Aus dem Institut fur Physiologie der Universitat Tubingen

Direktor: Professor Dr. F. Lang

Untersuchungen zur Induktion von Atherosklerose
in Mausen durch fettreiche Ernahrung

Inaugural — Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades

der Medizin

der Medizinischen Fakultat
der Eberhard — Karls — Universitat

zu Tubingen

vorgelegt von

Diana Ravilevna Fiel3, geb. lantoudina

aus Sibaj

2007



Dekan: Professor Dr. |.B. Autenrieth
1. Berichterstatter: Professor Dr. H. Heinle

2. Berichterstatter:  Privatdozentin Dr. D. Siegel-Axel









Inhalt 1

Inhalt

NNNN
—

I N I I I S SR R R R R e

W oW oW w w

0 N O a0~ WODN -

2.1
2.2

.2.3

Einleitung und Fragestellung ........cccooooeeviiiiiiiiciiii e, 1
MALEIIAD ..eeviiiiiie e 5
ChemiKalien ..........oovieiii e 5
GBI AL e 6
[0S0 Vo = o 1P 7
1Y T2 a oY L= o 8
Experimentelle GrUPPeN ... 8
Gruppeneinteilung und Tierhaltung.............cccccooiiiiiiiiiiiiis 8
VLA =T U] o o PP 9
Versuchsprotokoll zur Organentnahme.............ccccevviiiieiieeeeeen, 9
Histologische Methoden ..., 10
FIXIEIUNG .. 10
UBEIUNITEING ..., 11
EiNDettUNG.....ei s 11
SCNNEIAEN ... 12
FArbuNg ..o 12
EINAECKUNG ....vviiiiiiiiiiiiiiiie e 13
MiIKrOSKOPIEIEN. ... it e e e 13
MOrPhOMELriE...cceeee e 14
Funktionelle Methoden zur Charakterisierung der
GefalRmecChanik ... 15
Beschreibung der Apparatur und des Versuchsablaufs.............. 15
Erfassung von passiven mechanischen Eigenschaften .............. 17
VOrgeNENSWEISE .....uviiiii e 18
ElastizitatSmesSuNg .........uviiiiiiiiiiii 18

ViskoelastizitatsSmessuNg ... 19



Il Inhalt
3.3.3 Erfassung von Kontraktionseigenschaften und der Endothel-
FUNKEION...cooeeee e 20
3. 3. KCl-induzierte Kontraktilitat ................cooiiiiiiii e 20
3. 3. Endothelfunktion ..., 21
3. 3. L—Phenylephrin-induzierte Kontraktilitat.................ccccooeeeireiinnn, 22
3.4 Klinisch chemische Methoden ..., 22
3.4.1 Bestimmung der antioxidativen Kapazitat im Serum ................... 22
3.4.2 Cholesterinbestimmung im Serum ............cccccooiiiiiiiiiiiiiiiis 24
3.5 SEALISTIK ©eveiee e 25
4 ErgebniSSe ..o 26
4.1 Einfluss der fettreichen Ernédhrung auf Serumparameter ..... 26
4.1.1 Einfluss der Paigen-Diat bzw. HFD auf das Serumcholesterin ... 26
4.1.2 Einfluss der Paigen-Diat bzw. HFD auf antioxidative Kapazitat.. 28
4.2 Einfluss der Paigen-Diat bzw. HFD auf intimale Lasionen der
A OTTA e 29
4.3 Einfluss von fettreicher Ernahrung auf passive Mechanik von
thorakaler Aorta.......ccccoei 39
4.3.1 Einfluss der Paigen-Diat bzw. High fat Diat auf die elastischen
Dehnungseigenschaften ... 39
4.3.1.1 Einfluss der Paigen-Diat ..., 39
4.3.1.2 Einfluss der High fat Diat bei Wild Typ-Tieren .........cccccoeeeeeene. 41
4.3.1.3 Einfluss der High fat Diat bei SGK1-knock-out-Tieren................. 42
4.3.1.4 Einfluss der High fat Diat im Gruppenvergleich .......................... 43
4.3.2 Einfluss der Paigen-Diat und High fat Diat auf die Viskoelastizi-
L= | PSP 44
4.3.2.1 Einfluss der Paigen-Diat ............cccoooriiiiiiiiii e 44
4.3.2.2 Einfluss der High fat Diat bei Wild Typ-Tieren ...........cccceeeeeee. 45
4.3.2.3 Einfluss der High fat Diat bei SGK1-knock-out-Tieren ................ 46
4.3.2. 4 Einfluss der High fat Diat im Gruppenvergleich ......................... 47



Inhalt 111

(62}

e
el
N NN 2=

N =~

a o g o g
AW oW oW N
—_—

N =~

Einfluss der Paigen-Diat bzw. HFD auf aktive mechanische
Eigenschaften von thorakaler Aorta..........ccccociiinnnnn, 48

Wirkung KCl-angereicherter Loésung und endothelvermittelte

Relaxation ... 48
Einfluss der Paigen-Diat ... 48
Einfluss der High fat Diat ... 50
Wirkung von L—Phenylephrin auf die thorakale Aorta.................. 51
Einfluss der Paigen-Diat .............ccoooorimiiiiiii e, 51
Einfluss der High fat Diat ... 53
DISKUSSION....iiiiiiiiiiiiieeiieieiieeeeeeeeeeeee et eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenees 54

Rolle der Hypercholesterinamie und Diabetes mellitus in der
AtheroSKIErOSe....cooi i 54
Die Maus als Modell in der Atheroskleroseforschung........... 56
Einfluss der fettreichen Erndhrung auf Serumparameter ... 57
Einfluss der Paigen-Diat bzw. HFD auf das Serumcholesterin .. 57
Einfluss der Paigen-Diat bzw. HFD auf antioxidative Kapazitat . 58

Einfluss der Paigen-Diat bzw. HFD auf intimale Lasionen der

A OTEA e 60
Einfluss von fettreicher Ernahrung auf passive Mechanik von
thorakaler AOITa .....ccoo e 62

Einfluss der Paigen-Diat und High fat Diat auf die elastischen und
viskoelastischen Dehnungseigenschaften ...............ccccooooooiins 62
Einfluss der Paigen-Diat bzw. HFD auf aktive mechanische
Eigenschaften von thorakaler Aorta und endothelvermittelte
REIAXALION ..t 64
Wirkung KCl-angereicherter Lésung und von L—Phenylephrin auf
die thorakale Aorta ... 64

Endothelvermittelte Relaxation ........coooveeeeoiiie e 66



IV Inhalt

5.7

Rolle der Serum/ Glukokortikoid—induzierten Protein-Kinasel

In der AtheroskleroSe ..., 68
ZUsammenfasSUNQG ....coovvvviviiiieieeeeeeeeeeie e 70
LiteraturverzeiChniS.....oocccovii i 73
ANNANG oo 80
ADKUIZUNGEN ..o 80
DanKSaguUNQ........uuiiiiiiiiie e 82

Leb NS aUT ..., 83



Einleitung und Fragestellung 1

1 Einleitung und Fragestellung

Auch neuere Erhebungen belegen, dass die kardiovaskularen Erkrankungen in
westlichen Industrienationen immer noch die haufigste Todesursache darstellen
(49% in Europa und 42% in EU (Petersen et al. 2005)), gefolgt von den
bosartigen Neubildungen. Die wichtigsten Risikofaktoren fur die Atherogenese
sind: Bluthochdruck, Hypercholesterinamie und Lipidstoffwechselstérungen
(erhdhter LDL- und niedriger HDL-Spiegel), Bewegungsmangel, Diabetes
mellitus, Rauchen, andauernder Stress, mannliches Geschlecht, Adipositas und
Lebensalter. AulRerdem gehoren die in jungerer Zeit identifizierten
Risikofaktoren wie: Erhdhung des Lipoproteins (a), des C-reaktiven Proteins,
Entwicklung der Insulinresistenz und Gerinnungsstérungen dazu. Allerdings
muss auf Grund der bisher doch relativ geringen vorhersagbaren Erfassung der
Risikopatienten davon ausgegangen werden, dass zusatzliche Parameter
gefunden werden kdnnen.

Oft werden die Begriffe Atherosklerose und Arteriosklerose als Synonyme
gebraucht. Doch sind beide von einander zu unterscheiden. Die Atherosklerose
ist ,eine chronisch progrediente, in erster Linie fokale, aber auch diffuse
Veranderung der Arterienwand® (Kreuzer und Tiefenbacher 2003). Diese
Veranderungen haben ihren Ursprung in der Tunica intima des Gefales.
Arteriosklerose stellt dagegen eine generelle Arterienverhartung dar, die durch
Fibrose und Mediaverkalkung gekennzeichnet ist und mit dem zunehmenden
Alter auftritt (Grestkotter 1996).

Die Pathogenese der Atherosklerose ist ein komplexer und vielseitiger Prozess.
Im Kurzen zusammengefasst, unterscheidet man folgende Stadien (Stary
2005):

1 Unabhangig von der Risikofaktorkonstellation, kommt es initial zu einer
Endothellasion (Typ ), was u. a. eine erhohte Durchlassigkeit fur
Plasmabestandteile (einschliel3lich Lipide) nach sich zieht. Die in die
Intima eingewanderten Monozyten differenzieren sich zu Makrophagen,

die zusammen mit den Endothelzellen aggressive Sauerstoffradikale
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bilden. Diese Radikale beteiligen sich an der Oxidation von LDL (Low
Density Lipoprotein). Oxidierte LDL kénnen nicht mehr an die LDL-
Rezeptoren binden, werden aber Uber ,Scavenger—Rezeptoren® von
Makrophagen aufgenommen, wodurch mehrere Reaktionen ausgelost
werden kdnnen:

e Makrophagen wandeln sich in lipidgeflllte Schaumzellen

e In Endothelzellen werden vermehrt Adhasionsmolekile fur die Ein-
wanderung von weiteren Monozyten und Leukozyten exprimiert

e Durch modifizierte LDL wird NO abgefangen

2 Leukozyten setzen Zytokine frei, die die Migration und Proliferation
glatter Muskelzellen in der subendothelialen Schicht aktivieren. Die
extrazellulare Matrix nimmt zu, wodurch makroskopisch sichtbare ,Fatty
Streaks* entstehen (Typ II).

3 Typ lll, Praatherom genannt, enthalt einzelne extrazellulare Lipidab-
lagerungen, Makrophagen.

4 Eine weitere Entwicklung stellt das Atheromstadium dar (Typ 1V): Hier ist
ein nekrotischer Herd (auch Lipidkern genannt) zu beobachten, der aus
Lipiden, Zell- und Fasernresten besteht. Der nekrotische Herd ist von
einer faser- und zellreichen Deckplatte umgeben, die den Lipidkern vom
Lumen abgrenzt.

5 Entscheidend fur die Stabilitat einer solchen Plaque sind sowohl die
Grolle des Lipidkerns als auch die Dicke der Deckplatte. Bei den
instabilen Plaques besteht die Gefahr der Ruptur der diunnen Platte. Es
kommt dann zu Gerinnung und Thrombusbildung, die zum akuten
Gefalverschluss fuhren koénnen (Typ V-VI). Im weiteren Verlauf der
Atherogenese kann es zur Verkalkung oder Fibrosierung der

fortgeschrittenen Lasionen kommen (Typ VII-VIII).

Wahrend die histologische Charakterisierung der Gefallwandlasionen schon

sehr detaillierte Erkenntnisse geliefert hat, besteht noch vielfach Unklarheit Gber
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die molekularen Mechanismen, Uber die die verschiedenen Risikofaktoren in die
Pathogenese eingreifen bzw. diese induzieren.

Die Befunde, dass ca. 60% der Herzinfarktpatienten durchaus keinen erhdhten
Cholesterinspiegel aufweisen oder es Raucher gibt, die bis ins hohe Alter keine
Kreislaufsymptome zeigen, verlangen nach weiterer Erklarung der zugrunde
liegenden Pathomechanismen.

Ein aktueller Ansatz hierzu liegt in der Verwendung von knock-out Mausen, bei
denen spezifische Gene ausgeschaltet, bzw. von transgenen Tieren, bei denen
entsprechende Gene Uberexprimiert werden.

Um prinzipiell die Mdglichkeit zu haben, die Bedeutung einzelner Gene fir die
Atherogenese zu untersuchen, sollte hier in einer Voruntersuchung
Futterungsmodelle zu Erzeugung von Atherosklerose in der Maus erprobt
werden.

Das erste Futterungsmodell stellt die Anwendung der Paigen-Diat dar. Die
Beschreibung dieser Diat stammt aus Arbeiten von Paigen et al. (1987). Sie
enthalt u. a. 15% Fett, 1,25% Cholesterin und 0,5% Natrium Cholat. lhre
atherogene Wirkung zeigte sich in C 57 BL/6 Mausen, die schon nach sieben
Wochen Futterung einige Plaques im Bereich vom Aortenbogen und der
Herzarterien aufwiesen. Bei Weiterfuhrung der Behandlung (bis zur 14 Woche)
nahmen die Plaques in ihrer Grolze und Zahl noch zu.

Das zweite Futterungsmodell ist die Anwendung einer fett- und
kohlenhydratreichen Diat (High fat Diat), deren Verabreichung zur Entstehung
von Metabolischem Syndrom und Diabetes mellitus Typ Il fuhrte.

