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1 Einleitung und Fragestellung

1.1 Das Metabolische Syndrom (MetS)

Im Rahmen der medizinischen Forschung besteht ein zentrales Ziel darin,
Risikofaktoren fur bestimmt Erkrankungen zu identifizieren, um gezielte
Praventions- und Therapiemalinahmen einleiten zu koénnen. Hierbei wurden
insbesondere fur die Entwicklung von u.a. kardiovaskularen Erkrankungen
metabolische Veranderungen als Risikofaktoren aufgezeigt. Treten mehrere dieser
Veranderungen bei einer Person auf, so wird vom Metabolischen Syndrom (MetS)
gesprochen [1, 2]. Bereits 1988 beschrieb Reaven einen Zusammenhang zwischen
Insulinresistenz, Bluthochdruck, verénderter Blutfettwerte und der koronaren
Herzkrankheit (KHK) und bezeichnete diesen Symptomkomplex als Syndrom X [3].
In den folgenden Jahren wurden verschiedene Versuche unternommen, eine
allgemeingultige Definition des MetS festzulegen [4, 5]. Im Jahr 2005 gab schlieflich
die International Diabetes Federation (IDF) einen Bericht heraus, in dem
Diagnosekriterien fur das MetS definiert wurden (Tab. 1) [6].

Tab. 1: Definition des Metabolischen Syndroms
nach der International Diabetes Federation 2005

Kriterien fir das Bestehen eines Metabolischen Syndroms:

stammbetonte Adipositas erhohter Taillenumfang (280 cm bei Frauen
bzw. 294 cm bei M@nnern) oder BMI > 30 kg/m?

plus zwei der vier folgenden Faktoren:

erhdhte Triglyzeride =2 150 mg/dL (1.7 mmol/L) oder eine
entsprechende Therapie

erniedrigtes HDL < 40 mg/dL (1.03 mmol/L) bei M&nnern bzw.
<50 mg/dL (1.29 mmol/L) bei Frauen oder eine
entsprechende Therapie

erhohter Blutdruck systolisch = 130 mmHg oder diastolisch = 85
mmHg oder eine entsprechende Therapie

erhdhte Nuchternplasmaglukose = 100 mg/dL (5.6 mmol/L) oder ein zuvor
diagnostizierter DMT2

In einer Veroffentlichung des Arzteblatts von 2008 wurden Daten aus 1511

hauséarztlichen Praxen aus dem Jahr 2005 auf die Prédvalenz des MetS in der



Altersgruppe von 18 bis 99 hin untersucht. Dabei zeigte sich ein Unterschied
zwischen West- und Ostdeutschland. Wahrend die Pravalenz fir das MetS in
Westdeutschland bei 17,7% der Frauen und 21,4% der Manner lag, zeigten sich in
Ostdeutschland Werte von 21,1% fur die weibliche und 22,7% fir die mannliche
Bevolkerung [7]. Fur diese Untersuchungen wurden Diagnosekriterien verwendet,
die leicht von den oben aufgelisteten abweichen. Trotz dessen wird durch die
beschriebenen Daten die Relevanz des MetS fur die medizinische Forschung
deutlich.

Das Hauptdiagnosekriterium des MetS ist somit die Adipositas. Bei der Adipositas
besteht eine Vermehrung des Fettgewebes Uber das normale Mal3 hinaus. Die
Diagnose und Einteilung erfolgt mittels des Body-Mass-Index (BMI), der aus dem
Verhaltnis des Kodrpergewichts (KG) in Kilogramm (kg) zum Quadrat der
KorpergroRe in Meter (m) berechnet wird. Ab einem BMI von 25 kg/m? besteht ein
Ubergewicht und ab einem BMI von 30 kg/m?2 wird von einer Adipositas gesprochen
[8, 9]. Der Anteil an Ubergewichtigen und adipésen Menschen weltweit hat in den
letzten Jahrzehnten deutlich zugenommen [10, 11]. In Deutschland waren laut der
,Studie zur Gesundheit Erwachsener in Deutschland“ (DEGS) des Robert-Koch-
Instituts (RKI) 67,1% der Manner und 53% der Frauen in der Altersgruppe von 18-
bis 79-jahrigen Menschen Ubergewichtig, adipds waren 23,3% der Manner und
23,9% der Frauen in derselben Altersgruppe [12].

Als Ursache fur die Adipositas scheinen verschiedene Faktoren eine Rolle zu
spielen [13]. Der wohl bekannteste Einflussfaktor auf das Kdrpergewicht ist das
Missverhaltnis von Energiezufuhr und Energieverbrauch. So stellt ein Lebensstil,
der durch Zufuhr von kalorienreicher Nahrung gepaart mit wenig koérperlicher
Aktivitat geprégt ist, einen Risikofaktor fur die Entwicklung einer Adipositas dar [13-
15]. Neben dem beschriebenen Lebensstil zahlen genetische Disposition,
soziobkonomische und kulturelle Unterschiede sowie Essstorungen ebenfalls zu

den Einflussfaktoren in der Entstehung der Adipositas [13, 16-19].

In den letzten zwei Jahrzehnten ist das Fettgewebe immer mehr ins Zentrum der
Erforschung des Stoffwechsels und der damit verbundenen Erkrankungen gerickt.
So konnte gezeigt werden, dass die Adipozyten des Fettgewebes durch Produktion
verschiedener Hormone und Signalmolekiile, die als Adipokine bezeichnet werden,
einen Einfluss auf den Metabolismus haben [20, 21]. Ein entscheidendes Adipokin
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ist das Leptin. Leptin kann unter anderem die Blut-Hirnschranke Gberwinden und im
Hypothalamus seine appetitziigelnde Wirkung vermitteln und wird daher oft als
,oattigungshormon® bezeichnet und fuhrt zu einer verringerten Nahrungsaufnahme
und einem erhohten Energieverbrauch [21, 22]. Es besteht daher eine Art
Feedbackbogen: Bei niedrigerem Korpergewicht ist der Leptinspiegel geringer und
der Appetit und die Nahrungsaufnahme werden gesteigert, bei erhdhtem
Korpergewicht bzw. erhthter Fettmasse ist die Leptinkonzentration entsprechend
erhoht und das Adipokin entfaltet seine Wirkung [20, 23]. Bei adipdsen Individuen
kommt es allerdings zu einer Stérung dieses Feedbackmechanismus, der auch als
Leptinresistenz bezeichnet wird. Die Leptinspiegel sind im Rahmen der Adipositas
zwar erhoht, das Leptin entfaltet aber nicht mehr seine anorektische Wirkung [23,
24], damit spielt die Leptinresistenz eine entscheidende Rolle in der

Aufrechterhaltung der Adipositas.

Der Begriff ,Adipositas“® umfasst unterschiedliche Phanotypen, die sich in
verschiedene Gruppen unterteilen lassen. Besonders eine Unterteilung hat sich in
der Vergangenheit durchgesetzt. Dabei wird unterschieden, ob die Vermehrung des
Fettgewebes vor allem subkutan oder eher stammbetont — also viszeral — zu finden
ist [25]. Diese Unterscheidung ist von Bedeutung, da Studien vor allem fir die
viszerale Adipositas ein erhohtes Risiko fur kardiovaskulare Erkrankungen und das
MetS beschrieben haben, weshalb in der Definition des MetS der IDF die
,stammbetonte” Adipositas als Diagnosekriterium genutzt wird (Tab. 1) [26, 27]. Aus
diesem Grund werden im Klinischen Alltag zuséatzlich zum BMI weitere Parameter
bestimmt, die Uber die Verteilung des Fettgewebes und das metabolische Risiko
Aufschluss geben, wie beispielsweise der Taillenumfang [28-30].

Ein weiterer wichtiger Mechanismus in der Pathogenese des MetS und des
Diabetes mellitus Typ 2 (DMT2) besteht in der Ausbildung einer sogenannten
Insulinresistenz. Hierbei kann das von den Beta-Zellen des Pankreas sezernierte
Insulin nicht oder nur noch in Teilen seine Wirkung in der Peripherie entfalten [31,
32]. Im physiologischen Zustand wird Insulin als Reaktion auf eine Erh6hung des
Blutzuckerspiegels ausgeschittet [33]. Zuséatzlich beeinflussen sogenannte
Inkretine, wie das Glukagon-ahnliche Peptid 1 (GLP-1) und das glukoseabhangige
insulinotrope Peptid (GIP), die von Zellen im Darm sezerniert werden, die

Freisetzung von Insulin und dienen damit auch als pharmakologische

3



Angriffspunkte in der Therapie des DMT2 [34]. Das sezernierte Insulin fihrt dann
unter anderem zu einer Glukoseaufnahme in Muskel-, Leber- und Fettzellen, einer
verminderten Gluconeogenese in der Leber sowie einer reduzierten Lipolyse [33,
35]. Im Rahmen des Ubergewichts und des MetS filhren schlieRlich
unterschiedliche Mechanismen zur o.g. Insulinresistenz. Das Uberschissige —
insbesondere viszerale — Fettgewebe sezerniert inflammatorische Adipokine und
freie Fettsauren, die aufgrund einer konsekutiven entzindlichen Reaktion die
Insulinwirkung storen [36, 37]. Ebenso fuhren eine mitochondriale Dysfunktion,
vermehrter oxidativer Stress und eine verminderte Freisetzung von Adiponektin,
einem weiteren Adipokin, zu einer gestorten Vermittlung der Insulinwirkkaskade [36,
38]. Damit zieht die Insulinausschittung keine adaquate Regulation des
Blutzuckerspiegels nach sich und weitere metabolische Veranderungen, die das

MetS definieren, werden begunstigt.

Diverse Studien konnten zeigen, dass bei Menschen, die die typischen Kriterien
eines MetS erflllen, ein erhodhtes kardiovaskulares Risiko sowie ein erhdhtes Risiko
fur einen DMT2 bestehen [39-43]. Aul’erdem konnte ein insgesamt hoheres
Mortalitatsrisiko fur diesen Personenkreis aufgezeigt werden [44, 45]. Die Frage
nach einer sinnvollen Behandlung und Pravention des MetS ist daher von groR3er
Bedeutung. Hierbei steht eine Therapie bzw. ein Vorbeugen der einzelnen
Komponenten im Mittelpunkt. In der Behandlung der Adipositas gilt als Grundlage
der Gewichtsreduktion die Kombination aus Ernahrungs-, Bewegungs- und
Verhaltenstherapie. Insbesondere sollte in der genauen Umsetzung auf die
individuellen Bedurfnisse der einzelnen Patient:innen eingegangen werden [46].
Zusatzlich konnen in Berlcksichtigung der vorliegenden Komorbiditaten
medikamentdse Therapieansatze durchgefuhrt werden und es besteht die

Mdglichkeit bariatrischer Operationsverfahren [46].

Auf die Therapie von Dyslipidamien, arterieller Hypertension und DMT2 wird im

folgenden Abschnitt zur Atherosklerose naher eingegangen.
1.2 Atherosklerose

Die Atherosklerose ist eine Erkrankung des arteriellen Gefal3systems, die diverse
kardiovaskulare Komplikationen zur Folge haben kann [47]. Kardiovaskulare

Erkrankungen sind sowohl weltweit als auch in Deutschland die flihrende



Todesursache und damit von grof3er Relevanz fiir die medizinische Forschung [48,
49].

In der Pathogenese der Atherosklerose nehmen das Low Density Lipoprotein (LDL)
und andere Apolipoprotein B (ApoB) und Apolipoprotein E (ApoE) enthaltene
Lipoproteine eine zentrale Rolle ein [50]. LDL bindet an extrazellulare Matrix-
Molekile, vor allem Proteoglykane, und akkumuliert so in der Intima der Blutgefal3e
[51, 52]. Durch oxidative Prozesse wird das akkumulierte LDL verandert und durch,
aus Monozyten differenzierte, Makrophagen tber Scavenger-Rezeptoren, die sich
auf der Oberflache dieser Zellen befinden, aufgenommen [53]. Die Anzahl der
Scavenger-Rezeptoren wird nicht durch die Akkumulation von LDL-Cholesterin in
den Zellen herunterreguliert, sodass es zu einer Uberladung der Makrophagen mit
Cholesterin-Estern kommt und die sogenannten Schaumzellen entstehen [47, 54].
Durch diese Vorgange kommt es zu einer Aktivierung des Immunsystem und daraus
resultierenden Entzindungsreaktion mit der Freisetzung verschiedener
inflammatorischer Zytokine und Rekrutierung unterschiedlicher Immunzellen [55-
57]. Im physiologischen Zustand nimmt das Endothel Einfluss auf das Gleichgewicht
von pro- und anti-thrombotischen Vorgangen und den Vasotonus der BlutgefalRe
durch die Produktion verschiedener Mediatoren [58], wie beispielsweise dem anti-
thrombotischem Prostacyclin [59]. Ebenso wird Stickstoffmonoxid (NO) durch die
endothelialen Zellen produziert. Es hat einen vasodilatativen Effekt sowie ebenfalls
anti-thrombotische Eigenschaften [60, 61]. Im Rahmen der Atherosklerose kommt
es zu Storungen unter anderem dieser Funktionen des Endothels, was oft als
endotheliale Dysfunktion bezeichnet wird und ebenfalls die Entstehung und
Progression der Atherosklerose begtinstigt.

Ein weiterer Mechanismus, der zur Entstehung und Erweiterung der
atherosklerotischen Plaques beitragt, ist das Einwandern von extrazellulare Matrix
produzierenden glatten Muskelzellen aus der Gefal3media in die Intima [62]. Im
Mausmodell und in in-vitro Experimenten konnte gezeigt werden, dass sich diese
Zellen im Rahmen der Atherosklerose vermehren, ihre Eigenschaften verandern
kénnen und eine wichtige Rolle in der Ausbildung atherosklerotischer Plaques zu
haben scheinen [63, 64].

Hat sich durch die oben beschriebenen Vorgange eine atherosklerotische Plaque
gebildet, so kommt es im Verlauf der Erkrankung zur Apoptose der akkumulierten
5



Zellen in der Intima. Aufgrund von fehlender Efferozytose — also einer nicht
suffizienten Entfernung der apoptotischen Zellen — bildet sich Uber die Zeit ein
nekrotischer Kern der atherosklerotischen Plaque [65-67]. Ab einer gewissen Grél3e
kann die atherosklerotische Plaque aul3erdem das Gefal3lumen komprimieren und
so, vor allem in Situationen mit erhohtem Sauerstoffoedarf, zu einer
Minderperfusion des Gewebes flhren [47]. Eine weitere wichtige Spéatfolge der
Atherosklerose ist die sogenannte Plagueruptur. Dabei kommt es zum Einreil3en
der fibrosen Kappe der atherosklerotischen Plaque und einer daraus resultierender
Thrombusbildung. Die Plaqueruptur stellt eine der wichtigsten Ausléser von akuten

thrombotischen Ereignissen dar [68, 69].

Atherosklerose kann in unterschiedlichsten Regionen des Kérpers auftreten und
kann im Krankheitsverlauf somit verschiedenste Symptome auslésen, wobei die
Erkrankung meist in ihrer langen Anfangsphase asymptomatisch bleibt [47, 70]. Aus
diesem Grund ist die frihzeitige Diagnosestellung eine Herausforderung, die es zu
bewaéltigen gilt. Dazu ist die Kenntnis von Risikofaktoren von grof3er Bedeutung und
fur die Entstehung der Atherosklerose ist eine Reihe dieser bekannt. Zu den
Risikofaktoren gehoéren vor allem das Tabakrauchen, Adipositas, veranderte
Bluttfettwerte (erhdhtes LDL/non-HDL, erniedrigtes HDL), arterieller Hypertonus,
hoheres Lebensalter und Diabetes mellitus. Ebenfalls als Einflussfaktoren gelten
genetische Disposition, mannliches Geschlecht, ein niedriger soziobkonomischer
Status, vermehrter Stress, chronische Nierenerkrankung, chronische
Entziindungen (z.B. Rheumatoide Arthritis), Obstruktives Schlafapnoesyndrom und
viele weitere [71]. Um die Masse an Risikofaktoren besser tberblicken zu kdnnen,
gibt es Algorithmen zur Berechnung des individuellen kardiovaskuldren Risikos
einzelner Personen, die in der klinischen Praxis Anwendung finden, um friihzeitig
gefahrdete Personen zu erkennen und praventiv bzw. therapeutisch tatig zu werden
[71, 72]. Zusatzlich gibt es unterschiedliche bildgebende Verfahren, die ggf. im
Atherosklerose-Screening genutzt werden konnen, wobei ihr Einsatz immer

sorgfaltig abgewogen werden sollte [71].

Der wichtigste Ansatzpunkt, um ein Entstehen bzw. ein Fortschreiten der
Atherosklerose zu verhindern, besteht in der Reduktion der Risikofaktoren. Um dies
erfolgreich zu erreichen, ist eine gute Kommunikation und Zusammenarbeit

zwischen Patient:in und Behandler:in notwendig und medizinisches Fachpersonal
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sollte gesteigerten Wert darauf legen, die Motivation und Compliance bei ihren
Patient:innen zu fordern [71, 73]. Der erste Schritt zur Risikoreduktion sollte die
Implementierung eines gesunden Lebensstils, der korperliche Betatigung, eine
ausgewogene Erndhrung sowie eine Nikotinkarenz beinhaltet, sein [74-77]. Ein
weiterer essenzieller Teil der Behandlung von Menschen mit Atherosklerose bzw.
einem hohen Risiko fur Atherosklerose besteht in der medikamentésen Therapie.

Zunachst soll auf die lipidsenkende Therapie eingegangen werden:

In der Vergangenheit konnte gezeigt werden, dass die Senkung von LDL-
Cholesterin wirksam in der Pravention von kardiovaskuldren Ereignissen, wie
beispielsweise Herzinfarkten, ist [78]. In den Leitlinien der European Society of
Cardiology (ESC) gibt es genaue Richtlinien fir Arzt:iinnen, wie stark das LDL-
Cholesterin bei unterschiedlichen Risikogruppen gesenkt werden sollte [71, 78]. In
den meisten Fallen wird zunachst eine lipidsenkende Therapie mittels Statinen, die
das geschwindigkeitsbestimmende Enzym der Cholesterin Synthese — die 3-
Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym-A-Reduktase — hemmen, eingeleitet. Diese
Medikamentengruppe hat eine gute Wirksamkeit gepaart mit einem geringen
Einnahmerisiko, wenn der Therapieerfolg und mogliche Nebenwirkungen
entsprechend kontrolliert werden [79]. Wird durch Statine nicht die gewlnschte
Reduktion des LDL-Cholesterins erreicht oder wird die Therapie mit Statinen nicht
vertragen, so stehen Ezetimib oder Proproteinkonvertase Subtilisin/Kexin Typ 9
(PCSK9)-Inhibitoren als weitere Wirkstoffe in Kombination mit Statinen oder als

Monotherapie zur Verfugung. [71, 80-82].

Ein weiterer Risikofaktor fur die Entwicklung einer Atherosklerose, der
medikamentds behandelt werden kann, ist der arterielle Hypertonus. Auch hier sei
auf die Leitlinie hingewiesen, die genaue Vorgaben zur Therapieinitiation und
Therapiezielen verschiedener Risiko- und Altersgruppen vorhalt [71]. In der Regel
sollte die initiale Medikation aus einer Kombination eines Angiotensin-Converting-
Enzyme-Inhibitors (ACEi) oder eines ATi-Rezeptor-Blockers (ARB) mit einem
Kalziumkanal-Blocker oder einem Diuretikum bestehen [71, 83-87]. Eine Eskalation
der initialen Therapie kann mittels einer Dreifachkombination aus ACEi oder ARB
mit Kalziumkanalblocker und einem Diuretikum erfolgen [88, 89]. Sollte auch eine

Dreifachkombination nicht den gewtinschten Effekt bringen, so kann Spironolacton



oder ein anderer weiterer Wirkstoff hinzugeftgt werden. In bestimmten Fallen kann

aulRerdem eine Gabe von Betablockern indiziert sein [71].

