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Abklirzungen

ACE Angiotensin-Converting-Enzym

Ang Il Angiotensin |l

AT1R Angiotensin Il Typ 1 Rezeptor

AT2R Angiotensin Il Typ 2 Rezeptor

EMT Epithelial-mesenchymale Transition

GAPDH Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
ICAM Intercellular Adhesion Molecule

IL Interleukin

MAPK Mitogen-activated Protein Kinase

MCP-1 Monocyte Chemoattractant Protein 1

MLKL Mixed Lineage Kinase domain-like

MMP Matrixmetalloprotease

NADPH Nicotinsaureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat
NFkB Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells

NO/cGMP Stickstoffmonoxid/cyclisches Guanosinmonophosphat

p53 Tumorsuppressorprotein p53

RIP-1 Receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 1
SLUG Zinkfingerprotein SNAI2

Snai1 Zinkfingerprotein SNAI1

t12 Halbwertszeit

TIMP Tissue inhibitor of metalloproteinase

TGF-B Transforming Growth Factor beta

TNF-a Tumor Necrosis Factor alpha

VCAM Vascular Cell Adhesion Molecule

vSMC glatte Gefalmuskelzellen
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Kurzzusammenfassung

Wir untersuchten die Auswirkungen der Angiotensin Il Typ 2 Rezeptor (AT2R) Stimulation auf die
Entstehung des abdominellen Aortenaneurysmas (AAA) an mannlichen, normotensiven Wistar—
Ratten. AAA wurden durch intraaortale Elastase-Instillation (Al) in ein isoliertes infrarenales Segment
induziert (Anidjar/Dobrin-Modell). Die Behandlung mit dem direkten AT2R-Agonisten Compound 21
(C21) wurde postoperativ gestartet (0,03mg/kg/Tag i.p.), fir 14 Tage fortgefiihrt und parallel eine
Sham- und eine Vehicle-Gruppe beobachtet. Sonographisch wurden praoperativ, an Tag 7 und Tag
14 der aortale Durchmesser, die Pulse Propagation Velocity, die Dehnbarkeit und
Flussgeschwindigkeiten an vier definierten Landmarken gemessen. Ebenso wurde der Blutdruck
mittels Tailcuff erhoben und an Tag 14 durch eine intrakardiale Samba-Katheter-Messung
komplettiert. Die Auswirkungen von C21 auf die Proteinexpression von MMP-9, IL-13, NFkB,
Snai1/SLUG und MLKL wurden im aortalen Gewebe immunhistochemisch und mittels Western-Blot-

Analyse analysiert und die Konzentrationen von IL-6, MCP-1 and TGF-3 im Serum gemessen.

An Tag 14 war der infrarenale aortale Durchmesser der Vehicle—Gruppe im Vergleich zur Sham—
Gruppe 1,6-fach erhéht (2,65 + 0,05mm vs. 1,70 £ 0,06mm; p<0,0001). C21 zeigte eine signifikante
Reduktion des Durchmessers um 20% am 7. Tag und um 28% an Tag 14 post Al im Vergleich zur
Vehicle-Gruppe (1,9 £ 0,06mm vs. 2,65 + 0,05mm; p<0,0001). Die infrarenale Flussgeschwindigkeit
(p<0,0001) und die aortale Dehnbarkeit (p<0,0001) waren nach Al vermindert, die GefaRsteifigkeit
(p<0,05) erhoht. Dies wurde signifikant durch die C21-Behandlung abgemildert. Blutdruck und kardiale
Kontraktilitdt wurden weder in der Vehicle—Gruppe noch durch C21 verandert. Morphologisch zeigte
sich durch die Behandlung mit C21 eine Reduktion der Fragmentation elastischer Lamellae und die
Anzahl inflammatorischer Infilirate in der Adventitia. Im Vergleich zur Vehicle-Gruppe war die
Expression von IL-13, NFkB, MMP-9, TGF-31 und MLKL durch C21 im aortalen Gewebe signifikant
herabreguliert und die von SLUG erhéht. AT2R waren in der Adventitia in der Nahe von CD4+ Zellen
lokalisiert. Die Erhéhung der TGF-B1-Serum-Konzentration in der Vehicle-Gruppe wurde durch C21
signifikant limitiert (p<0,01).

Die AT2R-Stimulation mit C21 verhinderte die Degradation extrazellularer Matrix durch
Antiinflammation, bewahrte hamodynamische Parameter und die aortale Integritdt durch Schutz der

Wandarchitektur und wendete die Ausdehnung des AAA ab.
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Abstract

The effects of angiotensin Il Type 2 receptor (AT2R) stimulation on abdominal aortic aneurysm (AAA)
formation were investigated in male normotensive Wistar rats. AAA was induced by perfusion of
isolated aortic segments with elastase (Anidjar/Dobrin model). Treatment with direct AT2 R agonist
Compound 21 (C21) (0,03mg/kg i.p. daily) was started after operation and continued for 14 days.
Sham operated and vehicle-treated animals after aneurysm induction (Al) served as controls. Aortic
diameters, pulse propagation velocity, aortic wall distensibility and blood velocities were measured at
four abdominal aortic landmarks before Al and on days 7 and 14 after Al via ultrasound
biomicroscopy. Blood pressure was measured in conscious animals via tail-cuff method.
Hemodynamic parameters were assessed by intracardiac Samba catheter on day 14. Additionally, the
effect of C21 on aortic expression of MMP-9, IL-13, NFkB, Snai1/SLUG and MLKL was studied via
immunohistochemistry and western blot analysis. Serum analysis of cytokines IL-6, MCP-1 and TGF-

was performed.

On day 14 post Al infrarenal aortic diameter of vehicle-treated animals was increased 1,6-fold
compared to sham operated rats (2,65 + 0,05mm vs. 1,70 £ 0,06mm; p<0,0001). C21 significantly
decreased aortic diameter by 20% on day 7 (1.9+0.09 versus 2.48+0.06 mm; P<0.0001) and by 28%
on day 14 post Al as compared to vehicle-treated animals (1,9 + 0,06mm vs. 2,65 + 0,05mm,;
p<0,0001). Infrarenal blood velocity and aortic distensibility were reduced, whereas aortic wall stiffness
was increased after Al. These alterations were significantly ameliorated by treatment with C21. Blood
pressure and cardiac contractility were not altered. Serum concentration of TGF-31 was decreased by
C21 in comparison to vehicle-group (p<0,01). Morphologically, C21 treatment decreased
fragmentation of elastic lamellae and the number of inflammatory infiltrates in the adventitia. Protein
expression of IL-13, NFkB, MMP-9, TGF-1 and MLKL in the aorta was significantly down-regulated in
the C21 group compared with vehicle, while the expression of SLUG was raised.
Immunohistochemically, AT2R were co-localized with CD4+ cells in the adventitia. In serum the higher

TGF-B1 concentration of vehicle-group was significantly reduced by C21 (p<0,01).