In Rahmen dieser Arbeit sollten einerseits klinisch chemische und
morphologische Untersuchungen durchgefuhrt, andererseits auch funktionelle
GefalRparameter erfasst werden. Unter Verwendung beider Futterungsmodelle
sollten folgende Fragestellungen untersucht werden:

1. Fihrt die Fatterung mit den fettreichen Diaten zu einer Zunahme des
Plasmacholesterins?

2. Ergeben sich Hinweise auf oxidativen Stress wahrend der Fltterungszeit?
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3. Lassen sich in den Futterungsmodellen atherosklerotische Plaques im
Aortenbogen detektieren? Nimmt die Plaqueprogression mit |angerer
Fltterungsdauer zu?

4. Wie verandern sich die passiven Dehnungseigenschaften der Aorta unter
den verschiedenen Futterungen?

5. Wie verandern sich die aktiven Kontraktilititseigenschaften sowie die

endotheliale Funktion der Aorta unter den verschiedenen Futterungen?
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2 Material

2.1. Chemikalien

o—Aktin—Farbung: Monoclonal Anti-a Smooth Muscle Actin, Mouse Ascites
Fluid; Sigma Immuno Chemicals, St. Louis, USA und Vectastain
ABC-Peroxidase-Kit, Anti-Mouse IgG Biotin; Vector Laboratories,
Burlingame, USA

2,2—Azobis (2-Amidinopropane) hydrochloride (AAPH), Polysciences, War-

rington, USA

Benzoesaure—methylester, Roth, Karlsruhe

Calciumchlorid Dihydrat, Roth, Karlsruhe

Cholesterin, Boehringer, Mannheim

Diethylether, Aldrich, Steinheim

Eosin Y, Sigma, USA, St. Louis

Ethanol 99,0%, Universitatsapotheke, Tubingen

Hamatoxylin nach Weigert, Chroma, Kéngen

N-2-hydroxyethylpiperazin-N’-2-ethansulfonsaure (Hepes), Roth, Karlsruhe

Glucose Monohydrat, Roth, Karlsruhe

Kaliumchlorid, Roth, Karlsruhe

Luminol (5-Amino-2,3-dihydro-1,4-phthalazinon), Merck, Darmstadt

Makrophagenfarbung: 1) Monoclonal Antibody to Mouse F4/80 Antigen, Acris
Antibodies, Hiddenhausen; 2) Mouse-on-Mouse Kit
(Immunperoxidase), Vector Laboratories, Burlingame, USA

Magnesiumsulfat, Roth, Karlsruhe

Methylbenzoat reinst, Merck, Darmstadt

Natriumdihydrogenphosphat Monohydrat, Roth, Karlsruhe

Natriumchlorid, Merck, Darmstadt

Nw—Nitro—L—Arginine, Sigma-Aldrich, Steinheim

Paraformaldehyd, Merck — Schuhardt, Hohenbrunn bei Minchen

Paraplast Plus, Kendall, Mansfield, USA
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L-Phenylephrin, Serva, Heidelberg
Resorcinfuchsin nach Weigert, Chroma, Kéngen
Van Gieson-Lo6sung (Pikro—Fuchsin), Chroma, Kongen

Xylol, Fluka, Steinheim

2.2 Gerate

Apparatur zur Messung von aktiven und passiven mechanischen
Gefaleigenschaften (Universitat Tibingen)

Bioluminat LB 9500 Berthold, Wildbad

Brutschrank, Heraeus, Stuttgart

Digitalisierungstableau, Summagraphics, Muinchen; Laborlux S., Leica,
Bensheim

Digital-pH—Meter, Orion Research, Masachusetts, USA

Farbkamera-3CCD: MC-3255 P, Sony Corp., Japan

Lichtmikroskop, Olympus, Japan

Microfuge E™, Beckman, U.K.

Mikroskop, Laborlux S., Leica, Bensheim

Paraffinspender, Medax, Kiel

Photomikroskop Axiophot, Zeiss, Oberkochen

Rotationsmikrotom, Leica, Nussloch

Software, BIOQUANT INTRO: BQANALYSIS BQ-IAD, Bilany Consultants
GmbH, Dusseldorf

Spektrophotometer, Hitachi, Japan

Wagetechnik, Mettler, Schweiz



Material 7

2.3 Losungen

Tyrode—Losung:

NaH,PO4 H,0O 1,54 mM
MgSQO4 * 7 H,0 1,19 mM
CaCl; * 2 H,O 2,5mM
KCI 5 mM
NaCl 118 mM
Hepes 10 mM

KCl—angereicherte Tyrode—L6sung 30 mM/ 60 mM/ 90 mM:

NaH2PO4 H20 1,54 mM

MgSO4 * 7 H20 1,19 mM

CaCl * 2 H20 2,5mM

KCI 30 mM/ 60 mM/ 90 mM

NaCl 93,3 mM/ 63,3 mM/ 33,3 mM
Hepes 10 mM

Sowohl Tyrode-Ldsung als auch KCl-angereicherte Tyrode-Losung wurden mit
10 M NaOH auf pH 7,4 eingestellt.
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3 Methoden
3.1 Experimentelle Gruppen
3.1.1 Gruppeneinteilung und Tierhaltung

Fir die Untersuchung standen Tiere zur Verfligung, die zwei unterschiedlichen

Versuchsreihen angehorten.

Versuchsreihe A: C 57 BL/6 Mause (weiblich); geliefert von der Firma Charles
River, Sulzfeld; (n=21).
Diese Versuchstiere waren in folgende Gruppen eingeteilt:

1  Gruppe erhielt die Paigen-Diat 14 Wochen lang; (n=8)

2 Gruppe erhielt dieselbe Diat 21 Wochen lang; (n=5)

3 Kontrollgruppe erhielt die Standard-Diat; (n=8)

Versuchsreihe B: Es standen 17 Mause beiderlei Geschlechter zur Verfigung,
die entweder als , Wild Typ“ (WT) oder als SGK1-Knock-out (KO) Mause im
Institut fir Physiologie gezichtet wurden:
Diese Versuchstiere waren in folgende Gruppen eingeteilt:

1 WT, gefittert mit High fat Diat (HFD); (n=4)

2 KO, gefuttert mit High fat Diat (HFD); (n=4)

3 WT, gefuttert mit Standard-Diat (CTRD); (n=5)

4 KO, gefuttert mit Standard-Diat (CTRD); (n=4)

Sowohl die C 57 BL/6 Mause als auch die Mause mit metabolischem Syndrom
bekamen ihre Nahrung ad libitum und wurden in Gruppen von jeweils 4-5

Tieren in einem Kafig gehalten.
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3.1.2 Fltterung

Paigen-Diat. enthielt u. a. 1,25% Cholesterin, 15% Fett, 0,5% Natrium Cholat
(Ssniff, Soest)

High fat Di&t (HFD): enthielt u. a. 45% Kohlenhydrate, 12% Rohfett, 6% Asche,
4% Rohfasern (Altromin, Lage)

Standard-Digt (CTRD): enthielt u. a. 22,5% Rohprotein, 0,5% Rohfett, 6,5%
Asche, 4,5% Rohfasern, 48% N-freie Extraktstoffe (Altromin, Lage)

Bei den Tieren der Versuchsreihe A wurde das Korpergewicht am
Versuchsende registriert. Die Mittelwerte betrugen: Kontrollgruppe 23+8 g, nach
14 Wochen Behandlung mit der Paigen-Diat 26+9 g und nach 21 Wochen
2711 g.

Die Tiere mit HFD der Versuchsreihe B bekamen Dexamethasone 10ug/g pro

Kdrpergewicht subkutan 24 Stunden vor der Totung.

3.1.3 Versuchsprotokoll zur Organentnahme

Die Mause wurden durch Genickbruch getétet. Der Zugang zum Herz erfolgte
schichtweise. Zuerst wurde das Fell aufgeschnitten, danach das Brustbein
(mitsamt der Thoraxmuskulatur) von Processus xiphoideus bis zur Incisura
jugularis durchgetrennt. Dadurch o6ffnete sich der Zugang zum Mediastinum
bzw. zum Herz. Mit einer feinen Schere wurde das rechte Atrium angeschnitten.
Das herausstromende Blut liel sich mit Hilfe einer Spritze sammeln und nach
Einsetzung der Gerinnung zentrifugieren. Der gewonnene Uberstand (Serum)
diente der Bestimmung der antioxidativen Kapazitdt und des
Cholesteringehaltes. Die Aorta wurde frei prapariert und mit dem Herz

zusammen exzidiert. Unter dem Mikroskop erfolgte die Trennung der Aorta vom
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restlichen Gewebe. Der Aortenbogen wurde in vierprozentiger Formalinlésung
zur Anfertigung der histologischen Praparate fixiert. Der thorakale Anteil wurde
in 4mm lange Ringpraparate zur Bestimmung mechanischer Eigenschaften

disseziert.

3.2 Histologische Methoden

Es wurden vier histologische Farbungen ausgewahilt:

1. Hamatoxylin—Eosin (HE) zur Darstellung der allgemeinen
Ubersicht

2. Elastika—van Gieson (EvG) zur Darstellung des elastischen
Materials in der Aortenwand

3. a—Aktin zur Darstellung der glatten Muskelzellen

4. Makrophagenfarbung (Monoclonal Antibody to Mouse F4/80;
Mouse-on-Mouse Kit (Immunperoxidase)) =zur Darstellung

lipidgefullter Makrophagen (Schaumzellen)

Alle Farbungen wurden von Mitarbeitern des Institutes fur Sozial- und

Arbeitsmedizin (Universitat Tubingen) durchgefuhrt.

3.2.1 Fixierung

Um die nach der Entnahme des Gewebes einsetzende Autolyse zu verhindern,
wurden die Gewebe sofort in 4% Formaldehyd-LAosung fixiert. Die Dauer der

Fixierung betrug mindestens 24 Stunden.
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3.2.2 Uberfiihrreihe

Die Uberfiihrreine diente der Entwéasserung des Gewebes und bereitete damit
den nachsten Schritt vor, die Einbettung in wasserunldsliches Paraffin.
Zusatzlich verlieh sie dem Gewebe eine gewisse Harte, die fir das Schneiden
mit dem Rotationsmikrotom notwendig war.

Die Aortenbogen wurden zunachst in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70%,
80%, 90%, 96%, 99%) fur jeweils 1,5-2 Stunden eingelegt. Darauf folgten
Methylbenzoat- (mindestens fur 24 Stunden) und Rotihistolstufen (fur 20
Minuten). Die in die letzte Stufe, Paraplast, Uberfuhrten Aortenbégen wurden fur
mindestens 30 Stunden im Brutschrank aufbewahrt, um Paraplast flissig zu
halten. Dieses Verfahren hat den Nachteil, dass sich die Lipide unter
Einwirkung von Alkohol aus der Aortenwand I6sen und somit nicht mehr

nachgewiesen werden konnen.

3.2.3 Einbettung

Die Aortenbdogen wurden mit Hilfe eines Skalpells in 2-3 Abschnitte geteilt und
nur die aufsteigenden und absteigenden Abschnitte in flissiges Paraffin
eingebettet (dabei war es wichtig darauf zu achten, dass die Praparate mit der
Schnittflache auf dem Boden des Einbettungsschalchens auflagen). Die
Schalchen wurden mit einer Plastikkassette bedeckt und auf Eis gelegt. Die
abgekuhlten Paraffinblocke lieRen sich leicht mit den Kassetten zusammen aus

dem Schalchen entfernen.
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3.2.4 Schneiden
Mit Hilfe eines Rotationsmikrotoms wurden die in Paraffin eingebetteten

Aortenringe in 4um dicke Querschnittspraparate geschnitten. Anschliel3end

wurden sie auf den Objekttrager Ubertragen.

3.2.5 Farbung
Die getrockneten Schnitte auf dem Objekttrager wurden durch Xylol und die
anschliellende absteigende Alkoholreihe (99%, 96%, 70%) entparaffiniert.

Danach erfolgte die Farbung:

HE-Farbung (Abb. 4.2.5); Chroma, Kdngen

Rot gefarbt Kollagen, Zytoplasma
Blau gefarbt Kalk, Zellkerne
Ziel allgemeine Ubersicht

EvG-Farbung (Abb. 4.2.7); Chroma, Kéngen

Schwarz gefarbt elastische Fasern

Rot gefarbt Bindegewebe

Gelb gefarbt Muskelzellen

Ziel Darstellung von elastischen Fasern

o—Aktin—-Farbung (Abb. 4.2.8): 1) Monoclonal Anti-oc Smooth Muscle Actin,
Mouse Ascites Fluid; Sigma Immuno Chemicals, St. Louis, USA; 2) Vectastain
ABC-Peroxidase-Kit, Anti-Mouse IgG Biotin; Vector Laboratories, Burlingame,
USA

Rot-braun gefarbt glatte Muskelzellen

Blau-grau gefarbt restliches Gewebe
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Ziel Darstellung der glatten Muskelzellen und deren
Abgrenzung vom restlichen Gewebe, z. B. Schaum-

zellen

Makrophagenfarbung (Abb. 4.2.9): 1) Monoclonal Antibody to Mouse F4/80
Antigen; Acris Antibodies, Hiddenhausen; 2) Mouse-
on-Mouse Kit (Immunperoxidase); Vector

Laboratories, Burlingame, USA

Rot-braun gefarbt Schaumzellen

Blau-grau restliches Gewebe

Ziel Darstellung der Makrophagen
3.2.6 Eindeckung

Die gefarbten und durch die aufsteigende Alkoholreihe und Xylol UberfUhrten

Aortenschnitte wurden mit Hilfe von Eukitt ( Vitroklud ) eingedeckt.