Der DMT2 stellt, wie oben beschrieben, ebenfalls einen kardiovaskularen
Risikofaktor dar und fiir die Therapie stehen bei Versagen einer ausreichenden
Krankheitskontrolle durch Lebensstilverédnderungen eine Reihe an Wirkstoffen zur
Verfligung. Vor allem Sodium-Glucose Linked Transporter 2 (SGLT2)-Inhibitoren
und GLP-1-Analoga sind in den vergangenen Jahren ins Zentrum der
Aufmerksamkeit gertckt, da in Studien eine praventive Wirkung auf das
kardiovaskulare System, vor allem bei bereits vorbestehender atherosklerotischer
kardiovaskularer Erkrankung, aufgezeigt werden konnte [90, 91]. Ebenso kommen
Medikamente aus dieser Wirkstoffgruppe bei Patient:iinnen, bei denen eine
Gewichtsreduktion als Therapieziel festgelegt wurde, zum Einsatz [46]. Fur viele
Patient:innen mit DMT2 gilt nach wie vor das Medikament Metformin als Mittel der
Wahl, wobei sich durch die beschriebenen Forschungsergebnisse Anderungen in
klinischen Leitlinien ergeben haben. So besteht die Empfehlung fur Patient:innen
mit bereits diagnostizierter atherosklerotischer kardiovaskularer Erkrankung und
solche mit einem besonders hohem kardiovaskularen Risiko anstelle von Metformin
initial mit einem SGLT2-Inhibitor oder einem GLP1-Analogon zu behandeln [71, 92].

Als letzter Teil der medikamentosen Therapie der Atherosklerose sei noch die
antithrombotische Therapie zu erwéhnen, wobei diese vor allem auf die sekundéare
Pravention nach kardiovaskularen Ereignissen beschrankt ist und hier nicht im

Detail beleuchtet werden soll [71].
1.3 Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS)

Aufgrund der groRen Bedeutung fir diese Arbeit, wird im Folgenden ein kurzer
Uberblick Uber das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) (Abb. 1)
gegeben. Angiotensinogen wird durch die Protease Renin zu Angiotensin | (Ang I)
gespalten, welches wiederum durch das Angiotensin-Converting-Enzyme (ACE) in
Angiotensin Il (Ang Il) umgewandelt wird, das mannigfaltige Wirkungen tber seine
Rezeptoren entfaltet [93]. Das RAAS findet sich nicht nur — wie zunachst
angenommen — in der Zirkulation, sondern auch in vielen unterschiedlichen
Organen oder Organsystemen des Korpers, dort wird es oft als lokales RAAS

bezeichnet [94, 95]. Die G-Protein-gekoppelten Angiotensin-11-Rezeptoren werden



in Typ-1- und Typ-2-Angiotensin-1I-Rezeptoren (ATiR und AT2R) unterschieden,
wobei bei Nagern noch eine Subklassifizierung in Typ-1aund Typ-1b erfolgt [96].

Die wohl bekannteste Wirkung von Ang I, die tber den AT1iR vermittelt wird, ist die
Erhohung des Blutdrucks, die unter anderem durch Retention von Natrium in der
Niere, einer vermehrten Ausschiittung von Aldosteron aus der Nebenniere, ADH-
Ausschittung, Sympathikus-Aktivierung und durch eine konstriktive Wirkung auf
Blutgefalde verursacht wird [94, 96-98]. In der Pathogenese der Adipositas und des
MetS scheint Ang Il zusatzlich zur hypertensiven Wirkung von weiterer Bedeutung
zu sein. Denn auch im Fettgewebe findet sich ein lokales RAAS in dem Sinne, dass
sowohl die Hauptmetaboliten des Systems im Fettgewebe exprimiert werden als
auch die entsprechenden Rezeptoren vorhanden sind. Es konnte zudem eine
Hochregulation des lokalen RAAS des Fettgewebes in adipésen Individuen und
Nagern beobachtet werden [99-102]. In Mausmodellen konnte ebenso gezeigt
werden, dass ein genetischer Knockout (ko) von ATiR oder AT2R die Entstehung
einer diatbedingten Adipositas verhindern konnte [103, 104]. Auf3erdem scheint Ang
Il Einfluss auf die fir DMT2 und das MetS typische Insulinresistenz zu nehmen und
diese zu verstarken [105-107]. Neben der hypertensiven Wirkung von Ang Il, die
wie in Abschnitt 1.2 beschrieben als Risikofaktor fir eine Atherosklerose gilt, konnte
gezeigt werden, dass die Aktivierung von ATiR zu einer oxidativen Belastung der
GefalRe durch Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), zu einer
Ausschittung inflammatorischer Zytokine, zu einer verminderten protektiven
Wirkung von NO, zu einer vermehrten Aufnahme von oxidiertem LDL (oxLDL) in die
Endothelzellen sowie zu proliferativen Prozessen innerhalb der Gefal3wand fuhrt.
All diese Mechanismen tragen zu einer Entstehung und/oder einer Aggravation
einer Atherosklerose bei [95, 108-110].

Die meisten der oben genannten Wirkungen von Ang I, die von Bedeutung fur diese
Arbeit sind, werden also Uber den ATiR vermittelt. Der AT2R spielt vorrangig in der
fetalen Entwicklung eine Rolle. Allerdings kann eine Aktivitat in einigen Geweben
des erwachsenen Menschen und in pathophysiologischen Zustanden beobachtet
werden. Dort fuhrt die Aktivierung der AT2R zumeist — vor allem im in dieser Arbeit
relevanten kardiovaskularen System — zu einer Wirkung, die als gegensatzlich zu
der der AT1R beschrieben werden kann [93, 96, 111-113].



Neben der klassischen Hauptachse des RAAS von Angiotensinogen tber Ang | zu
Ang Il und der Bindung an die AT1R und AT2R sind zudem alternative Achsen des
RAAS beschrieben worden [93, 97]. Eine umfangliche Darstellung aller Teile des
RAAS wirde im Kontext dieser Arbeit zu weit fuhren, weshalb sich im Folgenden
auf die Beschreibung der in Abb. 1 dargestellte ACEZ2/Ang(1-7)/Mas-Achse
beschrankt werden soll. Allerdings soll zusammenfassend erwéahnt sein, dass die
traditionelle Ansicht, dass ausschlieBlich dem Ang Il biologische Funktion
zugeschrieben werden, in der Zwischenzeit Uberholt ist, da fur viele weitere
Angiotensine und Angiotensin-Rezeptoren biologische Effekte beschrieben wurden
und diese dadurch auch in das Zentrum von Arzneistoffentwicklungen gelangt sind.

Angiotensinogen

Renin

Angiotensin | — e — Angiotensin-(1-9)
I ~ I
ACE NEP/PEP ACE/NEP
| ~ }
Angiotensin 11 — ACE2 — Angiotensin-(1-7)
AT AT M
S | =l

Abb. 1: Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

Abb. erstellt nach Santos et al. 2014 und Huber et al. 2017. Vereinfachte Darstellung des fir diese
Arbeit relevanten Teils des RAAS; Diinne schwarze Pfeile beschreiben den Syntheseweg des
folgenden Metaboliten inkl. des an der Synthese beteiligten Enzyms (hellblaue Ovale); Dicke
schwarze Pfeile beschreiben Ligand-Rezeptor-Bindungen.

ACE: Angiotensin-Converting-Enzyme; ACE2: Angiotensin-Converting-Enzyme 2; AT1: Typ-1-
Angiotensin-Rezeptor; AT2: Typ-2-Angiotensin-Rezeptor; Mas: Mas-Rezeptor; NEP: Neutrale
Endopeptidase; PEP: Prolylendopeptidase

Wie in Abb. 1 abgebildet kann der Metabolit Angiotensin(1-7) (Ang(1-7)) durch
unterschiedliche enzymatische Spaltungen sowohl aus Ang | als auch aus Ang II
entstehen, wobei die Generierung von Ang(1-7) aus Ang Il mittels des Angiotensin-
Converting-Enzymes 2 (ACE2) den Hauptsyntheseweg darstellt [114]. Das
entstehende Ang(1-7) bindet an den Mas-Rezeptor (Mas), der ebenso wie die Ang
[I-Rezeptoren ein G-Protein-gekoppelter Rezeptor ist [115]. Ang(1-7) entfaltet
ebenso wie Ang Il vielfaltige Wirkungen im Kdrper, wobei die ACE2/Ang(1-7)/Mas-

Achse oft als Gegenspieler der ACE/Ang II/AT1R-Achse gewertet wird [116]. So hat
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Ang(1-7) unter anderem vasodilatative, anti-proliferative und anti-thrombotische
Wirkungen auf das Gefalsystem und hat damit eine potenziell anti-
atherosklerotische Potenz [116-122]. Auch das MetS betreffend hat die
ACE2/Ang(1-7)/Mas-Achse protektive Auswirkungen auf den Metabolismus.
Sowohl Ubergewicht, Lipidmetabolismus als auch Insulinresistenz bzw. DMT2

kénnen durch Aktivierung dieser RAAS-Achse positiv beeinflusst werden [123-128].

1.4 ATi-Rezeptor-Blocker (ARBs) in der Therapie von MetS und
Atherosklerose

ARBs stellen eine Gruppe an Wirkstoffen dar, die in der Therapie des arteriellen
Hypertonus und der Herzinsuffizienz eingesetzt werden [71]. Arterieller Hypertonus
gilt wie in Abschnitt 1.2 beschrieben als einer der Hauptrisikofaktoren fur die
Entwicklung einer Atherosklerose, weshalb die antihypertensive Therapie eine
zentrale Rolle in der Therapie und Pravention der Atherosklerose einnimmt. ARBs
stehen hier nach der Leitlinie der European Society of Cardiology als Medikamente
der ersten Wahl zur Verfuigung [71]. Auch Uber die hypertensive Wirkung hinaus,
scheinen ARBs positive Effekte auf das Gefal3system zu haben. So weisen Studien
darauf hin, dass eine AT1R-Blockade einen protektiven Effekt auf die endotheliale
Funktion hat [129, 130]. Das fir die Atherosklerose-Entstehung bedeutende
Phanomen der endothelialen Dysfunktion lie3e sich also potenziell durch eine
Therapie mit ARBs beeinflussen und die anti-atherosklerotischen Eigenschaften
des gesunden Endothels in Teilen wiederherstellen oder verbessern [131-134].
Ebenso scheinen die negativen Einflisse einer Hypercholesterindmie auf das
GefalRbett durch ARBs verbessert werden zu kénnen [134-137].

Wie in Abschnitt 1.2 beschrieben, kommt es in der Pathogenese der Atherosklerose
zu einer Entziindungsreaktion in den Gefalien. Die Wirkung von ARBs auf diesen
Vorgang ist in unterschiedlichen Studien gegensatzlich. Einige Daten weisen auf
eine anti-inflammatorische Wirkung einer ATiR-Blockade hin, wéhrend andere
keinen Zusammenhang zwischen ARB-Behandlung und reduzierter Expression von
inflammatorischen Mediatoren zeigen konnten [138-140]. Insgesamt konnten
diverse Studien einen Zusammenhang zwischen einer ARB-Therapie und einer
Verbesserung der Atherosklerose sowohl beim Menschen als auch in Tiermodellen
herstellen [141-145].

11



Auch auf das MetS scheint eine Behandlung mit ARBs einen Einfluss zu haben. So
konnte in zahlreichen Studien im Tiermodell gezeigt werden, dass hochdosierte
ARBs das Koérpergewicht, die Grof3e der Adipozyten und die Fettmasse reduzieren
und den Energieverbrauch erhthen [146-149]. Dieses anti-adipdse Potential
entfalten die Wirkstoffe unabhangig von ihrer blutdrucksenkenden Wirkung [148,
150]. Die Insulinsensitivitat wurde in diesen Studien ebenfalls positiv durch eine
AT1R-Blockade beeinflusst [146-148, 151, 152]. Klinische Studien zeigten ebenfalls
Hinweise darauf, dass durch eine Therapie mit ARBs das Risiko fur eine DMT2

Erkrankung beim Menschen gesenkt werden kann [153-156].

Uber welche Signalwege und Mechanismen die oben beschriebenen Wirkungen der
ARBs im Detail vermittelt werden, ist Gegenstand der aktuellen Forschung, wobei
fur diese Arbeit eine Theorie von besonderer Bedeutung ist. So konnte nach ARB-
Behandlung eine Hochregulation der ACE2/Ang(1-7)/Mas-Achse in Tiermodellen
beobachtet werden [157, 158]. Wie in Abschnitt 1.3 beschrieben hat die Aktivitat
dieser Achse in vielen Bereichen eine gegensétzliche Wirkung zu Ang Il, sodass es
nicht Uberrascht, dass Studien darauf hinweisen, dass die Hochregulation von Ang
(1-7) zumindest in Teilen fur die positiven Effekte der ARBs auf den Metabolismus
und das kardiovaskulare System verantwortlich sein konnte [159-162]. 2019 zeigte
eine Studie der Arbeitsgruppe Raasch allerdings einen verstarkten anti-adipésen
Effekt einer ARB-Behandlung in Mas ko Mausen [163]. Diese widersprichlichen
Daten fordern eine weitere Untersuchung des Zusammenhangs der ACE2/Ang(1-
7)/Mas-Achse und der Effekte einer ARB-Behandlung.

1.5 Atherosklerose-Induktion in Tierversuchen

In der Vergangenheit wurden in Tierversuchen, in denen atherosklerotische
Veranderungen erzeugt werden sollten, vor allem genetisch veranderte Tiere mit
ApoE ko und/oder LDL-Rezeptor ko verwendet [164]. In Tierversuchen wie im
Rahmen dieser Arbeit, in denen zusatzlich andere genetische Veranderungen
untersucht werden sollen, stellt die Zucht von Versuchstieren mit mehreren
genetischen Veranderungen ein kostspieliges und aufwendiges Verfahren dar.
Daher erscheint eine Etablierung einer nicht genmanipulativen Methode der

Atherosklerose-Induktion sinnvoll.
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Hierzu hat sich insbesondere ein Verfahren durchgesetzt: Es konnte gezeigt
werden, dass eine einmalige intravendse Injektion eines AAV-Vektors (Adeno
Associated Virus) mit einer gain-of-function Mutation von PCSK9 (PCSK9PY-AAV)
zu einer Hypercholesterinamie und einer daraus resultierenden Atherosklerose
fuhrte. Dieser Effekt wurde durch die Verfutterung eines Futters mit hohem
Fettgehalt verstarkt [165, 166]. Dieses Verfahren beruht auf dem Mechanismus,
dass durch die PCSK9PY-Hochregulation vermehrt LDL-Rezeptoren (LDL-R) in der
Leber abgebaut werden und somit nicht mehr fir die Aufnahme von LDL in die
Hepatozyten zur Verfigung stehen. Die hierdurch erzeugte Hypercholesterindmie

fuhrt wiederum, wie in Abschnitt 1.2 erlautert, zu einer Atherosklerose [167, 168].

1.6 Rasterkraftmikroskopie (AFM)-basierter Nachweis einer endothelialen
Dysfunktion im PCSK9PY-AAV-Atherosklerosemodell

Nach Atherosklerose-Induktion im Tierversuch gibt es verschiedene Moglichkeiten,
das Ausmal} der Atherosklerose sichtbar zu machen und zu quantifizieren. Die wohl
naheliegendste und weit verbreitetste Technik zur Beurteilung einer Atherosklerose-
Erzeugung im Tierversuch besteht in der mikroskopischen Darstellung und
Quantifizierung von atherosklerotischen Plaques innerhalb der nach Praparation
untersuchten BlutgefaRe [169]. Um die endotheliale Dysfunktion im Rahmen der
Atherosklerose zu untersuchen, wird als Parameter oft die Endothel-abhéngige
Vasodilatation nach Stimulation mit vasoaktiven Substanzen, wie beispielsweise
Acetylcholin, bestimmt [170-172]. In dieser Arbeit sollte zum Nachweis einer
endothelialen Dysfunktion allerdings ein anderes Verfahren, die sogenannte
Rasterkraftmikroskopie, dessen Funktionsweise im Folgendem erlautert werden

soll, angewandt werden.

Die Rasterkraftmikroskopie wird auch als Atomic Force Microscopy (AFM)
bezeichnet. Diese Methode ermdglicht es, Oberflachen im Nanobereich aufzulésen
und so ihre physikalischen Eigenschaften darzustellen. Die Probe wird in das Gerét
eingebracht und an einem Piezoelement befestigt und kann dariber bewegt
werden. So ist es moglich die Probe mit dem sogenannten ,cantilever® in Kontakt
zu bringen. Der cantilever ist ein goldbeschichtetes Metallplattchen, an dessen
Spitze sich eine nanoskopische Kugel oder Nadel (tip) befindet. Ein Laserstrahl ist
auf den cantilever gerichtet und wird von diesem reflektiert. Der reflektierte
Laserstrahl wird anschlieend von einer Photodiode (Positon Sensitive Detector
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(PS))) registriert [173, 174]. Die Probe wird mit dem cantilever in Kontakt gebracht.
Durch weiteres Herauffahren der Probe kommt es zu einer Deformation von sowohl
der Probe als auch dem cantilever. Durch das Verbiegen des cantilevers kommt es
ebenso zu einer Auslenkung des reflektierten Lasers, welche wiederum durch den
PSI registriert wird (Abb. 2).

photodiode

laser cantilever

living
endothelial cell S

Abb. 1: Funktionsprinzip des AFM

Aus Kliche et al. 2011: Bei Kontakt der Probe mit der tip kommt es zur Verbiegung des cantilevers.
Die Auslenkung des Laserstrahls, der von der Riickseite des cantilevers reflektiert wird, wird durch
die Photodiode registriert.

Je nach Flexibilitdt des cantilevers muss fir seine Verbiegung mehr oder weniger
Kraft aufgewendet werden. Diese Verfahren wird als ,elastic indentation® oder
,nano-indentation“ bezeichnet und dient dazu, festzustellen wie viel Kraft
aufgewendet werden muss, um eine Deformation der Probe zu erreichen [175].
Diese Information wird dann in einer Kraft-Distanz-Kurve oder auch Kraftkurve in
pN/nm dargestellt [176]. Die Steifigkeit der Probe lasst sich anschlieend von der
Steigung der Kraftkurve ableiten, wobei die Steigung der Kraftkurve in 3 Teile
unterteilt werden kann und jeder Steigungsanteil die Steifigkeit eines bestimmten
Zellanteils reprasentiert: Der erste Teil reprasentiert die Glykokalix, der zweite Teil
den Kortex der Zelle und der dritte Teil das Zellinnere (,bulk®). Je steiler die Steigung
desto steifer entsprechend die Zelle bzw. der Anteil der Zelle (Abb. 3) [174, 177].
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Abb. 3: Kraftkurve

Es wird die zuriickgelegte Distanz der Probe gegen die Kraft aufgetragen. Zunachst wird die Probe
an den cantilever herangefahren. Am Kontaktpunkt kommt es zum Kontakt von cantilever-tip und
Probe. AnschlieRend wird die Probe deformiert. Die unterschiedlichen Zellkomponenten erzeugen
dabei die unterschiedlichen Steigungen. Je mehr Kraft fir die Deformation der Probe bzw. der
Zellkomponente aufgebracht werden muss, desto steiler wird die Kurve.

Wie in Abschnitt 1.5 beschrieben, konnte durch andere Arbeitsgruppen bereits die
Wirksamkeit des PCSK9PY-AAV-Modells zur Erzeugung einer Atherosklerose im
Tiermodell gezeigt werden [167, 168]. Auch die Arbeitsgruppe Raasch konnte — in
einer auch durch mich durchgefuhrten Vorstudie zu den in dieser Arbeit gezeigten
Experimenten — erneut zeigen, dass mithilfe dieses Verfahrens unter der
Verwendung unterschiedlicher Viruskonzentrationen die Erzeugung einer
Hypercholesterinamie und einer mikroskopisch nachweisbaren Atherosklerose

maoglich ist (Abb. 4, 5) [178].
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Abb. 4. Gesamtcholesterin- und Triglyzeridkonzentrationen in Abhangigkeit der PCSK9PY-
AAV-Injektion

Abbildung erstellt nach Achner et al. A: Konzentration des Gesamtcholesterins im Plasma der
Versuchstiere in Woche 6 und 12 der Studie; B: Konzentration der Triglyzeride im Plasma der
Versuchstiere in Woche 6 und 12 der Studie; Darstellung des Medians mit oberem und unterem

Quatrtil als Boxplot, die Antennen zeigen den Minimal- und Maximalwert an, n=5-6, *p<0.05 vs. 0,
*p<0.05 vs. 0,5x10%,
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Abb. 5: Histologische Untersuchung der Aortenwurzel in Abhéngigkeit der PCSK9PY-AAV-
Injektion

Abbildung erstellt nach Achner et al. A: Darstellung beispielhafter Schnitte der Aortenwurzel nach
Oil Red-O Farbung, die gelben Pfeile markieren als Artefakte gewertete Blutriickstande,
Mafl3stabsbalken: 100 um; B: Quantitative Untersuchung des Plaquegehalts; C: Quantitative
Untersuchung des Fettgehalts, Darstellung des Medians mit oberem und unterem Quartil als Boxplot,
die Antennen zeigen den Minimal- und Maximalwert an, *p<0.05 vs. 0; D-F: Korrelationsanalysen
zwischen Plaguegehalt und Fettgehalt(D), Cholesterin-(E) und Triglyzeridplasmakonzentration(F),
n=5-6.