AT2R stimulation with C21 prevented extracellular matrix degradation via antiinflammation, maintained

hemodynamics and aortic integrity by protection of mural architecture and prevented AAA progression.
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1. Einleitung

1.1. Das abdominelle Aortenaneurysma

Das abdominelle Aortenaneurysma (AAA) ist eine lokale, expandierende Erweiterung aller
Wandschichten der Bauchaorta um mindestens 50%." Pathologische Prozesse destabilisieren die
murale Architektur und dinnen diese aus, sodass durch intraaortale Druckbelastungen Dissektionen
oder Rupturen resultieren. Die hohe Zahl der Todesfalle (Todesursachenstatistik: weltweit Platz 13)
kann zum einen mit der Symptomarmut und zum anderen mit der bis zu 80%igen Mortalitat im Falle
einer Ruptur erklart werden.? Das jahrliche Rupturrisko eines AAA mit einem Durchmesser <3,9 cm
betragt 0,3%, steigt aber bereits auf 6,5% fur AAA 5-5,9 cm.® Mit héherem Alter steigt auch die

Pravalenz des AAA, insgesamt betragt sie 4,8%.*°

1.1.2. Pathogenese

Neben Risikofaktoren wie Alter und mannlichem Geschlecht erhdhen Tabakkonsum, arterielle
Hypertonie und genetische Disposition das Risiko ein AAA zu entwickeln.” > ® Sowohl im Einfluss der
einzelnen Risikofaktoren als auch in der Pathogenese unterscheiden sich thorakale von abdominellen
Aneurysmata. Pathognomonisch fiir AAA ist eine Degradation von extrazellularer Matrix (EZM) durch
Matrixmetalloproteasen (MMP) gefolgt von insuffizienten Reparaturmechanismen. Diese Proteolyse
fuhrt durch Elastin-Abbau und Kollagen-Akkumulation zu einer zystischen Tunica media-
Degeneration.6 Die Schlisselrolle von Proteolyse und EZM zeigt sich in der Assoziation von
genetischen Bindegewebserkrankungen wie dem Marfan- und dem Ehlers-Danlos-Syndrom mit
Aneurysmaentstehung.“ ” Basierend auf einem gestorten Equilibrium der Gegenspieler TIMP-1 und
MMP, vorrangig MMP-9 (Gelatinase B) und MMP-2 (Gelatinase A), vermindern diese Umbauvorgange
die Zugfestigkeit der aortalen Wand und erhdéhen zugleich die Steifigkeit und die Wahrscheinlichkeit

einer Ruptur.s'11

EZM-Abbauprodukte wie Elastinfasern triggern weitere Eckpfeiler der AAA—Entstehung: Inflammation
und begleitende oxidative Effekte." Mit wachsendem aortalen Durchmesser steigt auch die Anzahl
inflammatorischer Zellen und die Sauerstoffradikal-Konzentration in der Tunica adventitia." Durch die
produzierten Zytokine, Chemokine und Immunglobuline etablieren die Zellen des angeborenen
(Makrophagen, Mastzellen, neutrophile Granulozyten) sowie des erworbenen (B- und T-Lymphozyten)

Immunsystems ein Milieu, das die AAA—-Entwicklung fordert."

Wahrend eine Reduktion pro-inflammatorischer Zytokine wie IL-1f anti-aneurysmatisch wirkt, zeigen
Untersuchungen zu TGF-3 ambivalente Outcomes.™ TGF-{ ist ein potenter Regulator der Endothelial-
mesenchymalen Transition (EMT), einem Prozess, der durch Polarisationsverlust von zuvor
ausdifferenzierten Endothelzellen zu einem migratorisch-sekretorischen Phanotyp der Zelle fiihren
kann.' Im AAA zeigt sich eine Neovaskularisierung der Tunica media sowie ein dichteres Netz an
Vasa vasorum in der Adventitia.'® Wahrend in TAA positive Effekte einer TGF-B-Reduktion gezeigt

wurden,’ fiihrt eine Neutralisation der TGF-B-Aktivitat im AAA zu sehr heterogenen Ergebnissen.7' R
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Insgesamt bleibt die Pathogenese des AAA allerdings unvollstdndig verstanden und viele Aspekte

bedirfen noch weiterer Untersuchung.

1.1.3. Therapie

Die Standardversorgung eines AAA erfolgt ab einem aortalen Durchmesser <5,5 cm endovaskular
oder offen chirurgisch.3‘4 Die Moglichkeiten einer pharmakologischen Therapie sind limitiert. Gesichert
scheint der Vorteil einer Behandlung kardiovaskularer Risikofaktoren inklusive anti-hypertensiver
Therapie.18 Unterschiedliches Potential zur Limitierung der AAA-Progression zeigten bisher
Betablocker, Antibiotika und Statine.'® ?° Wahrend Betablocker tierexperimentell besonders im
Hinblick auf die Inhibierung der MMP Effekte zeigten, macht die geringe Adharenz (22-42%) aufgrund
des Nebenwirkungsprofils diese zur suboptimalen Therapie.?' Eine Langzeittherapie mit Makroliden
oder Tetrazyklinen ist durch die Gefahr zunehmender bakterieller Resistenzen obsolet. Zurzeit stellen
anti-atherosklerotische Therapien wie Tabakentwdhnung, eine Behandlung mit Statinen und eine
Beeinflussung des Renin-Angiotensin-Systems die vielversprechendsten Ansatze dar.”® Durch ACE-
Blockade und AT1R-Antagonisten konnte tierexperimentell eine Wachstumsbegrenzung unabhangig

1822 | umfangreichen humanen Analysen zeigte sich

vom blutdrucksenkenden Effekt gezeigt werden.
retrospektiv eine Reduktion der Ruptur-Rate durch ACE-Hemmer.?® Der Einsatz von AT1R-

Antagonisten bei AAA-Patienten ist Gegenstand aktueller klinischer Forschung.?*

1.2. Das Renin—Angiotensin—-System

Das Renin-Angiotensin-System (RAS) ist ein Hormonsystem und zentraler Regulator des Blutdrucks
sowie der Wasser- und Elektrolyt-Homdostase. Das zentrale Octapeptid Angiotensin 1l (Ang II)
vermittelt seine Wirkungen Uber vier Rezeptorsubtypen.

Effekte wie Vasokonstriktion, Zellproliferation, Fibrose oder Inflammation sowie Steigerung der
Noradrenalin-Freisetzung werden Uber den im adulten Organismus Uberwiegend exprimierten AT1R
vermittelt.? (Abb. 1) Die medikamentdse Verhinderung der Konversion zu Ang Il durch ACE-Hemmer
oder eine AT1R-Blockade bewirkt eine Abmilderung dieser pathologischen Effekte.?® Der AT2R ist
durch regulatorische Effekte bei Embryogenese, Zelldifferenzierung, Apoptose und Wundheilung in
den Fokus aktueller Forschung ger[]c:kt.25 Besonders unter pathologischen Bedingungen wie beim
AAA wird die Expression hochreguliert.?” %

Jungere Studien fokussieren zunehmend den sogenannten ,Protective Arm of the Renin Angiotensin

System“.25

Hier konvertiert ACE2 das Vorgangerpeptid Angiotensin | alternativ zu Ang (1-9), welches
durch ACE dann weiter zu Ang (1-7) gespalten wird. Ang (1-7) wirkt als endogener Ligand am Mas-
Rezeptor, welcher sowohl funktionell mit dem AT2R verwandt ist, als auch mit diesem Dimere bildet.?
Dieser Arm des RAS vermittelt ebenso Effekte wie Vasodilatation, Antiproliferation und

Antiinflammation.® (Abb. 1)
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1.2.1. Bedeutung fiir die Aneurysmaentstehung

