der Kraftentwicklung und ebenso zu
einer Zunahme der Kraftentwicklung bei abfallenden Calciumionenkonzentrationen
kommen kann. Dieses Phdnomen wird als Calcium-Sensibilisierung bezeichnet.

Bereits Anfang der 90er Jahre konnte man parallel zu der verdanderten Kraftentwicklung
unter konstanten Calciumspiegeln Unterschiede in der Aktivitit der phopshorylierenden
und dephosphorylierenden Enzyme und, damit verbunden, im Grad der
Phosphorylierung der MLC nachweisen. Somlyo postulierte, dass die Aktivitit der
Myosinleichtkettenphosphatase (MLC-Phosphatase) hierbei der regulierende Schritt sei.
Zunichst wurde die Aktivitit der MLC-Phosphatase als konstitutiv aktiv angesehen. Im
Verlaufe der letzten 15 Jahre wurden jedoch verschiedene Regulationsmechanismen
postuliert bzw. aufgedeckt[10].

Gong et al. zeigten eine Arachidonsédure vermittelte Dissoziation der MLC-
Phosphatase- Untereinheiten mit einer daraus resultierenden Aktivititsminderung nach
G-Protein Aktivierung[14], wahrend Masuo et al.[15] eine Proteinkinase C vermittelte
Calcium-Sensibilisierung aufdeckten. Nishimura et al.[16] und Kitazawa et al.[17]
postulierten und zeigten eine G-Protein assoziierte Steigerung der Ca”" Sensibilitit.
Ausgehend von diesen Beobachtungen entwickelten sich verschiedene Richtungen, die
die Regulation der Ca®"-Sensibilisierung zum einen durch eine Phosphorylierung einer
MLC-P-Untereinheit bzw. der MLCK vermuteten.

Durch die Arbeiten von Kimura et al., Kureishi et al. und Uehatha et al. konnte das
beschriebene G-Protein als Rho und dessen assoziierte Kinase (Rho-Kinase) in
Zellkulturen identifiziert werden[18] [19] [20].

Dabei postulierten Kimura et al.[ 18] einen modifizierenden Einfluss der Rho-Kinase auf
die Myosinleichtkettenphosphatase-Aktivitit. Ausgehend von diesen Arbeiten kann
man die Regulation der glattmuskuliren Kontraktion und die Ca*" Sensibilisierung

folgendermallen zusammenfassen.
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Abb.3: Regulation der glattmuskuldren Kontraktion

1.3 Endothel und Endotheliale Dysfunktion

Als luminal auskleidende Schicht der Gefédl3e ist das Endothel den stéindig wechselnden
Bedingungen der Blutzusammensetzung, der zirkulierenden Hormone und des
systemischen Blutdrucks ausgesetzt.

Neben der Regulation des basalen Gefaf3tonus durch Sekretion von NO erfiillt das
Endothel weitere kreislaufregulatotrische Funktionen. Uber die Synthese von Faser-
und Proteoglykankomponenten beeinflusst es die GefdBarchitektur; die Proliferation
und Migration von glatten Muskelzellen wird gehemmt, die Migration von Leukozyten
im Rahmen von entziindlichen Prozessen durch Expression von Adhdsionsmolekiilen
gefordert. Die Interaktion von Blutzellen mit der GefdBwand, sowie die Entstehung von

Thromben und atherosklerotischen Lisionen wird durch die Produktion und Sekretion



verschiedenster Faktoren beeinflusst. Exemplarisch seien hier Interleukin-1, Tissue
Plasminogen Activator, Prostazyklin und Fibronektin genannt.

Antiatherogen wirkt das Endothel durch Inhibition der Oxidation von Low Density
Lipoprotein und der Synthese inflammatorischer Zytokine[21-23].

Durch eine Endothelschddigung kann die Stérung der Vasomotorik resultieren. Neben
klassischen Risikofaktoren wie Hypercholesterindmie, Bluthochdruck und Diabetes
mellitus tragen auch chronische Entziindungen, das C-reaktive Protein, Lipoprotein(a)
sowie bakterielle und virale Infektionen zur Entstehung der endothelialen Dysfunktion
bei und begiinstigen die Atheroskleroseentstehung[24-26]. Im Zuge der endothelialen
Dysfunktion entsteht ein Ungleichgewicht zwischen dilatierenden und
konstringierenden Faktoren, mit der Folge eines erhohten Vasotonus.

Als Folge der endothelialen Dysfunktion werden Vasospasmen, Thrombenbildung und
Atherosklerose gefordert[22, 27, 28].

1.4 Atherosklerose

Die Pathogenese der Atherosklerose ist bisher nicht vollstindig geklért. Anders als die
von Virchow aufgestellte und noch bis in die 70er Jahre des vergangenen Jahrhunderts
von vielen Wissenschaftlern vertretene Hypothese des urspriinglichen
Endothelzellschadens[29] als Initialschritt bei der Entstehung atherosklerotischer
Liasionen, etablierte sich in den letzten Jahren zunehmend die Theorie der endothelialen
Dysfunktion als Anfangstadium der Atherosklerose. Im Zuge der gestorten
Endothelzellfunktion werden aufgenommene Lipoproteine wie z.B. Very Low Density
Lipoprotein (VLDL) und vor allem Low Density Lipoprotein (LDL) vermehrt oxidativ
modifiziert und im subendothelialen Raum abgelagert. Diese modifizierten Lipoproteine
schddigen die Endothelzellen nicht nur direkt, sondern induzieren auch die Expression
spezifischer Adhédsionsmolekiile fiir Monozyten und T-Lymphozyten auf der
Endotheloberflache. Zu diesen Adhdsionsmolekiilen gehdren unter anderem E-Selectin
und VCAM-1. Zusitzlich werden von Endothel- und glatten Muskelzellen nach Kontakt
zu atherogenen Substanzen auch direkte chemotaktische Faktoren wie Monocyte
Chemotactic Protein-1 (MCP-1) und Transforming Growth Factor- B (TGF-B)

produziert, die die Anheftung und Migration in den subendothelialen Raum vermitteln.



Nachdem die Monozyten in die Intima eingewandert sind, wandeln sie sich unter der
Wirkung von Colony Stimulating Factor (CSF) und Zytokinen in aktivierte
Makrophagen um. Die anschlieBende Phagozytose der abgelagerten Lipoproteine fiihrt
zur Schaumzellbildung. Zusammen mit den eingewanderten und aktivierten T-
Lymphozyten bilden die Schaumzellen den sogenannten ,,fatty streak®, die erste
sichtbare atherosklerotische Lision. Die Aufnahme von LDL in Makrophagen erfolgt
iber den saturierbaren ApoB 100-Rezeptor. Bereits oxidativ modifiziertes LDL kann
aufgrund einer Anderung im Apoprotein B nicht an den Apo B 100-Rezeptor binden.
Hier erfolgt die Aufnahme tiber nichtséttigbare Scavenger Rezeptoren, welche die
Uberladung der Zellen und somit die Schaumzellbildung begiinstigen. Neben der
Phagozytose abgelagerter Lipoproteine sezernieren die Makrophagen verschiedene
Stoffe. Dabei kommt es zum einen zu einer weiteren lokalen Schadigung durch reaktive
Sauerstoffradikale oder Enzyme wie Lipasen und Proteasen. Zum anderen wird durch
immunmodulatorische Botenstoffe, wie Interferon o, Interleukin-1 oder Tumor —
Nekrose Faktor a, eine Entziindungsreaktion induziert. Aufgrund mangelnder Synthese
antithrombogener Faktoren durch die Endothelzellen, kommt es von luminal zur
Thrombozytenaggregation. Durch die Freisetzung von PDGF tragen diese zur
Migration und Transformation glatter Muskelzellen mit hauptsidchlich kontraktilen
Elementen zu synthetisch aktiven Myozyten bei. Durch die Produktion von
Proteoglykanen und Kollagenfasern wird im weiteren Verlauf die Sklerose der Lasion

und damit die Atherombildung unterstiitzt[30].

1.5 Lipoproteine

1.5.1 Stoffwechsel

Triglyzeride und Cholesterin werden sowohl mit der Nahrung aufgenommen als auch

von der Leber selbst synthetisiert. Zum einen dienen sie der Synthese von Gallensduren



und —salzen, zum anderen der Herstellung von Lipoproteinen zur Versorgung der
verschiedensten Organe.

Das von der Leber gebildete Very Low Density Lipoprotein (VLDL) enthilt 0,7%
Cholesterin und 55% Triglyzeride. Als Strukturprotein enthilt es das Apolipoprotein B-
100 (Apo B-100), zusétzlich zu diesem auch die Apolipoproteine Al, E, und C. Durch
das Wirken der Lipoproteinlipase werden die Triglyzeride hydrolysiert. Uber das
Zwischenprodukt Intermediate Density Lipoprotein (IDL) entsteht bei diesem Vorgang
das Low Density Lipoprotein (LDL). Neben dem unverdnderten Anteil an Cholesterin
und einem stark reduzierten Triglyzeridgehalt verfiigt LDL nur noch iiber das ApoB-
100. Uber den Blutstrom transportiert LDL das Cholesterin zu den Zellen der
Peripherie. Durch die Interaktion des ApoB-100 mit den ApoB-100- und ApoE-
Rezeptoren wird das Cholesterin in die Zellen aufgenommen. Diese LDL-Rezeptoren
befinden sich in spezialisierten Membranbereichen, den sogenannten coated pits,
welche auf der intrazelluliren Membranseite ein clathrinhaltiges Proteingeriist
aufweisen. Dieses Clathrin vermittelt durch die Ausbildung eines Gitterwerkes die
Ablosung der coated pits von der Plasmamembran und die Entstehung von
Endocytosevesikeln. Uber die Verschmelzung der Endosomen mit Lysosomen wird
eine Anderung des pH-Wertes und somit eine Dissoziation der LDL-Rezeptor-
Komplexes erreicht. Der nun wieder freie LDL-Rezeptor wird erneut in die
Plasmamembran integriert. Die im LDL enthaltenen Cholesterinester werden durch
lysosomale Lipasen hydrolysiert. Freies Cholesterin wird hauptséchlich zur Membran-
und Hormonsynthese verwendet. Uber die Aktivierung des Enzyms Cholesterin-
Acyltransferase kann das freie Cholesterin erneut verestert und in der Zelle gespeichert
werden. Da das Gen fiir den LDL-Rezeptor ein sterol regulatory element enthélt, tragt
der intrazelluldre Cholesterinestergehalt wesentlich zur Regulation der LDL-
Rezeptorexpression bei. Ein hoher intrazelluldrer Cholesteringehalt hemmt die weitere
Aufnahme von LDL-Partikeln durch die Hemmung der Transkription des LDL-
Rezeptorgens. Aufgrund der geringen Bindungsaffinitit des ApoB-100 zum LDL-
Rezeptor verweilt dieses ldnger als alle anderen Lipoporoteine im Blut, wodurch seine
Atherogenitit begiinstigt wird. Uberschiissiges Cholesterin, das in der Peripherie z.B.

beim Absterben von Zellen und beim Abbau von Zellmembranen entsteht, wird von



High Density Lipoprotein-Partikeln (HDL) aufgenommen und zur Leber
zuriicktransportiert[31-35].