Ebenso konnte durch diese Arbeitsgruppe erstmals eine Verdnderung der
Zellsteifigkeit von aortalen Endothelzellen nach PSCK9PY-Injektion als Surrogat-
Parameter flr eine endotheliale Dysfunktion im Rahmen der Artherosklerose
gezeigt werden (Abb. 6). Es wurde in der veroffentlichten Arbeit nicht nur eine
Erhéhung der kortikalen Steifigkeit in Abhangigkeit der Virusinjektion gezeigt,
sondern ebenso eine Korrelation zwischen dieser Erh6hung der Zellsteifigkeit und
dem atherosklerotischem Plaquegehalt sowie den Konzentrationen von Cholesterin
und Triglyzeriden [178]. Die Etablierung der Rasterkraftmikroskopie als Verfahren
des Nachweises einer endothelialen Dysfunktion im PCSK9PY-AAV-

Atherosklerosemodell bietet die Grundlage fur die Untersuchungen in dieser Arbeit.

16



Kortikale Steifigkeit Zellen Kortikale Steifigkeit Versuchstiere
T 251 T 1.89
2 201 S * ok
a . . a 16-
X £ X
(= (=)
= 1.5 _{_ _% =
2 : b
n N 1.4 Q % @
[ . [}
g 109 § : < $
= X
S 05— T . T S 12— . T .
o &3S R
& &
QY '\'\ (0« QF '\" C)~
Viruslast Viruslast

D E
Kortikale Steifigkeit vs. Plaquegehalt Kortikale Steifigkeit vs. Cholesterin Kortikale Steifigkeit vs. Triglyzeride

g 18 1=0,7258 E 187 1=0,674 g 1.8 1=0,627

> P<0.0001 > P=0.0004 > P=0.0014

S S 161 S 161

g 0 g o o g o

2 o® 2 =2 ° 2 ° 2

S 1.4 T o © = 1.44 .% Y60 © © = 1.4 ° < © ©°

) ) 8 e o o o® e o

% 12 ° g‘oxm“ % 1.2 ©  o5x10t % 1.21 © osx0t

= © osxi0tt = o 10x0% = o 10x0

S O s5,0x10" S O 50x10™ S O 50x10"

g 10 T T 1 210 T T 1 210 T T 1

20 40 60 0 500 1000 1500 0 100 200 300

Plaquegehalt (%) Cholesterin (mg/dl) TG (mg/dl)

Abb. 6: Rasterkraftmikroskopie in Abhangigkeit der PCSK9PY-AAV-Injektion

Abbildung erstellt nach Achner et al. A: Kortikale Steifigkeit aller gemessenen Endothelzellen in
Abhangigkeit der PCSK9PY-AAV-Injektion, Darstellung der Daten im Streudiagramm mit Mittelwert
+SD durch horizontale Linien, n=240-310; B: Kortikale Steifigkeit bezogen auf die einzelnen
Versuchstiere in Abhangigkeit der PCSK9PY-AAV-Injektion, Darstellung des Medians mit oberem und
unterem Quiartil als Boxplot, die Antennen zeigen den Minimal- und Maximalwert an, *p<0.05 vs. O;
C-E: Korrelationsanalysen zwischen der kortikalen Steifigkeit und dem Plaquegehalt(C), der
Cholesterin-(D) und der Triglyzeridplasmakonzentration(E), n=5-6.

1.7 Fragestellung
Diese Arbeit ist unterteilt in zwei unterschiedliche Studienanteile.

1. Zunachst sollte im Zellkulturversuch der Einfluss vom RAAS auf die
mechanischen Eigenschaften von humanen Endothelzellen mittels AFM
untersucht werden. Hier sollte konkret auf die Frage eingegangen werden,
ob Ang Il zu nanomechanischen Veranderungen fihrt, wie sie auch im
Rahmen von atherosklerotischen Vorgangen beobachtet werden konnten
und ob diese Verédnderungen durch eine zusatzliche Behandlung der Zellen
mit einem ARB verhindert werden kénnen.

2. Im zweiten Teil der Studie, dem Hauptanteil dieser Arbeit, sollte

anschlieBend die anti-adipése und anti-atherosklerotische Potenz von
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Telmisartan (TEL), das zur Medikamentengruppe der ARBs gehort, im
PCSK9PY-AAV-Atherosklerosemodell im Mausversuch getestet werden. Im
Rahmen dessen sollte die Hypothese, dass diese pharmakologischen
Wirkungen von TEL zumindest zum Teil Uber die ACE2/Ang(1-7)/Mas-Achse
vermittelt werden, Gberprift werden. Hierzu wurden zuséatzlich zu den wildtyp
Kontrollen Mause verwendet, die einen ACE2 ko hatten, um zu Uberprifen,
ob durch das damit einhergehende Ausschalten der ACE2/Ang(1-7)/Mas-
Achse der anti-adip6se und anti-atherosklerotische Effekt von TEL in diesen

Tieren geringer ausfallt.
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2 Material und Methoden

Eine Liste der verwendeten Materialien und Geréate befindet sich im Anhang.
2.1 In-vitro Versuchsreihe
2.1.1 Zellbiologische Methoden

Alle zellbiologischen Arbeiten wurden an einer Sterilbank und mit sterilfiltrierten

Flissigkeiten durchgefuhrt, um Kontaminationen zu vermeiden.
2.1.2 Kultivierung der Zellen

Fir die Zellkulturversuche wurden humane Zellen aus Nabelschnurvenen (HUVEC)
verwendet. Die Zellen wurden in mit Gelatine beschichteten T-25 Zellkulturflaschen
in DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium), dem ,fetal calf serum® (FCS)
(10%), LVES (Large Vessel Endothelial Supplement) (1,1 %), Heparin (0,2%),
Penicillin G und Streptomycin (gemeinsam 1%) zugesetzt wurde (folgend als
Medium bezeichnet), angezlchtet. Ein Wechsel des Zellmediums wurde alle 3 Tage
durchgefuhrt und taglich wurde das Zellwachstum lichtmikroskopisch kontrolliert.

Fir die Versuche wurden die Zellen schlie3lich auf Deckglasern ausgesat.
2.1.3 Ausséen der Zellen

Zunachst wurde das Medium aus der Zellkulturflasche abgesaugt und durch 10ml
PBS” (Phosphate Buffered Saline ohne Ca?* und Mg?") ersetzt, um dieses
anschlieBend ebenfalls abzusaugen. Im Anschluss wurden 2-3 ml eines Gemisches
aus Trypsin (0,05%) und EDTA (0,02%) hinzugegeben und die Kulturflasche fir 5
min in den Brutschrank gestellt — hierdurch wurden die Zellen vom Boden der
Zellkulturflasche gelést. Um die Reaktion zu stoppen, wurden 10ml Medium
hinzugegeben und der Inhalt der Zellkulturflasche in ein 15ml-Falcon tberfiihrt und
fir 5min mit 900 rpm zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand
abgesaugt und die Zellen in 1 ml Medium re-suspendiert. Nun wurde die
Konzentration der Zellen in der Suspension bestimmt und anschliel3end die nétige
Verdunnung der Suspension berechnet, um eine bestimmte Zahl an Zellen (15000

bis 25000) pro Deckglas zu erreichen.

Die Deckglaser wurden 30-60 min zuvor mit einem Gemisch von PBS” und
Fibronectin (2%) beschichtet, welches abgesaugt wurde, um anschlieRend die
Zellsuspension auf die sich in 12-Well-Platten befindlichen Deckglaser zu geben.
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Nach etwa 2-4 Tagen waren die Zellen konfluent gewachsen und konnten fir die

Versuche verwendet werden.
2.1.4 Versuchsreihe

Fir die Versuchsreihe des in-vitro Zellversuchs wurden die konfluent gewachsenen
Zellen 4 unterschiedlichen Behandlungsgruppen zugefuhrt und fur 24 Stunden vor
der Messung behandelt. (Tab. 2). Es wurde aufgrund von in der einschlagigen
Literatur veroffentlichten Zellkulturversuchen mit ARBs [110, 179, 180] fur die
Versuchsreihe eine Konzentration von 1 uM Losartan festgelegt. Angepasst hieran
wurde fir die Versuchsreihe eine Konzentration von 0,1 pM Ang Il gewahlt, um

lediglich mit einem 10-fachen Uberschuss an Losartan zu behandeln.
Tab. 2: Ubersicht tiber die Behandlungsgruppen der in-vitro Versuchsreihe

Gruppe Behandlung

A Medium

B Losartan 1 pM

C Ang 11 0,1 pM

D Ang Il 0,1 pM + Losartan 1 uM

AnschlieRend erfolgte die Messung mit der Rasterkraftmikroskopie (fiur die
Funktionsweise der Rasterkraftmikroskopie wird an dieser Stelle auf die Einleitung
dieser Arbeit verwiesen) in 37°C warmen HEPES-Puffer (Zusammensetzung:
NaCl:140 mmol/l; KCI: 5 mmol/l; MgCI2-6-hydrat: 1 mmol/l; CaCl2: 1 mmol/l;
Glucose: 5 mmol/l; HEPES: 10 mmol/l), der ebenfalls zuvor mit der jeweiligen

Konzentration an Ang Il und/oder Losartan versetzt worden war.

Pro Konzentration wurden mindestens 6 Deckglaser gemessen, pro Deckglas
wurden etwa 25 Zellen gemessen und pro Zelle wurden 8 Kraftkurven
aufgezeichnet. Die Messungen erfolgten mit cantilevern mit einer Federkonstante
von 30 pN/nm und es wurde sich auf die Auswertung der Veranderungen des

Zellkortex beschrankt.

Die Analyse der Kraftkurven erfolgte im Anschluss mithilfe der Protein-Unfolding

and Nanoindentation-Analysis Software Punias.
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2.2 Versuchstiere und Haltung

Fir den Versuch wurden mannliche Mause des C57/B6 N Stammes verwendet. Die
wildtyp-C57/B6 N (wt) Tiere wurden Uber das Unternehmen Janvier Labs (Le
Genest-Saint-Isle, Frankreich) bezogen. Zusatzlich wurden ACE2-defiziente
C57/B6 N Tiere verwendet, die durch Prof. Dr. Michael Bader (Max-Delbriick-
Centrum fur Molekulare Medizin, Berlin) gezichtet und per Embryonentransport
nach Lubeck transferiert wurden. In Lubeck erfolgte die Implantation in Ammentiere
und die Vermehrungszucht des Tierbestandes auf Versuchsgrolie.

Haltung und Experimente erfolgten gemaf den Richtlinien zur Haltung und Nutzung
von Versuchstieren (Guide for the care and use of laboratory animals),

herausgegeben durch die NIH (National Institutes for Health).

Eine Genehmigung des Versuchsvorhabens erfolgte zuvor durch das Ministerium
fur Energiewende, Landwirtschaft, Umwelt, Natur und Digitalisierung des

Bundeslandes Schleswig-Holstein (Aktenzeichen 75-7/19).

Die Tiere wurden fur den Grol3teil der Zeit in Gruppen von 2 bis 4 Tieren in
Standardkafigen in einem klimatisierten Versuchsraum gehalten. Temperatur (ca.
21°C) und Luftfeuchtigkeit (ca. 40-60%) wurden Uber den Versuchszeitraum
konstant gehalten, ebenso wie ein Hell/Dunkel-Zyklus von 12 Stunden (Hellphase
von 07:00 bis 19:00 Uhr). Vor Versuchsbeginn erfolgte eine Habituation an die
Versuchsumgebung von 10 bis 14 Tagen.

Wahrend der gesamten Versuchsdauer erhielten die Mause Leitungswasser sowie
nach Versuchsprotokoll Standarddiat (chow) oder Western Diat (WD) (Tab. 3) ad
libitum. Sieben Tage vor Tétung der Versuchstiere wurde das Leitungswasser durch
evian® Mineralwasser (Gesamtmineralisierung: Kalzium: 80 mg/L; Magnesium: 26
mg/L; Kalium: 1 mg/L; Natrium: 6,5 mg/L; Nitrat: 3,8 mg/L; Bikarbonat: 360 mg/L;
Sulfat: 14 mg/L; Siliziumdioxid: 15 mg/L; Chlorid: 10 mg/L) ersetzt.

Im Sinne des 3-R-Prinzips (,Replace, Reduce, Refine“) des Tierschutzes erfolgte
eine gemeinsame Nutzung der wt Versuchstiere mit Herrn Tobias Klersy.
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Tab. 3: Nahrstoffzusammensetzung und Energiegehalt der verwendeten Diaten
chow: Standarddiat; WD: Western Diat

Diat Bezeichnung umsetzbare Kohlenhydrate Fett Eiweil3 Hersteller

Energie
chow EF acc. 15,3 kJd/g 70% 10% 20% ssniff
D12450B Spezialdiaten
mod. GmbH
WD EF TD88137 19,1 kJ/g 43% 42% 15% ssniff
mod. +1.25% Spezialdiaten
Cholesterol GmbH

E15723-347

2.3 Studienprotokoll der in-vivo Studie

In der Hauptstudie erfolgte die Untersuchung der Auswirkung einer Fltterung von
WD und Behandlung mit TEL auf Mause mit ubiquitdren ACE2 ko im Rahmen des
PCSK9PY-AAV-Atherosklerosemodells.

Hierzu erfolgte eine Einteilung der Versuchstiere in eine der aufgefihrten
Behandlungsgruppen Die Gruppen wtchow'EH und ACE2 kochow'EH werden im
Folgendem auch als Kontrollgruppen bezeichnet (Tab. 4). Die Versuchsgruppen-
grof3e von n=12 wurde mittels Poweranalyse bestimmt. Im Versuchsverlauf kam es

zum vorzeitigen Versterben eines Tieres.

Nach einer Habituationsphase und einer retroorbitalen Blutenthahme inkl.
Blutzuckermessung an Tag -6 erfolgte am Tag 1 die i.v. Injektion von PCSK9PY-AAV
bzw. NaCl. Es wurde unter Berlcksichtigung der Ergebnisse durch Achner et al.
[178] eine Viruslast von 2x10'! festgelegt. An Tag 1 startete ebenso die
gruppenentsprechende Futterung mit chow bzw. WD sowie die téagliche
gewichtsadaptierte Behandlung mit VEH bzw. TEL nach taglicher Bestimmung des
Korpergewichts. Es erfolgte eine TEL-Dosierung von 8mg/kgKG/d und eine
entsprechende Gabe von VEH-LAsung (5ml/kgKG), gemafd der Beschreibung in
Abschnitt 2.4.3.
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Tab. 4: Ubersicht tiber die Behandlungsgruppen der in-vivo Studie

wt: Wildtyp-C57/B6 N-Mause; ACE2 ko: ACE2-Knockout-C57/B6 N-Mause; chow: Kotroll-Diat; WD:
Western Diat; VEH: Vehikel-Behandlung; TEL: Telmisartan-Behandlung

Gruppe Diat i.v. Injektion Behandlung

Wichow" EH chow NacCl VEH

WiwpEH WD PCSK9PY-AAV VEH
(2x10%)

Wtwp'E- WD PCSK9PY-AAV TEL
(2x10'Y)

ACE2 KOchow"E" chow NaCl VEH

ACE2 kowp"EH WD PCSK9PY-AAV VEH
(2x10%)

ACE2 kowp'- WD PCSK9PY-AAV TEL
(2x10'Y)

Die Behandlung wurde tber etwa 3 Monate fortgefuihrt und es erfolgte zudem eine
Bestimmung der Korperfettzusammensetzung (Body Composition Analysis (BCA))
mittels Nuklear-Magnet-Resonanz-Spektroskopie, bevor die finale Blutentnahme
inkl. Blutzuckermessung, die Toétung und die Organentnahme fir weitere
Untersuchungen erfolgte. Eine Ubersicht iiber den zeitlichen Ablauf der in-vivo
Studie ist in Abb. 7 dargestellt.

Post mortem erfolgte eine Messung der kortikalen Steifigkeit mittels
Rasterkraftmikroskopie und eine histologische Untersuchung der Aorten sowie die
RNA-Sequenzierung der absteigenden Aorta. Ebenso erfolgte eine Messung der
Cholesterin- und Triglyzeridspiegel aus dem Plasma, eine Bestimmung
verschiedener Hormon- und Zytokinkonzentrationen und eine Messung des

Plasmanitrits.

Die angewendeten Methoden und Versuchsdurchfuhrungen werden in den

folgenden Abschnitten detailliert beschrieben.
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Abb. 2: Zeitplan der in-vivo Studie

Gruppenentsprechende Diat und Behandlung von Tag 1 bis Tag 86/88; Retroorbitale Blutentnahme
inkl. Blutzuckermessung an Tag -6; Gruppenentsprechende i.v. Injektion an Tag 1; Bestimmung der
Kdrperfettzusammensetzung (Body Composition Analysis) mittels Nuklear-Magnet-Resonanz-
Spektroskopie mit dem Bruker minispec LF110 an Tag 75; Retroorbitale Blutentnahme inkl.
Blutzuckermessung sowie Toétung und Organenthnahme an Tag 86/88

2.4 Invasive Methoden
2.4.1 Virusinjektion

Die Bereitstellung des Virus-Vektors erfolgte durch Prof. Dr. Oliver Muller (Klinik fur
Innere Medizin V, UKSH, Campus Kiel). In Kiel war der PCSK9PY-AAV, wie bereits

in der Literatur beschrieben, produziert und aufbereitet worden [165, 181-183].

Das Versuchstier wurde zunéchst unter einer Warmelampe positioniert, um eine
Erweiterung der Schwanzvene zu erreichen. Anschliel3end wurde das Versuchstier
in einem Restrainer fixiert und die Viruslésung bzw. NaCl, die zuvor in 1 ml Spritzen

aufgezogen worden waren, Gber 27 G Einmalkanulen injiziert.
2.4.2 Retroorbitale Blutenthnahme und Blutzuckermessung

Fur die retroorbitale Blutentnahme wurde das Versuchstier zun&chst aus dem Kéfig
entnommen und fir einige Sekunden in ein Gefald gesetzt, in das zuvor ein in
Isofluran getranktes Tuch eingebracht worden war, sodass das Tier Giber Inhalation
von Isofluran anasthesiert wurde. Eine Ausnahme stellte hierbei die finale
Blutentnahme dar, bei der eine Injektionsnarkose mit Ketamin und Xylazin (s.
Abschnitt 2.4.4) erfolgte. AnschlieBend wurde eine Na-heparinisierte Hamatokrit-
kapillare retroorbital eingefiihrt und durch leichtes Drehen das Blut (etwa 100 pl)
entnommen und mit einer EDTA-beschichteten Microvette® aufgefangen. Nach

einer Zwischenlagerung im Eisbad wurden die Proben bei 9000 rpm und 4°C fur 3
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min zentrifugiert und anschlieBend das Plasma abpipettiert und bei -20°C

eingefroren.

Im Rahmen der oben Dbeschriebenen Blutenthahme wurde die
Blutglukosekonzentration mithilfe des Accu-Chek® Performa Blutzuckermessgeréats
und der entsprechenden Teststreifen bestimmt. Hierzu wurde ein Tropfen Vollblut

direkt aus der Hamatokritkapillare mit dem Teststreifen aufgefangen.
2.4.3 Orale Applikation von Telmisartan-Suspension und Vehikel-Losung
2.4.3.1 Herstellung der Telmisartan-Suspension und Vehikel-Lésung

Zur oralen Applikation wurde das schlecht Wasser-losliche TEL in Suspension
gebracht. Hierzu wurden zunachst 2,5 g Gummi arabicum (10%) und 40 mg TEL in
einem Morser vermengt und sorgfaltig zerrieben. AnschlieRend wurden schrittweise
kleine Mengen Leitungswasser unter standigem Rihren und Reiben hinzugefigt.
Insgesamt wurden 25 ml Leitungswasser hinzugefugt. Durch dieses Vorgehen
entstand eine Suspension mit einer Verdinnung von 1,6 mg TEL/ml Suspension,
sodass eine tagliche Applikation von 5ml/kgKG in der gewinschten Dosis von
8mg/kgKG resultierten. Die TEL-Suspension wurde mindestens einmal wochentlich

neu angesetzt [184].
Die VEH-LOsung wurde entsprechend ohne das Hinzufiigen von TEL hergestellt.
2.4.3.2 Applikation Uber eine Knopfkaniile

Zur oralen Applikation der TEL-Suspension bzw. VEH-L6sung wurden leicht
gebogene Knopfkanilen, welche auch als ,Schlundsonden“ bezeichnet werden,
verwendet. Die Schlundsonde wurde auf eine 1 ml Spritze aufgesetzt und die
benttigte Menge an Suspension bzw. Losung aufgezogen (5ml/kgKG).
Anschliel3end wurde das Versuchstier mit der linken Hand an Nackenhaut und
Schwanz fixiert, sodass die Schlundsonde mit der rechten Hand in den oberen
Gastrointestinaltrakt eingefiihrt werden und die Suspension bzw. Losung direkt
intragastral bzw. intradsophageal appliziert werden konnte [184].