Das RAS ist fir die Pathophysiologie der vaskularen Inflammation, Proteolyse sowie fiir den Abbau
der extrazellularen Matrix und der damit assoziierten Aneurysmagenese von erheblicher Bedeutung.
(Abb. 1) Hierbei vermittelt Ang Il Uber den AT1R hamodynamischen sowie oxidativen Stress und

fordert Zytokinproduktion, Apoptose und Matrixproteindegradation via MMP Aktivierung.28 (Abb. 1)
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Rolle der RAS-Komponenten wahrend der Aneurysmaentstehung;
ACE Angiotensin-Converting-Enzym, AT1 Angiotensin Il Typ 1 Rezeptor, AT2R Angiotensin |l Typ 2 Rezeptor,
MMP Matrixmetalloprotease, vSMC glatte GefalRmuskelzelle

Die Bedeutung von Ang Il fur die AAA-Entstehung konnte in experimentellen Studien festgestellt

28.30. 31 |m humanen AAA

werden - eine kontinuierliche Infusion I6st sowohl TAA als auch AAA aus.
sind im Vergleich zu gesundem und atherosklerotischem Gewebe die Expressionen der wichtigsten
Komponenten des RAS hochregulier’(.28 An vSMC vermittelt Ang Il seine Wirkung hauptsachlich tber
den AT1R, wahrend der AT2R vermehrt auf Endothelzellen exprimiert ist und die Expression von
Immunzell-Adhasionsmolekiilen, wie ICAM-1 und VCAM-1 aber auch verschiedener Zytokine wie IL-6

reguliert.*

Tierexperimentell zeigte die Blockade des AT1R anti-inflammatorische und anti-oxidative Effekte
sowie eine Reduktion von TGF-B1 und apoptotischer Faktoren, wie p53 und Fas—Ligand.zZ’ % An
primaren vSMC konnte der AT1R-Antagonist Telmisartan die durch Ang Il gesteigerte Sekretion von
MMP-9 und MMP-2 herabregulieren.34 Wahrend bei genetisch modifizierten Tieren ambivalente
Effekte des AT2R auf das AAA festzustellen sind, liegen fiir die AT2R-Stimulation genetisch nicht

veranderter AAA-Tiere bisher keine Untersuchungen vor.>> %
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1.2.2. Der Angiotensin Il Typ 2 Rezeptor

Ang Il I6st Uber den AT2R vasodilatorische,® anti-fibrotische,*® anti-proliferative39 sowie anti-

inflammatorische Effekte aus.* Zugleich aktiviert der AT2R zahlreiche protektive Mechanismen. Die

wichtigsten AT2R-Effekte und deren molekularen Mechanismen sind in Abbildung 2 dargestellt.
Anti-Inflammation
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Effekte einer AT2R-Aktivierung und hypothetische Auswirkungen auf
das abdominelle Aortenaneurysma. ACE Angiotensin-Converting-Enzym, AT1 Angiotensin Il Typ 1 Rezeptor,
AT2R Angiotensin Il Typ 2 Rezeptor, MMP Matrixmetalloprotease, vSMC glatte GefaBmuskelzelle, NFkB Nuklear
Factor Kappa B, ICAM Interzellulares Zelladhdsionsmolekil, /L Interleukin, FasL Fas-Ligand, casp Caspase,
MAPK Mitogen-Activated Protein Kinase, Stat Signal transducer and activator of transcription, Akt Proteinkinase
B, TIMP Tissue inhibitor of metalloproteinases, NADPH Nicotinamidadenindinukleotidphosphat, ERK
Extracellular-signal Regulated Kinase, NO Stickstoffmonoxid, cGMP cyclisches Guanosinmonophosphat, Ang
Angiotensin, MasR MAS-Rezeptor, AAA abdominelles Aortenaneurysma

AT2R sind auf Endothel- und inflammatorischen Zellen*' (Monozyten42, Mastzellen®®, c-kit+ ZeIIen44)
nachweisbar. Dieser Rezeptorbesatz und die Reduktion pro-inflammatorischer Mediatoren (IL-6, IL-

1B) durch AT2R-Stimulation kénnten protektive anti-inflammatorische Effekte erklaren, 3404

Zu den Hauptmechanismen der AT2R-Stimulation gehéren die Aktivierung der Phospholipase A2
sowie der MAPK und die Regulation der NO/cGMP-Signalkaskade.***® Nachgeschaltete
Mechanismen umfassen antioxidative Effekte, wie die Inaktivierung der NADPH-Oxidase, anti-
atherosklerotische, plaquestabilisierende Effekte durch Reduktion der MMP-2 und MMP-9-Aktivitat
und eine Verbesserung der endothelialen Funktion.*® Die antifibrotische Wirkung des AT2R durch
Modulation der TIMP/MMP-Ratio und von TGF3-Pathways konnte bereits beim kardialen Remodeling
nach Herzinfarkt beobachtet werden.*®

In vivo konnte eine gewebeprotektive Wirkung des AT2R, beispielsweise bei Schlaganfall,50

5233 hder neuronalen Schaden® beobachtet

Myokardinfarkt,*® Atherosklerose®', arterieller Hypertonie
werden. Die Rolle des AT2R bei der AAA wurde in genetisch veranderten Tieren untersucht. Eine
fehlende AT2R-Expression 16st eine Beschleunigung der AAA-Progredienz im Marfan-Tiermodell
aus®, wahrend eine genetische AT2R-Defizienz im Ang ll-Infusion-Modell keine Effekte hatte.* Eine
indirekte Co-Stimulation des AT2R wurde bereits zur Erkldrung anti-aneurysmaler Effekte von
Losartan (AT1R-Antagonist) bei ausbleibender Wirkung von Aliskiren (Renin-Inhibitor) wahrend eines

Versuches an einem Marfan-Syndrom-Mausemodell herangezogen.55 Die Autoren postulierten, dass



Christoph Lange | Dissertation

nach einer direkten Renin-Inhibition die protektiven Effekte einer begleitenden AT2R-Stimulation

konsekutiv im Vergleich zur alleinigen Blockade des AT1R ausbleiben.

Nachdem zunachst nur eine gemeinsame Blockade des AT1R und AT2R mittels PD123319 (AT2R-
Antagonist) moglich war, stellt CGP42112A den ersten AT2R-Agonist dar.*® Der peptidische Aufbau
erschwerte eine enterale Aufnahme und zusétzlich zeigte es in hohen Konzentrationen weiterhin eine
inhibierenden Effekt am AT1R. Mit Compound 21 (C21) konnte 2004 erstmals ein selektiver, non-
peptid und damit oral mit besserer Bioverflugbarkeit (20-30%) applizierbarer, reiner AT2R-Agonist
etabliert werden.® C21, N-Butyloxycarbonyl-3-(4-imidazol-1-ylmethylphenyl)-5-isobutylthiophene-2-
sulfonamide, hat ein Molekulargewicht von 475.63 g/mol. Dieses Small-Molecule-Medikament
hingegen hat eine Dissoziationskonstante von K;~ 0,4 nM fir AT2R und K;> 10 pM fur AT1R und eine

Halbwertszeit von ty, ~ 4 Stunden.’”*®

1.3. Hypothese

Aufgrund der regulatorischen Effekte der AT2R-Stimulation auf extrazellulare Matrix,
Matrixmetalloproteasen, Inflammation und Apoptose vermuten wir, dass die Stimulation mit dem
AT2R-Agonist Compound 21 eine Limitierung der AAA-Dilatation im genetisch nicht veranderten
Elastase-Modell des AAA bewirkt. Unseren Fokus legen wir hierbei zusatzlich auf Hamodynamik und

mechanische Eigenschaften der aortalen Wand.