1.5.2 Oxidiertes LDL

Wie sowohl Steinberg als auch Yla-Herttuala und Daugherty in ihren Untersuchungen
atherosklerotischer Lésionen zeigten, findet sich bei vorbestehender
Hypercholesterindmie sowohl natives als auch oxidiertes LDL (OxLDL) in den
betroffenen GefaBabschnitten[36-38]. Fiir die Entstehung und Weiterentwicklung der
Atherosklerose ist jedoch vor allem das oxidativ modifizierte LDL das entscheidende
Substrat[36]. In vivo erfolgt die Oxidierung des LDL iiber verschiedenste
Mechanismen, wie z.B. Superoxidanionen, Hydroxylradikale, Coeruloplasmin oder die
Lipoxygenase. Auf zelluldrer Ebene sind daran neben den Endothel- und glatten
Muskelzellen vor allem Makrophagen beteiligt[39, 40]. Fiir die in vitro Oxygenierung
wird das reduzierende Potential der Kupferionen genutzt[41-43]. In Abhéngigkeit vom
Grad der Oxidierung ergeben sich unterschiedliche Wirkungen des OxLDL auf die
Zellen[44].

1.5.3 Rezeptoren fiir Oxidiertes LDL

Waihrend die rezeptorvermittelte Endozytose des LDLs {iber den intrazelluldren
Cholesteringehalt geregelt wird und saturierbar ist, erfolgt die Aufnahme oxidierten
LDL iiber so genannte Scavenger Rezeptoren, die nicht saturierbar sind. Dadurch wird
die Ansammlung von OxLDL und damit die Bildung atherosklerotischer Léasionen
beglinstigt. Makrophagen exprimieren nur diesen Scavenger Rezeptor. Auf den
Endothelzellen findet sich jedoch ebenfalls ein Lecitin-Like OxLDL-Rezeptor, der sich
in seiner Spezifitit gegeniiber den Liganden vom Scavenger Rezeptor unterscheidet.
Durch OxLDL selbst wie auch durch Ang II, Fluid shear stress und TNF-a kann die

Expression dieses Rezeptors gesteigert werden[45-49].

10



1.5.4 Oxidiertes LDL und seine Wirkung

Die Akkumulation von OXxLDL in der GefdBBwand fiihrt auf zelluldrer Ebene zum einen
zur Expression von Adhisionsmolekiilen wie VCAM-1, P-Selectin oder ICAM-1, zum
anderen wird die Ausschiittung von Zytokinen, Wachstums- und chemotaktischen
Faktoren gesteigert[50-52]. Uber den Makrophagen colony stimulating factor und das
Monozyten chemotaktische Protein-1 wird eine vermehrte Ansammlung von
Makrophagen in der GefdBintima vermittelt. Dies ist ein wichtiger Schritt in der friihen
Phase der Atherosklerose[53]. Des Weiteren kommt es unter der Anwesenheit von
OxLDL zur Proliferation von glatten Muskel- und Endothelzellen sowie von
Makrophagen.

Neben diesen Mechanismen wirkt OxLDL konzentrationsabhidngig zytotoxisch auf alle
Zellreihen[54].

Beziiglich der Vasomotorik fiihrt OXLDL zu einem verstirkten Ansprechen auf
vasokonstriktive Substanzen, sowie zur Abschwiachung der Acetylcholin induzierten
Vasodilatation [55]. Das verminderte Ansprechen der glatten Muskelzellen auf die
Acetylcholin vermittelte GefaBdilatation begriindet sich zum einen in der verminderten
Bildung und Freisetzung von EDRF, wodurch es zu einem Uberwiegen der kontraktilen
Einfliisse kommt. Zum anderen muss OxLDL direkt auf die glattmuskuldre
Gefalmuskulatur kontraktorisch wirken. Wie Galle et al. in ihren Untersuchungen an
deendothelialisierten Gefdflen zeigen konnten, reagierten diese nach Inkubation mit
OxLDL mit einer vermehrten Vasokonstriktion[56, 57].

Die verminderte Dilatationsfahigkeit hypercholesterindmischer Gefdlle wird mit der
gesteigerten Sekretion von O, durch die Endothelzellen unter dem Einfluss von OxLDL
erklart. Diesen Nachweis fithrten Ohara et al., als sie bei deendothelialisierten Gefaflen
hypercholesterindmischer Kaninchen eine deutlich geringere O, Freisetzung malien als
bei Gefdlle mit intaktem Endothel[59]. Zudem konnte in weiteren Arbeiten gezeigt
werden, dass OxLDL sowohl an Monozyten/Makrophagen, Neutrophilen und glatten
GefaBmuskelzellen als auch in der Zellkultur von humanen Umbilicalvenen-

Endothelzellen eine vermehrte Sekretion von O, bewirkt[58, 59].

11



Wihrend der GroBteil des O, iiber das NADH/NADPH-Oxidase-System gebildet wird,
gibt es auch Hinweise auf die Beteiligung anderer Enzymsysteme wie z.B. der
Xanthinoxidase; eine vollstindige Kldrung liegt derzeit jedoch nicht vor[59, 60].

Die Zugabe von Superoxiddismutase verbesserte die endotheliale Dilatation von
Gefillen hypercholesterindmischer Kaninchen. Dies spricht fiir eine Beteiligung von
0O,

Mittlerweile ist bekannt, daB3 O,” und NO stochiometrisch zu Peroxynitrit (ONOO-)
reagieren[61, 62]. Peroxynitrit kann zwar unter gewissen Umstdnden selber als
Vasodilatator fungieren[63], diese Reaktion unterliegt aber einer raschen
Tachyphylaxie[64], so dass der Haupteffekt von Peroxynitrit in der Auslosung einer
Endotheldysfunktion zu sehen ist.

Ein weiterer Mechanismus fiir die verminderte Dilatationsfdahigkeit bzw. gesteigerte
Vasokonstriktion hypercholesterindmischer Gefél3e ist die Steigerung des intrazelluldren
Calciumgehaltes[65-67] und somit die vermehrte Kontraktionsfdahigkeit. Bolz et al.
fanden in ihren Arbeiten Hinweise fiir eine Interaktion von OXLDL mit dem RhoA-
Rho-Kinase System, dessen Aktivierung zu einer Calciumsensibilisierung fiihrt.
Kandabashi et al. konnten den Zusammenhang zwischen der Aktivierung der Rho-

Kinase und der Entstehung von Vasospasmen in gro3en Arterien zeigen[67, 68].

1.6 Angiotensin II

Nach Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) z.B. infolge von
arterieller Hypotonie, wird Angiotensin II (Ang II) unter Wirkung von Renin und des
Angiotensin Coverting Enzyme (ACE) aus hepatisch gebildetem Angiotensinogen
durch Proteolyse gebildet. Neben der sofortigen Vasokonstriktion, bewirkt Ang II {iber
eine gesteigerte Ausschiittung von Aldosteron mit nachfolgender Natrium- und
Wasserretention eine Steigerung bzw. Aufrechterhaltung des Blutdruckes.

Wiéhrend man zunichst von einem zentralen RAAS, gestiitzt von Niere, Leber und
Lunge, ausging, konnte in den vergangenen Jahren ein lokales gewebestindiges RAAS
nachgewiesen werden. Neben dem ubiquitér vorkommenden ACE, wirken hier auch

gewebseigene Enzyme wie Tonin und tissue-Plasminogen-Aktivator (t-PA), die Ang 11
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direkt aus Angiotensinogen abspalten konnen. Im gewebsstindigen RAAS {ibernimmt
das Ang II auto- und parakrine Funktionen. Des weiteren stehen die Organe iiber die
Mikrozirkulisation mit dem Blutkreislauf in Verbindung, so dass angenommen werden
muss, dass ein gewisser Anteil des zirkulierenden Ang II aus dem lokalen RAAS

stammt[69].

1.6.1 Angiotensin II Rezeptoren

Wie viele weitere Mediatoren vermittelt Angiotensin II seine Wirkung an der Zielzelle
tiber membranstdndige Rezeptoren. In mehreren experimentellen Studien wurde schon
frithzeitig das Vorhandensein zwei verschiedener Rezeptoren postuliert, dieser Beweis
konnte jedoch erst durch die Klonierung der Angiotensin II Rezeptoren vom Typ 1
und 2 (AT, und AT,) erbracht werden[70-72]. Die Frage, welcher Rezeptortyp
exprimiert wird, ist bisher noch nicht vollstindig geklart und scheint vom Zelltyp
abhéngig zu sein. Wéhrend beim Fotus eine deutliche Dominanz der AT, — Rezeptoren
besteht, findet sich postpartum eine spezifische Verteilung[73]. AT;.Rezeptoren
iiberwiegen beispielsweise in Niere, Leber und Darm. In den Organen des Herz-
Kreislaufsystemes, sowie in den Nebennieren hingegen findet sich ein Gleichgewicht.
Eine Dominanz an AT;-Rezeptoren wird in den weiblichen Geschlechtsorganen

gefunden[70, 74, 75].

1.6.2 Angiotensin II Rezeptor Typ 1 (AT))

Beide Rezeptortypen bestehen aus einer transmembranen Helixstruktur, an welche ein
G-Protein gekoppelt ist. Im Falle des AT,-Rezeptors fiihrt die Bindung von Ang II {iber
die Aktivierung eines stimulierenden G-Proteins zur Aktivierung der Phopholipase C.
Durch deren Wirkung werden aus dem Phospholipid Phosphatidyl-Insositol-
Diphosphat die beiden second messenger Inositoltrisphosphat (IP3) und Diacylglyzerin
freigesetzt. IP; ruft durch Bindung an seinen Rezeptor am sarkoplasmatischen

Retikulum die Freisetzung von Calciumionen durch Aktivierung spezifischer Kanile

13



hervor[10]. Diacylglycerin hingegen bewirkt iiber die Aktivierung der Proteinkinase C
und Phospholipase A, die Produktion und Sekretion auto- und parakrin wirkender
Wachstumsfaktoren[74]. Ein GroBteil der Angiotensin II vermittelten Effekte erfolgt
durch Aktivierung des AT;-Rezoptors. Dies betrifft vor allem die Vasomotorik,
Aldosteronsekretion, Hypertrophie und Wachstum von Zellen sowie die Freisetzung

von O, und NO[73, 75].

1.6.3 Angiotensin II Rezeptor Typ 2 ( AT»)

Im Gegensatz zum AT;-Rezeptor agiert der AT,- Rezeptor iiber ein inhibitorisches G-
Protein. Hierbei wird zum einen die Aktivitiat von Kalium-Kénalen moduliert, zum
anderen werden verschiedene Phosphatasen mit teilweise gegensitzlicher Wirkung
aktiviert. Infolge einer Aktivierung der Protein-Phosphotyrosin-Phosphatase vermittelt
Ang II eine Wachstums-inhibition der Zelle. Ebenso erfolgt durch Aktivierung von
Serin- und Threoninphosphatasen eine Wachstumsinhibition und
Apoptoseinduktion[73, 74]. Es konnte jedoch auch gezeigt werden, dass die intimale
Regeneration nach Verletzung von Gefdflen iiber AT,-Rezeptoren vermittelt wird[75].
Wie der AT;-Rezeptor wird auch die Expression des AT,-Rezeptors durch verschiedene
Stoffe, wie zum Beispiel Glukokortikoide, Zytokine und Wachstumsfaktoren,

beeinflusst.

1.6.4 Angiotensin II vermittelte Wirkung

Aus den vielseitigen Rezeptorfunktionen der beiden AT-Rezeptortypen ergeben sich fiir
Angiotensin II im Wesentlichen zwei Hauptwirkungen — Induktion einer
Vasokonstriktion und Regulation des Zellwachstums.

Durch Bindung an den AT;-Rezeptor vermittelt Ang I zum einen iiber Aktivierung
eines stimulierenden G-Proteins die Erhohung der intrazelluldren
Calciumkonzentration, zum anderen durch Stimulation der Endothelin-1 Freisetzung

die Kontraktion glatter GefaBmuskelzellen. Wie in verschiedenen Arbeiten gezeigt
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werden konnte, wird dieser Effekt durch die Gabe von AT1-Rezeptorantagonisten

abgeschwacht[76, 77].