2.4.4 Totung und Organgewinnung

Fur die Totung und Organentnahme wurde zunachst eine Losung zur Injektion aus
0,7 ml Ketamin (100 mg/ml), 0,7 ml Xylazin (2%) und 8,6 ml NaCl angesetzt. Diese

Losung wurde anschlieend in 1 ml Spritzen aufgezogen und mithilfe von 27 G
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Einmalkanulen intraperitoneal verabreicht. Es wurden nach Bedarf etwa 0,6 bis 1
ml Lésung verabreicht, um eine ausreichend tiefe Anasthesie der Versuchstiere zu

erreichen.

Nach Wirkeintritt der Anasthetika wurde, wie in Abschnitt 2.4.2 beschrieben,

retroorbital Blut entnommen und der Blutzuckerspiegel aus Vollblut bestimmit.

Anschlie3end wurden Abdomen und Brustkorb der Versuchstiere er6ffnet und durch
kardiale Punktion mit einer 23 G Einmalkantle Blut fur die Nitritbestimmung
entnommen und die Versuchstiere per cervicaler Dislokation getétet. Das Vollblut
aus der kardialen Punktion wurde in Lithium-heparinisierte R6hrchen tberfuhrt und
nach Zwischenlagerung im Eisbad fur 10 Minuten bei 2000 g und 4°C zentrifugiert.
Anschliel3end wurde das Plasma in Zentrifugen-Filtereinheiten Gberfihrt und erneut
bei 14000 g und 4°C fur 70 Minuten zentrifugiert und der Durchfluss in amber
Eppendorf ReaktionsgefalRe in flissigem Stickstoff gefroren und bei -20°C gelagert.

Nachfolgend konnten Leber, Milz, ein Stiick des Dickdarms, Niere, Lunge, Aorta
sowie weil3es Fettgewebe entnommen werden und in 15 oder 2 ml
Reaktionsgefallen in flissigem Stickstoff schockgefroren und anschlie3end
zwischen- (-20°C) bzw. dauerhaft (-80°C) gelagert werden. Zusatzlich wurden eine
Stuhlprobe, sowie die Schwanzspitze gleichermal3en entnommen und eingefroren.
AulRRerdem wurde der Schédel eroffnet und das Gehirn entnommen und auf

Trockeneis schockgefroren.

Die thorakale Aorta der Versuchstiere wurde in 3 Stlicke unterteilt, wobei ein Teil
umgehend im Institut fir Physiologie der Universitat zu Lubeck fir die Untersuchung
per Rasterkraftmikroskopie vorbereitet wurde (s. Abschnitt 2.6.1). Ein weiterer Tell
der thorakalen Aorta wurden in das Institut fir Kardiogenetik des UKSH, Campus
Lubeck, uberfihrt und dort fur die histologische Untersuchung (s. Abschnitt 2.7)
vorbereitet und der letzte Teil (Aorta descendens) wurde umgehend nach
Entfernung mit Ringer-Losung gesptlt und vom umgebenden Gewebe gel6st und
anschlieBend in einem 2 ml Reaktionsgefald in Ringer-Losung in Flissigstickstoff
fur die spatere Verwendung der RNA-Sequenzierung (s. Abschnitt 2.8)
schockgefroren. Die abdominale Aorta wurde nach dem Entfernen in RNAlater

ebenfalls in Flussigstickstoff schockgefroren.

26



2.5 Bestimmung der Kérperfettzusammensetzung

Mittels Nuklear-Magnet-Resonanz-Spektroskopie mit dem Bruker minispec LF110
wurde die Korperfettzusammensetzung (Body Composition Analysis) der
Versuchstiere bestimmt. Hierzu wurde das Versuchstier aus dem Kafig entnommen
und in einer Rohre so fixiert, dass nur noch eine minimale Bewegung maglich war.
Die Réhre wurde anschlie3end fur die Messung in das Geréat eingebracht. Nach der
Messung konnte die Maus umgehend in den gewohnten Kafig zuriickgesetzt
werden [159].

Ausgewertet wurden im Anschluss die Fettmasse, die fettfreie Kérpermasse und die

Masse an freier Flissigkeit bezogen auf das Korpergewicht der Versuchstiere.
2.6 Rasterkraftmikroskopie
2.6.1 Praparation der Aorta

Nach Entnahme und Teilung der Aorta wurde das Gefal? vom umgebenden Gewebe
befreit und in kleine Stiicke von ca. 2 mm? GréRe unterteilt. Die Gewebestlicke
wurden anschlieend auf Cell-Tak beschichteten Glas mit der Endothelseite nach
oben weisend fixiert. Danach wurden die Aortenstucke fur 24 bis 48 h in ,minimal
essential medium®“ (MEM) gelagert, welches FCS (10%), ,MEM vitamins® (1%),
,MEM nonessential amino acids” (1%), Penicillin G (10,000 U/ml) und Streptomycin
(10,000 mg/ml) enthielt.

2.6.2 Durchfiihrung der Rasterkraftmikroskopie

Die Funktionsweise der Rasterkraftmikroskopie wurde bereits in der Einleitung
dieser Arbeit beschrieben. In den hier beschriebenen Experimenten wurden pro
Versuchstier mind. zwei Stiicke Aorta gemessen, pro Aortastick wurden ca. 25
Zellen gemessen und pro Zelle wurden jeweils 8 Kraftkurven aufgezeichnet. Alle
Messungen erfolgten in 37°C warmen HEPES Puffer (Zusammensetzung:
NaCl:140 mmol/l; KCI: 5 mmol/l; MgCI2-6-hydrat: 1 mmol/l; CaCl2: 1 mmol/l;
Glucose: 5 mmol/l; HEPES: 10 mmol/l).

Die Analyse der Kraftkurven erfolgte im Anschluss mithilfe der Protein-Unfolding

and Nanoindentation-Analysis Software Punias.

Das Hauptaugenmerk dieser Arbeit liegt in der Beurteilung des Zellkortex durch die

Rasterkraftmikroskopie, wobei auch eine rasterkraftmikroskopische Untersuchung
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der Glykokalix durchgefihrt wurde. Hierzu wurden cantilever mit einer
Federkonstante von 30 pN/nm zur Beurteilung des Zellkortex sowie 10 pN/nm zur

Beurteilung der Glykokalix verwendet [185].
2.7 Histologische Untersuchung der Aorta

Die Darstellung und Quantifizierung von atherosklerotischen Plaques in den
entnommenen Aorten mittels Oil Red-O (ORO) Farbung und anschlieRender
Mikroskopie erfolgte — ebenso wie Bestimmung weiterer aortaler Parameter
(Fettgehalt, Media, Lumen, Durchmesser) — wie bereits in der Literatur beschrieben
im Institut fur Kardiogenetik des UKSH, Campus Lubeck [186, 187].

2.8 RNA-Sequenzierung

Die RNA-Sequenzierungsanalyse (RNAseq) wurde von der absteigenden Aorta im
Institute for Cardiovascular Physiology der Goethe-Universitat in Frankfurt
durchgefiihrt. Fur die RNAseq wurden die Aortensegmente von 3 Mausen gepoolt
und insgesamt 4 Proben analysiert. Das bedeutet, dass die Ergebnisse 12 Mause
pro Gruppe reprasentieren. Die Gesamt-RNA wurde mit dem RNA Mini Kit von Bio&
SELL (Nurnberg, Deutschland) in Kombination mit einer DNase-Verdauung
(DNase-Free DNase Set, Qiagen) isoliert, um eine Kontamination mit genomischer
DNA zu vermeiden. Die Integritdt der RNA und der Bibliotheksvorbereitung wurde
mit LabChip Gx Touch 24 (Perkin Elmer) Uberpruft. Als Input fur die VAHTS
Stranded mMRNA-seq Library-Vorbereitung wurden 500 pug Gesamt-RNA gemald
dem Protokoll des Herstellers (Vazyme) verwendet. Die Sequenzierung wurde auf
einem NextSeq2000-Gerat (lllumina) mit 1x72-bp-Single-End-Setup durchgefihrt.
Die resultierenden Roh-Reads wurden mit FastQC (RRID:SCR_014583) (Andrews
Simon: FastQC: a quality control tool for high-throughput sequence data. Online
verfugbar unter http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc) auf

Qualitat, Adaptergehalt und Duplikationsraten untersucht.
2.8.1 RNA-Sequenzierungsanalyse

Die Trimmomatic-Version 0.39 wurde verwendet, um die Reads zu trimmen,
nachdem die Qualitat unter einen Mittelwert von Q15 in einem Fenster von 5
Nukleotiden gesunken war, um nur gefilterte Reads mit einer LaAnge von mehr als
15 Nukleotiden zu behalten [188]. Die Reads wurden mit STAR 2.7.10a gegen das

Ensembl-Mausgenom Version mm10 (Ensembl-Release 101) ausgerichtet [189].
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Ausgerichtete Reads wurden gefiltert, um Duplikate mit Picard 2.27.4 (Picard: Eine
Reihe von Tools in Java fur die Arbeit mit Next-Generation-Sequenzierungsdaten
im BAM-Format), Multi-Mapping-, ribosomalen oder mitochondrialen Reads zu
entfernen. Die Anzahl der Gene wurde mit featureCounts 2.0.4 durch Aggregation
von Reads ermittelt, deren Exons auf dem richtigen Strang Uberlappten, wobei
solche, die Uber mehrere Gene Uberlappten, ausgeschlossen wurden [190]. Die
Rohzahlmatrix wurde mit DESeq2 Version 1.36.0 normalisiert [191]. Mit DESeq2
wurden auf der Grundlage der Rohzahlmatrix Kontraste erstellt. Gene wurden als
signifikant unterschiedlich exprimiert eingestuft, wenn die durchschnittliche Anzahl
> 5, der um mehrere Tests bereinigte p-Wert < 0,05 und log2FC < -0,585 < oder
log2FC > 0,585 war. Die Ensemble-Annotation wurde mit UniProt-Daten (Aktivitaten
bei der Universal Protein Resource (UniProt)) angereichert.

Um eine mogliche Assoziation von Genen mit Atherosklerose zu identifizieren,
verwendeten wir den Datensatz CTD Gene-Disease Associations (Datum der
letzten Datenbankprifung: 23.07.2024) [192].

2.9 Laborchemische Analysen
2.9.1 Konzentrationsbestimmung von Cholesterin- und Triglyzeriden

Die Gesamtcholesterin- und Triglyzeridbestimmung aus dem Plasma der
Versuchstiere nach retroorbitaler Blutgewinnung erfolgte im Institut fur
Kardiogenetik des UKSH, Campus Lubeck wie zuvor durch Aherrahrou et al.
beschrieben [186]. Dafir wurde das Roche cobas ¢ 702 mit dem EnzyChrom
HDL/LDL/VLDL Assay Kit 100T (Biotrend Chemikalien GmbH) sowie dem

Triglyceride ColorimetricAssayKit 96well Kit (Biomol GmbH) verwendet.
2.9.2 Konzentrationsbestimmung der Zytokine und Hormone

Es erfolgte die Bestimmung von diversen Zytokinen und Hormonen im Leibniz-
Institut fur Virologie in Hamburg mit Hilfe des Milliplex mouse metabolic magnetic
bead panel kit MMHMAG-44K.mouse (Amylin Active, C-Peptide 2, Ghrelin, GIP,
GLP1 Active or GLP1 Total, Glukagon, IL-6, Insulin, Leptin, MCP1, PP, PYY,
Resistin, Secretin, and TNF-a) und MHSTCMAG-70K (GM-CSF, IFNy, IL-1qa, IL-18,
IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-10, IL-12 (p70), IL-13, IL-17A, KC/CXCL1, LIX, MCP1,

MIP2, TNF-a) der Firma Millipore aus dem Plasma der Versuchstiere.
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2.9.3 Konzentrationsbestimmung von Nitrit

Wie bereits in anderen Arbeiten beschrieben [193] erfolgte im Institute for
Cardiovascular Physiology der Goethe-Universitat in Frankfurt am Main die
Nitritbestimmung aus dem Plasma der Versuchstiere als Surrogatparameter fir NO.
Die Messungen erfolgten mit einem NO analyser (Sievers NOA-280).

2.10 Auswertung und Statistische Methoden

Fur die statistische Auswertung und Erstellung der Abbildungen wurde GraphPad

Prism (Version 7.0 und 8.0) verwendet.

Die Daten wurden auf Ausreier (mittels Robuste Regression), Verteilung und
Varianzhomogenitat getestet. Zeigte sich in mehr als zwei der verglichenen
Gruppen eine Normalverteilung, wurde als statistischer Test eine 1way-Analysis of
Variance (ANOVA) bzw. eine 2way-ANOVA - abhangig davon, ob eine oder zwei
Variablen beurteilt werden sollten — gewéhlt. Im Anschluss hieran wurde ein Tukey’s
multiple comparison test durchgefihrt. Alternativ wurde eine Brown-Forsythe-
ANOVA mit anschlieBendem Dunnett's multiple comparison test gewahlt, wenn
keine Varianzhomogenitat bestand. Analog hierzu wurde bei fehlender
Normalverteilung ein Kruskal-Wallis-Test mit folgendem Dunn’s multiple
comparison test durchgefiihrt. Sollten nur zwei Gruppen miteinander verglichen
werden, wurde ein t-Test (bei Normalverteilung) oder ein Mann-Whitney-Test (bei
fehlender Normalverteilung) durchgefiihrt. Zur Korrelationsanalyse wurden 1- oder
2-tailed Pearson-Tests angewandt.

Zur Analyse eines Stammunterschieds erfolgte zuerst der statistische Vergleich der
Kontrollgruppen von wt und ACE2 ko M&ausen unter chow Futterung und VEH
Behandlung. Im Anschluss hieran erfolgte der Vergleich der Behandlungsgruppen
innerhalb der jeweiligen genetischen Gruppe. Dieses Verfahren erfolgte analog zur
Publikation [194], bei der neben den ACE2 ko auch die Mas ko Mause integriert
waren. Fir eine 3-ANOVA-Analyse ware die Studie nicht gepowert gewesen.
Aufgrund dessen und ebenfalls dem 3R-Prinzip folgend entschieden wir uns fir

diese gestufte statistische Auswertung.

Als Signifikanzniveau wurde p<0,05 festgelegt. Die Ergebnisse dieser Arbeit sind
als Mittelwert + Standardabweichung dargestellt. Werden in den Abbildungen Box-

Plots gezeigt, so wird der Median sowie das obere und untere Quartil gezeigt.
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Ebenso sind das Minimum und Maximum als Whisker dargestellt. Die
biometrische/statistische Fallzahlberechnung wurde PC-assistiert mittels eines
online-Programms nach statistischer Beratung mit dem Institut fir Medizinische
Biometrie und Statistik der Universitat zu Lubeck durchgefiihrt. Die GruppengrofRe
von n=12 wurde durch Power-Analyse (korrigiertes a=0,01, power 80%) mit dem

Kdrpergewicht als Primarparameter bestimmt.
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3 Ergebnisse
3.1 Ergebnisse der in-vitro Versuchsreihe

Wurden die Zellen allein mit Losartan behandelt, so konnte keine Veranderung der
kortikalen Steifigkeit im Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden. Bei Behandlung
der Zellen mit Ang Il konnte eine Erh6hung der kortikalen Steifigkeit im Vergleich
zur Kontrolle registriert werden, wobei dieser Effekt durch zuséatzliche Behandlung
mit Losartan aufgehoben werden konnte (Abb. 8).

Kortikale Steifigkeit

E 2.0 * + +
=

(=

= 1.54 o

o H —— 1

’E e i s % £
= l 4 3 !
» 104 T ' A
o

(-]

=

T

S o5l r

Behandlungsgruppe

Abb. 8: Ergebnisse der in-vitro Versuchsreihe

Kortikale Steifigkeit der Zellen in Abhangigkeit der Behandlungsgruppe der Versuchsreihe, 1-way
ANOVA [F=16.48, P<0.0001] mit folgendem Tukey’s multiple comparisons test, n=141-146, *p<0.05
vs. Kontrolle, *<0.05 vs. 0,1 pM Ang IlI; Darstellung der Daten im Streudiagramm mit Mittelwert +SD
durch horizontale Linien.

3.2 Ergebnisse der in-vivo Studie
3.2.1 Gewichtsentwicklung und Koérperfettzusammensetzung

Am Beginn der Studie waren die wt Mause schwerer als die ACE2 ko Mause (Tab.
5. Im Verlauf und am Ende der Studie konnte in allen Gruppen eine
Gewichtszunahme registriert werden, wobei in den Kontrollgruppen die
Gewichtszunahme der ACE2 ko Versuchstiere hoher ausfiel als bei den wt Mausen
(Tab. 6). Innerhalb der wt Gruppe war die Gewichtszunahme der mit WD gefitterten
und mit VEH behandelten Mause gréler als die der Mause, die chow erhielten.
Diese verstarkte Gewichtszunahme konnte durch eine Behandlung mit TEL
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verhindert werden (Abb. 9-A). Bei den ACE2 ko Mausen fiihrte eine Behandlung mit

TEL zu einer verminderten Gewichtszunahme im Vergleich mit der mit VEH

behandelten und mit WD gefltterten Gruppe (Abb. 9-A).

Tab. 5: Ausgangswerte vor Beginn der Behandlungsperiode

Mittelwert+SD, ungepaarter t-Test, Welch's test oder Mann-Whitney-Test abhangig von der

Verteilung der Werte, *p<0.05 vs. wt, n=10 fur Leptin, n=34-36.