2. Methodik
2.1. Protokoll

25 mannliche Wistar Ratten (360 — 430g) wurden randomisiert auf drei Gruppen verteilt. Sham—
Gruppe: sechs Ratten mit Scheinoperation ohne Aneurysmainduktion (Al). Vehicle- und Treatment—
Gruppe: acht respektive sieben Tiere mit infrarenalem Aortenaneurysma. 4 Tiere verstarben wahrend
der Al und wurden nicht in die Ergebnisauswertung eingeschlossen. Tiere der Vehicle-Gruppe wurden
taglich mit 0,9%iger Kochsalzlésung i.p. behandelt, Tiere der Treatment—Gruppe erhielten taglich
Compound 21 (0,03mg/kg Kdrpergewicht, i.p.). Alle Tiere erhielten bei einem 12/12h Tag-Nacht-
Rhythmus Futter und Wasser ad libidum. Vor Al, an Tag 7 und Tag 14 wurden die Ultraschall- und
Blutdruckmessungen durchgefiuhrt. An Tag 14 wurden die Tiere nach einer invasiven
Hamodynamikmessung in Narkose durch Exsanguination euthanasiert. Bei allen Tieren wurden die
Gewebe und Blut asserviert und jeweils in 4% Formalin und in Flussigstickstoff gelagert. Die Versuche
wurden vom Landesamt fiur Gesundheit und Soziales genehmigt (G0002/16). Die Richtlinien der
Gesellschaften fur Versuchstierkunde (FELASA, GV-SOLAS) und die Satzung der Charité zur

Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis wurden eingehalten.
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2.2. Experimentelle Aneurysma — Induktion

Die Tiere wurden mit 1,5-2%igem Isofluran anasthesiert und die Inhalationsanasthesie
atemfrequenzadaptiert aufrecht erhalten. Der Bauch und die Innenseite des linken Hinterlaufs wurden
rasiert und enthaart (Veet, Reckitt-Beckinser, Mannheim, Deutschland), die Haut proximal des
Kniegelenks 3cm in Richtung Schwanzwurzel inzidiert, die Arterie stumpf aus der Leitungsbahn
prapariert und mit einem Katheter kandliert. Nach einem xyphopubalen Hautschnitt und der
Durchtrennung der darunterliegenden Bauchmuskeln mit Eréffnung des Peritoneums wurde der Darm
mobilisiert und das Retroperitoneum erdéffnet. Die Aorta wurde unterhalb der Nierenarterie von der
Vena cava caudalis auf einer Lange von 1 cm abprapariert und mit einer Ligatur cranial verschlossen.
Die Katheterspitze wurde in dem Bereich positioniert, eine kaudale Ligatur angelegt, Schweine—
Elastase (14 U, Typ |, Sigma-Aldrich Chemie, Darmstadt, Deutschland) Uber 40 Minuten

volumenkontrolliert infundiert und der Situs nach Blutstillung und GefaRnaht verschlossen.

2.3. Sonographische Messungen

Vor Al, an Tag 7 und Tag 14 wurden unter Isofluran-Narkose (1,5-2%) Ultraschall-Untersuchungen bei
den Ratten durchgefiihrt (Vevo 3100 incl. MX250-Schallkopf, VisualSonics Inc., Toronto, Canada).
Vor Beginn wurde ein standardisiertes Protokoll ausgearbeitet und Gerateeinstellungen (Gain 37 dB,
Tiefe 20 mm, Bildbreite 12,04 mm) festgelegt. Der systolische und diastolische Diameter wurde 1.)
suprarenal und infrarenal 2.) unterhalb der A. renalis, 3.) an der Bifurkation und 4.) am Mittelpunkt
dieser Punkte im B-Mode gemessen und durch duplexsonographische Messungen erganzt. Nach Al
wurde an der maximalen infrarenalen Ausdehnung gemessen und der Durchmesser als
arithmetisches  Mittel aus dem systolischen und diastolischen Wert errechnet. Die
Flussgeschwindigkeiten ergaben sich aus der Analyse der duplexsonographischen Messungen
(VevolLab 2.2.0, VisualSonics Inc., Toronto, Canada). Mittels Speckle-Tracking wurden Distensibility

und Pulse Propagation Velocity kalkuliert.

2.4. Hamodynamische Messungen

Der systolische Blutdruck wurde mit der Tailcuff-Methode (MLT125/R Pulse Transducer/Pressure Cuff,
ADlInstruments, Oxford, United Kingdom) vor Al, am 7. und 14. Tag noninvasiv, an wachen Tieren
erhoben. Die Tiere wurden in einem Restrainer positioniert und am Schwanz wurde ein
Elektrosphygmomanometer platziert. Nach einer Adaptationszeit von mindestens 5 Minuten wurden
drei Messungen erhoben und gemittelt.

An Tag 14 wurden zusatzlich hamodynamische Messungen an den anasthesierten (Isofluran 1,5-2%)
Ratten durchgeflihrt. Die Arteria carotis wurde frei prapariert und kandliert. Intraaortale und
linksventrikuldre Driicke wurden mit einem optischen Drucksensor (Samba Sensors, Gothenburg,
Schweden) erhoben und mittels Chart5—Programm (Blood Pressure Module) aufgezeichnet und

ausgewertet. Die hdAmodynamischen Untersuchungsparameter sind in Tab. 2 aufgelistet.
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2.5. Molekularbiologie

Die molekularbiologischen Untersuchungen wurden in Kooperation mit Manuela Sommerfeld
angefertigt. Zur Proteinextraktion wurden die Aorten-Gewebe mechanisch zerkleinert und mit Lyse-
Puffer mit Proteinase-Inhibitoren homogenisiert. Die lysierten Proteine wurden in gleichen
Konzentrationen fir 5 Minuten bei 95°C mit Probenpuffer inkubiert. Die elektrophotetische
Auftrennung erfolgte mittels der SDS-PAGE unter Verwendung von 10%igen Polyacrylamidgelen. Der
Transfer auf PVDF-Membranen wurde in einer Nassblotkammer bei 100V fir 1h durchgefihrt. Die
Membran wurde mit einer Verdiinnung des primaren Antikérpers (Tab. 1) inkubiert und gewaschen.
Eine zweite Inkubation mit dem Peroxidase-konjugierten sekundaren Antikérper folgte fiir 30 Minuten.
Nach einem Waschen in TBST-Puffer wurde die Membran mit ECL-Reagenz (Amersham-Pharmacia,
Freiburg, Germany) benetzt und auftretende Chemolumineszenz durch Auflegen eines Fotofilms

detektiert. Die Banden wurden densometrisch mittels Scion Image Software ausgewertet.