1.7 Ziel der Arbeit

Wihrend in vorangegangenen Untersuchungen mit dem Schwerpunkt der endothelialen
Funktion gezeigt werden konnte, dass atherosklerotische Prozesse die Vasomotorik
durch Inaktivierung von NO sowie die Freisetzung von O* beeinflussen, soll in dieser
Arbeit gezielt die Funktion und Beeinflussung des kontraktilen Apparates des
Gefallsystems analysiert werden.

Basierend auf den Ergebnissen von Galle und Busse 1989[57], die zeigten, dass
oxidiertes LDL die Vasokonstriktion verschiedener Agonisten (Noradrenalin, Serotonin,
Phenylephrin) potenziert sowie den Analysen von Potter und Heistad [7]1998, welche
die Co-Lokalisation von Ang Il und OxLDL in atherosklerotischen Lasionen zeigten,
sollen in dieser Arbeit die Auswirkungen dieser beiden Substanzen auf die Vasomotorik
untersucht werden.

Entsprechend wird zunédchst untersucht, ob OxLDL auch die Angiotensin II induzierte
Vasokonstriktion verstérkt.

Im Weiteren soll gekldrt werden, welche Mechanismen bei einer solchen Potenzierung
der Angiotensin II induzierten Vasokonstriktion involviert sind. Zum Einsatz sollen
bereits etablierte antihypertensive Medikamente wie der Calciumkanalantagonist
Felodipin, der Angiotensin-Converting-Enzym Inhibitor Quinapril, sowie der AT)-
Rezeptorantagonist Losartan kommen.

Ausgehend von den Beobachtungen Bolz’ et al.[67], die eine Beteiligung des Rho- Rho-
Kinase-Systemes bei der Interaktion von OxLDL mit der Agonisten induzierten
Vasokonstriktion beschrieben, wurde ebenfalls ein Inhibitor des Enzymes Rho-Kinase

verwendet, um deren Beteiligung an der glattmuskuldren Kontraktion zu untersuchen.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Die in dieser Arbeit enthaltenen Versuchsdaten wurden experimentell am Tiermodell
erhoben.

Hierfiir wurden die thorakalen Aorten von Chinchilla Bastarden (Alter: 2-3

Monate, Gewicht:2,0-2,5kg, keine Geschlechtsspezifitit) gewonnen. Die Kaninchen
wurden tiber die Charles River Deutschland GmbH bezogen und bis zur Organentnahme
artgerecht im Tierstall gehalten. Es wurde insbesondere darauf geachtet, dass die Tiere
frithestens 24 Stunden nach Transport zur Totung kamen. Diese wurde den Richtlinien

fiir Tierschutz entsprechend durchgefiihrt.

2.2  GefiBlpriaparation

Bereits im Vorfeld der Praparation wurde darauf geachtet, alle anstehenden
Arbeitsschritte so schonend und schnell wie mdglich nacheinander durchzufiihren, um
die Risiken einer etwaigen Endothelschidigung so gering wie moglich zu halten.

Die Totung des Tieres erfolgte mittels Bolzenschuss und Ausblutung durch Er6ffnung
beider Karotiden. AnschlieBend wurde der Thorax des Versuchstieres durch einen
Medianschnitt er6ffnet. Nach Darstellung der Aorta wurde diese, um eine intravasale
Koagulation zu verhindern, noch intrathorakal intraluminal mit Tyrode Puffer
durchgespiilt und anschlieBend vorsichtig exzediert. Der Transport und die Lagerung
des entnommenen Segmentes bis zur weiteren Verarbeitung erfolgte auf Eis gelagert in
Tyrode Losung.

Das entnommene Segment wurde unter einem Lichtmikroskop (Firma Zeiss, Dtl.) vom
periadventitiellen Fett- und Bindegewebe gereinigt und in Ringe von 3-4 mm Linge
geschnitten. Sowohl der distale als auch der proximale Anteil (ca. 3mm) wurde
abgetrennt und nicht fiir die Experimente eingesetzt. Die fiir einen Teil der Versuche

benotigte Deendothelialisierung der GefaBBabschnitte erfolgte kurz vor dem
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Experimentbeginn durch einen mechanischen Arbeitsschritt. Hierbei wurde die
Gefallinnenseite nach auflen gedreht und vorsichtig iiber ein Zellstoffpapier einige
Male hin und her bewegt und anschlieend mit Tyrode durchgespiilt, um verbliebene
geloste Endothelzellen restlos zu entfernen. Die erfolgreiche Entfernung des Endothels
und die Intaktheit der glatten GefaBmuskulatur wurden anhand der Reaktion auf
Acetylcholin (ACh) iiberpriift. Wie in Abbildung 1 dargestellt, vermittelt ACh iiber die
Aktivierung der NO-Synthase die Freisetzung von NO aus den Endothelzellen.
Wihrend Getfédlle mit intaktem Endothel auf ACh-Stimulation mit einer Dilatation
reagieren, fehlt dieses bei deendothelialisierten GefaBen. Durch die Aktivierung
myozytdrer ACh-Rezeptoren kann bei deendothelialisierten Gefd3e auf ACh-

Stimulation jedoch eine Kontraktionsantwort beobachtet werden.

2.3 Priparationspuffer

Die Zusammensetzung der zum Transport und wéhrend der Priparation eingesetzten

Tyrode Losung lautet wie folgt:

NaCl 132 mmol/l
KClI 4,0 mmol/l
CaCl,-2H,0O 1,6 mmol/l
MgCl-6H,0O 1,0 mmol/l
NaH,PO4-2H,0 11,9 mmol/l
NaHCos 36,0 mmol/l
Ca-Triplex® 0,05 mmol/l
Glukose 5 mmol/l
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2.4 Versuchsaufbau

Die Versuchsanlage bestand aus 3 Organbédern, welche je ein Volumen von 5 ml
fassten. Im Organbad selbst befanden sich zwei Stahlhaken, an welchen die Aortenringe
befestigt wurden. Einer der Stahlhaken war unbeweglich an der Wand des Organbades
befestigt, der andere beweglich und mit einem Force Transducer F30 Typ372
verbunden. Uber den Force Transducer wurde das Signal aufgenommen und mit Hilfe
eines Messverstdrkers und eines Dreikanalschreibers sichtbar gemacht. Das Organbad
war iiber ein Schlauchsystem und zwei Rollenpumpen mit den Perfusatvorratsbehéltern
verbunden. Durch kontinuierliche Umspiilung des Perfusates mit auf ca. 40°C
erwirmtem Wasser {liber ein zweites Schlauchsystem konnte eine stets konstante

Temperatur vom 37°C im Organbad gewéhrleistet werden.
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2.4.1 Querschnittskizze
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Abb. 4: Querschnittskizze der Versuchsapparatur I
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2.4.2 Detailskizze Organbad
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Abb.5: Querschnittsskizze der Versuchsapparatur 11
Detailskizze des Organbades
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2.5 Perfusat

Als Perfusat diente Hepes-Puffer, dessen pH-Wert vor Versuchsbeginn durch
einmaliges Begasen mit Carbogen-Gas auf 7,35 eingestellt wurde. Die inhaltliche

Zusammensetzung war wie folgt:

CaCl(2H,0) 1,87 mmol/l
KCI 2,6 mmol/l
MgCl,(6H,0) 0,5 mmol/l
NaCl 137 mmol/l
N-2-hydroxyethylpiperazine-N-2-ethane-sulfonic acid (Hepes) 9,1 mmol/l
Glucose 2,8 mmol/l
NaH,PO, 0,35 mmol/l

Uber Eppendorf Handpipetten konnten dem Perfusat die weiteren eingesetzten

Testsubstanzen und Stoffe direkt ins Organbad zugegeben werden.

2.6 Versuchsdurchfithrung

2.6.1 Allgemeine Bemerkungen

In jedem Einzelexperiment wurden drei Aortenringe parallel untersucht. Dabei diente
einer der drei Aortenringe als Kontrollgefdl3, wihrend an den beiden anderen Gefillen
der Effekt der zu untersuchenden Substanzen gezeigt wurde.

Zu Beginn eines Versuches wurden die Kraftaufnehmer mittels Eichgewicht geeicht.
Im Anschluss erfolgte die Perfundierung der Organbider mit Hepes-Puffer und die
Aortenringe wurden auf die beiden Stahlhaken gesetzt. Die Pumpforderleistung betrug
30 ml/min. Uber die Feinjustierung des Kraftmessers wurden die Ringe zunéchst mit
einer Kraft von 20 N (~2 g) vorgedehnt, da sich in bereits vorangegangen Versuchen
gezeigt hat, das bei dieser Vorspannung die isometrische Kraftentwicklung aufgrund
einer optimalen Uberlappung von Aktin- und Myosinfilamenten am groBten ist.

Nach einer Ruhephase von 20-30 min wurden die einzelnen Experimente gestartet.
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Am Ende eines jeden Einzelversuches wurde die komplette Apparatur mit 500 ml
Hepes-Puffer von allen verwendeten Substanzen gereinigt. Ebenso wurde die
Versuchsanlage nach jedem Versuchstag mit einem Liter 2 %iger Desinfektionslosung
sowie 2 Liter Aqua dest. durchgespiilt. Des Weiteren erfolgte in regelméBigen

Abstinden ein kompletter Wechsel der verwendeten Schlauchsysteme.

2.6.1.1 Versuche zum Wirkungsprofil von Angiotensin II und der Festlegung

einer Ang II-Schwellenkonzentration

In dieser Serie von Experimenten wurden die vorgedehnten Aortenringe mit
Angiotensin II in ansteigenden Konzentrationen von 1*10™'? — 3*10™® M, welches dem
Perfusat liber Eppendorf Handpipetten zugegeben wurde, kontrahiert. Nachdem bei
einer Ang II- Konzentration von 3*10™ M die maximal mégliche kontraktile Antwort
erreicht war, wurde der Zirkulationsmodus der Apparatur aufgehoben und die Ringe fiir
die Dauer von 10 min bei einer Pumpforderleistung von 150 ml/min mit Hepes-Puffer
superfundiert und so von dem eingesetzten Ang II reingewaschen (wash out). Sobald
sich der Ruhetonus wieder eingestellt hatte, wurde in gleiche Vorgehensweise eine
weitere Ang Il -Dosis-Wirkungskurve erstellt. Im Anschluss erfolgte eine maximale

Depolarisation der Gefdlle durch Zugabe von 100 mM KCI — Losung.

2.6.1.2 Versuche zur Wirkung von OxLDL auf die Ang II-DWK

Bei nahe zu gleichem Vorgehen, wurden die Gefélle bei diesen Versuchen nach dem
Wash out der ersten Ang II - DWK fiir 90 Minuten mit OXxLDL in einer Konzentration
von 100pg/ml inkubiert, bevor die zweite Ang II -DWK durchgefiihrt wurde.
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2.6.1.3 Versuche zum Einfluss von OxLDL auf den Basaltonus und die durch eine

Schwellenkonzentration vorkontrahierten Gefafle

Ausgehend von den Ergebnissen der Untersuchungen an den Ang I -DWK’s bestand
das Ziel des folgenden Arbeitsschrittes darin, eine Ang Il —-Konzentration zu finden, bei
der die Auswirkungen von OXxLDL auf die Ang II vermittelte Kontraktion am groBten
waren. Hierfiir wurden die Gefdfle zu Beginn fiir 30 Minuten mit 100 pg/ml OxLDL
inkubiert und nach einem anschlieBenden Auswaschvorgang mit Ang Il in
Konzentrationen von 1*10"" bis 1*10™ M kontrahiert. Sobald die Kontraktion ein
konstantes Niveau erreicht hatte, wurde erneut mit OxLDL in gleicher Konzentration

inkubiert.