ACE2 ko
Korpergewicht (g) 26,2+1,2 22,8+£1,2*
Blutglukose (mg/dl) 151,1+31,5 180,0+20,1 *
Gesamtcholesterin (mg/dl) 109,9+21,3 121,9+27,3
Triglyzeride (mg/dl) 74,0£17,7 43,9199 *
Leptin (ng/dl) 463+202 163+60 *

Tab. 6: Funktionelle Parameter der Kontrollgruppen (chow Futter, VEH Behandlung) am Ende

der Behandlungsperiode

Mittelwert£SD, ungepaarter t-Test, Welch's test oder Mann-Whitney-Test abhangig von der
Verteilung der Werte, *p<0.05 vs. wt, n=553 fiir kortikale SteifigkeitZellen, n=11-12.

wt ACE2 ko
Kdrpergewicht (g) 29,611,67 27,8£1,0*
Gewichtszunahme (g) 3,7+1,11 5,13+1,25 *
Fettmasse (Q) 5,94+1,1 5,46+0,35
Fettfreie Masse (Q) 17,2+0,81 16,6+0,58
Freie Flussigkeit () 1,05+0,11 0,98+0,14
Aortendurchmesser (mm) 0,28+0,02 0,27+0,02
Aortenlumen (mm?) 2,69+0,42 2,43+0,37
Aortenmedia (mm?) 0,26+0,08 0,32+0,04
Plaquegehalt (mm?) 0,000+0,000 0,003+0,003 *
Fettgehalt (mm?) 0,000+0,000 0,000+0,000
Plaguegehalt (%) 0,13+0,29 1,32+1,13 *
Kortikale Steifigkeit?®'®" (oN/nm)  1,31+0,15 1,35+0,22 *
Kortikale Steifigkeit™® (pN/nm)  1,31+0,04 1,35+0,06
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Vergleicht man die Ergebnisse der BCA der wt und ACE2 ko Mause, die chow
erhielten und mit VEH behandelt wurden, so zeigt sich kein Unterschied in der
Kdrperfettzusammensetzung (Tab. 6). Bei den wt Mausen war die Fettmasse in der
Gruppe, die WD erhielt und mit VEH behandelt wurde, im Vergleich zur
Kontrollgruppe erhoht. Im Vergleich zur VEH-Behandlungsgruppe unter WD war die
Fettmasse nach TEL Behandlung normalisiert (Abb. 9-D). Bei den ACE2 ko Mausen
konnte eine verminderte Fettmasse und eine vergroRRerte fettfreie Masse bei der
TEL-Behandlungsgruppe registriert werden (Abb. 9-D, E).
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Abb. 9: Gewichtsentwicklung und Kérperfettzusammensetzung

A: Kdrpergewichtszunahme, 1-way ANOVA beider genetischer Linien [wt: F=49,13, P<0,0001, ACE2
ko: F=6,4, P=0,0047] mit folgendem Tukey’s multiple comparison test; B: Entwicklung des
Korpergewichts im Studienverlauf der wt Versuchstiere, Mittelwert+SD als Punkt und vertikale
Balken; C: Entwicklung des Korpergewichts im Studienverlauf der ACE2 ko Versuchstiere,
MittelwertSD als Punkt und vertikale Balken; D: Fettmasse in der BCA, Kruskal-Wallis Test beider
genetischer Linien [wt: P=0,0009, ACE2 ko: P=0,0001] mit folgendem Dunn’s multiple comparison
test; E: Fettfreie Masse in der BCA, 1-way ANOVA beider genetischer Linien [wt: F=1,777, P=0,1850,
ACE?2 ko: F=3,586, P=0,0397] mit folgendem Tukey’s multiple comparison test; F: Freie Flussigkeit
in der BCA, Kruskal-Wallis Test beider genetischer Linien [wt: P=0,0110, ACE2 ko: P=0,0650] mit
folgendem Dunn’s multiple comparison test; A, D-F: Darstellung des Medians mit oberem und
unterem Quartil als Boxplot, die Antennen zeigen den Minimal- und Maximalwert an, Darstellung
chow VEH als Kreise, WD VEH als Quadrate, WD TEL als Dreiecke, *p<0.05 vs. chow VEH, *p<0.05
vs. WD VEH; n=11-12.
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3.2.2 Hormonspiegel und Glukosehomdostase
Tab. 7: Plasmakonzentrationen verschiedener Parameter der Kontrollgruppen (chow Futter,
VEH Behandlung) am Ende der Behandlungsperiode

Mittelwert+SD, ungepaarter t-Test, Welch's test oder Mann-Whitney-Test abhangig von der
Verteilung der Werte, *p<0.05 vs. wt, n=6-12.

wt ACE2 ko
Leptin (pg/ml) 1296+595 239,5+114 *
Resistin (pg/ml) 1806+205 27831014 *
GIP (pg/ml) 398197 81470 *
GLP1 (pg/ml) 25,1+6,1 24,3+7.4
Sekretin (pg/ml) 59,56+11,1 101,3+28,7 *
PYY (pg/ml) 109+12 82+52
Amylin (pg/ml) 29,7+6,5 29,8+5,1
Ghrelin (pg/ml) 44,9+14,8 62,7+21,4
Blutglukose (mg/dl) 136+19 157+18 *
Insulin (pg/ml) 164181 14587
HOMA index 1,49+0,76 1,67+1,1
C-Peptid (pg/ml) 369+224 9447 *
Glukagon (pg/ml) 89,6+16,1 31,1+16,3 *
Gesamtcholesterin (mg/dl) 140122 148+26
Triglyzeride (mg/dl) 73,4£21,9 30,7+9,8 *
Nitrit (nM) 413+128 3071122

Sowohl vor Behandlungsbeginn als auch am Ende der Behandlungsperiode waren
die Plasmakonzentrationen flur Leptin niedriger und die Blutglukosewerte héher,
wenn man die ACE2 ko Mause mit den wt Mausen vergleicht (Tab. 5, 7). Ebenso
zeigte sich am Ende der Behandlungsperiode eine Erhéhung der
Resistinkonzentration der chow gefltterten ACE2 ko Mause im Vergleich mit den
chow gefltterten wt Mausen (Tab. 7). Bei ACE2 ko und wt Méausen fuihrte WD zu
einer Erhéhung der Leptinspiegel, die bei gleichzeitiger TEL-Gabe nicht zu

verzeichnen war (Abb. 10-A). AuRerdem waren die Konzentrationen von C-Peptid
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bei sowohl ACE2 ko als auch wt Versuchstieren in der TEL-Gruppe erniedrigt im

Vergleich zur Behandlungsgruppe, die mit VEH behandelt wurde (Abb. 11-D).

Bei Ghrelin, Peptid YY (PYY), Insulin, Glukagon, Sekretin und beim Homeostasis
Model Assessment Index (HOMA index) konnten in den ACE2 ko Versuchstieren
keine Unterschiede zwischen den unterschiedlichen Behandlungsgruppen
registriert werden (Abb. 10-C, D, Abb. 11-B, C, E, H). Es zeigten sich erhohte GLP1-
und Resistinspiegel der TEL-Behandlungsgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe
innerhalb der ACE2 ko Gruppe (Abb. 10-B, Abb. 11-F). Zudem waren die
Blutglukose- und GIP-Spiegel beider Gruppen, die WD erhielten, innerhalb der
ACE2 ko Versuchsgruppe am Ende der Studie erhdht (Abb. 11-A, G).
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Abb. 10: Plasmakonzentrationen verschiedener Hormone am Ende der Behandlungsperiode

A: Leptin-Plasmakonzentration, Kruskal-Wallis Test beider genetischer Linien [wt: P=0,0013, ACE2
ko: P=0,0002] mit folgendem Dunn’s multiple comparison test; B: Resistin-Plasmakonzentration,
Kruskal-Wallis Test beider genetischer Linien [wt: P<0,0001, ACE2 ko: P=0,0161] mit folgendem
Dunn’s multiple comparison test; C: Ghrelin-Plasmakonzentration, Kruskal-Wallis Test beider
genetischer Linien [wt: P=0,0100, ACE2ko: P=0,9987] mit folgendem Dunn’s multiple comparison
test; D: PYY-Plasmakonzentration, 1-way ANOVA beider genetischer Linien [wt: F=4,998, P=0,0134,
ACE2 ko: F=1,340, P=0,2762] mit folgendem Tukey’s multiple comparison test; Darstellung des
Medians mit oberem und unterem Quartil als Boxplot, die Antennen zeigen den Minimal- und
Maximalwert an, Darstellung chow VEH als Kreise, WD VEH als Quadrate, WD TEL als Dreiecke,
*p<0.05 vs. chow VEH, *p<0.05 vs. WD VEH; n=6-12.
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Abb. 11: Parameter der Glukosehomdostase am Ende der Behandlungsperiode

A: Glukose-Plasmakonzentration, 1-way ANOVA beider genetischer Linien [wt: F=3,057, P=0,0605,
ACE2 ko: F=8,575, P=0,0010] mit folgendem Tukey’s multiple comparison test; B: HOMA index,
Kruskal-Wallis Test beider genetischer Linien [wt: P=0,0277, ACE2 ko: P=0,5439] mit folgendem
Dunn’s multiple comparison test; C: Insulin-Plasmakonzentration, Kruskal-Wallis Test beider
genetischer Linien [wt: P=0,2140, ACE2 ko: P=0,2673] mit folgendem Dunn’s multiple comparison
test; D: C-Peptid-Plasmakonzentration, Kruskal-Wallis Test beider genetischer Linien [wt: P=0,0345,
ACE2 ko: P=0,0033] mit folgendem Dunn’s multiple comparison test; E: Glukagon-
Plasmakonzentration, Kruskal-Wallis Test beider genetischer Linien [wt: P=0,6769, ACE2 ko:
P=0,0622] mit folgendem Dunn’s multiple comparison test; F: GLP1-Plasmakonzentration Kruskal-
Wallis Test beider genetischer Linien [wt: P=0,0385, ACE2 ko: P=0,0541] mit folgendem Dunn’s
multiple comparison test; G: GIP-Plasmakonzentration, Kruskal-Wallis Test beider genetischer
Linien [wt: P<0,0001, ACE2 ko: P=0,0005] mit folgendem Dunn’s multiple comparison test; H:
Sekretin-Plasmakonzentration, 1-way ANOVA beider genetischer Linien [wt: F=3,91, P=0,0314,
ACE2 ko: F=0,03013, P=0,9704] mit folgendem Tukey’s multiple comparison test; Darstellung des
Medians mit oberem und unterem Quartil als Boxplot, die Antennen zeigen den Minimal- und
Maximalwert an, Darstellung chow VEH als Kreise, WD VEH als Quadrate, WD TEL als Dreiecke,
*p<0.05 vs. chow VEH, *p<0.05 vs. WD VEH; n=5-12.

Innerhalb der wt Versuchstiere fiihrte eine WD Ftterung, unabhéngig von VEH oder
TEL Behandlung, zu einem Anstieg der Resistin- und GIP- und einem Abfall des
Ghrelinspiegels (Abb. 10-B, C, Abb. 11-G). In der WD TEL Gruppe konnte zudem
ein Anstieg von PYY nachgewiesen werden (Abb. 10-D). Unter WD Fitterung und
VEH Behandlung zeigte sich bei den wt Mausen eine Erhdhung des HOMA index

und der Sekretinkonzentration, die unter TEL-Behandlung nicht nachgewiesen
werden konnten (Abb. 11-B, H). Die Konzentrationen von Glukose, Insulin,
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Glukagon und GLP1 zeigten keine Unterschiede zwischen den

Behandlungsgruppen der wt Versuchstiere (Abb. 11-A, C, E, G).

3.2.3 Cholesterin- und Triglyzeridspiegel

Vor Beginn der Behandlungsperiode war der Triglyzeridspiegel der ACE2 ko M&ause
niedriger als der der wt Mausen, am Ende der Studie zeigte sich in den chow
gefutterten Kontrollgruppen fiur die Triglyzeridspiegel weiterhin ein Unterschied
(Tab. 5, 7). Die Futterung mit WD und Behandlung mit PCSK9PY-AAV fiihrte
unabhangig von der genetischen Ausstattung der Versuchstiere zu einer Zunahme
der Cholesterin- und Triglyzeridspiegel. Bei den wt Mausen konnte diesem Effekt
auf den Cholesterinspiegel mit zusatzlicher TEL-Behandlung partiell
entgegengewirkt werden (Abb. 12).
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Abb. 12: Cholesterin- und Triglyzeridspiegel am Ende der Behandlungsperiode

A: Plasmakonzentration Gesamtcholesterin, 1-way ANOVA beider genetischer Linien [wt: F=104,
P<0,0001, ACE2 ko: F=70,57, P<0,0001] mit folgendem Tukey’s multiple comparison test; B:
Plasmakonzentration Triglyzeride, 1-way ANOVA beider genetischer Linien [wt: F=169,1, P<0,0001,
ACE2 ko: F=137,5, P<0,0001] mit folgendem Tukey’s multiple comparison test; Darstellung des
Medians mit oberem und unterem Quartil als Boxplot, die Antennen zeigen den Minimal- und
Maximalwert an, Darstellung chow VEH als Kreise, WD VEH als Quadrate, WD TEL als Dreiecke,
*p<0.05 vs. chow VEH, *p<0.05 vs. WD VEH; n=11-12.

3.2.4 Histologische Untersuchung der Aorta und funktionelle Parameter des Herz-
Kreislaufsystems

Im Vergleich der Gruppen, die chow erhielten und mit VEH behandelt wurden, zeigte
sich am Ende der Behandlungsperiode kein Unterschied zwischen wt und ACE2 ko

Mausen im Fettgehalt, der Plaquegehalt war hingegen in den ACE2 ko
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Versuchstieren erhéht (Tab. 6). Sowohl in wt als auch in ACE2 ko Mausen fihrte
die WD Futterung und PCSK9PY-AAV-Injektion zu einer Erhéhung von Plaquegehalt
und Fettgehalt, die durch die zusatzliche Behandlung mit TEL zumindest partiell
verhindert wurde (Abb. 13).
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Abb. 13: Histologische Untersuchung der Aortenwurzel am Ende der Behandlungsperiode

A: Darstellung beispielhafter Schnitte der Aortenwurzel nach Oil Red-O Farbung, Mal3stabsbalken:
100 um; B: Quantitative Untersuchung des Plaguegehalts, Brown-Forsythe-ANOVA beider
genetischer Linien [wt: P<0.0001, ACE2 ko: P<0,0001] mit folgendem Dunnett’s multiple comparison
test; C: Quantitative Untersuchung des Fettgehalts, Kruskal-Wallis Test wt [P<0,0001] mit folgendem
Dunn's multiple comparisons test, Brown-Forsythe-ANOVA ACE2 ko [P<0,0001] mit folgendem
Dunnett’'s multiple comparison test; B,C: Darstellung des Medians mit oberem und unterem Quartil
als Boxplot, die Antennen zeigen den Minimal- und Maximalwert an, Darstellung chow VEH als
Kreise, WD VEH als Quadrate, WD TEL als Dreiecke, *p<0.05 vs. chow VEH, *p<0.05 vs. WD VEH,;
n=9-12.

Die Bestimmung von Nitrit als Surrogatparameter fir NO ergab keine Unterschiede
zwischen den Kontrollgruppen der wt und ACE2 ko Versuchstiere am Ende der

Behandlungsperiode, sowie keine Unterschiede zwischen den Behandlungs-
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gruppen innerhalb der ACE2 ko Mause. Lediglich zeigte sich ein Unterschied
innerhalb der wt Mause zwischen der chow geflutterten und der TEL
Behandlungsgruppe (Tab. 7, Abb. 14-A). Ebenso zeigten sich keine Unterschiede
fur die funktionellen Parameter der Aorta Media, Durchmesser und Lumen, mit
Ausnahme einer Erh6hung der Aortenmedia innerhalb der wt Gruppe nach WD
Futterung (Abb. 14-B-D).
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Abb. 14: Funktionelle Parameter des Herz-Kreislaufsystems am Ende der
Behandlungsperiode

A: Plasmakonzentration Nitrit, 1-way ANOVA beider genetischer Linien [wt: F=3,073, P=0,0622,
ACE?2 ko: F=0,5496, P=0,5831] mit folgendem Tukey’s multiple comparison test; B: Aortenmedia,
Kruskal-Wallis Test beider genetischer Linien [wt: P=0,0869, ACE2 ko: P=0,8157] mit folgendem
Dunn's multiple comparisons test; C: Durchmesser Aortenwurzel, 1-way ANOVA beider genetischer
Linien [wt: F=0,7693, P=0,4714, ACE2 ko: F=0,5043, P=0,6091] mit folgendem Tukey’s multiple
comparison test; D: Lumen Aortenwurzel, Kruskal-Wallis Test beider genetischer Linien [wt:
P=0,3768, ACE2 ko: P=0,8209] mit folgendem Dunn's multiple comparisons test; Darstellung des
Medians mit oberem und unterem Quartil als Boxplot, die Antennen zeigen den Minimal- und
Maximalwert an, Darstellung chow VEH als Kreise, WD VEH als Quadrate, WD TEL als Dreiecke,
*p<0.05 vs. chow VEH, *p<0.05 vs. WD VEH; n=9-12.
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3.2.5 Rasterkraftmikroskopie
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Abb. 15: Ergebnisse der Rasterkraftmikroskopie der in-vivo Studie

A: Kortikale Steifigkeit bezogen auf die Versuchstiere, 1-way ANOVA beider genetischer Linien [wt:
F=24,64, P<0,0001, ACE2 ko: F=1,797, P=0,1821] mit folgendem Tukey’s multiple comparisons test;
B: Kortikale Steifigkeit aller gemessenen Endothelzellen der wt Gruppe, Kruskal-Wallis Test
[P<0.0001] mit folgendem Dunn's multiple comparisons test; C: Kortikale Steifigkeit aller
gemessenen Endothelzellen der ACE2 ko Gruppe, Kruskal-Wallis Test [P=0,0037] mit folgendem
Dunn's multiple comparisons test; D: Glykokalixhéhe bezogen auf die Versuchstiere, 1-way ANOVA
beider genetischer Linien [wt: F=0,6119, P=0,5484, ACE2 ko: F=2,753, P=0,0788] mit folgendem
Tukey’s multiple comparisons test; E: Glykokalixsteifigkeit bezogen auf die Versuchstiere, 1-way
ANOVA beider genetischer Linien [wt: F=0,589, P=0,5606, ACE2 ko: F=0,5959, P=0,5570] mit
folgendem Tukey’s multiple comparisons test; A, D, E: Darstellung des Medians mit oberem und
unterem Quartil als Boxplot, die Antennen zeigen den Minimal- und Maximalwert an, Darstellung
chow VEH als Kreise, WD VEH als Quadrate, WD TEL als Dreiecke, n=11-12; B, C: Darstellung der
Daten im Streudiagramm mit Mittelwert £SD durch horizontale Linien, n=520-562; *p<0.05 vs. chow
VEH, *p<0.05 vs. WD VEH.
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Im Vergleich der Kontrollgruppen der wt und ACE2 ko Versuchstiere zeigte sich in
der Auswertung der kortikalen Steifigkeit der Endothelzellen auf Ebene der
einzelnen Zellen eine Erhdhung der ACE2 ko Gruppe im Vergleich mit der wt
Gruppe, vergleicht man die beiden Gruppen auf Versuchstierebene ergab sich kein
signifikanter Unterschied (Tab. 6). Sowohl auf Versuchstiereben als auch auf
Zellebene fiihrte die Fitterung mit WD und die PCSK9PY-AAV-Injektion bei den wt
Mausen zu einer Erh6hung der kortikalen Steifigkeit. Durch zusatzliche Gabe von
TEL konnte dieser Effekt zumindest partiell verhindert werden (Abb. 15-A, B). Bei
den Versuchstieren mit ACE2 ko konnte nur auf Zellebene ein Unterschied der
Behandlungsgruppen nachgewiesen werden. Hier zeigte sich eine Erhdhung der
kortikalen Steifigkeit der beiden WD-gefitterten Gruppen im Vergleich zur
Kontrollgruppe (Abb. 15-A, C). Fur Glykokalixhéhe und -steifigkeit ergab sich kein
Unterschied der Behandlungsgruppen, unabhéngig von der genetischen
Ausstattung der Versuchstiere (Abb. 15-D, E).

Korrelationsanalysen zeigten eine negative Korrelation von kortikaler Steifigkeit und
Plasmanitritkonzentration der wt Mause, die in der ACE2 ko Gruppe nicht
nachzuweisen war (Abb. 16-A, B). Auch die positiven Korrelationen zwischen
kortikaler Steifigkeit und Cholesterinkonzentration, Plaque- und Fettgehalt der wt
Versuchstiere waren bei den ACE2 ko Méausen aufgehoben (Abb. 16-C-H).
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Abb. 16: Korrelationsanalysen der Ergebnisse der Rasterkraftmikroskopie

Korrelationsanalysen zwischen der kortikalen Steifigkeit und der Plasmanitritkonzentration (A/B), der
Plasmacholesterinkonzentration (C/D), dem Plaquegehalt(E/F) und dem Fettgehalt (G/H) der
Versuchstiere der wt Gruppe (A/C/E/G) und der ACE2 ko Gruppe (B/D/F/H), Korrelationsanalysen
mittels 1-tailed Pearson test, n=10-12.
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3.2.6 RNA-Sequenzierung

Die Hauptkomponentenanalysen (PCA)-Plots und Vulkan-Plots der RNAseq-
Analysen zeigten deutliche Stammunterschiede zwischen wt und ACE2 ko Mausen
der beiden Kontrollgruppen (Abb. 17). PCA-Plots sowie Vulkan-Plots zeigen
aul3erdem, dass Gene in beiden genetischen Gruppen infolge der verschiedenen
Behandlungsregime hoch- und herunterreguliert wurden (Abb. 18). In den Aorten
der wt und ACE2 ko Mause wurden 579 bzw. 652 Gene zwischen den Gruppen, die
WD erhielten und mit VEH behandelt wurden, und den Kontrollgruppen
unterschiedlich reguliert, wobei mehr Gene hoch- als herunterreguliert wurden (wt:
510/69 — hoch/herunter, ACE 2 ko: 477/175 — hoch/herunter). Bei den wt Mausen
wurden 35 Gene (3/32 — hoch/herunter) zwischen den WD-gefutterten mit VEH und
den WD-gefitterten mit TEL behandelten Mausen unterschiedlich exprimiert. 16
dieser 35 Gene sind mit Atherosklerose assoziiert. Dartiber hinaus wurden 15 dieser
35 Gene durch TEL fast im gleichen Mal3e herunterreguliert wie eine Hochregulation
durch die PCSK9PY-AAV-Injektion und WD Fitterung stattgefunden hatte, wobei
wiederum 9 dieser Gene mit Atherosklerose in Verbindung stehen. Dazu zahlen
Myh1, Pvalb, Ckm, Tnntl3, Mmp12, Actal, Npr3 und Fam20c (Abb. 19). Im
Gegensatz zu den wt Versuchstieren wurden bei den ACE2 ko Mausen als Reaktion
auf die TEL-Behandlung mehr Gene (insgesamt 2424: 1165/1259 — hoch/herunter)
unterschiedlich exprimiert als bei den mit VEH behandelten Mausen. Beim Vergleich
dieser 2424 Gene mit den 652 Genen, die bei ACE2 ko Mausen durch die PCSK9PY-
AAV-Injektion und WD Futterung im Vergleich zur Kontrollgruppe reguliert wurden,
wurde eine Schnittmenge von 274 Genen identifiziert. Obwohl sich hier eine
Signifikanz zeigte, waren die meisten dieser Gene nur geringflgig verandert. 23
dieser 274 Gene wurden durch TEL in den ACE2 ko Mausen gegenreguliert,
allerdings stehen nur 8 dieser Gene mit Atherosklerose in Verbindung (Igkv12-98,
Hsd17b6, Meplb, Npclll, Hdacll, Rbll, Fam20c, Abcgl) und dieser
Zusammenhang zur Atherosklerose war laut Datenbank auch eher schwach (Abb.
19).
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Abb. 17: Hauptkomponentenanalysen (PCA; unter Verwendung von FactoMineR) und
Volcano Blots (FDR = 0,05, -0,585 <logFC > 0,585) im Vergleich zwischen chow-gefiitterten wt

(C57BL/6N)- und ACE2 ko-Méausen
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Abb. 18: Hauptkomponentenanalysen (PCA; unter Verwendung von FactoMineR) und
Volcano Blots (FDR = 0,05, -0,585 <logFC > 0,585) von wt (C57BL/6N)- und ACE2 ko-Mausen
in Abhangigkeit der Behandlungsgruppe
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Abb. 19: Verénderungen in der Genexpression in wt (C57BL/6N)- und ACE2 ko-Mausen, die
durch die PCSK9PY-AAV-Injektion und WD Fitterung verandert wurden, aber auch durch die
TEL Therapie gegenreguliert wurden

Die mit Atherosklerose assoziierten Gene sind fett hervorgehoben.
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3.2.7 Zytokine

Im Vergleich der Gruppen, die chow erhielten und mit NacCl injiziert und mit VEH
behandelt wurden zeigten sich keine Unterschiede zwischen wt und ACE2 ko
Méausen (Tab. 8). Bei den Versuchstieren ohne genetischen ko fuhrte die
Atherosklerose-Induktion zu einem Anstieg von TNF-a, MIP2, MCP1/CCL2, KC, IL-
6 und IL-10 (Abb. 20-A-C, E, H, I). Dieser Effekt konnte — mit Ausnahme von IL-6 —
durch eine TEL Therapie vermieden werden. Bei den Mausen mit ACE2 ko konnte
lediglich ein IL-6-Anstieg unter WD Futterung und VEH Behandlung beobachtet
werden (Abb. 20-H).

