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2. Einleitung

2.1. Bedeutung der Atherosklerose

Kardiovaskuléare Erkrankungen stellen einen bedeutenden dkonomischen Faktor dar. In
Europa besteht in 47 % der Todesfélle eine kardiovaskuldre Todesursache (CEBR,
2014). Es entstehen direkte Kosten im Gesundheitssystem sowie indirekte Kosten durch
vorzeitige Morbiditdt und Mortalitat. In Deutschland betrugen die Kosten im Gesund-
heitssystem durch kardiovaskuldre Erkrankungen 2014 schéatzungsweise 30,6 Milliar-
den €. Fruhzeitige Morbiditat (659 Millionen €) und Mortalitat (6 Milliarden €) fihrten zu
weiteren Kosten von 6,7 Milliarden € (CEBR, 2014). Vor dem Hintergrund der hohen
Mortalitat und Morbiditat durch Folgeerkrankungen der Atherosklerose kommen Innova-
tionen in den Therapiemoéglichkeiten aus medizinischer, gesellschaftlicher und wirt-
schaftlicher Sicht eine grol3e Bedeutung zu.

Bisherige Therapiemdglichkeiten fokussieren sich auf die Behandlung von arterieller
Hypertonie, Hyperlipidamie, Hypercholesterinamie und die Vermeidung thrombotischer
Komplikationen durch Kontrolle der Blutgerinnung (Lusis, 2000; Weber und Noels,
2011). Ein moglicher neuer Therapieansatz ist Relaxin-2, das uber verschiedene Sig-
nalwege direkt auf Ebene der GefalRe wirkt.

2.2. Relaxin-2 — mehr als ein Schwangerschaftshormon

Relaxin-2 wurde zunachst als Schwangerschaftshormon bekannt, das bei Frauen im
Corpus luteum produziert wird. Das experimentell verwendete Serelaxin ist die rekombi-
nante Form des natirlich vorkommenden Peptidhormons Relaxin-2. Im Folgenden wird
es ebenfalls als Relaxin-2 bezeichnet. Relaxin-2 bewirkt systemische hamodynamische
und renale Anpassungsvorgange wahrend der Schwangerschaft. Mit Anstieg der Re-
laxin-2-Plasmaspiegel im ersten Trimenon erhoht sich die globale arterielle Compliance
und der systemische GefalRwiderstand sinkt (Du et al.,, 2010; Teichman et al., 2009).
Relaxin-2 fungiert als renaler und systemischer Vasodilatator und erhdht das Herzzeit-
volumen (Leo et al., 2014). Daruber hinaus besitzt es eine parakrine und autokrine
Funktion (Du et al., 2010; Teichman et al., 2009). Seine Effekte vermittelt Relaxin-2 tber
zwei G-Protein gekoppelte Rezeptoren, Relaxin-Rezeptor 1 und 2 (RXFP 1 und 2) (Hsu
et al., 2002; Teichman et al., 2009). Relaxin-2 bindet bevorzugt an RXFP 1 (Diez und
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Ruilope, 2016). RXFP 2 zeigt eine etwa zehnfach verminderte Affinitat zu Relaxin-2.
Seine Verteilung und die angeschlossenen Signalwege scheinen jedoch ahnlich zu sein
(Teichman et al., 2009). RXFP 1 findet sich sowohl auf glatten GefalBmuskelzellen als
auch auf Endothelzellen. Die Verteilung ist abhangig vom Gefal3typ (Jelinic et al., 2014).
Die Aktivierung der Rezeptoren erfolgt durch zirkulierendes oder in unmittelbarer Umge-
bung produziertes Relaxin-2 (Du et al., 2010).

2.3. Effekte von Relaxin-2 bei kardiovaskularen Erkrankungen

In der Behandlung von Patienten mit akutem Herzversagen konnten bereits signifikante
Effekte von Relaxin-2 nachgewiesen werden. In der doppelt-verblindeten placebo-
kontrollierten RELAX-AHF Studie wurden Patienten, die mit akutem Herzversagen hos-
pitalisiert wurden, innerhalb von sechzehn Stunden mit einer 48-stindigen Relaxin-
Infusion behandelt. Innerhalb der ersten fiinf Tage verbesserte sich die angegebene
Dyspnoe und es zeigte sich eine signifikante Reduktion des Bedarfes an intravendsen
Diuretika und vasoaktiven Medikamenten sowie der Zeichen kardial bedingter Stauung
(Teerlink et al., 2013). Eine geringere Organschadigung unter Relaxin-2-Therapie zeigte
sich durch Analyse kardialer, renaler und hepatischer Biomarker. Diese kurzzeitigen Ef-
fekte sind mit einer verminderten Langzeit-Mortalitat des akuten Herzversagens verbun-
den (Metra et al., 2013; Teerlink et al., 2013). Die Lange des initialen Krankenhausauf-
enthaltes und der Behandlung auf Intensivstation wurden signifikant verkiirzt. Die RE-
LAX-AHF Studie zeigte aufRerdem eine signifikante Reduktion der Mortalitat wahrend
des Krankenhausaufenthalts um 27 % und der 180-Tage Mortalitat um 37 % (prospekti-
ver Sicherheitsendpunkt) (Teerlink et al., 2013). In der anschlieRenden Phase-llI-Studie
RELAX-AHF-2 wurde der ,kardiovaskulare Tod in den ersten 180 Tagen® und die ,Ver-
schlechterung der Herzinsuffizienz wahrend der ersten funf Tage® bei Patienten mit aku-
tem Herzversagen als primarer Endpunkte definiert. Der klinische Nutzen einer zuséatzli-
chen Behandlung mit Relaxin-2 bei Patienten mit akutem Herzversagen konnte hier

nicht belegt werden (Novatrtis International AG, 2017).
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2.4. Einfluss von Relaxin-2 auf die Entwicklung von Atherosklerose

Relaxin-2 beeinflusst den Verlauf eines akuten Herzversagens Uber verschiedene Me-
chanismen. Einige dieser Mechanismen sind von grof3er Bedeutung bei der Entstehung
der Atherosklerose. Bisherige Studien belegten bereits einen positiven Einfluss von Re-
laxin-2 auf endotheliale Dysfunktion (Dschietzig et al., 2012), iINOS-Expression, eNOS-
Aktivitat (Bani et al., 1998; Dschietzig et al., 2012; Leo et al., 2014), oxidativen Stress
(Sasser et al., 2014) und Inflammation (Brecht et al., 2011; Teichman et al., 2010).

Endotheliale Dysfunktion, Inflammation sowie vaskulares Remodeling und Plaque-
Progression sind maf3gebliche Faktoren bei Initiierung und Fortschreiten von Atheroskle-
rose. Abb. 1 zeigt, basierend auf aktuellen Forschungsarbeiten, potentielle Wirkungs-

mechanismen des Hormons Relaxin-2 auf diese drei Elemente.

Proinflammatorische
Zytokine |

Passive
GefidBsteifigkeit |

Adhésions-
molekiile |

Plaque-
Entwicklung

Volumen-
compliance

&
Vaskulares Inflammation SOD1 1
Remodeling
Atherosklerose
Myogene
Konstriktion |
Oxidativer
Stress |

Endotheliale
Dysfunktion

ET,-Rezeptort

Vasodilatoren t

Verhaltnis (NO, EDH, PG )

L-Arginin : ADMA 1

Endothelabhédngige
Vasodilation 1

Abb. 1: MaRgebliche Faktoren bei der Initierung und dem Fortschreiten der Atheroskle-
rose und potentielle Wirkungsmechanismen des Hormons Relaxin-2

Zugrunde liegen samtliche in der Einleitung erwéhnten Arbeiten. Graphik adaptiert nach
(Kofler et al., 2005).
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Im Folgenden wird der aktuelle Stand der Forschung zu Relaxin-2 prasentiert. Die Er-
gebnisse legen nahe, dass Relaxin-2 der Entstehung und dem Fortschreiten von
Atherosklerose entgegenwirken kann. Auf dieser Grundlage basiert die Hypothese, Re-
laxin-2 kdnnte als Medikament gegen Atherosklerose und auf Atherosklerose beruhende

Krankheiten eingesetzt werden.

2.4.1. Endotheliale Dysfunktion

Endotheliale Dysfunktion ist eine Hauptkomponente und ein frihes Anzeichen fur die
Entwicklung von Atherosklerose. Intaktes Endothel vermag die physiologische vaskulare
Funktion zu regulieren. Stickstoffmonoxid (NO) ist ein wichtiger Indikator fir vaskulare
Gesundheit. Die Beeintrachtigung der endothelabhangigen Vasodilatation ist charakte-
ristisch fir endotheliale Dysfunktion und wird vor allem tber NO vermittelt. Uber Stick-
stoffmonoxid vermittelt intaktes Endothel darlber hinaus fibrinolytische, antithromboti-
sche, antiinflammatorische und antiproliferative Effekte (Davignon und Ganz, 2004; Osto
et al., 2007). Relaxin-2 vermag die Endothelfunktion zu verbessern. Kirzlich demons-
trierten Pini et al. (2016) die protektive Wirkung von Relaxin-2 ex vivo bei der Entste-
hung von endothelialer Dysfunktion, aortalen Remodelings und Herabregulierung der
endothelialen NO-Synthase (eNOS) durch Zigarettenrauch. Die Relaxin-2-Behandlung
der Meerschweinchen Uber osmotische Pumpen, sowie die Exposition gegeniber dem
Zigarettenrauch erfolgte hier tber acht Wochen (Pini et al., 2016). Weiterhin demons-
trierten auch Leo et al. (2014) eine signifikant verbesserte endothelabhéngige Vasodila-

tation nach Injektion von Relaxin-2 an Ratten (Leo et al., 2014).

Die vermittelnden Mechanismen der Vasodilatation durch Relaxin-2 sind zeitabhangig.
Es sind kurzfristige Mechanismen und langfristige — bei denen Relaxin-2 nicht mehr im

Blut nachweisbar ist — zu unterscheiden (Diez und Ruilope, 2016).

Kurzfristig erhdht sich die Sensitivitdt gegentber dem endothelabhéngigen Agonist
Bradykinin und fuhrt zur Vasodilatation. Drei Stunden nach Relaxin-2-Infusion konnte
dieser Effekt in mesenterialen Arterien demonstriert werden. Weiterhin zeigte sich die
Aktivitdt der NO-Synthase erhoht (Leo et al., 2014).
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Kurzfristige Vasodilatation vermittelt Relaxin-2 weiterhin durch Antagonisierung der va-
sokonstriktorischen Wirkungen von Angiotensin Il und Endothelin-1 (ET-1) (Dschietzig et
al., 2003; Teichman et al., 2009).

Endothelzellen

(
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\""--b-t' EH' ] __:_::.; - - < il
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Vaskulare glatte - Gan
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AC (Adenylatcyclase), cAMP (Cyclisches Adenosinmonophosphat), CAP (Calponin), CAD (Caldesmon), CaM (Calmodulin); eGMP {Cyclisches

Guanosinmonophosphat), COX-2 (Cyclooxygenase-2), DAG (Diacylglycern), ECE (Endothelin-konvertierendes Enzym), EDHF (endothelialen
hypemolarsierender Faktor, ER (Endoplasmatisches Retikulum), ET-1 (Endathelin 1); ET, (Endothelin Rezeptor Typ A), ETg(Endothelin-
Rezeptor Typ B), ERK,;, (extrazellulare Signale regulierten Kinasen), eNOS (endotheliale NO-Synthase, G (G-Protein); GC (Guanyatcyclase);
IP, (Inositol 1.4 5-trisphosphat), MLCK {Myosin-Leichte-Ketten-Kinase), MLC-P (phosphoryierte leichte Ketten des Myosins), PIP,
(Phosphatidyinositol 4,5-bisphosphat) PKC (Proteinkinase C; PLCR (Phospholipase CB). PG, (Prostaglandin |.). SERCA (sarkoplasmatische

Ca®-ATPase), SR (sarkoplasmatisches Retikulum), PMCA (Plasmamembran-Ca®™ -ATPase)

Abb. 2: Signalwege der Endothelin-Rezeptoren Typ A und Typ B im vaskularen System
(1) ET-1 wird von den Endothelzellen freigesetzt und kann den Endothelin-Rezeptor
Typ A (ETa-Rezeptor) und Typ B (ETs-Rezeptor) aktivieren. Die Internalisierung von
ET-1/ETs-Rezeptor-Komplexen fuhrt zur Clearance von ET-1 aus dem Kreislauf.

(2) Durch Aktivierung der ETs-Rezeptoren auf vaskularen glatten Muskelzellen kommt
es zur Erhdhung der intrazellularen Ca2*-Konzentration und der Sensitivitat der Myofila-
mente fir Ca?* mit folgender Kontraktion.

(3) Aktivierung des ETs-Rezeptors auf Endothelzellen fihrt zur Vasodilatation durch Re-
laxation der glatten Muskelzellen. Dies geschieht Gber Aktivierung der PLCB. Das Pro-
dukt IPs fUhrt zur Freisetzung von Ca?* aus dem endoplasmatischen Retikulum. Die er-
héhte Ca?*-Konzentration aktiviert die eNOS und die COX-2. AuBerdem gelangt EDHF
aus den Endothelzellen in die glatten Muskelzellen.
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(4) Das freigesetze NO diffundiert in die vaskularen glatten Muskelzellen und stimuliert
die Guanylatcyclase. PGl fuhrt in den vaskuléaren glatten Muskelzellen zur Aktivierung
der Adenylatcyclase. Die resultierenden erhohten cGMP/cAMP-Konzentrationen bewir-
ken einen verminderten Einstrom und eine verstarkte Entfernung von Ca?* aus der Zelle.
AuBBerdem wird die Sensitivitat der Myofilamente fiir Ca?* verringert und fuhrt zur Re-
laxation. Durch EDHFs werden in den vaskuléaren glatten Muskelzellen K*-Kanéle akti-
viert und die Hyperpolarisation fuhrt zur Vasodilatation.

Adaptiert nach (Mazzuca und Khalil, 2012) und erganzt nach (Bremnes et al., 2000;
Dschietzig et al., 2003; Galie, 2004; Oksche et al., 2000).

Langfristig vermittelt Relaxin-2 seine vasodilatatorische Wirkung tber verschiedene Me-
chanismen. Relaxin-2 verstarkt die endothelabhéngige durch Bradykinin hervorgerufene
PGlz-vermittelte Vasodilatation 24 Stunden nach Relaxin-2-Infusion, wenn Relaxin-2
schon nicht mehr im Blut nachweisbar ist (Leo et al., 2014). Aul3erdem steigert es die
Expression der INOS (Leo et al., 2014) und fuhrt zu einer erhdhten Aktivitat der endothe-
lialen NO-Synthase Uber den PI3K/Akt-Signalweg und Phosphorylierung der eNOS an
Serl177 (Dschietzig et al., 2012; Leo et al.,, 2014) und an Ser633 (Dschietzig et al.,
2012).

Weiterhin vermittelt Relaxin-2 seine vasodilatatorischen Effekte tUber eine erhdhte Ex-
pression von Endothelin-Rezeptor Typ B (ETs-Rezeptor) (Dschietzig et al., 2003). Die

vermittelnden Signalwege sind in Abb. 2 dargestellt und beschrieben.

Endothelin-Rezeptor Typ B ist vor allem auf Endothelzellen vorhanden (Mazzuca und
Khalil, 2012). An HelLa-Zellen und humanen Endothelzellen konnte eine erhthte Ex-
pression des ETs-Rezeptors nach Inkubation mit Relaxin-2 festgestellt werden (Dschiet-
zig et al., 2009; Dschietzig et al., 2003; Sarwar et al., 2015). Die Aktivierung der ETs-
Rezeptoren auf Endothelzellen flhrt unter anderem Uber eine lokal erhéhte Freisetzung
von NO, Prostaglandin l2 (PGl2) und endothelialen hyperpolarisierenden Faktor (en-
dothelium-derived hyperpolarizing factor; EDHF) zur Vasodilatation (Kong et al., 2010;
Mazzuca und Khalil, 2012).

In humanen vaskularen glatten Muskelzellen fuhrt die Aktivierung des ETs-Rezeptors
zur Kontraktion. (Dschietzig et al., 2003; Mazzuca und Khalil, 2012). In vaskuléaren glat-
ten Muskelzellen (VSMCs) wird jedoch keine Hochregulierung des ETs-Rezeptors durch
Relaxin-2 beobachtet (Dschietzig et al., 2003).
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Weiterhin sorgt der ETe-Rezeptor der Endothelzellen fur die Clearance von ET-1 aus
dem Kreislauf (Dschietzig et al., 2003; Bagnall et al., 2006; Mazzuca und Khalil, 2012).
Der ET-1/ETs-Rezeptor-Komplex wird internalisiert, zum Lysosom transportiert und dort
abgebaut (Bremnes et al., 2000; Oksche et al., 2000). Dadurch sinkt das im Kreislauf
verfligbare ET-1 (Dschietzig et al., 2003; Mazzuca und Khalil, 2012; Galie, 2004; Brem-
nes et al., 2000).