2.6.1.4 Versuche zur Wirkung verschiedener Medikamente und Substanzen

Bevor eine Testsubstanz in ihrer Wirkung auf mogliche OXLDL induzierte
Verdnderungen der Vasokonstriktion untersucht wurde, erfolgte zunichst eine Analyse
threr Wirkung auf das Wirkungsprofil von Angiotensin II. Hierfiir wurde der
Versuchsablauf von 2.6.1.2 so modifiziert, dass im Anschluss an den Wash out und
nach Erreichen des Ruhetonus eine Inkubation mit der Testsubstanz fiir 30 Minuten
durchgefiihrt wurde, bevor die zweite Stimulation mit Angiotensin II in ansteigenden
Konzentrationen erfolgte.

Um den Einfluss der Testsubstanzen auf mogliche OxLDL induzierte Effekte zu
untersuchen, wurden dhnlich dem unter 2.6.1.3 beschriebenen Vorgehen die isolierten
Aortenringe zunéchst fiir 30 min mit OxLDL inkubiert. Im Anschluss an den Wash out
folgte bei zwei der drei Gefdlle die Inkubation mit einer der jeweils untersuchten
Substanzen ( Felodipin, Quinapril, Losartan und Y27632) fiir weitere 30 Minuten,
wihrend das Kontrollgefa3 weiterhin mit Hepes-Puffer superfundiert wurde. Erst
nachdem diese Inkubationszeit abgelaufen war, wurde die Ang Il vermittelte

Kontraktion sowie die nachfolgende Inkubation mit OXLDL durchgefiihrt. Zusétzlich
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wurde fiir die Substanzen Felodipin und Y27632 ein weiteres Vorgehen ausgearbeitet.
Hierbei wurde zunéchst bei allen Aortenringen das Protokoll von 2.6.1.3 durchgefiihrt
und im Anschluss an die OXLDL Inkubation zwei Ringe mit der jeweiligen Substanz

inkubiert.

2.6.1.5 Versuche an deendothelialisierten Gefaffen

Um zu zeigen, dass der von OxLDL vermittelte Effekt auf die Ang II induzierte
Kontraktion nicht Folge einer Endothelschiadigung war, wurden exemplarisch Versuche
mit deendothelialisierten Gefdlen durchgefiihrt. Hierfiir wurden die Gefal3e wie unter
2.2. beschrieben deendothelialisiert. Um die effektive Endothelentfernung zu zeigen,
wurden die GefiBe mit Phenylephrin 3*¥10° M vorkontrahiert und dann mit ACh 3*10°°
M , einer Konzentration, die in Vorversuchen sicher eine Dilatationsantwort
hervorgerufen hat, stimuliert. Das Ausbleiben der Dilatation sprach fiir eine
vollstindige Beseitigung des Endothels. Im Anschluss an eine alleinige Superfusion mit
Hepes-Puffer bis zum Erreichen des Ruhetonus wurde das Experiment analog zu 2.6.1.3

gestartet.

2.7 Versuchsauswertung

Die in einer ersten Versuchsreihe ermittelte konzentrationsabhéngige
Kontraktionsantwort wurde als prozentualer Anteil der maximal mdglichen
Depolarisation durch 100 mM KCl — Losung dargestellt. Hierbei ergab sich eine
sigmoidal verlaufende Dosiswirkungskurve. Fiir alle in den weiteren Versuchsserien
gewonnen Daten wurde die Darstellung mittels Sdulendiagramm bevorzugt, wodurch

ein Vergleich der einzelnen Aortenringe untereinander moglich wurde.
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2.8 Priparation und Modifikation von LDL

2.8.1 Gewinnung von nativem LDL

Als Grundlage zur LDL-Préparation diente gepooltes Blutplasma von verschiedenen
Spendern. Das frisch gewonnene Plasma wurde bereits bei Raumtemperatur mit einem
Antioxidationspuffer bestehend aus:

EDTA 200 mmol/l

NaCl 300 mmol/l

Aprotinin 10 IE/ml

Gentamycin 40 mg/ml

Chloramphenicol 200mg/ml

versetzt. Dabei sollte EDTA als Antioxidans die Autooxidation, Aprotinin als
Proteaseninhibitor eine Proteolyse sowie Gentamycin als Antibiotikum ein etwaiges
Bakterienwachstum verhindern. (Galle et.al 1992). Im Anschluss wurde das Plasma mit
Hilfe von Kaliumbromid auf eine Dichte von 1,063 g eingestellt und fiir 8h bei 4°C
und 20.000 U/min zentrifugiert. Nach dem ersten Zentrifugationsschritt fanden sich
die LDL-Fraktionen aufgrund ihrer geringeren Dichte (ca.1,055 g/ml) als oberste Bande
des dreischichtigen Plasmas tliber der Pufferschicht und konnten abgetrennt werden. Da
die LDL-Fraktion neben LDL auch noch VLDL und Triglyzeride enthielt, wurde ein
weiterer Zentrifugationsschritt durchgefiihrt, um LDL vollstindig zu isolieren. Bei einer
erneut mit KBr voreingestellten Dichte von 1,04 g/ml und 20.000 U/min betrug die
Zentrifugationszeit diesmal 3 h bei einer Temperatur von 4 °C. In der nun entstandenen
zweischichtigen Probe befand sich das LDL in der zweiten Bande und konnte nach

Abtrennung des VLDL und der Chylomikronen gewonnen werden.

2.8.2 Konzentrierung des nativen LDL

Bevor das nach diesem Schema isolierte LDL einer weiteren Modifikation unterzogen
wurde, erfolgte eine Aufkonzentrierung. Hierfiir wurde das LDL auf Millipore-Filter
mit einer PorengroB3e von 10.000 Dalton aufgetragen und zur Beschleunigung des

Filtervorgangs bei 4°C mit 1.5000 U/min fiir eine Stunde zentrifugiert. Das am Ende
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des Konzentrierungsvorgangs erhaltene native LDL (n-LDL) stellte die

Ausgangssubstanz fiir die weitere Verarbeitung dar.

2.9 Modifikation von n-LDL zu OxLDL

2.9.1 Eliminierung von EDTA

Uber einen Dialyseprozess wurde dem n-LDL zunichst das noch enthaltene antioxidativ
wirkende EDTA entzogen. Hierfiir wurde das n-LDL in Dialyseschlduche mit einer
Porengrdfie von 50.000 Dalton pipettiert und fiir 24h gegen sterilen KPP — Puffer
dialysiert.

Der Dialysevorgang fand bei einer Temperatur von 4°C mit einer Puffer-Proben-

Relation von 1:500 statt.

2.9.2 Oxidation des n-LDL

Nach Elimination des EDTA wurde das noch im Dialyseschlauch befindliche n-LDL
in einem weiteren Dialyseschritt bei Raumtemperatur gegen einen mit 10 umol/l

CuSOq versetzten KPP — Puffer dialysiert.

2.9.3 Beendigung des Oxidationsvorganges

Nach 30 Stunden wurde der Oxidationsvorgang beendet. Hierfiir wurde der
Dialyseschlauch in einen KPP — Puffer eingebracht, der EDTA als Antioxidans in einer
Konzentration von 200 umol enthielt. Nach weiteren 48 Stunden Dialyse bei einer
Temperatur von 4 °C konnte dem Dialyseschlauch nun oxidiertes LDL (OxLDL)

entnommen werden.
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2.9.4 Kontrolle des Oxidationsgrades und des Proteingehaltes

Bevor die priparierten Lipoproteine in Versuchen eingesetzt wurden, erfolgte die
Bestimmung des Oxidationsgrades sowie des Proteingehaltes.

Der Grad der Oxidation wurde mit Hilfe einer Agarosegelelektrophorese festgestellt.
Hierbei wurde die Zunahme der relativen Mobilitdt auf dem Agarosegel, welche durch
die stiarkere negative Ladung des OxLDL bewirkt wird, ausgenutzt. Die Mobilitdt der
nativen LDL diente als Standardwert des Messsystems.

Zur Bestimmung des Proteingehaltes wurde die Methode nach Lowry eingesetzt.

Das aufbereitete OXxLDL wurde bei Dunkelheit und 4 °C fiir maximal 3 Wochen
aufbewahrt.

2.10 Auswertung und Statistik

Die deskriptive Darstellung der erhobenen Daten erfolgte als arithmetischer Mittelwert
+ SEM (Standardfehler). In den Versuchsdiagrammen ist der Standardfehler jeweils als
vertikaler Balken eingezeichnet. Durch die Anwendung des Student-t-Test fiir gepaarte
Stichproben konnte die statistische Signifikanz der Unterschiede zwischen Kontroll-
und Versuchsgefillen festgestellt werden. Ebenso kam das ANOVA-Verfahren fiir
wiederholte Messungen zum Einsatz.

Das Erreichen statistischer Signifikanz (p>0,05) ist durch einen Stern iiber den

entsprechenden Sdulen in den Abbildungen gekennzeichnet.

2.11 Chemikalien und Pharmaka

Ang I1, ACh, L-Phenylephrin, EDTA, Hepes Fa. Sigma Miinchen Deutschland.
(D+) Glucose (wasserfrei), Calcium-Triplex®-Dihydrat, Natriumchlorid,
Kaliumchlorid, Calciumchlorid-Dihydrat, Magnesiumchlorid-Hexahydrat,
Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat, Magnesiumsulfat-Heptahydrat,
Brenztraubensdure-Natriumsalz, Dikaliumhydrogenphosphat-Trihydrat, Kupfersulfat
und Gentamicin (Refobacin®) Fa. Merck, Darmstadt Deutschland.
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Natriumhydrogencarbonat, Kaliumdihydrogenphosphat Fa. Riedel-de Hien, Seelze
Deutschland.

Chloramphenicol (Paramyxin®) Fa .Boehringer, Mannheim, Deutschland.
Aprotinin (Trasylol®) Fa. Bayer, Leverkusen, Deutschland.

Y27632 Yoshitomi Pharmaceutical Industries, Ltd, Osaka, Japan

Felodipin Fa. Astra Chemicals, Wedel, Deutschland..

Losartan Fa. Merck, Sharp & Dome, Miinchen, Deutschland..

Quinapril Fa. Godecke AG, Freiburg, Deutschland..

Ethanol Fa. J.T. Baker BV, Deventer, Holland

Carbogen-Gas Fa. Tyczka-Industriegase, Mannheim, Deutschland.

2.12 Geriteverzeichnis

Lichtmikroskop Fa. Zeiss, Deutschland.

Thermostat Typ F1/D, Fa. Haake, Deutschland.

Rollenpumpe Typ IPC und Schlduche, Fa. Ismatec, Deutschland.

GlasgefiBBe Fa. Kummer, Freiburg, Deutschland.

Force Transducer F30 Typ 372, Fa. HSE Hugo Sachs Elektronik, Deutschland
Dreikanalschreiber Typ R-63, Fa. Rikadenki

Organbad, Fa. HSE Hugo Sachs Elektronik, Deutschland

pH-Meter CG 825, Fa. Schott, Mainz, Deutschland.

Ultrazentrifuge Beckman 50 Fullerton, CA

Zentrifugenrhrchen Beckman Quick Seal™ 36ml

Dialyseschlduche Spectra/por® 6 membran, Spectrum Laboratori Products, Houston,
USA

Millipore-Filter Centrifugal Ultrafree®-20,Millipore Co., Bedford-USA
Spektralphotometer Lambda 12, Firma Perkin-Elmer GmbH

Agarosegel Lipidophor, Immuno, Wien, Osterreich

Eppendorf-Caps 2ml, Fa Eppendorf, Deutschland.

Einwegspritzen 20ml, Fa. Braun, Deutschland.

19G Einwegkaniilen, Fa. Braun, Deutschland.
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Zentrifugationsréhrchen 15ml, Fa. Greiner
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3 Ergebnisse

3.1 Wirkungsprofil des Angiotensin II

Um einen Uberblick iiber die kontraktile Antwort der Gefife auf wiederholte Ang II -
Stimulation zu erhalten, wurden zunéchst Dosis-Wirkungskurven fiir Ang II erstellt.