Tab. 8: Plasmakonzentrationen verschiedener Zytokine der Kontrollgruppen (chow Futter,
VEH Behandlung) am Ende der Behandlungsperiode

Mittelwert+SD, ungepaarter t-Test oder Welch's test je nach Varianzhomogenitat, *p<0.05 vs. wt,
n=6-12.

wt ACE2 ko
MCP1/CCL2 (pg/ml) 19,3+1,96 19+4,43
TNF-a (pg/ml) 12,8+1,56 13,1+2,3
IFN-y (pg/ml) 13,3+3,19 10,1+4,73
KC (pg/ml) 12744624 9514507
MIP2 (pg/ml) 11,7+1,39 12,3+1,21
LIX (pg/ml) 1152+404 896+906
IL-6 (pg/ml) 14,5+1,45 14,9+6,73
IL-10 (pg/ml) 13,6+1,43 15+2,43
IL-12p70 (pg/ml) 10,9+1,7 11,3+2,07
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Abb. 20: Plasmakonzentrationen verschiedener Zytokine am Ende der Behandlungsperiode

A: TNF-a- Plasmakonzentration, Kruskal-Wallis Test beider genetischer Linien [wt: P=0,0004, ACE2
ko: P=0,0733] mit folgendem Dunn's multiple comparisons test; B: MIP2-Plasmakonzentration,
Kruskal-Wallis Test beider genetischer Linien [wt: P=0,0010, ACE2 ko: P=0,2615] mit folgendem
Dunn's multiple comparisons test; C: MCP1/CCL2-Plasmakonzentration, 1-way ANOVA beider
genetischer Linien [wt: F=7,295, P=0,0025, ACE2 ko: F=1,539, P=0,2446] mit folgendem Tukey’s
multiple comparisons test; D: IL-12p70-Plasmakonzentration, Kruskal-Wallis Test beider genetischer
Linien [wt: P=0,0240, ACE2 ko: P=0,6935] mit folgendem Dunn's multiple comparisons test; E: KC-
Plasmakonzentration, Kruskal-Wallis Test beider genetischer Linien [wt: P=0,0038, ACE2 ko:
P=0,3907] mit folgendem Dunn's multiple comparisons test; F: IFN-y-Plasmakonzentration, Kruskal-
Wallis Test beider genetischer Linien [wt: P=0,5443, ACE2 ko: P=0,1467] mit folgendem Dunn's
multiple comparisons test; G: LIX-Plasmakonzentration, Kruskal-Wallis Test beider genetischer
Linien [wt: P=0,1076, ACE2 ko: P=0,9953] mit folgendem Dunn's multiple comparisons test; H: IL-6-
Plasmakonzentration, Kruskal-Wallis Test beider genetischer Linien [wt: P=0,0041, ACE2 ko:
0,0198] mit folgendem Dunn's multiple comparisons test; I: IL-10-Plasmakonzentration, Kruskal-
Wallis Test beider genetischer Linien [wt: P=0,0043, ACE2 ko: P=0,2079] mit folgendem Dunn's
multiple comparisons test; Darstellung des Medians mit oberem und unterem Quartil als Boxplot, die
Antennen zeigen den Minimal- und Maximalwert an, Darstellung chow VEH als Kreise, WD VEH als
Quadrate, WD TEL als Dreiecke, *p<0.05 vs. chow VEH, *p<0.05 vs. WD VEH; n=5-12.
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4 Diskussion
4.1 Gewichtsentwicklung und Kdrperfettzusammensetzung

Die in dieser Arbeit verwendete WD hat im Vergleich mit dem Standard chow Futter
einen erhohten Energie- und Fettgehalt und vergleichbare Futter flihrten in diversen
Studien zu einer Futter-induzierten Adipositas und erhohten Kdorperfettanteil im
Mausmodell [195, 196]. In dieser Arbeit zeigten sich erwartungsgemal eine
starkere Gewichtszunahme und erhdhte Fettmasse der wt Versuchstiere, die mit
WD gefttert wurden und mit PCSK9PY-AAV behandelt worden waren, im Vergleich
mit der Kontrollgruppe, die chow erhielten und mit NaCl injiziert worden waren (Abb.
9).

Der anti-adipose Effekt von TEL fihrte bei den wt Versuchstieren zu einer
Vermeidung der verstarkten Gewichtszunahme und Erh6hung der Fettmasse durch
WD Fitterung (Abb. 9). Diese Ergebnisse sind in Ubereinstimmung mit diversen
vorherigen Arbeiten, die die anti-adipdsen Eigenschaften von ARBs zeigen konnten
[184, 197].

Der ACE2/Ang(1-7)/Mas-Achse konnte in unterschiedlichen Studien anti-adiptse
Effekte zugeschrieben werden [126, 198], sodass ein erhéhtes Gewicht der ACE2
ko Mause zu erwarten ware. Entgegen diesen Erwartungen waren die ACE2 ko
Méause vor Versuchsbeginn und am Ende der Behandlungsperiode leichter als die
wt Versuchstiere (Tab. 5, 6). Dieser Gewichtsunterschied findet seinen Ursprung in
einer gestorten Aminosaure-Resorption des Darmes der ACE2 ko Mause. V.a. die
Aminosaure Tryptophan, die eine Vorstufe von Serotonin darstellt, ist durch diese
Malabsorption betroffen [199]. Die ACE2 ko Mause nahmen durch WD zwar durch
0.g. genetische Effekte nicht starker zu als unter chow Futterung, eine TEL Therapie
fuhrte aber trotz dessen zu einer geringeren Gewichtszunahme sowie zu einer
verminderten Fettmasse (Abb. 9). Die Rolle der ACE2/Ang(1-7)/Mas-Achse in der
anti-adipdsen Potenz von ARBSs ist noch nicht abschlie3end geklart. Zum einen
konnte gezeigt werden, dass eine Uberexpression von Ang(1-7) in Ratten zu einem
Schutz vor der Entwicklung von Futter-induzierter Adipositas fuhrt und dass dem
anti-adipdsen Effekt von TEL in Ratten zumindest teilweise durch einen Mas-
Antagonismus entgegengewirkt wurde [159]. Zum anderen war der anti-adipbse
Effekt von TEL in Mas-defizienten FVB/N Mausen verstarkt [163]. Zur weiteren
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Erforschung dieses Sachverhalts wurden in dieser Arbeit Versuchstiere eines
anderen genetischen Hintergrunds (C57/B6 N) verwendet und mit dem ACE2 ko an
einem friheren Punkt der ACE2/Ang(1-7)/Mas-Achse eingegriffen. Wie 0.g. konnte
allerdings kein verminderter oder verstarkter anti-adiposer Effekt von TEL in den
ACE2 ko Mausen nachgewiesen werden, sodass die Wirkung von TEL auf
Ubergewicht eher nicht Uber die ACE2/Ang(1-7)/Mas-Achse vermittelt zu sein
scheint.

4.2 Hormonspiegel und Glukosehomotostase

Wie in der Einleitung dieser Arbeit beschrieben, spielen verschiedene Hormone und
Adipokine in der Entwicklung des MetS eine entscheidende Rolle. Vor allem die
Phanomene der Leptin- und Insulinresistenz stellen einen zentralen Faktor in der

Pathogenese der mit dem MetS vergesellschafteten Krankheitsentitaten dar.

Leptin wird zum Grof3teil durch Adipozyten sezerniert, daher geht ein héheres
Kdrpergewicht mit einer erhéhten Leptinkonzentration einher [200]. Damit ist die
Erhohung der Leptinplasmakonzentration unter WD und dem damit induzierten
Ubergewicht der wt Mause zu erklaren, die durch das anti-adipose Potenzial von
TEL verhindert werden konnte (Abb. 10). Die Plasmakonzentrationen fur Leptin der
ACE2 ko Versuchstiere waren sowohl vor Beginn der Behandlungsperiode als auch
am Ende der Studie niedriger als die der wt Mause (Tab. 5, 7). Dies ist in
Ubereinstimmung mit dem geringeren Korpergewicht der ACE2 ko Versuchstiere.
Auch bei den ACE2 ko Mausen fihrte zum einen die WD Futterung und zum
anderen die TEL Therapie zu einem Anstieg bzw. Abfall der Leptinkonzentration,
denn auch hier hatte TEL auf die ACE2 ko Mause einen anorektischen Effekt, trotz
der weniger starken Ubergewichtsentwicklung durch WD.

Sekretin ist ein Peptidhormon, das in Studien zu einer reduzierten Futteraufnahme
von Mausen fuhrte [201] und fir Resistin zeigte sich in Studien ein Zusammenhang
zwischen Ubergewicht und erhéhten Plasmakonzentrationen [202]. Daher erscheint
der Anstieg der Resistinkonzentration der wt M&ause unter anti-adipéser TEL
Therapie Uberraschend (Abb. 10), wobei eine Erh6hung des Resistinspiegels trotz
anti-adiposer TEL Therapie bereits durch vorherige Arbeiten gezeigt wurde [184,
197]. Ein Erklarungsansatz dafir, weshalb die Resistinkonzentration in dieser Arbeit

unter TEL Therapie erh6ht war, liegt in der Potenz von TEL als Aktivator des
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Peroxisom-Proliferator-aktivierterten Rezeptors gamma (PPAR-y), der u.a. als
Transkriptionsfaktor fir Gene, die an der Differenzierung von Adipozyten und der
Regulierung des Fettsauretransports beteiligt sind, fungiert [203], denn ein PPAR-y
Agonismus flihrte in Studien zu einem Resistinanstieg [204]. In Betrachtung der
Versuchstiere mit ACE2 ko zeigte sich im Vergleich der chow gefltterten
Kontrollgruppen eine erhdhte Sekretin- und Resistinkonzentration im Vergleich mit
den wt Versuchstieren (Tab. 7). Die erhdohte Sekretinkonzentration der leichteren
ACE2 ko Mause erscheint unter der o0.g. Beobachtung, dass erhéhte
Sekretinspiegel zu einer verminderten Futteraufnahme fuhrten, plausibel [201].
Auch bei den ACE2 ko Versuchstieren fiihrte die TEL Therapie zu einem Anstieg
des Resistinlevels (Abb. 10). Santos et al. konnten eine Reduktion des Resistins
unter Ang(1-7) Therapie registrieren [126], wahrend Andrade et al. keine
Veranderung der Resistinkonzentration unter Ang(1-7) nachweisen konnten [205],
sodass der Mechanismus fur den hier beobachteten Resistinanstieg unter TEL
wenig schlissig erscheint. Allerdings konnte die Studie von Santos et al. eine
Erklarung fur die Erhéhung der Resistinkonzentration der Kontrollgruppe der ACE2
ko Méause im Vergleich mit den wt Mausen sein, wenn davon ausgegangen wird,

dass ein ACE2 ko eine reduzierte Ang(1-7) Konzentration zur Folge hat [126].

In den wt Mausen fiihrte eine Fitterung mit WD sowie die PCSK9PY-AAV-Injektion
zu einer Reduktion des Ghrelinspiegels, die unter zusétzlicher TEL Therapie anhielt.
Eine solche Dynamik der Ghrelinkonzentration konnte bei den ACE2 ko Mausen
nicht beobachtet werden (Abb. 10). Die Reduktion von Ghrelin im Rahmen des Diat-
induzierten Ubergewichts entspricht der Fachliteratur, in der eine Adipositas mit
niedrigeren Ghrelinspiegeln in Zusammenhang gebracht wird [206].

Ein weiteres Peptidhormon, dessen Plasmakonzentrationen durch Kérpergewicht
und Adipositas beeinflusst wird, ist PYY. Es konnte zum einen gezeigt werden, dass
die PYY-Konzentration im Rahmen der Adipositas reduziert wird und zum anderen
gibt es Untersuchungen, die auf einen therapeutischen Nutzen der PYY-Gabe in
der Behandlung von ebendiesem Krankheitsbild hinweisen [207]. Interessanter-
weise konnte in dieser Arbeit kein Abfall der PYY-Konzentration der WD VEH
Gruppen beobachtet werden. Bei den wt Mausen fiihrte die Gabe von TEL zu einem
Anstieg der Plasmakonzentration von PYY (Abb. 10). Dies ist kontrar zu den

Ergebnissen von Pais et al., die zeigten, dass Ang |l die Ausschittung von PYY aus
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murinen und menschlichen Darmzellen stimuliert und dies durch den ARB

Candesartan unterbunden werden konnte [208].

Die Blutglukose der wt Versuchstiere zeigte keine Unterschiede zwischen den
Behandlungsgruppen, ebenso blieben die Plasmakonzentrationen von Insulin
gleich. Allerdings zeigte sich unter WD ein Anstieg des HOMA index sowie der GIP-
Konzentration, der beim HOMA index signifikant durch TEL verhindert bzw.
reduziert werden konnte (Abb. 11). Der HOMA index ist ein Modell, um das
Vorliegen einer Insulinresistenz aufzudecken. Die Berechnung erfolgt nach
Bestimmung von Nichtern-Glukose und Nichtern-Insulin [209]. Der o.g. Anstieg
des HOMA index der wt Mause unter WD konnte also ein Hinweis auf eine
Insulinresistenz geben, die wie in Abschnitt 1.1 beschrieben im Rahmen des DMT2
auftritt. Allerdings sollte beachtet werden, dass in dieser Arbeit keine Nuchternheit
der Versuchstiere vor der finalen Blutenthahme etabliert wurde. GIP ist ein
sogenanntes Inkretin, das nach Nahrungsaufnahme durch Zellen im Darm
sezerniert wird und vor allem zu einer verstarkten Ausschittung von Insulin fihrt
[34]. So ist ein Anstieg des GIP-Spiegels unter WD Futterung und damit
einhergehender verstarkter Gewichtszunahme und wiederum ein Abfall der GIP-
Konzentration unter anti-adiposer TEL Therapie naheliegend. Wobei der Abfall der
GIP-Konzentration der wt Mause unter TEL Therapie in dieser Arbeit nicht
signifikant ausfiel (Abb. 11). Die Blutglukose der ACE2 ko M&ause war sowohl vor
Beginn der Behandlungsperiode als auch am Ende der Studie hoher als die der wt
Versuchstiere (Tab. 5, 7). Ebenso zeigte sich im Vergleich der Behandlungsgruppen
innerhalb der ACE2 ko Versuchstiere eine Erhéhung der Blutglukose unter WD, die
nicht durch TEL beeinflusst wurde (Abb. 11). Diese Ergebnisse sind am
wahrscheinlichsten damit zu begriinden, dass ein ACE2 ko zu einer erhdhten Ang
II Konzentration [210] und Ang Il zu einer erhohten Glukosekonzentration flihrt
[211]. Sahr et al. konnten zeigen, dass Ang(1-7) zu einer verbesserten Funktion der
pankreatischen 3-Zellen und einer verstarkten Ausschuttung von Insulin fihrt [212],
sodass die niedrigere Plasmakonzentration der ACE2 ko Mause von C-Peptid, das
bei der endogenen Insulinproduktion sezerniert wird [213], plausibel erscheint (Abb.
11). Ebenso kann dadurch der fehlende Anstieg des Insulinspiegels unter WD
erklart werden (Abb. 11).
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4.3 Hypercholesterinamie- und Atherosklerose-Induktion

Wie auch durch andere Arbeitsgruppen gezeigt [165, 166] konnte in dieser Arbeit
ebenfalls eine Erhohung der Cholesterin- und Triglyzeridspiegel im Plasma der
Versuchstiere, die mit PCSK9PY-AAV behandelt worden waren, beobachtet werden
(Abb. 12). Ebenso lie3en sich in unserem Experiment atherosklerotische Lasionen
der Aorten mittels histologischer Untersuchung nachweisen (Abb. 13). Die
Ergebnisse der durchgefuhrten Studie sprechen also dafir, dass durch die
einmalige Injektion von PCSK9PY-AAV in die Schwanzvene sowohl eine
Hypercholesterinamie als auch atherosklerotische Veranderungen der Aorta
erzeugt werden konnen und sich dieses Verfahren damit fur die weitere

Untersuchung dieser Krankheitsbilder in Mausmodellen eignet.

In Betrachtung der Blutfette zeigte sich ausschlief3lich in der wt Gruppe ein Effekt
der TEL-Behandlung auf den Gesamtcholesterinspiegel im Sinne einer partiellen
Normalisierung der durch die PCSK9PY-AAV-Injektion und WD Fiitterung erzeugten
Hypercholesterinamie (Abb. 12). Diverse Studien konnten bereits eine Cholesterin-
senkende Wirkung von ARBs zeigen, wobei in der Fachliteratur ebenso ein Effekt
auf den Triglyzeridspiegel beschrieben wird, der in der hier durchgefihrten Studie
nicht gezeigt werden konnte [214-216]. Ebenso zeigte sich in den Versuchstieren
mit ACE2 ko keine Veranderung der Triglyzerid- und Cholesterinspiegel durch eine
Behandlung mit TEL (Abb. 12). Dies kdnnte als Hinweis darauf interpretiert werden,
dass die Cholesterin-senkende Wirkung von TEL zumindest in Teilen ACE2-

abhangig ist.

In Betrachtung der histologischen Untersuchung der Aorten fuhrte die Behandlung
mit TEL bei den Versuchstieren zu einer signifikanten Reduktion des Plaque- und
Fettgehalts der Aorten im Vergleich zu der Behandlungsgruppe, die ebenfalls mit
PCSK9PY-AAV injiziert, aber mit VEH statt TEL behandelt wurde (Abb. 13). Diese
Ergebnisse zeigen den positiven Einfluss, den eine ARB-Therapie auf die
Plaguelast von Atherosklerose im Mausmodell haben kann, wie bereits in anderen
Arbeiten gezeigt [142, 143]. Im Vergleich der chow gefltterten Kontrollgruppen
konnte ein héherer Plaquegehalt bei den ACE2 ko Versuchstieren im Vergleich mit
den wt Versuchstieren nachgewiesen werden (Tab. 6). Diese Ergebnisse sind in
Ubereinstimmung mit der Annahme, dass die ACE2/Ang(1-7)/Mas-Achse anti-
atherosklerotische Einfliisse hat und damit eine ACE2-Defizienz atherosklerotische

53



Vorgange, wie Plaque-Formation, begunstigt, wie bereits in anderen Studien
gezeigt [217-219]. Der Effekt der TEL Therapie stellte sich in dieser Arbeit bei den
ACE2 ko Versuchstieren allerdings analog zur wt Gruppe dar, sodass hier keine
Abhangigkeit der Wirkung von TEL auf die Plaqueformation von der ACE2/Ang(1-

7)/Mas-Achse gezeigt werden konnte.