primare Antikérper Typ Verdinnung | Hersteller
MMP-9 Polyclonal rabbit 1:1000 Abcam
TIMP-1 Polyclonal rabbit 1:500 Santa Cruz
TGF-1 Polyclonal rabbit 1:500 Santa Cruz
IL-18 Polyclonal rabbit 1:500 Santa Cruz
NFkB Polyclonal rabbit 1:500 Santa Cruz
Snail/SLUG Polyclonal rabbit 1:1000 Abcam
MLKL Monoclonal rat 1:1000 Merck Millipore
Angiotensin Polyclonal goat 1:500 Santa Cruz
AT,R Polyclonal goat 1:500 Santa Cruz
GAPDH Monoclonal mouse 1:10000 Merck Millipore
AT,R Polyclonal goat 1:100 Santa Cruz
CD4 Monoclonal rat 1:100 Santa Cruz
Anti-mouse Polyclonal goat 1:2000 Dako

sekundare Anti-rabbit Polyclonal goat 1:2000 Dako

Antikérper Alexa 488 Polyclonal goat 1:200 life science
Alexa 568 Polyclonal rat 1:200 life science

Tabelle 1: Verwendete Antikorper

2.6. Histologie

Die Anfertigung der histologischen und immunhistologischen Schnitte wurde in Kooperation mit
Manuela Sommerfeld realisiert. Die Aorten wurden in 4%igem Formaldehyd eingelegt, gewaschen und
in flussiges Paraffin eingebettet. Der Gewebeparafinblock wurde am Mikrotom in 5um dicke Schnitte
geschnitten, die Slices im auf 37°C vorbeheizten Wasserbad gestreckt und auf den Objekttrager
aufgezogen. Nach mehrstiindiger Trocknung bei 60°C und Entparaffinierung mittels Alkoholreihe
wurden die Schnitte mit Weigert-Sirius-Rot und Hamatoxylin-Eosin angefarbt und morphometrisch

ausgewertet (Biorevo BZ-9000, Keyence Japan).
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2.6.1. Immunhistochemie

Nach Entparaffinierung, wurden die Schnitte in die endogene Peroxidase fiir 30 Minuten mittels 0,3%
H202 in Phosphatpuffersalzlésung geblockt. Danach wurden die Schnitte mit primaren Antikdrpern
(MMP-9, NFkB, TGF-B1, IL-1B, MLKL, ANG, AT2R, CD4, Snail/SLUG) und sekundaren anti-rabbit IgG
behandelt. Die Peroxidase-Aktivitdt wurde mittels 3-Amino-9-ethylcarbazol (Vectastain ABC; Vector
Laboratories, Burlingame, California, USA) bestimmt. Um Kreuzreaktionen gegen die priméaren
Antikoérper auszuschlielen wurden Kontrollgewebe mit Phosphatpuffersalzlésung und 5% Normal-

Esel-Serum inkubiert.

2.6.2. Immunfluoreszenz

Zur Immunfluoreszenz der Aorta wurde der AT2R und CD4+ Antikérper mit dem Fluorochrom (Alexa
Fluor 488 und 568) gekoppelt. Die Zellkerne wurden mit Hoechst 33342 (1:10 000) markiert und die

Praparate mittels Konfokalmikroskopie (Biorevo BZ-9000, Keyence Japan) ausgewertet.

2.7. Statistische Analyse

Alle Ergebnisse werden als Mittel + Standardabweichung dargestellt. Fir Mehrfachvergleiche wurde
eine zweifaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) gefolgt von Tukey's post-hoc Mehrfachvergleichstest
genutzt, fir Vergleiche zwischen zwei Gruppen der Einstichproben-t-test. Alle statistischen Analysen
wurden mit GraphPad Prism 6 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA) berechnet und ab einem
p<0,05 als signifikant erachtet.

3. Ergebnisse

3.1. Aortaler Durchmesser

An Tag 7 post-Al war der infrarenale aortale Durchmesser der Vehicle-Gruppe im Vergleich zur Sham-
Gruppe 1,5-fach vergroRert (2,48 + 0,06mm n=8 vs. 1,74 + 0,05mm n=6; p<0,0001). An Tag 14
bereits 1,6-fach (2,65 + 0,06mm n=8 vs. 1,7 + 0,07mm n=6; p<0,0001). Im Vergleich zur Vehicle-
Gruppe milderte C21 die Dilatation um 20% an Tag 7 (2,48 £ 0,06mm n=8 vs. 1,9 £+ 0,09mm n=7,
p<0,001) und um 28% an Tag 14 (2,65 + 0,06mm n=8 vs. 1,9 £ 0,06mm n=7; p<0,0001). Signifikante
Unterschiede zwischen den Gruppen und im zeitlichen Verlauf sind in Abbildung 3 (A, B) dargestellt.

Die Durchmesser der weiteren aortalen Messpunkte zeigten keine signifikanten Veranderungen.
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Abbildung 3: Compound 21 verhindert die Ausbildung eines AAA. A der sonographisch erhobene, infrarenale
Aortendurchmesser zu den verschiedenen Zeitpunken. Weie Saulen: Tiere der Sham-Gruppe; graue Saulen:
Tiere der Vehicle-Gruppe und schwarze Saulen: Tiere der C21-Gruppe; Mittelwerte; * p<0,05; *** p<0,0001. Mitte
oben: Ultraschallbild eines transversalen Schnittes einer aneurysmal erweiterten abdominellen Aorta neben der
Vena caudalis. Mitte wunten: Ultraschallbild eines longitudinalen AAA-Schnittes. B infrarenaler
Aortendurchmesser am Ende des Experiments e Einzelwerte der Sham-Gruppe, A Einzelwerte der C21-Gruppe,
¢ Einzelwerte der Vehicle-Gruppe; die rote Linie markiert jeweils den Mittelpunkt der Werte; *** p<0,0001.

3.2. Duplexsonographische Messungen

Sowohl die Spitzengeschwindigkeit als auch die mittlere Geschwindigkeit und das Velocity Time
Integral spiegeln eine auf das aneurysmale Segment der Aorta begrenzte Verringerung des Flusses
wider. (Abb. 4B, C, D) Im Vergleich zur Vehicle-Gruppe ergab die Behandlung mit C21 signifikant
hoéhere Spitzenflussgeschwindigkeiten (2240 + 157mm/s n=7 vs. 1602 + 131mm/s n=8, p<0,01),
mittlere Flussgeschwindigkeiten (902,1 + 98mm/s n=7 vs. 626,7 + 56mm/s n=8, p<0,05) und ein
hoéheres Velocity Time Integral (113 £ 12mm n=7 vs. 75,4 £+ 7mm n=8, p<0,05). Die enddiastolische
Flussgeschwindigkeit und die damit verbundenen Indices (Resistive Index, Pulsatile Index) waren

nicht signifikant verandert. (Abb. 3E, F, G) Der Blutfluss abseits der Dilatation war nicht alteriert.
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Abbildung 4: Blutflussgeschwindigkeitsanalysen der infrarenalen Aorta. A Reprasentative ultrasonographische
Doppler-Bildgebung. Links: Sham-Gruppe; Mitte: Vehicle—Gruppe; Rechts: Treatment-Gruppe. Zeitliche Verlaufe
der infrarenalen B Spitzenflussgeschwindigkeit C mittleren Geschwindigkeit D Velocity Time Integral E Pulsatile
Index F enddiastolische Geschwindigkeit G Resistive Index. ® Sham-Gruppe A Treatment-Gruppe ¢ Vehicle—
Gruppe, Mittelwerte; + p<0,05, t1 p<0,01. Dehnbeanspruchungsanalysen der Aorta. H infrarenale aortale
Wanddehnbarkeit am Ende des Experiments. Schwarze Saulen: Sham-Gruppe; hellgraue Saulen: Vehicle-
Gruppe und dunkelgraue Saulen: Treatment-Gruppe; Mittelwerte; *** p<0,0001. 1 Zeitlicher Verlauf der
infrarenalen Dehnbarkeit. ® Sham-Gruppe A Treatment-Gruppe ¢ Vehicle-Gruppe; Mittelwerte; # p<0,05. J
Speckle-Tracking-basierte Analyse der aneurysmalen Wanddehnbarkeit der Aorta, die Pfeile zeigen den
Kraftvektor an. K Pulse Propagation Velocity am Ende des Experiments.