In einem Modell der Durchflusskammer wurde, durch die Imitation der hdmodynami-
schen Zustdnde eines Linksherzversagens, die Sekretion von ET-1 in pulmonal-
arteriellen Endothelzellen stimuliert. Dies konnte durch eine Relaxin-2-Behandlung ver-
hindert werden (Dschietzig et al., 2001). Durch Vorbehandlung von Aorten, mesenteria-
len Arterien und renalen Arterien von Ratten mit Relaxin-2 konnte die maximale Kontrak-
tion als Reaktion auf ET-1 signifikant gesenkt werden. Der vasodilatatorische Effekt des
ETs-selektiven Agonist Endothelin-3 (ET-3) wurde durch die Vorbehandlung mit Re-
laxin-2 signifikant verstarkt (Dschietzig et al., 2003). Conrad und Novak fuhren dies auf
eine Hochregulation des ETs-Rezeptors durch Relaxin-2 zurlck. Dies fuhrt zur einer
Verstarkung der vasodilatatorischen Effekte von ET-3 Uber den ETs-Rezeptor, wéhrend

die vasokonstriktorische Wirkung von ET-1 vermindert wird (Conrad und Novak, 2004).

Eine weitere entscheidende Komponente, die die NO-Produktion beeinflusst, ist das
Verhaltnis des Substrates der NO-Synthase, L-Arginin, zu dem endogene NOS Inhibitor
asymmetrisches Dimethylarginin (ADMA) (Sasser et al., 2014). ADMA wird als neuer
Risikomarker fur kardiovaskulare Erkrankungen in Erwagung gezogen (Sibal et al.,
2010). Eine Assoziation zwischen erhéhten ADMA-Konzentrationen und kardiovaskula-
ren Ereignissen bis hin zum kardiovaskular bedingten Tod ist bereits belegt (Schnabel et
al., 2005). Relaxin-2 vermochte das durch Angiotensin Il gestdrte Verhaltnis im Plasma
von Ratten mit Angiotensin ll-induzierter Hypertonie wiederherzustellen (Sasser et al.,
2014).

Die myogene Konstriktion kleiner Arterien wird durch Relaxin-2-Behandlung abge-
schwacht. Eine wesentliche Rolle spielen hierbei die Matrixmetalloproteinase (MMP) 2
und 9, der endothelialer ETs-Rezeptor, die NOS und der vaskuléare endotheliale Wachs-
tumsfaktor (VEGF). Die Synthese von VEGF wird durch Relaxin in verschiedenen Ge-

weben stimuliert. Die genaue Lokalisation von VEGF im vasodilatatorischen Signalweg
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von Relaxin ist noch nicht bekannt. Durch Neutralisierung von VEGF durch spezifische
Antikorper bzw. durch Zugabe eines VEGF-Rezeptor-Tyrosinkinase-Inhibitors konnte die
Wirkung von Relaxin-2 jedoch aufgehoben werden und so die Involvierung von VEGF

belegt werden (McGuane et al., 2011).

2.4.2. Inflammation und oxidativer Stress

Inflammation ist ein weiterer maf3geblicher Faktor bei der Entwicklung von Atherosklero-
se. Relaxin-2 wirkt antiinflammatorisch, unter anderem durch eine signifikant verringerte
Freisetzung von IL-1, IL-6 und TNF-a durch THP-1 Zellen (Tamm-Horsfall Protein 1) als
Reaktion auf Endotoxine. Die THP-1 Zellen sind abgeleitet von einer Zelllinie der akuten
monozytaren Leukdmie. Die antiinflammatorischen Effekte wurden hier durch die ago-
nistische Wirkung von Relaxin-2 am Glukokortikoidrezeptor vermittelt (Dschietzig et al.,
2004; Dschietzig et al., 2009). Weiterhin vermindert Relaxin die Histaminfreisetzung
durch Mastzellen in einem Meerschweinchen-Modell (Bani et al., 1997; Teichman et al.,
2010). Die Aktivierung von neutrophilen Granulozyten und Ausschittung von zytoplas-
matischer Granula durch N-formyl-Met-Leu-Phe (fMLP) wird durch Préainkubation mit
Schweine-Relaxin signifikant reduziert. Aul3erdem verringert Relaxin-2 die chemotakti-
sche Migration von neutrophilen Granulozyten (Masini et al., 2004). Relaxin attenuierte
die TNF-a-vermittelte verringerte eNOS-Aktivitat, Superoxid-Bildung und Suppression
der Superoxiddismutase 1 (SOD1) (Dschietzig et al., 2012).

Die Bedeutung von vaskularen Adhasionsmolekilen und Chemokinen fir Entwicklung
und weiteres Fortschreiten von Atherosklerose wurde bereits umfangreich beschrieben
(Boring et al., 1998; Galkina und Ley, 2007; Kumar et al., 2013; Namiki et al., 2002; Ru-
dijanto, 2007). Relaxin-2 vermag schon diese ersten Schritte vaskularer Inflammation zu
durchbrechen. In einer in-vitro-Studie zeigte Relaxin-2 die Fahigkeit TNF-a-induzierte
MCP-1- (Monozyten-chemotaktisches Protein 1) und VCAM-1- (vaskula-
res Zelladhasionsmolekul 1) Expression in humanen aortalen glatten Muskelzellen (HA-
oSMC) und humanen Endothelzellen der Nabelschnurvene (HUVEC) zu verringern.
Dies macht den Einfluss von Relaxin-2 auf die Monozytenaktivierung und -adhasion am
Endothel deutlich. In HUVECSs zeigte sich auch eine Verringerung der TNF-a-induzierten
PECAM-Expression (Thrombozyten-Endothelzellen-Adhasionsmolekil) und somit die
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Fahigkeit von Relaxin-2 die Diapedese der Monozyten zu vermindern (Brecht et al.,
2011).

Eng verknlpft mit chronischer Inflammation in atherosklerotischen Lasionen ist die Bil-
dung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS). Im Wechselspiel beeinflussen und verstarken
oxidativer Stress und Inflammation die Bildung und das Fortschreiten atheroskleroti-
scher Lasionen (Hajjar und Gotto, JR, 2013; Husain et al., 2015). Relaxin-2 ist in der

Lage oxidativen Stress zu reduzieren.

Relaxin-2 konnte die durch Angiotensin ll-induzierte, gesteigerte Aktivitat der Nicotina-
mid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat-Oxidase (NADPH-Oxidase) und Lipid-peroxidation
verringern (Sasser et al., 2014). Masini et al. (2004) demonstrierten Relaxin-2s Fahig-
keit, die Bildung des freien Radikal Oz durch neutrophile Granulozyten zu vermindern
(Masini et al.,, 2004). Bei der Analyse des Einflusses von Relaxin-2 auf Ischa-
mie/Reperfusionsschaden der Niere wurde festgestellt, dass die Konzentration von 8-
OHdG (8-Hydroxydesoxyguanosin), einem Marker der DNA-Schadigung durch freie Ra-
dikale, signifikant verringert wird. Weiterhin zeigten mit Relaxin-2 behandelte Mause ei-
ne Steigerung der Expression und Aktivitat der endogenen antioxidativen Enzyme Man-
gan-abhangige Superoxiddismutase (MNnSOD) und Kupfer/Zink-abhangige Superoxid-
dismutase (CuznSOD) (Collino et al., 2013). Relaxin-2 vermochte auch, durch Extrakte
aus Zigarettenrauch induzierten oxidativen Stress in aortalen Endothelzellen von Meer-

schweinchen in vitro zu reduzieren (Pini et al., 2016).

2.4.3. Vaskulares Remodeling, Plaqueprogression und -komposition

Bei der Entwicklung atherosklerotischer Lasionen unterliegen die betroffenen Gefal3e
Umbauprozessen, dem vaskuldren Remodeling. Man nimmt an, dass initial eine Verlet-
zung des Endothels vorliegt, einhergehend mit endothelialer Dysfunktion mit gesteiger-
ter Permeabilitat und Leukozytenadhasion. Monozyten gelangen durch das Endothel in
die Intima, entwickeln sich zu Makrophagen und bilden durch Aufnahme von Lipoprotei-
nen Schaumzellen. Durch Apoptose von Schaumzellen entsteht der lipidgefillte nekroti-
sche Kern der Lasion. Glatte Muskelzellen aus der Media oder zirkulierende Vorlaufer-
zellen wandern in die Intima, proliferieren, produzieren extrazellulare Matrix und tragen

zur Grolenzunahme der Lasion bei (Kumar et al., 2013; Lusis, 2000; Rudijanto, 2007).
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Der Einfluss einer Behandlung mit Relaxin-2 auf Plaqueprogression und -komposition
wurden in der vorliegenden Studie erstmals untersucht. Die Stabilitdt der atheroskleroti-
schen Plagues hangt vor allem von der Zusammensetzung, der Infiltration durch Im-
munzellen und dem Grad der Inflammation ab. Zur Ruptur neigende Plaques zeichnen
sich durch hochgradige Infiltration durch Makrophagen und T-Lymphozyten, grof3en nek-
rotischen Kern und dinne fibrose Kappe mit geringem Anteil an glatten Muskelzellen
und extrazellulare Matrix aus (Rudijanto, 2007; Silvestre-Roig et al., 2014). Im Gegen-
satz dazu tragen glatte Muskelzellen in stabilen Plaques durch Produktion von extrazel-
lularer Matrix, unter anderem Kollagen und Elastin, zur Verdickung und Stabilisierung
der fibrosen Kappe bei (Silvestre-Roig et al., 2014).

Verknupft mit Atherosklerose ist die arterielle GefaR3steifigkeit (van Popele et al., 2001;
Yambe et al., 2004). Der Einfluss von Relaxin-2 auf vaskulares Remodeling und arteriel-
le Steifigkeit ist gegenwartig ein umstrittenes Thema (Debrah et al., 2011; Jelinic et al.,
2014; Xu et al., 2010). In spontan hypertensiven Ratten konnten Zeichen des vaskularen
Remodelings der Aorta durch Relaxin-2-Behandlung teilweise aufgehoben werden. Oh-
ne Relaxin-2-Behandlung bestanden ein erhéhter Aortendurchmesser, eine vergrof3erte
Flache des Gefalquerschnitts und ein erhdhter Kollagengehalt. Die Dichte vaskularer
glatter Muskelzellen und der Elastingehalt der Media waren ohne Relaxin-2-Behandlung
geringer. Durch die Relaxin-2-Behandlung konnten weiterhin die globale arterielle Com-
pliance und die Compliance der A. carotis verbessert werden (Xu et al., 2010). Im Ge-
gensatz dazu konnte in mesenterialen und femoralen Arterien von Ratten keine Veran-
derung in der Zusammensetzung der extrazellularen Matrix bezlglich Kollagen- und
Elastingehalt festgestellt werden. In thorakalen Aorten liel3 sich eine Verringerung des
Kollagengehalts feststellen, diese war jedoch nicht signifikant. AuRerer und innerer
Durchmesser, sowie Wanddicke von mesenterialen und femoralen Arterien blieben
ebenfalls unbeeinflusst. Dennoch konnte die passive Gefal3steifigkeit und Volumencom-
pliance von mesenterialen Arterien durch Relaxin-2-Behandlung signifikant verbessert
werden (Jelinic et al., 2014). Protektive Wirkung zeigte Relaxin-2 in einer Studie durch
Pini et al. (2016) an Meerschweinchen. Durch Zigarettenrauch induzierter Verlust der
Endothelzellen, Wandverdickung und strukturelle Veranderungen der Tunica media
konnten hier durch Relaxin-2-Behandlung fast komplett verhindert werden (Pini et al.,
2016).
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Als weiterer potentieller Mediator der Wirkungen von Relaxin-2 mag das atriale natriuret-
rische Peptid (ANP) dienen, dessen Sekretion in isolierten Rattenherzen durch Relaxin-
2 stimuliert wird (Toth et al., 1996). ANP verhindert erwiesenermal3en die durch Throm-
bin hervorgerufene Permeabilitdtssteigerung humaner aortaler Endothelzellen. Diese
Steigerung der Permeabilitat erleichtert unter anderem den Ubertritt von Low Density
Lipoprotein (LDL) Uber die endotheliale Barriere und fordert somit die Entstehung
atherosklerotischer Plaques. Die Hemmung des Abbaus von ANP durch den Neprilysin-
und Angiotensin-Konversionsenzym-Hemmer Omapatrilat reduzierte hier weiterhin signi-
fikant die Flache atherosklerotischer Plaques und Durchléassigkeit des Endothel ex vivo
in weilen Neuseeland-Kaninchen (Ichiki et al., 2013).

Die dargestellten Studien zeigen die Wirkung von Relaxin-2 auf grundlegende Faktoren
der Initiierung und des Fortschreitens von Atherosklerose auf und untermauern die Hy-
pothese, Relaxin-2 kénnte als Medikament gegen Atherosklerose und auf Atherosklero-

se beruhende Krankheiten eingesetzt werden.
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2.5. Zielsetzung

Ziel der hier prasentierten Studie war es, den Effekt von Relaxin-2 auf die Bildung
atherosklerotischer Lasionen zu ermitteln. Anhand einer erstmals durchgefuhrten ex vi-
vo-Studie, erganzt durch in vitro-Experimente im humanen Zellmodell, wurden therapeu-

tische Effekte von Relaxin-2 evaluiert.

Fir die Untersuchungen wahlten wir das ApoE”-Mausmodell, welches sich durch die
spontane Entwicklung von Hypercholesterinamie, endothelialer Dysfunktion und athero-
sklerotischer Lasionen auf Grund des genetischen Knockouts der Mause besonders gut
eignet (Davignon, 2005; d'Uscio et al., 2001; Meir und Leitersdorf, 2004; Meyrelles et al.,
2011).

Mittels histologischer und immunhistologischer Farbungen wurde Gréf3e und Zusam-
mensetzung atherosklerotischer Plaques untersucht. Durch Genexpressionsanalysen,
Beurteilung der Inflammation und Messung der Endothelfunktion analysierten wir die
regulierenden Mechanismen. Der Einfluss von Relaxin-2 auf oxidativen Stress wurde
sowohl an diesem ApoE“-Mausmodell, sowie in vitro an humanen koronaren arteriellen
glatten Muskelzellen (HCASMCs) durchgefihrt.
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3. Material und Methoden

Im Folgenden Kapitel wird dargestellt, welche Materialien und Methoden in den Versu-

chen dieser Arbeit zum Einsatz kamen.
3.1. Tiere und Behandlungsprotokoll
Materialien

e Futterpellets (SM R/M-H, 10 mm, 20,85 % Rohfett, 19,5 % Casein, 1,25 % Cho-
lesterin) (ssniff Spezialdidten GmbH, Soest, Deutschland)

e Osmotische Pumpen: Alzet Micro-osmotic pump Model 1004 (Durect Corporation,
Cupertino, Kanada)

e Serelaxin (RLX030, Novartis, Basel, Schweiz)

e Natriumacetat, wasserfrei (AppliChem, Darmstadt, Deutschland)

e Xylazin 2 % (Ceva Tiergesundheit GmbH, Dusseldorf, Deutschland)

e Ketamin 10 % (MEDISTAR Arzneimittelvertrieb GmbH, Ascheberg, Deutschland)

e |sotonische Kochsalzlésung (Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg
v. d. H., Deutschland)

e Novaminsulfon-ratiopharm 500 mg/ml Tropfen (ratiopharm GmbH, Ulm, Deutsch-
land)

Durchfihrung

Die Haltung der Apolipoprotein-E-defizienten (ApoE”, genetischer Hintergrund:
C57BL/6J, Charles River, Sulzfeld, Deutschland) sechs bis acht Wochen alten, weibli-
chen Mause erfolgte unter Standardbedingungen in Plexiglaskafigen bei 22 °C und ei-
nem zwolf Stunden dauernden Hell-Dunkel Zyklus. Das Behandlungsprotokoll ist in
Abb. 3 dargestellt.

Die Tiere erhielten eine fettreiche Diat (20,9 % Fett) mit 19,5 % Casein und 1,25 % Cho-
lesterin fur eine Zeitspanne von sechs Wochen. Wasser und Futterpellets standen ad
libitum zur Verfigung. Nach zwei Wochen wurden den Mausen subkutan hinter dem
Schulterblatt osmotische Minipumpen mit einer Pumprate von 0,11 ul/h implantiert. Die

Implantation erfolgte unter Xylazin und Ketamin (1 ml Ketamin, 0,8 ml Xylazin, 8,2 ml
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isotonische Kochsalzldsung) adaptiert an das Korpergewicht (KGW) in einer Dosis von
200 pl / 20 g KGW + 0,1 pl/lg KGW. Postoperativ erhielten die Tiere tber funf Tage No-

vaminsulfon in einer Dosis von 25 Tropfen pro 250 ml im Trinkwasser.

| Kontrolle, n =8

Relaxin-2 (0,05 ug/h), n =8
ﬁ—
fett- und

cholesterinreiche %
Diat
2 Wochen
1 Fortsetzung der fett- und
cholesterinreichen Diat
fur 4 Wochen
Tag 0 Implantation Read Outs
osmotischer Tag 42
Minipumpen
Tag 14

Abb. 3: Behandlungsprotokoll: Vierundzwanzig weibliche, sechs bis acht Wochen alte
ApoE"’-Mause wurden zwei Wochen lang mit einer fett- und cholesterinreichen Diat er-
nahrt. Zufallig erfolgte dann die Aufteilung der vierundzwanzig Mause in drei Gruppen zu
je acht Mausen (n = 8). Zwei Gruppen erhielten eine kontinuierliche Zufuhr von Re-
laxin-2 Uber subkutan implantierte osmotische Minipumpen. Die Konzentrationen betru-
gen 0,1 ug/h bzw. 0,05 ug/h. Eine dritte Gruppe diente als Kontrollgruppe und erhielt
ausschlief3lich Natriumacetat-L6sung, das verwendete Lésungsmittel fur Relaxin-2. Mo-
difiziert nach (Tiyerili et al., 2016).