3.2.7 Mikroskopieren

Mit 20x-, 40xVergroRerungen wurden die allgemeinen und mit 100-facher die
detaillierten Ubersichten dargestellt. Die Anwendung von Immersionsél

ermdglichte eine héhere Auflésung.
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3.2.8 Morphometrie

Die Messung der Plaqueflachen erfolgte jeweils an 4 Querschnittspraparaten
jeder Aorta (HE-Farbung). HierfUr wurden ein Digitalisierungstableau (Summa-
graphics, Minchen; Laborlux S., Leica, Bensheim) und die Software
(BIOQUANT INTRO: BQANALYSIS BQ-IAD, Bilany Consultants GmbH,
Dusseldorf) verwendet. Da die Plaques in den MausgefalRen sehr klein sind,
wurden die Plaqueflachen (in um?) direkt, ohne Berucksichtigung der Lumen-
flache ausgewertet. Jede Messung wurde 3-mal durchgefuhrt und der arithme-
tische Mittelwert ausgerechnet. Beim Vorkommen mehrerer Plaques in einem

Praparat wurden die einzelnen Werte addiert.
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3.3 Funktionelle Methoden zur Charakterisierung der

GefalRmechanik

3.3.1 Beschreibung der Apparatur und des Versuchsablaufs
Zur Beschreibung der Apparatur fur die Untersuchung der passiven und aktiven
mechanischen Gefalleigenschaften dienen Abb. 3.3.1.1 und Abb. 3.3.1.2.

Praparat

=]

| Mikrometerschraube

I

Pumpe zum
Trans-
portieren der
Ldsung

Mess-
ver-
starker

Schreiber

'

Abb. 3.3.1.1 Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus.
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m 'Kgéﬁde |
i Zulauf der Losung S Thermofliissigkeit

8 Mikrometer- &
schraube ¥

Ablauf der
Loésung

Abb. 3.3.1.2 Fotografie des Versuchsaufbaus.

Die 4mm langen Segmente der thorakalen Aorta wurden auf zwei Metallnadeln
in der mit Tyrode-Lésung gefllliten Messkammer geschoben. Eine der beiden
Nadeln wurde durch die Mikrometerschraube gehalten. Dadurch konnte der

Abstand zwischen den Nadeln reguliert werden. Die zweite Nadel war mit
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einem Kraftaufnehmer verbunden, wodurch die im Gefal} entstandene
Spannung registriert und durch den Verstarker und den Schreiber dokumentiert
werden konnte. Die Perfusion der Kammer mit physiologischer Losung bzw. mit
zusatzlichen Agonisten und verschiedenen Substanzen ermdglichte die
Modulation der arteriellen Kontraktion. Die Temperatur der Kammerflussigkeit
wurde bei 37°C konstant gehalten. Ein typischer Versuchsablauf zur Erfassung
der passiven Dehnungseigenschaften und der KCI- bzw. L-Phenylephrin-
induzierten Kontraktilitat ist aus der Abb. 3.3.1.3 ersichtlich.

Viskoelastizitat
Tyrode

90mM _ o
60mM KClI Nitroarginin
;‘E Tyrode- KCl ¢
N
% 30 mM KCI T
©
u \
£%
2o verschiedene
c N .
© Konzentrationsstufen von
© .
5 Phenylephrin
>
Passive Stimulation der Kontraktion
Tyrode  pehnung und
Entdehnung

Abb. 3.3.1.3 Schematische Darstellung des Versuchsablaufs.

3.3.2 Erfassung von passiven mechanischen GefalReigenschaften

Zur Erfassung passiver mechanischer Eigenschaften wurden Elastizitat und

Viskoelastizitat der Gefaldringe untersucht.
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3.3.2.1 Vorgehensweise

Um zunachst den Ausgangsradius der Aortenringe im ungedehnten Zustand zu
bestimmen, wurde mit Hilfe einer Schieblehre die Messung des
Aulenabstandes zwischen den Metallnadeln bei minimaler Anfangsdehnung
(aus dem Radius liel} sich spater die Dehnung ermitteln s. Tab. 3.3)
durchgefuhrt. Das Gefald wurde dann in 8 Schritten um jeweils 100pm im
Abstand von zwei Minuten gedehnt und anschliel3end ebenso entdehnt. Dieser
Vorgang wurde zweimal wiederholt. Die ersten 8 Dehnungs- bzw.
Entdehnungsschritte dienten der Anpassung des Gewebes. Der zweite
Durchlauf mit je 8 Dehnungs- und Entdehnungsschritten wurde fur die

Auswertung verwendet.

e=Dehnung

E=rn-TolTo r~=Radius auf der Dehnungsstufe n
rn=(0,4m+2a+Ax)/2m | ro=Ursprunglicher Radius
a=Aullenabstand-0,4(Nadeldurchmesser)

Ax=Stufenweiser Dehnungsunterschied

Tabelle 3.3 Berechnung der Dehnung.

3.3.2.2 Elastizitatsmessung

Elastizitat ist die Eigenschaft des Gewebes, einer von auf’en wirkenden Kraft
(in unserem Fall der Dehnung) einen Widerstand entgegenzusetzen und nach
Aufhebung der Kraft wieder seine ursprungliche Form einzunehmen. Dies fihrt
zur Entstehung von Spannung bzw. Entspannung im Gefal3. Die jeweiligen

Spannungszunahmen in Abhangigkeit von den Dehnungsstufen wurden
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zunachst registriert, dann aufsummiert und in eine Ruhe-Dehnungskurve
aufgetragen (Abb. 3.3.2.2).

Kraft [mN]
60,00 mN =
50,00 mN 4
40,00 mN +
30,00MNg - - L
20,00mN o ------
10,00 mN 4

0,00 mN < T T T T T )
0,0000 0,17000 0,2000 0,3000 0,4000 0,5000 0,6000

Dehnung (relativer Innenradius) [-]

Abb. 3.3.2.2 Darstellung einer typischen Ruhe-Dehnungskurve.

3.3.2.3 Viskoelastizitatsmessung

Tritt nach dem Dehnungsschritt eine zeitabhangige Ruckstellung der
Gewebespannung auf, liegen viskoelastische Eigenschaften vor. In unserem
Fall betrug die vorgegebene Anpassungszeit zwei Minuten. Die einzelnen
Schritte der entsprechenden Spannungsabnahmen wurden aufsummiert und in
eine Viskoelastizitatskurve in Abhangigkeit von den Dehnungsschritten
aufgetragen (Abb.3.3.2.3).
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Kraft [mN]
10,00 MmN 9 -----~

8,00 mN 4
6,00 mN 4
4,00 mN 4
2,00 mN 4

0,00 mN T T T v v Y
0,0000 0,1000 0,2000 0,3000 0,4000 0,5000 0,6000

Dehnung (relativer Innenradius) [-]

Abb. 3.3.2.3 Darstellung einer typischen Viskoelastizitatskurve.

3.3.3 Erfassung von  Kontraktionseigenschaften und  der
Endothelfunktion.

3.3.3.1 KCl-induzierte Kontraktilitat

Die Kontraktilitat der Aorta wurde zunachst durch die Zugabe von KCI-
angereicherter Loésungen in aufsteigenden Konzentrationsstufen (30mM, 60mM,
90mM) Uberprift (s. Abb. 3.3.1.3). Dabei wurde das von Tyrode umspllte
Gefald zunachst auf 20mN vorgedehnt, wodurch sich die Dehnungsverhaltnisse
denen in vivo annaherten. Anschlielend wurde die Tyrode-Ldsung durch
30mM KCl-angereicherter Loésung ersetzt. Diese Loésung flhrte zu
Depolarisation glatter Muskelzellen in der Tunica media und |oste dadurch eine
Kontraktion  der  Aortenwand aus. Nach dem  Erreichen des

Kontraktionsplateaus erfolgte eine erneute Umspulung des Gefalles fur 15 Mi-
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nuten mit Tyrode-Losung bis zur Relaxation. Die gleiche Vorgehensweise

wurde mit 60 und 90mM KCl-angereicherter Losung wiederholt.

3.3.3.2 Endothelfunktion

Zur Untersuchung der Endothelfunktion wurde auf der Stufe 90mM KCI-
angereicherter Losung 50uM Nw-Nitro—L-Arginin zugefuhrt. Diese Substanz ist
ein Inhibitor der endothelialen NO (Stickstoff-Monoxid)-Synthase und fihrt in
den Praparaten zu einer weiteren Erhohung des Tonus der glatten
Muskelzellen. Dadurch wird eine zusatzliche Kontraktionssteigerung im Gefal
verursacht (s. Abb. 3.3.3.2).

90mM KClI Nitroarginin Tyrode

v
A

Plateau

Abb. 3.3.3.2 Wirkung von Nw-Nitro—L—-Arginin auf KCl-induzierte Kontraktion

von thorakaler Aorta.
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3.3.3.3 L-Phenylephrin-induzierte Kontraktilitat

Zur weiteren Charakterisierung der Kontraktionseigenschaft der Mausaorta
wurde L-Phenylephrin, ein Agonist an a-Rezeptoren, verwendet. Hier wurden
die Konzentrationen von 10® M; 2x10® M; 107 M; 2x107 M; 10°® M; 2x10°® M in
einer kumulativen Dosis-Wirkung-Beziehung appliziert (s. Abb. 3.3.3.3). Dazu

wurde die jeweilige Kontraktionszunahme ausgewertet.

Tyrode

o]
1]

verschiedene Konzentrationsstufen von
L-Phenylephrin

Abb. 3.3.3.3 Wirkung von L-Phenylephrin auf die Kontraktion von thorakaler
Aorta.

3.4 Klinisch chemische Methoden

3.4. 1. Bestimmung der antioxidativen Kapazitat im Serum

Die Bestimmung der antioxidativen Kapazitat des Blutserums erfolgte durch die
AAPH-Reaktion, bei der durch thermischen Zerfall freie Radikale gebildet
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werden. Diese kdnnen Uber luminolverstarkte Chemilumineszenz gemessen
werden. Antioxidantien fangen die gebildeten Radikale ab. lhre Wirkung kann
durch die Unterdruckungszeit charakterisiert werden (s. Abb. 3.4.1). Ent-
sprechend wurde die antioxidative Kapazitat des Blutserums ermittelt. Die
Unterdrickungszeit lie® sich aus dem Zeitabstand zwischen der Serumzugabe
und dem Anstieg der Radikalproduktion (bis das Ausgangsniveau der

Chemilumineszenz wieder erreicht war) ausrechnen (in Abb. 3.4.1 als Pfeil zu

sehen).
Intensitat Kontrolle
1,00E+06 = = '14 Wo. Paigen-Diat
14 Wo. Paigen-Diat
9,00E+05 AN " 14 Wo. Paigen-Diat
: — - - 14 Wo. Paigen-Diat
8,00E+05 -
"\
7,00E+05 AnStIeg :
6,00E+05 - e
5.00E+05 | Serumzugabe 5
o
4,00E+05 - N
o
3,00E+05 -
2,00E+05 + . \ ki
min ]
- . :
1,00E+05 +———————— < >
I ‘ . ] 4 J
0,00E+00 & AP EEE S \
o 10 20 30 40 50 60
Zeit (min)

Abb. 3.4.1 Bestimmung der antioxidativen Kapazitdt des Serums. Als Mal

dafir dient die Unterdriickungszeit in min, die mit dem Pfeil gekennzeichnet ist.
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Losung Stammldsung Menge Endkonzentration
PBS-Puffer 475 pl

pH 7,4

Luminol 2mg/ml | 11,3 mM 5ul 113 uM

AAPH 500 uM 10 pl 10 uM

Probe 10 ul

Tabelle 3.4 Pipettierschema der AAPH-Reaktion (Amraei Davijani 2005).

3.4.2 Cholesterinbestimmung im Serum

Cholesterinbestimmung erfolgte mittels CHOD-PAP—-Methode (Boehringer,
Mannheim). Zunachst wurde freies Cholesterin mit Cholesterinoxidase zu
Wasserstoffperoxid und Cholestenon umgesetzt, wobei das Wasserstoffperoxid
in der nachfolgenden Indikatorreaktion (mit 4-Aminophenazol und Phenol) einen
roten Farbstoff bildete, der photometrisch gemessen und quantifiziert wurde.
Die Wellenlange betrug 546 nm, die Extinktionmessung erfolgte gegen den
Leerwert. Pipettierschema wurde nach der Packungsanweisung durchgefihrt.
Zur Berechnung der Cholesterinkonzentration wurde die vom Hersteller

angegebene Formel verwendet:

C (mg/dl) = 853 x Extinktion der Probe
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3.5 Statistik

Die statistischen Auswertungen wurden mit dem Programm Excel durchgefuhrt.
Der Vergleich zweier unabhangiger Messreihen erfolgte mit dem t-Test fur
unverbundene Stichproben. Fir zwei abhangige Messreihen wurde t-Test fur
verbundene Stichproben (Paarvergleichtest) angewandt. Signifikanzniveau
betrug 0,05.
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4 Ergebnisse
4.1 Einfluss der fettreichen Ernédhrung auf Serumparameter
4.1.1 Einfluss der Paigen-Diat bzw. HFD auf das Serumcholesterin

Abb. 4.1.1 zeigt Serumcholesterinwerte der Tiere nach der Paigen-Diat bzw.
High fat Diat jeweils im Vergleich zu den Kontrollgruppen. Nach 14 Wochen der
Anwendung der Paigen-Diat waren die Cholesterinwerte signifikant (281129
mg/dl) gegenliber den Kontrollen angestiegen, jedoch wurde in der Gruppe
nach 21 Wochen gleicher Diat ein niedrigerer Wert beobachtet.
Uberraschenderweise zeigten schon die Kontrolle erhéhte Werte (170+29
mg/dl). Der Normalwert sollte bei 60-80 mg/dl liegen (Plump 2005).