Hierbei wurden die vorgedehnten Gefia3e mit Ang II in ansteigenden Konzentrationen

von 1*¥107"2-3*10°® M stimuliert.
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Abb.6: Dosis-Wirkungs-Beziehung zwischen dem Vasokonstriktor Angiotensin 11
(1*¥10e'? — 3*10e™ M) und der vor und nach 30 miniitiger Inkubation mit Tyrode-
Puffer resultierenden Vasokonstriktion vorgedehnter Kaninchenaortenringe.

n=13, * p< 0,05 Ang Il DWK I vs. Ang Il DWK II
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Neben einer signifikanten Zunahme der Kontraktilitdt wiahrend der 2. Stimulation durch
Ang I1, konnte aus dem sigmoidalen Kurvenverlauf eine Schwellenkonzentration fiir
Ang II, die nur eine minimale kontraktile Antwort hervorrief, ermittelt werden. Diese

lag bei 3nM/I1.

3.2 Einfluss von OxLDL auf die Ang II -DWK

In vorangegangenen Arbeiten dieser Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, das OxLDL
die durch Vasokonstriktoren, wie z.B. Phenylephrin induzierten Kontraktionen
signifikant verstirkte[57]. Um die Wirkung von oxidiertem LDL auf die Ang II
induzierte Vasokonstriktion zu untersuchen, wurden die Aortenringe im Anschluss an
die 1. Ang I -DWK fiir 90 Minuten mit OxLDL (100ug/ml) inkubiert und dann erneut

mit Ang II in ansteigenden Konzentrationen stimuliert.
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Abb.7: Dosis-Wirkungs-Beziehung zwischen dem Vasokonstriktor Angiotensin II
(1*¥10e'? = 3*10 ¢®* M) und der nach Inkubation mit oxidiertem LDL (100png/ml)
resultierenden Kontraktion vorgedehnter Aortenringe im Vergleich zu Kontrollgefd3en.

n=6; *p>0,05 Ang II-DWK I vs. Ang II- DWK II und Ang II-DWK + OxLDL

Bei diesem Vorgehen konnte kein verstiarkender Einfluss des OXLDL auf die Ang 11—
DWEK festgestellt werden.

3.3 Einfluss von OxLDL auf den Basaltonus sowie auf gering vorkontrahierte

Gefille

Durch eine Vorinkubation der isolierten Aortenringe mit OxLDL sollte untersucht
werden, wie sich OXxLDL auf den Basaltonus nicht kontrahierter Gefalle auswirkt. Die
Nachinkubation der gering vorkontrahierten Gefdf3e mit OxLDL sollte kléren, ob

OxLDL einen Veranderung der bereist bestehenden Kontraktion bewirkt.

OxLDL 100ug/mL OxLDL 100ug/mL

Ang 11 0,3 nM

1

19

- 15 min
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Abb.8: Effekt von OxLDL (100pg/ml) auf den Basaltonus und die Ang II induzierte
Vasokonstriktion.

Originalregistrierung

Die alleinige Inkubation der Gefdfle mit OXLDL hatte keinen Einfluss auf den
Basaltonus.

Bei minimal vorkontrahierten Aortenringen konnte jedoch eine Verstarkung der

Kontraktion durch OxLDL festgestellt werden.
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Abb.9: Effekt von OxLDL (100pg/ml) auf den Basaltonus und die Ang IT (1*¥10e™°—
3*10e'” M) induzierte Vasokonstriktion.

n=14, * p< 0,05 Ang II vs. Ang II und OxLDL (100pg/ml)
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Der in diesem Diagramm dargestellte kontraktionsverstarkende Effekt des OxLDL
wurde bei verschiedenen Ang II-Konzentrationen (1*¥10"'-1*10® M) untersucht (Daten
nicht aufgefiihrt). Hierbei ergab sich die groBBte mogliche Potenzierung bei Ang I1-
Konzentrationen von 1*10™"° bzw. 3*10"'° M, die auch bei allen folgenden Versuchen

beibehalten wurde.

3.4 Einfluss von OxLDL auf den Basaltonus sowie auf gering vorkontrahierte

deendothelialisierte Gefilie

Um zu kldren, ob OXxLDL in Abhingigkeit von der Endothelfunktion unterschiedliche
Effekte auf den Basaltonus von nicht kontrahierten Aortenringen hat, erfolgte eine
Inkubation von deendothelialisierten GefdBBen. Im Anschluss sollte durch eine
Schwellenkontraktion dieser deendothelialisierten Aortenringe untersucht werden, ob

OxLDL bei nicht vorhandener Endothelfunktion andere Effekte vermittelt.
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Abb.10: Effekt von OXLDL (100pg/ml) auf den Basaltonus und die Ang II (1*10e™°—
3*10e'’ M) induzierte Vasokonstriktion deendothelialisierter Aortenringe.

n=14, * p< 0,05 Ang II vs. Ang II und OxLDL (100pg/ml)

Auch an deendothelialisierten Aortenringen fiihrte eine Inkubation mit OxLDL zu
keiner Beeinflussung des Basaltonus. Die durch eine Schwellenkonzentration von Ang
IT hervorgerufene Vasokonstriktion wurde wie auch bei Aortenringen mit intaktem

Endothel durch OxLDL potenziert.

3.5 Einfluss von Quinapril auf die Ang II induzierte Kontraktion

Bei der Synthese von Ang II im Organismus spielt das Angiotensin-Converting-Enzym
eine wesentliche Rolle. In den folgenden Experimenten wurde analysiert inwieweit eine
Beeinflussung der Ang II induzierten Vasokonstriktion durch den ACE-Inhibitor

Quinapril moglich ist.
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Abb.10: Dosis-Wirkungs-Beziehung zwischen dem Vasokonstriktor Ang Il und der
nach Inkubation mit dem Angiotensin-Converting-Enzym-Inhibitor Quinapril ( 1*10e*
M) resultierenden Vasokonstriktion vorgedehnter Aortenringe im Vergleich zu
Kontrollgefédf3en.

n=3

Eine Priainkubation der Aortenringe mit Quinapril hatte keinen Einfluss auf die Ang Il

induzierte Vasokonstriktion.
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3.6 Einfluss von Quinapril auf die durch OxLDL hervorgerufene Potenzierung

der Ang Il induzierten Vasokonstriktion

Ahnlich den vorangegangenen Experimenten wurde in den anschlieBenden Versuchen
untersucht, ob durch die Inkubation der Aortenringe mit Quinapril ein Effekt auf die

OxLDL induzierte Steigerung der Ang II vermittelten Kontraktion zu erzielen ist.
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Abb.11: Einfluss des Angiotensin-Converting-Enzym-Inhibitors Quinapril (1*10°® M)
auf die durch OxLDL vermittelte Potenzierung der Ang II induzierten Kontraktion.

n=6

Wie aus den Experimenten zur Dosis-Wirkungs-Beziehung zwischen Ang II und

Quinapril bereits zu erwarten war, konnte auch in diesem Versuchsablauf keine
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hemmende oder vermindernde Wirkung auf die Ang II induzierte Vasokontraktion

sowie deren Potenzierung festgestellt werden.

3.7 Effekt des Calcium-Kanal-Antagonisten Felodipin auf die Angiotensin II

induzierte Vasokonstriktion

Da Calcium fiir die muskulédre Kontraktion von entscheidender Bedeutung ist, wurde
untersucht, in wieweit die Angiotensin II induzierte Vasokonstriktion durch die
Vorinkubation mit einem Ca2+-Kanal-Antag0nisten vom Hydropyridintyp veréndert

werden kann.
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Abb.12: Dosis-Wirkungs-Beziehung zwischen dem Vasokonstriktor Ang Il und der

nach Inkubation mit dem Calcium-Kanal-Antagonisten Felodipin (1*¥10°7M)
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resultierenden Vasokonstriktion vorgedehnter Aortenringe im Vergleich zu
Kontrollgefafen.
n=4

Eine Vorinkubation der isolierten Aortenringe mit dem Calcium-Kanal-Antagonisten
Felodipin hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Angiotensin II induzierte

Vasokonstriktion.

3.8 Einfluss des Calcium-Kanal-Antagonisten Felodipin auf die durch OxLDL

induzierte Potenzierung der Angiotensin II induzierten Vasokonstriktion

Ahnlich den vorangegangenen Experimenten wurde in den anschlieBenden Versuchen
untersucht, ob durch die Inkubation der Aortenringe mit Felodipin ein Effekt auf die

OxLDL induzierte Steigerung der Ang II vermittelten Kontraktion zu erzielen ist.
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Abb.13: Einfluss des Calcium-Kanal-Antagonisten Felodipin (1*10e” M) auf die durch
OxLDL (100pg/ml) vermittelte Potenzierung der Ang II induzierten Kontraktion.

n= 5, * p<0,05 Ang II vs. Ang Il und OxLDL sowie Ang Il und OxLDL vs. Ang IT und
Felodipin und OxLDL

Eine Vorinkubation der isolierten Aortenringe mit dem Calcium-Kanal-Antagonisten
Felodipin verhinderte die Potenzierung der Angiotensin II induzierten Vasokonstriktion

durch OxLDL teilweise.
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3.9 Einfluss des AT1-Rezeptorantagonisten Losartan auf das Kontraktions-
verhalten isolierter Aortenringe bei Stimulation mit ansteigenden

Konzentrationen von Ang II

Bei der Auslosung einer Kontraktion durch Ang II spielt der AT;-Rezeptor eine
wesentliche Rolle. In den folgend dargestellten Experimenten wurde untersucht, wie
sich eine Priainkubation mit dem AT;-Rezeptorantagonisten Losartan auf das

Kontraktionsverhalten der Aortenringe auswirken.
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Abb.14: Dosiswirkungsbeziehung zwischen dem Vasokonstriktor Ang II und der nach
30 miniitiger Inkubation mit dem AT;-Rezeptorantagonisten Losartan (0,1uM)
resultierenden Vasokonstriktion vorgedehnter Aortenringe.

n=3, *p<0,05 Ang Il DWK I vs. Ang Il DWK II vs. Ang I DWK II + Losartan
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Eine Priainkubation mit Losartan (0,1uM) verhinderte eine Kontraktion im
Konzentrations-bereich von 1*107"2-1%10" M und schwichte sie fiir hohe Ang II

Konzentrationen (3*107°-3*10"* M) stark ab.

Durch eine Prainkubation mit Losartan in einer Konzentration von 1uM konnte die
kontraktile Antwort der Gefédl3e fiir alle eingesetzten Ang Il Konzentrationen

unterbunden werden.
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Abb.15: Dosis-Wirkungs-Beziehung zwischen dem Vasokonstriktor Ang IT (1*10¢™? -
3*10e™® M) und der vor und nach 30miniitiger Inkubation mit dem AT)-
Rezeptorantagonisten Losartan 1uM resultierenden Vasokonstriktion vorgedehnter
Aortenringe.

n=3, *p<0,05 Ang I DWKI vs. Ang [ DWK II vs. Ang II DWK II +Losartan (1uM)
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3.10 Effekt des AT1-Rezeptorantagonisten Losartan auf die Potenzierung der
Ang II induzierten Vasokonstriktion durch OxLDL

Durch Inkubation mit Losartan konnte die kontraktile Antwort der Gefalle auf
Stimulation mit Ang II verhindert werden. Um die Auswirkungen von Losartan auf die
durch OxLDL induzierte Potenzierung der Ang II vermittelten Vasokonstriktion
festzustellen, wurden die Aortenringe im Anschluss an die OxLDL-Perfusion fiir 30

Minuten mit Losartan 1uM inkubiert, bevor die Stimulation mit Ang II und OxLDL

erfolgte.
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Abb.16: Effekt des AT;-Rezeptorantagonisten Losartan (1uM) auf die Potenzierung
der Ang II induzierten Vasokonstriktion durch OxLDL (100pug/ml).

n=5, * p< 0,05 Ang II versus Ang II + Losartan sowie Ang II + OxLDL versus Ang Il
+ OxLDL + Losartan.
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Durch die Vorinkubation der Gefdle mit Losartan konnte sowohl die Ang II vermittelte

Vasokonstriktion als auch deren Potenzierung durch OxLDL verhindert werden.