Wie in der Einleitung dieser Arbeit beschrieben, spielt die Produktion von NO in der
Dysfunktionalitat des GefalRendothels im Rahmen der Atherosklerose eine Rolle.
Ebenso weisen Studien daraufhin, dass der anti-atherosklerotische Effekt der
ACE2/Ang(1-7)/Mas-Achse NO-abhangig ist [220, 221] und dass NO in Mausen mit
ACE2 ko reduziert ist [222]. In dieser Arbeit wurde die Plasmakonzentration von
Nitrit als Surrogat-Parameter fir NO bestimmt. Im Vergleich der chow gefltterten
Kontrollgruppen war die Nitritkonzentration der ACE2 ko Mause in
Ubereinstimmung mit o0.g. Literaturnachweisen in Tendenz niedriger als die der wt
Mause, wobei dieser Unterschied nicht signifikant war (P=0,0643) (Tab. 7). Die
fehlende Signifikanz dieses Unterschieds kann moglicherweise durch eine hohe
Variabilitat der Messwerte erklart werden.

Im Rahmen der Atherosklerose kommt es zu diversen immunologischen Vorgangen
im Korper, die mit einer Ausschittung pro-inflammatorischer Zytokine
vergesellschaftet ist [55]. So konnte in dieser Arbeit der Nachweis erhohter
Konzentrationen pro-inflammatorischer Zytokine (TNF-a, MIP2, MCP1/CCL2, KC,
IL-6) nach PCSK9PY-AAV-Injektion und WD Ftterung der wt Versuchstiere erfolgen
(Abb. 20). Dieser Effekt konnte — zumindest in Tendenz — durch die Gabe von TEL
verhindert werden. Ausschlie3lich der Anstieg des pro-inflammatorischen IL-6
wurde durch die Therapie mit dem ARB nicht verhindert. Ebenso konnte bei den wt
Mausen ein Anstieg des anti-inflammatorischen IL-10 in der WD VEH
Behandlungsgruppe registriert werden, was Uberraschend erscheint, da IL-10 in der
Fachliteratur zu den anti-atherogenen Zytokinen gezahlit wird [223]. Der Anstieg von
IL-10 konnte ebenfalls durch die Therapie mit TEL verhindert werden (Abb. 20).
Diese Ergebnisse sprechen insgesamt fir eine anti-inflammatorische Potenz von
TEL. Die bisherige Studienlage zur Wirkung von ARBs auf inflammatorische
Vorgange im Gefal3system ist nicht eindeutig. So zeigten Klinghammer et al., dass
die Konzentrationen verschiedener Zytokine unter TEL bei Patient:iinnen mit

arterieller Hypertonie grof3tenteils unverandert zur Kontrollgruppe waren [139],
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wohingegen in der Studie von Fliser et al. ein anti-inflammatorischer Effekt des
ARBs Olmesartan gezeigt werden konnte [140]. Bei den Mausen mit ACE2 ko
hingegen konnte keine vergleichbare Dynamik der Zytokine nachgewiesen werden.
Hier kam es ausschlieRlich zu einem Anstieg der IL-6 Konzentration unter PCSK9PY
und WD, der bei gleichzeitiger TEL Behandlung nicht mehr nachzuweisen war (Abb.
20). Ebenso ergab sich kein Unterschied der Kontrollgruppen von wt und ACE2 ko
Versuchstieren (Tab. 8). Diese Ergebnisse erscheinen iberraschend, da in
verschiedenen Studien gezeigt werden konnte, dass Ang(1-7) eine anti-
inflammatorische Potenz besitzt und so bei Mausen mit einem ACE2 ko ein
erhohtes inflammatorisches Potenzial zu erwarten ware [224]. Sowohl eine
Reduktion von MCP-1, IL-6, TNF-a, Nuclear Factor 'kappa-light-chain-enhancer’ of
activated B-cells (NF-kB), Vascular Cell Adhesion Protein 1 (VCAM-1), Reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) Konzentrationen und eine verminderte Einwanderung von
Makrophagen in das Gefal3bett als auch eine Erhéhung der NO-Ausschittung und
eine verminderte Plaque-Bildung von ApoE ko M&ausen konnte in Studien durch die
ACEZ2/Ang(1-7)/Mas Achse vermittelt werden [225, 226]. Weshalb in dieser Arbeit
bei den ACE2 ko Versuchstieren keine Erh6hung der inflammatorischen Parameter

Zu verzeichnen war, bleibt unklar.

4.4 Nachweis einer endothelialen Dysfunktion mittels Rasterkraft-
mikroskopie

In der hier durchgefiihrten Studie sollte zusatzlich zur histologischen Untersuchung
der Aorten auch die endotheliale Dysfunktion als ein Phanomen in der Pathogenese
der Atherosklerose untersucht werden. In der wissenschaftlichen Praxis wird zur
Evaluation der endothelialen Funktion, wie in der Einleitung dieser Arbeit erwahnt,
zumeist die Endothel-abhangige Vasodilatation nach Stimulation mit vasoaktiven
Substanzen, wie beispielsweise Acetylcholin, bestimmt [170-172]. In dieser Arbeit
wurde stattdessen das Verfahren der Rasterkraftmikroskopie angewandt, Uber
dessen Einsatz in der Untersuchung des PCSK9PY-AAV-Atherosklerosemodells
zum Zeitpunkt der Durchfihrung dieser Experimente und der vorangegangenen
Experimente dieser Arbeitsgruppe [178] noch keine Arbeiten in der Fachliteratur
veroffentlich worden waren. Die Funktionsweise und Durchfihrung dieses

Untersuchungsverfahrens wurden in Abschnitt 1.6 dieser Arbeit ndher beschrieben.
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Die Endothelschicht besteht aus unterschiedlichen Kompartimenten. Auf der
Zelloberflache befindet sich die sogenannte Glykokalix, darunter liegt der Zellkortex,
gefolgt vom Zytoplasma und der Kernregion. Die unterschiedlichen Schichten des
Endothels werden durch physiologische und pathophysiologische Vorgénge
beeinflusst und verandern unter gewissen Bedingungen ihre jeweiligen
Eigenschaften. Die Erforschung des Aufbaus dieser Zellkompartimente sowie ihrer
Dynamik und Beeinflussbarkeit wird unter dem Begriff der Nanomechanik des
Endothels zusammengefasst und die AFM-Untersuchung stellt eine Moglichkeit dar,
diese Phanomene sichtbar zu machen [227, 228]. Die Glykokalix, die zum grof3ten
Teil aus Glykoproteinen, Proteoglykanen und Glykosaminoglykanen aufgebaut ist,
ist als oberste Schicht der Endothelzelle in Kontakt mit dem Blutstrom und gilt damit
als Mediator zwischen Gefallinnerem und Endothel [229]. Nanomechanisch wird
eine flexible und hoch aufgebaute Gykokalix als physiologisch angesehen, wobei in
pathologischen Zustdnden eher ein Einfallen und eine erhéhte Steifigkeit in der
Rasterkraftmikroskopie beobachtet werden kdnnen [227, 228, 230]. Als nachstes
Zellkompartiment liegt der Zellkortex direkt unterhalb der Plasmamembran, auf
welchem in dieser Arbeit der Hauptfokus liegen soll. Der Zellkortex ist aus einem
dreidimensionalem Zytoskelettnetzwerk aufgebaut, wobei besonders die
Aktinfilamente von Bedeutung sind. Diese bilden eine Art Aktin-Netz, das eine
gewisse Dynamik besitzt und sich durch Polymerisation und Depolymerisation der
einzelnen Aktinfilamente in seiner Zusammensetzung andern kann [227, 228].
Ebenso spielen Membranproteine, wie der epitheliale Natriumkanal (ENaC), eine
Rolle in der Funktion und Konfiguration des Zellkortex [231]. Der Zellkortex nimmt
eine entscheidende Stellung in der Physiologie des Endothels ein und Studien
weisen darauf hin, dass der Aufbau des Zellkortex bzw. seine Steifigkeit in der
Rasterkraftmikroskopie Rickschlisse auf die endotheliale Funktion bzw.
Dysfunktion zulasst [185]. So ist eine wichtige Funktion des Endothels, wie in
Abschnitt 1.2 beschrieben, die Produktion von NO. Verschiedene Arbeiten konnten
zeigen, dass eine reduzierte Steifigkeit des Zellkortex mit einer erhdhten Aktivitat
der endothelialen Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) und damit einer verstarkten
Produktion von NO vergesellschaftet ist, wahrend eine erhthte Steifigkeit mit einer
reduzierten NO Ausschuittung in Verbindung gebracht wird [232, 233]. Dabei scheint

die Veranderung der Kortex-Konstitution die verminderte bzw. erhéhte NO
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Produktion zu verursachen und nicht andersherum [234, 235]. Auch zwischen der
Barrierefunktion des Endothels und der kortikalen Steifigkeit scheint es
Zusammenhange zu geben. Insgesamt herrscht in der Literatur Einigkeit darlber,
dass eine erhohte kortikale Steifigkeit eher auf eine pathophysiologische Situation
des Endothels, wie im Rahmen der Atherosklerose, hinweist [228]. Die Einflisse
des Zytoplasmas und der Kernregion auf die Steifigkeit der Zelle sollen in dieser
Arbeit nicht im Mittelpunkt stehen und aus diesem Grund nicht naher beleuchtet

werden.

In der Vergangenheit hat sich die Rasterkraftmikroskopie bereits als geeignete
Methode zur Detektion von endothelialen Veranderungen anhand von ex vivo
Messungen lebender aortaler Endothelzellen in Atherosklerose-Mausmodellen
erwiesen. So konnte gezeigt werden, dass Dyslipidamie im Mausmodell zu einer
erhohten Steifigkeit des aortalen Endothels flhrt [236]. Maase et al. detektierten in
ihrer Arbeit einen Zusammenhang zwischen Nanomechanik aortaler
Endothelzellen, ihrer biochemischen Zusammensetzung und endothelialer
Dysfunktion im ApoE/LDL-R Doppel-ko Atherosklerose-Mausmodell. Die ko Mause
zeigten dort im Vergleich zu den wt Mausen eine Erhéhung der kortikalen Steifigkeit
und des intrazellularen Lipidgehalts der Endothelzellen, ebenso wie verédnderte
Expression von Adhasionsmolekilen und eine reduzierte NO-Produktion im Sinne
einer endothelialen Dysfunktion [185]. Auch in dieser Arbeit zeigte sich in den mit
PCSK9PY-AAV behandelten Versuchstieren eine Erhohung der kortikalen Steifigkeit
der aortalen Endothelzellen sowie eine positive Korrelation zwischen der kortikalen
Steifigkeit und Plaquegehalt sowie Cholesterinspiegel der wt Mause. Bei den wt
Versuchstieren konnte auf3erdem eine negative Korrelation zwischen Kkortikaler
Steifigkeit und der Plasmanitritkonzentration, die hier als Surrogatmarker fir NO
bestimmt wurde, als weiterer Hinweis auf eine endotheliale Dysfunktion
nachgewiesen werden. Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten also darauf hin, dass
die Rasterkraftmikroskopie auch im PCSK9PY-AAV-Atherosklerosemodell eine
sinnvolle Methodik zum Nachweis von endothelialer Dysfunktion zu sein scheint und

unterstreicht hiermit die vorherigen Ergebnisse dieser Arbeitsgruppe [178].

In Betrachtung der Ergebnisse der Glykokalix-Messungen konnte in dieser Arbeit
allerdings weder fir die Glykokalixhbhe noch -steifigkeit ein Unterschied der

verschiedenen Behandlungsgruppen nachgewiesen werden, sodass zum Einfluss
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des PCSK9PY-AAV-Atherosklerosemodells auf die Beschaffenheit der endothelialen
Glykokalix noch weitere Studien von Noten sind, um eine klare Tendenz

nachweisen zu kdnnen.

Nach TEL-Behandlung zeigte sich die kortikale Steifigkeit der wt Versuchstiere
partiell normalisiert (Abb. 15). Diese Ergebnisse sind in Einklang mit den in
Abschnitt 1.4 beschriebenen Hinweisen in der Fachliteratur auf einen protektiven
Effekt von ARBs auf atherosklerotische Vorgénge. Ergdnzend zu den Ergebnissen
der in-vivo Studie konnte im Zellkulturversuch gezeigt werden, dass eine
Behandlung von kultivierten humanen Endothelzellen mit Ang Il zu einer Erhéhung
der kortikalen Steifigkeit fuhrte, welche durch eine zusatzliche Behandlung mit dem
ARB Losartan aufgehoben werden konnte (Abb. 8). In verschiedenen Studien
konnte ein negativer Einfluss von Ang Il auf das Endothel auf Zellebene gezeigt
werden. Dabei verursacht Ang Il vor allem oxidativen Stress und kann zur Apoptose
dieser Zellen fuhren [237, 238]. Auf Zellebene lassen sich in Studien zudem
Hinweise auf einen protektiven Einfluss von ARBs finden [239]. Untersuchung der
Einflusse von Ang Il auf die Steifigkeit der Zellen mittels AFM wurden in der Literatur
vorrangig an Zellen der Niere und glatten Muskelzellen der GefaRe durchgefuhrt
[179, 180, 240]. Die Ergebnisse dieser Arbeit stellen damit einen Zusammenhang
zwischen der Einflussnahme von Ang Il bzw. ARBs auf Endothelzellen und dem
Nachweis dieser Veranderungen mittels Rasterkraftmikroskopie her und

unterstreichen hiermit die Effekte, die auch im Tiermodell gezeigt werden konnten.

Unter der Annahme, dass die ACE2/Ang(1-7)/Mas-Achse anti-atherosklerotische
Potenz hat, ware eine erhohte kortikale Steifigkeit als Ausdruck der vaskularen
Dysfunktion der ACE2 ko Versuchstiere im Vergleich mit den wt Versuchstieren zu
erwarten. Im Vergleich der chow gefiutterten Kontrollgruppen konnte diese
Annahme nur auf Endothelzellebene bestatigt werden und nicht bei Betrachtung der
einzelnen Versuchstiere (Tab. 6). Auf Versuchstierebene fuhrte eine WD Futterung
und die Injektion mit PCSK9PY-AAV bei den ACE2 ko zu keiner Erhdhung der
kortikalen Steifigkeit (Abb. 15). In der Arbeit von Tesanovic et al. fihrte eine
Behandlung mit Ang(1-7) zu einer verbesserten Vasorelaxation nach Acetylcholin-
Gabe, im Sinne einer verbesserten vaskularen Funktion, bei ApoE ko Mausen [220]
und Pefia Silva et al. wiesen eine reduzierte Vasodilatation der Arteria basilaris nach

Acetylcholingabe bei ACE2 ko Mausen nach [241]. Ein Erklarungsansatz, weshalb
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in unserer Studie keine héhere kortikale Steifigkeit, als Hinweis auf eine gestérte
endotheliale Funktion, der ACE2 ko Méause zu verzeichnen war, ergibt sich beim
Vergleich des Plaguegehalts der Aorten unseres Versuchs mit Arbeiten anderer
Arbeitsgruppen [217, 220]. In dieser Arbeit konnte ein hdherer Plaquegehalt
verzeichnet werden, sodass von einer stark ausgepragten Atherosklerose mit
einhergehender vaskularer Dysfunktion ausgegangen werden kann, sodass das

Fehlen von ACE2 im Verhaltnis moglicherweise weniger ins Gewicht fallt.

In den Korrelationsanalysen von kortikaler Steifigkeit mit Plasmanitritkonzentration,
Plasmacholesterinkonzentration, Plague- und Fettgehalt der Aorten zeigte sich ein
Unterschied zwischen den wt und den ACE2 ko Mausen. So korrelierte die kortikale
Steifigkeit der wt Versuchstiere negativ mit Nitrit und positiv mit den anderen drei
Parametern, diese Korrelationen konnten bei den M&usen mit ACE2 ko nicht
nachgewiesen werden (Abb. 16). Zudem bleibt der senkende Effekt auf die kortikale
Steifigkeit durch eine TEL Behandlung, der bei den wt Mausen nachgewiesen
wurde, bei den ACE2 ko M&ausen aus (Abb. 15). Die negative Korrelation von
kortikaler Steifigkeit und Plasmanitritkonzentration der wt M&use weist zum einen
auf eine NO-abhangige Wirkung von TEL hin, wie bereits durch andere gezeigt
[242], zum anderen deutet der fehlende Effekt der TEL Behandlung auf die kortikale
Steifigkeit der ACE2 ko Mause sowie die 0.g. nicht nachweisbare negative
Korrelation von kortikaler Steifigkeit und der Plasmanitritkonzentration ebendieser
Versuchstiere darauf hin, dass der anti-atherosklerotische Effekt auf die vaskulare
Dysfunktion von TEL zumindest zum Teil von der ACE2/Ang(1-7)/Mas-Achse
abhangig ist.

4.5 RNA-Sequenzierung

Zu den interessantesten Genen, die bei TEL Behandlung im Vergleich zur VEH
Behandlung bei den wt Versuchstieren als gegenreguliert eingestuft wurden,
gehorten Myh1, Pvalb, Ckm, Tnntl3, Mmp12, Actal, Npr3 und Fam20c, da diese
Gene alle mit Atherosklerose in Verbindung gebracht werden. Insbesondere sei hier
Mmpl2 (Matrix-Metalloproteinase 12) zu nennen, da Mmpl2 in einer grof3
angelegten proteomischen Studie am Menschen als potenzieller neuer
zirkulierender Biomarker fur das Risiko einer Aortenstenose identifiziert wurde [243,
244]. Mmpl2 spielt eine Rolle im Abbau von elastischen Schichten und/oder der
Basalmembran, wodurch eine Versteifung der Arterien begunstigt wird und ist damit
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fur die Entstehung und das Fortschreiten von Atherosklerose von entscheidender
Bedeutung [245, 246]. Die hier und an anderer Stelle [247] gezeigte TEL-abhangige
Herunterregulierung von Mmp12 erscheint plausibel, da Ang Il selbst in Studien die
Mmpl2-Genexpression in vaskularen glatten Muskelzellen [248] und in der
Mausaorta [249-251] erhoht hat. Die TEL-abhangige Herunterregulierung von
Mmp12 konnte bei den ACE2 ko Mausen nicht mehr nachgewiesen werden, sodass
eine Abhéangigkeit von der ACE2/Ang(1-7)/Mas-Achse anzunehmen ist. Dies
unterstutzt wiederum die Ergebnisse, die zeigen, dass Ang(1-7) die Mmpl2-
Expression blockiert [252-254]. Ebenso interessant erscheint, dass die Mmp12-
Expression TNFa-abhangig ist [255] und dass die TNFa -Expression selbst durch
Ang Il hochreguliert und durch Ang(1-7) herunterreguliert wird [256]. Wie in der
Einleitung dieser Arbeit beschrieben, werden Statine typischerweise in der Therapie
der Atherosklerose eingesetzt und es konnte gezeigt werden, dass durch diese
Medikamentengruppe die Mmpl12-Expression gesenkt wird [257]. In dieser Arbeit
konnte durch eine Therapie mit TEL einer arteriellen Versteifung entgegengewirkt
werden. Da Mmpl2 fir die Beeinflussung der Arterienversteifung von
entscheidender Bedeutung ist [246], konnte mit dieser Arbeit gezeigt werden, dass
die durch TEL vermittelten Veranderungen auf struktureller und biochemischer
Ebene auch funktionelle Auswirkungen auf den Verlauf einer Atherosklerose haben.
In diesem funktionellen Zusammenhang wurde bereits gezeigt, dass ARBs die
arterielle Steifigkeit bei alteren Patienten mit Bluthochdruck verhindern [258].
Insbesondere die fehlende Korrelation zwischen Plague-Belastung und kortikaler
Steifigkeit bei den ACE2 ko Versuchstieren gibt also Hinweise darauf, dass diese
funktionelle Eigenschaft von der ACE2/Ang(1-7)/Mas-Achse abhéangig ist.