HFD KO-Tiere erreichten ein Gesamtcholesterin von 268133 mg/dl und zeigten
damit einen signifikanten Unterschied zur CTRD KO-Gruppe. Zwischen knock-

out- und Wild Typ-Gruppen wurde kein signifikanter Unterschied festgestellt.
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* *

%0001 281429 268433
300,00 4 242¥29  226+39 22149

250,00 4
170+£29 173+14
200,00 4

150,00 ¢

100,00 ¢

Cholesterin (mg/dl)

50,00 ¢

0,00 <

Kontrolle 14 Wo. 21 Wo. HFD WT HFD KO CTRDWT CTRD KO
Paigen-Diat Paigen-Diat

Gruppen

Abb. 4.1.1 Serumcholesterin (mg/dl) der verschiedenen Gruppen; die Séulen
reprdsentieren MittelwerttStandartabweichung (*signifikanter Unterschied zu
Kontrollen: p<0,05).
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4.1.2 Einfluss der Paigen-Diat bzw. HFD auf antioxidative Kapazitat

Antioxidative Kapazitat des Serums wurde als Ausldschzeit wahrend der AAPH-
Reaktion gemessen. Nach Verabreichung der Paigen-Diat 14 und 21 Wochen
wurde eine signifikante Senkung der Ausldschzeit (21,4+3,5 min bzw. 23,6+1,5

min) im Vergleich zu den Kontrollen (28+4,5 min) beobachtet.

Die HFD WT-Mause erreichten den Wert von 9,4+3,5 min und CTRD WT von
6,6+2,8 min. Die beiden knock-out—Gruppen erwiesen geringere Zeiten; 6,1+2,0
min bei den HFD KO- und 3,2+0,6 min bei den CTRD KO-Tieren.

Tabelle. 4.1 Ausléschzeit (min) der AAPH-Reaktion als antioxidativer Pa-
rameter des Serums einzelner Gruppen; MittelwerttStandartabweichung

(*signifikanter Unterschied zu Kontrollen: p<0,05).

Gruppe Kontrol | 14 Wo. | 21 Wo. |HFD | HFD | CTRD | CTRD
le Paigen- | Paigen- | WT KO WT KO
Diat Diat

Ausloschzeit

28,0 21,4* 23,6* 9,4 6,1 6,6 3,2
(Mittelwert; min)

S.D. 4,5 3,5 1,5 3,5 2,0 2,8 0,6

Anzahl der Tiere | g 8 5 4 4 5 4
(n)
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4.2 Einfluss der Paigen-Diat bzw. HFD auf intimale Lasionen

der Aorta

Die morphologischen Untersuchungen wurden bei allen Mausgruppen
durchgefihrt.

Die Hamatoxylin—Eosin (HE)-Farbung diente der Darstellung der allgemeinen
Ubersicht (s. Abb. 4.2.1; Abb. 4.2.6). Da eine Intima in Aortenpraparaten
gesunder Tiere praktisch nicht zu erkennen ist (s. Abb. 4.2.1A)), lassen sich
umso deutlicher deren Veranderungen bei den mit lipidangereicherten Diaten
behandelten Tieren darstellen (s. Abb. 4.2.1B)): die Bildung einer Neointima mit
Lumenverengung, Umwandlung der feinfaserigen Intima in die grobfaserige,
Verdickung der gesamten Aortenwand mit Zunahme an Zellzahl (erkennbar an

den zahlreichen blauen Kernen).

A) B)

100 pm
]

Abb. 4.2.1 HE-Féarbung; Aorta; A) Kontrolle; B) nach 14 Wochen Paigen-Diét;

L-Lumen, A-Adventitia.
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Die Elastica—van—Gieson—-Farbung diente der Darstellung der Lamina elastica
interna und elastischer Fasern in der Media. Lamina elastica interna grenzt die
Intima von der Mediaschicht ab und ist normalerweise ununterbrochen. Bei den
hypercholesterinamischen Tieren wurde der Verlust an der Intaktheit der
Lamina elastica interna aber auch des restlichen elastischen Materials
(subjektive Bewertung bei 100facher Vergrolierung) beobachtet (s. Abb. 4.2.2
A) und B)).

A) B)

Abb. 4.2.2 EvG-Férbung; Aorta; A) Kontrolle; B) nach 14 Wochen Paigen-
Diat; L-Lumen, A-Adventitia.
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Die oa—Aktin—Farbung diente der spezifischen Darstellung der glatten
Muskelzellen und damit zu deren Abgrenzung von anderen Zellen in der
GefaRwand. So konnten bei den mit Paigen- und High fat Diat behandelten
Tieren (s. Abb. 4.2.3B)) auf der Plaqueoberflaiche a—Aktin-negative Zellen

nachgewiesen werden.

A) B)

Abb. 4.2.3 a—Aktin-Féarbung; Aorta; A) Kontrolle; B) nach 5 Monaten HFD; L-

Lumen, A-Adventitia, Z-a—Aktin-negative Zellen.
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Die Makrophagenfarbung (Monoclonal Antibody to Mouse F4/80 Antigen;
Mouse-on-Mouse Kit (Immunperoxidase)) sollte der Darstellung der erwarteten
Schaumzellen (lipidgeflllten Makrophagen) in der Aortenwand dienen. Vor
allem sollten die auf der Oberflache der intimalen Veranderungen der Gefalie
o—Aktin-negativen Zellen determiniert werden. Nach Auswertung samtlicher
Aortenpraparaten konnten die erwarteten Schaumzellen jedoch nicht
nachgewiesen werden. Abb. 4.2.4A) zeigt beispielsweise einen Antigen-
positiven Kontrollschnitt (Milz einer Maus) im Vergleich zum befundnegativen
Aortenpraparat (Abb. 4.2.4B)) eines HFD KO-Tieres.

A) B)

Abb. 4.2.4 Makrophagenfarbung (Monoclonal Antibody to Mouse F4/80
Antigen; Mouse-on-Mouse Kit (Immunperoxidase)); A) Antigen-positive
Mausmilz (Kontrollschnitt); B) Antigen-negative Aortenwand (nach 5 Monaten
HFD); L-Lumen, A-Adventitia.
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Die folgenden Abbildungen sollen die intimalen Veranderungen der

Aortenpraparaten im vergroRerten Malstab darstellen.

In der Abbildung 4.2.5 ist die Aorta einer mit High fat Diat behandelten Maus
(Wild Typ) dargestellt. Auf der Oberflache der Plaque liegen Zellen mit einem
grollen dunklen Kern. Der morphologischen Erscheinung dieser Zellen
entsprechend, konnte es sich hierbei um Makrophagen, evtl. auch um
Schaumzellen handeln.

20 um
o

Abb. 4.2.5 HE-Farbung; Aorta; HFD WT; 1) intimale Verdnderungen, 2)Lami-

na elastica interna, 3) Media, 4) potentielle Makrophagen; L-Lumen.
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Abbildung 4.2.6 zeigt die intimalen Veranderungen der Aorta eines CTRD WT-
Tieres. Plaque ist deutlich von der Media durch die Lamina elastica interna
abgegrenzt. Morphologische Kennzeichnungen von einigen Zellen in Plaque

sprechen flur Makrophage.

20
. - 20 um

Abb. 4.2.6 HE-Férbung; Aorta;, CTRD WT; 1) intimale Verdnderungen, 2)
Lamina elastica interna, 3) Media, 4) potentielle Makrophagen (evtl.

Schaumzellen); L-Lumen.
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Abbildung 4.2.7 zeigt die Veranderungen der Intima in EvG-Farbung mit
Vergroflerung des subendothelialen Raumes, die auch bei den Kontrolltieren zu

finden waren. Die schwarzen Punkte reprasentieren die Zellkerne.

20 ym
-

Abb. 4.2.7 EvG-Féarbung; Aorta; Kontrolle; 1) intimale Verdnderungen, L-

Lumen.
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Abbildung 4.2.8 zeigt glatte Muskelzellen in der Aortenwand (rot-braun). Auf
der Plaqueoberflache sind die von der o—Aktin—-Farbung ausgespart
gebliebenen Zellen zu sehen, bei denen es sich mdglicherweise um

Schaumzellen handelt.

Abb. 4.2.8 a—Aktin—Féarbung; Aorta;, CTRD KO; L-Lumen, 4-a—Aktin-negative

Zellen.



Ergebnisse 37

Abbildung 4.2.9 zeigt ein Aortenpraparat einer HFD WT-Maus. Die erwarteten
Makrophagen auf der Oberflache erwiesen sich jedoch als durch Antikérper
nicht anfarbbare Zellen.

Abb. 4.2.9 Makrophagenfdrbung (Monoclonal Antibody to Mouse F4/80;
Mouse-on-Mouse Kit (Immunoperoxidase)); Aorta; HFD WT, 4) Makrophagen-

farbung-negative Zellen; L-Lumen.
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Tabelle 4.2A Anzahl der Tiere mit Plaques in den einzelnen Gruppen.

14 21
Gruppe Kontrolle | Wochen | Wochen | HFD WT | HFD KO | CTRD CTRD
Paigen- Paigen- WT KO
Diat Diat
Anzahl
der Tiere 3 3 1 2 2 3
mit
Plaques
Gesamt-
zahlin
der 8 8 5 4 4 5
Gruppe
(n)
Tabelle 4.2B Plaqueflache (in um?).
14 21
Gruppe Kontrolle HFD HFD CTRD | CTRD
Wochen | Wochen WT KO WT KO
Paigen- | Paigen-
Diat Diat
Einzelwerte der 1350 1800 6500 3700 7000 1000 14000
Tiere in den 3300 3200 11800 | 1700 4000 1100
verschiedenen 2100 3000 6000
Gruppen




Ergebnisse 39

4.3 Einfluss von fettreicher Erndhrung auf passive Mechanik

von thorakaler Aorta

Die Untersuchung zur Charakterisierung der elastischen und viskoelastischen
Dehnungseigenschaften der Aorta wurden bei den Tieren nach der Paigen-Diat
und High fat Diat jeweils im Vergleich zu den Kontrolltieren durchgefuhrt. Im
Folgenden sind die Mittelwerte einzelner Gruppen im Gruppenvergleich

dargestellt.

4.3.1 Einfluss der Paigen-Diat und High fat Diat auf die elastischen

Dehnungseigenschaften

4.3.1.1 Einfluss der Paigen-Diat

Bei den 14 Wochen mit der Paigen-Diat behandelten Tieren zeigte sich eine
Verringerung der Dehnbarkeit der thorakalen Aorta im Vergleich zu den
Kontrollen. Doch war diese Verminderung nur vorubergehend, denn die Ruhe-
Dehnungskurve der Tiere nach 21 Wochen Paigen-Diat verlauft sogar noch
flacher als die der Kontrollen (s. Abb. 4.3.1.1). Die Aorten dieser Gruppe
zeigten eine signifikante Zunahme der Dehnbarkeit gegenuber der 14 Wochen-

Gruppe.
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Abb. 4.3.1.1 Ruhe-Dehnungskurven von thorakaler Aorta; Gruppenvergleich
(Kontrollen (n=8), nach 14 Wochen Paigen-Didt (n=8), nach 21 Wochen
Paigen-Diat (n=5)); Mittelwerte (*signifikanter Unterschied zur 14 Wochen-

Gruppe: p<0,05, bezogen auf die jeweils letzte Dehnungsstufe).
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4.3.1.2 Einfluss der High fat Diat bei Wild Typ-Tieren

Bei dem Vergleich beider Wild Typ-Gruppen wurde eine nicht signifikante
Abnahme der Dehnbarkeit der thorakalen Aorta bei den fettreich ernahrten
Tieren festgestellt (Abb. 4.3.1.2).

Kraft [mN]

50,00 MNeq-------- a- === == Fmm = - === r-—---=—- l
l l l l l
| | | | |
| | | | |
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30,00 mN < ; } l
| | |
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Abb. 4.3.1.2 Ruhe-Dehnungskurven der thorakalen Aorta; Gruppenvergleich
(HFD WT (n=4), CTRD WT (n=5)); Mittelwerte.
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4.3.1. 3 Einfluss der High fat Diat bei SGK1-knock-out-Tieren

Die beiden knock—out-Tiergruppen (HFD KO und CTRD KO) zeigten annahrend
den gleichen Anfangsverlauf der Kurve (Abb. 4.3.1.3), doch lie® die
Aortendehnbarkeit der mit High fat Diat behandelten Tiere in den hdheren
Stufen gegenuber der Kontrollgruppe nach. Ein signifikanter Unterschied ergab

sich jedoch nicht.
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Abb. 4.3.1.3 Ruhe-Dehnungskurven der thorakalen Aorta; Gruppenvergleich
(HFD KO (n=5), CTRD KO (n=4)); Mittelwerte.
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4.3.1.4 Einfluss der High fat Diat im Gruppenvergleich

Die Aorten beider mit HFD behandelten Tiergruppen (HFD WT und HFD KO)
erwiesen eine geringere Dehnbarkeit der thorakalen Aorta im Vergleich zu
Kontrollgruppen (CTRD WT und CTRD KO). Ein signifikanter Unterschied ergab
sich jedoch nicht (s. Abb. 4.3.1.4).
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Abb. 4.3.1.4 Ruhe-Dehnungskurven der thorakalen Aorta; Gruppenvergleich
(HFD WT (n=4), HFD KO (n=5), CTRD WT (n=5), CTRD KO (n=4)); Mittelwerte.
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4.3.2 Einfluss der Paigen-Diat und High fat Diat auf die
Viskoelastizitat

4.3.2.1 Einfluss der Paigen-Diéat

Wie Abbildung 4.3.2.1 zeigt, wiesen die Aorten der Kontrollmausen und die der
14 Wochen lang mit der Paigen-Diat behandelten Tiere bei der Prifung der
Viskoelastizitat einen ahnlichen Kurvenverlauf und damit annahrend gleiche
viskoelastische Eigenschaften auf. Dagegen zeigten die Tiere nach 21 Wochen
Paigen-Diat eine signifikante Zunahme der viskoelastischen Dehnungs-

eigenschaften der thorakalen Aorta gegentber den beiden anderen Gruppen.
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Abb. 4.3.2.1 Viskoelastizitatskurven der thorakalen Aorta; Gruppenvergleich
(Kontrolle (n=8), nach 14 Wochen Paigen-Digt (n=8), nach 21 Wochen Paigen-
Di&t (n=5)); Mittelwerte (*signifikanter Unterschied: p<0,05, bezogen auf die

jeweils letzte Entdehnungsstufe).