3.11 Einfluss des Rho-Kinase-Inhibitors Y27632 auf das durch Ang II Stimulation
in ansteigenden Konzentrationen induzierte Kontraktionsverhalten

isolierter Kanichenaortenringen

Neben der Freisetzung von Calciumionen aus dem Endoplasmatischen Retikulum, fiihrt
die Bindung von Angiotensin II an den AT;-Rezeptor auch zu einer Aktivierung der
Rho-Kinase.

Um den Effekt eines Rho-Kinase-Inhibitors auf das Wirkungsspektrum der
Angiotensin II vermittelten Vasokonstriktion zu beurteilen, erfolgte im Anschluss an

eine erste Angiotensin II —Dosis-Wirkungskurve eine Inkubation mit dem Rho-Kinase-

Inhibtor Y27632.
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Abb.17: Dosiswirkungsbeziehung zwischen dem Vasokonstriktor Ang II und der nach
30 miniitiger Inkubation mit dem Rho-Kinase-Inhibitor Y23762 (0,1 uM) resultierenden
Vasokonstriktion vorgedehnter Aortenringe.

n=3, * p<0,05 Ang Il DWK I versus Ang Il DWK I11*10e" — 3*10¢™M) und Y27362
(0,1uM)

Eine Vorinkubation der isolierten Aortenringe mit dem Rho-Kinase-Inhibitor Y27632
(0,1uM) verhinderte die Angiotensin II induzierte Kontraktion im Bereich der
Schwellendosis und fiihrte zu einer signifikanten Abschwéchung der konstriktorischen

Antwort im hoheren Dosisbereich.
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3.12 Einfluss von Y27632 auf Potenzierung der Ang II induzierten
Vasokonstriktion durch OxLDL

Die OxLDL induzierte Potenzierung der Angiotensin II induzierten Vasokonstriktion
konnte durch die Blockade von Calciumkanélen nur teilweise unterbunden werden. Um
zu untersuchen, ob OxLDL iiber eine Aktivierung der Rho-Kinase zu einer Steigerung
der Kontraktilitét fiihrt, wurden die isolierten Aortenringe mit Angiotensin Il und dem

Rho-Kinase-Inhibitor Y27632 koinkubiert, bevor eine Stimulation mit OxLDL erfolgte.
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Abb.18: Effekt des Rho-Kinase-Inhibitors Y27632 (1uM) auf die Potenzierung der Ang
II induzierten Vasokonstriktion durch OxLDL

n=5, * p<0,05 Ang Il vs. Ang I + Y27632, sowie Ang Il + OXLDL vs. Ang I +
Y27632 + OxLDL
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Durch die Inkubation isolierter Kaninchenaortenringe mit dem Rho-Kinase-Inhibitor

Y27632 konnte die Potenzierung der Ang Il induzierten Vasokonstriktion durch

OxLDL verhindert werden.

In einem weiteren Versuchsablauf wurde untersucht, wie stark sich die Anwesenheit des

Rho-Kinase-Inhibitor Y27632 auf die Vasomotorik isolierter Aortenringe auswirkt.

Da von Angiotensin II bereits bekannt ist, dass es eine Aktivierung der Rho-Kinase

hervorruft, sollte nun untersucht werden wie spezifisch die Blockade der Potenzierung

der Angiotensin II induzierten Vasokonstriktion durch den Rho-Kinase-Inhibitor war.

Hierflir wurden die mit Angiotensin II kontrahierten Aortenringe mit OxLDL inkubiert,

so dass eine Potenzierung hervorgerufen wurde. Im Anschluss erfolgte die Inkubation

mit Y27632.
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Abb.19: Effekt des Rho-Kinase-Inhibitors Y27632 (1uM) auf die Potenzierung der Ang

II induzierten Vasokonstriktion durch OxLDL.

Originalregistierung
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Abb. 20: Effekt des Rho-Kinase-Inhibitors Y27632 (1uM) auf die Potenzierung der
Ang II induzierten Vasokonstriktion durch OxLDL

n=6, * p<0,05 Ang II vs. Ang Il + OxLDL sowie Ang II +OxLDL vs.

Ang II + OxLDL + Y27632

Der Rho-Kinase Inhibitor Y27632 hob die Potenzierung der Angiotensin II induzierten
Vasokonstriktion auf und fiihrte im Weiteren zu einer geringen Reduktion der Ang II

induzierten Vasokonstriktion im Vergleich zu den Vorwerten.
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4 Diskussion

Sowohl OxLDL, als auch Angiotensin II konnten in den vergangen Jahren als wichtige
Faktoren in der Pathogenese der Entstehung artherosklerotischer Lasionen identifiziert
werden. Vor dem Hintergrund, dass OxLDL die vasokonstriktorischen Eigenschaften
verschiedener Substanzen potenziert, sollte in der vorliegenden Arbeit untersucht
werden, wie sich OXLDL auf die Angiotensin II induzierte Vasokonstriktion auswirkt

und tiber welchen Mechanismus diese Reaktion vermittelt wird.

4.1 Wirkungsprofil des Angiotensin II und dessen Beeinflussung durch

verschiedene Testsubstanzen.

Die repetitive Stimulation der isolierten Kaninchenaortenringe mit Ang II in
ansteigenden Konzentrationen flihrte zu einer signifikanten Zunahme der Kontraktilitat
in der 2. Stimulation im hohen Konzentrationsbereich.

Fiir die Agonisten induzierte Vasokonstriktion sind verschiedene
Regulationsmechanismen bekannt. Neben der Aktivierung der Ca**-Calmodulin-
Kaskade ist fiir viele Agonisten das Phiinomen der Ca®"-Sensibilisierung beschrieben
worden. Hierbei kommt es auch bei konstanten oder abfallenden intrazelluldren Ca®"-
Spiegeln zu eine Interaktion des kontraktilen Apparates und damit zur
Kraftentwicklung. Da die Experimente der vorliegenden Arbeit unter konstanten
Calciumkonzentrationen durchgefiihrt wurden, ist die hier gezeigte Zunahme der
Kontraktilitdt durch wiederholte Angiotensin II Stimulationen als eine Calcium-
Sensibilisierung zu interpretieren.

Hierfiir spricht auch die nur teilweise Beeinflussung der Angiotensin II induzierten
Vasokonstriktion durch einen Calciumkanalantagonisten.

Kimura et al.[18] haben das Phdnomen der Calcium-Sensibilisierung mit einer
Aktivitdts-regulierung der Myosinleichtketten-Phosphatase durch das Wirken der Rho-
Kinase erklédrt. Durch ihre Beobachtungen, dass der Rho-Kinase Inhibitor Y27632 die

Angiotensin II induzierte Vasokonstriktion mesenterialer Rattenarterien inhibiert,

49



zeigten Matrougui et al.[78] 2001 erstmalig eine Beteiligung der Rho-Kinase an der
Angiotensin II induzierten Vasokonstriktion. Im Einklang mit diesen Berichten steht
auch die in dieser Arbeit gezeigte Abnahme der Kontraktilitdt in der 2.Stimulation nach
Inkubation mit dem Rho-Kinase-Inhibitor Y27632.

Die Abnahme bzw. vollstindige Hemmung der Vasokonstriktion auf Stimulation mit
Angiotensin I nach Inkubation mit einem AT,;-Rezeptorantagonisten war zu erwarten.
Der in dieser Arbeit eingesetzte AT;-Rezeptorblocker Losartan leitet sich von der
Grundstruktur der Imidazole ab und bindet kompetitiv und selektiv an den AT-
Rezeptor. In hohen Konzentrationen kann Angiotensin II diesen aus der Bindung
verdrdangen. Dies zeigte sich bei einer Konzentration von Losartan von 0,1uM in einem
Angiotensin II Dosisbereich von 3*10°-3*10" M, wihrend bei einer Konzentration von
Losartan von 1uM jegliche Angiotensin II induzierte Vasokonstriktion gechemmt wurde.
Auch der ausbleibende Effekt des ACE-Inhibitors Quinapril auf die Angiotensin 11
induzierte Vasokonstriktion war zu erwarten. Da bei allen Versuchen das Angiotensin II
von aullen zugegeben wurde, konnte sich eine Inhibition des Enzymes nicht auf die

Angiotensin II induzierte Vasokonstriktion auswirken.

4.2 Der Einfluss von OxLDL auf die Angiotensin II induzierte Vasokonstriktion

OxLDL potenziert die durch eine Schwellenkonzentration von Angiotensin II
induzierte Vasokonstriktion um das 2,9-fache. Dabei wurde die Angiotensin II Dosis,
die eine Schwellenkontraktion hervorrief, empirisch ermittelt. Hohere Dosen fiihrten zu
keiner weiteren Zunahme der Kontraktionssteigerung. Im niedrigeren Dosisbereich war
der Potenzierungseffekt zu gering ausgeprigt. Die maximal induzierbare Kontraktion
durch Angiotensin II blieb durch eine Inkubation mit OXLDL unbeeinflusst.

Die Reaktion des Gefdfltonus auf kontraktorische und dilatierende Einfliisse beruht auf
einem engen Zusammenspiel zwischen den dilatierenden Mechanismen der
Endothelzelle und der kontraktorischen Stimulation der glatten GefaBmuskulatur.
Bereits in den Arbeiten von Flavahan et al [79], Jessup et al.[80] und Warnholtz et
al.[81] wurde eine Abschwéchung der endothelialen Funktion durch OxLDL und

Angiotensin II beschrieben.
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Sowohl OxLDL als auch Angiotensin II fiihren zu einer vermehrten Bildung von freiem
O, aus Endothelzellen[82].

In Folge der chemischen Reaktion mit NO zu Peroxynitrit, fithrt die vermehrte Oy’
Sekretion zu einer endothelialen Dysfunktion mit verminderter Dilatationsfahigkeit.
Galle et al. zeigten 1993, dass eine abgeschwichte endotheliale Funktion die kontraktile
Antwort auf Agonisten erhoht[83] In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch durch
eine Vergleichsanalyse an deendothelialisierten Gefd3en gezeigt werden, dass diese
Potenzierung der kontraktilen Antwort auf Angiotensin II durch Inkubation mit OxLDL
unabhéngig von der endothelialen Funktion ist. Die hier dargestellte Steigerung der
Kontraktilitdt durch OxLDL muss also durch eine direkte Interaktion mit den glatten
Muskelzellen hervorgerufen werden.

Dies steht in Einklang mit den Beobachtungen von Galle et al. 1990, die einen
potenzierenden Effekt des OxLDL auf die Vasokonstriktion verschiedener Agonisten
zeigten[84]. Auch in dieser Arbeit war eine Beeintrachtigung der endothelialen
Funktion durch Versuche an deendothelialisierten Gefdf3en ausgeschlossen worden.
Ausgehend von diesen Ergebnissen, ist die in dieser Arbeit beschriebene Potenzierung
der Angiotensin II induzierten Vasokonstriktion durch OxLDL nicht als einzig

spezifisch fiir Angiotensin II anzusehen.
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4.3 Einfluss bekannter Antihypertensiva auf die Angiotensin II induzierte

Vasokonstriktion und deren Potenzierung durch OxLDL

4.3.1 Der Calciumkanalantagonist Felodipin schwicht die Ang II induzierte

Vasokonstriktion und deren Potenzierung durch OxLDL ab

Bei der Induktion der glattmuskuldren Konstriktion spielen die Calciumionen eine
entscheidende Rolle. Die Agonisten induzierte Rezeptorstimulation fiihrt zu einer
Zunahme der intrazelluldren Calciumionenkonzentration, durch Komplexbildung mit
Calmodulin und im weiteren Verlauf mit der Myosinleichtketten-Kinase wodurch die
Phosphorylierung der Myosinleichtketten ermdglicht wird. Erst im phosphoylierten
Zustand kann eine Interaktion zwischen Myosin- und Aktinfilamenten und damit eine
Kontraktion erfolgen[10].