Uber die Pumpen wurden zwei Gruppen von Mausen kontinuierlich Serelaxin, die re-
kombinante Form des Peptidhormons Relaxin-2 (RLX), in einer héheren Dosis (0,1 pg/h)
bzw. in einer niedrigeren Dosis (0,05 pg/h) appliziert. Eine dritte Gruppe diente als Kon-
trollgruppe und erhielt ausschlie3lich die als Losungsmittel fir Relaxin-2 verwendete
Natriumacetat-Loésung (pH 5; 19,7 mM, gel6st in Ampuwa). Die Aufteilung in die drei
verschiedenen Gruppen, bestehend aus jeweils acht Mausen, erfolgte nach dem Zu-
fallsprinzip. Die korrekte Funktion der Pumpe wurde durch Bestimmung der Relaxin-2-

Konzentration im Blutplasma Uberprift. Die Mause wurden durch zervikale Dislokation
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getotet und Gewebeproben und Blut wurden entnommen.

Alle Tierexperimente wurden nach Genehmigung durch das Landesamt fur Natur, Um-
welt und Verbraucherschutz NRW (LANUV) in Recklinghausen durchgefuhrt (Aktenzei-
chen: 84-02.04.2014.A159).

3.2. Metabolische Parameter
Materialien

e EDV Tail-Cuff System (Coda 6, Kent Torrington, CT, USA)

e Préparierbesteck

e Elektronische Waage EW3000-2M (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Deutschland)
e Accu-Chek® Sensor (Roche, Mannheim, Deutschland)

e 1 ml Spritzen

e Heparin-Natrium-25000-ratiopharm® (ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland)
Durchfiihrung

Um die Vergleichbarkeit der Mause sicherzustellen, die innerhalb des Versuches eine
unterschiedliche Behandlung erfuhren, wurden Blutdruck, Herzfrequenz, Kérpergewicht,

Nuchtern-Blutzucker und Plasma-Cholesterin gemessen.

Blutdruck und Herzfrequenz wurden mit Hilfe des EDV Tail-Cuff Systems gemessen. Die
Messungen wurden vor Beginn der fett- und cholesterinreichen Diat und in der letzten
Woche der Behandlung durchgefiihrt. Die Messung erfolgte an wachen Mausen und auf
vorgewarmter Unterlage. Der Blutdruck wurde zunéchst an sechs Tagen zur Gewoh-
nung an das Verfahren gemessen. Schlie3lich erfolgte die eigentliche Messung an drei

Tagen.

In den letzten beiden Behandlungswochen fand die zweite Reihe der Blutdruckmessung
statt. Hier wurde an funf Tagen zur Gewdhnung an das Verfahren gemessen und dann

folgten die eigentlichen Messungen an funf Tagen.

Zur Auswertung wurde zunachst fur jeden Messtag und jede Maus der Mittelwert der

systolischen bzw. diastolischen Messwerte gebildet. Aus den erhaltenen Werten wurde


http://www.diabsite.de/aktuelles/nachrichten/2004/040221.html
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der Mittelwert fur jede der drei Gruppen Uber die jeweiligen Mause der Gruppe und Tage
der Messung ermittelt und zum Vergleich herangezogen.

Das Korpergewicht wurde vor Beginn der fett- und cholesterinreichen Diat und dann wo-

chentlich mit Hilfe einer elektronischen Waage gemessen.

Der Blutzucker wurde am Ende der Versuchsdurchfiihrung mit Hilfe eines Accu-Chek®

Sensors im Vollblut der niichternen Mause bestimmt.

Es wurde Blut aus der Vena cava inferior entnommen. Die Spritze zur Entnahme des
Blutes wurde zuvor mit Heparin gespillt und dann mit einer neuen Spitze verwendet.
Das Plasma wurde nach zehnmindtiger Zentrifugation bei 2000 rpm (Umdrehungen pro
Minute) und 4 °C gewonnen und bei -80 °C eingefroren.

Die Bestimmung der Cholesterinspiegel im Blutplasma wurde durch das Labor des Insti-
tuts fur Klinische Chemie und Klinische Pharmakologie lbernommen und erfolgte durch

ein gaschromatographisches Messverfahren.
3.3. Relaxin-2-Plasmakonzentrationen
Materialien

e Human Relaxin-2 Immunoassay (Quantikine® ELISA, R&D Systems, Minneap-
olis, USA)

e Microplate-Reader Infinite® M200 (Tecan, Mannedorf, Schweiz)
Durchfiihrung

Die Relaxin-2-Konzentrationen im Blutplasma wurden durch ein Relaxin-2 Immunoassay
bestimmt. Die Analyse erfolgte im Blutplasma, das am Ende des Tierexperiments ge-
wonnen wurde. Das Plasma wurde fur den Relaxin-2 Immunoassay 1:100 in Calibrator
Diluent RD6-6 verdinnt. Relaxin-2 wurde auf der mitgelieferten 96-Well-Platte durch
einen Relaxin-2 spezifischen monoklonalen Antikérper gebunden. Nach dem Waschen
wurde ein weiterer Relaxin-2 spezifischer polyklonaler enzymmarkierter Zweitantikdrper
hinzugegeben. Es folgte ein zweiter Waschschritt und durch anschlieBende Zugabe ei-

nes Substrats fand eine kolorimetrisch messbare Umsetzung des Substrats in Abhéan-
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gigkeit von der Menge Relaxin-2 statt, welches im initialen Schritt gebunden werden
konnte. Die Proben wurden jeweils im Duplikat mit einem ELISA-Reader analysiert.

3.4. Endothelfunktion
Materialien

e Praparierte Aortenringe der Aorta descendens
e Tyrode-Puffer (pH 7,4; in mmol/l: NaCl 118,0, CaCl: 2,5, KCI 4,73, MgCl2 1,2,
KH2PO4 1,2, NaHCOs3 25,0, EDTA 0,026, D(+)-Glukose 5,5)
e Organbad-Apparatur (IOA-5301 Isolierte Organ Apparatur, Seeheim/Ober-
Beerbach, Deutschland)
e Ampuwa (Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg v. d. H., Deutsch-
land)
e Stammldsungen:
o Kaliumchlorid (KCI) (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)
o (R)-(-)-Phenylephrin Hydrochlorid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
o Carbachol: Carbamaoylcholinchlorid 99 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)
o Nitroglycerin (Nitrolingual®infus, G. Pohl-Boskamp GmbH & Co. KG, Ho-

henlockstedt, Deutschland)
Durchfihrung

Die Endothelfunktion wurde in einem Organbad-Experiment ermittelt. Die Aorta descen-
dens wurde in modifizierten Tyrode-Puffer getaucht, in 3 mm grol3e Stlicke geteilt und
von Fett und losem Bindegewebe befreit. Anschliel3end wurden die Aortenringe in einem
Organbad mit Tyrode-Puffer aufgehangt. Bei einer Temperatur von 37 °C wurden konti-
nuierlich 95 % Oz und 5 % CO:2 zugefiihrt. Die Kraft, welche auf den Aortenring wirkte,
betrug zu Beginn 1 mN. Uber einen Zeitraum von sechzig Minuten wurde schrittweise
die Spannung auf 10 mN erhdht. AnschlieBend wurden die Stammldsungen (KCI, Phe-

nylephrin, Carbachol, Nitroglycerin), wie in Tab. 1 protokolliert, hinzugegeben.



Tab. 1: Pipettierschema und Endkonzentrationen im Organbad zum Erhalt der Dosis-

Wirkungs-Kurven
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Stammldsung [M] Konzentration im Bad Pipettiervolumen [pl]
KCI
2 2-107? 50
4-102 100
Spilen
Phenylephrin
106 10° 5
108 50
104 107 5
106 50
102 105 5
104 50
Carbachol
106 10° 5
108 50
104 107 5
106 50
102 105 5
104 50
Spilen
Phenylephrin
104 50
Nitroglycerin
106 10° 5
108 50
104 10”7
106
103 105 50
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Die angegebenen Konzentrationen der Loésungen wurden in der Vorbereitung des Expe-
riments durch entsprechende Verdinnung mit Ampuwa hergestellt. Sobald die Vaso-
konstriktion bzw. Vasodilatation abgeschlossen war, wurde die Spannung abgelesen
und die Konzentration der Stammlésung im Organbad erhdht. Wir erhielten kumulative

Konzentrations-Wirkungs-Kurven fir die jeweiligen Wirkstoffe.

Die Intaktheit und die kontraktile Funktionsfahigkeit der glatten Muskelzellen in den aor-
talen Segmenten wurden anhand einer durch KC| ausgel6sten Kontraktion getestet. Ho-
he KCI-Konzentrationen im Organbad verursachen eine Depolarisation der Zellmembran

mit konsekutiven Ca2*-Einstrom durch Offnung spannungsabhangiger Ca2+-Kanale.

Die Integritat des Endothels und Endothelfunktion wurde durch Pra-Kontraktion mit
Phenylephrin und anschlielender Zugabe von Carbachol getestet. Phenylephrin flhrt
als Agonist am ai-Adrenozeptor zur Vasokonstriktion. Carbachol, Agonist der
muskarinergen Acetylcholinrezeptoren, fihrt zur endothelabh&ngigen Vasodilatation. Die
Darstellung erfolgte als prozentualer Anteil der Phenylephrin-induzierten Kontraktion.
Bei endothelialer Dysfunktion zeigt sich die Vasodilatation unter Carbachol

beeintrachtigt.

Nach erneuter Zugabe von Phenylephrin wurde Nitroglycerin hinzugefugt. Durch Nitro-
glycerin konnte die Fahigkeit des GefalRes zur Vasodilatation unabhangig von der Funk-

tion des Endothels getestet werden.
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3.5. Beurteilung der Inflammation
Materialien

e ELISA-Kit: IL-6 Single-Analyte ElisArray Kits (Qiagen, Hilden, Deutschland)
e ELISA-Kit: IL-10 Single-Analyte ElisArray Kits (Qiagen, Hilden, Deutschland)

e ELISA-Reader (Tecan Infinite M200 plate reader, Tecan, Mannedorf, Schweiz)
Durchfihrung

Die Konzentrationen des proinflammatorisch-wirkenden IL-6 und des antiinflammato-
risch-wirkenden IL-10 wurden mit Hilfe eines ELISA-Kits im Blutplasma bestimmt. Die
Durchfiihrung des Assays erfolgte nach Herstellerangaben und durch Messung mit ei-
nem ELISA-Reader Tecan Infinite M200. Die Proben wurden jeweils im Duplikat analy-

siert.
3.6. Oxidativer Stress ex vivo
Materialien

e Aortenringe der Aorta descendens

e Szintillationszahler (Lumat LB 9501, Berthold, Wildbad, Deutschland)

e Krebs-HEPES-Puffer (pH 7,4; in mmol/l: NaCl 99,01, KCI 4,69, CaCl. 1,87,
MgSOa 1,20, NaHEPES 20,0, K2HPO4 1,03, NaHCOs 25,0, D(+)-Glucose 11,1)

e L-012 (Wako Pure Chemical Industries, Ltd., Osaka, Japan)

e PBS (pH 7,4; in g/l: KCI 2, KH2PO4 2,4, NaCl 80, NazHPO4 14,4)

e DMSO (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)

e KH-Puffer, steril filtriert (pH 7,4; in g/l.: NaCl 5,786, KCI 0,3497, CaClz> - 2H20
0,2749, MgSOs - 7H20 0,2958, NaHEPES 5,206, K2HPO4 0,1794, NaHCOs 2,1)

Durchfiihrung

Die Quantifizierung der Superoxidfreisetzung in den Aortensegmenten der Versuchstiere
wurde durch L-012 Chemilumineszenz vorgenommen. Die freipraparierten, 2 mm langen
aortalen Segmente wurden in eine Szintillationskiivette gegeben und in 10 pl L-012-

Reagenz und 90 pl modifizierten Krebs-HEPES-Puffer inkubiert. Das L-012-Reagenz
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wurde durch Lésen von 3,1 mg in 100 pl DMSO und anschliel3ender Verdinnung von
1:100 in PBS angesetzt.

Die Messung erfolgte tber finfzehn Minuten in einminttigen Intervallen durch einen
Szintillationszahler. AnschlieBend wurden die aortalen Segmente getrocknet und das
Trockengewicht bestimmt. Die relative Chemilumineszenz wurde als Quotient des ge-
messenen Lumineszenz-Signals funf Minuten nach Beginn der Messung in relativen
Lichteinheiten pro Sekunde (RLU/s) und des Trockengewichts der aortalen Segmente in

mg ermittelt.

3.7. Oxidativer Stress in vitro

3.7.1. Zellkultur und Stimulation der Zellen

Materialien

e Humane koronare arterielle Muskelzellen (human coronary arterial smooth mus-
cle cells, HCASMC; PromoCell, Heidelberg, Deutschland)

e Wachstumsmedium (Smooth muscle cell growth medium, basal, phenol red free
(prf), provitro, Berlin, Deutschland)

e Supplement Mix (Smooth muscle cell growth medium FCS, Supplement Mix,
provitro, Berlin, Deutschland)

e Zellkulturschalen @ 6 cm und @ 10 cm (TPP Techno Plastic Products AG, Tra-
sadingen, Schweiz)

e Antibiotika (Antibiotics, provitro, Berlin, Deutschland)

e Angiotensin Il human (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e Rekombinantes Relaxin-2 human, exprimiert in E. coli (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA)

Durchfiihrung

Humane koronare arterielle glatte Muskelzellen wurden bei 37 °C und 5 % CO: in
Wachstumsmedium, versetzt mit Supplement Mix und Antibiotika, in Zellkulturschalen
kultiviert. Das Wachstumsmedium wurde alle zwei Tage gewechselt. Die Experimente

wurden mit Zellen der Passagen sechs bis acht durchgefiihrt. Die Stimulation erfolgte fur



die L-012-Messung und die Dichlorodihydrofluorescein-Messung (DCF) nach dem glei-

chen Schema.

Es lagen insgesamt vier Gruppen vor, die nach dem in Abb. 4 dargestellten Protokoll

stimuliert wurden.

24
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KO RIX 1~ KO RLX Messung
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KO = Kontrolle

Abb. 4: Stimulation von HCASMCs zur Erfassung von reaktiven Sauerstoffspezies

Zwei Gruppen (RLX und RLX+ANG) wurden 24 Stunden mit Relaxin-2 (10 ng/ml) stimu-

liert. Drei Stunden vor der Messung wurde eine mit Relaxin-2 stimulierte Gruppe zusatz-

lich mit 106 M Angiotensin Il stimuliert (RLX+ANG), um die Bildung reaktiver Sauer-

stoffspezies anzuregen. Zeitgleich wurde eine Gruppe (ANG) ausschlielich mit 10-¢ M

Angiotensin |l stimuliert. Weiterhin wurde eine Gruppe als Kontrollgruppe (KO) nicht sti-

muliert.
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3.7.2. L-012-Chemilumineszenzassay

Materialien

e PBS (pH 7,4; in g/l: KCI 2, KH2PO4 2,4, NaCl 80, Na2HPO4 14,4)

e Trypsin-EDTA 0,05 %, phenol red (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)

o KH-Puffer, steril filtriert (pH 7,4; in g/l. NaCl 5,786, KCI 0,3497, CaCl2 - H20
0,2749, MgSOa4 - 7H20 0,2958, NaHEPES 5,206, K2HPO4 0,1794, NaHCOs 2,1,
D(+)-Glukose 180,2)

e Szintillationszahler (Lumat LB 9501, Berthold, Wildbad, Deutschland)

e L-012 (Wako Pure Chemical Industries, Ltd., Osaka, Japan)

¢ Reaktionsgefald Safe-Lock Tubes (Eppendorf Tubes, Hamburg, Deutschland)

e Zentrifugenréhrchen 50 ml (CELLSTAR® Centrifuge Tubes, Greiner Bio-One Int.
AG, Frickenhausen, Deutschland)

¢ Neubauer-Zahlkammer (Brand GmbH + CO KG, Wertheim, Deutschland)

Durchfihrung

Humane koronare arterielle glatte Muskelzellen wurden, wie in Kapitel 3.7.1 beschrie-
ben, in Zellkulturschalen mit 6 cm Durchmesser kultiviert und stimuliert. Die Stimulation
erfolgte entsprechend der Schilderung in Kapitel 3.7.1 und Abb. 4. Die Zellen wurden mit
PBS gewaschen und durch 1 ml Trypsin-EDTA mit anschlieRender funfmindtiger Inkuba-
tion im Brutschrank von der Zellkulturschale gelost. Die Reaktion wurde durch Zugabe
von 1 ml Zellmedium gestoppt und die abgeldsten Zellen konnten in ein Zentrifugenrdhr-
chen Uberfuhrt werden. Es wurden 20 ul des Mediums mit den gelésten Zellen zur Er-
mittlung der Zellzahl in ein Eppendorfgefald gegeben. Dann wurden die Zentrifugenréhr-
chen fir acht Minuten bei 800 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und
das Zellpellet mit einem Gemisch aus 10 ul L-012-Reagenz und 90 ul KH-Puffer resus-
pendiert und in eine Messkuvette Uberfihrt. Das L-012-Reagenz wurde wie in Kapi-
tel 3.6 beschrieben angesetzt.

Die Messung erfolgte mit Hilfe des Szintillationszahlers. In einmindtigen Abstand wurden
fur eine Dauer von zehn Minuten relative Lichteinheiten pro Sekunde (RLU/s) erfasst.
Die statistische Auswertung erfolgte durch Darstellung der RLU/s fiinf Minuten nach Be-

ginn der Messung bezogen auf die Zellzahl. Die Quantifizierung der Zellen erfolgte mit
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Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer in 10 pl Medium und wurde auf 1 ml Medium extrapo-

liert.