3.3. Mechanische Eigenschaften der aortalen Wand

Die Dehnbarkeit der Aorta sank in der Vehicle-Gruppe bis Tag 14 um 72%. Die Sham-Gruppe wies
keine signifikanten Veranderungen auf. (Abb. 4H) Die Behandlung mit C21 minderte im Vergleich zur
Vehicle-Gruppe den Abfall signifikant an Tag 7 (24,3 + 9,41/MPa n=7 vs. 15,4 + 4,04/MPa n=8,
p<0,05) und noch ausgepragter an Tag 14 (26,2 + 10,5/MPa n=7 vs. 12,7 £ 6,35/MPa n=8, p<0,01).
(Abb. 41) Die Pulse Propagation Velocity der Vehicle-Gruppe zeigte einen 1,72-fachen Anstieg. (Abb.
4K) Im Vergleich verblieb sie in der Treatment-Gruppe signifikant niedriger (0,61 + 0,06m/s n=8 vs.
0,43 + 0,04m/s n=7, p<0,05) und in der Sham-Gruppe fast unverandert. Auerhalb des Aneurysmas

zeigte sich keine Veranderung der aortalen Dehnbarkeit oder Gefalsteifigkeit.
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3.4. Himodynamische Parameter

Der systolische Blutdruck - gemessen im wachen Zustand - wurde zu allen drei Zeitpunkten nicht
durch Al oder C21 beeinflusst. (Tab. 2) Der zentrale Blutdruck - im anasthesierten Tier gemessen -
zeigt keine Anderungen bei systolischem (106 + 6mmHg n=8 vs. 104 + 3,5mmHg n=6; n.s.) und
diastolischem (70,1 + 4,8mmHg n=8 vs. 74,3 = 52mmHg n=6; n.s.) Blutdruck. (Tab. 2) Die
intraaortalen Messwerte zeigen im direkten Vergleich der Pulsamplitude (26,8 + 1,4mmHg n=7 vs.
33,5 + 2,5mmHg n=8; p<0,05) zwischen Treatment- und Vehicle-Gruppe eine signifikante Reduktion
durch C21. (Tab. 2)

Die Gruppen zeigten gleiche kardiale Kontraktilitat, Relaxation und

Zykluspartialzeiten. (Tab. 2)

Sham AAA C21 p value
Pressure
left ventricular max. Pressure mmHg 107,4 £ 5,91 103,1 £ 4,81 92,06 + 4,47 n.s.
left ventricular min. pressure mmHg 1,299 £ 0,57 2,145+ 1,24 -0,7452 £ 2,05 n.s
left vent. end diast. pressure mmHg 11,14 £ 0,71 12,21 +£1,28 9,031 £2,25 n.s
mean pressure mmHg 48,55 + 4,04 46,84 + 3,45 41,87 £ 3,02 n.s.
max-min left ventricular press. mmHg 106,1 £ 6,11 101,0 £ 4,31 92,80 + 2,81 n.s
dicrotic notch pressure mmHg 86,70 + 4,22 84,84 + 5,66 85,14 £+ 4,34 n.s
syst. aortic pressure mmHg 106,2 £+ 6,141 103,5 + 3,474 95,69 + 4,521 n.s.
diast. aortic pressure mmHg 74,33 £ 5,215 70,07 + 4,760 68,89 + 3,635 n.s
mean arterial pressure mmHg 90,28 + 5,84 85,49 + 4,58 82,84 + 4,09 n.s
pulse pressure mmHg 31,86 +2,42 33,46 + 2,52 26,80 + 1,41 n.s.
pulse pressure mmHg 33,46 + 2,52 26,80 £ 1,41 0,0453
Time Periods
systolic duration sec 0,08941 £ 0,003 0,08789 + 0,002 0,09502 + 0,003 n.s.
diastolic duration sec 0,1010 = 0,009 0,1003 = 0,007 0,1043 = 0,007 n.s
cycle duration sec 0,1904 = 0,01 0,1882 = 0,01 0,1993 = 0,01 n.s
heart frequency bpm 320,9+18 324,6 + 16 304,8 £+ 14 n.s.
ejection duration sec 0,07918 £ 0,002 0,07478 £ 0,006 0,08097 + 0,002 n.s
non-ejection duration sec 0,1162 + 0,009 0,1162 + 0,006 0,1150 + 0,006 n.s
time to peak sec 0,03404 £ 0,006 0,02878 + 0,003 0,03604 + 0,005 n.s.
Contractility
max. dP/dt mmHg/sec 8683 + 907,4 7584 + 661,1 6470 £ 292,8 n.s
contractility Index 1/sec 139,2+9,76 127,4 £5,42 128,3 + 8,48 n.s.
min. dP/dt mmHg/sec  -7995 + 880,2 -7146 + 686,2 -6258 + 358,5 n.s
Relaxation
IRP Average mmHg/sec  -3535 + 349,7 -3324 + 302,6 -2879 +187,4 n.s.
pressure time index mmHg/sec 8,044 + 0,302 7,599 £ 0,274 7,426 £ 0,424 n.s
Tailcuff
Baseline mmHg -3535 + 349,7 -3324 + 302,6 -2879 £ 187,4 n.s.
7 days mmHg -3535 + 349,7 -3324 + 302,6 -2879 + 187,4 n.s
14 days mmHg -3535 + 349,7 -3324 + 302,6 -2879 + 1874 n.s
n=6 n=38 n=7

15



Christoph Lange | Dissertation

Tabelle 2: Ergebnisse der intraventrikuldaren und intraaortalen Driicke, gemessen via Samba-Katheter und
Tailcuff.