Sachindis et al. konnten nachweisen, dass OXLDL zu einem Anstieg der intrazelluldren
Calciumionen-Konzentration fiihrt[66]. Bolz et al. wiesen zusitzlich eine deutliche
Zunahme der Kontraktilitdt in der Mikrozirkulation nach[67].

Mit Calciumkanalantagonisten, deren Wirksamkeit bei arterieller Hypertension und
coronarer Herzkrankheit bereits in verschiedenen klinischen Studien gezeigt werden
konnte, besteht eine Moglichkeit, direkt in die Signalkaskade der Vasokonstriktion —
induziert durch Rezeptoragonisten, wie auch durch OxLDL -einzugreifen[85] [86].
Durch die Blockade verschiedener spannungs- und auch rezeptorabhéngiger
Calciumkanile wird der intrazelluldre Calciumionengehalt niedrig gehalten, so dass eine
Ca*"abhingige Aktivierung der Myosinleichtkettenkinase unterbleibt.

Der Einsatz des Calciumkanalblockers Felodipin in dieser Arbeit fiihrte zu einer
Verminderung der Gesamtwirksamkeit von Angiotensin II, sowie zu einer
Abschwichung der OXLDL induzierten Potenzierung der Angiotensin II induzierten
Vasokonstriktion um etwa 40%.

Dieser Effekt wurde ebenfalls von Galle et al. 1990, sowie Bolz et al.2000 fiir
verschiedene Agonisten der Vasokonstriktion und OxLDL an grof3en

Widerstandsgefden und in der Mikrozirkularisation gezeigt[67, 84].
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Da sich die Potenzierung einer Agonisten induzierten Vasokonstriktion durch OxLDL
durch einen Calciumkanalantagonist nur partiell beeinflussen liel, muss vermutet
werden, dass sich die Inkubation mit OXLDL nicht einzig iiber den bekannten Anstieg
der Ca*"-Ionenkonzentration auswirkt. Vielmehr spiegelt diese Beobachtung die so

2+ g eqe . .
genannte Ca” -Sensibilisierung wieder.

4.3.2 Der ACE-Hemmer Quinapril hat keinen Einfluss auf die Ang II induzierte

Vasokonstriktion und deren Potenzierung durch OxLDL

Die Hemmung des Angiotensin-Converting-Enzymes durch Prilatabkdmmlinge ist eine
effektive und haufig angewandte Moglichkeit zur medikamentdsen Behandlung einer
arteriellen Hypertonie. ACE-Inhibitoren binden kompetitiv an das aktive Zentrum des
Angiotensin Converting Enzymes und verhindern dadurch die Synthese von
Angiotensin II aus Angiotensin I. Im Weiteren wird die Inaktivierung des vasodilatativ
wirkenden Bradykinins durch das ACE behindert.

Das Wirken der Prilate auf das Angiotensin-Converting-Enzym ist unselektiv, d.h.
sowohl das zentrale RAAS als auch das gewebsstindige RAAS wird gehemmt.
Dadurch gehen die Effekte der ACE-Inhibitoren iiber eine reine Senkung des arteriellen
Blutdruckes durch Reduktion des im Blutstrom zirkulierenden Angiotensin II
hinaus|[87].

Im Rahmen mehrerer klinischer Studien wurde die Wirksamkeit der ACE-Inhibitoren
gezeigt[88-90].

Der in dieser Arbeit eingesetzte Angiotensin Converting Enzym Inhibitor Quinapril
hatte keinen Einfluss auf die Angiotensin II induzierte Vasonkonstriktion und deren
Potenzierung durch OxLDL.

Der Wirkschwerpunkt der ACE-Inhibitoren liegt im Bereich der Bildung von
Angiotensin II aus Angiotensin I. Erwartungsgemif3 konnte im hier gewéhlten
Versuchsablauf mit externer Zugabe von Angiotensin II, die Angiotensin II induzierte
Vasokonstriktion, sowie nachfolgende deren Potenzierung durch OxLDL nicht

verhindert werden.
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4.3.3 Der AT, -Rezeptorantagonist Losartan hemmt die OxXLDL vermittelte

Potenzierung der Ang Il induzierten Vasokonstriktion

Eine weitere Interaktionsebene zur Beeinflussung des Renin-Angiotensin.Systemes
stellen die AT;- Rezeptorantagonisten dar. Durch verschiedene Studien konnte die
Wirksamkeit und Vertrdglichkeit sowie die Senkung der kardiovaskuldren Morbiditait
und Mortalitdt erwiesen werden. AT;-Rezeptorblocker sind bereits als Medikamente
der ersten Wahl in der medikamentdsen Therapie der arteriellen Hypertonie etabliert[91,
92].

Angiotensin 1-Rezeptorantagonisten, die so genannten Sartane, leiten sich von der
Grundstruktur der Imidazole ab. Durch kompetitive und nicht kompetitive Bindung an
den Rezeptor, blockieren sie diesen selektiv[93, 94].

Der in dieser Arbeit verwandte AT,;-Rezeptorblocker Losartan bindet kompetitiv und
kann somit durch hohe Agonistenkonzentrationen verdrangt oder aber seine Bindung
bei gleichzeitiger Gabe von Angiotensin II verhindert werden. Bei einer
Losartankonzentration von 0,1uM zeigte sich diese Verdrangung partiell bei hohen
Konzentrationen an Angiotensin II. Bei einer Konzentration von Losartan von 1uM war
die Rezeptorblockade jedoch effektiv und eine Verdrangung durch Angiotensin II nicht
moglich, so dass eine Vasokonstriktion nach Ang II Stimulation ausblieb. Unter diesen
Bedingungen kam es nicht zu einer Potenzierung der Angiotensin II induzierten
Vasokonstriktion durch OxLDL. Diese Beobachtung steht in Einklang mit den ebenfalls
in dieser Arbeit dargestellten Ergebnissen, dass OXLDL keine Verdanderungen des

Basaltonus unkontrahierter Geféal3e hervorruft.
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4.4 Der Effekt des Rho-Kinase-Inhibitors Y27362 auf die Angiotensin 11

induzierte Vasokonstriktion und deren Potenzierung durch OxLDL.

4.4.1 Der Rho-Kinase-Inhibitor Y27632 schwiicht die Angiotensin II induzierte

Vasokonstriktion ab

Bisher wurde die Agonisten induzierte Vasokonstriktion durch die rezeptorgekoppelte
Aktivierung der Ca**-Calmudolin- und second messenger Kaskade erklirt. Daneben
wurde in den vergangenen Jahren die zunehmende Bedeutung alternativer Regulations-
und Induktionsmechanismen nachgewiesen. Vor allem iiber das Phinomen der Ca”*-
Sensibilitdt geriet das Enzym Rho-Kinase zunehmend ins Blickfeld der aktuellen
Forschung im Zusammenhang mit Agonisten induzierten Vasokonstriktion. Matrougui
et al beschrieben 2001 erstmals konkrete Hinweise auf eine Beteiligung der Rho-Kinase
an der Angiotensin II induzierten Vasokonstriktion. In ihren damaligen Experimenten
konnten sie durch den Einsatz des Rho-Kinase Inhibitors Y27632 ein Ausbleiben der
Angiotensin II induzierten Vasokonstriktion nachweisen[78].

In den ersten Experimenten der vorliegenden Arbeit konnte eine Zunahme der
Kontraktilitat

(Ca®". Sensibilitit) isolierter Kaninchenaortenringe durch wiederholte Stimulation mit
Angiotensin II gezeigt werden. Da sich dieser Effekt nur teilweise durch die Blockade
von Ca®"-Kanilen beeinflussen lieB, muss angenommen werden, dass ein weiterer
Mechanismus involviert ist. Unter dem Einsatz des Rho-Kinase Inhibitors Y27632
wurde die Kontraktilitdtszunahme deutlich reduziert. Im Bereich der
Schwellenkonzentration fithrte Y27632 zu einem Ausbleiben der kontraktilen Antwort.
Dies ist in Einklang mit den bereits erwdhnten Untersuchungen von Matrougui et al.
und den Analysen von Uehata et al., die dhnliche Ergebnisse fiir die Phenylephrin
induzierte Vasokonstriktion berichteten[20, 78]. Daneben zeigten Batchelor et al. die
Pravention von Agonisten induzierten Spasmen der A. mammaria durch die Gabe von
Rho-Kinase Inhibitoren[95]. Wihrend Kandabashi et al. zeigten, dass eine Ca*"
Sensibilisierung durch die Aktivierung der Rho-Kinase eine Schliisselfunktion bei der

Entstehung von Vasospamsen grof3er Arterien hat[96]. Somit spielen bei der
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Angiotensin II induzierten Vasokonstriktion sowohl die Rezeptor gekoppelte
Aktivierung des Ca*"-Calmodulin Systems als auch von einem Rho-Kinase vermittelten

Mechanismus eine wesentliche Rolle.

4.4.2 Der Rho-Kinase-Inhibitor Y27632 verhindert die Potenzierung der Ang I1

induzierten Vasokonstriktion durch OxLDL

Die Potenzierung der Angiotensin II induzierten Vasokonstriktion durch OxLDL
konnte durch die Inkubation mit einem Calciumkanalantagonisten nur teilweise
aufgehoben werden. Daher ist neben einer Steigerung der Calciumionenkonzentration
ein weiterer kontraktionsverstirkender Mechanismus zu vermuten. Bolz et al. fanden
in ihren Versuchen an Gefaflen der Mikrozirkulation, durch den Einsatz des Rho-
Kinase-Inhibitor Y27632 bereits erste Hinweise, dass die Rho-Kinase bei der OxXLDL
vermittelten Ca? -Sensibilisierung eine Rolle zu spielen scheint[67]. In den
Untersuchungen der vorliegenden Arbeit fiihrte eine Inkubation mit dem Rho-Kinase-
Inhibitor Y27632 zu einem Ausbleiben der OXLDL vermittelten Potenzierung der
Angiotensin II induzierten Vasokonstriktion.

Im Rahmen dieser Arbeit haben sich deutliche Hinweise fiir eine Interaktion von
Angiotensin II mit der Rho-Kinase ergeben, jedoch konnte durch eine weitere Analyse
gezeigt werden, dass die Zunahme der Kontraktilitit nach Stimulation mit OxLDL
durch die anschlieBende Inkubation mit Y27632 voll reversibel war. Die Angiotensin II
induzierte Kontraktion wurde kaum beeintrachtigt. Daher ist davon auszugehen, das
OxLDL die Potenzierung der Angiotensin Il induzierten Vasokonstriktion iiber die
Aktivierung der Rho-Kinase vermittelt.

Gestiitzt wird diese These von den Arbeiten von Essler et al., die eine OxLDL
induzierte Aktivierung der Rho A/Rho-Kinase sowie eine Hemmung der MCL-P in
Endothelzellen nachwiesen[97]. Auch die neueren Arbeiten von Galle et al., die eine
OxLDL vermittelte Translokation von Rho A aus dem Zytosol an die Zellmembran
zeigten sprechen hierfiir[98].