3.7.3. DCF-Messung

Materialien

e E1-Puffer, steril filtriert (pH 7,5; in g/l: NaCl 7,89, KCI 0,49, CaCl: 0,256, MgCl2
0,203, D(+)-Glucose 1,98, NaHEPES 5,21)

e 2,7 -Dichlorodihydrofluorescein Diacetate (Life Technologies Europe BV, Ble-
iswijk, Niederlande)

e Zeiss Axiovert 200M Mikroskop mit einer AxioCam MRc (Carl Zeiss, Jena,
Deutschland)

Durchfiihrung

Die intrazellulare Produktion reaktiver Sauerstoffspezies wurde durch DCF-Messungen
guantifiziert. Die humanen koronaren arteriellen glatten Muskelzellen wurden, wie in Ka-
pitel 3.7.1 und Abb. 4 beschrieben, auf Zellkulturschalen mit 10 cm Durchmesser kulti-
viert und stimuliert. Das Kulturmedium wurde entfernt und mit 1 ml E1-Puffer gewa-
schen. Der E1-Puffer wurde wieder abgenommen und im nachsten Schritt wurden 2 ml
E1l-Puffer und 5 ul DCF in die Kulturschale gegeben und dreiRig Minuten unter Aus-
schluss von Licht bei 37 °C inkubiert. Am Ende der Inkubationszeit wurden die Substan-
zen aus der Kulturschale wieder entfernt, es wurde mit E1-Puffer gewaschen und dann
erneut 2 ml E1-Puffer zugegeben.

Die Fluoreszenzaufnahme und die anschlieRende Auswertung erfolgte an einem Zeiss
Axiovert 200M Mikroskop, einer AxioCam MRc und mit Hilfe der AxioVision Software
Rel. 4.8. Die Aufnahmen erfolgten an mindestens drei verschiedenen Stellen bei glei-
chen Parametern fur die Belichtung. Die gemessenen Fluoreszenzsignale wurden in
Relation zur Kontrollgruppe gesetzt. Man erhielt die relative Produktion reaktiver Sauer-

stoffspezies als prozentualen Anteil der Kontrolle.



33

3.8. Progression und Komposition der atherosklerotischen Plaques

3.8.1. Herstellung der Gewebeschnitte

Materialien

e Tissue Freezing Medium® (Leica Instruments, Nussloch, Deutschland)
e Leica CM1900 Kryostat (Leica Instruments, Nussloch, Deutschland)
e Polysine® Slides (Thermo Fisher Scientific, Gerhard Menzel B.V. & Co. KG,

Braunschweig, Deutschland)
Durchfiihrung

Die auf Trockeneis gekuhlten Herzen der Versuchstiere wurden in Einbettmedium
Tissue Freezing Medium® eingebettet. Mit Hilfe eines Kryostat wurden bei -23 °C 7 um
dicke Gewebeschnitte der Aortenwurzel angefertigt. Die Schnittpraparate wurden auf
sialynisierte Objekttrager aufgenommen und anschlieend bei -80 °C gelagert.

3.8.2. Ausdehnung und Lasionstyp der atherosklerotischen Plaques

3.8.2.1. Olrot-Farbung: Darstellung der atherosklerotischen L&sionen

Materialien

e Olrot (Oil red O, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e |sopropanol (AppliChem, Darmstadt, Deutschland)

e Aqua dest.

e Paraformaldehyd (AppliChem, Darmstadt, Deutschland)

e Ampuwa (Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg v. d. H., Deutsch-
land)

e Hamatoxylin nach Gill Il (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)

e Aquatex® (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)

e Deckglaser Starke No. 1, 18 x 18 mm (Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda
Konigshofen; Deutschland)

e Zeiss Axiovert 200M Mikroskop mit einer AxioCam MRc (Carl Zeiss, Jena,
Deutschland)
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Durchfihrung

Der Nachweis atherosklerotischer Lasionen erfolgte durch eine Olrot-Farbung. Die
Stamml6sung wurde durch Lésen von 0,5 g Olrot in 100 ml Isopropanol hergestellt. Die
Gebrauchslosung wurde frisch aus 60 ml Stammlésung und 40 ml Aqua dest. angesetzt.
Die Objekttrager mit den Gewebeschnitten wurden aufgetaut und bei Raumtemperatur
trocknen gelassen. AnschlieRend wurden die Gewebeschnitte 45 Minuten in 4 % Paraf-
ormaldehyd (PFA) (40 g PFA gel6st in 500 ml Ampuwa, 500 ml doppelt konzentriertes
PBS und 500 pl 1 M NaOH) fixiert. Nach zehnminitigem Waschen unter flieRendem
Aqua dest. folgte ein dreiminttiges Spulen in 60 % Isopropanol. Danach wurden die Ob-
jekttrager fiinfzehn Minuten lang mit der Olrot-Lésung gefarbt. Nach erneutem Waschen
mit Aqua dest. folgte die Farbung mit Hamatoxylin fir zwei Minuten. Diese wurde ge-
nutzt, um die Zellkerne darzustellen. Als néachstes wurden die Objekttréager ein drittes
Mal mit Aqua dest. gespult und fur finfzehn Minuten in lauwarmen Leitungswasser ge-
waschen. Zum Schluss wurden die Objekttrager mit Aquatex eingedeckt.

Die Aufnahme und Auswertung der gefarbten Gewebeschnitte erfolgte mit einem Zeiss
Axiovert 200M Mikroskop, einer AxioCam MRc und AxioVision Software Rel. 4.8. Die
Analyse erfolgte verblindet. Durch Vermessung der lipidgefarbten Flache konnte die Bil-
dung atherosklerotischer Plaques quantifiziert werden. Die Darstellung erfolgte absolut

in mm2 und prozentual als Anteil der Flache des gesamten Gefal3querschnitts.

Die atherosklerotischen Lasionen wurden anhand der Olrot-Farbung nach Lasionstyp
eingeteilt (Tab. 2). Dabei wurden jeweils vier Querschnitte der Aortenwurzel jeder Maus
verblindet beurteilt. Die Beurteilung erfolgte anhand der durch van Vlijmen et al. (1994)
beschriebenen, fur Mause adaptierten Klassifikation der Atherosklerose (van Vlijmen et
al., 1994). Zusatzlich wurde eine Einteilung in frihe atherosklerotische L&asionen
(Typ 0-2) und fortgeschrittene atherosklerotische Lasionen (Typ 3-5) vorgenommen
(Volger et al., 2001).
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Tab. 2: Klassifikation der Stadien der Atherosklerose adaptiert fur Mause

Lasions-Typ
nach van Vlijment Kriterien
et al. (1994).
Typ 1 <10 Schaumzellen
Typ 2 > 10 Schaumzellen in der Intima
Fibrose Kappe,
Typ 3
Schaumzellen auch in der Media
Typ 4 Beeintrachtigte Media, ohne Verlust des Aufbaus
TvD 5 Schwer betroffene Media, Bruch elastischer Fasern, Choleste-
yp rinspalten, regelmafig Kalzifikationen und Nekrosen
3.8.3. Komposition der atherosklerotischen Plaques

3.8.3.1. Siriusrot-Farbung

Materialien

e Direct Red 80 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e 1,2 % Pikrinsaure (AppliChem, Darmstadt, Deutschland)

e Ethanol absolut (AppliChem, Darmstadt, Deutschland)

e Aqua dest.

e Hamatoxylin nach Gill Il (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)

e Xylol (AppliChem, Darmstadt, Deutschland)

e Entellan® (Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland)

e Deckglaser Starke No. 1, 18 x 18 mm (Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda
Konigshofen, Deutschland)

e Zeiss Axiovert 200M Mikroskop mit einer AxioCam MRc (Carl Zeiss, Jena,
Deutschland)
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Durchfihrung

Der Kollagenanteil der GefalRwand wurde mit Hilfe der Siriusrot-Farbung quantifiziert.
Eine Woche vor der Farbung wurde die Siriusrot-L6ésung durch Lésen von 0,1 g Direct
Red 80 in 100 ml 1,2 prozentiger Pikrinsédure hergestellt. Nachdem die Gewebeschnitte
aufgetaut und getrocknet waren, wurden sie jeweils zehn Minuten in eine absteigende
Ethanolreihe (100 %, 90 %, 70 %) gegeben und anschlieend mit Aqua dest. gewa-
schen. Die Darstellung der Zellkerne erfolgte durch zweiminitige Farbung mit Hama-
toxylin. Nachdem die Gewebeschnitte unter flieBendem Aqua dest. gespult wurden, folg-
te eine funfzehnmindtige Farbung mit Siriusrot. Im Anschluss wurden die Gewebeschnit-
te jeweils zehn Minuten in eine aufsteigende Ethanolreihe (70 %, 90 %, 100 %) gegeben
und schlie3lich weitere zehn Minuten in Xylol belassen. Abschlie3end wurde ein Deck-
glaschen mit Entellan® benetzt und auf den Objekttrager aufgebracht.

Die Aufnahmen der Gewebeschnitte erfolgten an einem Zeiss Axiovert 200M Mikroskop
mit einer AxioCam MRc unter Verwendung eines Polarisationsfilters. Die Quantifizierung
des Kollagenanteils erfolgte verblindet mit Hilfe der AxioVision Software Rel. 4.8. Es
wurde der prozentuale Anteil der kollagen-positiven Flache am Gesamtquerschnitt der

GefalRwand berechnet.
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3.8.3.2. ASMAC-Farbung

Material

e Aceton (AppliChem, Darmstadt, Deutschland)

Fettstift: Dako Pen S2002 (Dako Denmark A/S, Glostrup, Déanemark)

e PBS (pH 7.,4; in g/l: KCI 2, KH2PO4 2,4, NaCl 80, NazHPO4 14,4)

e Bovines Serum Albumin Fraktion V pH 7,0 (PAA Laboratories GmbH, Pasching,

Osterreich)

e Monoklonaler muriner anti-Actin, alpha-Smooth Muscle-Cy3 Antikorper (C6198-
2ML) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e Vectashield mounting medium mit DAPI (Vector Laboratories, Inc., Burlingame,
CA, USA)

e Deckglaser Starke No. 1, 18 x 18 mm (Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda
Kdnigshofen, Deutschland)

e Zeiss Axiovert 200M Mikroskop mit einer AxioCam MRc (Carl Zeiss, Jena,
Deutschland)

Durchfiihrung

Der Gehalt an vaskularen glatten Muskelzellen auf Héhe der Aortenwurzel wurde durch
eine Farbung gegen glattmuskulares alpha-Aktin ermittelt.

Die Gewebeschnitte wurden drei3ig Minuten bei -20 °C in Aceton fixiert und anschlie-
Bend mit einem Fettstift umrandet. Nach funfminttigem Waschen mit PBS wurde mit
0,5 % bovinen Serum Albumin (BSA) in PBS geblockt und fur drei3ig Minuten bei Raum-
temperatur inkubiert. Als Nachstes wurde der verdinnte Antikdrper (1:400 in PBS mit
0,5 % BSA) auf die Objekttrager gegeben und dort fir eine Stunde bei Raumtemperatur
unter Ausschluss von Licht belassen. AnschlieBend wurden die Objekttrager dreimal mit
PBS gewaschen und ein Deckglas mit Vectashield mounting medium mit DAPI aufge-
bracht.

Die Fluoreszenzaufnahmen wurden an einem Zeiss Axiovert 200M Mikroskop mit einer

AxioCam MRc und der AxioVision Software Rel. 4.8 erstellt und verblindet ausgewertet.
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3.8.3.3. CD3-Farbung

Materialien

e Aceton (AppliChem, Darmstadt, Deutschland)

e PBS (pH 7,4; in g/l: KCI 2, KH2PO4 2,4, NaCl 80, NazHPO4 14,4)

e BSA Fraktion V pH 7,0 (PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich)

o Fettstift: Dako Pen S2002 (Dako Denmark A/S, Glostrup, Danemark)

e primarer Antikérper: Rabbit polyclonal to CD3 antibody (ab5690) (Abcam, Cam-
bridge, GrolRbritannien)

e sekundarer Antikérper: Cy3-conjugated goat anti-rabbit IgG (Dianova, Hamburg,
Deutschland)

e Vectashield mounting medium mit DAPI (Vector Laboratories, Inc., Burlingame,
CA, USA)

e Deckglaser Starke No. 1, 18 x 18 mm (Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda
Konigshofen, Deutschland)

e Zeiss Axiovert 200M Mikroskop mit einer AxioCam MRc (Carl Zeiss, Jena,
Deutschland)

Durchfihrung

Die T-Zell-Infiltration in den Gewebeschnitten auf Klappenebene wurde durch eine im-
munhistochemische Farbung gegen den Marker CD3 ermittelt.

Die getrockneten Objekttrager wurden zwanzig Minuten bei -20 °C in Aceton fixiert und
anschlieBend dreimal mit PBS gewaschen. Dann folgte ein BSA-Block, um unspezifi-
sche Antikdrperbindungen zu reduzieren und damit Hintergrundsignale zu minimieren.
Nachdem eine halbe Stunde mit 1 % BSA in PBS geblockt wurde, konnte der 1:50 in der
Block-L6sung verdinnte primére Antikdrper aufgebracht werden. Die Inkubation erfolgte
bei 4 °C Uber Nacht. Am folgenden Tag wurde dreimal mit PBS gewaschen und mit dem
1:500 in 1% BSA in PBS verdinnten sekundéaren Antikérper eine Stunde unter Aus-
schluss vom Licht inkubiert. Nach dreimaligem Waschen konnten die Gewebeschnitte
auf den Objekttragern mit Vectashield mounting medium eingedeckt werden. Die Dar-
stellung der Zellkerne erfolgte durch, im Eindeckmedium enthaltenes, 4',6-Diamidin-2-
phenylindol (DAPI).
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Die Fluoreszenzaufnahmen wurden an einem Zeiss Axiovert 200M Mikroskop mit einer

AxioCam MRc und der AxioVision Software Rel. 4.8 erstellt und verblindet ausgewertet.

3.8.3.4. CD68-Farbung

Materialien

e Aceton (AppliChem, Darmstadt, Deutschland)

e PBS (pH 7,4; in g/l: KCI 2, KH2PO4 2,4, NaCl 80, NazHPO4 14,4)

e BSA Fraktion V pH 7,0 (PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich)

e Fettstift: Dako Pen S2002 (Dako Denmark A/S, Glostrup, Danemark)

e primarer Antikdrper: a-CD68 rat IgG2a (SM15500) (Acris antibodies GmbH, Her-
ford, Deutschland)

e sekundarer Antikorper: Cy3 AffiniPure Donkey anti-Rat IgG (Jackson Immu-
noResearch Laboratories, Inc., West Grove, Pennsylvania, USA)

e Vectashield mounting medium mit DAPI (Vector Laboratories, Inc., Burlingame,
CA, USA)

e Deckglaser Starke No. 1, 18 x 18 mm (Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda
Kodnigshofen, Deutschland)

e Zeiss Axiovert 200M Mikroskop mit einer AxioCam MRc (Carl Zeiss, Jena,
Deutschland)

Durchfiihrung

Die Akkumulation von Makrophagen wurde durch Immunfluoreszenz nachgewiesen.

Die Gewebeschnitte wurden bei Raumtemperatur getrocknet und zunéchst zwanzig Mi-
nuten bei -20 °C in Aceton fixiert. AnschlieRend wurden die Schnitte dreimal mit PBS
gewaschen und mit Hilfe eines Fettstifts umrandet. Es folgte ein halbstiindiges Blocken
mit 2 % BSA in PBS. Als primarer Antikdrper diente a-CD68 rat IgG2a 1:100 in 1 % BSA
in PBS verdiinnt. Die Inkubation mit dem primaren Antikorper erfolgte bei 4 °C Uber
Nacht. Am nachsten Tag konnte nach dreimaligem Waschen mit PBS der sekundére
Antikorper Cy3 AffiniPure Donkey anti-Rat IgG 1:500 in der Block-Lésung verdinnt auf-

gebracht werden. AnschlieRend folgten eine einstiindige Inkubation bei Dunkelheit und
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ein erneutes dreimaliges Waschen mit PBS. Zum Schluss konnte ein Deckglas mit
Vectashield mounting medium mit DAPI aufgebracht werden.
Die Fluoreszenzaufnahmen wurden an einem Zeiss Axiovert 200M Mikroskop mit einer

AxioCam MRc und der AxioVision Software Rel. 4.8 erstellt und verblindet ausgewertet.

3.8.3.5. Ly6G-Farbung

Material

e Aceton (AppliChem, Darmstadt, Deutschland)

e PBS (pH 7,4; in g/l: KCI 2, KH2PO4 2,4, NaCl 80, NazHPO4 14,4)

e Fettstift: Dako Pen S2002 (Dako Denmark A/S, Glostrup, Danemark)

e Normal goat serum (Dianova, Hamburg, Deutschland)

e primarer Antikdrper: Rat Anti-Mouse Ly6G (551459) (BD Pharmingen, San Jose,
CA, USA)

e sekundarer Antikdrper: Cy3 AffiniPure Donkey anti-Rat 1gG (Jackson Immu-
noResearch Laboratories, Inc., West Grove, Pennsylvania, USA)

e Vectashield mounting medium mit DAPI (Vector Laboratories, Inc., Burlingame,
CA USA)

e Deckglaser Starke No. 1, 18 x 18 mm (Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda
Konigshofen, Deutschland)

e Zeiss Axiovert 200M Mikroskop mit einer AxioCam MRc (Carl Zeiss, Jena,
Deutschland)

Durchfihrung

Die Infiltration neutrophiler Granulozyten wurde durch die Ly6G-Farbung dargestellit.