Fur Actal (Aktin, Alpha 1, Skelettmuskel), das an der Muskelkontraktion beteiligt ist,
konnte eine erhdhte Expression durch Ang Il in menschlichen vaskularen glatten
Muskelzellen [259] und Kardiomyozyten [259] gezeigt werden, ebenso wie eine
Verdickung der Media [260]. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die
Expression im Atherosklerose-Mausmodell erhoht ist und dieser Effekt durch TEL
verhindert werden kann. Fur Fam20c (Familie mit Sequenzahnlichkeit 20, Mitglied
C) konnte fur sowohl ACE2 ko Méuse als auch wt Mause eine Hochregulation durch
die PCSK9PY-AAV-Injektion und eine WD Ftterung gezeigt werden, welche durch

TEL normalisiert wurde. Das von Fam20c kodierte Protein beeinflusst hauptséchlich
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die Knochenfunktion. Zu den neuen Fam20c-Zielen gehért jedoch auch die
Lipidhomdostase [261]. PCSK9, das in der Leber an der Regulation des
Cholesterinstoffwechsels beteiligt ist, wird durch die Fam20c-Phosphorylierung
reguliert [261], sodass die hier beobachteten Effekte auf die PCSK9-basierte

Atherosklerose-Induktion zuriickzufiihren sein kbnnten.

Sowohl die Anzahl als auch das Ausmald der durch TEL regulierten Gene war bei
den ACE2 ko Mausen ausgepragter. Ein Gen, das unter PCSK9PY-AAV-Injektion
und WD Futterung herunterreguliert, aber durch TEL normalisiert wurde und fur
diese Arbeit von Interesse ist, war Meplb (Meprin A, beta), da ein Mangel an Meplb
bei weiblichen Mausen mit der Entwicklung von Fettleibigkeit in Verbindung
gebracht wurde [262] und durch einen Meprin-Inhibitor die Bildung von
atherosklerotischer Plaque bei ApoE ko Mausen unterdrickt wurde [263]. In
gewisser Weise im Widerspruch zu unseren Ergebnissen, die bei ACE2 ko Mausen
eine Herunterregulation von Npclll (NPC1-like 1) und eine Erhéhung der
Cholesterinspiegel zeigten, konnte an anderer Stelle gezeigt werden, dass eine
genetische Variation, die zum Funktionsverlust im Npcll1-Gen fuhrte, einen
veranderten Cholesterinstoffwechsel und ein damit einhergehendes geringeres

Risiko fur atherosklerotische Herz-Kreislauf-Erkrankungen zur Folge hatte [264].
4.6 Ausblick und Limitationen

Diese Arbeit konnte erneut zeigen, dass das PCSK9PY-AAV-Mausmodell fir
Studien im Rahmen der Atheroskleroseforschung am Mausmodell geeinigt ist. In
Zukunft kann also Abstand von der aufwendigen und hochpreisigen Verwendung

von ApoE ko und/oder LDL-Rezeptor ko Versuchstieren genommen werden.

Zum MetS gehdren, wie in der Einleitung dieser Arbeit beschrieben, neben den in
dieser Arbeit untersuchten Faktoren der Adipositas und der Veranderung der
Blutfettwerte auch eine Veranderung des Nuchternblutzuckers bzw. ein DMT2 und
eine Erhohung des Blutdrucks. Zur Untersuchung dieser Phanomene im
Tierversuch wird oft ein sogenannter Insulin-Toleranztest durchgefuhrt. Hierbei wird
den Versuchstieren nach einer Fastenperiode Insulin injiziert und direkt hiervor und
zu festgelegten Zeitpunkten nach der Injektion der Blutzuckerwert gemessen [163,
197]. Zur Messung des Blutdrucks werden die Versuchstiere in ein spezielles

Messgeréat eingebracht und mittels tail-cuff-Messung der Blutdruck bestimmt [184].
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Fir beide Verfahren ist zum einen ein Entfernen der Versuchstiere aus ihrer
gewohnten Umgebung und zum anderen eine zeitweise Fixierung der Versuchstiere
bzw. eine Einschrankung in ihrer freien Beweglichkeit von N6ten. Hierdurch wird in
den Mausen eine Stressreaktion ausgelost [265, 266], welche Einfluss z.B. auf das
Futterverhalten der Versuchstiere haben kann [267]. Dies wiederum konnte Einfluss
auf die anderen Messergebnisse, die im Rahmen dieser Arbeit erhoben werden
sollten, haben. Im Rahmen dieser Studie sollte der Fokus auf die Untersuchung der
Atherosklerose und der einhergehenden endothelialen Dysfunktion liegen, weshalb
sich letztendlich gegen die Durchfihrung eines Insulin-Toleranztests und der
Blutdruckmessung entschieden wurde, um eine mdgliche Verfalschung der
Messergebnisse durch Stressoren zu vermeiden. Allerdings konnten in der Zukunft
Arbeiten, die eine Blutdruckmessung sowie einen Insulin-Toleranztest im Rahmen
des PCSK9PY-AAV-Mausmodells und unter ARB-Therapie durchfiihren, weitere

Aufschlisse Uber das MetS liefern.

Die Erforschung der anti-atherosklerotischen Wirkung von ARBs und insbesondere
des Mechanismus, der fir diesen Effekt verantwortlich ist, bedarf noch weiterer
Untersuchung. Zur weiteren Beleuchtung der Relevanz der ACE2/Ang(1-7)/Mas-
Achse im Rahmen dieser Medikamentenwirkung ware bspw. ein Ansatz an anderer
Stelle im Renin-Angiontensin-Aldosteron-System denkbar. Hierzu kdnnten andere
genetische Knockouts oder Antagonisten bestimmter Akteure des Systems

eingesetzt werden.

Als weitere Limitation unserer Untersuchungsmethoden sei noch die Verwendung
ausschlief3lich mannlicher Versuchstiere zu nennen. Dies sollte die Variabilitat der
Messergebnisse minimieren und zudem eine Vergleichbarkeit mit voraus-
gegangenen Arbeiten dieser Arbeitsgruppe sicherstellen [163, 184]. In Zukunft
sollten Arbeiten angeschlossen werden, die auch weibliche Versuchstiere
einbeziehen, insbesondere um auch mogliche intergeschlechtliche Unterschiede

aufzudecken.
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5 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Wirksamkeit des PCSK9PY-AAV-
Atherosklerosemodells im Mausversuch und die Mdoglichkeit, eine in diesem
Zusammenhang entstehende endotheliale Dysfunktion mittels Rasterkraft-
mikroskopie nachzuweisen, betrachtet. Ebenso wurden der anti-adip6se und anti-
atherosklerotische Effekt von Angiotensin-Rezeptor-Antagonisten vergleichend bei
Mausen ohne und mit genetischem ACE2 Knockout untersucht sowie eine

Veranderung in RNA-Sequenzierungsanalysen hierunter beschrieben.

Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die einmalige Injektion von
PCSK9PY-AAV in die Schwanzvene von C57/B6 N Mausen in Kombination mit einer
Flatterung von Western Diat zu einer Hypercholesterindmie sowie zu einer
Ausbildung mikroskopisch nachweisbarer aortaler Plaques im Sinne einer
Atherosklerose fuhrt. Zudem konnte mittels Rasterkraftmikroskopie von in-vivo
Endothelzellen der Aorten ebendieser Versuchstiere eine Erhéhung der kortikalen
Steifigkeit nachgewiesen werden, die auf das Vorhandensein einer endothelialen
Dysfunktion hinweist. Die genannten Effekte auf das Gefal3system konnten in den
Mausen ohne genetischen Knockout zumindest teilweise durch die Gabe von
Telmisartan verhindert werden. Ebenso konnte fiir diese Mause eine anti-adipdse
Wirksamkeit von Telmisartan aufgezeigt werden, die zu einer Verhinderung der
Western Diat-induzierten Adipositas fuhrte. Auch bei Mausen mit ACE2 Knockout
fuhrte die Virusinjektion zu einer Dyslipidamie und einer Atherosklerose inklusive
endothelialer Dysfunktion, allerdings war hier der protektive Effekt von Telmisartan
nicht, beziehungsweise weniger stark ausgepragt, nachweisbar.

Es konnte aul3erdem eine Hochregulation gewisser pro-atherogener Gene unter
PCSK9PY-AAV-Behandlung und eine Gegenregulation nach TEL Behandlung in
RNA-Sequenzierungsanalysen nachgewiesen werden. Auch hier konnte ein
Unterschied zwischen den Versuchstieren mit und ohne genetischen Knockout

verzeichnet werden.

Zusammenfassend konnte mit dieser Arbeit die protektive Wirkung von Sartanen
auf das Gefal3system und die zumindest teilweise bestehende Abhangigkeit dieser

Wirkung vom Vorhandensein von ACE2 gezeigt werden.
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7 Anlagen

7.1 Anhang

7.1.1 Vergleich der Auswertung der Rasterkraftmikroskopie durch zwei

unabhangige Auswerter:innen

Im Vorfeld dieser Arbeit erfolgte — wie in Abschnitt 1.6 beschrieben — die Etablierung
der Rasterkraftmikroskopie als Verfahren zur Detektion von endothelialer
Dysfunktion im PCSK9PY-AAV-Atherosklerosemodell [178]. Im Rahmen dieser
Veroffentlichung erfolgte die Auswertung der Daten der Rasterkraftmikroskopie
durch zwei unabhéngige Auswerter:iinnen und es wurde ein Mittelwert dieser
Auswertungen gebildet und fur die weitere Darstellung der Ergebnisse genutzt. An
dieser Stelle soll eine Darstellung der Unterschiede zwischen der Auswertung einer
Person und der gemittelten Auswertung beider Personen erfolgen.

Unabhangig der Auswertung nur einer Person oder der gemittelten Auswertung
zeigte sich eine Erhdéhung der kortikalen Steifigkeit aller mit Virus behandelten
Gruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe. Dies trifft sowohl fir die Auswertung auf
Zellebene als auch bei der Betrachtung der einzelnen Versuchstiere zu (Abb. 6, 21).
Ebenso konnte unabhangig der Auswertung eine positive Korrelation von kortikaler
Steifigkeit und Plaguegehalt sowie kortikaler Steifigkeit und Cholesterin- bzw.

Triglyzeridkonzentration registriert werden (Abb. 6, 21).

Die Streuung der Daten zeigten sich bei der einzelnen Auswerterin im Vergleich zur
gemittelten Auswertung erhéht. So lag die Standardabweichung bei der Auswertung
auf Zellebene im Mittel bei 0,2107 pN/nm und auf Versuchstierebene bei 0,0609
pN/nm. Betrachtet man die gemittelte Auswertung lagen diese nur bei 0,149 pN/nm
und 0,0393 pN/nm. Ein weiterer Unterschied besteht darin, dass die absoluten
Werte der kortikalen Steifigkeit der einzelnen Auswerterin insgesamt hdher lagen

als in der gemeinsamen Auswertung.

Es lasst sich also ableiten, dass es zwar gewissen Unterschiede in der Auswertung
der Rasterkraftmikroskopie einzelner Auswerter:innen gibt, diese aber insgesamt in
den Ergebnissen bezogen auf die Signifikanz der Unterschiede in den

unterschiedlichen Behandlungsgruppen keinen Einfluss hatten.
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Abb. 21: Ergebnisse der Rasterkraftmikroskopie einer auswertenden Person

A: Kortikale Steifigkeit aller gemessenen Endothelzellen in Abhangigkeit der PCSK9PY-AAV-
Injektion, Kruskal-Wallis Test [P<0.0001] mit folgendem Dunn's multiple comparisons test,
Darstellung der Daten im Streudiagramm mit Mittelwert £+SD durch horizontale Linien, n=238-300; B:
Kortikale Steifigkeit bezogen auf die einzelnen Versuchstiere in Abhangigkeit der PCSK9PY-AAV-
Injektion, 1-way ANOVA [F=9.551, P=0.0005] mit folgendem Tukey’s multiple comparisons test,
Darstellung des Medians mit oberem und unterem Quartil als Boxplot, die Antennen zeigen den
Minimal- und Maximalwert an, *p<0.05 vs. 0; C-E: Korrelationsanalysen zwischen der kortikalen
Steifigkeit und dem Plaquegehalt(C), der Cholesterin-(D) und der Triglyzeridplasmakonzentration(E),
Korrelationsanalysen mittels 2-tailed Pearson test, n=5-6.
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7.4 Material- und Gerateverzeichnis

7.4.1 Substanzen und Lésungen

Angiotensin Il acetate salt
Cell-Tak™

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
-w/o0 Magnesium, w/o Calcium
Ethanol

Fetal calf serum (FCS)

Fliussiger Stickstoff

Fibronektin

Gelatine

Gibco Medium 199

Gummi arabicum, sprithgetrocknet
Heparin

HEPES Puffer (RT und 37°)
HUVEC

Isofluran
Isotone Natriumchlorid-Losung 0,9%
Ketamin 10% Injektionslosung

Losartan-Kalium

Large vessel endothelial supplement (LVES)
Minimal essential medium (MEM)
MEM vitamins

MEM nonessential amino acids
Natlrliches Mineralwasser, evian®
Paraformaldehydlésung 4%
Penicillin

Pentobarbital

Ringer-Lésung

RNAprotect®

Streptomycin

Telmisartan

Trockeneis

Trypsin/EDTA 0,05%
Xylazin Rompun® 2%

Bachem Holding AG, Schweiz
BD Biosciences, USA
Biowest, USA

J. T. Baker, Niederlande

PAA Laboratories, Osterreich

Lokaler Lieferant

Sigma-Aldrich, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland

Gibco, USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutschland
Biochrom, Schweiz

hausangesetzt aus Carl Roth Chemikalien
Isolation von Nabelschniiren aus dem
Marienkrankenhaus Libeck

Baxter Deutschland GmbH, Deutschland
Berlin-Chemie AG

medistar Arzneimittelvertrieb GmbH,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Deutschland

Gibco, USA

Invitrogen Corp., USA

Invitrogen Corp., USA

Invitrogen Corp., USA

Danone, Frankreich

Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutschland
Gibco, USA

Sigma-Aldrich, Deutschland
Berlin-Chemie AG, Deutschland
QIAGEN N.V., Deutschland

Gibco, USA

Boehringer Ingelheim, Deutschland
UKSH Campus-Apotheke, Lubeck,
Deutschland

Sigma-Aldrich, USA

Bayer AG, Deutschland
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7.4.2 Verbrauchsmaterialien

12-Well Zellkulturplatte CELLSTAR®

Amber safe-lock tubes 0,5 mi

Becherglaser

-50 ml

-2000 ml LABsolute®

Cantilever

-nominal spring constant von 30 und 10 pN/nm
Deckglaschen

Diat fir Mause

-EF TD88137 mod. +1.25% Cholesterol

- EF acc. D12450B mod.

EDTA Microvette®, 100 K3E

Einmalkaniilen, AGANI™ Needle, 27Gx3/4"
Einmalkantlen, Microlance™ 3, 23Gx1"
Einmalkanilen, Microlance™ 3, 27Gx3/4"
Einmalspritzen, BD Plastipak™, 1ml
Einmalspritzen, Injekt®-F Luer Solo, 0,01-1ml
Glukoseteststreifen, Accu-Chek® Inform Il
Hamatokritkapillaren, Na-Heparin, 60 pl, 75 mm
Latex-Einmalhandschuhe Peha-soft, powderfree
Mikropipetten (10, 100, 200, 1000 ul)
-PIPETMAN

-Finnpipette®

Microvette® 500 LH

Nitril-Einmalhandschuhe, Peha-soft® nitrile
Parafim® M

Pipettenspitzen (20, 200, 1000 pl)
Polypropylengefal3e Falcon® (15 ml)

Polypropylengefal3e Falcon® (50 ml)

Reagiergefaf’ (1,5 ml, 2 ml)
Serologische Pipetten (5, 10, 25 ml)

Tupfer, Pur-Zellin®

Vinyl-Einmalhandschuhe 2000 PF

Wageschalen, Plastik, verschiedene Groflien
Zellkulturflaschen T75

Zellkulturschale 35

Zentrifugen-Filtereinheiten, Amicon® Ultra, 0,5 mL
Zellzahl-Kammern SD 100 Cellometer®

7.4.3 Geréate

Absaughilfe Vacuboy
AIRFLOW CONTROLLER AC3

ARIA CS60 Chancing Station

Atomic Force Microscope

-Nanoscope Multimode8 AFM

Autoklav Systec VX-65
Blutzuckermessgerat, Accu-Chek® Performa
Bruker minispec LF110

Eismaschine

Gefrierschranke (-20°C)

Sarstedt AG & Co. KG, Deutschland
Eppendorf AG, Deutschland

Schott AG, Deutschland
Th. Geyer GmbH & Co. KG, Deutschland
Novascan Technologies, USA

Carl Roth, Deutschland
ssniff Spezialdiaten GmbH, Deutschland

Sarstedt AG & Co. KG, Deutschland
Terumo Deutschland GmbH, Deutschland
Becton Dickinson GmbH, Deutschland
Becton Dickinson GmbH, Deutschland
Becton Dickinson GmbH, Deutschland

B. Braun, Deutschland

Roche Deutschland, Deutschland
Hirschmann Laborgeréate, Deutschland
Paul Hartmann AG, Deutschland

Gilson S.A.S., Frankreich

Thermo Fisher Scientific, USA
Sarstedt AG & Co. KG, Deutschland
Paul Hartmann AG, Deutschland
American National Can™, USA
Sarstedt AG & Co. KG, Deutschland
LABsolute®, Th. Geyer GmbH & Co. KG,
Renningen, Deutschland

Corning Science Mexiko S.A. de C. V.,
Mexiko

Sarstedt AG & Co. KG, Deutschland
greiner bio-one GmbH, Deutschland
Sarstedt AG & Co. KG, Deutschland
Paul Hartmann AG, Deutschland
Meditrade® GmbH, Deutschland
neoLab Migge GmbH, Deutschland
Sarstedt AG & Co. KG, Deutschland
Sarstedt AG & Co. KG, Deutschland
Merck Millipore Ltd., Irland

Nexcelom Bioscience LLC., USA

Integra Biosciences GmbH, Deutschland
Waldner Laboreinrichtungen GmbH & Co.
KG, Deutschland

Tecniplast Laboratory Animal Equipment
S.P.A,, Italien

Bruker, USA

Systec GmbH, Deutschland

Roche Deutschland, Deutschland

Bruker, USA

Ziegra Eismaschinen GmbH, Deutschland
Liebherr-International Deutschland GmbH,
Deutschland
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Gefrierschranke (-80°C)

-HERA Freeze HFU T Series
-Kryotec

HERACEIll VIOS 160i CO2 Inkubator
Kuhlschranke (2-8°C)

-MEDline

Lichtmikroskop Olympus CKX53

MACSQuant Analyzers 10
Nuklear-Magnet-Resonanz-Spektroskop
-LF110-BCA Analyzer

Pipettierhelfer

-accu-jet® pro

-pipetus®-standard

Sterile Werkbank

-Z 100

-MSC-Advantage

Thermal Application Controller
Vortex-Ruttler

Waagen

-ABT 100-5M

-Cubis® Il

-PCB M Memory

-440-47N

Warmebad GFL®

Zellzahler Cellometer™ Auto T4
Zentrifuge MIKRO 200R

Zentrifuge 5810
7.4.4 Software

Cellometer Auto Counter

EndNote 20.1

GraphPad Prism, Version 7.0 und 8.0
minispec Plus 6.0.3

Office 365

Bauknecht Hausgerate GmbH,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific, USA
Kryotec-Kryosafe GmbH, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, USA

Liebherr-International Deutschland GmbH,
Deutschland

C. Bomann GmbH, Deutschland

Olympus Europa SE & Co. KG,
Deutschland

Miltenyi Biotec, Deutschland

Bruker, USA

BRAND GmbH + CO KG, Deutschland
Hirschmann Laborgerate GmbH & Co. KG,
Deutschland

Schulz Lufttechnik GmbH, Deutschland
Fisher Scientific GmbH, Deutschland
Bruker, USA

Werner Hassa GmbH, Deutschland

Kern & Sohn GmbH, Deutschland
Sartorius AG, Deutschland

Kern & Sohn GmbH, Deutschland
Kern & Sohn GmbH, Deutschland
Werner Haasa GmbH, Deutschland
Nexcelom Bioscience LLC., USA
Andreas Hettich GmbH & Co. KG,
Deutschland

Eppendorf AG, Deutschland

Nexcelom Bioscience LLC., USA
Clarivate, USA

GraphPad Software, USA
Bruker, USA

Microsoft, USA

Protein Unfolding and Nano-Indentation Analysis Software

- Punias 3D, Version 1.0 Release 2.3; Copyright 2009
Research NanoScope Software, Version 9.20
Origin® 8.5 Data Analysis and Graphing Software

Bruker, USA
OriginLab®, USA
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