Wobei es bei sich Rho A um ein kleines GTP bindendes Protein handelt, welches die
Aktivitdt der Rho-Kinase reguliert.
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S Zusammenfassung

Atherosklerose und Hypercholesterindmie fiihren zu einer deutlichen Beeintrachtigung
der vaskuldren Funktion. Neben der bereits vielfiltig beschriebenen Hemmung der
endothelvermittelten Vasodilatation durch oxidierte Lipoproteine, fanden sich in den
vergangenen Jahren auch zunehmend Hinweise fiir ein verdndertes
Kontraktionsverhalten von Arterien unter dem Einfluss von oxidiertem LDL. In der
vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob oxidiertes Lipoprotein die Angiotensin 11
induzierte Vasokonstriktion verandert, durch welche Mechanismen dies geschieht und
ob sich durch den Einsatz bereits bekannter und etablierter antihypertensiver
Medikamente und neuerer Substanzen ein Einfluss hierauf nehmen lisst. Hierfiir
wurden Kontraktionsexperimente an isolierten Kaninchenaorten durchgefiihrt.

Zu Beginn der Arbeit wurde zunéchst die Angiotensin II induzierte Vasokonstriktion
studiert, hierbei zeigte sich, dass Angiotensin II selbst bei repetitiver Stimulation zu
einer Zunahme der Kontraktilitét isolierter Kaninchenaorten fithrt. Wie weiterfiihrende
Untersuchungen zeigten, konnte dieser Effekt durch die Blockade von Calciumkanilen
nur teilweise beeinflusst werden. Hiervon ausgehend kann festgestellt werden, dass
Angiotensin II zu einer Zunahme der Kontraktilitdt durch eine Sensibilisierung des
kontraktilen Apparates gegeniiber Calcium fiihrt. Der Mechanismus der Ca”"-
Sensibilisierung ist noch nicht vollstdndig geklért, in vorangehenden Studien
unterschiedlicher Arbeitsgruppen fanden sich jedoch viele Hinweise auf eine Rho-
Kinase vermittelte Aktivitdtsmodulierung der Myosin-Leichtketten-Phosphastase. Die
Beteiligung der Rho-Kinase an der Angiotensin II induzierten Vasokonstriktion konnte
durch den Einsatz des Rho-Kinase Hemmers Y27632 gezeigt werde. Nach Inkubation
kam es zu einer signifikant verringerten Ausprigung der Angiotensin II induzierten
Vasokonstriktion.

Auch durch die Blockade des AT;-Rezepors konnte die Angiotensin II induzierte
Vasokonstriktion verhindert werden, wihrend der Einsatz eines Angiotensin-

Converting-Enzym-Inhibitors ohne Einfluss auf die Vasomotorik blieb.

Im Anschluss wurde der Effekt des oxidierten Low Density Lipoproteins auf die

Angiotensin II induzierte Vasokonstriktion untersucht. OXLDL steigerte die durch eine
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Schwellenkonzentration von Angiotensin II hervorgerufene Kontraktion isolierter
Kaninchenaortenringe um das 2,9 fache, wiahrend es den Basaltonus unkontrahierter
Gefalle nicht beeinflusste. Dabei war zunichst unklar, iiber welchen Mechanismus diese
Potenzierung der Angiotensin II induzierten Vasokonstriktion vermittelt wird. Durch
den Einsatz eines Calciumkanalantagonisten konnte gezeigt werden, dass die OxLDL
induzierte Zunahme der Kontraktilitdt nicht einzig durch eine Steigerung der
intrazelluldren Calciumionenkonzentration vermittelt ist, da dieser nur eine partiellen
Effekt von etwa 40% hatte.

Der Rho-Kinase-Inhibitor Y27632 fiihrte jedoch zu einem Ausbleiben bzw. Riickgang
der Potenzierung.

Daher bleibt festzustellen, dass sowohl bei Angiotensin II induzierten Vasokonstriktion
als auch deren Potenzierung durch OxLDL die Rho-Kinase beteiligt ist.

Auch eine Hemmung der Angiotensin II induzierten Vasokonstriktion durch einen AT-
Rezeptorblocker verhinderte den potenzierenden Einfluss von OxLDL.

In der Hypertonus Therapie bei hypercholesterindmischen Patienten kénnte der Einsatz

von AT,-Rezeptorblockern und Rho-Kinase-Hemmern erfolgsversprechend sein.
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7 Anhang

7.1  Abbildungsverzeichnis

Abb.1: Synthese von NO aus der Aminosadure L-Arginin unter der Einwirkung des
Enzyms NO-Synthase. Die iiber NO aktivierte Guanylatzaklase der Zielzellen bildet
zyklisches Guanosin-Monophosphat (¢cGMP) aus Guanosintriphosphat (GTP), welches

die Relaxation der glatten Muskelzellen vermittelt.

Abb.2: Rezeptorgekoppelte Induktion der glattmuskulidren Kontraktion und die Myosin-

Leichtketten-Phosphatase vermittelte Relaxation

Abb.3: Regulation der glattmuskuldren Kontraktion

Abb. 4: Querschnittskizze der Versuchsapparatur I

Abb.5: Querschnittsskizze der Versuchsapparatur II
Detailskizze des Organbades

Abb.6: Dosis-Wirkungs-Beziehung zwischen dem Vasokonstriktor Angiotensin II
(1¥10e"* — 3*10¢™ M) und der vor und nach 30 miniitiger Inkubation mit Tyrode-
Puffer resultierenden Vasokonstriktion vorgedehnter Kaninchenaortenringe.

n= 13, * p< 0,05 Ang Il DWK I versus Ang [l DWK II

Abb.7: Dosis-Wirkungs-Beziehung zwischen dem Vasokonstriktor Angiotensin II
(1*10e'? = 3*10 ¢®* M) und der nach Inkubation mit oxidiertem LDL (100png/ml)
resultierenden Kontraktion vorgedehnter Aortenringe im Vergleich zu Kontrollgefd3en.

n= 6; *p>0,05 Ang II-DWK I vs. Ang Il DWK II + OxLDL

Abb.8: Effekt von OxLDL (100pg/ml) auf den Basaltonus und die Ang II induzierte

Vasokonstriktion. Originalregistrierung
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Abb.9: Effekt von OxLDL (100pg/ml) auf den Basaltonus und die Ang IT (1*10e™°—
3*10e'’ M) induzierte Vasokonstriktion.

n=14, * p< 0,05 Ang II vs. Ang II und OxLDL (100pg/ml)

Abb.10: Effekt von OXLDL (100pg/ml) auf den Basaltonus und die Ang IT (1¥10e"—
3*10e'’ M) induzierte Vasokonstriktion deendothelialisierter Aortenringe.

n=14, * p< 0,05 Ang II vs. Ang II und OXxLDL (100pg/ml)

Abb.11: Dosis-Wirkungs-Beziehung zwischen dem Vasokonstriktor Ang Il und der
nach Inkubation mit dem Angiotensin-Converting-Enzym-Inhibitor Quinalapril (
1*¥10¢”® M) resultierenden Vasokonstriktion vorgedehnter Aortenringe im Vergleich zu
KontrollgefaBen.

n=3,

Abb.12: EinfluB des Angiotensin-Converting-Enzym-Inhibitors Quinapril (1¥10° M)
auf die durch OxLDL vermittelte Potenzierung der Ang II induzierten Kontraktion.

n=6

Abb.13: Dosis-Wirkungs-Beziehung zwischen dem Vasokonstriktor Ang Il und der
nach Inkubation mit dem Calcium-Kanal-Antagonisten Felodipin (1*¥10°7M)
resultierenden Vasokonstriktion vorgedehnter Aortenringe im Vergleich zu

Kontrollgefafen.

Abb.14: EinfluB des Calcium-Kanal-Antagonisten Felodipin (1¥10¢” M) auf die durch
OxLDL (100pg/ml) vermittelte Potenzierung der Ang II induzierten Kontraktion.

n= 5, * p<0,05 Ang II vs. Ang Il und OxLDL sowie Ang Il und OxLDL vs. Ang IT und
Felodipin und OxLDL

Abb.15: Dosiswirkungsbeziehung zwischen dem Vasokonstriktor Ang II und der nach
30 miniitiger Inkubation mit dem AT;-Rezeptorantagonisten Losartan (0,1puM)
resultierenden Vasokonstriktion vorgedehnter Aortenringe.

n=3, *p<0,05 Ang Il DWK I vs. Ang Il DWK II vs. Ang I DWK II + Losartan
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Abb.16: Dosis-Wirkungs-Bezichung zwischen dem Vasokonstriktor Ang II (1*10e™' -
3* lOe'SM) und der vor und nach 30miniitiger Inkubation mit dem AT-
Rezeptorantagonisten Losartan 1uM resultierenden Vasokonstriktion vorgedehnter
Aortenringe.

n=3, *p<0,05 Ang Il DWKI vs. Ang Il DWK II vs. Ang II DWK II +Losartan (1uM)

Abb.17: Effekt des AT;-Rezeptorantagonisten Losartan (1uM) auf die Potenzierung
der Ang II induzierten Vasokonstriktion durch OxLDL (100pug/ml).

n=5, * p< 0,05 Ang II versus Ang II + Losartan sowie Ang Il + OxLDL versus Ang II
+ OxLDL + Losartan.

Abb.18: Dosiswirkungsbeziehung zwischen dem Vasokonstriktor Ang II und der nach
30 miniitiger Inkubation mit dem Rho-Kinase-Inhibitor Y23762 (0,1uM) resultierenden
Vasokonstriktion vorgedehnter Aortenringe.

n=3, * p<0,05 Ang Il DWK I versus Ang Il DWK I11*10e™'? — 3*10e ™M) und Y27362
(0,1uM)

Abb.19: Effekt des Rho-Kinase-Inhibitors Y27632 (1uM) auf die Potenzierung der Ang
II induzierten Vasokonstriktion durch OxLDL

n=5, * p<0,05 Ang Il vs. Ang I + Y27632, sowie Ang Il + OXLDL vs. Ang I +
Y27632 + OxLDL

Abb.20: Effekt des Rho-Kinase-Inhibitors Y27632 (1uM) auf die Potenzierung der Ang
II induzierten Vasokonstriktion durch OxLDL. Originalregistierung

Abb. 21: Effekt des Rho-Kinase-Inhibitors Y27632 (1uM) auf die Potenzierung der
Ang II induzierten Vasokonstriktion durch OxLDL

n=6, * p<0,05 Ang II vs. Ang I + OxLDL sowie Ang Il +OxLDL vs.

Ang I+ OxLDL + Y27632
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7.2 Abkiirzungsverzeichnis

Ang 11

AT; und AT,

Ach

Ang I -DWK
ATP

ADP

ApoB

ACE

cAMP
Ca’+-Cam-MLCK

CSF
DMSO
EDTA
EDRF
GTP
cGMP
HDL
1IP3
ICAM-1,
LDL
Lp(a)
MLCK
MLC
MLC-P
MCP-1
n-LDL
NADH
NADPH
NO

Angiotensin II

Angiotensin II Rezeptoren vom Typ 1 und 2
Acetylcholin

Angiotensin II Dosis-Wirkungskurve
Adenosintriphosphat

Adenosindiphosphat

Apolipoprotein B100

Angiotensin Coverting Enzyme
Zyklisches Adenosinmonophosphat
Ca”"-Calmodulin- Myosin-Leichtketten-Kinase-
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Colony Stimulating Factor
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High Density Lipoproteins
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Intercellular adhesion molecule 1

Low Density Lipoproteins
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Monocyte Chemotactic Protein-1

native LDL
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oxLDL

ONOO-
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PBS
PKA
RAAS
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TGF-f3
TNF-a
VCAM-1
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Oxidativ modifizierte Low Density Lipoproteins
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