4.3.2.2 Einfluss der High fat Diat bei Wild Typ-Tieren

Zwischen den beiden Gruppen (HFD WT und CTRD WT) wurde kein signifi-
kanter Unterschied in den viskoelastischen Eigenschaften der Aorta festgestellt
(s. Abb. 4.3.2.2).
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Abb. 4.3.2.2 Viskoelastizitatskurven der thorakalen Aorta; Gruppenvergleich
(HFD WT (n=4), CTRD WT (n=5)); Mittelwerte.
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4.3.2.3 Einfluss der High fat Diat bei SGK1-knock-out-Tieren

Nach der Anwendung der High fat Didt wurden keine signifikanten Anderungen
in viskoelastischen Eigenschaften der HFD KO-Tiere gegenuber der CTRD
KO-Gruppe beobachtet (s. Abb. 4.3.2.3).
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Abb. 4.3.2.3 Viskoelastizitatskurven der thorakalen Aorta; Gruppenvergleich
(HFD KO (n=5), CTRD KO (n=4)),; Mittelwerte.
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4.3.2.4 Einfluss der High fat Diat im Gruppenvergleich

Der Vergleich ergab keinen signifikanten Unterschied in der Viskoelastizitat der
thorakalen Aorten zwischen den Mausen nach der High fat Diat und Standart-

Diat bzw. zwischen den normalen und knock—out Tieren (s. Abb. 4.3.2.4).
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Abb. 4.3.2.4Viskoelastizitdtskurven der thorakalen Aorta; Gruppenvergleich
(HFD WT (n=4), HFD KO (n=5), CTRD WT (n=5), CTRD KO (n=4)); Mittelwerte.
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4.4 Einfluss der Paigen-Diat bzw. HFD auf aktive

mechanische Eigenschaften von thorakaler Aorta

Kontraktile Eigenschaften und Veranderung der Endothelfunktion wurden bei
den Tieren nach 14 bzw. 21 Wochen Paigen-Diat im Vergleich zur
Kontrollgruppe und bei den Wild Typ-Tieren nach 5 Monaten High fat Diat (HFD
WT) bzw. Standard-Diat (CTRD WT) untersucht. Im Folgenden sind die

Mittelwerte einzelner Gruppen im Gruppenvergleich dargestellt.

4.4.1 Wirkung KCl-angereicherter L6sung und endothelvermittelte
Relaxation

In den nachsten Abbildungen sind die Wirkungen KCl—-angereicherter Losung in
verschiedenen Konzentrationsstufen (30 mM, 60 mM, 90 mM) und von Nw-
Nitro—L—Arginin auf der Stufe von 90 mM (90+Nitroarg) auf die thorakale Aorta
dargestellt.

4.4.1.1 Einfluss der Paigen-Diéat

Abbildung 4.4.1.1 zeigt einen signifikanten Unterschied in der Reaktion auf die
Applikation von KCl—-angereicherter Losung zwischen den Kontrollen einerseits
und den Tieren nach 14 bzw. 21 Wochen Paigen-Diat andererseits. Schon auf
die Konzentrationsstufe von 30 mM KCl-angereicherter Losung war die
Reaktion der Kontrollen annahrend maximal und lie® sich durch Erhéhung der
KCI-Konzentration nicht mehr wesentlich steigern. Im Vergleich dazu wurde bei
den Tieren nach 14 und 21 Wochen Paigen-Diat eine konzentrationsabhangige

Steigerung der Kontraktionskraft beobachtet. Auf allen KCI-Konzentrationsstu-
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fen war die Gefalikontraktion der mit Paigen-Diat behandelten Tiere signifikant
starker im Vergleich zu Kontrollen.

Auch die Einwirkung von Nw-Nitro—L—Arginin auf die Aorta fuhrte bei den
Kontrollen nur zu einer unbedeutenden Kontraktionszunahme. Die 14 und 21
Wochen-Gruppen zeigten dagegen durch die Hemmung der endothelialen NO-
Synthase eine deutliche Kontraktionssteigerung. Diese Steigung war bei der 14
Wochen-Gruppe signifikant (Paarvergleichtest).

14,00 *
°
12,00 - *
E Kontrolle
10,00 -
Zz 8,00 1 B Gruppe
.§. nach 14
q‘é‘ Wochen
Z 6,00 - Paigen-Diat
- O Gruppe
4,00 nach 21
Wochen
Paigen-Diat
2,00 -
0,00
30 mM 60 mM 90 mM 90 +Nitro
KCI - Konzentration [mM]

Abb. 4.4.1.1 Wirkung von KCl-angereicherter Lb6sung in verschiedenen
Konzentrationen (30 mM, 60 mM, 90 mM) und Nw-Nitro—L—Arginin auf die tho-
rakale Aorta; Gruppenvergleich (Kontrolle (n=8), Tiere nach 14 (n=6) und 21
(n=5) Wochen Paigen-Didt); die Sé&ulen reprasentieren Mittelwerte

tStandartabweichung (*signifikanter Unterschied zwischen der 14 Wochen-
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Gruppe und den Kontrollen bzw. 21 Wochen-Gruppe und den Kontrollen;
*signifikanter Unterschied zwischen der Wirkung von 90 mM KCl-angereicherter
Lésung und 90+NNLA bei den 14 Wochen-Tieren; p<0,05).

4.4.1.2 Einfluss der High fat Diat

Nach der Verabreichung der High fat Diat wurde gegenuber der CTRD-Gruppe
eine nicht signifikant verringerte Reaktion auf KCl-angereicherter Losung aller
Konzentrationen beobachtet. Die Zugabe von Nw-Nitro-L—Arginin fuhrte in
beiden Gruppen zu einer Zunahme der Kontraktionskraft (s. Abb. 4.4.1.2).
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10,00 - T

8,00 -
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Kraft [mN]
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BHFD WT

4,00

2,00 -

0,00

30 mM 60 mM 90 mM 90 +
Nitroarg

KCI - Konzentration [mM]

Abb. 4.4.1.2 Wirkung von KCl—angereicherter Lésung in verschiedenen Kon-
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zentrationen (30 mM, 60 mM, 90 mM) und Nw-Nitro—L—-Arginin auf die
thorakale Aorta; Gruppenvergleich (HFD WT (n=2) und CTRD WT (n=3)); die

Séulen représentieren MittelwertexStandartabweichung.

4.4.2 Wirkung von L—Phenylephrin auf die thorakale Aorta

In den nachsten Abbildungen ist die Wirkung von L—Phenylephrin in
verschiedenen Konzentrationsstufen von 10® M bis 2x10° M auf die

Kontraktilitat der thorakalen Aorta dargestellt.

4.4.2.1 Einfluss der Paigen-Diéat

Wie die Abb. 4.4.2.1 zeigt, fUhrte die Verabreichung der Paigen-Diat zu einer
Veranderung der Reaktion auf die Einwirkung von L-Phenylephrin. Die
Kontrollgruppe erwies eine signifikant starkere Reaktion in den niedrigeren
Konzentrationen im Vergleich zu den Tieren nach der Paigen-Diat. Dagegen
war die L-Phenylephrin-induzierte = Kontraktionskraft  bei héheren
Konzentrationen in den hypercholesterinamischen Tieren signifikant gegentber

den Kontrollen erhoht.
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L—Phenylephrin-Konzentrationen [M]
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Abb. 4.4.2.1 Wirkung von L-Phenylephrin in verschiedenen Konzentrationen
(108 M: 2x108 M; 107 M; 2x107 M; 10° M: 2x10° M) auf die thorakale Aorta;
Gruppenvergleich (Kontrolle (n=7), Tiere nach 14 (n=4) bzw. 21 Wochen (n=5)
Paigen-Diéat); die Sé&ulen reprédsentieren Mittelwert+Standartabweichung

(*signifikanter Unterschied zu Kontrollen: p<0,05).
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4.4.2.2 Einfluss der High fat Diat

Die Wirkung von L—Phenylephrin auf die thorakale Aorta der HFD WT- und
CTRD WT-Tiere war mit einander vergleichbar. Es

ergab sich
konzentrationsabhangige Kontraktionssteigerung (s. Abb. 4.4.2.2).
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Abb. 4.4.2.2 Wirkung von L—Phenylephrin in verschiedenen Konzentrationen
(108 M; 2x10% M; 107 M; 2x107M; 10°M; 2x10°M) auf die thorakale Aorta;
Gruppenvergleich (HFD WT (n=2) und CTRD WT (n=3)); die Séulen
reprasentieren Mittelwert+Standartabweichung.
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5 Diskussion

5.1 Rolle von Hypercholesterinamie und Diabetes mellitus in

der Atherosklerose

Die Erhdhung des Serum-Cholesterinspiegels steht heute unumstritten in
einem engen Zusammenhang mit dem Risiko der Atherosklerose. Schon im
Jahr 1908 zeigte der russische Wissenschaftler Ignatovski eine Induktion der
Atherosklerose an Kaninchen durch die Anwendung einer milch- und
eigelbreichen Diat. Im Jahr 1910 entdeckte der deutsche Chemiker Windaus
das Vorhandensein von Cholesterin in den menschlichen atherosklerotischen
Plaques (Fey 2005). Im Jahr 1929 zeigte der norwegische Arzt C. Muller an
einem kleinen Kollektiv einen Zusammenhang zwischen familiarer
Hypercholesterinamie und der Entwicklung von Atherosklerose und Xanthomen
(Thiery et al. 1999). In einer Vielzahl von Studien wurde der Einfluss des
Cholesterinspiegels auf die Ereignisrate von kardiovaskularen Erkrankungen
uberpruft. Im Jahr 1979 begann in Munster die PROCAM Studie. An einem
grollen Kollektiv Uber 20.000 Probanden wurde die Bedeutung des
Gesamtcholesterins und Verhaltnis von LDL- und HDL-Fraktionen auf die
Entstehung von KHK gezeigt (Assmann et al 1999). In einer zwdlfjahrigen
Untersuchung an 2425 Probanden zeigte die Frahmingham-Studie den
Zusammenhang zwischen der Hohe von HDL-Cholesterin und der Entwicklung
des Myokardinfarkts (Abbott et al. 1988). Regression der KHK durch
Cholesterinreduktion zeigte zum ersten Mal die CLAS—Study in 1987 (Thiery et
al. 1999). Die Scandinavian Simvastatin Survival Study (4S) ergab eine
Senkung des Cholesterinspiegels und der KHK-Mortalitat unter der Behandlung
mit Simvastatin bei Patienten mit Herzinfarkt oder stabiler Angina pectoris
(Scandinavian Simvastatin Survival Study Group 1994). Neue Studien belegen,
dass Simvastatin-Behandlung auch zu einer signifikanten Reduktion von

transitorischen ischamischen Attacken, Schlaganfallen, vaskularen und korona-
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ren Ereignissen bei Patienten mit zerebrovaskularen Erkrankungen oder
Diabetes im Vergleich zu Kontrollen fuhrt (Collins et al. 2004).

Die atherogenen Wirkungen der Lipoproteine ergeben sich einerseits durch die
Erhdhung des LDL- und andererseits durch die Senkung des HDL-
Cholesterins. LDL und HDL sind aber nicht allein entscheidend fur die
Pathogenese. Vielmehr wird durch das Vorkommen zusatzlicher Risikofaktoren
wie Erhohung des Lp (a), verstarkte LDL—Oxidation, Apo E—Genotyp und
Diabetes mellitus die atherogene Wirkung der Lipoproteine deutlich verstarkt.
Von besonderer Bedeutung in der Atherogenese sind die oxidierten LDL, da sie
in der GefaBwand inflammatorisch wirken. Sie sind in der Lage, die
Einwanderung von Monozyten und Leukozyten einerseits und die Bildung von
Zytokinen, Wachstumsfaktoren und Schaumzellen andererseits zu induzieren
(Ross et al. 1996).

Die Oxidation von LDL wird u. a. auch durch glykierte Proteine beeinflusst.
Diese entstehen vermehrt, wenn die Blutzuckerwerte erhoht sind. Diese
Proteine werden auch als AGE-Proteine (advanced glykation endproducts)
bezeichnet (Bierhaus 1999). AGE-Proteine werden verstarkt in den Gefallen
von Diabetikern abgelagert. Selbst die oxidierten LDL kdnnen glykiert werden,
was eine vermehrte Aufnahme durch Makrophagen nach sich zieht. Diabetes ist
daher eng mit arteriosklerotischen Gefalderkrankungen assoziiert (Ceriello et al
2004). Diese treten bei Diabetikern zwei bis vier Mal haufiger als bei
Nichtdiabetikern (Haffner et al. 1998 and Beckman et al. 2002). Auch die
Vorstufe zum Diabetes mellitus, das metabolische Syndrom, verstarkt die
atherogene Wirkung der Risikofaktoren. Die hier zu beobachtenden
Bluthochdruck, Insulinresistenz  und daraus folgende Adipositas mit
Fettstoffwechselstérungen fihren zur Veranderung der Funktion des Endothels,
sowie auch der glatten Muskelzellen, Aktivierung der Gerinnung, Reduktion der
Fibrinolyse und Entstehung der Atherosklerose (zur Ubersicht s. bei Rdsen
2004). Atherosklerotisch veranderte GefalRe verlieren an Elastizitat und kdnnen

den angemessenen Blutfluss nicht mehr sicherstellen.
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5.2 Die Maus als Modell in der Atheroskleroseforschung

Um die Pathogenese der Atherosklerose zu erforschen, ist man auf die
Verwendung von Tiermodellen angewiesen. Eine besondere Bedeutung
nehmen hier kleine Tierarten ein, die leicht zu halten und einfach zu handhaben
sind.