Die Gewebeschnitte wurden hierzu zunéchst dreil3ig Minuten in Aceton fixiert. Nach
dreimaligem Waschen mit PBS wurde jeder Gewebeschnitt mit Hilfe eines Fettstifts um-
randet. AnschlieRend wurde mit 10 % Normal Goat Serum in PBS 65 Minuten bei
Raumtemperatur geblockt. Der primare Antikdrper Ly6G wurde, 1:200 in 1 % Normal
Goat Serum in PBS verdunnt, auf die Gewebeschnitte gegeben und dort tGber Nacht
belassen. Am nachsten Tag konnte nach dreimaligem Waschen mit PBS der 1:500 mit

PBS verdinnte sekundéare Antikdrper Cy3 AffiniPure Donkey anti-Rat IgG auf die Ge-
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webeschnitte gegeben werden. Es folgte eine Inkubationszeit von achtzig Minuten bei
Raumtemperatur unter Ausschluss von Licht. Nach erneutem dreimaligem Waschen mit
PBS wurden eine diinne Spur Vectashield mounting medium mit DAPI auf einem Deck-
glas verteilt und auf den Objekttrager aufgebracht.

Die Fluoreszenzaufnahme und die Auswertung der gefarbten Gewebeschnitte wurde mit
einem Zeiss Axiovert 200M Mikroskop, einer AxioCam MRc und der Zeiss AxioVision

Software 4.8 durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte verblindet.

3.9. Genexpressionsanalyse

3.9.1. RNA-Isolierung aus Aortenbtgen

Materialien

e Aortengewebe

e Trizol™ LS Reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)

e Reaktionsgefald: Safe-Lock Tubes (Eppendorf Tubes, Hamburg, Deutschland)

e Homogenisator homgenrlus (Schiitt, Diisseldorf, Deutschland)

e RNAse Away® (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA)

e Chloroform (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA)

e Zentrifuge Heraeus Labofuge 400R (Thermo Scientific, Osterode, Deutschland)

e Isopropanol (AppliChem, Darmstadt, Deutschland)

e Ethanol absolut (AppliChem, Darmstadt, Deutschland)

e UltraPure™ DNase/RNase-freies destilliertes Wasser (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA)

e Thermomixer comfort (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)

e Spectrophotometer NanoDrop 2000c (Peglab, Erlangen, Deutschland)
Durchfiihrung

Zur Isolation von RNA wurde das aortale Gewebe nach Zugabe von 200 pl TRIzol LS
Reagent in ein Eppendorf Reaktionsgefal3en vorsichtig mit einem Homogenisator zer-
kleinert. Dann wurden weitere 300 ul Trizol LS und 100 pl Chloroform hinzugefluigt. Der
Homogenisator wurde nach jeder Probe mit RNAse Away gereinigt. Die Proben wurden

funfzehn Sekunden lang auf dem Vortexer geschittelt und anschlie3end dreil3ig Minuten
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bei 4 °C und 13000 rpm zentrifugiert. Nach dem Zentrifugieren wurden drei Phasen
sichtbar. Die oberste klare Phase wurde in ein Eppendorf Reaktionsgefal? tberfuhrt, ei-
ne gleiche Menge Isopropanol hinzugefigt und anschlieRend invertiert. Nach einer
Stunde Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Proben zwanzig Minuten bei 4 °C
und 14000 rpm zentrifugiert. Am Boden des Eppendorf ReaktionsgefaRes wurde ein
Pellet sichtbar und der Uberstand wurde grob abpipettiert. Nach Zugabe von 500 pl
75 % Ethanol wurde die Probe kurz auf dem Vortexer geschittelt, erneut funf Minuten
bei 4 °C und 14000 rpm zentrifugiert und der Uberstand wurde abgenommen. Nach
zwanzigminutigem Trocknen bei Raumtemperatur wurden 20 pl RNAse/DNAse-freies
Wasser hinzugefigt und die Proben wurden zehn Minuten im Thermomixer auf 56 °C
erwarmt. Die Konzentration und Qualitat der RNA-Probe wurde mit einem Spectropho-

tometer NanoDrop 2000c gemessen.

3.9.2. Reverse Transkription von RNA in cDNA

Materialien

e  Omniscript® RT Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland)
e Mastercycler® pro (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

Durchfiihrung

Zur Herstellung der cDNA wurde das Omniscript® RT Kit verwendet. Es wurde jeweils
1 pg der isolierten RNA gemall den Angaben des Herstellers in einem Mastercycler®

pro reverstranskribiert.

3.9.3. Real-time PCR

Materialien

e TagMan® Sonden (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) (Tab. 3)

e TagMan® Gene Expression Master Mix (Life Technologies Europe BV, Bleiswijk,
Niederlande)

e PCR 96-Well TW-MT-Platte, farblos (Biozym Scientific GmbH, Hess. Oldendorf,
Deutschland)

e 7500 Fast Real-time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
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Durchfihrung

Zur Quantifizierung der vaskularen Expression von ETs-Rezeptor, Angiotensin-II-
Rezeptor Typ 1a (AT1-Rezeptor), eNOS und VEGF A in dem aortalen Gewebe wurde
eine Real-Time PCR durchgefuhrt. Hierzu wurden 180 ul Gene Expression Master Mix
und 18 ul Tagman Sonden in einem Eppendorf Reaktionsgefald gemischt. Die Wahl der

Tagman Sonden war abhangig von der Zielstruktur. Eine Ubersicht findet sich in Tab. 3.

AulRerdem wurden 20 pl cDNA mit 160 pul RNAse/DNAse-freiem Wasser verdinnt. Je-
weils 9 pl verdinnte cDNA und 11 pl Gene Expression Master Mix wurden laut festge-
legtem Schema in die 96-Well-Platte pipettiert. Abschlielend wurde eine Folie auf die
96-Well-Platte aufgebracht. Nach kurzer Zentrifugation erfolgte die Quantifizierung mit
einem 7500 Fast Real-time PCR System in einer Messung mit 45 Zyklen. Als endoge-
nes Kontroll-Gen diente das Housekeeping-Gen 18 S. Die Bestimmung jeder Probe er-
folgte als Triplikat. Die Normalisierung der Proben erfolgte gegen die Expression von
18 S. Die Expression der jeweiligen untersuchten Zielstruktur wurde auf die Expression

in der Kontrollgruppe bezogen.

Tab. 3: Tagman Sonden und Zielstruktur for die quantitative PCR

Zielstruktur Sonde

Endothelin-Rezeptor Typ B

(ETo-Resopion) Mm00432989_m1

Angiotensin-lI-Rezeptor Typ la

(AT1-Rezepton Mm01957722_s1

Endotheliale NO-Synthase (eNOS) MmO00435217_m1l

Vaskularer endothelialer Wachstumsfak-

tor A (VEGF A) MmO00437306_m1

18 S 4319413E
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3.10. Statistische Analyse

Die Darstellung der erhobenen Daten erfolgt als Mittelwert £ SEM. Die statistische Ana-
lyse erfolgte mittels Student’s t-Test fur ungepaarte Stichproben bei Betrachtung zweier
Gruppen. Bei der Begutachtung von mehr als zwei Gruppen wurde eine Varianzanalyse
(ANOVA) gefolgt von einem Tukey Post-hoc-Test durchgefiihrt. Die statistische Auswer-
tung erfolgte mittels GraphPad Prism Software (Version 5.03, GraphPad Software, Inc.,
San Diego, Kalifornien, USA). Fir statistische Signifikanz wurde p < 0,05 gefordert.
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4.  Ergebnisse

Im Folgenden werden die Ergebnisse der unter Kapitel 3 beschriebenen Versuche in

gleicher Chronologie dargestellt.
4.1. Metabolische Parameter

Die Messung von Blutdruck, Herzfrequenz, Korpergewicht, Nuchtern-Blutzucker und
Plasma-Cholesterin stellte die Vergleichbarkeit der Mause sicher, die innerhalb des Ver-
suches eine unterschiedliche Behandlung erfuhren. Indirekte vaskuléare Effekte durch
eine metabolische Veranderung konnten als Ursachen der im Folgenden beschriebenen

Effekte der Behandlung mit Relaxin-2 ausgeschlossen werden.

Die Ergebnisse sind in Tab. 4 zusammengefasst. Die Untersuchung metabolischer Fak-
toren und kardiovaskularer Risikoparameter nach der in Kapitel 3.1 beschriebenen
sechswochigen fettreichen Diat zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen den
Tieren der drei Gruppen (0,1 pyg/h RLX, 0,05 pug/h RLX und Kontrollgruppe). Sowohl vor
als auch wahrend der fettreichen Diat konnten keine Differenzen im Korpergewicht der
Mause festgestellt werden. Die Gewichtszunahme war in allen Gruppen vergleichbar.
Ebenso bestanden zwischen den drei Gruppen keine signifikanten Unterschiede beztig-
lich des Blutdrucks vor Beginn der fettreichen Diat bzw. in der letzten Woche der Be-
handlung. Es lagen weiterhin keine Unterschiede bezlglich Cholesterinwert, Nichtern-

Blutzucker und Herzfrequenz vor.
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Tab. 4: Metabolische Parameter: Blutdruck, Herzfrequenz sowie kardiovaskulare Risi-
kofaktoren (Korpergewicht, Gesamtcholesterin und Nuchtern-Blutzucker). Angegeben
wird der Mittelwert + SEM. Eigene Daten in modifizierter Darstellung nach (Tiyerili et al.,

2016).
ApoE(H) 0,05 pg/h 0,1 pg/h
(n =8 pro Gruppe) Kontrolle Relaxin-2 Relaxin-2
Systolischer Blut- 154 + 8 153 + 12 151 + 13
druck [mmHg]
Herzfrequenz [bpm] 689 + 54 682 + 63 657 + 51
Korpergewicht am 23,7 +2.0 242 +1.1 248+1,3
Endpunkt [g] ' ' ’ ’ ' '
Gesamtcholesterin 825 + 11 840 + 19 866 + 15
[mg/dl]
Nuchternblutzucker 157 + 17 152 + 13 156 + 21
[mg/dl] B - B

4.2. Relaxin-2-Plasmakonzentrationen

Die Messung der Relaxin-2-Plasmakonzentrationen erfolgte nach vierwdchiger kontinu-
ierlicher Freisetzung von Relaxin-2 Uber subkutan implantierte osmotische Minipumpen.
Abb. 5 stellt die Relaxin-2-Plasmakonzentrationen in den drei verschiedenen Versuchs-
gruppen dar. In beiden mit Relaxin-2 behandelten Gruppen wurde ein signifikant erhéh-
ter Plasmaspiegel erwirkt. In der Kontrollgruppe lieRen sich keine wesentlichen Re-

laxin-2-Plasmakonzentrationen nachweisen.
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Abb. 5: Relaxin-2-Plasmakonzentrationen nach vierwdchiger Relaxin-2-Behandlung
Relaxin-2 wurde kontinuierlich tber subkutan implantierte osmotische Minipumpen ab-
gegeben. Die Plasmakonzentrationen in der Gruppe mit hochdosierter Relaxin-2-
Behandlung (0,1 ug/h) betrug 18,340 + 5,780 ng/ml (n = 8), in der Gruppe mit niedrigdo-
sierter Relaxin-2-Behandlung (0,05 pg/h) 10,700 = 1,623 ng/ml (n = 8). In der Kontroll-
gruppe waren keine wesentlichen Relaxin-2-Plasmakonzentrationen
(0,027 £ 0,013 ng/ml; n = 8) nachweisbar. Alle Werte sind angegeben als Mittel-
wert £ SEM. *p < 0,05 vs. Kontrolle. **p < 0,01 vs. Kontrolle. Modifizierte Darstellung
nach (Tiyerili et al., 2016).

4.3. Endothelfunktion

In einem Organbad-Experiment wurde die Endothelfunktion an préparierten intakten
Aortensegmenten untersucht. Bei der Uberpriifung der Intaktheit und der kontraktilen
Funktionsfahigkeit der glatten Muskelzellen in den aortalen Segmenten durch Zugabe
von KCI in das Organbad zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der Kontrakti-
onsfahigkeit zwischen den Gruppen unter vierwochiger Behandlung mit 0,1 pug/h bzw.
0,05 pg/h Relaxin-2 und der Kontrollgruppe. Weiterhin wiesen die drei Gruppen auch
keine Unterschiede in der Phenylephrin-vermittelten Vasokonstriktion auf. Die Carba-
chol-induzierte endothelabhangige Vasodilatation zeigte nach sechs Wochen fett- und
cholesterinreicher Diat der ApoE--Mause eine Beeintrachtigung der endothelialen Funk-

tion. Die Ergebnisse sind in Abb. 6 dargestellt.
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Durch die Relaxin-2-Behandlung konnte die endothelabhangige Vasodilatation unter
Carbachol signifikant verbessert werden. Es zeigte sich eine maximale Relaxation von
66,98 + 11,4 % in der Kontrollgruppe (n = 8), 29,98 £ 8,1 % in der Gruppe mit der nied-
rigdosierten Relaxin-2-Behandlung (0,05 pg/h) (n = 8; p = 0,02 vs. Kontrolle) und
12,11 £ 5,6 % in der Gruppe mit der hochdosierten Relaxin-2-Behandlung (0,1 ug/h)
(n=8; p=0,03 vs. Kontrolle; p = 0,39 vs. RLX 0,05 ug/h).
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Abb. 6: Carbachol-induzierte endothelabhangige Vasodilatation

Die Messung erfolgte an intakten Aortenringen von ApoE“-Mausen nach sechs Wochen
fett- und cholesterinreicher Diat und vierwochiger Behandlung mit Relaxin-2 in einer
Konzentration von 0,05 ug/h bzw. 0,1 pg/h und in der Kontrollgruppe. Dargestellt ist der
prozentuale Anteil der maximalen Kontraktion unter Phenylephrin. Die Carbachol-
vermittelte endothelabhéngige Vasodilatation wurde durch Relaxin-2-Behandlung signi-
fikant verbessert [maximale Relaxation: Kontrollgruppe: 66,98 + 11,4 % (n = 8), RLX
0,05 pg/h: 29,98 £ 8,1% (n = 8; p=0,02 vs. Kontrolle), RLX 0,1 pg/h: 12,11 + 5,6 %
(n=28; p = 0,03 vs. Kontrollgruppe; p = 0,39 vs. RLX 0,05 pg/h)]. Angegeben wird der
Mittelwert + SEM. *p < 0,05 vs. Kontrollgruppe. Eigene Daten in modifizierter Darstellung
nach (Tiyerili et al., 2016).
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Es zeigten sich keine Unterschiede zwischen den drei Gruppen bei der endothelunab-
hangigen Vasodilatation durch Zugabe von Nitroglycerin (Abb. 7). Somit ist sicherge-
stellt, dass die signifikanten Unterschiede in der endothelabhangigen Vasodilatation
durch Carbachol nicht auf eine unterschiedliche Reagibilitdt der Gefale auf NO zurlck-

zufthren sind.
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Abb. 7: Nitroglycerin-induzierte endothelunabhangige Vasodilatation

Die Messung erfolgte an intakten Aortenringen von ApoE“-Mausen nach sechs Wochen
fett- und cholesterinreicher Diat und vierwochiger Behandlung mit Relaxin-2 in einer
Konzentration von 0,05 pg/h bzw. 0,1 pg/h und in der Kontrollgruppe. Dargestellt wird
der prozentuale Anteil der maximalen Kontraktion unter Phenylephrin. Die endothel-
unabhangige Vasodilatation durch Zugabe von Nitroglycerin zeigte keinen Unterschied.
Alle Werte sind dargestellt als Mittelwert £ SEM. Eigene Daten in modifizierter Darstel-
lung nach (Tiyerili et al., 2016).
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4.4. Beurteilung der Inflammation

Zur Beurteilung der Inflammation wurden die Konzentrationen von IL-6 und IL-10 im
Plasma der Versuchstiere bestimmt. Abb. 8 zeigt die ermittelten Konzentrationen von
IL-6 in den drei Versuchsgruppen. Die Plasmakonzentration des proinflammatorisch-
wirkenden IL-6 betrug 24,99 *+ 0,61 pg/ml in der Kontrollgruppe (n = 6). Die Mause mit
der niedrigdosierten Relaxin-2-Behandlung von 0,05 pg/h lieferten eine Plasmakonzent-
ration von 17,18 + 0,66 pg/ml (n = 7; p < 0,001 vs. Kontrolle) und wiesen somit eine sig-
nifikante Reduktion im Vergleich zur Kontrollgruppe auf. Das proinflammatorisch-
wirkende IL-6 zeigte sich im Plasma der Gruppe mit der hochdosierten Relaxin-2-
Behandlung (0,1 pg/h RLX) mit 13,38 + 0,35 pg/ml (n = 7) abermals signifikant reduziert.
Diese Reduktion zeigte sich mit einem Signifikanzwert von p < 0,001 sowohl gegeniber
der Gruppe mit der niedrigdosierten Relaxin-2-Behandlung, als auch gegentber der

Kontrollgruppe.
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Abb. 8: Plasmakonzentration des proinflammatorischen Zytokins IL-6