3.5. Morphologische Analysen

Morphologische Untersuchungen der infrarenalen Aorta der Vehicle-Gruppe zeigen eine deutliche
Lumen-Dilatation und vaskulares Remodeling. (Abb. 5A, B) Aneurysmata waren durch eine
ausgedinnte Wand, Fragmentierung und Rupturen der elastischen Lamellae gekennzeichnet. (Abb.
5A, B) Die Anzahl elastischer Lamellae war signifikant reduziert (p<0,0001). (Abb. 5D) Die
Querschnittsflache der paraaortalen Lymphknoten zeigte eine signifikante Vergréferung (p<0,0001).
(Abb. 5E) Die C21-Behandlung bewirkte eine signifikante Reduktion des aortalen Durchmessers, der
Fragmentation elastischer Lamellae, des muralen Remodelings sowie der Anzahl inflammatorischer
Zellen, der GroRe von Lymphknoten und der muralen Ausdinnung. (Abb. 5A, B, E)
Immunhistochemisch zeigte sich die erhdhte Expression von Angll in der Vehicle-Gruppe durch die
Behandlung mit C21 reduziert. (Abb. 6E) Die AT2R-Expression war nach Al vor allem in der Nahe
inflammatorischer Zellen, perivaskularen Fetts und Vasa vasorum nachweisbar. (Abb. 6E) Die
Vehicle-Gruppe zeigte eine Co-Lokalisation mit Endothelzellen und in der Adventitia, besonders in der
Nahe von CD4+ Lymphozyten. (Abb. 5C) In Immunfluoreszenzanalysen wiesen die Signale auf AT2R
exprimierende CD4+ Zellen hin. (Abb. 5C merged)
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Abbildung 5: Histomorphologie der infrarenalen Aorta. A Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE). Oben: reprasentative
Querschnittflache abdomineller Aorten, x4. Unten: aortaler Wandabschnitt, x40. B Weigert-Farbung. Oben:
reprasentative Querschnittflache abdomineller Aorten, x4. Unten: aortaler Wandabschnitt, x40. C reprasentative
Immunfluoreszenzfarbung eines aortalen Abschnitts aus der Vehicle-Gruppe A: der AT2R (griin) B: Hoechst-
Farbung der Zellkerne (blau) C: CD4+ Zellen (rot) D: CD4+ Zellen exprimieren den AT2R (yellow) die Pfeilspitzen
deuten auf die co-lokalisierten Signale (merged). Scala: 50 um. D Anzahl der elastischen Lamellae in der Tunica
media der abdominellen Aorta E Querschnittsfldche der para-aortalen Lymphknoten F Dicke der Tunica media.
Schwarze Saulen: Tiere der Sham-Gruppe; hellgraue Saulen: Tiere der Vehicle-Gruppe und dunkelgraue Saulen:
Tiere der Treatment-Gruppe; Mittelwerte; * p<0,05; *** p<0,0001.
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3.6. Molekularbiologische Erkenntnisse

Die aktive Form des proteolytischen MMP-9 (~ 70 kDa) zeigte in der Vehicle-Gruppe eine 1,5-fache
Hochregulation der Expression (p<0,05). (Abb. 6A) Co-lokalisiert war MMP-9 mit inflammatorischen
Zellen. (Abb. 6B) Auch IL-1B und NFkB waren im aortalen Gewebe der Vehicle-Tiere signifikant mehr
exprimiert (p<0,05) und in der Nahe inflammatorischer Zellen gehauft vorhanden. (Abb. 6B) C21
erbrachte eine 4,9-fache Reduktion von IL-1B (p<0,05) und eine 2,4-fache Verminderung der NFkB-
Expression (p<0,05). (Abb. 6A) TGF-p1 zeigte in den Western-Blot-Analysen zwei durch die Al
hochregulierte Banden: ein Protein ~ 60 kDa und ein Dimer ~ 40 kDa. (Abb. 6A) Bei hdchsten
Expressionen in der Adventitia zeigten sich auch Expression in der Media, (Abb. 6C) die durch C21
deutlich abgemildert wurden (Reduktion 1,8-fach 60 kDa Protein und 2,5-fach 40 kDa Dimer im
Vergleich zur Vehicle-Gruppe; p<0,05). (Abb. 6A) Zusatzlich untersuchten wir Transkriptionsfaktoren
der Epithelial-mesenchymalen Transition. C21 limitierte signifikant die SLUG-Herabregulation der
Vehicle-Gruppe (p<0,05), wahrend Snai1 keine Regulation zeigte. (Abb. 6A) Die mit einer Form des
programmierten Zelltods - der Nekroptose - assoziierte mixed lineage kinase domain-like (MLKL) war
in der Tunica media der Vehicle-Gruppe in der Ndhe von vSMC und inflammatorischen Zellen
exprimiert. (Abb. 6A, B) C21 halbierte die MLKL-Expression (p<0,05). Im Serum der Tiere zeigten
MCP-1, TNF-a und IL-6 keinen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen. In der Vehicle-
Gruppe fand sich im Vergleich zur Sham-Gruppe eine deutlich erhéhte Serum-Konzentration von
TGF-B1 (p<0,01), welche durch die Behandlung mit C21 signifikant verringert werden konnte (p<0,05).
(Abb. 6D)
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Abbildung 6: Molekularbiologische und immunohistochemische Analyse der abdominellen Aorta. A Western-Blot-
Analyse der aortalen Expression an Zytokinen (TGF-B1; IL-1B), Matrixmetalloprotease 9 (MMP-9),
Nekroptosemarker (MLKL) und EMT-Marker (Snai1, SLUG); * p<0,05; ** p<0,001; *** p<0,0001 Vehicle-Gruppe
vs. Sham-Gruppe; # p<0,05; ## p<0,001; Treatment-Gruppe vs. Vehicle-Gruppe. B Immunhistochemische
Farbung aortaler Querschnitte, x70. Oben: Vehicle-Gruppe; Unten: Treatment-Gruppe. C Immunohistologische
TGFB1-Farbung, x40. D TGFB1-Konzentration im Serum. Schwarze Saulen: Sham; hellgraue Saulen: Vehicle
und dunkelgraue Saulen: Treatment; Mittelwerte; * p<0,05; *** p<0,0001. E Immunhistologische Schnitte der
abdominellen Aorta, rot gefarbt sind ANG/Angl/Angll, x20. a: Vehicle-Gruppe. b: Treatment-Gruppe. d: Sham-
Gruppe. c: Negativkontrolle.
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4. Diskussion

Mit dieser Arbeit konnten wir zeigen, dass die Stimulation des AT2R das Fortschreiten eines
experimentellen AAA im Tiermodell der Ratte limitieren kann. Die systemische Therapie mit dem
AT2R-Agonisten C21 hat zu reduzierter aortaler Dilatation, erhaltener Funktion und bewahrter
struktureller Integritat gefihrt. Eine fehlende AT2R-Expression zeigte bereits eine Beschleunigung des
Wachstums und der Ruptur vorhandener Aneurysmata in einem Mausmodell des Marfan-Syndroms
und die genetische AT2R-Defizienz in einem Angll-Infusion-Modell blieb ohne Effekt auf TAA, AAA

oder Atherosklerose per se.*® %

In genetisch nicht modifizierten Tieren des Elastase-Modells sahen
wir nach Al eine deutliche Dilatation des Aortenlumens und strukturelle Tunica media-Veranderungen,
wie Fragmentation und Abbau elastischer Lamellae. Die erhéhte inflammatorische und proteolytische
Aktivitat in den Geweben konnte bereits in frilheren Untersuchungen beobachtet werden.” Wir
konnten darlegen, wie die AT2R-Stimulation sowohl die aortale Aussackung als auch murale
Abbauprozesse verhinderte. Der limitierende Einfluss von C21 auf das vaskuldre Remodeling
spiegelte sich morphologisch in einer deutlichen Reduktion von Fragmentierungen und Rupturen
elastischer Lamellae, Tunica media-Degeneration und inflammatorischer Infiltrate wider. Der Einfluss
hamodynamischer Faktoren wie Blutdruck auf Verlauf und Ruptur-Wahrscheinlichkeit von AAA ist

37, 59

bekannt. Wir stellten einen blutdruckunabhangigen positiven Effekt durch C21 fest. Im direkten

Vergleich der Pulsamplitude und der GefaRsteifigkeit war aber eine signifikante Reduktion durch C21 -

38, 39, 52

in Ubereinstimmung mit friiheren Ergebnissen - messbar. Eine Assoziation zwischen erhéhter