Die Maus als eines der bedeutsamen Tiermodelle hat sich in der
Atheroskleroseforschung fest etabliert. Zusatzlich vorteilhaft ist die relativ
einfache Manipulation des Genoms (zur Ubersicht s. bei Qiao et al. 1994).
Bisher wurden vor allem knock—out Mause in der Atheroskleroseforschung
verwendet. Die Ausschaltung eines Proteins bzw. seine Uberexpression fihren
jedoch zu Auswirkungen im Gesamtorganismus. So werden bei den knock-out
Mausen deutliche Veranderungen in der normalen Physiologie beobachtet
(Johnston et al. 2002). Die weitgehende Konkordanz zwischen menschlichem
Genom und Genom der Maus wurde fur die phanotypischen Merkmale: HDL-
Spiegel, Hypertension, Asthma, entziindliche Darmerkrankungen, Osteoporosis
und Diabetes mellitus Typ 2 nachgewiesen (Paigen 2003).

In dieser Arbeit war es jedoch von Interesse, genetisch unveranderte Tiere als
Atherosklerosemodelle zu etablieren. Eine der haufigsten Methoden zur
Erzeugung von atherosklerotischen Lasionen ist die Anwendung von
lipidangereicherten Diaten. Die ersten Untersuchungen hierzu wurden bei C
57BL/6 Mausen durch die Verabreichung von cholesterinhaltigen Diaten
durchgefuhrt (Paigen et al. 1987 und 1990). Diese Befunde werden in. 5.3.1
und 5.4 naher erlautert. Zu den Besonderheiten des Mausmodells gehoéren eine

hohe Resistenz gegen Atherosklerose und aufwendige Blutabnahme.
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5.3 Einfluss der fettreichen Erndhrung auf Serumparameter

5.3.1 Einfluss der Paigen-Diat bzw. HFD auf das Serumcholesterin

Hypercholesterinamie reprasentiert durch hohes LDL bzw. niedrigen HDL/LDL
Quotient einen bekannten Risikofaktor fur Atherosklerose. Die Ursachen der
Hypercholesterinamie sind sowohl durch exogene Faktoren (z. B. ungunstige
Erndhrung, Ubergewicht) als auch familiar (z. B. defektes Apolipoprotein B 100)
bedingt (Miserez et al. 2004). Ungesunde Erndhrungsweise mit einem hohen
Anteil an gesattigten Fettsauren und Nahrungscholesterin fuhrt zur Erhohung
des Plasmacholesterins. Dies wird durch die Tatsache unterstutzt, dass der
hohe Cholesterinspiegel durch eine langfristige Verringerung der Fettzufuhr
sinkt. Bei manchen Versuchstieren (Maus, Kaninchen, Ratte) kann unter der
Anwendung der lipidangereicherten  Diaten die Entstehung von
Hypercholesterinamie und atherosklerotischen Plaques induziert werden.
Zahlreiche Untersuchungen wurden zu diesem Thema verdffentlicht (zur
Ubersicht s. bei Heinle et al. 2000, Heinle et al. 2002 und Schneider et al.
1999). Auch in dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Futterungsmodelle
erprobt, die sich bezuglich des Fettgehaltes der Diaten unterschieden. Das
erste Futterungsmodell, die Paigen-Diat, enthielt u. a. 1,25% Cholesterin, 15%
Fett, 0,5% Natrium Cholat. Es wurde bei Tieren der Versuchsreihe A 14 und 21
Wochen angewandt. Das zweite Futterungsmodell, High fat Diat, enthielt u. a.
45% Kohlenhydrate, 12% Rohfett und wurde den Tieren der Versuchsreihe B 5
Monate lang verabreicht. Es soll typischerweise zu Diabetes mellitus Typ Il
fuhren.

Die Anwendung beider lipidangereicherter Diaten fihrte bei den Versuchstieren
zur  Induktion der Hypercholesterinamie und zur Bildung von
atherosklerotischen Plaques. Signifikante Anstiege des Serumcholesterins
wurden bei den Tieren nach Verabreichung der Paigen-Diat nach 14 Wochen

und bei der HFD KO-Gruppe beobachtet. Jedoch waren die Cholesterinwerte
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auch samtlicher Kontrolltiere erhoht, was sich in der Plaquebildung bei diesen
Tieren widerspiegelte.

In der Ubersicht von Plump (2005) wurde ebenfalls der Einfluss der Paigen-Diat
auf Plasmacholesterin der Versuchstiere beschrieben. Vergleichbar fuhrte sie
zur Erhéhung des Cholesterinspiegels auf 200 bis 300 mg/dl mit Erhéhung von
nicht-HDL-Lipoproteinen. Bei der Anwendung der Standart-Diat betragt dieser
Wert im Gegensatz dazu 60 bis 80 mg/dl. Auch die Arbeiten anderer Autoren
zeigten, dass durch die Anwendung fettreicher Diaten eine
Hypercholesterinamie bei Mausen erzeugt werden konnte (Murphy et al. 2002).
Hier wurde wie bei der Paigen-Diat eine cholesterin- und fettreiche Diat
zusammen mit Natrium Cholat nicht genetisch veranderten C 57 BL/6 Mausen 4
Wochen lang verabreicht. Dies fuhrte zur Entstehung der Hypercholesterinamie.
Die histologischen Untersuchungen zeigten jedoch keine Entstehung von ,Fatty
Streaks“-Lasionen.

Offensichtlich ist es also auch in der Maus moglich, durch cholesterin- und
fettreiche Diat eine Erhdhung des Plasmacholesterinspiegels und damit eine

atherogene Risikokonstellation zu erzielen.

5.3.2 Einfluss der Paigen-Diat bzw. HFD auf antioxidative Kapazitat

Eine entscheidende Rolle in der Pathogenese der Atherosklerose spielen die
freien Radikale. Diese entstehen u. a. im aeroben Stoffwechsel der Zelle selbst,
z. B. durch NAD(P)H-Oxidation in Mitochondrien. Pathophysiologisch wichtige
Quellen stellen auch die Entziindungsreaktionen oder die LDL-Oxidation dar.
Hypercholesterinamie, Insulinresistenz und andere Stoffwechselstorungen
fuhren zu einer vermehrten Bildung von Sauerstoffradikalen. Diese aktivieren

Gerinnung und inflammatorische Reaktionen mit Ausschittung von vasoaktiven
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Substanzen. Die Folgen sind Schadigung des Endothels und verminderte
Bildung von Stickstoffmonoxid. Diese Reaktionskaskade flhrt zur Entwicklung
der atherosklerotischen Lasionen wund strukturellen und funktionellen
Veranderungen der gesamten Gefallwand (Ross et al. 1996). Durch oxidativen
Stress entstehen vermehrt chemisch modifizierte LDL, die sich an der
Expression der Adhasionsmolekile fir Makrophagen aber auch an deren
Umwandlung in Schaumzellen beteiligen. Antioxidantien bewirken eine
Verminderung des oxidativen Stresses. Sie fangen die freien Radikale ab und
verhindern dadurch die Oxidation der LDL. Einige Antioxidantien besitzen
moglicherweise die Eigenschaft, GefalRmuskelzell-Proliferation zu verhindern
und Endothelfunktion zu verbessern (Traber 2001). Der Einsatz von
Antioxidantien zur Primarpravention der Atherosklerose ist jedoch umstritten
(zur Ubersicht s. bei Kreuzer und Tiefenbacher 2003).

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der Paigen-Diat und HFD auf die
antioxidative Kapazitat des Serums untersucht, die aus der Unterdrickungszeit
der Radikalbildung in der AAPH-Reaktion ermittelt wurde. In beiden
Versuchstierengruppen mit der Paigen-Diat zeigten die Ergebnisse eine
Senkung der totalen antioxidativen Kapazitat. Ahnliche Ergebnisse ermittelte
auch die Arbeit von Heinle et al. 2002. Hier wurde den Kaninchen (Weisse
Neuseelander) eine cholesterinreiche (2%) Diat 6 Wochen lang verabreicht.
Anschlieend folgte eine Regressionsphase von 68 Wochen. Die Ergebnisse
zeigten eine Erhdhung der Parameter des oxidativen Stresses (oxLDL) mit
einem Maximum in Woche 14 bei den mit Diat behandelten Tieren gegenuber
den Kontrollen.

Dagegen war die antioxidative Kapazitat bei den Tieren mit HFD im Vergleich
zu den Kontrollen erhoht. Dies steht im Widerspruch zum erwarteten Resultat,
da die Diat zu Diabetes mellitus Typ Il fuhrt, der Uber Hyperglykamie und die
Bildung von AGE-Proteinen eine zusatzliche Erhdhung des oxidativen Stresses
verursacht (zur Ubersicht s. bei Aronson et al. 2005 und Sonta et al. 2004).
Moglicherweise besteht hier ein Zusammenhang mit der Applikation von

Dexamethason 10 mg/g pro Korpergewicht 24 Stunden vor der Totung.
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Dexamethason besitzt, wie auch die anderen Glukokortikoide, eine
antiinflammatorische Wirkung. Diese betrifft vor allem die Leukozyten—
Immigration, Freisetzung von Cytokinen und Bildung von Ent-
zundungsmediatoren (Lullmann et al. 2001). Auch wird eine Veranderung der
Aktivitdt von antioxidativen Enzymen unter Dexamethason-Phosphat
beschrieben (Ozmen, 2005). Hinweise dafir, dass Dexamethason die
antioxidative Kapazitat des Serums erhohen konnte, wurden in der Literatur
nicht gefunden (aktuelle medline Recherche).

Offensichtlich ist es also mdoglich, auch im Mausmodell durch
Hypercholesterinamie oxidativen Stress zu erzeugen, der sich in einer
verminderten antioxidativen Kapazitat des Serums aufRert. Die Erhohung der
antioxidativen Kapazitat im Serum bei den Tieren nach der High fat Diat steht
jedoch moglicherweise im Zusammenhang mit der Dexamethason-Applikation.
Es sind weitere Untersuchungen notwendig, um die Mechanismen der Wirkung

von Dexamethason zu erklaren.

5.4 Einfluss der Paigen-Diat bzw. HFD auf intimale Lasionen

der Aorta

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von zwei verschiedenen
lipidangereicherten Diaten auf die Bildung atherosklerotischer Plaques in der
Mausaorta im Vergleich zu Kontrollen Gberpruft. Das leitende Futterungsmodell
der Arbeit, die Paigen-Diat, wurde in der Arbeit von Paigen et al. (1990) an den
C 57 BL/6 Mausen zum ersten Mal fur eine Zeit bis zu 14 Wochen angewandt.
Aus den Aortenbégen und Herzarterien wurden histologische Praparate
angefertigt und auf den Zeitverlauf der Plaquebildung und der Plaquegrolie
untersucht. Schon nach sieben Wochen Futterung zeigte sich die atherogene
Wirkung der Paigen-Diat. Zu diesem Zeitpunkt wiesen die C 57 BL/6 Mause

einige Plaques im Bereich vom Aortenbogen und den Herzarterien auf. Bei der
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Weiterfuhrung der Behandlung bis zur 14 Woche nahmen die Plaques in ihrer
Gréle und Zahl noch zu.

Die histologischen Befunde der vorliegenden Arbeit zeigten, dass die
Verabreichung beider lipidangereicherten Diaten (Paigen-Diat und HFD) die
Entstehung von mikroskopisch sichtbaren Veranderungen der Aortenwand
bewirken konnte. Diese Veranderungen betrafen sowohl die intimale Schicht als
auch die allgemeine Gefallwandstruktur. Es wurden einerseits die Zunahme der
GefalRwanddicke durch die Proliferation glatter Muskelzellen und Verlust an der
RegelmaRigkeit aller elastischen Fasern in der Media beobachtet. Andererseits
kam es zur Umwandlung feinfaseriger Intima in grobfaserige und deren
Wucherungen ins Lumen. Die Frage, ob Schaumzellen auftreten, konnte nicht
eindeutig beantwortet werden. Schaumzellen entstehen aus Makrophagen
durch die Aufnahme von oxidierten LDL Uber ,Scavenger-Rezeptoren“ und
kommen in allen Stadien der Entwicklung von atherosklerotischen Lasionen vor
(zur Ubersicht s. bei Raines et al. 2005). Obwohl eindeutig Zellen mit den
groRen Kernen identifiziert worden, die in HE-Farbung wie Makrophagen
erscheinen, konnte dieser Zelltypus durch Antikdrperreaktion nicht markiert
werden. Als Positivkontrolle hierzu diente ein kaufliches Praparat der Mausmilz.
Letztlich besteht aber Unsicherheit dartber, ob diese Kontrolle tatsachlich volle
Gultigkeit besitzt. Die Anwesenheit von Lipiden in der Gefallwand wurde von
Paigen selbst gezeigt, allerdings nur durch die Olrotfarbung, die eine genaue
zellulare Zuordnung nicht erlaubt (Paigen et al. 1990 a, b). In der vorliegenden
Arbeit konnten Fettablagerungen in Zellen mit den groRen Kernen nicht
nachgewiesen werden, da sich die Lipide unter Einwirkung von Alkohol der
Uberfiihrreihe bei der Entwasserung des Gewebes aus der Aortenwand Idsten.