Die Analyse im Plasma von ApoE”-Mausen fand nach sechs Wochen fett- und choleste-
rinreicher Diat statt. Nach zusatzlicher vierwochiger Behandlung mit Relaxin-2 in einer
Konzentration von 0,1 pg/h (13,38 £ 0,35 pg/ml; n =7; p < 0,001 vs. Kontrolle; p < 0,001
vs. 0,05 pg/h RLX) oder 0,05 pg/h (17,18 + 0,66 pg/ml; n = 7; p < 0,001 vs. Kontrolle)
zeigte sich eine signifikante Reduktion der IL-6-Plasmakonzentrationen. Angegeben
wird der Mittelwert + SEM. ***p < 0,001. Eigene Daten in modifizierter Darstellung nach
(Tiyerili et al., 2016).
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Die Plasmakonzentrationen des antiinflammatorisch-wirkenden IL-10 in den drei Ver-
suchsgruppen sind in Abb. 9 dargestellt. In der Gruppe, die eine vierwéchige Relaxin-2-
Behandlung von 0,1 pg/h erfuhr stellte sich die Plasmakonzentration mit
174,2 £ 31,86 pg/ml (n =5) signifikant erhdéht dar. Dies zeigte sich sowohl gegeniber
der Kontrollgruppe (Kontrolle: 83,29 + 8,79 pg/ml; n = 6), als auch gegentber einer Be-
handlung von 0,05 pg/h (0,05 pg/h RLX: 96,94 + 6,93 pg/ml). In der Gruppe mit der
niedrigdosierten Relaxin-2-Behandlung von 0,05 pg/h zeigte sich keine signifikante Ver-

anderung der IL-10-Plasmakonzentrationen.
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Abb. 9: Plasmakonzentration des antiinflammatorischen Zytokins IL-10

Die Analyse wurde mit Plasma von ApoE“-Mausen nach sechs Wochen fett- und cho-
lesterinreicher Diat durchgefiihrt. Es zeigte sich eine signifikante Erhéhung in der Grup-
pe mit vierwochiger Relaxin-2-Behandlung von 0,1 pg/h (174,2 + 31,86 pg/ml; n = 5;
p = 0,006 vs. Kontrolle; p = 0,014 vs. 0,05 pg/h RLX). In der Gruppe mit einer Behand-
lung von 0,05 pg/h Relaxin-2 (96,94 + 6,93 pg/ml; n = 7; p = 0,819 vs. Kontrolle) zeigte
sich keine signifikante Veranderung gegentber der Kontrolle (83,29 + 8,79 pg/ml, n = 6).
Alle Werte sind angegeben als Mittelwert + SEM. *p < 0,05. **p < 0,01. Eigene Daten in
modifizierter Darstellung nach (Tiyerili et al., 2016).
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45. Oxidativer Stress ex vivo

Die vaskulare Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) wurde an intakten Aorten-
segmenten mit Hilfe eines L-012 Chemilumineszenzassays gemessen. In Abb. 10 ist die
vaskulare ROS-Freisetzung in RLU/s in den drei verschiedenen Gruppen dargestellt. In
beiden Gruppen, die mit Relaxin-2 behandelt wurden, zeigte sich ein signifikant niedrige-
res Lumineszenz-Signal (RLU/s). Mit Relaxin-2 behandelte Mause wiesen eine signifi-
kant verringerte vaskulare Produktion reaktiver Sauerstoffspezies auf. Im Vergleich zur
Kontrollgruppe mit 322,67 + 47,66 RLU/s (n = 8) waren in der Gruppe mit einer Behand-
lung von 0,05 pg/h Relaxin-2 119,76 + 14,85 RLU/s (n = 8; p < 0,001 vs. Kontrolle) und
mit einer Behandlung von 0,1 pg/h nur 109,33 + 13,31 RLU/s (n = 8; p < 0,001 vs. Kon-
trolle; p = 0,967 vs. 0,05 pug/h RLX) messbar.
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Abb. 10: Messung der vaskularen Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies

Die Messung erfolgte durch einen L-012 Chemilumineszenzassay mit isolierten Aorten-
ringen von ApoE”-Mause nach sechswdochiger fett- und cholesterinreicher Diat. Die
Darstellung erfolgt in relativen Lichteinheiten pro Sekunde (RLU/s) bezogen auf das
Gewicht des aortalen Gewebes [mg] in der Kontrollgruppe, Behandlung mit 0,05 ug/h
und 0,1 pug/h Relaxin-2 (n = 8). Angegeben wird der Mittelwert £ SEM. ***p < 0,001 vs.
Kontrollgruppe. Eigene Daten in modifizierter Darstellung nach (Tiyerili et al., 2016).
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4.6. Oxidativer Stress in vitro

4.6.1. L-012 Chemilumineszenzassay

Reaktive Sauerstoffspezies wurden auch in vitro im humanen Zellmodell durch einen
L-012 Chemilumineszenzassay erfasst. Wie in Kapitel 3.7.2 beschrieben, erfolgte die
Messung nach 24-stiindiger Behandlung mit Relaxin-2 (10 ng/ml) oder dreistiindiger
Inkubation mit Angiotensin Il (106 M). Eine dritte Gruppe wurde sowohl mit Angiotensin
Il als auch mit Relaxin-2 behandelt. Die vierte Gruppe diente als Kontrollgruppe. Die
Messwerte wurden in Lichteinheiten pro Sekunde (RLU/s) erfasst und auf die Zellzahl
bezogen. Die Mittelwerte jeder Gruppe sind in Abb. 11 dargestellt. Durch die Zugabe
von Angiotensin Il in das Zellmedium wurde eine signifikant erhéhte Produktion reaktiver
Sauerstoffspezies induziert. Hier zeigten sich 1062,0 + 76,4 RLU/s (n = 7). Durch Prain-
kubation mit Relaxin-2 konnte sie Produktion von ROS signifikant reduziert werden
(383,054 9RLU/s; n = 7). Bei ausschliellicher Behandlung mit Relaxin-2
(324,0+£88,2 RLU/s; n = 8) zeigte sich kein Unterschied zur Kontrolle
(379,3 RLU/s £ 76,4; n =7), wahrend die reaktiven Sauerstoffspezies im Vergleich zur
Behandlung mit Angiotensin Il signifikant niedriger waren.
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Abb. 11: Messung reaktiver Sauerstoffspezies in vitro an HCASMCs durch L-012 Che-
milumineszenz nach 24 h Inkubation mit Relaxin-2 und/oder 3 h Angiotensin Il bzw. in
der Kontrollgruppe

Die dreistiindige Behandlung mit Angiotensin Il (1062,0 + 76,4 RLU/s; n=7) fuhrt zur
gesteigerten Produktion reaktiver Sauerstoffspezies im Vergleich zur Kontrolle
(379,3 £ 76,4 RLU/s; n = 7). Eine zusatzliche Relaxin-2-Behandlung 21 Stunden vor Zu-
gabe von Angiotensin 1l (383,0 £ 54,9 RLU/s; n = 7) verhindert die Steigerung der ROS-
Produktion, wahrend eine alleinige Behandlung mit Relaxin-2 (324,0 £ 88,2 RLU/s;
n =8) keinen Effekt hatte. Dargestellt sind die relativen Lichteinheiten pro Sekunde
(RLU/s) bezogen auf die Zellzahl. Angegeben wird der Mittelwert + SEM. *p < 0,05.
**p < 0,01. Eigene Daten in modifizierter Darstellung nach (Tiyerili et al., 2016).
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4.6.2. DCF-Messung

Die intrazellulare Produktion reaktiver Sauerstoffspezies in HCASMCs konnte mit Hilfe
einer DCF-Messung visualisiert werden. Abb. 12 zeigt repréasentative Bilder der DCF-
Messung.

Ang Il Ang Il + RLX

Abb. 12: Reprasentative Bilder der DCF-Messung an HCASMCs

Es erfolgte eine dreistiindige Inkubation ausschlie3lich mit Angiotensin Il (10-¢ M) bzw.
zusatzlich 21 Stunden vorher eine Prainkubation mit Relaxin-2 (10 ng/ml). HCASMCs,
die ausschlie3lich mit Angiotensin Il stimuliert wurden, zeigen eine deutlich erhdhtes
DCF-Fluoreszenzsignal (beispielhaft mit einem Pfeil markiert). Die Prainkubation mit
Relaxin-2 fihrte zur Aufhebung dieses Effekts.

Die gemessenen Fluoreszenzsignale wurden in Relation zur Kontrollgruppe gesetzt. In
Abb. 13 wird die relative Produktion reaktiver Sauerstoffspezies als prozentualer Anteil
der Kontrolle (ROS/ROSkontrolle) dargestellt. Die Zellen, die drei Stunden ausschlieflich
mit Angiotensin Il (106 M) stimuliert wurden, zeigten eine um 27,9 + 7,2 % erhdhte Pro-
duktion reaktiver Sauerstoffspezies im Vergleich zur Kontrollgruppe. Eine Prainkubation
mit Relaxin-2 vor Zugabe von Angiotensin (101,5 + 8,1 %), konnte diesen Effekt aufhe-
ben. Die basale Produktion reaktiver Sauerstoffspezies betrug nach Behandlung mit Re-

laxin-2 90,5 + 7,7 % der Kontrollgruppe und konnte somit nicht beeinflusst werden.
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Abb. 13: Messung reaktiver Sauerstoffspezies in vitro an HCASMCs in einem DCF-
Assay (n = 4)

Dargestellt ist die relative Produktion reaktiver Sauerstoffspezies als prozentualer Anteil
der Kontrolle (ROS /ROSkontrolie). Eine dreistiindige Inkubation mit Angiotensin Il fihrt zur
signifikant erhdhten Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (127,9 + 7,2 %). Eine Prain-
kubation mit Relaxin-2, 21 Stunden vor Zugabe von Angiotensin Il verhindert diesen An-
stieg signifikant (101,5 = 8,1 %). Die alleinige Behandlung mit Relaxin-2 ergab keine
signifikante Veranderung der Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (90,5 = 7,7 %) ge-
genuber der Kontrolle. Angegeben wird der Mittelwert + SEM. *p < 0,05. **p < 0,01. Ei-
gene Daten in modifizierter Darstellung nach (Tiyerili et al., 2016).
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4.7. Progression und Komposition der atherosklerotischen Plaques

Der Einfluss einer Behandlung mit Relaxin-2 auf Plaqueprogression und -kompaosition
wurde in der vorliegenden Studie erstmals untersucht. Die atherosklerotischen Lasionen
wurden anhand einer Olrot-Farbung auf ihre Ausdehnung und den L&sionstyp unter-
sucht. Die Komposition der atherosklerotischen Plaques wurde durch Siriusrot-, AS-
MAC-, CD3-, CD68- und Ly6G-Farbung analysiert.

4.7.1. Ausdehnung und L&sionstyp der atherosklerotischen Plaques

4.7.1.1. Olrot-Farbung: Darstellung der atherosklerotischen L&sionen

Die Quantifizierung atherosklerotischer Plaques erfolgte durch Vermessung der lipidge-
farbten Flache nach einer Olrot-Farbung (siehe Kapitel 3.8.2.1). In Abb. 14 ist fir jede
Gruppe ein reprasentativer histologischer Querschnitt durch die Aortenwurzel darge-

stellt.

Kontrolle RLX 0,05 pg/h RLX 0,1 pg/h

Abb. 14: Reprasentative Querschnitte der Aortenwurzel in Olrot-Farbung zur Darstel-
lung der atherosklerotischen Plaquebildung in ApoE’-Mausen, Eigene Darstellungen in
modifizierter Darstellung nach (Tiyerili et al., 2016)

Die atherosklerotischen Lasionen wurden zum einem als absolute Flache der Plaques,
zum anderen prozentual als Anteil am Gefal3querschnitt erfasst. Abb. 15 stellt die abso-
lute Plagueflache in den drei Versuchsgruppen dar. Die Kontrollgruppe lieferte eine ab-
solute Plaqueflache von 0,38 + 0,02 mm? (n = 5). Dem gegenuber stehen die beiden
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Relaxin-2 behandelten Gruppen mit 0,32 + 0,02 mm? in der Gruppe mit 0,05 pug/h Re-
laxin-2-Behandlung (n = 8; p = 0,047 vs. Kontrolle) und 0,29 + 0,02 mm?2 in der Gruppe
mit 0,1 ug/h Relaxin-2-Behandlung (n = 6; p = 0,002 vs. Kontrolle; p = 0,490 vs. 0,05
png/h RLX). Dies entspricht einer signifikant reduzierten absoluten Plaqueflache gegen-

Uber der Kontrollgruppe unter Behandlung mit Relaxin-2.
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Kontrolle RLX 0,05 pg/h  RLX 0,1 pg/h

Abb. 15: Quantitative Analyse der Bildung atherosklerotischer Plagues in ApoE-"-
Mausen nach sechswoéchiger fett- und cholesterinreicher Diat

Die Darstellung erfolgt als absolute Plaqueflache (mm?2) der Kontrollgruppe und der
Gruppen mit vierwochiger Behandlung mit 0,05 pg/h oder 0,1 pg/h Relaxin-2. Es zeigt
sich eine signifikante Reduktion der Plaqueflache in beiden Relaxin-2 behandelten
Gruppen [0,05 pg/h RLX: 0,32 £ 0,02 mm? (n = 8; p = 0,047 vs. Kontrolle) und 0,1 pg/h
RLX: 0,29 £ 0,02 mm2 (n = 6; p = 0,002 vs. Kontrolle)] gegentber der Kontrollgruppe
(0,38 £ 0,02 mm?, n = 5). Angegeben wird der Mittelwert £ SEM. *p < 0,05 vs. Kontrolle.
**p < 0,01 vs. Kontrolle. Eigene Daten in modifizierter Darstellung nach (Tiyerili et al.,
2016).

Bei der Analyse des relativen Anteils der atherosklerotischen Lasionen am gesamten
GefalRquerschnitt (Abb. 16) ergab sich in der Gruppe mit der hochdosierten Relaxin-2-
Behandlung (0,1 pg/h RLX) mit 58,70 £ 1,97 % (n = 6; p = 0,010 vs. Kontrolle) eine sig-
nifikante Reduktion gegentuber der Kontrollgruppe (66,61 + 1,62 %, n = 5). Gleichwohl

zeigte sich auch in der Gruppe mit der niedrigdosierten Relaxin-2-Behandlung eine Ten-
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denz zu einem verminderten relativen Plaqueanteil [0,05 pg/h RLX: 61,60 + 1,88 %
(n=8; p=0,144 vs. Kontrolle)].
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Abb. 16: Quantitative Analyse der Bildung atherosklerotischer Plaques

Dargestellt ist der Anteil der Flache atherosklerotischer Lasionen an der Flache der Ge-
falBwand (%) von ApoE”-Mausen nach sechswochiger fett- und cholesterinreicher Diat.
Nach vierwdchiger Relaxin-2-Behandlung mit 0,1 pg/h ergab sich mit einem Anteil der
atherosklerotischen Lasion von 58,70 + 1,97 % der GefaRwand (n = 6; p = 0,010 vs.
Kontrolle) eine signifikante Reduktion der relativen Plagueflache gegeniber der Kon-
trollgruppe (66,61 £ 1,62 %; n = 5). Es lag keine signifikante Reduktion in der Gruppe
mit der niedrigdosierten Relaxin-2-Behandlung vor [0,05 pg/h RLX: 61,60 + 1,88 %
(n=8; p=0,144 vs. Kontrolle)]. Angegeben wird der Mittelwert + SEM. *p < 0,05 vs.
Kontrolle. Eigene Daten in modifizierter Darstellung nach (Tiyerili et al., 2016).

Die atherosklerotischen Lasionen wurden anhand der Olrot-Farbung, nach der in Kapitel
3.8.2.1 beschriebenen, fur Mause adaptierten Klassifikation der Atherosklerose, ent-
sprechend des Lasionstyps eingeteilt. In Abb. 17 ist der Mittelwert der Lasionstypen in-
nerhalb der mit Relaxin-2 in einer Konzentration von 0,05 pg/h bzw. 0,1 pg/h behandel-
ten Gruppe bzw. in der Kontrollgruppe dargestellt. Im Vergleich zur Kontrollgruppe ergab
sich keine signifikante Reduktion des Stadiums der atherosklerotischen L&sion. Tenden-
ziell scheinen die atherosklerotischen Lasionen in Mausen unter Behandlung mit Re-

laxin-2 weniger weit fortgeschritten.
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Abb. 17: Einteilung der atherosklerotischen Lasionen

Die Darstellung erfolgt als Mittelwert des Lé&sionstyps der atherosklerotischen L&sion in
ApoE’-Mausen nach sechs Wochen fett- und cholesterinreicher Diat in der Kontroll-
gruppe und den Gruppen mit vierwochiger Behandlung mit 0,05 pg/h oder 0,1 pug/h Re-
laxin-2. Die Einteilung wurde anhand der Klassifikation der Stadien der Atherosklerose
adaptiert fur Mause nach van Vlijment et al. (1994) vorgenommen. Angegeben wird der
Mittelwert + SEM. n.s. nicht signifikant. Eigene Daten in modifizierter Darstellung nach
(Tiyerili et al., 2016).

Abb. 18 zeigt die Einteilung in frihe atherosklerotische Lasionen (Typ 0-2) und fortge-
schrittene atherosklerotische Lasionen (Typ 3-5) (Volger et al., 2001) innerhalb der drei
verschiedenen Gruppen. Es lasst sich kein signifikanter Unterschied feststellen, jedoch
zeigt auch hier die Kontrollgruppe den starksten Trend zur fortgeschrittenen Lasion.
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Abb. 18: Effekt der Relaxin-2-Behandlung auf die Verteilung in frihe (Typ 0-2) oder
fortgeschrittene (Typ 3-5) atherosklerotische Lasionen

Die Analyse fand statt an ApoE”-Mausen nach sechs Wochen fett- und cholesterinrei-
cher Diat getrennt fur Kontrollgruppe und die Gruppen unter vierwéchiger Behandlung
mit 0,05 pg/h bzw. 0,1 pg/h Relaxin-2. Die Einteilung in frithe (Typ 0-2) und fortgeschrit-
tene (Typ 3-5) atherosklerotische Lasionen erfolgte nach van Vlijment et al. (1994). Alle
Werte sind angegeben als Mittelwert+ SEM und in Prozent der Gruppengrofe.
n.s. nicht signifikant. Eigene Daten in modifizierter Darstellung nach (Tiyerili et al.,
2016).