%0.51 respektive einer akuten Dissektion der Aorta® konnte

GefaRsteifigkeit und Aneurysma-Entstehung
in klinischen Studien nachgewiesen werden. Grundlage der GefaBsteifigkeits-Verbesserung durch
C21 scheint die erhaltene strukturelle Integritat aufgrund verminderter Proteolyse und Inflammation
sowie der Erhalt der vSMC zu sein. C21 hatte einen vorteilhaften Einfluss auf die Dehnbarkeit der
aortalen Wand. Wie bei der GefaRsteifigkeit sahen wir auch hier eine signifikante, lokal begrenzte
Wirkung. Veranderungen der Blutflussgeschwindigkeit und erhéhte mural wirksame Scherkréfte sind
beim AAA vorbeschrieben.*® Eine Verlangsamung sowohl der Spitzengeschwindigkeit als auch der
mittleren Geschwindigkeit im aneurysmalen Segment, wie von uns gemessen, gelten als unabhangige
Risikofaktoren fur eine Ruptur. Durch die geschitzte Geometrie des AAA und bewahrte murale
Rickstellkrafte als Folge der C21-Behandlung konnten diese erhalten werden.®> ® Die
enddiastolische Geschwindigkeit und damit verbundene Indices - die etablierte Stenose-Parameter
sind - zeigten keine signifikanten Alterationen durch die Dilatation oder die Behandlung mit C21. Der
AT2R ist in der Adventitia, in der Nahe von Vasa vasorum und inflammatorischen Zellen exprimiert.
Wir konnten Erkenntnisse aus der tierexperimentellen TAA-Forschung bestéatigen, die eine Co-
Lokalisation von AT2R und CD4+ Lymphozyten mit protektiven Effekten durch Wachstumsinhibition
und Apoptose pos’[ulierten.65 Die Behandlung mit C21 bewirkte eine GroéRenlimitierung paraaortaler
Lymphknoten sowie eine Reduktion inflammatorischer Infiltrate in der Adventitia. Diese Ergebnisse
unterstreichen die bekannte anti-inflammatorische Rolle des AT2R nun im Kontext der Limitierung der
AAA-Progression.27 C21 begrenzte erhohte Expressionen inflammatorischer Schlisselzytokine der

AAA-Genese wie IL-1B, NFKB und TGF-B1 im aortalen Gewebe.” Aus Studien ist eine reduzierende
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Wirkung von Ang (1-7) auf IL-1B und TNF-a in zerebralen Aneurysmata bekannt, die AT2R-abhangig
auch vor Rupturen schiitzen konnte.?® Eine mdgliche Beteiligung der aktivierten ACE2/Ang (1-7)/Mas-
Achse als Gegenspieler der ACE/Ang II/AT1-Achse erscheint bei erhdhten Angiotensinvorlauferstufen
in unserer Untersuchung neben der Aktivierung des AT2R zusatzlich denkbar. In kardialen
Fibroblasten konnte gezeigt werden, dass die Auswirkungen auf die MMP-9-Aktivitat durch C21 AT2R-
spezifisch, also durch den AT2R-Antagonisten PD123319 reversibel sind.*® Die MMP-9/TIMP-Ratio
war durch die C21-Behandlung verbessert und die Aktivierung der MMP-9 in der Vehicle-Gruppe
durch die Behandlung mit C21 aufgehalten. Wir konnten einen Anstieg der TGF-B1-Konzentration
sowohl im aortalen Gewebe als auch im Serum beobachten. Der Serumkonzentrationsanstieg bei den
erkrankten Tieren in Kombination mit dem konsekutiven Abfall durch C21 macht TGF- zu einem
moglichen Biomarker fir AAA. Zukinftige Experimente sind noétig um diese Hypothese zu
untersuchen. Bereits Gao et al. wiesen nach, dass TGF- in vSMC an der Pathogenese des AAA
beteiligt ist und eine Unterbrechung der dazugehorigen Signalwege die Aneurysmaformation
verhindern kann.®” Da aus Ang llI-basierten Tiermodellen ahnliche Effekte bekannt sind, sollten
weitergehende Untersuchungen eine mogliche Translation dieses Ergebnisses in die Klinik
beinhalten.?® Eine C21-Behandlung hat anti-fibrotische Effekte beim kardialen Remodeling®, bei L-
NAME-Hypertonie-Ratten® und beim pulmonalen Hypertonus® in Zusammenwirkung mit einer TGF-
B1-Reduktion bewirkt. Sowohl TGF-B als auch Angll sind eng mit einer AAA-Progression assoziiert
und teilen sich Abschnitte regulatorischer Signalkaskaden, wie das SMAD-Protein und die MAP-
Kinase (p38, ERK and JNK/p38).68 Beim TAA steht die AT2R-Signalkaskade der AT1R-abhangigen
TGF-B-Regulation durch Blockierung der ERK entgegen.35 Wir untersuchten einen Teilaspekt der
TGF-B1-Signalkaskade, die Epithelial-mesenchymale Transition (EMT) inklusive klassischer
Transkriptionsfaktoren: Snai1 und SLUG.” SLUG zeigte eine Regulation durch C21 und damit zum
ersten Mal einen Zusammenhang zwischen dem aus Tumorfilialisierung und Wundheilung bekannten
Prozess der EMT und der Aneurysmaentwicklung. Weitere Studien sind nétig um diesen
Mechanismus in seiner Auswirkung, seinen Zwischenschritten und seiner moglichen therapeutischen
Beeinflussbarkeit zu analysieren. Zusatzlich sind protektive Auswirkungen auf den Zelltod im AAA
denkbar. Wir untersuchten die Auswirkung der C21-Behandlung auf die Uberexpression der
Pseudokinase MLKL, einem Trigger und Marker fur die Nekroptose — eine Form des mit Inflammation
assoziierten, programmierten Zelltods.”" Wir konnten damit jungste Erkenntnisse bestatigen, dass
Nekroptose neben der bereits bekannten Apoptose einen Teil der AAA-Entstehung darstellt.
Tierexperimentell hat eine Inhibition des Nekroptosemediators RIP-1 limitierende Effekte auf das AAA-
Wachstum.” Diese Arbeit konnte dies um einen weiteren Nekroptosemarker erweitern und zeigen,
dass anti-proteolytische Eigenschaften des AT2R mit einer Nekroptoselimitierung einhergehen.
Weiterflhrende Experimente sollten darauf abzielen diesen Mechanismus inklusive seiner

Zwischenschritte weiter zu beleuchten.
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Reduktion Bewahrung Limitation
Inflammation (IL-1B, NFkB) Aortale Wanddehnbarkeit
EZM - Degradation (MMP-9, TGFB1) Blutflussgeschwindigkeit AAA -
Nekroptose (MLKL) GefiRsteifigkeit Progression

Regulation Pulse Pressure

EMT (SLUG)

Abbildung 7: Schematische Zusammenfassung der Wirkungen einer AT2R-Stimulation im Kontext des
abdominellen Aortenaneurysmas

Zusammengenommen verhinderte die AT2R-Stimulation mit Compound 21 die Progredienz der AAA-
Dilatation blutdruckunabhangig durch Limitierung von EZM-Degradation, Inflammation und
Nekroptose, bewahrte hamodynamische Parameter und die aortale Integritat durch Schutz der
Wandarchitektur. Infolgedessen scheint eine Beeinflussung des Renin-Angiotensin-Systems via

AT2R-Stimulation als neue, klinisch relevante Behandlung kleiner AAA denkbar.
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