Uberraschenderweise wiesen auch die Kontrolltiere atherosklerotische
Lasionen der Aortenwand auf. Dies durfte auf zwei folgende Mechanismen
zuruckzufuhren sein. Auf der einen Seite wurde bei den Kontrolltieren ein
erhdhter Serumcholesterinspiegel beobachtet, der fur die Plaqueentstehung

verantwortlich sein konnte. Auf der anderen Seite zeigte Berg et al. (2002),
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dass die Entwicklung einer spontanen Atherosklerose bei nicht transgenen
Mausen auch unter normaler Futterung als Folge des Alterungsprozesses

entstehen konnte.

5.5 Einfluss von fettreicher Erndhrung auf passive Mechanik

von thorakaler Aorta

5.5.1 Einfluss der Paigen-Diat und High fat Diat auf die elastischen
und viskoelastischen Dehnungseigenschaften

Mit Elastizitat wird die mechanische Eigenschaft des Gewebes bezeichnet, bei
Einwirkung einer Kraft (in unserem Fall der passiven Dehnung) mit einem
Widerstand entgegenzuwirken und nach Aufhebung der Kraft seine
ursprungliche Form wieder einzunehmen (Dorn et al. 1980). Viskoelastizitat ist
ein weiterer Parameter fur die Dehnbarkeit eines Blutgefalies. Hierbei erfolgt
jedoch die Ruckkehr in die urspringliche Form (im Unterschied zu Elastizitat)
mit geringerer Geschwindigkeit bzw. wird die durch Dehnung aufgebaute
Spannung bei gleich bleibender Lange des Praparates abgeschwacht.

Die fur die elastischen Eigenschaften verantwortlichen elastischen Lamellen
sind konzentrisch in der Mediaschicht der Aortenwand angeordnet. Zwischen
den Fasern sind zahlreiche glatte Muskelzellen zu finden, wobei direkte
Verbindungen zwischen beiden Komponenten moglich sind (Junqueira et al.
2002). Diese koénnen in verschiedener Weise moduliert werden (Seyama et al.
2004). So fuhrt z. B. die Induktion der Zellproliferation zur Inhibition der
Fasernexpression.

Aufgrund des hohen Anteils an elastischen Fasern in der Media wird die

Anpassung der Aorta an den systolischen Druckanstieg und die Durchfluss-
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menge und dadurch die Austbung der Windkesselfunktion ermadglicht.
Verschiedene krankhafte Prozesse wie Diabetes mellitus und Atherosklerose
konnen zu funktionellen und strukturellen Veranderungen der Gefaldwand und
damit zur Einschrankung der Windkesselfunktion fuhren.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine tendenzielle Abnahme der Dehnbarkeit,
jedoch keine relevante Veranderung der Viskoelastizitat nach der Anwendung
der Paigen-Diat 14 Wochen lang beobachtet. Bei der WeiterfiUhrung der Diat bis
zur 21 Woche nahmen jedoch die passiven mechanischen Dehnungs-
eigenschaften von thorakaler Aorta signifikant zu.

Nach Verabreichung der HFD wurde eine Verringerung der Dehnbarkeit der
Aorta ermittelt. Dagegen zeigten diese Versuchstiere (HFD WT, HFD KO)
annahrend gleiche viskoelastische Eigenschaften wie die Tiere nach der
Standart-Diat (CTRD WT, CTRD KO).

Zu diesen Befunden gibt es einige Arbeiten, die verschiedene
Erklarungsmoglichkeiten aufzeigen. Auf der einen Seite berichten Qiao et al.
(1994) uber Kalzifikationsprozesse in der Tunica media der Mausaorta. So
wurde bei den C 57 BL/6J-Tieren nach 15 bis 30 Wochen atherogener Diat
(15% Fett, 1,25% Cholesterin, 0,5% Natrium Cholat) eine von
Lipidakkumulation unabhangige Kalzifikation der Aorta beobachtet. Dabei
fuhren die Ablagerungen von Kalzium in der Gefallwand und Stérung der
Funktion von elastischen Fasern zur Verminderung der Dehnbarkeit im Verlauf
der Atherosklerose (Seyama et al. 2004). Auf der anderen Seite wurde in einer
Arbeit an hypercholesterinamischen Kaninchen gefunden, dass sich die
Dehnbarkeit Uber die Versuchszeit von 84 Wochen biphasisch veranderte.
Einer anfanglichen Zunahme stand eine spatere Abnahme entgegen. Dies
wurde durch eine unterschiedliche Rolle von Makrophagen und den von diesen
sezernierten Metallproteinasen  erklart  (Emmerich  2003). Matrix
Metallproteinasen wird eine immer grolRere Rolle in der Progression der
Atherosklerose zugeschrieben. Sie sind offensichtlich in der Lage,
Kollagenfasern und elastische Lamellen abzubauen (zur Ubersicht s. bei Lijnen

2002). Damit tragen sie zur Abnahme der extrazellularen Matrix der Gefallwand
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bei. Der Verlust von Matrixsubstanz in der Mediaschicht fuhrt zur ,Aufweichung®
der Aortenwand und dadurch zur gréferen Dehnbarkeit.

In ahnlicher Weise konnten die hier an Mausen nach der Paigen-Diat
erhobenen Befunde, dass zunachst eine Abnahme, anschlieRend eine

Zunahme der Dehnbarkeit von thorakaler Aorta gefunden wurde, begrindet

werden.

5.6 Einfluss der Paigen-Diat bzw. HFD auf aktive
mechanische Eigenschaften von thorakaler Aorta und die
endothelvermittelte Relaxation

5.6.1 Wirkung von KCl-angereicherter LO6sung und von L-

Phenylephrin auf die thorakale Aorta

Kontraktiles Verhalten der Aorta setzt eine regelrechte Funktion der glatten
Muskelzellen voraus. Diese befinden sich in der Mediaschicht der Gefallwand
und sind Uber Gap Junction verbunden. Die Kontraktion dieser Zellen wird
durch Ca* gesteuert, wobei sowohl elektromechanische als auch
pharmakokinetische Kopplungsmechanismen vorhanden sind. Die Funktion der
glatten Muskelzellen kann durch unterschiedliche krankhafte Prozesse wie
Atherosklerose und Diabetes verandert werden. Einerseits kommt es zu einer
Migration von glatten Muskelzellen in die atherosklerotischen Lasionen, wo sie
verstarkt extrazellulare Matrix bilden und als sekretorische Zellen verminderte
Kontraktilitat aufweisen. Andererseits werden aggressive Sauerstoffradikale
vermehrt in diesen Zellen generiert (Creager et al. 2003). Die freien Radikale
verursachen neben der Schadigung des Endothels zusatzlich funktionelle und
strukturelle Veranderungen der glatten Muskelzellen, so dass sie uber

intrazelluldre Mobilisation von Ca®* erhéhte Kontraktilitdt erhalten (LUscher et al.
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2005). Die Folge ist Stérung der normalen kontraktilen Funktion der Gefalie
(zur Ubersicht s. bei Guo et al. 2005).

In der vorliegenden Arbeit wurden die kontraktilen Eigenschaften der Mausaorta
durch die Zugabe von KCl-angereicherten Ldsungen in verschiedenen
Konzentrationsstufen (30 mM, 60 mM, 90 mM) und von L-Phenylephrin
uberpruft. KCl-angereicherte Losung fuhrt durch Depolarisation der Membran
und Offnung von spannungsabhangigen Ca?*-Kanalen zu einer Erhéhung der
intrazelluldren Ca®*-Konzentration und I6st dadurch eine rezeptorunabhangige
Kontraktion aus. L-Phenylephrin wurde in sechs ansteigenden
Konzentrationsstufen zur Tyrode-Lésung zugefiihrt. Diese Substanz bewirkt
uber die Stimulation von a-Rezeptoren pharmakologisch eine Kontraktion der
Gefallwand.

Nach Verabreichung der Paigen-Diat zeigten die beiden Versuchsgruppen bei
der Einwirkung von KCl-angereicherten Losungen eine signifikante Erhéhung
der Kontraktion von thorakaler Aorta auf allen Konzentrationsstufen. Bei der
Wirkung von L-Phenylephrin auf die GefalBwand dieser Tiere wurde eine
schwachere Reaktion auf die beiden niedrigen und tendenziell starkere auf die
hdheren Konzentrationsstufen beobachtet.

Dagegen fuhrte die Verabreichung der High fat Diat zu einer nicht signifikanten
Verminderung der kontraktilen Eigenschaften von thorakaler Aorta auf die
Wirkung von KCl-angereicherten Losungen. Die Wirkung von L—-Phenylephrin
war annahrend vergleichbar der von den Tieren nach der Paigen-Diat. Es
wurde eine schwachere GefalRkontraktion auf die beiden niedrigen und starkere
auf die héheren Konzentrationsstufen der mit HFD behandelten Mausen
ermittelt.

Vergleichbare Ergebnisse werden auch von den anderen Autoren beschrieben.
In der Arbeit von Schmitz (2003) wurde kontraktiles Verhalten der Gefallwand
von diabetischen Mausen durch die Zugabe von Kaliumchlorid gegenuber den
C 57 BL/6-Kontrollen Uberpruft. Dabei wurde bei den Tieren mit Diabetes eine
signifikant starkere Vasokontraktion beobachtet. Okon et al. (2003) untersuchte

die Wirkung von L-Phenylephrin auf Insulin-resistente ob/ob Mause und beo-
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bachtete, dass es durch die vaskulare Dysfunktion der Aorta dieser Tiere zu
einer Erhdhung der Reaktion auf L-Phenylephrin gegenuber den 57 CBL/6J-
Kontrollmausen kam.

Im Widerspruch dazu zeigten jedoch in der vorliegenden Arbeit die Tiere mit
Diabetes mellitus Typ Il (HFD WT-Gruppe) eine verminderte kontraktile
Reaktion auf die Wirkung KCl-angereicherter Lésung gegentber den CTRD
WT-Tieren. Auch von Mahmoudian et al. (1996) wird beschrieben, dass
Diabetes eine Abnahme des kontraktilen Verhaltens der Rattenaorta bei der
Einwirkung KCl-angereicherter Lésung induzieren kann. Dies liegt
moglicherweise an der Inhibition der elektromechanischen Kopplungs-
mechanismen durch Insulinmangel (zur Ubersicht s. bei Maria et al. 1997). Es
sind offensichtlich weitere Untersuchungen erforderlich, um die Mechanismen

genauer verstehen zu kdénnen.

5.6.2 Endothelvermittelte Relaxation

Die intakte Endothelfunktion stellt u. a. durch die Freisetzung von
Stickstoffmonoxid (NO) die Regulation des Tonus der Gefalmuskulatur sicher,
wodurch die Organe bzw. das umliegende Gewebe ausreichend mit Blut
versorgt werden kénnen. Aullerdem werden die Einwanderung von Monozyten
und glatten Muskelzellen in die Intima sowie die Thrombozytenaggregation
verhindert. Inflammation mit erhdhtem oxidativen Stress, Hypertonie und
Diabetes konnen zu einer Dysfunktion des Endothels flhren. Dies l6st die
Gefahr fur kardiovaskulare Erkrankungen aus (Luscher et al. 2005).

Die Endothelfunktion wurde in dieser Arbeit durch die Zufuhr von Nw—Nitro—L—
Arginin (NNLA), einem reversiblen Inhibitor von Stickstoff-Monoxid—Synthase
(NOS), zur Kaliumchlorid-Lésung auf der Stufe von 90 mM untersucht. Diese
Zugabe flhrte in allen Fallen zu einer Steigerung des kontraktilen Effektes von

KCl-angereicherter Losung.
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Die Verabreichung der Paigen-Diat 14 und 21 Wochen fuhrte zu einer starkeren
NNLA-induzierten Kontraktion von thorakaler Aorta und damit einer
Verbesserung der endothelvermittelten Relaxation als bei den Kontrollen.
Zusatzlich ergab sich eine signifikante Spannungssteigerung zwischen der
Einwirkung von 90 mM KCl-angereicherter Losung und von NNLA bei der 14
Wochen-Gruppe.

Dagegen zeigt die Anwendung der HFD 5 Monaten lang bzw. Diabetes mellitus
Typ Il eine Reduktion der endothelvermittelten Vasodilatation der Aorta. Dieser
Befund wurde auch in anderen Arbeiten beschrieben. Zum Beispiel wurde
sowohl bei diabetischen Mausen nach der Anwendung einer fettreichen Diat als
auch Dbei insulinresistenten ob/ob Mausen eine Verminderung der
endothelvermittelten Vasorelaxation gegenuber den C 57BL/6J-Kontrolimausen
beobachtet (Molnar et al. 2005 und Okon et al. 2003). Endotheliale Dysfunktion
in Rahmen von Diabetes mellitus ist u. a. auf zwei Mechanismen
zuruckzufuhren. Einerseits fuhren die reaktiven Sauerstoffradikale, die vermehrt
bei Atherosklerose, Diabetes, Hypercholesterinamia und Hyperglykamia
entstehen, zur Inaktivierung von NO (Cai et al. 2000). Andererseits wird Insulin
eine Rolle bei der Phosphorilierung der Stickstoff-Monoxid—Synthase
zugeschrieben. Die Folge ist eine Reduktion der NO-Bildung bei Diabetes
(Creager et al. 2003).