62

4.7.2. Komposition der atherosklerotischen Plaques

4.7.2.1. Siriusrot-Farbung

Kollagene Strukturen konnten durch die in Kapitel 3.8.3.1 beschriebene Siriusrot-
Farbung dargestellt werden. Abb. 19 zeigt typische Querschnitte der Aortenwurzel in

Siriusrot-Farbung. Die kollagen-positive Flache ist rot eingefarbt.

Kontrolle RLX 0,05 pg/h RLX 0,1 pg/h
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Abb. 19: Reprasentative histologische Querschnitte der Aortenwurzel in Siriusrot-
Farbung

Dargestellt sind kollagene Strukturen in ApoE---Mausen nach sechs Wochen fett- und
cholesterinreicher Diat in der Kontrollgruppe und in den Gruppen mit vierwdchiger Be-
handlung mit 0,05 pg/h oder 0,1 pg/h Relaxin-2

Der prozentuale Anteil der kollagen-positiven Flache am Gesamtquerschnitt der Gefaf3-
wand wurde ermittelt (Abb. 20). Durch die kontinuierliche Zufuhr von Relaxin-2 wurde

keine signifikante Veranderung des Kollagenanteils herbeigefuhrt.
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Abb. 20: Quantitative Analyse des Kollagengehalts

Analysiert wurden histologische Querschnitte der Aortenwurzeln von ApoE”-Mausen
nach sechs Wochen fett- und cholesterinreicher Diat in der Kontrollgruppe und den
Gruppen mit vierwdchiger Behandlung mit 0,05 pg/h oder 0,1 pg/h Relaxin-2. Dargestellt
ist der prozentuale Anteil von Kollagen an der Gefallwand. Angegeben wird der Mittel-
wert £ SEM. n.s. nicht signifikant. Eigene Daten in modifizierter Darstellung nach (Tiyerili
et al., 2016).

4.7.2.2. ASMAC-Féarbung

Die Darstellung glatter Muskelzellen erfolgte durch die unter 3.8.3.2 geschilderte AS-
MAC-Farbung. Abb. 21 zeigt reprasentative histologische Querschnitte der Aortenwurzel
fur jede der drei Versuchsgruppen. Die ASMAC-positive Flache ist deutlich in violett er-

kennbar.

Kontrolle RLX 0,05 pg/h RLX 0,1 pg/h

Abb. 21: Reprasentative histologische Querschnitte der Aortenwurzel nach ASMAC-
Farbung zur Darstellung des Gehalts an glatten Muskelzellen der GefaBwand in ApoE"--
Mausen
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Der prozentuale Anteil der ASMAC-positiven Flache am GefaRquerschnitt wurde ermit-
telt. Fur jede Gruppe wurden die Mittelwerte berechnet und in Abb. 22 dargestellt. Hier-

bei fand sich zwischen den drei Gruppen kein Unterschied.
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Kontrolle RLX 0,05 png/h RLX 0,1 pg/h

Abb. 22: Quantitative Analyse des Gehalts glatter Muskelzellen

Die Quantifizierung wurde an histologischen Querschnitten durch die Aortenwurzel von
ApoE”’-Mause nach sechs Wochen fett- und cholesterinreicher Diat durchgefiihrt. Die
Darstellung erfolgt als Anteil der ASMAC-positiven Flache am Gesamtquerschnitt des
Gefal3es in der Kontrollgruppe und nach vierwdchiger Behandlung mit Relaxin-2 in einer
Konzentration von 0,05 pg/h bzw. 0,1 pg/h. Alle Werte sind angegeben als Mittel-
wert £ SEM. n.s. nicht signifikant. Eigene Daten in modifizierter Darstellung nach (Tiyerili
et al., 2016).
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4.7.2.3. CD3-Farbung

Die quantitative Beurteilung der T-Zell-Infiltration erfolgte durch eine immunhistochemi-
sche Farbung mit einem Antikorper gegen den Marker CD3 (siehe Kapitel 3.8.3.3). In
Abb. 23 fallen die T-Zellen in den histologischen Querschnitten der Aortenwurzel durch

ihre violette Farbe ins Auge.

Kontrolle RLX 0,05 pg/h RLX 0,1 pg/h

Abb. 23: Repréasentative histologische Querschnitte der Aortenwurzel von ApoE--
Mausen in CD3-Farbung zur Darstellung der T-Zell-Infiltration

Es wurde die Anzahl der T-Zellen pro Plaqueflache bestimmt. Es zeigte sich keine Be-
einflussung des Vorkommens von T-Zellen in Abhangigkeit von der Behandlung mit Re-
laxin-2 (Abb. 24).
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Abb. 24: Quantitative Analyse der T-Zell-Infiltration

Histologische Querschnitte der Aortenwurzeln von ApoE”-Mausen wurden nach sechs
Wochen fett- und cholesterinreicher Diat in der Kontrollgruppe und den Gruppen mit
vierwdchiger Behandlung mit 0,05 pg/h oder 0,1 pg/h Relaxin-2 analysiert. Die Darstel-
lung zeigt CD3-positive Zellen pro Plaqueflache. Angegeben wird der Mittelwert + SEM.

n.s. nicht signifikant. Eigene Daten in modifizierter Darstellung nach (Tiyerili et al.,
2016).
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4.7.2.4. CD68-Farbung

Die Akkumulation von Makrophagen wurde durch die in Kapitel 3.8.3.4 beschriebene
immunhistochemische Farbung mit CD68-Antikdrpern dargestellt. Abb. 25 zeigt fiur jede
Gruppe einen repréasentativen histologischen Querschnitt durch die Aortenwurzel. Durch

Makrophagen infiltrierte Bereiche sind deutlich violett erkennbar.

Kontrolle RLX 0,05 pg/h RLX 0,1 pg/h

Abb. 25: Repréasentative histologische Querschnitte der Aortenwurzel nach CDG68-
Farbung zur Darstellung von Makrophagenakkumulation in ApoE”--Mausen nach sechs
Wochen fett- und cholesterinreicher Diat

Es erfolgte eine Quantifizierung der CD68-positiven Flache und Bezug auf die gesamte
Gefalflache. Bezuglich der Ansammlung von Makrophagen in der GefalBwand bestand

zwischen den drei verschiedenen Versuchsgruppen kein Unterschied (Abb. 26).
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Abb. 26: Prozentualer Anteil der CD68-positiven Flache an der GefaBwand in ApoE~--
Mausen

Die Quantifizierung erfolgte nach sechswdchiger fett- und cholesterinreicher Diat in der
Kontrollgruppe und zusatzlicher vierwdchiger Behandlung mit Relaxin-2 in einer Kon-
zentration von 0,05 pg/h bzw. 0,1 pug/h. Angegeben wird der Mittelwert + SEM. n.s. nicht
signifikant. Eigene Daten in modifizierter Darstellung nach (Tiyerili et al., 2016).
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4.7.2.5. Ly6G-Farbung

Neutrophile Granulozyten wurden durch die Ly6G-Farbung (siehe Kapitel 3.8.3.5) er-
fasst. Die violetten, Ly6G-positiven Bereiche wurden quantifiziert. Repréasentative Auf-
nahmen auf H6he der Aortenwurzel sind in Abb. 27 dargestellt.

Kontrolle RLX 0,05 pg/h RLX 0,1 pg/h

200 pm

Abb. 27: Reprasentative histologische Querschnitte der Aortenwurzel nach Ly6G-
Farbung zur Darstellung der Neutrophilenakkumulation in ApoE’-Mausen nach sechs
Wochen fett- und cholesterinreicher Diat

In Abb. 28 ist der Quotient aus Ly6G-positiver Flache und der Gefal3flache dargestellt.
Es zeigte sich keine signifikante Veranderung der Infiltration durch neutrophile Gra-

nulozyten zwischen den drei Gruppen.



70

n.s.

n.s.

N
ol
1

N
e

Ly6G-pos. Flache
[% der GefalR3wand]

Kontrolle RLX 0,05 ug/h  RLX 0,1 pg/h

Abb. 28: Quantitative Analyse der Akkumulation von Neutrophilen

Dargestellt ist der prozentuale Anteil der Ly6G-positive Flache an der gesamten Gefal3-
wand von ApoE--Mausen nach sechs Wochen fett- und cholesterinreicher Diat, sowie
nach vierwochiger Behandlung mit Relaxin-2 in einer Konzentration von 0,05 pg/h bzw.
0,1 pg/h und in der Kontrollgruppe. Alle Werte sind angegeben als Mittelwert + SEM.
n.s. nicht signifikant. Eigene Daten in modifizierter Darstellung nach (Tiyerili et al.,
2016).

4.8. Genexpressionsanalyse

Die Expression von Angiotensin-lI-Rezeptor Typ la, Endothelin-Rezeptor Typ B, en-
dothelialer NO-Synthase und vaskuléarer endothelialer Wachstumsfaktor A, moégliche
Angriffspunkte der Wirkung von Relaxin-2, wurden mittels Real-time PCR quantitativ
analysiert (siehe Kapitel 3.8.3.5). Die Extraktion der RNA erfolgte aus dem Aortenbogen
der Versuchstiere (n = 6-7). Abb. 29 stellt die relative mMRNA Expression der genannten
Zielstrukturen bezogen auf die Expression der jeweiligen untersuchten Zielstruktur in der
Kontrollgruppe dar. Angiotensin-lI-Rezeptor Typ 1a (AT-1 R) wurde in der Gruppe mit
einer Relaxin-2-Behandlung von 0,1 pg/h signifikant herabreguliert. In dieser Gruppe
zeigte sich eine Expression von nur 48 £ 12 % (p = 0,023) der Kontrollgruppe. Fur die
Ubrigen Zielstrukturen zeigte sich keine signifikante Veranderung gegenuber der Kon-

trollgruppe. Bei einer Relaxin-2-Behandlung von 0,1 pug/h betrug die Expression des
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ETs-Rezeptors 153 = 29 % (p = 0,170), der endothelialen NO-Synthase 131 + 29 %
(p = 0,457) und von VEGF A 94 = 31 % (p = 0,904) der Expression der Kontrollgruppe.
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Abb. 29: Relative mRNA-Expression in aortalen Gewebe

Analysiert wurde Angiotensin-lI-Rezeptor Typ la (AT-1 R; Kontrolle: 1,00 = 0,16,
RLX 0,1 ug/h: 0,48 £ 0,12), Endothelin-Rezeptor Typ B (ETs R; Kontrolle: 1,00 + 0,21,
RLX 0,1 pg/h: 1,53 £ 0,29), endotheliale NO-Synthase (eNOS; Kontrolle: 1,00 + 0,28,
RLX 0,1 pg/h: 1,31 + 0,29) und vaskularer endothelialer Wachstumsfaktor A (VEGF A;
Kontrolle: 1,00 + 0,37, RLX 0,1 pug/h: 0,94 + 0,31) in ApoE’-Méausen nach sechs Wo-
chen fett- und cholesterinreicher Diat und vierwdchiger Behandlung mit Relaxin-2 in ei-
ner Konzentration von 0,1 pg/h bzw. 0,05 pg/h und in der Kontrollgruppe. Angegeben
wird der Mittelwert £ SEM. Eigene Daten in modifizierter Darstellung nach (Tiyerili et al.,
2016).
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5. Diskussion

Die Studie ,GefaRRprotektive Effekte von humanem rekombinantem Relaxin-2 im Athero-
sklerose-Mausmodell“ untersuchte erstmals den Effekt von Relaxin-2 auf Atherosklero-
se. Relaxin-2 zeigte dabei atheroprotektive Eigenschaften. Die Entwicklung athero-
sklerotischer Plaques konnte durch eine Relaxin-2-Behandlung signifikant reduziert
werden. Relaxin-2 zeigte eine antiinflammatorische Wirkung und verbesserte die en-
dotheliale Dysfunktion von ApoE“--Mausen nach sechswdochiger fett- und cholesterinrei-
cher Diat. Ex vivo und in vitro konnten wir zeigen, dass Relaxin-2 oxidativen Stress zu
reduzieren vermag. AufRerdem wurde die Expression des Angiotensin-lI-Rezeptor Typ
la durch die Relaxin-2-Behandlung herabreguliert (Tiyerili et al., 2016). Konsequenter-
weise sollte Relaxin-2 als eine mdgliche zukinftige Therapie der Atherosklerose und

durch Atherosklerose verursachte Erkrankungen in Betracht gezogen werden.

Die Experimente wurden an dem etablierten ApoE”-Mausmodell der Atherosklerose
durchgefuhrt. Durch den genetischen Knockout, unterstutzt durch eine fett- und choles-
terinreiche Diat, kommt es zur spontanen Entwicklung von Hypercholesterinamie,
atherosklerotischen Lasionen und zur Entstehung endothelialer Dysfunktion (Davignon,
2005; d'Uscio et al., 2001; Meir und Leitersdorf, 2004; Meyrelles et al., 2011).

Die erhobenen metabolischen Faktoren und kardiovaskuléren Risikoparameter Korper-
gewicht, Cholesterinwert, Ntchtern-Blutzucker, Blutdruck und Herzfrequenz waren zwi-
schen der Kontrollgruppe und den Gruppen vergleichbar, denen unterschiedliche Kon-
zentrationen von Relaxin-2 verabreicht wurden. Somit war die Vergleichbarkeit der ver-
schiedenen Gruppen gewahrleistet. Weiterhin sind diese Parameter als Ursachen der

gemessenen Effekte ausgeschlossen.

Die Relaxin-2-Plasmakonzentrationen wurden durch kontinuierliche Behandlung tber
osmotische Minipumpen herbeigefuihrt. Die Konzentrationen lagen weitaus hoher als die
physiologischen murinen Relaxin-2-Konzentration in der Schwangerschaft (Ng et al.,
2006; Soh et al., 2012). Konzentrationen dieser Grof3enordnung wurden jedoch bereits
erprobt (Samuel et al.,, 2003). Die Verwendung von Serelaxin (Novartis, Serelaxin
(RLX030)), der rekombinanten Form des humanen Relaxin-2 in M&usen ist ebenfalls
weit erprobt (Ng et al., 2016; Jelinic et al., 2014; Leo et al., 2014).
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Auch in der Behandlung von Patienten wurde bereits Relaxin-2 erprobt. In der RELAX-
AHF Studie zeigte sich im prospektiven Sicherheitsendpunkt ,180-Tage Mortalitat nach
akutem Herzversagen®, eine Reduktion der Mortalitdat um 37 % (Teerlink et al., 2013).
Dieses signifikante Ergebnis bezlglich des prospektiven Sicherheitsendpunkts sollte in
der Folgestudie RELAX-AHF-2 uberpruft werden. Hier wurden die priméaren Endpunkte
.kardiovaskularer Tod in den ersten 180 Tagen® und ,Verschlechterung der Herzinsuffi-
zienz wahrend der ersten funf Tage“ bei Patienten mit akutem Herzversagen unter The-

rapie mit Relaxin-2 jedoch nicht signifikant verbessert (Novartis International AG, 2017).
5.1. Endotheliale Dysfunktion

Eine Zielsetzung der vorliegenden Arbeit bestand in der Evaluierung des Einflusses ei-
ner Relaxin-2-Behandlung auf endotheliale Dysfunktion. Die sechswéchige fett- und
cholesterinreiche Diat induzierte eine endotheliale Dysfunktion in den ApoE”-Mause.
Die Behandlung mit Relaxin-2 konnte diese signifikant reduzieren. In Organbad-
Experimenten zeigte sich eine signifikante Verbesserung der endothelabhangigen Car-
bachol-induzierten Vasodilatation in den Gruppen mit Relaxin-2-Behandlung  (Abb. 6).
Die endothelunabhéngige Vasodilatation durch Nitroglycerin blieb unbeeintrachtigt (Abb.
7).

Diese Beobachtungen stehen im Einklang mit bisherigen Studien. Dort konnte Relaxin-2
durch TNF-a (Dschietzig et al., 2012) sowie durch hohe Glukosespiegel hervorgerufene
(Ng et al., 2016) endotheliale Dysfunktion verbessern. Weiterhin ist dieses Ergebnis mit
den Beobachtungen durch Pini et al. (2016) vereinbar. Hier wurde kirzlich die protektive
Wirkung von Relaxin-2 ex vivo bei der Entstehung von endothelialer Dysfunktion, aorta-
lem Remodeling und Herabregulierung der eNOS durch Zigarettenrauch demonstriert
(Pini et al., 2016).

Relaxin-2 wirkt der Angiotensin Il-vermittelten Vasokonstriktion und oxidativem Stress
entgegen (Du et al., 2010; Sasser et al., 2014). Das Renin-Angiotensin-System spielt
eine wichtige Rolle bei der Entwicklung von Atherosklerose. Es ist bekannt, dass Angio-
tensin Il proinflammatorisch auf Ebene der Gefaldwand wirkt und eine gesteigerte Pro-

duktion inflammatorischer Zytokine und reaktiver Sauerstoffspezies sowie die vermehrte
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Expression von Adhasionsmolekillen hervorruft (Tedgui und Mallat, 2006). Uberein-
stimmend damit beobachteten wir eine Herabregulierung der Expression von Angioten-
sin-1I-Rezeptoren Typ la (Abb. 29). Im Einklang hiermit konnten in dieser Studie die
Aufhebung des Angiotensin ll-induzierten oxidativen Stress durch Prainkubation von
HCASMCs mit Relaxin-2 in in-vitro-Experimente gezeigt werden (Abb. 11 und Abb. 12).