Nach der Anwendung der Paigen-Diat zeigten jedoch die Tiere in der
vorliegenden Arbeit eine Verbesserung der endothelvermittelten Relaxation.
Damit wurde einerseits weitgehend gezeigt, dass die Funktion des Endothels
auch bei der Atherosklerose nicht vollstandig unterbrochen wird. Ohne
erhaltenes Endothel ware die Kontraktionssteigerung nicht zu beobachten
gewesen. Andererseits wird beschrieben, dass erhdhte Glukosekonzentration
eine Vasodilatation und Inhibition des Arterientonus bei den Ratten bewirken
kann (Cipolla et al. 1997). Auch bei streptozin-induzierten diabetischen Mausen
nach 4 Wochen wird eine Verbesserung der endothelvermittelten
Vasorelaxation bei der Einwirkung von Acetylcholine gegenuber den Kontrollen

beschrieben. Die Endothelzellen von diabetischen Tieren in friheren Stadien
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sind offensichtlich in der Lage, PGl; (Prostaglandin |;) und EDHF (endothelium-
derived hyperpolarizing factor) vermehrt zu bilden. Dies koénnte zu einer
Erhéhung der endothelvermittelten Vasodilatation beitragen (Shen et al. 2003).
Inwieweit sich die durch die Verabreichung der Paigen-Diat entstandenen

Stoffwechselstorungen denen bei Diabetes annahern, ist unbekannt.

5.7 Rolle der Serum/ Glukokortikoid—induzierten Protein-

Kinasel in der Atherosklerose

Serum/ Glukokortikoid-induzierte Protein-Kinase1 (SGK1) ist ein Enzym, das
Proteine an Serin- oder Threoninresten phosphoryliert. Dieses Enzym wurde
zum ersten Mal in Brusttumorzellen einer Ratte entdeckt. Die Transkription der
SGK1 wird u. a. durch Steroidhormone und Serum stimuliert. Es gibt auch eine
menschliche hSGK (human SGK), die dem Enzym der Ratte sehr ahnlich ist.
Ihre Aktivierung wird durch die Veranderung des Zellvolumens, durch
Glukokortikoide, transforming grow factor (TGF-R), Insulin und IGF beeinflusst
(zur Ubersicht s. bei Lang et al. 2001 und Wagner et al. 2001). Bis heute ist die
Funktion und Wirkung von Serum/ Glukokortikoid-induzierter Protein-Kinase1
nicht ausreichend beschrieben.

In dieser Arbeit wurde der mdgliche Einfluss der SGK1 auf die Atherogenese
der mit HFD und Standart-Diat behandelten Tiere, bei denen das SGK1-Gen
.-ausgeknockt® war, Uberprift. Zu untersuchende Parameter waren die
histologischen Befunden, passive Mechanik, Gesamtcholesterin und
antioxidative Kapazitat des Serums. Die Ergebnisse zeigten jedoch keinen
relevanten Unterschied in samtlichen Parameter zwischen den SGK1-knock-out
Mausen (HFD KO, CTRD KO) einerseits und den Wild Typ-Tieren (HFD WT,
CTRD WT) andererseits.

Es gibt bis jetzt keine Arbeiten, die sich mit Rolle dieses Enzyms in der

Atherogenese befassen. Von den zahlreichen Funktionen der SGK1 werden
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hier nur einige davon erwahnt, die moglicherweise Uber Erhohung der
Risikofaktoren die Entstehung und Fortschreitung der Atherosklerose
beeinflussen konnen. Erstens tragt die SGK1 Uber die Regulation der Na'-
Reabsorption in der Niere zur Entstehung des Bluthochdrucks bei. Das Enzym
stimuliert die ENaC (epitheliale Na*-Kanale) im Sammelrohr, wobei die ENaC
unter Aldosteroneinfluss stehen. Sie bewirken die Na'-Rlckresorption und
verhindern damit einen Salzverlust. Uberfunktion von ENaC verursacht daher
eine schwere Hypertonie und K*-Verlust (Lang et al. 2000 und Lang et al.
2001). Zweitens nimmt die SGK1 an den Fibrosierungsprozessen, speziell bei
Diabetes teil. Hohe Expression von SGK1 ist in Makrophagen und Fibroblasten
zu finden. Uber die Aktivierung dieses Enzyms u. a. Uber den TGF-R tragt
SGK1 zur Produktion extrazellularer Matrix bei.

Bei Diabetes wird der SGK1 eine besondere Rolle zugeordnet. Hohe
extrazellulare Glukosekonzentrationen flihren zur vermehrten Expression von
TGF-R. Dies hat eine verstarkte Transkription von SGK1 in Fibroblasten zur
Folge (Lang et al. 2000).

Mdglicherweise kann die SGK1 Uber Beeinflussung der Risikofaktoren zu
Entstehung und Fortschreitung der Atherogenese beitragen. Die
Untersuchungen der SGK1 in der vorliegenden Arbeit zeigten jedoch keinen
relevanten Unterschied zwischen den SGK1-knock-out Mausen und den Wild
Typ-Tieren. Es sind offensichtlich weitere Untersuchungen notwendig, um die

Funktionen und Rolle der SGK1 in der Atherogenese zu verstehen.
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6 Zusammenfassung

Aufgrund der hohen Pravalenz und der schweren klinischen Komplikationen
(KHK, Schlaganfall) gehdért  Atherosklerose zu den  wichtigsten
Forschungsgebieten.  Die  relevanten  Risikofaktoren sind u. a.
Hypercholesterinamie und Diabetes mellitus Typ Il. Mit Fortschreiten dieser
Erkrankung kommt es zur Bildung der atherosklerotischen Plaques in den
arteriellen Gefalten mit Verengung des Lumens und Verlust an Elastizitat.

Da die Pathogenese im Menschen nicht direkt untersucht werden kann, werden
immer mehr Tiermodelle zur Gewinnung neuerer Erkenntnisse Uber die
Atiologie und Pathogenese der Atherosklerose etabliert.

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von zwei verschiedenen lipidangereicherten
Diaten auf die Entstehung von atherosklerotischen Lasionen an den Mausen
untersucht. Die erste Diat, Paigen-Diat, erhielten die Tiere der Versuchsreihe A
14 und 21 Wochen. Die zweite Diat, High fat Diat, wurde den Tieren der
Versuchsreihe B funf Monaten lang verabreicht und fuhrte zur Entstehung von
Diabetes mellitus Typ Il. Da in der Versuchsreihe B die Bedeutung und Funktion
der Serum/ Glukokortikoid-induzierten Protein-Kinase1 (SGK1) untersucht
werden sollte, war die Halfte dieser Tiere SGK1 - knock — out.

Es wurde der Einfluss beider lipidangereicherten Diaten auf Serumparameter
(Cholesterinspiegel, antioxidative Kapazitat des Serums) und die mikroskopisch
und morphometrisch  erfassbaren histologischen Veranderungen der
Aortenbdgen untersucht. Zur Erfassung der funktionellen Veranderungen der
GefaBwand wurden das aktive Kontraktions- und das passive
Dehnungsverhalten Uberprift.

Die Anwendung beider lipidangereicherten Diaten fuhrte zur Entstehung von
Hypercholesterinamie und mikroskopisch sichtbaren Veranderungen sowohl der
Intima als auch der gesamten Gefallwand. Interessanterweise wiesen auch
samtliche Kontrolltiere erhdohte Cholesterinwerte, die sich in Entwicklung von
Lasionen der Aortenwand dieser Tiere widerspiegelten. Obwohl die

Schaumzellen normalerweise in jedem Stadium der Atherogenese zu finden
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sein sollten, wurden sie bei keinem der behandelten Tiere nachgewiesen.
Hierfir ~ kdonnte eine  fehlende  Reaktion von  Antikérpern  der
Makrophagenfarbung auf die Schaumzellen vermutet werden.

Der Einfluss beider fettreichen Diaten auf die antioxidative Kapazitat des
Serums wurde aus der Unterdrickungszeit der Radikalbildung in der AAPH-
Reaktion ermittelt. Aus den Befunden ist ersichtlich, dass die durch Paigen-Diat
erzeugte Atherosklerose mit einer Erhohung des oxidativen Stresses
einhergeht. Die erhdhte antioxidative Kapazitat des Serums bei den Tieren mit
Diabetes mellitus Typ Il kdnnte in einem Zusammenhang mit der Applikation
von Dexamethasone bei diesen Tieren betrachtet werden. Es sind jedoch
weitere Untersuchungen notwendig, um die moglicherweise antioxidative
Eigenschaften von Dexamethasone in der Pathogenese der Atherosklerose zu
uberprufen.

Die Untersuchung der passiven mechanischen Eigenschaften von thorakaler
Aorta erbrachte eine Verringerung der Dehnbarkeit und Viskoelastizitat nach
der Anwendung der Paigen-Diat 14 Wochen lang. Dieser anfanglichen
Abnahme stand jedoch eine spatere Zunahme entgegen. Dieser biphasische
Verlauf des passiven Dehnungsverhaltens wurde in einem Zusammenhang mit
den Matrix Metallproteinasen diskutiert, die durch Abbau von Matrixsubstanz zu
einer Aufweichung der GefalRwand fuhren kdnnten.

Die Untersuchung der aktiven mechanischen Eigenschaften von thorakaler
Aorta durch die Zugabe von KCl-angereicherter Lésung und von L-
Phenylephrin zeigte in den meisten Fallen nach der Anwendung der Paigen-
Diat und HFD eine Steigerung des kontraktilen Verhaltens der Gefallwand.
Diese Befunde deuten darauf hin, dass die atherosklerotischen
GefalRveranderungen mit einer Erhéhung der Empfindlichkeit gegenliber den
vasokonstriktorischen Substanzen sowohl auf der rezeptorunabhangigen als
auch rezeptorabhangigen Ebene einhergehen. Interessant war jedoch, dass die
Tiere mit Diabetes mellitus Typ Il als einzige Gruppe eine Verminderung des
kontraktilen Verhaltens auf die Wirkung von Kaliumchlorid-angereicherter

L6sung aufwiesen. Offensichtlich wird durch Insulinmangel bei Diabetes eine
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Inhibition der elektromechanischen Kopplungsmechanismen induziert, die eine
Reduktion der kontraktilen Eigenschaften der GefalRwand hervorrufen kénnte.
Die endothelvermittelte Relaxation wurde in dieser Arbeit durch die Zufuhr von
Nw-Nitro—L—Arginin, ein Inhibitor von Stickstoff-Monoxid—Synthase, zur
Kaliumchlorid-Lésung auf der Stufe von 90 mM untersucht. Dabei fuhrte die
Anwendung von lipidangereicherten Diaten zu widerspruchlichen Ergebnissen.
Einer Verschlechterung nach der Verabreichung der HFD stand eine
Verbesserung der endothelvermittelten Vasodilatation nach der Paigen-Diat
entgegen. Diese Befunde deuten darauf hin, dass die atherosklerotischen
Veranderungen der GefalBwand einerseits zur Verminderung der NO-Bildung
fuhren konnen. Andererseits wird jedoch daraus ersichtlich, dass die
Endothelfunktion auch durch die Atherogenese nicht vollstandig unterbrochen
wird. Vielmehr koénnte erhdhte Glukosekonzentration in frihen Stadien
kompensatorisch die Freisetzung der vasorelaxierenden Substanzen
verstarken.

Serum/ Glukokortikoid-induzierte Protein-Kinase1 ist ein Enzym, dessen
Expression und Aktivierung u. a. durch die Veranderung des Zellvolumens,
Glukokortikoide, ,transforming grow factor* (TGF) reguliert werden. Eine
mogliche Beteiligung dieses Enzyms an der Entstehung und Fortschreitung der
Atherosklerose durch die Verstarkung von Risikofaktoren konnte durch zwei
Mechanismen vermutet werden. Serum/ Glukokortikoid-induzierte Protein-
Kinase1 tragt zur Erhdhung des Blutdrucks Uber die epithelialen Na’-Kanale
des Sammelrohrs der Nieren einerseits und zu den Fibrosierungsprozessen
speziell bei Diabetes (SGK1 wird vermehrt in den Makrophagen und
Fibroblasten exprimiert) andererseits bei. Die erhobenen Befunde zeigten
jedoch in samtlichen Parametern zwischen den Wild Typ- und den SGK1-
knock-out-Mausen keinen relevanten Unterschied. Es sind offensichtlich weitere

Forschungen an der Funktion der SGK1 in der Atherogenese notwendig.
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8 Anhang

8.1 Abklrzungen

AAPH - 2,2 — Azobis (2-Amidinopropane) hydrochloride

AGE - advanced glycation endproducts

Apo — E — Apolipoprotein E

CTRD KO - Kontrolltiere; nach 5 Monaten Standart-Diat; knock—out fur SGK1
CTRD WT - Kontrolltiere; nach 5 Monaten Standart-Diat; Wild Typ

ENaC - Epitheliale Na* Kanale

EvG — Elastica — van — Gieson — Farbung

HDL — High Density Lipoprotein

HE — Hamatoxylin — Eosin — Farbung

HFD KO — Mause mit metabolischem Syndrom; nach 5 Monaten High fat Diat;
knock — out fur SGK1

HFD WT — Mause mit metabolischem Syndrom; nach 5 Monaten High fat Diat;
Wild Typ

IGF - Insulin - like Growth Factor
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LDL — Low Density Lipoprotein

Lp (a) — Lipoprotein (a)

NNLA — Nw — Nitro — L — Arginine

PBS — Phosphate Buffered Saline

SGK1 — Serum/ Glukokortikoid — induzierte Protein — Kinase1

hSGK1 — human Serum/Glukokortikoid — induzierte Protein — Kinase1

TGF-3 - Transforming Grow Factor-3
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