Weiterhin wirkt Relaxin-2 auch der ET-1-vermittelten Vasokonstriktion entgegen
(Dschietzig et al., 2003). Das vaskulare Endothelin-System ist ebenfalls in die Entwick-
lung von Atherosklerose involviert (Li et al., 2013; Mazzuca und Khalil, 2012). Neben
seiner vasokonstriktorischen Wirkung tber den ETa-Rezeptor (Galie, 2004) spielt ET-1
eine Rolle bei der Produktion reaktiver Sauerstoffspezies und Inflammation (Li et al.,
2013). Es ist somit wahrscheinlich, dass die Effekte der Relaxin-2-Behandlung zumin-
dest teilweise auf dem Antagonismus der vasokonstriktorischen Wirkung des ET-1-

Systems beruhen.

Neben dem besser erforschten zur Vasokonstriktion fihrenden ETa-Rezeptor des En-
dothelin-Systems gibt es weiterhin den ETs-Rezeptor, dessen Aktivierung auf Endothel-
zellen zur Vasodilatation und auf glatten Muskelzellen zur Vasokonstriktion fuhrt. (Galie,
2004; Mazzuca und Khalil, 2012). Die Expression des ETs-Rezeptors auf Endothelzellen
ist nach Inkubation mit Relaxin-2 erhéht (Dschietzig et al., 2003). Seine vasodilatatori-
sche Wirkung wird Uber die Freisetzung NO, PGI2 und endothelialen hyperpolarisieren-
den Faktor vermittelt. Weiterhin sorgt der ETs-Rezeptor der Endothelzellen fir die
Clearance von ET-1 (Mazzuca und Khalil, 2012; Bagnall et al., 2006). In Ubereinstim-
mung hiermit konnte in Endothelzell-spezifischen ETs-Rezeptor Knockout-Mausen eine
endotheliale Dysfunktion, verminderte NO-Verflugbarkeit und erhohte

ET-1-Konzentrationen im Plasma festgestellt werden (Bagnall et al., 2006).

In dieser Studie konnte eine Tendenz zur Hochregulierung des ETs-Rezeptors erfasst
werden (Abb. 29). Der ETs-Rezeptor ist Uberwiegend auf Endothelzellen und nur in ge-
ringer Dichte auf vaskularen glatten Muskelzellen vorhanden (Mazzuca und Khalil,
2012). Zur Analyse in der PCR wurde in dieser Studie jedoch die komplette Aorta ver-
wendet und daher waren nicht nur Endothelzellen, sondern auch weitere Zellen u.a. va-
skulare glatte Muskelzellen in den Proben vorhanden. Dies kdnnte versuchsbedingt zur
Abschwachung der messbaren Auspragung der ETs-Rezeptor-Expression gefuhrt ha-
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ben. Eine eindeutige Beantwortung der Frage nach dem Einfluss des ET-1-Systems ist
in dieser Arbeit nicht mdglich. In zukiinftigen Studien wére daher eine differenzierte Be-
trachtung von Endothelzellen und vaskularen glatten Muskelzellen bei der PCR-Analyse
lohnenswert. Zusatzlich bedarf es weiterer Untersuchungen der Konzentrationen des

zirkulierenden ET-1, um den Einfluss der ET-1 Clearance bewerten zu kdnnen.

Die vermittelnden Mechanismen der Vasodilatation durch Relaxin-2 sind zeitabhangig.
In einer Studie von Leo et al. (2016) wurde die Aktivierung von Prostaglandin- und NO-
Signalwegen in Abhangigkeit von der Dauer einer kontinuierlichen intravendsen Infusion
von Relaxin-2 untersucht. Die endothelabhangige Relaxation in mesenterialen Arterien
war in beiden Fallen signifikant verbessert. Dies dul3erte sich durch eine erhdhte Sensi-
tivitat gegenidiber Bradykinin. Bei 48-stiindiger Relaxin-2-Infusion konnte eine vermehrte
basale NOS-Aktivitat in Verbindung mit einer vermehrten Expression der eNOS in
mesenterialen Arterien von Ratten festgestellt werden. Bei 72-stiindiger Relaxin-2 Infu-
sion konnten diese Effekte nicht mehr festgestellt werden und es lagen Werte ahnlich zu
denen der Kontrollmause vor. Jedoch gibt die Studie Grund zur Annahme, dass eine
vermehrte Prostaglandin I2-Produktion, die Bradykinin-vermittelte Relaxation untersttitzt
und zur weiterhin verbesserten Endothelfunktion nach 72 Stunden Relaxin-2-Infusion
beitragt. Uberraschenderweise konnte in dieser Studie jedoch nur eine Verbesserung
der Endothelfunktion der Aorta nach 48 Stunden und nicht nach 72 Stunden Relaxin-2-

Infusion festgestellt werden (Leo et al., 2016).

Ubereinstimmend mit den Ergebnissen von Leo et al. (2016) nach 72 Stunden, konnten
auch wir nach der wesentlich langeren vierwdchigen Behandlungszeit keine vermehrte
Expression der eNOS (Abb. 29) feststellen. In unserer Studie konnten wir hingegen
nach vierwochiger Freisetzung von Relaxin-2 eine eindeutige Verbesserung der en-
dothelabhangigen Vasodilatation (Abb. 6) feststellen. Unter Hinzuziehung von weiteren
Studien (Leo et al., 2014) deutet dies auf eine Veranderung der Wirkungsmechanismen

von Relaxin-2 in Abhangigkeit von der Behandlungsdauer hin.
5.2. Inflammation und oxidativer Stress

Weiterhin beschaftigte sich diese Arbeit mit der Frage, ob Relaxin-2 die Bildung athero-

sklerotischer Lasionen durch Beeinflussung inflammatorischer Faktoren verringern kann.
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Die antiinflammatorischen Eigenschaften von Relaxin-2 zeigten sich in der Messung von
Zytokin-Konzentrationen im Blutplasma der Versuchsmause. Das proinflammatorische
IL-6 zeigte sich bei Mausen, denen Relaxin-2 verabreicht wurde signifikant reduziert
(Abb. 8). Eine signifikante Hochregulierung des antiinflammatorischen IL-10 zeigte sich
im Plasma von Mausen mit einer Relaxin-2-Behandlung von 0,1 pg/h (Abb. 9). Dies
ist ein bemerkenswertes Ergebnis, da IL-6-Injektionen die Entwicklung von atherosklero-
tischen Lasionen in atherosklerose-anfélligen Mausen (C57BI/6, ApoE™") signifikant ver-
starkten (Huber et al., 1999). Auch Sun et al. (2007) belegen den Beitrag des durch
Mastzellen freigesetzten IL-6 und IFN-y auf die Bildung atherosklerotischer L&sionen
(Sun et al., 2007).

IL-10 ist fur seine antiinflammatorische Wirkung bekannt. Das Fortschreiten der Plaque-
entwicklung sowie Ruptur und Thrombosierung wird in allen Stadien der Atherosklerose
durch IL-10 positiv beeinflusst (Han und Boisvert, 2011). Weiterhin hat IL-10 einen posi-
tiven Einfluss auf die Bildung von Neointima (Zernecke et al., 2006). Seine Effekte ver-
mittelt IL-10 u.a. durch Hemmen der Produktion von inflammatorischen Mediatoren, Mat-
rixmetalloproteinasen sowie durch seine antiapoptotische Wirkung (Han und Boisvert,
2011, 2015). IL-10 inhibiert auRerdem die Aktivierung von Makrophagen und ist in der
Lage, den Lipid-Metabolismus von Makrophagen zu beeinflussen (Han und Boisvert,
2015).

Die gemessenen Veranderungen der Plasmakonzentrationen von IL-6 und IL-10 bei den
Mausen, die eine Relaxin-2-Behandlung erfuhren, versprechen demnach eine Reduktion
der Entwicklung atherosklerotischer Plaques. Dies deckt sich mit unseren Ergebnissen
und somit stellt der Einfluss auf die Plasmakonzentrationen von IL-6 und IL-10 eine po-

tentielle Komponente der antiatherosklerotischen Wirkung von Relaxin-2 dar.

Im Wechselspiel beeinflussen und verstarken oxidativer Stress und Inflammation die
Bildung und das Fortschreiten atherosklerotischer Lasionen (Hajjar und Gotto, JR, 2013;
Husain et al., 2015). Mit Relaxin-2 behandelte Mause wiesen eine signifikant verringerte
vaskulare Produktion reaktiver Sauerstoffspezies auf und belegen somit die antioxidati-
ve Wirkung von Relaxin-2 (Abb. 10). Auch die Ergebnisse unsere in-vitro-Experimente
unterstutzen diese These (Abb. 11 und Abb. 12). Im Einklang damit zeigten Sasser et al.
(2014) eine Reduktion der durch Angiotensin ll-induzierten, gesteigerten Aktivitat der
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NADPH-Oxidase und Collino et al. (2013) eine Steigerung der Expression und Aktivitat
der endogenen antioxidativen Enzyme MnSOD und CuZnSOD bei Experimenten zu Is-

chamie/Reperfusionsschaden an der Niere (Collino et al., 2013; Sasser et al., 2014).
5.3. Progression und Komposition atherosklerotischer Plagues

Im Fokus der Analysen dieser Studie stand schlief3lich noch die Bestimmung von Groél3e
und Zusammensetzung der atherosklerotischen Plaques in Mausen mit Relaxin-2-
Behandlung im Vergleich zu den Kontrollméusen. Unsere Ergebnisse zeigen erstmals
eine signifikante Reduktion der Bildung atherosklerotischer Plaques durch Behandlung
mit Relaxin-2. Bei kontinuierlicher Applikation von 0,1 pg/h Relaxin-2 zeigt sich eine sig-
nifikante Reduktion der Flache der Plaques an der gesamten GefaRwand (Abb. 16).
Sowohl bei Applikation einer Dosis von 0,05 pg/h als auch 0,1 pg/h Relaxin-2 wurde die
absolute GroRe der atherosklerotischen Plaques in der Olrot-Farbung signifikant redu-
ziert (Abb. 15). Ein Trend zu weniger fortgeschrittenen Stadien unter Relaxin-2-

Behandlung war erkennbar, jedoch nicht signifikant (Abb. 18).

Die Zusammensetzung der Plaques wurde durch immunhistochemische Farbungen be-
zuglich T-Zell-Infiltration (Abb. 24), Akkumulation von Makrophagen (Abb. 26) und
neutrophilen Granulozyten (Abb. 28) analysiert. In dieser Arbeit konnte kein signifikanter
Unterschied zwischen Kontrollmdusen und mit Relaxin-2 behandelten Mausen festge-
stellt werden. Im Kontrast dazu stehen die Untersuchungen von Brecht et al. (2011) und
Masini et al. (2004), die zeigten, dass Relaxin-2 die zuvor induzierte Expression von Ad-
hasionsmolekilen durch vaskulare Zellen (Brecht et al., 2011) und die chemotaktische
Migration und Aktivierung neutrophiler Granulozyten (Masini et al., 2004) reduziert. Die-
se Studien legen somit einen Einfluss von Relaxin-2 auf die Zusammensetzung athero-
sklerotischer Plaques nahe. Winschenswert ware hier eine erneute Analyse mit hdhe-
ren Relaxin-2-Konzentrationen. Plasmakonzentrationen von Uber 60 ng/ml Relaxin-2
wurden bereits tGber osmotische Minipumpen im Mausmodell erreicht (Unemori et al.,
1996).

Die Analyse des Anteils glatter Muskelzellen an der Flache des Gefal3querschnitts auf
Ho6he der Aortenwurzel wurde durch eine ASMAC-Farbung ermittelt (Abb. 22). VSMCs

spielen eine wichtige Rolle bei dem Wachstum atherosklerotischer Plagues und haben
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Einfluss auf ihre Vulnerabilitat (Bennett, 1999; Rudijanto, 2007). In dieser Arbeit zeigte
sich keine Veranderung zwischen Relaxin-2 behandelten und Kontrollmausen.

Relaxin-2 ist fur seine antifibrotischen Effekte bekannt. Relaxin Knockout-Mause zeigen
eine fortgeschrittene Organfibrose (Samuel et al., 2003; Samuel et al., 2004 a; Samuel
et al., 2004 b). Eine Reduktion der Fibrose durch Behandlung mit Relaxin-2 in Tiermo-
dellen wurde ebenfalls bereits demonstriert (Samuel et al., 2003; Samuel et al., 2004 a;
Samuel et al., 2004 b; Samuel et al., 2014). Auf Ebene der Gefal3e sind die Ergebnisse
bezliglich der Beeinflussung des Kollagengehalts uneinheitlich, weisen jedoch in Rich-
tung einer Reduktion unter Relaxin-2-Behandlung (Debrah et al., 2011; Jelinic et al.,
2014; Xu et al., 2010). Die Evaluierung des Kollagengehalts bezogen auf die gesamte
GefaBwand ergab in dieser Arbeit keinen signifikanten Unterschied zwischen der Kon-

trollgruppe und den Gruppen mit Relaxin-2-Behandlung (Abb. 20).

Die Stabilitat der Plagues hangt vor allem von der Zusammensetzung, der Infiltration
durch Immunzellen und dem Grad der Inflammation ab (Silvestre-Roig et al., 2014; Ru-
dijanto, 2007). An dieser Stelle empfiehlt sich eine Analyse in weiter fortgeschrittenen
Stadien der Atherosklerose, da in dieser Studie mehr frihe atherosklerotische Lasionen
betrachtet wurden. Sinnvoll wére dabei eine langer andauernde Relaxin-2-Behandlung,

gegebenenfalls wieder erganzt durch héhere Relaxin-2-Konzentrationen.
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6. Zusammenfassung

Folgeerkrankungen der Atherosklerose sind die haufigste Ursache fur Morbiditat und
Mortalitat weltweit und stellen einen erheblichen Kostenfaktor fir Gesundheitssystem
und Wirtschaft dar. In Studien konnten bereits positive Effekte von Relaxin-2 auf en-
dotheliale Dysfunktion, oxidativen Stress und Inflammation belegt werden. Somit setzt
Relaxin-2 an wichtigen Schlisselbereichen der Entwicklung von Atherosklerose an.
Konsequenterweise muss Relaxin-2 als moégliches Medikament in der Behandlung von
Atherosklerose und durch Atherosklerose verursachte Erkrankungen in Betracht gezo-

gen werden.

Ziel dieser Studie war es daher, den Einfluss von Relaxin-2 auf die Bildung atherosklero-
tischer Lasionen und den Effekt auf vaskularen oxidativen Stress, Inflammation und En-
dothelfunktion zu ermitteln, um therapeutische Effekte von Relaxin-2 bei Atherosklerose

evaluieren zu kénnen.

Die Studie wurde sowohl an einem ApoE”-Mausmodell, als auch in der Zellkultur an
humanen koronaren arteriellen glatten Muskelzellen (HCASMCs) durchgefihrt. Im
Mausmodell wurde mithilfe subkutaner osmotischer Minipumpen eine kontinuierliche
Zufuhr von Relaxin-2 Uber vier Wochen gewahrleistet. Durch histologische und immun-
histochemische Farbungen wurden die GréRe und Zusammensetzung der atherosklero-
tischen Plagues naher untersucht. Die Endothelfunktion wurde in Organbad-
Experimenten analysiert. Der Einfluss auf die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies
wurde sowohl ex vivo an aortalen Segmenten, als auch in vitro an HCASMCs ermittelt.
AuBerdem wurde das Ausmal der Inflammation durch Messung der Plasmakonzentrati-
onen der Zytokine IL-6 und IL-10 erganzt. Schlussendlich wurden potentielle Zielstruktu-
ren von Relaxin-2 mittels PCR-Analyse untersucht.

Relaxin-2 zeigte atheroprotektive Eigenschaften im ApoE“-Mausmodell der Atheroskle-
rose. Die Entwicklung atherosklerotischer Plaques konnte durch Relaxin-2-Behandlung
signifikant reduziert werden. Die Zusammensetzung der Plaques blieb jedoch unbeein-
flusst. Ex vivo und in vitro konnten antioxidative Effekte von Relaxin-2 belegt werden.
Die antiinflammatorische Wirkung von Relaxin-2 zeigte sich in der signifikanten Senkung

der Plasmakonzentrationen des proinflammatorischen IL-6 und Erhdhung der Plasma-
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konzentrationen des antiinflammatorischen IL-10. Die Abschwachung der endothelialen
Dysfunktion in Relaxin-2 behandelten M&usen zeigte sich in einer signifikant verbesser-
ten endothelabhangigen Vasodilatation. Die Expression des Angiotensin-lI-Rezeptor

Typ 1la wurde durch Relaxin-2-Behandlung vermindert.

In einem Mausmodell der Atherosklerose konnten wir den signifikanten Einfluss von Re-
laxin-2 auf die Endothelfunktion, oxidativen Stress, Inflammation und seine wichtige Rol-
le bei der Entwicklung atherosklerotischer Lasionen zeigen. Obwohl Relaxin-2 als Medi-
kament zur Behandlung bei akuter Herzinsuffizienz nach aktuellsten Erkenntnissen kei-
nen Behandlungsvorteil bietet, stellt es moglicherweise eine neue Behandlungsoption

der Atherosklerose und auf Atherosklerose beruhender Krankheiten dar.
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MgCl2 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
MgSOa - 7TH20 Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
EDTA AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Na2HPO4 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
NacCl AppliChem, Darmstadt, Deutschland
NaHCOs AppliChem, Darmstadt, Deutschland
NaHEPES AppliChem, Darmstadt, Deutschland
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